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PRINCIPALES ABBREVIATIONS

Ac : Anticorps
ADCC : Antibody-Dependent Cell-mediated Cytotoxicity
AINS : Anti-Inflammatoires Non Stéroidiens

Ag : Antigene

APC/ CPA : Antigen Presenting Cells / Cellules PrésentatritAstigene

BM-DC : Bone Marrow-Dendritic Cell

BP : Benzyl-Pénicilline (ou Pénicilline G)

CDR3 : Complementarity Determining Region 3

CDX : Cluster of Differentiation X

CFSE : 5,6-Carboxyl-Fluorescein diacetate SuccinimidyteEs
CMH : Complexe Majeur d’Histocompatibilité

CMH Il oull: CMH de classe | ou

CTL : Cytotoxic T lymphocytes

CYP : Cytochromes (P450)

DC : Cellules Dendritiques

DRESS :Drug Rash with Eosinophilia and Systemic Symptoms
ELISpot : Enzyme-Linked Immunosorbent Spot

FasL: Fas Ligand

Fc : Fraction constante (des anticorps)

GM-CSF : Granulocyte Macrophage Colony Stimulating Factor
HER2/neu : Human Epidermal Growth Factor Receptor-2

HLA : Human Leucocyte Antigen

HSA : Human Serum Albumin
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IFN-v : Interféron-gamma

IgX : Immunoglobulines de type X

IL-X : Interleukine X

Inf-DC : DC inflammatoires, dérivées de monocytes
KLH : Keyhole Limpet Hemocyanin

LB : Lymphocytes B

LC : Cellules de Langerhans

LPS : Lipopolysaccharide

LT : Lymphocytes T

Mo-DC : Monocyte derived Dendritic Cell
NK : Natural Killer

NKT : Natural Killer T cells

PBMC : Peripheral Blood Mononuclear Cells
PCR : Polymerase Chain Reaction

pDC : DC plasmacytoide

P-i concept :Pharmacological interaction of drugs with the Inmasystem

PHA : Phytohémagglutinine

PBP : Penicillin Binding Proteins

RE : Réticulum endoplasmique

SJS :Syndrome de Stevens-Johnson

SMX : Sulfaméthoxazole

SMX-NHOH : Sulfaméthoxazole hydroxylamine
SMX-NO : Nitroso hydroxylamine

TAP : Transporter associated Antigen Presentation

TCC : T cells clones
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TGF-p : Transforming Growth Factor

TTL:

TcR:
TEN :
ThX:
TLR:
TMP :
TNF :

Treg:

Test de Transformation Lymphocytaire
T-cell Receptor

Toxic Epidermic Necrolysis

T helper cells X

Toll-like Receptor

Trimétroprime

Tumor Necrosis Factor

T régulateurs

VEGF-a : Vascular endothelial growth factor a

VIH :

Virus de I'lmmunodéficience Humaine
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AVANT-PROPOS

Les allergies médicamenteuses constituent un prablde santé publique et ne
peuvent étre prédites lors du développement descar@ents. En effet, a I'heure actuelle,
aucun test de prédiction du « potentiel allergiguges médicaments n’est disponible. Les
allergies médicamenteuses ne sont alors visiblamguois le médicament mis sur le marché
et prescrit aux patients. Ainsi, il est nécessalee mieux comprendre les mécanismes
moléculaires et cellulaires impliqués dans le deweément des allergies médicamenteuses
afin d’étre capable de mieux les prédire.

Les allergies médicamenteuses sont définies parcatl@mie Européenne
d’allergologie et d’immunologie clinique, comme rdtades « réactions d’hypersensibilité
initiées par des mécanismes immunologiques », diatién humorale ou cellulaire. En effet,
chez des patients allergiques, il est possible almuver dans leur sérum des anticorps
spécifigues du médicament (IgE) et dans leur sagg lgmphocytes T spécifiques du
médicament. La présence de lymphocytes T spéctiglue médicament chez des patients
allergigues suggere la présentation du médicamentgsacellules présentatrices d’antigene
telles que les cellules dendritiques.

Nous nous sommes alors intéressés a mieux comprehanplication des
lymphocytes T et des cellules dendritiques dans diveloppement des allergies
médicamenteuses, et plus particulierement desgadferaux antibiotiques tels que la
pénicilline G ou le sulfaméthoxazole. Nous avorarché a répondre a un certains nombre de
questions afin de mieux comprendre le role des houptes T et des cellules dendritiques
lors de la phase de sensibilisation :

1. Est-il possible de détecter des lymphocytes T §ipéeis de la pénicilline G chez des
donneurs non allergiques ? si oui, quelle estfiéguence ?

2. Quelles sont les protéines sériques sur lesquedldéise la pénicilline G ? et quels sont
les épitopes et plus précisément les peptides ésugé maniere covalente a la
pénicilline G, qui sont présentés a ces lymphocyites

3. Les médicaments comme la pénicilline G ou le suffidnoxazole sont-ils capables
d’'induire la maturation des cellules dendritiguesnme cela a été montré pour
d’autres haptenes tels que certains sensibilisgnt®ntact (DNCB, Nickel...) ?

L'objectif de ce travail de thése a donc été de euxicomprendre les mécanismes
moléculaires et cellulaires impliqués dans le déweément des allergies a I'échelle des
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lymphocytes T et des cellules dendritiques afin padeivoir mieux prédire les allergies

médicamenteuses lors du développement des médicament
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INTRODUCTION
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Les allergies médicamenteuses:

1.1 Définition des allergies médicamenteuses et précaledes allergies aux
antibiotigues dans la population humaine

Les effets secondaires ou indésirables des médidaaont font partie les allergies
médicamenteuses, constituent un probléme impod&santé publique. Selon I'Organisation
Mondiale de la SantRapport de 'OMS technique n ° 498 de 197@3 effets indésirables
des médicaments correspondent a « une réponsestqud@ve et non voulue, se produisant
aux posologies normalement utilisées chez 'hnomme [a prophylaxie, le diagnostic ou le
traitement de la maladie, ou pour la modificaticnnd fonction physiologique ». Cette
définition a pour but d'exclure les effets indébles liés a une surdose accidentelle ou
délibérée.

Les effets indésirables médicamenteux peuventdiisés en deux catégories selon
Rawlins and Thompson : ceux de type A (Augmented)sqnt prévisibles et ceux de type B
(Bizarre), qui ne le sont pas. Les réactions de #pqui représentent environ 80% des effets
secondaires, sont généralement dose dépendatitessed la pharmacologie du médicament,
au contraire des réactions de type B. Les réactiens/pe B comprennent les intolérances
médicamenteuses, les réactions pseudo-allergiqaesles allergies médicamenteuses
(Solensky et al. 2010).

Le terme d’allergie vient du grec « allos » poutra@t « ergia » pour action et désigne
une réaction inhabituelle de I'organisme a un stimyénéralement inoffensif. En 2004, une
nouvelle nomenclature concernant 'Allergie a étéppsée par I'’Académie Européenne
d’allergologie et d'immunologie clinique. Les aljggs médicamenteuses sont définies
comme étant «desréactions d’hypersensibilité iégst par des mécanismes
immunologiques», a médiation humorale (IgE par gdejnou cellulaire (présence de
lymphocytes T spécifiques). L’hypersensibilité edéfinie comme provoquant «des
symptoémes ou des signes cliniques reproductiblgsctibement, initi€és par une exposition a
un stimulus défini, a une dose tolérée par desssomaux » (Johansson et al. 2001).

Il existe plusieurs études eépidémiologiques corar@rnles hypersensibilités
médicamenteuses allergiques, qui different en fonctles populations étudiées (patients
hospitalisés ou non, adultes, enfants...), de la ogétlogie employée (constatations cliniques
via un questionnaire ou confirmées par un dermgt@@ar exemple ...) et des médicaments

étudiés. La plupart des études d’incidences ouréeafences des allergies médicamenteuses
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sont réalisées chez des patients hospitalisén, éixeste tres peu qui soient réalisées dans la
population générale.

Dans le cadre du Boston Collaborative Drug Suraeede Programme, la prévalence
des réactions cutanées allergiques (urticaires tiengérythémateuses, prurits généralisés)
aux médicaments chez 15438 patients, hospitalisés9@db a 1982 a été analysée; 358
réactions cutanées ont été confirmées par un delogak, correspondant a une prévalence
globale de 2,3%. La prévalence par médicament aitendté calculée en attribuant chaque
réaction cutanée au médicament correspondant. Ave@révalence de 5,1%, I'amoxicilline
est le médicament induisant le plus de réactiorsnéas dans cette étude. Suivent ensduite la
combinaison triméthoprime-sulfaméthoxazole avec upetvalence de 3,4%, puis
I'ampicilline avec une prévalence de 3,3%. La pidlime G se trouve en dixieme position
avec une prévalence de 1,8%. On retrouve 7 antbed, parmi les 10 premiers

médicaments, classés par ordre décroissant delgméeécf. Tableau 1)Bigby et al. 1986).

MEDICAMENTS PREVALENCE (%)
Amoxicilline 51
Triméthoprime-sulfaméthoxazole 3,4
Ampicilline 3,3
Sodium lopodate 2,8
Produits dérivés du sang 2,2
Erythromycine 2,0
Céphalosporines 2,1
Pénicillines semi-synthétiques 2,1
Dihydralazine hydrochloride 19
Pénicillin G 1,9

Tableau 1 : Classement des dix médicaments induisale plus de réactions cutanées allergiques par orel
décroissant de prévalence (Bigby et al. 1986)

7 AN

Une étude prospective de six mois a été réalidédaital Bichat, sur des patients
hospitalisés de novembre 2000 a mai 2001 et p@E@sede possibles réactions cutanées
allergigues. Un examen médical des patients aftaéteé par un dermatologue qui remplit
ensuite un questionnaire standard. Sur 13294 Iabispiions, 48 cas d’allergies

médicamenteuses ont été détectées soit une présatnd,36% ; 56% de ces 48 cas
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d’allergies médicamenteuses sont dus a des angibést, en particulier les pénicillines
(23%), dont 21% sont a attribuer a 'amoxicillifészenson-Albala et al. 2003).

Une étude de cohorte concernant les allergies atibiatiques a été réalisée chez des
enfants, ayant été vus en consultation &l rhars au 31 juillet 1996, dans un centre
pédiatrique privé du Nord de la Virginie au USAslLantibiotiques ont été répartis en quatre
groupes : les pénicillines, les sulfamides, le défaet les autres céphalosporines. Une
fréequence de 7,3% de réactions cutanées allergegiashservée chez les enfants, ayant recu
ces antibiotiques. Par médicament, la prévalence Ipaéfaclor est de 12,3%, celle pour les
sulfamides est de 8,5%, celle pour les pénicilliestsde 7,4% et enfin, celle pour les autres
céphalosporines est de 2,6% (lbia et al. 2000).

Une étude, cette fois-ci dans la population géeé@nsistant a évaluer la prévalence
des hypersensibilités aux médicaments, a été ééatis Portugal en 2002. Elle montre une
prévalence de 7,8% (181/2309) aux allergies médicamuses, rapportée par des patients non
hospitalisés via un questionnaire. La prévalence mhnicillines et autref-lactames est de
4,5%, celle de l'aspirine et des Anti-inflammatsirdlon Stéroidiens (AINS) est de 1,9
(Gomes et al. 2004).

Ainsi, au travers de ces études, il parait corestimer la prévalence des
hypersensibilités médicamenteuses entre 0,3 et t8%, en ayant a l'esprit que cette
prévalence varie en fonction des populations éasdignais également en fonction des
médicaments étudiés. En effet, les antibiotique$ smponsables d’'une grande majorité des
hypersensibilités médicamenteuses et présente ouwne prévalence plus élevée que les

autres classes de médicaments (Gomes et al. 2005).

1.2 Symptomatologie des allergies médicamenteuses:

Les manifestations cliniques des allergies médicaeuses sont tres variables :
urticaire, angio-cedeme ou cedeme de Quincke, exaathénaculopapuleux, bulleux ou
pustuleux, eczéma de contact, syndrome DRESS (Rastp) with Eosinophilia and Systemic
Symptoms), syndrome de Stevens-Johnson (SJS), ahaghylactique, atteintes rénales,
atteintes hépatiques, vascularites etc... Elles soment d’ordre cutané, lié a un effet local
ou a un effet systémique. Par exemple, dans I'étndeée en 2002 au Portugal, 63% des

manifestations cliniques des allergies auto-déelariéées aux antibiotiques de la famille des
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B-lactames sont des symptdmes cutanées tels quedite, les éruptions cutanées, les
démangeaisons, les gonflements ou les angio-cederf@smes et al. 2004).

Il est possible de classer les allergies médicaguses, en fonction des symptdmes
cliniques observés et des mécanismes impliquégjtiesant la classification de Gell et
Coombs, mise en place en 1963. Cette classificatmnprend quatre types de réactions
d’hypersensibilit§cf. tableau 2)

- Les hypersensibilités de type | dites « réactiommédiates »
- Les hypersensibilités de type Il dites « réactigytstoxiques »
- Les hypersensibilités de type 1l dites « réactiaromplexes immuns »

- Les hypersensibilités de type IV dites « réactia@tardees »

Dans le cas des hypersensibilités de type |, legpymes apparaissent rapidement (de
guelques minutes a quelques heures) aprés la prsanédicament. Les symptdmes
caractéristiques de ce type d’hypersensibilité $onticaire, 'cedeme de Quincke, le choc
anaphylactique, I'asthme, les rhinites, ou les aodijivites. Ces réactions sont médiées par
des immunoglobulines E (IgE) qui en se fixant a@ésepteurs de la Fraction Constante (Fc)
des IgE, situés sur les mastocytes et les basseplelstrainent leur dégranulation et la
sécrétion de médiateurs vaso-actifs pré-synthétisiss que I'histamine ou nouvellement
synthétisés tels que les prostaglandines, les leeges ou les thromboxanes. Les
antibiotiques sont les médicaments qui sont regibaes de la grande majorité des
hypersensibilités immédiates (Descotes et al. 280fensky et al. 2010).

Dans le cas des hypersensibilités de type Il,skgaptdbmes les plus couramment
observés sont des anomalies hématologiques telkesies cytopénies sanguines comme des
granulocytopénies, des thrombocytopénies ou desniaaéhémolytiques. Ces réactions
cytotoxiques sont tres sérieuses et peuvent metirdanger la vie des patients. Elles sont
médiées par des anticorps cytotoxiques, principahdntes IgG et les IgM. Les dommages
cellulaires résultent principalement de l'activatidu complément, qui conduit a la lyse des
cellules cibles, par fixation du fragment C3b du pt#ment a la surface des cellules cibles ou
par fixation du complexe membranaire C5b-C9 du cémpht. La cytotoxicité a médiation
cellulaire dépendante des anticorps (ADCC, Antibbdypendent Cell-mediated
Cytotoxicity), peut également jouer un réle dars/persensibilité de type Il : les cellules

cibles présentent a leur surface des épitopes mesqgpar les IgG ou IgM, qui se fixent alors a
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leur surface. Les macrophages, les neutrophileeseosinophiles se fixent alors a ces
cellules via le récepteur Fc de ces anticorpsietiédnt les cellules cibles. (Descotes et al.
2001; Solensky et al. 2010)

Les hypersensibilités de type Ill sont médiéesladormation de complexes immuns
(Anticorps-Antigéne (Ac-Ag)), di a un exces d’aetigs. La maladie sérique est la maladie
la plus caractéristique des hypersensibilités ge . C'est une maladie qui était autrefois
fréquente, du fait de [l'utilisation de sérum dedl (antitétanique, antidiphtérique) mais qui
est rare aujourd’hui du fait de l'utilisation derwé& d’origine humaine. Néanmoins, certains
médicaments tels que les pénicillines, les sulfadas la phénytoine, certains anticorps
monoclonaux thérapeutiques (infliximab, rituximatatalizumab, omalizumab), peuvent
provoquer cette pathologie (Descotes et al. 200dm&@ra et al. 2006; Schutgens 2006;
Krumbholz et al. 2007; Pilette et al. 2007; Hellvegal. 2008). Les manifestations cliniques
de la maladie sérique, qui apparaissent 1 a 3 sesaipres la prise du médicament, sont la
fievre, les éruptions cutanées, [l'urticaire, l'adgamthie (hypertrophie des ganglions
lymphatiques), l'arthralgie (douleurs articulajdsa réponse se déclenche quand I'Ag réagit
dans des espaces tissulaires avec des Ac, souvenhlle pour former des complexes
immuns. Quand I'Ag est en excées, des complexes iraalubles se forment et se déposent
dans la couche endothéliale des parois des vaisssaguins et se fixent au complément,
causant une inflammation locale. Les complexesumsise déposent principalement dans les
poumons, les reins, la peau et les articulatioes. dommages tissulaires sont initiés par la
réponse a linflammation locale, impliquant l'a@tion du complément. De nombreuses
cellules du systeme immunitaire telles que les pptges, les neutrophiles ou les plaquettes
sont de ce fait, attirées sur le site de l'inflanioraet contribuent aux dommages tissulaires.
(Descotes et al. 2001; Solensky et al. 2010)

Les hypersensibilités de type IV dites retardéestent en jeu des lymphocytes T
(LT) spécifiques du médicament. En effet, le méuatieat est présenté aux LT sous la forme
d’'un Ag par les cellules présentatrice d’antige@®A4), telles que les cellules dendritiques
(DC), via leur molécule du CMH (Complexe Majeur éstbcompatibilité), ce qui va induire
la stimulation des LT spécifiques et la sécrétiercgtokines pro-inflammatoires, résultant en
une réponse immunitaire effectrice dirigée cordrmbdicament. Les manifestations cliniques
les plus classiques d’'une hypersensibilité médicaeuse de type IV sont des éruptions

cutanées retardées comme les exanthemes maculepapuus aux antibiotiques
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(amoxicillines, sulfonamides), les pustuloses examateuses aigués généralisées ou les
dermatites de contact. Moins d’'une quarantainenédelicaments sont responsables de la
plupart des cas de dermatites de contact allergjcgre particulier les formulations topiques
de la bacitracine (antibiotique), de la néomyciaatipiotique), les glucocorticoides, les

anesthésiques locaux et les antihistaminiques (@eset al. 2001; Solensky et al. 2010).

La classification de Gell et Coombs a été mise lanepavant que les connaissances
sur les sous-types de populations de LT et leurstimns soient connues. Une sous-
classification plus précise des hypersensibilitésyge IV en quatre sous-catégories a alors
été proposée par Werner Pichler en 2003 (PichléB;2@osadas et al. 2007). Elle tient
compte des sous-types de populations de LT etalkdes effectrices impliquédsf. tableau
2):

- IV-a: Réponse Thl et activation et recrutementrdasrophages
- IV-b: Réponse Th2 et activation et recrutementétesnophiles
- IV-c : Réponse lymphocytaire cytotoxique (CDsk CDS8)

- IV-d : Réponse lymphocytaire et activation et réement des neutrophiles

Les hypersensibilités de type IV-a correspondenk aéactions immunitaires
impliquant une réponse de type Thl: les LT de tyjpd activent les macrophages en
sécrétant de larges quantités d’interféron-gammiaN-{) et activent également le
complément. lls jouent le rdle de co-stimulateurgé@mmonses pro-inflammatoires (sécrétion
de TNF : Tumor Necrosis Factor et d’IL-12 : Intetéene 12) et de réponses effectrices par
I'activation de LT de type CD8Pichler 2003; Posadas et al. 2007).

Les hypersensibilités de type IV-b correspondenk aéactions immunitaires
impliquant une réponse de type Th2 : les LT de fip2 sécrétent de I'lL-4, de I'lL-13 et de
I'IL-15, qui activent la production d’IgE et d’'lgGgar les lymphocytes B (LB) et activent en
particulier, les éosinophiles mais également lesraphages et les mastocytes (Pichler 2003;
Posadas et al. 2007).

Dans le cas des hypersensibilités de type 1V-cl_Tesffecteurs cytotoxiques migrent
dans les tissues et tuent les cellules, telleslegidépatocytes ou les kératinocytes, via les
mécanismes de perforine/granzyme B ou du FasL I(ifmsxd). Ces réactions sont a mettre
en paralléle avec d’autres mécanismes d’hypersétestmédicamenteuses retardées, de type
IV, impliquant également les monocytes, les éodiilep et le recrutement et I'activation des
polynucléaires neutrophiles. (Pichler 2003; Posatlas. 2007)
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Dans le cas des hypersensibilités de type IV-dlylephocytes T, ayant reconnu leur
antigéne, sont capables de recruter des neutrgplilduisant alors une inflammation. Un
exemple typique, est la pustulose exanthémategse ajénéralisée ou les LT sécretent de
I'interleukine 8 (IL-8 ou CXCLS8), qui permet le metement de neutrophiles et du GM-CSF
(Granulocyte Macrophage Colony Stimulating Factguj,empéche leur apoptose. Ce type de
mécanisme se retrouve également dans la maladBeliget et dans le psoriasis pustuleux
(Pichler 2003; Posadas et al. 2007).

Certaines réactions allergiques avec des syndraaestéristiques, ne rentrent pas
spécifiguement dans une des catégories (ou soégecat) de la classification de Gell et
Coombs. Il s’agit par exemple des syndromes de C3RES Lyell et de Steven-Johns@h
figure 1)

Nécrolyse épidermique toxique Syndrome DRESS

_
. 4%

4 2 i — \ \ 3 . \'\ »‘.\A
Aspect  précoce  de Aspect caracteristique  Erytheme diffus avec gonflement
necrolyse  épidermique du decollement de  des jambes, lié a un DRESS aigu
(bulles a toit necrotique) I’¢piderme nécrose suitea la prise de gabapentine

Figure 1: Exemple de manifestations d'une nécrolys&pidermique et d'un syndrome DRESS
(Roujeau 2007; Solensky et al. 2010)

Les nécrolyses épidermiques toxiques (TEN) sont mletadies dermatologiques
aigués et tres graves. Le terme de syndrome dd égelutilisée pour les formes les plus
étendues de nécrolyse (plus de 30% de I'épiderntacio€) et le terme de syndrome de
Stevens-Johnson (SJS) pour les formes les plugédmi(moins de 10% de I'épiderme
détaché), qui peuvent par la suite évoluer versymdrome de Lyell. Elles sont rares et
touchent environ 2 personnes par million d’habggrdr an, en Europe. Le pronostic vital est
mis en jeu a la phase aigle et la mortalité eduégaa 20 a 25% pendant I'hospitalisation.
Elles se caractérisent par la destruction brutaelad couche superficielle de la peau
(épiderme) et des muqueuses (épithélium). En dffetphocytes T CDB8activés, tuent les
kératinocytes. Le diagnostic clinique doit étrafomoné par une biopsie cutanée montrant une

nécrose de I'épiderme. Moins d’'une dizaine de nadents tel que l'allopurinol (hypo-
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uricémiant), les sulfamides anti-infectieux, la in@pine [traitement du VIH (Virus de

I'lmmunodéficience Humaine)], la carbamazépineitgraent de I'épilepsie), la lamotrigine
(traitement de I'épilepsie), la phénytoine (traigmnde I'épilepsie) et les AINS dérivés de
I'oxicam, sont responsables de la moitié des casij&du 2007; Solensky et al. 2010).

Le syndrome DRESS (Drug Rash with Eosinophilia 8ggtemic Symptoms) est une
réaction systémique inflammatoire, induite paraieg médicaments, en particulier les anti-
convulsants (phénytoine, carbamazepine, lamotiigies sulfamides (dapsone, sulfasalazine,
sulfaméthoxazole), I'allopurinol, la minocyclinenfiiotique), la névirapine et I'abacavir
(traitement du VIH), qui induit également des cassgindromes de Steven-Johnson (Cacoub
et al. 2011; Pichler 2011). C’est une réaction grawmi peut étre mortelle et qui provoque des
éruptions cutanées (exantheme, érytheme polymaqrgeela fievre, de I'éosinophilie (mais
pas dans tous les cas), des dysfonctionnementdidqupaet rénal, une lymphadénopathie
(hypertrophie des ganglions lymphatiques). Les sgmps se développent 2 a 8 semaines
apres la premiére prise du médicament et peuvesisper plusieurs semaines voire plusieurs
mois apres l'arrét du traitement. L’inflammatiomusent due aux éosinophiles, touche
différents organes et les lymphocytes T activésrésént de grandes quantités d’IfFNet
d’IL-2 et sont cytotoxiques : ils détruisent lephtocytes et les kératinocytes (Solensky et al.
2010; Pichler 2011)
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Tableau 2 : Classification de Gells et Coombs degbersensibilités médicamenteuses

(Descotes et al. 2001; Pichler 2003; Ponvert 20(Hgsadas et al. 2007; Caubet et al. 2011)




1.3 Tests diagnostiques:

Dans un premier temps, linterrogatoire meédical cgréreste le premier outil
d’investigation dans I'établissement du diagnosiiergique d’'un patient. L'interrogatoire
médical réponse sur plusieurs points importants tgle la liste des médicaments pris,
'anamnese (I'histoire des symptdmes de lallergim nature et la localisation des
symptémes, la chronologie d’apparitions des sympg&rta durée des symptémes, etc...), la
prise ou non d’un traitement médical contre I'agller I'état de santé général, les autres
antécédents personnels (allergie(s) connue(s)wrd&amédicaments, traitements antérieurs
bien tolérés pour le méme médicament ou d’autreficadments de la méme famille ...), les
antécédents familiaux (existence d’autres persoahegiques dans la famille). Un examen
cliniue des lésions est ensuite réalisé. Toutssimdermations (interrogatoire, anamnese,
examen clinique) permettent d’orienter le diagripsti allergique vers un type immeédiat ou
retardé (Demoly et al. 2002).

Dans un deuxieme temps, des tests cutanés et/mgiojoés sont réalisés en fonction
du type de réactions d’hypersensibilités suspectées

Concernant les tests cutanés, des prick test$eslssintradermiques ou des patch tests
peuvent étre réalisés, sous contrble médicale.

Les prick tests et les tests intradermiques soatises dans les cas ou une
hypersensibilité immédiates, médiées par des IgEsespconnée. Les prick-tests sont
généralement réalisés sur l'avant-bras du patieait mppeuvent aussi I'étre sur le dos. lls
consistent a déposer une goutte d’allergene ar testane goutte de solution contréle sur la
peau et a faire passer une aiguille hypodermiquavérs la goutte jusque dans I'épiderme.
Apres environ vingt minutes d’exposition, une leetufes tests est réalisée. Un test est
négatif s'il n'y a pas d’apparition de papules oérgithemes (cela n’exclut pour autant pas
une allergie). Dans le cas contraire, le diamé&réadpapule ou de I'érytheme est mesuré et
compareé a celui obtenu avec des témoins négatdesttifs, afin de déterminer si le test est
positif. (Brockow et al. 2002; Demoly et al. 20@x Minh 2005; Nicolas et al. 2005).

Dans le cas d’un résultat négatif, un test intnauigue peut étre réalisé, en utilisant la
méme solution utilisée dans le prick-test mais pliisée (d’'un facteur 100 a 1000). Le test
intradermique consiste a injecter la solution @@Eéne dans la peau avec une seringue a
tuberculine comportant une aiguille, ce qui indune papule de 3 a 5 mm de diameétre. Vingt

minutes apres l'injection, une mesure du diamegréacpapule est réalisée. S'il est augmenté
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d’au moins 3 mm par rapport au diameétre initial, tést est considéré comme positif
(Brockow et al. 2002; Demoly et al. 2002; Co Mird03; Nicolas et al. 2005).

La sensibilité de ces tests cutanés (prick tedest intradermal) dans le cas du
diagnostic des hypersensibilités immédiates auxcpimes a été évalué chez 290 patients,
ayant développé de l'urticaire ou des réactionqaphylaxie en réponse a la prise des
pénicillines (amoxicilline, pénicilline G, ampidille...). Sur les 290 patients testés, 209 ont
présenté un résultat positif en prenant en congdequatre molécules testées (ampicilline,
amoxicilline, benzyl-pénicilloyl, minor determinantixture (MDM, composé de pénicilline
G et d’acide benzyl-pénicilloique), résultant ere wensibilité de 70% pour ces tests cutanés.
Des tests cutanés ont également été réalisés eBgratients non allergiques aux pénicillines
afin de déterminer la spécificité de ces testsmgaqui est de I'ordre de 97 a 99% (Torres et
al. 2001).

Dans le cas d’'une hypersensibilité retardée, médide les lymphocytes, des patch
tests ou des tests intradermiques (a lecture earsbnt réalisés sur le dos du patient. Le
patch test consiste a appliquer le médicament gateh occlusif ou semi-occlusif sur le dos
du patient. La lecture est réalisée deux a traissj@pres I'application du patch. Aprés le
retrait du patch, s'il n’y pas de symptdmes obserne test est considéré comme négatif.
Dans le contraire, les symptomes (érythemes, cedgustules ...) sont observés par un
meédecin, et un score est attribué, permettant tirrdéner I'intensité de la réaction positive
(faible, forte, extréme).

Lorsqu’un test cutané est positif, le patient estisidéré comme allergique et le

médicament est formellement contre-indiqué.

Si la forme réactive d'un médicament (lorsque c’dst métabolite qui est
immunogéne) n’'est pas disponible pour pouvoir séalun patch test ou si les tests cutanés
pratiqués se révelent négatifs malgré des sympt@fiméques évocateurs d’une allergie, un
test de provocation est nécessaire pour étabtiralgnostic d’allergie ou non du patient. Les
tests de provocation ont une tres bonne sensibiliés doivent étre effectués, sous une
surveillance médicale accrue, dans des centresiafipés, possédant des unités de
réanimation. lls sont particulierement utilisésstpre le médicament soupconné est un AINS,
un anestheésique local, un antibiotique autre gsi@émicillines ou dans le cas d’'une allergie
supposée aux peénicillines ayant donné des testmé@sitnégatifs chez le patient. lls sont

réalisés au minimum 1 mois aprés la derniere @acthypersensibilité, en utilisant le méme
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médicament et la méme voie d’administration. Lesstele provocation ne doivent pas étre
réalisés si le médicament soupconné est peu utilmé si dautres alternatives

médicamenteuses existent pour remplacer le médidasmeipconné ou bien si la réaction
d’hypersensibilité était associée a un SJS, ou aymadrome Lyell ou a une atteinte d'un
organe en particulier (Brockow et al. 2002; Toreesl. 2003; Romano et al. 2004; Blanca et
al. 2009).

En complément des tests cutanés, des tests biotsympuvent étre réalisés. Les tests
biologiques consistent majoritairement en la dé&act’anticorps, en particulier les IgE,
spécifigues du médicament dans le cas, par exedipliergies aux pénicillines. Un résultat
négatif ne signifie pas qu’il ne s’agit pas d’'uriergie et un résultat positif seul ne permet
pas de diagnostiquer une allergie médicamentewsgalidation du diagnostic allergique se
fait en conjonction avec les symptémes cliniqueseol®s et les résultats des tests cutanés.
La mesure du taux IgE spécifigues du médicamenst p@s disponible pour tous les
médicaments. Des mesures du taux d’lgG et d’lgMcifpées d’'un médicament peuvent
étre réalisés dans les cas de cytopénies par exdDeimoly et al. 2002; Torres et al. 2003;
Blanca et al. 2009).

Des études complémentain@svitro peuvent également étre réalisées, en particulier,
dans le cas d’allergies a certains médicamentgjteddes antibiotiques de la famille d&s
lactames ou les myorelaxants. Ainsi, la quantifocatde I'histamine ou de la tryptase,
sécrétées par les basophiles et les mastocytest apporter des informations
supplémentaires. Un autre test concernant les hdss@ été proposeé. Il consiste a mesurer
par cytométrie en flux, I'expression de marqueuestdzation (CD63) des basophiles du

patient apres les avoir mis au contact du médica(fientes et al. 2003; Beeler et al. 2008).

Des testdn vitro sur les LT provenant du sang périphérique de miatiallergiques
sont également réalisés en complément des tesaimésutEn effet, plusieurs études ont
montré la présence de LT spécifiques du médicamespionsable de l'allergie, au sein des
tissus affectés mais également dans le sang pégpkéle patients allergiques. De plus, une
étude a montré que la fréquence de ces LT mémgiesifiqgues du médicament est élevéee
dans le sang périphérique de patients en réemistigue ces LT mémoires spécifiques du
médicament étaient toujours présents méme douzepaas la réaction aigué (Beeler et al.

2006). Cette étude a été menée sur cinq patidetgjigles a cinqg médicaments différents :
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amoxicilline, vancomycine, sulfaméthoxazole, phéing et carbamazepine. La fréquence
des LT mémoires spécifiques de ces médicaments ldasang périphérique de ces cing
patients a été évaluée soit par mesure de leuifgedion (CFSE : 5,6-carboxylfluorescein
diacetate succinimidyl ester) soit par mesure deskmmes secrétées (ELISpot: Enzyme-
Linked Immunosorbent Spot, pour les cytokines comhmterleukine 2 (IL-2), I'lL-4,
I'IL-5, I'lL-13, et l'interféron y (IFNy). La fréquence obtenue par mesure de la prolitérat
est de 200 a 4000 LT speécifiques par million de FEBKPeripheral Blood Mononuclear
Cells) et la frequence obtenue par mesure de tkiow la plus sécrétée est de 100 a 400 LT
spécifiqgues par million de PBMC. Ces fréquenced sktnméme ordre que celle obtenue
pour I'anatoxine tétanique (Beeler et al. 2006).

Le TTL (Test de transformation lymphocytaire) catesia étudier la prolifératioim
vitro des LT spécifiques d’'un médicament impliqué etstiture le testn vitro le plus utilisé
pour le diagnostic d’'une hypersensibilité retard@ex p-lactames. En effet, il permet de
détecter une sensibilisatiom vivo des LT du sang périphérique de patients allergiogess
le cas d’hypersensibilités retardé€Sest un test rapide (moins d’une semaine) etéyite
tout risque pour le patient, contrairement auxstesttanés. Le test est considéré comme
positif lorsque l'index de stimulation (rapport ldeprolifération des LT observée en présence
du médicament sur la prolifération des LT obseme@absence du médicament) est supérieur
a 2. Sa spécificité a eté démontrée en obtenantigieses de LT et des clones de LT
spécifigues des médicaments impliqués, provenanculeires de PBMC de patients
allergiques, et stimulés avec des médicaments qds lesp-lactames, en particuliela
pénicilline G (Brander et al. 1995; Mauri-Hellweg et al. 199@dBvan et al. 1996; Padovan
et al. 1997; Weltzien et al. 1998; Padovan et@99) ; la lidocaine(Zanni et al. 1997; Zanni
et al. 1998; Zanni et al. 1999)e sulfaméthoxazole (SMX)Schnyder et al. 2000; Farrell et
al. 2003; Castrejon et al. 2010x;carbamazeping(Mauri-Hellweg et al. 1995; Naisbitt et al.
2003; Wu et al. 2006) . Aucun de ces médicameirtduit de prolifération des LT chez des
individus non sensibilisés.

De plus, dans le cas des allergies retardée$-dantames, de nombreuses études chez
des patients, ont montré une bonne sensibilité'¢ddre de 60 & 70%) du TTL, comparé aux
tests cutanés et une bonne spécificité. Par exerapteune étude réalisée sur 78 patients
présentant une allergie suspectée a la pénicilleserésultats avec le TTL ont montré une

sensibilité de 78%, ce qui est plus élevée qu'deedtests cutanés (62%) et une spécificité de
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85%. Néanmoins, I'inconvénient de ce test résides deutilisation de la radioactivité pour la
mesure de la prolifération des LT (Pichler et 802 Romano et al. 2004).

D’autres tests ont également été proposés pour aidediagnostic des allergies
médicamenteuses avec par exemple, la détectian auidntification des LT spécifiques du
médicament impliqué, via I'étude de la sécrétioiFNy par les LT via la technique de
'ELISpot, en particulier dans le cas d’hyperseigéretardée aux antibiotiqugslactames
(Rozieres et al. 2009u I'étude de I'augmentation des I'expression duquaur précoce
CD69 des LT par cytométrie en flux (Beeler et 808).

Concernant la détection et la quantification deB tirculants spécifiques de
I'amoxicilline, via un ELISpot IFN, une étude a été menée sur 22 patients présamtant
exantheme maculopapuleux lié a une réaction atjeegia I'amoxicilline et un patch test
positif pour 'amoxicilline (Rozieres et al. 2009)es résultats de cette étude montrent que
des LT circulants spécifiques de I'amoxicilline sditectés chez vingt patients sur les vingt-
deux étudiés et que leur fréequence varie entre BZba T spécifiques par million de PBMC.
Aucun LT spécifique de I'amoxicilline n’a été détechez les quarante-six patients contréle,
comprenant des patients présentant une réactiergigile a I'amoxicilline médiée par des
IgE, des patients avec un historiqgue d’exanthémecutopapuleux mais tolérant a
I'amoxicilline et des individus en bonne santé.t€& présente une bonne sensibilité (91%)
et une bonne spécificité (95%) par rapport auxlt@suobtenus avec les patch tests. De plus,
il présente une corrélation partielle mais sigaifice avec les résultats obtenus avec le TTL.
La sensibilité et la spécificité sont méme meilsuque celles obtenues avec le TTL sur ces
patients (sensibilité de 68% et spécificité de §wdar le LTT). Enfin, 'étude montre que la
détection de LT spécifiques de 'amoxicilline estnme possible vingt ans apres I'apparition
des symptomes liée a la réaction allergique. Ce fgesmettrait également d’étudier les
réactions croisées des LT face a des médicamertstauctures similaires a celui ayant
induit I'épisode allergique. En effet, I'analyse sd&T spécifiques de la ticarcilline,
antibiotique de la famille dg&lactames, montre que ces LT sécrétent égalemeiiEdle
en présence dautres antibiotiqu@dactames tels que la pénicilline, I'ampicillinea |
bacampicilline, pour lesquels le patch test étgitlément positifs. Ce test semble constituer
ainsi une bonne alternative au TTL, dans le diagmadegs allergies retardées, en particulier &

B-lactames (Rozieres et al. 2009).
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Enfin, I'étude de I'expression du marqueur d'adtora précoce, le CD69 sur les LT
CD4" par cytométrie en flux, aprés deux jours de calten présence du médicament, a
€galement été proposée, comme marqueur des hypbiréssretardées. En effet, ce test
présente de nombreux avantages: facilité et rapuiit test (2 jours), pas d'utilisation de
radioactivité et surtout une bonne corrélation deetTL (Beeler et al. 2008). En effet, une
étude a été menée sur quinze patients présenmntalgions allergiques meédiées par des LT
a différents médicaments: des antiépileptiquesnytiogne, carbamazepine), dgédactames
(amoxicilline, acide clavulanique), des sulfanildes (sulfaméthoxazole, sulfapyridine), des
quinolones (céfuroxime, moxifloxacine) et de lac@mycine. Les quinze patients présentent
un TTL positif pour le médicament impliqué. Lesukéats montrent une augmentation de
l'expression du CD69 pour environ 0.5 a 3% des DB Cprovenant des PBMC des quinze
patients allergiques apres 48h d'incubation avemédeicament impliqué, démontrant une
bonne corrélation de ce test avec le TTL. Un indexstimulation de 2 permet de bien
discriminer les patients allergiqgues des patiems mllergiques. Ainsi, la mesure de
l'expression du CD69 de LT CD4rovenant de patients allergiques semble étreutih o

prometteur pour le diagnostique des allergies na@dénteuses retardées (Beeler et al. 2008).

