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Chapitre	1:	L’allergie	médicamenteuse	
	

1. Notions	générales	–	Définitions	
	

Les	hypersensibilités	médicamenteuses	 sont	des	 réponses	nocives	 et	non	prévues	provoquées	

par	 la	prise	de	médicaments	 (agents	exogènes)	à	une	concentration	et	une	dose	normalement	

tolérée	par	l’individu	et	utilisée	pour	la	prévention,	le	diagnostic	ou	le	traitement	(Johansson	et	

al.,	 2001;	 Rapport	 technique	 de	 l’OMS	 n°498,	 1972).	 Cependant,	 même	 si	 ces	 réactions	

présentent	souvent	des	symptômes	cliniques	évoquant	une	hypersensibilité	allergique,	elles	ne	

sont	 pas	 forcément	 médiées	 par	 le	 système	 immunitaire.	 Ce	 qui	 signifie	 que	 les	 réactions	

d’hypersensibilité	peuvent	être	allergiques	ou	non	allergiques.		

	

Les	«réactions	indésirables	dues	aux	médicaments	»	(ADR)	sont	classées	en	prévisibles	(type	A)	

liées	 à	 l’action	 pharmacologique	 du	 médicament	 (par	 exemple,	 les	 effets	 secondaires,	 le	

surdosage,	 les	 intéractions	 médicamenteuses),	 pouvant	 survenir	 chez	 tous	 les	 individus	 en	

bonne	santé,	 et	en	 imprévisibles	 (type	B)	ne	 se	produisant	que	chez	 les	 individus	prédisposés	

(Rawlins	M	et	al.,	1991).	Les	réactions	prévisibles	(85%)	sont	le	type	le	plus	commun	des	ADR	et	

sont	 généralement	 dose-dépendantes.	 Des	 exemples	 types	 sont	 les	 hémorragies	 gastro-

intestinales	 après	 un	 traitement	 par	 les	 anti-inflammatoires	 non	 stéroïdiens	 (AINS),	 ou	 une	

bradycardie	 suite	 à	 des	 traitements	 avec	 des	 β-bloquants.	 Les	 réactions	 imprévisibles	

surviennent	chez	environ	10	à	15%	des	patients	qui	éprouvent	des	effets	indésirables	(Demoly	

P,	2007).	Les	réactions	dans	cette	catégorie	surviennent	de	manière	occasionnelle	et	regroupent	

les	 intolérances	 médicamenteuses	 (un	 effet	 indésirable	 du	 médicament	 à	 une	 dose	

thérapeutique),	 les	 réactions	 idiosyncratiques	 (réactions	 non	 explicables	 selon	 les	 actions	

pharmacologiques	 du	 médicament,	 mais	 probablement	 dues	 à	 certaines	 prédispositions	

génétiques	 de	 certains	 patients),	 et	 les	 réactions	 d’hypersensibilité	 allergiques	 (réactions	

dépendantes	d’un	ou	de	plusieurs	mécanismes	immunologiques)	(Solensky	et	al.,	2010).		

Toutefois,	 les	 hypersensibilités	 allergiques	 dues	 aux	 médicaments	 sont	 associées	 à	 des	

mortalités,	 des	 surcoûts	 et	 des	 morbidités	 mal	 évalués	 jusqu’à	 nos	 jours.	 Ces	 réactions	

aboutissent	 parfois	 à	 un	 retrait	 des	 médicaments	 du	 marché.	 Pour	 faire	 face	 à	 l’impact	

économique	et	social	de	ces	réactions,	de	nombreux	chercheurs	et	scientifiques	visent	à	mieux	

comprendre	les	mécanismes	impliqués	dans	ces	réactions,	de	tenter	de	soigner	cette	pathologie	
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et	 à	 développer	 des	 programmes	 de	 dépistage	 en	 préclinique	 permettant	 la	 synthèse	 de	

médicaments	plus	sûr	avec	un	meilleur	rapport	bénéfices/risques.		

	

2. Les	manifestations	cliniques	de	l’allergie	médicamenteuse	

	

Les	 manifestations	 des	 allergies	 médicamenteuses	 sont	 multiples,	 pouvant	 atteindre	 tous	 les	

organes,	mais	 l’atteinte	 cutanée	 est	 la	 plus	 fréquente.	 Ces	manifestations	 peuvent	 donc	 varier	

d’une	légère	urticaire	localisée	au	grand	choc	anaphylactique	ou	au	décollement	cutané	parfois	

mortel	(syndrome	de	Stevens-Johnson	(SJS)	ou	de	Lyell).	Ces	réactions	sont	classées	en	fonction	

du	 délai	 d’apparition	 des	 symptômes,	 les	mécanismes	 sont	 variés	 et	 les	 diagnostics	 rarement	

confirmés.	Les	 réactions	 immédiates,	de	 type	urticaire/angiœdème,	par	exemple,	 sont	 souvent	

de	mécanisme	dépendant	des	IgE	lorsqu’elles	sont	de	nature	allergique	(Andreas	JB,	2006),	alors	

que	 pour	 les	 réactions	 non	 immédiates,	 de	 type	 érythème	 maculo-papuleux	 (EMP),	 les	

manifestations	 pathologiques	 sont	 médiées	 via	 des	 lymphocytes	 T	 (LT)	 spécifiques	 du	

médicament	(Pirmohamed	M.	et	al.,	2011;	Barbaud	A,	2003).	On	observe	aussi	des	symptômes	

non	 cutanés:	 manifestations	 respiratoires	 (alvéolite	 allergique,	 asthme),	 atteintes	 hépatiques	

(hépatite	 cytolytique),	 cytopénies	 médicamenteuses,	 atteintes	 rénales	 (néphrite	 interstitielle,	

glomérulonéphrite)	et	maladies	sériques.		

	

2.1. Les	manifestations	immédiates		

	

L’anaphylaxie	est	une	réaction	d’hypersensibilité	généralisée	ou	systémique	(Morimoto	T	et	al.,	

2004;	Sampson	HA	et	al.,	2006)	sévère	et	exacerbée	mettant	en	danger	la	vie	du	patient	et	pour	

laquelle	 les	médicaments	 en	 sont	 la	 principale	 cause	 (Lieberman	 P,	 2008).	 Les	 conséquences	

pathologiques	 sont	 très	 polymorphes:	 bronchospasme,	 toux,	 rhinite,	 conjonctivite,	 douleurs	

abdominales,	 vomissements,	 diarrhées,	 chute	de	 la	 pression	 artérielle,	 tachycardie	 et	 perte	 de	

connaissance,	 pouvant	 aller	 jusqu'à	 l'arrêt	 cardio-vasculaire.	 Quatre	 stades	 de	 gravité	 des	

réactions	anaphylactiques	ont	été	établis	 en	 fonction	de	 l’intensité	et	de	 la	 sévérité	des	 signes	

cliniques	observés:	

	

Grade	 1:	 troubles	 cutanéomuqueux	 plus	 ou	 moins	 généralisés	 avec	 apparition	 de	 papules	

érythémateuses,	œdémateuses	formant	des	plaques	urticariennes	prurigineuses	apparaissant	

quelques	 minutes	 à	 quelques	 heures	 après	 l’administration	 du	 médicament	 et	 évoluant	 par	
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poussées	d’apparition	brutale	et	de	résolution	rapide.		

Grade	 2:	 atteinte	 multiviscérale	 modérée	 avec	 signes	 cutanéomuqueux	 caractérisés	 par	 un	

angio-œdème	 se	 traduisant	 par	 une	 atteinte	 de	 l’hypoderme	 et	 du	 derme	 responsable	 d’une	

tuméfaction	de	taille	variable	mal	limitée,	non	érythémateuse,	peu	prurigineuse,	à	l’origine	d’une	

sensation	de	tension	cutanée.	L’angio-œdème	peut	toucher	n’importe	quelle	partie	de	la	peau	ou	

d’une	muqueuse,	avec	une	prédilection	pour	le	visage.	Ces	symptômes	sont	accompagnés	d’une	

chute	 de	 la	 pression	 artérielle,	 d’une	 pâleur,	 d’une	 tachycardie	 et	 d’une	 hyperréactivité	

bronchique.	 Le	 patient	 souffre	 aussi	 d’une	 atteinte	 des	muqueuses	 de	 la	 bouche	 (langue),	 du	

pharynx,	du	larynx	ou	des	voies	digestives,	appelée	œdème	de	Quincke,	qui	provoque	la	toux	

ainsi	que	des	difficultés	ventilatoires	et	de	déglutition.	D’autres	symptômes	digestifs	peuvent	se	

manifester	tels	que	les	nausées,	les	vomissements,	la	diarrhée	et	les	douleurs	abdominales.		

Grade	 3:	 atteinte	multiviscérale	 sévère	 qui	 se	 traduit	 par	 une	 sensation	 générale	 de	malaise	

menaçant	la	vie	du	patient.	Ce	dernier	peut	manifester	un	collapsus	cardio-vasculaire	entraînant	

une	 accélération	 du	 rythme	 cardiaque	 et	 respiratoire,	 une	 pâleur	 suivit	 par	 une	 perte	 de	

conscience.	

Grade	 4:	 la	 forme	 la	 plus	 grave	 d’anaphylaxie	 est	 le	 choc	 anaphylactique,	mettant	en	 jeu	 le	

pronostic	 vital	 du	 patient,	 qui	 comporte	 un	 tableau	 de	 choc	 cardio-vasculaire	 avec	 pâleur,	

tachycardie,	 collapsus.	 Les	 symptômes	 s’installent	 très	 rapidement	 après	 quelques	 signes	

prodromiques	non	constants:	dysesthésies	palmo-plantaires,	chaleur	avec	bouffées	vasomotrices	

de	la	face,	du	cou,	du	thorax,	prurits	et	plus	rarement	obstruction	nasale,	larmoiement,	céphalées	

et	 sueurs.	 Ces	 manifestations	 cliniques	 sont	 liées	 principalement	 à	 la	 libération	 d’histamine	

contenue	dans	les	basophiles	et	les	mastocytes	et	secondairement	à	la	formation	de	leucotriènes	

(Ponvert	C	et	al.,	2000;	Laxenaire	MC	et	Mertes	PM,	2004).	Le	collapsus	cardio-vasculaire	peut	se	

compliquer	de	signes	neurologiques	avec	perte	de	connaissance,	convulsions	et	coma.	Les	signes	

cutanés	 tels	 que	 l’urticaire	 et	 l’angio-œdème	 précèdent	 ou	 suivent	 le	 collapsus.	 Des	 signes	

digestifs	 peuvent	 aussi	 être	 présents	 comme	 les	 crampes	 épigastriques,	 abdominales,	

vomissements	et	diarrhée	explosive.		

	

L’urticaire,	 l’angio-œdème,	 l’œdème	 de	 Quincke	 et	 le	 choc	 anaphylactique	 résultent	 d’une	

réaction	 IgE-dépendante	 spécifique	avec	un	 risque	de	 récidive	 restreint	au	même	médicament	

ou	à	des	produits	de	structure	chimique	très	proche	(Tableau	1).	
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2.2. Les	manifestations	retardées	avec	atteinte	cutanée	>	1	heure		

	

Elles	surviennent	plus	tardivement	et	rassemblent,	des	signes	cliniques	très	caractéristiques.	Ces	

toxidermies	 se	 distinguent	 par	 leur	 chronologie	 d’apparition,	 leur	 expression	 clinique	 et	 leur	

gravité.	

	

2.2.1. Les	érythèmes	
	

L'érythème	est	l’atteinte	cutanée	la	plus	courante.	Elle	se	caractérise	par	une	rougeur	congestive	

de	la	peau,	diffuse	ou	localisée,	s'effaçant	à	la	vitropression	(la	rougeur	disparait	à	l'appui).	Les	

érythèmes	 peuvent	 être	 passifs	 ou	 actifs,	 lorsque	 la	 rougeur	 est	 isolée	 et	 survient	 après	 une	

accumulation	locale	du	sang	veineux	ou	lorsqu’elle	est	due	à	une	dilatation	des	vaisseaux	sous-

cutanés.	En	effet,	les	érythèmes	actifs	sont	soit	diffus,	pouvant	s’étendre	sur	toute	la	surface	du	

corps,	soit	localisés	ne	concernant	qu’une	partie	du	corps.		

- Erythème	maculo-papuleux	(EMP)	

L’EMP	 représente	 la	 toxidermie	 la	 plus	 fréquente.	 Les	 symptômes	 cliniques	 sont	 très	

polymorphes	 et	 se	 manifestent	 sous	 forme	 de	 macules	 et	 de	 papules	 de	 tailles	 variables,	

confluant	en	plaques,	débutant	au	niveau	du	tronc	avec	une	extension	progressive	à	l’ensemble	

du	 corps.	 L’éruption	 débute	 généralement	 trois	 à	 quinze	 jours	 après	 le	 début	 du	 traitement	

inducteur	 et	 est	 parfois	 accompagnée	 de	 fièvre.	 Suite	 à	 l’arrêt	 du	 traitement	 inducteur,	 les	

lésions	disparaissent	au	bout	d’une	à	deux	semaines	avec	ou	sans	desquamation	(Tableau	1).		

	

- Erythème	pigmenté	fixe	

Seule	 toxidermie	 de	 cause	 exclusivement	 médicamenteuse,	 l’érythème	 pigmenté	 fixe	 est	

d’apparition	 soudaine	 et	 se	 présente	 sous	 forme	 d’une	 ou	 de	 plusieurs	 plaques	 arrondies	 ou	

ovalaires,	infiltrées,	rouge-brunâtres	sur	la	peau	ou	les	muqueuses,	associées	à	des	sensations	de	

brûlure	et	de	prurit.	Dans	certains	cas	peuvent	apparaître	des	vésicules,	des	bulles	ainsi	que	des	

érosions	 qui	 peuvent	 être	 douleureuses.	 Les	 régions	 péri-orificielles	 sont	 préférenciellement	

touchées	 tels	 que	 les	 lèvres,	 les	 régions	 génitales	 et	 périnéales,	 le	 tronc	 ou	 les	 membres.	

L’érythème	 pigmenté	 fixe	 peut	 être	 multiple	 et	 ne	 doit	 pas	 être	 confondu	 avec	 l’érythème	

polymorphe,	le	SJS	et	le	syndrôme	de	Lyell.	L’élément	diagnostic	évocateur	est	la	réactivation	des	

anciennes	 lésions	 éventuellement	 associées	 à	 de	 nouvelles	 lésions	 lors	 de	 la	 reprise	 de	 la	
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molécule.	 Le	délai	de	 survenue	par	 rapport	 à	 la	prise	médicamenteuse	est	 court:	moins	de	48	

heures	en	général	(Tableau	1).		

2.2.2. La	pustulose	exanthémateuse	aiguë	généralisée	(PEAG)	

	

La	pustulose	exanthémateuse	est	une	forme	de	toxidermie	grave	qui	se	manifeste	en	général	en	

moins	 de	 deux	 jours	 après	 administration	 du	médicament	 et	 se	 caractérise	 par	 une	 éruption	

disséminée	œdémateuse	brutale	et	fébrile	qui	se	couvre	rapidement	de	pustules	non	folliculaires	

stériles	 de	 petite	 taille	 prédominant	 au	 niveau	 du	 tronc	 et	 des	 grands	 plis.	 S’associent	 à	

l’éruption	 cutanée	 une	 altération	 de	 l’état	 général	 et	 une	 hyperleucocytose	 à	 polynucléaires	

neutrophiles,	qui	s’accumulent	dans	 la	partie	superficielle	de	 l’épiderme	réalisant	des	pustules	

sous-cornées	 stériles.	 La	 résolution	 spontanée	 est	 rapide	 et	 se	 fait	 en	 moins	 de	 quinze	 jours	

suivie	d’une	desquamation	(Tableau	1).	

	

2.2.3. Les	toxidermies	bulleuses	

	

Les	 lésions	 bulleuses	 apparaissent	 sur	 une	 peau	 inflammée	 et	 érythémateuse.	 Elles	 se	

caractérisent	par	une	atteinte	cutanée	ou	muqueuse,	qui	se	traduit	par	une	apparition	de	bulles	

ou	de	cocardes	atypiques.	Les	toxidermies	bulleuses	sont	les	formes	cliniques	les	plus	redoutées	

et	sont	représentées	par	le	«	drug	reaction	with	eosinophilia	and	systemic	symptoms	»	(DRESS),	

le	SJS	et	le	syndrome	de	Lyell.		

	

- «	Drug	Reaction	with	Eosinophilia	and	Systemic	Symptoms	»	(DRESS)	

	

Cette	toxidermie	sévère	débute	2	à	6	semaines	après	le	début	du	traitement	médicamenteux	et	

est	 caractérisée	par	 la	gravité	et	 l’étendue	de	 l’éruption	cutanée	 (voire	érythrodermique)	avec	

une	infiltration	importante	et	un	œdème	du	visage,	un	prurit	sévère,	la	présence	d’adénopathies	

diffuses	 et	 une	 fièvre	 élevée.	 Le	DRESS	 se	 différencie	 des	 autres	 toxidermies	 bulleuses	 (SJS	 et	

syndrome	 de	 Lyell)	 par	 des	 atteintes	 viscérales	 parfois	 graves	 (insuffisance	 hépatique,	

pneumopathie	 interstitielle,	 néphropathie	 interstitielle,	 myocardite)	 et	 une	 hyperéosinophilie	

(≥1500/mm3)	avec	parfois	une	 lymphocytose	et	un	syndrôme	mononucléosique	(Cacoub	et	al.,	

2011;	Descamps	et	al.,	2010).	Son	diagnostic	est	souvent	retardé	en	raison	de	similitudes	avec	

des	 tableaux	 infectieux	et	 l’évolution	est	 lentement	régressive	sur	plusieurs	semaines	ou	mois.	

Les	 principaux	 médicaments	 en	 cause	 sont	 l’allopurinol,	 les	 sulfamides,	 la	 carbamazépine,	
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l’abacavir,	 la	minocycline,	la	dapsone	et	les	sels	d’or	(Tricia	Y	et	al.,	2007;	Kardaun	et	al.,	2013;	

Wang	XQ	et	al.,	2015	;	El	Omairi	N.	et	al.,	2014	).	La	mortalité	est	d’environ	10%	(Camous	et	al.,	

2012)	(Tableau	1).	

	

- Syndrome	 de	 Stevens-Johnson	 (SJS)	 et	 de	 Lyell	 (Nécrose	 épidermique	

toxique	ou	TEN)	

	

Histologiquement	et	cliniquement,	il	existe	un	continum	entre	SJS	et	syndrome	de	Lyell-TEN,	les	

deux	formes	de	toxidermies	les	plus	graves.	Actuellement,	ces	syndromes	constituent	une	seule	

et	même	maladie	 ne	 se	 distinguant	 que	 par	 la	 surface	 de	 l’épiderme	 nécrosé	 qui	 constitue	 le	

facteur	majeur	de	gravité.	Si	l’étendue	de	l’atteinte	cutanée	est	au-dessous	de	10%,	on	parle	de	

SJS,	et	si	elle	est	supérieure	à	30	%	on	parle	de	syndrome	de	Lyell	qui	est	la	forme	majeure	des	

toxidermies	bulleuses.	La	réaction	débute	une	dizaine	de	jours	après	exposition	au	médicament	

par	 des	 manifestations	 cutanéo-muqueuses	 peu	 spécifiques:	 fièvre,	 picotements	 oculaires,	

angine	 et	 éruption	 érythémateuse.	 Suivent	 en	 quelques	 heures	 à	 quelques	 jours	 les	 érosions	

muqueuses	multifocales	et	les	bulles	cutanées.	Le	signe	de	Nikolsky,	ou	décollement	de	lambeaux	

cutanés	à	la	moindre	pression,	est	positif.		

Le	SJS	se	caractérise	par	des	bulles	et	vésicules	disséminées	distinctes	et	de	petite	taille	avec	des	

zones	 de	 décollement	 qui	 restent	 limitées.	 Le	 syndrome	 de	 Lyell	 ou	 TEN	 présente	 de	 vastes	

surfaces	d’épiderme	décollé	mettant	à	nu	 le	derme	souvant	 rouge	vif	avec	un	aspect	de	«linge	

mouillé».	Le	patient	peut	présenter	un	état	fébrile,	des	manifestations	respiratoires	témoignant	

d’une	 atteinte	 de	 l’épithélium	 bronchique	 (mauvais	 pronostic),	 des	 troubles	

hydroélectrolytiques,	 et	 une	 leucopénie.	 Les	 principaux	 médicaments	 impliqués	 sont	

l’allopurinol,	 la	 lamotrigine,	 la	 carbamazépine,	 le	 sulfaméthoxazole,	 les	 AINS	 de	 la	 famille	 des	

oxicams	 et	 la	 névirapine	 (Halevy	 et	 al.,	 2008).	 La	mortalité	 est	 très	 élevée	 (30	 à	 35%)	 et	 de	

nombreuses	 séquelles	 pigmentaires	 et	 cicatricielles,	 notamment	 oculaires	 (risque	 de	 cécité),	

chez	73%	des	survivants,	peuvent	être	présentes	(Gueudry	et	al.,	2009)	(Tableau	1).	

	

2.2.4. Réactions	photoallergiques	

	

Certaines	 molécules,	 administrées	 par	 voie	 générale	 (en	 comprimés,	 en	 gélules,	 voire	 en	

injections)	ou	en	applications	sur	la	peau	(crèmes,	gels,	 lotions,	sprays),	augmentent	en	effet	la	

sensibilité	 aux	 rayons	 ultraviolets	 (UV).	 Le	 phénomène	 de	 photosensibilisation	 se	 manifeste	
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après	5	à	21	jours	en	cas	de	première	prise	et	24	heures	si	reprise	du	médicament	et	provoque	

sur	 les	parties	découvertes	du	corps	 (en	particulier	 le	visage,	 le	 cou,	 le	décolleté	et	 le	dos	des	

mains)	 des	 lésions	 sans	 proportion	 avec	 l’intensité	 de	 l’exposition	 aux	 UV.	 Il	 se	 traduit	

principalement	 par	 des	 éruptions	 variées	 (vésicules,	 plaques	 d’eczéma,	 urticaire,	 etc.)	 ou	 une	

pigmentation	 anormale	 en	 zone	 photoexposée.	 Des	 manifestations	 plus	 rares,	 comme	 le	

décollement	 de	 l’ongle,	 sont	 parfois	 observées.	 Les	 principales	 familles	 de	 médicaments	

photosensibilisants	 sont	 les	 antibiotiques	 de	 la	 classe	 des	 quinolones,	 les	 anti-inflammatoires	

contenant	du	kétoprofène	et	 la	 chlorpromazine	 (Devleeschouwer	V	et	al.,	 2008;	Rindo	T	et	al.,	

2010;	Esteve-Martínez	A	et	al.,	2015)	(Tableau	1).	
	

2.2.5. Autres	manifestations	cliniques		

Les	 cytopénies	 et	pathologies	 à	 complexes	 immuns	 ainsi	que	 les	 atteintes	 immunoallergiques	

hépatiques	 (hépatite),	 hématologiques	 (leucopénie,	 thrombopénie,	 anémie),	 pulmonaires	

(asthme)	ou	 rénales	 (néphropathie	 tubulo-interstitielle)	 sont	 exceptionnelles	 et	 il	 est	 souvent	

difficile	 de	 les	 distinguer	 d’un	phénomène	 toxique	dose-dépendant	et	peuvent	être	d’une	 très	

grande	gravité.		

- Hépatite	médicamenteuse	 à	 médiation	 immunologique	 ou	 «	Drug-Induced	 Liver	

Injury	»	(DILI)	

Environ	1100	médicaments	hépatotoxiques	ont	été	répertoriés.	Ces	médicaments	sont	à	l’origine	

de	plus	de	8000	cas	d’hépatites	par	an	et	de	500	décès	en	France	(Sgro	C	et	al.,	2002).	L'hépatite	

médicamenteuse	touche	environ	1	%	de	la	population	recevant	des	médicaments.	Les	hépatites	

médicamenteuses	 posent	 aux	 cliniciens	 des	 problèmes	 diagnostiques	 souvent	 difficiles	 à	

résoudre	en	raison	du	polymorphisme	de	 leur	expression	clinique	et	biologique	susceptible	de	

simuler	toutes	les	formes	d’hépatopathie	aiguës	ou	chroniques	(Pessayre	D	et	al.,	1999).	Parmi	

les	 hépatopathies	médicamenteuses,	 certaines	 sont	 fréquentes	 et	 prévisibles,	 en	 général	 dose-

dépendantes,	liées	à	une	toxicité	directe	du	médicament	ou	de	ses	métabolites.	Dans	certains	cas,	

l’accident	 hépatique	 est	 rare,	 imprévisible,	 non	 lié	 à	 la	 dose,	 témoignant	 d’un	 mécanisme	

immuno-allergique	et/ou	idiosyncratique	(Pessayre	D	et	al.,	1999).	Très	peu	de	malades	(moins	

de	1/10	000)	développent	une	hépatite	médicamenteuse	«à	médiation	immunologique»	malgré	

la	 production	 de	 métabolites	 réactifs	 et	 la	 formation	 de	 complexes	 chimiques	 entre	 ces	

métabolites	et	les	protéines	cellulaires.		
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L’hypothèse	 d’un	 mécanisme	 immunologique	 du	 DILI	 suggère	 que	 le	 métabolite	 réactif	 du	

médicament	se	lie	de	manière	covalente	aux	protéines	(ex:	les	cytochromes	P450	ou	les	UGT)	et	

résulte	en	une	hapténisation	(Carey	et	van	Pelt,	2005).	Les	cellules	présentatrices	de	l’antigène	

(APC)	vont	ensuite	présenter	le	peptide	modifié	par	le	médicament	aux	LT	via	les	molécules	du	

complexe	 majeur	 d’histocompatibilité	 (CMH),	 résultant	 en	 une	 réaction	 immunologique	

impliquant	 les	 LT	 cytotoxiques	 (voir	 chapitre	 2)	 et	 les	 hépatocytes	 exprimant	 l’haptène.	 Une	

production	 d’anticorps	 (Ac)	 spécifiques	 des	 adduits	 protéiques	 par	 les	 LB	 est	 aussi	 retrouvée	

(ex:	anticorps	anti-cytochromes	P450	ou	anti-CYPs)	(Kaplowitz,	2005).		

