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Infroduction

l.  L'anaphylaxie ou le choc anaphylactique
A. Définition

L’anaphylaxie est la forme la plus sévere d'une réaction allergique. Elle se traduit
par des signes cutanéo-muqueux (urticaire généralisé, érytheme, angicedéme), des
signes  respiratoires  (dyspnée,  sifflement,  bronchospasme), des  signes
cardiovasculaires (hypotension, tachycardie, arrét  cardiaque) parfois
accompagnés de signes neurologiques (confusion, convulsions, coma), et
éventuellement par le déces du patient (1). Il existe quatre grades de sévérité des

réactions anaphylactiques décrits dans la Figure 1 ci-dessous.

Grades Symptomes

Signes cutanés généraux : érythéme,
urticaire/angicedéme

Atteinte multiviscérale modérée avec signes
cutanéomuqueux, hypotension et tachycardie
1l inhabituelle, hyperréactivité bronchique (toux,
difficulté ventilatoire), troubles digestifs

(nausées, vomissements, diarrhée)

Atteinte multiviscérale sévére menacant la vie
et imposant une thérapeutique spécifique :
1} collapsus, tachycardie ou bradycardie, troubles
du rythme cardiaque, bronchospasme, troubles
digestifs sévéres

\} Arrét cardiaque et/ou respiratoire, déces

Figure 1: Grades de sévérité des réactions anaphylactiques (adapté de (2))

B. Epidémiologie

Les données épidémiologiques de I'anaphylaxie sont difficiles & quantifier et le

nombre de cas avérés certainement sous-estimé pour deux raisons principales. La



premiere raison est que de nombreuses réactions ne sont pas reconnues comme
étant des réactions anaphylactiques car les symptémes sont multiples et non
caractéristiques. La deuxieme est que, bien qu’elle soit obligatoire suite a une
anaphylaxie d’origine médicamenteuse, les services hospitaliers ne font pas de
déclaration systématique au service de pharmacovigilance. Cependant, plusieurs
études épidémiologiques ont été menées et ont permis d'avoir une estimation de

I'incidence, de la prévalence et du taux de mortalité.

Récemment, une revue a analysé un ensemble d’'études épidémiologiques sur
I'anaphylaxie paru de 2000 & 2013 dans les populations européennes. On y apprend
qgu’'en Europe, l'incidence toutes causes confondues est comprise entre 1.5 et 7.9
par 100 000 personnes-années, et qu’elle serait en constante augmentation.
Néanmoins, la définition clinique de I'anaphylaxie étant complexe et sa
reconnaissance dépendante de chaque praticien, le nombre de personnes admises
aux urgences sous la rubrique « anaphylaxie » varie d'un hépital, et méme d'un
service a I'autre. Par ailleurs, ces données statistiques indiquent que 0.3% de la
population européenne a déja développé une anaphylaxie (3). Dans le monde, la
prévalence augmente rapidement, de 0.05 & 2 % (4) et particulierement chez les

enfants. Le taux de mortalité est de 0.3% aux Etats-Unis (5).

C. Etiologie

Les anaphylaxies different suivant les dges et suivant les pays. Les plus fréquentes
sont dues a des dallergies alimentaires, médicamenteuses ou aux venins
d'hyménopteres (4).

Chez les enfants, la cause alimentaire est la plus fréquente (6) alors que chez les
adultes ce sont les médicaments (4). Aux Etats-Unis et en Australie, les cacahuétes
sont en téte des aliments responsables alors qu'en Europe ce sont plutdt le lait de
vache et les ceufs. On retrouve également certains fruits a coque (les noix et les
noisettes), le poisson, les crustacés ou le soja pouvant étre responsables
d’anaphylaxies (6). Des médicaments sont également en cause ; notamment les
pénicilines et autres antibiotiques, les anesthésiants myorelaxants (curares), les anti-
inflammatoires non stéroidiens, les médicaments cytotoxiques utilisés en

chimiothérapie et les anticorps monoclonaux thérapeutiques (4,7). Enfin, les piglres



d’hyménopteres tels que les abeilles, guépes, bourdons ou frelons peuvent étre a
I'origine d’anaphylaxies. Le venin présent dans leur dard contfient des enzymes

(phospholipases, phosphatases, hyaluronidases) & fort pouvoir allergénique (6).

D. Prise en charge médicale

L'anaphylaxie est une réaction systémique aigué qui survient en quelques
minutes et pouvant étre fatale. L'Organisation Mondiale de I'Allergie (8) a émis des
recommandations quant a I'utilisation de certains médicaments qui sont pour la
plupart des fraitements symptomatiques secondaires, inefficaces pour contrer le

choc allergique.

Les effets pharmacologiques de I'adrénaline par I'intermédiaire des récepteurs a-
et B-adrénergiques permettent de lutter activement contre le développement de la
réaction et ce trés rapidement. L'adrénaline a pour objectif de rétablir la tension
artérielle par un effet vasoconstricteur, elle induit également une bronchodilatation
ainsi que des effets inotfrope et chronotrope positifs sur le coeur.

Les antihistaminiques, antagonistes des récepteurs de I'histamine H1 et H2 (anti-
H1 ou anti-H2), n’ont aucun effet sur les symptdmes cardiovasculaires et respiratoires.
Les antihistaminiques ne sont pas recommandés mais permettent de soulager
I'urticaire et les démangeaisons (dans le cas d'une anaphylaxie de grade |).

En raison de leur délai d'action tres long (quelgues heures), les glucocorticoides
(hydrocortisone, prednisone) & propriétés anti-inflammatoires sont recommandés
uniguement en deuxieme intention pour éviter la survenue d'une anaphylaxie
biphasique.

D’'autres traitements symptomatiques sont utilisés en association tels que les
bronchodilatateurs (B2-mimétiques) ou un agent vasopresseur (dopamine ou
noradrénaline) si I'hypotension persiste. Dans certains cas, il est recommandé
d'associer a ces fraitements une assistance respiratoire (pompe a oxygene) ainsi
qgue l'injection d'un soluté de remplissage (cristalloides ou colloides) pour ftraiter
I'nypovolémie (6).

Cette prise en charge médicale repose principalement sur I'éviction de
I'allergéne (lorsque cela est possible), sur I'injection d’adrénaline et de solutés de

remplissage.



. La découverte de I'anaphylaxie

L'anaphylaxie est un terme d’'étymologie grecque signifiant ana (ava) « sens
contraire », et phulaxis (evieEic) « protection ». Ce terme a été créé par Charles
Richet et Paul Portier suite a leurs travaux sur la protection immunitaire de I'animal ou
prophylaxie. Les deux chercheurs ont constaté qu’'une sensibilisation & certaines
substances n’entfrainait pas une protection mais un certfain nombre de signes
cliniques aboutissant au déces extrémement rapide des animaux ; ils ont créé en
1902 le terme « anaphylaxie » par opposition a celui de « prophylaxie ». Cette
propriété a été montrée sur des chiens sensibilisés par des injections répétées d'un
poison exfrait d'une anémone de mer (anemonia sulcata); puis une derniere
injection & une dose plus faible quelques semaines plus tard conduisant & leur mort
en quelques minutes. En 1907, « une substance » est dite « toxique » dans le sérum &
I'origine d'un choc anaphylactique chez des chiens non traités apres transfert de
sérum d'un chien ayant développé préalablement un choc anaphylactique : c'est
la découverte de I'anaphylaxie passive. L'ensemble de ces travaux leur valurent le
Prix Nobel en 1913 (9).

Les deux modeles d'étude développés par Richet et Portier sont toujours utilisés
aujourd'hui pour étudier le choc allergique (principalement chez la souris) :
I'anaphylaxie systémique active (ASA) et I'anaphylaxie systémique passive (PSA).
L’ASA consiste a sensibiliser (ou immuniser) I'animal avec I'antigéne (ou allergene)
afin de provoquer une réponse anticorps spécifique polyclonale et composée des
différentes classes d'immunoglobulines. Quelques semaines plus tard, I'injection de
ce méme antigéne déclenche la réaction anaphylactique. La PSA est un modele
dans lequel la phase de sensibilisation est remplacée par I'injection d’anticorps
spécifigues de I'antigéne sous forme monomérique ; ou bien des complexes immuns
antigéne-anticorps ou des agrégats préformés. Dans le cas des anticorps
monomeériques, une phase de challenge (ou injection de I'antigene) est ensuite

nécessaire pour déclencher la réaction.

Soixante ans aprés les travaux de Portier et Richet, en 1966, Teruko et Kimishige
Ishizaka découvrent les immunoglobulines de type E qui sont mises en cause dans les
réactions d'hypersensibilité immédiate chez les mammiferes (10). Progressivement,
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I'anaphylaxie est décrite comme étant dépendante des IgE et leurs récepteurs de
forte affinité FceRl (11-14), présents a la surface des mastocytes (13) qui, apres
activation cellulaire, conduit a la libération d’'histamine (11,12). Les basophiles
exprimant aussi les FceRl (15) et produisant d’autres médiateurs comme la tryptase
(15), la sérotonine et le PAF (platelet-activating factor) (13) seront également mis en

cause dans I'anaphylaxie induite par des IgE.

Dans les années 90, I'utilisation des modéles d'ASA révele que ce modeéle
d'anaphylaxie n'est pas dépendant de la voie IgE/FceRl/mastocytes, dite voie
« classique », grace a I'utilisation de souris IgE-, mastocytes- ou FceRI-déficientes. Il est
proposé que les IgG sont elles aussi capables d'induire des réactions
anaphylactiques, et que I'anaphylaxie induite par des IgG présente les mémes
symptdémes que I'anaphylaxie induite par des IgE (16-18). Par opposition d «la voie
classique » (IgE-dépendante), ce mécanisme reposant sur les IgG et leurs récepteurs

(FcyRs) est appelé « voie alternative ».
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lll.  Lesrécepteurs pour la portion Fc des IgG chez la souris et
chez 'homme

A. Structure

Les récepteurs qui lient les IgG se nomment les récepteurs Fc aux IgG (ou FcyRs).
Chez la souris sauvage, il existe trois FcyRs activateurs FcyRI, FcyRIll, FcyRIV et le
FcyRIIB inhibiteur qui sont exprimés a la surface cellulaire. Chez I'homme, on distingue
quatre FcyRs activateurs FcyRIl, FcyRIA, FcyRIIC, FcyRIIA, un récepteur inhibiteur
FcyRIIB, le FcyRIIIB (dont la fonction est discutée) (19). Il est important de noter que les
FCYRIIA et FcyRIIA peuvent également éfre inhibiteurs lorsqu’ils sont sous une
conformation dite ITAMi (mécanisme d’inhibition du motif ITAM détaillé plus loin) (20).
Il ne faut pas oublier deux récepteurs aux IgG intracellulaires présents chez la souris
et chez 'homme, FcRn et TRIM21 (tripartite motif containing 21), dont la fonction est
le transport/recyclage des IgG et I'activation du protéasome (21) et qui ne seront

pas abordés plus en détail.

Les FcyRs appartiennent a la superfamille des récepteurs des immunoglobulines
et sont principalement exprimés & la surface des cellules myéloides, des
lymphocytes B, des cellules NK et des plagquettes humaines (voir partie C). A
I'exception du FcyRIIIB humain, ces récepteurs sont caractérisés par une chaine a
permettant la licison d une immunoglobuline, une région transmembranaire et une
queue cytoplasmique rattachée ou non a un dimere de chaines FCRy (gamma)(22).
Le FcyRIIB a une structure particuliere, il est constitué d'une ancre GPI (glycosyl
phosphatidylinositol) dépourvue de domaine cytoplasmique mais néanmoins décrit
d'étre capable d’induire une activation cellulaire en s'associant a des intégrines

pour sa signalisation (23).

L'expression cellulaire ainsi que la fonctionnalité des FcyRI et FcyRIIA humains et
des trois récepteurs activateurs chez la souris requierent leur association d la chaine
FCcRy. Celle-ci est constfituée d'un domaine intracellulaire ITAM (immunoreceptor
tyrosine-based activation motif) nécessaire a I'activation cellulaire aprés agrégation
des FcyRs a la surface cellulaire. En revanche, les FcyRIIA et FcyRIIC possedent leur

propre motif ITAM et ne s'associent pas & la chaine FcRy. Le signal est optimal
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lorsque le récepteur se regroupe et dimérise sur la membrane. L'agrégation des
FcyRs par leurs ligands conduit d une phosphorylation des résidus tyrosine dans le
motif ITAM par des kinases de la famille Src (telles que Fyn et Lyn), puis le
recrutement stable et I'activation de la tyrosine kinase Syk conduisant, apres
mobilisation de calcium, & I'activation cellulaire des MAPK (mitogen-activated
protein kinase), I'activation de la voie NFkB et finalement d une réponse cellulaire
pro-inflammatoire (24). Le récepteur inhibiteur FcyRIIB possede un motfif ITIM
(immunoreceptor tyrosine-based inhibition motif) qui, par le recrutement de SHIP
(SH2-domain-containing inositol polyphosphate 5-phosphatase), diminue entre
autres l'influx de calcium, lui permettant de réguler I'activation intracellulaire

engendrée par I'agrégation des récepteurs activateurs (25).

B. Ligands et affinité

Les récepteurs pour la portion Fc des IgG (FcyRs) sont, comme leur nom
I'indique, capables de fixer des IgG. Chez I'homme et chez la souris, les IgG ont une
structure de base identique composée de deux chaines lourdes et de deux chaines
légeres. Les chaines lourdes et légeres assemblées forment des domaines
fonctionnels : deux régions Fab (fragment-antigen binding) et une région Fc
(fragment-crystallizable region). La reconnaissance de haute spécificité de
I'immunoglobuline a I'antigene se situe dans la région Fab (région variable) alors
que la transmission des signaux activateurs/inhibiteurs a la cellule via le récepteur Fc

se fait par la région Fc (région constante).

La glycosylation des IgG permet de maintenir leur structure quaternaire ainsi
que la stabilité thermodynamique de la portion Fc (26). L'lgG est constituée d'un
polypeptide portant des oligosaccharides fixés de maniere covalente a une
asparagine en position 297. L'oligosaccharide comprend un corps central composé
de résidus mannose et résidus N-acetylglucosamine (GlcNac) sur lesquels sont
accrochés des résidus galactose, acide sialique et fucose avec une fréquence
variable (27).

On distingue des récepteurs de forte affinité (empiriquement définis par un Ka

> 107 M! environ) et les récepteurs de faible affinité (empiriquement définis par un Ka
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< 107 M1 environ). Les récepteurs de forte affinité fixent les immunoglobulines
monomeériques et les antficorps complexés a un antigéne multivalent (nommé
complexe immun), alors que les récepteurs de faible affinité ne fixent que les
complexes immuns (22). Il est donc plutdét attendu in vivo que les récepteurs de forte
affinité soient occupés par des IgG monomériques a la différence des récepteurs de

faible affinité quirestent inoccupés.

Chez la souris, il existe quatre sous-classes d'lgG : IgG1, IgG2a, IgG2b et IgG3. Les
IgG1 lient un seul récepteur activateur, le FcyRIll ainsi que le FcyRIIB inhibiteur ; les
IgG2a et les IgG2b lient I'ensemble des récepteurs activateurs et le récepteur
inhibiteur ; les IgG3 ne lient pas de FcyRs, ou si elles en sont capables, tres faiblement
le FcyRl (21). Ces sous-classes ont des affinités différentes pour chacun des FcyRs

comme résumeés dans la Figure 2.

Structure Name Gene IgG1 IgG2a IgG2b 1gG3 Major function
FeyRI Fegr1 NB 1x10% 1x10° + Activation
FeyRIIB Fegrzb  3x10° 4x10° 2x108 No Inhibition
binding
FeyRIll Fegr3 3x10° 7x10° 6x10° No Activation
binding
FeyRIV Fegr4 NB 3x10"" 2x107M No Activation
binding
FcRn® Fegrt 8x10° - + Ee IgG recycling and
transport

Figure 2 : Structure et affinité des FcyRs de souris pour les sous-classes IgG1, IgG2a, IgG2b et
IgG3 (adapté de (28))

1 (haute affinité), + (affin mais valeur inconnue), NB (non affin), les constantes d’affinité sont
exprimées en M-
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Chez I'homme, il existe également quatre sous-classes d’'lgG. On retrouve
dans le sérum 63% d'lgG1, 29% d'lgG2, 5% d'IgG3 et 3% d'lgG4. Les IgG1 et IgG3
lient I'ensemble des FcyRs. Les IgG2 lient le FcyRIIA et le FcyRIIA. Les IgG4 lient les
FcyRI, FcyRIIA, FcyRIIB, FcyRIIC et le FcyRIIA. Des polymorphismes génétiques des
FcyRs influencent la licison des IgG & un FcyR donné, ce qui crée des variations
interindividuelles chez I'homme. C'est le cas du polymorphisme génétique
H/R131 du FcyRIIA résultant de la substitution d’une histidine en une arginine a la
position 131 dans le deuxieme domaine Ig-like & I'origine d'individus 131HH (28% de
la population), 131HR (47.5% de la population) et 131RR (24.5% de la population)
(29). L'allele H131 a une affinité modérée pour les IgG2 alors que I'allele R131 a une
faible affinité pour les IgG2. D'autres polymorphismes génétiques ont également été
décrits pour les FcyRIIB, FcyRIIC, FcyRIIA et FcyRIIIB dont certains influengent leur
capacité a lier les IgG. Les constantes d’affinités de chaque FcyR pour chaque sous-

classe d'IgG sont répertoriées dans la Figure 3 ci-dessous.
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Structure Name CD Gene Alleles* IgG1 lgG2 1gG3 1gG4 Major function

FcyRI CD64 FCGRIA - 6x10"  No 6x10""  3x10™  Activation
binding

FeyRIIA  CD32A FCGR2A His131 5x10° 4x10° 9x10° 2x10° Activation
Arg131  3x10°  1x10° 9x10°  2x10°

FeyRIIB CD32B FCGR2B Ile232 1x10° 2x10% 2x10° 2x10° Inhibition
Thr232 1x10° 2x10* 2x10° 2x10°

FeyRIIC  CD32C  FCGR2C Cln13 1x10°  2x10* 2x10°  2x10° Activation
Stop13

FeyRIIA  CD16A  FCGR3A Val158  2x10°  7x10° 10x10°"  2x10° Activation
Phel58  1x10°  3x10* 8x10%  2x10°

FcyRIIIB* CD16B  FCGR3B  NAL, 2x10°  No 1x10°  No Decoy;
NA2 or binding binding activation?
SH
FcRné None FCGRT  NDI 8x10™  5x10™ 3x10""  2x10™  IgG recycling
assigned and transport

Figure 3 : Structure et affinité des FcyR et du FcRn humains pour les différentes sous-classes
d'lgG
1 (haute affinité), les constantes d’ affinité sont exprimées en M-! (adapté de (28)).

C. Expression cellulaire

Chez la souris, le FcyRl est exprimé principalement a la surface des cellules
dendritiques, des monocytes Ly6Chi/le, des monocytes de la moelle osseuse et des
macrophages tissulaires (rate, foie, alvéolaires) ((30), Gillis et al., Journal of
Autoimmunity) ; le FcyRIll est exprimé par I'ensemble des cellules myéloides et par les
cellules NK (30) ; le FcyRIV est exprimé par les monocytes LyéCl (31), les
macrophages et également les neutrophiles (32) ; le FcyRIIB est exprimé par

I'ensemble des cellules myéloides et des lymphocytes B (30).
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Chez I'homme, le FcyRI est exprimé a la surface des monocytes/macrophages et
des cellules dendritiques ; il a été montré que son expression pouvait étre induite a la
surface des neutrophiles (30) et des mastocytes (33) dans des conditions
inflammatoires. Le FcyRIIA est présent a la surface de toutes les cellules myéloides et
des plaquettes chez 'lhomme ; mais pas des lymphocytes. Les plaguettes humaines
portent 1000 & 4000 copies de ce récepteur, ce qui par leur nombre important en
circulation en fait la plus grande source de FcyRIIA dans le corps (34). Le FcyRIIB est
exprimé principalement sur les lymphocytes B (35), les basophiles (36), 20% des
monocytes, 4% des neutrophiles, les macrophages tissulaires, les cellules dendritiques
(35) ; mais pas les mastocytes. Le FCyRIIC est présent a la surface des cellules NK (37),
des monocytes et des neutrophiles (38) mais en raison d'un polymorphisme allélique
qui infroduit un codon STOP sur I'exon 3, seul 20% de la population exprime ce
récepteur. Le FcyRIIA est exprimé & la surface des cellules NK et des
monocytes/macrophages, et le FCyRIIIB tres densément a la surface des neutrophiles

et plus faiblement & la surface de certains basophiles (39).

Chaque cellule exprimant un FcyR activateur & sa surface peut étre activée
aprés engagement et agrégation de leurs récepteurs, ce qui signifie que toutes les
cellules myéloides (neutrophiles, monocytes, basophiles...) ainsi que les plagquettes
humaines pourraient étre activées en présence de complexes immuns contenant

des IgG, comme cela pourrait étre le cas lors d'un choc anaphylactique.

16



V. Les plagquettes

A. Homéostasie des plaguettes

Les plaguettes sont des fragments cytoplasmiques anucléés présents dans la
circulation sanguine. De forme discoide, d'un diametre de 2 um et d'un volume
moyen de 5-6 um?3 environ, ces fragments sont issus de la lignée mégacaryocytaire
située dans la moelle osseuse. En réponse a la thrombopoiétine, la réplication de
I'’ADN sans division de la cellule elle-méme (processus d'endomitose (40)) conduit
progressivement 4 la formation d’extensions cytoplasmiques a la surface des
mégacaryocytes pour constituer des « pro-plagquettes». Ces « pro-plaquettes »n
s'inserent entre les jonctions des cellules endothéliales sinusoidales des vaisseaux
sanguins et, apres fragmentation, forment une multitude de plaguettes individuelles
déversées directement dans la circulation sanguine (41). Les plaguettes
nouvellement synthétisées sont dites «réticulées» et se distinguent des autres
plaguettes déja en circulation par leur volume plaquettaire moyen (MPV) plus
important et une plus forte quantité d’ARN (pouvant étre révélé par un marquage
au thiazole orange par exemple) (42). Récemment, la découverte de réservoirs de
mégacaryocytes dans les poumons suggere un autre lieu de production des

plaguettes (43).

Chez I'homme, 100 milliards de nouvelles plaquettes sont produites tous les jours
par les mégacaryocytes afin de maintenir une numération plaquettaire comprise
entre 150 et 400 x 10° plaquettes par litre de sang (44). Leur durée de vie est
comprise enfre 5 et 10 jours (45). Chez la souris, la numération plaquettaire est plus
élevée que chez I'homme, elle se situe entre 900 et 1600 x 10? plaquettes par litre de
sang et leur durée de vie est de 3 a 5 jours. Les plaguettes « &gées » ou en apoptose
sont éliminées de la circulation par les macrophages de la rate et du foie ainsi que
par les hépatocytes apres reconnaissance de leurs glycoprotéines membranaires

modifiées (46).

B. Structure des plagquettes
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Les plaquettes sont des dérivés cellulaires anucléés qui sont composés d'une
membrane plasmique et d'un cytoplasme contenant principalement des

microtubules, des granules et des mitochondries.

La membrane plasmique est constituée d'une couche de phospholipides et de
nombreux récepteurs fransmembranaires (Figure 4). Les plaguettes humaines
peuvent étre activées par des stimuli mécaniques ou biologiques grace a la liaison
d’agonistes & ces récepteurs membranaires spécifiques. On refrouve notamment
des intégrines, des sélectines, des récepteurs & la thrombine protease-activated
receptors (PAR) (47), G I'ADP (récepteurs P2Y (48)), au collagene (49), au PAF (50) et
a I'histamine (51), le FcyRIIA (52), le FceRI (53,54). Les plaquettes peuvent detecter la
présence de pathogenes dans la circulation gréce a I'expression de Toll-Like
receptors (TLR) & leur surface (55). Les TLR appartenant a la famille des Pattern
recognition receptors (PRR) reconnaissent des motifs moléculaires conservés a la
surface des pathogenes, appelés pathogen-associated molecular patterns (PAMP).
Gréce au systeme canaliculaire ouvert, qui est un ensemble d’invaginations de
membranes cellulaires, la surface d’échange des plaguettes avec I'environnement

extérieur est netftement augmentée (56).

GPVI

P-selectin
SRB1 -~

CX3CR1
JAM

Figure 4 : Les récepteurs des plaquettes activées (57). A noter que le FCyRIIA/CD32A n'est pas
indiqué dans cette figure.

18



Dans le cytoplasme, un réseau de microtubules et un cytosquelette d’actine
permettent aux plaquettes, apres activation, de passer d'une forme discoide a une
forme sphérique et de libérer le contenu de leurs granules dans le milieu

extracellulaire (58).

Trois types de granules sont présents au sein de leur cytoplasme : les granules a,
les granules denses et les lysosomes. Les plus abondants sont les granules o (ils
constituent 10% du volume de la plagquette) qui contiennent une grande variété de
protéines dont les principales sont le Platelet Factor 4, le Platelet-derived growth
factor, la B-thromboglobuline, le fibrinogene, le facteur Von Wilebrand, la
fioronectine, la P-sélectine (ou CDé2P), des facteurs de la coagulation, des
chimiokines et des protéines d’'adhésion (59). Les granules denses contiennent du
calcium, de la sérotonine et des nucléotides tels que I'ADP alors que les lysosomes
sont constitués d'enzymes hydrolytiques et de peroxysomes (60). Les plaquettes
activées sont caractérisées par I'expression a leur surface de la P-sélectine et la
conformation active de certaines intégrines (notamment GPllbllla) (61). Par ailleurs,
elles liberent dans le milieu extracellulaire de nombreuses chimiokines, cytokines et
lipides pro-inflammatoires tel que le PAF (62), et méme de I'histamine (63). Les
plaguettes pourraient également générer des microparticules qui peuvent délivrer

des signaux a d'autres populations cellulaires telles que les neutrophiles (64,65).

Des quantités d’ARNm présentes dans le cytoplasme des mégacaryocytes sont
empactées au cours de la thrombogénese permettant aux plaquettes de générer
de nombreuses protéines malgré l'absence de noyau, par exemple en cas

d'inflammation (66).

C. RAle des plaguettes dans I'organisme

1. Les plaquettes dans I'némostase

Les plagquettes sont connues pour leur fonction majeure dans I'hémostase,
processus physiologique qui permet I'arrét d'un saignement et la prévention de

thromboses.
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Lors de la rupture de I'endothélium vasculaire suite a une blessure, la couche
sous-endothéliale constituée de plusieurs protéines, dont le collagéene et le facteur
von Willebrand (VWF), est exposée aux plaguettes présentes dans la circulation
sanguine. La formation progressive d'un clou plaquettaire résultant d'une adhésion
stable entre les plaquettes et la matrice sous-endothéliale suit un processus
coordonné qui s'effectue en plusieurs étapes : attachement, roulement, activation
et adhésion stable (67). Tout d'abord, le facteur Von Willebrand (WWF), molécule
thrombogene, permet la liaison entre le collagene de la matrice sous-endothéliale
et les plaquettes circulantes ; et également la licison inter-plaquettes. Le VWF se lie
aux plaguettes via la glycoprotéine GPlba (appartenant au complexe GPlb-V-IX).
C'est le seul récepteur a la surface des plaguettes non activées capable de lier
avec une affinité suffisante le vVWF sous conformation active (68). Le GPlba permet le
roulement des plaquettes a la surface de la matrice sous-endothéliale en direction
du flux sanguin et donc leur ralentissement conduisant & I'engagement d’autres
récepteurs a I'origine d'une adhésion stable. L'adhésion est donc ensuite renforcée
gré@ce a I'action synergique de deux récepteurs majeurs du collagéene, GPVI et
a2B1, exprimés a la surface des plaquettes et dont I'engagement conduit &
I'activation plaquettaire. Enfin, la derniere étape est I'arrét définitif des plaquettes
activées a la surface de la matrice extracellulaire suite au changement de
conformation de plusieurs intégrines notfamment la glycoprotéine GPlibllla liant le
fiorinogéne, la fibronectine et le vWF. Ces différentes interactions entrainent
I'agrégation des plaqguettes, leur changement de forme ainsi que leur
dégranulation. Tout au long de ce processus, de nouvelles plaguettes sont recrutées

progressivement pour consolider le clou plaquettaire ou thrombus blanc (67).

Aprés activation plaquettaire, des récepteurs d’'adhésion contenus
préalablement dans les granules o des plaquettes sont exprimés a leur surface (la P-
sélectine par exemple); également de nombreux facteurs et cofacteurs de la
coagulation sont libérés dans le milieu extracellulaire et contribuent a I'initiation de
la coagulation (59). En outre, I'exposition de phospholipides anioniques a la surface
des plaquettes activées permet le recrutement de protéines de la coagulation afin
d’initier la formation d’'un thrombus (69). La cascade de la coagulation, initiée par le
facteur tissulaire (protéine membranaire exprimée de maniere constitutive et

importante a la surface des fibroblastes de la couche sous-endothéliale) et par le
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facteur Vlla circulant, est une succession de réactions enzymatiques qui aboutit &
une concentration élevée de thrombine capable de cataliser la polymérisation du
fiorinogéne soluble en fibrine insoluble. A la fin de ce processus, des hématies,
leucocytes et plaquettes sont incorporés & cette structure pour constituer peu a peu
un thrombus (69). Il est important de noter que le systeme de la coagulation est
contrélé par plusieurs inhibiteurs physiologiques pour éviter un emballement de la
réaction : I'antithrombine qui inhibe principalement la thrombine et le facteur Xa ; la
protéine C (activée par la thrombine), associée a son cofacteur la protéine S,
ralentit la génération de thrombine par inactivation des facteurs Va et Vlla ; et
I'inhibiteur du facteur fissulaire TFPI (tissue factor pathway inhibitor) qui bloque la
phase d'initiation de la coagulation en format un complexe quaternaire avec le
facteur tissulaire et les facteurs Vlla et Xa. En leur absence ou anomalies génétiques,

un exces de coagulation peut étre responsable de la formation de thromboses (70).

2. Les plaguettes dans I'immunité

'y a plus de 100 milions d'années, les plaguettes n'existaient pas chez les
invertébrés. En revanche, les amoebocytes, uniques cellules immunitaires chez la
limule (arthropode marin dgé de plus de 100 millions d'années), sont décrits comme
des cellules pouvant s'agréger et libérer des facteurs de la coagulation afin
d'immobiliser et d’emprisonner les bactéries (71). Il est donc probable que les
plaguettes (présentes chez les mammiferes), et donc dérivées de ces cellules
immunitaires primitives, aient conservées un réle dans I'immunité qui est d'ailleurs

aujourd’'hui de plus en plus reconnu.

Les plaquettes dans I'inflammation.

Dans la phase précoce de la réponse inflammatoire, les plaquettes recrutées &
la surface de I'endothélium vasculaire activé peuvent augmenter la perméabilité
vasculaire en sécrétant de la sérotonine (72,73), du vascular endothelial growth
factor (VEGF) (74) ou du PAF (75). Par ailleurs, elles peuvent également favoriser le
recrutement et la migration transendothéliale des neutrophiles et des monocytes en

sécrétant des chimiokines (CXCL1, PF4, RANTES) en augmentant I'expression et/ou
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I'activation de molécules d'adhésion a la surface des leucocytes et des cellules
endothéliales (76). Plusieurs cytokines peuvent étre également libérées par les
plaguettes comme PDGF et TGF-B contribuant a la résolution de I'inflammation (77).
Les plaquettes peuvent aussi moduler les fonctions effectrices des leucocytes. Par
exemple dans le sepsis, la reconnaissance du LPS via le TLR-4 & leur surface
plaguettaire favorise le recrutement des neutrophiles, leur activation, leur
dégranulation et la formation de neutrophil extracellular traps (NETs) (voir chapitre V
« Les neutrophiles ») capables de piéger et de tuer les bactéries responsables (78).
Dans ce méme contexte, une autre équipe montre que cette élévation de la
concentration plasmatique de NETs est dépendante de PSGL-1 et Mac-1 (79), deux
récepteurs permettant aux neutrophiles d’interagir avec les plagquettes (80). Suivant
le contexte inflammatoire et par conséquent du stimulus plaquettaire rentrant en
jeu (par exemple thrombine, ADP, levures opsonisées par des IgG), les plaguettes
peuvent aussi augmenter ou inhiber la production d'especes réactives de I'oxygene
(ERO), et/ou la production de cytokines, d'enzymes cytotoxiques (MPO par
exemple) par les neutrophiles et les macrophages ; et aussi stimuler la phagocytose
des monocytes/macrophages (76). Une étude récente issue du laboratoire de
Benoit Ho-Tin-Noé a montré que les plaguettes peuvent exercer a la fois un rbéle
proinflammatoire et un rbéle antihémorragique. En effet, dans un modele
d'inflammation cutanée induit par des complexes immuns, elles favorisent
I'infiltration des neutrophiles ainsi que leur activité cytotoxique tout en contrélant le

risque hémorragigue au niveau de I'endothélium vasculaire (81).

Les plaquettes font le lien enfre immunité innée et immunité acquise.

Les plaquettes activées exprimant le CD40L (ou CDI154) peuvent interagir
directement avec des cellules du systeme immunitaire exprimant le récepteur CD40 :
les lymphocytes et les cellules présentatrices d'antigene. En effet, I'interaction entre
plaguettes et lymphocytes B via I'axe CD40L-CD40 peut induire leur différenciation
puis leur prolifération conduisant & la production d'anticorps (82). Ce méme axe
peut augmenter la réponse des lymphocytes T CD8+ au cours d'une infection virale
(83) ou d'une infection bactérienne & Listeria monocytogenes (84). Par ailleurs, les

plaguettes activées peuvent libérer dans la circulation du CD40L sous forme soluble
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ou exprimées a la surface de microparticules dérivées des plaquettes (85). Ceci leur

permet d'interagir davantage a distance avec d'autres cellules.

Par qilleurs, de nombreuses cytokines pro- et anti-inflammatoires et chimiokines
sont stockées dans les granules o des plaquettes. Par exemple, la quantité de
fransforming growth factor (TGFB) présente dans [|'organisme provient
principalement du pool plaquettaire (86). La différentiation des lymphocytes T
régulateurs étant dépendante du TGFB, il est possible que les plaquettes contrélent
leur différenciation notamment suite G une interaction entre les ectosomes
(particules entre 0.1-1 ym de diametre) dérivés des plaquettes et les lymphocytes T
CD4+ (87).

3. L'implication plaguettes dans différentes pathologies

Note : A ftravers quelques exemples, cette partie a pour objectif de montrer
brievement I'implication des plaquettes dans différentes pathologies et leur

possibilité d’interagir avec d’autres cellules du systeme immunitaire.

L'athérosclérose. Les plaguettes confribuent a I'installation et a la progression de
I'athérosclérose par I'établissement et le maintien d'une réponse pro-inflammatoire
(57.88). En effet, la formation de plaques d'athérome correspond au dépdt de
lipides a la surface de I'endothélium associé a un environnement pro-inflammatoire.
L'endothélium activé recrute des plaquettes circulantes qui, apres activation,
sécretent de nombreux médiateurs pro-inflammatoires (CD154, RANTES, PF4, IL1«x)
amplifiant I'activation de I'endothélium. Ceci conduit au recrutement de nombreux
monocytes circulants (notamment par la présence du PF4 chimioattractant) et au
dépdt d'autres lipides contribuant a développer I'athérosclérose. Cette boucle
d'activation amplificatrice de I'endothélium, des plaquettes et des monocytes,

associés au dépdot d'autres lipides, contribue d la progression de la maladie.

L’arthrite rhumatoide est une Inflammation chronique et auto-immune affectant
les articulations conduisant & I'érosion du cartilage. En comparaison des individus
sains, il a été mis en évidence une augmentation de I'expression de la P-sélectine &

la surface des plaguettes dans le sang de patients atfteints d’'arthrite (89). En outre,
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des microparticules dérivées de plaquettes ainsi que du CD40L soluble sont détectés
dans la circulation chez les patients arthritiques comparés aux individus sains (90,91).
Ces microparticules plaguettaires exacerbent I'inflammation des articulations par la
production d'IL-1(92). Les microparticules dérivées des plaquettes semblent donc

jouer un réle important dans cette pathologie.

Le lupus est une maladie auto-immune caractérisée par la présence d'auto-
anticorps principalement dirigés contre des antigenes nucléaires, en particulier 'ADN
double brin et différentes protéines du noyau. Dans le sang de patients lupiques, une
elevation du taux de thromboxane et de CD40L soluble, de la P-sélectine a la
surface des plaguettes ainsi que des agrégats inter-plaquettes et plaguettes-
leucocytes sont mis en évidence (92). Par ailleurs, des complexes immuns (ADN-anti-
ADN ; ribonucléoprotéine RNP/anti-RNP sont capables d’activer les plaquettes via le
FcyRIIA qui s’associent ensuite aux cellules dendritiques myéloides et plasmacytoides
(via l'interaction CD40L-CD40) favorisant ainsi la sécrétion d'IFNy (93). Cette
pathologie semble impliquer le FcyRIIA & la surface des plaguettes conduisant a une

acftivation plaguettaire.

Le TRALI (transfusion-related acute lung injury) est une complication survenant
dans les six heures aprés la transfusion de produits dérivés du sang (94). Le TRALI se
caractérise par un syndrome de détresse respiratoire, la formation d'un cedéme
pulmonaire non cardiogénique et une hypoxémie (95). Des études chez la souris
montrent que les plaquettes confribuent au développement du TRALI. En effet, la
déplétion de plaquettes améliore la fonction pulmonaire et diminue I'infiltrat de
leucocytes (96). La présence de CD40L soluble dans les concentrés plaquettaires
stockés pour une future transfusion suggere une activation possible des neutrophiles
pulmonaire apres engagement de I'axe CD40L-CD40 (97). En outre, une étude
suggere que les plagquettes activées favoriseraient la formation de NETs par les
neutrophiles dans les poumons (98). L'interaction plaguette-neutrophile contribuerait

a 'installation d'un TRALI.

Le sepsis est une réaction systémique de I'organisme suite a une infection. La
présence de pathogenes et certains composants de la membrane bactérienne (par
exemple le LPS) sont & I'origine d'une forte réponse inflammatoire ainsi que de
I'activation de la coagulation et l'inhibition de la fibrinolyse (dissolution du

thrombus). La coagulation intense développée lors du sepsis peut entrainer la
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consommation des protéines C et S, anticoagulants physiologiques qui sont alors
incapables d’'inhiber cette coagulation (99). Par ailleurs, chez les patients
développant un sepsis, I'activation plaquettaire (expression augmentée de P-
sélectine) ainsi que la formation de microparticules plaquettaires permet
notamment aux plaquettes d’interagir avec les neutrophiles et I'endothélium
vasculaire (100). Dans un modéle murin, I'interaction plagquettes-neutrophiles favorise
le recrutement des neutrophiles, leur activation, leur dégranulation et la formation
de NETs (78). A l'inverse, une équipe a également reporté un réle protecteur des
plaguettes dans le sepsis (101), suggérant que I'étude du réle des plagquettes dans la

physiopathologie de cette pathologie doit éfre approfondie.
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V. Les neutrophiles

A. Granulopoiese et structure des neutrophiles

Chez I'homme, 50 & 70% des leucocytes sont des polynucléaires neutrophiles
(appelés neutrophiles). Le nombre de neutrophiles produit par jour est de environ
10" et peut augmenter jusqu'ad 102 en cas d'infection bactérienne (102). Les
neutrophiles sont formés dans la moelle osseuse (processus de granulopoiese) en
réponse a plusieurs cytokines, principalement le granulocyte colony-stimlating factor
(G-CSF) (103). Au cours de la granulopoiese, le neutrophile passe par différents
stades : myéloblaste, promyélocyte, métamyélocyte et finalement polynucléaire
neutrophile (104). Cette derniere étape nécessite notfamment I'action d’'un facteur
de répression de la transcription appelé growth factor independent 1 (Gfil). Les
neutrophiles matures circulants ont un temps de demi-vie relativement court estimé
entre 8 et 12 heures dans la circulation et jusqu'a un ou deux jours dans les tissus
(105). L'estimation de leur temps de demi-vie est un sujet débattu (106,107) ; mais il
semble s’allonger dans des conditions inflammatoires (108,109). Leur nombre présent
en circulation dépend d'un équilibre entre le taux de production par la moelle

osseuse et de leur survie dans la circulation sanguine.

Dans la circulation sanguine, les neutrophiles matures ont un diamétre compris
entre 7 et 10 um et leur cytoplasme est riche en granules et vésicules sécrétoires. Trois
types de granulations contenant des protéines pro-inflammatoires sont retrouvés au
sein des neutrophiles. On distingue les granulations azurophiles contenant
notamment la myélopéroxydase (MPO), les granulations secondaires contenant de
la lactoferrine et les granulations terficires ou gélatinases contenant des
métalloprotéinases. Les neutrophiles peuvent mobiliser rapidement leurs vésicules
sécrétoires dont les protéines sont incorporées a la membrane plasmique du
neutrophile activé. En effet, aprés activation des neutrophiles, les vésicules
transportent d'abord & la surface cellulaire des molécules nécessaires a I'adhésion
du neutrophile (par exemple, CD18 ou B2 intégrine) (110) ; puis, les granulations

tertiaires libérent les protéases a I'origine de la digestion de la membrane basale ou
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maftrice exiracellulaire, probablement pour permetire la transmigration du

neutrophile (111).

B. Réle des neutrophiles dans I'organisme

Les neutrophiles constituent la premiere ligne de défense contre les
pathogeénes (bactéries, champignons, protozoaires). Alors que les neutrophiles
représentent 50% & 70% des leucocytes dans la circulation sanguine chez I'homme, |l

représentent seulement 10 & 25% chez la souris (112).

Apres leur différenciation dans la moelle osseuse, les neutrophiles sont libérés
et « patrouillent » dans la circulation sanguine & la recherche d'une infection ou
d'une inflammation (104). La détection d'un pathogéene présent dans un tissu induit
une réponse proinflammatoire émanant des macrophages fissulaires résidents et des
mastocytes qui sécretent des cytokines (TNFa et IL-1) ainsi que des médiateurs
(histamine et leucotrienes) afin d'activer I'endothélium vasculaire et permettre le

recrutement de neutrophiles circulants (113).

1. La diapédese

Pour atteindre le lieu de l'inflammation, les neutrophiles circulants doivent
traverser I'endothélium vasculaire. Ce processus s'appelle diapédése et se fait
suivant une succession d’'étapes au cours desquelles les neutrophiles et les cellules
endothéliales activées interagissent via différents récepteurs (114). Les principales
étapes de la diapédese sont les suivantes : attachement du neutrophile d la surface
de I'endothélium ; roulement du neutrophile le long de I'endothélium, adhésion puis
arrét du neutrophile, passage du neutrophile au travers de I'endothélium suivant une
voie paracellulaire (entre deux cellules endothéliales) ou parfois suivant une voie
transcellulaire (au travers de la cellule endothéliale) (114). Tout au long de ce
processus, les neutrophiles doivent résister a la pression exercée par le flux sanguin.
Pour cela, des récepteurs de la famille des sélectines (PSGL-1 par exemple) exprimés
a leur surface sont a I'origine du roulement ; des intégrines (LFA-1 par exemple) sont

a I'origine de leur adhésion puis de I'arrét a la surface de I'endothélium. Il a été aussi
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rapporté la formation d’extensions membranaires (ou élingues, «slings») qui
permettent aux neutrophiles d'établir des interactions fortes avec I'endothélium
(115).

2. Activation des neutrophiles

Les neutrophiles sont activés en réponse a des signaux proinflammatoires qui
leur permettent de libérer le contenu de leurs granules et de phagocyter les

pathogenes.

Les neutrophiles répondent en général d un ensemble de stimuli mais
I'exposition a seul stimulus particulier (LPS, TNFax, chimiokines, facteurs de croissance)
les sensibilise et leur permet de répondre de maniere amplifiée suite d un second
stimulus (116-118). Par exemple, une étude montre que l'injection d'un anticorps
anti-Lyé6G chez des souris préalablement sensibilisées au LPS développent un choc
allergique (dépendant de la libération de PAF et des neutrophiles) plus sévere que
des souris non sensibilisées (116). Cet effet permet donc aux neutrophiles de
répondre de maniere optimale et le plus rapidement possible en cas d’infection ou
d'inflammation. De méme, les récepteurs aux leucotrienes et aux chimiokines

présents a leur surface peuvent aussi les sensibiliser apres liaison & leur ligand.

Les neutrophiles reconnaissent les pathogenes par leur pathogen-associated
molecular patterns (PAMP) (102). Parmi eux, on distingue notfamment le LPS, I'ARN
double brin caractéristique de certains virus, I'ADN bactérien ou encore des
peptidoglycanes. Ces PAMP sont reconnus par des récepteurs intracellulaires ou
exprimés a la surface des neutfrophiles de la famille des patftern recognition
receptors (PRR) (102). Parmi les PRR, on distingue notamment les TLR reconnaissant
des lipides, carbohydrates, ADN, peptides, ARN simple et double brin(119) ; et les C-
Type Lectin Receptors (CLR) donft le plus important est la dectine-1 reconnaissant les
B-glucanes d’origine fongique. En effet, la dectine-1 exprimée a la surface des

neutrophiles internalise puis élimine les pathogenes d’origine fongique (120).

3. Les fonctions clés des neutrophiles
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En présence de plusieurs stimuli, les neutrophiles éliminent le pathogene par
phagocytose, explosion oxydative, dégranulation, synthése de cytokines et
formation de NETs (ou NETose) (121) (Figure 5).

Comme mentionné précédemment, les neutrophiles humains expriment
I'ensemble des FcyRs a leur surface (22). La phagocytose du neutrophile repose sur
I'engagement des FcyRs, des récepteurs au complément (CR-1 et CR-3 exprimés a
leur surface (122)) et la dectine-1 (123) qui permettent la reconnaissance du
pathogeéne opsonisé par des IgG ou des composés de type B-glycanes, et conduit a
son internalisation dans une vacuole appelée phagosome (124). Apres
internalisation, I'augmentation du calcium cytosolique au sein du neutrophile
permet a la vacuole contenant le pathogéne de fusionner avec les granules
contenant des enzymes hydrolytiques (125) pour former un phagosome ainsi que

d'activer la NADPH oxydase (126), essentielles a I'activité bactéricide (127).

L'acidité a l'intérieur du phagosome permet au neutrophile de déclencher
I'explosion oxydative qui consiste en la production d’espéeces réactives de I'oxygene
(ROS ; reactive oxygen species) par la NADPH oxydase (128). Ces ROS jouent un réle
majeur pour détruire les bactéries ou les champignons pathogenes internalisés.
L’ensemble du processus de phagocytose conduit & la destruction et a la digestion

du pathogene.

Au cours de leur maturation, les neutrophiles développent de nombreux
compartiments intracellulaires, les vésicules et les granules sécrétoires, qui
contiennent des protéines G activité bactéricide et proinflammatoires (129). Les
neutrophiles contiennent des protéinases et des peptides antimicrobiens stockés
dans leurs granules qui fusionnent avec le phagosome pour détruire le pathogéne
internalisé. En outre, la fusion de ces granules avec la membrane plasmique permet

également une libération extracellulaire du contenu de ces granules.

Les neutrophiles activés sont également capables de produire différentes
cytokines pro-inflammatoires comme IL-1B, IL-6, TNFx et IL-8 qui aident au

recrutement d'autres neutrophiles et d’autres leucocytes (130).

La NETose est un mécanisme par lequel les neutrophiles libérent dans le milieu
extracellulaire des filaments de chromatine décondensée (molécules d’ADN et

histones) associés a des protéines granulaires (par exemple ['élastase et la
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myélopéroxydase) (131). Les NETs permettent aux neutrophiles d'« attraper» et de
tuer directement le pathogéne par projection dans le milieu extracellulaire d'un
mélange collant de chromatine, de peptides et d’enzymes antimicrobiens en forte
concentration. En outre, il est important de noter que la NETose n’est pas seulement
utilisée a des fins bactéricides par les neutrophiles. Par exemple, I'équipe de Sylvie
Chollet-Martin a montré que les NETs des neutrophiles humains sont capables de
réguler la maturation des cellules dendritiques humaines préalablement sensibilisées
par du LPS (132). A l'inverse, il est important de mentionner que les NETs peuvent
aussi avoir un effet délétere sur I'organisme et sont mis en cause dans plusieurs
pathologies. Plusieurs molécules composant la structure des NETs sont des
autoantigénes (MPO, ADN double-brin, histones) dans des maladies auto-immunes,
par exemple le lupus érythémateux systémique ou la vascularite a ANCA (Anti-
neutrophil cytoplasmic antibodies). Par ailleurs, les NETs, peuvent contribuer a la
formation de thrombi en favorisant I'adhésion entre plaquettes, hématies, protéines

effectrices et facteurs de la coagulation (133,134).