1.4 Présentation des antibiotigues étudiés :

Les antibiotiques, du grec « anti » pour contre«&io » pour vie, désignent des
molécules qui agissent de maniére ciblée sur leiebes, en empéchant leur croissance (effet
bactériostatique) ou en les détruisant complémeffet( bactéricide). Il peut s’agir de
molécules produites par des champignons, des eEctar obtenus par synthese.

Notre étude s’est portée sur trois antibiotiqukss pénicilline G, I'amoxicilline et le

sulfaméthoxazole, qui sont décrits en détail datie partie.

1.4.1. La Pénicilline et 'Amoxicilline

1.4.1.1. Découverte de la Pénicilline et de I'Amiine

En 1897, le médecin francais, Ernest Duchesné avagué I'effet bactériostatique
vitro etin vivo de certaines moisissures (en particulinicillium glacum)sur des cultures

d’Escherichia coli Pendant son doctorat, il avait montré qu’une njeetion d’'une dose
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normalement |étale d&almonella typhi(agent responsable de la fiévre typhoide) et de
Penicillium glacumpermettait aux animaux de ne pas contracter la tgeh@ong et al.
2010).

En 1928, le docteur écossais Alexander Fleminguée par hasard lui-aussi ces
effets bactériostatiques de moisissures. En dffegntre de vacances et retourne dans son
laboratoire ou il travaille sur ses cultures deplsfdocoques. |l découvre alors une
contamination de ces cultures par un champigmanicillium notatum En observant ces
cultures, il constate que les staphylocoques megeloppent pas a proximité du champignon.
II émet alors I'hypothése que le champignon syimbéune substance qui empéche le
développement de la bactérie, qu'il appelle « Riéinie». Alexander Fleming publie sa
découverte en 1929, en signalant que la pénicipmat étre utilisée en doses massives sans
risque de toxicité et qu'il serait possible de iliser comme antiseptique. Cependant, la
purification et I'isolement de la pénicilline enagides quantités est difficile, ce qui fait qu’elle
est oubliée pendant une dizaine d’années.

En 1939, le pharmacologiste Howard Florey et ehimiste Ernst Chain reprennent
les travaux sur la pénicilline d’Alexander Flemieigparviennent a purifier la pénicilline et a
augmenter les quantités de production de la pén&ilEn 1940, ils démontrent que la
pénicilline permet de soigner les infections chexz douris, les rats et les chats. Un an apres,
une étude clinique est menée chez dix patientsfraotifd’une infection &taphylocoques
aureuset demontre I'effet bénéfique de la pénicillinenslde traitement des infections. Elle
est alors produite en quantité industrielle en 18#Rtilisée pour lutter contre les maladies
infectieuses, en particulier par les soldats penldati¢uxieme guerre mondiale.

En 1945, Alexander Fleming, Howard Florey et Ex@kain recoivent le prix Nobel
de physiologie-médecine pour la découverte de laicpkne et ses effets curatifs de
nombreuses maladies infectieuses (Bentley 2009; isbag 2010).

Du fait du spectre d’'action étroit de la pénicilli@e de nombreux antibiotiques semi-
synthétiques dérivés de la pénicilline ont été tmes, telle que I'ampicilline, développée
en 1961 ou I'amoxicilline, développée en 1964 etensur le marché en 1972, qui présentent

un spectre d’action plus large (Bentley 2009).
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1.4.1.2 Classification des antibiotiques de la fiardes béta-lactames

et spectre d’action

La pénicilline G ou Benzyl-Pénicilline (Pénicilerdécouverte par Alexander Fleming)

et 'amoxicilline font partie dep-lactamines ou antibiotiques de la famille §dactames.
Les antibiotiques de la famille deslactames regroupent les pénicillines, les

céphalosporines, les monobactames, les carbapéretnies inhibiteurs dep-lactames(cf.

tableau 3).
Groupes Sous-Groupes Antibiotiques représentatifs
Groupe G Pénicilline G, Pénicilline V
Groupe M Oxacilline, Cloxacilline
Groupe A Ampicilline, Amoxicilline, Bacampicilline
Pénicillines Métampicilline, Pivampicilline

Uréido-Pénicillines

Azlocilline, Mezlocilline, Pip&cilline

Carboxy-Pénicillines

Ticarcilline

Amidino-Pénicillines

Pivmécillinam

Céphalosporines

Premiere génération

Céfalexine, Céfactor, Céfatr@éfatrizine,
Céfalotine, Céfapyrine, Céfazoline

Deuxiéme génération

Céfoxidine, Céfamandole, CafatiCéfotétan,
Céfuroxime

Troisieme génération

Céfotaxime, Cefsulodine, Céftpne,
Ceftazidime, Ceftriaxone, Céfixime, Cefpodoxim

Quatriéme génération

Céfépime, Cefpirome

Carbapénéemes Imipénéme

Monobactames Aztréoname

Inhibiteurs des Acide clavulanique, Sulbactam, Tazobactam
B-lactames

€,

Tableau 3: Lesp-lactamines ou antibiotiques de la famille dep-lactames

Tous ces antibiotiques possedent une structure comun noyal-lactame, qui

leur confére leur activité antimicrobien(d. figure 2)
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Figure 2: Structure chimique des antibiotiques ded famille desp- lactames (d’aprés Solensky 2010)
(Le radical R correspond aux chaines latéraleslifférent en fonction des composés)

Les pénicillines possédent en plus du nogdactame, un noyau thiazolidine. Elles
sont divisées en plusieurs sous-groupes : les ijgm@s du groupe G ou les benzyl-
pénicillines (issues de la pénicilline G); les phnes du groupe M ou les isoxazolyl-
pénicillines (anti-staphylococciques); les péniegs du groupe A ou les amino-pénicillines
(issues de I'Ampicilline); les uréido-pénicillineges carboxy-pénicillines et les amidino-
pénicillines. Les pénicillines de groupe G ont aggvité microbienne contre les cocci a gram
négatif et positif et contre les bacilles gram néglléanmoins, certains staphylocoques ont
développé un mécanisme de résistance face auxilfpg@es; en produisant des pénicillinases
qui sont des enzymes produites par les bactérigaienhibent préférentiellement, I'activité
antimicrobienne des benzyl-pénicillines, des anpeaicillines, des uréido-pénicillines et des
carboxy-pénicillines. Dans le cas d'une infectioseatype de staphylocoques, il convient
d'utiliser les pénicillines du groupe M, qui ontn@me spectre d'action que ceux du groupe G
mais qui résistent mieux aux pénicillinases pradupar ces staphylocoques. Les pénicillines
du groupe A ont un spectre d'action un peu plugelgue celui des pénicillines du groupe G
et M, en pouvant étre employés sur les cocci gragatif et positif et les bacilles a gram
positif mais également sur certains bacilles a greamatifs. Les uréido-pénicillines et les
carboxy-pénicillines ont également un spectre idacplus élargi, similaire a celui des
pénicillines du groupe A mais sont capables en, plagésister a certaines céphalosporinases,
enzymes produites par certaines souches. Enfinameslino-pénicillines ont un spectre

d'action limité uniqguement aux bacilles a gram tiéga

35



Les céphalosporines possédent en plus du npyactame, un noyau thiazine et sont
divisées en quatre sous-groupes, en fonction dedigie de développement mais surtout en
fonction de leur spectre d'action et de leur raaist vis-a-vis des céphalosporinases, (enzyme
produites par certaines bactéries, capables dénHlaction antimicrobienne de certaines
céphalosporines) : les céphalosporines de preng@nération, de deuxieme génération, de
troisieme génération et de quatrieme génératios.déphalosporines ont un spectre d'action
élargi, en particulier sur les bacilles a gram tiégd sont résistantes aux pénicillinases. Les
céphalosporines de quatrieme génération présenteésisgance plus importante face a celles
de premiére, deuxiéme et troisieme génération.

Les carbapénémes associent un noyau péname au pibgetame et présentent un
large spectre d'action. lls conservent leur a&ivdntimicrobienne face a divers@s
lactamases (enzymes capable d’hydrolyser le nfylaatame).

Les monobactames ne possedent pas d'autres cymde goyap-lactame et ne sont
actifs que sur les bacilles a gram négatif.

Les inhibiteurs deB-lactamases ne présentent pas d'activité antimemob mais sont
capables d'inhiber lesp-lactamases (en particulier, les peénicillinases cefrtaines
céphalosporinases) en jouant le role de subssaicide », qui va se fixer sur ces enzymes de
maniéere irréversible et limiter leur action sur lmstres antibiotiques. C'est pourquoi, les
inhibiteurs desB-lactamases tels que l'acide clavulanique, sordcass a des pénicillines

telles que I'amoxicilline ou la ticarcilline (De¢es 2008).

1.4.1.3. Structure chimique de la Pénicilline Gletl’ Amoxicilline

La Pénicilline G est un@-lactamine naturelle synthétisée par des champgiies
pénicilliumg alors que I'amoxicilline est urfelactamine semi-synthétique car elle dérive de
la pénicilline G et que des chaines latérales aétréjoutées. En effet, comparé a la
pénicilline G, I'amoxicilline possede un groupemétt, et un groupement OH en plus,

indiqués en vert sur la figure 3.
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Pénicilline G ou Benzyl-Pénicilline
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& TI<
o
O/\OH

Amoxicilline

Figure 3: Structure chimique de la Pénicilline G edde I'Amoxicilline

1.4.1.4. Mode d’action dgslactamines

Les B-lactamines telles que les pénicillines sont desibatigues a effet
bactériostatique. En effet, elles bloquent la sysghde la paroi bactérienne, par inhibition de
la synthese du peptidoglycane, composant principdh paroi bactérienne.

Chez les bactéries a gram négatif, le peptidoglyaast protégé par une membrane
extérieure, ce qui n'est pas le cas chez les lext@igram positif ou le peptidoglycane est en
contact direct avec le milieu extérieur, ce quinper une pénétration plus facile des
pénicillines chez ces bactéries.

Le peptidoglycane confére a la bactérie sa forhsa eigidité et lui permet de résister
a la pression osmotique intracellulaire. C'est alympére de chaines linéaires polyosidiques,
dont le motif de base est un disaccharide pentaseptomposé de N-acétylglucosamine et
d'acide N-acétylmuramique sur lequel est additioieé pentapeptide, courte chaine
peptidigue. La synthése du peptidoglycane nécegditsieurs enzymes, telles que les
glycosyltransférases, les transpeptidases, lesxgrbptidases etc....

Les pénicillines vont se fixer sur les protéineslidison a la pénicilline (PLP), qui
correspondent aux transpeptidases et aux carboxgasps. En se fixant de maniere
covalente a ces enzymes, les pénicillines inhiteemtaction et la synthese du peptidoglycane
ne peut avoir lieu, ce qui inhibe la croissancéadeactérie (Kong et al. 2010).
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1.4.1.5 Prévalence des allergies a la pénicillih@ €amoxicilline et
symptomatologie les plus fréquentes

Les allergies aux antibiotiques, et plus partén@inent, aup-lactames sont les plus
fréquentes. Si I'on reprend les études épidémiqloeg présentés dans la premiére sous-
partie, on constate que dans I'étude du Bostora@othtive Drug Surveillance Programme, 7
antibiotiques dont 5 appartenant a la famille @emctames, figurent parmi les 10
médicaments qui induisent le plus de réactionsnégts allergiques. L'amoxicilline arrive en
téte avec une incidence de 5,1 % et la pénicilinen dixieme position avec 1,9%. Dans
I'étude réalisée au Portugal, sur la prévalenc&,886 d’'allergies médicamenteuses, 4,5%
sont dues auB-lactames.

Les pénicillines sont capables d’induire tous yge$ d’hypersensibilités (de type I, II,
Il et IV) et tous les symptbmes associés (érytremeshs maculopapuleux, chocs
anaphylactiqgues, angio-cedémes, urticaire, cytopersanguines, maladies seériques,
dermatites de contact, syndrome DRESS, syndromeStggen-Johnson, syndrome de
Lyell...). Les chocs anaphylactiques mortels restent de méme rares. Néanmoins, le
nombre de déces dus a des chocs anaphylactiqugslactamines est proche de 500 décés
par an aux Etats-Unis et représente les trois sjuddgs chocs mortels dorigine
médicamenteuse (Ponvert et al. 2003).

Cependant, les manifestations les plus couransgentecutanées. Par exemple, une
étude a été menée au sein de la population de-SeineDenis (93, France) et visait a
déterminer la fréquence de l'allergie a la pénial auto-déclarée et les manifestations
cliniques les plus fréquentes. Cette étude rappaonte frequence d’allergie a la pénicilline
auto-déclarée de 9,4% (99 sur 1051). Concernanimlasifestations cliniques, I'épisode
allergique s’est manifesté le plus souvent sousfdeme d'une éruption cutanée
maculopapuleuse (58 patients sur 99), d’'un pu#t gatients sur 99) ou d'un cedéme (42
patients sur 99) (Branellec et al. 2008).

De la méme maniere, dans une étude menée sureh@&dts présentant une réaction
allergique présumée a axactames, seuls 227 enfant présentaient réellearentéaction
allergique aux3-lactames, diagnostiquée par un test cutané oesirde provocation positif
en plus de leur histoire clinique (Ponvert et &l1P). Les manifestations cliniques les plus
fréequentes sont l'urticaire et les cedemes avecpuéealence de 55,5% (126 cas sur 227).
Vient ensuite I'anaphylaxie avec une prévalenc@2#é (50 cas sur 227). Suivent ensuite les
rashs maculopapuleux, avec une prévalence de 128%as sur 227). La (pseudo)-maladie
sérique se retrouve en quatrieme position avecpuinvalence de 4,8% (11 cas sur 227). En
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derniére position, se trouvent les toxidermies s&s/éelles que les érythemes multiformes
avec une fréquence de 1,8% (4 cas sur 227), ledrayes de Stevens-Johnson avec
également une fréquence de 1,8% (4 cas sur 22X/ pustuloses exanthémateuses aigués
généralisées avec une fréquence de 1,3% (3 cd228\ret le syndrome DRESS avec une
fréquence 0,4% (1 cas sur 227) (Ponvert et al. 2011

Des réactions croisées existent dans le cas Eegies aux-lactames. Par exemple,
le risque d’allergies aux céphalosporines, est angénchez les patients allergiques aux
pénicillines. Les réactions croisées se manifestiamguement lorsqu’'un médicament qui n'a
jamais été administré auparavant, induit une réaaihypersensibilité lors de la premiéere
administration, du fait d’'une sensibilisation prétante a un composé présentant une
structure similaire (Romano et al. 2005). Dansale deg-lactames, les antibiotiques de cette
famille présentent tous une structure commune duwéla présence du noyfitlactame et
certains antibiotiques parmi les quatre sous-fasilprésentent des chaines latérales
similaires, pouvant expliquer la présence des i@actcroisées. Ainsi, chez les patients
allergiqgues a la pénicilline G, des réactions @&essavec d’autres peénicillines telles que
I'oracilline (pénicilline V), I'amoxicilline, 'ampcilline, la bacampicilline, la pivampicilline
(pénicilline A) et des céphalosporines telles guedfamandole (céphalosporine de deuxiéme
génération), la céfalotine (céphalosporine de peegnigénération) et la céfaloridine
(céphalosporine de premiéere génération) sont obser{léonvert et al. 2003). De la méme
maniere, des réactions croisées chez des patibsmgiques a I'amoxicilline, sont également
observées, avec d'autres pénicillines comme laiitipie, la bacampicilline, la
pivampicilline, la pénicilline G et avec des cépisgiorines de premiére génération telles que

la céfadroxyl et des carbapénemes comme I'imipen@&woevert et al. 2003).

1.4.2. Le Sulfaméthoxazole

Le sulfaméthoxazole (SMX) est un antibiotique &eHactériostatique, qui appartient

a la famille des sulfamides ou sulfonamides.

1.4.2.1. Découverte du Protonsil et essor dessuitfes

De 1932 a 1935, le médecin allemand Gerhard Dontglouvre les propriétés

antibactériennes d'un colorant, le protonsil. Dansarticle publié en 1935, il montre que le
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protonsil protége les souris infectées par deptstceques. Dés 1936, le protonsil est utilisé
pour le traitement des infections bactériennes dues streptocoques chez I'Homme. En
particulier, Gerhard Domagk I'utilise chez sa fileur la sauver de I'amputation de son bras.
En 1935, une équipe francaise a I'Institut Pasiéamontre que le protonsil se métabolise en
sulfanilamide et que le sulfanilamide est le ppeciactif du protonsil, responsable de son
activité antibactérienne. Des 1937, le sulfanilangderetrouve sur le marché en France, en
Grande-Bretagne et aux Etats-Unis. Des lors, de bnemses molécules dérivées du
sulfanilamide sont développées telles que le sutfdime ou le sulfathiazolécf. figure 4)
utilisées pour le traitement de la pneumonie.

En 1939, Gerhard Domagk recoit le prix Nobel de ecéite pour la découverte des

effets antibactériens du protonsil (Bentley 2009).

1.4.2.2. La famille des sulfamides: structure cfire

Les sulfamides sont donc des antibiotiques syiafineé$ dérivés du sulfanilamide, qui
est responsable de l'activité antibactérienne deaodibiotiques. Les sulfamides ont donc une
structure chimique commune dérivée du sulfanilamidexquelles divers groupements
chimiques ont été ajoutés sur 'atome d’azote lisauffre(cf. figure 4).C’est ainsi qu’ont
été obtenus le sulfaméthoxazole (SMX), le sulfapigg et le sulfathiazole.

O O
Familles des \\S// @
- ~N
Sulfamides /©/ N
H
H,N

QR
Sulfaméthoxazole 4 ),\)\
N

Sulfapyridine

HoN

S
N/ A \
~v AN
Sulfathiazole H N
H,N

2!

Figure 4: Quelques exemples d'antibiotiques sulfardés (Bentley 2009)
Le R correspond aux radicaux chimiques qui sofiédihts d’un sulfamide a un autre.
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1.4.2.3. Mode d’action et spectre d’action

Les sulfamides sont des antibiotiques a effet bastatique. En effet, ils inhibent la
synthese de l'acide tédrahydrofolique, composéspetisable dans la synthése des bases
nucléiques (puriques et pyrimidiques). Sans Ig,dactéries ne peuvent plus synthétiser de
bases nucléiques et se multiplier. Les sulfamided des analogues structuraux de I'acide
para-aminobenzoique et se fixent sur I'enzymejHgdioptéoroate synthétase qui métabolise
'acide para-aminobenzoique. Ils agissent donc paribition compétitive sur la
dihydroptéoroate synthétase et bloque une étamyrbese indispensable a la synthese des

acides nucléiquegf. figure 5)

Acide p-aminobenzoique
+
Ptéridine

Dihvdroptéroate — T :
: (———l Sults S (SMX NH
svnthetase Sulfomdes (M) | ’ —Q— cooH

A 4
Acide
dihvdroptéroicue

Acide p-aminobenzoique

@)

Dihvdrofolate svnthétase [1_O
Y NH,

Acide Didvdrofolique |

Sultanilamide

Audeliﬁﬁ(:(‘:;:?hque <—| Triméthoprime | (l)l o
v HN @—s\’ Vo
Acide /V4</K
Tetrahvdrofolique 24 =

Sulfaméthoxazole (SMX)

Bases purines et
pyvrimidines

l

Acides nucleiques |

Figure 5: Voie de synthése des acides nucléiqueszhes bactéries et structure comparative du PABA
(Acide p-aminobenzoique) avec le SMX (Sulfaméthoxale). (Les enzymes sont indiqués en bleu, et les
inhibitions des enzymes sont indiquées par unroaige).

Les sulfamides ont un spectre d’action large ssicteeci a gram positif et négatif, sur

certains bacilles a gram positif et négatif etquelques parasites.
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lls sont généralement associés aux diaminopyridiaesbactériens de synthése, tels
qgue le triméthoprime, afin de potentialiser I'effmtibactérien. En effet, le triméthoprime
bloque I'action de la dihydrofolate réductase, ange enzyme impliquée dans la synthése de

I'acide tédrahydrofoliquécf. figure 5)

1.4.2.4. Métabolisme du SMX

Le SMX est en grande partie métabolisé dans le, fgar N-acétylation
principalement. C’est une voie de détoxification gonduit a la production de métabolites
N-acétylés non toxiques. Il existe un polymorphisg@nétique concernant l'acétylation

hépatique, on parle alors d’acétyleurs lents ouétideurs rapides.

Une autre voie de métabolisation a été mise ereée pour le sulfaméthoxazole, qui
met en jeu les cytochromes P450, en particulie€Y¥&?2C9 (cf. figure 6).En effet, sous
I'action des cytochromes P450 ou de la myélopémsad le sulfaméthoxazole peut étre
métabolisé en sulfaméthoxazole hydroxylamine (SMXENH), composé toxique. Par
oxydation ou auto-oxydation, le SMX-NHOH peut donrdu nitroso-sulfaméthoxazole
(SMX-NO), métabolite tres réactif. Le SMX-NO esb@ capable de jouer le réle d’hapténe
et de se fixer aux protéines. En présence de platgtle SMX-NO est reconverti en SMX-
NHOH (Farrell et al. 2003; Roychowdhury et al. 208&anderson et al. 2007).
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Figure 6: Métabolisme du SMX, autre que la N-acétgtion (Farrell et al. 2003; Sanderson et al. 2007)

1.4.2.5. Prévalence des allergies au SMX et symptomateddgs plus
fréquentes

Dans I'étude du Boston Collaborative Drug Surveitia Programme, la combinaison
Triméthoprime-Sulfaméthoxazole était le deuxiemelice@ment a induire le plus de réactions
cutanées allergiques (urticaires, éruptions eéry#téuses, prurits généralisés), avec une
incidence de 3,4%. Chez les patients atteints dii & le Triméthoprime-Sulfaméthoxazole
est utilisé pour le traitement et la prévention ldepneumonie a Pneumocystis Carinii,
I'incidence est beaucoup plus élevée (de I'ordré@is).

Le SMX est capable d’induire de nombreux symptorteds que des eéruptions

maculopapuleuses, des érythemes, de l'urticaire, syadromes de Steven-Johnson ou de
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Lyell, des thrombopénies, et des anémies hémobgigWne étude concernant les cas
d’allergies médicamenteuses a l'association Tringihee-Sulfaméthoxazole chez les
enfants révéle que les manifestations les plusambes sont [l'urticaire et les rashs
maculopapuleux (Karpman and Kurzrock 2004).

Une étude concernant le co-trimoxazole [associ&X-Trimétroprime (TMP)], a été
réalisée sur 191 patients thailandais, en 2011n afiévaluer les manifestations
d’hypersensibilités cutanées associées a ce meéeitania prévalence des réactions
d’hypersensibilité du co-trimoxazole est de 1 a 8%ns la population générale. Cette
prévalence est beaucoup plus élevée (jusqu’'a 3#%) kes patients infectés par le virus du
SIDA (Chantachaeng et al. 2011). Plusieurs factsams évoqués quant a 'augmentation de
cette prévalence, telle que la prise de plusiew@dicaments chez les patients infectés par le
VIH ou les faibles niveaux de glutathion intracklite (Eck et al. 1989; Staal 1998). Sur les
191 patients, 177 sont classés comme ayant eu usbfeo réaction d’hypersensibilité
cutanée liée a I'administration de co-trimoxazdlé4sont classés comme ayant une probable
réaction d’hypersensibilité cutanée liée a l'adsti@ition de co-trimoxazole, selon la
classification de I'Organisation Mondiale de la ®afWorld Health Organization, WHO). La
manifestation cutanée la plus fréquente liee a rigepde co-trimoxazole est le rash
maculopapuleux avec une prévalence de 36,6% (7@np@tsur 191). Vient ensuite
I'érythéme pigmenté fixe, avec une prévalence di 222 patients sur 191). Suit ensuite
'angio-cedeme avec ou sans urticaire, avec uneajenéee de 12,6% (24 patients sur 191).
L'urticaire seul se retrouve en quatrieme posiagac une prévalence de 12% (23 patients sur
191). Suivent ensuite le syndrome de Stevens-Johasec une prévalence de 8,4% (16
patients sur 191), puis le syndrome DRESS ave@uialence de 3,1% (6 patients sur 191),
et I'érythéme multiforme avec une prévalence de¥@,@ patients sur 191) et enfin,
I'anaphylaxie avec une prévalence de 1% (2 patientsl91). Quatre patients ont été classeés
dans une catégorie « autre » : 3 ont développé pdess et 1 une photosensibilité
(Chantachaeng et al. 2011). Dans cette étude, tehtsmasont HIV-positifs et 27 patients sont
HIV-négatifs et 122 patients ont un statut HIV ndéterminé. Parmi le groupe des HIV-
négatifs, la manifestation la plus commune esythéme pigmenté fixe (33.3%), suivie par
les rashs maculopapuleux (29,6%) et I'angio-cedé®e @u sans urticaire (18.5%). Parmi le
groupe des HIV-positifs, les rashs maculopapul@®<5%) sont les manifestations cutanées
les plus fréquentes, suivis par les syndromes @ee8s-Johnson (21.4%), le syndrome
DRESS (7.1%) et les érythémes pigmentés fixes (¥(CHantachaeng et al. 2011).
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Plusieurs facteurs ont été suggérés pour expliudréquence élevée de réactions
d'hypersensibilité aux TMP-SMX chez les patientd Hbositifs, comme la faible capacité
d'acétylation (Naisbitt 1996; O'Neil et al. 1997gugmentation du stress oxydatif, et le faible
taux de glutathion (Eck et al. 1989; Staal 1998).efet, comme vu précédemment, la voie
d'acétylation est la voie principale de détoxifiatdu SMX. Cependant, le phénotype
acétyleur lent ne semble pas prédictif du dévelomre de réactions d'hypersensibilité aux
TMP-SMX chez les patients HIV-positif (Alfirevic ell. 2003). La réplication du virus HIV
est stimulée par la protéine Tat, dont I'expressgirassociée avec une augmentation du stress
oxydatif et une diminution de la synthése de ghitat et de sa concentration cellulaire
(Martin et al. 2007). En effet, une étude montre angmentation de la toxicité du SMX-
NHOH dans des lymphocytes transfectés avec le gedant pour la protéine Tat du VIH
(Karpman et al. 2004). Dans le cas du SMX, le ghibam protége les cellules, en empéchant
la formation de métabolites réactifs et toxiquas eHet, le glutathion empéche I'oxydation du
SMX-NHOH en SMX-NO, qui est trés réactif et tregique. Néanmoins, I'utilisation de N-
aceétylcystéine pour augmenter le taux de glutathitracellulaire, dans le but de prévenir ou
d'atténuer les réactions d'hypersensibilité chezp#ients HIV positif ne montre aucun effet
« protecteur » dans deux essais contrbéles randsrfdderiund et al. 1997; Walmsley et al.
1998). Des études récentes suggerent que desciiwasplus complexes entre des facteurs
métaboliques et immunorégulateurs seraient a limeigdu développement des réactions
d’hypersensibilité a SMX, avec par exemple l'indoictd’'un état de maturation partielle des
DC par le SMX-NO, démontréa vitro par I'augmentation d’'un marqueur membranaire de
maturation, le CD40, dans un modeéle de DC humd®Basderson et al. 2007).
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lI- Les mécanismes moléculaires et cellulaires imjgjués dans les allergies

médicamenteuses

2.1 Phase de sensibilisation

2.1.1 Définition
La réaction immunopathologique des allergies médérgeuses se déroulent en deux

phases : la phase de sensibilisation et la ph&sieitition.

La phase de sensibilisatigief. figure 7)correspond a la premiere exposition de
'organisme au meédicament. En fonction du mode miadstration du médicament,
I'exposition peut étre cutanée (application cutdnggstémique (voie orale et parentale) etc...

La phase de sensibilisation est cliniguement muefeirant cette phase, les APC,
telles que les DC, sont activées et vont captuber; bfin de le présenter aux LT. En effet, les
DC migrent dans les ganglions lymphatiques et pités¢ 'Ag aux LT naifs. Seuls les LT
spécifiques de I’Ag proliferent et une partie d'entux va participer a la réponse effectrice
vis-a-vis de I'Ag. L'autre partie des LT spécifigude I'Ag va constituer le pool de LT
mémoires, qui sont activés en cas de réexpositianédicament lors de la phase d'élicitation
(Pichler 2003).
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Figure 7: Schéma de la phase de sensibilisation

2.1.2 Réactivité du médicament

L’origine du concept de I'hapténe provient des étide Karl Landsteiner et de John

Jacobs (1935), qui ont identifié une relation en&reréactivité des allergénes chimiques

électrophiles envers les résidus nucléophiles dagipes et leur potentiel sensibilisant, c’est-

a-dire leur capacité a provoquer une réponse imradaptative.
Un hapténe est une molécule de faible poids maéeylqui a la capacité de se fixer

de maniére covalente aux protéines. D’apres laitéle I'hapténe, les médicaments ayant un
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poids moléculaire inférieur a 1000 Da, ne sont gagables d’induire seuls une réaction
immunitaire. lls doivent jouer le réle d’hapténeset fixer a une protéine, pour pouvoir étre
reconnus comme étant immunogénes par le systemeinitaime et induire une réponse
immunitaire (innée et/ou adaptative). En effetfixation du médicament sur la protéine crée
un nouvel épitope (néo-antigéne), qui est aloremea par le systéme immunitaire (Posadas
et al. 2007).

Ainsi, dans le cas de réactions immunitaires médi@e les lymphocytes, le conjugué
haptene (ici, le médicament)-protéine est capturdigeré en fragments peptidiques par les
DC et apprété a leur surface via les molécules MHC Ces peptides contenant le
médicament sont alors présentés aux récepteunsTd€RcR), ce qui va induire une réponse

immunitaire (effectrice ou tolérogene).

En fonction du type de leur réactivité chimiquerddie ou indirecte), les allergénes
peuvent étre divisés en 3 groupes :

- Les hapténes : ils sont réactifs et peuvent se fikectement a une protéine sans
modification préalable.

- Les pro-hapténes: ils ne sont pas réactifs et bm#oin d'étre transformés en
métabolites réactifs par I'intervention d’enzymesZymes du foie, de la peau...). Les
meétabolites réactifs sont alors capables de sedxe protéines.

- Les pré-hapténes : ce sont des molécules non vésatiais qui suite a de simples
transformations chimiques (oxydation par exempie) nécessitant pas l'intervention
de systémes enzymatiques spécifiques, peuvent idales)hapténes et se fixer aux

protéines.

Les B-lactamines sont des exemples typiques d’haptgmésentant une réactivité
chimique directe. En effet, par ouverture de lewand-lactame, elles sont capables de se
fixer aux protéines, en particulier sur les résidosnes nucléophiles des lysines. Ainsi, dans
le cas des allergies a la pénicilline G, le déteami antigénique majeur est le motif
pénicilloyl. Des déterminants mineurs sont égalemmig en cause dans certains cas
d’allergies : il s'agit des déterminants pénicillaenet pénicillényl, qui proviennent de la

formation de ponts disulfures avec les résidusshiek cystéines des protéiifefs figure 8).
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Figure 8: La Pénicilline, exemple d'haptene (Welien et al. 1998)

Dans les cas des pro-haptenes, le métabolismeédicament joue un role primordial
dans la production de métabolites réactifs, cagatiese fixer aux protéines. Le foie est le
premier lieu de bio-activation pour la plupart deédicaments administrés par voie orale.
D’autres organes peuvent étre un lieu de métabiolisdes méedicaments, tels que la peau ou
plusieurs enzymes de métabolisation des médicaraentprésentes comme les cytochromes
P450, les flavines monooxygénases, les cyclooxyggEmades N-acétyltransférases, ce qui
pourrait expliquer certains symptdmes cutanés dids hypersensibilités médicamenteuses
(Posadas et al. 2007).

Dans le cas du SMX, exemple typique de pro-haptém&MX n'est pas réactif vis-
a-vis des protéines mais peut étre transformé exX-SMOH via les cytochromes P450
(enzymes du foie), en particulier le CYP2C9 ou leianyélopéroxydase (présente dans les
kératinocytes et les DC), qui par oxydation, peutrier du SMX-NO. Le SMX-NO est lui
tres réactif et est capable de se fixer aux pregien particulier sur les résidus thiols des
cystéines, pour former des conjugués SMX-NO-pretdicf. figure 9). Cette voie de
métabolisation du SMX n’est pas la voie principale métabolisation, le SMX étant
généralement N-acétylé dans le foie. Néanmoing, gdut prendre des proportions plus
importantes chez des sujets dits « acétyleurs feois atteints de pathologies perturbant la
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voie d’acétylation (patients VIH par exemple), ag pgeut expliquer que chez ces sujets, la
prévalence d’hypersensibilité au SMX est plus ingrate que chez des sujets sains. De plus,
le SMX peut étre métabolisé ailleurs que dansike fmmme dans la peau, ou il a été montré
que les kératinocytes et les fibroblastes dermanix ume capacité, certes, modérée, a
bioactiver le SMX via leur enzymes, conduisant a hapténisation intracellulaire. De la
méme maniere, les DC seraient également capablegtddoliser le SMX en SMX-NO. En
effet, 'expression de genes codant pour plusieaymes métaboliques a été quantifiee par
RT-PCR (Real Time Polymerase Chain Reaction), sarextraits d’ARNm provenant de DC
humaines, différenciées a partir de PBMC du samipipérique de dix donneurs sains. Cette
étude montre que des ARNm de la myélopéroxydada eytochrome CYP1B1 sont présents
dans les DC, en quantité plus importante que teliesée dans les PBMC ou les hépatocytes.
La traduction de TARMm de la myélopéroxydase ent@ne permettrait alors a la DC de
métaboliser le SMX en SMX-NO (Naisbitt 2004; Posadnral. 2007).
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Figure 9: SMX, exemple de pro-haptene
(Farrell et al. 2003; Sanderson et al. 2007)

Ainsi, la présence d'adduits protéines-SMX a éteeplee dans plusieurs études, en
particulier dans des splénocytes murins et dansMie©OC humaines (DC dérivees de
monocytes humains) exposés a du SMX ou du SMX-NDformation d'adduits protéines-
SMX-NO, observés en microscopie confocale et qgfiéatipar ELISA (utilisation d'un
anticorps anti-SMX) est dépendante de la conceémrat du temps d'incubation (Elsheikh et
al. 2010)(cf. figure 10) De part sa réactivité, le SMX-NO est capable defiser aux
protéines cellulaires et sériques au niveau dagiogs (Naisbitt et al. 2001; Manchanda et al.
2002; Callan et al. 2009). Des études ont montré dgpse adduits provenant de protéines
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modifiées par le SMX-NO sont capables de stimues AT et des clones lymphocytaires de
patients allergiques (Schnyder et al. 2000; Faetedll. 2003; Callan et al. 2009; Castrejon et
al. 2010).

Mouse splenocytes

SMX (1mM) SMX (2mM)  SMX-NO (50uM)

e

Figure 10: Formation d'adduits protéines-SMX-NO (envert) dans des splénocytes exposés a du SMX ou
du SMX-NO, observée en microscopie confocale (le OBO est le véhicule du SMX et SMX-NO) (Elsheikh
et al. 2010)

Les hapténes médicamenteux peuvent se fixer stestdes protéines, telles que des
protéines solubles comme I'albumine humaine (HSArpduman Serum Albumin), des
protéines membranaires comme les molécules du CMeTCR, récepteurs des LT, voire
méme sur les peptides présentés aux LT par les Qi¥lHpartie 11.1.4 sur la présentation
antigénique) Le complexe médicament-protéine peut alors acli@esystéme immunitaire
(Posadas et al. 2007).

Ainsi, plusieurs étudesin vitro (caractérisation de bio-conjugués protéines-
médicaments synthétisés) iat vivo (caractérisation de sérum de patients allergiques)
montré que certains médicaments tels que la plmiciG, la flucloxacilline, la pipéracilline,
le SMX sont capable de se fixer a la HSA, formansiades bio-conjugués. Les sites de

fixations identifiés, souvent des lysines ou dest@pes, sont reportés dans le tableau 4.
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Médicaments

Matériels

o biologiques Sites identifiés Références
étudiés o
utilisés
Sérum de
_ _ (Yvon et al. 1988; Yvon et al.
patients et Lysines 190 195 199, 432, 541,
_ _ i 1989; Yvon et al. 1990)
Bio-conjugues
Pénicilline G Sérum de .
_ Lysines 20, 137,159, 190, 195 199 212, 351, 372,432, 436,525,541, (Meng et al. 2011)
patients
Bio-conjugués | Lysines 20, , 159, 190 195 199, 212, 351, 432, 525 541, (Meng et al. 2011)
Bio-conjugués | Lysines , 190 195, 199, 212, 351, 432, 525 541, (Jenkins et al. 2009)
Flucloxacilline -
Sérum de . .
. Lysines , , 190 195, 199, 212, 351, 432, 525 541 (Jenkins et al. 2009)
patients
_ _ i _ (Whitaker et al. 2011; El-
Bio-conjugués | Lysines 4.2, , 190 195 199, 212, 35], 432, 525, 541, )
. - Ghaiesh et al. 2012)
Pipéracilline
Sérum de . .
. Lysines 190, 195, 432, 541 (Whitaker et al. 2011)
patients
SMX Bio-conjugués | Cystéine 34 (Callan et al. 2009)

Tableau 4: Sites de fixation de médicaments sur HSA
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2.1.3 Les DC, cellules clés dans le remaniemetidect la présentation
au LT

La reconnaissance du complexe protéine-médicanmntiétabolite) comme étant
immunogéne par le systeme immunitaire adaptagffectue d’abord au niveau des DC qui
vont ensuite présenter I’Ag médicamenteux aux Lifsrepécifiques, au niveau des synapses
immunologiques. Les DC sont également capablesidaaes cellules de 'immunité innée,
tels que les NK (Natural Killer) et les NKT (Natutéller T cells).

Plusieurs étapes sont nécessaires a cette receameaa&f. figure 11).

- Activation des DC par des signaux de danger eucate I'Ag

- Remaniement de I'Ag et présentation du peptide éaplmédicament dans la poche
des molécules du CMH de classe Il des DC

- Processus de maturation des DC et migration des DC

- Formation de la synapse immunologique et activatdes lymphocytes naifs
spécifiques

(Ces étapes seront présentées plus en détail darmalties suivantes).

Antigen
(drugs coupled

to protein) \Q i)
W Antigen processing Danger Signal

in endosome

s

Antigen uptake

Migration
@ Differantiation
D ———

Bone marrow CCR2

L

CCR1 Phenotype
Peripheral maturation
Migration

Functional

Antigen Presentation
maturation

to lymphocytes

O 000 TnF Draining lymph node
00 o IL-10

Figure 11: La reconnaissance de l'antigene par la@et l'initiation d'une réponse immunitaire (Hackstein
et al. 2004)
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Les DC sont des APC professionnelles. Elles spatialisées dans la capture, le
remaniement, I'apprétement, le transport de I'Ag dissus périphériques aux ganglions
lymphatiques et la présentation de 'Ag aux LT saklles exercent ainsi un réle majeur dans
l'initiation de la réponse immunitaire primaire @ans le maintien de la tolérance au soi
(Banchereau et al. 1998; Ueno et al. 2007).

