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PREAMBULE

Les hypersensibilités de type I (ou allergies) sont actuellement une pathologie en pleine
expansion, en faisant un probleéme majeur de santé publique. Parmi les thérapies développées,
seule I'immunothérapie allergénique (ITA) est capable de traiter 1’étiologie de cette maladie.
Cependant, son efficacité clinique a pendant longtemps reposé sur des faits empiriques et les
mécanismes d’action du traitement ne sont toujours pas clairement élucidés. La
compréhension de ces mécanismes faciliterait I’amélioration des schémas thérapeutiques
(composition des principes actifs, forme galénique, fréquence des prises, durée du traitement)
et pourrait permettre d’identifier des biomarqueurs d’efficacité. Ces derniers constituent un
enjeu stratégique car ils peuvent aussi bien servir au développement des produits
pharmaceutiques, qu’au suivi des patients par les allergologues lorsque le médicament est sur

le marché.

Stallergenes, laboratoire pharmaceutique spécialisé dans la désensibilisation allergénique, a
mis en place un projet visant a approfondir la compréhension de ces mécanismes et a mettre
en évidence des biomarqueurs d’efficacité prédictifs ou de suivi de I'ITA dans le traitement
des allergies respiratoires. Parmi les différents parametres immunologiques étudiés, nous nous
focaliserons ici sur les lymphocytes T CD4, acteurs centraux de la physiopathologie des
allergies. En effet, alors que de nombreux travaux soulignent le role essentiel des
lymphocytes T CD4 spécifiques d’allergenes dans le développement des allergies, 1’absence
de consensus quant a leurs fonctions dans 1’induction de tolérance a I’origine de 1’efficacité

clinique de I’ITA persiste.

Mon projet de these a donc consisté a participer au développement et a I'utilisation d’outils
pour suivre les réponses lymphocytaires T CD4 périphériques spécifiques de pneumallergenes
chez des sujets sains et allergiques, ainsi que chez les patients allergiques au cours de

traitements par ITA sublinguale.

Dans I’introduction de ce document, apres avoir succinctement rappelé les différents types
d’hypersensibilités, nous aborderons les aspects cliniques des hypersensibilités de type I

respiratoires (agents responsables, épidémiologie, pathologies associées, diagnostic et
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traitements) et de I’[TA sublinguale (indications/contre-indications, conduite du traitement,

efficacité et sécurité).

Nous détaillerons ensuite les acteurs immunologiques (basophiles, mastocytes, éosinophiles,
cellules dendritiques, lymphocytes B et lymphocytes T) impliqués dans la physiopathologie
de I’allergie ainsi que dans les mécanismes d’action de I'ITA, en précisant de quelle maniére
ils interviennent dans 1’orchestration de la réponse immunitaire. Dans cette partie, I’accent
sera mis sur les lymphocytes T CD4 spécifiques d’antigénes qui occupent une place centrale

dans la réponse aux allergenes.

Les différents moyens permettant de suivre les réponses cellulaires périphériques avec des
degrés variables de spécificité vis-a-vis de 1’antigéne (analyse ex vivo des cellules
mononuclées du sang périphérique (PBMCs), étude de la réponse a I’antigéne apres
stimulation in vitro) seront abordés. Puis, nous évoquerons les techniques pouvant y étre
associées et qui affinent le type de réponse étudiée (tris cellulaires, détection de lymphocytes

T CD4 spécifiques d’antigenes avec les tétrameres de molécules de classe II du CMH).

Les résultats générés au cours de cette theése seront ensuite présentés dans la partie
« Résultats »>. Nous avons tout d’abord étudié les caractéristiques des réponses
lymphocytaires T CD4 spécifiques d’un allergéne du pollen de bouleau (Bet v 1) et de deux
allergénes d’acariens (Der p 1/Der p 2) chez les individus sains et allergiques avec des
tétrameres de molécules de classe II du CMH. Nous avons ensuite évalué les réponses
cellulaires périphériques spécifiques d’allergenes, et plus précisément les lymphocytes T
CD4, notamment a 1’aide de tétrameres de molécules de classe II du CMH, au cours de deux
études cliniques d’ITA sublinguale menées en double aveugle avec un groupe controle
placebo : I'une chez des adultes allergiques aux pollens de graminées traités pendant 4 mois et
exposés aux allergenes dans une chambre a pollens, la seconde chez des enfants allergiques
aux acariens traités pendant un an. Enfin, nous avons évalué si nous pouvions utiliser une
combinaison de marqueurs d’activation membranaires comme alternative aux tétrameres de
molécules de classe II du CMH pour détecter les lymphocytes T CD4 spécifiques d’allergenes
apres amplification in vitro, afin de s’affranchir des contraintes d’utilisation des tétrameres de
molécules de classe II du CMH.

Enfin, nous discuterons des résultats obtenus lors de I’étude des réponses lymphocytaires T
CD4 entre sujets sains et allergiques, ainsi qu’au cours de traitement par ITA sublinguale.

Puis, nous évoquerons la valeur ajoutée des tétrameres de molécules de classe 11 du CMH
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dans I’étude exhaustive des réponses lymphocytaires T CD4 spécifiques d’allergenes, ainsi
que I'identification d’outils alternatifs a ces derniers pour détecter les lymphocytes T CD4

spécifiques d’allergenes.
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INTRODUCTION

2.1 Hypersensibilités de type I et immunothérapie
allergénique (ITA) sublinguale : Aspects cliniques

2.1.1 Les différents types d’hypersensibilités

Les réactions d’hypersensibilités se caractérisent par une réponse immunitaire
disproportionnée ou inappropriée de l’organisme a un antigene a priori anodin. La
classification de Gell et Coombs répertorie 4 types d’hypersensibilités qui se différencient
selon les mécanismes immunologiques mis en jeu lors du contact avec 1’agent

responsable (Fig. 1):

- L’hypersensibilité de type 1 ou immédiate se caractérise par le déclenchement d’une réponse
humorale a Immunoglobuline de type E (IgE) lors d’expositions répétées a des antigenes
inoffensifs issus de notre environnement, communément appelés allergenes. Cliniquement,
elle se manifeste sous forme de rhinite allergique (rhume des foins), d’asthme, d’urticaire,

d’cedéme de Quincke ou de choc anaphylactique.

- L’hypersensibilité de type Il ou cytotoxique débute par la fixation spécifique d’IgG a un
antigéne exprimé ou adsorbé a la surface d’une cellule. Cette liaison provoque une
destruction cellulaire dépendante du complément ou de I’ADCC (Antibody-Dependent Cell-

mediated Cytotoxicity), engendrant anémie hémolytique, cytopénie ou néphrite interstitielle.

- L’hypersensibilité de type III ou a complexes immuns se traduit par I’infiltration massive de
neutrophiles suite a I’activation du complément induite par le dép6t de complexes immuns au
niveau des tissus. Elle est responsable entre autres de maladies sériques, de vascularites
nécrosantes, de glomérulonéphrites, de polyarthrites rhumatoides et de lupus érythémateux

disséminés.

- L’hypersensibilité de type IV, retardée ou cellulaire est médiée par les lymphocytes T.
Lorsque ces derniers rencontrent 1’antigéne au niveau des tissus, ils libeérent de nombreuses
cytokines et chimiokines qui recrutent d’autres cellules immunitaires dont I’activation est a

I’origine des 1ésions. Il en existe 4 sous-types [1, 2]:
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- le type IVa fait intervenir les lymphocytes Thl qui sécretent de fortes proportions

d’IFN-y et de TNF-a entrainant I’activation de monocytes et de macrophages,

- le type IVb met en jeu les lymphocytes Th2 et leur production d’IL-4, d’IL-5 et

d’IL-13 provoquant une inflammation éosinophile-dépendante,

- le type IVc repose sur les lymphocytes T cytotoxiques via la libération de

perforine/granzyme B ou I’interaction Fas/FasL,

- le type IVd se caractérise par le recrutement de neutrophiles suite a la libération

d’IL-8 par les lymphocytes T.

Elles se traduisent par des dermatites de contact, des 1ésions tuberculeuses ou des rejets de

greffe.
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Figure 1 : Mécanismes immunologiques des quatre types d’hypersensibilités [adapté de
1, 2].
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Dans ce projet, nous nous focaliserons sur les hypersensibilités de type L.

2.1.2 Epidémiologie

Depuis une cinquantaine d’années, I’hypersensibilité de type I est une pathologie en pleine
croissance. En effet, ’OMS (Organisation Mondiale de la Santé) la classe au 4° rang des
affections chroniques mondiales. La prévalence des rhinites allergiques et de I’asthme a
doublé au cours des vingt dernieres années, notamment chez des sujets plus jeunes. Elle est en
constante augmentation dans la plupart des pays, particulicrement dans ceux ou le taux de
prévalence est faible ou modéré [3]. Les allergies respiratoires touchent aujourd’hui pres de
500 millions de personnes dans le monde (OMS) et I’étude GA2LEN (Global Allergy and
Asthma European Network) prévoit méme qu’en 2015, 50% de la population sera atteinte
d’une maladie allergique. Cette augmentation peut notamment s’expliquer par la théorie
hygiéniste proposée par Strachan en 1989 qui met en avant la réduction de I’exposition aux
infections comme justification de ce phénomene [3]. Toutefois, 1’allergie est une maladie aux
origines multifactorielles dont le développement est influencé par des facteurs aussi bien
environnementaux que génétiques, en étroite relation avec 'atopie [4, 5]. En effet, les
prédispositions génétiques, 1’historique familial, les facteurs de risques de la petite enfance,
I’origine ethnique, I’exposition aux allergénes, aux polluants environnementaux et aux
infections sont autant de facteurs de risques pouvant étre a I’origine du déclenchement de la

maladie [3].

2.1.3 Agents responsables

Les hypersensibilités de type I peuvent étre engendrées par différentes substances que 1’on

classe selon leur voie de pénétration dans 1’organisme (tableau I). On distingue :

les trophallergenes qui pénetrent dans 1’organisme par voie orale (aliments,

médicaments),

- les allergenes injectés par voie parentérale (médicaments, venins d’insectes),

- les allergeénes déclenchant une allergie par contact cutané,

- les pneumallergenes qui s’introduisent dans 1’organisme par les voies respiratoires. Ils

peuvent étre subdivisés en deux groupes, les allergénes perannuels auxquels nous

23



sommes exposés continuellement (par exemple les acariens) et les allergenes
saisonniers qui ne sont présents dans 1’environnement qu’a une période de 1’année (par

exemple les pollens).

Les deux premiers groupes vont le plus souvent provoquer des manifestations cliniques
systémiques, alors que les deux derniers vont plutot entrainer une symptomatologie locale.

Cependant, ils peuvent aussi €tre a I’origine de réactions systémiques [6].

Tableau I : Principaux allergenes (d’apres [7]).

Famille d’allergeénes Source d’allergenes Espece , Ex\emples .
d’allergenes majeurs
Guépe Ves.pula vulggrls Vesv 1
Allergenes injectés Polistes dominula Pold 5
Abeille Apis mellifera Apim1
Arachide Arachis hypogea Arah 1
Trophallergenes Pomme Malus domestica Mald 1
Péche Prunus persica Prup1
. Dermatophagoides pteronyssinus g:g ;
Acariens
. . Derf1
Dermatophagoides farinae Der £2
Dactylis glomerata (dactyle) Dacg 1/Dac g5
Phleum pratense (phléole) Phlp 1/Phl p 5
Pollens de graminées Anthoxanthum odoratum (flouve) Anto 1/Anto 5
Lolium perenne (ivraie) Lolp 1/Lolp 5
Poa pratensis (paturin) Poap 1/Poap 5
Betula pendula (bouleau) Betv1
Pneumallergénes Pollens d’arbres Cupressus sempervirens (Cypres) Cupal
Olea europaea (olivier) Olee 1
Ambrosia artemisiifolia (ambroisie) Ambal
Pollens d’herbacées Artemisia vulgaris (armoise) Artvl
Farietaria officinalis (pariétaire) Parj 1
Phaneres de Canis familiaris Canf 1
chien/chat Felis domesticus Feld 1
Insectes Blattella germanica (blatte) Blag1l
moisissures Alternaria alternata Altal
Aspergillus fumigatus Aspfl

Dans le cadre de ce travail, nous nous intéresserons plus particulicrement aux allergies

respiratoires aux pollens de bouleau, de graminées ou aux acariens.
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- Le bouleau (Betula pendula) appartient a la famille des Betulaceae. 11 est présent de
maniere relativement uniforme sur le continent Européen. Sa période de pollinisation se
déroule de mars a juin. Son allergéne majeur (allergene vis-a-vis duquel au moins 50% des
individus allergiques réagissent), Bet v 1, est une protéine de défense des plantes contenue
dans les grains de pollen [8].

- Les graminées appartiennent a la famille des Poacées. 1l en existe plus de 9000

especes et représentent 20% de la végétation terrestre. Parmi les graminées allergisantes, sont
distinguées les graminées fourrageres et les graminées céréalieres. Nous nous intéresserons
plus particulierement aux graminées fourrageres comme le dactyle (Dactylis glomerata), la
phléole des prés (Phleum pratense), la flouve odorante (Anthoxanthum odoratum), I’ivraie
vivace (Lolium perenne) et le paturin des prés (Poa pratensis) dont le pouvoir allergisant est
plus important que les graminées céréalieres. De ce fait, ce sont les especes les plus souvent
contenues dans les préparations de désensibilisation. La période de pollinisation se situe entre
avril et juillet avec un rebond en septembre/octobre [9]. Chaque espece possede plusieurs
allergenes pouvant étre classés en 13 groupes selon leur nature et leurs fonctions biologiques.
Toutefois, ce sont les allergénes des groupes 1 et 5 qui ont le plus fort pouvoir allergisant.
95% des patients sont sensibilisés aux allergenes du groupe 1 et 65-85%, a ceux du groupe 5
[10].

- Les acariens appartiennent a I’ordre des arachnides. Ils peuvent étre divisés en deux
groupes : les acariens domestiques et les acariens de stockage. Nous nous limiterons aux
acariens domestiques qui sont essentiellement Dermatophagoides pteronyssinus et
Dermatophagoides farinae car ce sont les plus allergisants. Ils se logent dans la literie, les
rideaux, les peluches, les canapés, les tapis et les moquettes. Les allergies aux acariens se
manifestent tout au long de I’année avec un rebond au début de 1’automne, lorsque nous
vivons plus confinés. Leurs allergenes majeurs comme Der p 1, Der p 2 (issus de
Dermatophagoides pteronyssinus) et Der f 1, Der f 2 (issus de Dermatophagoides farinae)

sont contenus dans leur carapace et dans leurs excréments [11].

2.1.4 Pathologies associées

2.14.1 Rhinite

Les hypersensibilités de type I respiratoires se traduisent cliniquement par deux pathologies

chroniques principales : la rhinite dont la symptomatologie se manifeste au niveau nasal et

25



I’asthme dont les signes cliniques sont visibles au niveau pulmonaire. Toutefois, les
allergénes incriminés peuvent également entrainer des événements aigus séveres comme des

urticaires géants, des cedemes de Quincke ou des chocs anaphylactiques.

Tout d’abord, il est nécessaire de préciser qu’il n’existe pas qu'un seul type de rhinite. Il est
possible de classifier cette pathologie selon ses étiologies. Ainsi sont distinguées les rhinites
infectieuses, les rhinites professionnelles, les rhinites médicamenteuses, les rhinites
hormonales, les rhinites idiopathiques ou vasomotrices et enfin les rhinites allergiques [3, 7].
Parmi les rhinites allergiques, il existe les rhinites non dépendantes des IgE et les rhinites
dépendantes des IgE. D’apres ARIA (Allergic Rhinitis and its Impact on Asthma), ces
dernieres se subdivisent selon la chronicité (intermittentes/persistantes) et I’intensité des

symptomes (Iégeres/modérées a séveres) [3] (tableau II).

Toutes deux se manifestent cliniquement par une irritation nasale responsable de prurit, des
éternuements, des rhinorrées claires, fluides, souvent trés abondantes et une obstruction
nasale. Elles peuvent étre associées a une conjonctivite se traduisant par des sensations de
bralures oculaires, un larmoiement, des démangeaisons intenses et des conjonctives rouges et
injectées. Toutefois, la conjonctivite est plus fréquente dans les rhinites allergiques

provoquées par les pollens.

Les rhinites allergiques peuvent également donner lieu a des troubles de 1’olfaction ou
anosmie, dus a I’inflammation de la muqueuse nasale [12]. Dans certains cas, les rhinites
allergiques peuvent altérer la qualité de vie des patients. L’intensité des crises et leur
constance peuvent induire chez ces derniers une grande fatigabilité, une insomnie, un

sommeil non réparateur ou des céphalées.

26



Tableau II : Classification des rhinites allergiques (d’apres [3]).

Rhinite intermittente Rhinite persistante
Symptomes présents Symptomes présents
<4 jours par semaine > 4 jours par semaine
ou < 4 semaines par an et > 4 semaines par an
Rhinite légere / \ Rhinite modérée a sévere

(tous les symptomes suivants) (un ou plus des symptomes suivants)

- Sommeil normal - Sommeil perturbé
- Activités quotidiennes normales - Activités quotidiennes perturbées
- Activités professionnelles et/ou scolaires normales - Activités professionnelles et/ou scolaires perturbées
- Pas de symptdmes génants - Présence de symptomes génants

2.1.4.2 Asthme

L’asthme est une maladie inflammatoire chronique des voies aériennes associée a une
hyperréactivité bronchique (HRB). Les symptomes caractéristiques de cette pathologie sont
des toux nocturnes et a I’effort, une gé€ne et une oppression respiratoires, une striction
thoracique et des bronchites sifflantes. Ils se traduisent cliniquement par une
bronchoconstriction, un cedéme des voies aériennes, une hypersécrétion de mucus et une
inflammation qui aboutissent a I’obstruction des voies aériennes. Comme la rhinite, 1’asthme
n’a pas obligatoirement une origine allergique. Ainsi, il peut étre divisé en deux catégories :
I’asthme intrinseque (non allergique) et I’asthme extrinseque (allergique). Ce dernier peut étre
dépendant ou non des IgE [13]. Toutefois, d’un point de vue clinique, cellulaire et

moléculaire, 1’asthme intrinseque est trés semblable a I’asthme extrinseque [14].

L’asthme peut également étre classé en fonction de sa gravité et de sa sévérité. Le terme
gravité est utilisé pour faire référence a I’intensité des crises, alors que le terme sévérité
s’applique aux périodes inter critiques [15]. Les valeurs de parametres fonctionnels
respiratoires comme le VEMS (Volume Expiratoire Maximum par Seconde) sont également
prises en considération. La gravité des crises est divisée en 4 stades qui vont de la crise 1égere

a la crise menacant le pronostic vital (Global Initiative for Asthma, GINA) (tableau III) [16].
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Tableau III : Classification de I’asthme (d’apres [16]).

A Variabilité
Asthme Symptomes VEMS du VEMS
Intermittent - Symptome.s <1 f\ms/semame >80% <20%
@ - Exacerbations breves
- Symptdmes nocturnes < 2 fois/mois
Lé . - Symptdmes = 1 fois/semaine mais < 1 fois/jour >80% 20-30%
éger persistant . . o .
(I - Les crises peuvent altérer les activités normales et le sommeil
- Symptdmes nocturnes > 2 fois/mois
Modéré persistant | Sympt'omes q\uotldlens o ' 60-80% >30%
(111 - Les crises alterent les activités normales et le sommeil
- Symptdmes nocturnes > 1 fois/semaine
- Symptdmes quotidiens <60% >30%
Sévere persistant | - Exacerbations fréquentes
av) - Symptdmes nocturnes fréquents
- Limitation des activités physiques

Bien que les symptomes different entre la rhinite allergique et I’asthme atopique, les
mécanismes qui en sont a 1’origine sont identiques. Dans un cas, la réaction se produit au
niveau des muqueuses nasales (rhinite) et dans I’autre elle a lieu dans la partie inférieure du
tractus respiratoire (asthme). Ainsi, il est de plus en plus courant de voir une rhinite
allergique, le plus souvent persistante, associée a de 1’asthme, en particulier quand les

symptomes sont séveres [17, 18].

2.1.5 Diagnostics

2.1.5.1 Diagnostic de la rhinite

Le diagnostic des allergies se base sur quatre points fondamentaux : I’interrogatoire du

patient, I’examen clinique, la pratique de tests cutanés et de tests sériques.

L’interrogatoire du patient constitue une étape indispensable pour la mise en évidence d’une
allergie. Il permet d’effectuer un diagnostic différentiel avec d’autres affections et cherche a
mettre en évidence (i) les symptomes, leur intensité et leur chronologie, (i1) les éléments
évocateurs d’une origine allergique, (iii) les antécédents allergiques familiaux et personnels,

et (iv) les facteurs déclenchants (unité de lieu, unité de temps).

L’examen clinique consiste d’abord en une auscultation générale (poids, tension artérielle),

puis en une auscultation plus ciblée sur les organes touchés par 1’allergie (poumons, sphere
ORL).
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L’examen clinique permet au praticien de faire un bilan des répercussions de l'allergie et
I’oriente vers d'éventuelles explorations complémentaires comme les tests biologiques qui
visent a dépister les maladies allergiques ou les explorations fonctionnelles respiratoires qui

servent a diagnostiquer un asthme [15, 19].

Suite a I’examen clinique, ce sont les signes évocateurs d’une allergie qui poussent le
médecin a réaliser les tests cutanés et sériques. Le test cutané le plus couramment utilisé est le
Prick-test. Son principe repose sur la reproduction, a tres petite échelle au niveau de la peau
du patient, d’une réaction allergique de type "hypersensibilité immédiate". La réalisation du
test consiste a piquer le derme avec une aiguille au travers d’une goutte d’allergene. Les
résultats sont lus en mesurant le diametre de la papule et éventuellement celui de 1’érytheme

qui ’entoure [15, 19].

Enfin, le dosage sérique des IgE spécifiques de 1’allergene est réalisé parallelement aux tests
cutanés. Il permet de confirmer leurs positivités. L utilisation d’allergenes recombinants pour

ces tests permet aujourd’hui d’affiner la spécificité des résultats.

Lorsque ces tests ne sont pas réalisables, c’est-a-dire qu’il s’agit d’allergénes rares ou non
commercialisés (allergies médicamenteuses), d’autres techniques peuvent étre mise en ceuvre
comme le test d’histaminolibération, de dégranulation des basophiles, le dosage de 'ECP et

de la tryptase.

2.1.5.2 Diagnostic de I’asthme

Le diagnostic de I’asthme repose sur les mémes bases que le diagnostic de la rhinite.
Toutefois, il est complété par une radiographie thoracique et des explorations fonctionnelles
respiratoires. La radiographie thoracique permet essentiellement d’exclure d’autres maladies
[19]. Les explorations fonctionnelles respiratoires visent a déterminer des parametres comme
la compliance, les volumes et les débits pulmonaires ainsi que les résistances des voies
aériennes. Des dispositifs comme le spirometre et le débitmetre de pointe sont utilisés a cet

effet [15, 19].

Actuellement, aucun biomarqueur permettant a lui seul de diagnostiquer ces pathologies n’a

été identifié.
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2.1.6 Traitements

Trois types d’approches thérapeutiques sont utilisées afin d’améliorer le confort des patients :

I’éviction de I’allergene, la pharmacothérapie et I'ITA.

2.1.6.1 Eviction de I’allergene

L’éviction de I’allergene a pour but de limiter les contacts avec les allergenes.

2.1.6.2 Traitements symptomatiques : pharmacothérapie

La pharmacothérapie vise a atténuer la symptomatologie. Différentes classes
pharmacologiques peuvent ainsi €tre utilisées dans le traitement des allergies respiratoires.
Dans le cas de la rhinite allergique sont employés des a-stimulants (o adrénergiques) ou
décongestionnants. Ils sont administrés par voie locale ou orale. Ces molécules sont
caractérisées par leur capacité a provoquer la contraction des muscles lisses du tissu veineux

érectile et ainsi réduire la sensation d’obstruction nasale.

Les antihistaminiques H1 sont administrés par voie orale ou intra nasale/intraoculaire. Ils
agissent sur la rhinorrhée, les éternuements et le prurit. Ils n’ont cependant aucun effet sur

I’obstruction nasale.

Ainsi, il est judicieux d’associer ces deux classes pharmacologiques car leur action

complémentaire permet de soulager I’ensemble des symptomes de la rhinite allergique.

Un seul dérivé de I’atropine (bromure d’ipratropium) est utilisé dans le traitement des rhinites

allergiques et vise a atténuer la rhinorrhée.

N

Deux anti-inflammatoires non stéroidiens locaux appartenant a la classe des cromones
peuvent étre prescrits dans la prise en charge de cette pathologie. Ils auraient un effet
stabilisateur sur les mastocytes et une action inhibitrice sur les éosinophiles, les macrophages

et les plaquettes.

Les corticoides sont utilisés soit par voie locale, soit par voie systémique. Bien que leur
efficacité soit supérieure aux antihistaminiques et aux cromones, il est nécessaire d’évaluer le
rapport bénéfice/risque a long terme qui peut étre en faveur du risque en raison des effets

secondaires observés [3, 18].
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Une dernicre classe, les anti-leucotrienes, est aussi efficace que les antihistaminiques mais

moins efficace que les corticoides locaux [9].

La prise en charge de 1’asthme comprend, comme pour la rhinite allergique 1’administration
de corticoides, de cromones et/ou de bromure d’ipratropium. Trois autres classes sont
également utilisées : (i) les bronchodilatateurs ou P2-mimétiques qui agissent sur la
bronchoconstriction par action sur les récepteurs 2-adrénergiques, (ii) les méthylxanthines
agissant également comme un bronchodilatateur mais en modifiant la concentration d’AMP
cyclique (AMPc) intracellulaire par inhibition de la phosphodiestérase et (iii) les anticorps
monoclonaux humanisés anti-IgE qui sont envisagés uniquement si les autres traitements sont

insuffisamment efficaces [18, 20].

2.1.6.3 Traitements curatif : immunothérapie allergénique

L’immunothérapie allergénique (ITA) consiste a administrer des doses progressivement
croissantes d'un vaccin allergénique a un sujet allergique, jusqu'a une dose qui améliore
efficacement les symptomes provoqués par l'exposition ultérieure a 1'allergéne responsable
[21]. Ce traitement alternatif a la pharmacothérapie est apparu suite aux travaux de Noon et
Freeman en 1911 [22]. C’est, a ce jour, le seul moyen d’agir sur I’étiologie de la maladie et de
réduire significativement les symptomes et la consommation médicamenteuse. D’abord
injectée par voie sous-cutanée, elle s’administre désormais de plus en plus par voie

sublinguale.

2.1.7 L’immunothérapie allergénique sublinguale (ITA)

2.1.7.1 Indications et contre-indications

La mise en place d’une ITA sublinguale nécessite la mise en évidence préalable et
incontestable d’une hypersensibilité de type I, mais aussi I’identification indiscutable du ou
des allergenes en cause. Une fois ces deux criteres affirmés, des conférences de consensus ont
déterminé que I’ITA sublinguale pouvait étre prescrite en cas de rhinites légeres, modérées ou
séveres (classification ARIA) et en cas d’asthme léger a modéré (classification GINA) chez

les patients :

- allergiques aux acariens et aux pollens

- dont les symptomes ne sont pas controlés par la pharmacothérapie conventionnelle
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- qui ont eu des réactions systémiques lors d’ITA sous-cutanée

- qui ont une faible observance ou qui refusent les injections [3, 23].
L’ITA sublinguale est contre-indiquée chez les patients :

- agés de moins de 5 ans

- agés de plus de 50 ans

- présentant un asthme sévere et/ou non contrdlé par un traitement pharmacologique

- souffrant d’infections avec des complications et des processus inflammatoires aigus dans
les organes cibles de 1’allergie

- souffrant d’affections graves (déficits immunitaires sérieux, affections malignes,
tuberculose, affections hépatiques, affections rénales, collagénoses, affections
rhumatismales, encéphalites, thyroidites) ou d’affections respiratoires chroniques avec des
formes avancées d’emphyseme et de cceur pulmonaire

- en cours de grossesse

- prenant des B-bloquants méme par voie locale [3, 24].

2.1.7.2 Conduite du traitement

Le traitement se déroule en deux phases successives. La premiere phase dite "traitement
initial" consiste a augmenter progressivement les doses d’allergenes jusqu’a atteindre la dose
maximale la mieux tolérée par le patient. Cette phase initiale dure une dizaine de jours. La
seconde étape, appelée phase d'entretien, consiste a administrer, a intervalles réguliers, la dose
maximale tolérée par le patient a la fin de la premiere phase. Il s’agit de prises quotidiennes
annuelles dans le traitement des allergies aux acariens et de prises pré/co-saisonnieres dans
celui des pollinoses. Le traitement dure environ 3 ans, toutefois, sa longévité tend a étre
réduite sans altération de I’efficacité [25].

Les formes galéniques utilisées dans I’ITA sublinguale sont des gouttes ou des comprimés
lyophilisés. Ils doivent étre pris le matin a jeun, conservés 2 minutes sous la langue, puis
déglutis. Le patient doit avoir a sa disposition des médicaments capables de soulager les
symptomes en cas de réactions indésirables. Il est également possible de réaliser une poly

désensibilisation [11, 15, 26].
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2.1.7.3 Efficacité et sécurité

A I’heure actuelle, 1’évaluation de I’efficacité et de la sécurité de I'ITA repose essentiellement
sur 1’observation de parametres cliniques du fait de I’absence de la mise en évidence de

biomarqueurs.

2.1.7.3.1 Efficacité

L’efficacité clinique de I'ITA sublinguale se base essentiellement sur deux parametres : la
réduction des symptomes et la réduction de la prise médicamenteuse. Ils sont mesurés a 1’aide
de scores arbitrairement établis (score symptomes et score médicamenteux).

Alors que l’efficacité de I'ITA sous-cutanée est depuis longtemps avérée, celle de I'ITA
sublinguale a été controversée pendant des années. Toutefois, depuis la méta-analyse de
Wilson et al. [27], plus aucun doute ne subsiste quant a 1’efficacité de I'ITA sublinguale dans
le traitement de la rhinite allergique. Depuis, d’autres méta-analyses ont été réalisées
renforcant ces résultats [28-30]. La plus récente inclut 60 essais cliniques menés selon les
« CONSORT guidelines ». Cette méta-analyse inclue les études réalisées sur de grande
cohorte de patients avec un groupe contrdle placebo et en double aveugle. La plupart de ces
études visent a évaluer ’efficacité de I'ITA sublinguale aux pollens de graminées, mais aussi
a la pariétaire, a I’ambroisie, aux arbres (dont le bouleau) et aux acariens. L’amélioration de
I’état des patients est exprimée par la différence moyenne standardisée (SMD) avec un
intervalle de confiance de 95% (95% IC). Elle conclut que I'ITA sublinguale, tous allergenes
confondu, réduit significativement les symptomes (SMD -0,49; 95% IC -0,64 a -0,34) et la
prise de médicaments (SMD -0,32; 95% IC -0,43 a -0,21) [31].

Par ailleurs, I’efficacité de I'ITA sublinguale dans le traitement de 1’asthme a également été
étudiée. Deux méta-analyses ont analysé des études menées chez des enfants souffrant
d’asthme allergique. Toutes deux concluent a une amélioration des symptomes et a une
diminution de la prise médicamenteuse [32, 33].

De plus, il semblerait que I'I'TA sublinguale aux acariens soit capable de réduire la
symptomatologie de la dermatite atopique, pathologie ayant une composante allergique [34,
35]. Enfin, alors que I'ITA sous-cutanée est capable de réduire I’apparition de nouvelles

sensibilisations, cet effet reste a démontrer pour I’[TA sublinguale [36].
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2.1.7.3.2 Sécurité

A ce jour, la sécurité de I'ITA sublinguale a été amplement démontrée au cours de diverses
études de phases I a IV (pharmacovigilance). Des effets indésirables comme des
démangeaisons, des douleurs intestinales, des nausées, un gonflement des levres et de la face
inférieure de la langue ont été observés. Ces symptomes sont d’autant plus fréquents que le
dosage est élevé. Malgré tout, ces effets secondaires sont bien tolérés par les patients et ne
nécessitent ni médication, ni modification du traitement. Des cas de réactions systémiques
comme de 1’asthme ou de 1’urticaire ont été rapportées. Il semblerait que ces réactions soient
dépendantes de 1’allergene et de son dosage. Aucune mortalité liée a un traitement par ITA
sublinguale n’a été enregistrée. Seuls deux cas d’anaphylaxie ont été signalés, toutefois sans

menace du pronostic vital [3, 27, 31, 37].

2.1.8 Les biomarqueurs

Le diagnostic des hypersensibilités de type I repose sur 1’analyse de différentes données
cliniques et biologiques (interrogatoire du patient, tests cutanés, tests sériques, explorations
fonctionnelles respiratoires). Alors que ces parametres servent a déterminer quelle thérapie
doit étre envisagée, ils ne permettent pas d’évaluer la sécurité et I’efficacité du traitement
entrepris. L’absence d’un critere fiable et objectif pour apprécier ces éléments souleve la
nécessité de mettre en évidence des biomarqueurs permettant de déterminer 1’efficacité et
I’absence de toxicité de la prise en charge thérapeutique de la maladie. Plus précisément,
d’apres 'EMEA (European Medicines Evaluation Agency) et le NIH (National Institute of
Health), un biomarqueur est « un indicateur objectivement mesurable (c’est-a-dire avec une
précision et une reproductibilité¢ suffisantes) et évalué comme indicateur de processus

physiologique ou pathologique, ou de 1’action des médicaments » [38].
Les types de biomarqueurs recherchés sont :
- Les biomarqueurs de diagnostic pour stratifier la sévérité de la maladie et son pronostic.