	

La	 flucloxacilline,	 un	 antibotique	 semi-synthétique	 de	 la	 famille	 des	 β-lactames	 (BL)	 est	

largement	 utilisé	 dans	 le	 traitement	 des	 infections	 bactériennes	 gram+	 et	 est	 à	 l’origine	

d’atteintes	de	type	hépatites.	Le	mécanisme	par	lequel	la	flucloxacilline	induit	ces	réactions	est	

méconnu.	 L’apparition	 retardée	 des	 symptômes	 cliniques	 et	 l’identification	 de	 l’allèle	 HLA-

B*5701	comme	un	 facteur	de	risque	majeur	suggèrent	un	mécanisme	 immunologique	de	cette	

pathologie	 ainsi	 qu’une	 implication	 des	 LT	 CD8+	 cytotoxiques.	 En	 effet,	 certaines	 études	

décrivent	 une	 infiltration	 de	 ces	 cellules	dans	 le	 foie	 suite	 à	 une	 exposition	 à	 la	 flucloxacilline	

(Monshi	et	al.,	2013;	Wuillemin	N	et	al.,	2014).	L’expression	des	molécules	du	CMH	de	classe	I	à	

la	surface	des	hépatocytes	est	augmentée	(surtout	lors	d’une	inflammation)	ce	qui	augmenterait	

la	 présentation	 antigénique	 aux	 LT	 spécifiques	 à	 la	 flucloxacilline	 et	 la	 mise	 en	 place	 d’une	

réponse	cytotoxique	accompagnée	d’une	lyse	des	hépatocytes	ainsi	que	d’autres	APC	selon	des	

mécanismes	 cytotoxiques	 impliquant	 les	voies	perforine/granzyme	B	ou	FasL	 (Wuillemin	N	et	

al.,	2014).	

	

L'acide	tiénilique	(TA)	est	un	diurétique	uricosurique	mis	sur	le	marché	européen	et	américain	à	

la	fin	des	années	70.	Ce	n’est	que	quelques	années	plus	tard	que	son	potential	hépatotoxique	est	

apparu	 chez	 l’homme	 (Poupon	 R	 et	 al.,	 1980;	 Zimmerman	 HJ	 et	 al.,	 1984).	 Cependant,	 la	

fréquence	des	hépatites	 induites	par	 le	TA	est	 faible	 (0,01%	à	0,07%)	 (Poupon	R	et	al.,	 1980;	

Colliard	 M	 et	 al.,	 1981).	 Ces	 manifestations	 présentaient	 toutes	 les	 caractéristiques	 d’une	

hépatite	 médicamenteuse	 à	 médiation	 immunologique:	 elles	 ne	 sont	 pas	 dose-dépendantes,	

apparaissent	 après	 un	 intervalle	 de	 temps	 compris	 entre	 2	 semaines	 à	 quelques	 mois	 (en	

moyenne	 4,5	mois),	 en	 cas	 de	 réexposition	 le	 début	 de	 la	maladie	 était	 beaucoup	 plus	 rapide	

parfois	accompagné	de	signes	immunologiques	tels	que	l’éosinophilie	ou	des	éruptions	cutanées.	

Des	biopsies	de	foie	de	patients	atteints	montrent	un	infiltrat	inflammatoire	ainsi	qu’une	nécrose	
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tissulaire.	 Enfin,	 ce	 qui	 caractérise	 l’hépatite	 immune	 induite	 par	 le	 TA	 c’est	 la	 présence	 d’Ac	

dirigés	contre	 les	microsomes	appelés	anti-LKM2	(Liver-Kidney	Microsomes	 type	2)	 retrouvés	

dans	le	sérum	de	patients	atteints.	La	cible	de	ces	Ac	est	le	CYP2C9	impliqué	dans	le	métabolisme	

du	TA.	A	partir	des	hépatocytes	 lésés	sont	 libérés	des	 fragments	moléculaires	comprenant	des	

résidus	 de	 CYP	 complexés	 à	 des	métabolites	 du	TA	de	 façon	 irréversible.	 Ces	 complexes	 CYP-

métabolite	peuvent	être	captés	par	 les	macrophages	ainsi	que	d’autres	APC	et	être	exprimés	à	

leur	 surface	 au	niveau	des	molécules	du	CMH	de	classe	 II	afin	de	 stimuler	des	 lymphocytes	T	

helpers	 initiant	 une	 réaction	 immunologique	 avec	 production	 d’Ac	 dirigés	 contre	 le	 CYP	 2C9	

ainsi	 qu’une	 réaction	 cytotoxique	 (Pessayre	 D	 et	 al.,	 1999;	 Homberg	 JC	 et	 al.,	 1984,	 1985;	

Dansette	PM	et	al.,	1998).	

	

La	dihydralazine	est	un	antihypertenseur	qui	pourrait,	dans	de	rares	occasions,	provoquer	une	

hépatite	 (Stricker	BHC,	 1992)	 avec	 toutes	 les	 caractéristiques	 d’une	 hépatite	 immunologique	:	

fréquence	 faible	 et	 apparition	 dose-dépendante;	 délai	 de	 manifestation	 retardé	 allant	 de	

quelques	 semaines	à	quelques	mois	après	 le	début	du	 traitement	 (Machnik	G	et	al.,	 1998);	 les	

biopsies	montrent	une	nécrose	tissulaire	et	la	présence	d’un	infiltrat	inflammatoire;	la	présence	

d’auto-anticorps	anti-LM	(reconnaissant	 les	microsomes	hépatiques)	dans	 le	sérum	de	tous	 les	

patients	atteints	caractérise	l’hépatite	induite	par	la	dihydralazine.	Ces	Ac	sont	dirigés	contre	les	

CYP1A2	 impliqué	dans	 le	métabolisme	de	 la	dihydralazine	(Dansette	PM	et	al.,	1998)	(Tableau	

1).	
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Effets	

indésirables	 Délai	de	manifestion	
Conséquences	

possibles	
Symptômes/	Caractéristiques	 Médicament	associé	

Anaphylaxie	
Quelques	minutes	à	quelques	

heures	après	l’administration	du	

médicament	

5%	de	mortalité	

-Bronchospasme,	toux,	rhinite,	douleurs	abdominales,	

diarrhées,	chute	de	la	pression	artérielle,	tachycardie	

et	perte	de	connaissance,	pouvant	aller	jusqu'à	l'arrêt	

cardio-vasculaire.	

-Urticaire,	angio-œdème,	œdème	de	Quincke	et	choc	

anaphylactique	sont	les	réactions	les	plus	

caractéristiques	

Antibiotiques	β-lactames,	sulfaméthoxazole,	

curarisants,	AINS,	inhibiteurs	de	l’enzyme	de	

conversion	

SJS/TEN	
Dans	les	2	mois	(plus	court	pour	

de	nombreux	médicaments,	ex:	4	

jours	-	2	semaines)	

1-5%	de	

mortalité	pour	le	

SJS,	30-50%	pour	

le	TEN	

-Le	décollement	de	la	peau	varie	en	fonction	de	la	

surface	corporelle	impliquée;	1-10%	de	décollement	

dans	SJS,	10-30%	état	intermédiaire,	et	>	30%	pour	le	

NET																																																																			

		-Atteinte	des	muqueuses,	fièvre,	élévation	du	taux	

des	transaminases	hépatiques,	manifestations	

intestinales	et	pulmonaires,	lymphopénie.	La	fièvre	et	

l'atteinte	muqueuse	peuvent	précéder	l'éruption	

Allopurinol,	anticonvulsivants	aromatiques	

(ex:	carbamazepine,	acétate	

d'eslicarbazépine,	oxcarbazépine,	

fosphénytoine,	phénytoine,	phénobarbital,	

lamotrigine),	antirétroviraux	

(particulièrement	la	névirapine)	AINS,	

sulfaméthoxazole	

PEAG	

Dans	les	1-3	jours	de	l'initiation	

du	traitement	pour	certains	

médicaments	(ex:	

aminopénicillines	et	d'autres	

antibiotiques);	Dans	la	première	à	

la	deuxième	semaine	pour	

d'autres	(ex:	hydroxychloroquine,	

diltiazem)	

Résolution	dans	

les	15	jours	après	

l'arrêt	de	la	prise	

du	médicament	

Erythème	œdémateux	généralisé	suivie	d'une	

éruption	pustuleuse	stérile,	de	la	fièvre,	et	parfois	

d'une	éosinophilie	

Antibiotiques	β-lactames,	quinolones,	

hydroxychloroquine,	pristinamycine,	

sulfaméthoxazole,	diltiazem,	et	terbinafine	

DRESS	
Deux	semaines	ou	plus	après	le	

début	du	traitement	

Potentiellement	

mortel	

-Fièvre,	éruption	cutanée,	éosinophilie	et	/	ou	

lymphocytose	atypique,	atteinte	cutanée	et	hépatite	

-Réactivation	virale	du	HHV6/7,	EBV	ou	CMV	2-3	

semaines	après	le	début	

Sulfamides	antimicrobiens,	anticonvulsivants	

aromatiques,	antibiotiques	β-lactames,	

vancomycine,	allopurinol,	AINS,	

antiretroviraux	

DILI	
La	période	de	latence	peut	être	

courte,	intermédiaire	(1-8	

semaines),	longue	(1-12	mois)	

Potentiellement	

mortel	
Hépatite	et	/	ou	cholestase	aiguë	

Flucloxacilline,	amoxicilline-acide	

clavulanique,	lumiracoxib,	ximelagatran,	

lapatinib,	dihydralazine,	acide	tiénilique	

ABC	HSR	

-Dans	les	3	semaines	de	

traitement	

-Le	dépistage	de	l'allèle	HLA-

B*57:01	est	effectué	chez	les	

patients	avant	traitement	

Potentiellement	

mortel	

Fièvre,	malaise,	symptômes	gastrointestinaux,	

éruption	cutanée	légère	à	modérée	
Abacavir	

EMP	 4-14	jours	 0%	de	mortalité	

Appartion	de	macules	et	de	papules	pouvant	

s’étendre	à	l’ensemble	du	corps	parfois	

accompagnées	de	fièvre.	

Antibiotiques	β-lactames,	allopurinol,	

sulfaméthoxazole,	sels	d’or,	carbamazépine,	

phénytoïne,	lamotrigine,	izoniazide,	AINS	

Erythème	

pigmentée	fixe	
<48	heures	 0%	de	mortalité	

Apparition	de	plaques	arrondies	rouge-brunâtres	sur	

la	peau	ou	les	muqueuses	avec	sensation	de	brûlure.	

Barbituriques,	carbamazépine,	paracétamol,	

phénacétine,	phénazone,	tétracycline	

Photosensibilité	
Quelques	heures	à	quelques	jours	

après	exposition	solaire	

<	1%	de	

mortalité	

Eruptions	cutanées	variées	(vésicules,	plaques	

d’eczéma,	urticaire)	ou	pigmentation	anormale	en	

zone	photoexposée	

Quinolones,	anti-inflammatoires	contenant	

du	kétoprofène,	chlorpromazine	

Tableau	 1:	 Les	 principales	 caractéristiques	 des	 réactions	 d'hypersensibilité	 aux	

médicaments.	 ABC	HSR,	 abacavir	 hypersensitivity	 reaction;	 AINS,	 anti-inflammatoires	 non	 stéroïdiens;	
DILI,	 drug-induced	 liver	 disease;	 DRESS,	 drug	 reaction	 with	 eosinophilia	 and	 systemic	 symptoms;	 EMP,	

Erythème	 maculo-papuleux;	 HLA,	 human	 leukocyte	 antigen;	 PEAG,	 pustulose	 exanthémateuse	 aiguë	

généralisée;	 SJS/TEN,	 Stevens-Johnson	 syndrome/toxic	 epidermal	 necrolysis	(Pirmohamed	M	et	al.,	 2011;	

Somkrua	R	et	al.,	2011;	Zhang	FR	et	al.,	2013;	Yuan	J	et	al.,	2011;	Spraggs	CF	et	al.,	2012;	Lehr	T	et	al.,	2011).	
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3. Classification	

	

Il	existe	quatres	grands	types	(I	à	IV)	de	réactions	d’hypersensibilité	que	l’on	peut	classer	selon	

Gell	et	Coombs	(Gell	PGH	et	Coombs	RRA,	1963).	Ce	système	de	classification	est	utile	dans	 la	

pratique	clinique	et	peut	guider	 les	décisions	de	diagnostic.	 Il	a	 fait	 l’objet	de	modifications	du	

fait	de	l’observation	de	manifestations	cliniques	non	recencées	précedemment.	

	

Les	réactions	médiées	par	les	IgE	ou	réactions	anaphylactiques,	encore	appelées	allergie	de	type	

I,	 surviennent	 quelques	 minutes	 à	 quelques	 heures	 après	 l'exposition	 au	 médicament	 et	

nécessitent	 deux	 à	 plusieurs	 expositions.	 A	 l’occasion	 d’un	 premier	 contact	 (phase	 de	

sensibilisation),	 l’allergène	 est	 capturé	 et	 internalisé	 par	 les	 cellules	 dites	 présentatrices	 de	

l’antigène	 (APC),	 en	 particulier	 par	 les	 cellules	 dendritiques	 (DC).	 L’antigène	 (Ag)	 est,	 par	 la	

suite,	 digéré	 en	 petits	 fragments.	 Ces	 derniers	 sont	 présentés	 sur	 les	molécules	 du	 complexe	

majeur	d’histocompatibilité	(CMH)	(voir	chapitre	2)	à	la	surface	des	APC	aux	LT	naïfs	spécifiques	

afin	 de	 les	 activer.	 Les	 LT	 vont	 activer	 les	 lymphocytes	 B	 (LB)	 (Banchereau	 J,	 Steinmann	RM,	

1998;	De	Weck	et	al.,	1993)	qui	se	différencient	en	plasmocytes	produisant	des	Ac	de	type	IgE	et	

(immunoglobulines	de	type	G)	IgG,	qui	reconnaissent	l’Ag	natif.	Les	Ac	de	type	IgE	se	fixent	avec	

une	forte	affinité	sur	les	récepteurs	FcεRI	présents	à	la	surface	des	mastocytes	tissulaires	ou	des	

basophiles	 du	 sang	 circulant,	 ainsi	 que	 sur	 des	 récepteurs	 de	 faible	 affinité	 FcεRII	 situés	 à	 la	

surface	 des	 plaquettes	 et	 des	 éosinophiles,	 et	 les	 IgG	 sont	 capables	 de	 se	 fixer	 sur	 les	

neutrophiles.	Lors	d’une	réexposition	ultérieure	au	même	Ag	(phase	d’élicitation),	une	libération	

de	 médiateurs	 préformés	 et	 néoformés	 (histamine,	 sérotonine,	 prostaglandines,	 leucotriènes,	

etc.)	a	lieu	dans	la	circulation	quand	les	Ac	fixées	à	la	surface	des	mastocytes,	des	basophiles	et	

des	neutrophiles	réagissent	avec	l’Ag	correspondant	(Fisher	M	et	Baldo	BA,	1994;	Mertes	PM	et	

Laxenaire	 MC,	 2002;	 Bruhns	 P,	 2012).	 Ce	 sont	 ces	 médiateurs	 qui	 sont	 responsables	 de	 la	

symptômatologie	 clinique	 observée	 telles	 que	 la	 rhinite	 allergique,	 l’asthme	 allergique,	

l’anaphylaxie	systémique	et	l’urticaire.	

	

Dans	 les	 réactions	 allergiques	 médicamenteuses	 non-IgE	 dépendantes,	 les	 mécanismes	

regroupent:	

	

- Les	 réactions	 cytotoxiques/cytolytiques	 ou	 l’allergie	 aux	 médicaments	 de	 type	 II	 se	

manifestent	 par	 la	 fixation	 du	 médicament	 au	 niveau	 de	 la	 membrane	 cellulaire	 des	
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hématies,	 des	 leucocytes	 ou	 des	 plaquettes	 formant	 un	 complexe	médicament-protéine	

membranaire	immunogène.	Ce	complexe	sera	reconnu	par	des	immunoglobulines	de	type	

G	(IgG)	présents	dans	le	sérum,	et	se	produit	une	activation	du	complément	qui	aboutit	à	

la	cytolyse	des	cellules	portant	l’Ag,	telles	que	les	hématies	ou	les	plaquettes.	Les	maladies	

relevant	 de	 ce	mécanisme	 sont	 essentiellement	 l’anémie	 hémolytique	 et	 les	 cytopénies	

médicamenteuses.	

	

- Les	réactions	à	complexes	immuns	sont	aussi	appelées	allergie	de	type	III.	Ces	réactions	

sont	dues	à	la	formation	de	complexes	circulants	entre	des	IgG	et	l’Ag.	Ces	complexes	Ag-

Ac	 précipitent	 au	 niveau	 de	 la	 paroi	 vasculaire	 ou	 au	 niveau	 du	 glomérule	 rénal	 et	

entraînent	 l’activation	 du	 complément.	 Ceci	 aboutit	 à	 la	 libération	 d’histamine,	 de	

cytokines	pro-inflammatoires	(facteur	de	nécrose	tumorale	(TNF)-α,	d’interleukine	(IL)-1	

et	 d’IL-6),	 d’autres	 médiateurs	 de	 l’inflammation	 tel	 que	 les	 prostaglandines,	 les	

leucotriènes	 et	 le	 «	Platelet	Activating	 Factor	»	 (PAF).	 L’accumulation	de	polynucléaires	

neutrophiles	ainsi	qu’une	libération	d’enzymes	lysosomiales	ont	pour	conséquences	des	

lésions	 tissulaires	 ou	 vasculaires	 (vascularite	 nécrosante),	 de	 glomérulonéphrite	 et	 de	

maladies	sériques.	

	

- Les	 réactions	 retardées	à	médiation	cellulaire	ou	allergie	de	 type	 IV	mettent	en	 jeu	des	

cellules	 immuno-compétentes,	 les	 LT	 spécifiques	 du	 médicament,	 et	 non	 pas	 des	 Ac	

circulants.	Ces	réactions	sont	qualifiées	de	retardées	en	raison	de	l’apparition	tardive	de	

la	 réaction,	 24	 à	 48	 heures	 après	 le	 contact	 avec	 l’Ag.	 En	 effet,	 les	 cellules	 T	 n’ont	 pas	

toutes	le	même	profil	de	production	cytokinique,	entraînant	plusieurs	types	de	réponses	

immunitaires	distinctes.	 	De	 ce	 fait,	 les	 réactions	de	 type	 IV	médiées	par	 les	LT	ont	 été	

classées	en	4	catégories	IVa	à	IVd	(Pichler	WJ,	2003).	

	

Les	 réactions	 de	 type	 IVa	 sont	médiées	 par:	 les	 cellules	 T	 helper	 de	 type	 1	 (Th1)	 qui	

activent	 et	 recrutent	 les	 macrophages	 en	 sécrétant	 une	 grande	 quantité	 d’IFN-γ.	 On	

observe	 aussi	une	production	d’Ac	d’isotypes	 IgG1	et	 IgG3	qui	 fixent	 le	 complément,	 et	

agissent	 comme	 costimulateurs	 de	 réponses	 proinflammatoires	 et	 cytotoxiques	 (via	 les	

LT	CD8+).		
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Les	réactions	de	type	IVb	correspondent	aux	réponses	immunes	de	type	Th2:	les	cellules	

T	helper	2	(Th2)	sécrètent	de	l’IL-4,	IL-13	et	IL-5	(Romagnani	et	al.,	1997),	qui	favorisent	

la	 production	 d’IgE	 et	 d’IgG4	 par	 les	 LB,	 ainsi	 que	 l’activation	 et	 le	 recrutement	 des	

mastocytes	et	des	éosinophiles.	La	production	 importante	d’IL-5	provoque	une	réaction	

d’inflammation	éosinophilique	(Pichler	WJ,	2003).		

	

Les	 réactions	 de	 type	 IVc	 correspondent	 aux	 réponses	 médiées	 par	 les	 cellules	 T	

effectrices,	qui	migrent	dans	les	tissus	et	lysent	des	cellules	telles	que	les	hépatocytes	ou	

les	kératinocytes	de	manière	perforine/granzyme	B	ou	FasL	dépendante	(Nassif	A	et	al.,	

2002;	Yawalkar	N	et	al.,	2000).	On	peut	donc	observer	des	atteintes	d’organes	tel	que	le	

foie	dans	le	cas	du	DILI.		

	

Les	 réactions	 de	 type	 IVd	 correspondent	 à	 la	 mise	 en	 place	 d’une	 inflammation	

neutrophilique	par	les	LT	activés	en	présence	d’un	Ag.	Un	exemple	type	est	l’inflammation	

neutrophilique	 de	 la	 peau	dans	 la	 pustulose	 exanthémateuse	 aiguë	 généralisée	 (PEAG).	

Dans	 cette	maladie,	 les	 cellules	T	qui	produisent	du	CXCL8	et	du	GM-CSF,	 recrutent	 les	

neutrophiles	 via	 la	 sécrétion	 de	 CXCL8	 et	 inhibent	 leur	 apoptose	 grâce	 au	 GM-CSF	

(Britschgi	M	et	al.,	2001).		

	

Notons	 qu’une	 molécule	 médicamenteuse	 est	 capable	 d’induire	 des	 symptômes	 et	 des	 signes	

cliniques	différents	chez	les	individus,	même	si	la	dose	administrée	est	identique	et	s’effectue	via	

la	même	voie	d’administration.	D’un	point	de	vue	mécanistique,	les	médicaments	sont	capables	

d’induire	 les	 4	 types	 de	 réactions	 immunologiques	 décrits	 par	 Gell	 et	 Coombs.	 Cependant,	 les	

plus	courants	sont	ceux	de	types	IgE	dépendants	ainsi	que	les	réactions	retardées	médiées	par	

les	cellules	T	(Johansson	SG	et	al.,	2004).	Il	existe	d’autres	réactions	d’hypersensibilité	retardées	

qui	 ne	 rentrent	 dans	 aucune	 catégorie	 de	 la	 classification	 de	 Gell	 et	 Coombs	 tel	 que	 les	

syndromes	de	Lyell	et	le	SJS	ainsi	que	le	DRESS.	Les	réactions	retardées	de	type	IV	ainsi	que	les	

atteintes	cutanées	sévères	(SJS/TEN,	DRESS)	non	classés	par	Gell	et	Coombs	ont	récemment	reçu	

un	 intérêt	 accru	 avec	 la	 découverte	 de	 leurs	 nombreuses	 associations	 avec	 des	 molécules	

«	human	leukocyte	antigen	»	(HLA)	de	classe	I		et	de	classe	II	(voir	chapitre	1,	paragraphe	5.2	-	B)	

(Tableau	2).		
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Types	de	réactions	 Type	de	réponse	
immune	 Physiopathologie	 Signes	cliniques	 Chronologie	typique	de	

la	réaction	

I	 IgE	spécifiques	du	
médicament	

Dégranulation	des	
mastocytes	et	des	

basophiles	

Choc	anaphylactique,	
œdème	de	Quincke,	

Urticaire,	Bronchospasme	

1	à	6	heures	après	la	
dernière	prise	de	
médicament	

II	
IgG	spécifiques	du	

médicament	et	activation	
du	complément	

Cytotoxicité	dépendante	
des	IgG	et	du	complément	 Cytopénie	sanguines	

5-15	jours	après	le	début	
du	traitement	
médicamenteux	

III	
Complexes	immuns	(Ac-
Ag)	et	activation	du	

complément	
Dépôts	de	complexes	

immuns	
Maladie	sérique,	Urticaire,		

Vascularite	

7-8	jours	pour	maladie	
sérique/	urticaire	

7-21	jours	après	le	début	
du	traitement	

médicamenteux	pour	les	
vascularites	

IVa	 Th1	(IFN-γ,	TNF-α)	et	
CD8+	cytotoxiques	

Inflammation	monocytaire	
et	activation	des	
macrophages	

Eczéma	de	contact	
1-21	jours	après	le	début	

du	traitement	
médicamenteux	

IVb	 Th2	(IL4,	IL5,	IL13)	
Inflammation	

éosinophilique	induite	par	
les	cellules	T	

EMP	
1	à	plusieurs	jours	après	le	

début	du	traitement	
médicamenteux	pour	

l’EMP	

IVc	
Cellules	T	cytotoxiques	
(perforine,	granzyme	B,	

FasL)	
Nécrose	kératinocytaire	
médiée	par	les	LT	CD8+		

Eczéma	de	contact,	
EMP,		

Exanthèmes	pustuleux,	
Exanthèmes	bulleux,	

Hépatite	

1-2	jours	après	le	début	du	
traitement	

médicamenteux	pour	
l’érythème	pigmenté	fixe	

IVd	 Cellules	T	(IL-8/CXCL8,	
GM-CSF)	

Inflammation	
neutrophilique	induite	par	

les	LT	
Pustulose	exanthémateuse	

aiguë	généralisée	

Typiquement	1-2	jours	
après	le	début	du	

traitement	
médicamenteux	(mais	le	
délai	peut	être	plus	long)	

Autres	 Syndrome	de	Lyell,	de	Steven-Johnson,	DRESS	

	

Tableau	2:	 Classification	 des	 réactions	 d’hypersensibilité	 médicamenteuse	 (revisitée	 par	
Pichler	WJ	et	al.,	2007).	DRESS,	Drug	rash	eosinophilia	and	systemic	symptoms;	EMP,	Exanthèmes	maculo-

papuleux.	