Elles ont été décrites pour la premiére fois paul Rangerhans en 1868 dans
I'épiderme humain [les DC situées dans la peatétinalors appelées cellules de Langerhans
(LC)] et dans les ganglions lymphatiques murinsRaph Steinman en 1973. Le nom des DC
est dU a leurs prolongements cytoplasmiques motdgslendritegcf. figure 12)

DC murine isolée de la  Cellules de Langerhang murmes
rate (nmucroscopie en (en vert : 1}1nl‘q1la_ge du CNH II) monocytes (marquage en
contraste de phase) au niveau dela !)eﬂll _ vert du CMH II_,
oStennnanret al. 19730 (11_1101‘05001)1& confocale a microscopie confocale)
mummofluorescence) Zitvogel ot al. 2011
iNMellman et al. 19951

DC humames 1ssues de

Figure 12: Morphologie des DC
(Steinman et al. 1973; Mellman et al. 1998; Zitvodet al. 2011)

2.1.3.1. Localisation et classification des DC

Les DC sont présentent dans tout I'organismestlpessible de les classer en fonction
de leur localisation :
- Les DC des tissus non lymphoides (ou DC périphésjuelles sont a I'état immature
et présentent de grandes capacités a capturer de€lfes jouent ainsi leur réle de
sentinelles du systéme immunitaire. On les retrarvearticulier dans la peau, dans les
mugqueuses (intestinales, respiratoires...) et leggimterstitiels des organes (foie, cceur,
reins...). Il s’agit par exemple des LC ou des DQwiges, présentes dans la peau.
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- Les DC des tissus lymphoides : il existe des D€sdi migrantes », qui sont a I'état
mature et proviennent d’autres tissus ou ellescapté un Ag et ou elles ont subi leur
processus de maturation. Elles présentent 'Agécaptx LT présents dans les tissus
lymphoides, tels que dans les ganglions lymphasiqule existe également des DC
résidentes, qui captent et présentent les Ag pt€skams les organes lymphoides. Dans
le thymus, les DC semblent impliguées dans la sélemégative des LT lors de leur

développement.

Des études récentes ont montré gu'il existe de nemxisous-type de DC, qui peuvent
étre classées en fonction des marqueurs exprineés aurface et de leurs fonctions. L'équipe
de Bernard Malissen suggeéere qu'’il est possibleakeser les DC humaines et murines, en cing
sous-types majeurs, indépendamment de leur lotahs@f. figure 13) Les cing sous-types
correspondent aux L@&n vert),les CD116 DC (en bleu),les CD&" DC (en violet),les DC
plasmacytoidegpDC, en marronkt les DC inflammatoires dérivées de monocytes inf-
DC, en orange)Les CD11b DC semblent participer aux réponses innées coesearasites
extracellulaires, a I'induction des réponses CB®a I'induction des réponses humorales. Les
CD8u" DC sont quant a eux, impliqguées dans les présemsatroisées et dans I'activation
des réponses médiées par les LT CD@s pDC jouent un role dans les défenses indées
I'organisme face aux virus, par la sécrétion d’leNty, en réponse a l'activation de leur
TLR (Toll-Like Receptor) 7 et 9. Les inf-DC jouenn rble clé lors des infections, en
sécrétant du TNF (Tumor Necrosis Factor) et en ysamht des espéces réactives de
I'oxygene ou de I'azote (Guilliams et al. 2010).

Ainsi, si I'on prend I'exemple de la peau commsstis périphériques, des études
réalisées chez la souris, ont montré que plusgaus-types de DC sont présents dans la peau.
En effet, les LC constituent les DC de I'épidernteciaq sous-types de DC sont retrouvés
dans le derme a I'état basal. Il y a les CD20D103 DC, correspondant aux LC migratoires,
et il y a quatre sous-types de DC dermales (DDIg¥:CD207 CD115 DDC, qui sont
majoritaires et les CD207CD103 DDC, les CD207 CD103 DDC et les CD207CD11b
DDC, qui sont trois populations minoritaires (Heetral. 2009; Guilliams et al. 2010).
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Figure 13: Classification des DC en cing sous-typesajeurs (Guilliams et al. 2010)
(BDCA :Blood Dendritic Cell Antigen ; PRR : PatteRecognition Receptor; CADM1 :Cell Adhesion Molezul
1; CLEC9A : C-Type Lectin Domain Family 9, Member 8IRP : Signal-Regulatory Protein; RIG-I : Retinoi
Acid Inducible Gene-l; MDAS5 : Melanoma differeniiat associated antigen-5; NOD : Nucleotide-binding
Oligomerization Domain-Like Receptor; TLR :toll &k receptor; IFN :Interferon; ROI : radical oxygen
intermediates; NOI : nitric oxygen intermediateiglé&cH : Sialic acid binding Ig-like lectin H )
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2.1.3.2. Activation des DC par les signaux de dange

Les DC existent sous deux états : un état basahtome et un état mature. Les DC
immatures sont localisées dans les tissus pérguesiet sont caractérisées par une grande
capacité d’endocytose leur permettant de captaseAf présents. Les DC matures sont quant
a elles, caractérisées par I'expression de mokasdeco-stimulation et de présentation de
'Ag a leur surface et par la sécrétion de cytokingermettant d’initier une réponse
immunitaire en activant les LT lors de la formatiafune synapse immunologique
(Banchereau et al. 1998).

D’aprés I'hypothese des signaux de danger, proppaé®olly Matzinger en 1994, la
maturation des DC nécessite certes, la capture aidig également la présence de signaux de
danger, qui sont des signaux d’activation des [2€,dlertant sur le « contexte dangereux »
dans lequel elles se trouvent. Ces signaux de damgennus par les DC, sont des molécules
qui peuvent étre endogenes (produites par leslegltie I'organisme) ou exogenes (produites
par le pathogene), et qui sont regroupées sousrieetdes DAMP (Damage associated
molecular pattern) (Matzinger 2007).

Les signaux de danger endogénes regroupent lesuedésécrétées par des cellules
subissant un stress ou en train de mourir, maikdgat des molécules, en particulier des
cytokines, sécrétées par les cellules du systemmuimitaire inné qui sont activées suite a une
infection par un pathogene par exemple ou sécrgiedes cellules des tissus périphériques
telles que les kératinocytes. Les protéines de theenique (HSP pour Heat Shock Protein),
la protéine HMGB1 (high mobility group box 1 pratesécrétée par des cellules nécrotiques,
les B-défensines sécrétées par des neutrophiles adtag@de urique, les espéces réactives de
'oxygene (ROS) produites par des cellules subissan stress, linterférom (IFN-a),
l'interleukine 14 (IL-1B), le TNFo constituent des exemples de signaux de danger
endogenes (Matzinger 2002; Ueno et al. 2007).

Les signaux de danger exogénes proviennent de geths, tels que les bactéries et
les virus. En effet, les DC sont capables de reaibren les microorganismes via leurs
récepteurs PR (PRR pour pattern recognition recep@gs récepteurs reconnaissent des
motifs moléculaires spécifiques des microorganisnagpelés PAMP (pathogen-associated
molecular pattern). Parmi les PRR, se trouvenieeatire, les TLR; les récepteurs a domaine
intracytoplasmique d’oligomérisation de nucléotiddOD pour Nucleotide-binding
Oligomerization Domain-Like Receptor) et les réeeps de la famille des lectines de type C
(CLR).
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Les TLR (10 TLR identifiés chez ’THomme) reconnaissdes acides nucléiques ou
des structures lipidigues microbiennes comme Igplaysaccharide (LPS) alors que les CLR
tels DEC-205 (CD205), MMR (Récepteur au mannos€b206), Langérine (CD207), DC-
SIGN (CD209), reconnaissent la partie carbohydiateglycoprotéines des microorganismes
pathogenes (virus, bactéries, parasites, champigndes CLR permettent également
I'internalisation de ces micro-organismes a l'ireé@r des DC. Les NOD reconnaissent quant
a eux des composants intracellulaires microbiets qee de 'ARN bactériens ou des
muropeptides, qui sont des petits fragments daqumpycanes (Ueno et al. 2007).

Ainsi, les DC peuvent étre activées directementl@smicroorganismes ou par des
produits issus de la nécrose ou de l'apoptose telese exposées a ces microorganismes
pathogenes, via les récepteurs PRR (Matzinger 2@8&inger 2007; Ueno et al. 2007).

2.1.3.3. Capture des Ag par les DC

De part leur localisation dans tout I'organismeeetparticulier au niveau des tissus
périphérigues en contact avec le milieu extéridegs DC jouent donc un rdle de
« sentinelles » du systeme immunitaire (Bancheetail 1998).

A l'état immature, la DC est capable de capter I'ég utilisant principalement trois
mécanismes différents : la phagocytose, la macogginse et 'endocytose médiée par des
récepteursgcf. figure 14)

La phagocytose permet l'ingestion de larges pdescou de cellules de plus de 1um
de diametre, telles que des bactéries, des patesgées débris de cellules nécrotiques et
nécessite la fixation a des récepteurs spécifigteds, que les FcR. C'est un mécanisme
dépendant du réarrangement de l'actine qui va pgaenka formation de pseudopodes au
niveau de la membrane plasmique et l'internalisatie la particule ou cellule phagocytée
(Trombetta et al. 2005).

La macropinocytose est un mécanisme d’internatisation spécifique et massive de
grands volumes de fluides extracellulaires, peraneth la DC de capter les Ag solubles. C’est
un mécanisme qui est également dépendant de I'g@tinmbetta et al. 2005).

L’endocytose médiée par des récepteurs, comme IR, @st un mécanisme
d’internalisation spécifique, qui permet I'interisaition d’Ag donné. Ce mécanisme peut faire

intervenir la formation de vésicule de clathrinecawréoline (Trombetta et al. 2005).
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Les Ag internalisés par ces mécanismes vont rejeitelrcompartiment endosomal
et/ou lysosomal, ou ils seront digérés par desépsats et présentés sur les molécules du
CMH, a la surface des DC.

; : .| Clathrin-mediated |Non-clathrin/caveolae
Phagocytosis | Macropinocytosis

endocytosis endocytosis
[
&
@
Dynamin Dynamin

Y 4 1‘:‘.
5y actin \

N A\ Clathrin - -

\\ ‘\‘ adaptors ,//ﬁ"/ Caveolin?

N\ \ @2 / ,,.//’

Cytosolic
proteins

e Antigen

¢ Microorganism Pathogen

Figure 14: Différents mécanismes de capture d'Ag pda DC (Trombetta et al. 2005)

2.1.3.4. Remaniement de I'Ag et présentation duigemeédicamenteux dans la
poche des molécules du CMH

2.1.3.4.1. Généralités sur les molécules HLA :

Les Ag (ici, complexe protéine-médicament) inteiséd ou présents dans la cellule
sont digérés par les systéemes enzymatiques de la dli€@ d'obtenir des fragments
peptidiques. Ces fragments peptidiques se fixem$ tapoche des molécules du CMH et sont

présentés a la surface des DC aux LT.

Chez 'Homme, les CMH correspondent aux HLA (Humasucocyte Antigen). Il
existe deux classes de CMH : les CMH de classeMIHQ@) et les CMH de classe Il (CMH
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II). Les CMH | sont exprimés a la surface de tolésscellules nucléées de I'organisme alors
que les CMH Il ne sont exprimés que sur les APEst-@-dire les DC, les lymphocytes B
(LB), les macrophages et les monocytes.

Chez I'Homme, les chaines lourdes des moléculesCMH de classe I, sont
principalement codées par trois genes : HLA-A, HBAet HLA-C. Ces trois génes sont
polymorphes. Quant aux molécules de classe lls edtmt essentiellement codées par cing
genes : HLA-DM, HLA-DO, HLA-DR, HLA-DP, et HLA-DQLa lettre D correspond a la
classe et la deuxieme lettre correspond a la famiilés molécules HLA-DR, HLA-DP et
HLA-DQ sont présentes a la surface des cellulggédentent dans leur poche un Ag au LT
alors que les molécules HLA-DM et HLA-DO ne sons peiésentes a la surface des cellules
mais jouent a un réle important dans la stabilitécdmplexe formé par les trois autres
molécules du CMH Il avec leur Ag.

Les génes codant pour les molécules du complexe ptié&ente un polymorphisme
tres important. Les fréquences des alléles poumekcules HLA, en particulier pour les
HLA de classe IlI, varient en fonction de populatioésidiees. Par exemple, dans la
population caucasienne, seuls sept alleles HLA-DRB&1lune fréquence supérieure a 5%, il
s’agit des alléles DRB1 *0101, *0301,*0401,*0701181,*1301 et 1501(cf. tableau 5)
(Colombani 1993).

DRBL* Fréquences des alléles HLA-DRB1 dahns
la population francaise (N=158) (en %)
0701 14.0
0301 10.9
0101 9.3
1101 9.2
1501 8.0
1301 6.0
0401 5.6

Tableau 5: Fréquence des sept plus importants alled HLA-DRB1 dans la population francaise.
L'étude a été réalisée sur 158 individus (Colombarii993)

Au vue du polymorphisme important des molécules HuAe nomenclature a été

mise en place pour décrire les alleles HLA d’unvidii (cf. figure 15)
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Les molécules du CMH sont constituées de deux chaipsociées de maniere non

covalente : la chaine lourdeet la chaine légefe Dans le cas des HLA de classe |, la chaine

lourde a est constituée de cinq domaineg,(a2, o3, a4 eta5) dont trois ¢1, a2, a3) sont

extracellulaires. Le peptide « antigene » d’envitme dizaine d’acides aminés, se fixe aux

domainesul eta2. A cette chaine lourde est associée une chaine légere invariante g2 la

microglobuline p2m). Dans le cas des HLA de classe IlI, les deuxnelsax et B sont

composées de quatre domaines chacubgeo@, a3 etad ; B1, 2, p3 etp4) dont deux sont
extracellulaires 1, o2 etpl, f2). Le peptide d’environ une quinzaine d’acidesrasj se
fixe sur les domainesl etf1 (cf. figure 16) (Klein et al. 2000).
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Figure 16: Structure des HLA de classe | et Il (Klén et al. 2000)

2.1.3.4.2. Apprétement de I'Ag via les moléculesaiviH

Les peptides qui proviennent des protéines endsgsyrghétisées et dégradées dans

le cytosol, sont présentés via les molécules du GMHactivent les LT CD8 Les LT CD8

activés, qui sont dit « cytotoxiques », sont akapables de tuer les cellules présentant a leur

surface des peptides étrangers provenant de patboggtosoliques tels que les virus.

En effet, dans le cas d’une présentation par ldécules du CMH |, les antigénes sont

dégradés via la voie du protéasome. Les peptidésnad sont alors transférés dans le

réticulum endoplasmique (RE) par des transportags®ciés a

la présentation antigénique,

TAP (Transporter associated Antigen Presentati@iin d’étre associés aux CMH |. Le

complexe CMH | — peptide est alors formé, et quat®E pour se retrouver a la surface des

DC (cf. figure 17)
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Figure 17: Présentation antigénique par les moléces du CMH | (Neefjes et al. 2011)
(ER: Endoplasmic Reticulum; ERAD: ER associatedginodegradation; TAP :Transporter associated Asintig
Presentation)

Les CMH Il présentent des peptides provenant detgipes exogenes, dégradées dans
des vésicules de la voie endocytaire (phagocytosmoytose et macropinocytose). Les CMH
Il interagissent avec les LT CD4qui via la sécrétion de cytokines, activent d'asitcellules
immunitaires effectrices telles que des macrophatgs LB, ou des LT CDO8Les LT CD4
peuvent aussi étre cytotoxiques (Pichler 2003; thsat al. 2007; Neefjes et al. 2011).

Les chaines transmembranaivcest § des molécules du CMH |l sont assemblées dans
le RE et associés a la chaine invariante (li). im@exe ainsi obtenu est transporté dans le
compartiment des endosomes tardifs, correspondacbrapartiment des molécules du CMH
II (MIIC). Dans ce compartiment, la chaine li esgé&tée en peptide par des protéases
résidentes et le peptide se fixe dans la pochendéécules du CMH 11, donnant naissance au
complexe CLIP (class Il associated li peptide)an®le MIIC, la présence de la molécule
HLA-DM est requise pour procéder a I'échange duidegssu de la digestion de la chaine li
par un peptide spécifique issu des protéines dégedpar les protéases de la voie

endosomale. Les molécules du CMH Il contenant gangoche, ce peptide spécifique, sont
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alors transportées a la surface de la membranmigilas des DC, pour la présentation aux LT
CD4" (cf. figure 18)(Neefjes et al. 2011).

CD T cell

Exogenous
protein

Figure 18: Présentation antigénique par les moléces du CMH Il (Neefjes et al. 2011)
(ER : Endoplasmic Reticulum ; li : invariant chaf@LIP: class Il associated li peptide ; MIIC: MHIass I
compartment )

La dichotomie protéine endogene et CMH | et pr&é@rogene et CMH Il, n'est pas
aussi stricte, puisque des phénomenes de présentaitigénique croisée ont été mis en

evidence. lls consistent en la présentation d’andgéexogenes par les CMH | aux LT CD8+.

2.1.3.4.3. Des cas de restriction aux moléculeSMit pour certaines allergies
médicamenteuses

Pour certains cas d’allergies médicamenteusesJelagppement des symptdmes peut
étre mis en corrélation avec la présence d’'unygdparticulier d’'une molécule HLA chez le
patient : il s’agit alors d’une restriction aux rdoliles HLA. En effet, plusieurs associations

HLA-médicaments ont été mises en évidence, encpédi avec I'abacavir (utilisé dans le
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traitement du VIH), la carbamazepine (utilisé densgraitement de I'épilepsie), I'allopurinol
(utilisé comme hypo-uricémiant) et la flucloxaicié# (antibiotique-lactame).

Ainsi, il a été observe, au sein de la popula@@ucasienne, que I'association HLA-
B*5701 et abacavir conduit au développement du ®ymd d’hypersensibilité associé a
I'abacavir (AHS). De la méme maniére, dans les faimns asiatiques (chinoise, indienne,
thailandaise), I'association HLA-B*1502 et carbaeyine favorise le développement de
TEN et de SJS. D’autres études dans les populatioineise et thailandaise, ont également
montré que l'association HLA-B*5801 et allopurinolavorisent des symptémes
d’hypersensibilité, des TEN et des SJS. Enfin,sbagation HLA-B*5701 et flucloxacilline
est associé a des syndromes d’hépatites liéesllardia médicamenteuse (Aihara 2011;
Bharadwaj et al. 2011).

Concernant I'abacavir, inhibiteur de la réversms$criptase du VIH, la prévalence des
réactions d’hypersensibilité est d’environ 5% chexz patients traités. L’hypersensibilité a
I'abacavir se manifeste par des rashs cutanésa fievire, une léthargie, des manifestations
gastro-intestinales (nausées, vomissements, demrti®uleurs abdominales) ou par d’autres
symptdmes moins fréquents telles que des manif@ssatespiratoires (maux de gorges, toux,
dyspnées), des troubles ostéomusculaires (myajagigbalgies), des céphalées, des
paresthésies, des cedemes ou des défaillances guégatou rénales. Ces symptdmes
apparaissent généralement dans les six premiemn@sirses de traitement. L'arrét du
traitement permet de stopper ces symptémes mais-administration induit des symptémes
plus sévéres, pouvant étre mortels (Martin et@42 Aihara 2011).

L’abacavir est une pro-drogue, qui est métabolisgan métabolite réactif, le carbovir
triphosphate, au niveau intracellulaire. Plusieemgymes participent a cette transformation
chimique, telles que l'alcool déshydrogénase. Libmar triphosphate est un analogue de la
guanosine triphosphate, et bloque alors I'élongatie la chaine d’ADN, au niveau de la
transcriptase inverse, inhibant ainsi de la répboadu virus (Servonnet et al. 2010).

L’association du syndrome d’hypersensibilité assacil’abacavir a été identifiee en
2002 (Hetherington et al. 2002; Mallal et al. 20 effet, dans une étude portant sur 200
patients traités a I'abacavir, dix-huit cas d’hygmsrsibilité ont été recensés, donnant une
prévalence de 9%. L'étude des alleles HLA des dix-patients ayant connu un épisode
d’hypersensibilité, montre que les alleles HLA-B*37®HHLA-DR7 et HLA-DQ3, constituant
I'haplotype 57.1, sont présents en plus grande ptiopochez les patients allergiques a

I'abacavir que chez les patients tolérants. Enteffeprésence de ces alleles a une valeur
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prédictive positive concernant le développemeniypknsensibilité a I'abacavir de 100% et
leur absence a une valeur prédictive négative @& QMallal et al. 2002). Une autre étude
confirme cette forte corrélation entre le développet du syndrome d’hypersensibilité
associé a I'abacavir et la présence de lalléle HB*A701. En effet, dans cette étude, des
patients présentant un syndrome d’hypersensikditéabacavir et un patch test positif a
I'abacavir, ont été génotypés pour les alleles HLAus ces patients présentent l'allele HLA-
B*5701, démontrant une sensibilité de 100% du singede l'allele HLA-B*5701 dans le
développement du syndrome d’hypersensibilité agdsotabacavir (Saag et al. 2008).

Le criblage des patients pour I'allele HLA-B*57 ;0&commandé par la FDA (Food
and Drug Administration) avant leur traitementabBcavir a permis de réduire la prévalence
du syndrome d’hypersensibilité associé a I'abacakigz les patients traités (Mallal et al.
2008).

Une étude de Martin et al, apporte des éléments ecoant le mécanisme
immunopathologique de I'hypersensibilité a 'abacgMartin et al. 2004). En réalisant et en
comparant les cartes haplotypes recombinantes gartee du chromosome 6, portant les
génes codant pour les molécules HLA, des dix-hafiepts hypersensibles a I'abacavir et de
douze patients tolérants a I'abacavir, un autree g prédisposition a I'hypersensibilité a
'abacavir a été mis en évidence. Il s’agit du gétsp70-Hom M493T, codant pour une
protéine chaperonne. La combinaison des deux fiectda prédisposition : allele HLA-
B*5701 et gene Hsp70-Hom M493T, retrouvée chez®4jés patients hypersensibles contre
0,4% des patients tolérants, permet ainsi unebwase discrimination. Les protéines Hsp 70
sont connues pour pouvoir se fixer a des peptitlg®@r jouer un réle dans la présentation
antigénique et plus particulierement dans la présent croisée d’Ag exogenes aux LT
CD8'. Les auteurs suggérent une coopération nécessaire la molécule HLA codée par
I'allele HLA-B*5701 et la protéine de choc thermighdsp70-Hom, qui faciliterait la fixation
des peptides modifiés par I'abacavir, lors du reeraeint et lors de la présentation de I'Ag,
chez les patients hypersensibles. Le modéle propstda fixation des métabolites de
I'abacavir a des peptides endogenes et la prégantdé¢ ces peptides modifiés, grace a la
coopération entre les deux protéines, évoquéesssiug, aux LT CO8cytotoxiques (Martin
et al. 2004)cf. figure 19) L'implication des LT CD8 est en lien avec leur présence dans les
infiltrats cellulaires provenant des rashs cutatédes patch tests de patients hypersensibles a
I'abacavir (Martin et al. 2004).
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Figure 19: Modéle proposé par Martin et al, concerant le mécanisme immunopathologique de
I'hypersensibilité a I'abacavir (Martin et al. 2004). L'abacavir est métabolisé en carbovir monophosphate
(CBC-MP) puis en carbovir triphosphate (CBV-TP)rdtibe I'activité de la réverse transcriptase di\(HIV-

RT). Cependant, une partie des métabolites dedabiase fixe a un peptide endogéne, qui est prisharge
dans la voie endosomale. La protéine Hsp70-Homrpitwalors favoriser la fixation du peptide modifiar les
métabolites de I'abacavir sur la molécule HLA cogée I'allele HLA-B*5701. Le peptide modifié parde
métabolites de I'abacavir est alors présenté auDB' cytotoxiques.

Une autre étude apporte des éléments complénmentaimcernant les mécanismes
moléculaires et cellulaires impliqués dans le dégweément du syndrome d’hypersensibilité
associé a l'abacavir chez des patients, portatibtype HLA-B*5701. Elle montre tout
d’abord que ce sont des LT CD8u sang périphérique de patients allergiqueshadtavir et
présentant I'allotype HLA-B*5701, qui proliferem vitro en réponse a I'abacavir et qu’ils
sécrétent du TNiEet de 'INFy alors que les LT CD4ne sont pas activés suite a I'exposition
a lI'abacavir (Chessman et al. 2008). Cette étudetmaagalement que chez des individus
sains, non infectés par le VIH, mais présentantotiype HLA-B*5701 et non exposeés
auparavant a l'abacavir, une prolifération vitro des LT CD8 du sang périphérique est
eégalement observée et est accompagnée d’'une sé@cdétiTNf et d'INFy (Chessman et al.
2008). Ce résultat suggere que le syndrome d’hgpsiisilité associé a I'abacavir n’est pas

directement lié a I'infection au VIH. Cette proliééion n’est pas observée chez des individus
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sains ne présentant pas I'allotype HLA-B*5701. €étiude démontre que I'hypersensibilité a
I'abacavir est médiée par les LT CD& qu’elle est bien restreinte a I'allotype HLAS01
(Chessman et al. 2008).

De plus, l'observation que des APC, présentantotgpe HLA-B*5701, fixées a
l'aldéhyde et mises en présence d’abacavir ne @uitigsas induire la prolifération de LT
CD§’, suggérent qu’'une métabolisation intracellulaird’ aeacavir en métabolite réactif, afin
gu'il soit présenté au LT via la molécule HLA-B*5Oest nécessaire. La protéine TAP, qui
participe au transfert des peptides dans le (BRE partie Apprétement de I'Ag via les
molécules du CMH)et la protéine chaperonne Tapasine, sont nécessala présentation de
I'abacavir au LT CD8 et a I'activation de ces derniers. En effet, dgsédences ou ses deux
protéines sont inhibées dans des APC présentdiotyjze HLA-B*5701, montrent que ces
APC ne sont plus capables d’activer les LT C{@hessman et al. 2008).

Des expériences ont également été menées sur degpiBentant des allotypes de
molécules HLA proches de la molécule HLA-B*5701i ge différent que de quelques acides
aminés, au niveau de la poche d’ancrage, par rappballotype HLA-B*5701. Ces APC,
stimulées par de I'abacavir, ne sont pas capablestigér les LT CD8. Seules les APC
présentant I'allotype HLA-B*5701 sont capables désenter I'abacavir aux LT CD8et
d’induire leur activation, expliquant la forte présace des individus portant I'allotype HLA-
B*5701 a développer un syndrome d’hypersensibifigsocié a l'abacavir. De plus, le
changement d’'un seul acide aminé, en particuligrasition 116 (changement de la serine en
tyrosine) de la molécule HLA-B*5701, provoque lppression de I'activation des LT CD8
par des APC traitées avec de I'abacavir. Cet aandi@é joue donc un rbéle déterminant dans
la présentation du peptide couplé a l'abacavir, &dx CD8" (Chessman et al. 2008;
Bharadwaj et al. 2011).

Des études récentes apportent un complement diwaftons sur I'association
molécule HLA-B*5701 et syndrome d’hypersensibikigsocié a I'abacavir. Ces études (llling
et al. 2012; Ostrov et al. 2012) montrent que Kavir est capable de se fixer a la poche F-
pocket des molécules HLA-B*5701, modifiant leur gfiéité vis-a-vis des peptides du soi
gu’elles présentent. En effet, la fixation de l'eéar dans cette poche F-pocket altére le
répertoire des peptides du soi présentés habitoefie par les molécules HLA-B*5701,
conduisant a une réponse lymphocytaire. Ainsi,é&ades de modélisation ont montré qu’en
absence d’abacavir, les molécules HLA-B*5701 fixelg préférence des peptides qui
possedent en position C-terminale des résidus hiidims tels que du tryptophane ou de la

phénylalanine alors qu’'en présence d’abacavir, redécules HLA-B*5701 fixent de
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préférence des peptides possédant en positionn@Ae une valine ou une alanine ou une
isoleucine (Ostrov et al. 2012). Un peptide de naciles aminés avec en position C-
terminale un tryptophane (pep-W) et un autre pept@l@euf acides aminés avec en position
C-terminale une valine (pep-V) ont été synthétifiess tests de liaisons des ces deux peptides
aux molécules HLA-B*5701 ont confirmé les résultatgenus par modélisation : le peptide
pep-V nécessite la présence d’abacavir pour se dicke molécules HLA-B*5701 alors que le
peptide pep-W se fixe aux molécules HLA-B*5701 egspnce ou en absence d’abacavir
(Ostrov et al. 2012). Des études de modélisatiomuaht que le site potentiel de fixation de
I'abacavir se situerait au niveau de la F-pockgiraximité de la sérine-116, qui comme vu
précédemment joue un role primordial dans la reamsance de I'abacavir par les LT. La
structure cristallographique du complexe HLA-B*57&ldacavir-pep-V montre que I'abacavir
réalise des liaisons de van der Waals a la fois évenolécule HLA-B*5701 et le peptide
pep-V (Ostrov et al. 2012). Des cellules humaitigade cellulaire 721.221 transfectées avec
'ADNc du geéne codant pour les molécules HLA-B*5Y0é&xprimant uniquement les
molécules HLA-B*5701 ont été cultivées en présemcen absence d’abacavir et les peptides
présentées par les molécules HLA-B*5701 ont étéstkt analysés. 539 et 682 peptides ont
été respectivement élués en présence et en abd@haeavir, dont 287 sont en commun.
Aucun peptide présentant une valine en positiorer@inale n'a été identifié lorsque les
cellules sont cultivées en absence d’abacavir ajoes15 peptides présentant une valine en
position C-terminale ont été identifiés lorsquedebBules sont cultivés en présence d’abacavir
(Ostrov et al. 2012). En présence d’abacavir, uclkissement des peptides présentant en
position C-terminale une isoleucine (llling et @D12; Ostrov et al. 2012) est également
observé alors qu’il y a une diminution significatides peptides présentant en position C-
terminale un tryptophane ou une phénylalanine (@Wsét al. 2012). Des PBMC de patients
HLA-B*5701 allergiques a l'abacavir ont été mis présence d’abacavir et des peptides
présentant une valine en position C-terminale quiidentifiés précédemment. Les résultats
d’ELISpot montrent que la sécrétion d’'IRNest plus importante lorsque les PBMC sont
cultivées en présence d'abacavir et du peptide VIQUKV qu’en présence seulement
d’abacavir ou seulement du peptide VTTDIQVKV (Ostret al. 2012). Ainsi, ces
expériences montrent qu’en présence d’abacavir @sayteptides du soi sont présentés par
les molécules HLA-B*5701, ce qui peut induire umgiation des LT CD8et conduire au

développement du syndrome d’hypersensibilité a Ealbim (Ostrov et al. 2012).
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L’allotype HLA-B*5701 est également associé au di@wmeement de syndromes
d’hépatites liées a une allergie médicamenteuskl {@ur Drug-Induced Liver Injury), suite
a un traitement par la flucloxacilline. La flucl@iine est un antibiotique de la famille dgs
lactames, utilisé dans le traitement des infecti@es aux staphylocoques. Au Royaume-Uni,
les cas de DILI associés a la flucloxacilline, seldrant entre le premier jour et le quarante-
cinquieme jour apres le début du traitement, sstitnés a 8,5 cas tous les 100 000 nouveaux
patients traités. Une étude portant sur cinquani@ @atients ayant développé un DILI suite a
un traitement a la flucloxacilline, et sept pateeayant également développé un DILI suite a
un traitement a la flucloxacilline et le coamoxiclassociation de I'amoxicilline avec 'acide
clavulinique) et 282 patients contrble, a permis rdettre en évidence que I'allotype
HLA*B5701 constitue un facteur de risque génétiquegeur dans le développement de DILI
liés a la flucloxacilline (Daly et al. 2009) . Eifffet, sur les cinquante-huit patients ayant
développé un DILI suite & un traitement & la fluedlline, quarante-trois patients, soit 84%
présentent l'allotype HLA*B5701 contre une fréquerte 5% dans le groupe contréle. Cette
frequence de 5% est généralement celle retrouvéss dkes populations européennes.
Cependant, les auteurs estiment que malgré la ésdeciation avec l'allotype HLA*B5701,
seul 1 patient porteur de cet allotype sur 500@01patients traités a la flucloxacilline,
développera un cas de DILI. L'étude met égalemenéwddence la possibilité que d’autres
genes soient impliqués dans le développement dé & a la flucloxacilline et qu’ils
pourraient constituer des facteurs de risque andigls. Le gén&ST6GALL codant pour
I'enzyme B-galactosiden-2,6-sialyltransferase 1, qui joue un rdle danglieosylation des
protéines en étant capable de transférer des agialapies, a été ainsi identifié. Néanmoins,
la taille de la population étudiée ne permet pasnutre en évidence une différence
statistique entre le groupe des patients ayantloigwé un DILI lié a la flucloxacilline et le
groupe contrdle, concernant I'implication du g&IESGALL1 Les mécanismes du DILI lié a
la flucloxacilline ne sont pas aussi bien connus daes le cas de I'abacavir (Daly et al.
2009).

2.1.3.5. Maturation des DC : expression de margueerco-stimulation et sécrétion
de cytokines

Lorsque les DC captent I'Ag et recoivent des signde danger, elles vont connaitre
un processus complexe de maturation. Durant cedtaration, les DC digerent 'Ag en petits

fragments peptidiques, les associent aux moléalle€MH et expriment ces complexes
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CMH-fragments peptidiques, a la surface de leur brame. L'expression des molécules du
CMH 1l en surface est augmentée et cela va étriedgat le cas pour d’autres molécules
membranaires telles que des récepteurs de chimlioeme le CCR7 (récepteurs des
chimiokines CCL19 et CCL21), permettant aux DC dgrer des tissus périphériques aux
ganglions lymphatiques via des gradients de chimésk; des molécules d’adhésion (CD54)
permettant de renforcer la liaison des DC aux L@lext molécules de co-stimulation (CD40,
CD80, CD83, CD86...) qui vont permettre l'activatides LT. De plus, les DC sécretent
diverses cytokines permettant d’activer les LTespdlariser la réponse immunitaire.

Lors du processus de maturation, les capacité®@es capter des Ag diminuent donc
au profit d'une amélioration de ses capacités agmter '’Ag au LT et a induire une réponse
immunitaire spécifique de I'’Acf. figure 19)

La DC mature

La DC immature

%o
o

0 = Signaux de danger
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Figure 20: Maturation des DC
(- : expression faible ; -/+ : expression modérée expression forte)

Dans certains cas, I'antigéne peut également ¢oastiin signal de danger et induire
la maturation de la DC. C’est le cas pour de nombiensibilisants de contact, tels que le
DNCB (2-4 dinitrobenzéne), le nickel ou le cobalt paemple. Ainsi, des travaux réalisés au

laboratoire ont montré que le nickel et le DNCBtsmapables d’'induire la maturation de DC
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(issues de progéniteurs du sang de cordon OD&4 augmentant I'expression de certains
marqueurs membranaires : CD83, CD86, CCR7, CD4MIsA-DR et en induisant la
sécrétion de cytokines par la DC : IL-6, IL-8 et1Rp40 en présence de nickel, et d’IL-8 en
présence de DNCB (Boisleve et al. 2004; Boisleed.e2005; Ade et al. 2007; Antonios et al.
2009). Le nickel est capable de se fixer directeraert TLR4 des DC, induisant I'activation
de facteurs de transcription tels que RB-{Rothenberg 2010; Schmidt et al. 2010; Martin et
al. 2011).

Concernant les médicaments, il semblerait qu’ils {eurs métabolites réactifs)
puissent également induire une maturation partede DC en jouant a la fois le réle d’Ag et
de signal de danger. Par exemple, le SMX-NO etMX $dans une moindre mesure) sont
capables d’induirén vitro une augmentation de I'expression du CD40 dan®dekumaines
dérivées de monocytes (Mo-DC) de donneurs nongailees au SMX, mais ne sont pas
capables d’induire une augmentation des molécudesoestimulation CD80, CD83 et CD86
(Sanderson et al. 2007). Néanmoins, dans le camatliele de DC murines issues de
progéniteurs de la moelle osseuse, (BM-DC pour Bdagow Dendritic Cells), le SMX-NO
et le SMX ne sont pas capables d'induire directeraaataugmentation de I'expression de
marqueurs de maturation tels que CD40, CD86 et CIMHhi d'induire la sécrétion de
cytokines telles que TNE; IL-1B, IL-6 et IL-12. Mais, si elles sont cultivées eggence de
splénocytes prétraités avec du SMX-NO, une augrtientade I'expression des trois
marqueurs de maturation (CD40, CD86 et CMH Il) mmsune sécrétion de TNket IL-6
sont observées. Cette maturation des BM-DC estléerra la concentration de SMX-NO
utilisée et & la présence de cellules nécrotiggesapporte sans doute le signal de danger
nécessaire (Elsheikh et al. 2010) .

Dans le cas de I'amoxicilline, une étude a été meng les DC de neuf patients, ayant
connu un épisode d’hypersensibilité retardée a diailline (test intra-cutané a lecture
retardée positif, exantheme maculopapuleux lorséésode allergique) et de huit donneurs
sains non allergiques a I'amoxicilline. Il semblerpue les DC issues des patients allergiques
soient capables d’augmenter I'expression du CD80CDB&6 et de HLA-DR en présence
d’amoxicilline alors gu’aucun changement phénotypiqiest observé sur les DC issues de
donneurs non allergiques lorsqu’elles sont culBvém présence d’amoxicilline. Ainsi,
I'amoxcilline serait également capable d’induireeumaturation partielle des DC mais

uniquement chez des patients allergiques a I'afmi(Rodriguez-Pena et al. 2006).
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2.1.4. Présentation de 'Ag au LT

2.1.4.1 TcR, reconnaissance de 'Ag

Une des fonctions principales des LT est la recssaace de I'Ag grace a son TcR.
En effet, chaque LT posséde un TcR spécifique damhlbreconnaitre un épitope donné d’un
Ag. Chaque TcR est composé de deux chaines poigipms : la chaine et la chaines,
pour la majorité de LT ou la chaipeet la chain®, pour une minorité de LT, reliées dans les
deux cas, par un pont disulfure. Les chaimest § sont constituées d’'une région amino-
terminale variable (V) qui interagit avec I'Ag, die région constante (C), d’'une courte région
charniére contenant un résidu cystéine qui permetotmation du pont disulfure, d'un

domaine transmembranaire hydrophobe et d’'une gepoplasmiquécf. figure 21).
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Figure 21: Schéma de la structure d'un TcR (Janewag009)

La spécificité des TcR d’'un LT donné provient darréngement génique des chaines
a et du TcR. En effet, le locus du TakRRcontient des segments géniques codant pour la
partie variable (Y, environ 70), pour la jonction (J61) et d'un segment constant (C). Le
locus du TcR3 contient lui aussi des segments géniques codamtlpgartie variable V (y/
52), pour la partie jonction Jg(dL3), pour la partie constante C mais égalemensdgments
codant pour la partie D (Diversitég[®2). Un TcRaf provient d’un réarrangement unique de

tous ces segments géniques, et est ainsi composé dombinaison unique dexVJ, et C
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pour la chainer et de \§, %, Dg et C pour la chainf (cf. figure 22) La diversité des TcR
d’'un individu donné (supérieur & APest quant a elle liée au nombre des recombingison
géniques. Chaque LT présente a sa surface deemnitie TcR identiques, capables de
reconnaitre un seul et unique épitope d'un Ag, gt&s a la surface des APC via les
molécules du CMH (Posadas et al. 2007; Janeway; ZKo@re et al. 2011).