Alors que la NETose « classique », comme son nom l'indique, a été initialement
décrite comme un processus de mort cellulaire, il a aussi été montré que les
neutrophiles en pleine activité de phagocytose peuvent parallelement a cela libérer
de I'ADN tout en conservant leur intégrité cellulaire ainsi que leur capacité de
migration (mais néanmoins diminuée), ce processus est appelée NETose « vitale »
(135,136).
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Les neutrophiles « dgés» meurent par apoptose (ou par NETose).

Les

neutrophiles « morts» ou les corps apoptotiqgues sont ensuite éliminés de la

circulation par un mécanisme de phagocytose qui

macrophages (138).
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Objectifs de these

Mon travail de these s'articule autour de deux projets dont la finalité est de
mieux comprendre le mécanisme physiopathologique du choc anaphylactique. Les

principales interrogations soulevées par ces deux projets sont les suivantes :
- Quels sont les acteurs clés du choc allergique 2
- Quels sont leurs réles au cours de cette réaction 2
- Existe-t-il des interactions entre ces différents acteurs et & quoi servent-elles ¢

- Finalement, comment mieux soigner le choc allergique ¢

Dans un premier temps, mon fravail a eu pour objectifs d’étudier in vivo chez
la souris les récepteurs FcyRs activateurs et inhibiteurs, les cellules effectrices et les
médiateurs susceptibles de contribuer au choc anaphylactique dans des modéles
de PSA induits soit par des IgG1, soit des IgG2a ou soit des IgG2b dirigés contre un
méme antigene. Cette étude a permis de mettre en évidence des FcyRs, des
cellules effectrices et des médiateurs contribuant de maniere plus importante que
d'autres selon la sous-classe d'lgG responsable de l'induction du choc. Cette
analyse comparative a fait I'objet d'une publication en 1¢ auteur en 2016 dans
Journal of Allergy and Clinical Immunology (Article 1) (139). La contribution des
différents FcyRs humains, cellules effectrices et médiateurs a ensuite ete etudiée
dans un nouveau modele de souris knock-in pour I'ensemble des FcyRs humains
(excepté le hFcyRIl) et dont les résultats ont fait I'objet d’une publication en 2016

dans Journal of Autoimmunity (en annexe de ce manuscrit).

Dans un deuxieme temps, a l'aide d'un modele humanisé, je me suis
intéressée a la population plaguettaire particulierement peu étudiée dans le choc
allergique induit par des IgG. Contrairement & la souris sauvage, les plaguettes
humaines expriment le FcyRIIA et le récepteur au PAF (PAF-R) & leur surface. Le
FcyRIIA & la surface d’autres populations cellulaires et le PAF ont déja été identifiés

comme acteurs clés de I'anaphylaxie dans des études précédentes menées par
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mon laboratoire (140,141). Dans ce deuxieme projet, nous avons fait I'hypothése que
les plaquettes participent a l'initiation et/ou & la propagation de la réaction
anaphylactique via le FcyRIIA. Nous avons donc examiné le nombre de plaquettes
circulantes, la présence de complexes plaquettes-leucocytes circulants, I'état
d'activation plaguettaire ainsi que l'effet d'une déplétion ou d'un exces de
plaguettes au cours d'un modele passif de choc allergique induit par des IgG
humaines chez des souris fransgéniques pour le FCyRIIA humain. En outre, les résultats
de I'étude clinique « NASA » (https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT01637220) ont pu

conforter ceux obtenus chez la souris. Les résultats obtenus au cours de ce projet
font I'objet d'un manuscrit sous forme préliminaire qui sera soumis d'ici la fin 2016
(Article 2).

33



Article 1

IgG subclasses determine pathways of anaphylaxis in mice

l. Infroduction

Dans un premier temps, I'objectif de ce projet a été d’'étudier in vivo chez la
souris la contribution respective des FcyRs activateurs et inhibiteurs dans I'induction
d'un choc anaphylactique dépendant d'une sous-classe particuliere d'lgG. Diverses
études reposant sur un modele passif de I'anaphylaxie analysent I'implication des
FcyRs suite a I'injection d’une seule sous-classe d'lgG mais aucune étude n’a encore
comparé les effets de chaque sous-classe d'lgG dirigé contre un méme antigéne

dans les mémes conditions expérimentales.

Pour étudier la contribution de chacun des FcyRs, j'ai utilisé des souris déficientes
pour chacun de ces récepteurs et induit trois types d'anaphylaxie systémique
passive : PSA induite par des IgG1, des IgG2a ou des IgG2b spécifique pour un
méme antigene (TNP). Apres avoir déterminé la conftribution d'un FcyR clé, j'ai
également fait varier la dose d'lgG2a et d'lgG2b afin de révéler la contribution

potentielle d'autres FCyRs.

Dans un deuxieme temps, ces récepteurs étant exprimés a la surface des
cellules myéloides, j'ai cherché a déterminer la contribution des neutrophiles, des
monocytes/macrophages, des basophiles et des mastocytes. Pour cela, j'ai utilisé
des anticorps, des agents (liposomes) déplétants ou des modeles de souris
déficientes pour une population cellulaire particuliere. J'ai également étudié
I'expression du FcyRIll, du FcyRIV et du FcyRIIB inhibiteur & la surface de ces cellules

avant/aprés le choc allergique.

Enfin, les cellules mises en cause dans ces trois modeles de PSA étant
capables de libérer de I'histamine et du PAF, principaux médiateurs mis en cause
auparavant dans d'autres modeles, je me suis intéressée a la contribution relative de

ces deux médiateurs en utilisant des antagonistes de leurs récepteurs.
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IgG subclasses determine pathways of anaphylaxis

in mice
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Background: Animal models have demonstrated that allergen-
specific IgG confers sensitivity to systemic anaphylaxis that
relies on IgG Fc receptors (FcyRs). Mouse IgG,, and IgG,,
bind activating FcyRI, FeyRIII, and FeyRIV and inhibitory
FcyRIIB; mouse IgG; binds only FeyRIII and FeyRIIB.
Although these interactions are of strikingly different affinities,
these 3 IgG subclasses have been shown to enable induction of
systemic anaphylaxis.

Objective: We sought to determine which pathways control the
induction of IgGq-, IgG;,-, and IgG,,-dependent passive
systemic anaphylaxis.

Methods: Mice were sensitized with IgG,, IgG,,, or IgG,,, anti-
trinitrophenyl mAbs and challenged with trinitrophenyl-BSA
intravenously to induce systemic anaphylaxis that was
monitored by using rectal temperature. Anaphylaxis was
evaluated in mice deficient for FcyRs injected with mediator
antagonists or in which basophils, monocytes/macrophages, or
neutrophils had been depleted. FcyR expression was evaluated
on these cells before and after anaphylaxis.
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Results: Activating FcyRIII is the receptor primarily
responsible for all 3 models of anaphylaxis, and subsequent
downregulation of this receptor was observed. These models
differentially relied on histamine release and the contribution of
mast cells, basophils, macrophages, and neutrophils. Strikingly,
basophil contribution and histamine predominance in mice with
IgG,- and IgG,;,-induced anaphylaxis correlated with the ability
of inhibitory FcyRIIB to negatively regulate these models of
anaphylaxis.

Conclusion: We propose that the differential expression of
inhibitory FcyRIIB on myeloid cells and its differential binding
of IgG subclasses controls the contributions of mast cells,
basophils, neutrophils, and macrophages to IgG subclass—
dependent anaphylaxis. Collectively, our results unravel novel
complexities in the involvement and regulation of cell
populations in IgG-dependent reactions in vivo. (J Allergy Clin
Immunol 2016;NuN:NEE-EEN,)

Key words: Anaphylaxis, 1gG, mouse model, basophil, neutrophil,
monocyte, macrophage, 1gG Fc receptor, platelet-activating factor,
histamine

Anaphylaxis is a hyperacute allergic reaction that occurs with
increasing incidence in the population and can be of fatal
consequence. Symptoms include skin rash, hypotension, hypo-
thermia, abdominal pain, bronchospasm, and heart and lung
failure, which can lead to asphyxia and sometimes death.' The
main treatment remains epinephrine (adrenaline) injection to
restore heart and lung function. Because anaphylaxis represents
an emergency situation, few clinical studies have been possible
to address the mechanisms leading to anaphylaxis in patients.
Experimental models of anaphylaxis identified mechanisms
involving allergen-specific antibodies that trigger activating anti-
body receptors on myeloid cells, leading to mediator release.
These mediators can, by themselves, recapitulate the symptoms
of anaphylaxis observed in human subjects.””

The “classical” mechanism of anaphylaxis states that allergen-
specific IgE binds the activating IgE receptor FceRI on mast cells,
which, on allergen encounter, become activated and release hista-
mine, among other mediators. Notably, histamine injection suffices
to induce signs of anaphylaxis in animal models.* In many cases
detectable allergen-specific IgE and increased histamine levels do
not accompany anaphylaxis in human subjects (discussed in Kho-
doun et al’), leading to the notion that “atypical” or “alternate”
mechanisms of induction could explain these cases. One of these
atypical/alternate models proposes a similar cascade of events but
instead based on allergen-specific IgG binding to allergen, forming
IgG-allergen immune complexes that trigger activating IgG Fc re-
ceptors (FcyRs) expressed on myeloid cells (ie, macrophages,
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Abbreviations used
FeyR: IgG Fc receptor
FcRn: Neonatal 1gG receptor
FITC: Fluorescein isothiocyanate
Gfil: Growth factor independence 1
Ka: Affinity constant
Kp: Dissociation equilibrium constant
Kog: Dissociation rate
Kon: Association rate
mMCP-1: Mast cell protease 1
PAF: Platelet-activating factor
PSA: Passive systemic anaphylaxis
RU: Resonance units
TNP: Trinitrophenyl
TRIM21: Tripartite motif-containing protein 21
WT: C57Bl/6 wild-type

basophils, and/or neutrophils), which in turn release platelet-
activating factor (PAF).”” Importantly, PAF injection suffices to
induce signs of anaphylaxis in animal models.® IgG-induced
anaphylaxis can be elicited by intravenous injection of
allergen-specific IgG followed by allergen administration and is
termed IgG-induced passive systemic anaphylaxis (PSA).

IgG receptors in the mouse comprise 4 “classical” IgG
receptors termed FcyRs but also the neonatal IgG receptor
(FcRn) and the intracellular FcR tripartite motif-containing
protein 21 (TRIM21).”** Although FcRn and TRIM21 both partic-
ipate in the intracellular routing of IgG and FcRn in protection
from catabolism and distribution to tissues,” FcyRs control cell
activation in the presence of immune complexes. FcyRs in mice
are subdivided into (1) activating FcyRs (ie, FcyRI, FcyRIII,
and FcyRIV), which lead to cell activation on immune complex
binding, and (2) an inhibitory FcyR (ie, FcyRIIB), which inhibits
cell activation when coengaged by an immune complex with an
activating FcyR coexpressed on the same cell.'” Thus inhibition
of cell activation by FcyRIIB requires that the immune complex
contains IgG bound by both the activating and inhibitory FcyR.

Four IgG subclasses existin mice: IgGy, [gGa,, IgGoy,, and IgG;.
Among those, only IgG,, and IgG,,, bind to all FcyRs, whereas
IgG, binds only to FcyRIIB and FcyRIIL. It remains under debate
whether IgG5 binds to FcyRs, particularly FeyRI'""'? The affin-
ities of these FcyRs toward IgG subclasses are strikingly different
(Table I),"'"'* leading to the notion of high-affinity receptors that
retain monomeric IgG and low-affinity receptors that do not.”
However, the avidity of IgG-immune complexes enables both
types of receptors to retain IgG-immune complexes, leading to
receptor clustering, intracellular signaling events, and, eventually,
cell activation. FcyRI is a high-affinity receptor for IgG,,,"” and
FcyRIV is a high-affinity receptor for IgG,, and IgG,y,.'® All other
FcyR-IgG interactions are of low affinity (reviewed in Bruhns’).

Three of the 4 IgG subclasses in the mouse, IgG;, IgG,,, and
1gG,p, have been reported to enable the induction of systemic
anaphylaxis, inducing mild-to-severe hypothermia.”'”'® This is
rather surprising for IgG,, considering that inhibitory FcyRIIB
binds IgGl with a 10-fold higher affinity (affinity constant
[Kal, 33 X 10° M ') than activating FcyRIIT (Ka,
3.1 X 10° M~'; Table 1),"* implying that inhibition should
dominate over activation. C57B1/6 wild-type (WT) mice experi-
ence a very mild anaphylactic reaction during IgG;-induced
PSA compared to FcyRIIBfF mice,'? indicating that inhibition
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TABLE |. Affinities of mouse FcyR-IgG subclass interactions
(Ka values in M™1)

1gG, 19G2. 1gGoy, 1gG3
FcyRI - 1x 108 1% 10° (+)
FcyRIIB 33 X 10° 42 X 10° 22 X 10° -
FeyRIII 3.1 X 10° 6.8 X 10° 6.4 X 10° -
FcyRIV - 2.9 x 107 1.7 X 107 -

Data were compiled from Nimmerjahn and Ravetch'’ and Nimmerjahn et al.'*
—, No detectable affinity; (+), under debate.'""!?

by FcyRIIB occurs in WT mice during IgG;-induced PSA,
reducing but not protecting against anaphylaxis. IgG,-dependent
PSA has been reported to rely on basophils® that coexpress
FcyRIIB and FcyRIIL?' In this apparently simple situation,
only 1 activating receptor and 1 inhibitory receptor are
engaged on a single cell type that, once activated, produces an
anaphylactogenic mediator, such as PAF.”

However, 1gG,, and IgG,, bind 3 activating FcyRs and
inhibitory FcyRIIB with different affinities, ranging over 2 logs.
In particular, the affinity of FcyRIIB for IgG,, is significantly
lower than that for IgG,;,, whereas the activating IgG receptors
FcyRIII and FeyRIV bind IgG,, and IgG,,, with similar affinities,
respectively (Table I). Notably, FcyRIV is not expressed on
basophils but on monocytes/macrophages and neutrophils,'"
which have both been reported to contribute to experimental
anaphylaxis.'®?*?* In addition, mice expressing only FcyRIV
can develop IgG-dependent PSA.'® Therefore, together
with expression and binding data, one would hypothesize that
FcyRIV contributes predominantly to IgG,,- and IgG,,-induced
PSA.

In this work we present evidence contrary to this hypothesis
and reveal which activating FcyR on which cell types releasing
which mediators are responsible for IgG,,-dependent PSA and
IgG,,-dependent PSA and the differential regulation of these
models of anaphylaxis by FcyRIIB. Our results unravel a
complex balance determined by FcyR expression patterns,
inhibition potential by FcyRIIB, and respective affinities of
activating and inhibitory FcyRs for IgG subclasses that, together,
regulate the contribution of cells and anaphylactogenic mediators
to a given model of IgG-induced anaphylaxis.

METHODS
Mice

Female C57B1/6J mice (herein referred to as WT mice) were purchased
from Charles River (Wilmington, Mass), female BALB/cJRj mice were from
Janvier Labs (Le Genest-Saint-Isle, France), and FcyRIIB =
(MGI:1857166), Fclellf/ ~ (MGI: 3620982) and Rosa26-YFP mice were
from Jackson Laboratories (Bar Harbor, Me). FCVR17/7 mice (MGI:
3664782) were provided by J. Leusen (University Medical Center, Utrecht,
The Netherlands), FeyRIV ™'~ mice (MGI: 5428684) were provided by J. V.
Ravetch (Rockefeller University, New York, NY), growth factor independence
1(Gfi 1)7/7 mice were provided by T. Moroy (Montreal University, Montreal,
Quebec, Canada), and MRP8-cre mice were provided by Clifford
Lowell (University of California at San Francisco, San Francisco, Calif).
MRP8-cre and Rosa26-YFP mice were intercrossed to generate MRP8-cre;
Rosa26-YFP mice. Cpa3-Cre; Mcl-1"" mice® (backcrossed for at least 9
generations on a C57B1/6J background) were kept in the Stanford University
animal facility. All mouse protocols were approved by the Animal Ethics
committee CETEA (Institut Pasteur, Paris, France) registered under
#C2EA-89 and/or the Institutional Animal Care and Use Committee of
Stanford University.
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Antibodies and reagents

PBS and clodronate liposomes were prepared as previously described.”®
Trinitrophenyl (TNPj3;.3;))-BSA was obtained from Santa Cruz Biotech-
nology (Dallas, Tex), ABT-491 was obtained from Sigma-Aldrich (St Louis,
Mo), cetirizine DiHCl was obtained from Selleck Chemicals (Houston,
Tex), anti-mouse FcyRIII (275003) was obtained from R&D Systems
(Minneapolis, Minn), and rat IgG,, isotype control (LTF-2) was obtained
from Bio X Cell (West Lebanon, NH). Purified anti-CD200R3 (Bal03) was
provided by H. Karasuyama (Tokyo Medical and Dental University Graduate
School, Tokyo, Japan). The hybridoma producing mAb anti-mouse FcyRIV
(9E9) was provided by J. V. Ravetch (Rockefeller University), anti-Ly6G
(NIMP-R14) was provided by C. Leclerc (Institut Pasteur), IgG; anti-TNP
(TIB-191) was provided by D. Voehringer (Universitatsklinikum, Erlangen,
Germany), 1gG,, anti-TNP (Hy1.2) was provided by Shozo Izui (University
of Geneva, Geneva, Switzerland), and IgG,y, anti-TNP (GORK) was provided
by B. Heyman (Uppsala Universitet, Uppsala, Sweden); corresponding
antibodies were purified, as previously described.'® Purified mouse IgE
anti-TNP was purchased from BD PharMingen (San Jose, Calif). The mAb
9E9 was coupled to fluorescein isothiocyanate (FITC) by using the Pierce
FITC Antibody labeling kit (Life Technologies, Grand Island, NY).
Antibodies used for flow cytometry staining of c-Kit (clone 2B8), CD49b
(clone DX5), IgE (clone R35-72), CD11b (clone M1/70), F4/80 (clone
6F12), CD115 (clone T38-320), Ly6G (clone 1A8), and Ly6C (clone
AL-21) were purchased from BD PharMingen; CD45 (clone 30F11) and
Grl (clone RB6-8C5) were purchased from Miltenyi Biotec (Bergisch
Gladbach, Germany). FcyRIIB was detected by using the FITC-coupled
mAb AT130-2 mIgG1 N297A.”’

PSA

IgG-induced PSA. I1gG,, 1gG,,, or IgG,, anti-TNP antibodies
were administered intravenously at a dose of 500 g, if not otherwise
indicated, in 200 pL of physiologic saline, followed by an intravenous
challenge with 200 pg of the antigen (TNP-BSA) in physiologic saline
16 hours later.

IgE-induced PSA. IgE anti-TNP antibodies were administered
intravenously at a dose of 50 wg in 200 pL of physiologic saline,
followed by an intravenous challenge with 500 g of TNP-BSA in
physiologic saline 24 hours later. The body temperature of mice was
monitored with a digital thermometer with a rectal probe (YSI, Yellow
Springs, Ohio).

In vivo blocking and cellular depletion

Three hundred microlitres per mouse of PBS or clodronate liposomes,
300 pg/mouse of rat IgGyy, isotype control or anti-Ly6G, and 30 pg/mouse of
anti-CD200R3 mAbs were injected intravenously 24 hours before
challenge. The specificity of cell depletion was evaluated by using flow
cytometry on blood, bone marrow, and splenic and peritoneal cells
taken from naive WT mice 24 hours after injection of the depleting
antibody or clodronate-liposomes (examples are shown in Figs E1 and E2
in this article’s Online Repository at www.jacionline.org). Twenty-five
micrograms per mouse of ABT-491 or 300 pg/mouse of cetirizine was
injected intravenously 20 minutes or intraperitoneally 30 minutes before
challenge, respectively. Two hundred micrograms per mouse of anti-FcyRIV
mADb was injected intravenously 30 minutes before challenge.

Flow cytometric analysis

Freshly isolated cells were stained with indicated fluorescently labeled mAbs
for 30 minutes at 4°C. Cell populations were defined as follows: neutrophils
(CD451/CD11b" /Ly6G™/Ly6C™), monocytes (CD45"/CD11b™/Ly6G'*/
Ly6C"™), basophils (CD45™/CD49b " /IgE™), spleen macrophages (CD45*/
CD11b*/Gr-1"/CD115*/F4/80™), peritoneal macrophages (CD45/CD11b*/
F4/80™), and peritoneal mast cells (CD45"/c-Kit™/IgE™). FcyR expression
on the indicated cell population is represented as A geometric mean between
specific and isotype control staining.
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Surface plasmon resonance analysis

Experiments were performed at 25°C with a ProteOn XPR36 real-time SPR
biosensor (Bio-Rad Laboratories, Hercules, Calif). Anti-TNP antibodies were
immobilized covalently through amine coupling on the surface of a GLC chip.
TNP-BSA was then injected on the chip at a flow rate of 25 pL - min~ ', with
contact and dissociation times of 8 minutes each. Binding responses were
recorded in real time as resonance units (RU; 1 RU = 1 pg/mm?). Background
signals were subtracted, and binding rates (k,, [association rate] and K.
[dissociation rate]) and equilibrium constants (Kd [dissociation equilibrium
constant]) were determined with BIAevaluation software (GE Healthcare,
Fairfield, Conn).

ELISAs

After induction of IgG-, IgG,,-, IgGyyp-, or IgE-induced PSA, plasma and
sera were collected at 5 minutes and 3 hours later to determine the histamine
and mast cell protease 1 (mMCP-1) content, respectively. Histamine and
mMCP-1 concentrations were determined with commercially available
ELISA kits (Beckman Coulter, Fullerton, Calif, and eBioscience, San Diego,
Calif), according to the manufacturer’s instructions. The relative binding
affinity of IgGy, 1gG,,, and 1gG,;, anti-TNP antibodies to TNP-BSA was
determined by using ELISA. Briefly, TNP-BSA—coated plates were incubated
with dilutions of IgGy, IgG,,, or IgG,;, anti-TNP antibodies. After washing,
bound anti-TNP IgG was revealed by using the same horseradish
peroxidase—coupled anti-mouse IgG and SIGMAFAST OPD Sigma-Aldrich
(St Louis, Mo) solution.

Mast cell histology

Mouse back skin biopsy specimens were collected 24 hours after induction
of specific cell depletion, and mouse ear skin biopsy specimens were collected
30 minutes after IgE-, IgG,-, IgG,,-, or IgG,p-induced PSA and embedded in
paraffin before sectioning. Mast cells in toluidine blue—stained biopsy speci-
mens were counted visually in at least 15 fields of view per mouse and
more than 6 mice per treatment (see Fig E1, I).

Statistics

Data were analyzed by using 1-way or 2-way ANOVA with the Tukey
posttest. A P value of less than .05 was considered significant. If not stated
otherwise, data are represented as means = SEMs.

RESULTS
FcyRIll dominates anaphylaxis induced by IgG
subclasses

PSA was induced by means of an intravenous injection of one
of the different anti-TNP IgG isotypes (IgGy, 1gG,,, and I1gG,y,),
followed by an intravenous challenge with TNP-BSA 16 hours
later. This protocol induces a transient decrease in body
temperature that is most pronounced between 30 and 40 minutes.
As reported previously,”'*?%**?% all 3 IgG isotypes were capable
of inducing anaphylaxis in WT mice (Fig 1). In these experi-
mental conditions IgG;-induced PSA triggered a maximum
temperature loss of approximately 2°C, IgG,,-induced PSA
triggered a maximum temperature loss of approximately 4°C,
and IgG,,-induced PSA triggered a maximum temperature loss
of approximately 3°C in WT mice. Using single FcyR knockout
mice we evaluated the contribution of each of the 4 mouse FcyRs
to these anaphylaxis models. The absence of either FcyRIV (with
the exception of a single time point in IgG,,-induced PSA) or
FcyRI had no significant effect on IgG- PSA—induced hypother-
mia, regardless of the subclass of IgG antibodies used to induce
anaphylaxis (Fig 1). However, the lack of FcyRIII protected
mice from anaphylaxis in all models.
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FIG 1. FcyRIll dominates in IgG-induced PSA models. Mice injected with anti-TNP mAbs were challenged
with TNP-BSA, and body temperatures were monitored: IlgG;-induced PSA (A), IgG,,-induced PSA (B), or
IgGap-induced PSA (C) in indicated mice (n >3 per group). Data are representative of at least 2 independent
experiments (Fig 1, A: n = 2; Fig 1, B: n = 3; Fig 1, C: n = 2). Significant differences compared with the WT
group are indicated. *P < .05, ***P < .001, and ****P < .0001.
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FIG 2. Basophils, mast cells, monocytes/macrophages, and neutrophils contribute differentially to IgG-
induced PSA models. Indicated mice (n > 8 per group) were injected with IgG,, (A-E) or IgG,,, (F-J) anti-TNP
mAbs and challenged with TNP-BSA, and body temperatures were monitored. WT mice (n = 8 per group)
were pretreated, as indicated (Fig 2, A, C, D, F, H, and |). Lipo-PBS, PBS liposomes; Lipo-Cd, clodronate
liposomes. Data are pooled from at least 2 independent experiments. *P <.05, **P <.01, and ****P < .0001.

Mice lacking the inhibitory receptor FcyRIIB had a signifi-
cantly more severe temperature decrease than seen in WT mice
with IgG;- or IgGy,-induced PSA but showed no significant dif-
ference in the severity of IgG,,-induced PSA (Fig 1). Even though
the 3 anti-TNP IgG mAbs used are not switch variants of a unique
anti-TNP antibody, they show comparable binding to TNP-BSA,
as determined by using ELISA, and similar affinity (nanomolar
range) and dissociation rates (ko¢), as determined by using sur-
face plasmon resonance analysis, particularly the IgG,, and
IgGy, anti-TNP antibodies (see Fig E3, A-C, in this article’s
Online Repository at www.jacionline.org).

Of note, untreated FcyR-deficient mice presented modest
variations in FcyR expression levels (see Fig E4 in this article’s
Online Repository at www.jacionline.org) and leukocyte
representation among blood cells compared with WT mice (see
Fig ES5 in this article’s Online Repository at www.jacionline.
org). In particular, a mild lymphopenia in FCVRIV7/7 and
ch/RIIBfl ~ mice (the latter also have a tendency to express
higher levels of FcyRIII and FcyRIV) and a mild eosinophilia
in FC'YRIHi/ " mice, which also express significantly more

FcyRIIB on neutrophils and Ly6C™ monocytes, were seen.
Together, we think that these variations do not explain the drastic
phenotypes observed for PSA in FcyRIIBfl* and FcyRIIIfl B
mice compared with WT mice. Thus these data indicate that
FcyRIII predominates in the induction of IgG,-, 1gG,,-, and
IgGyp-induced PSA and that FcyRIIB specifically dampens
anaphylaxis severity in mice with IgG,- and IgG,,-induced PSA.

Basophils, mast cells, monocytes/macrophages
and neutrophils contribute differentially to IgG
isotype-dependent anaphylaxis models

FcyRIII is expressed by all myeloid cells’*' and, to a lesser
extent, by natural killer (NK) cells.”” Therefore one might antic-
ipate that IgG immune complexes formed in vivo as a conse-
quence of TNP-BSA injection in anti-TNP-sensitized mice
would engage FcyRIII on these cells, leading to cell activation
and possibly contributing to anaphylaxis. Basophils, mast cells,
neutrophils, and monocyte/macrophages have indeed been re-
ported to contribute to IgG-induced PSA,!718:20.22 ; however, the
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FIG 3. Reduced expression of FcyRlIll and FcyRIV, but not FcyRIIB, on neutrophils after IgG,,-induced PSA.
A-C, FcyRIIl (Fig 3, A), FcyRIV (Fig 3, B), and FcyRIIB (Fig 3, C) expression on blood cells from WT mice (Fig 3,
A and B: n = 11 per group; Fig 3, C: n > 6 per group) left untreated, injected with IgG,, anti-TNP mAbs, or
injected with IgG,, anti-TNP mAbs and challenged with TNP-BSA is shown. D, Compilation of A geometric

mean (GeoMean) = SEM data from Fig 3, A-C. Ag,

respective contribution of each of these different cell types re-
mains debated.””® To investigate which cell types contribute to
PSA induced by different IgG subclasses, we depleted basophils
(anti-CD200R3 mAb), monocytes/macrophages (clodronate-
filled liposomes), or neutrophils (anti-Ly6G) before anaphylaxis
induction or evaluated anaphylaxis induction in transgenic mice
deficient in certain cell populations.

Of note, the relatively mild temperature loss in WT mice with
IgG,-induced PSA (see Fig E6, A, in this article’s Online Repos-
itory at www.jacionline.org) did not allow us to address reliably
the contribution of either basophils or neutrophils to this model
of anaphylaxis. Therefore we restricted our analysis of the contri-
bution of myeloid cell populations to IgG,,- and IgGy,-induced
PSA. Antibody-induced basophil depletion or genetically
induced mast cell and basophil deficiency (see Fig E2, H:
Cpa3-Cre; Mcl-1"" mice®) did not affect 1gGy,-induced
PSA (Fig 2, A and B) but significantly inhibited IgG,,-induced
PSA (Fig 2, F and G). Monocyte/macrophage depletion (Fig 2,
C and H) significantly inhibited both IgG,,- and IgG,,-induced
PSA. The absence of neutrophils, either after antibody-
mediated depletion (Fig 2, D and I) or with neutropenic Gfil "~
mice (Fig 2, E and N, significantly inhibited both IgG,,-
and IgGyp-induced PSA. Although monocytes/macrophages
and neutrophils appear to contribute to both models of anaphy-
laxis, basophils and possibly mast cells contribute specifically
to IgGyyp- but not IgG,,-induced PSA.

FcvyRlIll is downregulated specifically on neutrophils
after IgG,,-induced PSA

Khodoun et al’' proposed to use the reduced expression
of FcyRIIl on mouse neutrophils as a marker to distinguish

Antigen. *P < .05, **P < .01, and ****P < .0001.

IgE- from IgGi-induced PSA, both of which required
priming with an antigen-specific antibody and challenge
with the recognized antigen. Therefore we wondered whether
FcyRIII expression on neutrophils might also be a marker
for IgG,,- and IgG,,-induced PSA. In addition, reduced
expression of FcyRs after IgG-induced PSA might document
that a particular cell population is activated after engagement
of its FcyRs by IgG-immune complexes during anaphylaxis.
Thus this parameter can be used to discriminate cell popula-
tions contributing to anaphylaxis after direct activation by
IgG-immune complexes from those contributing after
activation by mediators liberated by IgG-immune complex—
activated cells (eg, histamine, PAF, leukotrienes, and
prostaglandins).

Among mouse IgG receptors, only FcyRIIB, FcyRIII, and
FcyRIV are significantly expressed on circulating myeloid cells
but not FeyRIL"*** Of circulating monocyte populations, “clas-
sical” Ly6C™ monocytes are FcyRIIB™FeyRIIT™FeyRIV ™,
whereas “nonclassical” Ly6C'® monocytes are FcyRII-
B]"FC'yRIII]"Fc'yRIVhi.34 Therefore we determined the expression
of FcyRIIB, FcyRIII, and FcyRIV before and after IgG,,-induced
PSA induction on neutrophils and monocyte subsets. Expression
of FcyRIII was downregulated on neutrophils, but not on Ly6Chl
monocytes, during IgG,,-induced PSA (Fig 3, A and D). Expres-
sion of FcyRIV was also downregulated on neutrophils, but not on
Ly6C10 monocytes, during IgG,,-induced PSA (Fig 3, B and D).
This was unexpected considering that FcyRIV does not
significantly contribute to this PSA model (Fig 1, B). However,
FcyRIIB expression remained unchanged on Ly6Chi and Ly6C10
monocytes and neutrophils (Fig 3, C and D), which is in
agreement with the lack of contribution of this receptor to
IgG,,-induced PSA (Fig 1, B).
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FIG 4. High doses of IgG, antibodies reveal FcyRIV contribution to IgG,-induced PSA. A, PSA in indicated
mice injected with various doses of IgG,, anti-TNP mAbs (n = 2 per group). B-E, PSA in indicated mice
(Fig 4, B and C: n = 8 per group; Fig 4, D and E: n > 3 per group) injected with indicated doses of
anti-TNP mAbs. Data are pooled from 2 independent experiments. Significant differences compared with
the untreated WT group are indicated. **P < .01, ***P < .001, and ****P < .0001.

Together, these data suggest that neutrophils might be activated
directly through FcyRIII by immune complexes formed during
1gG,,-induced PSA. They also suggest that neutrophils, but not
Ly6C' monocytes, can be similarly activated through FcyRIV,
even if no contribution of this receptor was identified in this model
using FeyRIV ™'~ mice (Fig 1, B).

Increased IgG, antibody doses reveal the
contribution of FcyRIV to IgG,, and IgG,,-induced
PSA

In mice FcyRIV binds monomeric IgG,, and IgG,;,. Therefore
at physiologic concentrations of IgG,, (approximately 2.5 mg/
mL) and IgG,, (approximately 1.5 mg/mL) in serum, FcyRIV
might be occupied in vivo, particularly on circulating neutrophils
and monocytes. Nevertheless, the short binding half-lives of
monomeric IgG,, (half-life, approximately 3 minutes) and mono-
meric IgG,y, (half-life, approximately 10 minutes) by FcyRIV and
their ability to be displaced from this receptor by immune
complexes'® might enable IgG,-immune complexes to interact
with FcyRIV during anaphylaxis and therefore contribute to its
induction, severity, or both.

To explore this possibility, we primed Fc*yRIIIf/f mice
with various doses of anti-TNP IgG,, before challenge with
TNP-BSA to induce a range of in vivo concentrations of immune
complexes. As expected, the low doses did not trigger FcyRIIIf/f

mice to have anaphylaxis after challenge. However, increased
doses (1 or 2 mg) enabled significant temperature decreases in
FcyRIIIf/ " mice comparable with those observed in WT mice
primed with 500 g of IgG,, particularly at the highest dose of
I1gG,, (2 mg; Fig 4, A). Already at a dose of 1 mg of IgG,,
FcyRIIIf/ " mice had mild hypothermia with IgG,,- but not
IgGyp-induced PSA (Fig 4, B and C). Unexpectedly, in the same
conditions FcyRIV contributed to IgG,,-induced PSA, which
was no longer dampened by inhibitory FcyRIIB (Fig 4, C). At a
dose of 2 mg of IgG, FcyRIII ™'~ mice had hypothermia with
both IgG,,- and IgG,,-induced PSA, which was abolished when
FcyRIIIf/ " mice were pretreated with a blocking antibody
against FcyRIV (Fig 4, D and E). FcyRI did not contribute to
either model of IgG,-induced PSA at an increased dose (Fig 4,
B and C). Furthermore, FcyRIII expression was downregulated
on neutrophils and basophils, but not on Ly6C™ monocytes, after
IgG,p-induced PSA (Fig 5, A and D). FcyRIV expression was also
downregulated on neutrophils, but not on Ly6C10 monocytes (Fig
5, B and D). However, FcyRIIB expression did not change on
either neutrophils or Ly6Chi and Ly6C10 monocytes, even though
this inhibitory receptor regulates IgG,,-induced PSA (Figs 1, C,
and 5, C and D). This observation is in agreement with the study
by Khodoun et al,*' which reported that FcyRIIB expression did
not change on neutrophils after IgG;-induced PSA. Altogether,
high doses of antigen-specific IgG, reveal the contribution of
FcyRIV to IgG,,-induced PSA and IgGy,-induced PSA and
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FIG 5. Expression of FcyRs on myeloid cells after IgGy,-induced PSA. A-C, FcyRIIl (left: n = 8 per group,
right. n = 3 per group; Fig 5, A), FcyRIV (n = 8 per group; Fig 5, B), and FcyRIIB expression (n > 6 per group;
Fig 5, C) on cells from WT mice (n = 8 per group) left untreated, injected with 1gG,,, anti-TNP mAbs, or in-
jected with 1gG,, anti-TNP mAbs and challenged with TNP-BSA. D, Compilation of A geometric mean
(GeoMean) = SEM data from Fig 5, A-C. Ag, Antigen. In this figure 1 or 0.5 mg of IgG,,, was injected to assess
expression on neutrophils/monocytes or basophils, respectively. *P <.05, **P <.01, and ****P <.0001.

suggest the direct activation of neutrophils and basophils by
1gGy,-immune complexes.

IgG-induced PSA in the absence of inhibitory
FcyRIIB

The unexpected differences observed between IgG,,- and
IgGyp-induced PSA induction pathways prompted us to find
a mouse model more sensitive to IgG;-induced PSA than
WT mice to be able to evaluate the contribution of cell types
and mediators in this model. Indeed, as mentioned earlier,
WT mice respond poorly in a model of IgG;-induced PSA
(Fig 1, A, and see Fig E6, A)."” However, FcyRIIB~'~ mice
experience a temperature decrease of approximately 4°C during
IgG;-induced PSA, which is comparable with temperature
losses observed in WT mice during 1gG,,- or 1gG,p-induced
PSA (Fig 1, B and C). Therefore we analyzed the contribution
of cell types to IgGi-induced PSA in Fc*yRIIBfF mice.
Basophil depletion mildly but significantly inhibited IgG;-
induced PSA (Fig 6, A), which is in agreement with previous
data.”® The depletion of neutrophils had the same effect,
although not consistently as strongly as basophil depletion
(Fig 6, B, and data not shown). Monocyte/macrophage
depletion had a tendency to ameliorate anaphylaxis that was
reproducible but not significant (Fig 6, C). These results
suggest that IgG-induced PSA relies on basophils and neutro-
phils and possibly also monocytes.

PAF and histamine contribute differentially to
lgG,.- and IgG,,-induced PSA

Because cell types contribute differently to IgG,-induced PSA
models (ie, IgG,,-induced PSA for neutrophils and monocytes
and IgGyp-induced PSA for basophils, neutrophils, and mono-
cytes), one can expect that the mediators responsible for clinical
signs also might differ between them. PAF has been shown to be
responsible for anaphylactic reactions that required basophil,”’
neutrophil,'®** and/or monocyte/macrophage®> activation,
whereas histamine has been shown to be responsible for mast
cell- and basophil-dependent anaphylaxis.””® Neutrophils are
the main producers of PAF,”” whereas mast cells and basophils
are the main producers of histamine.”®”° Therefore we analyzed
the relative contribution of these 2 mediators to the 3 models of
PSA by using the histamine receptor 1 antagonist cetirizine and
the PAF receptor antagonist ABT-491. Surprisingly, the histamine
receptor 1 antagonist cetirizine significantly inhibited IgG-
induced PSA, whereas the PAF receptor antagonist ABT-491
had no significant effect, which is in opposition to previous
data.”” The combination of both antagonists had an additive effect
and almost abolished IgG;-induced PSA (Fig 7, A). The results
obtained in FcyRIIBfl ~ mice were confirmed in WT mice
(Fig 7, A). Whereas cetirizine mildly reduced hypothermia in
IgG,,-induced PSA, it significantly inhibited IgG,,-induced
PSA. ABT-491 mildly reduced hypothermia in mice with
IgG,,-induced PSA but had no significant effect on mice with
IgG,p-induced PSA (Fig 7, B and C). However, the combination
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FIG 6. Cell contributions to IgGs-induced PSA in the absence of inhibitory FcyRIIB. FcyRIIB™/~ mice were
pretreated as indicated, injected with IgG anti-TNP mAbs, and challenged with TNP-BSA, and central tem-
peratures were monitored (A: n = 8 per group; B: n = 7 per group; C: n = 10 per group). Data are represented
as means *= SEMs. Data are pooled from 2 independent experiments. *P < .05, ***P < .001, and

****P <.0001.

of cetirizine and ABT-491 almost abolished both IgG,,- and
IgGs,p-induced PSA. Increased plasma histamine levels were de-
tected 5 minutes after challenge in all 3 IgG-induced PSA models,
and particularly high levels were observed in mice undergoing
IgE-induced PSA (as a positive control) or IgG,,-induced PSA
(Fig 7, D and E). This latter finding is surprising because 1gG,,-
induced PSA is unaffected by the absence of both mast cells
and basophils, which are considered major sources of histamine.
mMCP-1, which is released on activation of mucosal mast cells,
could be detected in the sera of mice undergoing IgE-induced
PSA but not in those undergoing any one of the 3 models of
IgG-induced PSA 3 hours after PSA induction (Fig 7, F).
Collectively, these results suggest that histamine predominantly
contributes to IgG;- and IgG,,-induced PSA, whereas histamine
and PAF together are necessary for IgG,,-induced PSA.

DISCUSSION

Our work suggests that the activating IgG receptor FcyRIII
predominantly contributes to [gG-dependent PSA, irrespective of
whether induced by IgG,, IgG,,, or IgG,, antibodies.
A contribution of the activating IgG receptor FcyRIV was only
identified when using very high amounts of IgG, antibodies,
whereas the activating IgG receptor FcyRI played no detectable
role. Remarkably, the inhibitory IgG receptor FcyRIIB controlled
the severity of IgG;- and IgG,y- but not IgG,,-induced anaphy-
laxis. The ability of FcyRIIB to inhibit a given model of IgG-
induced anaphylaxis correlated with the contribution of basophils
and histamine to that model. Indeed, basophils, and possibly mast
cells, contributed with neutrophils to IgG,-induced PSA and with
neutrophils and monocytes to IgG,,-induced PSA but not to
IgG,,-induced PSA, which appeared to depend entirely on
neutrophils and monocytes/macrophages. Altogether, our data
propose that the 3 IgG subclasses, 1gGy, IgG,,, and IgG,y,, induce
3 qualitatively different pathways of anaphylaxis that are
nevertheless triggered primarily by a single IgG receptor,
FeyRIIL

FcyRIII is a low-affinity receptor for IgG;, I1gG,,, and IgG,,
whereas FcyRI is a high-affinity receptor for IgG,,, and FcyRIV
is a high-affinity receptor for IgG,, and IgG,,. Therefore one
would assume that FcyRIII predominates in IgG;-induced PSA,
FcyRI and FcyRIV predominate in IgG,,-induced PSA,
and FcyRIV predominates in IgGj,-induced PSA. However,
our data from FCN/RIIF/ " mice indicate that this receptor

predominates in all 3 models. Notably, we found increased
expression of FcyRIIB on neutrophils and Ly6C™ monocytes in
FcyRIIIf/ " mice, which could mask a potential contribution of
FcyRIV in these conditions.

In support of the notion that FcyRIIl predominates in 1gG-
induced PSA induction, an alternative model of PSA induced by
sensitization and challenge with goat antibodies was found to be
driven by FcyRIIL* and blocking antibodies against FcyRIII
were protective in a model of PSA induced by IgG immune com-
plexes.'® In addition, IgG,,-induced PSA in FcyRIIB™/~ mice
was abolished after injection of anti-FcyRIIB/III blocking
mADbs.” FeyRIII is the only activating IgG receptor in the mouse
that does not bind an IgG subclass with high affinity, and thus it
remains unoccupied by monomeric IgG and accessible for bind-
ing of immune complexes. This is theoretically not the case for
FcyRI and FcyRIV, which at physiologic serum concentrations
of IgG,, (approximately 2.5 mg/mL) and IgG,, (approximately
1.5 mg/mL), are likely occupied in vivo, particularly on circu-
lating cells. Of note, C57B1/6 mice produce IgG,. but not IgG,,
antibodies, the amino acid sequence of which varies by about
15%. Experiments performed in BALB/c mice that express
endogenous IgG,, (but no IgG,.) produced similar results
regarding the contribution of basophils, neutrophils, and
monocytes to IgG,, (see Fig E6, B), indicating that IgG,, and
IgG,. sequence variations probably do not affect the mechanisms
of anaphylaxis induction that we describe herein.

Adult female mice of 20 g, as used in this study, possess a
circulating blood volume of 1.4 to 1.5 mL. Injection of 500 pg of
antibody thus corresponds to approximately 330 pg/mL of
circulating antibody, injection of 1 mg corresponds to approxi-
mately 660 pg/mL, and injection of 2 mg corresponds to
approximately 1.3 mg/mL. In cases of anaphylaxis, the circulating
concentration of allergen-specific IgG has not been evaluated
because of a lack of testing and appropriate controls (ie, anti-
allergen mAbs), although we have reported high circulating
antigen-specific IgG levels in an autoimmune model of arthritis.*
It seems rather unlikely that patients with anaphylaxis possess
such increased circulating levels of IgG anti-allergen as mice
receiving the high doses we used in this study. Nevertheless, our
results in high-dose IgG,,- and IgG,p-induced PSA demonstrate
that FcyRIV can trigger anaphylaxis by itself (ie, in the absence
of FcyRIII). Similar results have been obtained in mice expressing
only FcyRIV: “FcyRIV-only” mice had IgG,p-induced PSA after
injection of preformed IgG,, immune complexes and also on
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FIG 7. Contributions of histamine and PAF to IgG-induced PSA. A-D, Body temperatures of pretreated mice
during IgGs-induced PSA in FcyRIIB™~ (n = 6 per group) or WT (n = 4 per group) mice (Fig 7, A), IgGy,-
induced PSA (Fig 7, B), IgG,p-induced PSA (Fig 7, C) or IgE-induced PSA (Fig 7, D) in WT mice (n > 7 per
group). E and F, Histamine (Fig 7, E) and mMCP-1 (Fig 7, F) concentrations after PSA (n = 3 per group).
Data are representative of at least 2 independent experiments, except for Fig 7, A and C (pooled from 2 in-
dependent experiments). *P < .05, ¥**P < .01, ***P < .001, and ****P < .0001.

injection of polyclonal anti-sera, followed by antigen challenge.'®
We reported previously that IgG,p,-induced PSA triggered by in-
jection of preformed IgG,,-immune complexes in WT mice was
abolished after injection of anti-FcyRIV blocking mAb 9E9."®
This contrasts with the findings of the current study, in which
we show that FcyRIII is the major activating receptor in all
models of IgG-induced PSA and FcyRIV contributes only at high
antibody concentrations. Two hypotheses might explain these
discrepant results: (1) the injection of preformed IgG,,-immune
complexes leads to an immediate circulating bolus of immune
complexes, which are similarly formed only after injection of
high amounts of IgG,,, and antigen, thus triggering FcyRIV, and
(2) as recently reported,’” mAb 9E9 might not only block FcyRIV
through its Fab portions but also FcyRIII through its Fc portion
once 9E9 is bound to FcyRIV. In our view it is likely that a

combination of these mechanisms reconciles our previous and
herein described results and suggest that IgG,;, PSA induced after
injection of preformed IgG,,-immune complexes relies on both
FcyRIII and FcyRIV rather than on FcyRIV alone, as we reported
previously.'® Together, this body of evidence supports the notion
that FcyRIV is capable of triggering cell activation leading to
anaphylaxis, although in restricted conditions (ie, in the
absence/blockade of FcyRIII or presence of large amounts of
IgG,, and/or 1gG,;, antibodies).

The differential contribution of FcyRs to IgG-induced PSA
might rely on their respective expression patterns on myeloid
cells. Indeed, FcyRI is not’>* or is only barely’* expressed on
circulating monocytes, and its expression is largely restricted to
tissue-resident macrophages. Therefore the level of its expression
on cells reported to contribute to anaphylaxis (ie, monocytes in



10 BEUTIER ET AL

this case) might not suffice to induce their activation. This notion
is supported by the absence of any detectable effect of FcyRI defi-
ciency in the mice with IgG,-induced PSA on which we report in
this study, even at high doses of IgG, antibodies. However,
FcyRIII is expressed on all myeloid cells’ and, moreover, at
comparably high levels on all those cell types that have been re-
ported to contribute to anaphylaxis: basophils, monocytes, and
neutrophils.”’ This pattern of cellular expression might explain
its predominant contribution to all models of IgG-induced
anaphylaxis. FcyRIV is expressed on neutrophils and Ly6C'
monocytes. However, it remains unclear whether Ly6Cl°, Ly6Chi,
or both monocyte subsets contribute to anaphylaxis. FcyRIV
could contribute to PSA induction in exceptional conditions
(FcyRIII deficiency or high IgG, antibody doses). The lack of
FcyRIV contribution in classical conditions of PSA might suggest
that its expression level is not sufficient in WT mice. Notably, it
has been reported previously that particular FcyR deficiencies
modify the expression levels of other FcyRs. In particular,
FcyRIIL /™ mice, but not FcyRI ™'~ mice, presented a significant
increase in FcyRIV expression levels on neutrophils'®*'*** and a
tendency for increased expression on Ly6C'® monocytes (see Fig
E4, B). This could explain why the contribution of FcyRIV to
IgG,-induced PSA becomes apparent in FcyRIIIf/ ~ mice.
Conversely, FcyRIVfl ~ mice did not present alterations of
FcyRIIl expression on neutrophils or Ly6C™ monocytes
compared with WT littermates (see Fig E4, A). FcyRIIBfl B
mice expressed significantly higher levels of FcyRIII and FeyRIV
on neutrophils and increased FcyRIII levels on Ly6Ch' monocytes
that might, altogether, contribute to their higher susceptibility to
anaphylaxis induction (see Fig E4, A and B).