- Les biomarqueurs de prédiction de la toxicité et de la réponse au traitement, pour pouvoir

sélectionner et ne traiter que les patients répondeurs a I'ITA.

- Les biomarqueurs d’efficacité a court terme, pour démontrer la présence d’une réponse au
traitement peu apres son initiation. Ces marqueurs devraient permettre d’ajuster le traitement

et d’augmenter 1’observance des patients.
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- Les biomarqueurs d’efficacité a long terme pour permettre de détecter 1’apparition de la
tolérance a l’allergéne, prédire la maintenance de celle-ci d’une année a l’autre. Ces
marqueurs devraient permettre d’ajuster le traitement en fonction de la réponse du patient a

I’ITA.

Les principaux criteres que doivent remplir ces biomarqueurs sont (1) la simplicité de
détection, (i1) une faible variabilité biologique, (iii) de faibles erreurs de mesure et (iv) un lien

avec I’efficacité clinique.

Afin d’identifier de tels biomarqueurs, une approche est de comprendre les mécanismes

immunologiques de la pathologie ainsi que ceux de son traitement.

2.2 Hypersensibilité de type I et immunothérapie
allergénique sublinguale : Mécanismes immunologiques

2.2.1 Les acteurs cellulaires

2.2.1.1 Les basophiles et les mastocytes

Les basophiles et les mastocytes sont issus de la lignée granulocytaire de 1’hématopoicse.
Alors que les basophiles ont longtemps été considérés comme les précurseurs des mastocytes,
ils appartiendraient, malgré des propriét€és communes, a deux lignées distinctes. Les
basophiles comme les mastocytes sont des cellules non phagocytaires, qui fonctionnent en
libérant des substances actives de leurs granules. Ils expriment les récepteurs FceRI de forte
affinité permettant la fixation des IgE par leur fragment Fc. La fixation d’un allergene sur les
IgE liées a ces récepteurs provoque la libération du contenu de leurs granules cytoplasmiques

riches en substances pharmacologiquement actives [18, 39, 40].

De plus, il a été démontré dans des modeles murins que les mastocytes dérivés de la moelle
osseuse exprimaient FceRI et les molécules de classe II du CMH, leur conférant un rdle
d’APCs via un mécanisme de présentation facilitée par les IgE [41, 42]. Toutefois, selon
I’environnement cytokinique, ces mastocytes pourraient favoriser une inflammation

allergique via I’expression d’IL-4 [43] ou une polarisation de type Thl [44].

Les basophiles auraient également un rdle dans la régulation de la polarisation des

lymphocytes T CD4. Les basophiles, suite a leur activation et a leur migration dans les
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ganglions lymphatiques, favoriseraient une différenciation Th2 via la sécrétion d’IL-4 et d’IL-
13 [45-48]. Les basophiles expriment les molécules de classe II du CMH et les molécules de
co-stimulation, leur permettant de promouvoir une polarisation Th2 en tant que CPA [49-51].

Toutefois, cette derniere fonction est controversée [52-54].

2.2.1.2 Les éosinophiles

Les éosinophiles sont issus de la lignée granulocytaire de I’hématopoiese. Ce sont des cellules
phagocytaires mobiles qui peuvent migrer du sang vers les espaces tissulaires. Ils jouent un
role dans la défense contre les parasites. Les substances contenues dans leurs granules
pourraient 1éser la membrane de ces derniers. Les éosinophiles sont également impliqués dans
les réactions allergiques, notamment de phase tardive [18, 55]. Les réactions de phase tardive

seront évoquées dans un autre chapitre (2.2.2.3).

2.2.1.3 Les cellules dendritiques

Les cellules dendritiques (DCs) sont des cellules présentatrices d’antigeénes (CPAs), c’est-a-
dire qu’elles ont pour rdle d’internaliser I’antigéne au niveau des tissus par endocytose ou par
phagocytose puis de le dégrader en peptides. Apres migration dans les organes lymphoides
(via les vaisseaux lymphatiques ou sanguins), le peptide dégradé, associé aux molécules de
classe I ou II du complexe majeur d’histocompatibilité (CMH I ou CHM II), est présenté aux
lymphocytes T. Les peptides issus d’antigénes exogenes, comme les allergenes, sont présentés
par les molécules de classe II du CMH. Le complexe CMH/peptide alors formé pourra étre
spécifiquement reconnu par le récepteur des lymphocytes T (TCR), entrainant le
déclenchement d’une réponse humorale ou cellulaire faisant intervenir les lymphocytes T

CD4 [18, 56].

Il existe différentes sortes de DCs que 1’on peut classer selon leur localisation. On distingue
les DCs myéloides (mDCs) et plasmacytoides (pDCs) circulantes, les DCs du derme
présentant différents phénotypes, les DCs de 1’épiderme ou cellules de Langerhans (LCs) et
les DCs des muqueuses. Parmi les DCs mucosales, ont été décrites les cellules de Langerhans
orales (oLCs) qui joueraient un role dans la tolérance immunitaire induite par I'ITA

sublinguale [57].
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2.2.14 Les lymphocytes B

Les lymphocytes B naissent et maturent dans la moelle osseuse. Lorsqu’ils passent dans le
sang, ils sont encore naifs, mais présentent a leur surface des anticorps membranaires (mlg)
qui leur servent de récepteurs a l’antigene. Une rencontre avec l’antigéne entraine de
nombreuses divisions cellulaires ainsi qu’une différenciation impliquant des mutations
hypersomatiques et des commutations isotypiques. Ces étapes aboutissent a 1’obtention de
lymphocytes B mémoires et de plasmocytes. Ces derniers ne possedent pas d’anticorps
membranaires, mais sont capables de sécréter une grande quantité d’anticorps (Ig).

Il existe 5 types d’immunoglobulines issues de la commutation isotypique, qui différent par
les séquences peptidiques de leurs chaines lourdes. On distingue les IgA, IgD, les IgG, les
IgM et les IgE. Elles possedent toutes une région constante Fc ayant des propriétés
biologiques diverses et une région variable Fv spécifique de I’antigéne. Dans les réactions
d’hypersensibilité de type I, ce sont les IgE qui interviennent. La commutation isotypique IgE
est induite par I'[L-4 et I’IL-13, toutes deux sécrétées notamment par les lymphocytes Th2
[58, 59].

Chez les individus non allergiques, le taux sérique d’IgE est compris entre 0,1 et 0,4 pg/mL
alors que chez les individus atopiques, ce taux équivaut souvent a 10 fois la concentration
normale. Cependant, ce n’est pas toujours le cas et cette concentration peut étre normale chez
des individus atopiques.

Par ailleurs, les lymphocytes B peuvent aussi exercer une fonction de CPA car ils expriment
des molécules de classe II du CMH ainsi que les molécules de co-stimulation CD80/CD86

[18].

2.2.1.5 Les lymphocytes T

Les cellules T, cellules mononuclées du sang produites au niveau de la moelle osseuse,
interviennent a différents stades de la réponse immunitaire. Leur capacité fonctionnelle
nécessite une maturation dans le thymus qui aboutit a la génération de lymphocytes T naifs.
Lors de cette maturation, les cellules acquierent un récepteur des lymphocytes T (TCR)
spécifique d’un complexe CMH/peptide et un co-récepteur CD4 ou CD8 qui permet de
différencier respectivement les lymphocytes T effecteurs ou helpers (Th), des lymphocytes T
cytotoxiques (Tc). Apres avoir détaillé le processus d’activation d’un lymphocyte T CD4,
nous aborderons les différents types de lymphocytes T CD4 ayant été décrits dans la

littérature.
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2.2.1.5.1 L’activation des lymphocytes T CD4

La reconnaissance de I’allergéne par les lymphocytes T CD4 naifs spécifiques va induire une
activation cellulaire, suivie d’une réponse proliférative et d’une différenciation en cellules
effectrices, sécrétrices de cytokines. L’activation d’un lymphocyte T naif spécifique

d’antigene nécessite trois signaux :

- Le premier signal correspond a la reconnaissance du complexe molécule de classe II du
CMH/peptide présent a la surface des CPAs par le TCR du lymphocyte T CD4 [60, 61]. Le
déclenchement ou non d’une réponse immunitaire a travers ce premier signal fait intervenir
trois parametres : (i) la fréquence des précurseurs spécifiques d’épitopes, (ii) la quantité
d’épitopes présentée par les CPAs et (iii) I’avidité des TCRs du lymphocyte pour le complexe
molécule de classe II du CMH/peptide (Fig. 2). Le point (ii) sera plus amplement détaillé dans
le chapitre 2.3.2.5.2.
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Figure 2 : Les 3 parameétres influencant le déclenchement d’un premier signal efficace :
1. Fréquence des précurseurs spécifiques d’épitopes, 2. Quantité d’épitopes produite, 3.
Avidité des TCR pour le complexe molécule de classe II du CMH/peptide.

- Le deuxieme signal est donné par les molécules de co-stimulation exprimées par les CPAs.
L’expression des ligands de ces molécules par les lymphocytes T est décisive pour le devenir
de la réponse immunitaire. Les plus courants sont CD28 (signal activateur) et CTLA-4 (signal
régulateur) qui se lient a CD80 et CD86 exprimés par les DCs matures [60, 62]. Cette liaison

induit D’expression de différents marqueurs d’activation aux fonctions diverses, comme
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CD154 (CD40L, membre de la superfamille des ligands au TNF-a) [63, 64], CD25 (sous-
unité o du récepteur a I’'IL-2) [65, 66], CD30 [67], CD137 [68], GITR [69], OX40 (membre
de la superfamille des récepteurs du TNF) [70, 71], CD39 (ectonucléotidase) [72, 73], CD69
(membre de la famille des lectines dépendantes du calcium) [60, 61, 69], HLA-DR [60] ou
ICOS (famille des récepteurs membranaires de CD28 et CTLA-4) [75-77].

- Le dernier signal met en jeu le microenvironnement cellulaire et cytokinique déterminant la

polarisation des lymphocytes T CD4 par les CPAs [61].

2.2.1.6 Les différents types de lymphocytes T CD4
2.2.1.6.1 La polarisation lymphocytaire T CD4

Suite a une rencontre avec 1’antigene, les lymphocytes T CD4 naifs peuvent se différencier en
quatre principaux types de lymphocytes T effecteurs: les lymphocytes Thl, Th2, Th17 et
lymphocytes T régulateurs (Treg) [78, 79]. Les lymphocytes Th peuvent étre divisés en
différents groupes selon les cytokines qui orientent leur différenciation, les facteurs de
transcription qui régulent I’expression de leurs génes, la nature des cytokines qu’ils sécretent

et leurs rdles dans la réponse immunitaire (tableau IV).
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Figure 3 : Les lymphocytes T CD4 effecteurs impliqués dans les allergies et leurs cellules
cibles (adapté de [80-86]). (Epith : cellule épithéliale ; Ker : kératinocyte, FB : fibroblaste,
DC : cellule dendritique, Eosino : éosinophile ; Neutro : neutrophile).

Les lymphocytes Thl et Th17 sont impliqués dans la défense contre les pathogenes
intracellulaires et dans le développement des maladies auto-immunes. Les lymphocytes Th17
contribuent également aux réponses antifongiques et auraient un role dans la physiopathologie
des allergies. Ils coordonneraient I’influx de cellules effectrices dans 1’inflammation
allergique et favoriseraient les réponses de type Th2 [34, 80, 85, 87, 88].

Les lymphocytes Th2 interviennent lors de réponses immunes contre les parasites
extracellulaires et sont également impliqués dans les manifestations allergiques et 1’asthme.
Nous reviendrons sur ce point dans un autre chapitre (2.2.2.1).

Enfin les lymphocytes Treg jouent un rdle dans la tolérance immunitaire, 1’homéostasie
lymphocytaire et la régulation de la réponse immune. Il en existe deux populations, les Treg
naturels (nTreg) et les Treg inductibles (iTreg). Alors que les nTreg se développent dans le
thymus, les iTreg sont générés a partir de lymphocytes T naifs suite a une rencontre avec
I’antigene [89].

Par la suite, d’autres lignées de lymphocytes Th, issues des quatre précédentes ont été

décrites, comme les lymphocytes Trl, les lymphocytes Th3 et les lymphocytes Th9.
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Les lymphocytes Trl se différencieraient a partir des 4 principales lignées, sous 1’action de
I’'IL-10, en cellules régulant négativement différentes réponses immunes via la sécrétion d’IL-
10 [90].

Les lymphocytes Th3, impliqués dans 1’induction de tolérance orale par la production de
TGF-B, seraient issus des lymphocytes Treg. Ils jouent un rdle prépondérant dans la
commutation de classe en faveur des IgA [89].

Les lymphocytes Th9, dérivés des lignées Th2, Th17 et Treg, se caractérisent par une
production majoritaire d’IL-9. Ils interviendraient dans la physiopathologie des allergies, de
I’asthme et seraient impliqués dans la régulation des maladies auto-immunes [83, 91].

Deux dernieres catégories de lymphocytes Th ont été décrites, les lymphocytes Th22
prépondérants dans 1’homéostasie de la peau [92, 93] et les lymphocytes T folliculaires (Tth)
qui participent a la formation, a ’homéostasie des centres germinatifs et a la différenciation
des lymphocytes B en plasmocytes et en lymphocytes B mémoire [94].

Les lymphocytes T CD4 effecteurs impliqués dans les réactions d’hypersensibilités et leurs

cellules cibles sont synthétisés dans la Figure 3.
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Tableau IV : Propriétés des populations lymphocytaires T CD4 [80-84, 89-101]. (Les

caracteres en gras correspondent aux marqueurs qui ont fait I’objet de consensus)

Cytokines Facteurs Molécules Cytokines Cibles .
de de . . . Fonctions
différenciation | transcription membranaires | effectrices cellulaires
p
IFN-y T-bet CXCR3 IFN-y Macrophages Défense contre les
IL-2 Statl CCRS5 IL-2 Cellules NK bactéries intracellulaires
Thi IL-12 Stat4 INFg-Rp LTa
IL18a IL12-Rp2 Perforin
189.92. | T.-27 IL18-Ra Granzime A
95] .
Granzime B
Granulysine
TNF-a
1L-4 GATA3 CRTh2 IL-4 Eosinophiles Défense contre les
IL-2 Stat5 CCR3 IL-5 Mastocytes parasites
1L-33 Stat6 CCR4 IL-6 Basophiles
Th2 IRF4 CCRS IL-13 Lymphocytes B | Développement des
89, 92, cMaf IL33-Ra IL-10 allergies
95] IL-25
IL-9
TNF-a
Amphiréguline
TGF-1 RORyt CD161 IL-17A Neutrophiles Défenses contre les
IL-6 RORa CCR4 IL-17F Macrophages champignons
IL-1a Stat3 CCR6 IL-21 Induction d’auto-
IL-1P IRF4 ICOS IL-22 immunité
Thl7 | 1121 IL23-R IL-26 Défense contre les
80,82, | IL-23 IL-9 infections
by CCL20 extracellulaires
96] TNF Promotions des
réponses CTL
Participation a
Pinflammation
allergique
IL-2 Foxp3 CD127lew IL-10 DCs Induction de tolérance
TGF-p Smad3 CD25high TGF-p Lymphocytes T | immunitaire
Stat5 CCR4 IL-35
Helios CD103 IL-9 Homéostasie
Nrpl lymphocytaire
PD-1
nTreg 0X-40 Régulation de la
19, 99, CD137 réponse immune
101] LAP
GITR
CCR7
CTLA-4
CD45RA
CD39
CD73
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Cytokines Facteurs Molécules | Cytokines Cibles .
de de . . . Fonctions
e - membranaires | effectrices cellulaires
différenciation | transcription
IL-2 Foxp3 CD127%v IL-10 DCs Induction de tolérance
. TGF-p Smad3 CD25high TGF-B Lymphocytes T | immunitaire
iTreg StatS CD103 IL-9
189, 99 0X-40 Homéostasie lymphocytaire
101] CD137
GITR Régulation de la réponse
CTLA-4 immune
IL-4 cMaf ICOS IL-10 DCs Induction dela tolérance au
Trl |5 Lymphocytes T | soi
(89, 90, IL-13
92] IL-25
IL-27
IL-4 ? LAP TGF-p DCs Induction de tolérance orale
Th3 | TGF-B CD69 IL-4 Lymphocytes T
(59,97 TGFp-RII 1L-8 Lymphocytes B
98] IL-9
IL-10
IFN-y
IL-4 PU.1 TGFp-R IL-9 Mastocytes Défense contre les
Tho |IL-10 IRF4 IL4-R IL-10 Lymphocytes T | helminthiases
IL-12a CTLA-4 Développement des
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Tfh | IL-21 Bcl-6 CXCRS5 IL-21 Lymphocytes B | Production d’anticorps
Stat3 SAP CXCL13
92,941 cMaf SLAM-R 1L-4
2.2.1.6.1.1 La mémoire lymphocytaire T CD4

Suite a la premiere rencontre avec 1’antigéne aboutissant a une réponse effectrice aigiie
capable d’évincer 1’agent pathogene, une mémoire immunitaire se met en place afin de réagir
plus rapidement et plus intensément lors d’une deuxieme agression. Cette mémoire
immunitaire se traduit par la génération de lymphocytes T mémoires. Il en existe deux types :
les lymphocytes T CD4 « mémoire centrale » et les lymphocytes T « mémoire effectrice ».
Les lymphocytes T CD4 « mémoire centrale » ne présentent pas de profil de polarisation
distinct, expriment CCR7 (marqueur de homing des organes lymphoides secondaires),
participent a I’activation des DCs et sont capables de se différencier en cellules effectrices
suite 2 une stimulation ultérieure. Les lymphocytes T CD4 « mémoire effectrice » se

caractérisent phénotypiquement par une polarisation bien définie (Thl, Th2 ou Thl7),
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I’absence d’expression de CCR7 et des fonctions effectrices immédiates lors d’une seconde
stimulation [102, 103]. Ce dernier type de lymphocytes T mémoire peut étre divisé en trois
sous-populations basées sur I’expression de CD27 et CD28. On distingue les lymphocytes T
CD4 «mémoire effectrice » en stade de différenciation précoce (CD277/CD28"),
intermédiaire (CD27/CD28") et terminale (CD27/CD28) dont la capacité a secréter des

cytokines effectrices décroit avec la perte d’expression de ces marqueurs [104, 105].

2.2.2 Mécanismes de I’allergie

La réaction d’hypersensibilité de type I se déroule en deux phases. La phase de sensibilisation

se produit lors du premier contact avec 1’allergene. Elle est suivie par une phase effectrice qui
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a lieu suite a une deuxieme rencontre avec 1’allergene (Fig. 4).
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Figure 4: Mécanismes de I’hypersensibilité de type I (adapté de [6]). Phase de
sensibilisation : 1’allergene rencontre les CPAs qui le présentent aux lymphocytes T naifs.
L’activation de ces lymphocytes conduit a la mise en place d’une réponse CD4 Th2. Ces
derniers activent les lymphocytes B naifs spécifiques de 1’allergene. Parallelement, les
lymphocytes B peuvent étre directement activés par I’allergene. Ces deux voies d’activation
entrainent la différenciation des lymphocytes B en lymphocytes B mémoire et en
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plasmocytes, avec une commutation isotypique en faveur des IgE. Ces IgE se lient aux
récepteurs FceRI exprimés par les mastocytes et les basophiles, et les sensibilisent. Réaction
immédiate : lors d’un second contact avec 1’allergeéne, ce dernier se fixe sur les IgE des
basophiles et des mastocytes sensibilisés et entraine leur dégranulation. Réaction tardive : les
substances produites suite 1’activation des lymphocytes Th2 induite par la rencontre de
I’allergene avec les CPAs ainsi que les substances libérées lors de la dégranulation de réaction
immédiate entrainent le recrutement et activent les éosinophiles qui a leur tour dégranulent.

2.2.2.1 Phase de sensibilisation

La phase de sensibilisation débute lors de la premiere introduction de 1’allergéne dans
I’organisme. C’est en particulier au niveau des muqueuses du tractus respiratoire qu’il
rencontre les CPAs préalablement recrutées par les substances libérées par les cellules
épithéliales. La présentation de 1’allergene par les CPAs aux lymphocytes T CD4 conduit a la
mise en place d’une réponse Th2 majoritaire, avec une forte sécrétion de cytokines,
notamment d’IL-4, d’IL-5, d’IL-9 et d’IL-13 par les lymphocytes Th2. Ces derniers activent
les lymphocytes B naifs spécifiques de 1’allergene. Parallelement, les lymphocytes B peuvent
étre directement activés par la fixation de 1’allergéne sur leurs mlg spécifiques. Ces deux
voies d’activation entrainent, au niveau des centres germinatifs, la différenciation des
lymphocytes B en lymphocytes B mémoire et en plasmocytes, avec une commutation
isotypique en faveur des IgE. Cette réponse immunitaire génere, en 7 a 15 jours apres le
contact avec 1’allergene, des plasmocytes mémoire a IgE, des IgE anti-allergene qui diffusent
dans tout I’organisme, des lymphocytes Th2 et des lymphocytes B spécifiques d’allergenes.
Les IgE se lient via leur fragment Fc aux récepteurs FceRI exprimés par les mastocytes et les
basophiles et vont ainsi les sensibiliser [6, 18, 106]. Cette étape prépare 1I’organisme a réagir

immédiatement lors d’un second contact avec I’allergene.

2.2.2.2 Phase effectrice

22.2.2.1 Phase immédiate

Lors d’une seconde exposition au méme allergéne, ce dernier se retrouve en contact avec les
mugqueuses ou il rencontre les mastocytes, puis les basophiles et les €osinophiles sensibilisés
circulants qui peuvent étre recrutés secondairement dans les tissus. Les cellules sensibilisées

fixent 1’allergéne par les IgE ancrées sur leurs FceRI. La fixation d’allergénes multivalents

assure le pontage des IgE liées au FceRI, déclenchant I’agrégation des récepteurs, leur
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activation puis la transduction du signal. Cela aboutit a la dégranulation cellulaire, a la

libération et a la synthese de molécules pro-inflammatoires [106].

Il existe deux types de médiateurs relargués lors de la dégranulation des mastocytes et des
basophiles : (i) les médiateurs primaires synthétisés avant la libération des granules et stockés
dans ces derniers comme [’histamine et diverses protéases (tryptase, chymotryptase,
carboxypeptidase, kininogénase) et (i1) les médiateurs secondaires produits apres activation de
la cellule cible (cytokines et chimiokines), ou issus du métabolisme des phospholipides
membranaires 1ié au processus de dégranulation (leucotrieénes, prostaglandine D2 (PGD2),
thromboxane A2 (TBXAZ2), facteur d’activation des plaquettes (PAF)). Les symptomes

provoqués par ces dernieres apparaissent dans les minutes qui suivent la dégranulation.

Brievement, I’cedéme des voies respiratoires se traduit par des rhinorrhées et une congestion
nasale provoquée par I’ensemble de ces substances. L’histamine, les leucotrieénes et les PGD2
entrainent une bronchoconstriction. L’hypersécrétion de mucus est engendrée par les
leucotrienes et les chymases. Les autres protéases sont a 1’origine de I’activation de cascades
protéiques responsables de dommages tissulaires. Ces médiateurs sont également
responsables du recrutement, au niveau du foyer inflammatoire, de cellules impliquées dans la
phase tardive. Les leucotrienes B4 mobilisent les neutrophiles et les éosinophiles. Alors que
I'IL-5 et le GM-CSF attirent et activent les éosinophiles, I'IL-3 et I'IL-5 mobilisent les
basophiles. Enfin, I’'[L-4, I'IL-13 et le TNF-a entrainent I’augmentation de I’expression des
molécules d’adhérence sur les cellules endothéliales, ce qui facilite D’infiltration des
leucocytes au niveau des tissus [18, 89, 106, 107]. Des chimiokines comme CCL2, CCLA4,
CCLS5, CXCLS8 et CXCL10 vont participer au recrutement de lymphocytes T, de basophiles,

d’éosinophiles et de neutrophiles [108].

L’ensemble des propriétés des substances pharmacologiquement actives libérées lors de la

dégranulation sont répertoriées dans le tableau V.
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Tableau V : Fonctions des médiateurs libérés lors de la réaction allergique [adapté

13, 92].

(1 : augmentation)

de

Meédiateurs Actions
Hi . T Perméabilité vasculaire, vasodilatation, T production de mucus,
stamine I . . .
bronchoconstriction, activation des neurones nociceptifs
P Dommages tissulaires, activation de protéines précurseurs, T production de
Protéases ‘o .- ..
mucus, génération de bradykinine
. T Perméabilité vasculaire, T production de mucus, bronchoconstriction,
Leucotrienes .. . . <
recrutement des éosinophiles et des neutrophiles (B,), T molécules
B49 C49 l)4 s £
d’adhérence sur les leucocytes (B,)
PGE2 T Perméabilité vasculaire, bronchoconstriction
TBXA2 Bronchoconstriction
IL-3 Agents chimiotactiques des basophiles
T Commutation isotypique IgE, T différenciation Tnaif en Th2, T molécules
IL-4 s , (1 .
d’adhérence sur I’endothélium, T production de mucus
IL-5 T Prolifération et différenciation , facteur chimiotactique des basophiles et des
€osinophiles
T Croissance des mastocytes et des basophiles, T expression du récepteur
IL-9 .
FceRI, T production de mucus
IL-13 T Commutation isotypique IgE, T différenciation Tnaif en Th2, T molécules
d’adhérence sur I’endothélium, T production de mucus, T HRB
T Prolifération des granulocytes, T perméabilité vasculaire, facteur
GM-CSF .. . . . .
chimiotactique des éosinophiles et des neutrophiles
TNF-o T Molécules d’adhérence sur I’endothélium, facteur pro-inflammatoire
2.2.23 Phase tardive

Les médiateurs libérés lors de la réaction immédiate induisent une réaction de phase tardive.

Elle commence a se développer 4 a 6 heures apres la réaction de type I initiale et persiste

pendant 1 ou 2 jours. Les substances comme I'IL-4 et le TNF-a, libérées lors de la

dégranulation des mastocytes, des basophiles et des éosinophiles pendant la phase immédiate

entrainent 1’augmentation de 1’expression de molécules d’adhérence, comme VCAMI, par

I’endothélium. Elles provoquent aussi la sécrétion des chimiokines CCL11, CCL24 et CCL26

par les cellules épithéliales dont le récepteur CCR3 est présent sur les mastocytes, les
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basophiles, les éosinophiles et les lymphocytes Th2. L’ensemble de ces événements
favorisent le recrutement et la différenciation des cellules effectrices au niveau de la sous-
muqueuse, de 1’épithélium et de la lumiere des voies respiratoires. Cette phase est
principalement caractérisée par une infiltration d’€osinophiles mais aussi de neutrophiles, de
macrophages, de lymphocytes Th2 et de basophiles dans les tissus [18, 106].

La dégranulation des €osinophiles entraine la libération de médiateurs de 1’inflammation, en
particulier de leucotrienes, de protéines basiques majeures, de PAF, de protéines cationiques
(ECP) et de neurotoxines dérivées des éosinophiles (EDN). Ces médiateurs contribuent a des
Iésions tissulaires étendues participant a I’inflammation chronique des muqueuses
bronchiques qui caractérise 1’asthme persistant. Ce phénomene ne se produit pas au niveau de
la muqueuse nasale [18, 109].

Les neutrophiles possedent aussi un role essentiel dans la phase tardive. Ils sont attirés vers la
zone ou s’effectue la réaction allergique par le facteur chimiotactique des neutrophiles libéré
par les mastocytes en cours de dégranulation. De plus, de nombreuses chimiokines comme
CXCLS8 sont libérées au niveau du site inflammatoire, participant a [’activation des
neutrophiles. Il en résulte une dégranulation libérant enzymes lytiques, PAF et leucotrienes
[18].

Bien que de nombreux acteurs cellulaires soient impliqués dans la réaction allergique, c’est la
présentation de I’allergéne aux lymphocytes T CD4 qui détermine la suite des événements.
C’est a ce moment qu’une réponse Th2 dominante est enclenchée et provoque les réactions en
chaine de I’allergie. Toutefois, les allergenes, selon le contexte dans lequel se déroule la

reconnaissance antigénique, peuvent induire différents types de polarisation.

2.2.24 Les réponses lymphocytaires T CD4 spécifiques d’allergenes

Auparavant, I’hypothese du développement ou non d’une allergie reposait sur 1’absence ou la
présence de réponse a 1’allergene respectivement chez les individus sains et allergiques. En
réalité, tout le monde développe des réponses spécifiques d’allergenes, mais de nature
différente. Il est aujourd’hui avéré que les patients allergiques développent une réponse
spécifique d’allergene de profil Th2, alors qu’il s’agit préférentiellement d’une réponse
Th1/Treg chez les sujets sains, quel que soit 1’allergene incriminé [110-118]. Ceci a d’abord
été démontré suite a une stimulation spécifique des lymphocytes T CD4 totaux par dosage des
cytokines dans les surnageants [113, 114, 119], par ELISpot [113-115, 119] ou par détection

intracellulaire [110-112, 116-118]. Ces données ont ensuite ét€ confirmées plus
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spécifiquement par I’étude des lymphocytes T CD4 spécifiques d’allergenes via une détection
par des tétrameres de molécules de classe II du CMH [120-125]. Cette technologie a
également permis de déterminer que la fréquence des lymphocytes T CD4 spécifiques
d’allergenes circulants chez les individus sains était moindre que celle des allergiques [120,
121, 124, 125]. Par ailleurs, il a récemment été¢ démontré que les taux d’IL-17 sérique [126,
127] et que la proportion de lymphocytes T CD4 suite a une stimulation allergénique in vitro
était plus élevée chez les patients allergiques que chez les sujets sains [87, 88, 128]. Une
fréquence ex vivo plus importante de lymphocytes T CD4 coproduisant de I’'IFN-y et de I'IL-
17 a également été décrite chez les sujets allergiques versus sains [87]. Ces éléments
introduisent de nouvelles informations quant aux réponses spécifiques d’allergenes. De plus,
il semblerait que la fréquence et la propension des lymphocytes T CD4 a proliférer in vitro
suite a une stimulation allergénique soit plus élevée chez les individus atopiques que chez les

non-atopiques [111-113, 116, 119, 129, 130].

Les analyses des lymphocytes T CD4 spécifiques d’allergeénes avec les tétrameres de
molécules de classe II du CMH chez les patients allergiques s’accordent sur le fait que ces
derniers sont majoritairement « mémoire » (versus naifs) avec une prédominance des
lymphocytes T CD4 « mémoire effectrice » par rapport aux lymphocytes T CD4 « mémoire
centrale » [120-123, 125]. 1l a aussi été montré qu’il peut parfois s’agir d’une réponse
« mémoire centrale » [120]. Il semblerait que les individus allergiques aux pollens de bouleau
présentent une réponse majoritairement « mémoire effectrice » alors qu’il s’agit d’une
réponse « mémoire centrale » chez les sujets sains [125]. Cependant, ces réponses sont
équivalentes dans une étude sur les réponses lymphocytaires T CD4 aux squames de vaches

[122].

Bien que le type de réponse lymphocytaire T CD4 spécifique d’un allergene ne dépende pas
uniquement du statut allergique versus sains, mais aussi de la nature de 1’allergéne, on ne sait
pas exactement par quels mécanismes les individus allergiques privilégient une réponse Th2
alors que les individus sains manifestent préférentiellement une réponse Th1/Treg. Tandis que
certaines études incriminent 1’altération de la génération [131, 132] ou des propriétés
fonctionnelles des lymphocytes Treg [119, 133-136] chez les sujets atopiques, d’autres
mettent en cause une déficience des lymphocytes Trl [118, 137-140]. Certaines études
révoquent €galement l’implication des Treg dans les réponses protectrices contre les

allergenes [141-143].
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Cela souleve la nécessité de déterminer quels moyens le systtme immunitaire met en place

pour induire une tolérance vis-a-vis d’un allergene.

2.2.2.5 Les mécanismes d’induction de tolérance

L’induction de tolérance immunitaire se définit comme 1’ensemble des mécanismes qui
permettent d’inhiber spécifiquement et durablement une réponse immune vis-a-vis d’un
antigene ou de reprogrammer une réponse immunitaire pathologique (par exemple induction
d’une réponse de type Thl a la place d’une réponse Th2 nocive). Elle peut étre induite au
niveau central ou périphérique. La tolérance centrale permet au systeme immunitaire
d’éliminer les lymphocytes T auto-réactifs au cours de leur développement dans le thymus par
des mécanismes faisant intervenir un processus de sélection négative ou des lymphocytes
Treg. La tolérance périphérique intervient au niveau des organes lymphoides secondaires
et/ou dans les tissus via I’ignorance, 1’anergie, la délétion clonale et I’action de lymphocytes

Treg. Nous nous focaliserons ici sur les mécanismes de la tolérance périphérique.

2.2.25.1 L’ignorance

L’ignorance décrit la coexistence de lymphocytes T naifs potentiellement auto-réactifs et de
leur antigene cible dans les tissus périphériques. L’antigéne que reconnaissent spécifiquement
ces lymphocytes T est présenté en tres faible quantité par les cellules qui I’expriment. Dans
les conditions physiologiques normales, les lymphocytes T rencontrent cet antigéne dans un
contexte non-inflammatoire, aboutissant a une non-réponse des lymphocytes. En revanche, si
ces lymphocytes T rencontrent de grandes quantités de cet antigene dans des conditions
inflammatoires, ils vont s’activer et détruire les cellules exprimant cet antigene [144, 145].
Une faible avidité des TCRs d’un lymphocyte T spécifique de cet antigéne peut également

aboutir a un phénomene d’ignorance [146].