Le répertoire des LT associé a un Ag correspond ,ddiensemble des récepteurs
TcR des LT d’un individu donné, capables de rectrma&et Ag. Le répertoire des LT est
ainsi dépendant des réarrangements géniques descti@ines du TcR et de la double
sélection (positive et négative) lors du développeimdes LT (cf. partie 11.1.5.1) La
fréquence des LT spécifique d'un Ag donné variefamction de I'Ag et correspond au

nombre de LT spécifiques de cet Ag sur le nomhad the LT.
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Figure 22: Schéma du réarrangement du TcRu:p (Janeway 2009)
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Néanmoins, des molécules présentant des struathimegques similaires peuvent étre
reconnues par le méme LT. Il s’agit du phénoménetdetivité croiséécf. partie 1.4.1.5 sur
la cross-réactivité des pénicillinedpar exemple, dans une étude portant sur quaitneedos
allergiques a la pénicilline G, sur les vingt cledgmphocytaires produits en présence de
pénicilline G, sept ne proliferent qu'en présenee mknicilline G alors que sept autres
proliferent en présence de pénicilline G mais égel® en présence de pénicilline V et
d’ampicilline, qui appartiennent également a la iflendes p-lactames. Dans ces cas la,
I'épitope reconnu se situerait plutét sur la pacienmune des pénicillines, correspondant a
'acide 6-amino-pénicillanique, que sur les chainatgrales, différentes pour ces trois
antibiotiques(cf. figure 23) Dans la méme étude, trois clones ne proliferefgngprésence
de pénicilline G et d'ampicilline et les trois dears ne proliferent qu'en présence de
pénicilline G et de pénicilline V. Dans ces casF@pitope reconnu semble faire intervenir a
la fois la partie commune d@slactames et les chaines latérales (Padovan £996). Une
autre étude ou des clones lymphocytaires, ontseti€d a partir du sang périphérique de
patients allergiques et produits en présence sqgiediicilline G, soit d'un bio-conjugué HSA-
Pénicilline G, soit d’amoxicilline ou soit d’ampliane montre également des phénoménes de

cross-réactivité pour certains clones (Mauri-Hetive¢ al. 1996).

H
N
Pénicilline G ou

Benzyl-Pénicilline o}

O
Pénicilline V @

¢énicilline o H

0o

Ampicilline

Figure 23: Structure de la Pénicilline G, la Pénidiine V et I'Ampicilline
(La partie commune est encerclée en vert et lednebalatérales sont indiquées en rouge pour lds tro
antibiotiques)
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De la méme maniére, des clones produits en préesnSEMX ou SMX-NO ou SMX-
NHOH (3 molécules aux structures similaires§, figure § a partir du sang périphérique
d’individus allergiques sont soit spécifiques dmpmsé a partir duquel ils ont été produits ou
sont soit capables de proliférer en présence deg detres composés. Par exemple, des
clones produits en présence de SMX sont égalensgratbtes de proliférer en présence de
SMX-NO et inversement, des clones produits en pEsde SMX-NO ou SMX-NHOH sont
capables de proliférer en présence de SMX (Castegjal. 2010).

2.1.4.2. Les différents modes de présentation

Il existe quatre modes décrits de présentation Hapténe au LTcf. figure 24) Le
premier mode de présentation est lié a la théaikhdptene : I'hapténe est présenté en étant
fixé de maniere covalente au peptide présentégsamblécules HLA de I'APC, au TcR du
LT. Le deuxiéme mode de présentation correspondagudes super-antigénes, comme le
nickel par exemple. Le nickel réalise des liaisdascoordination, qui sont des liaisons non
covalentes, avec le TcR des LT et les molécules He® APC, de maniere indépendante des
peptides qui se trouvent dans la poche des mokeelld. Le troisieme mode de présentation
correspondant au p-i concept (Pharmacological aotem with the Immune system),
(présenté dans la partie 2.8)1 I'hapténe se lie directement au TcR des LT atiseént des
liaisons non covalentes avec celui-ci mais égaleragat les molécules HLA. Un dernier
mode de présentation a été propose, ou I'hapténanesé dans les poches des molécules
HLA et modifie le peptide présenté par les molésd A, résultant en une altération du
peptide présenté (Bharadwaj et al. 2011).

Hapten concept Superantigen Interaction p.l. concept Altered repertoire

Figure 24: Les différents modes de présentation diuAg au LT (Bharadwaj et al. 2011)
Les traits en pointillés indiquent des liaisons nowmalentes et les traits pleins, des liaisons leoves.
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Concernant les deux médicaments étudiés, la pémacib (cf. figure 25) se comporte
en haptene et se fixe a des protéines solublesemnbranaires mais peut également se fixer
au peptide présenté dans la poche des molécules I éomplexe pénicilline G-protéine est
pris en charge par les DC et digéré en peptides @otains présentent la pénicilline G fixée
de maniére covalente a des lysines. Ces peptidestseivent ensuite dans la poche des
molécules HLA(cf. 11.1.3.4.2 Apprétement de I'Ag via les molésudu CMH)et sont
présentés aux LT (Posadas et al. 2007).

Un pro-haptene tel que le SMX, nécessite une éthipenétabolisation pour étre
transformé en SMX-NO, molécule réactive, qui vdiser aux protéines présentes dans les
cellules. Ensuite, de la méme maniére qu'avec kicpkéne G, le complexe SMX-NO-
protéine est digéré en peptides, qui se retrougtans la poche des molécules HLA et ces
peptides sont présenté aux TcR des LT (Posadat 20@/). Cependant, le SMX peut

également étre présenté au LT via le pi-con@eppartie 2.2 pi-concept).

Drug presentation to T cells

Hapten Prohapien Non-hapten
(penicillin} (sulfamethoxazole (SMX)) (non-covalent, direct
interaction)
/ 2
[y .'

/ TCR

Metabolism

> processing
inert —> reactive

Direct modification of MHC class | ~=

proteins (soluble, cell Labile binding of drugs(1)
boun‘:_i) and/or of to TCR; (2) ‘stabilized’ by
MHC/peptide complexes MHC/peptide interaction

Metabolism leads to
reactive compounds

Figure 25: Schéma de la présentation de I'Ag aux LTPosadas et al. 2007)

2.1.4.3. La formation de la synapse immunologiduecvation des LT

L’activation des LT par les DC se fait au niveaulalesynapse immunologique, zone

de contact entre les deux membranes plasmiqueécessite trois signaygf. figure 26):
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- Le premier signal correspond a la présentationapiige, dérivé de I'Ag, lié au CMH
delaDC, au TcR du LT.
- Le deuxiéme signal est apporté par les moléculepddimulation

- Le troisieme signal correspond aux cytokines séegépar les DC qui vont activer les

LT et polariser la réponse immunitaire.

Peptide-
MHC

Signal 1

4mmm Signal 2

: = CD59
LFA1 #c ICAM1
CDA43 (
S ® Signal 3
@ o ®

Secretion de
cyvtokmespar laDC

Figure 26: Schéma de la synapse immunologique (Hugpet al. 2003)

La synapse immunologique est composée du comfleRéCMH, et d’'un ensemble
de molécules d’adhésion et de molécules de co-siiioal

Les deux cellules interagissent tout d’abord eiar$ molécules d’adhésion : LFA-1
(Leucocyte Function-associated Antigen 1) pourl@set ICAM-1 (IntraCellular Adhesion
Molecule 1, correspondant au CD54) pour les DClidison des ces molécules d’adhésion va
permettre un rapprochement des deux cellules (Happh 2003).
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Le premier signal d’activation des LT naifs estralapporté par la reconnaissance de
I’Ag apprété par les CMH de la DC, par le TcR du, lgli assure une réponse immunitaire
spécifiqgue. Le TcR du LT est lié au complexe molgice CD3 et le complexe TcR/CD3 est
également associé aux molécules CD4 et CD8, geragissent respectivement avec les
CMH 1l et I. Ces molécules CD4 et CD8, ainsi queéCIB3 participent a la transduction des
sighaux d’activation du LT, notamment a la productid’lL-2, qui est une cytokine
indispensable a la prolifération des LT (Friedaet2005).

L’activation compléte du LT naif nécessite un eahtprolongé avec la DC, assuré
par les molécules de costimulation. Les interastientre les molécules de co-stimulation
CD28 et CTLA-4 (Cytotoxic T Lymphocyte Antigen-4esl LT et les molécules de co-
stimulation CD80, CD86 de la famille B7 des DC settent en place. L'expression de
CD40L (ou CD154) est alors augmentée au niveau_dieta reconnaissance du CD40 des
DC par le CD40L des LT renforce le processus dvation des LT (Huppa et al. 2003; Fried|
et al. 2005).

Enfin, la sécrétion de cytokines par la DC, qui stdone le troisieme signal, va
permettre de polariser la réponse immunitaire, asaht intervenir différents sous-type de
LT : Thl, Th2, Th17 ou Treg (régulateu(s]. partie suivante)

2.1.5. Développement de la réponse lymphocytaire en ré&paia présentation de
I'Ag

L'implication des lymphocytes dans 'immunopathaogle la réaction allergique a
été mise en évidence par la présence d’anticoggs firoduits par les LB) dans le sérum et de
LT spécifigues de médicaments dans le sang et lganes affectés, chez des patients
allergiques.

En effet, des LT spécifiques de nombreux médicasent été isolés a partir du sang
de patients allergiques et sont capables de pralifé vitro en présence du médicament
responsable de l'allergie, tels que fielrctames (Pénicilline G ou '’Amoxicilline), le SMXa
Lidocaine et la Carbamazepine.

2.1.5.1. Différenciation et sélection des LT

Dans cette partie, ne sera traité que le développedes LT, cellules sur lesquelles porte

notre étude expérimentale.
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Les progéniteurs des LT quittent la moelle osseasetrairement aux progéniteurs
des LB, et migrent vers le thymus. lls vont alorslifgrer et se différencier en LT matures.
Cette phase de différenciation est caractériséedearchangements d’expression de géenes
(chainesy, B, y oud du TcR) et de protéines a la surface membrangliestque le complexe
CD3, les protéines co-réceptrices CD4 et CD8, quit sitilisées pour lidentification des
sous-populations de thymocytes.

En effet, quand les progéniteurs lymphoides ehttans le thymus, ils n’expriment pas
les marqueurs de surface caractéristiques dedesellumatures et les genes du TcR ne sont
pas réarrangés. lls sont appelés thymocytes dodiglatifs car ils n’expriment ni le CD4 ni le
CD8. Ces précurseurs donnent naissance a dewesigtistinctes, différant par leur type de
TcR : la lignée majoritaire &:p et la lignée minoritaire ¥:6 (qui représente environ 5% des
LT circulants). Les cellules de la lignéey® n’expriment pas les marqueurs CD4 et CD8 a
I'état mature alors que les cellules de la lignée:f vont passer par un stade ou les deux
marqueurs sont exprimés, d’'ou le nom de thymocgtesle positifs par la suit@Ef. figure
27).

Une sélection positive s’opére et consiste en ésqntation de peptides antigéniques via
des molécules du CMH par les cellules épithélialascortex thymique, aux thymocytes
double positifs. Seuls les thymocytes double fssiibnt les récepteurs TcR peuvent interagir
avec suffisamment d’affinité, avec le complexe CKkbu Il), recoivent un signal de survie
et vont perdre I'expression soit du CD8 (si fixatin CMH II) soit du CD4 (si fixation au
CMH 1). lls passent alors au stade de thymocytewple positif et augmentent également la
densité de I'expression des TcR. Les thymocytes toméarrangement du TcR n’est pas
correct ou dont le TcR ne possedent pas une @fsutfisante pour le complexe CMH, ne
recoivent aucun signal de survie et meurent partapep il s’agit d’'une mort par négligence
(« death by neglect ») (Chung et al. 2002).

Une sélection négative a ensuite lieu et permedindiger les thymocytes « auto-réactifs »
afin d’assurer une tolérance des LT aux peptidesalu Elle consiste en la présentation
d’auto-antigenes, qui sont des peptides issus dupswi des DC par exemple, via leurs
molécules du CMH aux TcR des thymocytes simpletif@sies thymocytes simples positifs
dont le TcR interagit trop fortement avec ces autbgenes sont éliminés.

Environ 2% des thymocytes double positifs surviveegette double sélection et arrivent a

maturité comme LT simple positive Cbdu CD8, qui sont par la suite exportés du thymus
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vers la périphérie et forment ainsi un répertoiéeighérique de LT (Janeway 2009). Tant
gu’ils n'ont pas rencontré leur Ag, les LT sont lifigs de naifs et une fois qu’ils rencontrent
leur Ag, ils vont proliférer et donner naissancedés LT dits « effecteurs », qui sont
responsables de la réponse immunitaire effectricdes LT dits « mémoires », qui sont
activés lors d’'un rencontre ultérieure avec I'Ag, moment de la phase d’élicitatiqof.
figure 33) Les LT naifs finissent par mourir s’ils ne rengent pas leur antigéne. Des
systemes de régulation se mettent en place aundes LT effecteurs, qui meurent une fois
que la réponse immunitaire effectrice est termih@s. LT mémoires présentent quant a eux

une durée de vie plus longue que les LT n@iftspartie suivante)

2.1.5.2. Polarisation de la réponse lymphocytaire

Comme vu précédemment, les LT se repartissent sdieux grandes sous-
populations : les LT CD4et les LT CDS8.

Les LT CD4 se différencient en plusieurs cellules T effeesidifférentes exercant
diverses fonctions. Les principales sous-populatitonctionnelles connues des LT CD4
effectrices sont les Thl, Th2, Th17, définies aupdse des différentes cytokines secrétées, et
les LT régulateurs. Les LT CD4 reconnaissent deprégentés via les molécules du CMH I
et le CD4 joue un role de co-récepteur lors deetamnaissance de I'Ag, en s’associant au
TcR et en se liant aux molécules du CMH 11.

Comme vu précédemment, les cytokines sécrétéesigmrDC, correspondant au
signal 3, lors de l'activation des LT, au niveas ggnapses immunologiques, permettent de
polariser le sous-type de LT CD4Ainsi, une réponse de type Thl est favoriséeupar
sécrétion d’'IL-12 alors qu’une réponse de type €BR favorisée en présence de I'lL-4 et
gu’'une réponse de type Th1l7 est favorisée en présdm TGH, d'IL-6 et d’'IL-23. Les LT
régulateurs (Treg) sont induits en présence de F@rd’IL-10 (cf. figure 28)
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Figure 27: Développement et survie des LT
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Figure 28: Polarisation de la réponse LT CD4+ (Guteer et al. 2007)

Les LT CD4 de type Thl sécrétent de I'lFNet du TNFe, et participent aux
réponses immunitaire & médiation cellulaire, erivant les LT CD8 cytotoxiques et les
cellules de 'immunité innée telles que les macrggsaou les cellules NK. lls sont impliqués
dans I'élimination des pathogénes intracellulaires.

Les LT CD4 de type Th2 sécrétent de I'lL-4, de I'lL-5 et déd13 et participent aux
réponses humorales, en activant les LB product#ilgg& et d’lgG. lls sont impliqués dans
les maladies de type allergique et parasitaires.

Les LT CD4 de type Thl7 sécrétent de I'lL-17, cytokine prfieéimmatoire et sont
impliqués dans la défense de I'organisme contrenliestions (bactéries et champignons) et
dans certaines maladies inflammatoires auto-immued#ss que la maladie de Crohn ou le
psoriasis (Bettelli et al. 2007; Dong 2008).

Les LT régulateurs (Treg) jouent un réle clé démsnaintenance de la tolérance

périphérigue, dans la régulation de réponses imflatnires et dans la prévention des
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réponses auto-immunes. lls participent au mairdehhoméostasie lymphocytaire (Broere et
al. 2011).

Il existe principalement deux sous-types de Tregeypriment le marqueur CD25
(chainea a haute affinité du réecepteur de I'lL-2) et leteur de transcription Foxp3: les
CD4" CD25 Foxp3 nTreg et les CD4CD25 Foxp3 iTreg. Le facteur de transcription
Foxp3 constitue un marqueur spécifique des Treg@ thesouris mais chez I'homme, il est
eégalement exprimé de facon transitoire par les tfivés (Ziegler 2006; Allaret al. 2007,
Tranet al.2007; Wanget al.2007; Miyaoet al.2012)

A ces deux sous-types s’ajoutent d’autres sous-ptpak de Treg, qui n’expriment
ni le marqueur CD25 ni le facteur de transcriptiBoxp3, tels que les Treg de type Trl et les
Treg de type Th3 (Honda et al. 2011; Loser et@122.

Les nTreg, qui constituent environ 5 & 10 % deOD#" totaux chez les individus en
bonne santé (Loser et al. 2012), se développerg athymus et jouent un rdéle important
dans la tolérance au soi et ’homéostasie immunaitdies iTreg sont induits a partir des LT
naifs en présence de T@Fet se développent a la périphérie. Les Trl etTle3 sont
également induits a la périphérie. Les Trl sontiisdn vitro a partir des LT naifs stimulés
par leur antigene en présence d’IL-10. L'IL-27 joégalement un réle important dans la
différentiation des LT en Treg de type Trl (Apetthal. 2010). En effet, le recepteur aryl-
hydrocarbone est induit en présence d’lIL-27 etsgaie alors au facteur de transcription c-
Maf. Le complexe ainsi formé se fixe alors surpesmoteurs des génes codant pour I'lL-10
et I'lL-21, ce qui induit leur transcription et @ifférenciation des LT en Treg de type Trl
(Apetohet al.2010). Les Trl présentent des propriétés suppessen sécrétant de grandes
quantités d’lIL-10 et de TGB; ce qui permet de supprimer la proliféeration et la
différenciation des LT effecteurs mais égalementdeprimer les fonctions effectrices de
nombreuses cellules du systeme immunitaire telles lgg LB, les NK, les NKT, les
macrophages ou les DC. De la méme maniere, lepiddisent du TG, aprés avoir été
stimulés par leur Ag et présentent également dgwrigtés suppressives (Honda et al. 2011).

Les Treg sont capabl&s vitro d’inhiber les réactions immunitaires a travers jgus
mécanismegct. figure 29)(Honda et al. 2011; Jutel et al. 2011; Loser €2@12):

- Sécrétion de cytokines inhibitrices (IL-10, TGFtL-35), inhibant la prolifération des

LT

- Absorption de I'lL-2 présente dans I'environnemaeant,particulier via I'expression du

CD25 (chaineo a haute affinité du récepteur de I'lL-2) par lesed, induisant

I'apoptose des LT par déprivation en facteur déssemce
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- Lyse des LT naifs et des LT effecteurs par les Tiada sécrétion de granzymes et de
perforines

- Inhibition indirecte de la prolifération des LT, @rhibant les capacités stimulatrices
des APC: liaison des Treg a la DC via le LFA-1 (Iphocyte Function-associated
antigen), empéchant la liaison des DC aux LT nefifsffecteurs; liaison des Treg au
DC via le CTLA-4 (Cytotoxic T lymphocyte antigen) @minution de I'expression
des marqueurs de co-stimulation CD80 et CD86 ; uditton par les Treg de
I'expression de I'IDO (Indoléamine 2,3-dioxygenasenzyme catabolisant la

conversion du tryptophane en kynurénine qui edtaateur toxique pour les LT, dans

les DC.
a. Soluble factor-dependent b. Contact-dependent mechanisms C. Indirect mechanisms involving
mechanisms both soluble and contact-
dependent factors
IL-2 absorption Treg Naive/effector T cells
( ; ) Tre ..
Granzyme/ CD39/CD73

A

Perforin GITR \,
IL-10,IL-35, TGF-B B |
Naive/effector T cellsc DC '

Naive/effector T cells A: Outcompeting effector T cells
for interaction with DCs (LFA-1)
l B: Modifying DC function
Suppression of T cell activation Killing/delivering a negative signai 1-Downregulating co-stimulatory
to T cells molecule (CTLA-4/IL-10//TGF-p)

2.Stimulating DCs to express IDO

Figure 29: Quelgues mécanismes de l'inhibition degponses lymphocytaires par les Treg (Honda et al.
2011)
(CTLA-4: Cytotoxic T lymphocyte antigen; LFA-1: Lywmhocyte Function-associated antigen; IDO:
Indoléamine 2,3-dioxygénase ; GITR: glucocorticmiduced TNFR-related protein, TNFR: Tumor Necrosis
Factor Receptor)

Dans le cas de l'eczéma de contact, les lymphocyreg semblent empécher
I'activation et/ou I'expansion des précurseurs d€sspécifiques du sensibilisant de contact.
En effet, la déplétion des cellules CD2%es PBMC permet de mieux détecter le potentiel

immunogene des sensibilisants de contact (Vocagtsah 2008; Dietz et al. 2010).
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Les LT CDS se différencient en cellules effectrices aprésragtd stimulés par leur
Ag, en LT cytotoxiques (ou CTL pour Cytotoxic T Is@] qui vont tuer les cellules cibles
telles que des cellules infectées par un virus, pésentent I'Ag, a leur surface via leur
molécule du CMH I. En effet, le CD8 joue un rdleaerécepteur lors de la reconnaissance
de I'’Ag, en s’associant au TcR et en se liant aléoute du CMH 1, ce qui est nécessaire pour
I'activation des LT. Les LT CD8tuent leurs cellules cibles par différents méaaeis:
libération de perforines et de granzymes (protéapgssont activées dans les cellules cibles
et induisent leur apoptose) et liaison du ligand-ds (CD178) au récepteur Fas de la cellule
cible provoquant I'apoptose de celle-ci.

De nombreuses études ont été réalisées sur laté@dsation de la réponse
lymphocytaire dirigée contre le médicament impliga@d terme de phénotype (CD4, CD8)
des lymphocytes T et de sécrétion de cytokines, dbe patients allergiques.

Par exemple, chez des patients allergiques a laifii@e G, les clones lymphocytaires
obtenus, présentent un phénotype (Cb4 CD8) et un profil de sécrétion de cytokines trés
hétérogeénes les uns des autres. En effet, les lyegidso T provenant des Iésions cutanées
allergiques sont préférentiellement de type C28 lorsqu’ils sont cultivésn vitro, ils
expriment une activité cytolytique contre les kifratytes. Néanmoins, la majorité des LT
spécifiques de la pénicilline, sont de type Ce¥squ’ils sont isolés du sang périphérique
(Weltzien et al. 1998). En effet, dans une étudeapbrsur quatre donneurs allergigues a la
pénicilline G, vingt clones lymphocytaires ont pueéisolés a partir de leur sang et sur ces
vingt clones, dix-neuf expriment le corécepteur C&dhtre un pour le corécepteur CD8
(Padovan et al. 1996).

Une étude consistant & étudier le profil de séamédie cytokines de PBMC de patients
allergiques, stimulés en présence du médicamenigu®la permis de mettre en évidence
que la sécrétion de certaines cytokines tellesl'tju@, IL-5, IL-13 et IFN-y, est augmentée
dans les PBMC de patients allergiques comparé atignis non allergiques (Lochmatter et
al. 2009). Dans cette étude, les PBMC de cinq piatiallergiques a I'amoxicilline, cing
patients allergiques a des sulfamides (trois au SéIXleux au sulfapyridine) et de cing
donneurs non allergiques, sont cultivés en présdasenédicaments impliqués pendant trois
jours. Un criblage portant sur dix-sept cytokinestemiokines [IL-B, IL-2, IL-4, IL-6, IL-8,
IL-10, IL-12, IL-13, IL-17, G-CSF (Granulocyte Calg Stimulating Factor) GM-CSF, IFN-
v, CCL4 (Chemokine C-C motif Ligand 4), CCL2 (ChenmzkC-C motif Ligand 2), TNFy
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est réalisé sur les surnageants issus de ces exultgilulaires. Concernant les patients
allergiques aux sulfamides, une augmentation d#daétion d’IL-13, d’IFNy et d’IL-2 est
observée, avec des rapports d’'induction moyenstadla 40 a 195, dépendant de la cytokine
étudiée. Une augmentation plus faible de la s@oratilL-5, d’IL-18, d’IL-10, d'IL-17, d’IL-

6, de TNFe, de GM-CSF, de CCL4 et de G-CSF est égalementatxseavec des rapports
d’induction moyens, allant de 3 a 12. Concernaspltients allergiques a I'amoxicilline, une
forte sécrétion d’IL-5, d’IL-13, d’'IFNy, de TNFe et de G-CSF est observée, avec des
rapports d’induction moyens, allant de 12 a 48. phus faible augmentation de la sécrétion
d’IL-2, d’IL-4, d'IL-6, d'IL-10, de CCL4 et d'IL-13 est également observée, avec des
rapports d’induction moyens allant de 3 a 5. Deslé€t statistiques montrent une différence
statistique dans 'augmentation de la sécrétioh-8;1d’IFN-y, d’'IL-13 et d’IL-2, induite par
les sulfamides et 'amoxicilline chez les patieatergiques comparés aux individus non-
allergiques. Chez les patients allergiques a I'anillire, 'augmentation de la sécrétion de
TNF-a, induite par 'amoxicilline est également staisgment différente de la sécrétion de
TNF-o, présente chez les individus non allergiques. Reuifier que la sécrétion des ces
cytokines est dépendante de la présence de lymmsosgécifiques au medicament impliqué,
des déplétions des LT (cellules Cp3nt été réalisées sur les PBMC des patientsyaiiges.
L’augmentation de la sécrétion d’IL-5, d'IFN-d’IL-13 et d’IL-2 observée, lors de la
stimulation des PBMC de patients allergiques, deemédicament impliqué, disparait si les
cellules CD3 sont déplétées auparavant. Les auteurs suggél@st gue I'étude de la
sécrétion d’'IL-5, d'IFNy, d'IL-13 et d’IL-2 par des PBMC stimulés par le digament a
étudier, pourrait constituer un test de détectiomitro des allergies médicamenteuses, mais
les résultats observés doivent néanmoins étre rooddi sur un nombre de patients plus
important (Lochmatter et al. 2009).

Une autre étude concernant les LT spécifiques dioadents a été menée chez deux
patients allergiques ayant développé un exanthémt s la prise respectivement
d’amoxicilline et de ceftriaxone et dont I'étateatjique a été confirmé par des tests cutanés et
des TTL positifs au médicament impliqué (Yawalkar a. 2000). Des expériences
d'immunohistochimie ont été réalisées sur les hegpsdge peau, provenant des tests cutanés
positifs a chacun des médicaments, chez les detign{sa Ces expériences montrent une
infiltration lymphocytaire, dont deux tiers exprimédes marqueurs CD4 et CD45R0O et un
tiers les marqueurs CD8 et CD45R0O. Ces LT méemoindéidtyés dans le derme et présents
dans la jonction dermo-épidermale, présentent gerdtorine dans leur cytoplasme, laissant a

penser qu'il s’agit de lymphocytes cytotoxiques \(étkar et al. 2000). Des clones
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lymphocytaires ont été obtenus a partir de LT salés tests cutanés positifs : trente-six
clones spécifiques de I'amoxicilline et dix clorg®cifiques de la ceftriaxone ont pu ainsi
étre produits a partir des deux patients allergqu@es tests ELISA ont été réalisés afin
d’étudier les cytokines sécrétées par ces clonésifgpues des meédicaments (quatre clones
étudiés pour I'amoxicilline et trois pour la cedtxone). Les résultats montrent une forte
sécrétion d’'IL-5 (de 34 a 930 pg/ml) et de TiNfee 40 a 334 pg/ml) mais peu de sécrétion
d’'IL-4 (13 & 40 pg/ml) et d'IFN (6 a 31 pg/ml) (Yawalkar et al. 2000), confirmaettains
résultats de la précédente étude présentée cisdessu

Dans une autre étude, la sécrétion de cytokineslgmPBMC provenant de patients
allergigues au SMX et stimulés en présence de SM¥ analysée par des tests ELISA, sur
plusieurs jours de culture (Mauri-Hellweg et al9%® Durant les deux premiers jours de
culture, une sécrétion importante d’IL-2 (environ04Ppg/ml) est observée. De la méme
maniere, une sécrétion de TNFfenviron 360 pg/ml) est observée uniquement lars d
premier voire du deuxieme jour de culture. Uneé&ém d’'IFN+y est également observée et
elle augmente faiblement avec le temps (de 130520 pg/ml). Aucune sécrétion d’IL-4
n'est observée alors qu’une forte sécrétion d’lesh détectée apres 5 a 7 jours de culture (de
660 a 65130 pg/ml). L'augmentation de la sécrétidh-5, en présence du médicament
impliqué, est également retrouvée lors de la st de PBMC provenant de patients
allergiqgues a la phénytoine et a la carbamazepimas également chez des patients
allergigues a I'amoxicilline, comme mentionné paE@ment. Concernant le phénotype
CD4 ou CDS8 des LT spécifiques du SMX, quarante-dgdares lymphocytaires spécifiques
du SMX ont été obtenus par dilution limite a pades PBMC d'un patient allergique au
SMX et la majorité de ces clones sont C30 sur 42) (Mauri-Hellweg et al. 1995), tout
comme le cas des clones générés a partir du sapgtats allergiques a la pénicilline G.
D’autres études concernant le SMX-NO ont confirmé gumajorité des LT spécifiques du
SMX-NO étaient de type CD4Schnyder et al. 2000; Burkhart et al. 2001; @jsir et al.
2010).

Une étude portant sur quatre patients allergiquieslilocaine révele également une
réponse lymphocytaire trés hétérogene en termendeopype CD4/CD8 et de sécrétion de
cytokines (Zanni et al. 1997). En effet, cinquasegt clones spécifiques de la lidocaine ont
été générés a partir de PBMC d’'un patient allemgigua lidocaine. Sur ces cinquante-sept
clones, quarante-huit sont CD4ept sont CD8et deux sont CD3y/s. De la méme maniére
que préceédemment, la majorité des clones spécHfidada lidocaine présente un phénotype

CD4". Concernant la sécrétion de cytokines, une foderésion d’IL-5 est également

89



retrouvée lorsque les PBMC de patients allergicauda lidocaine, sont stimulés par de la
lidocaine (Zanni et al. 1997), tout comme dansds des allergies a la pénicilline G, a
I'amoxicilline et au SMX. Néanmoins, concernant éésnes lymphocytaires spécifiques de la
lidocaine, difféerents profils en terme de sécrétiercytokines sont observeés. Sur treize clones
CD4' testés, trois présentent un profil de type Thicales concentrations élevées d’IfFN-
(autour de 200 ng/ml) et des concentrations faiélexodérées d’IL-4 (autour de 20 ng/ml) et
d’IL-5 (autour de 30 ng/ml), alors que les dix astclones, présentent un profil de type Th2
avec des concentrations faibles d’INinférieur a 50 ng/ml), des concentrations modggee
tres élevées d’IL-5 (entre 10 a 400 ng/ml) et dascentrations élevées d’IL-4 (entre 5 a 180
ng/ml). Les sept clones CD@résentent un profil de type Tcl (lymphocytes Tomxiques 1,
lymphocytes T CD8présentant un profil de sécrétion de cytokineser@blant au profil Thil
des lymphocytes T CD}avec une forte sécrétion d’IFNentre 50 a 200 ng/ml) et une faible
sécrétion d’lIL-4 (inférieur a 20 ng/ml) et d’IL-5n{érieur a 25 ng/ml) (Zanni et al. 1997).
Des travaux portant sur I'étude de l'inductionl’'@epression de 'TARNm de I'lL-4 et
de I'IFNy sur des PBMC de patients allergiques a la pémeillG ou a I'amoxicilline,
stimulés par le médicament responsable de l'ablergu par des bio-conjugués HSA-
Pénicilline ou HSA-Amoxicilline, ont été réalisés aein du laboratoire, il y a quelques
années (Gaspard et al. 2000; Lebrec et al. 2004ffe @tude a été realisée sur dix-neuf
patients allergigues dont onze présentaient uneerbgpsibilité immédiate [chocs
anaphylactigues (n=4), (Edeme de Quincke (n=2) oticaire (n=5)] et huit une
hypersensibilité retardée [rash maculopapuleux (nhfhistulose exanthémateuse aigué
généralisée (n=2), dermatite de contact (n=1)]. té&sultats montrent une induction de
I'expression de 'ARNm de I'lL-4 chez la majorité glepatients ayant développé une
hypersensibilité immédiate, lorsque les PBMC soimiidés par les médicaments impliqués
mais pas par les bio-conjugués HSA-médicamentste Gatluction de I'expression de
'ARNmM de I'lL-4 n’est pas retrouvée chez les pateayant développé une hypersensibilité
retardée ou chez les volontaires sains non alleegiqquel que soit I'antigéne utilisé
(médicaments libres ou conjugué a la HSA). Une itidnade I'expression de 'ARNmM de
I'IFN vy est observée chez les patients ayant développbypeesensibilité immediate lorsque
les PBMC sont stimulés avec le médicament libreleoio-conjugué HSA-médicament
correspondant. Cette induction de I'expressionARNmM de I'lFNy est également retrouvée
chez les patients ayant développé une hypersatesiigtardée uniquement lorsque les PBMC
sont stimulés avec le bio-conjugué HSA-médicamdbes expériences portant soit

uniquement sur les LT CD4oit uniquement sur les LT CD8nt également été menées dans
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cette étude : suite a la stimulation des PBMC aleanédicament impliqué dans le
développement de I'hypersensibilité ou le bio-conpigdSA-médicament correspondant, des
billes sur lesquelles sont coatés des anticorgsCidvt ou anti-CD8 sont ajoutées au milieu
de culture, afin de ne sélectionner qu'une sousHadpn de LT. Les résultats de ces
experiences montrent que I'expression de 'ARNM'I&® y chez un patient ayant développé
une hypersensibilité immédiate est a attribuer ETXCD4" lorsqu’ils sont stimulés avec le
bio-conjugué HSA-médicament alors qu’elle est dibater aux LT CD8 lorsqu’ils sont
stimulés par le médicament. Chez un patient ayameldppé une hypersensibilité retardée,
cette expression de 'ARNm de I'lRNest induite uniqguement chez les LT CDAiInsi,
'ensemble de ces résultats de cette étude sugmgrda réponse lymphocytaire impliquée
dans les hypersensibilités immédiates, provientagéivation de plusieurs sous-types de LT :
Thl, Tcl et Tc2, aboutissant a une sécrétion d'let d’'IFN«y alors que la réponse
lymphocytaire impliquée dans les hypersensibilitégardées est de type Thl, avec une
production d’IFN par les LT CD4 (Gaspard et al. 2000; Lebrec et al. 2001).

Un modele murin d’étude des allergies médicameegeunsn-immédiates induites par
une sensibilisation cutanée a été développé pauipé du Pr. Jean-Francois Nicolas
(Rozieres et al. 2009). Ces souris sont déplétéesTe CD4 et sont sensibilisées a
I'amoxicilline par voie cutanée via trois applicais épicutanées quotidiennes consécutives.
Cing jours apres, elles sont a nouveau exposéeanXicilline au niveau de [oreille.
L’étude montre qu’aucune réponse allergique cutaméese développe chez des souris
sauvages alors gu’il est possible d’'induire unectiéa allergique cutanée chez des souris
déplétées en LT CD4Rozieres et al. 2009). Les LT Cbdemblent donc jouer un réle dans
I'inhibition de la sensibilisation par voie cutanéel’amoxicilline. La réaction allergique
cutanée observée est médiée par des LT Gifgcteurs secrétant de I'lRNqui ont été
amplifiés dans les ganglions lymphatiques lorsad@Hase de sensibilisation et qui ont été

ensuite recrutés au niveau de la peau (Roziewrds 2009).

2.1.6. Modeles d’étude du répertoire lymphocytaire etalééquence des LT
spécifiqgue d’'un Ag

Il existe plusieurs méthodes d’étude du répertdgd. T humains pour un Ag donné,
telles que l'utilisation de tétrameres HLA couplasI’Ag ou l'immunoscope. D’autres
méthodes permettent de calculer les fréquencekTdasmains spécifiques de I'Ag telles que
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I'amplification de LT périphériques et I'étude deut prolifération en présence de I'Ag ou
I'étude de la sécrétion de cytokines comme I¥F¥h présence de I'Ag présenté par des DC.

2.1.6.1. Etude du répertoire

Un répertoire de LT spécifique d’un Ag donné pdre détecté par la technique des

tétramere ou la technique de 'immunoscope.

Un tétramere de molécules HLA consiste en 4 moéSchILA qui sont biotinylées et
fixées a une molécule de streptavidine, elle-méouplée a un fluorochromef. figure 30)
Le peptide issu de I'’Ag, qui est reconnu par lesdsT fixé sur chaque molécule HLA. Les
tétrameres HLA sont mis en présence des LT et Tegdpables de reconnaitre le peptide
présenté par les tétrameéres sont détectés par €yteran flux. Il est possible également de
déterminer une fréguence de LT spécifiques depitdpe. Pour utiliser cette méthode, il est
nécessaire de connaitre I'épitope reconnu par TegtlLresponsable de leur activation. De
plus, cette méthode ne permet de tester qu'un épitbpe a la fois et qu'une seule
présentation de I'épitope par un seul type de nubdScHLA, molécules qui different en

fonction des patients, du fait du polymorphismeé&igue.
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Représentation schématique d’un tétramére: Fixation des LT spécifiques du peptide, au tétramére:

Représentation schématique de Ly détection de LT
specifiques du peptide dérivé de I'Antigéne, par
cvtométrie en flux:
. Légende:
Lympliocvtes speciiiques -
du peptide dérvé de
" Antizene

Lyvmphocvte T

/ % Steptavidine couplée

Aun flusroclaome

Tétramére

Malécnle FIT A
Liotinylée

v

CDHon DS ° Peptide denve de

I" Antigéne

Figure 30: Détection de LT spécifiques d'un peptidelérivé d'un antigene par I'utilisation de tétraméres
(Ferrari-Lacraz et al. 2006)

Dans I'exemple donné en figure 30, un peptide pramede I’Ag a tester est fixé sur
les molécules HLA (classe | ou Il) et seuls les(CD8" ou CD4) spécifiques de ce peptide
sont capables de se fixer au tétramere. Ces LTifspiés sont détectés par cytométrie en flux
par double marquage : un marquage positif au CD&EDd par exemple, et un marquage

positif au tétramere, qui est couplé a un fluoroatne.