The contribution of a rather restricted subset of myeloid cells to
these (and other) models of anaphylaxis™” appears to be deter-
mined by at least 2 factors: their capacity to release anaphylacto-
genic mediators (eg, histamine or PAF) and their expression of
sufficient levels of activating IgG receptors. Mast cells and baso-
phils release histamine, and neutrophils monocytes/macrophages,
and basophils release PAF on FcyR triggering. Other mediators
might induce anaphylaxis or contribute to its severity, among
them lipid mediators, such as prostaglandins, thromboxanes,
and leukotrienes. Indeed, some of these have been reported to
trigger bronchoconstriction and an increase in vascular perme-
ability.”’ The release of such mediators is sufficiently rapid to
coincide with the celerity of hypothermia, which is detectable
within minutes after allergen challenge. Therefore it is surprising
that eosinophils do not contribute to IgG-induced PSA because
they express high levels of activating FcyRIII and FeyRIIB?'
(but no FcyRI or FcyRIV) and are capable of releasing leuko-
triene Cy4, prostaglandin E,, thromboxane, and PAF on activa-
tion.”? Although eosinophils appear in relatively low numbers
among blood cells (approximately 2 X 10%/mL), this is an un-
likely explanation because basophils are significantly less
numerous (approximately 5 X 10*mL) but do contribute to
anaphylaxis models. Most revealingly, it has been reported that
eosinophils do not release PAF after IgG-dependent activation.”
Whether eosinophils produce other potentially anaphylactogenic
mediators after IgG-immune complex activation has not been
investigated, but the lack of such an effect appears the most
reasonable hypothesis to explain why eosinophils have not been
found to contribute to IgG-induced anaphylaxis.

We investigated the contribution of neutrophils and monocytes
to IgG-induced PSA models by using depletion approaches.
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Ly6G™ cell depletion with NIMP-R14 resulted in an efficient
depletion of neutrophils in the blood and spleen (see Figs El,
B, and E2, B). The same treatment resulted only in partial deple-
tion in the bone marrow, in which a proportion of Ly6G ™ cells are
masked from fluorescent anti-Ly6G staining but not depleted by
NIMP-R14 treatment (refer to bone marrow panels in Figs El,
C and D, and E2, C, D, and I). Importantly, we found that
NIMP-R14 depletion has a significant effect on monocyte popu-
lations in the blood and, to some extent, in the spleen. This should
be taken into consideration when interpreting the results of
NIMP-R 14 depletion experiments. All IgG-induced PSA models
were ameliorated after NIMP-R 14 depletion but also when mono-
cytes/macrophages were targeted by using clodronate liposomes.
Intravenous injection of clodronate liposomes resulted in a signif-
icant depletion of monocytes from the blood and monocytes/mac-
rophages from the spleen and bone marrow but not from the skin
(data not shown) and peritoneum (see Figs E1 and E2, as previ-
ously reported”®) and to a significant increase in blood leukocyte
counts, particularly neutrophils (see Figs E1 and E2). Thus the
anti-Ly6G and clodronate liposome treatments alter also mono-
cytes and the neutrophil compartment, respectively, but reduce
hypothermia in the 3 models of IgG-induced PSA studied. Consti-
tutive deficiency in neutrophils, as studied with Gfil™"~ mice,
confirmed the role of neutrophils in IgG,,- and IgGyp-induced
PSA models. Therefore both neutrophils and monocytes can be
considered to contribute to IgG-induced anaphylaxis in mice,
whether dependent on IgGy, IgG,,, or IgG,,. The role of macro-
phages in the different IgG-induced PSA models remains to be
investigated more deeply because clodronate liposomes injected
intravenously efficiently targeted macrophages in the spleen but
not in other tissues, such as the peritoneum or skin, and this
does not allow conclusions on their contribution.

The contribution of basophils to models of anaphylaxis has been
a recent matter of debate. Tsujimura et al’’ reported that depletion
of basophils with anti-CD200R3 (clone Ba103) mAbs strongly in-
hibited IgG;-induced PSA and rescued mast cell-deficient mice
from active anaphylaxis. However, Ohnmacht et al*> found that
basophil-deficient Mcpt8“" mice demonstrated slightly decreased
but significant hypothermia in response to IgG;-induced PSA
(induced with the same antibody clone) when compared with
WT mice. More recently, Reber et al’® reported that peanut-
induced anaphylaxis was reduced after diphtheria toxin injection
in Mcpt8®™ mice, which selectively depletes basophils, and
confirmed that basophil depletion with anti-CD200R3 mAbs in-
hibited anaphylaxis. Moreover, Khodoun et al’ found a contribu-
tion of basophils to anaphylaxis-related mortality but not to
hypothermia in a model of IgG,,-induced PSA after anti-
CD200R3 mAD injection. Therefore it appears that differences be-
tween inducible basophil depletion with specific antibodies or toxin
administration and a constitutive lack of basophils, possibly leading
to compensatory mechanisms during development of these mice,
might account for the divergent results observed. However, intrigu-
ingly, basophils have been reported to be resistant to [gG-immune
complex triggering ex vivo because of dominant inhibition by
FcyRIIB over activation by FeyRIIL?!

In this study we report that both basophil depletion after anti-
CD200R3 mAb (Bal03) injection or constitutive deficiency of
basophils and mast cells in Cpa3-Cre; Mcl-1"" mice inhibits
IgG,p-induced PSA but not 1gG,,-induced PSA, confirming a
role for basophils (and potentially mast cells) to specific IgG-
induced PSA models. Of note, BalO3 efficiently depleted
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basophils from the blood and partially from the spleen and the
bone marrow but had no significant effect on mast cells in the peri-
toneum or skin (see Figs E1, A and E, and E2, A and E). The dif-
ference in the ability of basophils to respond to IgG-immune
complex triggering in vitro and the various in vivo models might
be explained by functional alterations during basophil purifica-
tion or a requirement for costimulation by other cells or their
products that are present in vivo, but not ex vivo, for basophils
to respond to IgG-immune complexes.

Our results with Cpa3-Cre; Mcl-1"" mice indicate that mast
cells were not necessary for IgG,,-induced PSA. We could not
formally define their role in IgG,,,-induced PSA because basophil
depletion and deficiency in basophils and mast cells lead to
similar reduction in IgG,,-induced PSA. Notably, increased
plasma histamine levels, but no increase in mMCP-1 levels, could
be detected, suggesting that mucosal mast cells were not activated
during IgG-induced PSA. Intriguingly, however, some dermal
mast cells displayed a degranulated morphology 30 minutes after
challenge in all [gG-induced PSA models tested (for examples see
Fig E7 in this article’s Online Repository at www.jacionline.org).
However, whether their degranulation is a cause or a consequence
of anaphylaxis remains elusive.'’

The ability of cells expressing activating FcyRs to respond to
IgG-immune complexes has been proposed to be regulated by
coexpression of FcyRIIB.*° FcyRIIB™/~ mice experience
increased hypersensitivity and anaphylactic reactions to
IgG;-induced PSA (as seen in this report). 1819 Our results further
demonstrate that FcyRIIB inhibits IgG,,-induced PSA but not
1gG,,-induced PSA. This latter finding is supported by results
from Khodoun et al,” who proposed that the lack of this inhibitory
receptor can lead to increased spontaneous formation of immune
complexes in FcyRIIB™/~ mice, which could compete with
IgG,,-immune complexes. In light of our results comparing
1gG;-, 1gGy,-, and IgG,p-induced PSA, we propose that the
significantly lower affinity of inhibitory FcyRIIB for IgG,, (Ka,
4.2 X 10° M ") than for IgG, (Ka, 3.3 X 10° M~ ") and IgGy,
(Ka, 2.2 X 10° MYy is the determining factor (Table I).
Another factor might be the variance in expression
of FcyRIIB on circulating myeloid cells as follows: basophils
> monocytes > eosinophils >> neutrophils.”' Although the exact
numbers of expressed activating FcyRIII and inhibitory FcyRIIB
per cell remain unknown, flow cytometric analysis allowed the
estimation of their relative expression: indeed, the FcyRIIl/
FcyRIIB ratio is higher on neutrophils than on monocytes and ba-
sophils. Thus these differential expression levels might explain
why neutrophils contribute to anaphylaxis because the receptor
balance is in favor of the activating receptor. Strikingly, FcyRIIB
is coexpressed only with FcyRIII on basophils and Ly6C™
monocytes, whereas it is coexpressed with FcyRIII and FcyRIV
on neutrophils and Ly6C10 monocytes.34 Therefore contribution
of a given cell type to anaphylaxis might be favored when
inhibitory FcyRIIB is required to dampen the stimulatory
potential of 2 activating IgG receptors instead of 1. This concept
extends to IgG;-immune complexes that only engage one acti-
vating receptor, FcyRIII.

Our results on the contribution of mouse IgG receptors, cells,
and mediators in the setting of IgG-induced anaphylaxis can
potentially be translated to human IgG-dependent anaphylaxis
(eg, after intravenous IgG or therapeutic IgG antibody adminis-
tration). Indeed, even though IgG receptors are different in the 2
species, we have already reported that human FcyRI and human
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FcyRIIA can induce anaphylaxis when expressed under the
control of their own promoter in transgenic mice.””** Human
FcyRI (CD64) is the equivalent of mouse FcyRI, whereas human
FcyRITA (CD32A) can be regarded as the equivalent of mouse
FcyRIIl, and human FcyRIIIA (CD16A) is the equivalent of
mouse FcyRIV.” Human FcyRIIA, like mouse FeyRIIL, is ex-
pressed on all myeloid cells and could therefore act as the prin-
cipal IgG receptor responsible for anaphylaxis in human
subjects. Human FcyRIIB, the equivalent of mouse FcyRIIB, is
scarcely expressed on most circulating myeloid cells,”’ except
for its high expression on basophils,”’ suggesting that among
myeloid cells, only human basophils are highly sensitive to hu-
man FcyRIIB-mediated inhibition. In contrast to mouse FcyRI,
human FcyRI is constitutively expressed on circulating mono-
cytes and inducibly on neutrophils, allowing this receptor to
induce anaphylaxis.”* The binding of human IgG subclasses to
human FcyRs differs strikingly from the binding of mouse IgG
subclasses to mouse FcyRs. Noticeably, the affinity of human
FcyRIIB for any human IgG subclass is the lowest among human
IgG-human FcyR interactions. For example, human IgG,, the
equivalent of mouse IgG,,, is bound by all activating human
FcyRs (Ka, >10° M~ 1) with at least a 10-fold higher affinity
than by inhibitory human FeyRIIB (K, 10° M~ H.*® If we
consider the translation of our results obtained in the mouse to hu-
man IgG-induced anaphylaxis, one could anticipate that human
FcyRIIB-mediated inhibition of IgG-induced anaphylaxis is inef-
ficient in human neutrophils and monocytes and efficient only in
human basophils for which increased human FcyRIIB expression
might compensate for the low-affinity version of this receptor for
human IgG subclasses. Certainly, FcyR engagement by IgG im-
mune complexes on human basophils could not trigger any
detectable basophil activation in vitro,”" which is similar to the re-
sults we reported for mouse basophil activation. Altogether, our
data propose that the differential expression of inhibitory
FcyRIIB on myeloid cells and its differential binding of IgG
subclasses control the contribution of basophils, neutrophils,
and monocytes to IgG-dependent anaphylaxis, thus revealing
novel complexities in the mechanism of regulation of cell
populations and therefore their contribution to IgG-induced
reactions in vivo.
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Clinical implications: Anaphylactic pathways induced by
different IgG subclasses in mice vary in terms of contributions
by different cell types, mediators, and antibody receptors. These

results might help in the design of efforts to understand and
treat IgG-induced anaphylaxis in human subjects, such as those
seen after intravenous IgG or administration of therapeutic IgG
antibodies.



http://www.jacionline.org

12 BEUTIER ET AL

REFERENCES

1.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

Brown SG, Stone SF, Fatovich DM, Burrows SA, Holdgate A, Celenza A, et al.
Anaphylaxis: clinical patterns, mediator release, and severity. J Allergy Clin Im-
munol 2013;132:1141-9.e5.

. Finkelman FD, Rothenberg ME, Brandt EB, Morris SC, Strait RT. Molecular

mechanisms of anaphylaxis: lessons from studies with murine models. J Allergy
Clin Immunol 2005;115:449-58.

. Jonsson F, Mancardi DA, Albanesi M, Bruhns P. Neutrophils in local and systemic

antibody-dependent inflammatory and anaphylactic reactions. J Leukoc Biol 2013;
94:643-56.

. Iff ET, Vaz NM. Mechanisms of anaphylaxis in the mouse. Similarity of shock

induced by anaphylaxis and by mixtures of histamine and serotonin. Int Arch Al-
lergy Appl Immunol 1966;30:313-22.

. Khodoun MV, Kucuk ZY, Strait RT, Krishnamurthy D, Janek K, Clay CD, et al.

Rapid desensitization of mice with anti-FcgammaRIIb/FcgammaRIIl mAb safely
prevents IgG-mediated anaphylaxis. J Allergy Clin Immunol 2013;132:1375-87.

. Million M, Fioramonti J, Zajac JM, Bueno L. Effects of neuropeptide FF on intes-

tinal motility and temperature changes induced by endotoxin and platelet-
activating factor. Eur J Pharmacol 1997;334:67-73.

. Bruhns P. Properties of mouse and human IgG receptors and their contribution to

disease models. Blood 2012;119:5640-9.

. Guilliams M, Bruhns P, Saeys Y, Hammad H, Lambrecht BN. The function of

Fcgamma receptors in dendritic cells and macrophages. Nat Rev Immunol 2014;
14:94-108.

. Roopenian DC, Akilesh S. FcRn: the neonatal Fc receptor comes of age. Nat Rev

Immunol 2007;7:715-25.

. Bruhns P, Fremont S, Daéron M. Regulation of allergy by Fc receptors. Curr Opin

Immunol 2005;17:662-9.

. Gavin AL, Barnes N, Dijstelbloem HM, Hogarth PM. Identification of the mouse

1gG3 receptor: implications for antibody effector function at the interface between
innate and adaptive immunity. J Immunol 1998;160:20-3.

. Saylor CA, Dadachova E, Casadevall A. Murine IgG1 and IgG3 isotype switch var-

iants promote phagocytosis of Cryptococcus neoformans through different recep-
tors. J Immunol 2010;184:336-43.

. Nimmerjahn F, Ravetch JV. Divergent immunoglobulin g subclass activity through

selective Fc receptor binding. Science 2005;310:1510-2.

. Nimmerjahn F, Bruhns P, Horiuchi K, Ravetch JV. Fc gamma RIV: a novel FcR

with distinct IgG subclass specificity. Immunity 2005;23:41-51.

. Unkeless JC, Eisen HN. Binding of monomeric immunoglobulins to Fc receptors

of mouse macrophages. J Exp Med 1975;142:1520-33.

. Mancardi DA, Iannascoli B, Hoos S, England P, Daeron M, Bruhns P. Fcgam-

maRIV is a mouse IgE receptor that resembles macrophage FcepsilonRI in humans
and promotes IgE-induced lung inflammation. J Clin Invest 2008;118:3738-50.

. Miyajima I, Dombrowicz D, Martin TR, Ravetch JV, Kinet JP, Galli SJ. Systemic

anaphylaxis in the mouse can be mediated largely through IgG1 and Fc gammaR-
III. Assessment of the cardiopulmonary changes, mast cell degranulation, and
death associated with active or IgE- or IgGl-dependent passive anaphylaxis.
J Clin Invest 1997;99:901-14.

. Jonsson F, Mancardi DA, Kita Y, Karasuyama H, Iannascoli B, Van Rooijen N, et al.

Mouse and human neutrophils induce anaphylaxis. J Clin Invest 2011;121:1484-96.

. Ujike A, Ishikawa Y, Ono M, Yuasa T, Yoshino T, Fukumoto M, et al. Modulation

of immunoglobulin (Ig)E-mediated systemic anaphylaxis by low-affinity Fc recep-
tors for IgG. J Exp Med 1999;189:1573-9.

Tsujimura Y, Obata K, Mukai K, Shindou H, Yoshida M, Nishikado H, et al. Ba-
sophils play a pivotal immunoglobulin-G-mediated  but
immunoglobulin-E-mediated systemic anaphylaxis. Immunity 2008;28:581-9.
Cassard L, Jonsson F, Arnaud S, Daeron M. Fcgamma receptors inhibit mouse and
human basophil activation. J Immunol 2012;189:2995-3006.

Strait RT, Morris SC, Yang M, Qu XW, Finkelman FD. Pathways of anaphylaxis in
the mouse. J Allergy Clin Immunol 2002;109:658-68.

Jonsson F, Mancardi DA, Zhao W, Kita Y, Iannascoli B, Khun H, et al. Human
FcgammaRIIA induces anaphylactic and allergic reactions. Blood 2012;119:
2533-44.

Mancardi DA, Albanesi M, Jonsson F, Iannascoli B, Van Rooijen N, Kang X, et al.
The high-affinity human IgG receptor FcgammaRI (CD64) promotes IgG-mediated
inflammation, anaphylaxis, and antitumor immunotherapy. Blood 2013;121:
1563-73.

Lilla JN, Chen CC, Mukai K, BenBarak MJ, Franco CB, Kalesnikoff J, et al.
Reduced mast cell and basophil numbers and function in Cpa3-Cre; Mcl-1f/f
mice. Blood 2011;118:6930-8.

role in not

26.

217.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

45.

46.

47.

48.

J ALLERGY CLIN IMMUNOL
mmm 2016

Van Rooijen N, Sanders A. Liposome mediated depletion of macrophages: mech-
anism of action, preparation of liposomes and applications. J Immunol Methods
1994;174:83-93.

Williams EL, Tutt AL, French RR, Chan HT, Lau B, Penfold CA, et al. Develop-
ment and characterisation of monoclonal antibodies specific for the murine inhib-
itory FcgammaRIIB (CD32B). Eur J Immunol 2012;42:2109-20.

Jiao D, Liu Y, Lu X, Liu B, Pan Q, Liu Y, et al. Macrophages are the dominant
effector cells responsible for IgG-mediated passive systemic anaphylaxis chal-
lenged by natural protein antigen in BALB/c and C57BL/6 mice. Cell Immunol
2014;289:97-105.

Biburger M, Nimmerjahn F. Low level of FcgammaRIII expression on murine nat-
ural killer cells. Immunol Lett 2012;143:53-9.

Yucel R, Kosan C, Heyd F, Moroy T. Gfil:green fluorescent protein knock-in
mutant reveals differential expression and autoregulation of the growth factor inde-
pendence 1 (Gfil) gene during lymphocyte development. J Biol Chem 2004;279:
40906-17.

Khodoun MYV, Strait R, Armstrong L, Yanase N, Finkelman FD. Identification of
markers that distinguish IgE- from IgG-mediated anaphylaxis. Proc Natl Acad
Sci U S A 2011;108:12413-8.

Tan PS, Gavin AL, Barnes N, Sears DW, Vremec D, Shortman K, et al. Unique
monoclonal antibodies define expression of Fc gamma RI on macrophages and
mast cell lines and demonstrate heterogeneity among subcutaneous and other den-
dritic cells. J Immunol 2003;170:2549-56.

Mancardi DA, Jonsson F, Iannascoli B, Khun H, Van Rooijen N, Huerre M, et al.
The murine high-affinity IgG receptor Fc(gamma)RIV is sufficient for
autoantibody-induced arthritis. J Immunol 2011;186:1899-903.

Biburger M, Aschermann S, Schwab I, Lux A, Albert H, Danzer H, et al. Monocyte
subsets responsible for immunoglobulin G-dependent effector functions in vivo.
Immunity 2011;35:932-44.

Makabe-Kobayashi Y, Hori Y, Adachi T, Ishigaki-Suzuki S, Kikuchi Y, Kagaya Y,
et al. The control effect of histamine on body temperature and respiratory function
in IgE-dependent systemic anaphylaxis. J Allergy Clin Immunol 2002;110:
298-303.

Reber LL, Marichal T, Mukai K, Kita Y, Tokuoka SM, Roers A, et al. Selective
ablation of mast cells or basophils reduces peanut-induced anaphylaxis in mice.
J Allergy Clin Immunol 2013;132:881-8.el1.

Camussi G, Aglietta M, Coda R, Bussolino F, Piacibello W, Tetta C. Release of
platelet-activating factor (PAF) and histamine. II. The cellular origin of human
PAF: monocytes, polymorphonuclear neutrophils and basophils. Immunology
1981;42:191-9.

Wedemeyer J, Tsai M, Galli SJ. Roles of mast cells and basophils in innate and
acquired immunity. Curr Opin Immunol 2000;12:624-31.

Jonsson F, Daeron M. Mast cells and company. Front Immunol 2012;3:16.
Tipton TR, Mockridge CI, French RR, Tutt AL, Cragg MS, Beers SA. Anti-mouse
FcgammaRIV antibody 9E9 also blocks FcgammaRIII in vivo. Blood 2015;126:
2643-5.

Syed SN, Konrad S, Wiege K, Nieswandt B, Nimmerjahn F, Schmidt RE, et al.
Both FcgammaRIV and FcgammaRIII are essential receptors mediating type II
and type III autoimmune responses via FcRgamma-LAT-dependent generation of
C5a. Eur J Immunol 2009;39:3343-56.

Nimmerjahn F, Lux A, Albert H, Woigk M, Lehmann C, Dudziak D, et al. Fcgam-
maRIV deletion reveals its central role for [gG2a and IgG2b activity in vivo. Proc
Natl Acad Sci U S A 2010;107:19396-401.

Stone KD, Prussin C, Metcalfe DD. IgE, mast cells, basophils, and eosinophils.
J Allergy Clin Immunol 2010;125:S73-80.

. Capron M. Eosinophils: receptors and mediators in hypersensitivity. Clin Exp Al-

lergy 1989;19(suppl 1):3-8.

Ohnmacht C, Schwartz C, Panzer M, Schiedewitz I, Naumann R, Voehringer D.
Basophils orchestrate chronic allergic dermatitis and protective immunity against
helminths. Immunity 2010;33:364-74.

Smith KG, Clatworthy MR. FcgammaRIIB in autoimmunity and infection: evolu-
tionary and therapeutic implications. Nat Rev Immunol 2010;10:328-43.

Veri MC, Gorlatov S, Li H, Burke S, Johnson S, Stavenhagen J, et al. Mono-
clonal antibodies capable of discriminating the human inhibitory Fcgamma-
receptor IIB (CD32B) from the activating Fcgamma-receptor IIA (CD32A):
biochemical, biological and functional characterization. Immunology 2007;121:
392-404.

Bruhns P, Iannascoli B, England P, Mancardi DA, Fernandez N, Jorieux S, et al.
Specificity and affinity of human Fc{gamma} receptors and their polymorphic var-
iants for human IgG subclasses. Blood 2009;113:3716-25.


http://refhub.elsevier.com/S0091-6749(16)30158-0/sref1
http://refhub.elsevier.com/S0091-6749(16)30158-0/sref1
http://refhub.elsevier.com/S0091-6749(16)30158-0/sref1
http://refhub.elsevier.com/S0091-6749(16)30158-0/sref2
http://refhub.elsevier.com/S0091-6749(16)30158-0/sref2
http://refhub.elsevier.com/S0091-6749(16)30158-0/sref2
http://refhub.elsevier.com/S0091-6749(16)30158-0/sref3
http://refhub.elsevier.com/S0091-6749(16)30158-0/sref3
http://refhub.elsevier.com/S0091-6749(16)30158-0/sref3
http://refhub.elsevier.com/S0091-6749(16)30158-0/sref4
http://refhub.elsevier.com/S0091-6749(16)30158-0/sref4
http://refhub.elsevier.com/S0091-6749(16)30158-0/sref4
http://refhub.elsevier.com/S0091-6749(16)30158-0/sref5
http://refhub.elsevier.com/S0091-6749(16)30158-0/sref5
http://refhub.elsevier.com/S0091-6749(16)30158-0/sref5
http://refhub.elsevier.com/S0091-6749(16)30158-0/sref6
http://refhub.elsevier.com/S0091-6749(16)30158-0/sref6
http://refhub.elsevier.com/S0091-6749(16)30158-0/sref6
http://refhub.elsevier.com/S0091-6749(16)30158-0/sref7
http://refhub.elsevier.com/S0091-6749(16)30158-0/sref7
http://refhub.elsevier.com/S0091-6749(16)30158-0/sref8
http://refhub.elsevier.com/S0091-6749(16)30158-0/sref8
http://refhub.elsevier.com/S0091-6749(16)30158-0/sref8
http://refhub.elsevier.com/S0091-6749(16)30158-0/sref9
http://refhub.elsevier.com/S0091-6749(16)30158-0/sref9
http://refhub.elsevier.com/S0091-6749(16)30158-0/sref10
http://refhub.elsevier.com/S0091-6749(16)30158-0/sref10
http://refhub.elsevier.com/S0091-6749(16)30158-0/sref10
http://refhub.elsevier.com/S0091-6749(16)30158-0/sref11
http://refhub.elsevier.com/S0091-6749(16)30158-0/sref11
http://refhub.elsevier.com/S0091-6749(16)30158-0/sref11
http://refhub.elsevier.com/S0091-6749(16)30158-0/sref12
http://refhub.elsevier.com/S0091-6749(16)30158-0/sref12
http://refhub.elsevier.com/S0091-6749(16)30158-0/sref12
http://refhub.elsevier.com/S0091-6749(16)30158-0/sref13
http://refhub.elsevier.com/S0091-6749(16)30158-0/sref13
http://refhub.elsevier.com/S0091-6749(16)30158-0/sref14
http://refhub.elsevier.com/S0091-6749(16)30158-0/sref14
http://refhub.elsevier.com/S0091-6749(16)30158-0/sref15
http://refhub.elsevier.com/S0091-6749(16)30158-0/sref15
http://refhub.elsevier.com/S0091-6749(16)30158-0/sref16
http://refhub.elsevier.com/S0091-6749(16)30158-0/sref16
http://refhub.elsevier.com/S0091-6749(16)30158-0/sref16
http://refhub.elsevier.com/S0091-6749(16)30158-0/sref17
http://refhub.elsevier.com/S0091-6749(16)30158-0/sref17
http://refhub.elsevier.com/S0091-6749(16)30158-0/sref17
http://refhub.elsevier.com/S0091-6749(16)30158-0/sref17
http://refhub.elsevier.com/S0091-6749(16)30158-0/sref17
http://refhub.elsevier.com/S0091-6749(16)30158-0/sref18
http://refhub.elsevier.com/S0091-6749(16)30158-0/sref18
http://refhub.elsevier.com/S0091-6749(16)30158-0/sref18
http://refhub.elsevier.com/S0091-6749(16)30158-0/sref19
http://refhub.elsevier.com/S0091-6749(16)30158-0/sref19
http://refhub.elsevier.com/S0091-6749(16)30158-0/sref19
http://refhub.elsevier.com/S0091-6749(16)30158-0/sref20
http://refhub.elsevier.com/S0091-6749(16)30158-0/sref20
http://refhub.elsevier.com/S0091-6749(16)30158-0/sref20
http://refhub.elsevier.com/S0091-6749(16)30158-0/sref21
http://refhub.elsevier.com/S0091-6749(16)30158-0/sref21
http://refhub.elsevier.com/S0091-6749(16)30158-0/sref22
http://refhub.elsevier.com/S0091-6749(16)30158-0/sref22
http://refhub.elsevier.com/S0091-6749(16)30158-0/sref23
http://refhub.elsevier.com/S0091-6749(16)30158-0/sref23
http://refhub.elsevier.com/S0091-6749(16)30158-0/sref23
http://refhub.elsevier.com/S0091-6749(16)30158-0/sref24
http://refhub.elsevier.com/S0091-6749(16)30158-0/sref24
http://refhub.elsevier.com/S0091-6749(16)30158-0/sref24
http://refhub.elsevier.com/S0091-6749(16)30158-0/sref24
http://refhub.elsevier.com/S0091-6749(16)30158-0/sref25
http://refhub.elsevier.com/S0091-6749(16)30158-0/sref25
http://refhub.elsevier.com/S0091-6749(16)30158-0/sref25
http://refhub.elsevier.com/S0091-6749(16)30158-0/sref26
http://refhub.elsevier.com/S0091-6749(16)30158-0/sref26
http://refhub.elsevier.com/S0091-6749(16)30158-0/sref26
http://refhub.elsevier.com/S0091-6749(16)30158-0/sref27
http://refhub.elsevier.com/S0091-6749(16)30158-0/sref27
http://refhub.elsevier.com/S0091-6749(16)30158-0/sref27
http://refhub.elsevier.com/S0091-6749(16)30158-0/sref28
http://refhub.elsevier.com/S0091-6749(16)30158-0/sref28
http://refhub.elsevier.com/S0091-6749(16)30158-0/sref28
http://refhub.elsevier.com/S0091-6749(16)30158-0/sref28
http://refhub.elsevier.com/S0091-6749(16)30158-0/sref29
http://refhub.elsevier.com/S0091-6749(16)30158-0/sref29
http://refhub.elsevier.com/S0091-6749(16)30158-0/sref30
http://refhub.elsevier.com/S0091-6749(16)30158-0/sref30
http://refhub.elsevier.com/S0091-6749(16)30158-0/sref30
http://refhub.elsevier.com/S0091-6749(16)30158-0/sref30
http://refhub.elsevier.com/S0091-6749(16)30158-0/sref31
http://refhub.elsevier.com/S0091-6749(16)30158-0/sref31
http://refhub.elsevier.com/S0091-6749(16)30158-0/sref31
http://refhub.elsevier.com/S0091-6749(16)30158-0/sref32
http://refhub.elsevier.com/S0091-6749(16)30158-0/sref32
http://refhub.elsevier.com/S0091-6749(16)30158-0/sref32
http://refhub.elsevier.com/S0091-6749(16)30158-0/sref32
http://refhub.elsevier.com/S0091-6749(16)30158-0/sref33
http://refhub.elsevier.com/S0091-6749(16)30158-0/sref33
http://refhub.elsevier.com/S0091-6749(16)30158-0/sref33
http://refhub.elsevier.com/S0091-6749(16)30158-0/sref34
http://refhub.elsevier.com/S0091-6749(16)30158-0/sref34
http://refhub.elsevier.com/S0091-6749(16)30158-0/sref34
http://refhub.elsevier.com/S0091-6749(16)30158-0/sref35
http://refhub.elsevier.com/S0091-6749(16)30158-0/sref35
http://refhub.elsevier.com/S0091-6749(16)30158-0/sref35
http://refhub.elsevier.com/S0091-6749(16)30158-0/sref35
http://refhub.elsevier.com/S0091-6749(16)30158-0/sref36
http://refhub.elsevier.com/S0091-6749(16)30158-0/sref36
http://refhub.elsevier.com/S0091-6749(16)30158-0/sref36
http://refhub.elsevier.com/S0091-6749(16)30158-0/sref37
http://refhub.elsevier.com/S0091-6749(16)30158-0/sref37
http://refhub.elsevier.com/S0091-6749(16)30158-0/sref37
http://refhub.elsevier.com/S0091-6749(16)30158-0/sref37
http://refhub.elsevier.com/S0091-6749(16)30158-0/sref38
http://refhub.elsevier.com/S0091-6749(16)30158-0/sref38
http://refhub.elsevier.com/S0091-6749(16)30158-0/sref39
http://refhub.elsevier.com/S0091-6749(16)30158-0/sref40
http://refhub.elsevier.com/S0091-6749(16)30158-0/sref40
http://refhub.elsevier.com/S0091-6749(16)30158-0/sref40
http://refhub.elsevier.com/S0091-6749(16)30158-0/sref41
http://refhub.elsevier.com/S0091-6749(16)30158-0/sref41
http://refhub.elsevier.com/S0091-6749(16)30158-0/sref41
http://refhub.elsevier.com/S0091-6749(16)30158-0/sref41
http://refhub.elsevier.com/S0091-6749(16)30158-0/sref42
http://refhub.elsevier.com/S0091-6749(16)30158-0/sref42
http://refhub.elsevier.com/S0091-6749(16)30158-0/sref42
http://refhub.elsevier.com/S0091-6749(16)30158-0/sref43
http://refhub.elsevier.com/S0091-6749(16)30158-0/sref43
http://refhub.elsevier.com/S0091-6749(16)30158-0/sref44
http://refhub.elsevier.com/S0091-6749(16)30158-0/sref44
http://refhub.elsevier.com/S0091-6749(16)30158-0/sref45
http://refhub.elsevier.com/S0091-6749(16)30158-0/sref45
http://refhub.elsevier.com/S0091-6749(16)30158-0/sref45
http://refhub.elsevier.com/S0091-6749(16)30158-0/sref46
http://refhub.elsevier.com/S0091-6749(16)30158-0/sref46
http://refhub.elsevier.com/S0091-6749(16)30158-0/sref47
http://refhub.elsevier.com/S0091-6749(16)30158-0/sref47
http://refhub.elsevier.com/S0091-6749(16)30158-0/sref47
http://refhub.elsevier.com/S0091-6749(16)30158-0/sref47
http://refhub.elsevier.com/S0091-6749(16)30158-0/sref47
http://refhub.elsevier.com/S0091-6749(16)30158-0/sref48
http://refhub.elsevier.com/S0091-6749(16)30158-0/sref48
http://refhub.elsevier.com/S0091-6749(16)30158-0/sref48

J ALLERGY CLIN IMMUNOL BEUTIER ET AL 12.e1
VOLUME mmm, NUMBER um

Tissues
A Blood basophils Spleen basophils Bone marrow basophils E Peritoneum mast cells
400 600+ 2000
v
x w v 1 15004 2 .
£ * Fo] % 8 T v 2 - %
g {7 § T 1000+ ¥ - f] %
2004 L]
H, 2T e "oF me Fi- HeTsTd
2 100+ a;_ - 3 = = 50 = . s
£ 3
g Tper v
T s Baw3 NMP PBS  CS G0 Balo3 NMP PBS  CS S0 Balds NIMP PBS  CS T
Blood neutrophils Spleen neutrophils BM Ly6GHLY6CM cells F Peritoneum macrophages
B s000- 5000+ 80000+ :
> g |- ®
2 60007 e . gw . s
| | I E
3000+ -
% 40001 % ;?;m % -gl & & = T %
- foolam 2 s § = e FEFFF
2 2000 _:?‘_ __1’_1 ol 5 ‘ % -
" "
S0 Ball3 NMP PBS €5 o Ball3 NIMP PBS €S o Bal03 MIMP PBS  CS o Bal03 NMP PBS  CS
C Blood Ly6C" monocytes Spleen Ly6C" monocytes BM Ly6G™ILy6CM cells G Spleen macrophages
1500+ gmo- 20000 a
w & &
% & A g "‘ﬁ' gmum a;_ E,l A
10004 2000 A e o %‘j— 2
lé | JJ} % p %15000- vy % - gu {v a i
A 2, 10000+
E\ s 4 - § 1000 4 fﬂ' _ﬁ" % R 3 a % g’
" $ L 3 %00
r— An = b S T T Y
iso  BalD3 NIMP PBS  CS * o Baldd NIMP PBS  CS ilo  Bal03 NMP PBS  CS o Bal03 NIMP PBS CS

D Blood Ly6C™ monocytes Spleen Ly6G™ILy8C™ cells BM Ly6G™ILy6C" cells H White blood cells count (Hematometer)
4 -
2 @
i - 8 [ T %
1 s 3 £ 1
é w4 O e 8 + . s
5 = x - % L
B 3 =
g A . g B el T T _} 3 L e &
kK A - g - 3 B
3 "
;o 8;;03 NIIIP Pgﬁ CIS rs‘o 8;{03 Nﬂlﬂ: P!ﬁ CYS islo B‘G.“K] NII’I‘P PéS ClS IS.O aa:mci NI;IP P;ﬁ Cls
1
| J,E
a1
£
s
2
g
z

Bac skin

L] Bal03 NP PES (=3

FIG E1. Effects of depletion strategies on myeloid cell populations: cell counts. WT mice were treated with
indicated reagents. Twenty-four hours after injection, counts of specific cell populations were determined
by means of flow cytometry (A-G) or histology (I and J), and leukocyte counts in total blood were measured
with an automatic blood analyzer (H): counts of basophils (Fig E1, A), neutrophils (Fig E1, B), Ly6Chi
monocytes (Fig E1, C), and Ly6C'® monocytes (Fig E1, D) in blood, spleen, and bone marrow; peritoneal
mast cells (Fig E1, E); peritoneal macrophages (Fig E1, F); and splenic macrophages (Fig E1, G). I, Represen-
tation of a toluidine blue—stained back skin section with 2 mast cells (arrows). J, Counts of mast cells per
square millimeter in the dermis of WT mice. Fig E1, A-H, show 1 of 3 independent experiments. Individual
measurements and means = SEMs are represented. Ba103, Anti-CD200R3 mADb; CS, clodronate liposomes;
Iso, isotype rat IgG,,; NIMP, anti-Ly6G mAb; PBS, PBS liposomes.
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FIG E2. Effects of depletion strategies on myeloid cell populations: frequencies. WT mice were treated with
indicated reagents. A-G, Twenty-four hours after injection, percentages of specific cell populations
among CD45" cells were determined by means of flow cytometry: basophils (Fig E2, A), neutrophils (Fig
E2, B), Ly6Chi monocytes (Fig E2, C), and Ly6CIo monocytes (Fig E2, D) in blood, spleen, and bone marrow;
peritoneal mast cells (Fig E2, E); peritoneal macrophages (Fig E2, F); and splenic macrophages (Fig E2, G).
Fig E2, H, Percentages of peritoneal mast cells (pMC FceRI*/c-Kit*) and blood basophils (FceRI*/CD49b™) in
Cpa3-Cre; Mcl-1"" and Cpa3-Cre; Mcl-1*/* mice. |, Left, Percentages of YFP-positive cells in MRP8-Cre;
Rosa26-YFP mice. Right, Effect of NIMP-R14 injection on neutrophils (percentages and counts of CD45"/
YFP*/Ly6C"*9/CD115"? cells) in blood, spleen, and bone marrow of MRP8-Cre; Rosa26-YFP mice. Fig E2,
A-H, show corresponding percentages to cell counts shown in Fig E1 and display values for individually
measured mice with means and SEMs. Ba103, Anti-CD200R3 mAb; CS, Clodronate liposomes; Iso, isotype
rat IgG,p, NIMP, anti-Ly6G mAb; PBS, PBS liposomes.
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plasmon resonance analysis. Comparison of binding affinity TNP-BSA to immobilized TIB191, Hy1.2 or
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FIG E5. Blood leukocyte numbers in FcyR-deficient mice. Leukocyte populations were assessed by using an
ABC Vet automatic blood analyzer (Horiba ABX, Irvine, Calif) from blood collected from untreated WT,
FcyRI™/~, FeyRIIB™'~, FeyRIIl™/~, and FeyRIV ™/~ mice (n = 4 per group). Granulocytes represent mainly neu-
trophils (as judged by their size and granularity). Data are represented as means + SEMs, and each point
represents 1 mouse. GeoMean, Geometric mean. *P < .05 and ***P < .001.
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FIG E6. 1gG;-induced PSA induces mild hypothermia in WT mice, and monocytes/macrophages and neu-
trophils contribute to 1gG,,-induced PSA in BALB/c mice. A, WT mice were injected with IgG; anti-TNP
mAbs and challenged with TNP-BSA, and body temperatures were monitored. PSA in mice left untreated
or injected with anti-Ly6G or anti-CD200R3 (n = 4 per group) is shown. B, BALB/c mice were left untreated
or injected with anti-Ly6G, anti-CD200R3 (n = 6 per group), lipo-PBS (n = 6 per group), or lipo-Cd (n = 6 per
group) before IgG,,-induced PSA induction. Body temperatures were monitored. Data are represented as
means + SEMs. Data are pooled from 2 independent experiments. Significant differences compared with
the untreated group are indicated. *P <.05, **P <.01,***P <.001, and ****P <.0001.
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FIG E7. Examples of mast cell degranulation after IgGs-, IgG,,-, and IgGa,-induced PSA. WT mice were in-
jected with IgE, IgG1, 19G2a, and 1gGyp, anti-TNP mAbs or left untreated (n = 3 for all groups) and challenged
with TNP-BSA. Mouse ear skin biopsy specimens were collected 30 minutes after TNP-BSA injection.
A representation of a toluidine blue-stained ear skin section with 1 mast cell (indicated by an arrow) for 1
mouse of each group of mice is shown.



Article 2

Drug-induced anaphylaxis relies on platelets

l. Infroduction

Alors que le roéle des cellules myéloides a été bien caractérisé dans I'anaphylaxie,
peu d'études se sont portées sur les plaquettes. Ceci peut s’expliquer par I'absence
de récepteurs Fc aux IgG a la surface des plaquettes chez la souris. Au contraire, les
plaguettes humaines expriment le FcyRIIA (seul récepteur Fc aux IgG exprimé a leur
surface) et, en raison de leur nombre important dans la circulation sanguine (150 000

a 400 000/uL), constituent la source la plus importante de FcyRIIA de I'organisme.

Afin de mieux caractériser les acteurs potentiels du choc anaphylactique dans
un modele se rapprochant de 'homme, mon laboratoire a effectué des études a
I'aide de souris transgéniques pour le récepteur FcyRIIA humain. En plus des
plaguettes, ce récepteur de faible affinité aux IgG est exprimé & la surface de
I'ensemble des cellules myéloides. Dans un modele de PSA, mon équipe a montré
que ce récepteur est suffisant & induire un choc et que ce choc est dépendant des
neutrophiles et des monocytes/macrophages (140). La confribution des plaguettes
apres engagement du FcyRIIA n'a pour l'instant pas été étudiée dans le choc

allergique.

Pour réaliser cette étude, des souris fransgéniques pour le FcyRIIA humain (souris
FcyRIIA'9) ou non transgéniques (souris FcyR™!), et déficientes pour I'ensemble des
FcyRs de souris sont utilisées. Le modeéle de PSA utilisé consiste a injecter a la souris
des immunoglobulines intraveineuses humaines agrégées par la chaleur (PSA IVIg).
Ces IgG humaines agrégées miment I'action d'un ligand humain du FcyRIIA humain

et sont capables d'induire la réaction anaphylactique chez la souris.

La deuxieme partie de mon projet consiste donc a évaluer le réle des plaquettes
dans un modele de choc dllergique induit par des IgG et dépendant du FcyRIIA
humain. Pour cela, différentes expériences ont été réalisées, j'ai suivi le nombre de
plaguettes circulantes, évalué leur profil d'activation, déterminé quels étaient leurs
partenaires cellulaires éventuels et j'ai cherché a savoir si leur contribution était
nécessaire et/ou suffisante.
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Introductory Paragraph
Anaphylaxis is an acute, severe, life-threatening multisystem allergic reaction. It results from
inappropriate cellular responses triggered by antibodies to inoffensive determinants
predominantly of foods in children and drugs in adults. It is characterized by a massive release of
mediators upon systemic distribution of allergen', and by rapidly occurring clinical signs.
Platelet-activating factor (PAF) has been proposed to be responsible for anaphylaxis induction in
humans® and animal models’. The effector phase of anaphylaxis relies on the activation of
myeloid cells, which express antibody receptors (FcR)*®. The contribution of platelets that
express both FcRs and PAF receptor in humans remains unknown. Here, we investigated whether
platelets contribute to drug-induced anaphylaxis in a cohort of patients and in human FcR-
expressing mouse models. We found that numbers of circulating platelets dramatically drop
during anaphylaxis, specifically when these express the human FcR FcyRIIA/CD32A. Platelet
depletion ameliorated anaphylaxis whereas enhanced thrombocythemia drastically worsened
anaphylaxis. Platelet activation correlated with anaphylaxis severity, and platelet-myeloid cell
aggregates rapidly formed in circulation. Finally, platelet transfer restored anaphylaxis in
resistant mice. This study identifies platelets as novel players in the effector phase of human
anaphylaxis and may pave the way for the design of platelet-targeting strategies to prevent

anaphylactic reactions.



TEXT
Assessing platelet contribution to anaphylaxis requires a cohort of patients with defined
clinical parameters, similar timing between anaphylaxis induction and enumerations, and
preferentially exposed to allergens of equivalent chemical nature and dose. This is the case in
drug-induced anaphylaxis arising in clinical settings. We therefore analyzed circulating platelet
numbers in a cohort of 86 patients suffering from perioperative neuromuscular blocking agents
(NMBA)-induced anaphylaxis included in the case-control “NASA” study and their matched

controls (https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT01637220). Platelet counts at 30 minutes post-

anaphylaxis induction (i.e. NMBA injection) were lower in patients suffering from severe
(16.12+1.6*10%) versus moderate (18.5+1.3*10°) anaphylaxis, or versus matched control patients
undergoing anesthesia but no anaphylaxis (20.17+0.84*10°). 6-8 weeks post anaphylaxis platelet
counts had returned to baseline level in the patients that had suffered an anaphylactic reaction
(“follow-up”: 2140.92*10%) (Fig.1A). We only found one report in the literature in which platelet
numbers had been studied during human anaphylaxis, and the two cases of human anaphylaxis
examined were also accompanied by >60% reduction in circulating platelet counts’. Results from
the NASA study [NASA Study group, unpublished] support the contribution of an anti-NMBA
IgG antibody-mediated pathway to anaphylaxis, by activating IgG receptor (FcyR)-expressing
myeloid cells, and among them particularly neutrophils. This pathway can be replicated in
preclinical models by injecting heat-aggregated human IgG (HA-hIgG) into mice expressing

8-10

human FcyRs*'’. Here we used a novel mouse model knocked-in for all human FcyRs (hFeyR®)

(Fig.S1) that demonstrated rapid hypothermia as readout for anaphylaxis, concomitant of

null

profound thrombocytopenia, whereas mice expressing no FcyR (FcyR™") did not show any of

these signs (Fig.1B). Similar to humans, hFcyR*' mice express four activating IgG receptors -
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hFcyRI, hFcyRIIA, hFcyRIIIA, hFcyRIIIB - and an inhibitory IgG receptor hFcyRIIB. Blocking
hFcyRIIA in vivo, however, was sufficient to abolish hypothermia and thrombocytopenia in HA-
higG injected hFcyR®' mice (Fig.1C). Supporting this finding, mice expressing only hFcyRIIA
and no mouse FcyR (hFcyRITA'® FeyR™!' mice; termed “hFcyRITA' mice”) also demonstrated
profound thrombocytopenia and hypothermia (Fig.1D). Notably, thrombocytopenia preceded
temperature loss and was observed as early as 5 minutes following anaphylaxis induction and
persisted for 24h (Fig 1D). The latter transgenic model recapitulates hFcyRIIA density on
platelets as reported in humans, whereas hFcyR®' mice demonstrate lower expression (Fig.S2).
During anaphylaxis, the few remaining platelets displayed an increase in mean platelet volume
and higher DNA/RNA content (revealed by thiazole orange staining''), indicative of freshly
exited platelets from the bone marrow and of active thrombopoiesis (Fig.1D and Fig.S3).
Therefore, both clinical data and pre-clinical models demonstrate that anaphylaxis induction is
accompanied by platelet consumption.

We next determined if thrombocytopenic events during anaphylaxis induction were merely a
marker of systemic cell activation or if platelets were critical for anaphylaxis induction.
Antibody-mediated platelet depletion, performed 72h before anaphylaxis induction, abolished
hypothermia in hFcyRIIA" mice (Fig.2A) and significantly reduced hypothermia in hFcyR"'
mice (Fig.2B). Efficient platelet clearance could be obtained even in control FcyRnull mice
(resistant to anaphylaxis) demonstrating that this platelet depletion method is FcyR-independent
and does not interfere with the ability of HA-hIgG to trigger FcyR-dependent cell activation
(Fig.2A,B). As the presence of platelets appears necessary for anaphylaxis induction, we
wondered if increased platelet numbers would lead to an increase in anaphylaxis severity.
Compared to untreated mice, mice treated with a thrombopoietin receptor agonist demonstrated a

3-fold increase in circulating platelet numbers (thrombocythemia; Fig.2C)'">. Thrombocythemic
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hFcyRIIA" mice succumbed to anaphylaxis, whereas untreated mice all survived anaphylaxis
induction (Fig.2D). Furthermore thrombocythemic compared to untreated hFcyRIIA"™ mice
showed significantly higher susceptibility to anaphylaxis-induced hypothermia in a dose response
to HA-hIgG injection (Fig.S4). Importantly, thrombocythemic FcyR™" mice remained resistant to
anaphylaxis demonstrating that thrombocythemia alone is not sufficient for anaphylaxis induction
in this model if platelets do not express IgG receptors.