2.2.2.5.2 L’anergie

L’anergie se définit comme I’incapacité d’un lymphocyte T CD4 a s’activer, a proliférer, a
sécréter des cytokines et a donner naissance a des cellules effectrices et mémoires, suite a une
stimulation via son TCR [147, 148]. C’est ’absence de signaux de co-stimulation qui induit
une anergie de ces lymphocytes T CD4 [149]. La déplétion de l’environnement en

tryptophane peut également induire une anergie lymphocytaire. L’expression d’IDO (enzyme
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limitante dans le catabolisme du tryptophane) par les macrophages activés ou les DCs,
entraine une carence de cet acide aminé aboutissant a 1’arrét de la prolifération et de 1’activité

lymphocytaire [150, 151].

22253 La délétion clonale

La délétion clonale périphérique résulte de 1’induction d’apoptose. Elle peut étre médiée par
I’engagement de la voie Fas (Fragment inducteur d’apoptose) (Fas sur les lymphocytes T et
FasL sur les CPAs) ou par différents mécanismes aboutissant a I’AICD (Activation-induced
cell death). La stimulation chronique de lymphocytes T CD4 spécifiques d’antigenes peut
également induire une délétion par épuisement. Ce phénomene est observé dans les phases

tardives des infections chroniques ou de croissance tumorale [152, 153].

22254 L’immuno-déviation via les lymphocytes Treg

Plusieurs mécanismes, incluant la sécrétion de cytokines et le contact cellulaire ont été décrits
expliquant la fonction suppressive des lymphocytes Treg. Ces mécanismes peuvent étre
regroupés en 4 « modes d’action » principaux (Fig. 5):

- Suppression au niveau de I’interaction DC/lymphocyte T reposant notamment sur les effets
immuno-modulateurs des molécules CTLA-4, TGF-f, IDO (indoleamine 2,3-dioxygenase) et
LAG-3 (lymphocyte-activation gene 3) [154]. Ce mécanisme inhiberait alors la maturation et
la fonction des cellules dendritiques.

- Suppression par sécrétion locale de cytokines inhibitrices : IL-10, TGF-f3 et IL-35 [155]

- Suppression induite par une perturbation métabolique (compétition locale pour les facteurs
de croissance). Les cellules Treg, par leur tres forte expression du récepteur de haute affinité a
I’'IL-2 (CD25), consommeraient plus rapidement I’IL.-2 environnante indispensable a la survie
et a la prolifération des cellules, que les cellules T effectrices [156, 157].

- Un quatrieme mécanisme a été récemment proposé, impliquant la libération de 1’adénosine
et I’action des molécules CD39 et CD73. Ces deux ectonucléotidases seraient impliquées dans
la libération de 1’adénosine en surface des cellules Treg, activant le récepteur 2A de

I’adénosine (A2 AR) présent a la surface des cellules T effectrices [72, 158-160]. L’activation
du récepteur A2 AR aurait un effet suppressif sur les lymphocytes T effecteurs. De plus, cette

activation induirait le développement des Treg par I'induction de la sécrétion de TGF- et
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I’inhibition de I’expression de I'IL-6, cytokine connue pour inhiber le développement des

Treg au profit des Th17 [161, 162]. Toutefois, ces hypotheses restent controversées.

1. Cytokines inhibitrices 2. Ciblage des cellules dendritiques

Inhibition de la
maturation et de la
fonction des DCs

3. Perturbations métaboliques 4. Libération d’adénosine
CD25 \/\ Adenosme
CD73
CD39

Mort par carence en cytokines Activation du récepteur A, R

Figure 5: Modes d’action des lymphocytes Treg (d’apres [155]). Les lymphocytes Treg
peuvent agir selon 4 modes d’action: 1. La sécrétion de cytokines, 2. L’inhibition de la
maturation et des fonctions des DCs, 3. La perturbation métabolique et 4. La libération
d’adénosine. Toutefois, ces mécanismes restent controversés.

2.2.3 Mécanismes de ’immunothérapie allergénique

Du fait de son antériorité, les mécanismes d’action de I'ITA sous-cutanée ont été plus étudiés
que ceux de I'ITA sublinguale. Alors que I’efficacité des 2 voies d’administration est
similaire [163], leurs mécanismes d’action ne sont pas clairement identifiés et aucun
consensus n’a été établi, du fait de la non uniformité des observations. Ces divergences
peuvent s’expliquer, entre autres, par des questions de méthodologie, comme la diversité des
protocoles de traitements (allergénes et doses), I’inclusion d’un petit nombre de patients, une
absence de groupe controle placebo et de double aveugle. Par ailleurs, alors que les
techniques de dosages des immunoglobulines permettant de suivre les réponses humorales

sont parfaitement maitrisées, il est plus délicat de standardiser les méthodes relatives a
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I’approche cellulaire. La faible fréquence, notamment des DCs et des lymphocytes T CD4
spécifiques d’allergenes, et le manque d’outils pour les suivre précisément, limitent la
détection et I’étude de ces cellules. La variabilité inter-patient liée aux diversités génétiques et
environnementales augmente également la difficulté de standardisation des essais cellulaires.

Malgré tout, il semblerait que leurs modes d’action soient assez voisins, en agissant sur les

cellules effectrices, les CPAs, la réponse humorale et les lymphocytes T CD4. (Fig. 6).
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Figure 6 : Mécanismes de I'immunothérapie allergénique (adapté de [164]). L’ITA
induirait des lymphocytes nTreg et Trl qui inhibent les basophiles, les mastocytes et la
réponse Th2 via un contact cellule-cellule et/ou la sécrétion d’1L-10. Ces mémes lymphocytes
Trl, en produisant du TGF- et de I’'IL-10, entrainent respectivement une commutation
isotypique en faveur des IgG4 et des IgA1/IgA2, anticorps aux pouvoirs bloquants. Ces
derniers sensibilisent de maniere passive les monocytes provoquant une sécrétion d’IL-10,
capable d’agir sur la commutation isotypique en faveur des IgG4. Enfin, I'ITA induit une
polarisation des lymphocytes T naifs en lymphocytes Thl produisant de I’'I[FN-y qui induit
une commutation isotypique en faveur des IgGl. Les IgG1 et les IgG4 sécrétées agissent sur
les basophiles et les mastocytes en inhibant la libération d’histamine, ainsi que sur les DCs en
inhibant la présentation IgE facilitée. ( —) Mécanismes de 1’allergie, (---) Mécanismes de
I’'ITA, (—) Induction, (—) Inhibition.
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2.2.3.1 Effets sur les mastocytes, les basophiles et les éosinophiles

L’ITA serait capable d’augmenter treés précocement le seuil d’activation des mastocytes et des
basophiles nécessaires a la dégranulation suite a la libération progressive de 1’histamine et des
leucotrienes, en dessous du seuil d’anaphylaxie systémique [165-167]. Par la suite, 1’effet
suppresseur de I'ITA sur les mastocytes et les basophiles serait lié a la diminution du taux
d’IgE spécifiques et a I'induction de lymphocytes Treg allergéne-spécifiques sécrétant de
I’'IL-10. Cette cytokine serait capable de réduire significativement la densité et la croissance
des mastocytes, la concentration locale d’histamine et d’inhiber la dégranulation [168]. De
plus, les lymphocytes Treg sont capables d’inhiber la dégranulation des mastocytes médiée

par le FceRI via un contact cellulaire impliquant I’interaction OX40/0X40-L [169-172].

Les facteurs d’adhérence et chimiotactiques des éosinophiles et des neutrophiles ainsi que le
recrutement de ces derniers au niveau des organes cibles seraient réduits suite aux expositions
allergéniques consécutives a I'ITA. Une diminution des taux locaux et sériques d’ECP a
également été observée [171, 173-175]. Bien que ces phénomenes aient déja été corrélés a
I’efficacité clinique de I'ITA dans certaines études [176, 177], d’autres études ne sont pas

parvenues a de telles conclusions [178].

Par ailleurs, I’'IL-10 sécrétée par les lymphocytes T pourrait €tre a I’origine d’une réduction de

I’activité des éosinophiles [176].

Les observations relatives aux cellules effectrices de I’immunité innée s’accordent a dire, dans
la majorité des cas, que I'ITA induit une diminution de l’activité des basophiles, des

mastocytes et des éosinophiles, entrainant une réduction précoce des symptomes.

2.2.3.2 Effets sur les DCs

Alors que les DCs jouent un role majeur dans I’initiation de 1’allergie, leurs implications dans
Iefficacité de I'ITA sous-cutanée ont été moins étudiées que dans I’'ITA sublinguale ou elles
semblent avoir un role prépondérant.

Les fonctions de I'immunité innée des DCs médiées par le TLR9 sont altérées chez les
individus allergiques. Elles seraient restaurées chez les pDCs de patients ayant recu une ITA
aux acariens [179]. Par ailleurs, la proportion de ces pDCs périphériques est significativement

diminuée suite a une désensibilisation aux venins d’hyménoptere [180]. Ainsi, ces
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changements induits par I'ITA sous-cutanée pourraient contribuer a la suppression de
I’inflammation allergique [164, 174].

Dans I'ITA sublinguale, une étude révele qu’apres un an d’ITA aux acariens, la capacité des
DCs matures du sang a sur-exprimer CD86 et a produire de I'IL-12 est altérée, alors que leur
sécrétion d’IL-10 est augmentée [181]. Une autre étude menée sur des biopsies mucosales
post-mortem, démontre que Phl p 5, allergene de pollens de graminées est pris en charge par
des oL.Cs via un mécanisme de présentation facilitée par les IgE. Ce mécanisme est médié par
FceRI, récepteur aux IgE exprimé a leur surface [182, 183]. L’engagement de FceRI
favoriserait la sécrétion d’IL-10 et de TGF-f3, augmentant la production d’IDO et aboutissant
a I’inhibition de la prolifération des lymphocytes T. De plus, les oL.Cs capturant I’allergene
présenteraient des similitudes avec les DCs aux propriétés tolérogenes [57, 174, 183, 184].
Ainsi, la muqueuse orale semble entrainer une induction de tolérance envers les allergenes
[174, 183, 185].

Il semblerait que les DCs soient impactées par I'ITA. Alors que les oLCs de la muqueuse
orale joueraient un role dans 1’induction de tolérance générée par I'ITA sublinguale, les DCs

y participeraient a un degré moindre dans I’ITA sous-cutanée.

2.2.33 Effets sur la réponse humorale

La réponse humorale se caractérise essentiellement par la production d’anticorps. Elle est
évaluée par le dosage des immunoglobulines spécifiques de 1’allergene.

L’ITA sous-cutanée est connue pour induire au niveau systémique et des organes cibles une
augmentation transitoire et précoce des IgE spécifiques des allergenes contre lesquels le
patient se désensibilise [25, 186-201]. Cette augmentation peut s’expliquer par la
différenciation des lymphocytes B mémoire, générés lors des précédentes expositions aux
allergenes incriminés, en plasmocytes sécrétant des IgE. Dans le cas des allergies
saisonnieres, lors de la saison pollinique consécutive au traitement, cette sécrétion d’IgE est
fortement altérée, I'ITA entrainant la génération de lymphocytes B spécifiques d’allergenes a
IgG1 et a IgG4 [186-190]. Les augmentations locales et systémiques significatives d’IgG1 et
d’IgG4 observées dans la majorité des études d’ITA [25, 139, 191-211], sont probablement
liées a la sécrétion d’IFN-y, d’IL-10 et de TGF-f par les lymphocytes T CD4. Ces cytokines
sont connues pour entrainer une commutation isotypique en faveur des IgGl et des 1gG4
[164, 190, 212, 213]. Malgré ces fortes variations, les études menées n’ont pas mis en

évidence un lien de cause a effet strict entre la concentration en IgG1/IgG4 et ’efficacité
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clinique de 'ITA [111, 112]. Ces anticorps agiraient comme facteur bloquant en entrant en
compétition directe avec les IgE pour la liaison avec I’antigene [192, 196, 199, 214]. 1l en
résulterait une inhibition de 1’histamino-libération des basophiles [215, 216] et de la
présentation des antigenes facilitée par les IgE [208, 217-220].

Deux études d’ITA aux pollens de graminées ont révélé une élévation des taux d’IgA2
monomériques et polymériques spécifiques d’allergenes. Cette commutation isotypique en
faveur des IgA1 et des IgA2 serait provoquée par une sécrétion de TGF-f par les lymphocytes
T et les CPAs. Par ailleurs, en présence d’allergenes, la sensibilisation passive de monocytes
avec des IgA?2 polymériques issus de sera de patients traités par ITA, entraine la co-agrégation
de ces immunoglobulines et provoque une sécrétion d’IL-10 [220, 221]. Ce phénomene
pourrait étre une autre source d’IL-10 a I’origine de la commutation isotypique en faveur des
IgG4 [164].

Ces variations sont souvent plus marquées dans I'ITA sous-cutanée que dans I'ITA

sublinguale [163].

2234 Effets sur les lymphocytes T CD4

L’étude des réponses lymphocytaires T CD4 induites par I'ITA (sous-cutanée ou sublinguale)
aboutit a 2 mécanismes hypothétiques qui agiraient de maniere concomitante, séquentielle, ou
indépendante : (i) I'immuno-déviation Th2 vers Thl, (ii) I'induction d’anergie et/ou de
délétion médiée ou non par des lymphocytes T CD4 aux propriétés régulatrices. Toutefois,
d’une étude a I’autre, les observations sont tres hétérogenes et ne permettent pas d’établir un
mécanisme consensuel. Cela est probablement lié a la difficulté de suivre les réponses
lymphocytaires T CD4 spécifiques d’allergénes. De plus, les études relatives a 1’étude des
réponses T incluent souvent un petit nombre de patients (n<15) [139, 222-228], ou n’ont pas
de groupe placebo (le groupe contrdle correspond a des patients sains ou allergiques non
traités) [139, 163, 225, 227, 229-232], voire pas de groupe contrdle [222, 233-236]. Parmi ces
études, seule une minorité est réalisée en double aveugle [224, 230, 237-240].

Généralement, 1’analyse des réponses T CD4 consiste a évaluer 1’effet d’une stimulation
allergénique sur les PBMCs.

Apres avoir détaillé 'impact de I'ITA sur les réponses lymphocytaires T CD4 au niveau
périphérique, puis au niveau des organes cibles, nous évoquerons comment ces effets peuvent

étre générés.
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L’hypothese de I'immuno-déviation repose sur I’augmentation du ratio de cytokines Thl
(IFN-y)/Th2 (IL-4 ou IL-5 ou IL-13) [163, 222, 224, 233, 234, 238, 241-243]. Toutefois,
certaines études ne mettent pas en évidence ces variations [223, 236, 239, 244, 245].
L’anergie est évaluée, par extrapolation, par une diminution de la prolifération cellulaire ou de
la production de cytokines effectrices (Th2 + Thl) en réponse a I’allergene [228, 230, 237,
240, 246-248], mais de telles modifications ne sont pas toujours détectées [223, 228, 229,
231, 242, 248, 249]. L hypothese de la délétion clonale est associée a 1I’induction d’apoptose
des lymphocytes Th2 suite a une stimulation allergénique ou polyclonale [250, 251], ou a une
diminution de la fréquence des lymphocytes T CD4 spécifiques d’allergenes identifiés a 1’aide
des tétrameres de molécules de classe II du CMH [226, 252]. Toutefois, le moyen le plus
adapté pour évaluer des phénomenes d’anergie ou de délétion est la détection des
lymphocytes T CD4 spécifiques d’allergenes associée a des analyses fonctionnelles. Des
études suggerent que ces phénomenes seraient induits griace a la génération de lymphocytes T
CD4 aux propriétés régulatrices, c’est-a-dire les lymphocytes Treg [222, 224, 241, 253], Trl
[225, 228, 232, 248] ou iTreg [230], via la sécrétion de cytokines régulatrices comme I’'IL-10
[139, 222, 228, 232, 238, 246, 248, 254, 255] et/ou le TGF-p [139, 224, 235]. En effet, I'IL-
10 est capable de diminuer in vitro les cytokines Thl, Th2 et d’induire I’anergie de
lymphocytes T effecteurs [246, 256, 257]. L’activité suppressive des lymphocytes Treg est
aussi associée a la production de TGF-B, cytokine impliquée dans la régulation de la
prolifération des lymphocytes T [246, 258]. Cependant, il n’est pas toujours prouvé que ces
cytokines sont produites par les lymphocytes T CD4 car elles sont dosées dans les surnageants
de culture de PBMCs [224, 229, 238, 259, 260]. De plus, des études révoquent également
I’impact de I’'ITA sur les lymphocytes Treg [232, 240].

Certaines études ont évalué les réponses lymphocytaires T CD4 a différents stades du
traitement. La baisse de la sécrétion des cytokines Th2 [227, 228, 243, 248] et I’augmentation
de la production de TGF-f [224] sont observées précocement (<6 mois), alors que I'IFN-y
serait sécrété plus tardivement (>6 mois) [222, 224]. L’augmentation de la production d’IL-10
est détectée plus ou moins précocement selon les études [222, 224, 235, 244]. Ces données
suggerent que les cinétiques d’induction/inhibition sont différentes et plus ou moins

transitoires d’une cytokine a 1’autre.

L’ITA agirait également sur les lymphocytes Th17, dont le réle dans la physiopathologie des

allergies a récemment été¢ démontré [87]. Alors qu'une étude d’ITA aux pollens d’arbres
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révele que I’augmentation d’IL-17 est associée a une faible efficacité clinique [241], une autre
étude rapporte que la diminution d’IL-17, correle avec I’efficacité de I'ITA [261]. Aucune

influence du traitement sur les réponses Th9 et Th22 n’a été mise en évidence.

Comme les réponses T périphériques ne refletent pas forcément les réponses locales, il est
pertinent d’observer les modifications induites par I'ITA au niveau des organes cibles. Des
études d’ITA sous-cutanée ont été réalisées sur biopsies ou sécrétions nasales. 1l est détecté
une augmentation de la production d’IFN-y [262] concomitante ou non a la diminution de
I’expression d’IL-5 [242, 263] et d’IL-9 [264] pendant les saisons polliniques de graminées
consécutives au traitement. Deux de ces études révelent une augmentation du ratio Th1/Th2
au niveau local, sans détecter de modification des réponses lymphocytaires T CD4 au niveau
périphérique [242, 249]. L’augmentation de cytokines régulatrices et la détection au niveau de
la peau de Ilymphocytes T produisant de I’IL-10 apres challenge intradermique a
principalement été décrite chez les patients se désensibilisant par voie sous-cutanée aux
venins d’hyménopteres [246, 265, 266]. Des observations similaires ont été faites au niveau
de la muqueuse nasale lors d’ITA sous-cutanée aux pollens de graminées [267]. L’ unique
étude réalisée sur des biopsies nasales suite a une ITA sublinguale aux pollens de graminées

révele une augmentation des lymphocytes Treg apres 12 a 18 mois de traitement [220].

La réorientation de la polarisation ainsi que la génération de lymphocytes Treg sont
probablement liées aux fortes doses administrées lors du traitement, supérieures a celles
auxquelles le patient est exposé dans son environnement naturel. En effet, il a ét€ démontré in
vitro que de faibles doses d’allergenes induisaient une réponse Th2, alors que des doses plus
élevées entrainaient une polarisation Thl [248, 265]. Des observations similaires ont été faites

quant a I’induction de lymphocytes Treg [258] ou de leurs propriétés régulatrices [133].

Il apparait que les réponses lymphocytaires T CD4 spécifiques d’allergénes soient impactées
par 'ITA. Ces changements semblent moins marqués au niveau systémique dans I'ITA
sublinguale et sont probablement plus visibles localement [163, 220]. Toutefois, la corrélation
avec Defficacité clinique n’est pas toujours étudiée, remettant ainsi en question le lien de

cause a effet avec les variations observées.

En conclusion, I’efficacité de I'ITA sublinguale reposerait sur les mémes mécanismes
impliquant les mémes cellules (cellules effectrices, CPAs, lymphocytes B et lymphocytes T

CD4) que I'ITA sous-cutanée avec une amplitude moins perceptible au niveau systémique
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(Fig. 7). De plus, les premieres études s’intéressant aux effets locaux de I'ITA sublinguale
suggerent que les modifications lymphocytaires induites par le traitement sont plus visibles au
niveau des organes cibles. Cependant, le manque d’uniformité des données relatives aux
réponses cellulaires systémiques, notamment des réponses lymphocytaires T CD4 spécifiques
d’allergenes, rend difficile I’interprétation des données et souleve la nécessité de développer
et d’optimiser des techniques visant a évaluer les réponses lymphocytaires T CD4 spécifiques

d’allergenes, qui semblent étre au centre des mécanismes impliqués dans 1’efficacité de I'ITA.
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Figure 7 : Résumé des effets de I’ITA sur les acteurs cellulaires immunologiques
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2.3 Suivi des réponses lymphocytaires T CD4 périphériques

2.3.1 Intéréts

Les données suggérant I’importance des lymphocytes T CD4 spécifiques d’allergenes dans le
controle de la réponse immunitaire a I'ITA et la difficulté de les suivre soulevent la nécessité
de développer des outils pour analyser les réponses lymphocytaires T CD4. Afin d’étre
optimaux, ces outils doivent :

- Prendre en compte les limites de détection et de quantification,

- Etre sensibles et spécifiques,

- Etre robustes et reproductibles,

- Etre faciles d’utilisation.

La spécificité fait référence a la justesse de I’interprétation des résultats observés (une grande
spécificité correspond a une faible quantité de faux positifs). Elle est définie en comparaison a
des standards ou des contrdles appropriés. La sensibilité, parametre le plus affecté par le bruit
de fond, est définie par les controles négatifs. Enfin, la robustesse et la reproductibilité
impliquent que les résultats générés soient les mémes quels que soient le manipulateur,

I’instrument ou les réactifs utilisés.

2.3.2 Outils de suivi pour I’analyse des réponses immunitaires
périphériques
Différentes techniques sont disponibles pour étudier les propriétés des cellules immunitaires
mononuclées du sang périphérique (PBMCs) (tableau VI). Selon les protocoles
expérimentaux utilisés (ex vivo ou apres stimulation antigénique, sur la totalité des cellules ou
sur une population cellulaire définie) les informations obtenues sont de degré variable quant a

la spécificité antigénique de la réponse étudiée.
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Tableau VI : Techniques d’analyses des propriétés des cellules du sang périphérique
[268-284]. Le principe, les avantages (en vert) et les inconvénients (en rouge) des techniques
de phénotypage, de mesure de la prolifération cellulaire (marquage a la thymidine tritiée ou au
CFSE), de quantification génique (micro-arrays et PCR quantitative) et de détection de
cytokines (ELISA, Luminex, ELISpot, marquage intracellulaire de cytokines (ICS), Cytokine

Secretion Assay (CSA), nouveaux dispositifs).

Principe Avantages et inconvénients
L’ analyse phénotypique consiste a détecter des -Analyse multiparamétrique possible
molécules de surface ou intracellulaires apres -Peut étre suivi d’une étape de
Phénotype perméabilisation de la membrane, a 1’aide purification (cytométrie de flux)
d’anticorps marqués spécifiques de la molécule - Sensible
d’intérét. L’ anticorps est couplé a un -Ne permet pas I’évaluation de la
[264-267) fluorochrome pour une détection en cytométriede | fonctionnalité
flux ou a un atome de métal pour une détection en
cytométrie de masse.
Les techniques disponibles reposent sur deux Marquage a la thymidine triti€e
principes: -Tres sensible
-Analyse monoparamétrique
-Incubation des cellules avec des précurseurs -Ne permet pas I’identification des
marqués de I’ ADN qui s’ incorpore lors de la cellules ayant proliféré
réplication, comme la thymidine tritiée détectée in | -Se limite a la détection des cellules
vitro par comptage a scintillation, ou la ayant proliféré
bromodeoxyuridine (BrdU) détectée par -Bruit de fond possible par effet
Mesure immunocytochimie grace a un anticorps bystander
de la prolifération spécifique anti-BrdU. -Ne peut étre suivi d’une étape de
cellulaire purification
-marquage des protéines cellulaires détecté par Marquage au CESE
1274-276] cytométrie de flux. Le plus courant, la -Analyse multiparamétrique possible
carboxyfluorescein diacetate succinimidyl ester -Peut étre suivi d’une étape de
(CFSE) se fixe sur les chaines latérales des purification
lysines. -Se limite a la détection des cellules
ayant proliféré
Dans les deux cas, les marqueurs présents sur la -Bruit de fond possible par effet
cellule mere vont se répartir également dans les bystander
deux cellules filles lors de la division. L’intensité
du signal sera alors divisée par deux.
Les micro-arrays permettent I'analyse simultanée -Sensible
de tous les transcrits d'un génome. Son principe -Analyse multiparamétrique
Micro- repose sur 1’ hybridation moléculaire. Le mélange -Comparaison simultanée de deux
arrays des ADN complémentaires (ADNCc) issu de la échantillons
réverse transcription est marqué (fluorescence, -Permet de détecter 1’ expression de
(272,273] biotinylation ou radioactivité), puis hybridé avec molécules intracellulaires ou
des ADNc de séquence connue, fixés sur un sécrétées
support solide. -Limitée au niveau transcriptionnel
La PCR quantitative (qPCR), permet d’ obtenir -Tres sensible
Quantification par réplication in vitro, de multiples copies d’un -Niveau de détection unicellulaire
, de ) fragment d’ ADN a partir d’un extrait. Afin de possible
! expression mesurer I’ expression génique, les ARN messagers | -Permet le détecter I’expression de
genique (ARNm) doivent étre transcrits réverse en ADNCc. molécules intracellulaires ou
PCR . La détection se fait au moyen d’intercalants de sécrétées
quantitative | 1’ ADN fluorescents qui se fixent soit sur 'ADN -Analyse monoparamétrique
double brin (technologie SYBR) ou de sondes -Limitée au niveau transcriptionnel
1272, 273) fluorescentes que se lient sur une séquence
d'ADN précise (technologie TagMan). Ces
molécules ne fluorescent qu'une fois fixées a
I'ADN (soit parce que la fluorescence nécessite un
ADN double brin, soit a cause d'un désactivateur
(quencher).
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Principe

Avantages et inconvénients

Mesure
dela
production
de
cytokines

L’Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay
(ELISA) est une technique immuno-

-Tres sensible
-Analyse monoparamétrique

ELISA enzymatique de quantification qui permet de -Ne permet pas une détection au niveau
2771 doser la cytokine d’intérét grace a une réaction unicellulaire
colorée produite par l'action sur un substrat - Ne peut étre suivi d’une étape de tri
d'une enzyme préalablement fixée a I'anticorps.
La technologie Luminex repose sur l'utilisation -Analyse multiparamétrique possible
de microspheres aux propriétés fluorescentes -Tres sensible
. bien définies sur lesquelles sont greffés des -Ne permet pas une détection au niveau
Luminex | anticorps anti-cytokines. Suite  I'ajout d’un unicellulaire
1284] anticorps secondaire couplé a un fluorochrome, | - Ne peut étre suivi d’une étape de tri
puis a une double lecture apres excitation par
deux lasers, on peut déterminer quelles
cytokines ont été produites et en quelles
quantités.
L’Enzyme-linked immunosorbent spot -Niveau de détection unicellulaire
(ELISpot) consiste a capturer les molécules -Permet de déterminer la fréquence des
sécrétées par des cellules déposées sur un cellules ayant répondu a la stimulation
support solide, sur lequel sont greffés des -Tres sensible
ELISpot anticorps spécifiques de la cytokine d’intérét. -Analyse monoparamétrique
Apres élimination des cellules, -Dépendant du comptage cellulaire
[278]. I'immunocomplexe est révélé a I’aide -Se limite a la détection des cellules ayant
d’anticorps couplés a un substrat chromogeéne répondu a la stimulation
insoluble, dont la précipitation localisée génere -Bruit de fond possible par effet bystander
des taches colorées ou « immunospots ». -Ne permet pas d’analyse phénotypique
Le marquage intracellulaire de cytokines -Analyse multiparamétrique possible
consiste a détecter, grace a des anticorps -Niveau de détection unicellulaire
couplés a un fluorochrome, les cytokines -Nécessite peu de cellules
ICS accumulées dans le cytoplasme apres -Sensible
stimulation. -Se limite a la détection des cellules ayant
279, 280] répondu 2 la stimulation
-Bruit de fond possible par effet bystander
-Analyse sur cellules fixées et
perméabilisées
Le principe du Cytokine Secretion Assay -Analyse multiparamétrique possible
(CSA) repose sur la capture de cytokines a la -Niveau de détection unicellulaire
surface de la cellule juste au moment de leur -Peut étre suivi d’une étape de purification
CSA sécrétion a I’ aide d’anticorps bispécifiques. -Se limite a la détection des cellules ayant
1281 L’ ajout d’un anticorps secondaire couplé a un répondu a la stimulation
fluorochrome permet I’ analyse en cytométrie de | -Bruit de fond possible par effet bystander
flux. -Dépend de la cinétique de sécrétion des
cytokines
Le principe des microwell array chips consiste -Analyse multiparamétrique
amettre dans un puits, une cellule dont les -Niveau de détection unicellulaire
cytokines qu’elle sécrete sont capturées puis - Ne tient pas compte du
Nouveaux | révélées grace a des anticorps marqués. microenvironnement cellulaire
dispositifs | Le principe des integrated barcode chips
consiste a mettre une cellule dans une cassette.
[282,283].

Les cytokines qu’elle sécretent sont capturées
par des anticorps placés en bande. Lors de la
révélation, les anticorps marqués « s’allument »
pour former un code barre.
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2.3.2.1 Analyse ex vivo des PBMCs

L’analyse ex vivo des PBMCs permet d’évaluer le phénotype, la fonctionnalité et 1I’expression
génique de ces dernieres a 1’état basal (sans stimulation). Ce type d’analyse, du fait de la
faible fréquence des lymphocytes T CD4 spécifiques d’allergenes en périphérie, rend tres

difficile I’acquisition d’informations sur les réponses lymphocytaires spécifiques d’allergenes.

2.3.2.2  Analyses de la réponse a I’antigene apres stimulation in vitro

Alors que I’analyse des PBMCs ex vivo évalue un état basal, la stimulation spécifique in vitro
des PBMCs apres leur isolement, permet de détecter et de caractériser la réponse globale a
I’antigeéne via I’expression de marqueurs d’activation, la mesure de la prolifération cellulaire,
de la sécrétion cytokinique ou de I’expression génique.

Toutefois, ce n’est pas parce qu'une réponse cellulaire est détectable suite a la stimulation
avec un antigene, qu’elle est spécifique de celui-ci. La réponse observée suite a une
stimulation antigénique ne permet pas de faire la distinction entre activation spécifique due a
I’antigéne et activation liée aux cytokines produites par les cellules activées non
spécifiquement (effet collatéral ou « bystander ») ou aux cellules mortes. De plus, elles ne

prennent pas en compte les cellules spécifiques d’antigenes incapables de proliférer ou de

sécréter des cytokines (anergiques).

2.3.2.3  Analyses de la réponse a I’antigene apres amplification in vitro

Lorsque la fréquence des cellules répondant a 1’antigene n’est pas suffisamment élevée pour
détecter un signal aprés une stimulation antigénique des PBMCs, il est possible de les
amplifier in vitro pendant 7 a 15 jours. Toutefois, cette phase d’expansion qui précede

I’analyse peut biaiser la réponse a 1’antigene.

23.24 La sélection de populations cellulaires

L’analyse des PBMCs reflete une réponse globale, sans distinction des types cellulaires. Il est
possible d’affiner le type de réponse étudiée en sélectionnant, sur la base de marqueurs
phénotypiques, les populations cellulaires d’intérét (les lymphocytes T CD4 par exemple).
Cette sélection se fait apres un marquage avec des anticorps spécifiques des marqueurs de
discrimination choisis, soit au moyen d’un tri physique avec des billes magnétiques, soit

lors de I’analyse en cytométrie de flux.
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2.3.2.5 Détection des lymphocytes T CD4 spécifiques d’antigenes : Les
tétrameres de molécules de classe II du CMH

2.3.2.5.1 Concept

L’utilisation d'un complexe CMH-peptide donné sous forme soluble devrait permettre de
repérer l'ensemble des lymphocytes T qui lui sont spécifiques quel que soit leur état
fonctionnel. Cependant, la faible avidit¢é des TCR pour leur ligand ne permet pas aux
complexes CMH-peptide sous forme monomérique de se fixer sur les lymphocytes T [285].
C’est en 1996 que 1’équipe d’Altman a résolu ce probleme en utilisant des formes
tétramériques de complexes CMH I-peptide, augmentant ainsi l'avidité du systeéme pour le
TCR des lymphocytes T CDS8 [286].

Le développement des tétrameres de molécules de classe II du CMH pour I’analyse des
réponses T CD4 est apparu peu de temps apres chez la souris [287]. Son utilisation a été plus
délicate chez I’Homme en raison de la faible fréquence de lymphocytes T CD4 spécifiques
dans le sang circulant [288-290]. L’utilisation des tétrameres de molécules de classe II du
CMH s’est étendue a de multiples domaines comme la cancérologie [291-293], les maladies
auto-immunes [294-296], I’infectiologie (cytomégalovirus, virus de 1’hépatite C, agent de la
tuberculose) [290, 297-300] ou I’allergologie (allergies aux pollens de bouleau, de graminées
et d’armoise, aux phaneres de chat et de vache, a I’arachide et au venin de guépe) [120, 121,
123-125, 226, 301-303], permettant la caractérisation précise des lymphocytes T CD4

spécifiques d’antigenes.