La technique de l'immunoscopef. figure 31) permet d'étudier la diversité du
répertoire lymphocytaire, liées a la recombinaidea segments variables V(D)J. Les régions
hypervariables (CDR3, Complementarity Determinirggien 3) des chaineset 3 du TcR,
résultent de ces réarrangements et correspondentégions de jonction des ces segments
variables. La longueur des régions CDR3 est vaiahmlivant les LT. En utilisant des
amorces spécifiques des régions V et C, les rédnypervariables CDR3, peuvent étre
amplifiés par PCR (Polymerase Chain Reaction),rérpies ARN messagers extraits des LT
qui ont par exemple, été mis en présence de |'amige tester, et retranscrits en ADN

complémentaires. Les fragments obtenus subissenélongation ou run-off, en utilisant une
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amorce spécifique de la région C ou de la régiamarguée en C-terminal par un composé
fluorescent. La distribution de la taille de ceagiments d’ADN codant pour les régions
hypervariables CDR3 est ensuite analysée par éfdguirese, sur un gel de polyacrylamide.
Les LT présentant le méme CDR3 sont issus de lificgilon d’'un méme clone. Ainsi, si le
profil de distribution de la taille de fragments R® suit une distribution gaussienne (8 pics
en moyenne), la population lymphocytaire est héine, avec une absence d’expansion
clonale. Par contre, si un écart par rapportdistibution gaussienne est observé, du fait par
exemple, de la présence d’'un pic majoritaire, ugalsion clonale a eu lieu et un clone est
alors devenu majoritaire, suite a l'exposition &gl testé. Cette technique, basée sur
I'utilisation de la technique de PCR, présente smmsibilité importante. Un LT spécifique de
I'antigene donné peut étre détecté parmi 20000@eksies (Pannetier et al. 1995; Bercovici et
al. 2000; Currier et al. 2001). Cette techniquemme ainsi de détecter si une expansion

clonale a eu lieu aprés avoir exposé les LT a BAglié.
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Deux exemples de profils :

Distribution non gaussienne
Présence d un pic majoritaire,
due a une expansion clonale

Distribution gaussienne
Population hétérogéne

Figure 31: Principe de I'lmmunoscope
(Boudinot et al. 2007)



2.1.6.2. Etude de la fréquence de LT spécifigua &g donné :

Pour déterminer les fréquences des LT d'un Ag dptmé en ne connaissant pas le
ou les épitopes issus de cet Ag qui sont reconmas)les LT et en s’affranchissant du
parametre molécule HLA, il est possible de préseig par des DC autologues aux LT.
Ces DC peuvent provenir du sang de cordon ou dy p@rphérique d’un individu donné. En
effet, les DC mises en présence de I'Ag et de sigrmde danger (tels que du LPS par
exemple) vont capter I'’Ag et le digérer en peptigassont alors présentés en surface via les
molécules HLA, identiques a celles des LT testés, issus du méme individu. Les LT
capables de reconnaitre spécifiquement cet Ag alons proliférer ou sécréter des cytokines
particulieres, ce qui permet de les identifier.

Une étape préalable d’amplification polyclonale de§ avec de la PHA
(Phytohaemaglutinin) peut étre également réaliséequi permet d’augmenter la sensibilité
du test en amplifiant les LT spécifiques de I'Agi g@euvent ainsi étre mieux détectés. De
plus, il est également possible de tester plusidgrsur le méme individu, contrairement a la
méthode de tétrameres (Geiger et al. 2009). L'étluwdeepertoire de LT peut porter sur tous
les LT ou sur des sous-types de LT (LT C@4 CDS8, LT naifs ou LT mémoires...)

Les LT étudiés, sont alors mis en culture dansptiepues a 384 puits a raison de 2000
cellules par puits et sont stimulés avec de la PetAprésence d’IL-2, ce qui induit leur
multiplication. Aprés quatorze jours d’amplificatioqui permet d’atteindre des facteurs
d’amplification de 1000 a 5000, la librairie de E$t alors constituée et les tests de criblage
des LT spécifiques pour un ou plusieurs Ag donnpé&jvent étre effectués sur un méme
individu. Les LT sont mis en présence de monocwyetlogues, qui ont été ou non
préalablement chargés pendant 3h avec le ou lEsatif(s) Ag a tester. La prolifération des
LT dans chacun des puits est mesurée quatre jques da stimulation antigénique, par

incorporation de thymidine triti§ef. figure 32) (Geiger et al. 2009)
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Figure 32: Obtention d'une librairie de LT amplifié s et test de criblage de plusieurs Ag
(Geiger et al. 2009)

La fréquence des LT est alors calculée, en fondes résultats de prolifération des

LT, selon la loi statistiqgue de Poisson et exprimganillions de LT(cf. figure 33)(Geiger et
al. 2009).

: Nombre de lignées non spécifiques
Frequence -Ln ( S pecitiq )
lymphocytes T = Nombre total de lignées testées
spectiques

Nombre de lymphocytes T par puit

Figure 33: Loi statistique de Poisson, appliquée la détermination des fréquences de LT spécifiquesuh
Ag donné

Cette méthode a été utilisée pour calculer lesusgges des LT spécifiques de deux
antigenes « primaires »: la KLH (Keyhole Limpet ni'yanin) et la PA (Protective
Antigen) provenant déacillus anthracis.Ces deux Ag sont des Ag « primaires » car |l
considéré que nous ne sommes pas exposés nat@elemvia I'environnement a ces deux
antigenes. La KLH est une hémocyanine provenamt diallusque, la patelle, et la PA est un
composant d’une toxine dgacillus anthracisConcernant la KLH, la fréquence obtenue sur
sept donneurs est de 10 a 70 LT spécifiques pdiomitie LT CD4 naifs, issus du sang
périphérique. Celle de la PA est de 10 & 26 LT ifigées par million de LT CD% naifs,

issus du sang périphérique. L'étude a égalementéélésée sur le sang de cordon de cing
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donneurs pour la KLH et la fréquence obtenue e&t @d0 LT spécifiques par million de LT
CD4 naifs, issus du sang de cordon (Geiger et al.)2009

Une fois que les puits contenant les LT spécifiquédg sont identifiés, il est alors
possible de cloner les LT spécifiques ou encoreédéiser des études sur la spécificité du
TcR, en effectuant des expériences de doses-répamee I'Ag ou avec des peptides issus de

I’Ag, ce qui permet en plus de déterminer I'épitapeonnu (Geiger et al. 2009).

Néanmoins, il est tout a fait possible de se paskeerl’étape d’amplification
polyclonale et de I'utilisation de radioactivitéyrcétudier le répertoire de LT d’'un Ag donné.
Pour cela, les LT sont mis en culture en plaqup¥ a raison de 100 000 a 300 000 LT par
puits et sont stimulés a quatre reprises pendaritegeamaines par des DC autologues, qui
ont été préalablement chargées avec 'Ag a teSteaque puits de LT est alors considéré
comme une lignée lymphocytaire. Les lignées lymptaies spécifiques de I'Ag sont
ensuite déterminées par la sécrétion d’'une cytdidhe que I'lFNy, par un ELISpot. L'IFN-

v est considéré dans ce test comme un marqueuivd@ah des LT spécifiques car les LT
sont cultives dans un environnement cytokinique fguorise une réponse de type Tl
figure 34).La fréquence des LT spécifiques de I'Ag est égalgndéterminée en utilisant la
loi de PoissoriDelluc et al. 2010; Delluc et al. 2011).

Co-culture LT CD4" -DC  1puits=1 lignée
(plaque 96 puits) lymphocytaire

oC EEREE
@ 7
x\\ @S 0
. Ficoll / \ N‘\ 7 Elispot Détermination des
PEMC LPS +Ag 1@\\ IFN-y LT spécifiques de
( rep \;( _ ou KLH \\/, I’A
cn QM Iclatlo \ ( \ LT g
Ly penSFx iDC \“r
3 angy mDC \
Joy,., 4
s chargées avec \%\\0“%
’Ag oula KLH s @C
(témoin positif) R aest

Figure 34: Induction de lignées lymphocytaires etdentification de lignées lymphocytaires spécifiquede

I'Ag testé. Les PBMC (Peripheral Blood Mononuclear Cells) s@mulés du sang périphérique de chaque
donneur par un ficoll. Une sélection positive ades billes magnétiques Cbdst réalisée sur les PBMC afin de
récupérer les LT CD4alors que les iDC autologues (immature DC) sortermles par différenciation des
monocytes contenus dans les PBMC, en présencedddt-de GM-CSF (Granulocyte Macrophage Colony
Stimulating Factor) pendant 4 jours. Les iDC sdotsachargés avec I'Ag a tester ou la KLH (témoisifif), en
présence de LPS afin d'obtenir des mDC (matures, Pf&sentant des peptides de I'Ag a sa surfaceLles
CD4" sont mis en culture en présence de ces mDC etrsstitnulés avec de nouvelles mDC a trois reprises.
Une semaine aprés la derniere re-stimulation, uiSght IFNy est réalisé afin de déterminer les lignées
lymphocytaires spécifiques de I'Ag.
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En utilisant cette méthode, les fréquences des &ifs rspécifiques de la KLH qui
constitue le témoin positif de I'expérience, d’'antps monoclonaux thérapeutiques et de
I'érythropoiétine ont été déterminées sur des LTATDtaux issus du sang périphérique de
donneurs sains. La fréquence des LT de la KLH al#esn utilisant cette méthode, sur du
sang périphérique de donneurs sains, est de 5L 3pécifiques par million de LTCD4
totaux. Elle est léegérement plus faible que celiteoue avec I'amplification polyclonale, du
fait que le nombre de donneurs testés dans cattie &st plus faible et que les lignées
lymphocytaires obtenus en présence de KLH sontrgiament toutes sécrétrices d'lFN
pour un grand nombre de donneurs. Le calcul depiérices étant basé sur le nombre de
lignées non spécifiques de 'antigéne, une sousiaton de la fréquence pour la KLH est
observée avec cette méthode, en comparaison a tlrodadogie utilisant I'amplification
polyclonale.

L’EPO est une protéine synthétisée par I'organigmelle joue un réle fondamental
dans le développement des érythrocytes. L'EPO rbownte est utilisée dans le traitement
des anémies et peut dans de tres rares cas dawnarune production d’anticorps anti-EPO,
qui vont neutraliser a la fois 'EPO recombinantaisnégalement la faible quantité d’EPO
produite par le patient, donnant lieu a de sérieasx d'anémies réfractaires. Au milieu des
années 2000, une augmentation des cas d’anémiasta@ies chroniques a été observée et a
éte reliée avec le changement de la compositiorbalichon des flacons, dont un des
composants provoquait la formation d’agrégats,saleconnus par les APC, telles que les DC
(Schellekens et al. 2006; Tamilvanan et al. 20XDyncernant I'étude sur 'EPO, sur les neuf
donneurs sains testés, quatre donneurs ont présemtignées lymphocytaires spécifiques de
I'EPO contre cing donneurs non-répondants. La feéga moyenne est de 0,53 LT spécifique
de 'EPO par million de LT CD4périphériques alors qu’elle est beaucoup plus élpadir
des protéines exogenes telles que I'ovalbumingFéce moyenne de 2,16). Néanmoins,
contrairement a 'EPO, d’autres protéines endogésléss que I'insuline ou I'antithrombine
Il ou I'oy antitrypsine, n’'induisent pas de réponse lymplaiogtin vitro. Les auteurs
suggerent alors que 'EPO endogene est partiellengeoré par le systeme immunitaire,
c’est-a-dire qu’il existe effectivement des LT sfigoes de 'EPO mais ces LT ne sont pas
capables d’induire une réponse fonctionnelle ersgrée d’EPO du fait d'un manque de
signaux d’activation. Il semblerait donc que I'EB@dogéne ne soit pas parvenue a réduire de
maniere drastique la taille du répertoire T spquii de I'EPO, par la sélection thymique.
Ainsi, une réponse lymphocytaire dirigée contrePE exogene, peut se développer, de part

la présence de ces LT spécifigues de 'EPO darsamg des patients, et en présence de
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signaux de costimulation, fournis par I'altératides lots d’EPO dont la formulation a été
modifiée, conduisant a la production d'anticorpsutraisant 'EPO endogene et
recombinante (Delluc et al. 2010) .

Concernant les anticorps monoclonaux thérapeutigu@sété observé que certains
d’entre eux sont immunogénes, malgré leur humaaisat induisent la production d’Ac
dirigés contre eux, ce qui diminue considérablenmntefficacité clinique (Baert et al. 2003;
Bendtzen et al. 2006; Bartelds et al. 2007; Radstikal. 2009). C’est le cas de deux
anticorps chimériques (partie constante humainpagtie variable murine) : le rituximab
(anti-CD20) et linfliximab (anti-TNFe) alors que les anticorps humanisés tels que le
bévacizumab (anti-VEGF-A) et le trastuzumab (ariiR2/neu) sont plutét bien tolérés.
Néanmoins, I'adalimumab (anti-TNdk); anticorps totalement humanisé, est connu paer ét
immunogene chez un pourcentage significatif deepédi atteints de polyarthrite rhumatoide
(Bender et al. 2007). Les fréquences de LT C&pkcifiques des ces anticorps thérapeutiques
ont été déterminés et sont différentes selon leégaps. Le rituximab, I'adalimumab et
I'infliximab, ont une fréquence respective de 0,3533 et 0,2 LT spécifique par million de
LT CD4" périphériques alors que le bevacizumab et leuzastab ont des fréquences plus
faibles, qui sont respectivement de 0,1 et 0,02 spEcifique par million de LT CD4
périphériques. L'étanercept (anti-TNff-qui est une protéine de fusion, présente une
fréquence encore plus faible : 0,01 LT spécifiqae million de LT CD4 périphériques.
Cette étude montre qu’il est possible de relienffiunogénicité des protéines thérapeutiques

avec la fréequence des LT qui leur sont spécifig(2slluc et al. 2011).

Cette méthode a été utilisée dans le cadre de éntde de la frequence des LT naifs
spécifiqgues des antibiotiques étudiés, en colldlmoravec Bernard Maillere (CEA, Saclay)

et Stéphanie Delluc (Indicia, Lyon).

D’autres méthodes similaires, mettant en jeu desuttores de LT (non préalablement
amplifiés) et de DC matures présentant 'Ag et miesures de la prolifération des LT ou des
mesures de I'IlFN- intracellulaire par cytométrie en flux, sont @wées pour I'étude du
I'activation des LT spécifiques de molécules selisdmtes tels que le DNCB (2,4-
dinitrochlorobenzene) et sa forme soluble, le DNRSide 2-4-dinitrobenzéne sulfonique)
(Dietz et al. 2010; Martin et al. 2010).
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2.2. Phase d'élicitation :

La phase d’élicitation intervient lors d’'une deuxre rencontre avec I'Ag et fait
intervenir les LT mémoires, produits lors de la gghae sensibilisation. En effet, lors d'un
deuxiéme contact avec I'Ag, les DC le prennentiggrge et le présentent aux LT mémoires

circulants(cf. figure 35)

Phase de sensibilisation Phase d’élicitation

Tissus périphériques Tissus périphériques ou

Ag —> o © 0% o /‘ ganglions lymphatiques
o o Signal de
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pc —> S8 Je 8 . -
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LT etfecteurs et LT naifs et e oy (1} |selonln théorie de
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centraux effecteurs
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Iymphatiques)

Figure 35: Schéma des phases de sensibilisatiord&tlicitation

2.2.1 Les LT mémoires :

Les LT mémoires sont des cellules a longue duréaajdiée a I'expression de genes
de survie. lls requierent une re-stimulation addiielle avant de pouvoir passer a I'état de
LT effecteurs et d’agir sur leurs cellules cibleses LT mémoires expriment entre autre le

marqueur membranaire CD45R0O, isoforme du CD45RAsgmt sur les LT naifs). La survie
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des LT CD4 mémoires nécessitent une stimulatiordparcytokines telles que I'lL-7 et I'IL-
15 (Janeway 2009).

Il est possible de classer les LT mémoires en dmaiggories : les LT mémoires
effecteurs et les LT mémoires centraux. Les LT mésaentraux expriment des récepteurs
de localisation ou homing, tels que CCR7 ou la legtthe (CD62L) comme les LT naifs, qui
leur permettent de circuler dans les ganglions lyatigues et la rate. Au contraire, les LT
mémoires effecteurs n’expriment pas le récepteURTEL le CD62L et peuvent circuler vers
les tissus non-lymphoides. Les LT mémoires effestpeuvent se différencier rapidement en
LT effecteurs et sécréter de grandes quantitéyiéines (IFNy, IL-4, IL-5) apres leur re-
stimulation par I'Ag alors que les LT mémoires cank ont besoin de plus de temps pour
sécréter des cytokines apres la re-stimulation’pgr (Boyman et al. 2009; Janeway 2009;
Broere et al. 2011).

Ainsi, les LT mémoires, produits lors de la phasesénsibilisation et présents dans les
tissus ciblés par I'Ag et dans les ganglions lyntigfues, sont mobilisés lors d'une
réexposition a I'Ag. En effet, 'Ag peut étre prég&a ces LT mémoires selon I'hypothése de
I'hapténe en étant fixé aux molécules du CMH de€ A il peut étre présenté selon le pi-
concept(présenté dans le paragraphe suivardgh interagissant de maniere non covalente
avec le TcR de ces LT mémoires. Seuls les LT mé&snapécifiques de cet Ag sont stimulés.
lIs passent alors a I'état de LT effecteurs et @x@r rapidement une réponse immunitaire

effectrice dirigée contre cet Ag.

2.2.2 Pi-concept :

Une hypothése différente de I'hypothése de I'haptanété proposée, concernant la
présentation de I'Ag aux LT mémoires. Il s’agit dRi-concept pour Pharmacological
interaction of drugs with the Immune system, pr@opar Werner Pichle(cf. figures 24 et
25). Ce concept fait suite a l'observation que aiest médicaments considérés comme
chimiqguement non réactifs (sans métabolisationlabés) tels que le SMX, la lidocaine, la
meépivacaine (anesthésique), le celecoxib (AINS), ldmotrigine (anti-épileptique), la
ciproxine (antibiotique), la moxifloxacine (antibigue), I'allopurinol et la carbamazepine
sont capables d’activer directement via leur TcR; € provenant de patients allergiques
(Pichler 2002; Pichler 2002; Pichler et al. 2006).
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Ainsi, d’aprés le pi-concept, le médicament serajiable d’interagir directement avec
le TcR des LT via des liaisons non covalentes #tddire son activation. Néanmoins, il
semblerait que la présence d’interactions labilesx d&es molécules du CMH d’'une APC soit
nécessaire pour que I'activation des LT soit comed|&. figure 36) Ainsi, contrairement a la
théorie de I'haptene (ou pro-haptene), le médicam@npas besoin de se fixer a une protéine
pour étre immunogene ni d’étre métabolisé, digévéapprété par des APC pour activer les
LT.

Hypothése de I’hapténe Pi-concept

\ T Cell / \ T Cell /

.
SO N Y
. ] ’
N A J s
N\ /7

£ === Liaison covalente
=== Liaison non covalente
MHC MHC . Antigene (médicament)
APC \ / APC 1\
Complexe CMH et peptide
Figure 36: Différence du type de liaisons dans largsentation de I'Ag selon le principe de I'hapténet le
pi-concept (Gerber et al. 2006)

Plusieurs observations expérimentales tendent drowrfla validité du pi-concept.
Tout d’abord, comme mentionné précédemment, csrtai@dicaments sont capables de
stimuler directement via le TcR, les clones de TTC : T-cell clones) provenant de patients
allergiques, (Schnyder et al. 2000; Farrell et24l03). Cependant, les LT provenant de
patients exposés au SMX mais n‘ayant pas déveldpp@actions allergiques ou d’individu
non exposés aux SMX, ne proliferent pas en présea@&MX ou de son métabolite réactif, le
SMX-NO (Farrell et al. 2003). Ainsi, le pi-concejginsble plus s’appliquer aux LT mémoires.

De plus, les TCC spécifiques réagissent avec leacaent, méme si les APC sont
fixées au glutaraldéhyde, excluant ainsi toute icapion d’apprétement et de métabolisme
intracellulaire, quant a I'activation de ces TC@$€ejon et al. 2010).

Puis, la cinétigue d'activation des TCC par ces ioaddents est trés rapide et
incompatible avec des étapes de métabolisme ifitriiiee et d’apprétement a la surface des
APC. En effet, la lidocaine et le SMX activent [EEC quasi immédiatement, comme le
montre 'augmentation rapide du calcium intracelitd alors que le temps nécessaire pour

métaboliser et appréter le médicament a la sudaséAPC est d’au moins soixante minutes.

103



Ensuite, les liaisons sont labiles entre le médaramet le TcCR mais également entre le
médicament et les molécules du CNitfl. figure 36) En effet, si les APC mises en présence
du médicament pendant 1h sont lavées a deux reprege qui détache et élimine le
meédicament, la stimulation des TCC n’est plus ol#seipour la lidocaine, la lamotrigine, la
carbamazepine la cirpoxine et le SMX. Par coniréespérience est réalisée avec le SMX-
NO, métabolite du SMX qui se comporte comme unéraptles lavages n'empéchent pas la
stimulation des TCC, mettant en évidence des ligismvalentes entre le médicament et le
complexe CMH-peptide, dans le cas de I'hypothesd’ldptene (Schnyder et al. 2000;
Farrell et al. 2003).

Enfin, dans le cas du pi-concept, aucune restricdia CMH n’est observée et |l
semblerait que I'activation des TCC par le SMX neas8ite pas la présence d'un peptide
donné avec une séquence d’'acides aminées détermareela poche des molécules du CMH
des APC (Burkhart et al. 2002; Pichler et al. 20@8) contraire, dans le cas de I'hypothése
de I'hapténe, des restrictions aux molécules HLA ét@ démontrées. Par exemple, des
restrictions aux molécules HLA-DR ont été observgesir la majorité des clones
lymphocytaires spécifiques de la pénicilline GJésa partir du sang périphérique de patients
allergiques (Padovan et al. 1996) et chez desiohabvallergiques a la pénicilline G (Yang et
al. 2006). D’autres restrictions aux molécules HaAt été mises en évidence avec d'autres
médicaments tels que la flucloxacilline, I'abacaviallopurinol et la carbamazepingf.
partie 2.1.3.4.3 sur la restriction aux moléculetAddans le cas d'allergies a certains
médicaments).

Néanmoins, le pi-concept semble plutdt s’appligaex LT mémoires du fait que
toutes les observations expérimentales ont ététafies sur des patients allergiques et que la
rapidité de leur activation peut étre expliquée Ipdiait que le seuil de réactivité a I'Ag des

LT mémoires est plus bas que celui des LT naifs.
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Présentation du travail

Plusieurs études ont montré que des LT isolésta da sang périphérique de patients
allergiques a la BP ou au SMX sont capables def@rmeiin vitro en présence du médicament
impliqué (Brander et al. 1995; Padovan et al. 1%#jovan et al. 1997; Weltzien et al. 1998;
Schnyder et al. 2000; Farrell et al. 2003; Castrejoal. 2010; Meng et al. 2011).

D’autres études portant sur I'effet de médicam@&oimme le SMX ou 'amoxicilline
sur les DC humaines, ont montré que ces médicamsoims capables d’augmenter
I'expression de certaines molécules de co-stimaratlles que le CD40, le CD80 et le CD86,
qui permettent aux DC de stimuler les LT (Rodrigéena et al. 2006; Sanderson et al. 2007,
Elsheikh et al. 2010).

Les objectifs de ce travail de recherche sont deuricomprendre les mécanismes
impliqués dans les allergies médicamenteuses, icyeer en étudiant I'implication des LT
et en déterminant les épitopes qui leur sont présegiten étudiant I'effet des médicaments
sur I'état de maturation des DCf. figure 37). Ce travail de recherche s’est porté sur deux
antibiotiques : la BP et le SMX, connus pour induiles allergies chez un nombre élevé de
patients. En effet, I'incidence des allergies BRaest évaluée a 1,9% et celle du SMX a 3,4%
(Bigby et al. 1986).

Dans un premier temps, la premiere question pastégeesavoir si chez des donneurs
non-allergiques, il existe des LT spécifiques d8Raet si oui, quelle est leur fréquer(cé
article 1et figure 37)

A cet effet, des LT CD4de donneurs sains non allergiques a la BP onttién@lés
par des DC autologues matures chargés avec desijiogués HSA-BP. En effet, d’aprés la
théorie de 'haptene, la BP a besoin de se fixereprotéine pour étre reconnu par le systeme
immunitaire comme étant immunogene. Les résultatenus montrent qu'il est possible de
détecter des LT CD4spécifiques de la BP chez des donneurs non ajlezgia une fréquence
moyenne de 0,29 LT CD4spécifiques de la BP par million de LT CD4es expériences
réalisées sur les LT CD4aifs et mémoires montrent une origine naive dd_Fespécifiques
de la BP.

Dans un deuxieme temps, nous avons souhaité igeres peptides issus du bio-

conjugués HSA-BP qui sont présentés aux LT CTO4f. partie 1 des résultats
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complémentaires et figure 31)identification des sites de fixation de la BPaaHSA est en
cours de réalisation.

En paralléle, nous nous sommes poseés la questitanpagtinence du choix de la HSA
comme protéine seérique cible de la BP et avonschien identifier d’autres protéines
sériques capables de fixer la BP via une démanchogant la modélisation moléculaifef.
partie 1 des résultats complémentaires et figure Gif)q protéines sériques dont la HSA ont
éte identifiées par modeélisation et treize peptglesenant de ces cing protéines et capables
de se fixelin silico aux molécules HLA-DR ont été identifiés. Ces peggideront synthétisés
afin de tester leur capacité a induire la proliérade LT provenant de patients allergiques.
La synthése de ces peptides couplés a la BP esiues

Dans un troisieme temps, nous avons étudié l'eftetla BP, du SMX et de ses
métabolites (SMX-NO et SMX-NHOH) sur la maturatides DC(cf. partie 2 des résultats
complémentairepfin de mieux comprendre le rble joué par les @sdles allergies a ces
médicaments. Nous avons utilisés deux modéles del@CMo-DC humaines et les BM-DC
murines (modéle mis en place durant mon doctoladls résultats de ces expériences
montrent que ces médicaments ne sont pas capabidsie une maturation partielle ou
totale des DC, comme cela avait été décrit darnistésature, excepté pour un marqueur, le
CD40 dont I'expression est augmentée lorsque ledDkosont stimulée avec le SMX et le
SMX-NO.
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Figure 37: Démarche expérimentale concernant I'imptation des LT dans les allergies médicamenteuses
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ARTICLE 1:

FREQUENCE DES LT SPECIFIQUES DE LA BP
CHEZ DES DONNEURS NON ALLERGIQUES
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Objectifs du travail:

Dans cette partie du projet, la question posédestavoir si chez des donneurs non-
allergiques, il est possible de détecter des LTcifipges de la BP et de déterminer leur
fréquence.

Le caractére « non allergigue » des donneurs vis-de la BP a été évalué en dosant
les taux d’IgE présents dans leurs sérums et ezoleparant a ceux d’un groupe contréle, qui
ne présente pas d’historique médical d’allergies@nicillines.

D’apreés le principe de I'haptene, la BP a besoisa@léxer a une protéine pour former
un complexe immunogene qui sera reconnu par leémgsimmunitaire. C’est pourquoi, des
bio-conjugués HSA-BP ont été synthétisés au labweat un a pH physiologique, pour
mimer des conditiongn vivo et un a pH basique, afin de fixer un maximum de B
molécule d’'HSA. En effet, a pH basique, les résidusléophiles des lysines ne sont pas
protonés, ce qui conduit a I'ouverture du noidactame et facilite la fixation de la BP sur la
HSA. La HSA a été choisie comme protéine cibleadBP parce qu’il s’agit de la protéine la
plus abondante dans le sérum et qu’elle est copoue avoir des sites de fixation a la BP
(Yvon et al. 1988; Yvon et al. 1989; Yvon et al909 Meng et al. 2011). De plus, des bio-
conjugués HSA-BP sont retrouvés dans le sang denpatllergiques (Meng et al. 2011). Ces
bio-conjugués ont été caractérisés par spectraamélei masse et western-blot, afin de
s’assurer de la fixation covalente de la BP suHBA. Le bio-conjugué a pH basique
présenterait ainsi dix-sept molécules de BP fixgas molécule d’'HSA alors que le bio-
conjugué a pH physiologique n’en présenterait ge’un

Afin d’étudier les LT CD4 spécifiques de la BP et de déterminer leur frégeenous
avons développée une collaboration avec le Dr. @t@phDelluc (Indicia, Lyon) et le
Dr. Bernard Maillere (CEA, Saclay). Nous avonsiséé leur méthodologie d’induction de
lignées lymphocytaires et de détection des lign&gaphocytaires spécifiques par
ELISpot IFNy. Brievement, les monocytes sont isolés d’'un peigent de sang périphérique
de donneurs non allergiques et différenciés en NModh présence d’lIL-4 et de GM-CSF
pendant quatre jours. Les LT CDdnt quant & eux été isolés par purification magnét
positive, en utilisant des billes anti-CD4.es Mo-DC sont maturées en présence de LPS et
chargées avec du bio-conjugués HSA-BP synthétigél dasique pendant une nuit et sont
ensuite mises en culture en présence des LT Q@4figure 34).Trois restimulations des LT
CD4" sont réalisées avec des Mo-DC autologues charaées le bio-conjugué HSA-BP

obtenu a pH basique et maturées en présence de WRS.semaine aprés la derniére
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restimulation, un ELISpot IFNest réalisé et les lignées lymphocytaires spémfcde la BP
sont détectées. La fréquence des LT spécifiquda B® est alors calculée en utilisant la loi
statistique de Poisson.

Les résultats montrent qu'il est possible de détedes LT CD2 spécifiques de la BP
chez des donneurs non allergiques a une fréqueagerme de 0,29 LT CD4pécifiques de
la BP par million de LT CD% De plus, des expériences sur les LT COB45RA’ naifs et
sur les LT CD4 CD45RU mémoires ont été réalisées et montrent que lesCDRE'
spécifiques de la BP détectés chez ces donneuralieogiques sont des LT CDED45RA

naifs.
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Abstract:

Background: Drug hypersensitivity is known to rely on a drugsiic T-cell response.
Amplitude of antigen-specific T cell response istiyacontrolled by the size of the antigen-
specific naive CDZ% T-cell repertoire but estimate of this repertoires haever been
investigated for allergenic drugs.

Objective: The purpose of this present study was to evaluagefrtequency of benzyl-
penicillin-specific CD4 T lymphocytes in a population of CDA cells from non-allergic
donors, collected from an anonymous blood-bank.

Methods: Co-cultures were established with CDB lymphocytes from non-allergic donors
and mature autologous dendritic cells (DCs) loadét benzyl-penicillin (BP) coupled to
human albumin (HSA). CO4T lymphocytes were weekly stimulated with HSA-BFhe
CD4" T-cell response was measured using an interfed®Ny) ELISPOT assay. Frequency
of BP-specific CDA T lymphocytes was then calculated using the Paoisistribution law.
Results:Results showed the presence of BP-specific CD¥mphocytes in all tested donors

irrespective of their HLA typing, with a mean fremqey of 0.29 cells per million of CD4
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cells. Experiments performed on naive (CD45RAnd on memory (CD45R® CD4 T
lymphocytes showed that these BP-specific CD4dymphocytes belonged to the naive T-cell
subpopulation.

Conclusion: This study showed for the first time the pre-existe of naive CD4 T

lymphocytes specific for BP in non-allergic donors.

Key messages:

Frequency of benzyl-penicillin specific CD4'-cells were quantified in peripheral blood

mononuclear cells (PBMCs) of non-allergic donors.

Capsule summary:
Pre-existing naive peripheral CD# lymphocytes specific for benzyl-penicillin areepent in

the blood of non-allergic patients.

Key words: Drug allergy, Benzyl-Penicillin, T lymphocytes

Abbreviations:

BP: Benzyl-Penicillin (or Penicillin G)

DCs: Dendritic Cells

HSA: Human Serum Albumin

IFN v: Interferon y

PBMCs: Peripheral Blood Mononuclear Cells
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INTRODUCTION

Penicillin G or Benzyl Penicillin (BP), an antibiotof the B-lactam family, is well
known to provoke immune-mediated allergic reactiongreated patients with a prevalence
around 1,9% (Bigby et al. 1986). Clinical maniféstas of BP allergy include weak to
moderate symptoms such as urticaria, angioedemdyudioais skin eruptions but include also
severe reactions like anaphylactic shock, caudiegdeath of treated patients (Ponvert et al.
2011). Allergic reactions to BP are mainly mediabsdIgE antibodies responsible for the
most severe clinical manifestations. However, cudasemanifestations, mediated by BP-
specific T lymphocytes are also observed. Then,dmih lymphocytes specific for BP have
been isolated from peripheral blood of allergicigras (Brander et al. 1995; Padovan et al.
1996; Padovan et al. 1997; Weltzien et al. 1998)esé T lymphocytes were able to
proliferate in vitro in response to BP stimulation, demonstrating thewolvement in
hypersensitivity reactions (Meng et al. 2011). Theyvever do not recognize BP in a direct
manner but probably self-peptides haptenized by &l presented by HLA class I
molecules.

Due to its low molecular weight, BP is not immuanig by itself and is therefore
considered as a hapten. Indeed, BP can bind cdlakenthe nucleophilic primary amine
function of lysine residues of targeted proteinsodigh the opening of thg-lactam ring
forming bioconjugates detectad vivo (Weltzien et al. 1998; Meng et al. 2011). These
bioconjugates are mainly composed of benzyl pdoitigroups that are the major antigenic
determinant characterized in BP allergy (Padovamletl997; Weltzien et al. 1998). BP
binding to Human Serum Albumin (HSA) on differegsines have been found bathvivo
using sera of allergic patienadin vitro by synthesizing bioconjugaté¥von et al. 1988;
Yvon et al. 1989; Yvon et al. 1990; Meng et al. 201 cells from allergic patients were also
found to react to HSA-BP but the question remams Hoes emerge this T-cell specificity to
such particular and artificial molecules.

Indeed, the CD4T-cell repertoire is mainly shaped by positive aegjative thymic
selections which lead to the generation of funcligr@D4" T cells able to recognize foreign
peptides presented by HLA class Il molecules (Jenki al. 2010). Because of the artificial
nature of BP-T-cell epitopes, it is not clear whetkelection of BP-specific T cells is a
common phenomenon or remains limited to few don8edection of BP-specific T cells
could be a relatively rare event accounting forltve occurrence of BP allergy. On the other

hand, a large T cell repertoire found in multiptendrs would underline the potential of BP to
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be recognized by many donors. To shed some lightthe shaping of BP-specific T-cell
repertoire, we therefore investigated the frequesfcthe CD4 T lymphocytes specific for
HSA-BP in healthy donors. We applied the cellulppr@ach that was recently used to
evaluate the CD4T cell response to therapeutic proteins with thaelfattempt to understand
their immunogenicity in humans (Delluc et al. 20D@lluc et al. 2011) . T lymphocytes were
stimulated by weekly rounds of stimulation with @ogous dendritic cells (DC) loaded with
HSA-BP in order to amplify HSA-BP-specific T cell$iSA-BP-specific T cells were
subsequently detected by Elispot and their frequeatcthe initiation of the culture was

calculated using the Poisson distribution law.
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METHODS

Synthesis of Human Serum Albumin— Benzyl-Penicillirbioconjugates

Bioconjugates of HSA-BP were produced by mixing 1§ of HSA with 229 mg of BP in 6
ml of carbonate buffer (0.1M, pH=11; Sigma) durith at 37°C. HSA-BP was dialyzed for
five days against phosphate buffer (0.07M; pH=&id then, for one day against distilled
water. A negative control (HSA basic) was produced usi®f ing of HSA in the same

conditions, without BP. All bioconjugates were Wiised for conservation.

Detection of BP binding to HSA using Western Blot:

Twenty micrograms of denaturated proteins was Idadento 10% SDS-PAGE
polyacrylamide gel and transferred onto a polyvtghe difluoride (PVDF) membrane
(Amersham Biosciences, Chalfont St Giles, UK). TMéDF membrane was washed in
deionized water and blocked in Tris/Saline/TweeST) buffer (138mMNaCl, 15mM Tris-
HCI, 0.2% Tween 20, pH 7.6) containing 3% Bovineuge Albumin (BSA; PAA, Pasching,
Austria), for 24h at 4°C. The membrane was therhedsn TST buffer and incubated with a
mouse anti-penicillin monoclonal antibody (Serotegford, UK) in TST buffer and 3% BSA
for 1 h. The membrane was washed in TST bufferiacwbated with horseradish peroxidase
conjugated anti-mouse IgG antibody (GE Healthc@telfont St Giles, UK) in TST buffer
and 3% BSA for an additional 1 h. After repeatedshes, immunoreactive bands were
detected by enhanced chemiluminescence (EZ-EClLctitmtekit; Clinisciences, Nanterre,
France) on Chemidoc™ XRSapparatus (Biorad, Hercules, USA), using the Irhap&V

software.

Blood collection and measurement of antibodies spiéic for BP

Blood was collected from the Etablissement FrandaisSang (EFS, Rungis, France) from
anonymous healthy donors after informed consent@taving EFS guidelines. The clinical
history of these donors was not known. Sera wese aliquoted and stored at -80°C until use.
Specific IgE directed against BP were quantifiethgi® fluorescence enzyme immunoassay
(ImmunoCAP, Thermo-Fisher Scientific) on the ImmuA&C250 apparatus, as previously
described (Laroche et al. 2011). Limit of IgE quiécdtion was 0.1 KU/L.

HLA-DRB1 genotyping of healthy donors
PBMCs from healthy donors, were isolated by denségtrifugation on Ficoll-Hyperpaque
gradients (Sigma) and DNA was extracted using thel@édSpin Blood L kit (Macherey-
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Nagel, Duren, Germany) as described by proceduneufaeturer. HLA-DRB1 genotyping
was performed using the All Set Gold SSP DRB1 tggit (Invitrogen), according to the

manufacturer protocol.

Generation of HSA-BP specific CD4 and CD4 CD45RA" T-cell lines

PBMCs were isolated from the blood of healthy denas described above. Monocyte-
derived dendritic cells (DCs) were generated froastit-adherent PBMCs after four days of
culture in AIM-V medium (Invitrogen) supplementedtlwv1000 U/mL human recombinant
IL-4 and GM-CSF (R&D Systems, Minneapolis, USA). €07 lymphocytes were isolated
from autologous PBMCs by positive selection using-&€D4 monoclonal antibody coupled
to magnetic microbeads, as recommended by the metowér (Miltenyi Biotech, Bergisch
Gladbach, Germany). Naive CDELD45RA" and memory CD4CD45R0O T lymphocytes
were isolated from autologous PBMCs by negativeed®n using specific microbeads
(Miltenyi Biotech).

Percentage of CD4 CD4" CD45RA and CD4 CD45R0J positive cells was evaluated by
flow cytometry. Cells were resuspended at 2.5cHs in PBS with 2% Fetal Bovine Serum
and incubated with fluorochrome-conjugated monodlanéibodies. After one wash in PBS,
cells were fixed in 1% paraformaldehyde diluted RBS. The following monoclonal
antibodies were used: CD4-FITC, CD8-PE, CD45RA-BB45R0O-PE (Becton Dickinson,
Franklin Lakes, USA) and appropriate isotopes admtwere also used to determinate the
non-specific staining. Cells were analyzed on a BE@libur cell analyzer using the
CellQuest software (Becton Dickinson) to deterntine percentage of CD4T cells, naive
CD4" CD45RA’ T cells and memory CD4ACD45RO T cells.