	
4. Incidence	et	prévalence	des	maladies	allergiques	liées	aux	médicaments	
	

La	 prévalence	 des	 maladies	 allergiques	 ne	 cesse	 d’augmenter	 dans	 le	 monde,	 si	 bien	 que	

l’allergie	est	aujourd’hui	classée	au	4ème	rang	des	pathologies	chroniques	mondiales	par	l’OMS.	Il	

n’existe	 pas	 d’études	 recensant	 la	 fréquence	 de	 l’allergie	médicamenteuse	 en	 général	 mais	 la	
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survenue	 de	 réactions	 allergiques	 représente	 un	 tiers	 des	 effets	 indésirables	 médicamenteux	

(Demoly	 P	 et	 al.,	 2007).	 La	 fréquence	 des	 médicaments	 présents	 sur	 le	 marché	 et	 capables	

d’induire	 une	 réaction	 allergique	 est	 estimée	 jusqu’à	 10%	 de	 l’ensemble	 des	 molécules	

médicamenteuses.	 Parmi	 ces	 molécules,	 les	 antibiotiques	 (40	 à	 50%)	 notamment	 ceux	 de	 la	

famille	des	BL	qui	sont	les	plus	impliquées	dans	les	réactions	allergiques,	puis	les	antalgiques	et	

les	 AINS	 (15	 à	 20%)	 (Ponvert	 C,	 2007)	 ainsi	 que	 les	 curares	 (appelés	 également	 relaxants	

musculaires)	pouvant	causer	des	réactions	d’hypersensibilité	immédiate	susceptibles	d’engager	

le	pronostic	vital	(Mertes,	2008).		

	

- Les	études	sur	les	populations	hospitalisées		

	

Les	 études	d’incidence	 et	 de	prévalence	des	hypersensibilités	médicamenteuses	 fournissent	 la	

plupart	du	temps	des	données	recueillies	sur	des	populations	de	patients	hospitalisés	et	non	pas	

pour	 l’ensemble	de	 la	population.	Ces	 réactions	 constituent	 environ	3	à	6%	de	 l’ensemble	des	

admissions	 hospitalières	 et	 affectent	 entre	 10	 à	 15%	 des	 patients	 hospitalisés	 (Imb	 JL	 et	 al.,	

1999).		

Selon	 l’étude	 du	 «Boston	 collaborative	 drug	 surveillance	 program»	 (BCDSP)	 qui	 a	 recensé	 le	

nombre	 de	 cas	 de	 réactions	 allergiques	 cutanées	 chez	 15	 438	 patients	 hospitalisés	 sur	 une	

période	 de	 7	 ans,	 la	 prévalence	 par	 médicament	 est:	 amoxicilline	 (AX)	 (5,1	 %),	 ampicilline	

(4,5	%),	 benzylpénicilline	 (BP)	 (4,5	 %),	 co-trimoxazole	 (3,7	 %),	 céphalosporines	 (1,5%),	

gentamicine	(1%)	(Bigby	et	al.,	1986).		

Une	 autre	 étude	 prospective	 dans	 le	 cadre	 du	 «	Comprehensive	 Hospital	 Drug	 Monitoring	»	

(CHDM)	 effectuée	 sur	 une	 période	 de	 40	 ans	 recensant	 48	 005	 patients,	 montre	 que	 les	

pénicillines	avaient	une	prévalence	de	8,0%,	le	co-trimoxazole	de	2,8%	et	les	céphalosporines	de	

1,9%	(Hunziker	et	al.,	1997).		

Une	 étude	 cas	 témoins	 réalisée	 à	 Singapour	 par	 Kidon	 et	 See	 (Kidon	MI	 et	 See	 Y,	 2004)	 et	

utilisant	 des	 données	 médicales	 informatiques,	 a	 mis	 en	 évidence	 222	 (2,6%)	 réactions	

d’hypersensibilité	chez	8	437	enfants	hospitalisés.	Au	moins	70%	de	ces	réactions	étaient	dues	à	

un	 antibiotique	 (principalement	 les	 antibiotiques	 de	 la	 famille	 des	 BL	 (45%))	 et	 aux	 AINS	

(18,5%).		
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- Les	études	sur	la	population	générale		

	

Afin	 d’évaluer	 la	 prévalence	 des	 hypersensibilités	 aux	médicaments	 au	 sein	 de	 la	 population	

générale,	une	étude	transversale	au	sein	de	 la	population	de	Porto,	montre	une	prévalence	des	

allergies	médicamenteuses	rapportées	par	les	patients	de	7,8%	(181	sur	2	309),	dont	4,5%	aux	

pénicillines	et	autres	antibiotiques	de	la	famille	des	BL,	1,9%	à	l’aspirine	et	aux	AINS	et	1,5%	à	

d’autres	médicaments.	Dans	le	groupe	des	patients	allergiques	aux	antibiotiques	de	la	famille	des	

BL,	 les	médicaments	 les	 plus	 fréquemment	 impliqués	 sont	 l’association	de	 l’amoxicilline-acide	

clavulanique	(AX-CLV)	(14,3%)	suivit	par	les	pénicillines	G	(ou	BP)	et	V	(7,6%).	Dans	le	groupe	

des	patients	allergiques	aux	AINS,	l’acide	acétylsalicylique	(18,2%)	et	l’ibuprofène	(18,2%)	sont	

les	médicaments	 les	plus	 fréquemment	 impliqués,	 suivit	par	 le	nimésulide	et	 le	méloxicam.	La	

majorité	des	réactions	rapportées	était	de	 type	 immédiat	 (43%),	survenant	 le	premier	 jour	du	

traitement	(78,5%)	et	touchant	la	peau	(63,5%)	(Gomes	E	et	al.,	2004).	Ces	données	reposent	sur	

l’interrogatoire	des	patients	 et	non	pas	 sur	des	 tests	de	diagnostic	d’allergie	médicamenteuse.	

Des	 résultats	 similaires	 ont	 été	 retrouvés	 dans	 une	 autre	 étude	 chez	 des	 étudiants	 portugais	

(Falcão	H	et	al.,	2003).		

Le	 registre	 français	 sur	 l’anaphylaxie	 per-anesthésique	 a	 identifié	 789	 cas	 de	 réactions	

allergiques	en	deux	ans,	définissant	une	incidence	d’un	cas	pour	13	000	anesthésies.	518	d’entre-

elles	soit	66%	ont	un	mécanisme	immunologique	confirmé.	Les	curares	sont	les	plus	souvent	en	

cause	 avec	 une	 prévalence	 de	 58,2%	 (soit	 une	 incidence	 de	 1	 sur	 6	 500	 injections	 de	

myorelaxants),	 suivit	 par	 les	 antibiotiques	 avec	 une	 prévalence	 de	 15,1%	 (Mertes	 PM	 et	 al.,	

2003).		

De	 nombreuses	 études	 mettent	 en	 évidence	 que	 seulement	 10	 à	 15%	 des	 patients	 déclarés	

allergiques	le	sont	réellement	(Haouichat	H	et	al.,	2002;	Demoly	P.,	2008;	Rebelo	Gomes	E	et	al.,	

2007).	 En	 Espagne,	 une	 étude	menée	 au	 centre	 d’Allergologie	 de	Bilbao	 (Gamboa	 PM,	 2009)	

mettait	en	évidence	que	 seulement	26%	des	patients	 consultant	pour	une	 suspicion	d’allergie	

médicamenteuse	 étaient	 réellement	 allergiques.	 Au	 Portugal,	 Rebelo	 Gomes	 et	 son	 équipe	

(Rebelo	Gomes	E	et	al.,	2007)	ont	conclu	que	seul	4%	des	enfants	ayant	eu	une	réaction	étiquetée	

«	allergique	»	l’étaient	réellement.	
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- Causes	de	mortalité		

	

Larazou	 et	 coll.	 rapportent	 que	 le	 décès	 suite	 à	 une	 prise	 de	 médicament	 aux	 Etats-Unis	 est	

estimé	 à	 0,32%	 des	 patients	 hospitalisés	 (106	 000	 sujets)	 et	 que	 la	 part	 de	 l’allergie	

médicamenteuse	 représente	 environ	 23,8	%	 des	 effets	 secondaires	 (toutes	 sévérités	

confondues)	(Larazou	et	al.,	1998).	

Plusieurs	 études	 de	 cohorte	 décrivent	 les	 causes	 de	 mortalité	 suite	 à	 des	 réactions	

immunologiques	aux	médicaments:	 le	choc	anaphylactique	représente	moins	de	5%	des	cas,	 le	

syndrome	de	Lyell	avec	30	%	de	mortalité,	le	SJS	à	5	%	et	le	DRESS	à	10	%	(Roujeau	JC	et	Stern	

RS,	1994).		

	

5. Prédisposition	et	facteurs	favorisants		
	

Il	 existe	 des	 facteurs	 de	 risque	 contribuant	 au	 déclanchement	 des	 réactions	 allergiques	

regroupant	l’âge,	le	sexe,	le	polymorphisme	génétique,	certaines	infections	virales	et	les	facteurs	

liés	 au	 médicament	 (ex	:	 fréquence	 d’exposition,	 la	 voie	 d’administration,	 le	 métabolisme,	 le	

poids	moléculaire).	 Les	 allergies	médicamenteuses	 sont	 plus	 fréquentes	 chez	 les	 jeunes	 et	 les	

adultes	d’âge	moyen,	et	sont	plus	communes	chez	les	femmes	que	chez	les	hommes	(10.2%	vs.	

5.3%)	 (Gomes	 E	 et	 al.,	 2004).	 Le	 polymorphisme	 génétique	 des	 gènes	 	«human	 leukocyte	

antigen»	ou	HLA	(voir	chapitre	2)	ainsi	que	l’infection	virale	comme	le	virus	d’immunodéficience	

humaine	(VIH)	et	le	virus	Epstein-Barr	(EBV),	ont	aussi	été	corrélés	avec	une	augmentation	du	

risque	de	développer	des	réponses	immunitaires	contre	les	médicaments.		

	

5.1. Facteurs	liés	aux	médicaments		

	

- La	nature	chimique	du	médicament		

	

Il	 est	difficile	de	prédire	 la	 capacité	de	 l’immunogénicité	d’un	médicament	en	se	basant	sur	sa	

structure	 chimique	 avant	une	 administration	 en	 clinique.	 Pour	 être	 immunogène	 à	 l’état	 natif,	

une	substance	doit	avoir	un	poids	moléculaire	suffisant	(>700	Da),	ce	qui	est	le	cas	des	sérums	

hétérologues	 et	 de	 certaines	 enzymes	 (exemple:	 chymopapaine).	 La	 plupart	 des	 autres	

médicaments	 ont	 un	 poids	moléculaire	 insuffisant	 et	 devront	 donc,	 pour	 induire	 une	 réponse	

immune	spécifique,	se	comporter	comme	des	haptènes	et	se	coupler	à	une	protéine	(Lafaye	P	et	



	 42	

Lapresle	 C	 al.,	 1988).	 Lorsqu'une	 substance	 chimique	 est	 réactive	 avec	 les	 protéines,	 une	

incidence	 élevée	 de	 sensibilisation	 peut	 être	 envisagée.	 Beaucoup	de	médicaments	 hautement	

allergéniques	ne	sont	pas	forcément	chimiquement	réactifs.	Dans	ce	cas,	il	est	probable	que	des	

métabolites	des	médicaments	ou	des	contaminants	mineurs	sont	beaucoup	plus	réactifs,	et	sont	

responsables	de	la	réponse	immunitaire.	

	

- Le	degré	d’exposition	(dose,	durée	et	fréquence)		

	

Il	 existe	 certaines	 preuves	 que	 la	 fréquence	 de	 l’immunisation	 par	 les	 médicaments	 est	

influencée	par	la	posologie	du	médicament	et	ses	modalités	d’administration.	En	clinique,	il	a	été	

rapporté	que	des	administrations	intermittentes	et	répétées	avec	des	doses	moyennes	sont	plus	

prédisposantes	à	la	sensibilisation	que	des	traitements	à	intervalles	avec	de	fortes	doses.	Ceci	a	

été	observé	lors	de	calcul	des	incidences	de	réactions	allergiques	aux	pénicillines	ou	à	l’insuline	

chez	les	patients	recevant	une	prophylaxie	à	long	terme	(Heinzerling	L	et	al.,	2008).	En	outre,	la	

nature	 des	 Ac	 produits	 et	 les	 taux	 atteints	 varient	 selon	 qu'il	 s'agit	 d'une	 première	

administration	de	l'Ag	(réponse	primaire)	ou	d'une	nouvelle	administration	de	cet	Ag	(réponse	

secondaire).	

	

- Voie	d’administration		

	

L'application	topique	d'un	médicament	est	associée	à	une	incidence	élevée	de	la	sensibilisation	

et	devrait	être	évitée	avec	certains	médicaments,	en	particulier	sur	une	peau	infectée	ou	lésée.	

L'administration	 orale	 d'un	 médicament	 est	 généralement	 plus	 sûre	 que	 tout	 type	

d'administration	 parentérale.	 Cependant,	 des	 réactions	 graves	 sont	 survenues	 avec	 ce	 mode	

d'administration.	 La	 voie	 parentérale	 est	 la	 plus	 immunogène,	 devant	 les	 voies	 locales	

(pommades,	 crèmes,	 collyres,	 etc.)	 également	 très	 immunogène	 du	 fait,	 probablement,	 de	

l’inflammation	locale.	

	

- Les	sensibilisations	croisées	(relation	structure-activité	ou	RSA)	

	

Si	 toutefois	une	 sensibilisation	à	un	médicament	a	 eu	 lieu,	 il	 existerait	 ainsi	une	possibilité	de	

réactivité	soit	avec	des	médicaments	possédant	une	structure	chimique	assez	proche,	soit	avec	
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des	 métabolites	 similaires.	 Le	 niveau	 de	 sensibilisation	 croisée	 varie	 largement	 entre	 les	

personnes	et	est	souvent	impossible	à	prédire.		

	

Des	 exemples	 connus	 comprennent:	 les	 sulfamides	 (ex	:	 sulfaméthoxazole)	 de	 structure	

moléculaire	proche	de	l’acide	para-aminobenzoïque	avec	une	amine	en	para;	la	réactivité	croisée	

observée	 entre	 les	 pénicillines	 et	 les	 céphalosporines	(voir	 chapitre	 3);	 la	 pholcodine	 comme	

source	 de	 sensibilisation	 croisée	 chez	 les	 patients	 ayant	 développé	 des	 réactions	

d'hypersensibilité	aux	curares.	

	

En	ce	qui	concerne	 les	pénicillines	et	 les	céphalosporines,	 les	chaînes	 latérales,	 tout	comme	 le	

noyau	 BL,	 ont	 été	 étudiées	 en	 tant	 que	 vecteur	 potentiel	 de	 l’allergénicité	 croisée	 entre	 les	

médicaments	 et	 au	 sein	 des	 classes	 médicamenteuses	 (Blanca,	 2005).	 Plusieurs	 études	 ont	

comporté	 des	 comparaisons	 de	 réactivité	 croisées	 sur	 la	 base	 de	 résultats	 des	 tests	 cutanés	

(Novalbos,	 2001;	 DePestel,	 2008;	 Hasdenteufel,	 2007;	 Pichichero	 ME,	 2007;	 Romano	 et	 al.,	

2005).	Aux	Etats-Unis,	 le	taux	de	réactivité	croisée	entre	 les	pénicillines	et	 les	céphalosporines	

est	d’environ	1%.	En	effet,	certains	experts	estiment	que	les	patients	allergiques	à	la	pénicilline	

courent	 un	 risque	 supplémentaire	 de	 présenter	 une	 hypersensibilité	 aux	 céphalosporines	

d’environ	0,5	%	avec	les	céphalosporines	de	1ère	génération,	et	que	le	risque	serait	quasi	nul	avec	

les	céphalosporines	de	2ème	ou	de	3ème	génération.	Ces	résultats	s’expliquent	probablement	par	le	

fait	que	les	céphalosporines	de	2ème	ou	de	3ème	génération	présentent	habituellement	des	chaînes	

latérales	différentes	de	celles	de	la	BP	et	de	l’AX	(Pichichero	ME,	2007;	Madaan	A	et	Li	JT,	2004;	

Pichichero	ME	et	Casey	JR,	2007).	

Aujourd’hui,	le	taux	de	réactivité	croisée	entre	les	céphalosporines	est	de	3%.	Quand	un	patient	

est	 allergique	 à	 une	 céphalosporine	mais	 qu’il	 a	 besoin	 d’une	 antibiothérapie	 avec	 une	 autre	

céphalosporine,	il	faut	éviter	de	lui	administrer	une	molécule	dont	la	chaîne	latérale	est	similaire	

à	celle	à	laquelle	il	est	allergique	(Dickson	SD	et	Salazar	KC,	2013)	(voir	tableau	10	chapitre	3).	

En	ce	qui	concerne	les	curarisants,	des	études	immunochimiques	réalisées	sur	plusieurs	curares	

ont	 permis	 la	 caractérisation	 de	 l’épitope	 reconnu	 par	 les	 Ac.	 Les	 épitopes	 impliqués	 dans	 le	

mécanisme	 physiopathologique	 des	 réactions	 allergiques	 ne	 seraient	 restreints	 qu’aux	

groupements	aminos	substitués	tel	que	l’amine	tertiaire	ou	l’ammonium	quaternaire	(Baldo	BA	

et	 Fisher	MM,	 1983,	 1983b).	 Ceci	 permet	 de	 comprendre	 la	 fréquence	 de	 la	 réactivité	 croisée	

entre	 les	 différents	 curarisants	 qui	 peuvent	 comporter	 deux	 voire	 trois	 radicaux	 ammoniums	
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quaternaires.	 La	 présence	 de	 deux	 épitopes	 (divalence)	 pour	 la	 plupart	 des	 curares	 pourrait	

expliquer	en	partie	la	fréquence	des	réactions	anaphylactiques.	Une	étude	a	cherché	à	étudier	la	

relation	entre	la	longueur	et	la	flexibilité	de	la	chaîne	reliant	les	deux	groupements	ammonium	et	

l’histaminolibération	 (Didier	A.	et	al.,	 1987).	Une	 longueur	 supérieure	ou	égale	 à	6	Ǻ	 semblait	

être	 optimale	 pour	 l’obtention	 de	 l’histaminolibération.	 À	 l’inverse,	 une	 longueur	 de	 chaîne	

inférieure	à	4	Ǻ	ne	permet	pas	une	histaminolibération	significative.	Une	grande	distance	entre	

les	 ions	ammoniums	quaternaires	et	une	 flexibilité	de	 la	molécule	antigénique	permet	donc	 le	

pontage	 de	 deux	 sites	 récepteurs	 à	 IgE	 liés	 aux	 mastocytes	 et	 aux	 basophiles,	 facilitant	 ainsi	

l’activation	 de	 ces	 cellules,	 tel	 est	 le	 cas	 de	 la	 succinylcholine	 (Vervloet,	 1985;	Didier	A.	 et	al.,	

1987)	(Figure	1).		

	

	
Figure	1:	Exemples	de	molécules	de	 type	«	curare	».	 Suxaméthonium	(curare	dépolarisant,	non-
compétitif),	pancuronium	(curare	de	structure	aminostéroïde,	non	dépolarisant,	compétitif)	et	atracurium	

(curare	de	structure	benzylisoquinolinium,	non	dépolarisant,	compétitf)	(Hasdenteufel	F.,	2011).	
	

Toutefois,	une	réactivité	croisée	n’a	été	mise	en	évidence	que	chez	70%	des	patients	allergiques	

à	 un	 curare	 (Laxenaire	 MC,	 1999).	 Elle	 est	 préférentiellement	 observée	 au	 sein	 d’une	 même	

famille	 de	 curarisants,	 aminostéroïdiens	 ou	 benzylisoquinolines	 ou	 encore	 entre	 le	

suxaméthonium	 et	 les	 curarisants	 (Birnbaum	 J,	 Vervloet	 D,	 1991).	 Il	 est	 possible	 que	 les	

structures	reconnues	par	 les	 IgE	ne	soient	pas	strictement	 identiques,	 impliquant	par	exemple	

les	 groupements	 phényl	 entourant	 l’ammonium	 quaternaire.	 L’affinité	 des	 Ac	 pour	 le	 site	

Suxaméthonium	 Pancuronium	

Atracurium	
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récepteur	 peut	 également	 varier	 d’une	 substance	 à	 l’autre.	 Selon	 les	 pays,	 jusqu’à	 75	 %	 des	

patients	 ayant	 présenté	 une	 allergie	 immédiate	 aux	 curares	 n’avaient	 jamais	 été	 exposé	 à	 ces	

médicaments	(Mertes	PM	et	al.,	2012)	suggérant	une	sensibilisation	préalable	par	une	substance	

différente	 possédant	 des	 épitopes	 communs	 avec	 celui-ci.	 D’autres	 principes	 actifs	 ou	 des	

substances	environnementales	(produits	cosmétiques,	désinfectants,	quinolones)	contenant	des	

amines	 tertiaires	 ou	 des	 ammoniums	 quaternaires	 sont	 suspectés	 d’être	 responsables	 de	 la	

sensibilisation	aux	curares	(Dong	S	et	al.,	2014;	Baldo	et	al.,	2009)	(Figure	2).	

	

	

	
	

Figure	2:	 Formules	 chimiques	 semi-développées	de	quelques	 composés	 comportant	une	

fonction	ammonium	quaternaire	(encadré	rouge)	et	pouvant	être	présents	dans	certaines	

formulations	 cosmétiques	 ou	 pharmaceutiques:	 chlorure	 de	 benzalkonium	 (Mercryl®,	

Pharmatex®)	et	bromure	de	cétrimonium	(excipient:	Agrippal®,	Influvac®)	(Hasdenteufel	F.,	2011).	

De	plus,	étant	donné	le	fait	que	les	anaphylaxies	aux	curares	sont	environ	6	fois	plus	fréquentes	

en	Norvège	qu’en	Suède,	et	que	la	pholcodine	est	accessible	sans	ordonnance	en	Norvège	mais	

pas	en	Suède,	la	pholcodine	est	soupçonnée	d’être	une	source	de	sensibilisation	croisée	chez	les	

patients	 ayant	 développé	 des	 réactions	 d'hypersensibilité	 aux	 curares	 (Florvaag	 et	 al.,	 2005,	

2006;	 Florvaag	E	 et	 Johansson	 SG,	 2009).	 La	pholcodine	 est	 un	 alcaloïde	morphinique	utilisée	

comme	antitusif.	En	2007,	la	pholcodine	a	été	retirée	du	marché	norvégien	par	son	fabricant.	Des	

études	sont	en	cours	pour	évaluer	l’effet	de	cette	décision	sur	la	prévalence	de	la	sensibilisation	

IgE,	 mais	 il	 semblerait	 bien	 qu’il	 y	 ait	 une	 diminution	 de	 cette	 prévalence	 ainsi	 que	 de	 la	

fréquence	des	anaphylaxies	aux	curares	(Johansson	et	al.,	2010)	(Figure	3).	

	

	

Chlorure	de	benzalkonium	

Bromure	de	cétrimonium	
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Figure	3:	Formules	chimiques	semi-développées	de	 la	pholcodine	et	du	suxaméthonium.	
Ces	molécules	sont	toutes	deux	dotées	de	deux	atomes	d’azote	(«	divalence	»)	(Hasdenteufel	F.,	2011).	

Des	 études	 de	 relation	 structure-activité	 ainsi	 que	 des	 études	 d’inhibition	 avec	 différents	

composés	 du	 groupe	 des	 sulfamides	 ont	 permis	 l’identification	 du	 groupement	 5-méthyl-3-

isoxazolyl	comme	site	de	 liaison	du	sulfaméthoxazole	aux	 IgE	des	patients	 (Harle	et	al.,	1988).	

Smal	 et	 coll.	 ont	 effectué	 des	 tests	 immunologiques	 sur	 les	 sérums	 de	 deux	 patients	 ayant	

présenté	 une	 anaphylaxie	 suite	 à	 l’administration	 de	 sulfaméthoxazole	 (Smal	 et	 al.,	 1988).	

Chaque	 patient	 a	 présenté	 un	 schéma	 de	 reconnaissance	 épitopique	 différent.	 Les	 auteurs	

concluent	 que	 l’implication	 de	 plusieurs	 épitopes	 antigéniques	 dans	 les	 réactions	

d’hypersensibilité	immédiate	au	sulfaméthoxazole	était	possible.	

5.2. Facteurs	liés	à	l’hôte:	

	

- L’âge	et	le	sexe		

L’âge	serait	un	des	facteurs	favorisant	les	réactions	allergiques	aux	médicaments,	du	fait	qu’il	a	

été	 rapporté	que	 les	 enfants	 et	 les	personnes	âgées	seraient	moins	souvent	concernés	que	 les	

adultes	 d’âge	 moyen.	 Ceci	 peut	 s’expliquer	 par	 l’immaturité	 ou	 l’involution	 de	 la	 réponse	

immunitaire	chez	les	enfants	ou	les	personnes	âgées.	 	Toutefois,	chez	l’enfant,	seul	le	quart	des	

réactions	attribuées	à	des	antibiotiques	résultent	d’une	authentique	réaction	d’hypersensibilité	

médicamenteuse.		

Les	nouveaux-nés	possèdent	des	quantités	 très	 faibles	d’Ac,	 à	 l'exception	des	 IgG	dont	 le	 taux	

élevé	s'explique	par	leur	origine	maternelle.	La	faible	production	des	Ac	synthétisés	par	le	fœtus	

et	le	nouveau-né	résulte	du	fait,	que,	chez	le	foetus,	les	stimulations	antigéniques	sont	minimes,	

voire	 nulles,	 dans	 les	 conditions	 physiologiques	 normales.	 Sous	 l'influence	 des	 stimulations	

antigéniques	exogènes,	le	taux	d’Ac	sérique	s'élève	pour	atteindre	80%,	du	taux	de	d’Ac	présent	

chez	les	adultes,	vers	l'âge	de	1	an.	Chez	les	sujets	âgés,	on	observe	une	réduction	des	capacités	

Pholcodine	 Suxaméthonium	
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de	réponse	immunitaire	vis-à-vis	des	Ag	exogènes.	Parmi	les	diverses	causes	susceptibles	d'être	

incriminées,	on	peut	retenir:	une	altération	des	propriétés	fonctionnelles	des	cellules	auxiliaires	

de	l'immunité	(diminution	de	la	captation	des	Ag,	diminution	de	l'expression	des	molécules	du	

CMH	 de	 classe	 II,	 réduction	 de	 la	 production	 d'interleukine-1	 	 	 (IL-1) et	 une	 altération	 des	
propriétés	fonctionnelles	des	lymphocytes	T	helper	(Th)/auxiliaires	(réduction	de	la	production	

d'interleukine-2	(IL-2)	et	d'IFN-γ.	