The low number of circulating platelets monitored during anaphylaxis may be a consequence
of platelet adherence to endothelia'® and/or to circulating myeloid cells, and among the latter,
particularly neutrophils and monocytes that have been implicated in pre-clinical models of
anaphylaxis®”'* and in the NASA study [NASA Study group, unpublished]. Almost 80% of
circulating neutrophils and 40% of Ly6C™ monocytes were detected in complex with platelets 30

null

minutes post-anaphylaxis induction in hFcyRIIA" mice, but not in FcyR™" mice (Fig.3A, top
panels). The number of platelets in complex per neutrophil was significantly higher than in
complex per Ly6C"™ monocyte, suggesting a predominant role of neutrophils in heterologous
platelet aggregation in this model (Fig.3A, bottom panels). These platelet/myeloid cell
associations were no longer or barely detectable at 5 hours post-anaphylaxis induction in
hFcyRITA' mice, and not at any time point in FcyR™", supporting the notion that FeyR
expression on platelets is required to induce platelet-myeloid cell aggregates during anaphylaxis.
Notably, platelets in complexes showed upregulated levels of the activation marker CD62P
(Fig.3B). In addition, CD62L expression on circulating neutrophils was significantly reduced
following anaphylaxis induction in hFcyRIIA" mice, but not in FcyR™" mice, demonstrating
neutrophil activation whether in complex or not with platelets (Fig.3C). Importantly, platelet

CD62P expression and the percentage of CD62P-positive platelets at 30 minutes post-

anaphylaxis induction in the blood of patients undergoing NMBA-induced anaphylaxis (NASA
5



study) were significantly higher in patients suffering from severe versus moderate anaphylaxis, or
versus control groups (Fig.3D). Therefore both clinical data and pre-clinical data demonstrate
platelet activation accompanying anaphylaxis induction.

We next determined if platelet aggregation and activation during anaphylaxis induction was
the result of indirect activation or if direct platelet activation was contributing - or may be even
responsible for - anaphylaxis induction. /n vitro aggregation of washed platelets (>95% purity)
from hFcyRIIA® mice could be dose-dependently induced in the presence of HA-hlgG, to the
extent reached by classical inducers of platelet aggregation, i.e. thrombin or adenosine
diphosphate (ADP) (Fig.4A). Purified platelets from FcyR™!' mice aggregated only in the
presence of the latter, but not in the presence of HA-hlgG (Fig.4A). Importantly, blocking
hFcyRIIA-specific Fab fragments prevented platelet aggregation by HA-hIgG, and incubation
with monomeric human IgG had no effect, demonstrating the requirement for hFcyRIIA
triggering by multivalent ligands to mediate platelet aggregation. Similarly, purified platelets
from hFcyRITA® mice, but not from FcyR™" mice, incubated with HA-hIgG demonstrated
significant increase in expression of CD62P and activated GPIIbllla (Fig.4B). We next
determined if the supernatant of in vitro stimulated hFcyRIIA'® platelets was sufficient to induce
anaphylaxis symptoms (e.g. immediate hypothermia) when injected into mice expressing no
FcyRs. Platelet-rich plasma from hFcyRIIA® mice stimulated with HA-hIgG, but neither
unstimulated platelet rich plasma from the same mice, nor HA-hIgG alone at the same dose,

null

induced hypothermia in FcyR™ mice (Fig.4C). Thus platelet activation may be sufficient to

induce anaphylactic symptoms, but a formal demonstration requires an in vivo model in which

the anaphylactic inducer, i.e. HA-hIgG, may trigger only platelets. We devised such a model by

null

transferring washed platelets (>95% purity) from hFcyRIIA" mice into FcyR™" mice prior to
g p purity Y Y

injection with HA-hIgG: purified platelets from hFcyRIIA'® mice, but not from FcyR™!" mice,
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transferred into FcyR™" mice restored hypothermia in response to HA-hlgG injection (Fig.4D).
Therefore, in vivo FcyR-mediated platelet activation is sufficient for anaphylaxis induction in this

pre-clinical model, in the absence of FcyR-mediated myeloid cells activation.

In conclusion, we have shown using clinical data from a drug-induced anaphylaxis study on
>80 patientsfNASA Study group, unpublished] that platelet activation correlates with
anaphylaxis severity grade, and that there a less circulating platelets during anaphylaxis. We
confirmed these clinical observations using two different pre-clinical mouse models sharing the
particularity of expressing an activating human IgG receptor (hFcyRIIA/CD32A) on platelets, as
it is the case in humans. Severe thrombocytopenia and platelet activation required platelets to
express hFcyRIIA, whereas anaphylaxis severity increased drastically with augmented circulating
platelet numbers and was significantly reduced in the absence of platelets. The deficiency in
circulating platelets during anaphylaxis is likely due to adherence of activated platelet to, at least,
neutrophil and monocyte populations, and most likely also to the vascular endothelium'’. It
remains to be determined whether these interactions are the result of expression of adherence
molecules on platelets (e.g. GPIIblIla) and neutrophils (e.g. CD11b/CD18) for example, or of
“bridging” of cell populations by the same immune complexes binding IgG receptors expressed
on both cell populations in frans, or of both mechanisms together. The platelet transfer
experiment in which only platelets expressed IgG receptors suggests nevertheless that “bridging”
is not required for anaphylaxis induction. This notion is supported by our results that supernatant
from activated platelets was sufficient to induce clinical signs of anaphylaxis. Importantly,
anaphylaxis-induced thrombocytopenia occurred within minutes and preceded hypothermia in
our models, suggesting direct platelet activation in vivo, and thrombocytopenia as an early marker

of anaphylaxis. Our work may provide a rationale for new studies assessing the role of platelets
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in more complex clinical and pre-clinical settings in which both IgE and IgG anti-allergens
concur to anaphylaxis induction. This report gives new insights into the mechanisms underlying
anaphylaxis as it may occur in humans and determines platelets and their mediators as critical

players in this process.



ONLINE METHODS
Clinical study design.
Detailed description of the NASA clinical study design and cohort can be found in [Gouel A, et
al, submitted]. In brief, the multi-centre NASA (“Neutrophil Activation in Systemic
Anaphylaxis”) study involved 11 hospital anesthesia departments in the Ile-de-France region in

France (https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT01637220). The purpose of the NASA study was

to evaluate the role of neutrophils during anaphylactic reactions to NMBA in humans through a
case/control study design, with a 6-8 weeks follow-up in cases, with clinical signs consistent with
intra-anesthetic anaphylaxis to NMBA whatever the grade of the reaction. Patients were
retrospectively classified in severity grade according to the Ring and Messmer ' classification by
two independent evaluations of clinician experts. A severe AHR was defined as a grade 3 or 4
(i.e. a severe organ failure or a cardiac/respiratory arrest). The protocol was approved by a local
ethic comity (comity for the protection of Individuals “Ile-de-France X"). It was prospectively
registered at ClinicalTrials.gov (Identifier: NCT0163722). The biological collection was
approved and labeled by the National Health Authority, and registered within the French Ministry
of Research and ARH (“Agences Régionales de 1'Hospitalisation”).

As recommended by International/National Guidelines'®"®

on management of perioperative
AHR, a venous blood sample was collected 30 minutes following the onset of the AHR when the
patient’s condition had been stabilized. It should be noted that platelets analysis was not an
original objective of the NASA study and that blood samples were taken using heparin as anti-

coagulant. Platelet enumerations were performed and flow cytometric analyses on diluted total

human blood using anti-CD61 and anti-CD62P antibodies.



All patients that suffered an AHR were treated following the French and international practice

. . 16,17,19,20
guidelines .

Mice

hFcyR®' mice were generated by intercrossing of VG1543 mice'® with VG6074 mice (Fig.S1)
designed and generated by Regeneron Pharmaceuticals, Inc. on a mixed 62.5% C57BL/6N,
37.5% 129S6/SvEv genetic background, and backcrossed one generation to C57BL/6N. FcyR™"
mice were described previously'’. Mice expressing the fcgr2a transgene”’ were bred to FcyR™"
mice to generate FcyRITA'® FcyR™" mice (termed hFcyRIIA'® herein). All mice were bred at
Institut Pasteur and used for experiments at 7-11 weeks of age. hFcyR™, FeyR™" or hFcyRITA®
mice demonstrate normal development and breeding patterns. Experiments using mice were

validated by the CETEA ethics committee number 89 (Institut Pasteur, Paris, France) under

#2013-0103, and by the French Ministry of Research under agreement #00513.02.

Antibodies and reagents

ADP (Adénosine 5'-diphosphate sodium), prostacycline PGI,, apyrase, PAF, PAF receptor
antagonist (ABT-491), ACD (anticoagulant citrate-dextrose), thiazole orange were obtained from
Sigma Aldrich, TNP;;.31)-BSA from Santa Cruz, thrombin from Roche, albumine and fibrinogen
provided by LFB Biomédicaments (2014-01029) heparin from Tocris. Anti-GPIba (polyclonal
rat IgG) and isotype control were purchased from Emfret Analytics; anti-FcyRIIA (mouse 1gG2b,
clone 1V.3) and isotype control IgG2b anti-TNP (clone Gork hybridoma from B. Heyman
(Uppsala Universitet, Uppsala, Sweden)) were purified as described®*. The antibodies used for
flow cytometry staining of human CD61 (clone VI-PL2) and CD62P (clone AK-4), mouse

CD62P (clone KO2.3), CD41 (clone MWReg30), Ly6G (clone 1A8), Ly6C (clone AL-21),
10



CD11b (clone M1/70) and CD45 (clone 30-F11), were purchased from BD Pharmingen; CD62L
(clone MEL14-H2.100) were purchased from Miltenyi Biotec; allbp3 (JON/A clone) antibody
from Emfret Analytics; anti-human CD32A (clone IV.3) from STEMCELL Technologies; and
isotype controls mIgG1 (clone : P3.6.2.8.1) from eBioscience and mIgG2b (clone MPC-11) from

BioLegend.

Passive Systemic Anaphylaxis

Human Intravenous Immunoglobulin (IVIG); Gamunex®, Grifols) was heat-aggregated by
incubation at 25mg/mL in BBS (0.17M H3BOs, 0.12M NacCl, pHS8) for 1 hour at 63°C, then
diluted in 0.9% NacCl for iv injection at 100uL per mouse (HA-hIgG). Central temperature was
monitored using a digital thermometer (YSI) with rectal probe. Control non-aggregated higG

(NA-hIgG) was similarly diluted without heating.

Platelet enumeration
5-10 uL of blood was collected at the tail vein directly in EDTA (20 mM), and platelet numbers

assessed using a hematometer (SCIL Vet Abc Plus, Horiba Medical).

In vivo blocking, depletion, romiplostim treatment

For platelet depletion, mice were injected iv with 50 ug/mouse of anti-GPIba (anti-CD42) or
isotype control (rat I[gG) 72h before challenge. Blocking of FcyRIIA was achieved by iv injection
of 40 ug/mouse blocking anti-FcyRITA mAb (clone IV.3) or isotype control (mIgG2b) 24h and

12h before challenge. To induce neo-production of platelets, mice received subcutaneous
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injections of romiplostim (50 pg/kg of body weight; NPLATE® Amgen) on day 0 and 3 and

were used for experiments on day 6, adapted from'.

Platelet purification, in vitro stimulation and transfer

Preparation of washed mouse platelets. Washed platelets were obtained by sequential
centrifugation of blood drawn from the abdominal aorta of 4 anesthetized mice using ACD as
anti-coagulant (V/V 1:6) as described *°.

In vitro stimulation. (200 000 platelets/uL) were stimulated with indicated stimulants. Platelet
aggregation was monitored using an aggregometer (APACT 4004, ELITechgroup). 270 pL
washed platelets (200 000 platelets/ul) were stirred at 1,100 rpm and 37°C in the presence of
different agonists (10x concentrated) and human fibrinogen (0.8 mg/mL), in a final volume of
300 puL . The extent of aggregation was quantified by measuring the maximum curve height
above baseline level. For flow cytometric analysis platelets were stimulated for 10 minutes at
37°C.

Platelet transfer. 1.7 x 10° washed mouse platelets in 300 uL Tyrodes buffer (or buffer alone)
were transfused iv into recipient mice 20 minutes before anaphylaxis induction.

Platelet supernatant transfer. Platelet-rich plasma was incubated with HA-hlIgG (2.5 mg/mL) or
Tyrodes buffer for 30 minutes, then centrifuged 15 000 g for 10 minutes and supernatant was

collected for i.v injection in recipient mice (in a volume of 200 uL/mouse).

Flow cytometric analysis of platelets, leukocytes and their aggregates
Blood cells or stimulated platelets were stained with indicated fluorescently labeled mAbs for 15

minutes at room temperature. Aggregates were defined as follows: platelet-neutrophil aggregates

12



(CD45'/CD11b"/Ly6G"/Ly6C™/CD41"), platelet-monocytes (CD45"/CD11b"/ Ly6G'/ Ly6C" **
M /CD41%). Platelet activation on aggregates was assessed by CD62P expression and leukocyte
activation by CD62L shedding. For thiazole orange staining, whole blood cells were incubated

for 15 min at room temperature with 1 pg/mL thiazole orange as previously described**.

Statistical analysis
Data were analyzed using one-way or two-way ANOVA with Tukey’s post-test. A p-value less
than .05 was considered significant: (*p < .05; **p < .01; ***p < .001; ****p < .0001). If not

stated otherwise, data are represented as mean +/- SEM.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1. Thrombocytopenia during anaphylaxis. (A) Platelet counts in diluted blood of
patients from the NASA study; presenting no (n=72), mild (n=35) or severe (n=30) anesthesia-
induced anaphylaxis or during follow-up visit (n=67). The boxes extend from the 25th to 75th
percentiles; the whiskers indicate 5-95% range. Statistical differences between platelet counts in
the same patients during anaphylaxis and after 6-8 weeks were assessed using a two-tailed paired
t-test. (B-D) Change in body temperature (left) and platelet count (right) during HA-hIgG-
anaphylaxis in (B) hFcyR*' mice (open triangles, n=4) and ch(Rnllll mice (open squares, n=4), (C)
hFcyR™ mice pretreated with anti-FcyRIIA (IV.3) (red triangles, n=4) or isotype control (black

null

triangles, n=4), and untreated FcyR™" mice (open squares, n=4). (B-D) Temperature data are
represented as mean = SEM, platelet counts represent individual mice with mean values indicated

as lines. Data are representative of at least 1 independent experiment (B: n=1; C: n=2; D: n=2).

Significant differences between experimental groups are indicated.

Figure 2. Anaphylaxis severity relies on platelet numbers. (A,B) HA-hIgG-anaphylaxis
induced changes in body temperature (top) and platelet counts (bottom) in (A) FcyRIIA' (circles)
and FcyR™"' mice (squares) pretreated with platelet depleting anti-GPIba (red symbols) or isotype
control (black symbols), n=4 and (B) hFcyR™ (triangles) and FcyRrlull (squares) mice pretreated
with platelet depleting anti-GPIba (red symbols) or isotype control (black symbols), n=4. (C)
Platelet counts in FcyRIIA® (circles) and FeyR™" (squares) mice, pretreated (green symbols) or

not (black symbols) with romiplostim, n=3. (D) Change in body temperature and survival (inlet)
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during HA-hIgG-anaphylaxis in FcyRIIA® (circles) and FeyR™" (squares) mice pretreated (green
symbols) or not (black symbols) with romiplostim, n=3. (A-D) Temperature data are represented
as mean + SEM, platelet counts represent individual mice with mean values indicated as lines.
Data are representative of at least 1 independent experiment (A: n=2; B: n=1; C: n=2; D: n=2).

Significant differences between experimental groups are indicated

Figure 3. Platelets form aggregates with neutrophils during anaphylaxis. (A-B) FcyRIIA®

null

(open circles, n=3) and FcyR™" mice (open squares, n=3) were challenged with HA-hIgG. (A)
Frequency of neutrophils (left) and Ly6C"monocytes (right) in aggregates with platelets within
the neutrophil and Ly6C"-monocyte population, respectively (top). Bottom panels illustrate
CD41 expression associated with neutrophil and Ly6C™-monocytes populations (B) Platelet
CD62P expression within aggregates. (C) CD62L expression on total neutrophils, platelet-
neutrophil aggregates (Neutro-CD41+) and single non-aggregated neutrophils (Neutro-non
CD41+) in untreated FcyRIIA" (full circles, n=3), FcyRIIA'® (open circles, n=3) and FcyR™"
mice (open squares, n=3) 30 minutes after HA-hlgG-anaphylaxis .(A-C). Data are representative
of two independent experiments. Significant differences between experimental groups are
indicated.(D) CD62P expression (geometric mean CD62P — isotype staining) on platelets (left
and % CDG62P-expressing platelets from the NASA study patients; presenting no (n=78), mild
(n=37) or severe (n=34) anaesthesia-induced anaphylaxis or during follow-up visit (n=63). The
boxes indicate 25 to 75 percentiles, the whiskers the 5-95% range. Statistical differences between

patient groups were assessed using Kruskal-Wallis test with Dunn correction for multiple testing

(%), differences in patients during anaphylaxis and follow-up were assessed using Wilcoxon test

)
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Figure 4. Transfer of platelets or supernatant from activated platelets restores anaphylaxis.
(A) Maximal aggregation (%) of stimulated platelets compared to baseline and (B) expression of
platelet activation markers CD62P (left) and activated GPIIbllla (right) following in vitro
incubation of washed mouse platelets from FcyRIIA'® mice (left) and FeyR™" mice (right) with
indicated stimuli. (C) Change in body temperature in FcyRnull mice following iv transfer of
supernatant from FcyRIIA® platelet-rich plasma (PRP) stimulated (red squares, n=6) or not
(orange squares, n=6) with HA-hIgG in Tyrodes buffer or HA-hlgG in Tyrodes buffer (black
squares, n=6). Data are pooled from two independent experiments. (D) Change in body
temperature in FcyR™" mice following iv transfer of washed platelets (WPLA, n=3) from

null

FcyRIIA"® mice (red squares, left panel) or from FcyR™' mice (grey squares, right panel).
Injection of Tyrodes albumine buffer (TyAlb) alone (black squares, n=3) or transfer of TyAlb in
FcyRIIA® mice (black circles, n=5) followed by challenge with HA-hIgG served as controls.
(A,B,D) Data are representative of at least 1 independent experiment (A&B: n=3, D: left n=2,

right n=1). Significant differences between experimental groups are indicated.
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SUPPLEMENTARY FIGURE LEGENDS

Figure supplementary 1. hFcyR*' mice generated by intercrossing of VG1543 mice with

VG6074 mice. ...

Figure supplementary 2. Expression of hFcyRIIA in mice and human. FcyRIIA expression
(red) compared to isotype control (blue) in myeloid and lymphoid compartments in (A) human
and (B) hFcyR"' mice (Audrey mice). (C) Relative expression of hFcyRIIA on platelets from

FeyR™!(grey), hFeyR™ (orange) and FcyRIIA®mice (red).

Figure supplementary 3. Changes in platelet phenotype during HA-hIgG anaphylaxis. (A)
Changes in mean platelet volume (MPV) in FcyRIIA® (open circles, n=3) and FcyR™" mice
(open squares, n=3) during HA-hIgG-anaphylaxis. (B) FcyRIIA'® (n=3), and FcyR™" (n=3) mice
were challenged with HA-hIgG or not (untreated FcyRIIA® (n=3)). (A) Frequency of thiazole
(TO)"™ (yellow) and TO™" (orange) platelets among all CD41" cells 30 min (left) and 5 hours
(right) after HA-hIgG-anaphylaxis. Data are representative of at least 1 independent experiment

(A: n=2, B: n=1). Significant differences between experimental groups are indicated

Figure supplementary 4. Dose-response to HA-hIgG injection in FcyRITA' mice pretreated

with or not romiplostim. ...
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Figure 1: Thrombocytopenia during anaphylaxis
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Figure 2: Anaphylaxis severity relies on platelet numbers
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Figure 3: Platelets form aggregates with neutrophils during anaphylaxis
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Figure 4: Transfer of platelets or supernatant from activated platelets restores anaphylaxis
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Supplementary fig. 1 : hFcyRKI mice generated by intercrossing of VG1543 mice with
VG6074 mice




Supplementary fig. 2 : Expression of hFcyRIIA in mice and human
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Supplementary fig. 3 : Changes in platelet phenotype during HA-hlgG anaphylaxis
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Supplementary fig. 4 : Dose-response to HA-hlgG injection in FcyRIIA!Y mice
pretreated with or not romiplostim




Discussion générale

Mon projet de these a permis de mettre en évidence les réles prédominants
du FcyRIll murin et du FcyRIIA humain & induire un choc allergique dépendant des
IgG. Chez la souris, les neutrophiles et les monocytes jouent un réle majeur alors que
les basophiles contribuent selon la sous-classe d'lgG impliquée. Par ailleurs, la
contribution de ces cellules implique une libération de PAF et d'histamine
conduisant aux manifestations cliniques du choc allergique. Chez les souris FCyRIIATY,
les plaquettes et les neutrophiles sont deux populations clés activées et qui
s'associent sous forme de complexes dans la circulation et/ou de thrombi dans les

petits capillaires des poumons (observations non publiées) lors du choc allergique.

l. Le réle predominant du FcyRIll chez la souris est-il
transposable au FcyRIIA chez I'lhomme ¢

Au cours de mon projet de thése, j'ai montré chez la souris que le FcyRIIl est
nécessaire au développement du choc allergique et ce, quel que soit la sous-classe
d'lgG de souris; et dans un modele dépendant de I'ensemble des sous-classes
d'lgG humaines que le FcyRIIA humain est suffisant pour induire le choc allergique.
Ces résultats font ressortir deux FcyRs activateurs de faible affinité prédominants dans
le mécanisme du choc allergique, et soulevent plusieurs interrogations. Le FcyRIll et le
FcyYRIIA activateurs conservent-ils respectivement, leur réle majeur si I'on considere
un mélange des trois sous-classes d'lgG chez la souris, ou si I'on considere une sous-
classe d'lgG particuliere chez 'homme 2 Ces deux FcyRs agissent-ils seuls ou de
concert avec d’autres FcyRs activateurs 2 Pourquoi existe-t-il des FcyRs de forte et de
faible affinité 2 Ces deux FcyRs ont-ils déja été mis en évidence de maniere

prédominante dans d'autres pathologies dépendantes des IgG 2

A. Modele simplifié : une sous-classe d'lgG engage un seul FcyR

Dans un premier temps, nous allons nous intéresser aux IgG1 murines et humaines,

puis dans un deuxieme temps aux IgG2 murines et humaines en interaction avec un
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seul FcyR. Chez la souris sauvage, aucun rdle n'a été trouvé pour les IgG3 qui ne lient
que le FcyRI (34,142) ; et les IgG3 et IgG4 humaines en interaction avec les FCyRs
humains n'ont pas encore été étudiées chacune séparément dans le choc

anaphylactique.

1. L'axe IgG1-FcyR

Chez la souris et chez I'homme, I'lgG1 est la sous-classe d'lgG qui prédomine en
concentration dans la circulation. Suite d une immunisation par un antigene de
nature protéique, I'lgG1 demeure la sous-classe majoritairement présente en
circulation (27). Mon équipe a d'ailleurs montré qu'une immunisation de souris par
de l'albumine de sérum bovin (BSA) (en présence d'un adjuvant) induit une
production prédominante d’lgG1 spécifiques (141). Chez I'homme, les allergenes
sont aussi de bons inducteurs d'lgG1 (27) ; nous pouvons alors supposer que I'lgG1
est la sous-classe qui contribue majoritairement a I'induction du choc allergique suite
a une phase de sensibilisation. Dans un premier temps, afin de simplifier le systeme,
nous allons donc faire I'hnypothese d'un choc allergique exclusivement dépendant
des IgGl.

Chez la souris, le FcyRIll est le seul FcyR activateur capable de lier les IgG1 de
souris uniguement sous forme de complexes immuns (22). Par ailleurs, le FcyRIll est
exprimé & la surface de toutes cellules myéloides et représente le FcyR le plus
répandu chez la souris (22). Ces caractéristiques impliquent que, si I'ensemble de
ces cellules sont activées par des complexes immuns d’lgG1 et libéere dans la
circulation leurs médiateurs, alors le FcyRIll serait a lui seul capable de déclencher un
choc allergique. Le caractére suffisant du FcyRIl n'a pour l'instant pas été
démontré ; en revanche, je montre qu’'en son absence, la PSA induite par des IgG1
est abolie (139). Le FcyRIll est donc indispensable et apparait comme la voie
d'activation principale de la réaction anaphylactique induite par des IgG1 de souris.
Auparavant, le réle majeur du FcyRIll avait été affirmé & I'aide de souris déficientes
pour la chaine y dans un aufre modele passif dépendant des IgG1 de souris (17).
Cependant, cette affirmation était prématurée puisque la chaine y est nécessaire a

I'expression du FcyRIIl mais aussi des autres FcyRs (discuté dans le chapitre V). Mon
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étude en PSA induite par des IgG1 a donc permis de confirmer leur conclusion dans
un modele plus spécifique du FcyRIIl. Par dilleurs, le FcyRIll a déja été décrit in vitro
comme étant nécessaire aux macrophages pour la phagocytose de particules
recouvertes avec des IgG1 de souris (143) ; et in vivo dans un modéle d'anémie
hémolytique auto-immune (pathologie dans laguelle des auto-anticorps détruisent
les hématies conduisant & une anémie) induit par des IgG1 de souris (144).
L'ensemble de ces données laisse supposer que |'axe IgG1-FcyRIll chez la souris est

un axe majeur dans les pathologies dépendantes des IgG.

Le FcyRIIA humain est un orthologue du FcyRIll murin (résultats non publiés, Drs
Julien Lejeune et Hervé Watier, Université de Tours). Le FcyRIIA est un récepteur de
faible affinité pour les IgG capable de lier les quatre sous-classes d'IgG humaines
(22) et il est exprimé & la surface de I'ensemble des cellules myéloides et des
plaguettes (22). Par conséquent, il est probable que ce récepteur ait au moins la
méme importance dans le choc allergique chez I'homme que celle démontrée
pour le FcyRIll chez la souris. Dans un modéle dépendant des IgG1 de souris (le
FcyRIIA étant capable de lier les IgG1/2a/2b de souris (21)), mon équipe a démontré
que le FcyRIIA est suffisant & induire un choc anaphylactique ou une anaphylaxie
passive cutanée (140). Ce résultat est confirmé dans un modéle de PSA induit par

des IgG1 humaines (Figure 6).

2

——

0 time (min) 40 %]

a0 T

Y

@21

=

©

o -4

Qo

&

[«F}

2 -6- - FoyRM

-~ FcyRIIAl

-8-

Figure 6 : PSA induite par des IgG1 humaines dans des souris FcyRIIA!9 et FcyRnull
Evolution de la température au cours d'une PSA induite par des IgG1 humaines. Des souris
FcyRIIAtg (n=3) et une souris FcyRnull sont injectées avec une IgG1 humaine anti-TNP. Seize
heures plus tard, le choc est déclenché par l'injection de TNP-BSA. Expérience préliminaire.
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Ce modele simplifié dans lequel des IgG1 de souris ou humaines engagent un
seul FcyR montre que le FcyRIIA humain, comme son orthologue murin, est un acteur
clé de la réactionet pourrait donc jouer un rdle majeur dans le choc

anaphylactique chez I'nomme.

2. L'axe IgG2- FcyR

Les IgG2 chez la souris et chez I'nomme sont de structure différente et elles ne
sont a priori pas les homologues les unes des autres, méme si leur dénomination est
identique. Dans cette partie néanmoins nous proposons de les comparer afin
d'extraire des concepts sur leur contribution respective aux chocs allergiques dans
les deux espéces. Chez la souris, les IgG2a et les IgG2b ont été décrites comme
pouvant étre a l'origine d'un choc allergique (34,141,145). Chez I'homme, une
production prédominante d'lgG2 (au sein des IgG spécifiques de I'allergene) est
observée suite a la reconnaissance d'un antigene d'origine bactérienne composé
notamment de polysaccharides (146-148). Cette réponse pourrait étre également
observée lors d'un choc allergique induit par un allergéne de méme nature. Par
exemple, le galactose-alpha-1,3-galactose, résidu polysaccharidique exprimé par
les cellules musculaires bovines et aussi dans la partie Fab de la chaine lourde du
cetuximab (anticorps monoclonal dirigé contre le récepteur EGFR ou epidermal
growth factor receptor et utilisé dans le traitement du cancer colorectal (149)) est
soupconné d'étre a I'origine de certains cas de chocs anaphylactiques (150,151).
Des IgE spécifigues du galactose-alpha-1,3-galactose étant retrouvées chez ces
patients, nous pouvons avancer I'hypothése que des IgG2 spécifiques auraient

également été retrouvées si un dosage IgG avait été effectué.

Chez la souris, les IgG2a et les IgG2b sont capables de lier I'ensemble des FcyRs
activateurs (22) et pourraient donc déclencher un choc allergique apres agrégation
de chacun de ces FcyRs activateurs. Comme montré dans la PSA induite par des
IgG1, le FcyRIll est nécessaire a la PSA induite par des IgG2a ou par des IgG2b (139).
Ceci confirme le réle central du FcyRIll quel que soit la sous-classe d'lgG impliquée.

Le FcyRIV étant un récepteur de forte affinité pour les IgG2a et les IgG2b (22), il
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pourrait donc aussi contribuer dans le choc allergique. En effet, dans mon étude
comparative, je montre une conftribution du FcyRIV et d’autant plus a forte dose
d'lgG2a ou d'lgG2b (139). Cette conftribution dépendante de la dose d'IgG2 de
souris peut éfre expliquée de la facon suivante. Le FcyRIV est un récepteur de forte
affinité pour les IgG2a et les IgG2b (22), ce qui suggere une occupation permanente
de ce récepteur par des IgG2 monomériques endogenes. A la différence du FcyRlll,
récepteur de faible affinité et donc « libre d'acces » a I'état physiologique, le FcyRIV
est inaccessible aux IgG2 circulantes spécifiques d'un allergéne (sous forme
monomeériques ou de complexes immuns). Lors d'un choc allergique chez la souris,
les complexes immuns d’'lgG2 circulants se lient d'abord au FcyRIll qui est
« disponible ». Cependant, en présence d'une forte concenfration de complexes
immuns circulants, la majorité des FcyRIll exprimés est probablement impliqué dans
des interactions avec des complexes immuns, et une fraction internalisée du fait de
I'agrégation de ces récepteurs en surface (139). Les complexes immuns d’'lgG2
circulants en exces, ne pouvant plus interagir directement avec le FcyRIll, déplacent
I'équilibre entre la licison des monomeres d'lgG2 et la liaison & ces complexes au
FcyRIV, favorisant I'agrégation du FcyRIV et ainsi I'activation cellulaire. Ce
meécanisme recrutant un ou plusieurs FcyRs selon la quantité d’'IgG circulants a
notamment été décrit dans un modele d’anémie hémolytique auto-immune (152).
En effet, cette étude montre qu’'une faible dose d'lgG2a a I'origine d'une anémie
modérée dépend uniquement du FcyRIll alors qu'une plus forte dose, a I'origine

d’'une anémie sévere, requiert la contribution additionnelle du FcyRIV et du FcyRI.

Le recrutement d’'un ou plusieurs FcyRs permettrait donc au systeme d’adapter
sa réponse (modérée a sévere) selon les conditions (par exemple, forte

concenfration de complexes immuns circulants).

Le FcyRI murin est aussi un FcyR activateur capable de lier les IgG2a et les IgG2b
(22). Son expression cellulaire restreinte aux monocytes LyéChi/e (Gillis et al., 2016
manuscrit accepté dans Journal of Autoimmunity), du moins en circulation, limite
probablement la contribution du FcyRl dans le choc allergique. D'ailleurs dans mon
étude, niles IgG2a ni les IgG2b ne semble révéler une contribution du FcyRlI en PSA
(139). De méme, le FcyRI n'est pas suffisant & induire un choc allergique dépendant

des 1gG2a chez des souris n'exprimant que ce récepteur (Gillis et al., 2016 J
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Autoimmunity). Une autre équipe trouve cependant une contribution du FcyRI en
utilisant des souris FCyRI7- (qui expriment encore les FcyRIIB, FcyRIll et FcyRIV) dans un
modele de PSA dépendant des IgG2a similaire au mien aprés suivi de la pression
artérielle sur des souris anesthésiées au cours du choc (153). Bien que le suivi de la
pression artérielle sur souris anesthésiées lors d’'un choc allergique soit discutable
(I'anesthésie seule est connue pour induire une hypotension (154)), la fonction du
FcyRl n’est peut-étre pas a négliger. Le FcyRl pourrait contribuer a promouvoir
I'activation induite par d’autres FcyRs sans étre capable & lui seul d'activer les
cellules pour libérer des médiateurs pro-anaphylactiques. En effet, en-dehors du
choc allergique, mon équipe et d'autres ont montré que le FcyRI peut jouer un réle
dans un autre contexte pathologique, il est suffisant & induire une thrombocytopénie
auto-immune, il contribue & la destruction du cartilage dans I'arthrite mais protege
dans une infection bactérienne & Bordetella pertussis ; et dans un contexte
thérapeutique, il contribue a I'immunothérapie anti-tumorale ciblant les lymphocytes

B ou les tumeurs sous-cutanées (Gillis et al., 2016 J Autoimmunity ; et (153)).

Le FcyRI semble jouer un réle dans ces contextes dépendant majoritairement des
monocytes/macrophages et lorsqu’il est exprimé en I'absence des autres FcyRs. En
effet, mon modele de choc allergique dépendant aussi des neutrophiles (139), les
FcyRIll et FcyRIV (exprimés a leur surface (22)) occultent peut-étre également le réle
du FcyRI.

Les réles des FcyRs humains notamment le FcyRIIA dans le choc allergique ont
principalement été étudiés dans un modele murin passif dépendant d'un mélange
de sous-classe d'lgG ou dans un modele murin actif apres immunisation que nous
discuterons dans le paragraphe suivant. Néanmoins, dans un autre contexte
pathologique dépendant de la sous-classe IgG2 de souris, le réle du FcyRIIA s'est
révélé tout aussiimportant. En effet, dans un modele de thrombocytopénie induite a
I'héparine/thrombose, le platelet factor-4 (PF4) humain, I'héparine et une IgG2b de
souris forment un complexe capable d’'activer le FcyRIIA chez des souris humanisées
pour ce récepteur (et pour le PF4) sur un fond génétique C57BL/6 (155). Cette étude
montre que le FcyRIIA est nécessaire et suffisant & induire une thrombocytopénie. De
méme, dans un modele d'arthrite dépendant des IgG2a et/ou des IgG2b de souris,

ces mémes souris humanisées pour le FcyRIIA développent une réaction plus sévere
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a I'arthrite que les souris sauvages (156,157). Ces deux exemples laissent anticiper
que le FcyRIIA est un acteur clé dans le choc allergique dépendant de plusieurs

sous-classes d’'lgG chez 'homme.

B. Plusieurs sous-classes d'lgG engagent un seul FcyR activateur

Un systeme d’'étude se rapprochant davantage du mécanisme du choc
allergique en clinique consiste a prendre en compte I'action d'un ensemble de
sous-classes d’'IgG sur un seul FcyR. Pour cela, soit un mélange polyclonal d'IgG est
transféré a la souris (modéle passif), soit I'immunisation de la souris permet d’'induire
une réponse spécifigue polyclonale contenant une majorité des classes et sous-

classes d'immunoglobulines (modele actif).

Dans cette configuration, dans un modéle actif d’'anaphylaxie, mon équipe a
montré a I'aide d’anticorps bloquants que le FcyRIll et le FcyRIV sont deux FcyRs
contribuant & la réaction chez la souris sauvage (141). Ce résultat est en accord
avec la contribution de ces deux FcyRs révélée précédemment dans un systeme
dépendant d'une seule sous-classe d'lgG (139). En plus du choc anaphylactique,
I'utilisation  d'un  mélange polyclonal d’'lgG anti-GPl  (glucose-6-phosphate
isomérase) montre que le FcyRIll joue un réle majeur dans I'arthrite (158) ainsi qu'un
rble nécessaire dans un modele d'anaphylaxie passive cutanée (143). Dans ce
systeme d’'étude dépendant de plusieurs sous-classes d'IgG, le FcyRIll reste le FcyR
prédominant. La prédominance des IgG1 dans le mélange polyclonal anti-GPI (159)
ou apres immunisation des souris avec de la BSA (141) pourrait expliquer que le
FcyRIll reste prédominant. Le fait que le FcyRIV soit un récepteur de forte affinité et le

FcyRIIl de faible affinité pourrait étre I'autre explication (voir plus haut).

Comme dans le systeme dépendant d'une seule sous-classe d'lgG, son
orthologue humain le FcyRIIA demeure suffisant & induire un choc allergique apres
injection d’'lgG humaines agrégées dans les souris FCyRIIA!Y (Article 2 : Beutier et al.,
Nat Med ). Ce résultat confirme ceux obtenus précédemment par mon équipe dans
deux autres modeles de choc allergique (apres injection d'un mélange polyclonal
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d'lgG de souris ou apres immunisation a la BSA (140)). Dans ces trois situations, nous
pouvons estimer que les IgG1 prédominent, ce qui explique que le FcyRIIA demeure
suffisant. D'autres études réalisées dans un autfre contexte pathologique dépendant
des IgG appuient la these du FcyRIIA comme acteur central. En effet, en plus de son
réle proposé dans le choc anaphylactique, le FcyRIIA est suffisant & induire une
thrombocytopénie auto-immune induite par un anticorps monoclonal de rat anti-
plaguettes de souris (160). Par ailleurs, I'expression simultanée du FcyRIIA et du
FcyRIIIB (FcyR humain associé & une ancre glycosyl-phosphatidyl inositol (GPI) et
dont la principale fonction mise en évidence est d’endocyter des complexes
immuns a IgG (161)) a la surface des neutrophiles est suffisante pour induire une
réaction passive d'Arthus (réaction inflammatoire locale aprés injection de
complexes immuns) et une glomérulonéphrite progressive (maladie rénale liée au

dépdt de complexes immuns au niveau des glomérules) (162).

Le FcyRI humain est un récepteur de forte affinité pour les 1IgG1/3/4 et son
expression constitutive a la surface des monocytes LyéChi/lo peut étre induite a la
surface des neutrophiles (163,164) chez 'homme. On peut donc anticiper que ce
récepteur pourrait participer au choc allergique chez I'nomme. En utilisant des souris
transgéniques pour le FcyRl humain (et exprimant encore le FcyRIV murin), dans un
modele passif dépendant d'un mélange polyclonal d'lgG et dans un modéle actif
apres immunisation a la BSA, mon équipe a montré que le FcyRI est suffisant & induire
le choc allergique (165). Bien que ce résultat reste a étre confirmé dans un modele
de souris exprimant uniqguement ce FcyR humain, cela montre que le FcyRI humain,
en plus du FcyRIIA, pourrait jouer un réle important dans le choc anaphylactique
chez 'homme. A I'aide de ce méme modele de souris, il est montré que le FcyRI
contribue aussi dans d'autres pathologies dépendantes des 1gG (arthrite,
thrombocytopénie et inflammation des voies aériennes supérieures)(165). Chez
I'nomme, le FcyRIIA et le FcyRI seraient donc les deux récepteurs impliqués dans des

chocs allergiques induits (partiellement ou totalement) par les IgG.

C. Plusieurs sous-classes d'lgG engagent plusieurs FcyRs activateurs
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Le mécanisme du choc allergique est probablement encore plus complexe.
Comme nous I'avons vu précédemment, il implique plusieurs sous-classes d'lgG

circulantes qui ont des affinités différentes pour chacun des FcyRs.

Le FcyRI et le FcyRIIA humains sont les deux FcyRs activateurs qui ont été mis en
évidence a I'aide de systemes d’étude simplifiés. L'expression cellulaire de ces FcyRs
étant différente, ils engagent probablement en parallele des voies d’induction
différentes du choc allergique. Une équipe a créé pour la premiere fois un modele
de souris humanisées pour I'ensemble des FcyRs humains (FcyRI, FcyRIIA, FcyRIIB,
FcyRIIIA, FcyRIIB) et déficientes pour I'ensemble des FcyRs murins, et dont I'expression
cellulaire récapitule dans les grandes lignes celle décrite chez I'homme (166). Chez
ces souris, I'injection d'lgG humaines agrégées est suffisante pour développer un
choc anaphylactigue. Dans notre laboratoire, les résultats obtenus aprés injection
d'lgG humaines agrégées chez des souris knock-in pour tous les FcyRs humains
exceptés le FcyRl humain (et exprimant encore le FcyRl murin) montrent que, malgré
la présence d’autres FcyRs humanisés, le FcyRIIA est nécessaire au choc allergique
(167). Le méme résultat a été obtenu avec des souris knock-in pour I'ensemble des
FcyRs humains (FcyRI, FcyRIIA, FcyRIIB, FcyRIIA, FcyRIIB) en remplacement de
I'ensemble des FcyRs de souris (FcyRI, FcyRIIB, FcyRIIl, FcyRIV) (Gillis C., communication
personnelle). Dans ces études, une diminution de I'expression du FCcyRIIA & la surface
des neutrophiles et des monocytes LyéCh/o est observée lors du choc
anaphylactique, soutenant la these que le FcyRIIA participe a la réaction. Il est
également observé une diminution de I'expression du FcyRIll humain (isoformes A+B ;
I'anticorps de marquage ne permettant pas de discriminer les deux) a la surface de
ces mémes populations cellulaires (167). La diminution de I'expression du FcyRIIIA/B
a la surface des neutrophiles pourrait correspondre au FcyRIIIB puisque le FcyRIIIA
n'est pas exprimé a leur surface (22) ; de méme, la diminution de I'expression du
FcyRIIIA/B & la surface des monocytes correspondrait au FcyRIIIA (22). Méme si cela
n'a pas été formellement démontré, cette étude suggere que le FcyRIIIA activateur
et le FcyRIIIB (sa fonction sera discutée dans le chapitre Il) pourraient participer au
choc allergique, en plus des roles déja mis en évidence du FcyRIIA et du FcyRI.
Néanmoins, le blocage du FcyRIIA étant suffisant pour abolir le choc dans des souris

knock-in pour I'ensemble des FcyRs humains, le réle du FcyRl, du FcyRIIA et du
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FcyRIIIB semble minoritaire et est probablement restreint & amplifier I'activation

induite par le FcyRIIA.

Finalement, les différents FcyRs activateurs exprimés a la surface de cellules
circulantes peuvent lier selon leur affinité une ou plusieurs sous-classes d'lgG pour
initier un signal infracellulaire. Néanmoins, la signalisation infracellulaire differe entre

les FcyRs murins et les FcyRs humains.

En effet, chez la souris chacun des trois FcyRs activateurs (FcyRI, FcyRIll, FCyRIV) est
associé au dimere de la chaine y portant le motif ITAM (immunotyrosine-based
activation motif) a I'origine de la transmission du signal (168). Le motif ITAM en
interaction avec les kinases Src et Syk permet I'activation d'une cascade de
signalisation qui se fraduit par ['activation cellulaire, la production de
cytokines/chimiokines et la migration cellulaire (168). La chaine y est donc
responsable de la transmission du signal d’activation intracellulaire qui est amplifié si
il y a co-engagement de plusieurs FcyRs activateurs (FcyRIll et FcyRIV) lors du choc

allergique.

La situation est plus complexe pour les FcyRs humains car seuls deux FcyRs
activateurs sont associés au dimere de la chaine y (FcyRI et FcyRIIIA), le FcyRIIA et le
FCyRIIC (isoforme exprimé chez seulement 20% des individus (37)) portent leur propre
motif ITAM et le FcyRIIIB, un peu difféerent car plutdét décrit comme un FcyR
d'endocytose (161), est associé a une ancre GPI qui requiert son association a des
intégrines pour transmettre son signal intfracellulaire (23). Le FcyRIIA étant I'orthologue
du FcyRIll (résultats non publiés, Drs Julien Lejeune et Hervé Watier, Université de
Tours), la présence du motfif ITAM directement associé au FcyR et non liée a la

présence de la chaine y pourrait étre un avantage évolutif.

Prenons I'exemple du GPVI (récepteur au collagene (169)) et du FcyRIIA, deux
récepteurs co-exprimés a la surface des plagquettes humaines. Comme le FcyRIIA, le
GPVI appartient & la famille des récepteurs des immunoglobulines, il est composé de
deux domaines extracellulaires, un domaine transmembranaire et une queue
infracytoplasmique (170). A la différence du FcyRIIA mais de maniere apparentée
aux FcyRs activateurs murins, I'expression du GPVI d la surface des plaquettes et la

transmission d'un signal intracellulaire requierent son association a la chaine vy
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contenant le motif ITAM (171). Une étude a montré que, suite a la liaison de leur
ligand respectif, ces deux récepteurs ITAM-dépendant sont inactivés de maniere
irréversible a la surface des plaguettes mais de deux facons différentes (172). Alors
que le GPVI est clivé dans sa partie extracellulaire par un mécanisme dépendant de
métalloprotéinases, le FcyRIIA est clivé au niveau intracytoplasmique par un
mécanisme dépendant de la calpaine. Par conséquent, suite d une activation des
récepteurs via le motif ITAM, I'ectodomaine du GPVI n’est plus présent a la surface
des plaguettes alors que le FcyRIIA est toujours présent mais dans un état non
fonctionnel. Cet exemple montre que la présence du motif ITAM associé au FcyR par
la chaine y ou au sein méme du complexe du FcyR permet a une méme cellule de
répondre différemment suite a la stimulation de deux récepteurs a sa surface. Dans
le cas du choc allergique chez I'homme, on pourrait donc émettre I'hypothése que
selon I'engagement de tel FcyR activateur, associés (FcyRl) ou non (FcyRIIA) a la
chaine v, la réponse cellulaire est différente (augmentation de [I'expression
d’intégrines, dégranulation, etfc.). Ainsi confrairement au mécanisme d’activation
chez la souris - confiné a une réponse «simple» - le mécanisme chez I'homme
pourrait étre multiple - donc « complexe » - et ainsi présenter des tableaux cliniques

plus variés.

Malgré la complexité de la réaction dépendante de la multiplicité des sous-
classes d’lgG en circulation, de I'affinité des FcyRs activateurs pour chacune de ces
sous-classes ou encore de la voie de signalisation impliquée, il semblerait que,
comme monftré pour son analogue murin le FcyRIll, le FcyRIIA soit le FcyR activateur
clé dans I'induction du choc anaphylactique chez les souris humanisées pour les

FcyRs. Reste a le démontrer chez I'homme.
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.  Mécanismes de régulation de I'interaction IgG-FcyRs
activateurs

En parallele de I'interaction IgG-FcyRs activateurs, le systeme immunitaire dispose
de mécanismes de régulation dans les interactions IgG-FcyR et dans I'activation de
ces récepteurs, afin d'éviter une réponse trop précoce ou un emballement du

systeme.

A. Les réles régulateurs du FcyRIIB et du FcyRIIIB

Les FcyRIIB murin et humain ont un réle inhibiteur par la présence de leur motfif
immunoreceptor tyrosine-based inhibition motif (ITIM) localisé dans la partie
infracytoplasmique du récepteur (173). Le motif ITIM permet au FcyRIIB, apres
coagrégation a la surface cellulaire avec les FcyRs activateurs (exprimant le motif
ITAM), de contrebalancer le signal positif exercé par les FcyRs activateurs en

empéchant la mobilisation du calcium intracellulaire (174).

Dans le choc allergique chez la souris sauvage, bien que le FcyRIIB soit affin pour
les IgG1/2a/2b (22), la régulation par le FcyRIIB n’est pas équivalente quelle que soit
la sous-classe d’'lgG qui induit la PSA. En effet, j'ai pu metire en évidence la
partficipation du FcyRIIB dans les PSA induites par des IgG1 ou par des IgG2b, mais
pas dans la PSA induite par des IgG2a (139). Dans les PSA induites par des IgG1/2b,
la sévérité du choc est plus importante en I'absence de ce signal inhibiteur. Le role
inhibiteur du FcyRIIB empéche donc le développement d'une réponse excessive
pouvant étre fatale dans certains cas. Ces résultats sont en accord avec deux
études (175,176) qui montrent une aggravation de I'anaphylaxie passive cutanée

induite par des IgG1 de souris dans des souris FCyRIIB/-.

L'absence de contribution du FcyRIIB dans la PSA induite par des I1gG2a,
également observée par I'équipe du Pr Finkelman (145), suggere que le signal initié
par les FcyRs activateurs (majoritairement par le FcyRIl comme discuté
précédemment) ne peut étre contrebalancé par le signal inhibiteur du FcyRIIB.
L'affinité plus faible d’un facteur 10 du FcyRIIB pour les IgG2a (Ka de 4x10° M) en

comparaison des IgG1 (Ka de 3x10¢ M) et des IgG2b (Ka de 2x10¢ M-1) (22) pourrait
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expliquer I'absence de conftribution du FcyRIIB dans la PSA induite par des 1IgG2a.
Nous pouvons alors supposer que le FcyRIll (FcyR activateur prédominant) plus affin
pour les IgG2a (Ka de 7x10° M) que le FcyRIIB (Ka de 4x10°> M) (22), est davantage
activé par les complexes immuns par rapport au FcyRIIB. De méme, les IgG2a fixant
avec une meilleure aoffinité les tfrois FcyRs activateurs (FcyRI, FcyRIl FcyRIV) en
comparaison du FcyRIIB, il est possible que les IgG2a se fixent préférentiellement &
ces premiers. Cependant, bien que la différence d’'affinité puisse contribuer, il
semble improbable que les complexes immuns d’'lgG2a ne se fixent pas du fout aux

FcyRIIB d’une cellule exprimant ces deux FcyRs, activateurs et inhibiteurs.