2.3.25.2 Les épitopes immuno-dominants et leur identification

Les épitopes T (ou déterminants antigéniques T) sont des séquences peptidiques reconnues
par le TCR de certains lymphocytes T lorsqu’elles sont associées a une molécule de classe 11
du CMH. Il est possible de classer les épitopes en 3 groupes: les épitopes immuno-
dominants, les épitopes sous-dominants et les épitopes cryptiques. Alors que les épitopes
immuno-dominants sont produits en grande quantité lors de la dégradation de 1’antigéne par
les CPAs, les épitopes sous-dominants sont générés en plus faible quantité. Les épitopes
cryptiques ne sont pas produits. Ainsi, lors d’une immunisation in vivo avec 1’antigéne natif,
seule une restimulation in vitro avec un épitope immuno-dominant aboutira a une
prolifération lymphocytaire. En revanche, les épitopes sous-dominants et cryptiques
n’entraineront une réponse in vitro, qu’apres une immunisation in vivo avec ces peptides sous-
dominants et cryptiques, respectivement. Tous les épitopes possedent un site de liaison de
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spécificité différente pour le TCR (épitope) et pour la molécule de classe II du CMH
(agrétope). [304]. Pour engendrer une réponse immunitaire, ces peptides doivent présenter
une forte affinité pour un TCR et pour une molécule du CMH donnés. L’incapacité d’un
peptide sous-dominant ou cryptique a étre immunogene est en partie liée a un défaut
d’apprétement de celui-ci, ceci en liaison directe avec le contexte moléculaire dans lequel il se
trouve au sein d’une protéine [305-307]. Dans le domaine de I’allergie, les épitopes de
nombreux allergenes ont été identifiés [120, 121, 124, 302, 308-310]. Les études menées a ce
sujet révelent une grande variabilité dans la reconnaissance épitopique inter- et intra-patients.
Les différentes isoformes d’un allergene (Phl p 5a et Phl p 5b par exemple) possedent des
épitopes différents n’étant pas reconnus par les mémes individus. De plus, un épitope
immuno-dominant peut interagir avec des molécules de classe II du CMH différentes et
inversement, une molécule de classe II du CMH est capable de lier des épitopes différents. Le
polymorphisme des haplotypes HLA permet alors d’expliquer la diversité et la variabilité des
épitopes T d’allergenes décrits. Chaque individu exprime un jeu de plusieurs molécules de
classe II du CMH (4 a 8) qui posseédent des propriétés de liaison différentes qui lui sont
propres, expliquant ainsi les variabilités inter- et intra-individuelles des épitopes générés et

reconnus [311, 312].

Tableau VII : Définition des épitopes immuno-dominants, sous-dominants et cryptiques.
(+) : réponse proliférative ; (-) : pas de réponse proliférative.

Réponse in vitro
e | At | inant | sousdommant | enyptiue
Antigene natif + + -+ -
Epitope immuno-dominant + + - -
Epitope sous-dominant + - + -
Epitope cryptique - - - +

Deux approches sont envisageables pour identifier ces épitopes immuno-dominants. La
premiere consiste a prédire bioinformatiquement avec des algorithmes 1’affinité des différents
peptides d’une protéine pour une molécule HLA, puis a valider in vitro la capacité de liaison
du peptide a la molécule de classe II du CMH considérée, exprimée par des lignées cellulaires
[305, 313]. La seconde repose sur un criblage d’épitopes appelé TGEM (tetramer-guided

epitope mapping) appréciant a la fois la capacité de liaison des peptides sur les molécules de
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classe II du CMH, et la détection de ce complexe CMHII/peptide par des lymphocytes T CD4
[314].

2.3.2.6 Combinaison d’outils

De récentes analyses soulignent qu’un suivi des réponses T spécifiques doit englober
I'utilisation de plusieurs tests immunologiques, qui ensemble permettent d’évaluer la
fréquence, la fonction effectrice, le type de marqueurs spécifiques exprimés et la capacité
migratoire des cellules T spécifiques [315]. Ainsi, combiner la technologie des tétrameres de
molécules de classe II du CMH a d’autres outils biologiques est un des meilleurs moyen de
préciser le phénotype et la fonctionnalité des lymphocytes T CD4 spécifiques d’allergenes et

de mettre en évidence les mécanismes et des biomarqueurs d’efficacité de I'ITA [316-319].
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OBJECTIFS

La place centrale des lymphocytes T CD4 spécifiques d’allergenes dans la physiopathologie
des allergies est aujourd’hui avérée. Toutefois, les mécanismes a I’origine d’une réponse
tolérogéne chez les individus sains versus une réponse pathologique chez les sujets
allergiques ne sont pas clairement élucidés. Il n’y a pas non plus de consensus quant au rdle
des lymphocytes T CD4 spécifiques d’allergenes dans I’induction de tolérance liée a
I’efficacité clinique de I'ITA, et si cette réponse tolérogene est identique a celle observée chez
les individus sains. Cela est notamment dii au manque d’outils permettant de suivre
précisément ces réponses chez I’ensemble des individus. De ce fait, aucun biomarqueur lié
aux lymphocytes T CD4 n’a encore été identifié pour déterminer objectivement I’efficacité du
traitement par ITA.

L’objectif de cette thése a donc été de poursuivre le développement et de mettre en
application des outils de suivi des lymphocytes T CD4, pour d’une part mettre en évidence les
différences entre les réponses lymphocytaires T CD4 spécifiques d’allergenes des individus
sains et allergiques, et d’autre part, mieux comprendre les mécanismes d’action et identifier
de nouveaux marqueurs biologiques associés a I’efficacité de I'ITA sublinguale. Le but final
est de faciliter le développement de nouveaux candidats vaccins et/ou schéma
d’administration et d’optimiser la prise en charge thérapeutique de chaque patient.

Le travail effectué pendant ma theése s’est articulé autour de trois problématiques :

Dans la premiere, nous avons utilisé des tétrameres de molécules de classe II du CMH
spécifiques de 1’allergene majeur du pollen de bouleau, Bet v 1 et avons développé des
tétrameres de molécules de classe II du CMH spécifiques des allergenes majeurs de D.
pteronyssinus, Der p 1 et Der p 2 pour détecter puis caractériser phénotypiquement et
fonctionnellement les réponses lymphocytaires T CD4 spécifiques de ces allergenes
respectivement, saisonnier et perannuels, chez les individus sains et allergiques (Article I).
Puis, I’étude clinique de phase I (VO56.07A) menée en chambre a pollens, en double aveugle
avec un contrdle placebo chez 89 patients atteints de rhinoconjonctivite aux pollens de
graminées a permis d’évaluer les réponses périphériques cellulaires au cours d’une ITA
sublinguale efficace. Afin d’identifier des modifications immunologiques en relation avec
I’efficacité clinique de I'ITA, nous avons suivi ex vivo les caractéristiques phénotypiques des

lymphocytes T CD4 totaux. Puis, nous avons évalué 1’évolution de la réponse des PBMCs
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suite a une stimulation allergénique in vitro. L’identification des épitopes des allergenes
majeurs de P. pratense, Phl p 1 et Phl p 5, a permis la synthese de tétrameres de molécules de
classe II du CMH correspondants. Nous avons ensuite caractérisé phénotypiquement et
fonctionnellement les réponses lymphocytaires T CD4 spécifiques d’allergenes des patients
présentant un typage HLA compatible avec les tétrameres de molécules de classe II du CMH
(Article II).

Dans le cadre de I’étude VO64.08 menée en double aveugle avec contrdle placebo chez 423
enfants atteints de rhinoconjonctivite aux acariens a été réalisée, pour évaluer I’efficacité de
I'ITA sublinguale apreés une année de traitement. Les réponses lymphocytaires T CD4
périphériques ont été analysées sur un sous-groupe de 21 patients via la détection de cytokines
au niveau extra et intracellulaire. Le phénotype des lymphocytes T CD4 spécifiques de Der p
1 des 3 patients présentant un haplotype compatible avec nos tétrameres de molécules de
classe II du CMH a également été réalisé (Résultats supplémentaires I).

Les contraintes d’utilisation des tétrameres de molécules de classe II du CMH, comme
I’identification des épitopes et la restriction HLA, qui limitent le nombre d’individus pouvant
étre analysés, nous a amenés a rechercher une alternative a ces outils pour détecter les
lymphocytes T CD4 spécifiques d’allergenes. L’objectif était d’évaluer les réponses
lymphocytaires chez la totalité des individus avec une spécificité et une sensibilité de
détection se rapprochant au mieux de celle des tétrameres de molécules de classe II du CMH.
Ainsi, nous avons recherché la combinaison optimale de marqueurs d’activation
membranaires pouvant remplacer au mieux un marquage « tétramere de classe II » pour
identifier les lymphocytes T CD4 spécifiques d’un allergene. Nous avons donc corrélé
I’expression de marqueurs d’activation membranaires a des marquages « tétrameres de classe

II » (Article III).

70



RESULTATS



72



RESULTATS

4.1 Article I : Les lymphocytes T CD4 spécifiques
d’allergenes saisonniers (Bet v 1) et perannuels (Der p 1/Der p 2)
présentent des profils de polarisation distincts

Dans cet article, nous avons analysé les réponses lymphocytaires T CD4 spécifiques de Bet v
1 (allergéne saisonnier) et de Der p 1/ Der p 2 (allergenes perannuels) chez 48 individus
allergiques et non allergiques. L’objectif était de caractériser ces réponses dans des contextes
pathologiques et sains pour mieux comprendre respectivement les mécanismes responsables
d’allergie et de tolérance. En effet, cela pourrait permettre d’optimiser les stratégies
thérapeutiques visant a atteindre une réponse tolérogene naturelle et de mettre en évidence des
biomarqueurs d’efficacité de I'ITA.

L’identification des épitopes de Der p 1 et Der p 2 les plus affins pour les molécules HLA-
DRB1*0101, *0301, *1501 et HLA-DPB1*0401 était un pré-requis a la synthese des
tétrameres de molécules de classe II du CMH, outil permettant de suivre les lymphocytes T
CD4 spécifiques de ces allergenes. Nous avons ensuite caractérisé phénotypiquement et
fonctionnellement les lymphocytes T CD4 spécifiques de Bet v 1, Der p 1 et Der p 2, a I’aide
des tétrameres de molécules de classe II du CMH apres amplification in vitro, du fait de la
faible fréquence de ces cellules en périphérie.

Des lymphocytes T CD4 spécifiques d’allergenes ont été détectés chez 19 individus
allergiques aux acariens, 7 au pollen de bouleau, 13 allergiques a la fois aux acariens et au
pollen de bouleau et 9 non allergiques. L’avidité des clones spécifiques de Bet v 1;4;155 était
plus élevée que celle des clones spécifiques de Der p 116.30, 110-124, 171-185 €t Der p 226.40, 107-121-
De plus, nous avons observé que, chez les individus sains, quel que soit I’allergéne considéré,
les lymphocytes T CD4 spécifiques présentent un profil de polarisation dominant de type
« Th1/Treg », sécrétant majoritairement de I’[FN-y, un degré moindre d’IL-10 et exprimant
plus fortement a leur surface les marqueurs CXCR3 et CTLA-4. De plus, les cellules
spécifiques de [D’allergéne présentent un phénotype de type « mémoire centrale »
(CCR7'/CD62LY).

Chez les individus allergiques, alors que les lymphocytes T CD4 spécifiques de Bet v 1

répondent de maniere homogene a I’allergene par une réponse de type « Th2 » « mémoire
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effectrice » (faible expression de CCR7 et CD62L et sécrétion majoritaire d’IL-5), les
lymphocytes T CD4 spécifiques de Der p 1/Der p 2 présentent des réponses beaucoup plus
hétérogenes. En effet, ces derniers, selon les patients, ont des profils de polarisation Th2 (IL-
S5NL-13), Th1/Th2 (IFN-y/IL-10/IL-13) ou Th2/Th17 (IL-4/IL-10/IL-17). Toutefois, ils
présentent généralement un phénotype « mémoire centrale ».

La fréquence ex vivo des lymphocytes T CD4 périphériques spécifiques de Der p 1 et Der p 2
se situe entre 1 et 6 parmi 10* lymphocytes T CD4, sans variation au cours de 1’année.

Ces résultats montrent que chez les sujets sains, la réponse lymphocytaire T CD4 spécifique
d’allergene présente un méme profil de polarisation « Th1/Treg » dominant, quel que soit
I’allergene étudié. Chez les patients allergiques, ces réponses different selon la nature
saisonniere ou perannuelle de 1’allergene incriminé. Alors que les lymphocytes T CD4
spécifiques de Bet v 1 présentent une polarisation Th2 homogene, les réponses

lymphocytaires T CD4 spécifiques de Der p 1/Der p 2 sont plus hétérogenes.
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Summary

Background A better understanding of allergen-specific CD4™ T cell responses is needed to
help improving immunological therapies.

Objective To compare CD4™" T cell responses against seasonal (Bet v 1) and perennial

(Der p 1, Der p 2) allergens.

Methods Major histocompatibility complex class II peptide tetramers were engineered to
monitor allergen-specific T cell responses. After in vitro expansion, tetramer ™ cells were
tested for surface markers using cytofluorometry. Cytokine gene expression and production
were assessed using quantitative PCR and cytokine surface capture assays, respectively.
Results Tetramer™ cells were detected in 19 patients allergic to house dust mites (HDM),
seven allergic to birch pollen, 13 allergic to both and nine non-allergics with either an HLA-
DRB1*0101, *0301, *1501 or an HLA-DPB1*0401 background. High-avidity T cells are
elicited against the immunodominant Bet v 1,4,_,55 epitope, whereas broader low-avidity

T cell responses are induced against Der p 1y6_30,110— 124171185 and Der p 2,640, 107121
epitopes. Responses against Bet v 1 involve effector (CDL62 low, CCR7 low) or central
(CD62L ", CCR7 ") memory cells in altergic and non-allergic individuals, respectively, whereas
central memory cells are mostly detected against mite allergens. In non-allergics, both mite
and Bet v 1-specific T cells produce IFN-y and IL-10. In contrast to Bet v 1-driven Th2
responses, mite allergens induce highly polymorphic responses in allergics, including Th1,
Th2/Th17 or mixed Th1/Th2 profiles. Mite-specific T cell frequencies in the blood remain in
the range of 1-6x107* CD4" T cells throughout the year.

Conclusion Different memory CD4" T cell responses are elicited in the context of chronic
vs. seasonal stimulation with the allergen(s). The heterogeneity in the patterns of CD4" T cell
responses observed in patients allergic to HDMs should be taken into account for specific
immunotherapy.
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3, 5, 6]. In contrast, IL.-10-producing regulatory T cells as

Introduction

Allergen-specific CD4™ T cells play a central role in both
the pathogenesis and the regulation of allergic inflamma-
tion, depending on which cytokines they produce [1-4].
Specifically, excessive production of Th2 cytokines is
considered as the hallmark of allergic T cell responses [2,

*Contributed equally.
"Present address: Benaroya Research Institute, Seattle, WA, USA.

well as IFN-y-secreting Th1 cells are rather associated
with the establishment of tolerance, whether it be during
successful immunotherapy [3, 6-10] or during the course
of the natural immune responses observed in healthy
individuals exposed to allergens [11-13]. Beyond these
observations, it remains of interest to further characterize
and compare allergen-specific CD4" T cell responses in
detail in both allergics and non-allergics in order to docu-
ment potential patient heterogeneity on the one hand, and
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further, to better understand the mechanisms underlying
natural protective responses in healthy individuals. The
latter information should help designing optimized allergy
vaccines recapitulating natural tolerogenic responses.

The identification within common allergens of immu-
nodominant epitopes restricted to various HLA-DR or -DP
haplotypes [11-15] facilitates the design and development
of major histocompatibility complex (MHC) class II pep-
tide tetramers as reagents to investigate allergen-specific
CD4™ T cell responses [6, 16, 17]. Such tetramers classi-
cally consist of complexes composed of four MHC class [
heterodimers loaded with a peptide representing a high-
affinity T cell epitope [18-20]. MHC molecules coupled to
biotin can be multimerized subsequently with fluores-
cently labelled streptavidin, thus providing high-avidity
reagents to detect epitope-specific T cells by flow cyto-
metry. Studies with MHC class II peptide tetramers to
identify, quantify and characterize antigen-specific CD4*
T cells are often limited by low progenitor frequencies
within peripheral blood monounuclear cells (PBMCs)
[18-20], thereby necessitating the in vitro expansion of
rare specific T cells before tetramer staining [17]. Tetra-
mer-based approaches have now been applied success-
fully to the analysis of CD4™ T cell responses against
several common allergens, including Lol p 1, Fel d 1, Bet v
1, Derp 1,Bos d 2 and Art v 1 [6, 13, 16, 17, 21-23].

Using such a tetramer-based approach, we established
recently that birch pollen (BP)-allergic patients and
healthy individuals mount distinct CD4™" T cell responses
to the Bet v 1,4;_;55 immunodominant epitope [13, 17].
Whereas allergics consistently elicit specific Th2 cells,
healthy patients have rather Th1 and Foxp3™ IL-10-
producing T Reg cells circulating in their blood [13]. In
the present study, we developed MHC class II peptide
tetramers to extend those comparative analyses to per-
ennial Der p 1 and Der p 2 allergens from the house dust
mite (HDM) Dermatophagoides pteronyssinus species.
Using those tools, we demonstrate in single or double BP/
nite allergic patients as well as in healthy individuals that
distinct CD4™ memory T cell responses are induced to mite
allergens when compared with Bet v 1, with most notice-
ably, highly variable patterns of cytokines produced in
response to the former in allergic patients,

Materials and methods

Patients and HLA-DR typing

Citrated peripheral blood was obtained after informed
consent from BP- or HDM-allergic patients recruited at
Antwerp University Hospital (Belgium), Hospital Béclere
(Clamart, France) or CHRU Tours (France). Blood samples
from healthy donors were obtained from Etablissement
Francais du Sang (Rungis, France). The study protocol was
approved by the ethical committee (CPP) from Bicétre

© 2010 Blackwell Publishing Ltd, Clinical & Experimental Allergy, 41 :192-203

hospital, Kremlin Bicétre, France. BP- and HDM-allergic
patients were selected based on their clinical record, a
positive skin prick test and documented IgE reactivity. All
patients had allergic rhinitis and none of them had asthma
or atopic dermatitis. For healthy patients, in vitro basophil
activation assays were performed with BP and HDM
extracts (Stallergenes, France) to confirm their non-aller-
gic status.

Up to 220 individuals (including BP and/or HDM
allergics as well as healthy individuals) were PCR-typed
for their HLA-DR and -DP allotypes, using an Easy DNA
kit (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). From this cohort, 125
individuals were selected for this study, based on their
HLA-DRB1*0101, *0301, *1501 or HLA-DPBI1 *0401
background, allowing tetramer analysis.

Bioinformatics analysis and HLA-DR (or -DP) peptide in
vitro binding assays

Epitopes from Der p 1 and Der p 2 restricted to HLA-DRB 1
or HLA-DPB1 molecules were preselected by bioinfor-
matics analyses performed using TEPITOPE and Propred
(http://www.imtech.res.in/raghava/propred) algorithms.
For each allergen, peptides spanning the whole protein
sequence and preserving putative anchor motifs were
synthesized by NeoSystem (Strasbourg, France) with a
purity grade > 75% confirmed by HPLC, Peptide-binding
assays to human HLA-DR or -DP molecules purified from
human EBV-transformed B cell lines were performed as
described elsewhere [24, 25]. Biotinylated reporter pep-
tides were incubated in the presence of serial dilutions of
each allergen-derived peptide tested and appropriate
purified MHC class II molecules. After a 24-h or a 72-h
incubation at 37 °C, peptide-MHC class Il complexes were
added for 2h to 96-well plates coated with the L1243
antibody directed to a monomorphic determinant of
MHC class II molecules. Bound biotinylated peptides were
detected as described elsewhere [24]. Data were expressed
as a ratio between concentrations of tested peptides over
reporter peptide inhibiting 50% binding (ICs) of biotiny-
lated reporter peptides [24].

Staining with major histocompatibility complex class II
peptide tetramers and characterization of tetramer™ cells

PBMCs were isolated from peripheral blood by centrifuga-
tion over Ficoll-Paque plus (Amersham Biosciences,
Orsay, France) [13]. For in vitro expansion of epitope-
specific CD4™ T cells, PBMCs were stimulated with con-
jugate peptide mixes comprising complete or truncated
versions of peptides corresponding to each of Bet v 1-, Der
p 1- or Der p 2-derived T cell epitopes, conjugated with a
polymethylene linker to the Ii-Key moiety of the MHC
class II-associated invariant chain [17, 26]. Freshly iso-
lated PBMCs (5x10%/mL) were stimulated in 12-well
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Table 1. Binding capacities of Der p 1 and Der p 2 peptides to purified HLA-DR and HLA-DP molecules

HLA-DRB1 alleles

HLA-DPB1 allele

Amino acid sequences o101 0301 0401 1501 0401

(a) Der p 1 peptides

p3-17 ACSINGNAPAEIDLR 3594 >261 > 1748 > 949 > 1895
p16-30 LROMRTVTPIRMQGG 6 14 10 18 > 1895
p37-51 FSGVAATESAYLAYR 342 8 14 17 721
p44-58 ESAYLAYRNQSLDLA 5 > 261 29 1 699
p91-105 ESYYRYVAREQSCRR 13 281 54 321 > 1895
pl10-124 RFGISNYCQIYPPNV 29 72 417 1 7
pl13-127 ISNYCQIYPPNVNKI 1 > 261 26 388 > 1895
pl138-152 TAVIIGIKDLDAFRH 63 37 1 0.1 > 1895
p147-161 LDAFRHYDGRTIIQR 13 70 61 3 > 1895
p156-170 RTIIQRDNGYQPNYH >4722 55 1144 282 > 1895
p171-185 AVNIVGYSNAQGVDY 1757 > 261 3 1 > 1895
p207-221 NIDLMMIEEYPYVVI 122 > 261 1436 1 9
(b) Der p 2 peptides

pl0o-24 NHEIKKVLVPGCHGS 198 187 > 1748 121 > 1895
P26-40 PCITHRGKPFQLEAV 3 >261 > 1748 12 > 1895
p32-46 GKPFQLEAVFEANQN 58 > 261 1 107 > 1895
p37-51 LEAVFEANQNTKTAK 784 261 35 >949 > 1895
p58-72 IDGLEVDVPGIDPNA >4722 20 > 1748 >949 > 1895
p77-91 KCPLVKGQQYDIKYT 762 > 261 > 1748 92 > 1895
p85-99 GQQYDIKYTWNVPKIAP 3200 172 649 206 > 1895
p107-121 TVKVMGDDGVLACAI 1593 1 26 176 1221

Peptide-binding capacities of (a) Der p 1-derived and (b) Der p 2-derived peptides to immunopurified HLA-DR and HLA-DP molecules. Results are
expressed as a ratio between the ICy, (inhibitory concentration) values obtained with either tested peptides or the corresponding reference peptides out
of two independent experiments, as described in ‘Materials and methods’. The HA306_3,5 peptide was used as a reporter peptide for both HLA-
DRB1*0101 (1Cs, = 2 nm) and DRB 170401 alleles (ICsq = 6 nm). Peptides HLA-A3, 5, 166 and MTy;5_536 were used as reference peptides for binding to
either the HLA-DRB1*1501 (ICsq = 10 nm) or the HLA-DRB1*0301 alleles (IC5q = 200 nm), respectively, and the OXy,;; g7 peptide for the HLA-
DPB1*0401 allele (ICsq = 10 nm). High-affinity peptides (ICs, ratio < 50) are in bold.

plates with appropriate conjugate peptide mixes (10 pg/
mL) in 2 mL of complete RPMI 1640 medium (Invitrogen).
After 5 days at 37°C, 20U/mL IL-2 (Roche, Meylan,
France) was added to cell cultures every 3 days. On day
14, cells were restimulated with autologous PBMCs pulsed
with the conjugate peptide mix plus IL-2.

All MHC class [I peptide tetramers used in this study were
made by Beckman Coulter (Marseille, France). Briefly, the
o and P chains of HLA-DR or -DP molecules were produced
as a fusion to biotin in a baculovirus expression system, as
described elsewhere [27]. Tetramers prepared using strepta-
vidin were complexed with either peptides corresponding to
T cell epitopes from Der p 1 and Der p 2 (Table 1) or the
Ii CLIP peptide (LPKPPKPVSKMRMATPLLMQALPM) or
MAGE 345_¢3 used as negative controls. Tetramers engi-
neered to assess CD4™ T cells responses to the Bet v 1147 145
epitope have been described elsewhere [17]. All tetramers
were conjugated to PE and obtained at a 100 pg/mlL. con-
centration. All conjugate peptide mixes as well as tetramers
used in this study were tested for endotoxin content using
the Limulus Amoebocyte Lysate test and found to be
negative or to contain <2EU/mL. The DRB1¥1501 Der p
29640 tetramer contains 15 EU/mL endotoxin.

For tetramer staining, 10° cells were incubated with 10 u
g/mL MHC class I peptide tetramers for 2 h at 37 °C in RPMI
1640 medium. After washing in cold PBS, antibodies (i.e.
FITC-labelled anti-CD4, ECD-labelled anti-CD14, PC7-
labelled anti-CD3, all from Beckman Coulter) and ViaProbe
reagent (BD Biosciences, San Diego, CA, USA) were added
for 20 min in the dark at 4 °C. Cells were stained with the
corresponding isotype-matched antibodies as controls.
After washing, samples were analysed using an FC500 flow
cytometer (Beckman Coulter), after excluding dead cells and
CD14" monocytes. In selected experiments, cells were
further incubated with fluorescently labelled antibodies
directed against various surface markers (i.e. CD45RO,
CD62L, CXCR3 and CCR7, all from BD Biosciences; CD25,
(D69 from Beckman Coulter; CTLA-4 from RE&D Systems,
Lille, France) or corresponding isotype-matched antibodies,
before FACS analysis. A minimum of 50000 cells were
analysed, corresponding to at least 100 tetramer ™ cells.

To assess the frequencies of Der p 1- or Der p 2-specific
T cells, tetramer staining was performed after purification
of CD4™ T cells from PBMCs, either using a MoFlo (Dako,
Glostrup, Denmark) cell sorter or by negative selection
using a Dynal CD4" isolation kit (Invitrogen) according to
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the manufacturer’s instructions. The frequencies of aller-
gen-specific cells were calculated as a ratio between the
number of cells stained with the specific tetramer minus
number of cells stained with the CLIP tetramer over the
total number (at least 50 000) of CD4™ T cells analysed.

Cytokine surface capture assays

Cells were stained with 5pg/mL MHC class I peptide
tetramers at 37 °C in RPMI 1640 medium for 30 min.
2.5%10° cells were subsequently washed and stimulated
in RPMI 1640 complete medium with 2.5x10° autologous
PBMCs pulsed with Ii key peptide mixes. After 3-4h at
37 °C, cells were harvested, washed in ice-cold buffer
containing 0.5% BSA+5 mwm EDTA and labelled with 50 pu
g/mL of either anti-IFN-y/CD45, anti-IL-5/CD45 or anti-
IL-10/CD45 Ab-Ab conjugates (Miltenyi Biotec, Bergish
Gladbach, Germany) for 10 min at 4 °C. Cells were resus-
pended in a complete culture medium and incubated for
45min at 37 °C to allow cytokine secretion. Cells were
then washed, resuspended in ice-cold buffer containing
0.5% BSA plus 5 mm EDTA and stained with PC7-labelled
anti-CD4, ECD-labelled anti-CD14, ViaProbe reagent and
either FITC-labelled anti-IFN-y or APC-labelled anti-
IL-10 or anti-IL-5 mAbs. After 30 min at 4 °C, cells were
washed and analysed immediately by flow cytometry.

PCR analysis of purified major histocompatibility complex
class II peptide tetramer™ CD4™ T cells

Both tetramer-positive and -negative CD4" T cells were
sorted from cultures obtained from allergic and non-
allergic individuals, using a MoFlo (Dako). Total RNA was
extracted from the various cell populations using the
RNeasy Kit (Qiagen, Courtaboeuf, France} and cDNAs
were synthesized using a TagMan Reverse Transcription
Reagent kit (Applied Biosystems, Forster City, CA, USA})
according to the manufacturer's instruction. Messenger
RNA expression corresponding to cytokine genes was
evaluated by quantitative PCR on a 7300 Real-Time PCR
System (Applied Biosystems) using pre-designed Taqgman
Gene Expression reagents (Applied Biosystems) [13]. Data
were obtained after normalizing the target gene amplifi-
cation value with an endogenous control (B-actin). The
relative amount of target genes in ecach sample was
assessed in comparison with tetramer  CD4" T cells
purified from the same donor.

Statistical analyses

Data were analysed for statistical significance using a
non-parametric Mann-Whitney test. A P-value < 0.05
was considered as statistically significant.

© 2010 Blackwell Publishing Ltd, Clinical & Experimental Allergy, 41 :192-203

Results

Design of major histocompatibility complex class II Der p 1
and Der p 2 tetramers

Using computer algorithms (TEPITOPE and ProPred) to
predict HLA-DR- and -DP-(i.e., HLA-DRB1*0101, *0301,
*0401, *1501 and HLA-DPB1*0401) binding motifs,
potential MHC class II restricted T cell epitopes were
identified within Der p 1 and Der p 2 allergens. Correspond-
ing peptides were synthesized and tested for binding to
those common Caucasian MHC class II molecules using an
ELISA competition assay, in parallel with reporter peptides.
This analysis revealed multiple epitopes within both Derp 1
and Der p 2 with a good affinity for MHC class I molecules
(Table 1). For example, peptide Der p 1;_30 has a good
affinity for both HLA-DRB1*0101, *0301, *0401 and *1501
alleles and Der p 1;35_ 5, for DRB1%0401 and 1501. The Der
P 1y71_18s peptide was also selected, given its high affinity
for HLA-DRB1*1501 alleles. Furthermore, two Der p 1
peptides, namely Der p 1j19_124 and Der p 1557521, exhibit
a high affinity for HLA-DPB1%0401. The Der p 255_40
peptide has a high binding affinity for both DRB1*0101
and *1501 molecules, whereas Der p 2,471, binds well to
HLA-DRB1*0301 and Der p 25,_4 to HLA-DRB1*0401
(Table 1). These results are consistent with other studies
establishing that Der p 1 epitopes are presented by DRB1
and DPB1, whereas Der p 2 epitopes are rather restricted to
DRB1 but not DPB1. Among the peptides selected, we were
successful in engineering-specific MHC class II peptide
tetramers encompassing Der p 115 30, Der p 1,034 and
Der p 1y71_1a5 as well as Der p 2,6 40 and Der p 259712
epitopes. In parallel, synthetic peptides corresponding to
such epitopes of interest were chemically conjugated with
the li-Key peptide from the MHC invariant chain in order to
produce reagents allowing to expand Der p 1- and Der p 2-
specific CD4" T cells in vitro from PBMCs, as described
elsewhere [17, 26].

Identification of Der p 1- and Der p 2-specific CD4™ T cells
in allergic and non-allergic patients

PBMCs from 220 HDM and/or BP allergic or healthy
individuals were PCR-typed for their MHC class II haplo-
types, and 125 subjects were selected based on a favour-
able MHC class II background allowing tetramer staining,
Cells from such individuals were stimulated with appro-
priate Der p 1- or Der p 2-derived epitope Ii-Key conjugate
mixes for 14-24 days (Table 2). After in vitro stimulation,
Der p 1- or Der p 2-specific CD4™" T cells were detected in
approximately 30% of the blood samples analysed (i.c.
from 19 HDM allergics, seven BP allergics, 13 dual HDM
and BP allergics and nine non-allergics) and such
responses were directed to multiple epitopes restricted to
various MHC class II haplotypes (Table 2, Fig. 1). Bet v
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Table 2. Detection of MHC class II-peptide tetramer™ CD4™ T cells in allergic and non-allergic individuals

o tetramer” cells among CD4 " T cells

Identification HLA-DR or Days in vitro Month of blood
Status of donors of donors DP typing Control™ Derp 17 Derp 2! Betv 1¥ stimulation collection
HDM allergic HDM1 DP4 0.1 1.9 ND ND 15 March
HDM2 DR15 0.1 0.8 0.3 1.2 21 February
HDM3 DR3 0 ND 0.3 ND 15 February
HDM4 DR1 0.1 1.4 2.1 0.3 17 March
HDM5 DR15 0 ND 0.3 0.5 14 August
HDM6 DR1 0.1 ND 2 1.2 14 August
HDM7 DR3 0.1 ND 0.8 ND 16 May
HDM8 DR15 0 0.5 ND 0.2 17 June
HDM9 DR15 0.1 0.7 ND 0.4 17 June
HDM 10 DR15 0 0.4 0.4 ND 16 July
HDMI11 DR15 0.1 0.7 0.4 ND 17 June
HDM12 DR1 0 0.3 0.5 ND 21 November
HDMI13 DpP4 0.2 2.8 ND ND 10 May
HDM14 DR15 0 o 0.4 ND 12 November
HDM15 DR15 0 1.1 0.4 ND 14 November
HDM16 DR15 0 0.4 ND ND 19 December
HDM17 DR15 0 0.4 0.2 ND 14 December
HDM18 DR15 0 2 0 ND 14 January
HDM 19 DR15 0.2 ND ND 1 14 June
BP allergic BP1 DR3 0.2 ND 0.6 ND 18 September
BP2 DR15 0.1 1 0.3 1.4 14 May
BP3 DR15 0.1 03 0.2 0.9 14 June
BP4 DR15 0 2.2 ND ND 11 November
BP5S DR1 0 ND ND 4.5 6 June
BP6 DR15 0.2 ND ND 1.9 15 June
BP7 DR1 0 ND ND 1.5 14 December
HDM and BP allergic HB1 DR15 0.2 0.6 0.5 0.6 23 December
HB2 DR15 0.1 1.2 1.5 17.7 14 April
HB3 DR15 0.1 0.4 0.9 18.5 14 July
HB4 DR1 0 0.6 1.2 1.5 15 April
HB5 DR15 0.1 0.4 ND 2.2 15 July
HB6 DR15 0.1 0.4 0.8 1.9 21 November
HB7 DR3 0.1 ND 2.9 ND 24 November
HB8 DR15 0 ND 0.3 1.5 16 March
HB9 DR15 0.1 0.6 0.8 3.8 20 March
HB10 DR1 0.2 1.9 2.6 14.1 18 March
HB 11 DR1 0 ND 0.2 4] 16 November
HB12 DR15 0.2 ND ND 15.1 15 July
HB13 DR15 0.1 4.1 0 6.1 16 January
Non-allergic NA1 DR15 0.1 0.2 0.8 ND 19 February
NA2 DR1 0.1 0.8 ND ND 21 February
NA3 DR15 0 0.4 0.5 0.6 18 July
NA4 DR15 0.1 0.8 0.4 1.4 18 June
NAS DR3 0.1 ND 0.7 ND 17 December
NAG DR3 0.1 ND 0.4 ND 17 December
NA7 DR1 0.1 0.5 0 ND 17 November
NAS DR15 0 0.3 0 ND 13 December
NA9 DR15 0 03 0 ND 16 January

Blood samples were obtained from individuals in Belgium and France. PBMCs were stimulated in vitro with conjugate peptide mixes before tetramer
staining. Percentages of Der p 1-, Der p 2- or Bet v I-specific CD4 " T cells detected with the corresponding MHC class II peptide tetramers in allergic and
non-allergic individuals are indicated.