 

Une	 prédominance	 féminine	 a	 pu	 être	 mise	 en	 évidence	 lors	 de	 la	 survenue	 des	 réactions	

anaphylactiques	peranesthésiques,	 en	particulier	en	ce	qui	 concerne	 les	 réactions	à	un	curare,	

pour	lesquelles	un	sex-ratio	allant	de	2,7	à	8,1	a	pu	être	retrouvé	selon	les	études	(Laxenaire	MC,	

Mertes	 PM,	 2001;	 Mertes	 PM,	 Laxenaire	 MC,	 2002).	 Cette	 différence	 n’est	 pas	 liée	 à	 une	

différence	de	sex-ratio	des	patients	anesthésiés,	ni	à	une	exposition	plus	 importante	des	sujets	

de	sexe	féminin	aux	curares	(Clergue	F	et	al.,	1999).	L’existence	de	réactions	de	sensibilisation	

croisée	 avec	 des	 produits	 contenant	 des	 ammoniums	 quaternaires	 (cosmétiques,	 produits	

ménagers)	 a	 été	 évoquée,	 mais	 n’a	 pas	 été	 confirmée	 de	 façon	 formelle.	 Une	 prédominance	

féminine	 est	 également	 observée	 concernant	 la	 sensibilisation	 au	 latex	 (Laxenaire	MC,	Mertes	

PM,	2001).	Toutefois,	ces	différences	liées	au	sexe	ne	doivent	pas	conduire	à	la	réalisation,	avant	

une	anesthésie,	d’un	bilan	allergologique	systématique	chez	les	sujets	de	sexe	féminin.	

	

- Les	facteurs	génétiques	

	

La	variabilité	des	réponses	immunitaires	spécifiques	d'un	individu	à	un	autre,	d'une	race	à	une	

autre,	 et	 d'une	 espèce	 à	 une	 autre,	 dépend	 aussi	 de	 facteurs	 génétiques	 propres	 à	 chaque	

individu,	chaque	race,	ou	chaque	espèce.	Ceci	est	appuyé	par	le	fait	que	les	réactions	allergiques	

aux	 médicaments	 ne	 surviennent	 que	 chez	 un	 faible	 pourcentage	 de	 patients	 traités.	 Chaque	

individu	possède	des	informations	génétiques	qui	lui	sont	propres	lui	permettant	de	former	les	

métabolites	 réactifs,	 de	 produire	 des	 types	 spécifiques	 d’Ac,	 et	 d’élaborer	 divers	 médiateurs	

pharmacologiques	actifs.	Or,	la	probabilité	de	la	coexistence	de	tous	ces	facteurs	est	assez	faible	

et	 ceci	 expliquerait	 la	 faible	 incidence	 de	 réactions	 allergiques	 aux	 médicaments	 dans	 la	

population	 générale.	 Le	 risque	 de	 développer	 une	 allergie	 à	 un	 médicament	 peut	 varier	

fortement	selon	l'origine	ethnique	du	patient,	c’est	pourquoi	certains	facteurs	génétiques	comme	

le	système	HLA	font	l’objet	d’une	attention	particulière.		
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De	 nombreuses	 études	 récentes	 soulignent	 l’importance	 des	 facteurs	 génétiques,	 et	 en	

particulier	 des	 gènes	 codant	 pour	 les	 molécules	 HLA,	 dans	 la	 pathogenèse	 des	 allergies	

médicamenteuses.	 Des	 associations	 ont	 été	 établies	 entre	 l’allèle	 HLA-B*5701	 et	 les	 réactions	

allergiques	à	l’abacavir	(ABC)	encore	appelées	syndrome	d’hypersensibilité	à	l’abacavir,	entre	les	

allèles	 HLA-B*1502	 et	 HLA-B*3101	 et	 le	 SJS/TEN	 lié	 à	 la	 carbamazépine	 (CBZ)	 dans	 la	

population	chinoise	Han,	entre	l’allèle	HLA-B*5801	et	le	SJS/TEN	ainsi	que	le	DRESS	associés	à	

l’allopurinol,	et	récemment	entre	l’allèle	HLA-B*1301	et	le	DRESS	associé	à	la	dapsone	(Stamp	L	

et	 al.,	 2015).	 Plusieurs	 formes	 d’atteintes	 hépatiques	 induites	 par	 les	médicaments	 ou	 “Drug-

induced	liver	injury”	(DILI)	sont	associées	avec	l’expression	d’allèles	HLA	spécifiques,	comme	la	

présence	de	l’allèle	HLA-B*5701	chez	les	patients	traités	à	la	flucloxacilline	(un	antibiotique	de	la	

famille	des	BL).	La	combinaison	AX	et	CLV	(co-amoxiclav)	est	associé	avec	un	DILI	en	association	

avec	la	présence	des	allèles	HLA-DRB1*1501	et	HLA-DRB1*0701	(Katy	Saide	et	al.,	2014).		

Ces	associations	ouvrent	une	nouvelle	ère	dans	notre	compréhension	de	l’immunopathogenèse	

des	 syndromes	 d’hypersensibilité	 médicamenteuse	 mais	 également	 dans	 la	 prévention	 des	

réactions	 sévères	 entrant	 pleinement	 dans	 le	 cadre	 du	 grand	 domaine	 en	 plein	 essor	 de	 la	

médecine	 personnalisée.	 Des	 exemples	 tels	 que	 le	 dépistage	 pour	 l’allèle	 HLA-B*57:01	 afin	

d’éviter	une	réaction	d'hypersensibilité	à	l'abacavir	(Mallal	S	et	al.,	2008;	Phillips	E	et	al.,	2009),	

et	 pour	 l’allèle	HLA-B*15:02	 afin	 d’éviter	 le	 syndrome	de	 Stevens-Johnson	 (SJS)	 associé	 et	 les	

nécroses	 épidermiques	 toxiques	 (TEN)	 à	 la	 carbamazépine	 dans	 les	 populations	 asiatiques	

(Tableau	3;	Figure	4).	

Des	gènes	codant	pour	des	protéines	 impliquées	dans	 la	métabolisation	des	médicaments,	 tels	

que	 les	 gènes	 p450	 [cyp34a	 (Denisov	 IG	 et	 al.,	 2015)	 et	 cyp2c9	 (Ota	 T	 et	 al.,	 2015)],	 la	

myélopéroxidase	(Ogese	MO	et	al.,	2015)	et	le	gène	gclc	qui	code	pour	la	sous-unité	catalytique	

de	 la	 glutamate-cystéine	 ligase	 (Lu	 SC,	 2013),	 ont	 été	 associés	 à	 des	 effets	 indésirables	 des	

médicaments.	La	voie	Nrf2	ou	«nuclear	factor	erythroid	2»	pourrait	être	associée	au	DILI	chez	les	

patients	(Tang	W	et	al.,	2014).	
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Médicaments	 Allèle	HLA	 Manifestations	cliniques	 Populations	 Référence	

Aminopénicilline	 HLA-A2;	DRw52	 EMP	 Européenne	 Romano	A	et	al.,	1998	

Abacavir	 HLA-B*5701	 Syndrome	d’HS	à	l’Abacavir	 Australie	

Mallal	S	et	al.,	2002	

Martin	AL	et	al.,	2004	

Bharadwaj	M	et	al.,	2012	

Flucloxacilline	 HLA-B*5701	 DILI	 Européenne	 Daly	AK	et	al.,	2009	

Carbamazépine	
HLA-B*1502;		

HLA-A*3101	

SJS/TEN	

SJS/TEN	

SJS/TEN	

EMP	

EMP	

Chinoise	Han	

Japonaise	

Européenne	

Chinoise	Han	

Européenne	

Hung	SI	et	al.,	2006	

Ozeki	T	et	al.,	2011	

McCormack	M	et	al.,	2011	

Hung	SI	et	al.,	2006	

McCormack	M	et	al.,	2011	

Bharadwaj	M	et	al.,	2012	

Allopurinol	 HLA-B*5801	
SJS/TEN/DRESS	

SJS/TEN	

Chinoise	Han	

Européenne	

Lisa	K.	Stamp	et	al.,	2015	

Amstutz	U	et	al.,	2013	

Hung	SI	et	al.,	2005	

Bharadwaj	M	et	al.,	2012	

Co-amoxiclav	 HLA-DRB1*1501	 SJS	 Européenne	 Katy	Saide	et	al.,	2014	

Phenytoine	 HLA-B*1502	 SJS	 Asiatique	 Lonjou	C	et	al.,	2008;	Hu	FY	et	al.,	2011	

Dapsone	 HLA-B*1301	 DRESS	 	 Wang	H	et	al.,	2013	

	

Tableau	3:	les	associations	entre	HLA	et	allergies	liées	aux	médicaments.	DILI,	Drug-Induced	
Liver	Injury;	DRESS,	Drug	Rash	Eosinophilia	and	Systemic	Symptôms;	EMP,	Exanthème	maculopapuleux;	HS,	

Hypersensibilité;	SJS,	Syndrome	de	Stevens-Johnson;	TEN,	Toxic	Epidermal	Necrolysis.	
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Figure	 4:	 Historique	 de	 l’association	 entre	 les	 molécules	 HLA	 de	 classe	 I	 et	 II	 et	 les	

exemples	 clés	 de	 réactions	 d'hypersensibilité	 médicamenteuses.	 La	 première	 association	
établie	entre	une	hypersensibilité	médicamenteuse	et	un	allèle	HLA	a	été	montrée	avec	l’hypersensibilité	à	

l’abacavir	 et	 l’allèle	 HLA-B*57:01	 (Hetherington	 S	 et	 al.,	 2002;	 Mallal	 S	 et	 al.,	 2002).	 Depuis,	 plusieurs	

associations	ont	été	établies	entre	les	allèles	HLA	de	classe	I	et	les	réactions	médicamenteuses.	Les	premiers	

exemples	 de	 la	 carbamazépine	 et	 l’allèle	 HLA-B*15:02	 dans	 le	 SJS/TEN	 (syndrôme	 de	 Stevens-Johnson	 /	

nécrose	épidermique	 toxique)	 chez	 les	Asiatiques,	 ainsi	que	 l’allopurinol	et	 l’allèle	HLA-B*58:01	avec	des	

manifestations	cutanées	sévères	(Somkrua	R	et	al.,	2011;	Chung	WH	et	al.,	2005;	McCormack	M	et	al.,	2011).	

Une	 forte	 association	 a	 été	 établie	 dans	 le	 cas	 des	 atteintes	 hépatiques	 d’origine	médicamenteuse	 (DILI)	

chez	 les	Européens	du	Nord	entre	 l’amoxicilline-acide	clavulanique	et	 les	molécules	HLA	de	classe	 I	et	de	

classe	 II.	 Cependant,	 dans	d’autres	 cas	d’hypersensibilité	 à	 la	névirapine,	 les	phénotypes	d’hépatotoxicité	

semble	être	restreintes	principalement	à	des	molécules	HLA	de	classe	II	(Zhang	FR	et	al.,	2013;	McCormack	

M	et	al.,	2011;	Illing	PT	et	al.,	2012;	Ostrov	DA	et	al.,	2012)	(Revue	Pavlos	R	et	al.,	2015).		
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- la	 présence	 d’infections	 virales	 (exemple	:	 virus	 d’Epstein	 Barr	 (EBV),	 virus	 de	

l’immunodéficience	 humaine	 (VIH),	 cytomégalovirus	 (CMV),	 Herpèsvirus	 humain	

type	6	(HHV-6))	

	

Certaines	maladies	ou	 infections	 tels	que	 le	VIH,	 le	CMV,	 le	HHV-6	ou	 l’EBV	avec	une	présence	

concomitante	 d’une	 prophylaxie	 médicamenteuse	 peuvent	 contribuer	 à	 la	 manifestation	 de	

réactions	allergiques	(Simona	Kasinskaite	et	al.,	DMH	2014).	Des	hypothèses	suggèrent	que	les	

réactions	 d’hypersensibilité	 médicamenteuse	 associées	 à	 la	 présence	 d’une	 infection	 virale	

seraient	 dues	 à	 une	 stimulation	 des	 LT	 spécifiques	 d’un	 virus.	 Ces	 LT	 seraient	 capables	 de	

reconnaître	de	manière	croisée	des	médicaments	présentés	dans	un	contexte	HLA	dépendant.	En	

effet,	 des	 études	 ont	montré	 que	 les	 LT	 cytotoxiques	 spécifiques	 d’épitopes	 viraux	 prolifèrent	

chez	 les	patients	présentant	des	réactions	d'hypersensibilité	aux	médicaments	 (Picard	D	et	al.,	

2010),	 suggérant	 que	 les	 médicaments	 peuvent	 stimuler	 les	 cellules	 T	 préalablement	

sensibilisées	par	une	exposition	virale	via	une	réaction	croisée	et	un	mécanisme	de	mimétisme	

moléculaire.	 Le	médicament	 peut	 aussi	 stimuler	 directement	 ou	 indirectement	 la	 réactivation	

virale	 ainsi	 que	 l’expression	 des	 protéines	 virales,	 augmentant	 par	 la	 suite	 la	 présentation	

d’épitopes	viraux	et	l’expansion	de	LT	spécifiques	de	virus	a	l’origine	des	effets	indésirables.	

	

La	fréquence	des	éruptions	cutanées	retardées	(survenant	au	8ème	ou	10ème	jour	d’un	traitement	

avec	 l’ampicilline)	 est	 particulièrement	 élevée	 chez	 les	 patients	 atteints	 de	 mononucléose	

infectieuse	(infection	par	le	virus	d’EBV,	généralement	bénigne)	(Shiohara	T	et	Kano	Y,	2007).	De	

manière	 similaire,	 l’incidence	 de	 réactions	 d’hypersensibilité	 sévères	 au	 co-trimoxazole	 est	

significativement	plus	 faible	dans	 la	population	générale	que	 chez	 les	patients	 infectés	 avec	 le	

VIH	(Eliaszewicz	M	et	al.,	2002).	Les	patients	infectés	par	le	VIH	souffrent	plus	que	d’autres	de	

réactions	cutanées	aux	médicaments	(10	à	50	fois	plus	concernant	le	co-trimoxazole)	tels	que	le	

syndrome	de	Lyell	et	le	SJS	(1000	fois	plus	que	les	sujets	VIH	négatifs)	(Coopman	SA	et	al.,	1993).		

De	plus,	les	patients	atteints	de	SJS	et	infectés	par	le	VIH	présentent	une	réactivation	virale	(EBV	

et	 cytomégalovirus)	 suite	 à	 la	prise	de	médicaments	 (Smith	KJ	et	al.,	 1997).	Les	 conséquences	

cliniques	de	ces	intéractions	virus-médicament	varient	de	modérées	(éruptions	cutanées	dues	à	

l’ampicilline	et	associée	à	la	présence	de	l’EBV)	à	sévères	(DRESS	induit	par	la	carbamazépine	ou	

l’allopurinol	et	HHV6)	(Aihara	Y	et	al.,	2003;	Hyun	SL	et	al.,	DMH	2014;	Ahluwalia	J	et	al.,	2015).	
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6. L’évaluation	 du	 profil	 allergique	 des	 patients	(Evaluation	 clinique	 et	 diagnostic	 de	

l’allergie	médicamenteuse)		

	

Les	 investigations	 des	 allergies	 médicamenteuses,	 afin	 d’identifier	 l’agent	 responsable	 et	 le	

mécanisme	de	la	réaction,	sont	basées	sur	l’historique,	les	manifestations	cliniques	et	si	possible	

sur	des	tests	in	vivo	(réalisation	de	tests	cutanés)	ainsi	que	des	tests	biologiques	in	vitro	(dosage	

d’histamine,	 de	 tryptase	 et	 la	 recherche	 d’IgE	 spécifiques	 au	 moment	 de	 la	 réaction).	 Il	 est	

recommdandé	de	réaliser	le	bilan	d’une	allergie	médicamenteuse	au	plus	tôt	six	semaines	après	

la	 réaction	 et	 de	 façon	 optimale	 entre	 le	 3ème/6ème	 mois	 et	 la	 2ème	 année	 suivant	 la	 réaction	

(Ponvert	C,	2007).	

	

6.1. Evaluation	de	l’historique	clinique		

	

L’historique	clinique	est	la	première	étape	de	l’évaluation	du	profil	allergique	du	patient	qui	vise	

à	 caractériser	 le	 type	 de	 réaction	 initiale	 et	 à	 orienter	 le	 bilan	 complémentaire.	 A	 l’issu	 de	 ce	

questionnaire,	un	bilan	précis	est	établi	sur	la	symptômatologie	(si	compatible	avec	une	réaction	

d’hypersensibilité	médicamenteuse),	la	chronologie	des	symptômes	(exposition	antérieure,	délai	

entre	la	dernière	exposition	et	l’apparition	des	symptômes,	l’effet	suite	à	l’arrêt	du	traitement),	la	

prise	d’autres	médicaments	 (à	 la	 fois	au	moment	de	 la	 réaction	et	d’autres	médicaments	de	 la	

même	classe	pris	depuis),	et	 l’historique	médical	du	patient	(réaction	allergique	précédente,	si	

association	à	la	prise	de	médicaments,	etc.).	La	valeur	prédictive	de	l’interrogatoire	varie	de	17%	

à	 46%	 (Park	MA	 et	 Li	 JTC,	 2005)	 selon	 différentes	 études	 rendant	 quasiment	 obligatoires	 les	

explorations	allergologiques	en	milieu	spécialisé.	

	

6.2. Tests	in	vivo	

	

- Tests	cutanés	

	

Les	 tests	 cutanés	 (prick-tests,	 intradermoréactions	 (IDR)	 et	 patch-tests)	 sont	 le	 moyen	

disponible	le	plus	facile	permettant	de	confirmer	ou	d’exclure	une	sensibilisation.	Leur	fiabilité	

n’a	pas	été	pleinement	évaluée	pour	tous	les	médicaments.	Les	tests	cutanés	ne	peuvent	pas	être	

effectués	en	cas		de	certaines	prises	médicamenteuses	risquant	d’altérer	le	résultat	(Aberer	W	et	

al.,	2003)	ou	présentant	un	risque	pour	le	patient.	Le	choix	du	test	allergologique	repose	sur	le	
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type	de	réactions	suspectées.	Dans	le	cas	de	réactions	immédiates,	des	prick-tests	ansi	que	des	

intradermoréactions	 sont	 réalisées,	 avec	 une	 lecture	 immédiate.	 Si	 la	 réaction	 est	 de	 type	

retardé,	un	patch-test	et/ou	un	prick-test	et/ou	une	IDR	à	lecture	retardée	sont	réalisés.		

	

Les	prick-tests	sont	réalisés	en	placant	une	goutte	d’allergène	ou	de	solution	contrôle	sur	la	face	

interne	de	l’avant-bras.	La	pénétration	de	l’allergène	jusqu’au	derme	est	assurée	en	passant	une	

aiguille	 hypodermique	 à	 travers	 la	 goutte	 d’allergène	 sans	 faire	 saigner.	 L’aiguille	 est	 alors	

légèrement	 soulevée	 afin	 de	 créer	 une	 altération	 cutanée	minime	 en	 surface.	 Chaque	 test	 est	

éloigné	de	2	à	3	cm	minimum.	Pour	les	réactions	d’hypersensibilité	immédiate,	un	Prick	test	est	

recommandé	pour	le	dépistage	initial	en	raison	de	sa	simplicité,	sa	rapidité,	sa	haute	spécificité	

ainsi	 que	 son	 faible	 coût.	 Dans	 les	 cas	 de	 réactions	 allergiques	 immédiates,	 la	 lecture	 est	

effectuée	au	bout	de	15	à	20	minutes.	Alors	qu’une	 lecture	 retardée	à	48	heures	 est	 effectuée	

lorque	 les	 réactions	 allergiques	 sont	 de	 type	 retardées.	 Si	 le	 prick-test	 est	 négatif	 en	 lecture	

immédiate,	des	IDR	sont	pratiquées.	

Les	IDR	consistent	à	injecter	un	faible	volume	de	solution	d’allergène	par	voie	intradermique	sur	

le	dos	du	patient	ou	au	niveau	de	la	face	antéro-interne	des	avant-bras	ou	des	bras.	 	La	lecture	

immédiate	 des	 IDR	 est	 réalisée	 après	 15	 à	 20	 minutes.	 Dans	 le	 cas	 des	 réactions	

d’hypersensibilité	retardée,	les	IDR	sont	lues	après	48	à	96	heures.	Le	test	est	considéré	positif	si	

apparition	d’une	papule	de	plus	de	3	mm	associée	 à	un	 érythème.	Comparées	 aux	prick-tests,	

leur	 sensibilité	 est	 meilleure,	 et	 permettent	 de	 détecter	 aussi	 bien	 les	 réactions	 liées	 à	 une	

hypersensibilité	 immédiate	que	des	hypersensibilités	 retardées.	Cependant,	 le	 risque	d’obtenir	

des	 réactions	 irritantes	 (faussement	 positives)	 ou	 systémiques	 (urticaire,	 anaphylaxie)	 est	

également	plus	important.		

	

Les	 patch-tests	 permettent	 d’explorer	 les	 réactions	 liées	 à	 des	 hypersensibilité	 retardées,	 en	

particulier	les	exanthèmes	maculo-papuleux,	l’érythème	pigmenté	fixe,	le	DRESS,	les	syndromes	

de	 Lyell	 et	 le	 SJS	 (Barbaud	 A	 et	 al.,	 2013),	 la	 pustulose	 exanthémateuse	 aiguë	 généralisée	

(Romano	A	et	al.,	2004).	L’allergène	est	appliqué	sur	le	dos	du	patient	(par	exemple	à	l’aide	de	

chambres	 de	 Finn)	 pendant	 1	 à	 2	 jours.	 La	 peau	 ne	 doit	 pas	 être	 lésée,	 traitée	 ou	 nettoyée	 à	

l’emplacement	où	le	test	doit	être	réalisé.	La	lecture	s’effectue	à	plusieurs	temps	après	24,	48,	72	

et	 quelquefois	 96	 heures.	 Le	 test	 est	 considéré	 positif	 en	 cas	 d’apparition	 d’érythème,	 d’un	

œdème,	d’un	prurit	et/ou	de	lésions	vésiculeuses	(Barbaud	A	et	al.,	2001;	Fischer	T.	et	Maibach	
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HI,	 1986;	 Brockow	 et	 al.,	 2002).	 Généralement,	 les	 patchs-test	 sont	 moins	 sensibles	 que	 les	

intradermo-réactions	mais	plus	spécifiques	(Romano	A	et	al.,	2004;	Torres	MJ	et	al.,	2004).	

Selon	les	résultats	des	tests	cutanés,	le	bilan	allergologique	sera	complété	ou	non	par	un	Test	de	

provocation	orale	(TPO).	

- Tests	de	provocation	

	

C’est	le	test	standard	avec	la	meilleure	sensibilité	permettant	d’exclure	ou	d’établir	un	diagnostic	

d’une	 réaction	 d’hypersensibilité	médicamenteuse	 et	 d’identifier	 le	médicament	 à	 l’origine	 de	

cette	réaction.	Cependant,	ces	tests	sont	longs	à	réaliser	et	ne	doivent	être	effectués	que	dans	des	

milieux	 spécialisés	 avec	 les	 conditions	 de	 surveillance	 les	 plus	 rigoureuses,	 un	 personnel	

expérimenté	et	des	 techniques	de	 réanimation	 immédiatement	disponibles.	De	plus,	 ce	 test	ne	

doit	être	réalisé	que	si	les	explorations	préalables	ainsi	que	les	tests	in	vitro	évoqués	ci-dessous	

sont	 négatifs.	 Ces	 tests	 sont	 utiles	 dans	 le	 cas	 des	 AINS,	 les	 anesthésiques	 locaux,	 les	

antibiotiques	autres	que	les	antibiotiques	de	la	famille	des	BL	(Torres	J	et	al.,	2001;	Bousquet	PJ	

et	 al.,	 2007).	 Il	 doivent	 être	 effectués	 à	 un	 intervalle	 d’au	 moins	 1	 mois	 après	 l’accident	 en	

utilisant	si	possible	la	même	substance	médicamenteuse	responsable	de	la	réaction	initiale	et	la	

même	voie	 d’administration	que	 lors	 de	 la	 prise	 inaugurale.	 Les	 tests	 de	provocation	peuvent	

donc	 être	 bronchique,	 nasal	 (TPN)	 ou	 oral	 (TPO).	 Tous	 les	 tests	 de	 provocation	 avec	 les	

allergènes	 sont	 basés	 sur	 le	 même	 principe:	 les	 mastocytes	 présents	 dans	 les	 différentes	

membranes	 muqueuses	 peuvent	 être	 stimulés	 par	 l’allergène	 spécifique	 et	 libèrent	 leurs	

médiateurs	en	provoquant	une	symptômatologie	nasale,	bronchique	ou	orale.		