For T-cell stimulation, DCs were loaded with 10pMHSA-BP bioconjugate or with KLH
(Keyhole Limpet Hemocyanin; Thermo-Fisher Scienjifias a positive control. After DC
maturation using 1 pg/mL of LPS (Sigma) overnighi — 3x10 loaded DCs were then
added to 10- 3x10 autologous CD4T lymphocytes per round-bottom microwell containing
200 pl Iscove’s modified Dulbecco medium (IMDM) sigpented by 10% human AB
serum (Lonza, Basel, Switzerland), 1000 U/mL ofildé and 10 ng/mL rh-IL-12 (R&D
Systems). Co-cultures were incubated at 37°C in G@2. CD4 T lymphocytes were
restimulated on day 7, 14, and 21, with fresh agiolis DCs loaded with the KLH or HSA-
BP bioconjugate, and with 10 U/mL of rh-IL-2 andng/mL rh-IL-7 (R&D Systems).
Specificity of the CD4 T-cell lines was investigatasing IFN ELISPOT assay at day 27.
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IFN-y ELISPOT Assay

Nitrocellulose plates (96-well; Millipore, BedfordlA, USA) were coated with capture
mouse IgG1 anti-human IFiNmonoclonal antibody (1-D1K; Mabtech, Nacka, Swederd
saturated with IMDM, supplemented with 10% of ABwa. After 16 h of co-culture of
CD4" T cells and DCs loaded with KLH or HSA-BP conjugmt biotinylated mouse 1gG1
anti-human IFNy monoclonal antibody (7B6-1; Mabtech) was added2fér. Backgrounds
were the following: unloaded DCs or DCs loaded wittiive HSA or HSA treated at basic
pH. Spots were revealed by the addition of extiavabnjugate and BCIP substrate (Sigma
Aldrich). Spots were counted with a computer-asdisvideo image analyzer (AID,

Strassberg, Germany). Only T-cell lines with a sgatnt of minimum 30 spots was analyzed.

Statistics
CD4" T cells frequency was estimated using the Poisdistribution according to the

following formula:

Number of negative T — cell lines /Total number of T — cell lines tested
number of CD4 4+ T cells per well

Frequency = —Ln
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RESULTS

Donor characterization

Blood was collected from ten anonymous healthy dordter their informed consent.
The levels of specific IgE against BP were quaadifio determine whether the studied donors
were recently immunized to BP or Hd®able 1) Moreover, five other volunteers, who did not
experienced any allergic medical history with pélns, constituted the non-allergic control
group. Results showed that no anti-BP-specific tgild be detected in the ten studied
donors nor in the control group. Then, the tenisthdnonymous healthy donors were thus
considered as non-sensitized to BP, as far asfeplgtt detection is concerned.

HLA-DRB1 genotyping was performed for these terdsd donors. Results showed that
these ten donors harboured different HLA-DRB1 gppes. The seven most frequent HLA-
DRBL1 allotypes of the Caucasian population: HLA-DRDRO03, DR04, DR0O7, DR11, DR13

and DR15, were all present in our panel of doiidable I)

Characterisation of the bioconjugates HSA-BP

We synthesized HSA-BP bioconjugates since HSA isribst abundant protein found in
the serum and since HSA-BP bioconjugates have fmerd in patient’'s sera (Yvon et al.
1988; Yvon et al. 1989; Yvon et al. 1990; Menglek@l11). At basic pH, nucleophilic lysine
residues are not protonated leading to the opeointge B-lactam ring and facilitating the
binding of the penicilloyl group to HSA.

To detect the presence of BP covalently bound té\H8e then performed western
blotting experiment on our HSA-BP bioconjugatesngsa mouse anti-penicillin monoclonal
antibody (figure 1). Immunoreactive bands were detected for BP-HSA drpmates,
revealing the presence of BP covalently bound tAHSo immunoreactive bands were
detected for the controls: HSA obtained at neygkhland native HSA. To confirm this result,
we also performed MALDI-TOF mass spectrometry tdedwaine the number of BP
molecules bound to HSA. Accordingly, mass specttomprofiles showed an average of
seventeen BP molecules per HSA molecule in HSA-iBBdmjugate(data not shown)

Detection of BP-specific CDA T-cell lines
BP CD4+ T-cell lines from healthy donors were gatedt after three weekly repeated
stimulations by autologous mature DCs loaded witBAHBP bioconjugates.IFN Elispot

assay was then performed to detect CD&ell lines specific for HSA-BP. CD4T-cell line
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was considered positive when the number of spotsirwx in the presence of DCs loaded
with HSA-BP was at least twice the number of spmiitained with the controls (unloaded
DCs, DCs loaded with native HSA and DCs loaded WA treated at basic pH without
BP). Non-BP-specific CD4T cell lines did not produce IFM-or produce IFN¢ both in
controls and when DCs were loaded with HSA-BP. Redtom donor 917 are shown as a
representative result for the ten studied dorfbgaire 2) For donor 917, three T-cell lines
(number 12, 14 and 24) were found positive for HEAbioconjugates among the forty-eight
T-cell lines tested. Non-BP-specific CD#-cell lines were not shown.

For all the donors tested, KLH T-cell lines werengeated as a positive control.
Indeed, these KLH sensitized CDZ%-cell lines were able to secrete specifically yAN the
presence of autologous DC loaded with KLH compat@dackground (unloaded DC).
Results from donor 917 are shown as an example repeesentative result from the ten
studied donorgfigure 2)

Quantification of the frequency of BP-specific CD4 T lymphocytes found in PBMC

Frequency of BP-specific CD4T lymphocytes was determined using the Poisson
distribution law, for the ten studied dondfgure 3).CD4" T lymphocytes specific for BP
were detected for all donors tested, excepted tmrod 982, which was the only non-
responding donor found. Frequency of CD4ymphocytes specific for BP varied depending
on the donor from 0 to 0.53 BP-specific CDR lymphocytes per million of CD4T cells

corresponding to a mean value of 0.29.

BP-specific CD4 T-lymphocytes are from the naive compartment

To determine if BP-specific CD4T lymphocytes involved in the immune response
were naive or memory T lymphocytes, these two dsbiEeCD4 T cells were studied.

Naive CD4 T lymphocytes characterized by the expression4ERA were isolated
from the PBMC of five donors from the ten healthydsed. BP CD4 CD45RA" T-cell lines
were generated using the same methodology as bledcabove for the generation of BP
CD4" T-cell lines. KLH CD4 CD45RA" T-cell lines were also generatedll the in vitro
sensitized KLH naive T-cell lines were able to séerlFNy specifically in presence of DC
loaded with KLH. This result was obtained for &ktfive studied donors (data not shown).

Results from the five donors tested showed thégastt two to nine CD45RACD4
T-cell lines out of thirty-six to ninety-six T-celines tested were able to secrete yRN the

presence of DC loaded with HSA-BP bioconjugdtasnbers indicated in brackets figure 4).
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Only one donor (number 966) was negative with nesBecific naive CDZ T-cell lines
detected.

Frequency of BP-specific naive CDZ lymphocytes was then calculated for each
donor tested using the Poisson distribution i@igure 4A). CD4" CD45RA™ T-cell lines
specific for BP were detected in four donors amthrggfive testedThe calculated frequency
varied from 0 to 2.23 BP-specific naive T lymphasy/per million of naive CO4T cells
corresponding to a mean value of 0.69 BP-speciiuen\CD4 CD45RA' T cells per million
of naive CD4 CD45RA’ T cells for the five studied donors.

To confirm that BP-specific T-cells were originattdm the naive compartment,
memory CD4 T lymphocytes characterized by the expression@4%RO were also isolated
from PBMCs of two non-allergic donors from the tstadied. BP CD4 CD45RCO T-cell
lines were generated using the same methodolodgsasibed above for the generation of BP
CD4" T-cell lines. For the two studied donors (donogd @nd 982), for which one hundred
and thirty-six T-cell lines were generated respetyi, no memory CD4T-cell lines were
detectedfigure 4B).Interestingly, for these two donors, BP-specif24C T cells were found
when using CD4T lymphocytes from PBMCs or from only the naive £ICD45RA’ sub-

population.
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DISCUSSION

BP is one of the majo-lactam antibiotics inducing allergies with a prievece of
1.9% in treated patients (Bigby et al. 1986). Hur@@ T lymphocytes specific for BP and
isolated from peripheral blood of allergic patiemtere shown to proliferatén vitro in
response to BP stimulation, demonstrating the paesef BP-specific T cells (Brander et al.
1995; Padovan et al. 1996; Weltzien et al. 1998 @bjective of this study was to analyse
and identify the presence of CD# cells specific for BP in healthy donors.

In this study, CD4 T cells were harvested from non-allergic donorgvaluate the
capacity of BP bound by seric proteins to primev@a©D4 T cells and to reproduce the
vivo induction of an immune response by BP-haptenizedems. Measurement of pre-
existing anti-BP-specific IgE for each donor wagf@ened to confirm their non-recent
sensitized status (Torres et al. 1999; Blanca. &04l1; Torres et al. 2003; Blanca et al. 2009).
HLA class Il polymorphism was also taken into agupuhe ten donors tested harboured
different HLA-DRBL1 allotypes and the most frequétitA-DRB1 allotypes in the Caucasian
population were represented in our donors’ panel.

In vitro amplification of BP-specific CD4T lymphocytes was performed using
autologous DCs previously loaded with HSA-BP bigogates. T-cell frequency
determination does not require identifying T-cqlitepes and HLA class Il molecules, in
contrast to techniques using HLA class Il multim@isitaye et al. 2006; Moon et al. 2007).
Indeed, by using antigen-presenting cell (APC) sagIDCs (Delluc et al. 2010; Delluc et al.
2011) or monocytes (Geiger et al. 2009), the antigested is digested into peptides,
presented through their HLA molecules to CD# cells. Another approach based on
polyclonal amplification shares with our approahbis tadvantage (Geiger et al. 2009). Our
methodology has been previously used to deterrhiaéréquency of CD4T cells specific for
different therapeutic antibodies (Delluc et al. 20Hhd for recombinant erythropoietin
(Delluc et al. 2010).

In our study, we used HSA as the BP carrier proteiSA is the most abundant
protein in the serum and past studies have showprésence of HSA-BP bioconjugates in
the serum of BP-allergic patients (Yvon et al. 98&n et al. 1989; Yvon et al. 1990; Meng
et al. 2011). Moreover, HSA-BP bioconjugates hagerbfound to activate BP-specific T
cells from allergic patients (Brander et al. 19989ur HSA-BP bioconjugate displayed
seventeen BP molecules covalently bound per one H®#ecule, corresponding to a
modification rate observed vivo. Indeed, Meng et al. (Meng et al. 2011) found feent BP
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binding sites on HSA purified from a pool of plassanples taken from BP treated patients.
In this latter study, a HSA-BP bioconjugate wa® agnthesized at neutral pH and displayed
fourteen BP molecules bound per one HSA moleculen@/et al. 2011). For oth@rlactam
antibiotics such as flucloxacillin or piperacillimirug-HSA bioconjugates have also been
found in the serum of treated patients (Jenkirad.2009; Whitaker et al. 2011).

Our results showed for the first time the presesfagaive BP-specific CD4T cells in
non-allergic donors. The mean frequency of BP-$jpe€@D4" T cell was 0.29 BP-specific
CD4" T cells per million of PBMC. This frequency wastire same range as those found for
Rituximab, Infliximab and Adalimumab (Delluc et a2011). These three therapeutic
antibodies have been described to induce the ptioduof ADA (Anti-Drug-Antibody)
(Baert et al. 2003; Bendtzen et al. 2006; Barteldal. 2007; Bender et al. 2007; Radstake et
al. 2009). The frequencies were 0.35; 0.33 and 6f2fpecific CD4 T cells per million of
CD4" T cells for Rituximab, Infliximab and Adalimumalespectively. This work on the
guantification of pre-existing T cells specific faherapeutic antibodies also showed a
correlation between the size of the pre-existinyenaCD4 T-cell repertoire specific for
therapeutic antibodies, evaluated by the frequefayaive specific CD4T cells, and their
potential immunogenicity (Delluc et al. 2011).

In this study, we confirmed that BP-specific CDRB cells were naive T cells in the
non-allergic donors tested. When experiments weréopned on naive CD4T cells, BP-
specific naive CD4 T cells were detected at a mean frequency of 8BSpecific naive
CD4" T cells per million of PBMC whereas no BP-specifiemory CDZ4 T cells were
detected when experiments were performed on me@Bd/ T cells in non-allergic donors.
Moreover, for donor 982, no CD8BP-specific T cell-lines were detected among thigyt
seven CD4T-cell lines tested when using all CDF lymphocytes(figure 3) whereas two
naive CD4 CD45RA BP-specific T cell-lines were detected among thytsix naive CD4
CD45RA" T-cell lines tested for this donor. This resuljgested that the naive T cells subset
was enriched with BP-specific T lymphocytes comgarethe total CDAT cells population.
Previous works performed on patients allergic tooxicillin showed a frequency varying
from 30 to 125 drug-specific T lymphocytes per mill of PBMCs (Rozieres et al. 2009).
These drug-memory T cells were a consequence whaortant amplification of pre-existing
naive T cells specific for BP with an amplificatiactor of about 40 to 180.

In our study, BP-specific CD4r CD4 CD4RA" T cells were detected in all the non-

allergic donors tested. This observation strongiggests that most people can be sensitized
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to penicillins but only a few individuals show aliec response due to additional factors
besides the expression of BP-specific CBACD4 CD4RA' T cells.

In conclusion, our study shows for the first timeguantification of the frequency of
pre-existing naive CD4T lymphocytes specific for BP in non-allergic dosiousing arin
vitro T-cell assay to evaluate the potential immunoggniof drugs and demonstated the
capacity of HSA-BP to be recognized by multiple i irrespective of their HLA typing.
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TABLE LEGEND

Table I: Donors’ HLA-DR genotype and anti-BP antibalies: HLA-DRB1 genotype was

performed using the All Set Gold SSP DRB1 typing kom Invitrogen. IgE specific to BP

were measured in the sera of each donor usingnimeuhoCap Test from ThermoFisher.
(ND: Not determined)
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TABLE

Donor IgE HLA-DRB1
numbers (kU/L) genotyping
874 <0,1 DRO1; DRO7
887 <0,1 DRO1; DR11
903 <0,1 DR13; DR14
904 <0,1 DRO3; DR10
917 <0,1 DRO04; DR15
919 <0,1 DRO0O7; DR13
966 <0,1 DRO3; DR04
967 <0,1 DR15; DR16
981 <0,1 DR11; DR15
982 <0,1 DRO03; DR13
<0,1
Non-allergic <0,1
control group <0,1 ND
(n=5) <0,1
<0,1
Table |
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FIGURE LEGENDS

Figure 1: Detection of BP binding to HSA by WesterrBlot

Twenty micrograms of HSA-BP bioconjugates or HA&ted at basic pH were loaded onto
10% SDS-PAGE polyacrylamide gel and transferred @anPVDF membrane. BP binding to
HSA was detected using a mouse anti-penicillin netor@l antibody. (MW: Molecular
Weight)

Figure 2. Generation of CD4+ T-cell lines specific for HSA-BRand for KLH (positive
control). A. IFN-y Elispot response of CD4+ T-cells from donor 9limstated with
unloaded DC or DC loaded with HSA or HSA-BP bioeaggtes or KLHB. Spots number
for each CD2 T-cell lines specific for HSA-BP or for KLH.

Figure 3: Frequency of human CD4 T lymphocytes specific for HSA-BP Frequency of
T-cells specific for BP was calculated for each atoasing the Poisson distribution lggee
material and methodslror the ten donors tested, the number of T-agdidispecific for HSA-

BP, out of the number of T-cell lines tested is¢atkd in brackets.

Figure 4: Naive CD4 CD45RA" T-cell lines specific for HSA-BP. A.Frequency of CD4
CD45RA’ T cells (five donors tested. Frequency of memory CD4AD45R0 T cells (two
donors tested). The number of HSA-BP specific THoss out of the number of T-cell lines

tested is indicated in brackets.
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v IDENTIFICATION DES PEPTIDES HAPTENISES
DE LA HSA POTENTIELLEMENT PRESENTES
AUX LYMPHOCYTES T

v IDENTIFICATION DES PROTEINES DU SERUM
FIXANT LA BP PAR MODELISATION ET DES
PEPTIDES POTENTIELLEMENT PRESENTES AUX
LYMPHOCYTES
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Introduction

Dans la premiére partie du projet, nous avons reamiril était possible de détecter
des LT CD4 spécifiques de bio-conjugués HSA-BP, chez des elmsnsains non allergiques.
La HSA a été choisie comme protéine cible de lgpBRe qu’il s’agit de la protéine la plus
abondante dans le sérum et parce qu’il a été montiéo, via la synthése de bio-conjugués,
etin vivo, en analysant les sera de patients allergiquesB® Jajue la BP est capable de se
fixer a la HSA au niveau de certaines de ces lgs{iYaron et al. 1988; Yvon et al. 1989;
Yvon et al. 1990; Meng et al. 2011). Néanmoinsstltout a fait probable que la HSA ne soit
pas l'unique protéine sur laquelle se fixe la BRyjeé d’autres protéines du sérum soient
impliquées.

L’objectif de cette deuxieme partie du projet eshslun premier temps, d’identifier
les peptides dérivant de nos bio-conjugués HSA-BPpgurraient étre présentés aux LT
CD4" et dans un deuxiéme temps, d’identifier d’autrestéines sériques fixant la BP et les
peptides dérivant de ces protéines sériques filaBtP, qui sont potentiellement présentés
aux LT CD4, dans le cas des allergies a la BP.

Concernant le premier objectif de ce projet, deslymes en spectrométrie de masse
ont été réalisées sur nos bio-conjugués HSA-BPd&fidéterminer les sites de fixation de la
BP sur la HSA. A partir de ces sites de fixatiame @approche utilisant TEPITOPE, un logiciel
de prédiction de liaison des peptides aux molécdles de classe I, permettra d’identifier
des peptides potentiels, qui pourraient étre présenix LT CDZ.

Concernant le deuxieme objectif de ce projet, ypgrache utilisant la modélisation a
été développée : l'utilisation du logiciel de magétion SUMO nous a ainsi permis de
déterminer cing protéines sériques potentiellercdniées par la BP. Des peptides provenant
de ces cing protéines ont été choisis en utilisaribgiciel TEPITOPE et une dizaine de
peptides qui pourraient potentiellement étre préseatix LT CDZ4 ont été identifiés.

Le défi a alors été de synthétiser ces peptides lavBP couplée de maniére covalente
au niveau de I'acide aminé de fixation, identifié peodélisation.

L’implication de ces peptides dans les allergiela 8P sera ensuite démontrée en
étudiant la réponse lymphocytaire secondaire partekds de prolifération sur des PBMC de
patients allergiques a la BP, en présence de qagles. Des tests de liaison aux molécules
HLA de classe Il les plus représentées dans la ptipnl caucasienne seront aussi réalisés
avec les peptides ayant induit la prolifération désde patients allergiques a la BP. Ces tests

de liaison aux molécules HLA permettront ainsi dar@itre I'affinité de ces peptides pour
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différentes molécules HLA de classe Il. Ces résulpmurront également étre comparés aux
résultats obtenus avec le logiciel de prédictioPMOPE. Enfin, une quantification de la

fréquence des LT spécifiques de ces peptides salssée chez des donneurs sains non
allergiques en utilisant une méthodologie simila@reelle employée lors de la détermination

des fréquences de LT spécifiques au bio-conjugu&-BiS.

1.1Identification des sites de fixation de la BP sural HSA :

L’identification des sites de fixation de la BP darHSA a été réalisée en collaboration
avec le Dr. Frédéric Halgand (Plate-forme Protéamidiogenouest, IRSET, INSERM
U1085).

Dans un premier temps, les deux bio-conjugués HBASynthétisés a pH physiologique
et a pH basique ont été analysés en spectromé&triragse (MALDI). Des solutions de ces
bio-conjugués et des contrbles (HSA, HSA pH phygjmjue, HSA pH basique) a 10uM ont
été préparées dans de l'acétate d’ammonium 25 mad. dchantillons sont mélangés a
volume égal a de la matrice MALDI (acide sinapimiga 10 mg/ml) et déposés, selon la
méthode de la goutte séche, sur une plaque pousiniglyser en spectrométrie de masse
(MALDI). Les spectres montent un incrément de masb67 Da pour le bio-conjugué HSA-
BP en pH physiologique et un incrément de mas€&8@6 Da pour le bio-conjugué HSA-BP
en pH basique. La BP ayant une masse molaire deDa34e bio-conjugué HSA-BP a pH
physiologique présenterait donc un site de fixaators que le bio-conjugué HSA-BP a pH
basique présenterait dix-sept sites de fixation.

Dans un deuxieme temps, afin didentifier ces siths fixation, des digestions
enzymatiques ont été réalisées et une cartograggsepeptides obtenus est réalisée par
spectrométrie en masse (MALDI). Pour cela, lesdapjugués sont d’abord réduits par le
DiThioThréitol (DTT) et l'alkylation est réaliséeneutilisant de I'iodoacétamide. Les
échantillons sont ensuite digérés par la protéasisie. Plusieurs protéases ont été testées :

- Trypsine (coupure apres les lysines et les argiine

- Endoprotéase Glu C (coupure apres les acides ghjias)

- Endoprotéase Arg C (coupure apres les arginines)

Apres digestion, les échantillons sont dessalégpbBase Poros. lls sont ensuite mélangés a
volume égal a de la matrice MALDI et déposés suwe plaque MALDI selon la selon la
méthode de la goutte séche. Les spectres de masge dépouillés manuellement.
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L’attribution des séquences peptidiques pour les pisualisés sur les spectres de masse est
réalisée par comparaison des masses expérimemtakesnasses théoriqgues obtenues par
digestionin silico de la séquence de la HSA a l'aide du logiciel idepass présent sur le
site web d’Expasy et pour I'enzyme choisie. La rfiodiion par la BP correspond a des
incréements de masse de 334,4 Da.

Pour chacune des digestions, le recouvrement lgitebka HSA est de I'ordre de 60%
mais avec des zones de recouvrements complémengaite les trois digestions. L'analyse
des spectres obtenus permet de déterminer ladatiah des sites de fixation potentiels de la
BP sur la HSA(cf. tableau 6)

Protéase Trypsine Endoprotéase Glu C Endoprotéas€ A
HSA-BP pH
P Q404 K262 485-585 : 1 modification
physiologique
K136 ou K137 / | K262 / K271 / K281 429-445 : 2 a 3 modifications
HSA-BP pH e
_ K159 / K212 / / K313/ R336 ou 446-472 : 2 a 3 modifications
basique

K414 | K519 337/ K372 / K444 446-484 : 1 modification

Tableau 6: Sites de fixation putatifs de la BP a lalSA
(Q :Glutamine ; K : Lysine; R :Arginine)

La digestion par la trypsine met en évidence peurib-conjugué HSA-BP synthétisé a pH
physiologique, un site de fixation potentiel aueaiu de la glutamine 404 de la HSA alors que
la digestion par I'endoprotéase Glu C révéle umessite de fixation potentiel au niveau de la
lysine 262. Concernant le bio-conjugué HSA-BP sgtisié a pH basique, la digestion par la
trypsine met en évidence cing sites de fixatiorepoels, uniqguement au niveau de lysines
(lysine 136 ou 137, lysine 159, lysine 212, lys#i4 et lysine 519) et la digestion par
'endoprotéase Glu C révéle sept autres sites xiidin potentiels au niveau de lysines
(lysines 262, lysine 271, lysine 281, lysine 3§8ine 372 et lysine 444) et au niveau d’'une
arginine (arginine 336 ou 337). Dans la littératurela glutamine ni I'arginine n’ont été
décrits comme pouvant fixer la BP. ChimiqguemenBRane peut pas se fixer a la glutamine
mais peut se fixer a I'arginine. La digestionentloprotease Arg C génére des fragments de

grande taille, ce qui empéche de proposer la katadin précise de la BP.
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En plus de ces digestions enzymatiques, des calipur€NBr ont été réalisées mais
ont conduit a la précipitation des peptides, ema@thanalyse en spectrométrie de masse. La
coupure au CNBr a donc été abandonnée.

Ainsi, pour les trois digestions, différents sifegatifs de fixation de la BP a la HSA
ont été identifiés. Malheureusement aucun consemsaist a la localisation des sites n’existe
entre les trois protéases. Ce résultat peut suggéeehétérogénéité du marquage. En effet,
chacun des échantillons ayant été digéré pardesprotéases différentes, un, voire deux sites
de fixation consensuels pour un méme échantillaraient du étre identifiés avec les trois
digestions, ce qui n’est pas le cas. De ce fait¢saltat peut suggérer que la fixation de la BP
a la HSA n’est pas homogéne d'une molécule d’HSAna autre. Une autre explication
possible pourrait étre que les pics putatifs posteales modifications identifiées
correspondraient non pas a des peptides théoriquessis des clivages par les protéases
mais a des coupures aspécifiques. Cependant, gm cencerne la digestion par la trypsine,
il semble que les peptides porteurs d'un grouperBéntorrespondent a des fragments avec
des « miscleavage ». Les lysines correspondanées étodifieées par la BP, la trypsine ne
reconnait alors pas le site de coupure de I'endéaset Il est bien entendu que les sites
potentiels identifiés ne sont que putatifs et doiv&re identifiés par spectrométrie de masse
en tandem (MS-MS) afin de vérifier leur présence.

Ainsi, pour le moment seuls ces sites putatifsététidentifiés et seront donc confirmeés
par spectrométrie de masse en tandem. De nouvetsugdd bio-conjugués ont également éte
synthétisés afin de vérifier la reproductibilité ldefixation de la BP a la HSA. Et enfin, les
peptides digérés avec I'endoprotéase Arg C seragérés par la trypsine et analysés par
spectrométrie de masse afin de déterminer plusisgr@ent les sites de modification
potentiels.

Une fois les sites de modification identifiés, peptides potentiellement présentés aux LT

CD4" seront déterminés en utilisant le logiciel Tepit(gfesous-partie 1.3).

1.2ldentification des protéines sériques potentiellesur lesquelles se
fixerait la BP par une approche de modélisation :

Ce travail de modélisation a été réalisé par le Iuie-Anne Chemelle et le
Dr. Raphaél Terreux (IBCP : Institute of BiologydaChemistry of Proteins, Lyon), en
utilisant le logiciel SUMO pour « Surfing MoleculesCe logiciel a été développé en 2000 a

'IBCP et permet de comparer et de déterminer deasités entre la surface d’'une protéine
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donnée, décrite par des « objets SUMO », a cedletids protéines présentes dans des bases
de données, telles que la base de données denpos&riques humaines (Human Serum Data
Bank) ou la base de données de protéines (Protata Bank). En effet, la surface des
protéines est décrite par des « objets SUMO », rgmidoen compte deux parametres :
- la nature de la fonction chimique, comme par exemfd fonction hydroxyl, la
fonction thiol, la fonction amide, la présence dgmupement hydrophobe aromatique
etc...., correspondant au type d’objet. Il existetglpes d’objets « SuMo ».

- la position de la fonction chimique, correspondafd localisation de I'objet.

Le logiciel SuMo effectue alors des comparaisonstrij@ets d’objets contigus
provenant de la surface de la protéine étudiée eelles des protéines présentes dans la base
de données testée. Le logiciel SUMO fournit ensuitescore, qui traduit la similarité des
objets, en terme de nature et de position, présemtla surface des protéines.

Ainsi, dans le cadre de notre étude, les PBP (HemiBinding Proteins), protéines
bactériennes cibles d@dactames, ont constitué les protéines de référdficesffet, les PBP
sont des enzymes bactériennes qui permettent thesadu peptidoglycane et sur lesquelles
se fixe la BP. La surface de ces PBP a été dé&orée des « objets SUMO » et a été comparée
a celle de toutes les protéines présentes danséadsdonnées Human Serum Data Bank,
constituées de 56 000 modeles, en utilisant leielgbuMO.

L’analyse des résultats obtenus avec le logicieMSua permis d’identifier cing
protéines sériques humaines susceptibles de ixBPlet les sites potentiels de fixation de la
BP sur ces cing protéinésdiqués en rouge)

- la diméthylglycine déhydrogénase(Lysine 481 et Tyrosine 695)
- la Ficoline 2 (ou L-ficoline)(Sérine 18)
- l'albumine humaine (Lysine 130)

- la protéine 5 associée a la multi-résistance (MRP:5multidrug resistance-

associated protein 5)(Lysine 1040)
- la protéine C4-A du complémentLysine 375)

Dans la littérature, la lysine constitue [I'acide ian sur lequel se fixe
préférentiellement la BP (Yvon et al. 1988; Yvornaet1989; Yvon et al. 1990; Meng et al.
2011), bien que des études aient révélé que laoBRgit également se fixer sur des histidines
(Lafaye et al. 1987; Lafaye et al. 1988). Par anka sérine et la tyrosine n’ont jusqu’a

présent jamais été deécrites comme pouvant réatissrliaisons covalentes avec la BP.
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Chimiquement, la BP peut se fixer a la sérine emé& une liaison stable. La BP peut
également se fixer a la tyrosine mais il sembleyaé la liaison formée ne soit pas trés stable.

La HSA se trouve parmi les cing protéines susckystide fixer la BP provenant de
notre étude de modeélisation ce qui conforte no&matche d’avoir choisi dans un premier
temps la HSA comme protéine cible de la BP. La HSAproduite par le foie et constitue la
protéine la plus abondante dans le sérum (condemtrd’environ 40 g/l de sang). Elle joue
entre autre un réle majeur dans le maintien deuilége hydriqgue du sang et dans le transport
de nombreuses molécules (ions calcium, hormonetesagras libres, médicaments ...).

La diméthylglycine déhydrogenase est une enzymmegttant la conversion de la
N,N-dimétylglycine en sarcosine, qui sera ensui@vertie en glycine par la sarcosine
déhydrogénase. Ces réactions ont lieu dans lesmoimalries des cellules (Moolenaar et al.
1999; Binzak et al. 2000; Binzak et al. 2001).

La ficoline 2 (ou I-Ficoline) est une protéine dytisée dans le foie et sécrétée dans le
sang. Il s’agit une molécule de reconnaissancebkdlde I'immunité innée du plasma. En
effet, elle joue le r6le de sentinelles de I'enmimement extracellulaire, en étant capable de
reconnaitre des motifs microbiens et d’activer mplément par la voie des lectines,
permettant I'élimination des pathogéenes (Kilpatrtkal. 2011).

La protéine 5 associée a la multi-résistance (MRRles médicaments est un
transporteur membranaire d’anions organiques [cGBelic guanosine monophosphate) ;
analogues de nucléosides monophosphates ; compeségtaux lourds ; fluorochromes],
appartenant a la grande famille des transporteBG ATP Binding Cassette). Des études de
'expression de 'TARNm de la MRP5 ont montré quée@rotéine est exprimée de maniere
ubiquitaire dans tous les tissus humains (Borat.&2007; Stojic et al. 2007).

La protéine C4a du complément correspond a uns-goite fonctionnelle de la
protéine C4 du complément. En effet, la protéidedd complément circule dans le sang
sous forme inactive et lorsqu’elle est activée laavoie classique, par la protéine C1 du
complément, elle se dissocie par clivage protémlgj en deux sous-unités fonctionnelles : la
C4a et la C4b. La C4a, anaphylatoxine, est un rtetdiae I'inflammation locale et la C4b se
lie a d’autres sous-unités de protéines du compiépeur former la C3 convertase et la C5
convertase qui sont deux enzymes de la voie classig complément (Stoermer et al. 2011).

Afin de confirmer la validité de ces résultats avhits par modélisation, nous
envisageons également de récupérer le sérum dmisadillergiques et de déterminer par une
approche protéomique si la BP se retrouve bienefidé maniére covalente sur ces cinq

protéines. Il est également possible de récupéresédum de donneurs sains non allergiques,

141



de les mettre en présence de BP, et de déterminenpaapproche protéomique quelles sont
les protéines qui fixent la BP et de voir si lesgcprotéines, issues de cette approche de
modélisation, se retrouvent parmi ces protéines.effet, certaines de ces protéines, en
particulier, la diméthylglycine déhydrogenase eptatéine 5 associée a la multi-résistance,
ne sont pas documentées comme présentes dansute. 9éous aimerions confirmer ces

résultats par une approche expérimentale.

1.3 Détermination des peptides potentiellement présemséaux LT CD4":

Ce travail de prédiction a été réalisé en collalmmaavec le Dr. Bernard Maillére
(CEA, Saclay).

A partir des résultats obtenus via le logiciel SuMaus les peptides de quinze acides
aminés, incluant l'acide aminé de fixation a la @ chacune des cing protéines, ont été
analysés avec le logiciel de prédiction TEPITOH, @terminer ceux qui sont susceptibles
de se fixer aux molécules HLAcf. tableau 7 avec la liste des peptides testéss sou
TEPITOPE)

En utilisant TEPITOPE, nous avons testé la pos&hike fixation des ces peptides aux
allotypes HLA-DR suivants : HLA-DRB1*0101, *03010401, *0701, *0801, *1101, *1501
et HLA-DRB5*0101, en fixant un pourcentage de gfence égal a 6%.

Le logiciel permet de mettre en évidence le réfldlurésidu d’ancrage principal de la
poche de la molécule HLA et détermine la zone dittion possible entre le peptide testé et
la molécule HLA-DR testée sur une longueur de mésidus. Les peptides de neuf résidus
qui ont été mis en évidence avec TEPITOPE commeamiuse fixer aux huit molécules
HLA-DR testées figurent dans le tableau 7.

Il convient de remarquer que pour I'albumine humamesun peptide de neuf résidus
comportant la lysine 130 de I'albumine humaineagtable de se fixer aux molécules HLA de
classe Il testées n'a pu étre mis en évidence evéagiciel TEPITOPE. Il se peut que la
lysine 130 ne soit pas 'acide aminé de fixatiodadBP de la HSA, sachant qu’elle n’a jamais

ete décrite dans la littérature comme fixant la(8Ptableau 4 de I'introduction).
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Human dimethylglycine

Human dimethylglycine

Human Ficolin-2-

Human Serum

Human multidrug
resistance-associated

Human complement

dehyc_lrogenase dehydr_ogenase Precursor Alb_umin protein 5 C4-A precursor
(Lysine 481) (Tyrosine 695) (Sérine 18) (Lysine 130) (Lysine 1040) (Lysine 375)
PTQRVSGLYQRLEX GWELYHRREDSVALY | DRAVGVLGAATLLL S | AKQEPERNECFLQHK | SVLHIVSRVLIRELK | YFVSSPFSLDLSKK
TOQRVSGLYQRLESKXC | WELYHRREDSVALYD | RAVGVLGAATLLL SF | KQEPERNECFLQHKD | VLHIVSRVLIRELKR | FVSSPFSLDLSKKR
QRVSGLYQRLESXCS | ELYHRREDSVALYDA | AVGVLGAATLLL SFL | QEPERNECFLQHDD | LHIVSRVLIRELKRL | VSSPFSLDLSKKRH
RVSGLYQRLESKCSM | LYHRREDSVALYDAI | VGVLGAATLLL SFLG | EPERNECFLQHKDDN | HIVSRVLIRELKRLD | SSPFSLDLSKKRHL
VSGLYQRLEKX CSMG | YHRREDSVALYDAIM | GVLGAATLLL SFLGM | PERNECFLQHKDDNP | IVSRVLIRELKRLDN | SPFSLDLSKTKRHLV
SGLYQRLEX CSMGF | HRREDSVALYDAIMN | VLGAATLLL SFLGMA | ERNECFLQHKDDNPN | VSRVLIRELKRLDNI | PFSLDLSKTKRHLVP
GLYQRLESKCSMGFH | RREDSVALYDAIMNA | LGAATLLL SFLGMAW | RNECFLQHKDDNPNL | SRVLIRELKRLDNIT | FSLDLSKTKRHLVPG
LYQRLESKCSMGFHA | REDSVALYDAIMNAG | GAATLLL SFLGMAWA | NECFLQHKDDNPNLP | RVLIRELKRLDNITQ | SLDLSKTKRHLVPGA
YQRLESKCSMGFHAG | EDSVALYDAIMNAGQ | AATLLL SFLGMAWAL | ECFLQH<KDDNPNLPR | VLIRELKRLDNITQS | LDLSKTKRHLVPGAP
QRLESKCSMGFHAGW | DSVALYDAIMNAGQE | ATLLL SFLGMAWALQ | CFLQHKDDNPNLPRL | LIRELKRLDNITQSP | DLSKTKRHLVPGAPF
RLESKCSMGFHAGWE | SVALYDAIMNAGQEE | TLLL SFLGMAWALQA | FLOQHKDDNPNLPRLYV | IRELKRLDNITQSPF | LSKTKRHLVPGAPFL
LESKCSMGFHAGWEQ | VAL YDAIMNAGQEEG | LLL SFLGMAWALQAA | LQHKDDNPNLPRLVR | RELKRLDNITQSPFL | SKTKRHLVPGAPFLL
ESKCSMGFHAGWEQP | ALYDAIMNAGQEEGI | LLSFLGMAWALQAAD | QHKDDNPNLPRLVRP| ELKRLDNITQSPFLS | KTKRHLVPGAPFLLQ
SKCSMGFHAGWEQPH| LYDAIMNAGQEEGID | LSFLGMAWALQAADT | HKDDNPNLPRLVRPE | LKRLDNITQSPFLSH| TKRHLVPGAPFLLQA
KCSMGFHAGWEQPHW, YDAIMNAGQEEGIDN | SFLGMAWALQAADTC | KDDNPNLPRLVRPEV | KRLDNITQSPFLSHI | KRHLVPGAPFLLQAL

Tableau 7: Séquences des peptides testés sous TEPPE
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S’agissant de molécules de classe I, il manquesaséquences d’interaction, des
régions flanquantes, composées de 6 acides anfinéd’@btenir des peptides de 15 acides
aminés. Le résidu P1 pouvant étre placé entre sétipo 3 et la position 6 du peptide de 15
acides aminés, il est alors possible de rajouteb2acides aminés en position N-terminale de
ce résidu P1. Nous avons choisi aléatoirement jodeitex en position C- et N- terminale de
ces peptides de 9 acides aminés, 3 acides amiogsnant de la protéine en question, afin

d’obtenir des peptides de 15 acides am{oédableau 8)

ZONE
PROTEINES | DIINTERACTION PEPTIDE RETENU
L (15 résidus)
(9 résidus)
_ Human YQRLESKCS SGLYQRLESK CSVIGF
dimethylglycine
dehydrogenase
(Lysine 481) LESK CSMGF YQRLESKCSMGFRHAG
. Human YDAIMNAGQ VAL YDAIMNAGQEEG
dimethylglycine
dehydrogenase
(Tyrosine 695) VAL YDAIMN EDSVAL YDAIMN AGQ
LLL SFLGMA AATLLL SFLGMAWAL
Human Ficolin-2-
Precursor LGAATLLL S VGVLGAATLLL SFLG
(Sérine 18)
LL SFLGMAW ATLLLSFLGMAWALQ
Human Serum Pas de zone

Albumin
(Lysine 130)

d’interaction Pas de peptides

LKRLDNITQ IRELKRLDNITQSPF
Human multidrug
resistance- VLIRELKRL VSRVLIRELKRLDNI
associated protein
5 LIRELKRLD SRVLIRELKRLDNIT
(Lysine 1040)
IRELKRLDN RVLIRELKRLDNITQ
Human FSLDLSKTK SSHFSLDLSKTKRHL
complement C4-A
precursor
(Lysine 375) LDLSKTKRH PELDLSKTKRHLVP

Tableau 8: Liste des peptides choisis pour la syrise et les tests biologiques
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Une approche similaire sera également utiliséec des bio-conjugués HSA-BP
lorsque les sites de fixation seront détermicéssous-partie 1)

1.4 Synthése des peptides couplés a la BP :

Dans un premier temps, nous avons choisi de naadiger sur la synthese des peptides
ou la lysine est l'acide aminé fixant la BP, étalinné qu’il s’agit de I'acide aminé
préférentiellement décrit dans la littérature confirant la BP(cf. figure 38) Les peptides
ou les acides aminés de fixation a la BP sontriaeét la tyrosine seront synthétisés dans un
second temps.

maniére covalente a une lysine

t II..-S
0 N\)/ Ouverture du NH
s !