*Control epitope is always CLIP, except for DPB1*0401 patients, where MAGE-3,5_¢; is used.

*Epitopes p16-30 for DRB1*0101 and *1501 (i.e, DR1 and DR15) patients; p110-124 for DPB1*0401 (i.e. DP4) patients and p171-185 for DRB1¥1501 {i.e.
DR 15) patients.

'Epitopes p26-40 for DRB1*0101 and *1501 (i.e. DR1 and DR15) patients and p107-121 for DRB1*0301 (i.e. DR3) patients.

SEpitopes p141-155 for all patients.

ND, not done.
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Fig. 1. Detection of (a) Der p 1- or (b) Der p 2-specific CD4* T cells with various
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major histocompatibility complex class II peptide tetramers. Freshly isolated

PBMCs from various HDM-allergic individuals were stimulated for 14-24 days with Der p 1- or Der p 2-derived epitope li-Key conjugates (10 pg/mL).
Percentages of CD4" tetramer-positive cells within CD3" cells are indicated in the upper right quadrant. CLIP tetramer staining was used as a negative

control.
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Fig. 2. Detection of either Bet v 1-, Der p 1- or Der p 2-specific CD4 " T cells in allergic and healthy individuals. PBMC from HLA-DRB1*1501 or HLA-

DRB1*0101 individuals were stimulated for 18 days with either Bet v 1;4,_

155, Der p 1- or Der p 2-derived epitope [i-Key conjugates (10 pg/mL).

Percentages of CD4" tetramer-positive cells within CD3 ' cells are indicated in the upper right quadrant. Background staining with the corresponding

CLIP tetramers was always < 0.1% CD4™" T cells.

1141 155-specific CD4™ T cells were detected in most of the
individuals tested (Table 2, Fig. 2}, in agreement with our
previous studies [13, 17]. Such tetramer staining is specific
as only background reactivity (0.2% or less) is observed
with irrelevant tetramers (i.e. corresponding HLA molecules
associated with the CLIP or MAGE-3 peptides). Also, most
tetramer staining is obtained within CD4%, but not CD4™ T

© 2010 Blackwell Publishing Ltd, Clinical & Experimental Allergy, 41 : 192-203

cells (Fig. 1). Interestingly, Der p 1- and Der p 2-specific
CD4™ T cells were also detected in healthy individuals, as
well as in BP-allergic patients with no clinical history of
HDM allergy, although often in lower quantities when
compared with HDM allergics (Table 2 and Fig. 2, lower
panel). As shown in Fig. 2 (upper panel), analyses conducted
with PBMCs from a double HDM-BP allergic patient
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confirm that a much stronger staining, reflecting superior
tetramer avidity, is observed in Bet v 1,4, _s5s-specific CD4*
T cells (MFI=81.9) when compared with mite-specific T
cells (with MFI=8.3 and 13.2 for Der p 1,5_39 and Der p
2,6_ag0-specific T cells, respectively).

Characterization of allergen-specific CD4" T cells against
Bet v 1, Der p 1 and Der p 2 in both allergic and healthy
individuals

In a first set of experiments, we assessed the expression of
surface markers by allergen-specific CD4™" T cells detected
with either Bet v 1-, Der p 1- or Der p 2-specific MHC class
1l peptide tetramers. As shown in Fig. 3 {left panel), most
Der p 1- and Der p 2-specific CD4™ T cells from mite-
allergic patients (n=8) are CD45R0", and a significant
fraction are CD62L* and CCR7", corresponding to a
central memory phenotype. In contrast, Bet v
1-specific CD4" T cells from BP-allergic individuals
(n=7) rather exhibit an effector memory profile
(CD45R0™", CD62L low, CCR7 low), in agreement with our
previous findings [13]. Interestingly, a central memory
profile is always found for BP- and HDM allergen-specific
CD4™" T cells in healthy individuals (n=6, Fig. 3, right
panel). Importantly, two markers are better expressed by
tetramer™ cells from non-allergic individuals when com-
pared with allergics, independent of the allergen specifi-
city. The latter include Cytokine T Lymphocyte Antigen-4
(CTLA-4), which may provide a regulatory signal during
immune responses [28]. Although not statistically signifi-
cant, a trend is also observed for CXCR3, considered as a
Th1 marker [29]. Surprisingly, significant differences are
also found within allergics in terms of CXCR3 expression
between mite and Bet v 1-specific responses.

We subsequently assessed cytokine production by tetra-
mer" cells. With the relatively low avidity of mite-specific
tetramers as a limitation, we could perform a single-cell
analysis of cytokine secretion using a surface capture
assay in samples from nine individuals, including three

Allergic individuals
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BP allergics, two mite allergics, four HDM/BP double
allergics and one non-allergic (NA3) individual (Fig. 4a).
These experiments confirmed that Der p 1- and Der p
2-specific cells from non-HDM-allergic individuals (Fig.
4a, patients BP4 and NA3) produce mostly IFN-y, with or
without IL-10 and IL-5, similarly to what is observed in
non-BP allergics for Bet v 1,4, _55-specific cells (e.g. Fig.
4a, patients HDM 19 and ref 13). Surprisingly, such a Th1
pattern of polarization biased towards IFN-y production
was also observed in Der p 1- or Der p 2-specific cells from
3 mite-allergic individuals (Fig. 4a, patients HDM15,
HB10 and Fig. 4b, patient HB1) out of seven tested.
Interestingly, T cell responses analysed in parallel in a
double HDM-BP allergic individual (HB13) revealed that
Th2 responses were stronger to Bet v 1 when compared
with Der p 1. These experiments also confirmed that Bet v
1-specific CD4" T cells in BP allergics (Fig. 4a, patients
BP5, BP7, HB12, HB13) are mostly IL-5-producing bona
fide Th2 cells. To further analyse CD4" T cell polarization
in mite allergics, we sorted tetramer-positive and -nega-
tive cells in four allergic patients for which cytokine
surface capture assays were not possible, due to limited
numbers of tetramer™ cells, and assessed, after RNA
extraction, the expression of multiple cytokine genes by
quantitative RT-PCR. As shown in Fig. 4b, significant
differences were observed between donors, with mite-
specific CD4* T cells from allergic individuals expressing
IFN-v, IL-4, IL-10, IL-13 and occasionally IL-17 cytokine
genes, thus resulting in Th1l (patient HB1), Th2/Th17
(patient HDM13) or Th1/Th2 (patients HB8 and HBY)
patterns of polarization, respectively.

Frequencies of Der p 1- and Der p 2-specific CD4™ T cells
in peripheral blood of mite-allergic patients

After purification of CD4" T cells from PBMCs of mite-
allergic patients, tetramer staining was performed without
in vitro stimulation. In an analysis conducted in a blood
sample collected in April, Der p 1- and Der p 2-specific

Non-allergic individuals
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Fig. 3. Phenotypic analysis of either Bet v 1, Derp 1 or Der p 2 tetramer* CD4™ T cells. PBMCs from allergic (1 =7 for Bet v 1;n=8 for Derp 1; n =4 for
Der p 2 tetramers) or non-allergic (n=4 for Bet v 1; n=6 for Der p 1; n=3 for Der p 2 tetramers) individuals were stained after 10-24 days of in vitro
stimulation with appropriate major histocompatibility complex class II peptide tetramers together with a combination of antibodies directed against
surface markers. Expressions of cell surface molecules by tetramer™ CD4™" T cells are indicated as median percentages::SD. Statistical significance was
determined using the Mann-Whitney test (*P<0,05; *P=0.05).
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Fig. 4. Analysis of patterns of differentiation in Bet v 1-, Der p 1- or Der p 2-specific tetramer " CD4" Tcells. (a) Betv 1, Derp 1 or Derp 2 tetramer " CD4" T
cells were analysed for 1L-5, [L-10, IFN-y production at a single cell level using a cytokine surface capture assay. {b) Tetramer" CD4™ T cells from mite-
allergic individuals were sorted using a MoFlo. Gene expression was analysed by quantitative PCR. Data are expressed as relative amounts of mRNA in sorted
tetramer” CD4 " T cells in comparison with sorted tetramer™ CD4 ™" T cells from the same donor. Data are normalized to amounts of -actin.

CD4" T cells were detected at frequencies between 1 and 2
cells among 10000 CD4" T cells, respectively, whereas
none were stained with the control CLIP tetramer (Fig. 5).
Circulating Der p 1,6_3q, Derp 1,7y_1g5, Derp 256_40, Derp
2107—121-specific CD4" Tcells were detected at frequencies
ranging from 1 to 6/10000 cells in blood samples
harvested throughout the year from 11 independent do-
nors. Overall, as expected in the context of perennial
exposure to the antigen, these results suggest that no
major variation of circulating mite-specific CD4" T cells
occurs with time, besides a possible limited amplification
in the last months of the year. We failed to detect

© 2010 Blackwell Publishing Ltd, Clinical & Experimental Allergy, 41 :192-203

mite-specific T cells, and thus, to determine progenitor
frequencies under those conditions in non-allergic
individuals, consistent with our observation that the latter
are usually present in lower quantities in the blood of
non-allergics (Table 2).

Discussion

The present study was undertaken to compare CD4™" T cell
responses against highly immunogenic seasonal Bet v 1
and perennial Der p 1 and Der p 2 allergens, in both
allergic and non-allergic individuals. For this purpose, we
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Fig. 5. Frequencies of Der p 1- and Der p 2-specific T cell progenitors. (a) CD4" T cells were purified from PBMCs and stained with the following
tetramer—peptide complexes: HLA-DRB1*0101-Der p 1,5_30, -Der p 2,6_40 or -CLIP as a control. The frequencies of specific T cells were evaluated as a
ratio between the numbers of cells stained with specific tetramers minus the number of cells stained with CLIP tetramers over the number of CD4™ T cells
analysed. (b) CD4" T cells were purified from PBMCs from 11 independent donors at various time-points during the year and stained with
tetramer-peptide complexes or -CLIP as above. The frequencies of specific T cells are expressed as the number of cells stained with specific tetramers

minus the number of cells stained with CLIP tetramers per 10* CD4" T cells.

relied on MHC class II peptide tetramers as the most
accurate tool to assess antigen-specific CD4 " responses.
One prerequisite for developing stable high-avidity MHC
class II peptide tetramers is to identify epitopes with a high
affinity for HLA molecules within the allergen. To this
end, we used computer algorithms to identify HLA-DR- or
DP-restricted epitopes within Der p 1 (i.e. peptides 16-30,
37-51, 44-58, 110-124, 113-127, 138-152, 171-185,
207-221) and Der p 2 (peptides 26-40, 32-46, 107-121).
We further confirmed, using in vitro binding assays, the
presence of multiple MHC class II-restricted T cell epitopes
within both Der p 1 and Der p 2 in agreement with
previous studies [30-36]. Corresponding tetramers were
subsequently engineered and successfully used to detect
specific cells directed against some of those epitopes.
Using these tools, we could detect mite-specific a4t T
cells not only in allergic patients but also in non-allergics
with various MHC class I haplotypes. This observation
corroborates our previous findings observed with Bet v
1141155 tetramers [13], with the difference that CD4" T
cell responses to mite allergens are directed to a broader

range of epitopes (i.e. Der p 1i¢_30, 110—124s 171—185, Der p
2,6—40: 107—121), as opposed to a single immunoprevalent
epitope within Bet v 1, in agreement with other reports
from the literature (11, 14, 17, 30-36].

Allergen-specific CD4" T cells from both allergic and
non-allergic individuals are found within the CD45R0™
population. However, distinct memory profiles are ob-
served between CD4" T cells directed to seasonal Bet v 1
vs. perennial Der p 1 and Der p 2 allergens. At least two
main categories of antigen-specific CD4" T cells have
been described, including (i) central memory cells, highly
replicative, with lymph node-homing capacity and
involved in long-lived responses to the antigen, and (ii)
effector memory cells, rather poorly replicative, with
tissue-homing capacity and effector function [37]. Both
the nature and the timing of antigenic stimulation have
been shown to influence the generation of memory T cells
[38-40], raising the possibility that different conditions of
allergen exposure may induce phenotypically and func-
tionally distinct CD4" T cell memory subsets. Indeed, we
found that Bet v 14;_;ss-specific CD4™ T cells exhibit a
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higher TCR avidity for tetramers when compared with mite-
specific T cells. Chronic exposure to HDM allergens likely
explains the persistent central memory profile (CD62L",
CCR77) observed most particularly in Der p 2 (and to a
lesser extent in Der p 1)-specific CD4* T cells, both in
allergic and in non-allergic individuals. Interestingly, our
results are consistent with the observation that CD4™" T cells
directed to the perennial Fel d 1 cat allergen also maintain a
central memory phenotype [16]. In contrast, BP allergics
transiently exposed to Bet v 1 during the pollen season have
rather circulating Bet v 1-specific CD4" T cells with an
effector memory profile (CD62L low, CCR7 low).

Irrespective of the allergen, specific CD4™ T cells from
non-allergic individuals express higher levels of CTLA-4
and CXCR3 when compared with allergics. CTLA-4 plays a
role in peripheral CD4" T cell tolerance by negatively
regulating T cell responses [28] and CXCR3 has been
proposed to be a marker associated with Th1 responses
[29]. Whereas we could detect Foxp 3" bright Bet v
1-specific T cells in healthy individuals [13], such an
analysis could not be conducted in Der p 1- or Der p
2-specific T cells due to the low avidity of the correspond-
ing tetramers. Nonetheless, together with the observation
that mite-specific CD4™" T cells express IFN-y and to a
lesser extent IL-10 in non-allergics (Fig. 4}, our results are
consistent with the hypothesis that the latter encompass
predominantly Th1 and regulatory T cells, as also sug-
gested by others [12]. Surprisingly, in contrast to bona fide
Th2 responses directed to Bet v 1 observed in BP allergics,
highly polymorphic CD4" T cell responses are found in
mite-allergic patients (Fig. 4). Specifically, CD4" T cells
directed to mite allergens often produce predominantly
IFN-y with or without Th2 cytokines, as reported in some
studies [41, 42] but not others [43, 44]. In addition, some
of these cells express the Thl marker CXCR3 even in
allergics, in contrast to Bet v 1-specific T cells (Fig. 3, left
panel). The induction of such Th1 responses is surprising,
most particularly for Der p 1, as the cysteine protease
activity of this allergen has been linked to its propensity to
elicit Th2 responses [45]. This discrepancy can possibly be
explained by the fact that both Der p 1 and Der p 2 are
presented within mites or dust samples in the context of
high levels of endotoxin or other natural Th1 adjuvants
[46, 47]. Alternatively, persistent exposure to high doses
of antigen may lead to IFN-y-producing CD4" T cells,
even in allergics [40, 42]. In addition, whereas most
patients exposed to Bet v 1 develop allergic rhinitis linked
with Th2 responses, mite-allergic patients with chronic
exposure to such allergens also develop allergic dermatitis
or asthma, possibly involving sustained Th1 or even Th17
responses [, 48].

Using tetramers, we detected in HDM allergics circulat-
ing CD4™ T cells specific for Der p 1 and Der p 2 at
frequencies in the range of 1 to 6/10000 cells, in agree-
ment with other studies relying either on limiting dilution
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assays to quantify allergen-specific proliferating cells [41]
or purification of cytokine-producing T cells [12]. Our
results suggest that such frequencies do not vary signifi-
cantly throughout the year, as expected for CD4" T cells
directed to perennial allergens. This result contrasts with
our previous observation of a three-log transient expan-
sion in BP-allergic patients as well as healthy individuals
of circulating Bet v 1,4;_;55-specific CD4" T cells during
the BP season [13].

Altogether, with the limitation that only a few patients
have been investigated, our study establishes that the
CD4" T cell responses differ between seasonal and per-
ennial allergens, both in terms of the broadness and the
spectrum of epitopes involved as well as the affinity of
TCRs for corresponding antigens. We also observed that
the Th2 vs. Th1/T Reg patterns of CD4" T cell responses
observed with Bet v 1 in allergics vs. non-allergics do not
apply to mite allergens. Whereas it cannot be excluded
that such differences are due to the inherent character-
istics of Bet v 1 vs. Der p 1 and Der p 2 allergens, we
hypothesize that distinct exposure conditions (i.e. sus-
tained presence in the environment, association with
natural Th1 adjuvants) lead to a variety of chronic
inflammatory conditions, which in turn influence drama-
tically the nature of CD4" T cells responses observed in
peripheral blood. As an end result, whereas Bet v
1-specific CD4" T cell responses are remarkably homo-
geneous in BP allergics or healthy individuals,
mite-specific responses in HDM-allergic individuals are
extremely variable. Immunotherapy protocols aiming to
modulate existing immune responses to mite allergens
should take into account such a diversity among patients,
and efforts should be made to link selected patterns of T
cell polarization with clinical benefit induced by such
treatments.
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4.2 Article I1 : Les caractéristiques des lymphocytes T CD4
spécifiques d’allergenes périphériques ne permettent pas de
prédire D’efficacité précoce de I’I'TA sublinguale aux pollens de
graminées

Alors que I’efficacité clinique de la désensibilisation par voie sublinguale est largement
démontrée, les mécanismes d’action et les biomarqueurs d’efficacité prédictifs et de suivi de
I’ITA n’ont pas encore été clairement identifiés. Certaines études montrent que le traitement
induit une réorientation de la polarisation des lymphocytes T CD4 d’un profil « Th2 » vers un
profil « Thl », et la génération de lymphocytes Treg, tandis que d’autres ne parviennent pas
aux mémes conclusions. De plus, la mise en évidence de corrélations entre 1’efficacité
clinique et les changements immunologiques relatifs aux réponses lymphocytaires T lors
d’études longitudinales sur grande cohorte est limitée par la difficulté de standardiser
I’analyse in vitro des lymphocytes T CD4.

L’étude clinique de phase I VO56.07A a été menée en double aveugle chez 89 patients
allergiques aux pollens de graminées, pour évaluer I’efficacité et la rapidité d’action d’un
comprimé sublingual de désensibilisation pris quotidiennement pendant 4 mois et contenant
un extrait de 5 graminées ou un placebo. Cette étude réalisée hors saison pollinique était
ponctuée de challenges allergéniques en chambre a pollens. Ceci a permis d’évaluer le score
symptome de rhinite total moyen de chaque patient tout au long du traitement et de le corréler
aux 140 parametres immunologiques testés en parallele. Ces parametres ont été sélectionnés
sur la base des connaissances relatives aux mécanismes d’action supposés de I'ITA, comme
I’activation des basophiles ou la réponse humorale. Dans cet article, nous nous concentrerons
sur les réponses lymphocytaires T CD4 périphériques. Ces dernieres ont été étudiées sur des
échantillons prélevés avant les stimulations en chambre avant, et apres 2 et 4 mois d’ITA, via
I’analyse de la prolifération, du phénotype, de la sécrétion de cytokines et de 1’expression de
genes des lymphocytes T CD4 totaux. Nous avons également suivi les lymphocytes T CD4
spécifiques d’allergenes avec des tétrameres de molécules de classe 11 du CMH.

A Tissue de cette étude, 'ITA s’est avérée cliniquement efficace avec une amélioration de
29.3% du score symptome de rhinite total moyen par rapport au groupe placebo. Au niveau
de la réponse lymphocytaire T CD4 totale, nous avons observé une diminution significative

de la proportion de lymphocytes Th2 (CRTh2" et CCR4"), une augmentation des lymphocytes
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Treg (CD127 /CD25%/Foxp3") et aucune variation au niveau des lymphocytes Thl
(CXCR3"). Toutefois, ces variations ont été observées a la fois dans les groupes actif et
placebo. L’analyse phénotypique simultanée de 5 marqueurs membranaires récemment décrits
comme permettant de discriminer les lymphocytes T CD4 spécifiques d’allergenes (Th2A) a
également été réalisée. A 1’échelle de la cohorte, le pourcentage de lymphocytes Th2A est
stable au cours du temps dans le groupe placebo, alors qu’il est significativement diminué
apres 4 mois de traitement dans le groupe actif. A 1’échelle individuelle, nous avons observé
que chez les patients placebo la proportion de lymphocytes Th2A varie de maniere aléatoire
au cours du traitement, alors qu’elle est stable ou diminuée chez les actifs.

Apres 4 mois d’ITA, I"expression des genes codant pour I'IL-4 et d’IL-10 par les PBMCs
suite a une stimulation spécifique in vitro est diminuée dans le groupe actif. Des résultats
similaires ont été obtenus quant a la sécrétion d’IL-10. Cependant, nous n’avons pas mis en
évidence de lien entre ces modifications et I’efficacité clinique a 1’échelle individuelle. Le
suivi des lymphocytes T CD4 spécifiques d’allergenes avec les tétrameres de molécules de
classe I du CMH a été réalisé pour 32 patients. Il a confirmé 1’absence de modifications du
phénotype et de la fonctionnalité des lymphocytes T CD4 spécifiques d’allergenes reliées au
traitement.

Ainsi, aucune modification des réponses des lymphocytaires T CD4 périphériques n’a pu étre
reliée a I'efficacité clinique de I'ITA dans cette étude de 4 mois. Elles ne peuvent donc pas
étre utilisées comme biomarqueurs d’efficacité clinique précoce de I'ITA sublinguale. De
plus, nous avons soulevé la difficulté de mettre en ceuvre des conditions expérimentales
standardisées pour 1’étude des réponses lymphocytaires T CD4 périphériques lors d’études

longitudinales.
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ABSTRACT

Background: Surrogate biomarkers of efficacy are needed in support of allergen specific
immunotherapy. The aim of this study was to relate changes in peripheral CD4" T cell responses to

clinical efficacy during sublingual immunotherapy (SLIT).

Methods: CD4" T cell responses were assessed in PBMCs from 89 grass pollen allergic individuals
enrolled in a double blind placebo-controlled SLIT study conducted in an allergen exposure chamber.
Surface phenotype, proliferative responses, cytokine production and gene expression were analyzed in
coded samples at baseline, and after 2 and 4 months of SLIT, either ex vivo, in PBMCs after in vitro

allergen stimulation or in MHC class II/peptide (pMHCII)-tetramer reactive CD4" T cells.

Results: The four-month SLIT course induced a 29.3% improvement of the average
rhinoconjunctivitis total symptom score in the active group, when compared to the placebo group. In
parallel, only minor changes in Thl (CCR5"), Th2 (CRTh2", CCR4") and Treg (CD25" CDI127
Foxp3") markers were detected in CD4" T cells from patients in both active and placebo groups. A
down-regulation of IL-4 and IL-10 (p<0.001) gene expression and IL-10 secretion (p<0.01) were
observed, as well as a decrease in potential “pro-allergic” Th2A cells from patients receiving active
tablets (p<0.01), but without any correlation with clinical benefit. pMHCII-tetramer analysis of Phl p
1- and Phl p 5-specific CD4" T cells confirmed that SLIT clinical responses are not associated with

dramatic alterations in T lymphocyte polarization.

Conclusion: Changes in patterns of peripheral CD4" T cells are not a marker for the early onset of

efficacy during SLIT.

Word Count: 252 (max: 250)
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INTRODUCTION

There is a major interest in monitoring immunological changes induced by allergen-specific
immunotherapy to identify surrogate markers of clinical efficacy. Herein, we focus on sublingual
immunotherapy (SLIT), now well established as an efficacious treatment for type I respiratory
allergies (1, 2). SLIT has been proposed to reorient allergen-specific CD4" T cells from a Th2 to a Thl
profile (immunodeviation) (3-7). In addition, it induces regulatory T cells exhibiting a suppressive
activity, via IL-10 or TGF-B secretion as well as cell-cell contact (3-16). Although most of these
changes have been observed in peripheral blood, recent studies have suggested an alteration in patterns
of CD4" T cell responses within the nasal mucosa (12). In contrast, other studies failed to document
changes in allergen-specific T cell responses during SLIT longitudinal studies (17, 18). Importantly, in
all circumstances, the link between modulation of circulating allergen-specific CD4" T cells and

clinical improvement remains to be firmly established.

One inherent difficulty to document the impact of immunotherapy on CD4" T cells is to rely upon well
standardized assays (19). In this regard, allergen-specific CD4" T cell responses are commonly
analyzed by monitoring proliferation, activation and cytokine secretion in PBMCs following in vitro
allergen stimulation. More recently, the availability of MHC class II-peptide (pMHCII)-tetramers
made it possible to investigate at a single cell level the polarization of adaptive immune responses
against selected epitopes within a given allergen (20, 21). Herein, combining those approaches, we
took advantage of a successful double blind placebo-controlled study conducted in an allergen
challenge chamber to thoroughly investigate early effects of SLIT on allergen-specific CD4" T cell
responses. In this study, clinical efficacy was documented at an individual patient level in a cohort of
grass pollen allergic patients as early as after 1 month of SLIT and over the 4 month study period,
thereby offering an opportunity to investigate a potential correlation with changes in T cell
polarization. We document that changes in phenotype and cytokine secretion in grass pollen-specific

CD4" T cells induced by SLIT in such a time frame are limited and unrelated to clinical improvement.
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MATERIAL AND METHODS

Design of the VO56.07A SLIT study conducted in an allergen challenge chamber

Details of this study have been published elsewhere (22). Briefly, this randomized, double-blind
placebo-controlled study was performed after approval from Austrian health authorities between the
2007 and 2008 grass pollen seasons in an allergen exposure chamber, at the Allergy Center of Vienna
West (Austria). Patients (men and women 18 to 50 years old) suffering from moderate-to-severe grass
pollen-related allergic rhinoconjuntivitis were selected based on both seric IgE levels > 0.7 kU/L for
timothy grass (assayed with the UniCAP system, Phadia, Uppsala, Sweden), a positive skin prick test
and a positive response to a grass pollen challenge test (22). After screening and providing written
informed consent, 89 subjects were randomized 1:1 to receive sublingually once a day for 4 months,
either a placebo or a 300-IR SLIT tablet containing a pollen extract obtained from orchard, meadow,
perennial rye, sweet vernal and timothy grasses (Stallergenes SA, Antony, France) (23, 24). Patients
were challenged with grass pollens before treatment (baseline challenge), as well as after 1 week and
1, 2, and 4 months of SLIT, with nasal and eye symptoms quantified as reported elsewhere, to

establish an average rhinoconjunctivitis total symptom score (ARTSS) (22).

Blood collection and processing

Venous blood samples were collected from each patient into citrate tubes before (visit 3 or V3) and
after 2 (visit 6 or V6) and 4 (visit 7 or V7) months of treatment, prior to in vivo allergen challenge.
PBMCs were isolated by centrifugation on Ficoll-Paque Plus (PAA, les Mureaux, France) and re-
suspended in cell culture medium (RPMI 1640-glutamax medium supplemented with 10% heat-
inactivated AB serum (PAA), 1% Penicillin-Streptomycin-Neomycin Antibiotic Mixture, 50 uM B-
mercaptoethanol (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), 1 mM HEPES buffer (Sigma-Aldrich, Saint
Quentin Fallavier, France). All analyses, except surface phenotyping and proliferative responses, were
conducted on frozen cells. To this aim, PBMCs were re-suspended in cold Fetal Calf Serum (FCS,
PAA) containing 10% DMSO (Sigma-Aldrich) and frozen at 107 cells/mL in cryovials (Nunc,

Roskilde, Denmark). Vials were placed in a pre-cooled Mr. Frosty-style freezing container at -80°C
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for at least 24 hours, then stored in liquid nitrogen. For functional analyses, PBMCs from a given
patient collected at V3, V6 and V7 were thawed at the same time and processed in parallel. All
samples were coded to the operators with respect to their origin (i.e. patient from active or placebo

group, clinical responder versus non responder) until completion of biological analyses.

Ex vivo phenotyping of CD4" T cells

Freshly isolated PBMCs were surface stained for 20 min at 4°C in the dark with the following
antibodies: PC7 anti-CD3, FITC anti-CD45RO, PC5 anti-CD62L, PC5 anti-CCRS5, PC5 anti-CXCR3
(BD Biosciences, Le Pont de Claix, France), ECD anti-CD4, PE anti-CRTh2 (clone BM16.23), PC5
anti-CD25 (Beckman Coulter, Villepinte, France), FITC anti-CD30, PE anti-CD127, PE anti-GITR
(eBioscience, San Diego, CA, USA), FITC anti-CD103 (Dako, Trappes, France), FITC anti-CCR4
(clone 205410), PE anti-CTLA-4 (R&D Systems, Lille, France). As a control, cells were stained with
corresponding isotype-matched mAbs. Foxp3 expression was measured using a specific antibody
(Clone PCH101, eBioscience) after cell permeabilization, according to the manufacturer’s instructions.

Cells were then analyzed with a FC500 flow cytometer (Beckman Coulter).

Potential highly “pro-allergic” Th2 (i.e. Th2A) cells were detected among terminally differentiated
memory Th2 (i.e. CD45RO"/CD27/CRTh2") cells in frozen PBMCs based upon a combination of 5
surface markers. These cells were shown to contain allergen-specific CD4" T cells with a capacity to
produce high levels of Th2 cytokines (Wambre et al., unpublished results). Percentages of Th2A cells

among memory CD4" T cells were normalized to 100 for each patient at baseline.

Proliferative responses of allergen-stimulated PBMCs

Freshly isolated PBMCs were seeded in quadruplicate in flat-bottomed 96-well microplates at 2 x 10
cells in 200 puL of cell culture medium. Cells were then stimulated with medium alone or with
allergens [i.e. 1000 IR/mL 5 grass pollen extract, or 10 ug/mL purified Dac g 5, (Stallergenes SA), or
10 pg/mL recall antigens such as Diphteria toxoid (DT) + Tetanus toxoid (TT) (Sanofi-Pasteur, Marcy

I’Etoile, France) + purified protein derivative (PPD) from Mycobacterium bovis (Statens Serum
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Institute, Copenhagen, Denmark)] or 1 pg/mL Phytohemagglutinin-P (PHA-P, Difco Laboratories,
Detroit, MI, USA) as a positive control. Cells were cultured for 6 days at 37°C in a 5 % CO,
atmosphere. After 3 or 6 days of PHA or allergen/antigen stimulation, respectively, [*’H]-Thymidine (1
uCi per well, Amersham, Aylesbury, United Kingdom) was added to each well. Cells were then
incubated for 8 hours at 37°C in 5 % CO2, and DNA-incorporated radioactivity was quantified using a
Wallac Beta scintillation counter (PerkinElmer, Courtaboeuf, France). Results are expressed as a
stimulation index, obtained as a mean ratio of responses induced by antigen versus culture medium

alone.

Analysis of cytokine secretion or gene expression by PBMCs.

PBMC:s frozen at visits V3, V6 and V7 from a given patient were thawed and re-suspended in culture
medium overnight at 37°C in 5% CO,. PBMCs were then seeded at a 2 x 10%mL concentration and
stimulated with grass pollen extract (400 IR/mL, Stallergenes SA) or recall antigens (DT+TT+PPD)
prior to collecting cells and culture supernatants. IL-2, IL-6, IL-10 and TNF-a, as well as IFN-y, IL-5,
IL-10, and IL-13 were measured in supernatants after 1 or 5 days of stimulation, respectively, by CBA
Flex Sets from BD Biosciences, according to the manufacturer’s instructions. TGF-f§ was measured at

days 1 and 5, and IL-17A at day 5 by ELISA Ready-SET-Go kit (eBioscience).

Total RNA was extracted from unstimulated and stimulated PBMCs with a RNeasy Mini kit using
Qiacube (Qiagen, Courtaboeuf, France) and reverse transcribed in cDNAs using the TagMan Reverse
transcription reagent kit (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) according to the manufacturer’s
instructions. IFN-y, IL-4, IL-10, IL-17, TGF-B, Foxp3, GATA3 and T-bet gene expression was
assessed by quantitative PCR using pre-designed Tagman Real-Time PCR System (Applied
Biosystems). IL-4 and IL-17 mRNAs were quantified in stimulated cells in comparison with B-actin
mRNA as a control. For other genes, results were normalized to levels of B-actin and expressed as

fold-changes in comparison with baseline mRNA levels in unstimulated cells.

pMHCII-tetramer analysis of CD4" T cells specific for Phl p 1 and Phl p 5
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pMHCII-tetramer analyses were performed as previously described (25, 26). Briefly, after extraction
of genomic DNA from blood and HLA typing, patients with HLA-DRB1*0101 (DR1), HLA-
DRB1#0301 (DR3), HLA-DRB1*0401 (DR4) or HLA-DRB1*1501 (DR15) haplotypes were selected

(25). DR15 patients were analyzed using HLA-DRBS pMHCII-tetramers (27).