	

6.3. Tests	in	vitro	

	

- Le	dosage	des	IgE		

	

Le	 dosage	 des	 IgE	 n’explore	 qu’une	 partie	 de	 l’allergie	 en	 ne	 s’adressant	 qu’aux	 réactions	

immédiates	médiées	par	les	IgE	en	mesurant	les	IgE	spécifiques	des	allergènes	dans	le	sérum	des	

patients.	 En	 raison	 de	 leur	 faible	 concentration	 sérique,	 les	 IgE	 sont	 mesurées	 à	 l’aide	 de	

méthodes	immunologiques	ou	immuno-enzymatiques.	L’avantage	de	ces	tests	 in	vitro	est	qu’ils	

ne	présentent	aucun	risque	pour	le	patient.	Cependant,	à	comparer	avec	les	tests	cutanés,	ils	sont	

parfois	moins	sensibles	et	souvent	plus	chers	(Torres	MJ	et	al.,	2003;	Ponvert	C,	2007).	Pour	le	
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dosage	 des	 IgE	 spécifiques,	 les	 tests	 nécessitent	 la	 fixation	 préalable	 de	 l'allergène	 sur	 un	

support	 solide,	puis	 l'incubation	avec	 le	 sérum	à	étudier,	 et	 enfin,	 la	 révélation	de	 l'éventuelle	

fixation	des	IgE	sur	la	phase	solide	par	un	Ac	anti-IgE	marqué.	L'Ac	anti-IgE	est	marqué	à	l'iode	

125	pour	les	techniques	radio-immunologiques,	à	la	β-galactosidase,	à	la	peroxydase	ou	avec	la	

phosphatase	 alcaline	 pour	 les	 techniques	 immuno-enzymatiques.	 La	 technique	 CAP	 system®	

(Pharmacia)	est	actuellement	la	méthode	de	dosage	de	référence.	Cependant,	la	détection	d’IgE	

anti-allergène	ne	suffit	pas	à	conclure	sur	le	diagnostic	d’allergie.	Elle	permet	de	préciser	que	le	

mécanisme	 de	 la	 réaction	 allergique	 est	 dépendant	 des	 IgE	 (surtout	 si	 des	 tests	 cutanés	 au	

médicament	 sont	 également	 positifs),	 et	 d’explorer	 les	 réactivités	 croisées	 entre	 plusieurs	

médicaments,	par	inhibition	quantitative.	En	revanche,	l’absence	d’IgE	spécifiques	circulantes	ne	

permet	 pas	 d’éliminer	 le	 risque.	 Par	 ailleurs,	 ces	 types	 de	 dosages	 ne	 sont	 disponibles	 en	

pratique	 clinique	 que	 pour	 certains	 médicaments	 allergisants	 (pénicillines,	 curares,	

chymopapaïne,	thiopenthal,	insuline,	protamine).	

	

- Les	tests	cellulaires		

	

Le	 test	 d’activation	 leucocytaire	 (basophiles	 notamment)	 recherche	 la	 présence	 de	 basophiles	

sensibilisés	avec	des	IgE	spécifiques	du	médicament.	Leur	activation	est	mise	en	évidence	suite	à	

l’incubation	des	basophiles	en	présence	du	médicament,	et	révélée	par	des	méthodes	optiques,	

biologiques	 et	 immunocytologiques.	 Les	 méthodes	 optiques	 consistent	 en	 un	 test	 de	

dégranulation	 des	 basophiles.	 Cependant,	 compte	 tenu	 du	 faible	 nombre	 de	 basophiles	

circulants,	ces	tests	ne	sont	pas	fiables	et	ont	donc	été	abandonnés.	Ils	ont	été	remplacés	par	les	

tests	 immunocytologiques	 telle	 que	 l’étude	 de	 l’expression	 de	 marqueurs	 d’activation	 à	 la	

surface	des	basophiles	(expression	du	CD63	ou	surexpression	du	CD203c)	(Sanz	ML	et	al.,	2002).	

Les	 tests	 biologiques	 regroupent	 le	 dosage	 des	 médiateurs	 libérés	 tels	 que	 l’histamine	 et	 les	

leucotriènes,	comme	marqueurs	d’activation.	

		

Le	test	de	transformation	lymphocytaire	(LTT)	est	un	test	d’activation	des	LT	qui	mesure	in	vitro	

la	prolifération	des	cellules	T	en	réponse	à	un	Ag	spécifique.	La	prolifération	de	ces	cellules	est	

mesurée	 après	 incubation	 avec	 la	molécule	 à	 tester,	 et	 comparée	 à	 la	 prolifération	 spontanée	

(sans	allergène)	(Pichler	WJ	et	Tilch	J,	2004).	
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- Les	dosages	biochimiques	

En	cas	d’anaphylaxie,	 les	dosages	sériques	de	 l’histamine	et/ou	de	 la	 tryptase	sérique	peuvent	

confirmer	 la	 dégranulation	 des	 basophiles	 et	 mastocytes,	 quelle	 qu’en	 soit	 la	 cause.	 Dans	 les	

heures	 qui	 suivent	 l’accident	 allergique,	 le	 dosage	 de	 la	 tryptase	 sérique	 est	 recommandé:	 il	

apporte	une	aide	précieuse	au	diagnostic	différentiel	d’un	choc.	Son	augmentation	est	corrélée	à	

la	gravité	de	l’accident.	Le	pic	sérique	est	atteint	1	à	2	heures	après	l’accident	anaphylactique	et	

diminue	progressivement	dans	 les	10	heures	suivantes.	Dans	 les	chocs	sévères,	elle	est	encore	

élevée	24	heures	plus	 tard,	autorisant	un	prélèvement	différé	après	 le	 traitement	de	 l’urgence	

allergique.	Le	dosage	de	l’histamine	est	possible	mais	la	courte	durée	de	vie	de	l’histamine	(pic	

de	2	à	5	minutes	et	décroissance	en	1	heure),	les	difficultés	du	prélèvement	sanguin	pour	éviter	

l’histaminolibération	 non	 spécifique	 des	 basophiles	 rendent	 l’interprétation	 des	 résultats	 plus	

délicate.		
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Chapitre	2	:	Les	acteurs	et	les	mécanismes	de	la	réponse	immunitaire	

allergique	médicamenteuse	

1. La	réponse	immunitaire	adaptative	

	

1.1. Les	acteurs	de	la	réponse	immunitaire	adaptative	
	

1.1.1. Les	cellules	présentatrices	d’antigènes	professionnelles	humaines	
	

1.1.1.1. Les	cellules	dendritiques	
	

Les	 DC	 sont	 distribuées	 dans	 tout	 l’organisme	 et	 en	 particulier	 dans	 les	 tissus	 périphériques,	

communiquant	 directement	 avec	 le	 milieu	 extérieur,	 et	 les	 organes	 lymphoïdes.	 Elles	 ont	 été	

décrites	 pour	 la	 première	 fois	 en	1868	par	Paul	 Langerhans	 et	 ont	 été	 nommées	 «	cellules	 de	

Langerhans	»	 (LC)	 et	 ce	 n’est	 qu’en	 1973	 que	Ralph	 Steinman	 et	 Zanvil	 Cohn	 ont	 identifié	 les	

fonctions	de	ces	cellules	dans	 les	organes	 lymphoïdes	périphériques	de	souris	et	 les	nomment	

«	cellules	 dendritiques	».	 Les	 DC	 répondent	 à	 trois	 critères:	 ce	 sont	 des	 APC	 exprimant	

constitutivement	 des	molécules	 du	 Complexe	Majeur	 d’Histocompatibilité	 (CMH)	 de	 classe	 II,	

elles	sont	capables	de	stimuler	les	LT	naïfs	et	elles	présentent	une	morphologie	dendritique	une	

fois	activées	(Steinmann,	1991).	Les	DC	sont	présentes	dans	le	sang,	la	lymphe,	le	thymus	et	les	

organes	 lymphoïdes	 secondaires	 mais	 également	 et	 surtout	 dans	 des	 tissus	 non	 lymphoïdes	

comme	la	peau,	les	poumons	et	l’intestin.	Cependant,	leur	faible	fréquence	dans	l’organisme	(1	à	

2%	 des	 leucocytes)	 et	 le	 manque	 de	 marqueurs	 spécifiques	 ont	 rendu	 difficile	 leur	

caractérisation	 (Hart,	 1997;	 Sato	 et	 Fujita,	 2007).	 Néanmoins,	 l’émergence	 de	 techniques	 de	

différenciation	et	de	culture	ex	vivo	et	l’apparition	d’Ac	monoclonaux	spécifiques	ont	permis	de	

mieux	les	étudier	ces	dernières	années	(Banchereau	et	al.,	2000).	Suite	à	leur	rencontre	avec	un	

Ag,	elles	vont	migrer	à	travers	la	lymphe	vers	les	organes	lymphoïdes	au	niveau	de	la	zone	des	

cellules	T	et	présentent	l’Ag	aux	LT.	Ceci	définit	le	concept	de	la	DC	comme	sentinelle	du	système	

immunitaire,	 avec	 un	 rôle	 de	 surveillance	des	 tissus	 et	 d’information	du	 système	 immunitaire	

adaptatif	d’une	éventuelle	agression	en	périphérie	(Figure	5).		
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Figure	5:	 La	 reconnaissance	 et	 la	 capture	 de	 l’antigène	 (figure	 modifiée	 à	 partir	 de	 Abbas,	
Lichtman	et	Pillai.	Cellular	and	Molecular	Immunology.	7ème	édition).	

Les	DC	proviennent	d’un	progéniteur	commun	des	cellules	souches	hématopoïétiques	issus	de	la	

mœlle	osseuse	et	sont	présentes	à	l’interface	entre	l’immunité	innée	et	l’immunité	adaptative.	En	

plus	de	 leur	rôle	dans	l’initiation	de	la	réponse	immunitaire,	 les	DC	sont	également	 impliquées	

dans	 la	mise	 en	 place	 de	 la	 tolérance	 en	 induisant	 l’activation	 des	 lymphocytes	 T	 régulateurs	

(Treg)	qui	se	caractérisent	par	leur	capacité	à	contrôler	la	prolifération	des	LT	effecteurs.	Les	DC	

peuvent	sécréter	un	large	panel	de	chimiokines	qui	attirent	divers	types	de	cellules	à	différents	

moments	 de	 la	 réponse	 immunitaire	 (Piqueras	 B	 et	 al.,	 2006).	 Elles	 expriment	 également	 un	

ensemble	 unique	 de	 molécules	 de	 co-stimulation,	 qui	 permettent	 l'activation	 des	 cellules	 T	

naïves,	le	déclenchement	de	la	réponse	immunitaire	primaire	et	la	polarisation	de	ces	cellules	en	

Th1,	Th2,	Treg,	Th9	ou	Th17	(Jinfang	Zhu	et	William	E	Paul,	2010;	Cosmi	L	et	al.,	2014).	
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a- Classification	des	cellules	dendritiques	humaines	
	

Les	DC	constituent	une	population	cellulaire	hétérogène,	 tant	par	 leurs	 origines	que	par	 leurs	

fonctions	(Banchereau	et	al.,	2000)	(Figure	6).		

Issues	des	cellules	souches	hématopoïétiques	 CD34+	produites	au	niveau	de	 la	moelle	osseuse	

(Katz	 et	 al.,	 1979;	 Rossi	 et	 Young,	 2005),	 le	 progéniteur	 myéloïde	 commun	 (CMP)	 et	 le	

progéniteur	 lymphoïde	 commun	 (CLP)	 (Doulatov	 S	 et	 al.,	 2010)	 donnent	 respectivement	 les	

lignées	 cellulaires	 myéloïdes	 (monocytes,	 granulocytes	 et	 mégacaryocytes)	 et	 lymphoïdes	

(lymphocytes,	 cellules	 NK).	 Une	 hypothèse	 avance	 l’existence	 d’un	 progéniteur	 commun	 aux	

cellules	 dendritiques	 myéloïdes	 ou	 conventionnelles	 (mDC)	 et	 plasmacytoides	 (pDC):	 le	

progéniteur	DC	commun	(CDP).		

Les	cellules	dendritiques	du	sang	

Les	DC	du	 sang	 sont	bien	 caractérisées	 chez	 l’homme,	 et	 consistent	 en	des	précurseurs	de	DC	

tissulaires	ou	de	DC	qui	vont	migrer	dans	les	ganglions	lymphatiques.	Le	sang	contient	donc	des	

pDC,	des	mDC	CD1c+	et	des	mDC	CD141+,	sous	forme	immature	alors	qu’elles	peuvent	être	sous	

forme	mature	dans	les	tissus	et	 les	ganglions	lymphatiques	(Dzionek	A	et	al.,	2000;	MacDonald	

KP	et	al.,	2002).	Notons	que	des	monocytes	classiques	CD14+	et	non	classiques	CD16+	peuvent	

être	aussi	retrouvés	dans	le	sang.	

- Les	cellules	dendritiques	myéloïdes	humaines	dites	«	conventionnelles	»	

Les	mDC	correspondent	à	toutes	 les	cellules	dendritiques	autres	que	 les	pDC.	Elles	 forment	un	

sous-ensemble	 de	 cellules	 hématopoïétiques	 qui	 peuplent	 la	 plupart	 des	 tissus	 lymphoïdes	 et	

non	 lymphoïdes.	 Elles	 possèdent	 une	 forte	 capacité	 à	 détecter	 les	 atteintes	 ou	 les	 aggressions	

tissulaires,	 à	 capturer	 les	 Ag	 environnementaux	 et	 associés	 aux	 cellules	 et	 à	 internaliser	 et	

présenter	 les	Ag	aux	LT.	A	 travers	 ces	processus,	 les	mDC	 induisent	une	 réponse	 immunitaire	

contre	tout	Ag	étranger	qui	pénètre	dans	les	tissus	mais	renforce	aussi	la	tolérance	aux	Ag	du	soi.	

Leur	unique	potentiel	à	réaliser	ces	fonctions	est	assuré	grâce	à:	

- leur	 localisation	 au	 niveau	 des	 tissus	 non	 lymphoïdes	 et	 de	 la	 rate	 où	 elles	 reçoivent	

continuellement	des	Ag	provenant	des	tissus	et	du	compartiment	sanguin.	

- Leur	machinerie	d’internalisation,	d’apprêtement	et	de	présentation	des	Ag	(Villadangos	
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JA,	Schnorrer	P,	2007;	Segura	E,	Villadangos	JA,	2009;	Joffre	OP	et	al.,	2012)	

- Leur	 capacité	 à	 migrer	 chargées	 d’Ag	 dans	 la	 zone	 T	 des	 ganglions	 drainant	 le	 point	

d’entrée	de	l’Ag	(Forster	R	et	al.,	2012)	

- Leur	capacité	à	stimuler	des	LT	naïfs.	

La	 définition	 phénotypique	 des	 mDC	 est	 l’expression	 constitutive	 de	 marqueurs	

hématopoïétiques	tels	que	CD11c,	CD13,	CD33	et	CD11b	(Collin	M	et	al.,	2013).		

Les	mDC	représentent	1	à	5%	des	cellules	tissulaires	en	fonction	des	organes	et	sont	réparties	en	

deux	 sous-populations	 principales:	 les	DC	 CD1c+	 et	 les	DC	 XCR1+	 CD141+	 (BDCA-3	 ou	 «	blood	

dendritic	cell	antigen	»).		

- Les	cellules	dendritiques	plasmacytoïdes		

Les	 pDC	 (0,4%	 des	 PBMC)	 représentent	 un	 sous-ensemble	 de	 DC	 qui	 partagent	 une	 même	

origine	 avec	 les	 mDC,	 mais	 un	 cycle	 de	 vie	 différent.	 Elles	 sont	 CD123+	 CD303+	 CD304+.	

Contrairement	aux	mDC,	à	 l’état	basal,	elles	possèdent	une	faible	capacité	d’endocytose	de	 l’Ag	

ainsi	qu’une	faible	expression	des	cathépsines	S	et	D	(enzymes	lysosomales	impliquées	dans	le	

processus	 de	 production	 des	 peptides	 antigéniques).	 Elles	 expriment	 aussi	 un	 large	 panel	 de	

«	patern	 recognition	 receptors	»	 (PRR)	 dont	 les	 «	Toll-like	 receptors	»	 (TLR)	 7	 et	 9.	 Ceci	 leur	

confère	 un	 rôle	 majeur	 dans	 la	 réponse	 anti-virale	 et	 entraîne	 l’activation	 de	 la	 fonction	

cytolytique	 des	 cellules	 natural	 killer	 (NK)	 ainsi	 que	 d’autres	 cellules	 impliquées	 dans	 les	

réponses	antivirales	comme	les	LT	CD8+	(Guillerey	C	et	al.,	2012;	Mouriès	 J	et	al.,	2008).	Après	

stimulation	par	des	Ag	viraux	(ARN	ou	ADN	viraux	se	liant	aux	TLR7	et	TLR9),	les	pDC	sécrètent	

une	forte	quantité	d’IFN	de	type	I	(IFN-α,	β,	ω,	λ)	permettant	d’inhiber	la	réplication	virale	dans	

les	 cellules	 épithéliales	 et	 d’activer	 la	 fonction	 cytolytique	 des	 NK	 ainsi	 que	 d’autres	 cellules	

impliquées	dans	les	réponses	antivirales	comme	les	LB,	les	LT	ou	les	DC	myéloïdes.		

Cellules	dendritiques	tissulaires	et	migratoires	

- Cellules	 dendritiques	 inflammatoires	 et	 les	 cellules	 dendritiques	 dérivées	 des	

monocytes	

Les	 DC	 CD14+	 peuvent	 se	 différencier	 à	 partir	 de	 monocytes	 sainguins	 classiques	 CD14+	 en	

présence	 de	 GM-CSF	 et	 d’IL-4	 (Romani	 N	 et	 al.,	 1994)	 in	 vitro,	 et	 in	 vivo	 en	 présence	 d’une	
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inflammation	 (Achachi	 A	 et	 al.,	 2015).	 Les	 DC	 CD14+	 sont	 retrouvées	 dans	 les	 tissus	 et	 les	

ganglions	 lymphatiques	 et	 représentent	 une	 troisième	 sous-population	 de	 mDC	 CD11c+	

initialement	 décrites	 comme	 des	 DC	 interstitelles.	 Les	 DC	 CD14+	 dérivées	 de	 monocytes	

possèdent	une	capacité	à	stimuler	les	LT	naïfs	CD4+,	à	effectuer	une	présentation	croisée	aux	LT	

CD8+	et	à	produire	des	cytokines	telles	que	l’IL-1,	l’IL-6,	le	TNF-α,	l’IL-12	et	l’IL-23	(Ebner	S	et	al.,	

2001).	Les	DC	inflammatoires	se	distinguent	par	l’expression	de	CD1c,	CD1a,	CD206,	FcRI,	SIRPα	

mais	n’expriment	pas	de	CD16	et	CD209.	In	vitro,	ces	cellules	synthétisent	de	l’IL-1β,	du	TNF-α,	

de	l’IL-6	et	de	l’IL-23	et	stimulent	des	réponses	de	type	Th17.	Les	DC	dérivées	des	monocytes	et	

les	 DC	 inflammatoires	 expriment	 le	 facteur	 de	 transcription	 zbtb46,	 en	 commun	 avec	 les	 DC	

CD1+c	(Meredith	MM	et	al.,	2012;	Satpathy	AT	et	al.,	2012).	

- Cellules	de	Langerhans	

Les	cellules	de	Langerhans	(LC)	sont	présentes	dans	l’épiderme,	représentent	2	à	4%	des	cellules	

épidermiques	 et	 leur	 densité	 varie	 entre	 300	 et	 900/mm2.	 Elles	 expriment	 fortement	 des	

molécules	 spécifiques	 telles	 que	 la	 Langérine	 (CD207),	 une	 lectine	 de	 type	 C	 qui	 joue	 un	 rôle	

dans	la	présentation	des	Ag	glycopeptidiques	et	le	CD1a	qui	est	une	molécule	du	CMH	de	classe	I	

non	 polymorphe.	 L’expression	 constitutive	 des	 molécules	 du	 CMH	 de	 classe	 II	 permet	 de	

différencier	 les	 cellules	 de	 Langerhans	 des	 autres	 cellules	 épidermiques.	 Ce	 sont,	 en	 effet,	 les	

seules	cellules	de	la	peau	normales	à	exprimer	les	molécules	du	CMH	de	classe	II.		

Elles	 sont	 caractérisées	 par	 la	 présence	 d’organelles	 intracellulaires	 appelées	 granules	 de	

Birbeck	visibles	par	microscopie	électronique.	Après	capture	de	l’Ag,	les	LC	sont	capables	de	se	

différencier	 en	 des	 DC	 migratoires	 afin	 de	 présenter	 l’Ag	 aux	 LT	 aux	 niveaux	 des	 organes	

lymphoïdes	 secondaires	 (Collin	 M	 et	 al.,	 2013)	 ou	 de	 donner	 des	 DC	 à	 un	 fort	 potentiel	 de	

présentation	 croisée.	 Notons	 que	 les	 LC	 peuvent	 aussi	 être	 impliquées	 dans	 la	 tolérance	

immunologique	(Van	Rhijn	I	et	al.,	2013).	Les	LC	migratoires	sont	CD1a+++	CD11clow	CD207+	et	

sont	retrouvées	au	niveau	du	paracortex	du	ganglion	lymphatique	et	de	la	peau	(Geissmann	F	et	

al.,	2002).		

- Cellules	dendritiques	myéloides	CD1c+			

Les	mDC	CD1c+	constituent	la	principale	population	de	mDC	humaines	du	sang,	des	tissus	et	des	

organes	 lymphoïdes.	 Ces	 cellules	 sont	 caractérisées	 par	 l’expression	 de	 CD11b,	 CD11c,	 CD13,	

CD33,	CD172	et	CD45RO	(Cella	M	et	al.,	1999).	Les	DC	CD1c+	dermales	expriment	le	CD1a	mais	
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cette	expression	est	plus	faible	que	celle	des	LC	(Zaba	LC	et	al.,	2007;	Haniffa	M	et	al.,	2009).	Les	

DC	CD1c+	 tissulaires	 sont	plus	activées	que	 leurs	homologues	 sanguins	et	présentent	une	plus	

forte	 expression	 de	 CD80,	 CD83,	 CD86	 et	 CD40.	 Ces	 cellules	 ont	 perdu	 l’expression	 des	

récepteurs	de	«	homing	»	 tel	que	CLA	et	CD62L	mais	surexpriment	CCR7	(Zaba	LC	et	al.,	2007;	

Angel	CE		et	al.,	2006;		McLellan	AD	et	al.,	1998).	

Les	DC	 CD1c+	 sont	 dotés	 d’un	 large	 panel	 de	 PRR	 ou	 «	pattern	 recognition	 receptors	 (voir	 ci-

dessous)	 tel	 que	 les	 récepteurs	 des	 lectines	 et	 les	 récepteurs	 Toll-like	 afin	 de	 pouvoir	

internaliser,	 transporter	 et	 présenter	 l’Ag	:	 via	 les	 TLR	 ou	 «	Toll-Like	 Receptors	»	 1	 à	 8,	 elles	

répondent	aux	lipopolysaccharide,	flagelline,	poly(IC)	et	R848	(van	der	Aar	AM	et	al.,	2007).	De	

plus,	 les	 molécules	 CD1c	 et	 CD1a	 sont	 capables	 de	 présenter	 des	 Ag	 glycolipidiques	 de	

mycobactéries	(Lundberg	K	et	al.,	2013;	Harman	AM	et	al.,	2013).	

Les	DC	CD1c+	activent	les	LT	CD4+	naïfs	mais	ont	une	plus	faible	capacité	de	présentation	croisée	

aux	LT	CD8+	que	les	DC	CD141+	(Haniffa	M	et	al.,	2012;	Crozat	K	et	al.,	2010).	Elles	sécrètent	du	

TNF-α,	 de	 l’IL-8	 et	 de	 l’IL-10	 lorsqu’elles	 sont	 stimulées	 et	 produisent	 de	 l’IL-12	 suite	 à	 une	

fixation	du	R848	sur	les	récepteurs	TLR	7/8	(Mittag	D	et	al.,	2011).		