Une autre hypothése possible est que I'absence de contribution des basophiles
dans la PSA induite par des IgG2a (& la différence des PSA induites par des IgG1/2b)
ne permette pas de contrebalancer les signaux activateurs émis par les neutrophiles
et les monocytes/macrophages participant dans les trois modeles de PSA (Article 1) :
I'idée étant que les basophiles auraient un réle négatif dans ce modele. En effet, le
ratio entre le taux d’expression du FcyRIIB et du FcyRIll est inversé entre les basophiles
et les neutrophiles de souris, suggérant un ratio d’expression en faveur du récepteur
inhibiteur a la surface des basophiles (36). Le ratio [signal activateur/signal inhibiteur]
est donc différent selon la population cellulaire concernée et permettrait de réguler
la réaction. Ainsi, dans la PSA induite par des IgG2a, nous pourrions supposer que le
signal inhibiteur résultant du ratfio [activateur/inhibiteur] émanant des basophiles
n'apparait pas; a la différence des PSA induites par des IgG1/2b dans lesquelles les
basophiles contribuent. Cependant, apres déplétion des basophiles dans les PSA
induite par des IgG1/2b, la sévérité du choc allergique est diminuée et non pas
augmentée. Cette hypothese n’'étant pas valide, i convient donc d’'expliquer

autrement I'absence de contribution du FcyRIIB en PSA induite par des IgG2a.

En plus des FcyRs, les IgG de souris peuvent se lier au systéeme du complément, et
particulierement les IgG2a (177). Le systéme du complément peut étre activé selon
trois voies : la voie classique, la voie des lectines et la voie alternative (178). Seule la
voie classique est initiée par la licison de la portion Fc d'une IgG au Clqg
(appartenant au complexe C1 du complément) (179). Aprés liaison au Clq, la
cascade d'activation du systeme du complément conduit a ftrois activités
biologiques principales dans le cas d'une réponse immune anti-pathogene:

I'opsonisation du pathogene, I'attraction et I'activation des leucocytes, puis
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I'élimination du pathogene (178). Deux études mettent en évidence une
contribution du complément dans un modeéle de choc allergique déclenché par un
exirait de cacahuetes administré a des souris prefraitées avec de I'lL-4 (180,181).
Cette équipe montre que les souris déficientes pour le C4 (180) ou déficientes pour
le récepteur au C3a (181) développent un choc moins sévere que les souris
sauvages (C4 et C3a étant des composants de la voie classigue du systéme du
complément (178)). Bien qu’'aucune étude n’ait évalué le réle du complément dans
un choc allergique dépendant exclusivement des IgG2a de souris, I'activation du
complément pourrait expliquer non seulement la sévérité du choc observée chez les
souris sauvages dans ce modele de PSA comparée a la sévérité dans les PSA
induites par des IgG1/2b (139), mais expliquer également I'incapacité du FcyRIIB &
confrebalancer des signaux activateurs émis simultanément par les FcyRs activateurs

et par le systeme du complément.

A la différence de la souris pour laguelle I'expression du FcyRIIB est étendue a
'ensemble des cellules myéloides, chez I'homme le FcyRIB est exprime
principalement & la surface des lymphocytes B et des basophiles (22). D'ailleurs, le
ratio entre le taux d’expression du FcyRIIA et du FcyRIIB est inversé enfre les
basophiles humains et les neutrophiles humains, suggérant un ratio d’'expression en
faveur du récepteur inhibiteur & la surface des basophiles humains. Par ailleurs, les
signaux inhibiteurs du FcyRIIB dominent sur les signaux activateurs émis par le FcyRIIA
(36), suggérant un réle majeur du FcyRIIB & la surface de cette population cellulaire
chez I'hnomme. En outre, il semble que plus le FcyRIIA est sollicité, plus le FcyRIIB
exerce son rble inhibiteur pour contrer les signaux activateurs. En effet, il a été
montré que la taille des complexes immuns influence leur licison aux FcyRs : plus les
complexes immuns d’'lgG1/3 sont de taille importante, mieux ils fixent in vitro le
FCcyRIIA (R131) et le FcyRIIB sur des transfectants exprimant ces récepteurs (182). Le
couple FcyRIIA-FcyRIIB est donc largement dominé par le récepteur inhibiteur,
limitant la capacité des basophiles a s'activer en présence de complexes immuns,

comme cela pourrait étre le cas lors d'un choc allergique chez I'lhomme.

Cependant, & la surface des neutrophiles et des plaguettes chez I'lhomme, le
FCyRIIB est respectivement trés peu et non exprimé (22). L'expression cellulaire
restreinte du FcyRIIB humain interroge sur le mécanisme de régulation des signaux
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activateurs initiés par le FcyRIIA a la surface de ces deux populations clés dans le
choc allergique (Article 2 + (167)). Il est donc probable que d’'autres mécanismes
de régulation entrent en jeu et notamment une régulation par clivage intracellulaire
du récepteur, limitant ses propriétés de transduction du signal, comme il a été

montré pour le FcyRIIA (172) (discuté dans le chapitre 1).

A la surface des neutrophiles humains, le FcyRIIIB est tres forfement exprimé, et on
en estime enfre 200 et 300,000 molécules par cellule. Ce FcyR, clairement ni
activateur ni inhibiteur (22), a été décrit comme pouvant endocyter a lui seul des
complexes immuns solubles chez des souris transgéniques pour le FcyRIIB et
déficientes pour la chaine y nécessaire a I'expression des FCR activateurs endogenes
(161). Au cours de la PSA dans les souris VG1543, une diminution des expressions du
FcyRIIA et du FcyRIIIB est observée a la surface des neutrophiles (167). Premierement,
I'affinité pour les IgG1 du FcyRIIA (3 & 5x10¢ M-Tselon I'isoforme (22)) étant supérieure
a celle du FcyRIIIB (2x10° M1 (22)), cela pourrait suggérer que le FCyRIIA exprimé a la
surface des neutrophiles lie d'abord les complexes immuns circulants, puis
I'ensemble internalisé est a I'origine d'une activation cellulaire. Une fois la majorité
des FcyRIIA internalisés, le FcyRIIB serait en mesure d’exercer sa fonction
d'endocytose envers les autres complexes immuns circulants. Par conséquent,
I'endocytose par le FcyRIIIB & la surface des neutrophiles serait un moyen de limiter la
propagation de la réaction anaphylactique en retirant de la circulation les
complexes immuns qui pourraient confinuer d'activer en cascade d’autres
populations cellulaires. Deuxiemement, on pourrait imaginer que le FcyRIIA ne soit
«réceptif » qu'en présence d’'une forte quantité de complexes immuns circulants. En
cas de faible quantité de complexes immuns circulants, le FcyRIIIB serait le principal
FcyR & la surface cellulaire capable de lier et endocyter des complexes immuns si
ceux-ci contfiennent des IgG1/3. En revanche, en cas de forte quantité de
complexes immuns, le FcyRIIIB de plus en plus endocyté, le FcyRIIA deviendrait
accessible et I'activation cellulaire s’en trouverait augmentée. Cette deuxieme
hypothése pourrait s'avérer correcte en raison de la découverte d'une
conformation « non réceptive » ou ITAMI du FcyRIIA que nous allons aborder dans la

partie suivante.
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B. La conformation ITAMi du FcyRIIA

En I'absence d'un mécanisme régulateur d la surface des plaquettes, il est facile
d'imaginer qu'une activation incontrélée du récepteur activateur de faible affinité
(FcyRIIA) pour toutes les sous-classes d’lgG pourrait avoir des conséquences
désastreuses pour I'organisme chez I'homme. L'expression du seul FcyRIIA G leur
surface suggeéere la présence probable d'un mécanisme régulateur autre que le
FcyRIIB inhibiteur, inhérent au récepteur lui-méme afin de juguler une activation
permanente des plaquettes par des dimeres, multimeres ou complexes immuns &
IgG.

Comme discuté dans le chapitre |, le FcyRIIA est capable de s'inactiver par
autoclivage apres liaison a son ligand (172). Néanmoins, ce mécanisme ne permet
pas de prévenir le déclenchement d’'une activation inappropriée de ce récepteur.
Le FcyRIIA est activateur par la présence du motif ITAM localisé dans sa partie
infracytoplasmique. Récemment, une étude menée par I'équipe de Renato
Monteiro (H&pital Bichat, Paris), en collaboration avec notre équipe, a mis en
evidence un mécanisme d’inhibition de I'ITAM pour le FcyRIIA appelée ITAMI (183).
Cette notion d’autoinhibifion d’un motfif considéeré comme un motif d’'activation a
d'abord été proposée pour le récepteur humain aux IgA (FcoaRl). Alors que les
complexes immuns d'IgA sont capables d'agréger les FcaRl afin de déclencher une
réponse cellulaire pro-inflammatoire, les IgA monomériques induisent un signal
inhibiteur interférant dans plusieurs fonctions cellulaires (la phagocytose dépendante
des IgG, la dégranulation dépendante des IgE ou les signaux induits par les TLRs et
cytokines) (184). Au niveau intracellulaire, cette interférence ou signal inhibiteur
résulte d'un faible degré de phosphorylation du motif ITAM entrainant le
recrutement fransitoire de la kinase Syk puis le recrutement stable de la phosphatase
SHP-1 (Src homology region 2 domain-containing phosphatase-1) ; a la différence
d'un signal activateur qui entraine un degré élevé de phosphorylation du motif ITAM
permettant le recrutement stable de Syk. De maniére équivalente au FcoRl, la
conformation ITAMi a ensuite été proposée pour le FcyRIIIA (185), puis pour le FCyRIIA
(183). Cette derniere étude propose que les individus sains expriment le FCyRIIA sous
une conformation majoritairement ITAMI. Cette conformation serait induite par un

engagement sous-optimal du récepteur par des IgG monomeériques ou dimériques
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présentes en circulation et conduirait & un rétrocontréle négatif d'une activation
cellulaire inappropriée. En revanche, la présence de complexes immuns en
concentrafion élevée ayant une forte avidité pour le FcyRIIA changerait la
conformation de ce récepteur en ITAM «classique » phosphorylé de maniere
optimale afin de pouvoir déclencher une activation cellulaire. Cette étude montre
non seulement in vitro que la conformation ITAMi du FcyRIIA obtenue par des F(ab’)2
anti-FcyRIIA requiert le recrutement de Syk puis de SHP-1; mais aussi dans un modele
d’arthrite in vivo, que le FcyRIIA, déja dans une conformation active en raison de la
présence de complexes immuns, peut revenir d une conformation ITAMi apres

traitement avec des IVIg ou des (Fab')2 anti- FCyRIIA (183).

Par conséquent, il est tentant de spéculer que, a I'état physiologique, le FCyRIIA
exprimé a la surface des plaguettes et des neutrophiles est sous une conformation
ITAMIi pour éviter une activation cellulaire inappropriée. Suite a la détection d'un
bolus d'lgG sous forme de complexes immuns, comme cela est le cas dans le choc
anaphylactique, le FcyRIIA change de conformation (c'est a dire d'état de

phosphorylation de son ITAM) afin de pouvoir déclencher une activation cellulaire.

C. La glycosylation des IgG

Selon la situation physiologique ou pathologique d'un individu, il existe des
différences dans le profil de glycosylation des IgG. Par exemple, il a été montré que
les patients atteints de I'arthrite, de la maladie de Crohn, de la colite ulcéreuse ou
de la tuberculose ont des IgG dont le profil est pauvre en acides sialiques et en
galactose comparé a des IgG chez des individus sains (186-188). Par ailleurs, les IgG
partiellement désialylées sont a I'origine d’une réponse pro-inflammmatoire (189), ce
qui confirme le lien entre pathologie et IgG pauvres en acides sialiques. En outre,
I'absence de fucose est connue pour augmenter I'affinité des IgG1 au FcyRIIA
humain, ce qui se traduit par une augmentation de I'ADCC (cytotoxicité
dépendante des anticorps) et de la phagocytose (190). Ceci est d'ailleurs observé
dans la thrombocytopénie néonatale alloimmune, pathologie dans laquelle les IgG1
humaines dirigées contre des antigénes plaquettaires ne sont pas fucosylées
(191,192), ce qui conduit a une meilleure affinité des IgG1 pour le FcyRIIIA et donc &

une augmentation de I'ADCC (191) et probablement de la phagocytose. Le profil
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des anticorps thérapeutiques utilisés dans le domaine du cancer est d'ailleurs inspiré
de ce mécanisme pour augmenter I'ADCC des cellules tumorales par les cellules NK
exprimant le FcyRIIIA (193). Par exemple, la version défucosylée du trastuzumab, un
anticorps monoclonal anti-HER2 (anfi-human epidermal growth factor receptor 2)
utilisé dans le cancer du sein, possederai une efficacité thérapeutique plus élevée in

vitro en comparaison de la version fucosylée (194).

A partir de I'ensemble de ces études, nous pouvons proposer I'hypothése suivant
lagquelle apres sensibilisation par un allergene, les IgG spécifiques nouvellement
synthétisées ont un profil hypoglycosylé (peu de résidus mannose, galactose, acide
sialique, fucose). Ces IgG spécifiques hypoglycosylées auraient une meilleure affinité
au moins pour le FcyRIIA contrairement aux IgG non spécifiques dont la
glycosylation n'aurait pas été modifiée. Suite a la deuxieme rencontre avec
I'antigéne puis la formation de complexes immuns d'lgG circulants, cette
hypoglycosylation permettrait une licison préférentielle des IgG spécifiques (en
minorité dans la totalité des IgG circulantes) aux FcyRs (FcyRIIA et nous pouvons

spéculer que le FcyRIIA aussi) afin de déclencher une réponse cellulaire rapide.
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lll.  Des plagquettes humanisées aux plaquettes humaines

Mon deuxieme projet de these, plus particulierement centré sur le réle des
plaguettes, a montré que les plaguettes sont nécessaires au choc allergique chez les
souris FcyRIIA!e et que le fransfert de ces plaquettes suffit & induire un choc allergique
chez des souris résistantes (souris FcyRY!). Par ailleurs, je montre que les IgG humaines
agrégeées, a 'origine de ce modele de choc allergique chez la souris, sont capables
d’'activer et d’agréger via le FcyRIIA humain les plagquettes purifiées (« lavées ») issues
de souris FcyRIIA'9. Une question primordiale reste a savoir si les plaquettes humaines

sont également capables d’étre activées et agrégées directement via le FcyRIIA.

Les plaquettes de souris different des plaguettes humaines par plusieurs
aspects. Elles sont deux fois plus petites mais plus nombreuses (195). Elles n’expriment
pas certains récepteurs a leur surface a la différence des plaguettes humaines
(FcyRIIA, récepteur au PAF) ; ou encore, elles expriment des isoformes différents d’un
méme récepteur. Par exemple, le récepteur a la thrombine, protease-activated
receptor (PAR), est exprimé sous forme de deux isoformes qui different entre
I'hnomme et la souris : les isoformes PAR-3 et PAR-4 sont clivés par la thrombine chez la
souris, alors que ce sont les isoformes PAR-1 et PAR-4 chez I'homme (196). Il est donc
primordial de ne pas oublier que des « plaguettes humanisées» pour le FcyRIIA
utilisées pour les essais de stimulation in vitro ne posseédent que cette caractéristique
des plaguettes humaines, et que bien des caractéristiques propres aux plaquettes

de souris défissent bien davantage ces cellules.

Afin de confirmer les résultats obtenus in vitro avec les plaquettes humanisées,
une collaboration avec la plateforme ICAREB de I'Institut Pasteur a été mise en
place pour obtenir du sang provenant de volontaires sains et préparer des
plaguettes humaines lavées. Cette étude n’a malheureusement pas pu aboutir &
I'Institut Pasteur pour le moment en raison d'un probléme d’'activation plaquettaire
non spécifigue durant le protocole de lavage. Néanmoins, gréce 4 une
collaboration déja établie avec I'équipe de Christian Gachet a I'EFS-Alsace a

Strasbourg, j'ai pu préparer dans leur laboratoire des plaguettes humaines lavées et
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réaliser des essais d'agrégation plaquettaire. A la différence des résultats obtenus sur
les plaquettes humanisées lavées, les plagquettes humaines ne s'agrégent pas en

présence d'lgG humaines agrégées (HA IVIg) (Figure 7).
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Figure 7 : Essais d'agrégation plaquettaire sur plaquettes humaines lavées aprés mise en
présence de différents stimulants.
Représentation du pourcentage maximal d'agrégation aprés stimulation par I'ADP 5 uM
avec ou sans (w/o) fibrinogéne, la thrombine (0.1 U/mL), les HA IVIg (500 et 2500 pg/mL), les
NA IVIg (500 pg/mL), le PAF (50 uM) prétraité ou non par I'antagoniste du récepteur au PAF
(ABT-491) (20 ng/mL). Pool de 5 expériences indépendantes.

Comme les plaguettes humaines, les plaquettes de souris FCyRIIA!9 expriment
le FcyRIIA, seul FcyR présent & leur surface. Pour expliquer la différence de résultats
obtenus entre les plaguettes humanisées et les plaquettes humaines, plusieurs

hypothéses sont proposées.

La premiere hypothése concerne la densité d'expression du FcyRIA & la
surface des plaquettes humanisées et des plaquettes humaines. En effet, si la densité
de FcyRIA & la surface des plaguettes humaines est trop faible, les IgG humaines
agrégées auront plus de difficultés & agréger les récepteurs entre eux pour aboutir a
une activation plaguettaire. Cette hypothése semble peu probable car la densité
du FcyRIA & la surface des plaquettes chez les souris FCRy”: FcyRIIA'S semble
récapituler celle chez I'homme (160). L'expression du FcyRIIA & la surface des
plaquettes des souris « Audrey » exprimant I'ensemble des FcyRs humains en
remplacement des FcyRs endogénes est plus faible que celle observée a la surface

des plaguettes humaines (167). Or, comme pour les plaquettes issues des souris
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FcyRIIAl9, les plaquettes issues des souris Audrey sont capables d’étre agrégées via le
FcyRIIA. Il nen reste pas moins que les plaquettes de souris étant deux fois plus
petites que les plaquettes humaines, la densité de FcyRIIA pourrait éfre bien plus

importante chez la souris fransgénique.

La deuxieme hypothése repose sur le polymorphisme génétique du FcyRIIA.
Chez I'homme, le FcyRIIA est exprimé sous forme de deux alleles difféerents, H131 ou
R131. Les souris FCyRIIA'e expriment I'allele R131 alors que les souris Audrey expriment
I'allele H131. Il est possible qu'un des deux alleles du FcyRIIA soit préférentiellement
capable d’interagir avec les IgG humaines et induire une agrégation plaquettaire.
L'allele H131 est plus affin pour les IgG2 que I'allele R131 (22). Par conséquent, il est
envisageable que l'allele H131 soit plus apte a reconnaitre les IgG humaines
agrégées constituées de 63% d'lgG1 et 29% d'lgG2 comme dans le plasma. J'ai
donc réalisé un essai d'agrégation plaquettaire (expérience préliminaire) sur des
plaguettes lavées issues des souris Audrey. Apres mise en présence des plaquettes
issues des souris Audrey et des IgG humaines agrégées, j'obtiens une agrégation
plaguettaire semblable & celle obtenue & partir des plaguettes issues des souris
FcyRIIAle (Figure 8). Cetfte expérience préliminaire semble montrer que I'hypothése
du polymorphisme génétique n’explique pas la différence de comportement entre

les plaquettes humaines et les plagquettes humanisées.
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Figure 8 : Essai d’agrégation plaquettaire sur plaquettes lavées issues des souris FcyRIIAt9 (a
gauche) et des souris Audrey (a droite) aprés mise en présence de différents stimulants.
Représentation du pourcentage maximal d'agrégation apres stimulation par I'ADP 5 uM
avec ou sans (w/o) fibrinogene, la thrombine (0.1 U/mL), les HA IVIg (250 ug/mL) et les NA IVIg

(250 pg/mlL). Expérience préliminaire pour les souris Audrey.
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Néanmoins, I'implication du FcyRIIA dans I'activation plaguettaire induite par des
IgG a été mise en évidence dans d'autres modeéles. Dans la thrombocytopénie
induite & I'héparine (TIH), la thrombocytopénie résulte d'une activation plaguettaire
via le FcyRIIA par un complexe constitué de PF4, d'héparine et d'lgG anti-
PF4/héeparine (197). I a été montré que la substitution de I'héparine par des
polysaccharides d'un poids moléculaire similaire et présentant des groupements
sulfates comme I'héparine constitue également un complexe fonctionnel (avec les
IgG de patients atteints de TIH) d’'activation plaquettaire via le FcyRIIA (197). Une
autre étude s'intéressant aux évenements thrombotiques des patients traités par le
bevacizumab (anticorps monoclonal anti-VEGF vascular endothelial growth factor,
utilisé chez 'homme dans le traitement du cancer colorectal) a montré que ces
evenements étaient a I'origine d’'une activation plaquettaire via le FcyRIIA (198). En
effet, cette équipe montre que, de maniere similaire au PF4 dans la TIH, la présence
du site de ligison a I'héparine au sein de la protéine VEGF est indispensable, apres
formation d’'un complexe avec les IgG anti-VEGF, pour activer le FcyRIIA. Ce
complexe induit ensuite une agrégation plaguettaire in  vitro et une
thrombocytopénie/thrombose chez des souris fransgéniques pour le FcyRIIA (198).
L'héparine semblant étre un acteur indispensable dans I'activation plaquettaire par
le FcyRIIA, nous pourrions donc expérimenter ['ajout d’'héparine ou d'un
polysaccharide sulfaté similaire G notre solution d'lgG humaines agrégées afin

d’aider a I'activation des plaquettes humaines via le FcyRIIA.

Dans cette méme étude sur le bevacizumalb, cette équipe montre que des
doses suboptimales d'ADP (adénosine diphosphate) ou de thrombine
(respectivement 50 fois et 100 fois inférieures a celles utilisées dans mes expériences
d'agrégation plaquettaire) permettent d’'augmenter le potentiel d'activation des
plaguettes via le FcyRIIA (198). En effet, ce traitement a pour effet d’augmenter la
libération de granules denses et de diminuer les concentrations d'héparine
necessaires. Par ailleurs, une autre etude effectuée dans le contexte d'une infection
par des bactéries Gram positives montre que la libération d’ADP, de thromboxane
A2 et de PF4 par les plaguettes opére comme une boucle de rétrocontréle positif

lors de I'activation du FcyRIIA (199). Ces études suggéerent qu'une sensibilisation
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préalable des plaguettes par des doses suboptimales d’ADP ou de thrombine
pourrait favoriser I'agrégation plaguettaire via le FcyRIIA. Ceci renforce I'idée que,
en plus des IgG, la présence de cofacteurs est requise pour I'activation plaguettaire

via ce récepteur.

Dans le contexte d'une infection sévere a streptococcus, la protéine soluble
M1 (licérée par le streptococcus pyogenes) s'associe au fibrinogene qui se lie
ensuite a son récepteur GPllbllla, mais aucune activation plaquettaire n'est
observée (200). En revanche, en présence d'lgG spécifiques dirigées contre la
protéine bactérienne M1, une activation plaguettaire via le FCyRIIA est observée. De
maniére analogue, il a été montré que des protéines exprimées A la surface du
staphylococcus aureus, clumping factors A et B et fibronectin-binding protein A, se
lient au fibrinogene et a des IgG conduisant respectivement a une activation
plaguettaire via le GPllIbllla et le FcyRIIA (201). De méme dans le cas d’'une infection
virale, une autre étude montre que I'activation plagquettaire (augmentation des
marqueurs d'activation P-sélectine et GPlIbllla activée) par I'influenza virus HINI
nécessite la présence de facteurs solubles présents dans le plasma/sérum mais non
identifiés (202). Dans le but de favoriser I'agrégation des plaguettes humaines par
des IgG humaines agrégées, une suggestion pourrait étre d’'ajouter dans la solution
de plaquettes lavées les facteurs solubles manquants (par I'ajout de 2% de sérum

humain comme réalisé dans (202).

Une équipe s'intéresse plus précisément a la dépendance du FcyRIIA et du
GPlibllla évoquée précédemment et montre que la phosphorylation intracellulaire
du FcyRIIA est dépendante de I'engagement du GPlIbllla (199). En I'absence de cet
engagement, il y a peu ou pas de phosphorylation des résidus tyrosine contenus
dans I'lTAM du FcyRIIA et le signal ne peut étre transduit a la plaquette. Deux autres
études, s'intéressant plus particulierement & la voie de signalisation intracellulaire
pouvant étre a I'origine de cette dépendance, montrent que le FcyRIIA fonctionne
comme un adaptateur de I'intégrine GPllIbllla qui amplifie I'activation des kinases
Src/Syk et ce, de maniere indépendante des IgG (203,204). De plus, le recrutement

de Syk sur le motif ITAM permet un couplage de la signalisation infracellulaire de ces
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deux récepteurs (203). Il en découle une coopération fonctionnelle au niveau
infracellulaire entre le motif ITAM du FcyRIIA et la voie de signalisation de I'intégrine
GPllbllla. Si ce mécanisme peut étre répliqué dans mes expériences de stimulation
de plaquettes humaines in vitro, une alternative tentante serait d’'augmenter la
concentration de fibrinogene soluble dans la solution de plaguettes humaines

lavées afin de stimuler la coopération mutuelle de ces deux récepteurs.

Une derniere hypothese est que I'activation du FcyRIIA requiert une matrice
ou surface cellulaire sur laquelle seraient fixés les agrégats d’'IgG humaines. Telle une
activation mutuelle entre deux cellules, seuls des agrégats d'IgG orientés et fixés a la
matrice seraient capables d'activer le FcyRIIA afin de déclencher une agrégation
plaguettaire. Comme discuté précédemment (202), il a été montré qu'une
opsonisation du virus influenza HINT par des IgG permet d’activer le FcyRIIA & la
surface des plaquettes. Peut-étre que cette activation, en plus des facteurs solubles,
est dépendante de la présence du virus comme matrice/surface portant les IgG. Par
ailleurs, une autre étude montre que l'injection d'un anticorps anti-GPlibllla
(MWReg30) induit une hypothermie dépendante des plaquettes chez les souris
sauvages ; en revanche in vifro, cet anficorps induit uniguement une
phosphorylation de la sous-unité GPllla mais pas d'agrégation plaguettaire (205).
Pour expliquer cela, ils montrent que la présence du FcyRIll est nécessaire a la
thrombocytopénie observée chez ces souris (la contribution cellulaire n'est pas
étudiée). Cette publication suggere donc que la présence d'autres cellules, fixant
probablement I'anticorps anti-GPlIbllla via le FcyRIll en trans, est requise pour finaliser
I'activation des plaquettes préalablement « armées » par la phosphorylation de la
sous-unité GPllla. Cette hypothese nécessite d’'étre testée dans le cas du FcyRIIA en
utilisant par exemple in vitro des billes sur lesquelles seraient fixées les IgG humaines.
De la méme maniere, on pourrait imaginer que la formation des complexes
plaguettes-neutrophiles observés lors du choc allergigue est nécessaire aux
plaguettes pour s'activer. Dans le chapitre suivant, nous allons maintenant nous
intéresser & ces complexes et notamment & leur conséquence dans le choc

allergique.
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IV. Les neutrophiles et les plaquettes : deux populations
inferdépendantes

La formation de complexes circulants plaquettes-neutrophiles au cours du choc
allergique interroge sur la fonction de cette association. Quelle est la nature de
cette interaction ¢ Fait-elle suite & une activation séquentielle ou simultanée des
plaguettes et des neutrophiles 2 A quoi sert cette interaction 2 Amplifie-t-elle ou

limite-t-elle la réaction anaphylactique 2

A. Nature de l'interaction plaguettes-neutrophiles

Lors d'un choc anaphylactique, il est observé une augmentation de la
perméabilité vasculaire qui conduit d une chute de la pression artérielle. L'un
entfraine la diminution de la vitesse du flux sanguin ; I'autre conduit d une fuite du
liguide plasmatique vers le milieu interstitiel et notamment & une augmentation de
I'nématocrite (article 2). Ces deux facteurs favorisent probablement le
rapprochement entre les cellules circulantes dont les plaquettes et les neutrophiles.
En plus de ce rapprochement physique, un rapprochement chimique pourrait
contribuer a rapprocher mutuellement les plagquettes et les neutrophiles. En effet,
plusieurs molécules a fort pouvoir chimioattractant sont libérées par les plaguettes
et/ou les neutrophiles activés : les métabolites de la voie de I'acide arachidonique
(leucotriene, prostaglandines, thromboxane A2), PF4, PDGF ou encore le PAF
(206,207). Ces molecules libérees localement en circulation par I'une et/ou I'autre
de ces deux populations cellulaires activées attirent progressivement d’autres

plaguettes et d'autres neutrophiles activés aussi a leur tour.

L'interaction physique entre plaquettes et neutrophiles est rendue possible gréce
a l'expression de molécules d'adhésion présentes a la surface de ces deux
populations. La P-sélectine, présente au sein des granules a, est exprimée a la
surface des plaquettes apres dégranulation plaquettaire (208). Un ligand important
est P-selectin glycoprotein ligand-1 (PSGL-1) exprimé a la surface de tous les

leucocytes dont les neutrophiles (209). Mes résultats in vivo (Article 2) montrent que
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les plaquettes «complexées » aux neutrophiles expriment a leur surface le marqueur
de dégranulation plaquettaire P-sélectine, ce qui suggere la possibilité d'une
interaction entre ces deux molécules d'adhésion lors du choc allergique. Outre le
ligand PSGL-1, les autres ligands de la P-sélectine sont I'E-sélectine principalement &
la surface des cellules endothéliales activées (210) et la L-sélectine (CDé2L)
notamment a la surface des lymphocytes T naifs, des neutrophiles et des monocytes
(211) suggérant que les plagquettes pourraient interagir avec d’autres acteurs lors du
choc anaphylactique. Il est d'ailleurs intéressant de noter que I'activation des
neutrophiles se traduit notamment par une perte de I'expression du CDé2L a leur
surface. Il a également été montré un renforcement de l'interaction plaguette-
neutrophile par la liaison de LFA-1 (CD11a/CD18) & la surface des neutrophiles ¢
ICAM-2 & la surface des plaquettes (212) ; ainsi qu'entre CD40 a la surface des

neutrophiles et CD40L & la surface des plaquettes (213).

Ces interactions ne sont pas sans conséquence sur I'état d’activation des cellules
impliquées. Effectivement, a la suite de la licison entre plaquettes et neutrophiles via
la P-sélectine, il a notamment été démontré la production d'espéces réactives de
I'oxygene et une augmentation de I'expression de Mac-1 (CD11b/CD18), signes
d'une activation des neutrophiles (214). J'observe également une activation des
neutrophiles au sein des complexes plaguettes-neutrophiles par la perte d’'expression
de CDé62L a leur surface (Article 2). Le récepteur Mac-1 joue un réle majeur dans la
stabilisation des interactions plaguettes-neutrophiles gréce & sa licison & trois
molécules exprimées a la surface des plaqguettes: GPIb/V/IX, GPlibllla via
I'intermédiaire d’'une molécule de fibrinogene et ICAM-2 (80). Il est intéressant de
noter que le récepteur au fibrinogene GPllbllla (215) exprimé a la surface des
plaguettes peut interagir, par I'intfermédiaire d'une molécule de fibrinogéne, avec
un neutrophile ou avec une autre plaguette. En bloquant cette intégrine, a la fois les
interactions plaquette-plaquette et les interactions plaguette-neutrophile seraient
partiellement ou totalement inhibées. Lors d’essais d’agrégation plaquettaire in vitro
sur plaguettes lavées de souris FcyRIIA'9, je montre d'ailleurs que I'agrégation
plaguettaire induite par des IgG humaines agrégées (utilisées lors du choc allergique

in vivo) est inhibée en présence d'anti-GPlIbllla bloquant (Figure 9).
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Figure 9 : Essai d'agrégation plaquettaire sur plaquettes lavées issues de souris FcyRIIAl9 aprés
mise en présence de différents stimulants.

Représentation du pourcentage maximal d'agrégation aprés stimulation par I'ADP 5 uM

avec ou sans (w/o) fibrinogéne, la thrombine (0.1 U/mL, les HA IVIg (250 ng/mL) prétraitées ou

non par I'anti-GPllbllla (10 pg/mL). Expérience préliminaire.

Le blocage de l'intégrine GPlibllla suffit & empécher l'interaction plaguette-
plaquette in vifro, ce qui suggéere un effet encore plus prononceé in vivo avec le
blocage additionnel de ['interaction plaquette-neutrophile. L'intégrine GPlibllla
pourrait donc étre un acteur clé de linteraction entre les plaquettes et les

neutrophiles.

En plus de I'activation cellulaire, une autre conséquence de cette interaction &
envisager est la phagocytose des plaquettes par les neutrophiles. En effet, les
neutrophiles pourraient phagocyter via leurs FcyRs des plaquettes opsonisées par
des complexes immuns d'lgG ou des agrégats d'lgG. Une étude récente a mis en
évidence in vitro des plaquettes internalisées par des neutrophiles chez des patients
ayant développés un infarctus du myocarde aigu (216). Dans cette étude,
I'interaction plaquette-neutrophile est dépendante de PSGL-1 et de Mac-1, et
I'internalisation des plaquettes par les neutrophiles est possible grace & |I'expression
de la phosphatidylsérine & la surface des plaquettes activées. Il semble donc que
cette internalisation soit indépendante des FcyRs. On pourrait spéculer qu'un tel
mécanisme permettrait d'éviter la formation trop importante de thrombi lors du
choc dllergique. Néanmoins, ce phénomeéne trés peu décrit chez I'homme est

controversé car il est uniqguement observé a partir d’échantillons de sang préleves
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en EDTA (Ethylenediaminetetraacetic acid), mais ni en ACD (acid citrate dextrose) ni
en héparine (217). Il semblerait donc que ce phénomene soit observé uniquement in
vitro en présence d'EDTA qui démasquerait des déterminants cryptiques sur les

glycoprotéines des plaquettes (217).

Au cours d'un choc allergique, les plaquettes et les neutrophiles pourraient donc
inferagir physiquement apres activation par I'expression de nombreuses molécules
d’adhésion (conduisant potentiellement a une internalisation des plaquettes par les
neutrophiles 2). Une interrogation demeure sur I'enchainement de ces différents

évenements et en particulier sur la sequence d'activation.
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Figure 10 : Résumé des interaction et communications entre une plaquette et un neutrophile
(80). GPlbllla (awBs) et Mac-1 (amB2) sur ce schéma.

B. Acftivation séquentielle ou simultanée 2

Dans la circulation sanguine chez 'homme, on estime qu'il y a environ 300 x 107
de plaquettes circulantes et 5 x 10? de neutrophiles circulants par litre de sang (en
extrapolant les données chez la souris aux mémes unités, on obtient environ 1000 x
10° de plaquettes et 0.5 x 10? de neutrophiles circulants environ par lifre de sang

chez la souris). On peut donc estimer qu'il y a 60 fois plus de plagquettes que de
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neutrophiles chez I'homme et 2000 fois plus de plaquettes que de neutrophiles chez
la souris dans la circulation. Aussi bien chez I'hnomme que chez la souris, ce facteur
est déterminant dans la probabilité de rencontre entre plaquettes, neutrophiles et
complexes immuns circulants. Chez I'homme, et d’autant plus chez la souris, le
nombre de plaquettes étant supérieur a celui des neutrophiles, la probabilité que
possede un complexe immun d’'interagir avec une plaquette est plus élevée que
celle de rencontrer un neutrophile. Nous pouvons faire I'hypothése que les
complexes immuns interagissent d’abord avec les plaquettes, ces dernieres
s'activent via le FcyRIIA (expression a leur surface de molécules d’adhésion dont la
P-sélectine), puis interagissent/adherent d des neutrophiles qui, & leur tour activés
par d'autres complexes immuns, forment les premiers complexes stables plaquettes-
neutrophiles. La réaction s’amplifie gréce & la libération de médiateurs issus des
premiers complexes plaquettes-neutrophiles et gréce aux interactions entre des

complexes immuns et d’'autres cellules circulantes.

A l'inverse, les neutrophiles pourraient initier la réaction anaphylactique. Comme
supposé dans le chapitre Il de la discussion, dans le cas des plaguettes humaines,
ces dernieres ont possiblement besoin d'une « matrice de présentationy des
complexes immuns (ou des IgG humaines agrégées dans le cas des essais in vitro)
pour étre activées. Par conséquent, on peut supposer que les neutrophiles sont
activés en premier par les complexes immuns circulants via le FcyRIIA ; puis, les
neutrophiles « présentent » les complexes immuns aux plaquettes ; ce qui aboutirait
finalement a la formation de complexes plaquettes-neutrophiles. Cette deuxieme
hypothése pourrait étre régulée par la diminution de [I'expression du FcyRIIA
observée a4 la surface des neutrophiles une heure aprés induction du choc

allergique (167), suggérant une internalisation des complexes immuns liés au FCyRIIA.

Dans le cas d'une injection d'un bolus de complexes immuns (ou un bolus d'IgG
humaines agrégées comme dans notre modele), il semble plus probable que les
complexes immuns circulants se lient aux FCyRIIA et activent de maniére simultanée
plaguettes et neutrophiles. Cetfte activation simultanée conduirait & la libération de
nombreux médiateurs, dont le PAF, commun aux plaquettes et aux neutrophiles.
Chez I'homme, les neutrophiles et les plaquettes exprimant le récepteur au PAF G
leur surface, d'autres neutrophiles et d'autres plaquettes pourraient étre recrutés a
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leur tour simultanément par cette voie parallele, sans avoir été au préalable stimulés
par des complexes immuns. En effet, I'augmentation du volume plaquettaire moyen
et la présence d'une population plaquettaire marquant fortement le thiazole
orange au cours du choc allergique (article 2) suggerent une augmentation de la
thrombopoiese qui contribue certainement a I'amplification de la réaction. Il est
probable que la formation des complexes plaguettes-neutrophiles soit le produit
d'une réaction exponentielle et multifactorielle, par une stimulation directe de
cellules par les complexes immuns, ou bien par une stimulation indirecte par le biais
de médiateurs libérés par des cellules ayant interagi avec des complexes immuns.
Cette activation simultanée expliquerait la sévérité et aussi la rapidité a laquelle se

développe la réaction anaphylactique.

C. La fonction biologique des complexes plaquettes-neutrophiles
circulants

Nous allons maintenant nous intéresser aux conséquences biologiques d'une telle
association. Est-ce une association favorisant I'amplification de la réaction ou au
contraire, est-ce un moyen de contenir la réaction qui pourrait étre fatale a

I'individu en train de développer un choc anaphylactique 2

1. Les complexes plaguettes-neutrophiles amplifient la réaction
anaphylactique

Suite G la détection de complexes immuns en circulation, une réponse
immunitaire est enclenchée de maniere analogue ¢ la reconnaissance d'un agent
pathogéne dans la circulation. Des complexes plaquettes-neutrophiles circulants
sont d’ailleurs aussi mis en évidence chez des patients atteints de sepsis (100,218).
Une premiere hypothese consiste donc a considérer I'association de ces deux
populations comme un mécanisme permettant d’amplifier la réponse immunitaire

de maniere synergique et prolongée suite a la détection de complexes immuns.

Les médiateurs libérés par les plaquettes activées (dont PF4, sérotonine,
thromboxane, et/ou nucléotides (219)) contribuent & I'hypothermie et donc

probablement au développement du choc allergique. En effet, dans notre modele,
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une hypothermie est constatée deés les premieres minutes apres le transfert de
surnageant de plaquettes activées (Arficle 2). Par ailleurs, le réle majeur des
plaguettes dans le choc allergique (Article 2) suggere la libération de médiateurs
plaguettaires parmi les conséquences de I'activation plaguettaire. Nous pouvons
donc supposer que les plaguettes activées directement par les complexes immuns
circulants libérent leurs médiateurs préformés dans la circulation conduisant
I'augmentation de la perméabilité vasculaire et donc & une hypothermie chez la

souris.

Plusieurs observations indiquent que les plaquettes et les neutrophiles liberent
chacun des mediateurs dans le milieu exiracellulaire dont la somme a un effet
synergiqgue. Comme discuté précédemment, en parallele de I'activation par les
complexes immuns, le PAF est une voie d’activation identifiee qui confribue &
amplifier la réaction anaphylactique. Une étude montre que la co-incubation de
plaguettes humaines et de neutrophiles humains augmente de maniere synergique
la production de PAF, comparée a I'activation de chaque cellule isolée I'une de
I'autre (220). Par ailleurs, les leucotrienes, médiateurs impliqués dans le choc
allergiqgue chez 'hnomme (221), permettent aussi d’amplifier la réaction gréce &
cette association. Plusieurs groupes ont montré que la production d'acide
arachidonigue par des plaguettes activées amplifie la production de leucotriene B4
par des neutrophiles activés (222,223). A I'inverse, il a été montré que les neutrophiles
peuvent fournir aux plaquettes des précurseurs de médiateurs, comme les
leucotrienes A4 a partir desquels ces dernieres synthétisent les leucotriene C4 (224).
La libération de O2- (espece réactive de I'oxygene), PAF, élastase par les leucocytes
induit une agrégation et une dégranulation plaquettaire (207). En outre, il est
intéressant de noter que I'interaction P-sélectine/PSGL-1 est requise pour la libération
de thromboxane B2 (TXB2) et de leucotrienes C4 (discuté dans (80)).

L'ensemble de ces données suggere une communication étroite au sein des
complexes plaquettes-neutrophiles qui met en jeu de nombreux médiateurs

identifiés comme acteurs du choc allergique et qui amplifient la réaction.

La réaction anaphylactique pourrait étre également amplifiée par la formation

de neutrophil extracellular traps (NETs) par les neutrophiles activés gréce a
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I'interaction plaquette-neutrophile. Un réle bien décrit des NETs est d'« attraper» et
d'éliminer les pathogenes extracellulaires dans le sang ou les tissus a I'origine d'une
infection (225). Dans le cas du sepsis sévere, il a été montré que les plaquettes
amplifient la formation de NETs par les neutrophiles (78). Le sepsis se déclare suite a
la présence d'une infection bactérienne et notamment d'une endotoxine
bactérienne constituée de lipopolysaccharides (ou LPS) & l'origine de fortes
réponses pro-inflammatoires (226). L'étude de Clark et al. montre que la présence
d'une quantité importante de LPS (cas des patients atteints de sepsis sévere) et la
présence de TLR-4 & la surface des plaguettes conduit d une interaction plaquette-
neutrophile qui facilite de maniere importante la libération de NETs par les
neutrophiles (78). En revanche, en I'absence de plaquettes, le LPS n'est pas capable
d'induire une libération significative de NETs par les neutrophiles. Toujours dans le
sepsis, cette amplification de la NETose par les plaquettes serait dépendante de
I'interaction entre GP1b d la surface des plaguettes et CD18 a la surface des
neutrophiles (227). La NETose est également observée au cours de pathologies
inflammatoires non infectieuses comme le TRALI (ou atteinte pulmonaire aigue suite
a une transfusion) (98), le lupus érythémateux disséminé (228) ou la thrombose (133).
Dans le cas de la thrombose, il a été montré que les histones (229,230) sont capables
d'induire une adhésion, une activation et une agrégation plaquettaire ; ainsi que la
libération de médiateurs plaquettaires qui en retour accentuerait la NETose (133).
L'ensemble de ces résultats suggére une participation possible des NETs dans la
formation d'un thrombus qui, comme nous allons le voir peut étre observé au cours

d'un choc allergique.

2. Les complexes plaquettes-neutrophiles limitent la réaction
anaphylactique

L'association des plaquettes aux neutrophiles pourrait étre un mécanisme
« protecteur » en limitant la formation de thrombi pouvant étre fatal a I'individu. En
effet, nous pourrions supposer que plus un nombre important de plaquettes activées
se lie aux neutrophiles, moins elles peuvent interagir entre elles pour s'agréger et
former des thrombi dans les petits capillaires de certains organes. Notamment,

comme discuté auparavant, la phagocytose par les neutrophiles de plaquettes
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activées pourraient également confribuer a limiter les conséquences d’'une

acftivation plaguettaire excessive.

Lors d'un choc allergique chez les souris FCyRIIAl9, des coupes histologiques
révelent la présence de thrombi et d'ocedemes dans les petits capillaires des
poumons (observations non publiées). Cette accumulation de plaquettes dans les
poumons est également observée par Yoshida et al. dans un modele actif du choc
allergique (231). Un tel phénomene chez I'hnomme pourrait expliquer les symptémes
respiratoires observés en clinique au cours du choc allergique. Par ailleurs, mes
expériences sur les souris traitées au romiplostim (utilisé pour augmenter la
numeération plaquettaire) développent un choc anaphylactique plus sévere que le
groupe non fraité, qui se caractérise par un choc fatal suite d des convulsions
(observation personnelle) (article 2). L'ensemble de ces observations au cours d'un
choc allergique chez la souris suggere que les plaquettes forment des thrombi qui
pourraient étre a I'origine de la sévérité de la réaction. Une étude suggere d'ailleurs
qu’'une coagulation intravasculaire disséminée (activation de la cascade de
coagulation et de la fibrinolyse) serait induite suite a la libération de PAF dans un

modele actif du choc anaphylactique (232).

Ainsi, en l'absence de formation de complexes plaquettes-neutrophiles
circulants, nous pourrions anticiper que les plaquettes activées formant davantage
de thrombi (notamment dans les poumons) pourraient étre a I'origine d'un choc
anaphylactique fatal chez I'homme. Le blocage préalable de cette interaction (par
exemple un anticorps bloquant anti-P-sélectine) avant le déclenchement du choc
allergique chez la souris pourrait nous apporter des éléments de réponses. En effet, si
I'inferaction plaquettes-neutrophiles est « protectrice», le blocage de cette
interaction devrait aggraver la réaction et une accumulation de thrombi dans les
poumons plus importante devrait étre observée. A l'inverse, le blocage de cette
interaction devrait améliorer les symptémes du choc allergique si I'interaction
permet d’amplifier la réaction. Néanmoins, comme montré dans la Figure 11, la
déplétion des neutrophiles réduit la sévérité de la PSA induite chez des souris
FcyRIIATS. Dans cette situation, les plaquettes ne formant plus de complexes avec les
neutrophiles ne semblent pas rendre la réaction plus sévere mais au contraire
semblent ne plus pouvoir exercer leur réle nocif dans le choc allergique. L'hypothéese

des complexes neutrophiles-plaquettes « protecteurs» doit donc étre réfutée.

70



Néanmoins, I"hypothése d'une conséguence importante des thrombi pulmonaires et

bronchiques dU aux plaquettes dans les symptdmes cliniques du choc reste une des
hypotheses les plus attrayantes.
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Figure 11 : Role des neutrophiles dans la PSA induite par des IgG humaines agrégées dans les
souris FcyRIlAte

Evolution de la température au cours d'une PSA induite par des IVIg HA. Des souris FcyRIIAtg

sont injectées iv avec I'anticorps déplétant anti-Ly6G (n=4) ou avec son isotype contrble

(IgG2b de rat) (n=4) 24 heures avant I'induction du choc allergique. Expérience réalisée deux
fois de maniére indépendante.
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V. Critiques/améliorations du modele d'étude du choc
allergique

Chez I'homme, le choc anaphylactique étant une réaction systémique rapide
et sévere (voire mortelle dans certains cas), la priorité est bien évidemment de
contrer le choc le plus rapidement possible. Si cela est possible ensuite, prélever des
échantillons de sang en vue d'une analyse apporte des réponses d’'une grande
valeur ; cependant, cela ne permet pas de faire des études mécanistiques. Les
modeles d’'étude chez la souris permettent dans une certaine mesure de pallier & ce
mangue de données chez 'homme méme s'il ne faut pas oublier que ces modéeles
ont leurs limites et peuvent parfois mener a des conclusions erronées. Dans ce
chapitre partie, je souhaiterais donc confronter plusieurs résultats obtenus chez la
souris aux limites des différentes approches/techniques utilisées et, si cela est

possible, proposer des alternatives ou des compléments d’étude.