To expand CD4" T cells specific for Phl p 1 and Phl p 5, frozen PBMCs from patients with either a
DR1, DR3, DR4 or DR15 haplotype (n=32), were thawed and seeded in culture medium at 37°C in
5% CO,, in 12- or 48-well plates at 3-5 x 10° cells/mL. Cells from DR1 and DR3 patients were
stimulated for 14-16 days with Phl p 1,53.175 or Phl p 117,185 peptides (used at 10 pg/mL). Cells from
DR4 patients were incubated with 20 ug/mL Phl p 10.114 peptides in the form of li-key conjugate
peptide mixes, as described elsewhere (25, 28). Cells from patients with a DR15 haplotype were
stimulated with 10 pg/mL of a pool of Phl p 5as3.5,, Phl p 5a533.05, and Phl p 5by9.145 peptides. At day
6, and every 3 days thereafter, 20 Ul/mL recombinant IL.-2 (Roche, Meylan, France) was added to cell
cultures. After amplification for 14-16 days, epitope-specific CD4" T cells were stained for one hour
with corresponding PE-conjugated pMHCII-tetramers (1 pg/mL at room temperature, or 10 ug/mL at
37°C for DRB5 pMHCII-tetramers). All pMHCII-tetramers used in this study were produced by the
Benaroya Research Institute (Seattle, WA, USA) (29). pMHCII-tetramers loaded with irrelevant

peptides were used as controls.

For phenotyping, tetramer” cells from DR1, DR3 and DR4 patients were subsequently stained for 20
min at 4°C with the following antibodies: FITC anti-CD25 (Beckman Coulter), FITC anti-CD45RO,
APC anti-CD62L, APC anti-CTLA-4, PC7 anti-CCR4, PC7 anti-CCR7, Alexa Fluor 488 anti-CXCR3
(BD Biosciences), FITC anti-CCR6 (eBioscience). Cells were also stained with APC or PC7 anti-
CD4, ECD anti-CD14 and ECD anti-CD19 antibodies (all from Beckman Coulter) and subsequently
with Via-Probe (BD Biosciences) for 10 minutes at 4°C to exclude monocytes, B cells and dead cells,
respectively (30). Cells were analyzed using a FC500 flow cytometer (Beckman Coulter), with a

minimum of 100 pMHCII-tetramer” CD4" T cells accumulated.
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IL-5, IL-10 and IFN-y secretion was assessed in Phl p 1-specific CD4" T cells using a cytokine
secretion assay (CSA) (30), whereas IL-4, IL-5, IL-10, IL-13, IL-17 and IFN-y production was
measured in Phl p 5-specific CD4" T cells using intracellular cytokine staining, as described elsewhere
(26). Cells were stimulated for 4-5 hours with appropriate peptide mixes (10-20 pg/mL) for CSAs and
with 50 ng/mL. PMA and 1 ug/mL ionomycin (Sigma-Aldrich) in presence of 10 pg/mL monensin
(BD Pharmingen) for intracellular cytokine staining. After fixation and permeabilization, cells were
further stained with various combinations of antibodies including: Alexa Fluor 700 anti-IFN-y
(4S.B3), PC7 anti-IL-17 (BL168), Alexa Fluor 488 anti-IL-10 (JES3-9D7) and APC anti-IL-4 (8D4-8;
eBioscience) or corresponding isotype-matched mAbs. Cells were then analyzed using a LSRII flow

cytometer (Becton Dickinson), with a minimum of 500 pMHCII-tetramer reactive cells acquired.

Statistical analysis

The gaussian distribution of data obtained was evaluated using Agostino and Pearson omnibus
normality tests. Accordingly, results were further analyzed using either non parametric Kruskal-Wallis
tests with Dunn’s multiple comparison or parametric one-way ANOVA tests with Bonferonni’s
multiple comparison. Spearman and Pearson tests were used as specified for correlation analyses. Data
are represented using Tukey box plots summarizing median, upper and lower quartiles as well as
minimum and maximum data values excluding outliers (i.e. values inferior or superior by 1.5 fold to

lower and upper quartiles, respectively).
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RESULTS

Summary of clinical efficacy results

Clinical results of the study were previously reported in details elsewhere (22). Briefly, in the active
group, the ARTSS mean improvement from baseline reached 30.9% and 41.8% after 1 month and 4
months of treatment, respectively, and 12.9% and 18.5% after 1 and 4 months of treatment,
respectively in the placebo group. Changes of ARTSS from baseline were significantly higher in the
active group when compared to the placebo group (p<0.001), thus establishing unambiguously the
clinical efficacy of this SLIT protocol (22). Symptom improvement determined for each individual

patient was plotted against SLIT-induced changes in biological parameters (see below).

Phenotyping of peripheral blood CD4" T cells

PBMC:s isolated from each patient before (V3), and after 2 (V6) and 4 (V7) months of SLIT, were
surface stained with antibodies specific for various markers associated with either Th1, Th2 or Treg
cells. Percentages of Th2 (i.e. CRTh2" or CCR4") cells significantly decreased in both active and
placebo groups after 2 months of treatment (p<0.01 and p<0.001 for the placebo and active groups,
respectively) and then remained stable (Fig. 1A). CXCR3" Thl cells underwent no significant
variation during the treatment. In contrast, CCRS expression, also associated with Thl polarization,
significantly decreased after 2 months of SLIT, in both placebo and active groups (p<0.001). Potential
CD4" Treg cells (i.e. CD25" CDI127 Foxp3") increased substantially after 4 months of
immunotherapy, irrespective of the treatment group (p<0.001). CTLA-4" CD4" T cells were
marginally increased from baseline after 2 months of treatment in both active and placebo groups (data
not shown), whereas GITR expression decreased during treatment in the active group (p<0.001) (Fig.
1A). Although not shown, no variations were observed regarding CD45RO"/CD62L"

CD45RO*/CD62L°, CD30" and CD103" CD4" T cell subsets.

To complement those analyses conducted on global T cell populations irrespective of their specificity,

circulating potential “pro-allergic” CD4" T cells producing high levels of Th2 cytokines in response to
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allergen, further referred as “activated” Th2A cells, were detected within PBMCs with a combination
of 5 antibodies. Percentages of Th2A cells remained stable in the placebo group, whereas they
significantly decreased after 4 months of SLIT in the active group (from 100% to 82.8% + 38, p<0.01)
(Fig. 1B, left panel). At an individual level, a decrease in percentages of Th2A cells was observed in
most active patients whereas a larger heterogeneity was seen for placebo patients (Fig.1B, right
panels). Collectively, although some phenotypic changes in peripheral CD4" T cells were detected in
this study, only the small decrease in Th2A cells, thought to contain most allergen-specific CD4" T

cells was observed in the active but not placebo group.

Proliferative response, gene expression and cytokine production in allergen-stimulated PBMCs

The proliferative capacity of allergen-stimulated PBMCs was further assessed by measuring [*H]-
Thymidine incorporation before, and after 2 and 4 months of SLIT, following in vitro stimulation with
either grass pollen allergens, purified Dac g 5 or recall antigens. PHA-induced proliferation was used
as a positive control in those experiments. Proliferative responses to grass pollen extract observed in
all patients at baseline were not altered during SLIT, in both active and placebo groups (Fig. 2, upper
left panel). A slight but significant decrease in cell proliferation in response to Dac g 5 stimulation was
observed in placebo-treated patients after 4 months of SLIT (p<0.05) (Fig. 2, upper right panel).
However, the relevance of such variation is questionable since a decrease in proliferative responses to
recall antigens was also seen over time, even if responses to PHA stimulation remained stable (Fig. 2

lower panels).

We subsequently analyzed the expression of genes encoding transcription factors or cytokines in
PBMC:s stimulated for 1 and 5 days with either a 5-grass pollen extract or recall antigens to those in
unstimulated cells at various time points during SLIT. Regarding transcription factors, the expression
of T-bet, but not GATA3 or Foxp3, was up-regulated in PBMCs obtained after 2 months of SLIT
(p<0.001) from patients in both placebo and active groups, but it did not differ from baseline levels
after 4 months (Fig. 3A, upper panels). TGF-3 gene expression was significantly up-regulated at V7 in

PBMCs from the placebo group (p<0.01) (Fig. 3A, lower left panel). Although not shown, similar
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trends were observed after recall antigen stimulation for both T-bet and TGF-f§ gene expression. IFN-y
and IL-17 gene expression was not significantly modified during SLIT (Fig. 3A). A decrease in IL-10
mRNA was detected in both placebo and active groups when comparing samples from V3 and V6
(p<0.05 and p<0.01, respectively), but this down-regulation was even stronger in V7 samples only in
the active group (p<0.001) (Fig. 3A). Such variations were not seen for recall antigen-induced IL-10
mRNA levels (data not shown). IL-4 mRNA levels significantly decreased from baseline after 2
months (p<0.01) and even further after 4 months of treatment (p<0.001) in the active group only (Fig.

3A).

To confirm and extend these results, cytokines were further quantified in supernatants of PBMCs,
following stimulation with a 5-grass pollen extract. Levels of IFN-y, IL-5, IL-13, IL-17, TGF-$ and
TNF-a secreted by PBMCs were stable in both active and placebo groups during the 4 months of SLIT
relative to baseline (Fig. 3B). We observed a sustained decrease of IL-10 secretion during SLIT,

reached significantly only in the active group (Fig. 3B).

Monitoring of Phl p 1- and Phl p 5-specific CD4" T cells using pMHCII-tetramers

To further investigate changes in allergen-specific CD4" T cells, analyses with pMHCII-tetramers
were conducted in PBMCs from 32 subjects exhibiting either DR1, DR3, DR4 or DR15 haplotypes,
following in vitro peptide-driven amplification for 14-16 days, as described in Methods. We detected
Phl p 1- or Phl p 5-specific CD4" T cells in PBMCs from 29 patients, irrespective of the time-point
considered (Fig. 4A). Higher percentages of pMHCII-tetramer positive cells were detected in CD4"
PBMCs from patients exhibiting DR4 or DR15 haplotypes, probably due to the higher avidity of
corresponding tetramers. No significant variations were observed during SLIT in patients treated with
placebo or active tablets, regarding both numbers of circulating pMHCII-tetramer positive CD4" T
cells as well as mean fluorescence intensities, the latter reflecting tetramer binding avidities (Fig. 4A,
left and right panels, respectively). Phenotypic and functional properties of Phl p 1- and Phl p 5-
specific CD4" T cells were further characterized at a single cell level in samples from patients

displaying sufficient (i.e. >0.5%) pMHCII-tetramer-reactive cells among CD4" T cells. Surface
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phenotypes could be assessed in 6 patients from the active group and functional analyses were
conducted using either CSA (n=4 active patients) or intracellular cytokine staining (n=5, including 4
placebo patients and 1 active patient analyzed with 3 different peptides). Besides individual variations,
no clear trend discriminating patients from placebo and active groups was observed during SLIT in the
polarization of pMHCII-tetramer® CD4" T cells, irrespective of the epitope considered, when
comparing markers associated with either Th2 (i.e. CCR4", IL-4" and 1L-5%), Thl (i.e. CXCR3" and
IFN-y"), Treg (i.e. CTLA-4", and IL-10") or Th17 (i.e. CCR4"/CCR6" and IL-17") subsets (Fig. 4B-
D). Proportions of effector and central memory specific CD4" T cells did not fluctuate during
treatment. Whereas a stable expression of CD25 by specific CD4" T cells was observed in most
patients, a decreased expression after 4 months of treatment was detected in 2 patients, without any
relationship with clinical benefit (data not shown). Altogether, pMHCII-tetramer based analyses
confirmed that a 4 month SLIT course does not induce any depletion of Th2 cells or significant

variation in the polarization of peripheral allergen-specific CD4" T cells.

Correlation between biological changes and clinical efficacy

We further analyzed the potential correlation between the few biological changes detected in PBMCs
related to treatment (i.e. observed in active but not in placebo patients) and clinical efficacy of SLIT.
Specifically, we focused on those variations suggesting a potential decrease in Th2 responses, which
were plotted against improvement in the ARTSS documented for each individual patient. As shown in
Fig. 5, no relationship was found between clinical efficacy and the decrease observed in the active
group of circulating Th2A cells. Similarly, the down-regulation of IL-4 or IL-10 gene expression as

well as IL-10 secretion by allergen-stimulated T cells were also unrelated to clinical benefit (Fig. 5).
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DISCUSSION

CD4" T cells play a major role in both allergic inflammation and its resolution, through the production
of distinct sets of cytokines (31). Th2 cells contribute directly to allergen-driven pathogenesis, by
controlling B cell differentiation and antibody class switching towards IgE production on one hand,
and by recruiting and activating proinflammatory eosinophils, basophils and mast cells in target organs
on the other hand (31). Multiple studies have proposed that immunotherapy in general and SLIT in
particular induce a decrease in Th2 responses, together with the induction of allergen-specific CD4" T
cells producing IFN-y, IL-10 and TGF-B (i.e. Th1/Treg switch) (3, 6, 8, 10-16). Noteworthy, most
studies investigating the impact of SLIT on the polarization of peripheral blood CD4" T lymphocytes
were open studies conducted in small cohorts of patients, and as such could not establish any firm link
with clinical efficacy at an individual level (8-10, 32). Thus, with the aim to further strengthen the
scientific rationale behind SLIT, the follow-up of allergen-specific CD4" T cell responses remains
necessary to determine whether they contribute to clinical benefit, and beyond, to identify potential

surrogate markers of efficacy.

To this aim, we took advantage of a double blind placebo-controlled SLIT study conducted in 89 grass
pollen allergic patients to assess changes induced by treatment in peripheral blood CD4" T cells.
Noteworthy, since multiple grass pollen challenges were performed in an allergen exposure chamber
before and during SLIT, individual clinical responders were distinguished from non responders. As
reported elsewhere, the 5-grass pollen tablet was highly efficacious in reducing symptoms as early as
after 1 month of treatment, when compared to the placebo group, with a clinical benefit sustained
during the 3 subsequent months of treatment (22). In such a setting, using biological samples coded to
the operators, phenotype, proliferation, cytokine production and gene expression were measured in

PBMC:s from allergic patients, before, as well as after 2 and 4 months of immunotherapy.

Several biological changes observed during SLIT with active tablets were also detected in control
groups, and thus are not considered relevant to explain clinical efficacy. For example, we observed a

small decrease in Dac g 5-proliferative responses in the placebo group during treatment. Furthermore,
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this trend was also seen with recall antigen stimulation. Similarly, the expression of some markers
associated with Thl (CCRS) or Th2 (CRTh2 and CCR4) cell polarization were decreased during
SLIT, whereas other potential markers of regulatory T cells were rather up-regulated in both active
and placebo groups. The expression of a number of genes encoding transcription factors or cytokines
was impacted during treatment in PBMCs from patients receiving placebo tablets. These observations
demonstrate the importance of having well-controlled experimental conditions, as well as standardized
T cell assays to draw proper conclusions on comparative immunomonitoring data generated during

longitudinal studies (19).

Some of our results are in agreement with previous studies. For example, we observed an induction of
T cells with a potential Treg phenotype after SLIT, but in our study, similar changes were shown in
the placebo group. Interestingly, a study in house dust mite allergic patients reported that Treg cells
increased in both active and placebo groups after 6 months of SLIT (10), but this increase was
sustained after a year only in the active group, raising the possibility that 4 months of treatment are too
short to elicit significant changes in CD4" T cell polarization detectable in peripheral blood. The latter
does not preclude local alterations in T cell polarization, i.e. at mucosal surfaces, as was recently
detected during SCIT (34) and SLIT protocols (12). Although an increase in the secretion of IL-10 or
TGF-f, or both of these regulatory cytokines has been reported previously in PBMCs following
sublingual immunotherapy (6, 8-16), we did not observe those alterations, in accordance with others
studies (17, 18). We did not detect any significant induction of Th1 (i.e. CXCR3" and IFN-y" cells) in

agreement with another study evaluating a 1 year birch pollen SLIT protocol (9).

Interestingly, some significant changes were induced in patients receiving the active tablet, but not the
placebo. For example, we observed that IL-4 gene expression as well as IL-10 secretion were
selectively decreased in the active group. Although such variations suggest a potential down-
regulation of allergen-specific Th2 cells following SLIT, no correlation with clinical benefit at an
individual patient level was noticed. One potential limitation of those analyses is that they were
conducted in PBMCs populations in which allergen-specific CD4" T cells are a minority. Furthermore

there is growing evidence that Th2 cells are heterogeneous, suggesting the pertinence of focusing on
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pathogenic subsets (26, 33). Thus, we further monitored allergen-specific cells using pMHCII-
tetramers, and analyzed activated “Th2A” cells, i.e. a subset of CD45RO" CD27 terminally
differentiated Th2 CD4" T cells, recently shown to contain most allergen-specific Th2 cells (26). Our
analyses showed a minor, albeit significant decrease in Th2A cells in patients receiving active tablets,
however unrelated to clinical improvement. This observation was further corroborated using pMHCII-
tetramers specific for Phl p 1- and Phl p 5-reactive-CD4" T cells, with no variations observed in the
frequency or polarization of pMHCII-tetramer positive cells, irrespective of the treatment group and
the time point considered (Fig. 4A). Collectively, we conclude that a 4 month course of SLIT
sufficient to provide clinical benefit does not result in a major depletion of the pool of circulating Th2
cells. Nonetheless, a potential beginning trend in the down-regulation of Th2A cells was detected after
4 months of SLIT, suggesting that a longer treatment period is needed to dampen established Th2
response, as previously shown for long-lived IgE-producing B cells which usually occurs only after

one year or more of immunotherapy (4).

In conclusion, changes in the polarization of allergen-specific CD4" T in peripheral blood cannot be
used to document the early onset (i.e. within 4 months) of SLIT efficacy. Whether the induction of
Th1/Treg cells and the down regulation of Th2 cells constitute markers associated with long term
immunotherapy efficacy and/or sustained protection after treatment cessation remains to be

investigated.
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FIGURES AND LEGENDS
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Figure 1: Surface phenotype of peripheral blood CD4" T cells during grass pollen SLIT

Fresh PBMCs collected before (V3), after 2 (V6) and 4 months (V7) of SLIT in grass pollen allergic
patients receiving active or placebo tablets were stained with antibodies directed against markers of T
cell polarization. A) Percentages of CD3" CD4" T cells expressing each of the markers tested are
represented using Tukey box plots. B) Frozen PBMCs were thawed and stained with a combination of
5 antibodies to assess potential activated Th2 cells (Th2A). Results are expressed as percentages of
Th2A cells among memory (i.e. CD45RO" CD4") T cells at the cohort (left panel) and individual level
(right panels). Percentages of Th2A cells were normalized to 100 for each patient at baseline (*p<0.05,
*#p<0.01, ***p<0.001, # one-way ANOVA test, § Kruskal-Wallis test).
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Figure 2
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Figure 2: Proliferative responses of allergen-stimulated PBMCs during grass pollen SLIT

At each time point before (V3) and after 2 (V6) and 4 (V7) months of SLIT, PBMCs were stimulated
for 6 days with either 1000 IR/mL 5-grass pollen extract, 10 pg/mL Dac g 5 or 10 pg/mL
DT+TT+PPD recall antigens, or for 3 days with 1 pg/mL PHA as a positive control. Proliferation was
assessed in quadruplicates using [’H]-Thymidine incorporation as described in Methods. Proliferative

data are expressed as a stimulation index and represented using Tukey box plots (*p<0.05, **p<0.01,

*#*%p<(0.001, Kruskal-Wallis test).
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Figure 3
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Figure 3: Transcription factor/cytokine gene expression and cytokine production during grass

pollen SLIT

Thawed PBMCs were stimulated with 400 IR/mL 5-grass pollen extract for 1 or 5 days. Gene
expression and cytokine production were assessed before (V3), after 2 (V6) and 4 months (V7) of
SLIT. A) Transcription factor and cytokine gene expression were assessed by quantitative RT-PCR. T-
bet, GATA3, Foxp3, IFN-y, IL-4, IL-10 gene expression was analyzed following 1 day of stimulation,
whereas TGF-f3 and IL-17 gene expression were quantified after 5 days of stimulation. For all genes,
mRNA levels were normalized to levels of B-actin mRNA. For T-bet, GATA3, Foxp3, TGF-B, IFN-y
and IL-10, gene expression was expressed as relative amounts of mRNA in stimulated cells versus
unstimulated cells. Fold-changes are represented using Tukey box plots (*p<0.05, **p<0.01,
*#*%p<(0.001, Kruskal-Wallis test). B) IL-10 and TNF-a cytokine levels were measured by CBA in cell
culture supernatants after 1 day of grass pollen extract stimulation, whereas amounts of secreted IFN-
v, IL-5, IL-13, IL-17, TGF-p were measured after 5 days. Data are represented using Tukey box plots
(*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, one-way ANOVA).
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Figure 4
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Figure 4: Detection and characterization of peripheral Phl p 1- and Phl p 5-specific CD4" T cells
using pMHCII-tetramers during SLIT

Before (V3), after 2 (V6) and 4 (V7) months of SLIT, thawed PBMCs from 32 patients with either a
DR1, DR3, DR4 or DR15 HLA background were stimulated in vitro for 14-16 days with allergen-
derived peptides as described in Methods, and subsequently stained with appropriate pMHCII-
tetramers. Cells were further incubated with various antibodies to analyze surface phenotype, or
stimulated as described in Methods for cytokine production assessment. A) pMHCII-tetramer” CD4" T
cell frequency and avidity. The latter was expressed as a ratio between MFIs from tetramer” and
tetramer’ CD4" T cells. B) Cytokine production by pMHCII-tetramer” CD4" T cells assessed by CSA
following Phl p 1 peptides stimulation. C) Cytokine production by Phl p 5-specific pMHCII-tetramer”
CD4" T cells measured by intracellular staining after PMA/Ionomycin stimulation D) e Phl p 1-
specific CD4" T cells (DR1, DR3, DR4, placebo patients) ; o Phl p 1-specific CD4" T cells (DRI,
DR3, DR4, active patients); m Phl p 5-specific CD4" T cells (DRB5, placebo patients); o Phl p 5-
specific CD4" T cells (DRB35, active patient analyzed with 63 different tetramers).
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Figure 5
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Figure 5: Correlation between clinical efficacy of grass pollen SLIT and changes in Th2

markers.

Changes in Th2A cell percentages, IL-4 and IL-10 gene expression or IL-10 secretion after grass
pollen extract stimulation of PBMCs are plotted for each individual patient from the placebo (upper
panels) or active (lower panels) groups, as a ratio between results obtained for each parameter at V7
versus V3. In ordinate, clinical responses are expressed for each individual patient as a percentage of

improvement in the ARTSS score after 4 months of SLIT relative to baseline levels (i.e. before

treatment).
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4.3 Résultats I : Evaluation des réponses lymphocytaires T
CD4 spécifiques d’allergenes suite a une année d’ITA chez des
enfants souffrant de rhinite allergique aux acariens

4.3.1 Contexte

L’étude clinique VO57.07 a démontré I’efficacité d’un comprimé sublingual contenant des
extraits d’acariens (D. pteronyssinus et D. farinae) chez 1’adulte. Le but de la VO64.08, étude
multicentrique de phase III menée en double aveugle avec un groupe controle placebo, était
de tester 1’efficacité clinique de ce traitement chez 423 enfants (5-17 ans) atteints de rhinite
allergique aux acariens. Suite a une demande de I’EMEA, une sous-étude a été mise en place
pour mieux comprendre les mécanismes de I’ITA relatifs aux réponses lymphocytaires T CD4
périphériques (notamment I'induction de lymphocytes Treg). Le sang de 21 patients (11
placebos et 10 actifs) a été prélevé avant (V1) et aprés un an de traitement (V7). La
production de cytokines par les PBMCs et par les lymphocytes T CD4 a respectivement été
suivie au niveau extra- et intracellulaire, avant et apres traitement. Le phénotype des
lymphocytes T CD4 spécifiques de Der p 1 et Der p 2 des patients présentant un haplotype
compatible a I’analyse a 1’aide des tétrameres de molécules de classe II du CMH dont nous

disposons (HLA-DRB1*0101 et *1501) a été suivi au cours de I’étude.

4.3.2 Résultats

4.3.2.1 Effets de I'ITA sublinguale aux acariens sur la sécrétion de
cytokines par les PBMCs apres stimulation allergénique in vitro

Afin d’évaluer la réponse spécifique des PBMCs aux allergenes, les cellules, prélevées avant
(V1) et apres un an de traitement (V7), ont été stimulées in vitro avec du Der p 1 recombinant
(rDer p 1), du Der p 2 recombinant (rDer p 2), un antigéne de rappel vaccinal (PPD) ou du
milieu seul comme contrdle. Les quantités de cytokines sécrétées ont été mesurées dans les
surnageants apres 1 (IL-6, IL-10, TNF-a) ou 6 jours (d’IL-5, d’IL-13, d’IFN-y) de culture.
D’une maniere générale, rDer p 2 induit une plus forte sécrétion cytokinique que rDer p 1,
excepté pour le TNF-a qui était indétectable quelles que soient les conditions de stimulation
allergénique (données non montrées). Alors que les concentrations d’IL-6 dépassaient le seuil
de saturation suite a une stimulation avec du rDer p 2, elles étaient inférieures au seuil de

détection avec rDer p 1, indépendamment du groupe (actif ou placebo) et du temps (V1 ou
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V7). En réponse a rDer p 1, de tres faibles concentrations d’IL-10 et d’IFN-y sont observées.
Aucune variation significative n’a été détectée quant a la sécrétion d’IL-5, d’IL-10, d’IL-13 et
d’IFN-y au cours du traitement entre les deux groupes, mais des tendances sont observées.
Alors que la production d’IL-5 et d’IL-13 en réponse a rDer p 2 semble diminuer sans
distinction entre les groupes actif et placebo apres un an de traitement, celle d’IFN-y tend a

étre augmentée uniquement chez les actifs (Fig. 8).
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Figure 8 : Effet de ’ITA sublinguale aux acariens sur la sécrétion de cytokines par les
PBMCs apres stimulation allergénique in vitro. Les PBMCs de 21 patients (11 placebos et
10 actifs) ont été isolées avant (V1) puis apres traitement (V7), ensemencées a 2.10°
cellules/mL, et stimulées avec du milieu, du rDer p 1 (50 pg/mL), du rDer p 2 (50 pg/mL) ou
un antigéne de rappel vaccinal (PPD, 10ug/mL). L’IL-10 a été dosée par CBA a J1 et I'IFN-y,
I’'IL-5 et 'IL-13 a J6. Les boites a moustaches de Tukey représentent les concentrations de
cytokines produites par les PBMCs stimulées, auxquelles sont soustraites les concentrations
obtenues avec les cellules non stimulées. Le test de Wilcoxon est utilisé pour 1’analyse
statistique (* p< 0,05).

4.3.2.2 Effets de I'ITA sublinguale aux acariens sur la production
cytokinique intracellulaire des lymphocytes T CD4 apres stimulation in vitro

Apres avoir suivi la réponse globale des PBMCs aux allergénes, nous nous sommes intéressés
aux réponses lymphocytaires T CD4 spécifiques d’allergénes. La production d’IL-10, d’IL-
13, d’IL-17A, d’IFN-y et de TNF-a par les lymphocytes T CD4 totaux a été évaluée au niveau
intracellulaire apres 14 jours de culture avec les mémes agents stimulants que pour la

détection de cytokines extracellulaires (milieu, rDer p 1, rDer p 2 et PPD). Avant I’analyse
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par cytométrie de flux, les cellules ont été restimulées pendant 4 heures avec de I’anti-CD3.
Les productions d’IL-10 et d’IL-13 fluctuent peu dans les groupes actif et placebo avant et
apres I'ITA quelle que soit la stimulation (rDer p 1 ou rDer p 2). La production d’IL-17A et
de TNF-a par les lymphocytes T CD4 tend a étre augmentée apres stimulation avec rDer p 2
dans les deux groupes suite au traitement. Toutefois, cette variation est significative
uniquement dans le groupe placebo (Placebo: p<0,05; Actifs: p= 0,0625 (IL-17A);
p=0,0754 (TNF-a)). En revanche, la production d’IFN-y est significativement augmentée a la
V7, seulement dans le groupe actif (médiane + écartype, V1:0,1 £ 3,2; V7: 6,4 + 6,4),
rejoignant les observations faites lors des analyses de cytokines dans les surnageants (Fig. 9).
Cette augmentation est donc reliée au traitement. Cependant, le pourcentage de lymphocytes
T CD4 sécrétant de I'IFN-y ne correle pas avec I’amélioration individuelle des symptomes

(données non montrées).
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Figure 9: Effets de I’ITA sublinguale aux acariens sur la production cytokinique
intracellulaire des lymphocytes T CD4. Les PBMCs de 18 patients (11 placebos et 7 actifs)
ont été isolées avant (V1) puis apres traitement (V7), ensemencées a 5.10° cellules/mL, et
stimulées avec du milieu (controle), du rDer p 1 (50 ug/mL) ou du rDer p 2 (50 ug/mL). De
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I’'IL-2 (20 Ul/mL) est ajoutée a J5, J8 et J11. A J14, les cellules sont restimulées pendant 4h
avec de I’anti-CD3 (1 ug/mL), puis les productions d’IFN-y, d’IL-10, d’IL-13, d’IL-17A et de
TNF-a sont évaluées par marquage intracellulaire. Les boites a moustaches de Tukey
représentent le pourcentage de lymphocytes T CD4 produisant des cytokines apres stimulation
in vitro auquel est soustrait le pourcentage de lymphocytes T CD4 non stimulés (milieu)
produisant des cytokines. Le test de Wilcoxon est utilisé pour 1’analyse statistique. (* p<
0,05).

4.3.2.3 Effets de I'ITA sur sublinguale aux acariens sur les lymphocytes T
CD4 spécifiques de Der p 1

Alors que nous disposions de tétrameres de molécules de classe II du CMH spécifiques de
Der p 1 et de Der p 2 compatibles avec les haplotypes HLA-DRB1#0101 (Der p 1;6.30 et Der p
226.40) et *1501 (Der p 11630, Der p 1171185 et Der p 226.40), seuls 3 patients (1 placebo, 2
actifs) se sont avérés présenter un typage HLA-DRB1*1501. L’analyse de leurs lymphocytes
T CD4 spécifiques d’allergenes a été réalisée suite a une amplification in vitro avec les
peptides Der p 11630, Der p 1171.185 €t Der p 226.40. Nous avons détecté des cellules tétrameres”
spécifiques de Der p 1171.135 chez les 3 patients, aux 2 temps testés. Alors que le pourcentage
de ces cellules parmi les lymphocytes T CD4 est stable au cours de I'ITA chez le patient du
groupe placebo, il est augmenté chez les deux patients actifs apres le traitement (Fig. 10A).
Nous avons également analysé I’expression des marqueurs CCR4, CXCR3 et CTLA-4 par les
lymphocytes T CD4 spécifiques de Der p 171135, afin d’étudier respectivement la polarisation
Th2, Thl et Treg de ces cellules. L’expression des molécules CD25, CCR7 et CD62L a été
évaluée pour déterminer I’état d’activation et le type de « mémoire centrale » ou
« effectrice » de ces lymphocytes. Alors qu’aucune tendance de variation quant a 1’expression
de CCR4, CXCR3 et CD25 n’a été observée entre les 2 patients actifs et le patient placebo au
cours du traitement, I’expression de CTLA-4 est diminuée chez tous les patients aprés un an
de traitement. L expression de CCR7 semble diminuer apres un an d’ITA chez les 2 patients

actifs. Cependant cette variation n’est pas corrélée a I’expression de CD62L (Fig. 10B).
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Figure 10 : Effets de I’ITA sublinguale aux acariens sur la fréquence et le phénotype des
lymphocytes T CD4 spécifiques de Der p 1. Les PBMCs issues de 3 patients présentant un
typage HLA-DRB1*1501 ont été isolées, ensemencées 2 5.10° cellules/mL, puis stimulées
avec le peptide Der p 1;71.185 (10 pg/mL). De I’IL-2 (20 UI/mL) est ajoutée a J5,J8 et J11. A
J14, les lymphocytes T CD4 spécifiques de Der p 1;71.135 sont marqués pendant lh a
température ambiante avec les tétrameres de molécules de classe II du CMH correspondants,
puis pendant 20 minutes a 4°C avec des anticorps spécifiques de CCR4, CXCR3, CTLA-4,
CD25, CCR7 et CD62L. A) Les pourcentages de cellules tétrameres’ sont exprimés par
rapport aux lymphocytes T CD4 totaux. B) représente le pourcentage de cellules tétrameres”
exprimant les marqueurs CCR4, CXCR3, CTLA-4, CD25, CCR7 ou CD62L.
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4.3.3 Synthese des résultats

Cette étude de phase III menée chez des enfants allergiques aux acariens, nous a permis de
suivre les modifications des réponses cellulaires périphériques spécifiques d’allergenes pour
21 patients.

Alors qu’aucune variation significative n’a été observée au niveau de la réponse des PBMCs a
une stimulation in vitro avec rDer p 1 et rDer p 2 apres un an d’ITA sublinguale aux acariens,
le suivi des lymphocytes T CD4 totaux révele une augmentation significative de la production
d’IFN-y dans le groupe actif suite a stimulation avec rDer p 2. Bien que cette modification
soit induite par le traitement, elle s’avere ne pas corréler avec I’efficacité clinique de I'ITA.
L’étude des lymphocytes T CD4 spécifiques d’allergenes avec les tétrameres de molécules de
classe II du CMH, du fait du faible nombre de patients analysés, ne nous permet pas de
conclure quant aux modifications de fréquence et de fonctionnalité de ces cellules. Toutefois,
la détection de lymphocytes T CD4 marqués avec tétrameres de molécules de classe II du
CMH indique que I'ITA sublinguale n’induit pas de délétion clonale de ces cellules.