- Cellules	dendritiques	XCR1+	CD141+	(cDC1)	

Les	 DC	 CD141+	 sont	 difficiles	 à	 identifier	 dans	 les	 tissus	 du	 à	 leur	 faible	 fréquence	 et	 à	

l’expression	de	CD141	sur	d’autres	cellules	(Jongbloed	SL	et	al.,	2010).	CD141	est	exprimé	sur	les	

DC	migratoires	CD14+,	les	DC	CD1c+	et	les	monocytes	cultivés	en	présence	de	vitamine	D	(Chu	CC	

et	 al.,	 2012).	 Cependant,	 les	 DC	 CD141+	 se	 distinguent	 des	 DC	 CD1c+	 par	 une	 plus	 faible	

expression	de	CD11b	et	CD11c	(Haniffa	M	et	al.,	2012;	Poulin	LF	et	al.,	2012).	Les	mDC	CD141+	

ont	une	forte	capacité	à	internaliser	des	cellules	mortes	ou	nécrosées	via	CLEC9A	(Bachem	A	et	

al.,	 2010;	 Sancho	 D	 et	 al.,	 2009),	 détectent	 les	 acides	 nucléiques	 viraux	 via	 TLR3	 et	 TLR8	 et	

effectuent	la	présentation	croisée	des	Ag	aux	LT	CD8+	in	vitro	(Haniffa	M	et	al.,	2012;	Poulin	LF	et	

al.,	2010;	Jongbloed	SL	et	al.,	2010;	Bachem	A	et	al.,	2010).		
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Figure	6:	 La	 distribution	 des	 sous-populations	 majeures	 des	 cellules	 dendritiques	

humaines	 dans	 le	 sang,	 le	 tissu	 épithélial	 et	 les	 ganglions	 lymphatiques.	 Les	 flèches	 en	
pointillé	indiquent	les	relations	nécessitant	une	confirmation	chez	l’homme.	Les	DC	humaines	sont	générées	

à	 partir	 des	 GPM	 («	granulocyte-macrophage	 progenitors	»)	 ou	 des	MLP	 («multi-lymphoid	 progenitors	»)	

qui	 proviennent	 tous	 les	 deux	 des	 cellules	 souches	 hématopoiétiques	 (HSC).	 Les	 monocytes	 classiques	

CD14+,	les	DC	myéloides	(mDC)	et	les	DC	plasmocytoïdes	(pDC)	sont	des	précurseurs	de	DC	tissulaires.	Les	

monocytes	non	classiques	CD16+	sont	décrits	comme	provenant	de	la	conversion	de	monocytes	classiques	

chez	 la	 souris.	Les	DC	 inflammatoires	et	 les	DC	CD14+	ont	des	profils	 transcriptionnels	 suggérant	qu’elles	

proviennent	des	monocytes	classiques;	de	la	même	manière,	les	DC	CD1c+	et	les	DC	CD141high	sont	reliées	à	

leur	progéniteurs	sanguins	mDC	CD1+	et	mDC	XCR1+	CD141+.	Les	DC	CD141+	et	 les	cellules	CD1c+	CD207+/-	

sont	 issus	 des	 LC	 migrant	 des	 tissus	 vers	 les	 ganglions	 lymphatiques.	 Les	 DC	 CD14+	 et	 les	 pDC	 sont	

également	 présentes	 dans	 les	 ganglions	 lymphatiques	 mais	 découlent	 directement	 d’intermédiaires	

sanguins	et	non	pas	par	la	migration	à	travers	de	tissus	(figure	modifiée	à	partir	de	Collin	M	et	al.,	2013)	

b- Reconnaissance	des	signaux	de	danger	et	activation	des	cellules	dendritiques	
	

Selon	 la	 théorie	 évoquée	 par	 Polly	 Matzinger	 (1992),	 les	 DC	 ont	 besoin	 non	 seulement	 de	 la	

présence	 d’un	pathogène	 ou	d’un	Ag	du	 «	non-soi	»	mais	 surtout	 de	 recevoir	 des	 «	signaux	de	
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danger	»	 exogènes	 ou	 endogènes	 afin	 d’être	 complètement	 matures	 et	 de	 pouvoir	 activer	 de	

manière	efficace	les	LT.	Ces	signaux	de	danger	sont	des	structures	moléculaires	présentées	sur	

les	 pathogènes	 ou	 des	molécules	 produites	 par	 les	 cellules	 épithéliales	 environnantes	 suite	 à	

l’intrusion	 de	 pathogènes	 dans	 l’organisme	 et	 seront	 reconnus	 par	 des	 récepteurs	

extracellulaires	 et	 intracellulaires,	 les	 PRR,	 du	 système	 de	 défense	 inné.	 Ces	 récepteurs	

reconnaissent	 donc	 des	motifs	 présents	 sur	 des	 pathogènes,	 comme	 les	 «	pathogen-associated	

molecular	patterns	»	(PAMPs),	ou	des	signaux	dérivés	de	tissus	ou	cellules	endommagés,	tel	que	

les	«	danger	associated	molecule	patterns	»	(DAMPs).	Les	PAMPs	incluent	les	acides	nucléiques	de	

virus	ou	de	bactéries,	des	composants	de	la	paroi	fongique	(β-glucane	et	α-mannane),	la	protéine	

bactérienne	 flagelline,	 des	 peptidoglycanes	 de	 la	 paroi	 bactérienne	 ou	 des	 LPS	 des	 bactéries	

Gram	négatif	 (Newton	 et	Dixit,	 2012).	 Les	DAMPs	 sont	 naturellement	 libérées	 par	 les	 cellules	

endommagées	subissant	un	stress	ou	par	les	cellules	du	système	immunitaire	inné	activées	suite	

à	une	infection	par	un	pathogène	ou	sécrétés	par	les	cellules	des	tissus	périphériques,	telles	que	

les	 kératinocytes.	 Ces	 molécules	 regroupent,	 entre	 autres,	 l’acide	 urique,	 la	 protéine	 HMGB1	

(«	high	 mobility	 group	 box	 1	 protein	»)	 sécrétée	 par	 les	 cellules	 nécrotiques,	 les	 β-défensines	

sécrétées	 par	 les	 neutrophiles	 activés,	 les	 protéines	 de	 choc	 thermique	 HSP	 («	Heat	 Shock	

Protein	»),	 les	acides	nucléiques	du	soi,	 les	espèces	réactives	de	l’oxygène	ou	de	l’azote	(ROS	et	

RNS),	l’ATP,	l’IL-1β,	le	TNF-α,	l’IFN-α	et	les	protéines	de	liaison	au	calcium	(S1008A	et	S100A9)	

(Schaefer,	2014).	A	l’état	immature,	la	DC	possède	donc	des	récepteurs	PRR	capables	de	détecter	

les	 signaux	 du	microenvironnement.	 Parmi	 ces	 PRR	 sont	 retrouvés	 les	 récepteurs	 «	Toll-like	»	

(TLR),	 les	 récepteurs	 intracellulaires	 «	Retinoic	 acid-inducible	 gene-I	»	 (RIG-I)	 (RLR),	 les	

récepteurs	 «	NOD-like	»	 (NLR),	 les	 récepteurs	 aux	 lectines	 de	 type	 C	 (CLR)	 et	 les	 récepteurs	

«	AIM-2	like	»	(Takeuchi	et	Akira,	2010).		

Dix	TLR	ont	été	décrits	chez	l’homme	nommés	TLR1	à	TLR10	(Moser	et	Leo,	2010;	Yarovinsky,	

2014),	 certains	 sont	 extracellulaires	 (TLR1,	 TLR2,	 TLR4,	 TLR5,	 et	 TLR6)	 reconnaissant	 des	

structures	lipidiques,	des	lipoprotéines	ou	les	peptidoglycanes	des	bactéries,	des	champignons	et	

des	protozoaires	 (Iwasaki	et	Medzhitov,	2004),	et	 ceux	 intracellulaires	sur	 les	membranes	des	

endosomes	 (TLR3,	 TLR7,	 TLR8	 et	 TLR9)	 spécialisés	 plutôt	 dans	 la	 reconnaissance	 des	 acides	

nucléiques	 bactériens	 et	 des	 virus	 (Schreibelt	 G	 et	 al.,	 2010;	 Moser	 et	 Leo,	 2010;	 Blasius	 et	

Beutler,	 2010).	 Notons	 qu’il	 exite	 douze	 TLR	 chez	 la	 souris	 (TLR1	 à	 TLR9,	 TLR11	 à	 TLR13)	

(Ainscough	 et al., 2012;	 Song	 DH	 et	 Lee	 JO,	 2012).	 Les	 TLR	 sont	 des	 glycoprotéines	

transmembranaires	avec	un	domaine	extracellulaire	riche	en	leucine	et	un	domaine	TIR	(«	Toll-
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IL-1	 Receptor	»)	 cytoplasmique	 similaire	 au	 récepteur	 de	 l’IL-1	 (Bowie	 et	 O'Neill,	 2000).	

L’expression	 des	 TLR	diffère	 en	 fonction	 du	 type	 de	DC.	 Chez	 l’homme,	 les	 pDC,	 par	 exemple,	

expriment	principalement	les	TLR	7	et	9	alors	que	les	cDC	expriment	la	plupart	des	TLR	:	TLR	1	à	

6,	TLR	8	et	TLR	10.		

Les	 récepteurs	 NOD-like	 sont	 essentiellement	 cytoplasmiques	 et	 présents	 au	 niveau	 de	

l’inflammasome.	 Ils	 sont	 capables	 de	 détecter	 des	 composants	microbiens	 et	 particulièrement	

des	peptidoglicanes	dérivés	de	bactéries.	 Ils	sont	exprimés	sur	 les	cellules	de	 l’immunité	 telles	

que	les	lymphocytes,	les	macrophages	et	les	DC	ainsi	que	sur	des	cellules	non	immunitaires	telles	

que	 les	 cellules	 épithéliales	 et	 mésothéliales.	 Ils	 comportent	 22	 membres	 divisés	 en	 4	 sous-

familles	(NLRA,	NLRB,	NLRC	et	NLRP)	selon	la	composition	de	leur	domaine	N-terminal	(Chen	G	

et	al.,	2009)	

Les	récepteurs	CLR	forment	une	famille	hétérogène	de	protéines	solubles	et	transmembranaires	

caractérisées	 par	 leur	 domaine	 lectine	 de	 type	 C.	 Les	 CLR	 se	 lient	 à	 un	 grand	 nombre	 de	

microorganismes	 dont	 les	 virus,	 les	 bactéries,	 les	 parasites	 ou	 les	 champignons	 et	 permettent	

leur	 internalisation	 (Hardison	 et	 Brown,	 2012).	 Ceci	 peut	 ainsi	 engendrer	 une	 signalisation	

intracellulaire	suite	à	une	reconnaissance	via	la	dectin-1,	la	dectin-2,	le	récepteur	mannose	(DEC-

205),	 la	 langérine	 ou	 DC-SIGN.	 Les	 DC	 expriment	 un	 large	 panel	 de	 CLR	 et	 certains	 sont	

spécifiques	d’un	sous-type	de	DC	comme	la	Langérine	dans	les	LC.	

Les	RLR	sont	des	récepteurs	importants	dans	la	réponse	anti-microbienne.	Ils	sont	exprimés	de	

manière	ubiquitaire	à	 faible	niveau.	La	présence	d’une	 infection	virale	ou	 la	présence	d’IFN	de	

type	I	induit	leur	surexpression.	Trois	récepteurs	appartenant	à	cette	famille	ont	été	décrits,	RIG-

1,	MDA5	et	LGP2.	Ces	récepteurs,	à	l’opposé	des	TLR,	ne	sont	pas	capables	de	détecter	les	PAMPs	

exogènes.	 Ils	 détectent	 uniquement	 l’ARN	 viral	 cytoplasmique	 (Ireton	 et	 Gale,	 2011).	 Ces	

récepteurs	 sont	 indispendables	pour	 la	production	d’IFN-γ	en	 réponse	aux	ARN	doubles	brins	

par	 les	DC	et	 les	cellules	NK	infectées.	Ces	ARN	doubles	brins	sont	aussi	reconnus	par	 le	TLR3	

exprimé	à	la	surface	cellulaire	ou	dans	l’endosome	(Ivan	Perrot	et	al.,	2010).	

L’engagement	 de	 ces	 PRR,	 les	 types	 de	 ligands	 impliqués,	 la	 dose	 de	 ces	 ligands,	 la	 durée	

d’exposition	 et	 le	 microenvironnement	 (notamment	 la	 présence	 d’autres	 signaux	 de	 danger)	

dans	 lequel	 les	 DC	 sont	 situées	 conduisent	 à	 l’activation	 de	 la	 DC	 et	 la	 détermination	 de	 sa	

polarisation.	 L’activation	 passe	 par	 une	 signalisation	 intracellulaire	 via	 ces	 récepteurs	

aboutissant	 à	 l’activation	 des	 voies	 MAPK	 (mitogen-activated	 protein	 kinase),	 NF-κB	 (nuclear	
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factor-kappa	B)	et	IRF	(interferon	regulating	factors)	à	l’origine	des	changements	phénotypiques	

et	fonctionnels	de	la	DC.	Ce	phénomène	est	appelé	maturation	et	se	traduit	par	une	atténuation	

de	 la	 capacité	 de	 capture	 de	 l’Ag	 suite	 à	 une	 perte	 des	 récepteurs	 d’endocytose	 ou	 de	

phagocytose.	 Les	 autres	 modifications	 phénotypiques	 retrouvées	 sont	 la	 surexpression	 des	

molécules	de	costimulation	CD40,	CD80	et	CD86	(Reiser	and	Schneeberger,	1996),	des	molécules	

d’adhésion	 (CD54,	 CD58)	 et	 du	marqueur	 phénotypique	 de	maturation	 CD83,	 la	 sécrétion	 de	

cytokines	 et	 de	 chimiokines	 (IL-12,	 IFN-α,	 IL-8,	 TNF-α),	 une	 surexpression	 des	molécules	 du	

CMH	et	 la	régulation	différentielle	dans	 le	répertoire	des	récepteurs	de	chimiokines	 tels	CCR1,	

CCR5	et	CCR7,	et	des	métalloprotéinases	(MMP)	(Castellino	F	et	al.,	2006)	(Figure	7).	

	
Figure	 7:	 Maturation	 de	 la	 cellule	 dendritique	 (DC).	 CCR7,	 Chemokine	 (C-C	Motif)	 Receptor	 7;	
CMH,	complexe	majeur	d'histocompatibilité;	FcR,	récepteur	des	fragments	Fc	des	immunoglobulines.	
	
c- Internalisation	de	l’antigène	et	remaniement	antigénique	

	
A	l’état	immature,	les	DC	sont	dotées	de	capacités	de	pinocytose,	d’endocytose	et	de	phagocytose	

leur	permettant	de	capturer	 l’Ag.	L’Ag	sera,	par	 la	suite,	digéré	et	un	 fragment	peptidique	sera	

présenté	 au	 niveau	 des	 molécules	 du	 CMH	 aux	 LT.	 Les	 Ag	 solubles	 sont	 captés	 par	

micropinocytose	ou	macropinocytose	via	des	récepteurs,	tels	les	récepteurs	pour	le	fragment	Fc	

des	IgG	(RFcg)	ou	le	récepteur	du	mannose	(Kumari	S	et	al.,	2010).	Ces	mécanismes	consistent	

en	la	formation	de	replis	membranaires	qui	s'intègrent	dans	le	cytoplasme	sous	forme	de	petites	

vésicules.	La	DC	peut	absorber	l’équivalent	de	son	volume	en	l'espace	d'une	heure.	Les	Ag	solides	

(ou	particulaires)	sont	captés	par	endocytose	et	phagocytose.	Plusieurs	populations	cellulaires	
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sont	capables	de	capturer	les	Ag	(DC,	LB,	macrophages),	mais	seules	les	DC	peuvent	assurer	leur	

transport	 jusqu’aux	 ganglions	 lymphatiques	 drainants	 afin	 de	 les	 présenter	 aux	 LT	 naïfs	 et	

induire	une	réponse	immunitaire	primaire	(Figure	8).		

	

Figure	8:	 Voies	 d’internalisation	 de	 l’antigène	 et	 association	 aux	 molécules	 du	 CMH	 de	

classe	II.	TLR,	Toll-Like	Receptor	(figure	modifiée	à	partir	de	Roche	et	Furuta,	Nat	Rev	Immunol,	2015).		

	

d- La	migration	des	cellules	dendritiques	

Les	DC	 jouent	 le	 rôle	 de	 sentinelle	 entre	 la	 périphérie	 et	 les	 organes	 lymphoïdes	 secondaires	

grâce	à	 leur	propriété	de	migration.	Cependant,	 les	DC	à	 l’état	 immature	peuvent	exprimer	 les	

récepteurs	 aux	 chimiokines	 tel	 que	 CCR1,	 CCR2,	 CCR5,	 CCR6,	 CXCR1,	 CXCR2	 et	 CXCR4,	 avec	

quelques	différences	dans	les	profils	d’expression	entre	les	sous-types	de	DC.	Les	ligands	de	ces	

récepteurs	sont	exprimés	par	les	tissus	en	périphérie	et	attirent	les	DC	immatures	(iDC)	dans	ces	

tissus	 où	 elles	 jouent	 leur	 rôle	 de	 sentinelle.	 Dans	 les	 tissus,	 les	 DC	 interagissent	 avec	 les	

kératinocytes	à	l’aide	de	molécules	d’adhésion	tel	que	l’E-cadhérin	qui	les	maintient	au	niveau	de	
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l’épiderme.	 Le	 détachement	 et	 la	 «	domiciliation	»	 ou	 la	 migration	 des	 DC	 dans	 les	 ganglions	

lymphatiques	nécessitent	dans	un	premier	 lieu	 la	 diminution	de	 l’expression	de	 l’E-cadhérine,	

principalement	 déclenchée	 par	 la	 présence	 d’au	 moins	 une	 des	 deux	 cytokines	 pro-

inflammatoires	TNF-α	ou	IL1-β	(Cumberbatch	M	et	al.,	1997),	et	la	diminution	de	l’expression	de	

CCR6	et	la	surexpression	du	récepteur	de	chimiokines	CCR7	(Dieu	et	al.,	1998).	Les	chimiokines	

CCL19	et	CCL21	sont	les	seuls	ligands	de	CCR7	(Förster	R	et	al.,	2008).	CCR7	et	ses	ligands	sont	

essentiellement	 impliqués	 dans	 l’acheminement	 d’une	 grande	 variété	 de	 sous-populations	

lymphocytaires	et	des	DC	vers	les	ganglions	lymphatiques.	Dans	les	ganglions	lymphatiques,	les	

DC	 interragissent	 avec	 les	 LT	 naïfs	 dans	 les	 zones	 T	 (Förster	 R	 et	 al.,	 2012)	 permettant	

l’activation	spécifique	des	LT	à	l’Ag.		

Les	 métalloprotéases	 matricielles	 (MMP)	 participent	 également	 à	 la	 migration	 des	 DC.	 Elles	

constituent	 une	 famille	 de	 protéases	 comprenant	 les	 collagénases	 et	 les	 gélatinases	 (Salmi	 et	

Jalkanen,	2005)	et	sont	exprimées	à	la	surface	des	cellules	immunitaires	telles	que	les	LC	et	les	

DC.	 Ces	 molécules	 permettent	 la	 protéolyse	 et	 la	 dégradation	 des	 composants	 de	 la	 matrice	

extracellulaire	 tel	que	 le	 collagène,	permettant	 le	détachement	des	DC	de	 la	membrane	basale	

(Verma	et	Hansch,	2007;	Martin-Fontecha	et	al.,	2009).	Parmi	 les	MMP,	 la	MMP-2	et	 la	MMP-9	

sont	 les	 principales	 impliquées	 dans	 la	 dégradation	 du	 collagène.	MMP-9	 (gélatinase	 B)	 est	

sécrétée	sous	forme	d'une	pro-enzyme	inactive	(pro-MMP-9)	par	différents	types	cellulaires	tels	

que	 les	macrophages,	 les	monocytes	 et	 les	 DC	 activés.	 La	 pro-MMP-9	 est	 ensuite	 clivée	 par	

d'autres	 MMP	 telles	 que	 la	MMP-2	 (gélatinase	 A),	 la	 MMP-3	 (stromélysine-1)	 et	 la	MMP-13	

(collagénase	3)	et	peut	agir	à	la	fois	comme	une	protéase	sécrétée	ou	une	protéase	membranaire	

(Van	den	Steen	et	al.,	2002).	Par	ailleurs,	la	MMP-9,	exprimée	au	niveau	des	LC	épidermales,	est	

induite	par	les	cytokines	pro-inflammatoires	(TNF-α	et	IL1-β)	(Saren	et	al.,	1996).		

	

e- Présentation	de	l’antigène	via	les	molécules	HLA	
	
Généralités	sur	les	molécules	HLA	

Chez	l’homme	et	la	souris,	le	CMH	prend	respectivement	le	nom	de	HLA	pour	«	Human	Leucocyte	

Antigen	»	et	H-2	pour	«	Histocompatibility	2	»	puique	la	première	description	de	ce	système	a	été	

faite	 sur	 des	 leucocytes	 par	 Jean	 Dausset	 en	 1958,	 en	 analysant	 les	 réactions	 d’agglutination	

obtenues	avec	les	sérums	de	sujets	immunisés	à	l’occasion	de	transfusions	sanguines	(Dausset	J	

et	 al.,	 1958).	 La	 principale	 fonction	 biologique	 des	molécules	 HLA	 est	 de	 signaler	 aux	 LT	 la	
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présence	 de	 structures	 étrangères	 ayant	 réussies	 à	 pénétrer	 à	 l’intérieur	 des	 cellules	 de	

l’organisme.	Pour	 cela,	elles	prennent	en	 charge	des	peptides	provenant	de	 la	dégradation	de	

protéines	endogènes	 ou	de	 cellules	mortes,	ou	des	peptides	 issus	de	 la	dégradation	de	micro-

organismes	 ou	 du	 non-soi.	 Elles	 les	 acheminent	 à	 la	 surface	 des	 APC	 pour	 y	 accomplir	 leur	

fonction	 de	 présentation	 à	 l'égard	 des	 LT.	 Il	 s’agit	 d’un	 système	multigénique,	multiallélique,	

d’expression	codominante.	Chez	l’homme,	ce	système	est	très	polymorphe	(plus	de	1000	allèles	

HLA	différents	répartis	sur	plusieurs	loci)	et	est	constitué	de	200	gènes	localisés	sur	un	segment	

du	bras	court	du	chromosome	6	(bande	p	21.3)	(Figure	9).		

	

Figure	9:	 Représentation	 schématique	 de	 la	 reconnaissance	 du	 complexe	 peptide-CMH	

par	le	TCR.	CMH,	Complexe	Majeur	d’Histocompatibilité;	LT,	Lymphocyte	T;	TCR,	T-Cell	Receptor	(Abbas	et	
al.,	Cellular	and	Molecular	Immunology,	7ème	édition,	2012).	

Les	 molécules	 HLA	 sont	 réparties	 en	 deux	 classes	 principales	 qui	 se	 distinguent	 par	 leur	

structure,	leur	mode	de	liaison	aux	peptides	et	leur	distribution	histologique	(figure	modifiée	à	

partir	de	Madden,	1995)	(Figures	11-12;	Tableau	4):		

- les	 molécules	 HLA	 de	 classe	 I,	 sont	 ubiquitaires	 et	 présentes	 sur	 toutes	 les	 cellules	

nucléées	 (de	 104	 à	 5x105	 molécules/cellules)	 et	 les	 plaquettes.	 Elles	 présentent	 les	

peptides	 antigéniques	 aux	 LT	 CD8+	 (cytotoxiques).	 Elles	 sont	 composées	 d’une	 chaîne	

légère	non	polymorphique,	la	β2-microglobuline	(β2m),	codée	au	niveau	du	chromosome	

5,	et	d’une	chaîne	lourde	α	polymorphique	formée	de	trois	domaines	extra-cellulaires	α1,	
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α2	et	α3	codés	par	les	gènes	A,	B	et	C	situés	sur	le	chromosome	6.		

	

- les	molécules	HLA	de	classe	II	ont	une	distribution	plus	restreinte:	exprimées	uniquement	

à	la	surface	des	APC	professionnelles	(monocytes,	macrophages,	LB,	DC)	et	reconnues	par	

les	 LT	 CD4+.	 Ces	 cellules	 peuvent	 aussi	 être	 exprimées	 sur	 d’autres	 cellules	 dans	 des	

conditions	 particulières	 (cellules	 endothéliales,	 kératinocytes,	 LT	 activés).	 Leur	 densité	

est	 de	 l’ordre	 de	 105	 molécules/cellule.	 Elles	 sont	 composées	 de	 2	 chaînes	

transmembranaires	α	et	β	codées	par	 les	 loci	DP,	DQ	et	DR	 situés	sur	 le	chromosome	6.	

Ainsi	 pour	 chaque	 locus	 (DR,	 DQ,	 DP),	 il	 existe	 un	 gène	 (A1)	 codant	 pour	 une	 chaîne	

polypeptidique	 α	 (ex:	 DRA1,	 DQA1,	 DPA1)	 et	 un	 gène	 (B1)	 codant	 pour	 une	 chaîne	

polypeptidique	β	(ex:	DRB1,	DQB1,	DPB1).	Pour	le	locus	DR,	trois	autres	gènes	(DRB3,	B4	

ou	B5)	codent	pour	une	chaine	β	(β3,	β4	ou	β5)	qui	s’associe	à	 la	chaine	α	pour	 former	

une	deuxième	molécule	HLA-DR.		

	

Cependant,	 il	 existe	 des	 gènes	 codant	 pour	 des	 allèles	 HLA	 qui	 sont	 «	génétiquement	 liés	»	

appelés	 haplotype.	 En	 d’autres	 termes,	 un	 haplotype	 est	 un	 groupe	 d'allèles	 de	 différents	 loci	

situés	sur	un	même	chromosome	et	habituellement	transmis	ensemble	lors	de	la	méiose.	De	ce	

fait,	une	ou	deux	molécules	HLA-DR	sont	exprimées	pour	chaque	individu.	Les	personnes	ayant	

un	haplotype	DRB1:01,	DRB1:08	ou	DRB1:10	ne	portent	qu’un	seul	gène	DRB1	 et	n’expriment	

donc	 qu’un	 seul	 type	 de	 molécule,	 DRαβ1.	 Les	 sujets	 ayant	 l’haplotype	 DRB1:03,	 DRB1:11,	

DRB1:12,	DRB1:13	ou	DRB1:14	portent	le	gène	DRB3	et	expriment	donc	une	deuxième	molécule	

αβ3;	les	sujets	DRB1:04,	DRB1:07	ou	DRB1:09	portent	le	gène	DRB4	et	expriment	une	deuxième	

molécule	αβ4;	alors	que	 les	sujets	DRB1:0201	(DRB1:15	ou	DRB1:16)	portent	 le	gène	DRB5	et	

expriment	 une	 deuxième	 molécule	 αβ5.	 Les	 chaines	 α	 et	 β	 du	 locus	 DQ	 sont	 codées	

respectivement	par	le	gène	DQA1	et	DQB1	tous	les	deux	polymorphes.	Les	gènes	DPA1	et	DPB1	

codent	 les	 chaines	α	et	β	de	DP.	Le	gène	DPA1	 est	 faiblement	polymorphique	et	 le	 gène	DPB1	

fortement.	Par	exemple,	HLA	DQA1	est	l’allèle	A1	du	gène	HLA	DQ.	

La	nomenclature	des	molécules	HLA-DR	se	présente	comme	suit	:	DRB	indique	le	locus,	le	chiffre	

qui	suit	(DRB1,	DRB3,	DRB4,	DRB5)	indique	le	gène	codant	pour	une	chaîne	β	d’une	molécule	DR,	

après	le	symbole	«	*	»	est	indiquée	la	série	allèlique	qui	correspond	à	une	spécificité	sérologique	
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(DRB1*01,	 DRB1*02,	 etc.)	 et	 le	 numéro	 de	 l’allèle	 dans	 la	 série	 allélique	 (DRB1*0101,	

DRB1*0102,	etc.)	(Figure	10).	

	

Figure	10:	Principe	de	la	nomenclature	des	allèles	HLA-DRB	(Kerzerho	J,	2009).		

	

Figure	11:	La	structure	des	molécules	du	CMH	de	classe	I	et	du	CMH	de	classe	II	et	 leurs	

poches	 à	 peptide.	 CMH,	 Complexe	 Majeur	 d’Histocompatibilité.	 (figure	 modifiée	 à	 partir	 de	 Abbas	 et	
Lichtman.	Cellular	and	Molecular	Immunology,	5ème	édition,	W.	B	.	Saunders,	2003).	