> o 1

E:OOH noyaup-lactame ( \rj/

Noyau p-lactame

NH,
— COOH

o)
Figure 38: Représentation schématique de la fixatiode la benzyl-pénicilline sur une lysine

La synthése de peptides couplés a la BP sur umelggut se réaliser de trois manieres

différentes :

- Synthese du peptide sans la BP dans un premiestetgans un deuxieme temps,
synthese du bio-conjugué peptides-pénicilline ewasuila méme méthodologie
que celle employée avec la synthése de bio-confug&A-BP

- Synthese du peptide sur support solide par la tqaknilite « Fmoc » en utilisant
des lysines protégées « orthogonalement » (queépbdes groupements protecteurs
qui peuvent étre clives sélectivement). Ainsi, does la synthése du peptide

réalisée sur résine, le groupement protecteur denietion amine du résidu lysine
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est clivé sélectivement. Il est alors possible derfla BP uniquement sur les
lysines déprotégées sélectivement et ensuite désaéal’étape finale de
déprotection du peptide et de clivage de la résine.

- Synthese d'un monomere lysine-BP et introducticgggiacontrolée de ce
monomere lors de la synthése du peptide sur sugptide via la méthodologie

Fmoc.

La premiére méthode ne permet pas de garantixédidn sélective de la BP sur la
lysine d’intérét, en particulier lorsque le peptidemporte plusieurs lysines ou d’autres
fonctions chimiques nucléophiles capables de stextgier et d’ouvrir le noya-lactame.
Nous avons néanmoins essayée d’employer cette deepiaur fixer la BP sur un peptide test
mais I'essai n'a pas été fructueux.

La deuxieme méthode permet de fixer sélectiverree®R sur la lysine d’intérét mais
elle requiert un choix adéquat et judicieux de gemnents protecteurs pour chaque peptide.
Cette déemarche est donc complexe et contraignante.

Nous avons ainsi choisi d'utiliser la troisieme hagte qui permet de réaliser la liaison
de la BP sur la lysine d'intérét du peptide de mamnisélective et qui apporte une grande
flexibilité dans la synthése des peptides modiftes. effet, en synthétisant le monomere
lysine-BP, il est ensuite possible d’automatisesyathése de ces peptides, en utilisant ce
monomere comme un acide aminé classiqgue. Néanmleimeonomere lysine-BP se doit
d’étre protégé avec des groupements protecteunsdadviter des couplages croisés non

désirés.

Ce travail concernant la synthese du monomeére éyBi a été effectué en
collaboration avec le Pr. Delphine Joseph et leS2mdrine Delarue-Cochin (UMR CNRS
8076, Université Paris-Sud, Chatenay-Malabry).

La technologie Fmoc étant envisagée pour la syatlies peptides modifiés, il est
nécessaire de protéger les fonctions amines etotedions carboxyliques du monomere
lysine-BP avec des groupements protecteurs, aéwitdr les couplages croisés non désires.
Au cours de la synthese du peptide, les groupenobioisis doivent pouvoir se cliver lors de
la déprotection des peptides en méthodologie Finmgroupement CbZR( sur la figure39)
est envisagé pour la protection de la fonction amdn noyau thiazolidine obtenu apres
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ouverture du noyaf}-lactame alors que le groupement PMB est envisagé lp protection

de la fonction carboxylique de ce méme hétérocycerétrosynthése du monomere lysine-

BP est présentée en figure 39 :

=z
T
winT

o
2 OPMB
o
+
OPMB OPMB
g g NH,
p— p—
FmocHN R =Ch7 FmocHN
COOH COOH FmocHN 3
COOH

Figure 39: Retrosynthése du monomeére lysine-BP

Afin d’éviter les couplages croisés non désirésecka fonction acide de la BP et les
fonctions amines des autres acides aminés, la grerétape a consisté a protéger la fonction
acide de la BP sous la forme d'un ester via le geawent protecteur PMES. figure 39 :
composeé 2 et figure 40Rour cela, la benzyl-pénicilline G commercialenésous forme de
carboxylate de sodium, est directement mise entiofacavec du bromure de 4-

methoxybenzyl(cf. figure 40)

S n
! Bromure de 4-méthoxybenzyle J;'T/S
O on DMF, r.t., 3h N
a
74 % o/ OPmB

Figure 40: Protection de la fonction acide de la BP

Plusieurs essais d’ouverture directe de la BP géatépar le chlorhydrate de la N-Fmoc lysine
commerciale se sont avérés peu efficaces. En &dfehlorhydrate de la N-Fmoc lysine est
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peu soluble sous sa forme zwitérionique dans Idiguri organiques et les réactions en sont
particulierement ralenties. Ces essais d’ouverture été réalisés dans I'eau ou dans des
solvants tres polaires (DMF) en présence de basealaflibérer 'amine de son chlorhydrate.
Néanmoins, les rendements en lysine-BP restenffdigles et des réactions secondaires de
déprotection de la lysine sont systématiquemengroBss. C’'est pourquoi, la deuxieéme étape
a consisté a préparer une lysine Fmoc plus soleblenilieu organique en protégeant la
fonction carboxylique de la lysine. Par ailleursite protection permettra d’employer des
quantités moindres de base pour le couplage déla B lysine et d’éviter les réactions de
déprotection du groupement Fmoc. Plusieurs grouptsyotecteurs ont été introdu(ts.
figure 41). Aprés les séquences de fixation de la lysifeeBP et de libération de la fonction
acide de la lysine pour le couplage peptidiqueestcta protection par l'allyl-alcool qui a été
retenue puisque les clivages de l'ester de métbyledu dérivé silylé se sont montrés

difficiles et sont accompagnés d’'une déprotectiatigle non désirée du groupement Fmoc.

@ © @ ©
NH, NH; C! NHZ NH; X
i v
FmocHN FmocHN FmocHN FmocHN
COOH COOR, COOH COOTMSE
- X=Cl 84%
R; = Me quantitatif X=0Ac 85%

= All quantitatif

(i) SOCl,, méthanol or allyl alcohol, reflux, 3h; (i) SOCI,, DCM, reflux, 3h puis 2-trimethylsilyléthanol, DCM, r.t., 24
h; (i) H, 1 atm, Pd/C catal., HCl ou AcOH , EtOH, r.t., 3h.

Figure 41: Protection de la lysine Fmoc

La troisieme étape a consisté en I'ouverture dulan@ylactame de la BP par la lysine
Fmoc modifiée(cf. étape i sur la figure 42)Pour finir, la fonction amine du cycle
thiazolidine est protégée avec un groupement ([€Cbz2tape ii sur la figure 42Et enfin, le
groupement protecteur allyl-alcool de la fonctioarboxylique de la lysine est clivé
sélectivement sans affecter les deux autres groeiesmprotecteurs du monomere
(groupement Cbz et PMB) ni le groupement Fn{efc étape iii sur la figure 42)De cette
maniere, il est alors possible de fixer ce monomgré’autres acides aminés afin de
synthétiser les peptides désirés. La synthese apdirdisée afin de préparer plus de 5g du

monomere lysine-BP protégé.
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(i) DIEA, DCM, reflux, 4 h; i, lii
(i) BhOCOCI, DIEA, DCM, reflux, 7 h;
(iii) acide barbiturique, Pd(PPhg), catal.,
DCM, EtOH, r.t., 1 h. @
NHH
Qg_i/s
O
CbzN
NH
(g\ OPMB
Monomere Lysine-BP FmocHN”  cP°H

Figure 42: Synthése du monomeére Lysine-BP

Ce monomeére a été envoyé a la société Protéogemigrflausbergen, France), qui a
réalisé la synthese des peptides. La synthese elgtsd@s obtenus par modélisation sur
lesquels la BP est fixée a une lysine a été réaleéec ce monomere. L’analyse par
chromatographie en phase liquide couplée a la sprétrie de masse des peptides obtenus
réveéle que le monomeére a bien été inséré a la balace pour tous les peptides synthétisés,
validant ainsi notre approche expérimentale. Néamsnde groupement Cbz de I'amine
endocycliqgue demeure insensible aux réactions geotietion. Plusieurs protocoles de
déprotection ont été essayes afin d’éliminer ce gement protecteur sans altérer le peptide
mais aucun n’a fonctionné.

Un second monomere lysine-BP est en cours de sathsur ce monomere, il a été
décidé de ne pas protéger la fonction amine endigog; en espérant que de part son
encombrement stérique, elle ne puisse pas réagirlasdonctions acides des autres acides
aminés et gu’elle ne puisse pas générer des cogptagisés non désirés. Le monomeére sera
envoyé a la société Protéogenix pour re-synthélesepeptides modifiés. Dans I'hypothése
ou cette stratégie ne fonctionnerait pas, il sendasagé d'utiliser 'approche des « lysines

protégées orthogonalement ».
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1.5Tests biologiques:

Plusieurs tests biologiques seront réalisés afidéderminer la validité de ces résultats
issus de I'approche de modélisation par le logiSEMO et de I'étude des sites de fixation
des bio-conjugués HSA-BP et de confirmer l'implioat des peptides choisis dans les
allergies a la BP.

Dans un premier temps, la réponse lymphocytair@rgtsire de ces peptides sera
étudiée sur des PBMC du sang périphérique de psitadlergiques a la BP, en réalisant un
TTL (Test de Transformation Lymphocytaire). A céfiee des patients allergiques a la BP
sont en train d’étre recrutés via une collaboratiwvac le Pr. Sylvie Chollet-Martin (Service
d'immunologie, Hopital Bichat, Paris). Des testsprelifération de ces PBMC en présence
des peptides synthétisés, de la pénicilline libredes bio-conjugués seront réalisés. La
prolifération sera mesurée par cytométrie en flux wdilisant le fluorochrome CFSE
(CarboxyFluorescein Succinimidyl Ester), qui pennzet’identifier les peptides susceptibles
d’étre impliqués dans les allergies a la BP. Sisnoloservons que des peptides, issus de notre
approche de modélisation, sont capables d’induive prolifération des LT de patients
allergiques a la BP, cela permettra de validerenappproche de modélisation, dans le cas
contraire, notre approche sera sans doute a aexélior

Dans un deuxiéme temps, si des peptides ont italyitolifération de LT de patients
allergiques a la BP, des tests de liaisowitro aux molécules HLA de classe Il seront réalisés
avec ces peptides. Ces tests de liaison seronsggan collaboration avec le Dr. Bernard
Maillere. En effet, Bernard Maillere dispose aunsde son laboratoire, d’'une banque de
molécules HLA de classe Il, représentative de laufaipn Caucasienngf. Tableau 9)Ces
molécules HLA de classe Il sont purifiees sur uommne daffinité a partir de lysats de
cellules EBV homozygotes pour les genes HLA. Da#tiges traceurs biotinylés, présentant
une forte affinité pour chacune des molécules dssd Il, ont été synthétisés. Le test de
liaison fonctionne comme un ELISA de compétitides molécules HLA de classe Il sont
incubées en solution avec le peptide traceur hilgtimorrespondant a une concentration
donnée et le peptide compétiteur a tester a difftéseconcentrations, pendant 24 a 72 heures.
Les complexes HLA de classe Il — peptides sontucéptpar des anticorps anti-HLA de
classe Il, préalablement adsorbés sur une plaqgu8AEld 96 puits. Le peptide traceur
biotinylé est alors détecté par I'ajout d’'un conjagstrepatavidine-enzyme. La dégradation du
substrat de I'enzyme forme un produit fluorescqut,est détecté. Les propriétés de liaison de

chaque peptide testé est caractérisé par son IG5@gaspond a la concentration du peptide
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pour laquelle 50% de la liaison HLA de classe Ipeptide traceur est inhibée. Ainsi, en
réalisant ces tests de liaison avec les peptiddsisant la prolifération de LT de patients
allergiques a la BP, il sera alors possible derdeéteer I'affinité de ces peptides pour les
molécules HLA de classe Il. De plus, les résul@sces tests de liaison pourront étre
comparés aux prédictions obtenues avec TEPITORIBt éionné qu'avec TEPITOPE, la
fixation de la BP au peptide ne peut pas étre miseompte dans la prédiction de liaison aux

molécules HLA de classe II.

Alleles Fréquences Traceurs Séguences ICs( (nM)
DRB1*0101 9,3 HA 306-318 PKYVKQNTLKLAT 5
DRB1*0401 5,6 HA 306-318 PKYVKQNTLKLAT 44
DRB1*1101 9,2 HA 306-318 PKYVKQNTLKLAT 38
DRB1*0701 14,0 YKL AAYAAAKAAALAA 34
DRB1*0301 10,9 MT 2-16 AKTIAYDEEARRGLE 100
DRB1*1301 6,0 B1 21-36 TERVRLVTRHIYNREE 330
DRB1*1501 8,0 A3 152-166 EAEQLRRAYLDGTGVE 14
DRB5*0101 7,9 HA 306-318 PKYVKQNTLKLAT 7
DRB3*0101 9,2 Lol 191-120 ESWGAVWRIDTPDKLTGPFT 5
DRB4*0101 28 E2/E168 AGDLLAIETDKATI 2
DPB1*0401 40 Oxy 271-287 EKKYFAATQFEPLAARL 10
DPB1*0402 11 Oxy 271-287 EKKYFAATQFEPLAARL 10

Tableau 9: Banque de molécules HLA (CEA)

Dans un troisieme temps, des tests de stimulatiorL™dale donneurs sains non
allergigues seront ensuite réalisés, avec les qeptayant induit la prolifération de LT de
donneurs allergiques a la BP, en utilisant une nietlogie similaire a celle employée avec
les bio-conjugués. Ainsi, la fréquence des LT djmfeds de chacun des peptides pourra étre
déterminée et il sera possible de savoir si unlasigurs peptides sont impliqués dans les

allergies a la BP en fonction des fréquences détées.
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Conclusions - Perspectives:

Au jour d'aujourd’hui, cette partie du projet n'agppu étre menée a son terme étant
donné que nous avons rencontré des difficultés Basgnthese du monomeére lysine-BP. En
effet, un monomere lysine-BP a été synthétisé sérén aux peptides choisis suite a la
modélisation via SUMO et via TEPITOPE mais a ladanla synthése, un des groupements
protecteurs du monomeére lysine-BP n'a pas pu @&teérpar des voies classiques de
déprotection. D’autres méthodes de déprotectiormedgroupement protecteur sont en train
d’étre testées et l'utilisation d’'un monomere IgsBP avec d’autres groupements protecteurs
est envisagee.

Les tests biologiques présentés ci-dessus seronst i@alisés une fois la synthése des
peptides réalisés et permettront dans un premmpsede valider ou d’invalider notre
approche de modélisation et peut-étre d’identdies peptides reconnus par les LT dans le cas
des allergies a la BP.

Il convient également de noter que lorsque le marertysine-BP sera synthétisé, des
syntheses d’autres peptides pourront étre réaliggesffet, par exemple, lorsque les sites de
fixation de la BP sur la HSA de nos bio-conjuguésost déterminés, nous souhaiterions
vivement synthétiser des peptides contenant leeeac@minés de fixation, couplés a la BP et
réaliser les tests biologiques présentés ci-de&susffet, comme nous avons montré que nos
bio-conjugués HSA-PB sont capables d’activer desdeTpatients sains non allergiques, |l
nous parait judicieux de tester ces peptides idsusos bio-conjugués et qui ont de fortes
chances d’étre impliqués dans les allergies a la B&me si la HSA n’a pas donné de
résultats positifs avec TEPITOPE.
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EFFET DES MEDICAMENTS SUR LA

MATURATION DES CELLULES DENDRITIQUES
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Effet des médicaments sur la maturation des celldedendritiques

INTRODUCTION :

Chez des patients allergiques, des lymphocytes difgpées de médicaments tels que
la benzyl-Pénicilline (BP) (Brander et al. 1995; WiaHellweg et al. 1996; Padovan et al.
1996; Padovan et al. 1997; Weltzien et al. 1998ndJet al. 2011) ou le SMX (Schnyder et
al. 1997; von Greyerz et al. 1999; Farrell et 803), ont été mis en évidence, suggérant la
présence de récepteurs de LT et la présentaticesdimédicaments par des APC.

Les DC, étant des APC professionnelles, peuvémukdr des LT naifs pendant une
réponse immunitaire primaire. Lorsque les DC cagtudes Ag et reconnaissent des signaux
de danger, elles entrent dans un processus deatiatyrconduisant entre autre a I'expression
de protéines membranaires, comme le CD40, le CBBED83, le CD86, HLA-DR leur
permettant de stimuler les LT.

Deux études ont montré une augmentatiowitro de I'expression du CD40 dans des
DC humaines dérivées de monocytes (Mo-DC) de dasnean allergiques, exposées au
SMX et a son métabolite, le SMX-NO (Sanderson et2807) et une augmentation de
I'expression du CD80, du CD86 et de HLA-DR dans desDC provenant de patients
allergiques a I'amoxicilline lorsqu’elles sont expes a I'amoxicilline (Rodriguez-Pena et al.
2006).

Nous avons alors émis I'hypotheése que les médictartels que la BP et le SMX
pourraient induire la maturation des DC en jouala ois le role d’Ag et le role de signaux
de danger, comme cela a été démontré pour dedtieasits de contact tels que le nickel ou
le DNCB, au sein de notre laboratoire (BoislevaleR004; Ade et al. 2007; Antonios et al.
2009).

Pour cela, deux modéles de DC ont été utilisesn@®dHC humaines ont été isolées a
partir de monocytes du sang périphérique aprésséfection magnétique positive via le
marqueur CD14 et différenciées en présence de GM-€$'IL-4 pendant cinqg jours et les
BM-DC murines, proviennent de la différenciationsdarogéniteurs de moelle osseuse de
souris C57Black6, en utilisant du GM-CSF pendarfalirs.

Les DC immatures ont été ensuite stimulées avecdeex médicaments et les
métabolites du SMX, le nitroso-SMX (SMX-NO) et I&Z hydroxylamine (SMX-NHOH).
L’expression des marqueurs de maturation (CD40, €83, CMH de classe Il) a été

mesurée par cytométrie en flux via I'utilisationadticorps couplés a des fluorochromes.

154



MATERIELS ET METHODES

Médicaments et synthése des métabolites du SMX
Les deux antibiotiques testés sont la BP (Sigma,08is, USA) et le SMX (Sigma).
Les métabolites du SMX, le SMX-NO et le SMX-NHOHt @galement été testés. lls ont été

synthétisés par le Dr. Youssef Hajbi et le Pr. Dlp JosepfUMR CNRS 8076, Université

Paris-Sud, Chatenay-Malabry), selon le protocoldipypar I'équipe de Kevin Park (Naisbitt
1996).

La BP est mise en suspension dans de l'eau destdt le SMX et ses métabolites
(SMX-NO et SMX-NHOH) sont dissous dans du DMSO plegrstimulations des DC.

Différenciation des DC humaines dérivés de monocyale sang périphérique (Mo-DC)

Les PBMC ont été purifiés par une centrifugationgnadient de Ficoll (Eurobio, Les
Ulis, France) de couches leucoplaquettaires, preovede volontaires sains, et obtenues via
I'Etablissement Francais du sang (EFS, Rungis, d&anLes monocytes sont isolés des
PBMC par une sélection magnétique positive ensatili des anticorps anti-CD1ddsorbés
sur des billes magnétiques (Miltenyi Biotec, BengSlabash, Allemagne). Les monocytes
sont cultivés & 1. focellules par ml en présence de GM-CSF (550 U/miy'k-4 (550
U/ml) dans du RPMI 1640 contenant du glutamax pgtpenté avec 10% de sérum de veau
foetal inactivé et 1mM de pyruvate de sodium, sansbiatiques (=RPMic) (Gibco
Invitrogen, Paisley, UK). En cinq jours, les montesy se différencient en cellules

dendritiques présentant un phénotype immature (iDC)

Différenciation des DC murines issues de progéniteside la moelle osseuse (BM-DC)

Ma premiere année de thése a été consacrée domsment de ce modele murin de
BM-DC et a sa mise en place au sein du laboratoire.

La différenciation des DC murines immatures dipae progéniteurs de la moelle
osseuse a été réalisée en suivant les protocoteissdians les publications suivantes (Inaba
et al. 1992; Lutz et al. 1999; Pepin et al. 20@7gn y apportant quelques modifications.

Des souris femelles C57 Black 6 agees de 6 semane été utilisées pour la
production des BM-DC (Janvier, Le Genest Saint, IBtance). A JO, Les tibias et les fémurs
des souris sont prélevés, nettoyés rapidement diaiéthanol a 70% et rincés dans du PBS
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(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). Les extrémités daes sont coupées et a l'aide d'une
seringue remplie d’'IMDM (Iscove's Modified Dulbe¢sdedium, Invitrogen) munie d’'une
aiguille 26G, la moelle osseuse est flushée darfaloon de 50 ml contenant de I'IMDM. Les
cellules sont centrifugées a 4°C a 1200 rpm pentdmhin. Le culot est repris dans 2 ml de
tampon de lyse des globules rouges (0.156 M NH4€[/6 mM NaHCO3, 0.116 mM
EDTA) pendant 2 min et apres ajout d’'IMDM, les aldk sont centrifugées a 1200 rpm
pendant 10 min a 4°C. Une numération des cellideséalisée sur une cellule de Malassez en
utilisant du bleu trypan (Sigma). Les cellules salars mises en culture dans des boites de
pétri non traitée pour la culture cellulaire (Therfisher Scientific, Waltham, MA, USA), a
raison de 5. 10cellules dans 10 ml de milieu de culture compMDMc) par boite de
pétri. L'IMDMc correspond a de 'lMDM auquel estoajté 10% de SVF inactivé (Sérum de
Veau Fcetal, Invitrogen), 50 uM de&mercaptoéthanol et 10% de surnageant de J558
contenant du GM-CSF (Granulocyte Macrophage Colstimulating Factor). Les cellules
J558 nous ont été fournies par I'équipe du Pr. S&baAmigorena (Institut Curie, Paris). Ce
sont des plasmacytomes X63-Ag8 transfectés aveeedteur d’expression BCMGSNeo
contenant '’ADNc du GM-CSF murin. Ces cellules JS88retent ainsi dans leur milieu de
culture du GM-CSF. Le surnageant de culture comteleaGM-CSF est alors utilisé dans le
milieu de culture des progéniteurs de la moellewss afin de les différencier en BM-DC.
Chaque lot de surnageant J558 est dosé en ELISA® (8&tems, Minneapolis, USA) afin de
connaitre la concentration en GM-CSF. Un test d&rénciation des progéniteurs de la
moelle osseuse en BM-DC est également réaliséilesant des concentrations différentes de
surnageant afin d’évaluer l'activité du lot de sageant J558 sur la différenciation des
progéniteurs de la moelle osseuse en DC immatuseepourcentage de surnageant J558 a
ajouter au milieu de culture est déterminer entionades résultats de ces deux tests.

A J3, 5 ml de milieu complet sont ajoutés a chacdas boites de pétri. A J6, la
fraction cellulaire non adhérente (FNA) de chaqoéebde pétri est récupérée et 10 ml de
milieu complet sont ajoutés dans chaque boite de peJ10, les cellules adhérentes des
boites de pétri sont récupérées. Les cellules lsges et comptées. Un phénotypage du
marqueur CD11c, marqueur de BM-DC est réalisé. dirgentage des cellules CD1lest
alors généralement supérieur & 90%. Les BM-DC atmms reprises & 1. i@ellules par ml
dans des petites boites de culture Corning© (ThErsher Scientific) dans de I'IMDMc sans
surnageant J558 et sont stimulées avec les difeene@tiicaments.

Lors de la mise au point du modele, nous avongrebsqu’il est possible de

différencier des BM-DC a partir de la fraction odédire non adhérente obtenue a J6. Dans ce
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cas-la, un comptage de la FNA est réalisé et lhdes sont réensemencées dans de nouvelles
boites de culture a raison de 5° t@llules par boite de pétri contenant 10 ml d’IM&M

J10, 5 ml d'IMDMc sont ajoutés dans chaque boitdl1A, les cellules adhérentes sont alors
récupérées et comptees. Un phénotypage du mar@ELkc est réalisé. Le pourcentage des
cellules CD11¢ est alors généralement supérieur & 90%. Les eslkdnt alors reprises a 1.
10° cellules par ml et sont stimulées avec les différenédicaments.

Traitement des DC immatures (iDC) par les médicames

Les Mo-DC (aprés 5 jours de différenciation) et BSI-DC (apres 10 jours de
différenciation) sont repris en RPMIc pour les MG-2t en IMDMc sans surnageant J558
pour les BM-DC & 1.10cellules par ml. Ces iDC sont stimulés ou non a¥eda BP, du
SMX, du SMX-NO et du SMX-NHOH a différentes conaations et du LPS (provenant de
la soucheescherichia col055:B5, 25ng/ml, Sigma).

Mesure de la cytotoxicité de la BP, du SMX et du SMNO
Apres 24h de traitement, la cytotoxicité des méadmats est évaluée par comptage

des cellules au bleu trypan.

Mesure de I'expression des marqueurs de maturation

Apres 24h de traitement avec les médicaments,daqilipe des DC a été analysé par
cytométrie en flux. Les DC ont été resuspendues dartampon phosphate (PBS : Phosphate
Saline Buffer ; Gibco Invitrogen), supplémenté a0ds% d’albumine bovine (BSA : Bovine
Serum Albumin) et 250000 DC sont incubées avectitarps monoclonal couplé a un
fluorochrome correspondant pendant 20 min a 4°Ge#\R lavages en PBS-BSA 0,5%, les
cellules sont fixées dans du PBS-ParaformaldéhydelL &% anticorps humains suivants ont
été utilisés : CD86-PE (Diaclone), CD83-PE (BD Riesces), CD40-FITC (Beckman
Coulter), CCR7-PE (BD Biociences) et HLA-DR-FITCg@&man Coulter). Les anticorps
murins suivants ont été utilisés CD40-APC, CD86¢-Ht I-ab-FITC (CMH de classe 1l pour
les C57Black 6) (tous provenant de BD Biosciencé®s anticorps isotypes controle
correspondants ont également été utilisés danséeses concentrations afin de déterminer
les fixations non spécifiqgues. 10000 cellules otdt @nalysées sur le FACS Calibur, en
utilisant le logiciel Cell Quest (BD Biosciencegps cellules vivantes ont été identifiees sur
la base de leurs caractéristiques physiques [HS@ward Scatter (granulométrie) et SSC :

Side Scatter]. Les résultats sont exprimés en MBlcespondant a l'intensité moyenne de

157



fluorescence corrigée. La MFIc est égale a MFMHE des cellules traitées ou non / MFI du

contrdle isotypique des cellules traitées ou non.
Analyse statistique:

Des tests de Mann-Whitney ont été réalisés ave@waue inférieure a 0.05 comme critére
de significativité, en utilisant le logiciel Statea (StatSoft, Inc., Tulsa, USA)
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RESULTATS

- Etude de la cytotoxicité des médicaments
Les Mo-DC et les BM-DC immatures sont stimulées daemn 24h avec les
médicaments (SMX, Pénicilline). Différentes concatibns ont été testées: 250, 500 et
1000 uM pour la pénicilline G et 250 et 500 uM puSEMX. Un comptage des cellules est

réalisé et la viabilité est déterminée en utilisdunbleu trypan.

100

Y l l

= T . I
X .\i;
< so0 = 4+
= I -
=
=
E 60
E.) -+-BM-DC
= =Mo-DC
g 40
‘&
.*_:1
o
= 2
-
>

0 ‘ ‘ ‘

0 200 400 600 800 1000 1200

Concentration de la pénicilline (uM)

Figure 43: Cytotoxicité de la BP sur les BM-DC (& 3) et les Mo-DC (n=5)

En ce qui concerne la BP, quelque soit la conceotraestée (jusqu’a 1000 uM) et
quelque soit le modele cellulaire de DC utilisé (BN et Mo-DC), la viabilité cellulaire est
au moins supérieure ou égale a 8% figure 43) La péniciline G ne semble donc pas

toxigue ni pour les BM-DC ni pour les Mo-DC aux degestées.
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Figure 44: Cytotoxicité du SMX sur les BM-DC (n=4)et les Mo-DC (n=5)

Concernant le SMX, quelque soit la concentratioisae (jusqu’a 500 puM) et
guelque soit le modéle cellulaire de DC utiliséyilabilité cellulaire est au moins supérieure
ou égale a 80%cf. figure 44) Le SMX tout comme la BP n’est donc pas toxiqueaur le

BM-DC ni pour les Mo-DC aux doses testées.
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Figure 45: Cytotoxicité du SMX-NO et du SMX-NHOH su les BM-DC a 24h (n=1)

La cytotoxicité des deux métabolites du SMX, le SMR et le SMX-NHOH a été évaluée
sur des BM-DC. Quelque soit la concentration tegjiéggu’a 500uM), la viabilité pour le
SMX-NO est supérieure ou égale a 80% et celle BMX-NHOH est supérieure ou égale
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a 85%(cf. figure 45) Ainsi, pour les concentrations testées, les arétabolites ne semblent
pas toxiques pour les BM-DC.

- Etude de I'expression des marqueurs de maturation
Pour I'étude de I'expression des marqueurs de b, les Mo-DC et les BM-DC
ont été stimulées avec 500 pM de péniciline G 80 M de SMX pendant 24h.
L’expression de ces marqueurs de surface de matuf&D40, CD83, CD86, CCR7, HLA-
DR pour les Mo-DC et CD40, CD86 et l-ab (moléculds classe Il chez la souris
C57Black6)] est mesurée par cytométrie en flux disamt des anticorps dirigés contre ces
marqueurs de surface couplés a un fluorochrome
L’expression de ces marqueurs de surface de matrast exprimée en fonction de
deux parameétres :
- Pourcentage de cellules positives exprimant le neangétudié
- Intensité moyenne de fluorescence corrigée (MFIc)
Les profils d’expression des marqueurs obtenudesuBM-DC et les Mo-DC apres
les avoir stimulées avec la pénicilline G et le SEht présentés dans les figures 46 et 47.
Deux tableaux récapitulant les résultats obtenud’'snsemble des donneurs et des souris
testés sont présentés dans le tableau 10 pourdd3@/et le tableau 11 pour les BM-DC.
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Mo-DC

CD40 CD86 CD83

Nombre de
cellules

Log (fluorescence)

Controéle isotypique
Milieu

SMX 500pM
Pénicilline G 500pM
LPS

DMSO

CCR7 HLA-DR

Figure 46: Profils d’expression des différents margeurs sur les Mo-DC aprés stimulation par les
médicaments (Pénicilline G ou SMX) ou par le LPS émoin positif)
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Maraueurs CD86 CD40 CD83 HLA-DR CCR7

de squrface % de % de % de % de % de

(Mo-DC) cellules MFic cellules MFic cellules MFlIc cellules MFic cellules MFIc

positives positives positives positives positives

Milieu 29+10 32+18 100+ 0,2 77+ 20 5282, 1,1+0,1 100 £0,5 49 +8,1 11+£10 1,7+04
S%E)AJ(M 30+8,7 32+15 100+0,3 82 +23 7,4 +2, 421 100 +0,3 40 +5,6 11+94 1,7 £0)4
555:;\/' 20+6,1 | 31+14| 100+03 70+19 66+28 4@l | 100+03| 38+47| 11+84 18+0/6

25LnF;?m| 88+18* 34+37* | 100+0,3|217+130* 60+31*| 44+22% 100+£0,1| 36+1,7* | 21+£20 2,6 £0,9
DMSO 28 +4,3 2,8+0,9 100 £ 0,1 81+ 17 55&2, 1,2+0,1 100+£1,0 33+4,0% 90+58 1420,

Tableau 10: Expression des marqueurs de maturatiosuite un traitement des Mo-DC (n=3) par de la BP etlu SMX. Le pourcentage (%) des cellules positivest

I'intensité moyenne de fluorescence corrigée (MFIc3ont indiqués. Les différences statistiquement sigficatives par rapport au milieu et au DMSO (pourle SMX
uniquement) sont également indiquées : p<0,05*.
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A I'état basal, les Mo-DC expriment fortement le 4fDet les molécules du CMH de
classe Il, HLA-DR (100% de cellules positives), nefortement le CD86 (29% de cellules
positives) et tres faiblement le CD83 (5% de ceBypositives) et le CCR7 (10% de cellules
positives). Les profils d’expression des differentarqueurs étudies (CD86, CD40, CD83,
HLA-DR, CCR7) obtenus en fonction des différentstéments sur les Mo-DC [présence de
SMX ou de Pénicilline G, présence de LPS (témoiritifoeu de DMSO (témoin négatif,
véhicule du SMX)] montrent une différence de I'eegsion de ces marqueurs uniquement en
présence de LPS. En effet, lorsque les Mo-DC saitivées en présence des deux
médicaments, aucun changement dans I'expressiaesl€ing marqueurs, que ce soit en
terme de pourcentage de cellules positive ou decMFést observé. Ainsi, seul le LPS induit
une augmentation significative de I'expression dargqueur CD86 a la fois en terme de
pourcentage de cellules positives et de MFIc, dugoeur CD40 en terme de MFIc, du
marqueur CD83 a la fois en terme de pourcentageetleles positives et de MFIc et une
diminution de I'expression des molécules du CMHcdkesse Il, uniquement en terme de

MFIc, ce qui est assez surprenant.

BM-DC

EREEE

CD40 CD86

Contrdle isotopique

(] .

T ¢ Milieu

[OR0]

53 SMX 500uM

§8 Pénicilline G 500uM
= LPS

Log (fluorescence)

Figure 47: Profils d'expression des différents margeurs sur les BM-DC aprés stimulation par les
médicaments (Pénicilline G ou SMX) ou par le LPS é@moin positif) ou par le DMSO (véhicule du SMX)
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CD86 CD40 [-ab
Marqueur % de % de % de
de surface cellules MFIc cellules MFlc cellules MFIc
positives positives positives
Milieu 10+4,8 2,0+0,6 1,2+0,7 1,2+0,2 592 16 £9,7
SMX 10+5,2 2,0+0,7 0,7+0,] 1,1+0,1 55+ 12 +19,0
500uM - e e e -
553:;\/' 94+55 | 20+08| 12+04 12+02 57+15  #M0
LPS 45 + 22 * 49+24 | 32+72*| 38+10* 72+13 32+18
25ng/ml
DMSO 11+4,6 2,1+0,7 1,1+0,4 1,2+0,2 54+1p 15+9,6

Tableau 11: Expression des marqueurs de maturatioapres traitement des BM-DC par la BP et le SMX
(n=3). Les différences statistiquement significaties sont indiquées : p<0,05*.

A I'état basal, les BM-DC expriment faiblement 1®40 (1% de cellules positives) et
le CD86 (10% de cellules positives) et concernaxpression des molécules de classe I,
lab, il existe une population de cellules qui I'érgent fortement et une population de
cellules qui l'expriment plus faiblement. Tout comnpour les Mo-DC, les profils
d’expression des trois marqueurs étudiés (CD40,8C&88-ab) ne sont pas modifiés lorsque
les BM-DC sont cultivés en présence de SMX ou deBPeffet, aucun changement en terme
de pourcentage de cellules positives ou de MFIstrobservé. Seule la stimulation par le LPS
induit des changements de I'expression de ces rearguen particulier une augmentation
significative de I'expression du CD86 en terme aeirpentage de cellules positives et de

I'expression du CD40 a la fois en terme de pouamgpnte cellules positives et de MFIc.

Les BM-DC ont été ensuite stimulées par les méiasodu SMX et les résultats
préliminaires montrent qu’ils n’induisent pas de mements dans I'expression des
marqueurs étudiés. Seul le LPS induit une augmentaignificative de I'expression des

marqueurs étudiés, en particulier des marqueurs @D@DM86(cf. figure 48 et tableau 12)
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CD86

Contréle isotopique
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SMX-NHOH 500pM

LPS
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Figure 48: Profils d'expression des différents margeurs sur les BM-DC aprés stimulation par les

métabolites du SMX (SMX-NO et SMX-NHOH)

CD86 CD40 I-ab

Marqueur de % de % de % de

surface cellules MFIc cellules MFIc cellules MFlIc

positives positives positives
Milieu 2,03 1,26 0,41 0,99 57,10 11,0
SMX-NO

5000M 2,08 1,13 0,05 0,85 52,36 7,57
SMX-NHOH

500M 3,07 1,22 0,54 0,95 48,47 6,79
LPS 25ng/ml 34,63 2,83 51,93 3,54 61,60 11,0

DMSO 5,33 1,41 0,91 1,02 53,92 8,92

Tableau 12: Expression des marqueurs de maturatioaprés traitement des BM-DC par le SMX-NO et le

SMX-NHOH (n=1)
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DISCUSSION :

Dans un premier temps, nous avons étudié la cyitwtéxde la Pénicilline G et du
SMX sur les BM-DC et les MO-DC et des deux métabsldu SMX, le SMX-NHOH et le
SMX-NO sur les BM-DC. Ces études ont montré qu’aarcentrations étudiées, la viabilité
cellulaire est supérieure a 80%. Ces résultats eraccord avec la littérature. En effet, des
études réalisées sur les Mo-DC montrent gu'aucundcité n’est observée pour des
concentrations de SMX allant jusqu’a 4mM et pous dencentrations de SMX-NO allant
jusqu’a 500uM. Pour des concentrations de SMX-N@égaures a 500uM, un pourcentage
significatif de cellules nécrotiques est observan(rson et al. 2007). Des études réalisées
sur les BM-DC montrent que le SMX et le SMX-NO mluisent pas de toxicité pour des
concentrations allant respectivement jusqu’a 2 niisggu’a 250 uM (Elsheikh et al. 2010),
confirmant les résultats que nous avons obtenuaniéins, au dela de 250 uM de SMX-
NO, une forte mortalité des BM-DC est observée awvexviabilité inférieure a 70% alors que

nous avons observeé une viabilité de 80% pour uneeasdration de 500 M.