Les résultats de cette étude seront plus amplement discutés dans la partie « Discussion »
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4.4 Article I1I : Comparaison entre les marquages a ’aide
de tétrameres de molécules de classe I du CMH et I’analyse de
I’expression de marqueurs membranaires d’activation pour
détecter les lymphocytes T CD4 spécifiques d’allergenes

Le rb6le majeur des lymphocytes T CD4 spécifiques d’allergénes dans les réponses
d’hypersensibilité de type I souleve I’intérét de suivre ces cellules au niveau unicellulaire pour
mieux comprendre les mécanismes physiopathologiques de I'inflammation allergique ainsi
que les réponses protectrices observées chez les individus sains. Cela est également nécessaire
pour mettre en évidence les mécanismes d’action de I'ITA et les parametres immunologiques
corrélant avec son efficacité clinique, pouvant ainsi servir de biomarqueur. Bien que des
techniques comme I’évaluation de la prolifération, le marquage de cytokines intracellulaires,
le CSA ou I’ELISpot soient disponibles pour suivre les réponses lymphocytaires T CD4
spécifiques d’allergenes, les tétrameres de molécules de classe II du CMH restent
actuellement le moyen le plus spécifique de les détecter. Toutefois, leur utilisation est limitée
par I’identification des épitopes immuno-dominants et la restriction HLA. Afin de s’affranchir
de ces contraintes, nous avons recherché la combinaison optimale de marqueurs d’activation
membranaires (CD25, CD30, CD39, CD69, CD154, GITR, HLA-DR and ICOS) dont nous
pouvions suivre I’expression et pouvant remplacer au mieux les tétrameres de molécules de
classe II du CMH pour la détection des lymphocytes T CD4 spécifiques d’allergenes apres
amplification in vitro. Notre démarche a consisté a corréler I’expression de ces marqueurs a
un marquage « tétrameres de classe Il ». Alors qu’il a été décrit que CD154 permettait
d’identifier les lymphocytes T CD4 spécifiques d’antigenes apres courte stimulation ex vivo,
apres amplification spécifique in vitro, le pourcentage de lymphocytes T CD4 marqués par les
tétrameres de molécules de classe I du CMH parmi les lymphocytes T CD4 CD154" se situait
entre 5% et 87%, selon les individus. Cette variabilité inter-patient est observée quel que soit
le marqueur considéré. Des lymphocytes T CD4 réagissant exclusivement avec les tétrameres
de molécules de classe II du CMH (0.4-10.4% des lymphocytes T CD4) ou exprimant
uniquement le marqueur d’activation considéré (2.2-32.7% des lymphocytes T CD4) sont
détectés. Cela révele la présence de lymphocytes T CD4 spécifiques anergiques ou activés
non spécifiquement, respectivement. Nous avons ensuite caractérisé fonctionnellement les 3
sous-populations de lymphocytes T CD4 tétramere’/ marqueur’, tétramére’/ marqueur et
tétramére /marqueur’ mises en évidence. Les cellules tétramére’/marqueur’ s’avérent
exprimer les plus fort taux de cytokines au niveau transcriptionnel en réponse a 1’allergene.
Toutefois, au niveau traductionnel, elles secretent des quantités de cytokines équivalentes a
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celles des lymphocytes T CD4 tétramere /marqueur’. Les lymphocytes T CD4 tétramere*/
marqueur , quant a eux, produisent les plus faibles taux de cytokines.

Dans nos conditions d’analyses, il n’existe pas de corrélation entre le marquage « tétramere de
classe II » et I’expression des marqueurs d’activation que nous avons testés. Toutefois, ces co-
marquages nous ont permis de discriminer 3 sous-populations : les lymphocytes T CD4
spécifiques d’allergénes activés (tétramere’/marqueur’), les lymphocytes T CD4 spécifiques
d’allergénes anergiques (tétrameére’/marqueur’) et les lymphocytes T CD4 activés non
spécifiquement (tétramere /marqueur’). Combiner le marquage « tétramere de classe II » et la
détection de marqueurs d’activation membranaires peut servir a mieux comprendre
I’hétérogénéité inter-patient relative aux réponses lymphocytaires T CD4 spécifiques

d’allergenes.
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ELISPOT [4, 5]. However, immunodetection using major
histocompatibility complex (MHC) class II/peptide tetramers
(tetramers) is currently considered as the most specific
approach in order to identify allergen-reactive CD4™ T cells
[6-8]. As of today, several tetramers have been successfully
developed to detect T cells directed against allergens such as
Artv1,Betv1,Bosd2,Derp 1,Derp 2,Feld 1,Lol p 1 and
Ves v 5 [3, 9-14]. Nonetheless, tetramer-based detection
remains a cumbersome technique which can only be applied
to the follow-up of responses against selected T cell epitopes
in individuals bearing appropriate HLA haplotypes.

Thus, the purpose of our study was to find an alter-
native method for detecting allergen-specific CD4" T cells
within peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) after
specific in vitro amplification. (D154 (CD40L) was re-
cently described as an activation marker selectively ex-
pressed by specific CD4" T cells after antigen stimulation
[15-17]. Herein, we assessed whether surface detection of
CD154 as well as other various activation markers, could
be used as a substitute to tetramer staining. These markers
include CD25 (IL-2RA receptor) [18], CD30, CD137 and
GITR (members of the TNF-receptor superfamily) [19-22],
CD154 (a member of the TNF-ligand superfamily) [15-17],
CD39 (ectonucleoside triphosphate diphosphohydrolase)
(23], CD69 (a member of the calcium-dependent lectin
superfamily) [18], as well as ICOS [24] and HLA-DR [18].

In this study conducted in PBMCs obtained from both
healthy donors and patients suffering from allergic rhini-
tis to birch pollen (BP), grass pollen (GP) or house dust
mite (HDM), we report a partial correlation between
tetramer staining of CD4" T cells and their expression of
activation markers following allergen stimulation, thus
pointing out to the presence of fully reactive as well as
anergic cells among allergen-specific CD4™ T lympho-
cytes, together with non-specifically activated T cells.

Materials and methods

Patients and HLA-DR typing

Citrated peripheral blood was ohtained after informed consent
from BP-, GP- or HDM-allergic individuals recruited at Ant-
werp University Hospital (Belgium) and CHRU Tours (France).
The study protocol was approved by an ethical committee
(CPP idf7). Allergic individuals suffering from rhinitis, but
without asthma or atopic dermatitis, were selected based on
clinical symptoms, positive skin prick test, specific IgE levels
as well as a positive in vitro basophil activation test performed
in the presence of either BP, GP or HDM extracts (Stallergenes,
Antony, France). Genomic DNA was extracted from blood
using an Easy-DNA Kit (Qiagen, Courtaboeuf, France). HLA-
DR typing was performed by PCR HISTO TYPE DR mini kits
(Bag, Lich, Germany) and further with either Allset™ Gold SSP
HLA-DRB1*01, HLA-DRB1*04 or HLA-DRB1*15/16 High Res
Kits (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) [25].

In vitro expansion of allergen-specific CD4™ T cell

PBMCs were isolated from peripheral blood by centrifuga-
tion over Ficoll-Paque plus {Abcys, Paris, France). For in
vitro expansion, freshly isolated PBMCs from HLA-
DRB1*15:01 and HLA-DRB1*01:01 individuals altergic to
BP or HDM and from HLA-DRB1*04:01 individuals allergic
to GP were seeded in 12-well plates in RPMI 1640 medium
(Invitrogen) supplemented with 2mM t-glutamine, 10%
heat-inactivated AB serum (PAA, Les Mureaux, France), 20
pg/mL gentamicin, 100 U/mL penicillin, 0.1 mg/mL strepto-
mycin, 50uM 2-mercaptoethanol and 1% non-essential
amino acids (all from Invitrogen) at 37 °C, 5% CO,. Cells
were then stimulated for 14-16 days with either Bet v
Lia1—155 Der p lig_30, Der p lyyi_sgs or Phl p 1ig4 208
peptides in the form of Ii-key conjugate peptide mixes (used
at 10-20 ug/mL) as described elsewhere [3, 26, 27]. These
conjugate peptide mixes comprise complete or truncated
versions of Bet v 1,41 155, DeT p 145_30, Derp 1,7, (g5 or Phl
P li94_20s peptides conjugated with a polymethylene linker
to the Ii-Key moiety of the MHC class II-associated invariant
chain, thereby facilitating peptide exchange and binding
[27, 28]. At day 5, and every 3 days thereafter, 20 Ul/mL
recombinant IL-2 (Roche, Meylan, France) was added to cell
cultures. A resting period of three days was always respected
between the last [L-2 addition and cytometry analysis.

Major histocompatibility complex class II tetramer
staining and surface detection of activation markers

After epitope-specific CD4™ T cell amplification for 14-16
days, cells were stained with 1 pg/mL tetramers specific for
either Bet v 11417155, Der P li6—30 and Der p 171185 OF Phl
P liga_a0g in the context of HLA-DRB1*01:01, *04:01 and
*15:01 molecules for 1h at room temperature, and subse-
quently stained with antibodies directed against activation
markers, for 20 min at 4 °C. Tetramers used in this study were
made by Beckman Coulter (Villepinte, France) for Bet v
ligi—iss, Der p lig_3g Der p liz_yg5 [29] and by the
Benaroya Research Institute for Phl p 1;04_20g [30]. Empty
or CLIP peptide tetramers were used as controls. All tetra-
mers we used were coupled to phycoerythrin. Surface
markers were detected using fluorescein isothiocyanate
(FITC)-labelled anti-CD30, allophycocyanin (APC)-labelled
anti-CD39, FITC-labelled anti-CD69, FITC- or APC-labelled
anti-CD 154 (BD Biosciences, Le Pont de Claix, France), FITC-
or APC-labelled anti-CD25 (Beckman Coulter), FITC- or
Alexa Fluor 647-labelled anti-ICOS (Biolegend, Saint Quen-
tin Yvelines, France), APC-labelled anti-GITR (R&D Systems,
Lille, France), FITC-labelled anti-CD137 and PC7-labelled
anti-HIL.A-DR (eBiosciences, San Diego, CA, USA) antibodies.
Cells were simultaneously stained with an APC- or PC7-
labelled anti-CD4, ECD-labelled anti-CD14 and -CD19 anti-
bodies (all from Beckman Coulter) and subsequently with
Via-Probe (BD Biosciences) for 10min at 4°C to exclude

© 2011 Blackwell Publishing Ltd, Clinical & Experimental Allergy, 41 :821-829
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monocytes, B cells and dead cells, respectively [26]. The
expression of all activation markers was assessed without
allergen restimulation, except for CD137 and CD154 for
which cells were restimulated with the initial li-key con-
jugate peptide mix at 37 °C for 24 and 5 h, respectively [16,
17, 21, 31]. For CD154 staining, aiiergen restimuiation was
performed in the presence of an anti-CD40-specific antibody
(Beckman Coulter) at 1 pg/mL to stabilize its expression [15,
16]. When assessing ICOS expression among CD4™ T cells,
only ICOS"®" cells were considered as activated cells. Cells
were analysed using a FC500 flow cytometer (Beckman
Coulter), with at least 30 000 events acquired.

Functional characterization of CD4™" T cells subsets

Cytokine production by either tetramer* /marker", tetra-
mert /marker” or tetramer /marker” CD4% T cells was
assessed at a single-cell level by flow cytometry using
CSA or quantitative RT-PCR on sorted cells (99% purity)
using a MoFlo apparatus (Dako, Glostrup, Denmark), as

described elsewhere [3, 26]. Briefly, for CSA, before stimula-
tion for 4-5h at 37 °C with appropriate li-key conjugate
peptide mixes, cells were stained with 1 pg/mL correspond-
ing tetramers for 1h at room temperature. Cells were then
harvested, washed with cold phosphate-buffered saline
containing 0.5% BSA pius 5mM EDTA {washing buffer)
and stained with 50 pg/mL anti-IL-5/CD45 or anti-IL-10/
CD45 Ab-Ab conjugates (Miltenyi Biotec, Bergish, Ger-
many) for 10 min at 4 °C. Cytokine secretion was allowed
by incubating cells in medium at 37 °C for 45min. After
washing and resuspension in washing buffer, cells were
stained with either APC-labelled anti-IL-5 or IL-10 and
either FITC-labelled anti-CD25, -CD30, -CD154 or -ICOS
and PC7-labelled anti-CD4, ECD-labelled anti-CD14 and
anti-CD19 for 25min on ice. Cells were washed and
incubated with Via-Probe for 5min on ice before FACS
analysis of at least 50 000 events.

For quantitative RT-PCR analysis, cultured cells were
stained with tetramer for 1h at room temperature, stimu-
lated with Ii-key conjugate peptide mixes for 1h at 37 °C

Table 1. Detection of MHC class II-peptide tetramer” CD4" T cells in allergic and non-allergic individuals

Percentages of tetramer” cells among CD4 " T cells

Status of donors Donor identification HLA-DRB1 Control Betv 1 Derp 1 Phlp 1 Month of blood collection
BP allergic BP3 01:01 0.1 4.5 ND ND June
BP6 15:01 0.1 1.2 ND ND June
BP8 15:01 0 1.4 ND ND September
BP9 15:01 0.1 10 ND ND May
BP10 15:01 0.1 39 ND ND April
HDM allergic HDM15 15:01 0 ND 0.7% ND June
HDM17 15:01 0 ND 0.6* ND November
HDM19 15:01 0.1 2.6 ND ND June
BP and GP allergic BG1 15:01 0 1.8 ND ND February
BG2 01:01 0 2:1 ND ND February
BG3 15:01 0 3.4 ND ND December
GP and HDM allergic GH1 04:01 0.1 ND ND 7.3 December
GH2 04:01 0.2 ND ND 4.4 February
BP, GP and HDM allergic BGH1 15:01 0 6.3 ND ND November
BGH2 15:01 0 4 ND ND June
BGH3 15:01 0 55.5 ND ND February
BGH4 15:01 0 0.5 ND ND March
BGH5 15:01 0 25 ND ND March
BGH6 15:01 0 0.2 ND ND March
BGH7 15:01 0 7:1 ND ND April
BGH8 15:01 0 0,4 ND ND September
HB11 15:01 0 12 6.9% ND January
HB12 15:01 0.1 15.1 ND ND July
Non-allergic NA7 01:01 0 ND 0.5" ND October
NA8 15:01 0 ND 1:2% ND December

BP, birch pollen; GP, grass pollen; HDM, house dust mite; ND, not done.

PBMCs were stimulated in vitro with li-key conjugate peptides before tetramer staining as described in ‘Materials and methods’. Percentages of Bet v
1141-155- Der p 1y6-30-» Der p 1,71_1a5- 07 Phl p 194_s0s-specific CD4™ T cells detected with corresponding MHC class Il peptide tetramers in allergic and
non-allergic individuals are indicated. The control tetramer is always made with the CLIP epitope, except for DRB1*04:01 patients for which an empty

tetramer is used. Tetramers used were directed to:
*Epitope Der p 1,7,-g5 for DRB1*15:01 patients;
TEpitope Der p 1,6-30 for DRB1¥01:01 patients.

© 2011 Blackwell Publishing Ltd, Clinical & Experimental Allergy, 41 :821-829
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Fig. 1. Correlation between major histocompatibility complex (MHC) class II tetramer staining and CD154 surface expression. Peripheral blood
mononuclear cells (PBMCs) from two representative HLA-DRB1*15:01 birch pollen allergic individuals out of eight tested were stimulated for 14-16
days with Bet v 1 4,55 li-key conjugate peptide mixes (10 pg/mL). Before extracellular CD154 staining, cells were first stained with the appropriate
tetramer and stimulated for 5h with Bet v 1,4,_;55 conjugated with li-key conjugate peptide mixes in the presence of CD40-specific blocking antibody.
CLIP tetramer was used as a negative control and always stained <0.1% CD4" T cells.

and stained with anti-marker antibodies, before cell sorting.
RNA from sorted cell populations was harvested in RNAlater
(Ambion, Austin, TX, USA). Total RNA was extracted from
each cell population with an RNeasy kit (Qiagen) and reverse
transcribed as cDNAs using the TagMan Reverse Transcrip-
tion Reagent kit (Applied Biosystems, Foster city, CA, USA)
according to the manufacturer's instructions. Messenger
RNAs corresponding to IL-10, IL-13, IL-17A and IFN-y were
assessed by quantitative PCR using pre-designed Tagman
Gene Expression reagents (Applied Biosystems) on a 7900
Real-Time PCR System (Applied Biosystems) [3]. Data were
expressed as relative amounts of cytokine mRNA in sorted
tetramer " /marker™ and tetramer /marker” CD4" T cells in
comparison with sorted tetramer™/marker CD4™ T cells
from the same individual. Data were normalized based on
relative amounts of B-actin mRNA.

Statistical analysis

Data were analysed for statistical significance using a
Kruskal-Wallis test. A P-value<0.05 was considered as
statistically significant.

Results

Correlation between tetramer staining and surface
expression of activation markers

Tetramer staining of allergen-specific CD4" T cells was
successfully carried out after 14-16 days of amplification
in various healthy individuals as well as patients allergic
to either BP, GP or HDM (Table 1). Such tetramer" cells
were subsequently co-stained as described in ‘Materials
and methods’ with antibodies directed to various activa-
tion markers (i.e. CD25, (D30, CD39, (D69, CD137,
CD154, GITR, HLA-DR, ICOS) before FACS analysis.

In a first set of experiments, we focused on CD154,
described by others as a reliable marker allowing to detect
antigen-specific CD4* T cells after antigen stimulation
[15-17]. Out of eight individuals tested, we found a
significant correlation between tetramer and CD154 stain-
ing in PBMCs from only one individual, with tetramer ™
cells representing 87% CD154" CD4* T cells (patient BP 10,
Fig. 1, lower panel). In other individuals, percentages of
tetramer™ cells among CD4" CD154" cells ranged from

© 2011 Blackwell Publishing Ltd, Clinical & Experimental Allergy, 41 :821-829
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Fig. 2. Correlation between major histocompatibility complex (MHC)
class II tetramer staining and surface expression of activation markers.
Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) from 20 patients allergic to
either birch pollen (BP), grass pollen (GP) or house dust mite (HDM) (open
symbols) or three non Bet v 1-allergic donors (including two non atopic
individuals as well as a patient allergic to HDM tested for Bet v 1
reactivity, black symbols) were stimulated for 14-16 days with appro-
priate li-key conjugate peptide mixes. Cells were co-stained with the
appropriate tetramer and antibodies directed against two activation
markers. The expression of markers was assessed without re-stimulation
except for CD137, where cells were re-stimulated for 24 h after amplifi-
cation. (a) Percentages of marker” CD4™" T cells reactive with tetramers
(n=5-20) and (b) percentages of tetramer* CD4" T cells expressing
given activation markers (n =5-20).

500 to 52% (mean+SEM: 25+7%, n=7), with one repre-
sentative patient (i.e. BP9), shown in Fig. 1 upper panel.
We subsequently extended these experiments to other
activation markers, after determining in preliminary ex-
periments the appropriate time-point for the optimal
detection of each of these markers (data not shown). In
those experiments conducted in samples from five to 20
individuals, the average percentage of marker* CD4" T
cells reacting with specific tetramers ranged from 12% to
24%, depending upon the marker considered, with in
addition a large inter-individual variability (Fig. 2a).

© 2011 Blackwell Publishing Ltd, Clinical & Experimental Allergy, 41 :821-829
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Fig. 3. Correlation between major histocompatibility complex (MHC)
class II tetramer staining and surface expression of activation markers.
Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) from 13 patients allergic to
either birch pollen (BP), grass pollen (GP) or house dust mite (HDM) (open
symbols) or two non Bet v I-allergic donors (black symbols) were
stimulated for 14-16 days with appropriate li-key conjugate peptide
mixes. Cells were co-stained with the appropriate tetramer and two
antibodies directed against various activation markers. (a) Percentages
of double marker™ CD4™ T cells reactive with tetramers (n = 1-13) and (b)
percentages of tetramer™ CD4* T cells co-expressing given combinations
of activation markers (1= 1-13).

Although, only a small number of samples from non-
atopic individuals were included in the present study, no
evidence was observed for differences between allergic
(open symbols) and non-Bet v 1-allergic (filled symbols)
donors. Importantly, based upon preserved staining with
an anti-TCRaf antibody, we excluded tetramer ™~ /marker™
CD4™ T cells that were not reacting with tetramers as a
consequence of T cell receptor (TCR) down-regulation
following antigen stimulation (data not shown). Thus, we
conclude that such tetramer /marker™ CD4" cells repre-
sent activated cells, which are not allergen-specific. Con-
versely, we observed that an average of 67% (i.e. 3-92%)
tetramer” CD4" T cells expressed surface activation
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Fig. 4. Relationship between tetramer staining and allergen-specific
expression of activation markers. After 14-16 days of amplification,
cells were co-stained with the appropriate tetramer and antibodies
directed against either CD25, CD30, GITR or ICOS, before FACS analysis.
Samples were stratified in three equal groups, with respect to percentages
of tetramer ™ cells among CD4™ T cells as follows: low (< 1.29), medium
(1.2-4.5%) and high (> 4.5%). Percentages of cells positive for a given
activation marker among tetramer” CD4" T cells are represented in
samples with low, medium or high percentages of tetramer” CD4" T cells.
A P-value <0.05 was considered as statistically significant.

markers, suggesting that not all tetramer’ cells were
activated in the presence of the allergen (Fig. 2b). CD25
and ICOS were the only activation markers expressed by
most tetramer’ CD4" T cells. Furthermore, combining
two activation markers did not improve such correlations
(Fig. 3), with the best combination CD25/ICOS being
expressed by 96% (SEM: 3.7, n=12) tetramer” CD4* T
cells (Fig. 3b), whereas only 22% (SEM: 6.5, n=12)
CD251/ICOS™8" cells reacted with tetramers (Fig. 3a).
Although not shown, we failed to detect allergen-specific
CD4" T cells based upon CD25/0X40 (CD134) expression
as proposed by others [32].

Noteworthy, when samples were subdivided into three
groups based upon percentages of tetramer " cells in the
culture (i.e. low, medium and high), correlations between
tetramer staining and marker expression were consis-
tently superior in cell cultures containing high percen-
tages of tetramer™ cells among CD4 " T cells, irrespective
of the marker considered (Fig. 4).

Functional characterization of allergen-specific CD4™ T
cell subsets

In this context, we further characterized functionally three
subsets of CD4™" T cells (i.e. tetramer ' fmarker ", tetramer*/
marker  and tetramer /marker’ CD4" T cells) obtained
from seven distinct allergic patients. To this aim, cells were

tested after in vitro amplification for both tetramer stain-
ing and surface expression of either CD25, CD30, GITR or
ICOS activation markers. In all these cultures, IL-5 and IL-
10 production was monitored in each of the three cell
subsets using CSAs after 4-5h of allergen stimulation.
Beyond variations depending upon donors, the three ceil
subsets exhibited a distinct cytokine secretion profile, with
tetramer* /marker” (e.g. CD25%, CD30', GITR* or
ICOS" ") cells producing in most cases higher amounts of
cytokines when compared with other subsets (Fig. 5).
Tetramer ™ /marker” CD4" T cells often produced signifi-
cant levels of cytokines, thus confirming that these cells
also represent truly activated CD4" T cells. In contrast,
tetramer " /marker ™~ cells consistently produced marginal
levels of cytokines following allergen stimulation.

To confirm and extend these results, IL-10, IL-13, IL-
17A and IFN-y gene expression was assessed by quantita-
tive PCR in sorted tetramer®/marker’ and tetramer /
marker”™ CD4" T cells purified (with more than 99%
purity) out of PBMCs from three donors after 1h of
allergen stimulation. In these experiments, we failed to
sort sufficient numbers of tetramer'/marker  CD4* T
cells to conduct the analysis. Independently of the donor
and the activation marker considered, tetramer” /marker™
CD4" T cells always expressed cytokine genes at superior
levels when compared with tetramer/marker™ CD4" T
cells (Fig. 6).

Discussion

The analysis of allergen-specific CD4™" T cells is critical to
better understand the physiology of immune responses in
allergic and healthy individuals. Currently, tetramers are
the most relevant tools to detect specific CD4* T cells, but
their use is restricted to the analysis of responses against
immunodominant epitopes in individuals with appropri-
ate HLA-DR haplotypes [33]. The induction of the activa-
tion marker CD154 following antigen stimulation was
described as a promising alternative approach to tetramer
staining in order to identify antigen-specific CD4" T cells
[15-17, 34]. More recently, the detection of CD154 ex-
pression was used to assess changes in CD4" T cell
polarization in ragweed allergic patients after immu-
notherapy using an Amb a 1-immunostimulatory oligo-
deoxynucleotide conjugate (35].

In this context, the aim of our study was to determine
whether tetramer technology could be replaced or com-
plemented by the detection of activation markers includ-
ing not only CD154, but also CD25, CD30, CD39, CD69,
CD137, GITR, HLA-DR and ICOS. We first attempted to
detect CD154" allergen-specific CD4 " T cells after 18 h of
GP extract or rBet v 1 stimulation using intracellular or
extracellular CD154 staining [16, 17, 31, 33]. Because the
low frequency of allergen-specific progenitors in periph-
eral blood does not allow their detection without

© 2011 Blackwell Publishing Ltd, Clinical & Experimental Allergy, 41 :821-829
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Fig. 5. Cytokine secretion by tetramer™ /marker™, tetramer” fmarker™ and tetramer™/marker* CD4™ T cell subsets. Following 14-16 days of expansion,
allergen-specific CD4" T cells were stained with the appropriate tetramer before being specifically stimulated for 4-5h with 10 pg/mL li-key conjugate
peptide mixes. Cells were then analysed for IL-5 and IL- 10 secretion at a single-cell level using a cytokine secretion assay and stained with various anti-
activation marker antibodies. Data of mean expression (n =3-4)-£SEM are represented in lower panels.

expansion, we recovered these cells from whole PBMCs
after 14-16 days of in vitro allergen stimulation. In order
to amplify epitope-specific CD4" T cells only detected by
our tetramers, we stimulated them with the Ii-key peptide
conjugates. The latter were used preferentially to the
whole protein because they provide a stronger expansion
of well-defined epitope-specific T cells, whereas the rather
whole allergen stimulates cells reactive with broader
epitope repertoire [26, 27]. Importantly, in our experience,
stimulation by Ii-key peptide conjugates does not skew
the polarization of expanded CD4™ T cells [3].

We observed that 12-24% (average 18.5%) activation
marker” CD4" T cells reacted with specific tetramers. Con-
versely, 3-920% (average 67%) tetramer ' cells were marker "
CD4™" T cells. These results highlighted three distinct popula-
tions of CD4™ T cells including (i) tetramer™ /marker™, (ii)
tetramer " /marker™ and (iii) tetramer™ /marker " cells.

Functional characterization of those populations con-
firmed that tetramer” /marker' cells produce high levels

© 2011 Blackwell Publishing Ltd, Clinical & Experimental Allergy, 41 :821-829

of cytokines and strongly express corresponding genes
(e.g. IL-5, IL-10, IL-13 and IL-17A in allergic individuals),
and thus represent ‘functional’ T cells specifically acti-
vated by the allergen. Tetramer /marker” CD4" T cells
represent also activated T cells based upon the significant
cytokine production observed in the presence of the
allergen. Having excluded a down-regulation of the TCR
in tetramer /marker" cells, we conclude that this sub-
population correspond to cells that are not specifically
activated by the allergen, but may originate from a
bystander activation due to cytokines secreted during
allergen-specific activation [36-38]. This latter phenom-
enon complicates the functional analysis of allergen-
specific CD4" T cell responses in vitro, and raises as well
the possibility that such non-specific T cell responses
could nevertheless contribute to the amplification of
allergic inflammation in vivo. Lastly, tetramer” /marker”
represent either anergic or ‘exhausted’ allergen-specific
CD4" T cells, unable to produce cytokines following
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Fig. 6. Cytokine expression levels in tetramer " /marker* and tetramer /marker” CD4™ T cell subsets. Following 14-16 days of expansion, allergen-
specific CD4™ T cells were stained with the appropriate tetramer, stimulated for 1h, labelled with anti-marker antibodies before being sorted using a
MoFlo apparatus. Gene expression was analysed by quantitative RT-PCR as described in ‘Materials and methods’ and normalized to levels of B-actin
mRNA. Data are expressed as relative amounts of IL-10, IL-13, IL-17A and IFN-y mRNA in sorted tetramer ' /marker” and tetramer—/marker" CD4* T
cells in comparison with sorted tetramer™/marker™ CD4" T cells from the same individual.

allergen re-exposure [39, 40]. The induction of such a
phenotype in T lymphocytes could be critical as a
mechanism for tolerance induction [41], but is clearly
overlooked by conventional functional analyses of CD4"
T cell responses.

Altogether, the detection of surface-expressed activa-
tion markers following allergen-derived peptide stimula-
tion does not allow to detect specific CD4" T cells in a
reliable way, at least under our present culture conditions,
and tetramer staining remains the gold standard to
establish the specificity of allergen recognition. Combin-
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DISCUSSION/PERSPECTIVES

L’allergie est une pathologie de prévalence croissante et I’ITA est la seule thérapie capable
d’agir sur son étiologie. La compréhension des mécanismes d’action de ce traitement et la
mise en évidence de biomarqueurs d’efficacité favoriserait 1’optimisation de ses schémas
thérapeutiques. Les lymphocytes T CD4 étant des acteurs centraux de la réaction allergique, il
est donc nécessaire de disposer d’outils permettant d’étudier précisément les réponses
spécifiques de 1’allergene de ces cellules, dans des conditions physiologiques, pathologiques

ou en cours de thérapie.

Les outils pour suivre les réponses lymphocytaires T CD4 spécifiques d’allergenes

L’étude exhaustive des lymphocytes T CD4 spécifiques d’un antigene se décompose en 3
points : (1) leur fréquence, (ii) leur diversité incluant le nombre d’épitopes différents reconnus
par leurs TCR, le nombre et I’avidité des clones spécifiques d’un épitope, et (iii) leur

fonctionnalité (phénotype, profil de sécrétion cytokinique et chimiokinique) [314].

Diverses techniques comme la mesure de la prolifération, I’ELISpot, I'ICS ou le CSA
permettent d’évaluer la réponse fonctionnelle spécifique d’antigénes des lymphocytes T CD4.
Toutefois, les tétrameres de molécules de classe II du CMH sont actuellement 1’outil le plus
spécifique pour détecter les lymphocytes T CD4 spécifiques d’antigenes. Leur principe de
fonctionnement repose sur une reconnaissance spécifique par le TCR. Ils s’affranchissent
ainsi de la fonctionnalité des lymphocytes (activés ou anergiques) et ne détectent pas les
cellules activées par effet collatéral. Les tétrameres de molécules de classe II du CMH
permettent de déterminer ex vivo la fréquence des lymphocytes T CD4 spécifiques
d’antigenes. Certaines équipes y sont parvenues chez des patients atteints d’infections [297,
299, 300], de maladies auto-immunes [320], d’allergie [120, 121, 123, 125] ou de cancer
[292, 293]. Dans ces études, la fréquence des lymphocytes T CD4 spécifiques de 1’antigene se
situe entre 1/10° et 1/200 parmi les lymphocytes T CD4. 11 est donc souvent nécessaire de les
enrichir ou de les amplifier in vitro [321, 322]. Cette étape d’expansion complique la
détermination de la fréquence initiale de ces cellules, peut générer des changements
phénotypiques ou fonctionnels et induire la perte des clones ne s’activant pas et ne proliférant

pas en réponse a une stimulation spécifique.
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Un tétramere de molécules de classe II du CMH se limite a I’analyse des lymphocytes T CD4
spécifiques d’un épitope affin pour une molécule HLA donnée, restreignant les études aux
épitopes identifiés pour les molécules HLA les plus répandues chez I’'Homme (HLA-DRB1
principalement, tableau VIII) [303, 323]. Dans notre étude, alors que 1’épitope immuno-
dominant de Bet v 1 (Bet v 1141.155) présente une forte affinité pour de multiple molécules de
classe II du CMH, les réponses dirigées contre Der p 1/Der p 2 [324, 325] et Phl p 1/Phl p 5
[312] présentent plusieurs épitopes immunogenes qui différent selon 1’haplotype HLA
considéré. L’étude exhaustive de la réponse spécifique d’un antigéne pourrait étre possible si
I’on disposait de tétrameres de molécules de classe II du CMH spécifiques de tous les

épitopes d’une protéine et correspondant a une large gamme de molécules HLA.

Tableau VIII: Pourcentages des différents alleles DRB1 dans des populations
caucasiennes, africaines et asiatiques (d’apres [326]).

Populations caucasiennes Autres
Alleles
France | Danemark | Allemagne | Italie | Roumanie | Espagne | Etats-Unis Canada Sénégal Japon

DRB1*#0101 9,3 13,0 6,7 6,5 7,6 6,6 73 5,6 0,6 49
DRB1*0301 10,9 10,2 9,4 10,5 11,4 6,7 9,5 12,3 10,2 0,4
DRB1*#0401 5,6 17,6 81 2,3 4,2 5,6 6,7 9,5 - 1,8
DRB1*#0701 14,0 14,8 12,3 12,5 83 18,9 14,4 9,4 7.8 0,6
DRBI1*#1101 9,2 0,9 9,2 12,4 73 1,0 44 2,6 9,3 2,0
DRB1#1301 6,0 83 45 4.8 44 45 5,1 4,7 47 0,7
DRB1*¥1501 8,0 17,6 7.8 5,6 6,2 9.4 10,3 10,4 - 6,8

Total 63,0 82 58 55 49 53 58 55 33 17

L’analyse de la fonctionnalité de la réponse spécifique d’antigéne repose sur 1’évaluation de la
polarisation et de la capacité de prolifération des lymphocytes T CD4. Alors que le marquage
« tétramere de classe II » se couple aisément a I’analyse du phénotype et de la prolifération, il
est plus délicat de 1’associer a un test fonctionnel. En effet, il faut associer le marquage
«tétramere de classe II » avec 1’étape d’activation nécessaire a la stimulation de la production
des cytokines, entralnant une internalisation rapide du TCR et une perte possible du
marquage. Toutefois, il est possible de conserver un marquage « tétramere de classe II » apres
activation des lymphocytes, lorsque celui-ci est réalisé avant la stimulation de la cellule dans
un temps plus court, afin de garder libre certains TCR pour I’activation [327]. Une autre
approche possible consiste a utiliser des doses peptidiques suffisantes pour stimuler la

production de cytokines sans causer 1’internalisation du TCR [328].