	

	

Abbas & Lichtman. Cellular and Molecular Immunology, 5th ed. W. B. Saunders 2003

MHC Molecule Structures

	 	

CMH	de	classe	I	 CMH	de	classe	II	
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Paramètre	 CMH	de	classe	I	 CMH	de	classe	II	

Chaîne	polypeptidique	 α	(44-47	kD)	et	β2m	(12	kD)	 α	(32-34	kD)	et	β	(29-32	kD)	

Résidus	polymorphes	 Domaines	α1	et	α2	 Domaines	α1	et	β1	

Corécepteur	 Domaine	α3	lie	CD8	 Domaine	β2	lie	CD4	

Source	de	peptide	 Cytosol	 Voie	endocytose/lysosome	

Peptide	de	liaison	 8-11	résidus	 12-25	résidus	

Nomenclature	 HLA-A,	-B	ou	-C	 HLA-DR,	-DQ	ou	-DP	

Type	d’APC	 Toutes	les	cellules	nucléées	
DC,	macrophages,	monocytes	et	

LB	

	

Tableau	4:	 Caractéristiques	des	molécules	du	CMH	de	 classe	 I	 et	 II.	 APC,	Antigen	Presenting	
Cells;	 CMH,	 Complexe	Majeur	 d’Histocompatibilité;	 DC,	 Dendritic	 cell;	 HLA,	human	 leukocyte	 antigen;	 LB,	

Lymphocyte	B.			

Le	grand	polymorphisme	au	niveau	des	molécules	HLA	correspond	au	fait	que	chaque	gène	est	

multiallélique,	 ce	 qui	 conduit	 à	 un	 grand	 nombre	 de	 combinaisons	 possibles	 sur	 chaque	

chromosome	 (haplotype),	 le	nombre	de	 combinaisons	génotypiques	dépasse	1010	 (Tableau	5).	

La	 codominance	 signifie	que	 chaque	 allèle	 sur	 chaque	haplotype	 est	 exprimé.	 La	personne	 est	

habituellement	 hétérozygote	 pour	 chaque	 locus	 et	 son	 «	groupe	 HLA	»	 est	 constitué	 par	

plusieurs	 lettres	 (une	 par	 locus),	 chacune	 suivie	 de	 deux	 nombres	 correspondant	

schématiquement	aux	allèles	transmis	par	le	père	et	par	la	mère	(ex	:	HLA-DRB1*0401	recu	de	la	

mère	et	HLA-DRB1*1303	 recu	du	père	 avec	 leur	haplotype	 respectif	HLA-DRB3*0101	et	HLA-

DRB4*0101).		
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Locus	 Nombre	d’allèles	(allotypes)	

HLA-A	 218	

HLA-B	 439	

HLA-C	 96	

HLA-E,	HLA-F	et	HLA-G	 Relativement	peu	d’allèles	

HLA-DPA	

HLA-DPB	

12	

88	

HLA-DQA	

HLA-DQB	

17	

42	

HLA-DRA	

HLA-DRB1	

HLA-DRB3	

HLA-DRB4	

HLA-DRB5	

2	

269	

30	

7	

12	

HLA-DM	et	HLA-DO	 Relativement	peu	d’allèles	

	

Tableau	5:	Polymorphisme	des	gènes	du	CMH	de	classe	I	et	de	classe	II.	HLA:	human	leukocyte	
antigen	(Meyer	G	et	al.,	2013).	

Du	fait	de	la	variabilité	allélique,	la	présentation	antigénique	n’est	pas	forcément	similaire	entre	

les	 individus	 ce	 qui	 entraîne	 des	 réactions	 différentes	 lors	 d’une	 infection.	 Les	 individus	

homozygotes	pour	de	nombreux	gènes	HLA	vont	également	être	capables	de	se	défendre	contre	

des	pathogènes	variés,	malgré	la	restriction	du	nombre	de	molécules	HLA	différentes	à	la	surface	

des	 cellules.	Ceci	 signifie	qu'une	molécule	HLA	ne	 fixe	pas	un	 seul	peptide	mais	possède	une	

certaine	 spécificité	 d'interaction	 assez	 large	 pour	 pouvoir	 présenter	 le	 plus	 de	 peptides	

possibles.	 Cette	 spécificité	 se	 manifeste	 par	 des	 préférences	 ou	 des	 incompatibilités	 pour	

certains	types	de	chaînes	 latérales	et	des	positions	données	du	peptide.	Le	polymorphisme	des	

allèles	 HLA	 et	 l’étude	 des	 peptides	 qui	 leur	 sont	 associés	 ont	 permis	 de	 mettre	 en	 évidence	

l’existence	 de	 motifs	 d’ancrage	 cruciaux,	 spécifiques	 d’un	 allèle	 HLA	 donné,	 permettant	 la	
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fixation	du	peptide	immunogène	à	la	molécule	HLA	(Rammensee	HG	et	al.,	1995).		

	

Figure	12:	Les	gènes	du	locus	CMH.	Complexe	génétique	d’environ	4000	kb	situé	sur	le	bras	court	du	
chromosome	6	(6p21.3).	Le	schéma	indique	la	position	des	gènes	de	classes	I,	II	et	III.	C2	et	C4,	protéines	du	

système	du	 complément;	TNF,	 tumor	necrosis	 factor	 (figure	modifiée	 à	 partir	 de	 Saunders	WB	Company,	

2002).	

Les	 peptides	 produits	 à	 partir	 d’une	même	 protéine	 antigénique	 peuvent	 avoir	 des	 potentiels	

immunogènes	 variables.	 Le	 peptide	 qui	 induit	 la	 réponse	 la	 plus	 forte	 est	 qualifié	

d’immunodominant.	 Ce	 peptide	 est	 généré	 suite	 à	 une	 internalisation	 et	 au	 traitement	 de	 la	

protéine	antigénique	(Heemels	MT	et	Ploegh	H,	1995;	Eggers	M	et	al.,	1995;	Niedermann	G	et	al.,	

1996;	Dick	LR	et	al.,	1994)	et	est	associé	avec	une	forte	affinité	aux	molécules	du	CMH	pour	être	

présenté	 au	 TCR	 (van	 der	 Most	 RG	 et	 al.,	 1996;	 Vitiello	 A	 et	 al.,	 1996).	 On	 appelle	 peptides	

cryptiques	 les	peptides	qui	restent	enfouis	dans	 la	cellule,	ne	s’associent	pas	aux	molécules	du	

CMH	de	l’organisme	étudié	et	restent	donc	«	invisibles	»	aux	LT,	et	peptides	sous-dominants	des	

peptides	qui	s’associent	avec	une	 faible	affinité	aux	molécules	du	CMH	et	qui	ne	stimulent	pas	

l’expansion	clonale	de	cellules	T	dans	 les	conditions	habituelles	d’immunisation	ou	d’infection.	

L’immunodominance	 est	 donc	 le	 phénomène	 immunologique	 pendant	 lequel	 une	 réponse	

immune	est	dirigée	contre	quelques	peptides	antigéniques	présentés	sur	les	molécules	du	CMH	à	

la	surface	des	APC	parmi	tous	ceux	qui	sont	produits	à	partir	d’une	protéine	antigénique	(Figure	

13;	Tableau	6).		

Locus	CMH	de	classe	I	Locus	CMH	
de	classe	III	

Locus	CMH	de	classe	II	
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Figure	13:	Immunodominance	des	épitopes	peptidiques.	«	Sélection	épitopique	»	:	les	molécules	
du	complexe	majeur	d’histocompatibilité	sélectionnent	les	peptides	qui	se	lient	le	mieux	au	niveau	de	son	

site	de	fixation,	sélectionnant	ceux	qui	seront	les	épitopes	immunogéniques	de	l’individu.	Ag,	Antigène;	APC,	

Antigen	 Presenting	 Cells;	 HLA,	human	 leukocyte	 antigen;	 LT,	 Lymphocyte	 T	 (figure	 modifiée	 à	 partir	 de	

Abbas	et	Lichtman.	Cellular	and	Molecular	Immunology.	5ème	édition.	W.B	Saunders	2003).		

Catégorie	

Liaison	aux	

molécules	du	

CMH	

Immunogénique	

Voie	de	

présentation	

naturelle	

Stimulation	des	

cellules	T	

Dominant	 Oui	 Oui	 Oui	 Oui	

Sous-dominant	 Oui	 Oui	 Oui	 Non	

Cryptique	 Oui	 Non	 Non	 Non	

Négatif	 Oui/Non	 Non	 Oui/Non	 Non	

	

Tableau	6:	Classification	des	épitopes.	CMH,	Complexe	Majeur	d’Histocompatibilité	(tableau	modifié	
à	partir	de	Sercarz	et	al.,	1993;	Assarsson	E	et	al.,	2007).	

L’élution	et	le	séquençage	des	peptides	naturellement	présentés	sur	des	allèles	HLA	particulier	

montrent	que	chaque	variant	allélique	de	molécules	HLA	se	lie	de	manière	efficace	avec	un	petit	

groupe	 de	 peptides	 possédant	 des	 résidus	 conservés	 d’acides	 aminés	 au	 niveau	 de	 certaines	

positions	bien	 spécifiques	 (Ruppert	 J	et	al.,	 1993).	La	position	et	 la	nature	 chimique	de	 l’acide	

aminé	 influençant	d’une	manière	directe	 sur	 la	 capacité	d’un	peptide	 à	 se	 lier	 à	un	allèle	HLA	
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donné	sont	définies	par	le	«	motif	d’ancrage	du	peptide	».	En	effet,	le	sillon	d’ancrage	au	peptide	

de	chaque	molécule	HLA	contient	des	poches	qui	se	distinguent	par	leur	nature	chimique	et	leur	

capacité	 à	 acqueillir	 des	 chaînes	 latérales	 distinctes	 de	 peptides	 antigéniques.	 Un	 réseau	 de	

liaisons	hydrogènes	stabilise	le	squelette	peptidique	au	niveau	du	sillon	d’ancrage	principal	des	

molécules	 HLA,	 alors	 que	 les	 chaînes	 latérales	 des	 résidus	 d’ancrage	 vont	 établir	 des	 liaisons	

chimiques	spécifiques	avec	les	résidus	présents	au	sein	des	poches	de	liaison	(Figure	9).	

- Principe	 de	 la	 présentation	 des	 peptides	 antigéniques	 par	 les	molécules	 HLA	 de	

classe	I	

La	majorité	des	peptides	qui	s’associent	aux	molécules	du	CMH	de	classe	I	sont	de	8	à	10	résidus,	

avec	des	motifs	de	liaison	spécifiques	d'allotype	contenant	jusqu'à	trois	positions	d'ancrage.	Ceci	

corrèle	avec	la	structure	fermée	de	la	molécule	du	CMH	de	classe	I	n’acceptant	que	des	peptides	

de	petites	tailles	(Figure	14).		

	

	

	

	

	

	

	

Figure	14:	Structure	fermée	de	la	molécule	du	CMH	de	classe	I.	La	molécule	du	CMH	de	classe	I	
présente	deux	sous	unités:	Une	chaîne	 lourde	polymorphe	α	composée	des	3	molécules	HLA.	On	 l’appelle	

polymorphe	car	elle	est	différente	selon	l'individu;	une	chaîne	légère	monomorphe	β2m	(figure	modifiée	à	

partir	de	Chevalier	K,	2013).	

Les	 peptides	 antigéniques,	 qui	 se	 lient	 à	 une	 isoforme	 du	 CMH	 de	 classe	 I	 particulière,	

présentent,	 à	 certaines	 positions,	 des	 acides	 aminés	 identiques	 ou	 très	 similaires.	 Ceux-ci	

correspondent	à	ce	que	l’on	appelle	des	résidus	d’ancrage.	L’ensemble	de	ces	résidus	constitue	le	

motif	 de	 liaison	 du	 CMH	 de	 classe	 I.	 Leur	 identification	 nous	 permet	 notamment	 de	 prédire	
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l’affinité	 de	 liaison	 entre	 des	 peptides	 et	 une	 isoforme	 du	 CMH	 de	 classe	 I.	 La	 non	

correspondance	d’un	seul	acide	aminé	peut	compromettre	la	liaison	du	peptide	avec	la	molécule	

du	CMH	de	classe	I.	

De	 plus,	 les	 peptides	 associés	 aux	 molécules	 du	 CMH	 de	 classe	 I	 ont	 un	 résidu	 hydrophobe,	

basique	ou	aromatique		en	position	P9	assurant	le	premier	ancrage	dans	le	sillon.	L'acide	aminé	

en	position	P2	(dans	la	majorité	des	cas)	assure	l'ancrage	de	l'extrémité	amino-terminale.	

	

La	liaison	de	peptides	à	la	molécule	HLA-A*0201	a	largement	été	étudiée	et	peut	représenter	un	

modèle	 d’interaction	 des	 peptides/HLA	 (Ruppert	 et	al.,	 1993).	 Neuf	 poches	 sont	 présentes	 au	

niveau	du	sillon	d’ancrage	de	 la	molécule	HLA.	Les	poches	P2	et	P9	constituent	deux	positions	

d’ancrage	et	seulement	les	peptides	avec	des	résidus	préférentiels	à	ces	positions	(ex	:	Leu	(L)	,	

Met	 (M)	 en	 P2	 ou	Val	 (V)	 en	 P9)	 ont	 une	 liaison	 optimale	 à	 la	molécule	HLA-A*0201.	 L’acide	

aminé	Leu	semble	néanmoins	être	plus	 fréquemment	observé	en	P2.	D’autres	résidus	peuvent	

influencer	 l’efficacité	 de	 cette	 interaction.	 Par	 exemple,	 Y,	 F	 ou	 W	 en	 P1	 ou	 P3	 augmentent	

habituellement	l’affinité	de	liaison.		

De	plus,	pour	les	peptides	présentés	sur	les	molécules	HLA	de	classe	I,	 les	résidus	directement	

impliqués	dans	 l’intéraction	avec	 le	TCR	sont	positionnés	au	centre	de	 la	 séquence	peptidique	

entre	 les	poches	P3	et	P7.	Alors	que	 les	acides	aminés	sur	 les	autres	position	(ex	:	P1)	ont	été	

décrits	comme	pouvant	influencer	l’affinité	du	TCR,	probablement	par	des	effets	indirects	sur	la	

structure	 tridimensionnelle	de	 l’épitope	(Rivoltini	et	al.,	1999).	Tous	 les	TCR	étudiés	montrent	

une	liaison	similaire	aux	complexes	CMH-peptides	selon	un	angle	variant	de	45°	à	80°	(Hennecke	

et	Wiley,	2001)	(Figure	15).	
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Figure	15:	Peptides	associés	aux	molécules	HLA	de	classe	I.	Les	peptides	s'associent	au	niveau	de	
la	cavité	par	 interaction	de	certaines	de	 leurs	chaînes	 latérales	 formant	des	poches	d'ancrage.	Ces	poches	

d'ancrage	sont	appelées	par	convention	Pl	à	P9,	et	sont	alignées	sur	 la	position	des	résidus	composant	 la	

séquence	du	peptide.	Par	convention,	le	premier	résidu	en	position	N	terminale	interagit	avec	la	poche	Pl.	

Classiquement,	 quatre	 à	 cinq	 poches	 participent	 à	 la	 liaison	 spécifique	 du	 peptide.	 Chacune	 des	 poches	

possède	 une	 spécificité	 physico-chimique	 qui	 lui	 permet	 de	 n'accepter	 que	 les	 chaînes	 latérales	

complémentaires	 du	 peptide.	 Dans	 le	 cas	 des	molécules	 HLA	 de	 classe	 I,	 il	 existe	 5	 poches	 principales	

participant	à	 l'interaction	du	peptide	avec	 la	molécule	HLA.	Ces	 résidus	 sont	 totalement	 inaccessibles	au	

solvant.	 Les	 résidus	 du	 peptide	 orientés	 de	 manière	 opposée	 sont	 accessibles	 à	 l'interaction	 avec	 le	

récepteur	T	(figure	modifiée	à	partir	de	Chevalier	K,	2013).		

	
- Principe	de	 la	 présentation	 des	 peptides	 antigéniques	 par	 les	molécules	 HLA	 de	

classe	II	

Contrairement	aux	peptides	associés	aux	molécules	du	CMH	de	classe	 I,	ceux	qui	sont	associés	

avec	les	CMH	de	classe	II	ont	une	longeur	qui	varie	entre	12	et	25	résidus,	avec	une	préférence	

pour	15	acides	aminés	 (Chicz	et	al.,	1993;	Rudensky	et	al.,	1991).	Ces	peptides	sont	constitués	

d’une	séquence	de	liaison	de	12	à	13	acides	aminés	et	de	séquences	flanquantes	aux	extrémités	

N-	ou	C-terminaux	débordant	du	sillon	grâce	à	 la	structure	ouverte	de	 la	molécule	du	CMH	de	

classe	II	(Figure	16).	
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Figure	16:	Structure	ouverte	de	la	molécule	du	CMH	de	classe	II.	La	molécule	du	CMH	de	classe	
II	a	2	sous	unités	:	2	chaînes	lourdes	polymorphes	α	et	β	(figure	modifiée	à	partir	de	Chevalier	K,	2013).	
	

Au	niveau	du	site	de	liaison,	le	peptide	adopte	une	conformation	étendue	où	les	chaînes	latérales	

forment	 successivement	 un	 angle	 d’environ	 130°	 (Jardetzky	 TS	 et	al.,	1996).	La	 formation	du	

complexe	HLA/peptide	met	également	en	 jeu	des	 interactions	entre	certaines	chaînes	 latérales	

du	peptide	et	 les	poches	du	sillon.	Les	acides	aminés	du	peptide	ont	été	numérotés	de	P1	à	P9	

(Stern	et	al.,	1994)	en	fonction	de	leur	position	par	rapport	aux	poches	du	site	de	liaison.	Ainsi,	le	

résidu	en	position	P1	a	sa	chaîne	 latérale	enfouie	dans	 la	profonde	poche	hydrophobe	située	à	

l’une	des	extrémités	du	sillon.	Les	autres	résidus	enfouis,	ou	résidus	d’ancrage,	sont	en	position	

P4,	P6,	P7	et	P9.	Les	résidus	P2,	P5	et	P8	pointent	vers	l’extérieur	et	seront	donc	reconnus	par	les	

LT.	 Le	 résidu	 P3	 présente	 une	 position	 intermédiaire.	 Chaque	 poche,	 en	 fonction	 de	 ses	

caractéristiques	 (taille,	 hydrophobicité,	 charge)	 accepte	 certaines	 chaînes	 latérales	 et	 pas	

d’autres,	 ce	 qui	 est	 à	 l’origine	 de	 la	 spécificité	 de	 liaison	 des	molécules	HLA	 de	 classe	 II.	 La	

détermination	des	acides	aminés	acceptés	ou	repoussés	par	chacune	des	5	poches	de	spécificité	

(P1,	P4,	P6,	P7	et	P9)	d’une	molécule	HLA	de	classe	 II	donnée	 permet	de	définir	son	motif	de	

liaison.	C’est	le	polymorphisme	des	molécules	HLA	de	classe	II	qui	permet	d’avoir	des	molécules	

HLA	 ayant	 chacune	 leurs	 propres	 propriétés	 de	 liaison	 (motif	 de	 liaison).	En	 effet,	 les	 acides	

aminés	 polymorphes	 sont	 concentrés	 au	 niveau	 du	 site	 de	 liaison	 des	 peptides	 avec	 les	

molécules	HLA	et	le	TCR	(Stern	et	al.,	1994)	(Tableau	7;	Figure	17).	
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Molécules	 	 Positions	

	 	 P1	 P2	 P3	 P4	 P5	 P6	 P7	 P8	 P9	

DRB1*0101	

	

	

	

	

Y	V	

L	F	

I	A	

M	W	

	 	 L	A	

I	V	

M	N	

Q	

	 A	G	

S	T	

P	

	 	 	

DRB1*0301	

	

	

	

L	I	

F	M	

V	

	 	 D	 	 K	R	

E	Q	

N	

	 	 Y	L	

F	

DRB1*0401	

	

	

	

	

F	Y	

W	I	

L	V	

M	

	 	 F	W	

I	L	

V	A	

D	E	

Pas	R	

K	

	 N	S	

T	Q	

H	R	

Polaire	
chargé	
ali	

	 Polaire	
ali	

DRB1*1101	
	

	

W	Y	

F	

	 	 M	L	

V	I	

	 RK	 	 	 	

DRB1*1501	

	

	

L	V	

I	

	 	 F	Y	

I	

	 	 I	L	

V	M	

F	

	 	

DRB5*0101	
	

	

F	Y	

L	M	

	 	 Q	V	

I	M	

	 	 	 	 R	K	

	

Tableau	7:	 Le	 polymorphisme	HLA	 contrôle	 les	motifs	 de	 liaison.	Ali,	 résidu	aliphatique	;	 en	
gras,	 l’acide	 aminé	préférentiel.	 La	poche	P1	est	 la	plus	 large	 (200	Â	de	surface	de	contact),	globalement	

hydrophobe	montrant	une	préférence	pour	 les	 longues	chaînes	aromatiques	mais	également	aliphatiques	

(Trp,	 Tyr,	 Phe,	 Leu	 et	 Ile).	 La	 poche	 P4	 est	 plus	 petite,	 moins	 profonde	 que	 la	 poche	 P1,	 présente	 des	

préférences	pour	les	chaînes	aliphatiques	mais	d'autres	résidus	sont	tolérés	notamment	la	glutamine.	Par	

contre,	 les	 résidus	 chargés	 positivement	 sont	 défavorables	 à	 cette	 position	 probablement	 en	 raison	 des	

interactions	électrostatiques	avec	 l'	Arg	B71.	La	poche	P6	préfère	 les	résidus	à	chaînes	courtes	comme	 la	

glycine	ou	 l'alanine	mais	avec	une	tolérance	 importante	pour	d'autres	résidus	moins	favorables.	La	poche	

P7	est	également	peu	profonde	et	ne	contribue	pas	de	manière	importante	à	la	spécificité.	La	poche	P9	est	

de	 petite	 taille	 et	 globalement	 hydrophobe	 acceptant	 principalement	 des	 résidus	 aliphatiques	 (d’après	

Rammensee	HG	et	al.,	1995).	
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Figure	17:	Peptides	associés	aux	molécules	HLA	de	classe	II.		

	

f- L’apprêtement	des	antigènes	

La	 présentation	 des	 peptides	 par	 les	 molécules	 du	 CMH	 suit	 les	 voies	 de	 dégradation	

protéolytique	 utilisées	 par	 les	 cellules	 eucaryotes	 définissant	 l’apprêtement	 antigénique.	 Les	

protéines	extracellulaires	sont	dégradées	par	l’appareil	lysosomal	en	peptides	présentés	par	les	

molécules	du	CMH	de	classe	II	aux	LT	CD4+,	alors	que	les	peptides	présentés	par	les	molécules	du	

CMH	 de	 classe	 I	 aux	 LT	 CD8+	 sont	 générés	 à	 partir	 de	 la	 dégradation	 des	 molécules	

intracellulaires	 cytoplasmiques	 ou	 nucléaires	 par	 le	 système	 ubiquitine-protéasome	 et	 autres	

peptidases.	Cette	présentation	se	déroule	en	plusieurs	étapes:	 l’aquisition	et	 la	capture	de	 l’Ag,	

l’adressage	 et	 la	 dégradation,	 la	 protéolyse,	 le	 transport	 des	 peptides	 antigéniques	 sur	 les	

molécules	 HLA,	 la	 fixation	 du	 peptide	 antigénique	 sur	 sa	 molécule	 présentatrice	 et	 la	

présentation	du	complexe	HLA/peptide	à	la	surface	cellulaire	(Figure	18).	



	 82	

	

Figure	18:	Les	voies	de	présentation	des	antigènes.	Les	protéines	antigéniques	cytosoliques	sont	
présentées	via	 la	voie	 impliquant	 les	molécules	du	CMH	de	classe	 I.	Les	protéines	antigéniques	présentes	

dans	les	vésicules	sont	présentées	via	la	voie	des	molécules	du	CMH	de	classe	II	(figure	modifiée	à	partir	de	

Abbas	et	Lichtman.	Cellular	and	Molecular	Immunology,	5ème	édition,	W.B.	Saunders	2003).	

Pour	les	molécules	HLA	de	classe	I		

Les	molécules	HLA	de	classe	I	présentent	le	plus	souvent	des	peptides	dérivés	de	la	protéolyse	

de	 protéines	 endogènes	 de	 la	 cellule	 telles	 que	 les	 constituants	 naturels	 en	 fin	 de	 vie	 ou	mal	

formés	de	la	cellule.	Ces	dernières	s’associent	à	des	protéines	de	stress	telles	que	l’ubiquitine	qui	

va	 permettre	 leur	 étiquetage	 (étape	 1)	 et	 leur	 acheminement	 vers	 le	 protéasome	 pour	 être	

dégradés	 en	 peptides.	 Les	 produits	 de	 dégradation	 de	 petite	 taille	 sont	 éliminés.	 Les	

oligopeptides	 susceptibles	 de	 devenir	 antigéniques	 sont	 ceux	 qui	 présentent	 une	 extrémité	 C-

terminale	définie	par	le	protéasome	et	une	extrémité	N-terminale	plus	ou	moins	longue	qui	sera	

secondairement	clivée	par	des	aminopeptidases	 (étape	2)	 (Neefjes	 J	et	al.,	2011).	Les	peptides	

comportant	9	à	16	acides	aminés	produits	au	niveau	cytoplasmique	sont	pris	en	charge	par	les	

protéines	 de	 choc	 thermique	 (HSP70	 et	 HSP90)	 pour	 empécher	 toute	 dégradation	
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supplémentaire	 (étape	 3)	 puis	 transportés	 vers	 le	 réticulum	 endoplasmique	 (RE),	 grâce	 à	 un	

système	transporteur	comprenant	les	protéines	TAP1	et	TAP2	(«	Transporter	associated	Antigen	

Presentation	»)	dépendantes	de	l’ATP,	où	les	aminopeptidases	ERAP	1	et	2	leur	confèrent	la	taille	

idéale	pour	la	liaison	des	peptides	aux	molécules	du	CMH	de	classe	I	(8	à	10	acides	aminés).	Ces	

transporteurs	 agissent	 comme	 un	 filtre,	 ne	 sélectionnant	 que	 les	 peptides	 de	 8	 à	 10	 acides	

aminées	et	possédant	des	résidus	particuliers	au	sein	de	leur	séquence	peptidique	(étape	4).	Au	

niveau	du	RE	les	peptides	s’associent	aux	molécules	HLA	de	classe	I	partiellement	repliées	et	qui	

sont	synthétisées	de	manière	ubiquitaire.		