Dans un deuxieme temps, nous avons étudié I'effatad composés sur I'expression
de certains marqueurs de maturation des DC sur aeaeles de DC : les Mo-DC, modéle
humain et les BM-DC, modele murin. L'expressionaiteq marqueurs a été étudiée sur les
Mo-DC : CD86, CD40, CD83, HLA-DR et CCR7 et I'expston de trois marqueurs a été
étudiée sur les BM-DC : CD86, CD40 et I-ab.

A I'état basal, les Mo-DC expriment fortement |IB4D et les molécules de classe I,
HLA-DR, moins fortement le CD86 et faiblement le &Det le CCR7. A I'état basal, les
BM-DC expriment faiblement le CD40 et le CD86 e¢gmntent deux populations de cellules
dont 'une exprime fortement les molécules de @dkd-ab et l'autre plus faiblement. Ainsi,
pour étudier les changements d’expression de ceguears, nous avons pris en compte deux
parametres : le pourcentage de cellules posititeBingensité moyenne de fluorescence
corrigée par rapport au contrdle isotypique.

Les résultats montrent qu’aucun des médicamé&asi¢illine G, SMX et métabolites
du SMX) n’induit de changements de l'expression degrqueurs étudiés sur les deux
modeles de DC, contrairement au LPS, témoin pogiiifi induit des changements de
I'expression des marqueurs étudiés, en particdlies€D40, du CD83 et du CD86.

Concernant les BM-DC, une étude réalisée par Igdu Pr. Kevin Park apporte des

résultats confirmant nos observations sur les BM-BG@ effet, lorsque les BM-DC sont
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exposés au SMX ou au SMX-NO a des concentratiofigues ou non toxiques, I'expression
des marqueurs de maturation CD40, CD86 et moléaldeslasse Il n'est pas augmentée
(Elsheikh et al. 2010)

Concernant les Mo-DC, une autre étude realiséd’¢@auipe du Pr. Kevin Park, a
montré une augmentation de I'expression du CD4&Jjleg les Mo-DC sont stimulées avec du
SMX ou du SMX-NO. L'augmentation maximale de I'egpsion du CD40 est observée pour
des concentrations de SMX comprises entre 250@1iM0et une concentration de SMX-NO
de 1uM (Sanderson et al. 2007). Nous ne retroupasscette augmentation de I'expression
du CD40 lorsque les Mo-DC sont cultivées en préselecSMX a 500uM. L'effet du SMX-
NO sur les Mo-DC n'a pas été évaluée dans notrdeétidléanmoins, I'étude montre
également que le SMX et le SMX-NO n’induisent pa&sathangement de I'expression du
CD80, CD83 et CD86. Nous retrouvons ce résultat pegideux marqueurs CD83 et CD86.
Pour les auteurs, le SMX et le SMX-NO induisentéti@t semi-mature des Mo-DC puisque
seule l'expression d’'un marqueur de co-stimulatibm, CD40 est augmentée et que
I'expression des autres marqueurs de co-stimuléi@80, CD83 et CD86) ne I'est pas.

Concernant l'effet des antibiotiques de la faendes3-lactames sur la maturation des
DC, une étude portant sur les Mo-DC provenantatepts présentant une hypersensibilité
de type retardée a I'amoxicilline et d’un groupetcdle constitué de donneurs ne présentant
pas d’historique d’hypersensibilités aux pénicdbna été réalisée par I'équipe du Dr. Miguel
Blanca. Lorsque les Mo-DC de patients allergiguesio groupe contréle sont cultivées en
présence de LPS ou de TNFune augmentation de I'expression des moléculedadse |l,
HLA-DR et des marqueurs de co-stimulation CD80, @BB8CD86 est observée. Lorsque les
Mo-DC des patients allergiques sont cultivés ersgmée d’amoxicilline a 50 et 250 pug/ml,
une augmentation significative du pourcentage tlales positives et de la MFI est observée
pour les molécules de classe I, HLA-DR et les malés de co-stimulation CD86 et CD80
mais I'expression du CD83 n’est pas modifiée esgmée d’amoxicilline (Rodriguez-Pena et
al. 2006). L’'amoxicilline induit donc une maturatigrartielle uniqguement des Mo-DC de
patients allergiques a I'amoxicilline. En effetexpression de ces quatre marqueurs
membranaires n’est pas augmentée chez les Mo-Dyftadye contrdle, cultivées en présence
d’amoxicilline pendant 72h. Si les Mo-DC des padieallergiques sont cultivées a la fois en
présence d'amoxicilline et de LPS ou de T&lFfaugmentation de I'expression des
molécules de classe Il, HLA-DR est plus importagigee si les Mo-DC sont cultivés
seulement avec le LPS ou le THFee qui n'est pas le cas pour les marqueurs CD8ID86

(Rodriguez-Pena et al. 2006). Les Mo-DC de patietiisrgiques, cultivées en présence
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d’amoxicilline sont alors capables d’induire la lfféyation des LT autologues périphériques
chez huit patients sur neuf, ce qui n’est pas $edes Mo-DC du groupe contrdle (Rodriguez-
Pena et al. 2006). Les auteurs suggerent que diftteence peut étre liée a des propriétés
intrinséques des Mo-DC des patients allergiquea diautres facteurs présents dans le sérum
des patients, tels que des cytokines, des chimiskies anticorps, des cellules nécrotiques
ou apoptotiques etc..., facteurs pouvant modulerdturation de la DC (Rodriguez-Pena et
al. 2006). Une autre étude concernant la sécréfibr a été réalisée sur les DC isolées du
sang peériphérique d’'une patiente ayant développéxantheme maculopapuleux généralisé
et une angio-cedeme facial suite a un traitemefatngokicilline (Lima et al. 2010). Les DC
plasmacytoides (pDC) caractérisées par I'expressionmarqueur BDCA-2 (blood DC
antigen 2) et les DC myeloides (mDC) caractérig@ed’expression du marqueur BDCA-1
(blood DC antigen 1) ont été isolées a partir dwélevement de sang périphérique de la
patiente. Lorsque les pDC sont stimulées par dedacilline ou de la BP, médicament pour
lequel la patiente n’'a jamais développé de réactbergique, une augmentation de la
sécrétion d’IL-6 est observée alors que lorsqueniBE sont stimulées par ces médicaments,
aucun changement dans la sécrétion d’lIL-6 n’esém@éscomparé au Mo-DC non stimulées.
La sécrétion d'IL-6 est beaucoup plus importantsdae les pDC sont stimulées avec la BP
gu’avec I'amoxicilline. Ces résultats ayant étéeolot uniquement sur une patiente, les auteurs
envisagent de confirmer leurs observations suramhbme plus important de patients (Lima et
al. 2010).

Ainsi, au vue de ces études, il semblerait quiaices médicaments tels que le SMX,
la BP ou I'amoxicilline et certains de leurs métitbe comme le SMX-NO, soient capables
d’'induire des changements phénotypiques (expresdes molécules de co-stimulation
comme le CD40) et/ou fonctionnels (sécrétion deolages comme I'IL-6) sur les DC
humaines de donneurs allergiques mais égalemental@rmiques, en particulier pour la
modification de I'expression du CD40 par du SMX du SMX-NO. Ces modifications
phénotypiques et fonctionnelles conduisent a l'inidimcd’'une maturation partielle des DC
humaines, suggérant que ces médicaments sont eapibjouer a la fois le réle d’antigene et
de signaux de danger méme si ce ne sont pas dedends forts de la maturation des DC.

Néanmoins, nos résultats ne confirment pas cesndifons puisque ni le SMX et ni
la BP ne sont capables d’induire une maturatiorigdig ou totale des DC humaines aux
doses testées. Nos résultats montent égalemeitd @lReet le SMX ainsi que ses métabolites
n’'induisent également pas la maturation des DC mesri résultats en accord avec la
littérature (Elsheikh et al. 2010). Cependanteiad intéressant de tester le SMX-NO sur les
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Mo-DC afin de déterminer s'’il induit ou non une mantation du CD40. Si tel est le cas, les
mécanismes moléculaires et les voies de signalisatipliquées dans cette augmentation de

I'expression du CD40 pourraient étre par la suiteliés.
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DISCUSSION
GENERALE



L'objectif de ce travail est de mieux comprendrs lmécanismes moléculaires
impliqués a I'échelle des LT et des DC, dans leggiks aux médicaments, en particulier a la
BP et au SMX. Trois axes de recherche ont été dppébk au cours de mon doctorat et
constitueront les trois sous-parties de la disomséif. figure 37 dans les objectifs des
résultats)

1- Détermination de la fréquence des LT spécifiques aedicaments chez des

donneurs non allergiques

2- Détermination des peptides couplés aux médicane¢miesentés aux LT

3- Effet des médicaments sur I'état de maturationlieés

1- Détermination de la fréquence des LT chez des donmes non allergiques

L'objectif de cette premiere sous-partie du pr@tit de savoir si chez des patients
non allergiques, il existait des LT spécifiquedal8P et si oui, quelle était leur fréquence. En
effet, il semblerait que la taille du répertoiresdd CD4 spécifiques d’un Ag donné controle
en partie I'intensité de la réponse lymphocytai@4C dirigée contre cet Ag (Moon et al.
2007). Cette observation laisse a penser que @pekimmunogene d’'un Ag donné peut étre
évalué en déterminant la fréquence des LT Thdifs spécifiques de cet Ag. Une étude
menée sur les anticorps monoclonaux thérapeutignesa confirmer cette hypothese (Delluc
et al. 2011). Nous avons ainsi décidé d’évaluérdguence des LT CD4aifs spécifiques de
la BP chez des donneurs non allergiques.

Pour cela, nous avons choisi d'utiliser la méthod@ développée par le
Dr. Stéphanie Delluc (Indicia, Lyon) et le Dr. Bard Maillere (CEA, Saclay) (Delluc et al.
2010; Delluc et al. 2011(xf. figure 34)pour plusieurs raisons :

- En utilisant des DC autologues pour la présentatmiiAg (bio-conjugués HSA-BP)
aux LT, il n’est pas nécessaire de connaitre lesupitopes issus de cet Ag qui sont
reconnu(s) par les LT, contrairement a la méthaglelales tétrameéres. En effet, les
DC vont capturer I'Ag et le digérer en peptides dmartains porteront la BP et seront
présentés aux LT via les molécules HLA de classe I

- Les possibles restrictions aux molécules HLA dessgall sur la reconnaissance de
I'Ag par les LT CD4 peuvent étre étudiées en testant plusieurs dosineui
présentent des molécules HLA de classe Il diff@®nt

- Les restimulations successives par des DC autadoguatures chargées avec I'Ag

permettent d’amplifier uniguement les LT spécifiguee I'Ag, améliorant la
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sensibilité de I'approche et permettant ainsi deectér des LT spécifiques de I'Ag,
présents méme a de faibles fréquences.
- La possibilité de déterminer la frequence des LAcHmues de I’Ag en utilisant la loi

statistique de Poisson.
Néanmoins, nous aurions trés bien pu utiliser lahodologie développée par I'équipe du
Dr. Federica Sallusto (Geiger et al. 20@®) figure 32 dans la partie Introductiondans
cette méthodologie, une étape préalable d’amplifingpolyclonale des LT avec de la PHA
(Phytohaemaglutininne) est réalisée, ce qui peraifaugmenter la sensibilité de la
méthodologie en amplifiant les LT spécifiques digl’ qui peuvent étre ainsi mieux détectés.
L’amplification dure quatorze jours et permet céattire des facteurs d’amplification de 1000
a 5000. Il est alors possible pour un méme indidéwcribler un ou plusieurs Ag donné(s). Le
ou les Ag est/sont présentés par des monocytedogués, ce qui permet d’étudier de
possibles restrictions aux molécules HLA de cldksee plus, en utilisant des CPA, il n’est
également pas nécessaire de connaitre le ou epépissus de I’Ag qui sont reconnu(s) par
les LT. La spécificité des LT pour un Ag donné @stluée par mesure de leur prolifération
(incorporation de thymidine tritiée), quatre jouaprés la stimulation antigénique. La
fréquence des LT CD4spécifiques de I'Ag testé est aussi calculée eplayant la loi
statistique de Poisson. L’équipe du Pr. Kevin Par#téveloppé une méthodologie similaire
afin de mieux caractériser la réponse lymphocytaideite par un médicament (Faulkner et
al. 2012). Cette méthodologie consiste a cultiverlde en présence de Mo-DC immatures et
du médicament a tester pendant une semaine. Urarse@pres, les LT sont restimulés en
présence de Mo-DC et du médicament & tester etephgscaractéristiques de la réponse
lymphocytaire sont alors évaluées : la proliféeraggshmesurée par CFSE et par incorporation
de thymidine tritiée, la sécrétion de certainekiytes a été évaluée par ELISpot et le
phénotype des LT a été caractérisé. Dans le c&VKNO, une prolifération des LT CD4
et des LT CD2 naifs est observée lorsqu’ils sont restimulésdesr Mo-DC en présence de
SMX-NO. Ces LT en prolifération en réponse au SM®;Nsont CFSEet expriment le
marqueur CD45RO0. Ainsi, les LT spécifiques du SMR-Bont passés d’'un phénotype de LT
naif CD45R0O a un phénotype de LT mémoires CD45RDétude de la sécrétion de trois
cytokines : IFN, IL-5 et IL-13 a été évaluée par ELISpot. L'IFNet I'lL-13 sont sécrétées
par les LT des trois donneurs testés alors qued’dst sécrétée uniquement par deux des trois
donneurs (Faulkner et al. 2012). Dans le cadrexdaeédthodologie que nous avons utilisée, la
sécrétion d’IFN est utilisée comme marqueur d’activation des Léc#mue de 'Ag testé.

Les LT sont ainsi cultivés en présence d’un cotkigokinique qui induit une différenciation

173



arbitraire de type Thl, ce qui n'est pas le cadadwchnique développée par I'équipe de
Kevin Park (Faulkner et al. 2012). Une autre méthmgle similaire concernant I'étude du
potentiel immunogéne des sensibilisants de conelciqgue le DNBS a également été
développée par I'équipe du Pr. Stefan Martin (Dettal. 2010). Elle consiste a réaliser des
co-cultures de LT naifs (CD4ou CD8) avec des DC autologues matures préalablement
mises en présence du sensibilisant de contacttér.téspres une semaine, une nouvelle
stimulation des LT naifs est réalisée avec des DiGl@gues matures et la prolifération des
LT est mesurée par thymidine tritiée ainsi que tadpction d'IFNy et de TNFe par
marquage intracellulaire et détection par cytoraéemn flux. Cette méthode permet alors
d’étudier I'activation des LT naifs spécifiques nl'sensibilisant de contact, par la mesure du
pourcentage de LT CD4ou CD8 sécrétrices d’'IFN- (Dietz et al. 2010). Avec ces quatre
méthodologies, il est possible également de sissar a différentes sous-populations de
LT telles que les LT totaux, les LT CRQ4es CD8, les LT naifs ou les LT mémoires par
exemple.

Dans le cadre de notre étude, nous avons choisidité les LT CDZ totaux, les LT
CD4" naifs et les LT CD4mémoires. En effet, plusieurs études ont montee lgumajorité
des LT spécifiques de la BP sont de type C#dsqu’ils sont isolés du sang périphérique
(Brander et al. 1995; Padovan et al. 1996; Weltatal. 1998). Nous avons montré qu'il
existe chez des donneurs non-allergiques des LT Gp&cifiques de la BP, & une fréquence
moyenne de 0,29 LT spécifique de la BP par millilenLT CD4. Lorsque les expériences
ont été réalisées sur les LT CDdaifs, la fréquence moyenne est de 0,69 LT spéeifde la
BP par million de LT CD32 naifs (cf. article 1) Cette différence n’est pas statistiquement
significative du fait du faible nombre de donnetastés en particulier pour les LT naifs. Ces
fréequences sont du méme ordre de grandeur ques aditenues pour des Ac thérapeutiques
comme le rituximab (anti-CD20), I'adalimumab (amti--o) et I'infliximab (anti-TNF-).
Ces trois Ac présentent des fréquences respedds35 ; 0,33 et 0,2 LT spécifique par
million de LT CD4 périphériques et sont connus pour étre immunogéngsur induire la
production d’Ac anti-Ac thérapeutiques chez un nmargignificatif de patients (Delluc et al.
2011). D’autres Ac thérapeutigues comme le bevawau (anti-VEGF-A), le trastuzumab
(anti-HER2/neu) et I'étanercept (anti-T&lFprotéine de fusion) présentent des fréquences
plus faibles, qui sont respectivement de 0,1 ; 0,001 LT spécifique par million de LT
CD4" périphériques et sont plutdt bien tolérés chezphkasents (Delluc et al. 2011). Cette
étude montre gu’il est possible de relier 'immuéogité des protéines thérapeutiques avec

la fréquence des LT qui leur sont spécifiques (Rekt al. 2011). Cette méthodologie a
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également été employée pour déterminer la fréqudesd. T spécifiques de 'EPO chez des
volontaires sains afin de comprendre 'augmentaties cas d’anémies réfractaires observées
au début des années 2000 chez des patients améésde 'EPO recombinante (Delluc et al.
2010). Des LT spécifiques de I'EPO ont été déteatdsz 4 des 9 donneurs testés,
correspondant a une fréquence moyenne de 0,53 é&difispe de I'EPO par million de LT
CD4" périphériques, en considérant les 5 donneurs é@pandeurs. La fréquence des LT
spécifiques de 'EPO est également du méme ordggateleur que celle obtenue pour la BP.
Pour des protéines tres immunogenes comme la KeBl fréquences beaucoup plus élevées
sont retrouvées : 5 a 30 LT spécifiques de la KLHrpilion de LT CD4 totaux en utilisant
notre méthodologie (Delluc et al. 2011; Maillereaét 2012). En utilisant la méthodologie
développée par I'équipe du Dr. Federica Sallustdrdquence des LT spécifiques de la KLH
est un peu plus élevée : de l'ordre de 10 a 70 pécifiques par million de LT CD4naifs
issus du sang périphérique (Geiger et al. 2009)siAla fréquence élevée de LT spécifiques
de la BP détectées chez des donneurs non allesgjmpig constituer un élément de réponse
permettant d’expliquer la forte incidence des giks a la BP.

Chez les patients allergiques, deux études orniudikeées quant a la détermination de
la fréquence des LT mémoires spécifigues de médintar{Beeler et al. 2006; Rozieres et al.
2009). Dans une premiére étude menée sur cingngatalergiques a cing médicaments
différents (amoxicilline, vancomycine, sulfaméthpale, phénytoine et carbamazepine), la
frequence de LT mémoires spécifiques de ces m@éeicts dans le sang périphérique de ces
cing patients a été évaluée soit par mesure depmlifération ou soit par mesure des
cytokines secrétées (ELISpot). La fréguence olegrar mesure de la prolifération est de
200 a 4000 LT specifiques par million de PBMC efrgquence obtenue par mesure de la
cytokine la plus sécrétée est de 100 a 400 LT Bpeées. Ces fréequences sont du méme
ordre que celle obtenue pour I'anatoxine tétanif@exler et al. 2006). Dans la deuxiéme
étude menée sur vingt-deux patients présentantxanteme maculo-papuleux lié a une
réaction allergique a I'amoxicilline et un patcistt@ositif pour I'amoxicilline, la fréquence
des LT circulants spécifiques de I'amoxicillineté évaluée avec un ELISpot IF{Rozieres
et al. 2009). Dans cette étude, des LT circulapéifiques de I'amoxicilline sont détectés
chez vingt patients sur les vingt-deux étudiésidétdquence des LT mémoires spécifiques de
I'amoxicilline varie entre 30 a 125 LT spécifiqugsmr million de PBMC du sang
périphérique. Ainsi, chez des patients allergiguasfréquence des LT spécifiques du
médicament impliqué est beaucoup plus élevée glle aetenue chez des donneurs non

allergiques (environ 10 & 13000 fois plus élevédaction de I'étude et de la méthode
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utilisée) et est liée a I'amplification des LT r&ajfréexistants spécifiques du médicament
impliqué.

Il est également intéressant de noter que dan® mbiide, chez tous les donneurs
testés, des LT CD4u CD4 naifs spécifiques de la BP ont été détectés. idence des
allergies a la BP n’est pas de 100% et nous obseteoprésence de LT spécifiques de la BP
chez 100% des donneurs testés, qui ne sont nbdesgs, ni allergiques a la BP au vue des
dosages d’IgE et d’lgG. Ainsi, la seule présencd. @lespécifiques de la BP est certes un
facteur nécessaire mais ne constitue pas un fastdfisant au développement d’allergies a la
BP. D’autres facteurs semblent donc nécessairegéaeloppement des allergies a la BP.
L’activation des LT nécessite trois signaux : l@gantation au TcR d’'un peptide dérivé de
I'Ag lie au CMH de la DC, le signal apporté par taslécules de co-stimulation et le dernier
signal apporté par les cytokines sécrétées pdd@dl parait évident que la DC en présence
du médicament et des signaux de danger adéquats youedle important dans le
développement des allergies a la BP en permettantitvhtion de ces LT spécifiques de la BP
(ce theme sera développé dans la troisieme partie)

La réactivité¢ de la BP est également un facteurendgre en considération : un
médicament qui présente une réactivité lui permetla se fixer a de nhombreuses protéines,
pourra a priori produire de nombreux épitopes eis@ntera ainsi une probabilité plus
importante d’étre présenté aux LT. C’est pourquaisd@ cadre de notre étude, nous avons
choisi d’induire les lignées lymphocytaires enisdiht le bio-conjugué HSA-BP synthétisé a
pH basique plutbét que celui synthétisé a pH phggigue. En effet, les analyses en
spectrométrie de masse montrent que le bio-conjeyméhétisé a pH basique présente
environ dix-sept molécules de BP fixées par modiiHSA alors que le bio-conjugué HSA-
BP synthétisé a pH physiologique n’en présente @u’lin chargeant les DC avec le bio-
conjugué HSA-BP synthétisé a pH basique, la prdit@lju’elle présente via leurs molécules
HLA de classe Il des peptides issus de ce bio-gudsl et comportant la BP fixée de maniere
covalente est alors plus grande. De ce fait, lebahdité de pouvoir détecter des LT
spécifiques de la BP est augmentée en utilisdnibleonjugué synthétisé a pH basique plutét
que celui synthétisé a pH physiologique. Néanmdisguestion de la validité biologique de
I'utilisation d'un pH basique se pose. Est-il pb$side trouver au sein de I'organisme un
endroit ou un microenvironnement avec un pH basigwehe de 10 ? La question reste
ouverte ! Cependant, I'équipe de Kevin Park a réoent publié une étude démontrant la
possibilité de synthétiser un bio-conjugué HSA-BBHaphysiologique présentant quatorze

molécules de BP fixées par molécule d’HSA (MengleR011). Sur ce bio-conjugué, douze
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sites de fixation sur la HSA ont été identifiésrespondant aux lysines : 20, 137, 159, 190,
195, 199, 212, 351, 432, 525, 541, 545. Ces datee de fixation sont également retrouvés
sur les bio-conjugués isolés du sérum de patielesgmues a la BP, auxquels il faut
également ajouter deux sites supplémentaires,sponelant aux lysines 372 et 436 (Meng et
al. 2011). Sur ces douze sites de fixation ide¥gjfsix (lysines 190, 195, 199, 432, 541, 545)
avaient déja été mis en évidence par I'équipe dm-Blchel Wal a la fin des années 90
(Yvon et al. 1988; Yvon et al. 1989; Yvon et al909. Certaines de ces lysines ont également
étée identifieces comme pouvant fixar vitro (synthese de bio-conjugués) iat vivo (bio-
conjugués isolés du sérum de patients allergigdiesitres antibiotiques de la famille dgs
lactames comme la flucloxacilline et la pipérandli Il s’agit des lysines 190, 195, 432 et 541
de la HSA(cf. tableau 4 de la partie introductionl).nous parait alors probable de retrouver
ces lysines ou au moins une partie de ces lysiaesigelles sur lesquelles se fixe la BP dans
les deux bio-conjugués que nous avons synthétig#s partie 1 des résultats
complémentaires)L'étude réalisée par I'équipe de Kevin Park metlégant en évidence
que la BP peut se réarranger spontanément en pérdellénique en présence d’'HSA et cet
acide pénicilléenique est capable ensuite de se figemaniere covalente aux lysines de la
HSA, donnant lieu a un adduit pénicilloyl diastésémere de celui obtenu avec la BP (Meng
et al. 2011). L’adduit pénicilloyl diastéréoisomere ohteavec I'acide pénicillénique semble
étre plus immunogene que celui obtenu avec la BRdeit une prolifération plus importante
des LT de patients allergiques a la BP (Mehgl.2011). Nous aurions tres bien pu utiliser la
méthodologie développée par I'équipe de Kevin Rditk de nous affranchir de I'utilisation
d’'un pH basique lors de la synthése du bio-conjug8A-BP a pH basique mais nous avons
préféré utiliser notre bio-conjugué synthétisé a lpdsique car les expériences cellulaires
avaient déja été menées sur un nombre importadbdeeurs lorsque que la méthodologie
développée par I'équipe du Pr. Kevin Park a étdigeb

Ensuite, nous nous sommes intéressés aux restsicioxn molécules HLA de classe
Il, en particulier les molécules HLA-DR. PlusiewgBides ont montré des restrictions aux
molécules HLA de classe | lors de la présentatiomédicament aux LT CD8comme dans
le cas par exemple, du développement du syndromgefsensibilité associé a I'abacavir
(AHS) chez des individus présentant l'allotype HBA5701 (Hetherington et al. 2002;
Mallal et al. 2002; Martin et al. 2004; Chessmaralet2008; Saag et al. 2008; llling et al.
2012; Ostrov et al. 2012) ou dans le cas du développt de syndromes d’hépatites liées a
une allergie a la flucloxacilline chez des indiwsdprésentant également l'allotype HLA-

B*5701 (Daly et al. 2009). Ces restrictions peuvétre utilisées a profit pour réduire la
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prévalence des allergies médicamenteuses. Par exelmpglriblage des patients pour I'alléle
HLA-B*57 :01, recommandé par la FDA avant leur teaient a I'abacavir a permis de
réduire la prévalence du syndrome d’hypersensbddgsocié a I'abacavir chez les patients
traités (Mallal et al. 2008). Concernant les ailesga la BP, des études ont montré que la
majorité des clones lymphocytaires spécifiquesad@dnicilline G, isolés a partir du sang
périphérigue de patients allergiques présentaimet nestriction aux molécules HLA-DR
concernant la présentation de la BP (Padovan. €t986). Dans le cas de notre étude, un
typage des molécules HLA-DR a été réalisé sur lesidonneurs testés et révele une diversité
dans les molécules HLA-DR présentes chez les dosnmstés. Les allotypes les plus
fréquents dans la population caucasienne sont miggse I'on considére I'ensemble des
donneurs testés. Pour tous les donneurs testéd, Td€&D4" ou des LT CD4 CD45RA’
spécifiques de la BP sont détectés quelles quatde® molécules HLA-DR du donneur. Les
résultats montrent donc qu’il n'y a pas de restit particulieres aux molécules HLA-DR
dans le cas de la reconnaissance de la BP parTfdés donneurs non allergiques.

Enfin, 'approche expérimentale utilisée pour laeddination de la frequence des LT
spécifiques de la BP chez des donneurs non allezgigra appliquée a d’autres médicaments,
a commencer par le SMX. En effet, en utilisant MXSNO, il est possible de réaliser des
bio-conjugués HSA-SMX-NO étant donné que le SMX-B©fixe a aux résidus thiols des
cystéines (Callan et al. 2009) et de les testetesut T de donneurs non allergiques. Il sera
alors intéressant de voir si des résultats simrsgagont retrouvés avec d’autres medicaments :
détection de LT spécifiques du médicament chez lesislonneurs testés et obtention d’'une
fréquence similaire ou non a celle observée avedBMRa Ainsi en testant plusieurs
médicaments connus pour induire des allergies chammbre significatif de patients traités,

il serait possible d’établir une échelle avec l&gjfiences obtenues et peut-étre de l'utiliser

comme un outil dans la détection du « potentiergisant » des nouveaux médicaments.

2 -Détermination des peptides couplés aux médicantsrprésentés aux LT

Concernant l'identification des épitopes présemids LT spécifiques de la BP, nous
avons développé deux démarches originales :
- Une approche de modélisation moléculaire par iazilon du logiciel SUMO

- Une approche expérimentale par I'utilisation desdmonjugués.
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Comme mentionné précédemment, nous sommes eneattenla synthése du monomere
lysine couplée a la BP pour synthétiser les peptadevérifier leur validité biologique, ce qui

nous permettrait également de valider nos stragégipérimentales.

3-Effet des médicaments sur les DC

Nous avons vu que chez des patients allergiquesreallergiques, des LT spécifiques
de la BP ont été décrits, suggérant la présencéocdpteurs de LT spécifiques de la BP et une
présentation de la BP par des APC telles que des DC

Nous nous sommes alors intéressés aux mecanisacs/ation des DC dans le
cadre des allergies médicamenteuses et nous avossatticulierement étudié I'effet de
deux meédicaments : la BP et le SMX, sur I'état dguration des DC. L’idée était alors de
savoir si ces médicaments pouvaient induire la ratitur des DC, en jouant a la fois le réle
d’Ag et le réle de signal de danger, comme celdt @@ décrit pour certains sensibilisants de
contact tels que le DNCB ou le Nickel.

Des travaux réalisés par I'équipe du Pr. Kevin Rarkéquipe de Dr. Miguel Blanca
ont montré que le SMX et le SMX-NO augmentaientpiession du CD40, molécule de co-
stimulation sur des Mo-DC de donneurs sains (Sandeet al. 2007) et que I'amoxicilline
augmentait I'expression des molécules du CMH dsseldl (HLA-DR) et des molécules de
co-stimulation comme le CD80 et le CD86, uniguemsuat des Mo-DC provenant de
donneurs hypersensibles (Rodriguez-Pena et al.)2006s auteurs évoquent alors la
possibilité que les médicaments puissent induirétahsemi-mature des DC, caractérisé par
'augmentation de I'expression des molécules du Céldes molécules de co-stimulation et
une faible voire une absence de sécrétion de ayskpro-inflammatoires (Lutz et al. 2002).
Dans le cas du SMX et plus particulierement du SNIX- une prolifération des LT
spécifigues du SMX-NO est observée lorsque les LIEivés pendant une semaine en
présence de DC et de SMX-NO, sont a nouveau relgimar des DC et du SMX-NO.
Aucun signal de danger n’est ajouté aux culturdisilages. De ce fait, le SMX-NO serait
donc capable d’induire une maturation des DC, guit\alors pouvoir présenter le SMX-NO
aux LT et induire une prolifération des LT spéciftiguFaulkner et al. 2012). En effet, le role
des DC est primordial dans I'induction de la rémopsimaire lymphocytaire spécifique du
SMX-NO puisque lI'expansion des LT spécifigues du XSNO et le changement du
phénotype naif CD45RQ@u phénotype mémoire CD45R@e sont plus observés si les Mo-
DC ne sont pas présentes dans la co-culture (Fawulkh al. 2012). Dans le cas de
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I'amoxicilline, I'effet n'est observé que sur lesoMDC provenant de patients allergiques,
suggérant que l'effet de I'amoxicilline sur ces WM& pourrait étre d0 a des propriétés
intrinséques des Mo-DC de patients allergiquesplbs, les Mo-DC de patients allergiques,
traitées avec de I'amoxicilline sont capables d’inella prolifération de LT autologues chez
huit patients sur neuf. Lorsque d’autres APC contesenonocytes ou les LB sont utilisées a
la place des DC, la prolifération des LT autolognest observée que chez deux patients sur
neuf, démontrant I'efficacité des DC a présenteméicament et a induire la prolifération
des LT (Rodriguez-Pena et al. 2006) . L'étude nemagalement que les Mo-DC traitées avec
de 'amoxicilline sont capables d’induire la prélifition des LT CD4et des LT CD8alors
que les monocytes ou les LB traitées avec de I'agillixe n’induisent que la prolifération
des LT CDS8. Ainsi, 'amoxicilline semble étre a la fois un Ag et undircteur de la
maturationin vitro des DC de patients allergiques, et ces DC sontitensapables d’activer
différentes sous-populations de LT (Rodriguez-Retrel. 2006). Une autre étude, confirmant
cette observation a été réalisée sur dix patialdsgiqgues a des agents neuromusculaires
bloquants, pour lesquels les TTL sont négatifs @ulet al. 2004). En utilisant des DC
matures traitées avec les agents neuromusculdiogsidnts, une prolifération des LT est
observée pour trois des dix patients alors que des TTL, aucune prolifération des LT
n'avait été observée pour les dix patients. Les $@t ainsi capables de présenter des
épitopes provenant des agents neuromusculairesasitsjet d’'induire une prolifération des
LT spécifiques et permettent ainsi une meilleurdectéon des patients allergiques.
Néanmoins, pour sept des dix patients allergiquesyne prolifération des LT n’est observée,
suggérant que des mises au point sont nécesstiresaanéliorer le seuil de sensibilité de ce
test (Aubert et al. 2004).

Nous n'avons pas été en mesure de démontrer qua@iisaments comme la BP ou
le SMX et ses métabolites (SMX-NHOH et SMX-NO) suwieapables d’induire vitro une
maturation partielle ou totale des DC. En effetyysiavons étudié I'effet de ces médicaments
et de ces métabolites sur deux modéles de DC (M@&LCEBM-DC) en termes de cytotoxicité
et d’expression de marqueurs de maturation (maSodé co-stimulation et molécules HLA-
de classe Il). Nos résultats montrent que les caéakents seuls n’'induisent pas de maturation
partielle ou totale des DC.

Un signal de danger en plus des médicaments norgst monc nécessaire a la
maturation des DC et a la présentation des méditanaeix LT. Il semble envisageable dans
le cas des antibiotiques tels que la BP ou le SMIK spnt prescrits en cas d’infections

bactériennes, que l'agent pathogéne puisse constitue possible source de signaux de
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danger. Dans ce cas, lors du traitement, il estiblesque la maturation des DC soit induite
par la présence de la BP et de signaux de dangstemant par exemple, de I'agent
pathogene, permettant alors aux DC de présent8Plaux LT. Dans le cas du SMX, une
autre hypothése concernant la source de signadartger peut étre envisagée : il s'agit de la
production d’espéces réactives de I'oxygéne (RO&)nus comme étant capables d’'induire
la maturation des DC (Rutault et al. 1999). Enteffesemble que 'auto-oxydation du SMX-
NHOH en SMX-NO peut induire une production de RQ@$as et al. 2005). Aussi, dans le
cas du SMX, il a également été montré que certgiggaux de danger comme des
endotoxines bactériennes (LPS), des protéinesesirales cytokines (ILgL, IL-6, IL-10,
TNF-a, IFN-y, TGF$), des inducteurs du stress oxydatif,QH) favorisent également la
formation d’adduits protéines-SMX intracellulairegii pourront alors étre présentés aux LT

(Lavergne et al. 2009).
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CONCLUSION

ET PERSPECTIVES
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Méme si tous les mécanismes impliqués dans le dépeiment des allergies
médicamenteuses ne sont pas tous connus au jagoutd’hui, de nombreux progrés ont été
réecemment effectués dans la compréhension degjiaemédicamenteuses. Ainsi, certains
éléments semblent jouer un réle important tels:que

- La réactivité du médicament et sa capacité a s fie maniere covalente a des

protéines formant des bio-conjugués potentielleniemhunogénes en quantités
plus ou moins importantes (principe de I'haptene)

- Le métabolisme du médicament et I'apparition paedetde métabolites réactifs

(pro-hapténe)
- Le polymorphisme génétique, illustré avec I'exentss restrictions aux molécules
HLA

- L’activation et la maturation des cellules dendugs en présence du médicament

avec ou sans signaux de danger, qui sont induiteopar le médicament

- L'activation des lymphocytes spécifiques du médieam par des cellules

dendritiques présentant le médicament via ces mig@cHLA (principe de

I'hapténe) ou directement par fixation au récepthutymphocyte (p-1 concept)

Ce travail de recherche a permis tout d’abord dérenen évidence la présence de
lymphocytes T spécifique de la pénicilline G damséng de donneurs non allergiques et de
quantifier leur fréquence. Cette approche expérialensera employée avec d'autres
médicaments connus pour induire des allergies coneneSMX, I'Amoxicilline, la
Flucloxacilline, I'Abacavir, la Carbamazepine, laddacaine etc... En fonction des résultats
obtenus, il sera alors possible de déterminer sidaure de la fréequence des lymphocytes T
spécifigues du médicament testé dans le sang deedminon allergiques peut étre corrélée
au pouvoir allergisant des ces molécules.

Ensuite, une caractérisation plus précise de lans@rimaire des LT CD4naifs
dirigée contre le médicament, en terme de sécrégocytokine est également envisagée afin
de comprendre plus précisément les mécanismes utailé&s impliqués dans la polarisation
de cette réponse lymphocytaire. A cet effet, lahoé@blogie développée par I'équipe du
Pr. Kevin Park (Faulkner et al. 2012) pourra émpleyée.

Puis, nous avons également développé des approeRpérimentales et de
modélisation pour déterminer les épitopes potdatient présentés aux lymphocytes T dans
le cas des allergies a la BP. Nos efforts se cdra@nactuellement sur la synthese du

monomere lysine couplée a la pénicilline G. Unes il monomere obtenu, les peptides
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seront synthétisés et les tests biologiques pouétoa réalisés. Les résultats nous permettront
alors de valider ou non notre démarche expérimemiatle modélisation et de déterminer si
cette démarche peut s’'appliquer a I'étude d’auégisopes potentiellement présentés aux
lymphocytes T dans le cas d’'allergies a d’autredicaénents.

Ensuite, nous avons montré que la pénicilline Geetulfaméthoxazole ne sont pas
capables d’induire une maturation des cellules dimades, en terme d’expression des

marqueurs de co-stimulation et des molécules HLAldese Il.
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Résumé :

Chez des patients allergiques, il est possible de retrouver dans leur sérum des
anticorps spécifiques du médicament (IgE) et dans leur sang des lymphocytes T spécifiques
du médicament. La présence de LT spécifiques du médicament chez des patients allergiques
suggere la présentation du médicament par des cellules présentatrices d’antigéne telles que
les cellules dendritiques.

Nous nous sommes alors intéressés a mieux comprendre |'implication des
lymphocytes T et des cellules dendritiques dans le développement des allergies aux
antibiotiques comme la pénicilline G (ou Benzyl-Pénicilline) ou le sulfaméthoxazole.

Ce travail de thése a permis: i) de démontrerla présence de lymphocytes T
spécifiques de la pénicilline G dans le sang périphérique de donneurs non allergiques a une
fréguence mesurable, ii) de développer deux approches expérimentales et de modélisation
pour l'identification des épitopes potentiellement présentés aux lymphocytes T et iii)
d’étudier I'effet des médicaments sur les cellules dendritiques.

Les perspectives de ce travail sont de mieux comprendre les mécanismes impliqués
dans les allergies médicamenteuses au niveau des lymphocytes T et des cellules dendritiques
et de développer des tests de prédiction du « potentiel allergique » des médicaments, afin
de mieux prédire les allergies médicamenteuses lors du développement des médicaments.

Mots-clés :
Allergie, antibiotiques, pénicilline G, sulfaméthoxazole, bio-conjugués, haptene,
lymphocytes T, cellules dendritiques
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