L’avidité des clones de lymphocytes T CD4 spécifiques d’un antigene, comme précédemment
démontré, peut étre évaluée grace a I’intensité de fluorescence du marquage « tétramere de

classe Il » ex vivo [329]. Pour une analyse apres amplification in vitro, les stimulations
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inhérentes aux protocoles d’expansion peuvent provoquer I’internalisation du TCR et ainsi
biaiser 1’appréciation de 1’avidité des clones. Une solution est de ne pas stimuler les cellules
en culture pendant une période donnée (3 jours minimum), afin que le TCR soit ré-exprimé.
Le meilleur moyen d’évaluer 1’avidité d’une réponse lymphocytaire spécifique d’antigene est
de déterminer I’ECs( (concentration d’antigéne nécessaire pour induire 50% de la réponse
maximale (prolifération, sécrétion de cytokines)) par des courbes de dose-réponse [119, 329].
L’étude de la diversité des clones (ou étude du répertoire T CD4) consiste a évaluer les
segments variables et fonctionnels, mais aussi la taille de la région CDR3 du TCR. Apres
isolement des cellules marquées a I’aide des tétrameres de molécules de classe II du CMH,
I’analyse du répertoire des TCR des lymphocytes T CD4 spécifiques d’un épitope peut étre
réalisée par spectratype/Immunoscope [330, 331]. Un autre moyen consiste a co-marquer les
cellules avec les tétrameres de molécules de classe II du CMH et des anticorps anti-Vf3 [332,

333].

Ainsi, les tétrameres de molécules de classe II du CMH permettent de déterminer la fréquence
(ex vivo) et la diversité épitopique (ex vivo) de la réponse lymphocytaire T CD4, et servent
d’outil de détection pour I’étude de la fonctionnalité, de 1’avidité et de la clonalité des

lymphocytes T CD4 spécifiques d’antigenes.

Cependant, la conception des tétrameres de molécules de classe II du CMH est fastidieuse car
elle comprend I’'identification des épitopes et implique 1’évaluation de I’affinité de tous les
peptides d’une protéine pour une molécule de classe Il du CMH. De plus, les tétrameres de
molécules de classe II du CMH ne sont pas disponibles pour I’ensemble des haplotypes HLA.
La détermination d’une méthode de détection s’affranchissant de I’épitope et de la restriction
HLA permettrait d’étudier la réponse lymphocytaire T CD4 spécifique d’allergenes dans son

ensemble et chez tous les individus.

Un moyen de procéder est de comparer I’expression de marqueurs d’activation membranaires
a un marquage « tétrameres de classe II ». Ces marqueurs peuvent soit €tre exprimés
transitoirement apres une stimulation spécifique du TCR (pour ne détecter ni les cellules
activées avant 1’analyse, ni les cellules activées par effet collatéral) ou (ii) exprimés

constitutivement par les cellules spécifiques d’allergenes.

Plusieurs marqueurs d’activation comme CD154, CD137 ou CD25/0X40 ont été décrits

comme permettant la détection de lymphocytes T CD4 spécifiques d’antigenes apres
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stimulation ex vivo ou courte stimulation in vitro (< 7 jours). Toutefois, ces marqueurs se sont
avérés inadaptés dans notre modele qui nécessite une période d’amplification des
lymphocytes T CD4 spécifiques d’allergenes d’au moins 2 semaines pour avoir une fréquence
suffisante et ainsi faire des analyses fonctionnelles pertinentes. L.’analyse de 1’expression de
marqueurs d’activation comme CD25, CD30, CD39, CD69, GITR, HLA-DR ou ICOS a
révélé une variabilité inter-patients élevée et une corrélation insuffisante avec le marquage
« tétramere de classe II ». Cependant, nous avons mis en évidence trois sous-populations : les
lymphocytes tétramere’/marqueur”, tétrameéres’/marqueur” et tétrameére /marqueur’. Afin de
définir les caractéristiques propres a ces sous-populations, nous les avons analysées
fonctionnellement en réponse a une stimulation allergénique. Les cellules
tétramere /marqueur’ ou cellules spécifiques activées, sont capables de produire des
cytokines, contrairement aux lymphocytes T CD4 tétrameres*/marqueur’. L’existence de ces
lymphocytes T CD4 spécifiques d’allergenes anergiques suggere un possible mécanisme
d’induction de tolérance. Enfin, les lymphocytes T CD4 tétrameére /marqueur’ sécrétant de
forts taux de cytokines sont la preuve d’une réelle activation par effet collatéral, confirmant la
difficulté d’étudier les réponses spécifiques d’allergénes aprés amplification in vitro sans
utiliser de tétrameres de molécules de classe II du CMH. Cette observation souléve également
le role possible de ces cellules dans 1’exacerbation de I’inflammation allergique in vivo. En
effet, il a ét€ démontré in vivo chez la souris, qu’une stimulation antigénique spécifique
pouvait entrainer par effet collatéral la prolifération de lymphocytes T CD4 non spécifiques

de cet antigéne [334].

Par ailleurs, une équipe avec laquelle nous collaborons a mis en évidence 5 molécules
membranaires (confidentiel car dép6t de brevet en cours) permettant d’identifier ex vivo les
lymphocytes T CD4 spécifiques d’allergenes pathogéniques (Th2A). Présents chez les
patients allergiques, les lymphocytes Th2A sont quasiment indétectables chez les individus
sains. On entend par pathogénique, des lymphocytes T CD4, qui suite a une stimulation
allergénique spécifique, génerent de fortes réponses de type Th2 [143]. Le fait que les
lymphocytes Th2A incluent la quasi-totalité des lymphocytes T CD4 spécifiques d’allergenes,
leur détection ne permet pas de déterminer quelle est la spécificité allergénique de ces cellules
en cas de polysensibilisation. Un moyen de définir cette spécificité allergénique est de trier
cette sous-population de lymphocytes Th2A, puis de les stimuler avec 1’allergene d’intérét
afin de détecter les cellules qui s’activent. Toutefois, cela ne permet pas de s’affranchir de

I’activation par effet collatéral.

138



Actuellement, les tétrameres de molécules de classe IT du CMH restent I’outil le plus adapté a

la détection des lymphocytes T CD4 spécifiques d’un allergene.

Les réponses lymphocytaires T CD4 spécifiques de Bet v 1 et de Der p 1/Der p 2 chez les

individus sains et allergiques

Apres avoir développé les tétrameres de molécules de classe II du CMH spécifiques de Bet v
I, Der p 1 et Der p 2, nous avons détecté puis caractérisé phénotypiquement et
fonctionnellement les lymphocytes T CD4 spécifiques de ces allergenes chez les individus
sains et allergiques. Les individus sains présentent un profil Thl (CXCR3", IFN-y")/Treg
(CTLA-4/IL-10") « mémoire centrale » (CCR77/CD62L"), quel que soit 1’allergéne
considéré. Chez les sujets allergiques, les lymphocytes T CD4 spécifiques de Bet v 1
développent un profil Th2 (IL-4, IL-5, IL-13) « mémoire effectrice » (CCR7/CD62L) et les
lymphocytes T CD4 spécifiques de Der p 1/Der p 2 présentent des profils de polarisation plus
hétérogenes (Th2, Th1/Th2, Th1/Th17) « mémoire centrale ».

Chez les sujets sains, le stade de différenciation « mémoire centrale » des lymphocytes T CD4
spécifiques d’allergenes favoriserait leur intervention permanente dans le maintien de
tolérance par une plus grande capacité de ces lymphocytes a migrer via I’expression de CCR7
et CD62L [328]. De plus, leur profil de sécrétion cytokinique Th1/Treg est identique a celui
observé chez certains patients apres ITA. Cependant, nous n’avons pas détecté de cellules co-

sécrétrices d’IFN-y/IL-10 comme observé dans une étude d’ITA [229].

Chez les patients allergiques au pollen de bouleau, allergéne saisonnier, les lymphocytes T
CD4 spécifiques de Bet v 1, sont de type « mémoire effectrice », comme généralement
observé pour les réponses lymphocytaires T CD4 spécifiques d’allergenes [121, 122, 143]. Au
contraire, les individus allergiques aux acariens, allergenes perannuels auxquels les patients
sont exposés chroniquement, semblent présenter des lymphocytes T CD4 spécifiques de Der p
1/Der p 2 ayant un phénotype « mémoire centrale ». L’étude des réponses lymphocytaires T
CD4 spécifiques de virus (LCMYV chez la souris) indiquent que la chronicité d’exposition peut
induire une déplétion des lymphocytes T « mémoire effectrice » et n’affecte pas les
lymphocytes T « mémoire centrale », pouvant ainsi expliquer cette observation [336, 337].
Une autre hypothese serait que les lymphocytes T CD4 spécifiques d’allergenes de type

« mémoire centrale » sont circulants, alors que ceux de type « mémoire effectrice » sont
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localisés au niveau des organes cibles, comme suggéré dans une étude portant sur les

lymphocytes T CD4 spécifiques de Fel d 1, allergene majeur de la salive de chat [120].

Il ne faut pas exclure que le type de réponses lymphocytaires induite peut étre liée aux
propriétés intrinseques a 1’allergene. Alors que Bet v 1 et Der p 2 ne sont pas des enzymes,
Der p 1 est une cystéine protéase capable d’accroitre la perméabilité de 1’épithélium
bronchique [338, 339]. La structure de 1’allergene peut également influencer la réponse
immunitaire comme observé lors de mutagénese dirigée de Bet v 1 [340] ou de recombinants
de Der p 1 dont la conformation n’est pas identique a la protéine naturelle [341, 342, 343].
Chez les individus allergiques le caractere respectivement homogene et hétérogene des
réponses spécifiques de Bet v 1 et de Der p 1/Der p 2 ne permet pas de conclure quant a
I’importance des parametres biochimiques (activité enzymatique) des allergenes sur la nature
de la réponse lymphocytaire engendrée. Chez les individus sains, Bet v 1 et Der p 2 entrainent
une réponse Thl plus marquée que Der p 1 qui engendre également une faible sécrétion de
cytokines Th2. Toutefois, le faible nombre de patients analysés ne nous permet pas d’affirmer

fermement que I’activité enzymatique de Der p 1 est liée a la réponse observée.

La diversité des réponses fonctionnelles lymphocytaires T CD4 spécifiques de Der p 1/Der p
2 que nous avons observée pourrait étre liée au fait que les épitopes de Der p 1/Der p 2 nous
servant a étudier les réponses spécifiques d’allergenes sont sous-dominants/cryptiques, c’est-
a-dire qu’in vivo, ils ne sont pas ou peu générés. En effet, avec notre approche d’identification
des épitopes immuno-dominant consistant a évaluer I’ensemble des épitopes d’une protéine et
leur affinité avec les molécules HLA, nous ne tenons pas compte du parametre « dégradation
endolysosmale par les APCs ». Cette €tape du processus de la présentation des antigénes par
les APCs n’aboutit pas a la génération de I’ensemble des peptides d’une protéine [311, 344].
Alors que Bet v 1145.155 est un épitope immuno-dominant généré et présenté in vivo par les
APCs [311], cela n’a pas été démontré pour les épitopes de Der p 1 et de Der p 2. Il est donc
possible que les réponses lymphocytaires que nous observons in vitro suite a une stimulation
avec ces peptides ne se produiraient pas in vivo. Un moyen de remédier a ce biais serait de
stimuler les cellules avec la protéine entiere, d’analyser les lymphocytes T CD4 spécifiques
d’épitopes directement ex vivo ou d’utiliser une approche récemment décrite consistant a
identifier in vitro, les peptides issus de la dégradation des protéines par les CPAs [311, 344].
L’hétérogénéité des réponses spécifiques de Der p 1/Der p 2 pourrait également étre a

I’origine d’une co-exposition de Der p 1/Der p 2 avec des endotoxines présentes dans la
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poussiere (adjuvants Thl) [345, 346], ou a I’exposition constante a de fortes doses pouvant

générer des réponses Thl [265, 347].

Ainsi, les différences relatives aux réponses lymphocytaires T CD4 spécifiques d’allergenes
observées entre individus sains et allergiques, ainsi qu’entre allergénes perannuels et
saisonniers peuvent étre li€s a plusieurs parametres, incluant notamment, les propriétés
inhérentes a 1’allergéne, I’immuno-dominance des épitopes, la fréquence d’exposition et

I’atopie.

La standardisation des essais cellulaires lors des études longitudinales

Deux études cliniques menées en double aveugle avec un contrdle placebo, pour évaluer
I’efficacité clinique de comprimés sublinguaux de désensibilisation nous ont permis de suivre
les réponses cellulaires périphériques spécifiques d’allergénes au cours d’ITA sublinguale.
L’étude de phase I, VO56.07A, a été réalisée chez 89 patients allergiques aux pollens de
graminées trait€s pendant 4 mois hors saison pollinique. Cette étude était ponctuée de
stimulations allergéniques en chambre a pollens pour standardiser I’exposition aux allergenes.
Au cours de cette étude, nous avons suivi les réponses de PBMCs ex vivo ou apres stimulation
allergénique in vitro, ainsi que les réponses lymphocytaires T CD4 spécifiques de Phl p 1 et
Phl p 5 a I’aide de tétrameres de molécules de classe II du CMH. La seconde étude clinique
(VO64.08) a été effectuée chez 423 enfants allergiques aux acariens traités pendant une année
au cours de laquelle nous avons évalué chez 21 patients, les réponses spécifiques d’allergénes
des PBMCs, des lymphocytes T CD4, ainsi que les lymphocytes T CD4 spécifiques de Der p

1 a 1’aide des tétrameres de molécules de classe 11 du CMH.

Dans I’étude VO56.07A, nous avons pu observer que des parametres immunologiques
variaient significativement dans les deux groupes. C’est le cas de I’expression ex vivo de
marqueurs Th2 (CRTh2, CCR4), Thl (CCRS5) et Treg (CD25/CD127/Foxp3), ainsi que de
I’expression génique de T-bet apres stimulation in vitro. Dans [’étude V064.08,
I’augmentation de la production d’IL-17A et de TNF-a détectée au niveau intracellulaire
apres le traitement, bien que visible dans les groupes actif et placebo, n’était significative que
dans le groupe placebo, probablement a cause d’un petit nombre de patients (n=18). Ces
éléments soulevent 1I’importance d’avoir des contrdles comme un groupe placebo et des
conditions de stimulation avec des antigenes de rappel vaccinaux. En effet, la réponse induite

par ces antigenes n’est pas sensée €tre modifiée par le traitement, permettant ainsi de s’ assurer
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de la reproductibilité des expérimentations lors d’études longitudinales, surtout lorsque les
analyses sont effectuées séquentiellement et qu’elles comprennent des analyses
fonctionnelles, plus susceptibles aux variations. Les modifications que nous avons détectées
suite a une stimulation allergénique sont similaires a celle observées suite a une stimulation
avec les antigénes de rappel vaccinaux, indiquant que ces réponses ne sont pas spécifiques de
I’allergene. Dans la VO64.08, cela peut s’expliquer par la réalisation séquentielle des
expérimentations mais aussi par 1’utilisation de lots différents de certains réactifs (monensine,

brefeldine et anticorps de marquage).

Dans la VO56.07A, certains parametres immunologiques sont modifiés uniquement dans le
groupe placebo comme la prolifération induite par Dac g 5 et I’expression de TGF-B apres
stimulation (qPCR). Ce type de variation, lorsqu’il s’agit de parametres pro-inflammatoires
comme I'IL-17 et le TNF-a par exemple, pourrait s’expliquer par une détérioration de 1’état
du patient. Toutefois, ce n’est pas le cas ici, ou I’augmentation mineure de I’expression du
TGF-B, cytokine régulatrice, est également observée avec les antigénes de rappel vaccinaux. Il

en est de méme pour la prolifération induite par Dac g 5.

D’un point de vue logistique, afin de réduire les variabilités et de mettre au point des essais
standardisés, il est préférable de congeler les cellules des le prélevement, puis de réaliser les
expérimentations simultanément. Il existe également des dispositifs (seringue TruCulture par
exemple) permettant d’incuber des le prélevement, le sang total avec un agent stimulant
d’intérét pour une durée bien déterminée. Une fois la réaction arrétée, le surnageant est
récupéré et les cellules mise en présence d’un stabilisateur d’ARN pour 1’analyse respective
des molécules sécrétées et des transcrits. Des tubes de prélevement contenant des
stabilisateurs d’ARN (tubes PAXgene) sont également disponibles. Dans ces deux systemes,
les échantillons peuvent étre congelés pour une analyse ultérieure. L’avantage de ces
dispositifs repose sur la réduction des variations liées a la récupération et a la manipulation

des échantillons.

Le suivi des réponses cellulaires périphériques a court terme et a plus long terme lors

d’ITA sublinguales

Dans la VO56.07A, nous avons suivi les modifications des réponses cellulaires périphériques
a court terme. Une diminution significative de I’expression d’IL-4, d’IL-10 et de la sécrétion

d’IL-10 par les PBMCs en réponse a I’allergene est observée suite a 4 mois de traitement
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actif. L’analyse des lymphocytes Th2A ex vivo indique une diminution significative de ces
derniers apres 4 mois de traitement. L’analyse des lymphocytes T CD4 spécifiques
d’allergenes a I’aide les tétrameres de molécules de classe II du CMH ne révele ni délétion, ni

modification de leur polarisation.

Alors que la baisse significative de 1’expression d’IL-4 et d’IL-10 en réponse a 1’allergene ne
semble pas biologiquement pertinente du fait d’une faible variation, la diminution de la
sécrétion d’IL-10 est réelle. Cette baisse pourrait traduire 1’induction d’anergie des
lymphocytes T CD4 comme précédemment décrit [246, 247]. Toutefois, cette production ne
peut étre formellement attribuée aux lymphocytes T CD4 car le dosage a été réalisé sur
I’ensemble des PBMCs. De plus, comme le démontre une étude récente, suite a une ITA, I'IL-
10 est majoritairement produite par les monocytes apres une courte stimulation spécifique des

PBMC:s in vitro [232].

La baisse de la proportion de lymphocytes Th2A ex vivo suggere plutot une délétion de
certains lymphocytes T CD4 spécifiques d’allergenes, également évoquée comme mécanisme
d’action de I'ITA [225, 250-252]. L’absence de variation significative du pourcentage des
lymphocytes T CD4 spécifiques de Phl p 1 et de Phl p 5 chez les patients actifs, malgré une
analyse apres amplification in vitro, indique qu’ils ne sont pas éliminés apres 4 mois de
traitement. Pour des raisons de quantités de matériel biologique, I’étude des lymphocytes
Th2A a été réalisée uniquement chez les patients ne présentant pas un haplotype compatible
avec ’analyse des lymphocytes T CD4 spécifiques de Phl p 1 et Phl p 5 a 'aide des
tétrameres de molécules de classe II du CMH. La comparaison des résultats obtenus avec ces
deux approches n’est donc pas fiable. Toutefois, par extrapolation, nous pouvons émettre
I’hypothese que la baisse des lymphocytes Th2A marque le début d’une délétion des
lymphocytes T CD4 spécifiques d’allergenes induite par le traitement, comme récemment
suggéré [143]. Ceci peut expliquer pourquoi nous détectons encore des lymphocytes T CD4
spécifiques de Phl p 1 et de Phl p 5, qui ne représentent qu’une partie des lymphocytes T CD4
spécifiques des graminées [312]. Toutefois, il ne faut pas exclure que les épitopes dont nous
étudions la réponse (Phl p 1 et Phl p 5) sont peut-&tre des épitopes sous-dominants/cryptiques,

peu ou pas présentés in vivo.

L’ensemble des parametres immunologiques significativement modifiés dans le groupe actif
sont, de ce fait, induits par I'ITA. Toutefois, ces variations ne correlent pas avec I’efficacité

clinique, indiquant qu’il s’agit de modifications accessoires qui ne participent pas a
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I’efficacité du traitement. Toutefois, le petit nombre de patients analysés pour 1’étude des
lymphocytes Th2A (n=33) pourrait justifier 1’absence de corrélation significative avec
I’efficacité clinique. Par ailleurs, 4 mois de traitement semblent précoces pour qu’une
rééducation de la réponse lymphocytaire T CD4 se produise. Les variations que nous avons
observées peuvent suggérer que les modifications de la réponse immunitaire induite par I'ITA

sont initiées.

Dans la VO64, ce sont les modifications des réponses cellulaires périphériques a plus long
terme que nous avons évaluées. La détection de lymphocytes T CD4 spécifiques d’allergenes
avec les tétrameres de molécules de classe II du CMH apres le traitement, nous permet de
conclure a une absence de délétion de ces derniers. Encore une fois, il ne faut pas exclure
I’hypothese que les épitopes utilisés sont peut-€tre sous-dominants/cryptiques. La baisse de
I’expression de CTLA-4 par les lymphocytes T CD4 spécifiques de Der p 1 observée suite a
I’'ITA chez les 3 patients analysés (1 patient placebo, 2 patients actifs), est probablement due
au changement de clones d’anticorps entre les analyses avant et apres traitement. L’expression
de CCR?7 est également diminuée mais seulement chez les actifs, toutefois 1’expression de
CD62L ne suit pas ces tendances. Cela pourrait étre lié a des cinétiques d’expression
différentes entre ces deux molécules in vitro ou correspondre a la présence d’une population
de lymphocytes T CD4 « mémoire effectrice » CCR7/CD62L" issus du pool de lymphocytes
T CD4 «mémoire centrale» et capables de s’auto-renouveler rapidement [348]. Cependant, le
faible nombre de patients analysés ne nous permet pas de conclure quant a la polarisation des

lymphocytes T CD4 spécifiques de Der p 1.

Dans notre étude, rDer p 2 induit une plus forte production de I’ensemble des cytokines que
rDer p 1, excepté pour le TGF-B, qui était indétectable quelles que soient les conditions de
stimulations. Une explication possible est une sensibilisation des patients a Der p 1
significativement inférieure a Der p 2 (p<0,001). Nous avions également émis 1’hypothese
que les hotes d’expression de rDer p 2 et rDer p 1 pouvaient influencer ces tendances. Alors
que rDer p 1 est produit dans des plants de tabac, rDer p 2 est produit dans E. coli, le rendant
plus susceptible aux contaminations endotoxiniques. Or, apreés purification, aucune de ces
protéines ne contenaient d’endotoxines. De plus, la stimulation avec rDer p 2 de PBMCs
issues de patients présentant des taux négatifs d’IgE spécifiques de Der p 2 sécretent de plus
faibles taux de cytokines que les PBMCs de patients sensibilisés a Der p 2. L’ensemble de ces
éléments suggere que la production de cytokines observée suite a une stimulation avec rDer p
2 est liée a la protéine proprement-dite.
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Alors que les résultats relatifs a la production de cytokines Th2 ne révelent pas de
modification quelle que soit la méthode utilisée, une augmentation significative de la
production d’IFN-y par les lymphocytes T CD4 totaux suite a une stimulation avec rDer p 2
est détectée apres un an de traitement, uniquement dans le groupe actif. Cette observation
suggere une immuno-déviation Th2 vers Thl, comme démontré dans des études d’ITA
sublinguale [222, 224]. L’augmentation de la production d’IFN-y ne correle pas avec
I’efficacité clinique du traitement. Cependant, dans cette étude, les symptomes étaient
insuffisants pour mettre en évidence une différence significative entre les patients ayant recus
le traitement actif ou le placebo. Ces éléments suggerent que 1’augmentation de la production
d’IFN-y est un épiphénomene. Toutefois, 1’appréciation des symptdmes est plus délicate chez
les enfants, pouvant introduire des biais d’analyses liés au conditionnement (prise en charge)
et a la suggestion (un médicament reste un médicament, qu’il contienne un principe actif ou

un placebo), remettant en question I’augmentation d’IFN-y comme épiphénomene [349, 350].

Enfin, que ce soit dans 1’étude VO56.07A ou VO64.08, nous n’avons détecté ni augmentation
de la proportion de lymphocytes Treg, ni augmentation des cytokines régulatrices (IL-10 et
TGF-B), comme observé dans diverses études d’ITA [139, 222, 224]. De plus, nos résultats
sont en contradiction avec I’hypothese que I’efficacité de I'ITA repose, tout du moins apres
une période de traitement inférieure a 1 an, sur l’acquisition d’un statut immunitaire
d’individu «sain », correspondant, comme nous 1’avons démontré, a des réponses

lymphocytaires spécifiques d’allergenes de type Th1/Treg.

Ainsi, dans ces deux études cliniques, comme souvent observé pour les augmentations d’IgG4
[351], les variations périphériques des parametres immunologiques que nous avons détectées
sont liées au traitement, mais pas a 1’efficacité clinique, tout du moins pour 1I’ensemble des
patients. Cela pourrait étre 1ié a des mécanismes antagonistes qui inhibent transitoirement
chez une partie des patients les parametres mesurés. L.’absence de détection de modifications
reliées a I’efficacité de 'ITA peut également étre due au fait que le sang est un organe de
transit dans lequel les lymphocytes T CD4 spécifiques d’allergénes sont « de passage » et
donc peu fréquents. L’étude des réponses lymphocytaires spécifiques d’allergenes sur des
biopsies nasales pourrait permettre d’accroitre la détection de lymphocytes T CD4 spécifiques
d’allergenes, et ainsi de déterminer s’ils agissent au niveau local et de quelle maniere ils
interviennent. Cette absence de corrélation peut également s’expliquer par des mécanismes

d’efficacité de I'ITA différents selon les patients.
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Par ailleurs, compte tenu de la diversité des résultats obtenus lors de ces deux études, il est
préférable d’effectuer, lors d’études cliniques, des analyses a différents stades du traitement
pour ne pas manquer des variations transitoires pouvant €tre cruciales pour la compréhension
des mécanismes. Il faudrait également étudier ces réponses sur un laps de temps plus long afin
de déterminer quand et comment la rééducation du systeme immunitaire s’opere. Ce dernier
point est essentiel pour la mise en évidence de biomarqueurs d’efficacité a long terme. En
effet, I'identification de biomarqueurs d’efficacité a court terme au niveau des réponses
lymphocytaires T CD4 périphériques s’est avérée infructueuse, les changements ayant peut-

étre lieu plus tardivement.

Malgré tout, nous pourrions émettre 1’hypothése que dans un premier temps, I'ITA
sublinguale, via I’administration de doses croissantes et répétées d’allergenes, induit une
délétion du pool de lymphocytes T CD4 spécifiques d’allergenes Th2A. Dans un second
temps suite aux expositions allergéniques ultérieures au traitement, le renouvellement du pool
de lymphocytes T CD4 spécifiques d’allergenes aboutit a la génération de cellules présentant

un profil de polarisation Thl.

Il est cependant possible, d’envisager de nouvelles perspectives pour mieux comprendre les
mécanismes responsables de I’efficacité clinique de I'ITA et mettre en évidence des

biomarqueurs associés a cette efficacité.

L’étude des lymphocytes T CD4 spécifiques d’allergenes apres purification ex vivo basée sur
des approches globales de transcriptomique ou de protéomique pourrait permettre la mise en
évidence de parametres immunologiques exprimés de maniere différentielle chez les patients
allergiques ayant recu ou non une ITA efficace. Ce type d’approche rend possible
I’identification de marqueurs n’ayant a priori pas de lien direct avec les mécanismes supposés
et pourrait apporter de nouvelles pistes quant aux mécanismes et a la découverte de
biomarqueurs d’efficacité de I'ITA. Toutefois, 1’étude du protéome s’avere plus difficile a
mettre en ceuvre que celle du transcriptome, du fait de la complexité d’analyse des protéines

comparé aux ARNm.

Ainsi, la réalisation d’analyses au niveau local et/ou périphérique avec des approches plus ou
moins globale, pourrait permettre de mieux comprendre les mécanismes de I'ITA et de mettre
en évidence des biomarqueurs d’efficacité directement reliés aux réponses lymphocytaires T
CD4 spécifiques d’allergenes. Cependant, la standardisation d’essais cellulaires en laboratoire

d’analyses est délicate. A moins d’identifier des marqueurs dont 1’expression est d’une part
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exclusivement restreinte aux lymphocytes T CD4 spécifiques d’allergénes permettant ainsi
une détection sur I’ensemble des PBMCs avec des méthodes standardisées et d’autre part liée
a Defficacité de I'ITA, I’étude des lymphocytes T CD4 spécifiques d’allergenes doit plutdt
étre envisagée comme une étape préliminaire a I’identification de biomarqueurs d’efficacité a
utiliser en routine. En effet, comme nous 1’avons démontré au cours de ces travaux, les
lymphocytes T CD4 spécifiques d’allergenes sont délicats a analyser. Bien que I’étude de ces
cellules puisse permettre de comprendre quel est le mode d’action de I'ITA, comme
biomarqueurs d’efficacité, on préférera par exemple, une ou des protéines a doser dans le
sérum ou des genes dont I’expression est mesurable sur I’ensemble des PBMCs. Enfin, il ne
faut pas exclure que les mécanismes d’action de I'ITA fassent intervenir d’autres type

cellulaires que les lymphocytes T CD4, élargissant ainsi les champs de recherche.
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CONCLUSION

En conclusion, les travaux réalisés au cours de cette these ont permis de mettre en évidence
les différences entre les réponses spécifiques d’allergenes saisonnier (Bet v 1) et perannuels
(Der p 1/Der p 2) chez les individus sains et allergiques. De plus, nous avons montré les
difficultés rencontrées pour établir une corrélation directe entre I’efficacité clinique de I'ITA
et la détection des modifications des réponses lymphocytaires T CD4 périphériques
spécifiques d’allergenes induites par le traitement. Enfin, nous avons confirmé que les
tétrameres de molécules de classe II du CMH sont a I’heure actuelle, I’outil le plus spécifique
pour détecter, puis suivre les réponses lymphocytaires T CD4 spécifiques d’allergenes dans
des conditions physiologiques, pathologiques ou en cours de traitement. Toutefois, la faible
fréquence des lymphocytes T CD4 spécifiques d’allergenes au niveau périphérique reste le
principal obstacle de I’étude de ces cellules. La détection et le suivi des lymphocytes Th2A,
bien que moins spécifique, est peut-&tre la solution alternative aux tétrameres de molécules de
classe Il du CMH dans le domaine de 1’allergie.
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ABSTRACT

Allergenic immunotherapy (AIT) is currently the only curative treatment for allergic disease.
Whereas efficacy of this treatment is well established, its mechanisms of action are not clearly
understood and predictive as well as surrogate biomarkers are needed to further support AIT
development. We focused on allergen specific CD4 T cells, highly involved in allergic
inflammation, and monitored their responses both in normal and pathologic conditions, or
during AIT. Using MHC class II tetramers, we highlighted distinct patterns of polarization
between seasonal and perennial allergen-specific CD4 T cells as well as between healthy and
allergic individuals. Then, allergen-specific CD4 T cell responses were monitored during 2
double-blind placebo-controlled sublingual AIT clinical trials. After short term AIT (4
months), we observed a decrease of Th2A cells, a newly define subset, thought to contain
most allergen-specific CD4" T cells. IFN-y production was increased after one year of
treatment. However, these variations were not related to AIT clinical efficacy.

We further compared the expression of various activation markers and MHC class II tetramer
staining following in vitro stimulation in order to circumvent inherent limitation of tetramers.
No correlation could be established between tetramer staining and the expression of multiple
activation markers in allergen-stimulated CD4 T cells. Combining these methods helps
understanding patient heterogeneity regarding CD4 T cell responses. Moreover, Th2A cells
detection is likely a promising approach to identify allergen-specific CD4 T cell during long-
term AIT.

Key words: Allergen-specific immunotherapy, CD4 T cells, MHC class II tetramers.
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RESUME

L’immunothérapie allergénique (ITA) est la seule thérapie capable d’agir sur 1’étiologie des
allergies. La compréhension des mécanismes d’action de ce traitement et la mise en évidence
de biomarqueurs d’efficacité favoriserait I’optimisation de I'ITA. A 1’aide des tétrameres de
classe II, nous avons suivi les lymphocytes T CD4 périphériques spécifiques d’allergenes,
acteurs centraux de la réaction allergique, dans des conditions normales, pathologiques ou en
cours d’ITA, afin d’établir un lien entre ces trois situations physiologiques. Nous avons mis
en évidence des différences entre les réponses lymphocytaires T CD4 spécifiques d’allergenes
saisonniers et perannuels, chez les individus sains et allergiques. Puis, lors de 2 études
cliniques d’ITA sublinguale, 'une menée chez des adultes allergiques aux pollens de
graminées traités pendant 4 mois et 1’autre menée chez des enfants allergiques aux acariens
traités pendant 1, nous avons respectivement observé une diminution des lymphocytes Th2A
et une augmentation de la production d’IFN- vy liées au traitement. Toutefois, ces variations ne
correlent pas avec ’efficacité clinique de I'ITA observée dans ces deux études.

Les limites d’utilisation des tétrameres de classe II nous ont amené a rechercher si
I’expression de marqueurs d’activation membranaires pouvait remplacer un marquage
« tétramere ». Alors qu’une corrélation insuffisante a été observée entre le marquage
« tétramere » et I’expression des marqueurs d’activation testés, nous avons mis en évidence 3
populations cellulaires aux propriétés fonctionnelles diverses, soulignant I’hétérogénéité des
réponses lymphocytaires spécifiques d’allergenes. De plus, la découverte des lymphocytes
Th2A pourrait étre une approche prometteuse pour le suivi des réponses lymphocytaires T
CD4 spécifiques d’allergenes lors d’ITA a plus long terme.

Mot clés : immunothérapie allergénique, lymphocytes T CD4, tétrameres de molécules de
classe II du CMH.
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