A. Les parametres de suivi du choc allergique

Les manifestations cliniques du choc dallergique different entre I'hnomme et la
souris. En effet, chez I'nomme, les signes cutanéomuqueux (urticaire généralisé,
érytheme, angicedeme), les signes respiratoires  (dyspnée,  sifflement,
bronchospasme) et les signes cardiovasculaires (hypotension, tachycardie, arrét
cardiague) sont les plus couramment observés et peuvent parfois conduire au
déces du patient (1). En outre, dans le choc peranesthésique chez I'hnomme,
I'hypocapnie est corrélée a la sévérité du cloc anaphylactique (Gouel-Chéron et al,
manuscrit en cours de préparation). Chez la souris, quelques signes sont similaires
comme la chute de la pression artérielle, certains parametres respiratoires (la
conductance et la compliance pulmonaires (17)) et parfois la mortalité ; et d’autres
leur sont propres comme I'hypothermie, la diminution de I'activité physique ou
encore la diarrhée. Méme si I’hypothermie n’est ni une manifestation clinique avérée
chez 'homme, ni un parametre spécifiqgue de I'anaphylaxie chez la souris, ce
parametre présente I'avantage d'étre facilement mesurable et tres sensible pour
affirmer ou non le développement d'un choc allergique chez la souris. L'activité des

souris ou le changement de comportement représenté sous forme d'un score
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clinique est un paramétre de suivi subjectif qui est également utilisé (16,233-235).
Dans nos expériences, nous avons d'ailleurs constaté que I'activité physique et la
température sont corrélées positivement. La diarrhée peut étre également
quantifiée chez la souris mais ce parameétre est plutdét spécifique d'un choc
allergique d’origine alimentaire (236). La mesure de la pression artérielle et des
parametres respiratoires pourraient étre une bonne alternative mais nécessitent
I'anesthésie des souris, ce qui aggrave le développement de la réaction
anaphylactique (observation personnelle). Enfin, la mortalité étant observée
principalement dans les modéles actifs, pour lesquels les souris développent un choc
tres sévere, ne constitue pas un bon parametre de suivi dans les modeles passifs

d'anaphylaxie.

Ainsi, le parametre de suivi de la température centfrale a été choisi dans nos
expériences méme si ce n'est pas un symptdme représentatif du choc allergique

chez 'homme.

B. La nature des ligands aux FcyRs (allergenes et anticorps)

Dans mon étude comparative présentée dans I'article 1 (Beutier, et al., J Aller
Clin Imm) (139), la molécule de TNP-BSA représente le ligand « allergene »
responsable du choc allergique chez la souris sauvage. La TNP-BSA est constituée
d'une molécule de BSA portant 26-36 haptenes de TNP. La substitution du nombre
de molécules de TNP ainsi que la dose de TNP-BSA utilisées pour déclencher un choc
allergique ont été préalablement optimisées afin de garantir une réponse suffisante
pour permettre une comparaison entre les groupes de souris apres différents
traitements. Comme atftendu, le remplacement de la BSA par une autre molécule
porteuse des haptenes TNP, I'ovalbumine, induit aussi un choc allergique (237). Par
ailleurs, la structure de la molécule de TNP présente un élément caractéristique
commun aux curares (anesthésiant parfois a I'origine de réactions anaphylactiques
chez I'homme (1)): ces deux molécules portent au moins deux ammonium
quaternaires qui sont suspectés d'étre & I'origine du choc allergique apres
anesthésie aux curares (238). Dans notre modele d’étude, la molécule de TNP-BSA
par sa structure et son administration intfraveineuse pourrait donc étre assimilée & un

curare. Continuons sur I'exemple d'un curare, si I'on compare la dose de bromure
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de rocuronium utilisée pour induire I'anesthésie chez I'homme (0.6 & 2 mg/kg (239))
a celle utilisée pour la TNP-BSA (200 ug pour une souris de 20 g soit 10 mg/kg), il existe
approximativement un facteur 5 & 20 entre 'homme et la souris. La dose de TNP-BSA
chez la souris un peu augmentée comparée au bromure de rocuronium chez
I'nomme reste réaliste contrairement & un autre modele de choc allergique induit
par des cacahuéetes dans lequel la dose utilisée pour déclencher le choc allergique
est de 350 mg de beurre de cacahuetes pour une souris de 20 g (240),

correspondant a 1.4 kg de cacahuetes pour un homme de 80 kg !

L'autre modeéele de ligand que nous avons utilisé pour induire un choc
anaphylactique chez la souris (Article 2 + (167)) sont les IVIg agrégées constituées
d'un mélange d'lgG humaines. Ce modele, « artificiel» au premier abord, est
représentatif de la capacité des complexes immuns a agréger les FcyRs et
également de la présence relative des différentes sous-classes d'lgG humaines
circulantes avec la prédominance des IgG1 (63% d'IgG1, 29% 19G2, 5% IgG3, 3%
IgG4). Comme discuté précédemment, les IgG1 humaines anti-TNP sont d’ailleurs
suffisantes pour déclencher le choc anaphylactique (dans les souris FCyRIIAS) apres
injection de la TNP-BSA (chapitre | de la discussion, Figure 6). Par qilleurs, la sous-
classe 1gG1 d'un anticorps monoclonal administré en immunothérapie chez
I'homme peut étre a I'origine de chocs anaphylactiques (par exemple le cetuximab
(150)). Les IVIg agrégées utilisées dans notre modéle d’'étude pourraient donc étre
représentative d'une immunothérapie a I'origine d'un choc anaphylactique chez

'hnomme.

Ces deux ligands, les complexes immuns formés in vivo ou les IVIg agrégées par
la chaleur, présentent I'avantage d’agréger les FcyRs conduisant & une activation
cellulaire dont la libération de médiateurs aboutit & une hypothermie reproductible
et suffisamment importante pour observer une différence de température entre les
différents groupes de souris. Dans I'objectif d’améliorer ce modele d'étude, il serait
peut-étre plus représentatif d'utiliser un allergene qui par nature est capable
d'induire un choc allergique chez I'homme, par exemple un curare pour mimer
I'anaphylaxie médicamenteuse ou un venin d’hyménoptere pour mimer une
anaphylaxie suite d une piqure de guépe. Ces travaux sur la nature de I'allergéne,

actuellement en cours de développement dans notre laboratoire, permettront

74



d'approcher davantage les conditions «réelles» d'un choc allergiue chez

'hnomme.

C. Un modele de choc allergique plus représentatif de la situation
chez 'homme

Comme nous l'avons vu, dans le cas de mon étude comparative sur les
différentes sous-classes d'lgG (article 1; (139)), le modéle passif peut s'avérer étre
tres informatif. En effet, I'avantage de ce modéle est qu'il permet de décomposer le
systéme en étudiant séparément la voie engagée par chaqgue sous-classe d'lgG. Les
études sur le choc allergique se concentrent sur les IgE et les IgG mais d’autres
classes d'immunoglobulines telles que les IgA pourraient contribuer. Les IgA (2-3
mg/mL) constituent la deuxieme classe d'immunoglobuline dominante en
circulation apres les IgG (12 mg/mL) (241). En outre, le FcaRl (récepteur aux IgA) est
exprimé notamment 4 la surface des neutrophiles, des monocytes et quelques
macrophages tissulaires (242). Plusieurs études montrent d’ailleurs une activation des
neutrophiles aprés engagement du FcaRl a leur surface : dégranulation, explosion
oxydative, libération de cytokines, médiateurs inflammatoires et NETs (243,244). Dans
le contexte de I'asthme allergique, une étude montre la présence d’IgA spécifiques
dans les expectorations de patients asthmatiques sensibilisés a un acarien
(Dermatophagoides farinae)(245). L'ensemble de ces données suggere une possible
participation de la voie des IgA dans le choc anaphylactique qui n'a pour le

moment pas été étudiée.

Bien que les modeles passifs permettent d’évaluer I'importance d'une sous-
classe ou d'une classe d'immunoglobuline, ils ne refletent qu'une partie de la
complexité du systeme. Pour étudier le mécanisme du choc allergique dans son
ensemble chez la souris, il serait intéressant de compléter les résultats obtenus a
I'aide d'un modéele d'anaphylaxie systémique active. Comme chez I'homme, le
modele actif comprend une phase de sensibilisation qui aboutit d une réponse
polyclonale et & la production des difféerentes classes d'immunoglobulines
circulantes dirigées contre I'allergene en cause. La présence simultanée de plusieurs

classes d’'immunoglobulines polyclonales spécifiques n'est pas prise en compte dans
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le modele passif. En effet, si nous prenons I'exemple des mastocytes humains
exprimant le FCyRIIA, le FceRI et le FcyRI (apres induction in vitro par de I'lFN-y) & leur
surface, la stimulation simultanée de ces récepteurs conduit a une dégranulation
augmentée des mastocytes (246). Nous pouvons donc supposer que la présence
simultanée de plusieurs classes d'immunoglobulines amplifie ou méme régule
négativement (apres co-engagement avec le FcyRIIB) la réaction anaphylactique.
L'observation d'un taux important de mortalité dans les modeles actifs en
comparaison des modeles passifs pourrait notamment étre expliquée par I'action
simultanée de différentes classes d'immunoglobulines. Par ailleurs, il existe
probablement aussi une compétition au sein des classes d'immunoglobulines pour

fixer I'allergene.

D. Modele d'étude des récepteurs Fc aux IgG

1. Les souris knock-out

L'approche consistant a utiliser des souris déficientes pour un FcyR spécifique
permet d’'étudier I'impact du manque de ce récepteur dans le choc allergique mais

présente certaines limites dans I'interprétation de son réle exact dans la pathologie.

Comme montré dans I'article 1, les souris déficientes pour un FcyR spécifique
peuvent avoir des expressions altérées des autres FcyRs (139). Par exemple, les souris
déficientes pour le FcyRIll expriment davantage de FcyRIIB inhibiteur a la surface des
neutrophiles et des monocytes Lyé6Cle. Ainsi, dans les souris FcyRIll/-, la contribution
potentielle des autres FcyRs activateurs (FcyRl et FcyRIV) pourrait  étre
amoindrie/masquée par I'inhibition induite par le FcyRIIB surexprimé a la surface des
neutrophiles et des monocytes Lyé6Cle. Le rble nécessaire que mon travail attribue au
FcyRIll dans les trois modeles d’anaphylaxie passive pourrait donc étre surévalué. A
I'inverse, les souris déficientes pour le FcyRIIB ont une expression augmentée du
FcyRIlll et du FcyRIV. Cette augmentation pourrait accentuer la sévérité du choc
allergique dans les souris FcyRIIB- et pourrait surévaluer le réle inhibiteur du FcyRIIB
dans les PSA induite par des IgGl et des IgG2b (139). En revanche, les souris
déficientes pour le FcyRIV ne semblent pas avoir d'expression altérée des autres

FcyRs et constituent un bon modele pour étudier la contribution de ce FcyR. Par
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ailleurs, les souris déficientes pour la sous-unité y (FCRy) initialement créées pour
evaluer la contribution du FcyRIIl et du FceRI chez la souris ont certainement abouti a
des conclusions un peu hatives (247). En effet, les trois FcyRs activateurs murins (FCyRl
(248), FcyRIll et FcyRIV) requierent la présence de FcRy pour étre exprimés a la
surface de la cellule et étre fonctionnels. Par ailleurs, en plus des FcyRs, d’autres
récepteurs utilisent FCRy comme unité de signalisation infracellulaire, par exemple le
complexe du TCR (T-cell receptor) & la surface des cellules NK (249), le récepteur au
collagene GPVI & la surface des plaguettes (171), OSCAR, Mincle, etc (250,251).
Ainsi, les souris déficientes pour FCRy présentent de nombreux dysfonctionnements
en raison de I'absence de plusieurs récepteurs et glycoprotéines de surface, leur

utilisation a tres probablement surestimé le réle attribué aux FcyRIll et aux FceRI.

Avant de conclure sur le réle d'un FcyR en particulier, il est donc nécessaire de
garder a I'esprit que les souris déficientes pour un FcyR particulier ou pour FcRy

présentent des inconvénients qui sont inhérents au modele d’'étude.

2. Les anticorps bloquants

Une autre approche pour étudier la contribution de chacun des FcyRs consiste &
utiliser des anticorps bloquants « spécifiquement» un FcyR. Cependant, ces
anficorps blogquants ont le plus souvent été testés dans le contexte d'un seul FcyR
exprimé a la surface d'une cellule et non pas de plusieurs FcyRs coexprimés a la
surface d’'une méme cellule. En effet, une fois la portion Fab de I'anticorps bloquant
liee a son FcyR cible, la portion Fc libre est potentiellement capable de lier d’autres
FcyRs adjacents, méme si ceux-Ia sont de faible affinité et ne devraient donc pas se
lier & des anticorps sous forme monomérique. Le blocage dit « spécifique » est donc
parfois remis en cause pour certains anticorps utilisés par le passé : c'est le cas du
FcyRIV. Une étude récente a montré que I'anticorps bloquant le FcyRIV par sa
portion Fab, bloque aussi le FcyRIll présent & la surface d'une méme cellule par sa
portfion Fc (252). Cette cellule aurait alors une capacité moindre & interagir avec les
complexes immuns IgG/antigéne en circulation via le FcyRIll et cela induirait un choc
moins sévere voire une abolition du choc, conduisant finalement a une erreur
d’interprétation sur le réle nécessaire attribué au FcyRIV. Il est probable que le réle

de ce récepteur évalué chez les souris sauvages ait donc été surévalué par cette
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approche; néanmoins, I'utilisation de souris exprimant uniquement le FcyRIV dans
cette méme publication a montré que ce récepteur reste suffisant a induire un choc

allergique (141).

Le rble nécessaire du FcyRIIA dans les souris VG1543 (167) ainsi que son rdle
suffisant dans les souris FcyRIIAf9 (article 2 + (140)) ont été déterminés suite a
I'utilisation d’un anticorps bloquant le FcyRIIA. Comme décrit ci-dessus avec I'anti-
FcyRIV bloguant, il faut rester prudent quant & I'utilisation des antficorps blogquants.
Néanmoins, le réle suffisant du FcyRIIA repose sur deux approches différentes qui
aboutissent a la méme conclusion : I'ufilisation des souris FcyRIIASFcyRI en
comparaison des souris FcyR"I et |'utilisation de I'anticorps bloquant le FcyRIIA dans
les souris FCyRIIA'SFcyRnYI (Artficle 2). Nous pouvons donc proposer I'hypothése que

chez I'homme le FcyRIIA serait suffisant & induire un choc allergique.

Pour remédier au probleme de la licison non spécifique de certains anticorps
bloquants par leur portion Fc d’'autres FcyRs, I'utilisation de Fab pourrait étre une
bonne alternative. Néanmoins, leur principal inconvénient étant leur temps de demi-
vie trés court, une utilisation des Fab in vivo nécessite une adaptation du protocole
d’administration (augmentation de la dose, répétitions des injections). La solution
gue nous avons choisie consiste a cloner ces anticorps dans une matrice d'lgG1

humaine mutée afin de ne plus pouvoir se lier aux FcyRs.

3. Les souris fransgéniques

Les souris transgéniques permettent une étude mécanistique du choc allergique
avec un ou plusieurs FcyRs humains. Cependant, deux désavantages majeurs du
transgéne sont que I'emplacement du transgene dans le génome est inconnu et
que, méme s'il est sous le contréle de son propre promoteur, son expression n'est pas
toujours fidele a I'expression humaine. Ceci est par exemple le cas des souris FcyRI'9
qui expriment de maniere constitutive le FcyRI a la surface des neutrophiles alors que
son expression est uniquement induite a la surface des neutrophiles humains activés
(253). Cependant avec cette approche, I'expression cellulaire du FcyRIIA dans les
souris FCyRIIA'9 semble correspondre a celle observée chez I'homme (160). Un autre

inconvénient du transgene est I'intégration dans le génome de multiples copies qui,
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dans un premier temps, peuvent augmenter ou diminuer I'expression d’'autres genes
non ciblés et, dans un deuxieme temps, peuvent se perdre progressivement au
cours des générations de souris. Par exemple, dans les souris FCyRIIA'9, I'expression du
FCcyRIIA évaluée par cytométrie en flux sur plusieurs générations de souris a permis de

garantir que son expression était bien stable au cours du temps.

4. Les souris knock-in

La contribution des FcyRs humains a egalement été evaluée a I'aide des souris
VG1543 (167) dans lesquelles le locus murin de chaque FcyR a été remplacé par le
locus du FcyR humain équivalent. Il s’agit donc d’'un knock-in d’'une seule copie de
chacun des FcyRs humains (excepté le gene codant le FcyRl humain qui n'est pas
contenu dans ce locus) sous le contréle de son propre promoteur et dans le
contexte de son environnement génomique. Cela laisse anficiper que I'expression
cellulaire de chacun de ces FcyRs humains est bien représentative de celle observée
chez I'homme. Effectivement, I'expression cellulaire de ces souris semble
correspondre malgré quelques différences mineures (167). Il est important de noter
que les souris VG1543 expriment encore le FcyRI de souris. D'apres deux études, ce
récepteur ne semble pas participer a la réaction anaphylactique (article 1;(139) ;
Gillis, et al. J Autoimmunity), & la différence du FcyRI humain exprimé sous forme de
transgéne dont la contribution a été rapportée (165). En effet, dans un modele de
souris FcyRI'9 exprimant encore le FcyRIV murin, le FcyRI est suffisant & induire un choc
allergique apres blocage préalable du FcyRIV a I'aide d’'un anticorps bloquant. Ce
résultat reste néanmoins a étre confirmé dans un modele de souris n’exprimant plus

aucun FcyR murin.

L'utilisation des souris Audrey (knock-in de I'ensemble des FcyRs humains en
remplacement de I'ensemble des FcyRs murins) est un outil qui comble les lacunes
des souris VG1543 et permettrait de confirmer ou infirmer certains résultats obtenus
par le passé avec d'autres modeles. La contribution des FcyRs humains dans ces
souris est en cours d'analyse, et semble confirmer les résultats obtenus avec les souris
VG1543.
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E. Modele d'étude des cellules myéloides et des plaquettes

A I'acide de deux approches différentes, la premiére reposant sur I'utilisation d'un
anticorps déplétant les neutrophiles, la deuxieme reposant sur I'utilisation de souris
neutropéniques, plusieurs études de mon équipe, dont la mienne, montrent que les
neutrophiles sont nécessaires au développement du choc dallergique
(139,167,140,141).

Les souris Gfi1-GFP, dans lesquelles le facteur de répression de transcription Gfil a
été remplacé par un gene codant pour la GFP (green fluorescent protein), sont
incapables de développer des neutrophiles matures et fonctionnels ; en revanche
elles peuvent différencier des macrophages matures capables d’'avoir des réponses
proinflammatoires augmentées comparées aux souris sauvages (254). Néanmoins,
I'uniformité des résultats sur le réle des neutrophiles dans mon étude (139) montrent
qgue les macrophages ne semblent pas affectés lors du choc allergique dans ces

souris.

L'utilisation d'un anticorps déplétant les neutrophiles est I'approche la plus
couramment utilisée pour étudier I'effet de I'absence de neufrophiles. On peut
différencier les anticorps qui reconnaissent les molécules Ly6G et Ly6C (anti-Gr1) ; et
les anticorps qui reconnaissent uniqguement la molécule LyéG (anti-Ly6G). Comme
indique sa double spécificité, des monocytes Ly6Ch peuvent étre déplétés en plus
des neutrophiles (décrit dans la revue (255)). A I'aide d'un anti-LyéG (clone NIMPR-
14), je montre que les neutrophiles sont nécessaires en PSA induites par des IgG2a/2b
(139) ; néanmoins, je note aussi une diminution du nombre de monocytes, ce qui
suggere que cet anticorps n'est pas non plus spécifiqgue des neutrophiles. Cette
donnée est donc a prendre en considération en analysant les résultats obtenus et
pourrait surestimer le rdéle des neutrophiles. Un autre désavantage de cette
approche est que la déplétion par anticorps pourrait « occuper » les macrophages
qui ne seraient alors plus en mesure de répondre a I'induction du choc allergique. En
effet, les macrophages « occupés» a phagocyter les neutrophiles via leurs FcyRs
seraient dans l'incapacité d'interagir avec les complexes immuns circulants. Une
autre hypothése a envisager est une éventuelle consommation du complément
aprés injection de I'anticorps déplétant qui pourrait activer et désensibiliser certaines

cellules avant I'induction du choc ; mais cefte hypothese est peu probable car la
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déplétion du complément avant injection d'anti-Ly6G ne semble pas affecter le
nombre de neutrophiles circulants comparé au groupe ayant uniguement recu
I'anti-Ly6G (256). Ainsi, la simple déplétion des neutrophiles pourrait affecter d’autres
populations cellulaires, par la non spécificité de I'anticorps ou par I'occupation de
leurs FcyRs, ce qui pourrait conduire a une surévaluation de leur réle dans les

différents modeles du choc allergique.

Auparavant, seules quelques équipes ont étudié superficiellement le réle des
plaguettes chez des souris sauvages dans un modeéle actif du choc allergique. Une
équipe observe une thrombocytopénie et une neutropénie quarante minutes apres
induction d'un choc anaphylactique (235) mais aucune analyse plus approfondie
pour expliquer le phénomeéne n'est mentionnée. Dans un modeéele dépendant des
IgG, des monocytes/macrophages et du FcyRIll, & I'aide d’un sérum de lapin anti-
plaguettes, I'équipe de Finkelman observe une diminution de la sévérité du choc
dans les souris sauvages Balb/c ; cependant, d'apres eux, cette conftribution ne
serait pas réelle et serait la conséquence d'une désensibilisation des macrophages
suite a l'injection du sérum anti-plaquettes. La déplétion des plaguettes obtenue
ensuite par une autre approche indépendante des FcyRs (injection de
neuraminidase, mécanisme de désialylation des plaquettes) ne révele d'ailleurs
aucune confribution de cefte population (16). Ainsi, les plagquettes ne

contribueraient pas a la réaction anaphylactique dans des souris sauvages.

L'anticorps de déplétion plaguettaire utilisé dans I'article 2 (anticorps anti-
GPlba) est un anticorps qui déplete efficacement et spécifiguement les plaguettes
indépendamment des FcyRs. En effet, nous avons observé une déplétion
plaguettaire dans les souris FcyR™! qui est similaire aux souris FCyRIIA'9 (alors que la
déplétion des plaquettes induite par I'anticorps 6Aé est FcyR-dépendant). Ce
mécanisme de déplétion plaquettaire repose sur une thrombocytopénie qui fait
suite O une activation des plaguettes induisant la translocation cellulaire d'une
enzyme q l'origine de la désialylation du GPlba (de maniére similaire a la
neuraminidase exogene utilisée par I'équipe de Finkelman) (257). En effet, les
plaguettes dont le GPlba est désialylé sont reconnues par le récepteur d’'Ashwell-
Morel présents a la surface des hépatocytes et sont ensuite éliminées de la

circulation par ce mécanisme (257). Par ailleurs, comme mentionnée
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précédemment, les anticorps anti-GPlba induisent une activation des plaguettes
(permefttant la translocation cellulaire de I'enzyme) indépendante du FcyRIIA qui
pourrait étre corrélée a une hypothermie survenant quelques minutes aprés
I'injection de cet anticorps chez les souris (observations non publiées). Par
conséquent, on ne peut exclure une activation indirecte des cellules circulantes
(neutrophiles, monocytes etc.) via les médiateurs libérés par les plaquettes activées.
Suite & l'injection de cet anticorps déplétant, ces populations cellulaires
désensibilisées ne seraient alors plus en mesure de répondre au choc allergique.
Dans notre modeéle d’étude, nous limitons ce phénoméne en induisant la
thrombocytopénie trois jours avant le déclenchement du choc allergique.
Néanmoins, cette approche a donc aussi ses limites et pourrait surévaluer le réle
nécessaire attribué aux plaquettes dans les souris FcyRIIA'9. Un autre anticorps
nommeé 6A6 (IgG2a de souris) dont la cible plaquettaire reste inconnue a ce jour,
permet aussi une déplétion efficace des plaquettes; mais il présente le
désavantage d’'étre FcyR-dépendant, ce qui ne constitue pas un outil adapté a
notre modele d'étude de choc allergique qui est dépendant des FcyRs. Néanmoins,
nous avons pu reproduire un effet bénéfiqgue de la déplétion plaquettaire dans le

choc dllergique en utilisant cette approche (observations non publiées).

En plus des anticorps déplétants, les expériences de transfert de plaquettes
ou de surnageant de plaquettes activées dans des souris résistantes au choc
allergiue ont également permis de mettre en évidence une contribution des

plaguettes (Article 2).

Enfin, une derniere approche possible pourrait étre d'utiliser des souris
transgéniques pour le récepteur a la toxine diphtérique. Ces souris expriment le
récepteur a la toxine diphtérique uniquement a la surface des cellules positives pour
le PF4 (plaguettes et mégacaryocytes). Apres injection de la toxine diphtérique, plus
de 99% des plaguettes circulantes exprimant le récepteur d la toxine sont déplétées
(258). Cette approche pourrait s'avérer utile dans I'étude du réle des plaquettes
dans le choc dallergique car elle induit une thrombocytopénie indépendante des
FcyRs. Néanmoins, cela requiert le croisement de ces souris transgéniques avec nos

souris humanisées pour les FCyRs humains.
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D'autres agents utilisés dans notre étude, le romiplostim pour stimuler la
thrombopoiése ou le clodronate pour inactiver les monocytes/macrophages ne sont
pas sans effet secondaire non plus. En effet, le romiplostim, un analogue de la
thrombopoiétine (TPO), pourrait stimuler non seulement |la production de plaquettes
mais aussi la production d'autres cellules. Une analyse effectuée & I'hématométre
aprés le protocole de traitement des souris FcyRIIAlfY au romiplostim montre
effectivement une augmentation en nombre d'autres cellules circulantes
(granulocytes, monocytes, éosinophiles, lymphocytes) (Figure 12). L'augmentation
du nombre de granulocytes et de monocytes, contribuant aussi au choc allergique,
pourrait expliquer en partie la sévérité augmentée et la mortalité des souris FcyRIIA'e
traitées préalablement au romiplostim. |l faut donc rester prudent quant & la

corrélation entre le nombre de plaquettes et la sévérité du choc allergique.
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Figure 12 : Effet du romiplostim sur les autres populations circulantes dans les souris FcyRIIA'e
Représentation du nombre de monocytes, granulocytes, éosinophiles et lymphocytes
circulants dans les souris FcyRIIA'e non traitées (n=3) ou traitées (n=3) avec du romiplostim & 50
mg/kg & JO et J3. Mesure effectuée a J6 & I'aide d'un hématomeétre.

De méme, I'administration de liposomes contenant du clodronate n'est pas
un traitement anodin. Comme montré dans mon étude, en plus de la déplétion des
monocytes/macrophages, les liposomes-clodronate (mais pas les liposomes-PBS)
induisent une augmentation du nombre de neutrophiles circulants (139). Cette
observation pourrait suggérer que les neutrophiles circulants sont activés, soit
directement par le clodronate soit par les monocytes/macrophages rentrant en
apoptose apres ingestion du clodronate, et cela conduit & un recrutement massif de

neutrophiles en circulation. Nous pouvons faire une premiere hypothése suivant
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laguelle les monocytes/macrophages en apoptose sont éliminés de la circulation
par les neutrophiles par le mécanisme de phagocytose. Dans un modele
d'inflammation pulmonaire induit par du LPS, une équipe s'est intéressée a la
phagocytose effectuée par des neutrophiles quand celle effectuée par les
macrophages est insuffisante. Dans ce modele d’'inflammation, les macrophages
inférieurs en nombre comparé aux neutrophiles, les neutrophiles contribuent par
phagocytose a I'élimination des neutrophiles en apoptose (soit un phénomene de
« cannibalisme ») (259). Nous pourrions alors spéculer que le nombre augmenté de
neutrophiles circulants observé apres administration du clodronate permet d’aider ¢
éliminer de la circulation les monocytes/macrophages en apoptose. Ainsi, il est
probable que les neutrophiles « OCCUPES » a phagocyter les
monocytes/macrophages ne soient plus disponibles lors de I'induction du choc
allergique, ce qui pourrait expliquer aussi I'abolifion presque totale du choc
allergique apres fraitement des souris sauvages avec des liposomes-clodronate
(139). Néanmoins, cette hypothése est peu probable en raison de la taille des
neutrophiles nettement inférieure a celle des macrophages. Une deuxieme
hypothese possible de la neutrophilie observée apres traitement par le clodronate
est que les neutrophiles « dgés », ne pouvant plus étre éliminés de la circulation par
les macrophages déplétés, s'"accumulent progressivement dans la circulation. En
effet, en plus de la neufrophilie, une augmentation du nombre de
basophiles circulants est observée (139), dont I'accumulation pourrait aussi étre
expliguée par ce phénomene. Cette deuxieme hypothese est, @ mon avis, la plus

plausible.

De la méme maniere que pour le réle attribué aux neutrophiles et aux
plaguettes, le rble attribué aux monocytes/macrophages dans le choc allergique
doit donc étre affimé avec précaution en raison de la perturbation de

I'hnoméostasie induite par I'ensemble de ces différents traitements.

La souris differe de I'homme par de nombreux aspects, c'est pourquoi le modéele
murin est perpétuellement modelé et amélioré au fur et & mesure des données
acquises sur I'homme. Il est possible non seulement de fransférer des cellules
humaines aux souris (par exemple, des neutrophiles humains (141)), mais aussi

d'utiliser des modeles de souris de plus en plus « humanisés » en y faisant exprimer
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des genes humains. En effet, en plus de I'expression des FcyRs humains, des modeles
de souris sont maintenant capables de produire des IgE et/ou des IgG humaines
(des souris capables de produire des IgG1 humaines sont présentes dans noftre
laboratoire mais leur utilisation est pour I'instant limitée en raison de problemes liés a
la commutation de classes et nofamment une coproduction d'lgG1 humaines et
d’'lgG murines apres immunisation), de différentier des neutrophiles humains (260) ou
des plaquettes humaines (a la condition de dépléter préalablement les
macrophages murins)(261). Ces modéeles se veulent toujours un peu plus proche de

la situation chez I'homme.

Pourtant, une souris la plus humanisée qui soit ne sera jamais I'équivalent de
I'homme. C'est pourquoi, malgré les conditions d'urgence dans lesquelles survient le
choc dllergique, I'analyse d’échantillons de sang de patients ayant développé un
choc allergique est primordiale pour confronter les résultats obtenus chez la souris
aux données cliniques de I'homme. L'étude clinique NASA (Neutrophil activation
during systemic anaphylaxis) menée par différents hépitaux et deux équipes de
recherche en collaboration dont la ndtre, montre une corrélation entre
I'augmentation de I'expression du marqueur d'activation plaguettaire P-sélectine et
la sévérité du choc (grades de sévérité 1 a 4) chez des patients ayant développé un
choc anaphylactique aux curares (résultat préliminaire en cours d'analyse, article 2).
Par ailleurs, une autre étude mentionne une thrombocytopénie de 60% observée
chez deux patients ayant développé un choc anaphylactique a des antibiotiques
(observations non publiées dans (232)). Ces données cliniques pourraient confirmer
mes observations chez la souris et, a plus grande échelle, renforcerait I'idée que
chez I'homme les plaquettes jouent un réle majeur dans le choc allergique, ce qui

ouvrirait I'acces a de nouvelles pistes thérapeutiques (voir article 2).
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VI. Enseignements tirés des modeles murins : « mieux » traiter
I'’anaphylaxie chez I'homme

A I'heure actuelle, le choc allergique peut étre mortel dans certains cas et |l
existe uniguement un traitement symptomatique qui consiste principalement en
I'administration d’adrénaline. Au vue du mécanisme physiopathologique mis en
évidence au cours de mon projet de thése, différentes stratégies thérapeutiques
sont proposées pour contrer le développement du choc anaphylactique chez

'hnomme.

A. Bloguer l'interaction IgG-FcyRIIA

L'interaction entre les complexes immuns (IgG spécifiques associées a
I'allergene) et les FcyRs activateurs est une premiere étape dans I'activation
cellulaire. Nous allons donc examiner différentes options pour empécher cette

interaction, et en particulier I'interaction majeure IgG-FcyRIIA.

1. Enfrer en compétition avec les complexes immuns circulants

Suite a la deuxieme rencontre avec I'allergene, les IgG spécifiques synthétisées
lors de la phase de sensibilisation forment avec I'allergene des complexes immuns
ayant une forte avidité pour les FcyRs dont le FcyRIIA. Une premiéere stratégie
thérapeutique serait d’administrer des IgG non spécifiques, qui ne reconnaissent pas
I'antigéne, en quantité suffisante pour entrer en compétition avec les complexes

immuns circulants interagissant avec le FcyRIIA.

L'administration d'immunoglobulines intraveineuses (IVIg) dans le cas d'un choc
allergique est une option intéressante a examiner (& différencier des IVIg agrégées,
donc non monomeériques, utilisées dans notre modele de choc allergique chez la
souris). Les IVIg sont un mélange polyclonal d’'IgG (I'lgG est I'isotype dominant mais il
y a aussi présence d'IgA et d'IgM en ftres faibles quantités) issu de plasmas de
plusieurs milliers de donneurs différents. Le contréle qualité consiste notamment &

éliminer les éventuels agrégats d’'lgG circulants dans le mélange qui pourraient
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activer les FcyRs. La premiére utilisation des IVIg date de 1951 ; administré par Ogden
Bruton chez un patient présentant une agammaglobulinémie pour pallier au
manque d'immunoglobulines. Puis, leur utilisation en clinique s'est progressivement
étendue a d'autres maladies auto-immunes et inflammatoires telles que les
thrombocytopénies auto-immune et néonatale alloimmune, les neutropénies auto-

immunes ou encore l'uvéite (262-267).

L'activité thérapeutique des IVIg semble dépendante de plusieurs mécanismes
(268). Un premier mécanisme pour expliquer leur propriété anti-inflammatoire serait
leur entrée en compétition avec les IgG mises en cause dans la pathologie. En effet,
la forte quantité d'IVIg présentes en circulation pourrait empécher I'accés des IgG
monomeériques anti-allergene aux FcyRs activateurs de forte affinité et au FcRn (les
FcyRs de faible affinité ne liant que les complexes immuns). L'action par le FcRn,
occupé a recycler les IgG de type IVig et donc moins les IgG monomériques de
type « pathogéne » (ici anti-allergéne), permettrait de diminuer la demi-vie de ces
dernieres, et par conséquent de réguler a la baisse une activation cellulaire par les
FcyRs activateurs de forte affinité. L'efficacité thérapeutique des IVIg via le FCcRn a
d'ailleurs été montrée dans un modele de pemphigoide bulleuse (maladie auto-
immune caractérisée par I'apparition de bulles sous la peau, liée au dépdt
d’'anticorps dirigés confre des desmosomes/hémidesmosomes)(269). Un autre
mécanisme possible serait que, suite a I'administration des IVIg, une conformation
ITAMIi des FcyRs activateurs soit induite, rendant impossible I'activation par ces FcyRs
(comme discuté précédemment). En prenant en considération ces mécanismes
d'action dans le choc allergique, nous pourrions donc anficiper que I'administration
d'lVIlg bloque non seulement I'accés des IgG monomériques et des complexes
immuns circulants au FcyRI, mais aussi que le FcyRIIA sous conformation inhibitrice ne
puisse plus interagir avec les complexes immuns circulants. En outre, le temps de
demi-vie diminué des IgG « pathogénesy pourrait confribuer a éliminer plus
rapidement ces IgG « pathogenes» avant de former davantage de complexes

immuns circulants.

En plus de I'administration des IVIg classiques, une modification préalable de leur
profil de glycosylation permettrait d’augmenter leur efficacité. Plusieurs études ont
évalué I'importance de la glycosylation des IVIg utilisées dans différents modeles

chez la souris. Dans un modele de thrombocytopénie auto-immune, il est montré
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que la glycosylation est nécessaire a I'activité anti-inflammatoire des IVIg pour limiter
la phagocytose des plaquettes (270). En particulier, la présence des acides sialiques
sur la portion Fc des IgG est essentielle a cette activité dans un modéle d’arthrite
induit par des complexes immuns ; et a l'inverse, I'enrichissement en acides sialiques
multiplie par dix les propriétés anti-inflammatoires des IVIg (189). Une autre étude
montre qu’en plus des résidus d'acide sialique, des IgG1 enrichies en galactose
bloguent la voie de signalisation pro-inflammatoire grce a une coopération entre
le FcyRIIB inhibiteur et dectine-1 (récepteur reconnaissant les polysaccharides de
type B-glucanes) (271). Un mécanisme dans lequel I'activité anti-inflammatoire des
IVlg implique le FcyRIIB avait d’ailleurs déja été mentionné dans un modele d'arthrite
montrant une augmentation de [I'expression du FcyRIB & la surface des
macrophages apres traitement (272). Dans le cas du choc allergique, nous pourrions
imaginer que I'administration d’IVIg enrichies en acide sialique et en galactose
induirait une augmentation de I'expression du FcyRIIB & la surface des neutrophiles
(faiblement exprimé & I'état basal) qui modulerait les signaux activateurs émis par le

FcyRIIA & leur surface.

L'administration d'IVIg en cas de choc allergique induit par des IgG chez
I'homme est donc une stratégie thérapeutique qui pourrait étre envisagée pour
empécher a la fois I'interaction des complexes immuns allergene-IgG au FcyRIIA et,
aprés modification du profii de glycosylation, favoriser une réponse anti-
inflammmatoire induite par la coopération entre le FcyRIIB et les lectines (par exemple
dectine-1). En outre, cette stratégie thérapeutique ne prend pas en compte la voie
dépendante des IgE qui, selon les cas, contribue exclusivement ou en complément

de la voie dépendante des IgG.

2. Diminuer la concentration circulante de complexes immuns

A I'état basal, les plaguettes et les neutrophiles n'expriment pas ou peu de
FcyRIIB & leur surface pouvant capter les complexes immuns circulants. Les signaux
activateurs, principalement émis par le FCyRIIA de ces deux populations, ne peuvent
donc pas étre modulés directement par le FcyR inhibiteur membranaire. Une option
thérapeutique potentielle pourrait étre de pallier & ce manque d’expression

membranaire en administrant des molécules capables de capter les complexes
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immuns circulants afin d’empécher leur interaction avec les FcyRs activateurs

membranaires, et particulierement le FcyRIIA.

Cette option thérapeutique s'est concrétisée par le développement de FcyRIIB
solubles actuellement en cours d’'évaluation clinique (essai de phase Il) dans la
thrombocytopénie auto-immune et le lupus érythémateux disseéminé (273). Le FcyRIIB
soluble (protéine recombinante nommée SM101) améliore les symptémes de 75%
chez les patients thrombocytopéniques par augmentation de la numération
plaguettaire et de 40% chez les patients lupiques. Le mécanisme repose sur la liaison
du FcyRIIB soluble aux complexes immuns circulants, puis I'ensemble internalisé par
les cellules endothéliales exprimant le FcRn conduirait & une dégradation par la voie
lysosomale ; a la différence des IgG monomériques toujours recyclées via le FCRn en

parallele de I'autre voie (discuté dans (273)).

L’administration de FcyRIIB soluble dans le cas d'un choc anaphylactique
dépendant des IgG permettrait d’éliminer de la circulation les complexes immuns
afin de limiter I'activation des plaguettes et des neutrophiles. Au vue de la faible
affinité du FcyRIIB pour toutes les sous-classes d'lgG chez I'homme, il serait intéressant
de développer une molécule soluble similaire, mais correspondant au FcyRIIA (H131)
ou au FcyRIIIA (V176) qui sont parmi les affinités les plus fortes pour les sous-classes

d'lgG chez 'homme.

3. Bloguer I'activation du FcyRIIA

Une autre option consiste a bloquer le FcyRIIA activateur, soit en bloquant sa
licison aux complexes immuns, soit en bloquant sa voie de signalisation

intfracellulaire.

La premiere stratégie thérapeutique envisagée est le blocage du FcyRIIA dans sa
partie extracellulaire ou se lient les complexes immuns. J'ai d’'ailleurs montré chez la
souris FcyRIIA'e que I'administration préalable d’un anticorps monoclonal bloquant le
FcyRIIA abolit le choc allergique (Article 2). Un effet indésirable majeur observé dans
les souris FCyRIIA'9 est que I'injection seule de I'anticorps bloquant anti-FCcyRIIA induit
une hypothermie chez les souris. Cette observation suggére que la portion Fc de
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I'anticorps induit probablement un choc ; il serait donc préférable d'utiliser des Fab
de cet anticorps afin de limiter cet effet. Cette stratégie thérapeutique reposant sur
I'anticorps entier a été évaluée en développement préclinique dans le cas du lupus
érythémateux disséminé, de l'arthrite, et de la thrombocytopénie auto-immune
avec I'anticorps monoclonal TTI-314 mais le programme a été suspendu en 2013 sans
précision supplémentaire, probablement en raison de d'une réaction indésirable liee

d la portion Fc de I'anticorps.

La deuxieme stratégie serait de bloquer FcyRIIA dans sa partie infracellulaire pour
bloguer la cascade de signalisation infracellulaire. En effet, la signalisation
intfracellulaire du FcyRIIA (comme les autres FcyRs) repose sur le motif ITAM et
différentes enzymes comme la kinase Syk pouvant constituer une bonne cible
potentielle. En outre, la kinase Syk est commune & la signalisation des FcyRs mais
aussi des FceRs (274), ce qui permettrait d’inhiber simultanément les voies
dépendantes des IgE et des IgG dans le choc allergique. Deux inhibiteurs de la
kinase Syk ont été évalués dans le contexte de I'allergie, la molécule R112 dans le
cas de la rhinite allergique (275) dont le développement a été suspendu en phase I
car aucune différence avec le placebo n'a été observée ; et la molécule PRT2761
qui semble étre prometteuse dans la conjonctivite allergique (276). Egalement
évaluées dans d'autres contextes pathologiques, un autre inhibiteur de Syk
(molécule R406) a permis de diminuer l'inflammation et la destruction des
articulations dans des modeles d’arthrite chez la souris ; ainsi que I'inhibiteur R788 (ou
fostamatinib) actuellement évaluée en phase lll d'un essai clinique pour la
thrombocytopénie auto-immune et en phase Il pour I'anémie hémolytique auto-

immune et pour la néphropathie a IgA (277).

L'inconvénient de cette approche est que les inhibiteurs de Syk ne sont pas
spécifiques des FcyRs et des FceRs (ils inhiberaient aussi les kinases kit, JAK1, JAK3) ; et
I'inhibition de la kinase Syk, contrélant de multiples fonctions biologiques (adhésion
cellulaire, activation plaguettaire, maturation des ostéoclastes, développement
vasculaire etc.), pourrait perturber fortement I'homéostasie (discuté dans (278)). Par
conséquent, cette stratégie thérapeutique permettrait, certes, de cibler a la fois la

voie dépendante des IgG et la voie dépendante des IgE dans le choc
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anaphylactique, mais aussi d'autres fonctions biologiques dont les effets suppressifs

pourraient étre a I'origine de nombreux effets indésirables.

B. Les plaguettes comme cible thérapeutique

Mes résultats sur I'étude des plaquettes dans le choc allergique ont permis de
mettre en évidence une activation plaguettaire pouvant conduire d la formation de
thrombi et de complexes circulants plaguettes-neutrophiles, probablement a
I'origine d’'une amplification de la réaction. Différentes options thérapeutiques

peuvent donc étre envisagées pour contrer ces deux phénomenes observés.

1. Empécher|I'agrégation plaguettaire

Afin de limiter I'agrégation plaguettaire et donc la formation de thrombi, des
anfiagrégants plaguettaires ufilisés en clinique pourraient étre proposés dans le cas
d'un choc allergique. L'aspirine (ou acide acétylsalicylique) est une molécule qui
inhibe par acétylation irréversible I'action des cyclooxygénases intracellulaires (COX-
1 et COX-2) (Figure 13) (279). Une faible dose d'aspirine, utilisée comme
anfiagrégant plaquettaire chez 'homme, inhibe sélectivement la COX-1 blogquant
notfamment la production par les plaquettes de thromboxane A2 (TXA2) et de
prostacycline (PGl2) a partir de la voie de I'acide arachidonique (279). Alors que la
prostacycline a des effets antiagrégant, le TXA2 libéré apres agrégation plaquettaire

amplifie I'activation plagquettaire (280).
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Figure 13 : Mécanisme d’action d'un anti-inflammatoire non stéroidien (NSAID) : I'aspirine
(279)

L'aspirine est indiquée en cas de risque prothrombotique chez I'lhomme (281). Au
cours du choc allergique, la formation de thrombi dans les petits capillaires des
poumons pourraient donc étre prévenue par I'utilisation d’'aspirine. Dans le modele
de souris FCyRIIAT9, je montre d'ailleurs que le traitement préalable de ces souris avec
de I'aspirine diminue la sévérité du choc anaphylactiqgue comparé au groupe non
traité (Figure 14). Par ailleurs, une étude montre dans un modele de sepsis que le
prétraitement des plaguettes humaines avec de I'aspirine limite la production de
NETs par les neutrophiles (227), ce qui suggere un autre mécanisme par lequel agirait

I'aspirine dans le choc allergique.
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Figure 14 : Souris FcyRIIA!e prétraitées ou non avec de I'aspirine puis induction de la HA IVig
Evolution de la température au cours d'une PSA induite par des HA IVIg chez des souris

FcyRlAtg prétraitées (n=4) ou non (n=4) avec de I'aspirine & 10 mg/kg. Pool de deux
expériences réalisées indépendamment.

L'inconvénient de I'aspirine est qu'elle a été décrite comme pouvant étre un
facteur aggravant du choc allergique (282). En effet, I'acétylation des COX inhibant
la voie des prostaglandines favoriserait la voie des leucotrienes, médiateurs
impliqgués dans le choc dllergique (282). Par ailleurs, une étude issue du laboratoire
de Benoit Ho-Tin-Noé montre que ['aspirine, en inhibant la libération de SIP
(sphingosine-1 phosphate) par les plaguettes, augmente la sévérité du choc
allergique (283). En effet, cette équipe montre que la production de S1P, & la fois
par les érythrocytes et par les plaquettes, est nécessaire en cas de profonde
déplétion de S1P comme cela est observé dans le cas d'un choc anaphylactique
induit par injection de PAF (283). Le pool de S1P circulant agit notamment sur le
récepteur S1P2 afin de garantir une contraction basale des cellules musculaires lisses
(soit une tension vasculaire normale) et donc permettre une bonne circulation
sanguine (284). L'aspirine ne semble donc pas étre une option envisageable dans le
traitement de I'anaphylaxie en raison de son action sur la libération de leucotriénes

et celle du pool de S1P plaguettaire.

D'autres antiagrégants plaquettaires utilisés en clinique sont les antagonistes de
I'infégrine GPllbllla (eptifibatide, abciximab, tirofioan). Ces antiagrégants
plaguettaires permettent de bloquer la liaison de I'intégrine GPllIbllla & ses ligands, le
fiorinogéne (interagissant avec une autre intégrine GPlibllla) et Mac-1 exprimé & la
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surface des leucocytes dont les neutrophiles (discuté dans le chapitre V). Leur
meécanisme d'action inhibe donc I'agrégation plaguettaire ainsi que la formation de
complexes plaquettes-neutrophiles circulants dépendant de la GPlIbllla, deux effets
thérapeutiques ayant leur importance dans le choc allergique. Cependant, il a été
montré dans de rares cas que I'utilisation d'anti-GPlIbllla pouvait conduire d une
thrombocytopénie et G une thrombose: une étude montre que I'eptifibatide
(heptapeptide cyclique issu du venin du crotale pygmée) serait a I'origine d'une
activation plaguettaire par le FcyRIIA et par la sous-unité B3 de la GPlibllla (285),
correspondant a la coopération du FcyRIIA et du GPlIbllla discuté dans le chapitre
IV. Dans mon modele de choc allergique, j'ai souhaqité tester cette stratégie
thérapeutique a partir de Fab de I'anti-GPllIbllla. Alors que les Fab anti-GPlibllla
inhibent I'agrégation plaquettaire induite par les IVIg agrégées in vitro (Figure 9)
suggérant une inhibition de la formation des thrombi in vivo, les résultats préliminaires
obtenus dans notre modele de choc allergique ne permettent pas de conclure de
maniere formelle sur le réle bénéfique ou non des Fab anti-GPlibllla ; le probleme
majeur de lI'ufilisation des Fab in vitro étant leur courte durée de vie et leur

biodisponibilité, plus faibles que celles d'une IgG entiere.

Les antiagrégants plaquettaires semblent étre une stratégie séduisante dans le
choc allergique mais leurs effets indésirables (risque d’'anaphylaxie, thrombose)
constituent un vrai risque d’'aggravation de la réaction qui pourrait freiner leur
utilisation dans cette indication thérapeutique, méme aprés des résultats pré-

cliniques probants.

2. Empécher 'interaction plaquettes-neutrophiles

Comme discuté précédemment, la formation de complexes plaquettes-
neutrophiles permettrait une amplification de la réaction anaphylactique. Par
ailleurs, le contact physique entre ces deux cellules semble contribuer a leur
communication (notamment la licison de PSGL-1 & la P-sélectine). Ainsi, bloquer
I'interaction entre les plaquettes et les neutrophiles pourrait constituer une stratégie

thérapeutique prometteuse pour diminuer la sévérité du choc allergique.
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Tout d’'abord, nous pourrions envisager de conirer la formation de complexes
neutrophiles-plaquettes pendant le choc en blogquant l'interaction P-sélectine-
PSGL1. Deux anticorps anti-P-sélectine sont actuellement testés. Dans un premier
essai clinique, I'anticorps monoclonal anti-P-sélectine inclacumab (IgG4 humaine
mutée pour réduire la fixation au complément et 'ADCC) est évalué pour le
traitement et la prévention des maladies cardiovasculaires et athérosclérotiques
(286). Dans un second essai clinique, I'efficacité de I'anti-P-sélectine SelG1 est
actuellement évaluée dans le cadre de la drépanocytose (anomalie de
I'némoglobine a I'origine d’hématies en forme de faucille) pour traiter les crises
vasoocclusives résultant d'un agglomérat d’hématies falciformes, de leucocytes et
de plaquettes (287). Peu d'informations sont communiquées au sujet de I'efficacité
de ces deux anfi-P-sélectine mais si leur mode d’action s’avere protecteur, ils
pourraient étre utilisés dans le cas d'un choc allergique. Il en est de méme pour
I'anticorps anti-PSGL1 bloquant cette méme interaction, actuellement testé en
phase Il d'un essai clinique pour inhiber le recrutement des leucocytes dans la
maladie de Crohn (288).

Pour bloquer l'interaction plaqguettes-neutrophiles, on pourrait également
proposer de bloquer l'interaction CD40-CD40L. Des anticorps monoclonaux anti-
CD40L ont d'ailleurs été testés dans le cadre du lupus érythémateux disséminé.
Malheureusement, en évaluant leur efficacité sur les patients au cours d'un essai
clinique en phase Il, des évenements thrombotiques seraient apparus suite a son
administration et I'essai a été suspendu (discuté dans (289)). In vitro, il a été montré
que des anticorps anti-CD40L induisent une agrégation des plaquettes des souris
FcyRIIA'9, suggérant une activation directe via le FcyRIIA a leur surface (290). Une
étude récente chez le singe montre que I'utilisation de Fab anti-CD40L permet
d'éviter ces complications thrombotiques tout en conservant une efficacité, il est
d'ailleurs maintenant testé chez I'homme dans un essai de phase | dans le
traitement du lupus érythémateux disseéminé (289,291). Si les résultats s’averent
concluant et que les effets prothrombotiques ne sont effectivement pas observés
chez I'homme, cette cible thérapeutique pourrait constituer une bonne option dans

le choc allergique.
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Au vue des effets indésirables observés avec ces difféerentes molécules au cours
des essais cliniques, I'utilisation de Fab ou d’'IgG mutées semble plus prometteuse
que I'anticorps monoclonal entfier capable d'interagir par sa portion Fc avec des
FcyRs, et ainsi induire des fonctions effectrices indésirables. En outre, la combinaison
de différentes approches pour bloquer I'interaction entre plaquettes et neutrophiles

pourrait augmenter I'efficacité thérapeutique de ces molécules.

C. Bloguer I'action des médiateurs PAF et histamine

Plusieurs études sur choc allergique dépendant des IgG montrent que
I'administration préalable d'antagonistes du récepteur au PAF (PAF-R) protége en
partie ou completement du choc, aussi bien chez la souris ayant conservé ses FCyRs
(16,139,141,292) que chez la souris humaniseée pour un ou plusieurs FCcyRs humains
(140,165,293). Par ailleurs, une autre etude montre que des souris déficientes pour le
PAF-R sont protégées du choc allergique (294). De méme, le blocage des
récepteurs H1 de I'histamine par des antagonistes protége en partie d'un choc
allergiqgue dépendant des IgG (139,141,167,292). Dans mon étude (139), je montre
plus précisément une contribution équivalente du PAF et de I'histamine dans la PSA
induite par des IgG2a ; alors que I'histamine prédomine dans les PSA induites par des
IgG1 ou par des IgG2b. Cette divergence de résultats entre les différentes sous-
classes d'IgG pourrait s'expliquer par I'absence de contribution des basophiles en
PSA 1gG2a (139) qui ne liberent alors pas d'histamine contrairement aux PSA induites
par des IgG1/2b. Chez 'homme, contrairement a la concentration d’histamine, la
concentration de PAF a été corrélée a la sévérité du choc allergique (295). Ces
résultats suggerent que le blocage respectif (dans un premier temps) des récepteurs
du PAF et de I'histamine pourrait limiter considérablement le développement du

choc allergique chez I'homme.

Les antagonistes du PAF-R ont été évalués chez I'homme dans le cas de I'asthme
allergique. Apres inhalation de PAF, la molécule UK74505 prévient I'apparition de la
bronchoconstriction, de la neutropénie observée & 5 minutes et de la neutrophilie &

deux heures (296) ; cependant, le développement de cette antagoniste du PAF a
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été suspendu en phase Il sans précision supplémentaire. Deux autres antagonistes
du PAF (molécules WEB2086 et SR27417A) dans le traitement de I'allergie ont été
testés mais sans succes en comparaison du placebo (297,298). Dans le sepsis, un
autre antagoniste du PAF ne présente pas non plus d'efficacité comparé au groupe
placebo (299). Malgré I'efficacité des antagonistes du PAF-R chez la souris, il
semblerait qu'il soit inefficace chez 'homme aux doses administrées et pour ces
indications thérapeutiques. Reste a développer une étude clinique sur I'anaphylaxie

et y tester I'efficacité de ces antagonistes du PAF-R.

Une autre facon de limiter les puissants effets du PAF dans I'organisme serait
de favoriser la dégradation de ce médiateur par ses enzymes d'inactivation. La
demi-vie du PAF est de I'ordre de 3 a 13 minutes en raison de son inactivation rapide
par une famille d’enzymes appelée les PAF acétylhydrolases (300). Lorsque le PAF est
injecté aux souris, il reproduit les signes caractéristiques du choc allergique (301).
Chez I'homme, plus I'inactivation par les PAF acétylhydrolases est lente, plus les
manifestations cliniques de I'anaphylaxie peuvent étre séveres (295). En effet, il
existe une corrélation inverse entre I'activité de ces enzymes et la concentration de
PAF circulante. Cette corrélation inverse laisse anticiper qu'une inactivation rapide
du PAF protege de la sévérité de la réaction et contribue & limiter I'emballement du
systeme. Chez la souris, il a été montré que l'injection préalable de ces enzymes
recombinantes réduisait considérablement la mortalité apres induction d’'un modele
actif du choc allergique (302). L'injection de PAF acétylhydrolases recombinantes
semble donc étre une stratégie thérapeutique potentiellement prometteuse chez

'hnomme.

Concernant I'histamine, les antagonistes des récepteurs a I'histamine,
communément appelés antihistaminiques, sont déja utilisés chez I'homme en
pratique courante notamment pour contrer les réactions induites par des IgE.
Néanmoins, aucune amélioration des manifestations cliniques du choc
anaphylactique n’est observée malgré leur administration presque systématique
suggérant un aufre mécanisme supplémentaire indépendant des IgE (303).
L'enzyme responsable de la dégradation extracellulaire de I'histamine est la diamine
oxydase (304). Confrairement aux PAF acétylnydrolases qui ont suscité un vif intérét
d'un point de vue thérapeutique, I'administration de cette enzyme & I'origine de
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I'inactivation de I'histamine (sous forme recombinante) n'a pour le moment pas été

étudiée.

Dans un deuxieme temps, le blocage simultané des deux médiateurs PAF et
histamine pourrait éfre trés efficace. En effet, j'ai montré dans mon étude chez la
souris sauvage que I'histamine et le PAF sont des médiateurs qui contribuent en
synergie au développement du choc anaphylactique (139). Mon équipe montre
également une conftribution synergique de ces deux médiateurs chez les souris
humanisées pour les FcyRs (167). Le blocage simultané de ces deux médiateurs
pourrait donc étre une stratégie thérapeutique efficace dans le choc allergique
chez I'homme. Tout récemment, un antagoniste des récepteurs au PAF et a
I'histamine, appelé rupatadine (305), a été mis sur le marché en Europe et aux Etats-
Unis pour traiter les cas de rhinite allergique et d’urticaire généralisé. Cette molécule,
si elle s'avérait efficace (notamment dans nos modeéeles d'étude du choc
allergique), ouvrirait de nouvelles perspectives dans le traitement du choc allergique

chez 'homme.

En conclusion, il est possible d'agir a différents niveaux pour contrer le choc
anaphylactiqgue. Une premiere possibilité est tout d'abord d'empécher le
déclenchement de la réaction en inhibant I'interaction entre les complexes immuns
et les FcyRs (IVIg); il est ensuite possible de bloquer les voies de signalisation
intfracellulaire de ces FcyRs (inhibiteurs de Syk ou autres) ; ainsi que les interactions
cellule/cellule amplifiant la réaction (anti-P-sélectine, anti-GPlIbllla) ; et enfin, limiter
les symptébmes du choc en utilisant des molécules capables d'empécher les
médiateurs de s'associer a leur récepteur. Plus la réaction est contrée en amont,
meilleure sera I'efficacité pour lutter contre I'induction puis I'amplification du choc
en systémique. En effet, les multiples voies d’activation aprées engagement des FcyRs
par les complexes immuns aboutissent finalement & la contribution de plusieurs
populations cellulaires capables & leur tour de libérer de nombreux médiateurs
chacun interagissant avec leur propre récepteur. La combinaison de plusieurs
approches thérapeutiques pour agir simultanément a différent niveau, serait un

moyen de limiter au mieux le développement du choc allergique.
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Mechanisms of anaphylaxis in human low-affinity
IgG receptor locus knock-in mice

Caitlin M. Gillis, BSci,*"® Friederike Jonsson, PhD,?® David A. Mancardi, PhD,*? Naxin Tu, PhD,®
Héloise Beutier, PharmD,?” Nico Van Rooijen, PhD,? Lynn E. Macdonald, PhD,® Andrew J. Murphy, PhD,® and

Pierre Bruhns, PhD*?

Background: Anaphylaxis can proceed through distinct IgE- or
IgG-dependent pathways, which have been investigated in
various mouse models. We developed a novel mouse strain in
which the human low-affinity IgG receptor locus, comprising
both activating (hFcyRIIA, hFcyRIIIA, and hFcyRIIIB) and
inhibitory (hFcyRIIB) hFcyR genes, has been inserted into the
equivalent murine locus, corresponding to a locus swap.
Objective: We sought to determine the capabilities of hFcyRs to
induce systemic anaphylaxis and identify the cell types and
mediators involved.

Methods: hFcyR expression on mouse and human cells was
compared to validate the model. Passive systemic anaphylaxis
was induced by injection of heat-aggregated human intravenous
immunoglobulin and active systemic anaphylaxis after
immunization and challenge. Anaphylaxis severity was
evaluated based on hypothermia and mortality. The
contribution of receptors, mediators, or cell types was assessed
based on receptor blockade or depletion.

Results: The human-to-mouse low-affinity FcyR locus swap
engendered hFcyRITA/IIB/IITA/IIIB expression in mice
comparable with that seen in human subjects. Knock-in mice
were susceptible to passive and active anaphylaxis, accompanied
by downregulation of both activating and inhibitory hFcyR
expression on specific myeloid cells. The contribution of
hFcyRIIA was predominant. Depletion of neutrophils protected
against hypothermia and mortality. Basophils contributed to a
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lesser extent. Anaphylaxis was inhibited by platelet-activating
factor receptor or histamine receptor 1 blockade.

Conclusion: Low-affinity FcyR locus-switched mice represent
an unprecedented model of cognate hFcyR expression.
Importantly, IgG-related anaphylaxis proceeds within a native
context of activating and inhibitory hFcyRs, indicating that,
despite robust hFcyRIIB expression, activating signals can
dominate to initiate a severe anaphylactic reaction. (J Allergy
Clin Immunol 2016;uuN:EEN-EEN,)

Key words: Anaphylaxis, 1gG, knock-in mouse model, basophil,
neutrophil, monocyte, macrophage, human FcyR, platelet-activating
factor, histamine

Anaphylaxis is a severe systemic allergic reaction, the reported
incidence of which is increasing worldwide.'” Reactions are
clinically heterogeneous yet characterized by rapid symptom pro-
gression and risk of death: intense vasodilation and bronchocon-
striction can lead to hypotension, hypothermia, tachycardia, and
respiratory distress, which can result in heart and lung failure.
In children the most common causative agent is food, whereas
in adults drug-induced anaphylaxis accounts for the majority of
cases and the majority of fatal reactions. Anaphylaxis is classi-
cally attributed to an IgE-mediated reaction driven by mast cell
activation and release of histamine and tryptase.4

Many cases of human anaphylaxis, in particular anaphylaxis to
drugs, are not accompanied by increased serum tryptase or
detectable antigen-specific IgE levels.”® Alternative IgE-
independent pathways might actually underlie a significant frac-
tion of these anaphylactic events: indeed, non-IgE reactions have
been reported to account for up to 30% of cases of drug-induced
anaphylaxis.” Furthermore, measures of histamine and mast cell
tryptase in patients’ sera do not reflect the severity of reactions,”*'”
whereas serum platelet-activating factor (PAF) levels were found
to directly correlate with anaphylaxis severity.'"'* Supporting
these notions, experimental animal models have demonstrated
that fatal systemic anaphylaxis after intravenous challenge pro-
ceeds through PAF release triggered by non—IgE-dependent path-
ways and in particular by IgG-dependent pathways.'*'* However,
the respective contribution of IgE- and IgG-mediated pathways in
human anaphylaxis remains to be determined.

Passive systemic anaphylaxis (PSA) can be induced in mice
through the transfer of specific IgE or IgG antibodies before
challenge with a specific antigen or through the transfer of
preformed IgG immune complexes. Active systemic anaphylaxis
(ASA) is elicited by immunization with an antigen before
challenge with the same antigen; a polyclonal IgE and IgG
antibody response is generated, and death can result from antigen
challenge. In both models use of the intravenous route for allergen
challenge mimics drug-induced anaphylaxis in patients. ASA
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Abbreviations used
ASA: Active systemic anaphylaxis
BAC: Bacterial artificial chromosome
BAL: Bronchoalveolar lavage
ES: Embryonic stem
HA: Heat aggregated
IVIG: Intravenous immunoglobulin
NK: Natural killer
PAF: Platelet-activating factor
PAF-R: Platelet-activating factor receptor
PSA: Passive systemic anaphylaxis
SSC: Side scatter

does not depend on IgE antibodies, activating IgE receptors, or
mast cells'”'® but rather requires activating IgG receptors (FcyR)
and the contribution of other myeloid cells: neutrophils, baso-
phils, or monocyte/macrophages.'”'” PAF was identified as the
dominant downstream mediator of IgG-induced anaphylaxis,
and PAF alone, like histamine, can reproduce the signs and symp-
toms of anaphylaxis.””*' Thus mouse models suggest a pathway
of anaphylaxis driven by IgG-mediated activation of myeloid
cells and relying on PAF release.

Allergic patients who possess detectable allergen-specific IgE
also possess detectable allergen-specific IgG. These antiallergen
IgG antibodies are mainly of the IgG, isotype, whereas antialler-
gen IgG, antibodies increase after allergen immunotherapy.zz'25
Allergen-specific IgGy levels are considered a good correlate to
successful allergen immunotherapy; however, it remains un-
known whether allergen-specific IgG, participates in or is even
responsible for non-IgE-mediated human anaphylaxis. Human
subjects express a family of IgG receptors (FcyR) comprised of
activating IgG receptors (hFcyRI/CD64, hFcyRIIA/CD32A,
hFcyRIIC/CD32C, hFcyRIIIA/CD16A, and hFcyRIIIB/
CD16B) and a single inhibitory receptor (hFcyRIIB/CD32B),
which all bind human IgG; and mediate most of the biological
functions of IgG.”® Although mice also express both activating
and inhibitory FcyRs, murine FcyRs do not structurally or func-
tionally mirror those of human subjects: differential antibody
binding affinities and variable expression on immune cell subsets
prevent extrapolation from one species to another.”® We reported
previously the induction of anaphylaxis (PSA and fatal ASA) in
mice transgenic either for hFcyRI/CD64 or hFcyRIIA/CD32A
on a background deficient in endogenous mFcyR.'*?” PSA medi-
ated by hFcyRIIA was independent of mast cells and basophils
and relied on neutrophils and monocytes/macrophages,” and
hFcyRI-dependent ASA required neutrophils and PAF release.”’
An important caveat of these results is that they were obtained in
mice expressing only 1 hFcyR in the absence of potential regula-
tory or cooperative effects of other hFcyRs. In a model generated
by intercrossing of 5 different hFcyR-transgenic mice, incorpo-
rating activating and inhibitory hFcyRs, administration of aggre-
gated human IgG to (hFcyRI® hFcyRIIA® hFcyRIIB'
hFcyRIIIA'® hFcyRIIB'®) mice on a mFeyR™" background
was sufficient to trigger anaphylaxis, although the mechanisms
were not addressed.”” However, this model reproduces aberrant
expressions seen in mice carrying the individual transgenes,
including extremely high expression of hFcyRIIB on mouse
monocytes and granulocytes.”
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Here we present a novel mouse model in which we used highly
efficient knock-in technology to insert the entire low-affinity
hFcyR locus into the corresponding mouse locus on chromosome
1. This approach engendered expression of activating hFcyRITA/
CD32A, hFcyRIITA/CD16A, and hFcyRIIIB/CD16B and inhib-
itory hFcyRIIB/CD32B in mice in a manner resembling expres-
sion patterns seen in human subjects. This unprecedented model
permits analyses of the role of hFcyRs and the cell types that
express them in IgG-mediated anaphylaxis within a cognate
context of activating and inhibitory hFcyRs.

METHODS
Mice

VG1505 and VG1543 mice were designed and generated by Regeneron
Pharmaceuticals (Tarrytown, NY) on a mixed 62.5% C57BL/6N and 37.5%
129S6/SvEv genetic background (Fig 1; see also the Methods section in this
article’s Online Repository at www.jacionline.org) and backcrossed 1 gener-
ation to C57BL/6N. Mice were bred at Institut Pasteur (Paris, France) and
used for experiments at 7 to 11 weeks of age. VG1505 and VG1543 mice
demonstrate normal development and breeding patterns. Experiments using
mice were validated by the CETEA ethics committee number 89 (Institut Pas-
teur, Paris, France) under #2013-0103, and by the French Ministry of Research
under agreement #00513.02.

ASA

Mice were injected intraperitoneally on day 0 with 200 g of BSA in
complete Freund adjuvant and boosted intraperitoneally on day 14 with
200 g of BSA in incomplete Freund adjuvant. BSA-specific IgGy, 1gG2.p/c,
and IgE antibodies in serum were titered by using ELISA on day 21, as previ-
ously described.'” Mice with comparable antibody titers were challenged
intravenously with 500 pg of BSA 10 to 14 days after the last immunization.
Central temperature was monitored by using a digital thermometer (YSI,
Yellow Springs, Ohio) with a rectal probe.

PSA

Human intravenous immunoglobulin (IVIG; Gamunex; Grifols, Los
Angeles, Calif) was heat aggregated (HA) by means of incubation at 25 mg/
mL in borate-buffered saline (0.17 mol/L H;BO;5 and 0.12 mol/L NaCl, pH 8)
for 1 hour at 63°C and then diluted in 0.9% NaCl for intravenous injection at
100 pL per mouse. Central temperature was monitored with a digital ther-
mometer with a rectal probe. Control nonaggregated IVIG was similarly
diluted without heating. For hFcyR expression analysis after IVIG-PSA, hep-
arinized blood was sampled 1 hour after IVIG injection. IgE-dependent PSA
was induced by means of challenge with 500 pg of TNP-BSA 16 hours after
passive transfer of IgE anti-TNP (50 pg of clone C48.2). PSA was induced also
by means of PAF injection at 0.3 g per mouse intravenously, and hypother-
mia was monitored immediately afterward.

In vivo blocking and depletion

Anti-FcyRIIA mAbs (clone IV.3, 60 g per mouse) were injected twice
intravenously (24 and 4 hours) before challenge. Note that, unlike in
FcyRITA' mice,”” V.3 administration did not induce hypothermia or symp-
toms of anaphylaxis or platelet depletion. Three hundred micrograms per
mouse of anti-Gr-1 (RB6-8CS5), 300 g per mouse anti-Ly-6G (NIMP-
R14), 30 pg or 60 pg per mouse anti-CD200R3 (Bal03), mAbs, or corre-
sponding rat IgGyy, isotype control mAbs were injected intravenously 24 hours
before challenge. Note that the NIMP-R 14 antibody clone is specific to the Ly-
6G antigen (see Fig El, A-C, in this article’s Online Repository at www.
jacionline.org). Three hundred microliters per mouse of PBS or clodronate li-
posomes was injected intravenously either 24 hours before challenge or both
24 and 48 hours before challenge. The specificity of cell depletion was
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FIG 1. Humanization of the mouse low-affinity receptor locus. Representations are not drawn to scale. A,
Deletion of mouse Fcgr2b, Fcgrd, and Fcgr3 genes in a single targeting step, deleting mouse sequences
from 1:170,956,770 to 1:171,063,353 on mouse Chr1_H3 (based on mouse GRCh38). B and C, Insertion of hu-
man FCGR3A and FCGR2A genes (Fig 1, B) and insertion of FCGR2B, FCGR3B, and FCGR2C genes (Fig 1, C).
The total human sequence inserted in VG1543 mice ranges from 1:161,500,441 to 1:161,679,348 on human
Chr1_qg23.3 based on human GRCh38. Mouse genomic coordinates are in black, human genomic coordi-
nates are in gray, the light gray block arrow indicates hygromycin selection cassettes, dark gray block ar-
rows indicate neomycin selection cassettes, black arrowheads represent Loxp sites, open arrowheads
represent Frt sites, and gray arrowheads represent Lox2372 sites.

evaluated in the blood, spleen, and peritoneal lavage fluid of naive VG1543
mice 24 hours after NIMP-R14 (see Fig E1, C-E). See “Specificity and effi-
ciency of cell depletion strategies” in the Methods section in this article’s On-
line Repository for more information.

The platelet-activating factor receptor (PAF-R) antagonists ABT-491
(25 pg per mouse) or CV-6209 (66 wg per mouse) in 0.9% NaCl were
injected intravenously 15 or 10 minutes before challenge, respectively. The
H;-receptor antagonists cetirizine DiHCI, pyrilamine maleate, or triprolidine
HCl at 300 g per mouse in 0.9% NaCl were injected intraperitoneally 30 mi-
nutes before challenge.

See the Methods section in this article’s Online Repository for details on
generation of knock-in mice, antibodies and reagents, flow cytometry, speci-
ficity and efficiency of cell depletion strategies, and statistics.

RESULTS
Creation of VG1505 (mFcyRIIB~/"mFcyRIII~/~
mFeyRIV~'") and VG1543 (mFcyRIIB~/~"mFeyRIIl =/~
mFeyRIV~/~hFeyRIAXhFeyRIIBK'hFeyRINIAX!
hFeyRIIBY') mice

To delete the mouse low-affinity Fc receptors, a large targeting
vector (BACvec)’'** was constructed to delete 106 kb of mouse
genomic sequence encompassing the mouse Fcgr2b, Fcgr3, and
Fcgr4 genes and used to target VGF1 embryonic stem (ES) cells
(as described in the Methods section in this article’s Online Re-
pository, see Tables E1-E3).>" The low-affinity FcyR deleted
allele (deletion of 1:170,956,770-171,063,353 from Chrl_H3
based on the mouse GRCh38 assembly) was given the designation
VG1505 (Fig 1, A).

To insert human FCGR3A and FCGR2A genes, a BACvec con-
taining 69 kb of the corresponding human sequence flanked by

long mouse homology arms was generated (see the Methods sec-
tion in this article’s Online Repository) and used to retarget
VG1505 ES cells.”' The subsequent allele in which the 3 mouse
low-affinity Fc receptors were replaced with hFCGR3A and
hFCGR2A was given the designation VG1528 (Fig 1, B).
A BACvec was constructed containing an additional 142 kb of hu-
man sequence between a human homology arm homologous to
the end of the human insert in VG1528 and a mouse homology
arm to insert human FCGR2B, FCGR2C, and FCGR3B genes
next to the human FCGR3A and FCGR2A genes. This BACvec
was used to retarget VG1528 ES cells and resulted in an allele
designated VG1543 (insertion of human sequence from
1:161,500,441-161,679,348 on Chrl_qg23.3 based on the human
GRCh38 assembly)’'** in which all 5 human low-affinity FcyR
receptor genes replace the 3 mouse low-affinity FcyR genes
(Fig 1, O). The inserted human low-affinity FcyRs are in the
same order as in the human genome, and the human intergenic se-
quences are retained intact. The bacterial artificial chromosome
(BAC) sequences used encode for the human polymorphic vari-
ants hFcyRIIA(Hy3;), hFcyRIIB(I,3;), hFcyRIIC(Stop,s),
hFcyRIITA(Vsg), and hFcyRIIIB(NA?2); therefore no expression
of hFcyRIIC is expected in VG1543 mice.

VG1543 mice exhibit hFcyR expression patterns on
immune cells comparable with those in human
subjects

First, we determined that VG1505 and VG1543 mice exhibit
normal immune cell composition ( see Fig E2 and Table E4 in this
article’s Online Repository at www.jacionline.org). VG1505
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FIG 2. Human FcyR expression on immune cell populations from VG1543 mice recapitulates expression
patternsin human subjects. A, hFcyRIIA, hFcyRIIB, hFcyRIIIA, and hFeyRIIIB staining on immune cells from hu-
man peripheral blood, as assessed by means of fluorescent antibody labeling and flow cytometric analysis.
Shaded histograms indicate staining with an isotype control antibody, with the exception of hFcylIB, in which
shaded histograms indicate a fluorescence-minus-one control. B, hFcyR staining on immune cells isolated
from different tissues of VG1543 mice, as indicated. Shaded histograms indicate background staining from
VG1505 mice. Data are representative of at least 2 independent experiments (total n > 3). Numbers indicate
the frequency of cells positive for FcyR staining. C, Individual variation in hFcyRIIA expression on basophils
isolated from 4 different blood donors (upper panels) or from 4 different VG1543 mice (lower panels).

mice demonstrate slightly increased frequencies of granulocytes
and monocytes in the blood and spleen and macrophages in the
peritoneum compared with VG1543 (see Fig E2, A-C, in this ar-
ticle’s Online Repository at www.jacionline.org). Furthermore,
VG1505 and VG1543 mice exhibit comparable mFceRI and
mFcyRI expression (see Fig E2, D-F).

To compare the expression pattern of hFcyRs in VG1543
mice with that of human subjects, specific antibody staining and
flow cytometric analysis were performed on cells isolated either
from the blood of healthy human donors or from the blood,
spleen, lymph nodes, bone marrow, peritoneum, and bronchoal-
veolar lavage (BAL) fluid of VG1543 mice. All myeloid cells
examined, including monocytes, macrophages, eosinophils,
basophils, and mast cells, and among lymphocytes B and
natural killer (NK) cells, but not T cells, expressed at least 1
hFcyR (Fig 2, A and B).

We detected hFcyRIIA (CD32A) staining on neutrophils,
monocytes, eosinophils, and platelets from the blood of healthy
human donors (Fig 2, A), as expected,% and from the blood,
spleen, lymph nodes, bone marrow, peritoneum, and BAL fluid
of VG1543 mice (Fig 2, B). VG1543 peritoneal mast cells also ex-
pressed hFcyRIIA. Like human blood basophils, VG1543 blood
basophils expressed variably hFcyRIIA (Fig 2, A and B) but not
basophils from the spleen or bone marrow; the low level of
expression of hFcyRIIA on VG1543 blood basophils is in the
range of expression found on basophils from human donors
(Fig 2, C). As expected, lymphocytes, including B, T, and NK

cells, did not express hFcyRIIA in human subjects and VG1543
mice (Fig 2, A and B); notably, we observed some background
staining for hFcyRIIA on human B cells, as published previ-
ously.”® Thus the hFcyRIIA expression pattern and level are com-
parable between VG1543 mice and blood from healthy human
donors.

In human blood hFcyRIIB was detected at high levels on all
B cells and basophils and at lower levels variably on a proportion
of monocytes (2% to 38% positive, n = 4 donors), whereas other
cells were mostly negative (ie, neutrophils, eosinophils, NK cells,
T cells, and platelets; Fig 2, A, and see Fig E3, A), as ex-
pected.’**> Similarly, VG1543 mice expressed high levels of
hFcyRIIB on B cells from blood, spleen, lymph nodes, and peri-
toneum (Fig 2, B). Furthermore, we observed variation in
hFcyRIIB staining among B-cell subpopulations isolated from
the bone marrow and peritoneum in VG1543 mice (see Fig E3,
B and C, in this article’s Online Repository at www.jacionline.
org). VG1543 mice demonstrated robust hFcyRIIB expression
on monocyte populations in the blood and lymphoid organs, yet
no staining was observed on Ly-6C™ monocytes from the bone
marrow. Only a fraction of donors we analyzed demonstrated
hFcyRIIB expression on blood monocytes (see Fig E3, A, in
this article’s Online Repository at www.jacionline.org), which
is consistent with its previously reported variable expression on
CD14% monocytes and absence of expression on CD14" mono-
cytes.”® Thus VG1543 mice exhibit overexpression of hFcyRIIB
on blood monocytes compared with that seen on human blood
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TABLE Il. Binding and cross-binding of human and mouse IgG subclasses to human and mouse FcyRs

Human Mouse
19G, 19G; 19G; 19G, I9G, 19G3a/c 19G2p 19G3
Human
hFcyRI +++ - +++ +++ - +++ +++ +/—
hFcyRIIA(H131) ++ + + + + + + —
hFcyRITA(R131) ++ + + + ++ + + —
hFcyRIIB + +/— + + — — +/— —
hFcyRIIC + +/— + + — - +/— —
hFcyRIITA(V158) + +/— +++ + — +/— - _
hFcyRIITIA(F158) + +/— ++ + — _ _ _
hFcyRIIIB(NAT) + — ++ — — _ _ _
hFcyRIIIB(NA2) + — ++ — — _ _ _
hFcyRIIIB(SH) + — ++ — — _ _ _
Mouse
mFcyRI +++ = ++ ++ = +++ + +/—
mFcyRIIB - +/— — — ++ + ++ —
mFcyRIII TFaF ++ +/— — 4k + + _
mFcyRIV ++ + ++ +/— - +++ +++ -

Adapted from data reported in Jonsson et al,'’ Bruhns et al,*® Nimmerjahn et al,’” and Mancardi et al*’ and unpublished data.
—, No binding; +/—, very low binding; +, low binding; ++, medium binding; + + +, high binding.

monocytes. Interestingly, hFcyRIIB staining was higher on
Ly-6C"" “patrolling” monocytes than on Ly-6C™ “classical”
monocytes from VG1543 mice (see Fig E3, D), as it is on the anal-
ogous populations in human blood, CD14"°*CD16™ “patrolling”
monocytes, and CD14" “classical” monocytes (see Fig E3, E).
Furthermore, spleen monocytes in human subjects’® and
VG1543 mice express significant levels of hFcyRIIB, reconciling
hFcyRIIB expression on monocytes in this compartment between
human donors and VG1543 mice. Macrophages from the perito-
neum, but not from BAL fluid, of VG1543 mice were found to be
positive for hFcyRIIB (Fig 2, B). Although human basophils ex-
press high levels of hFcyRIIB,?” basophils from VG1543 mice
were negative (Fig 2, A and B). Overall, VG1543 mice appear
to express hFcyRIIB at similar levels on B cells, at the high end
of the range on monocytes, but not on basophils, compared with
human subjects.

Human neutrophils, monocytes, eosinophils, NK cells, and a
small proportion of basophils were labeled positive with an anti-
CD16 antibody recognizing both hFcyRIIIA and hFcyRIIIB (Fig
2,A) in accordance with known hFcyRIITA (NK cells, monocytes/
macrophages, and eosinophils) and hFcyRIIIB expression (neu-
trophils and some basophils).”” Similarly, in the blood and organs
from VG1543 mice, neutrophils stained at high levels and mono-
cyte/macrophages, NK cells, and basophils stained at variable
levels with anti-CD16 (Fig 2, B, and see Fig E3, D). Eosinophils
from VG1543 mice did not show detectable CD16 labeling,
which is in accordance with 25% of human donors (see Fig E3,
F). Interestingly, CD16 was apparent on only 30% to 45% of
NKp46™ NK cells from the spleens of VG1543 mice compared
with 85% to 98% of CD56" NK cells from human blood. Overall,
VG1543 mice appear to express hFcyRIITA and hFcyRIIIB at
similar levels on neutrophils and NK cells and at higher levels
on blood monocytes, but not on eosinophils nor on blood baso-
phils, respectively, compared with human subjects.

Induction and mechanism of ASA in VG1543 mice
Among human low-affinity hFcyRs, the activating IgG
receptors hFcyRIIA and hFcyRIIIA and the inhibitory IgG

receptor hFcyRIIB can bind mouse IgG isotypes
(Table T)'?-2-2833:3840; therefore we explored the capacity of
these receptors to mediate ASA triggered by intravenous BSA
challenge in VG1505 and VG1543 mice immunized with
BSA (see Fig E4 in this article’s Online Repository at www.

jacionline.org). After challenge, VG1543, but not VGI1505,

mice experienced a severe decrease in body temperature and
50% to 100% mortality within 30 minutes (Fig 3, A). Pretreat-
ment of VG1543 mice with blocking antibodies against acti-
vating hFcyRITIA (mAb IV.3)* abolished hypothermia and
mortality (Fig 3, B). hFcyRIIA is expressed by neutrophils,
monocyte/macrophages, eosinophils, basophils, and mast cells
in VG1543 mice. Of these, neutrophils, monocyte/macrophages,
and basophils have been reported to contribute to IgG-PSA in
Neutrophil depletion with either anti-Ly-6G or
anti—-Gr-1 mAbs protected VG1543 mice from ASA but neither
monocyte/macrophage nor basophil depletion affected anaphy-
laxis induction (Fig 3, C, and see Fig E5, B-E). Finally,
PAF-R blockade protected from ASA-associated death and
hypothermia, whereas H;-receptor antagonist cetirizine had no
effect (Fig 3, D, and see Fig E5, F and G). Altogether, the
data obtained in this model of ASA, contingent on hFcyR bind-
ing of mouse IgGs, demonstrate that VG1543 mice present with
anaphylactic symptoms and a fatal reaction dependent on
hFcyRIIA, neutrophils, and PAF. They also demonstrate that
mouse FcyRI, which is still expressed in both VG1505 mice
and VG1543 mice, cannot induce anaphylaxis.

Aggregated human IVIG triggers PSA in VG1543
mice

Although interactions between mouse IgG isotypes and some
human FcyRs can result in induction of anaphylactic reactions
(Fig 3 and Table I),"”*"-** such models are far from recapitulating
the variety of human IgG interactions with both activating and
inhibitory hFcyRs. ™ Therefore we investigated whether anaphy-
laxis could be initiated by triggering human FcyRs in VG1543
mice using aggregated human IVIG as a surrogate for human
IgG-immune complexes. Intravenous injection of 1 mg of
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FIG 3. VG1543 mice are susceptible to ASA dominantly mediated by hFcyRIIA, neutrophils, and PAF.
Indicated mice were immunized and challenged with BSA, and central temperatures and survival rates were
monitored. A, Change in body temperature (upper panel) and survival (lower panel) during BSA-ASA in
VG1505 (crossed circles) and VG1543 (squares) mice. B-D, BSA-ASA in VG1505 and VG1543 mice and
VG 1543 mice treated with anti-hFcyRIIA blocking mAbs or isotype control (Fig 3, B), anti-Ly-6G mAbs or iso-
type control (Fig 3, C), and vehicle (NaCl) or PAF-R antagonist ABT-491 (Fig 3, D). Data are represented as
means * SEMs and representative of at least 2 independent experiments. Numbers indicate mortality
per experimental group; X represents 100% mortality. #P < .05, ##P < .01, and ###P < .001, Log-rank
(Mantel-Cox) test for survival. **P < .01, Student t test of individual time points from 10 to 40 minutes.

HA-IVIG induced PSA (IVIG-PSA) in VG1543 mice, which was
manifested by visual signs and severe hypothermia, with a
maximum temperature loss of 6°C to 8°C 30 to 40 minutes after
injection. This reaction was dependent on hFcyR expression
because VG1505 mice were resistant (Fig 4, A). The dose
response to HA-IVIG demonstrated that hypothermia reaches a
maximum at 1 mg, was lower at 500 or 300 g, and was not
observed at 30 pwg (Fig 4, B, and see Fig E6). Therefore a dose
of 1 mg was chosen for all subsequent episodes of IVIG-PSA

because it consistently induced in VG1543 mice a shock at suffi-
cient magnitude to assess the effect of receptor, cell, and mediator
blockade.

hFcyRIIA and neutrophils contribute to IVIG-PSA in

VG1543 mice
hFcyRIIA blockade protected against both anaphylactic symp-
toms and hypothermia during IVIG-PSA in VG1543 mice
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FIG 4. Aggregated human IVIG triggers PSA in VG1543 mice mediated by hFcyRIIA and neutrophils. A and
B, VG 1505 (circles) and VG1543 (squares) mice were injected with 1 mg (Fig 4, A) or indicated amounts (Fig
4, B) of HA-IVIG, and central temperatures were monitored. C-F, IVIG-PSA (1 mg) in VG1543 mice injected
with anti-hFcyRIIA blocking mAbs (Fig 4, C), toxin-containing liposomes (Fig 4, D), anti-CD200R3 mAbs
(30 pg, Fig 4, E), anti-Ly-6G mAbs (Fig 4, F), or corresponding isotype or PBS controls before anaphylaxis
induction. G, IVIG-PSA (250 p.g) in VG1543 mice injected with indicated amounts of anti-hFcyRIIB blocking
mAbs. White or gray squares indicate treated mice; black squares indicate isotype or vehicle controls. In
Fig 4, A-F, data are represented as means = SEMs and representative of at least 2 independent experiments.
In Fig 4, G, data are represented as mean values of independent experiments. *P < .05 and **P < .01, 2-way

repeated-measures ANOVA.

(Fig4, C), even though VG1543 mice express also hFcyRIITA and
hFcyRIIIB, which might induce cell activation.”**>*' Monocyte/
macrophage depletion caused by toxic liposome administration
had no effect (Fig 4, D), whereas basophil depletion modestly
reduced IVIG-PSA in VG1543 mice (Fig 4, E). However,
neutrophil depletion was protective (Fig 4, F). Appropriate
antibody-mediated cell depletion was confirmed by means of
flow cytometric analysis (see Fig E1 and Fig E5, A), and we
have previously demonstrated efficient monocyte/macrophage
depletion in the blood and spleen after liposome injection.””
hFcyRIIB blockade, even with high doses of blocking mAbs,
did not modulate anaphylactic symptoms in VG1543 mice,
whether induced by optimal (1 mg, data not shown) or suboptimal
(250 pg; Fig 4, G) doses of HA-IVIG. VG1543 mice are suscep-
tible to PSA induced by human IgG, and the reaction proceeds
primarily through neutrophils and the activating receptor
hFcyRIIA, with a minor contribution of basophils, but does not
require monocytes/macrophages and is not negatively regulated
by inhibitory hFcyRIIB.

Changes in hFcyR expression on myeloid cells after
anaphylaxis

It has been proposed that changes in Fc receptor expression can
be used as a biological marker for anaphylaxis or an indicator of
different pathways of activation.”” Therefore we investigated
changes in hFcyR expression on circulating myeloid cell popula-
tions after IVIG-PSA in VG1543 mice. One hour after anaphy-
laxis induction, staining for activating hFcyR receptors was
substantially reduced on neutrophils (Fig 5, A) and Ly-6Chi
(Fig 5, B) and Ly-6C10W (Fig 5, C) monocytes in the blood of
VG1543 mice, entailing almost complete loss of hFcyRIIA on

neutrophils and monocytes and significant downregulation of
hFcyRIII on neutrophils and Ly-6C'Y monocytes (exemplified
in Fig 5, D). Levels of the inhibitory receptor hFcyRIIB were
also significantly reduced on Ly-6C™ monocytes yet unchanged
on Ly—6C10w monocytes and neutrophils. These changes in recep-
tor staining were not merely due to increased quantities of circu-
lating IgG because the injection of nonaggregated IVIG did not
affect receptor expression (Fig 5, A-D). Receptor detection by
anti-hFcyR mAbs might be influenced by prebound human
IgG-immune complexes; however, we confirmed that this was
not the case using a panel of different antibodies with different
recognition sites, both within and outside the ligand-binding re-
gion (see the Methods section and Fig E7 in this article’s Online
Repository at www.jacionline.org). Furthermore, hIgG could be
detected at low amounts on the surfaces of VG1543 neutrophils
and monocytes isolated after IVIG-PSA, yet the limited amount
of bound hlgG that we observe after PSA, particularly on
neutrophils, certainly does not account for the several logs of
reduction in receptor staining intensity (Fig E7). These data indi-
cate active engagement of hFcyR on neutrophils and monocytes
during IVIG-PSA and suggest that these cells are each involved
in responding to IgG-immune complexes, even though, in the
case of monocytes, they might not be required for the induction
of anaphylactic symptoms in VG1543 mice.

PAF and histamine contribute to IVIG-PSA in
VG1543 mice

We assessed the contribution of the mediators PAF and
histamine to IVIG-PSA in VG1543 mice using receptor antago-
nists administered before PSA induction. PAF-R blockade with 2
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FIG 5. Reduction in hFcyR expression on circulating myeloid cell populations after IVIG-PSA. A-C, hFcyRIIA,
hFcyRIIB, and hFcyRIll expression on blood neutrophils (Fig 5, A) and Ly-6C" (Fig 5, B) and Ly-6C'*% (Fig 5, C)
monocytes from VG1543 mice 1 hour after injection of vehicle (NaCl), nonaggregated IVIG (non-agg) or HA-
IVIG and PSA induction (HA-IVIG). Background staining on cells from VG1505 mice is shown 1 hour after
injection of HA-IVIG. Values represent A geometric mean between specific staining and corresponding iso-
type or fluorescence-minus-one control pooled from 3 independent experiments. D, Representative histo-
grams. Background staining of isotype control is indicated by shaded histograms, and VG1505 mice are
indicated by gray histograms. *P < .05 and ***P < .001, unpaired t test with Welch correction.
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FIG 6. The anaphylactic mediators PAF and histamine are responsible for IVIG-PSA in VG1543 mice. PSA
was induced by 1 mg of HA-IVIG, and central temperatures were monitored: indicated mice were pretreated
with the PAF-R antagonists ABT-491 (A) or CV-6209 (B), the H;-receptor antagonists pyrilamine maleate (C)
or triprolidine hydrochloride (D), or vehicle (NaCl). Data are represented as means + SEMs and representa-
tive of at least 2 independent experiments. *P < .05 and **P < .01, VG1543-treated vs control mice, 2-way

repeated-measures ANOVA.

different antagonists (ABT-491 and CV-6209) significantly
reduced the hypothermia associated with IVIG-PSA in VG1543
mice (Fig 6, A and B). Cetirizine, pyrilamine, and triprolidine are
different histamine receptor 1 antagonists that inhibit IgE-
induced PSA to various extents (see Fig E8, A-C, in this article’s
Online Repository at www.jacionline.org). Cetirizine had no
effect on IVIG-PSA in VG1543 mice, unless combined with the
PAF-R antagonist ABT-491 (see Fig E8, D and E). However, pyr-
ilamine and triprolidine significantly reduced the hypothermia
associated with IVIG-PSA in VG1543 mice (Fig 6, C and D).
Of note, the PAF-R antagonist ABT-491 injected at higher doses
did not confer greater protection (see Fig E8, F). Therefore both
PAF and histamine contribute to IVIG-PSA, which is in agree-
ment with the contribution of neutrophils and basophils, in
knock-in mice expressing human low-affinity IgG receptors.

DISCUSSION

We demonstrate here that VG1543 mice, which exhibit genuine
expression of all human low-affinity FcyRs, are susceptible to
IgG-dependent anaphylaxis. VG1543, but not VG1505, mice
experienced severe hypothermia after transfer of aggregated
human IgG or after immunization and challenge with the same
antigen. For the first time, these data show that in a cognate
context of activating and inhibitory human FcyR signaling,
immune complexes formed by either mouse or human IgG can
trigger cell activation, mediator release, and severe anaphylaxis.

Several transgenic mouse models have been developed previ-
ously to investigate the in vivo functions of human FcyRs.'*”
Transgenic approaches have their inherent flaws, however, in
terms of reproducibility of human FcyR expression, heterogene-
ity of transgene expression between subjects of the same geno-
type, and instability between generations, as a result of random
transgene integration into the genome. hFC\(RIIA(Rm)‘g,44
hFcyRIIB(Ip3,)'%," hFcyRIIIA(F,s5)'¢, and hFcyRIIB® (un-
known polymorphic variant)*® mice each use their respective
genuine human promoter to drive transgene expression. Of these,
it appears that only hFcyRITA(R ;3;)*® mice recapitulate the corre-
sponding human expression patterns,”>** whereas hFcyRII-
B(I,3,)'® mice exhibit abnormally high expression on
circulating monocytes and granulocytes, and hFcyRIIIA(F,sg)'®
hFcyRIIIB' mice have aberrant expression on dendritic cells
and eosinophils.””*> Furthermore, the study of hFcyR transgenic
strains necessitates genetic backgrounds lacking endogenous
mFcyRs because mouse and human FcyRs cross-bind human
and mouse IgG, respectively (Table I). hFcyR-transgenic mice
have been studied on a background deficient in the FcRy chain
signaling subunit (FCR'yKO), which lacks functional expression
of mFcyRI, mFeyRIIL, mFeyRIV, and mFceRIL.*’ Unfortunately
FcRyX® mice have deficiencies in signaling through several
non-FcR molecules, including integrin, cytokine, and growth fac-
tor receptors, affecting leukocyte recruitment and vascular hemo-
stasis, and these mice maintain inhibitory mFcyRIIB expression
that can modulate  hFcyR-induced  signaling.*”**°
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A mFcyR™" background, lacking all mouse IgG receptor
expression but maintaining FcR+y chain expression, is a
preferable approach, as exemplified in the generation of
hFcyRIIIA SIIBSIIIASIIIB'E mFcyR™" mice by intercrossing
of the 5 single hFcyR-transgenic strains described above.”

To circumvent the inherent issues of randomly integrated
transgenes, we used gene knock-in technology to generate a
mouse model deficient for the low-affinity mouse IgG
receptor locus (mFcyRIB/II/IVEC; VG1505) and to insert the
human low-affinity IgG receptor locus in its stead (hFcyRIIA
[Hi31]- hFcyRIIB[I»3,]- hFeyRIIC[Stop;s]- hFcyRIIIA[Vsg]-
hFcyRINB[NA2]*; VG1543). Consequently, VG1543 mice
demonstrate hFcyR expression consistent with that observed in
human subjects,”®* with some minor differences: eosinophils
lack hFcyRIITA expression, and basophils lack hFcyRIIB
expression. In addition, hFcyRIITA and hFcyRIIB expression is
higher on blood monocytes compared with values in human
subjects; nevertheless, hFcyRIIB on these cells in VG1543
mice remains very much closer to that observed in
human subjects when compared with the expression reported in
hFcyRIITASIIBIIA SIIIB EmFcyR™"  mice.”” Of note,
VG1543 represents the first mouse model of hFcyRIIA(H,3;)
and hFcyRIITA(V,sg) expression, which is particularly advanta-
geous for the study of human IgG,. Indeed, hFcyRIIA(H;3)
binds significantly better human IgG, than the polymorphic
variant hFcyRITA(R3;), which is expressed in hFcyRIIA trans-
genic animals,*®*°! and hFcyRIITA(V,sg) binds human IgG,,
whereas the polymorphic variant hFcyRIIIA(F,sg), which is ex-
pressed in hFcyRIIIA' mice, does not.****"

Here, for the first time, we identify that within the context of
native coexpression with other activating and inhibitory hFcyRs,
hFcyRIIA drives IgG-related anaphylaxis induction. Indeed,
hFcyRIIA blockade protected VG1543 mice against systemic
anaphylaxis induced by aggregated human IVIG. The transfer of
IVIG aggregated ex vivo mimics the formation of polyclonal hIgG
immune complexes in vivo because the subclass composition re-
flects that of human serum: 63% IgG, 29% IgG,, 5% I1gGs, and
3% 1gG4. All human FcyRs expressed in VG1543 mice bind hu-
man IgG, and IgGs, only hFcyRITA(H,3;) and hFcyRIITA(V5g)
bind human IgG,, and all except hFcyRIIIB(NA2) bind human
1gGy. Yet hFcyRITA(H,3,) binds IgG, with greater than 7-fold
higher affinity than hFcyRIITA(Vsg),”” and therefore the IgG,
component of aggregated IVIG might bias toward
hFcyRIIA(H,3,) engagement over the other hFcyRs expressed
in VG1543 mice. hFcyRIIA blockade also protected VG1543
mice from systemic anaphylaxis and death after immunization
and challenge with the same antigen. This is a less physiologic
model because it relies on human hFcyR cross-binding mouse
IgGs. Among the activating receptors expressed in VG1543
mice, only hFcyRIIA binds mouse IgG, (Table 1), the predomi-
nant IgG isotype produced during ASA immunization, and there-
fore logically predominantly contributes to anaphylaxis
induction.

Although the protective effect of hFcyRIIA blockade in the
setting of IVIG-PSA suggests that hFcyRIIIA and hFcyRIIIB are
not individually capable of triggering systemic anaphylaxis, we
cannot formally exclude a cooperative role of these receptors in
anaphylaxis induction through hFcyRIIA in VGI1543 mice.
Indeed, we could not efficiently block hFcyRIIIA, hFcyRIIIB,
or both in vivo by using available anti-hFcyRIII antibodies (data
not shown). We observed significant hFcyRIIIA/B
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downregulation on circulating neutrophils and monocytes after
IVIG-PSA but not after injection of nonaggregated IVIG (Fig
6), supporting the notion that these receptors are actively
engaging with IgG immune complexes, despite not triggering a
systemic reaction. Indeed, in models of autoantibody-induced
inflammation, hFcyRITA and hFcyRIIIB expressed on neutro-
phils were found to individually and cooperatively promote im-
mune complex-induced reactions; however, hFcyRIIA alone
promoted associated injury and inflammation, whereas
hFcyRIIIB rather mediated homeostatic clearance of immune
complexes,”' % suggesting that hFcyRIIA, but not hFcyRIIIB,
is able to induce detrimental reactions in vivo. Anaphylaxis
induced by aggregated IVIG was also demonstrated in the
hFcyRIITA SIIBEIIASIIB ¥ mFcyR™" mouse model,”” but
the contributing hFcyRs were not identified.

Importantly, VG1505 and VG1543 mice still express the
high-affinity mouse receptor mFcyRI, which is expressed on
monocytes, tissue-resident monocyte-derived cells, and specific
macrophage populations (see Fig E4, F).?°*>* Even so, VG1505
mice were resistant to [IVIG-PSA (and active anaphylaxis) induc-
tion, demonstrating that mFcyRI alone cannot trigger anaphy-
laxis and that anaphylactic reactions in VG1543 mice rely
exclusively on hFcyR triggering. We previously reported that
the human counterpart of mFcyRI, hFcyRI (CD64), was suffi-
cient to induce systemic anaphylaxis in transgenic mice lacking
3 FcyRs and 2 FceRs (but still expressing mouse FC'YRIV).27
For this former study, we used the only reported hFcyRI trans-
genic mouse: it expresses this receptor on monocytes and macro-
phages as in human subjects but also constitutively on
neutrophils, contrary to human subjects.””>> Anaphylaxis in these
mice relied on both neutrophils and monocytes/macrophages.”’
hFcyRIis not expressed in the VG1543 background, and the ques-
tion remains open whether hFcyRI can participate in [gG-induced
anaphylaxis in the context of native hFcyR expression. We have
developed a novel hFcyRI knock-in mouse strain that does not
present the discrepant expression of existing hFcyRI-transgenic
models*”>": hFcyRlI is expressed on monocytes, macrophages,
and dendritic cells but not constitutively on neutrophils (data
not shown). We are currently crossing this mouse strain to
VG1543 mice to create a fully hFcyR-humanized knock-in
mouse model, which should enable us in the future to address
the relative contribution of hFcyRI in a model recapitulating all
hFcyR expression.

Anaphylaxis is driven by the release of anaphylactogenic
mediators from myeloid cells.*”® Therefore the contribution of
any given cell population is determined by the requisite
expression of activating FcyR, the capacity of the cells to
release active mediators, and a cell’s potential for negative in-
hibition of FcyR signaling by expression of inhibitory
FcyRIIB.”” In wild-type mice, pathways of ASA and passive
IgG anaphylaxis rely predominantly on monocyte and/or
neutrophil activation through mFcyRIII, with a minor contri-
bution of mFcyRIV and subsequent PAF release.''"”"
Considering genetic evolution, the functional homolog of
mFEcyRIII is hFcyRIIA and that of mFcyRIV is hFcyRIIIA
(H. Watier, personal communication).” Therefore it is consis-
tent that hFcyRIIA, which exhibits prominent expression on all
circulating myeloid cells, like mFcyRIII, might be the predom-
inant IgG receptor contributing to anaphylaxis in VG1543
mice. We previously demonstrated that transgenic expression
of hFcyRIIA(R;3;) was sufficient to induce PSA and ASA
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and that IgG-induced PSA in hFcyRIIA(R3;)"* mFcyRI/IIB/
115 mice required monocytes and neutrophils.”®

Here we identify that neutrophils are mandatory for anaphy-
laxis in VGI1543 mice, whereas we could not identify a
contribution for monocytes/macrophages, although they express
hFcyRIIA. This discrepancy between mouse models might be due
to expression of inhibitory hFcyRIIB, which is absent in
hFcyRITA(R 3,)'® chw/RI/IIB/IHKO mice but increased on
VG1543 blood monocytes compared with that seen in human sub-
jects. Blood monocytes express hFcyRIIB consistently in
VG1543 mice, but we and others have identified variable
hFcyRIIB on monocytes, particularly CD14' blood monocytes,
and prominent expression on only a fraction of human donors
(see Fig E5, A-E).”® However, spleen monocytes significantly ex-
press hFcyRIIB in human subjects’® and VG1543 mice. Indeed,
hFcyRIIB binds to all subclasses of human IgG™® and therefore
might inhibit monocyte activation after engagement by IVIG ag-
gregates in VG1543 mice. On the one hand, we observed down-
regulation of inhibitory hFcyRIIB on circulating Ly-6C™ and
Ly-6C1°W monocytes after IVIG-PSA, suggesting its engagement
by IVIG-immune complexes and potential inhibitory signaling by
this receptor; on the other hand, hFcyRIIB blockade did not
modulate anaphylactic symptoms in VG1543 mice. hFcyRIIB
and the inhibitory signals it can induce do not appear to regulate
this model of anaphylaxis. These data do not favor a contribution
of monocytes to anaphylaxis in VG1543 mice. However, we
cannot exclude a potential contribution of blood monocytes
(mostly hFcyRIIB negative) to human anaphylaxis.

The contribution of basophils to anaphylaxis models in mice
remains controversial: mIgG,-induced PSA'" and mIgG,,-
induced PSA’® were inhibited after antibody-mediated basophil
depletion, but mIgG;-induced PSA was unaffected in Mcpt8-cre
mice, which exhibit greater than 90% basophil deficiency.” In
an active model of peanut-induced anaphylaxis involving both
IgE and IgG, both antibody- and diphtheria toxin—mediated baso-
phil depletion significantly reduced hypothermia.”’ Human baso-
phils express variable levels of hFcyRIIA and high levels of
hFcyRIIB, yet could not be activated by hIgG immune complexes
in vitro, suggesting that hFcyRIIB-dependent negative regulation
is dominant over hFcyRIIA-dependent basophil activation.’’
VG1543 mice express hFcyRIIA at low levels on circulating ba-
sophils but within the range of that observed on peripheral blood
cells from healthy donors (Fig 2). Unlike human basophils, how-
ever, VG1543 basophils do not express hFcyRIIB: that we do not
identify a major contribution of basophils to anaphylaxis in
VG1543 mice cannot be due to hFcyRIIB inhibition of
hFcyRIIA-mediated signaling.

We reported previously that neutrophils predominantly
contribute to ASA in wild-type mice and that the transfer of
human neutrophils can restore anaphylaxis in resistant mice.'*"”
Neutrophils were mandatory for IVIG-PSA (and ASA) in
VG1543 mice because neutrophil depletion abolished hypother-
mia and protected from death. Both of these anaphylaxis models
were dependent on hFcyRIIA, which is expressed at very high
levels on both human and VG1543 mouse neutrophils, whereas
inhibitory hFcyRIIB expression is found only on a small subset
of neutrophils. This low or absent hFcyRIIB expression implies
that, unlike monocytes, neutrophil activation is not or marginally
regulated by inhibitory hFcyRIIB. Neutrophils also contributed to
hFcyRIIA-dependent PSA in hFcyRIIA(R,3,)'® mFcyRI/IIB/
II%° mice™ in the absence of other hFcyR expression. We
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demonstrate now that the contribution of neutrophils to IgG-
induced anaphylaxis is also predominant in the context of native
hFcyR expression in VG1543 mice. Such an observation is of
crucial consideration when we acknowledge that neutrophils
comprise more than 60% of circulating blood cells in human
subjects.

Finally, we identified that the soluble mediator PAF was
responsible for a significant proportion of IVIG-PSA—induced
hypothermia (and ASA-associated death), a finding concurrent
with a dominant pathway initiated by hFcyRIIA on neutrophils.
Neutrophils are indeed the major producers of PAF in human
subjects.”’ Among the 3 histamine receptor antagonists tested, 2
(pyrilamine and tripolidine) significantly inhibited IVIG-induced
anaphylaxis by themselves, and 1 (cetirizine) only had an effect
when combined with PAF-R antagonists. These findings suggest
that both PAF and histamine contribute to hypothermia and mor-
tality in the VG1543 model. These results are in agreement with
the inefficacy of H,-antihistamine treatment alone on systemic
anaphylactic symptoms in patients. Reports by Vadas and col-
leagues indicate a correlation between levels of circulating PAF,
rather than histamine, with anaphylaxis severity'” and identified
PAF as a central mediator of human anaphylaxis pathogenesis,’”
which aligns with our findings reported herein using locus-
swapped human low-affinity hFcyR™ mice.

Our data indicate that IgG-dependent anaphylaxis in VG1543
mice proceeds through an activating pathway dependent on
hFcyRIIA and neutrophils, with a contribution of basophils and
driven by the mediators PAF and histamine. Although expressed
in this novel knock-in mouse model, hFcyRIIIA and hFcyRIIIB
were not sufficient to trigger anaphylaxis. That such drastic
anaphylaxis induction is possible in the context of native
inhibitory and activating hFcyR expression suggests a similar
pathway can occur in human subjects. VG1543 mice represent an
attractive knock-in model for the study of human low-affinity [gG
receptors, in which the encoding genes remain expressed in their
cognate genetic environment, including intergenic sequences, and
consequently, cell-surface expression largely reflects that of
human subjects. Although the polymorphisms expressed in the
VG1543 mouse represent a section of subjects within the popu-
lation, other subjects express alternate and/or heterozygous
polymorphisms, some of which have been demonstrated to
predispose to immunologic susceptibility or resistance.'* It would
be clinically relevant to extend studies in hFcyR knock-in mice to
understand the effect of hFcyR polymorphisms on cell activation
and subsequent biological responses and therefore on sensitivity
to anaphylaxis or other allergic diseases involving IgG antibodies.
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Clinical implications: In a mouse model of cognate human IgG
receptors expression, hFcyR engagement with IgG immune
complexes induced severe anaphylaxis. These findings benefit

the understanding of human IgG-dependent anaphylaxis,
whether nonclassical (IgE independent) or after IgG-based
therapies.
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METHODS
Generation of mFcyRIIB, mFcyRIll, and mFcyRIV

knockout mice

A targeting construct (Fig 1, A) for deleting mouse Fcgr2b, Fcgr3, and
FcgR4 genes (encoding mFcyRIIB, mFcyRIII, and mFcyRIV, respectively)
in a single targeting step was constructed by using VelociGene technology."’
Mouse sequences were obtained from BAC clone RP23-395F6. A donor frag-
ment was constructed by cloning a neomycin cassette flanked by one lox66
and one lox71 site specific recombination site (lox’d). More specifically, the
5" mouse homology arm, corresponding to 270 bp of mouse sequence located
3796 bp downstream of Fcgr2b, underwent PCR with oligos (see Tables E1l
and E2) and cloned upstream of a mutant lox’d neomycin selection cassette
followed by a mouse 3’ homology arm corresponding to 342 bp of mouse
sequence (PCR with the oligos noted in Tables E1 and E2) located 4001 bp
upstream of the ATG of Fcgr3. This donor fragment was inserted into Escher-
ichia coli strain DH10B containing the mouse BAC clone RP23-395F6 and a
recombination enzyme vector. Cells were grown in drug selection medium.

Upon bacterial homologous recombination (BHR) at the locus, a drug
selection cassette replaces the Fcgr2b, Fcgr3, and Fcgr4 genes. Individual
clones were grown, and the targeted BAC DNA that contains a lox’d drug
cassette in place of the Fcgr2b, Fcgr3, and Fcgr4 genes was extracted. Targeted
cells were identified by means of PCR with the up detect primer set and down
detect primer set (see Tables E1 and E2). Part of the vector was sequenced to
confirm proper mouse-cassette junctions, and pulsed field gel electrophoresis
was used to establish insert size and expected restriction fragment length.

The targeting vector (LTVEC) VGI1505 was linearized and used to
electroporate VGF1 mouse ES cells. Upon BHR at the locus 106 kb of the
endogenous Fcgr2b, the Fcgr3 and Fcgr4 locus is thereby deleted and re-
placed by a lox’d neomycin cassette, resulting in an ES cell that does not ex-
press endogenous Fcgr2b, Fcgr3, and Fcgr4 genes. Correctly targeted ES
cells were introduced into an 8-cell stage mouse embryo by using the Veloc-
iMouse method.™ VelociMice (FO mice fully derived from the donor ES cell)
bearing the deleted Fcgr2b, Fcgr3, and Fcgr4 genes were identified by means
of genotyping for loss-of-mouse allele by using a modification-of-allele assay
(see Table E3).

Generation of knock-in hFcyRIIA(H,34)-
hFcyRIIB(l>35)-hFeyRIIC(Stop13)-hFeyRIIA(V 455)-
hFcyRIIIB(NA2) mice

Targeting constructs (Fig 2, B and C) for subsequent humanization of
mouse mFcyRs by using 2 sequential targeting steps were constructed with
VelociGene technology.”' For the first targeting construct, VG1528, human
sequences were obtained from BAC clone CTD-2514J12. BACvec VG1528
was constructed in 4 steps, as described in Tables E1 and E2. In step 1 a donor
fragment was constructed by cloning a hygromycin cassette flanked by site
specific frt recombination sites (frt’d). More specifically, the 5" BAC backbone
homology arm, corresponding to 384 bp of pBeloBAC1 1, underwent PCR by
using oligos (see Table E1) and cloned upstream of a frt’d hygromycin selec-
tion cassette followed by a human 3" homology arm corresponding to 342bp of
human sequence (undergoing PCR with oligos in Tables E1 and E2) located 19
kb upstream of the human FCGR3A gene (encoding hFcyRIIIA). BHR with
this donor fragment deleted 41 kb from the 5" end of CTD-2514J12, replacing
it with an I-Ceul site and the frt’d hygromycin cassette to make VI209.

In step 2 VI209 was modified by using BHR to insert a PI-Scel site and spec
cassette at the 3" end to make VI212 (see Tables E1 and E2).

In step 3 RP23-395F6 was modified by using BHR to delete the entire 106-
kb mouse low-affinity mFcyR locus (Fcgr2b, Fcgr3, and Fcgr4 genes), re-
placing it with a lox’d neomycin cassette flanked by a 5’ I-Ceul site and a
3" PI-Scel site. The extra PI-Scel site in the backbone was then deleted by
means of Ascl digestion and ligation to make VI208.

In step 4 the 69-kb human hFcyR-encoding fragment from VI212 was
ligated into the I-Ceul and PI-Scel sites of VI208, replacing the lox’d
neomycin cassette to make the final LTVEC VG1528.

For the second targeting construct, VG1543, human sequences were
obtained from BAC clone RP11-697ES. BACvec VG1543 was constructed
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in 3 steps, as described in Tables E1 and E2. In step 1 a donor fragment was
constructed by cloning a spectinomycin cassette flanked by site-specific
recombination sites. More specifically, the 5" homology arm, corresponding
to 59 bp of human sequence and BAC backbone sequence that is 4558 bp
downstream of FCGR3A, was ligated to a spectinomycin selection cassette
followed by a 3" homology arm corresponding to 333 bp of the backbone
sequence in pBACe3.6. BHR with this donor fragment trimmed the human
hFcyR locus on the proximal end of RP11-697ES, deleting the PI-Scel site
to make VI217.

In step 2 VI217 was modified by using BHR with a donor fragment
consisting of 5’ homology arm corresponding to 258 bp of BAC backbone
sequence in pBACe3.6, a frt’d hygromycin cassette flanked by a 5’ Norl site
and a3’ PI-Scel site, and a 3" homology arm corresponding to 274 bp of human
sequence 1188 bp upstream of FCGR2B to make VI222.

In step 3 the 47-kb mouse distal homology arm with lox’d neomycin
cassette from VI208 was ligated into the Notl and PI-Scel sites of V1222, re-
placing the frt’d hygromycin cassette to make the final LTVEC VG1543.

The targeting vectors were linearized and used to electroporate mouse ES
cells.”? Upon BHR at the locus, 106 kb of the endogenous mouse low-affinity
FcyR locus (Fegr2b, Fcgr3, and Fcgr4 genes) is thereby deleted and replaced
by human FCGR2B, FCGR3B, FCGR2C, FCGR3A, and FCGR2A genes (en-
coding hFcyRIIB variant I35, hFcyRIIIB variant NA2, hFcyRIIC variant
stop,3, hFcyRIIIA variant V,sg, and hFcyRIIA variant H;3,) by sequential tar-
geting of VG1528 and VG1543, resulting in an ES cell that expresses low-
affinity human hFcyR genes instead of endogenous low-affinity mouse
mFcyR genes. Correctly targeted ES cells were introduced into an 8-cell stage
mouse embryo by using the VelociMouse method.” VelociMice (FO mice
fully derived from the donor ES cell) bearing the human FCGR2B, FCGR3B,
FCGR2C, FCGR3A, and FCGR2A genes were identified by means of geno-
typing for loss-of-mouse allele and gain-of-human allele by using a
modification-of-allele assay (see Table E3).

Antibodies and reagents

BSA, complete Freund adjuvant and incomplete Freund adjuvant, and
ABT-491 were from Sigma-Aldrich (St Louis, Mo); Cetirizine DiHCI was
from Selleck Chemicals (Houston, Tex); and TNP-BSA was from Santa Cruz
Biotechnology (Dallas Tex). Fluorescently labeled anti-mouse CD11b, CD43,
CD49b, CDI115, CD335 (NKp46), Ly-6C, Ly-6G, Gr-1, B220, IgD, and
Siglec-F were from BD Biosciences (San Jose, Calif); anti-mouse CD19 and
IgM were from BioLegend (San Diego, Calif); and anti-mouse IgE was from
eBioscience (San Diego, Calif). Fluorescently labeled anti-human CD3,
CDl11b, CD14, CD15, CD19, and CD56 were from Miltenyi Biotec (Bergisch
Gladbach, Germany); anti-human CD61 and CD16 (3G8) were from BD
Biosciences; and anti-hFcyRIIA (IV.3) from STEMCELL Technologies
(Vancouver, British Columbia, Canada). Fluorescently labeled anti-hFcyRIIB
(2B6) in a chimeric mouse-human IgG1 N,g7A form was prepared in house.

PBS and clodronate liposomes were prepared, as previously published."*
The hybridoma-producing mAb anti-hFcyRIIA (IV.3) was provided by C.
L. Anderson (Heart & Lung Research Institute, Columbus, Ohio), anti-Gr-1
(RB6-8C4) was provided by R. Coffman (DNAX Research Institute, Palo
Alto, Calif), and anti-Ly-6G (NIMP-R 14) was provided by C. Leclerc (Institut
Pasteur, Paris, France). mAbs were purified from hybridoma supernatants by
means of protein G affinity purification. Purified anti-Bal03 mAbs were pro-
vided by H. Karasuyama (Tokyo Medical and Dental University Graduate
School, Tokyo, Japan).

Tissue processing

Cells were isolated from the blood and organs of VG1505 and VG1543
mice as follows. Spleens were dissociated through a 70-pm cell strainer into
MACS buffer (PBS/0.5% BSA/2 mmol/L EDTA), and RBC lysis was
performed with an ammonium chloride-based buffer. For isolation of skin
cells, ears were split into dorsal and ventral halves and roughly chopped before
digestion with 0.25 mg/mL Liberase TL ResearchGrade (Roche, Mannheim,
Germany) plus 0.1 mg/mL DNase (Sigma) for 1 hour at 37°C (800 rpm;
Eppendorf Thermomixer), washed with 10X volume of PBS/10% FBS/
2 mmol/L EDTA and processed through a 100-wm cell strainer. Livers were
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perfused with cold PBS before dissection and processed with the Gentle-
MACS liver dissociation kit and the Octo Dissociator (Miltenyi Biotec). Cells
were isolated from the peritoneum by means of lavage with 6 mL of cold PBS;
BAL was performed 3 times with 1 mL of PBS. For blood leukocyte analysis, a
precise volume of heparinized blood was subjected to RBC lysis and washed
with MACS buffer.

Flow cytometry

Human EDTA-collected blood was obtained from the blood bank
Etablissement Francais du Sang. After red blood cell lysis, leukocytes were
stained with fluorescently labeled mAbs for 30 minutes at 4°C. Human
cell populations were distinguished as CDI57CD193~ neutrophils,
CD193%CD15"™" eosinophils, CD3™ T cells, CD19™ B cells, CD56" NK
cells, CD123"CD203c¢"*"FceRI™ basophils, CD14" monocytes, CD14™C-
D16"" classical monocytes and CD14'°¥CD16" patrolling monocytes, and
CD61 " platelets.

Isolated single-cell suspensions from mouse blood and organs were stained
with fluorescently labeled mAbs for 30 to 40 minutes at 4°C. Mouse cell
populations were distinguished based on forward scatter/side scatter (SSC)
characteristics and by surface markers as follows: neutrophils (CD11b* Ly-
6CLy-6G™), monocytes (classical CD11b*Ly-6G ™ Ly-6C™ or patrolling
CD11b"Ly-6G~ CD115"Ly-6C""), peritoneal macrophages (CD11b"Gr-
1'°%), alveolar macrophages (CD11c™), liver and bone marrow macrophages
(CD11bMGr-1"""F4/80"), eosinophils (CD11b™* Siglec-F"SSC™), basophils
(CD45""mIgE*CD49b™), mast cells (mIgE*CD49b"CD117"), platelets
(CD417), T cells (CD3"; CD4*/CD8™), B cells (CD19"/B220", subpopula-
tions as in Fig E4), and NK cells (NKp46*CD49b™).

hFcyRIIA was identified by the specific mAb clone IV.3. hFcyRIIB was
identified by the clone 2B6™ expressed as a chimeric mouse-human IgG,
N,97A variant to inhibit unspecific binding through the Fc portion of the anti-
body. We used an anti-CD16 antibody (clone 3G8) to characterize jointly
hFcyRIIIA and hFcyRIIIB expression because we could not identify, by using
a series of commercially available anti-CD16 antibodies, an antibody able to
distinguish surface expression of hFcyRIITA(Vsg) from hFcyRIIIB(NA2). In
Fig E7 the anti-CD32 clone FLI8.26 defines hFcyRIIA+B expression, the
anti-CD32(R131) clone 3D3 defines hFcyRIIB expression only because
VG1543 mice express the H131 variant of hFcyRIIA, and the anti-CD16 clone
MEM-154 defines hFcyRIIIA +B expression. mFcyRI was identified by using
the specific clone X54-5/7.1 (BD Biosciences).

For ex vivo binding of cells with human IgG, blood cell suspensions were
incubated first with aggregated IVIG (20 pg/mL) for 1 hour on ice and then
stained with a fluorescently labeled antibody cocktail, including anti-human
IgG Fab-specific goat F(ab’), fragment (Jackson ImmunoResearch, West
Grove, Pa). Cells isolated from VG1543 mice after IVIG-PSA were stained
with the secondary antibody alone.

Samples were run on a MACSQuant flow cytometer (Miltenyi Biotec), and
data were analyzed with FlowJo Software (TreeStar, Ashland, Ore).

Specificity and efficiency of cell depletion strategies

Appropriate antibody-mediated cell depletion with anti-Ly-6G (NIMP-
R14) and anti-CD200R3 (Ba103) was examined by means of flow cytometric
analysis. NIMP-R14 treatment (300 pg) efficiently depleted neutrophils in the
blood, spleen, and peritoneum (Fig E1). Percentages of total CD11b"CD115™
monocytes in the blood and CD11b* Gr-1" monocytes in the spleen were un-
affected, whereas percentages of CD11b"F4/80" macrophages in the perito-
neum increased slightly. The percentage of blood basophils was slightly
increased, but total numbers were unaffected, and spleen basophils and peri-
toneal mast cells were not affected. However, we observed that the frequency
of Ly-6C" monocytes decreased and the frequency of Ly-6C'°™ monocytes
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increased after NIMP-R 14 treatment, a phenomenon that might reflect epitope
masking by NIMP-R14 because of low-level cross-recognition. Therefore
NIMP-R14 efficiently depletes neutrophils, with some effects on other cell
populations. Bal03 administration at 30 wg per mouse induced basophil
depletion in the blood and spleen without affecting circulating neutrophils
and monocytes or peritoneal mast cells (Fig E3 and data not shown). Yet baso-
phil depletion was incomplete (up to 70%) and not uniformly efficient across
subjects (see Fig E3, A). Therefore we administered Bal03 at a 2-fold greater
dose (60 g per mouse). Although we could not detect a significant increase in
depletion compared to the 30 pg dose (data not shown), this increased dose
indicated a minor contribution of basophils to anaphylaxis severity (Fig 4, E).

We have previously demonstrated efficient monocyte/macrophage deple-
tion in the blood and spleen after intravenous liposome injection,”® whereas
peritoneal macrophages remained intact. In an effort to achieve complete
monocyte/macrophage depletion, we combined multiple injections of clodro-
nate liposomes with different routes of administration, resulting in higher total
liposome load: however, these approaches were inconclusive, and although we
were efficiently able to deplete resident macrophages, we observed increases
in numbers of circulating inflammatory monocytes and wildly inconsistent re-
sponses during IVIG-PSA. Indeed, toxic liposomes can affect all phagocytic
cell populations, and approaches to increase their efficacy also augment
nonspecific effects. For this study, we confirmed that the ability of macro-
phages to mediate thrombocytopenia (reflecting capacity to engage and engulf
antibody-bound cells and, by logical extension, immune complexes) remains
intact after antibody-mediated depletion strategies (eg, NIMP-R14 or Bal03)
but is blocked after intravenous clodronate liposome injection at the doses
used herein.

Statistics

Statistical analyses were performed with Prism software (GraphPad
Software, La Jolla, Calif). Survival was analyzed by using a log-rank
(Mantel-Cox) test to compare test subjects and control subjects. Temperature
loss during ASA was compared with a Student 7 test of individual time points,
excepting Fig E5, G, in which groups were compared using a 2-way repeated
measures ANOVA. Temperature loss during PSA was compared by using 2-
way repeated-measures ANOVA, except in Fig E8, E, in which groups were
compared by using a Student 7 test at 30 minutes. hFcyR expression in Fig
5 and Fig E7 was compared by using an unpaired ¢ test with the Welch correc-
tion for unequal variances. Percentages of immune cell populations in Table
E4 were compared using an unpaired ¢ test.
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FIG E1. Antibody clone NIMP-R14 specifically targets Ly-6G antigen and efficiently depletes neutrophils
in vivo. A-C, Blood sampled from naive mice (pool of n = 4) was stained with fluorescein isothiocyanate-
conjugated NIMP-R14 in combination with fluorescent antibody clones 1A8 (anti-Ly-6G; Fig E1, A), RB6-
8C5 (anti—-Gr-1, binds Ly-6C and Ly-6G; Fig E1, B), or anti-Ly-6C (Monts 1; Fig E1, C) with or without preblock-
ing with an excess of unconjugated NIMP-R14 or 1A8. Staining was assessed by using flow cytometry, and
representative plots are shown pregated on single live CD11b™ cells. D-F, VG1543 mice were treated with
300 pg of NIMP-R14 or rat isotype control antibody (rlgG,y), blood and tissues were sampled 24 hours later,
and frequencies of specific cell populations were determined by using flow cytometry: gating strategies are
shown, as are frequencies of neutrophils and monocyte/macrophages in the blood (Fig E1, D), spleen (Fig
E1, E), and peritoneum (Fig E1, F). G-I, Percentage of basophils in the blood (Fig E1, G) and spleen (Fig E1, H)
and mast cells in the peritoneum (Fig E1, /). Fig E1, D-F, Data are pooled from 2 independent experiments.

H Spleen Basophils
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FIG E2. VG1505 and VG1543 mice demonstrate normal immune cell composition of major compartments
and comparable expression of mFceRI and mFcyRI. A, Spleens taken from VG1505 and VG1543 mice were
comparable in size. B and C, Leukocyte counts in total blood were enumerated by using an automatic blood
cell analyzer (Fig E2, B), and frequencies of blood immune cell populations (Fig E2, C; see also Table E4)
were determined by using flow cytometry. D, mFceRI expression on peritoneal mast cells from VG1505
and VG1543 mice: representative histograms are shown, and values represent A geometric mean between
specific staining and isotype control. E, Anti-IgE staining on basophils in the blood, spleen, and bone
marrow as a surrogate measure of mFceRIl expression. F, Representative histograms showing mFcyRI
expression on various monocyte and macrophage populations isolated from VG1505 and VG1543 mice.
*P<.05, **P < .01, ***P < .001, Student t-test.
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FIG E3. Variability in hFcyR expression on monocytes and eosinophils from different human blood donors.
B cells and monocytes exhibit subpopulation-distinct variation in hFcyR expression. Cells were isolated
from the blood of healthy human donors (A, E, and F) or bone marrow (B), peritoneum (C), or blood (D) of
VG1543 mice for flow cytometric analysis. Fig E3, A, Variable expression of hFcyRIIB on monocytes from the
blood of 4 different human donors. Numbers indicate frequencies of cells positive for FcyR staining. Fig E3,
Band C, Representative histograms showing hFcyRIIB expression on VG1543 B-cell subpopulations: mature
B cells (B220"CD43 IgM*IgD") and (B220'°“CD43") immature (IgM™), pro (IgM~) and pre (IgM IgD")
B cells from the bone marrow (Fig E3, B) and peritoneal Bla (IgM*CD11b*IgD'®"¥) and B2
(IgM*CD11b " 1gD") cells (Fig E3, C). Numbers indicate A geometric mean between specific staining and
fluorescence-minus-one controls. Data are representative of at least 2 independent experiments (n > 3).
Fig E3, D and E, Discrimination of classical versus patrolling monocyte subsets in the blood of VG1543
mice (Fig E3, D) or human donors (Fig E3, E). Differential hFcyRIIA, hFcyRIIB, and hFcyRIll expression on
monocyte subsets is shown by representative histograms. Shaded gray histograms indicate background
staining from VG1505 mice; shaded blue histograms indicate background staining with an isotype control
antibody (hFcyRIIA and hFcyRlll) or a fluorescence-minus-one control (hFcyRIIB). Fig E3, F, Variable expres-
sion of hFcyRIIl on eosinophils from the blood of 4 different human donors.
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FIG E4. Immunization with BSA in complete Freund adjuvant/incomplete Freund adjuvant induces BSA-
specific IgG, and IgG, in VG1505 and VG 1543 mice. Anti-lgG4 (A) and anti-lgG2,/c (B) BSA-specific ELISA
results from 2 independent experiments are represented as serial dilution curves of individual mouse sera
and as average curve (insets). VG1505 (dashed black line) and VG1543 (solid black line) mice exhibit com-
parable antibody titers. excl/** (blue line), Mice that were excluded from challenge because of low antibody
titers. Positive (pos [red line]) and negative (neg [dotted black line]) ELISA controls are indicated.
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FIG E5. Basophils, monocyte/macrophages, and histamine were not found to contribute to BSA-ASA in
VG1543 mice. A, VG1543 mice were treated with 30 pg of anti-CD200R3 (Ba103) or rat isotype control anti-
body (rlgG,;,), and blood and tissues were sampled 24 hours later: representative gating strategy and per-
centage of basophils in the blood and spleen and percentage of mast cells in the peritoneum. B-G, Change
in body temperature and survival during BSA-ASA in VG1505 and VG1543 mice and VG1543 mice treated
with anti-Gr-1 mAbs (Fig E5, B), toxic liposomes (Fig E5, C and E), anti-CD200R3 mAbs (Fig E5, D), the
H,-receptor antagonist cetirizine (Fig E5, F), the PAF-R antagonist ABT-491 (Fig E5, G), or respective controls.
Data are represented as means = SEMs and are representative of at least 2 independent experiments.
Fig E5, E, BSA-ASA with high mortality in VG1543 mice treated with PBS or toxin-containing liposomes
before challenge (repeat of Fig E5, C). Fig E5, G, BSA-ASA with no mortality in VG1543 mice treated or
not with PAF-R antagonist before challenge (repeat of Fig 3, D). *P < .05, Student t-test of individual time
points from 10 min; ***P < .001 2-way repeated measures ANOVA.
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FIG E6. PSA-induced hypothermia of VG1543 mice after injection of high-dose HA-IVIG or basophil
depletion. A, VG1543 mice were injected with indicated amounts of HA-IVIG, and central temperatures were
monitored. Data are represented as individual replicates of each dose. B, VG1543 mice treated with 30 g of
anti-CD200R3 (Ba103) or isotype control 24 hours before injection of 1 mg of HA-IVIG and PSA induction.
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FIG E7. Observed reduction in hFcyR expression on circulating myeloid cell populations after IVIG-PSAis not
due to binding inhibition by surface-bound higG. A-C, hFcyR expression on blood neutrophils (Fig E7, A), Ly-
6C" (Fig E7, B), and Ly-6C'°" (Fig E7, C) monocytes from VG 1543 mice 1 hour after injection of nonaggregated
IVIG (non-agg) or HA-IVIG (leading to PSA). Only nonblocking antibodies were used for detecting hFcyR
expression to avoid competition with ligand (ie, IVIG) binding: anti-CD32 clone FLI8.26 defines hFcyRIIA+B
expression, anti-CD32(R131) clone 3D3 defines hFcyRIIB expression, and anti-CD16 clone MEM-154 defines
hFcyRIIIA+B expression. Background staining on cells from VG1505 mice is shown 1 hour after injection of
HA-IVIG. Values represent geometric mean of specific staining pooled from 3 independent experiments.
**P< .01 and ***P < .001, unpaired t test with Welch correction. D, Staining of surface hlgG-bound ex vivo
by incubating blood neutrophils and monocytes isolated from naive VG1543 mice (left histograms) or
PAF-injected VG1543 mice (central histograms; 0.3 pg of PAF injected intravenously to induce PAF-
dependent anaphylaxis) with HA-IVIG (20 pg/mL). These histograms were compared with histograms (right)
representing staining of surface higG bound in vivo to blood cell populations isolated 1 hour after IVIG-PSA.
Representative histograms are shown from 2to 3independent experiments (n>3). Shaded histogramsrepre-
sent labeling with secondary antibody alone (/eft and central panels) or fluorescence-minus-one control
(right panels).
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FIG E8. Role of mediators in PSA. A-C, Antihistamine treatment inhibits IgE-PSA: VG1505 mice were sensi-
tized by means of transfer of anti-TNP-specific IgE and challenged with TNP-BSA. A-C, Indicated mice were
injected intraperitoneally with the H4-receptor antagonists cetirizine (300 pg; Fig E8, A), pyrilamine (300 pg)
30 minutes before challenge (Fig E8, B), or triprolidine (200 w.g) 20 minutes before challenge (Fig E8, C). NB
triprolidine was injected at 200 g per mouse in Fig E8, C: this dose was increased to 300 pg for IVIG-PSA
pretreatment (Fig 6, D). D and E, VG1543 were treated with cetirizine alone (Fig E8, D) or in combination with
the PAF-R antagonist ABT-491 (Fig E8, E) before IVIG-PSA. Data are representative (Fig E8, D) or collated
from 6 independent experiments (Fig E8, E). **P < .05, VG1543 + PAF-R antagonist vs VG1543 + PAF-R
antagonist + antihistamine, Student t test at 30 minutes. ***P < .001, VG1543 controls versus
VG1543 + PAF-R antagonist and VG1543 controls versus VG1543 + PAF-R antagonist + antihistamine. F,
Administration of the PAF-R antagonist ABT-491 at an increased dose does not confer increased protection
from IVIG-PSA: VG1543 was injected intravenously with 25 or 100 png of the PAF-R antagonist ABT-491 15 mi-
nutes before induction of IVIG-PSA.



TABLE E1. BACvec description

BACvec Step

Description BHR donor and cassette

Recipient
BAC Process

Product name selection

Drug

Primers for detection

1505

1528

1543

1

Deletion of the mouse low FCGRs, deleting (mFcR 5" up [1]/mFcR 3’ up Xbal [1a])-I-
106 kb (Fig 1) Ceul-PGKp-em7-neoR-pA-lox2372-(5’

down Sacl/mFcR 3’ down)

Trim human FCGR locus on the distal end of (5" down loxp pbelo/3’ del loxp [Kpnl])-1-
human BAC CTD2514j12, insert an I- Ceul-frt-UbCp-em7-hyg-pA-(5’ down
Ceul site at the distal end, deleting 41 kb primer-Sacl [h14]/3" down primer [h15])

Insert PI-Scel site into the proximal end (5" up primer [h4]/3" up primer Xhol [h5])-
human BAC construct VI-209 PI-Scel-Spec-(del cm [AvrII]/3" up

homology CM pbelo)

Deletion of the mouse low FCGRs (106 kb) (mFcR 5 up [1]/3" up mFcgR-2b Nhel
and inserted I-Ceul and PI-Secl sites primer [2; Rev])-I-Ceul-loxp-PGKp-em?7-
flanking neoR (VI207) and then removed neoR-pA-loxp-PIScel(mFcR 5’ down
the extra PI-Scel site by Ascl, digestion Apal[7; Rev]/mFcR 3’ down)
and ligation, to make VI208

Ligate human FCGR fragment 72.3 kb from VI212: I-Ceul-hygR-72.3 kb of human
VI212 into VI208 replacing neoR FCGRs-PI-Scel

Trim human FCGR locus on the proximal (5" up-[h40]/3" up-AvrIl [h42])-specR-(5’
end of human BAC RP11-697e5, deleting  kpn del loxp bac3.6 [B10a]; Rev]/5" down
PI-Scel site (Fig 1) loxp pbelo [Rev])

Insert NotI and PI-Secl sites flanking hygR (3’ up homology CM pbelo [Rev]/5’ pbelo
at the distal end of VI217 del cm Nsil w/Notl [Rev])-Notl-Pgk-

hygR-PI Scel (5" down Sall (h10 [Rev])/3’
down (h11 [Rev])

Ligate mouse distal homology arm 47 kb~ NotI-PGKp-em7-neoR-pA-lox2372-47 kb of
from VI-208 into VI222 replacing hygR human FCGRs-PI-Scel

RP23-395f6 BHR

CTD2514j12 BHR

VI-209 BHR

RP23-395f6 BHR, Digestion/
and VI207  ligation

VI208 Ligation

RP11-697e5 BHR

VI-217 BHR

VI-222 Ligation

1505

VI-209

VI-212

VI207 and
VI208

1528

VI-217

VI-222

1543

kan cm

hyg cm

hyg spec

kan cm

cm hyg

spec cm

hyg spec

neo spec

mFcR 5" up detect (3), mFcR 3’
down detect

5'pbelo loxp detect, 3" down detect
(h16)

5" up detect (h6), 3" pbelo-cm
detect

mFcR 5 up detect (3), mFcR 3’
down detect

mFcR 5’ up detect (3), mFcR 3’
down detect (9)

5" up detect (h41), 5’ del loxp
detect (b14 [Rev])

3’ pbelo del cm detect (Rev), 3’
down detect (h12 [Rev])

3’ pbelo del cm detect, 3" down
detect (h12)
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TABLE E2. List of primers

GILLIS ET AL 13.e12

Primer name

Sequence (5'-3')

mFcR 5" up (1)

mFcR 3" up Xbal (la)

mFcR 5" up detect(3)

5" down Sac PI Sce

mFcR 3" down

mFcR 3" down detect

5" down loxp pbelo

3" del loxp (Kpnl)

5’ pbelo loxp detect

3" down detect (h16)

5" down primer-Sacl (h14)

3’ down primer (h15)

5" up detect (h6)

3’ pbelo-cm detect

5" up primer (h4)

3" up primer Xhol (h5)

5" up-(h40)

5" up detect (h41)

5" kpn del loxp bac3.6 (B10a [Rev])
5" down loxp pbelo (Rev)

5" del loxp detect (b14 [Rev])

3’ up homology CM pbelo (Rev)
5’ pbelo del cm nsi w/notii (Rev)
3’ pbelo del cm detect (Rev)

5" down Sall (h10 [Rev])

3" down (h11 [Rev])

3’ down detect (h12 [Rev])
mFcR 3’ down detect(9)

mFcR 5" down Apal(7 [Rev])

3" up mFcgR-2b Nhel primer (2 [Rev])

ACCAGGATATGACCTGTAGAG
TGTTTCTACTTACCCATGGAC
ATCCTGAGTATACTATGACAAGA
CATGCATCTATGTCGGGTGCGGAGAAAGAGGTAATGCATTCTTGCCCAATACTTAC
CCCTCTAGCTAGGTTATTAGG
GGAGCCTCAACAGGACTCCAT
ATCCGATGCAAGTGTGTCGCT
CTCGCTTTCAGCACCTGTCGT
CTGTAGAACGGAGTAACCTCG
CCCAGGTAAGTCGTGATGAAACAG
GCCAGCCACAAAGGAGATAATC
GCAACATTTAGGACAACTCGGG
CACACATCTCCTGGTGACTTG
ACAGCATGTGCATCGCATAGG
GATTTCCTAACCACCTACCCC
CAACTGCCATTGGAAAAGA

GAATGAATTCCGCGGATCCTTCTATAGTGTCACCTAAATGTCGACGGCCAGGCAGCCGC

GAGCAGCCATCTATAGACCTAC
CTTATCGATGATAAGCTGTCA
ATCCGATGCAAGTGTGTCGCT
TCGTGTTGTCGGTCTGATTAT
CAATCCAGGTCCTGACCGTTC
GCCCGGTAGTGATCTTATTTC
ACAGCATGTGCATCGCATAGG
AAATACACACTGCCACAGACAG
CACAGGAAACTCACAAAAGAGG
CTTTTTATGGTCCCACAATCAG
ACTCATGGAGCCTCAACAGGA
GCATTCTTGCCCAATACTTAC
GTTTCTACTTACCCATGGAC




TABLE E3. List of TagMan probes

Probe copy
nos.

TagMan probe Description Forward primer (5'-3') TaqMan probe (5'-3') Reverse primer (5'-3') Mod WT
Fcgr4 Fcgr2b CCAGGGTCTCCATCCATGTT CCACCGTGGCATCA TCCTATCAGCAGGCAGAATGTG 0 1
Fcgr2b-U Fcgr2b AGCAGTGCTGCCTCCTTCC TGACCATCGTGGAAGCCAGCCT GGTTTGTTTCCCTTTGCCAGTATG 0 1
Neo Neo gene GGTGGAGAGGCTATTCGGC TGGGCACAACAGACAATCGGCTG GAACACGGCGGCATCAG 0 1
1528 hT1 Fcgr2b TCATCACGACTTACCTGGGTTC CCCTCCTGGTGTCCCTCTGATGAC GGACAGGTGAAGACAGAGGAG 1 0
1528 hT1 Fcgr2b TCCTTCCTGGTCCTGTTCTATG TCCCTTGCCAGACTTCAGACTGAGA CTCTGTCACCCACCAATTTCC 0 0
Hyg Hyg TGCGGCCGATCTTAGCC ACGAGCGGGTTCGGCCCATTC TTGACCGATTCCTTGCGG 0 0
1543hD Fcgr2b GTTCTGGTAATTGGGCTCTTTGTTC TCTGGAGCTTCCGACTGCATAAGCAG ACTGCTGGTTTCTGCCTTCTC 0 0
1543hU Fcgr2b GGGAGAATAGCAGAGCAGGAC TCAGCAATCTCCACTCAGGGCTCA ACACAAGTTCACGGGAAGTCAAAC 0 0
1543 AS 129 Fcgr2b TTTCTTGCCCCAAATTGAAGA CTCCCAAATGAATG TCAGGCAGTCGATCTCTGTTTC 0 0
1543 AS B6 Fcgr2b TTTCTTGCCCCAAATTGAAGA CTCCCAAATGAGTGGAG TCAGGCAGTCGATCTCTGTTTC 1 0
1543 AS2 129 Fcgrd TTCTTGTGTCTCCTTTGCCTCTAA ATCCACTTAGACTGCAC TTGAAGCTCTGCACAGTGAGATC 1 0
1543 AS2 B6 Fcgrd TTCTTGTGTCTCCTTTGCCTCTAA TATCCACCTAGACTGC TTGAAGCTCTGCACAGTGAGATC 1 0
1543 AS3 129 Fegrd GGCAGGACAGTGATAAATTCTGAGA TGGCCCTTGCTGTGA GGCCAAGAATGGAACATGACTT 1 0
1543 AS3 B6 Fcgrd GGCAGGACAGTGATAAATTCTGAGA TGGCCCTTGCTATGA GGCCAAGAATGGAACATGACTT 1 0

1 0

Mod, Modified allele; WT, wild-type.
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TABLE E4. Immune cell composition in VG1505 and VG1543 mice using flow cytometric analysis

GILLISET AL 13.e14

VG1505

VG1543

Blood
CD19*
CD4™"
CD8™"
Neutrophils: CD11b+Ly-6G*
Monocytes: CD11b* (Ly-6G)CD115 " Ly-6C"*%™
Monocytes: CD11b* (Ly-6G~)CD115*Ly-6C™
Eosinophils: CD11b+SSC"Siglec-F*
Basophils: CD45""IgE*DX5*

Bone marrow
Neutrophils: CD11b* Ly-6G™™ ™
Monocytes: CD11b* (Ly-6G ™ )Ly-6C™
Monocytes: CD1 1b+(Ly—6G7)Ly—6Ci"l
Macrophages: CD11b" (Ly-6G~)Ly-6C'*"F4/80"
Basophils: CD45°"IgE"DX5*

Spleen
CD19"
CD4™"
CD8*
Neutrophils: CD11b" Ly-6G*™
Monocytes: CD11b" (Ly-6G " )CD115* Ly-6C'o¥-nt
Monocytes: CD11b* (Ly-6G~)CD115*Ly-6C™
Eosinophils: CD11b*SSC™Siglec-F*
Basophils: CD45°"IgE"DX5"

Peritoneum
CD1177IgE" mast cells
CD11b"F480" macrophages

31.09 £2.012,n =7
2347 £ 2489, n =17
14.89 = 0.9485,n =7
1497 = 2.550,n = 7
2544 £ 02942, n =17
1.981 * 0.4293,n =7
1.299 * 0.1207,n =7
0.2900 = 0.03281,n = 6

56.21 £ 3.956,n =17
8.803 + 1.020,n = 7
1.419 £ 02171, n =7
1.494 * 0.3950,n = 7
0.5009 = 0.03961, n = 7

3757 £ 1.717,n =17
15.60 £ 1.780,n = 7
9.691 * 1.060, n = 7
7900 £ 2492, n =7
1.028 £+ 0.1689, n = 7
1.662 = 0.5531,n =7
1.146 = 0.1922,n = 7
0.2484 * 0.02648, n = 7

3.751 £ 0.3780,n = 7
45.57 = 3.675,n = 7

3648 £3342,n =5
28.24 £ 1.620,n = 5
14,46 = 1,006, n = 5
8,306 + 0,9350,n = 9
1.947 £ 0.2914,n =9
1.284 * 0.1263,n = 9
1,266 * 0,1527,n = 5
0.1894 = 0.01816,n = 9

45.80 = 1.382,n =5
9.512 £ 0.6939,n = 5
1.696 * 0.1661,n = 5
1.706 * 0.1856,n = 5
0,6222 *= 0,05160,n = 5

39,50 £ 3,019,n =5
2788 £1423,n =5
11.18 £ 0.6511,n = 5
1,466 = 0,1149,n = 5
0,7142 = 0,07172,n = 5
0,6308 = 0,1815,n =5
0.4212 = 0.05560,n = 5

0.1325 = 0.005172,n = 4

3958 £ 1,133,n =5
20,18 £ 2,848, n =5

NS
NS
NS
P = .0412%
NS*

NS
P = 0123

NS
NS
NS
NS
NS

NS
P = 0005t
NS
NS
NS
NS
P = .0116*
P = .0106*

NS
P = .0005F

NS, Not significant.
*P <.05, unpaired #-test
TP <.001, unpaired Student z-test
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