Initialement,	 les	 chaînes	α	des	molécules	 HLA	 de	 classe	 Ι	 s'associent	 à	 la	 protéine	 chaperone	

calnexine	pour	se	fixer	ensuite	à	la	β2m.	Ensuite,	 le	complexe	molécule	HLA	de	classe	I	et	β2m	

est	libéré	de	la	calnexine,	se	lie	à	un	complexe	de	protéines	chaperones	(calréticuline	et	Erp57)	

et	 s’associe	 à	 TAP	 via	 la	 tapasine.	 C’est	 sur	 la	 molécule	 HLA	 partiellement	 repliée	 et	 encore	

complexée	 aux	 chaperonnes	 et	 à	 TAP,	 que	 va	 s’associer	 le	 peptide.	 Ce	 n’est	 seulement	 que	

lorsqu’un	 peptide	 de	 forte	 affinité	 est	 fixé	 que	 la	 molécule	 achève	 son	 repliement.	 Enfin,	 la	

molécule	se	libère	du	complexe	TAP	avant	d’être	acheminée	vers	le	Golgi	à	la	surface	cellulaire	

pour	être	présentée	aux	LT	CD8+	(York	et	Rock,	1996;	Neefjes	J	et	al.,	2011)	(Figure	19).	
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Figure	19:	La	voie	d’apprêtement	des	protéines	antigéniques	endogènes	cytoplasmiques	

via	les	molécules	du	CMH	de	classe	I.	Les	peptides	cytoplasmiques	sont	activement	transportés	vers	
le	RE	;	les	molécules	du	CMH	de	classe	I	sont	présentes	dans	le	RE	et	capables	de	se	lier	aux	peptides.	β2m,	β-

2-microglobuline;	 CMH,	 Complexe	 Majeur	 d’Histocompatibilité;	 LT,	 Lymphocyte	 T;	 RE,	 Réticulum	

Endoplasmique;	 Ub,	 Ubiquitine	(figure	 modifiée	 à	 partir	 de	 Abbas	 et	 al.:	 Cellular	 and	 Molecular	

Immunology,	5ème	édition,	W.B.	Saunders	2003).	

	

Pour	les	molécules	HLA	de	classe	II		

Les	 peptides	 présentés	 par	 les	 molécules	 HLA	 de	 classe	 II	 proviennent	 de	 sources	 exogènes	

internalisées	par	endocytose,	phagocytose	ou	macropinocytose,	mais	des	études	ont	montré	que	

des	produits	de	dégradation	de	protéines	endogènes	peuvent	également	être	présentés	par	ces	

molécules	 (Lechler	 R	 et	 al.,	 1996).	 Ces	 Ag	 exogènes	 sont	 fragmentés	 et	 dénaturés	 en	 petits	

peptides	par	les	protéases	dans	l’endosome.	Parallèlement,	les	chaînes	α	et	β	du	CMH	de	classe	II,	

ainsi	qu’une	chaîne	invariante	(Ii),	sont	synthétisées	et	assemblées	dans	le	RE,	puis	transportées	

à	 travers	 l’appareil	de	Golgi	au	sein	de	 l’endosome.	C’est	dans	ce	dernier	que	 les	molécules	du	

CMH	de	classe	II	vont	être	libérées	des	peptides	temporaires	appelés	CLIP	(«	class	II	associated	

invariant	chain	peptides	»)	qui	dégradent	progressivement	 la	 chaîne	 invariante,	 démasquent	 le	

site	de	liaison	des	molécules	HLA	de	classe	II	avec	le	peptide	et	suppriment	le	signal	de	rétention	
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dans	les	endosomes.	C’est	alors	que	les	molécules	HLA	de	classe	II	vont	être	chargées	avec	des	

peptides	antigéniques	et	transportées	vers	la	membrane	cellulaire	pour	intéragir	avec	le	TCR	des	

LT	CD4+	(Neefjes	J	et	al.,	2011)	(Figure	20).	

	

Figure	20:	 La	 voie	 d’apprêtement	 des	 protéines	 antigéniques	 extracellulaires	 via	 les	

molécules	 du	 CMH	 de	 classe	 II.	 Les	 protéines	 internalisées	 par	 endocytose	 sont	 clivées	 en	 petits	
peptides	dans	les	vésicules;	les	molécules	du	CMH	de	classe	II	sont	capables	de	se	lier	aux	peptides	dans	ces	

mêmes	 vésicules.	 APC,	 Antigen	 Presenting	 Cells;	 CLIP,	 class	 II	 associated	 invariant	 chain	 peptides;	 CMH,	

Complexe	 Majeur	 d’Histocompatibilité;	HLA,	 human	 leukocyte	 antigen;	 RE,	 Réticulum	

Endoplasmique	(figure	modifiée	à	partir	de	Cellular	and	Molecular	Immunology,	5ème	édition,	W.B.	Saunders	

2003).	

	

Présentation	croisée		

En	dehors	de	ces	deux	voies	classiques	de	présentation	des	Ag,	 il	 existe	une	 troisième	voie:	 la	

présentation	 croisée,	 connue	 sous	 le	 terme	 de	 «	cross-presentation	».	 Cette	 voie	 permet	 la	

présentation	 d’Ag	 exogènes	 via	 le	 CMH	 de	 classe	 I,	 ou	 la	 présentation	 d’Ag	 cytoplasmiques	

générés	par	autophagie	par	le	CMH	de	classe	II	(Crotzer	et	Blum,	2010).	La	présentation	croisée	

par	 le	 CMH	 de	 classe	 I	 joue	 un	 rôle	 important	 en	 permettant	 l’induction	 d’une	 réponse	
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cytotoxique	 CD8+	 antivirale	 contre	 les	 virus	 qui	 n’infectent	 pas	 directement	 les	 APC	 ou	 aussi	

antitumorale	(Joffre	et	al.,	2012)	(Figure	21).	

	

Figure	21:	 Présentation	 directe	 via	 les	molécules	 HLA	 de	 classe	 I	 (a)	 et	 de	 classe	 II	 (b)	

ainsi	que	les	mécanismes	de	la	présentation	croisée	des	antigènes	(c).	Ag,	Antigène;	CLIP,	class	
II	 associated	 invariant	 chain	 peptides;	 CMH,	 Complexe	 Majeur	 d’Histocompatibilité;	 TAP,	 Transporter	

associated	Antigen	Presentation	(figure	modifiée	à	partir	de	Health	WR	et	Carbone	FR,	2001).	

	

1.1.1.2. Les	macrophages	
	

Le	macrophage	est	 la	cellule	phagocytaire	par	excellence	qui	provient	de	 la	différenciation	des	

monocytes	(Malissen	et	al.,	2014).	Les	macrophages,	comme	 les	cellules	dendritiques,	sont	des	

APC	 capables	 de	 présenter	 l’Ag	 et	 d’exprimer	 des	 molécules	 de	 co-stimulation.	 Ils	 sont	 aussi	

présents	dans	plusieurs	tissus	ou	ils	sont	capables	de	capturer	l’Ag	et	de	migrer	vers	le	ganglions	

lymphatiques	(Hamilton-Easton	A	et	Eichelberger	M,	1995)	ou	de	capturer	l’Ag	directement	au	

niveau	 du	 ganglion	 lymphatique	 ou	 de	 la	 rate	 (Nopajaroonsri	 C	 et	 al.,	 1974).	 Leur	 nombre	
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augmente	 rapidement	 au	 niveau	 des	 sites	 d’infection	 ou	 d’inflammation.	 Dans	 le	 ganglion	

lymphatique	drainant,	 le	macrophage	présente	l’Ag	sur	les	molécules	du	CMH	de	classe	I	ou	de	

classe	II	(Grant	EP	et	al.,	1992)	(Figure	22).		

1.1.1.3. Les	lymphocytes	B	

Les	LB	activés	sont	capables	d’agir	comme	des	APC	et	d’induire	une	réponse	 immune.	Comme	

d’autres	APC,	la	présentation	de	l’Ag	par	les	LB	passe	par	une	internalisation	de	l’Ag,	sa	digestion	

et	le	chargement	de	peptides	sur	les	molécules	du	CMH.	Ces	cellules	expriment	particulièrement	

les	molécules	du	CMH	de	classe	I	 et	de	 classe	 II	 (Ayumi	Yoshizaki	et	Shinichi	Sato,	2015).	Une	

étude	réalisée	par	Becker	et	coll.	a	évalué	l’activation	de	LT	CD4+	via	 la	présentation	par	les	LB	

d’un	 peptide	 antigénique	 issu	 du	 CMV	 sur	 des	 molécules	 du	 CMH	 de	 classe	 II.	 L’activation	

spécifique	des	clones	de	LT	CD4+	est	diminuée	en	présence	d’inhibiteur	classique	de	la	voie	de	

présentation	 de	 classe	 II.	 Cependant,	 l’inhibition	 du	 protéasome	 avec	 l’époximicine	 diminue	

également	la	présentation	antigénique.	Ceci	suggère	que	la	voie	de	présentation	antigénique	par	

les	cellules	B	se	 fait	 selon	une	voie	distincte	non	classique	de	classe	 II	 (Becker	HJ	et	al.,	2015)	

(Figure	22).	

	
Figure	22:	 Fonctions	 des	 différentes	 cellules	 présentatrices	 d’antigène	 (figure	 modifiée	 à	
partir	de	Abbas	et	Lichtman.	Cellular	and	Molecular	Immunology,	5ème	édition,	W.	B.	Saunders	2003).	
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1.1.2. Les	cellules	effectrices	
	

1.1.2.1. Les	lymphocytes	T	et	leur	activation	
	
L’activation	spécifique	et	complète	d’un	LT	nécessite	3	signaux:	 l’engagement	de	son	TCR	avec	

un	 complexe	CMH-peptide	 spécifique	 exprimé	par	 une	APC,	 l’interaction	des	molécules	 de	 co-

stimulation	 telles	 que	 le	 CD80	 et	 le	 CD86	 avec	 le	 CD28	 exprimé	 sur	 les	 lymphocytes	 T	 et	 les	

signaux	 cytokiniques	 environnementaux	 captés	 par	 le	 LT	 qui	 permettront	 d’induire	 sa	

polarisation.	

Afin	 d'identifier	 les	 processus	 cruciaux	 dans	 la	 pathogenèse	 de	 maladies	 allergiques,	 il	 est	

essentiel	de	comprendre	comment	 le	développement	des	cellules	T	se	produit.	Après	avoir	été	

soumis	 aux	 sélections	 positive	 et	 négative	 dans	 le	 thymus,	 les	 LT	 ayant	 atteints	 leur	maturité	

entrent	 dans	 la	 circulation	 sanguine	 (voir	 chapitre	 2,	 paragraphe	 1.3.1).	 A	 ce	 stade,	 ils	 sont	

qualifiés	de	naïfs,	car	ils	n'ont	pas	encore	rencontré	l’Ag	reconnu	via	leur	TCR.	Les	LT	naïfs	ont	

une	durée	de	vie	de	plusieurs	années	et	restent	jusqu’à	leur	activation	dans	un	état	quiescent.	La	

fréquence	 de	 LT	 naïfs	 spécifiques	 d’un	Ag	 donné	 est	 très	 faible	 (de	 l’ordre	 de	 1	 pour	 100000	

cellules).		

L’activation,	 le	 phénotype	 et	 la	 polarisation	 d’une	 cellule	 T	 qui	 se	 différencie	 à	 partir	 d'un	

précurseur	naïf	est	déterminée	par	son	interaction	complexe	avec	des	APC	professionnelles	(les	

DC),	 et	 comporte	 une	 multitude	 de	 facteurs,	 y	 compris	 les	 cytokines	 dominantes	 de	

l’environnement	dont	celles	produites	par	les	APC,	 les	molécules	de	costimulation,	 le	type	et	 la	

quantité	d'Ag	présenté	ainsi	que	de	la	cascade	de	signalisation.	Les	LT	naïfs	peuvent	rejoinder	les	

organes	lymphoides	secondaires	ou	circuler	d’une	facon	continue	d’un	organe	à	un	autre	jusqu’à	

la	reconnaissance	spécifique	d’un	Ag	qui	leur	sont	présentés	via	le	CMH	de	classe	I	pour	les	LT	

CD8+	ou	le	CMH	de	classe	II	pour	le	LT	CD4+.		

Cette	 réponse	primaire	 comporte	 généralement	4	phases	:	 une	phase	d’activation	 suivie	 d’une	

phase	d’expansion	 clonale,	 d’une	phase	de	 contraction	 clonale	 et	d’une	phase	de	maintien	des	

cellules	mémoires.		
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a- Structure	 du	 récepteur	 de	 l’antigène	 des	 cellules	 T	 (TCR)	 et	 interaction	 avec	 le	

complexe	CMH-peptide	

	

Les	 TCR	 sont	 des	 récepteurs	 membranaires	 caractéristiques	 des	 LT	 qui	 leur	 procurent	 la	

propriété	de	reconnaître	de	manière	spécifique	des	fragments	peptidiques	antigéniques	associés	

aux	 molécules	 du	 CMH.	 Le	 TCR	 est	 un	 hétérodimère	 extrèmement	 polymorphe	 au	 sein	 de	

l’individu	constitué	de	deux	chaînes	polypeptidiques	α/β	pour	 la	majorité	des	LT,	ou	γ/δ	pour	

une	 minorité	 des	 LT.	 Ces	 chaînes	 contiennent	 des	 régions	 hypervariables.	 Chaque	 chaîne	 est	

constituée	 de	 4	 domaines:	 un	 domaine	 variable	 (noté	 Vα	 ou	 Vβ)	 interagissant	 avec	 l’Ag	 et	 à	

l’origine	 du	 polymorphisme	 des	 TCR;	 un	 domaine	 constant	 (noté	 Cα	 ou	 Cβ);	 une	 région	

transmembranaire	et	une	 région	 intracytoplasmique	 très	 courte.	Enfin,	 les	 chaînes	α	et	β	 sont	

associées	 par	 un	 pont	 disulfure.	 Les	 TCR	 αβ	 et	 γδ	 sont	 associés	 sur	 la	 membrane	 des	 LT	 au	

complexe	 moléculaire	 CD3,	 nécessaire	 pour	 leur	 expression	 en	 surface.	 CD3	 assure	 la	

transduction	des	signaux	provoqués	par	 l’interaction	des	TCR	avec	 l’Ag.	Le	complexe	TCR/CD3	

est	 également	 associé	 pour	 la	 majorité	 des	 LTαβ,	 à	 des	 molécules	 invariantes,	 dites	 «	co-

récepteurs	»	CD4	ou	CD8,	qui	interagissent	respectivement	avec	les	molécules	du	CMH	de	classe	

II	ou	de	classe	I	et	participent	à	la	transduction	du	signal	activateur	par	CD3.	La	grande	diversité	

des	 TCR	 d’un	 individu	 donné	 (supérieur	 à	 107)	 repose	 sur	 un	 codage	 génétique	 particulier,	

provenant	d’un	réarrangement	génique	des	chaînes	α	et	β	ou	γ	et	δ,	qui	contribue	à	la	formation	

du	 répertoire	T	 (Posadas	 SJ	 et	 Pichler	WJ,	 2007;	Broere	et	al.,	 2011)	mais	 aussi	 sur	 la	 double	

sélection	 (positive	 et	 négative)	 lors	 du	 développement	 du	 LT	 (voir	 chapitre	 2,	 paragraphe	

1.1.3.1.).	 Il	 est	 important	 de	 préciser	 qu’un	 lymphocyte	 ne	 possède	 qu’un	 seul	 type	 de	 TCR	

exprimé	en	plusieurs	exemplaires	(Figure	23).		

L’interaction	 du	 TCR	 avec	 le	 complexe	 peptide-CMH,	 ou	 premier	 signal	 d’activation,	 est	 le	

premier	 contrôle	 physiologique	 d’une	 prolifération	 spécifique	 des	 LT,	 puisque	 seuls	 les	 LT	

présentant	 un	TCR	donné	 seront	 activés,	mais	 celui-ci	 reste	 insuffisant	 pour	 induire	 un	 signal	

d’activation.	 Les	 récepteurs	 TCR	 sont	 optimisés	 pour	 une	 reconnaissance	 spécifique	 d’une	

séquence	unique	du	peptide	antigénique	apprêté,	c’est-à-dire	dérivé	d’une	protéine	antigénique	

modifiée	 puis	 présentée	 au	 LT	 par	 une	molécule	 du	 CMH	particulière.	 Il	 y	 a	 donc	 une	 double	

reconnaissance	 ainsi	 qu’une	 double	 spécificité:	 la	 première,	 pour	 le	 peptide	 antigénique,	

responsable	 de	 la	 réponse	 immune	 spécifique;	 la	 deuxième	pour	 les	 résidus	 polymorphes	 des	

molécules	 du	 CMH	 du	 soi,	 responsable	 de	 la	 restriction	 aux	 molécules	 du	 CMH.	 C'est	 le	
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phénomène	 de	 restriction	 allogénique.	 La	 présence,	 l'absence	 ou	 la	 génération	 de	 différents	

peptides	 à	 partir	 de	 la	 même	 protéine	 peut	 conduire	 à	 l'inactivation	 ou	 à	 l'activation	 de	

différentes	 sous-populations	 de	 cellules	 T	 et	 au	 déclenchement	 de	 la	 réponse	 immunitaire	

adaptative	 (Honey	K	 et	al.,	2003).	 L’interaction	 entre	 le	 TCR	 et	 le	 complexe	 peptide-CMH	doit	

être	prolongée	et	de	forte	intensité	pour	être	efficace	dans	l’activation	du	LT	naïf.	L’affinité	entre	

le	paratope	du	TCR	et	le	peptide	immunodominant	présent	dans	le	sillon	de	la	molécule	du	CMH	

joue	un	rôle	majeur	dans	la	stabilité	de	cette	liaison,	renforcée	par	les	co-récepteurs	CD4	et	CD8.		

	

Figure	23:	 Structure	 du	 TCR	 et	 interactions	 avec	 les	 complexes	 CMH/peptide.	 (a)	 Les	
molécule	CD4	et	CD8	(b)	L’interaction	de	CD4	avec	le	CMH	de	classe	II/peptide	(c)	L’interaction	de	CD8	avec	

le	CMH	de	classe	I/peptide.	APC,	Antigen	Presenting	Cells;	β2m,	β-2-microglobuline;	CMH,	Complexe	Majeur	

d’Histocompatibilité;	CTL,	Cytotoxic	T	Lymphocyte;	LT,	Lymphocyte	T;	TCR,	T-Cell	Receptor	(figure	modifiée	

à	partir	de	Adapté	de	Janeway,	immunobiology,	6°	édition).		

	

b- Synapse	immunologique	et	activation	des	Lymphocytes	T	
	
L’interaction	 des	 molécules	 de	 co-stimulation	 avec	 le	 CD28,	 constitue	 le	 deuxième	 signal	 qui	

permet	la	survie	du	LT	en	induisant	la	production	de	l’IL-2	par	le	LT.	Ceci	permet	la	formation	

d’une	 aire	 spécialisée	 au	 niveau	 de	 la	 zone	 de	 contact	 appelée	 synapse	 immunologique	 (SI)	

permettant	la	stabilisation	de	cette	interaction	pendant	quelques	minutes	voir	plusieurs	heures	

(Celli	et	al.,	 2008).	 Il	 s’agit	 d’une	 relocalisation	des	 éléments	d’interaction	 cellulaire	 au	niveau	

d’une	zone	de	contact	centrale	dynamique	afin	d’optimiser	la	signalisation	et	l’activation	du	LT	

via	 son	 interaction	 avec	 le	 complexe	 CMH-peptide,	 dont	 la	 présence	 est	 rare	 et	 d’affinité	
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relativement	 faible	 avec	 le	TCR.	 La	 synthèse	de	 l’IL-2	 est	 indispensable	 à	 la	 prolifération	 et	 la	

différenciation	 des	 LT.	 De	manière	 concomitante	 à	 cette	 synthèse,	 les	 LT	 expriment	 le	 CD25,	

chaîne	α	 du	 récepteur	 de	 l’IL-2	 (Appleman	et	al.,	 2000).	De	 cette	manière,	 l’expansion	 clonale	

d’un	 LT	 activé	 peut	 comprendre	 deux	 à	 trois	 divisions	 par	 jour	 pendant	 plusieurs	 jours	 et	

permettre	à	une	seule	cellule	de	donner	naissance	à	des	milliers	de	clones	portant	tous	le	même	

TCR.			

Plusieurs	 couples	 de	 molécules	 d’adhésion	 entrent	 en	 interaction	 tels	 que	 LFA-1/ICAM-1	

(IntraCellular	Adhesion	Molecule	1,	correspondant	au	CD54),	CD40/CD40L	ou	CD154	(Acuto	et	

Michel,	2003),	CD80	ou	CD86/CTLA-4	(Cytotoxic	T	Lymphocyte	Antigen-4)	ou	CD28	(Lenschow	

et	al.,	1996;	Green	et	al.,	1994).	Dans	un	premier	lieu,	l’interaction	des	molécules	d’adhésion	LFA-

1	sur	le	LT	et	ICAM-1	sur	la	DC	permet	le	rapprochement	des	deux	cellules	(Huppa	et	al.,	2003).	

L’activation	des	cellules	T	est	ensuite	assurée	par	la	liaison	de	CD28,	exprimés	constitutivement	

sur	les	LT	et	particulièrement	sur	les	LT	naïfs	(Lieping	C	et	Dallas	BF,	2013),	aux	molécules	de	

costimulation	CD80	(aussi	appelé	B7-1)	et	CD86	(aussi	appelé	B7-2),	exprimées	sur	les	DC.	Ceci	

constitue	 le	 signal	 de	 costimulation	 de	 plus	 forte	 intensité	 permettant	 l’augmentation	 de	

l’expression	du	récepteur	de	forte	affinité	pour	 l’IL-2	(Shahinian	et	al.,	1993)	et	 la	sécrétion	de	

l’IL-2	par	le	LT	(Wells	et	al.,	1997)	essentielle	à	leur	prolifération	(Schwartz,	1992;	Friedl	et	al.,	

2005).	De	plus,	 l’engagement	du	CD28	augmente	 l’expression	du	gène	anti-apoptotique	Bcl-XL	

(Boise	et	al.,	1995)	essentiel	à	la	survie	des	LT	activés.	L’interaction	ultérieure	de	CD80	et	CD86	

avec	 CTLA-4	 permet	 de	 régler	 négativement	 la	 réponse	 des	 LT	 (Qureshi	 OS	 et	 al.,	 2011).	 La	

molécule	 CTLA-4	 est	 induite	 suite	 à	 une	 activation	 du	 LT	 et	 son	 expression	 engendre	 la	

diminution	de	l’expression	de	CD28	par	endocytose	(Chen	L	et	Flies	DB,	2013).	De	plus,	CTLA-4	

possède	 une	 affinité	 pour	 le	 CD80	 et	 le	 CD86	 vingt	 fois	 suppérieur	 au	 CD28.	 Il	 y	 a	 ainsi	 une	

diminution	de	la	production	de	l’IL-2	et	un	contrôle	de	la	prolifération	(Gardner	et	al.,	2014). Un	

autre	couple	de	molécules	CD40/CD40L	joue	un	rôle	important	dans	l’activation	des	LT	(Ma	DY	

et	Clark	EA,	2009).	La	molécule	CD40	est	un	récepteur	membranaire	appartenant	à	la	famille	des	

récepteurs	du	TNF	ainsi	qu’un	marqueur	d’activation	de	 la	DC.	L’intéraction	de	CD40	avec	son	

ligand	 CD40L	 présent	 sur	 les	 LT	 permet	 une	 signalisation	 bidirectionnelle	 permettant	

transmission	 de	 signaux	 activateurs	 aux	 LT	 mais	 aussi	 l’augmentation	 de	 la	 survie	 (via	

l’augmentation	 d’expression	 de	 Bcl-2)	 et	 les	 capacités	 d’APC	 des	 DC	 en	 augmentant	 leur	

maturation.	 En	 effet,	 il	 augmente	 l’expression	 des	 molécules	 du	 CMH	 de	 classse	 II	 et	 de	

stimulation	CD80	et	CD86,	ainsi	que	la	production	de	cytokines	comme	le	TNF-α,	l’IL-8	et	CCL3	
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(«	Chemokine	 (C-C	motif)	 ligand	 3	»)	 (Caux	 et	 al.,	 1994).	 CD40	 induit	 également	 la	 production	

d’IL-12	 par	 les	 DC,	 une	 cytokine	 qui	 joue	 un	 rôle	 clef	 dans	 la	 polarisation	 Th1	 de	 la	 réponse	

immunitaire	(Danese	S	et	al.,	2004).	La	génération	de	ce	deuxième	signal	est	indispensable	à	la	

prolifération	et	la	spécialisation	des	LT.	En	l’absence	de	ces	signaux	de	co-stimulation,	le	LT	peut	

entrer	dans	une	phase	dite	«	d’anergie	»	et	être	complètement	réfractaire	à	la	présentation	des	

Ag	(Watts,	2005).	Il	n’y	aura	pas	d’expansion	clonale	possible	(Figure	24).	

	

Figure	24:	 Organisation	 de	 la	 synapse	 immunologique	 LT/APC	 (Vue	 en	 coupe	 (a)	 et	 en	

plan	(b)).	APC,	Antigen	Presenting	Cells;	LT,	Lymphocyte	T	(Huppa	JB	et	Davis	MM,	2003).		

	

c- Polarisation	de	la	réponse	lymphocytaire	
	

Enfin	 le	 troisième	signal	est	représenté	par	 les	signaux	cytokiniques	environnementaux	captés	

par	les	LT	naïfs	qui	permettront	d’induire	sa	polarisation	vers	des	profils	Th1,	Th2	ou	Th17	par	

exemple.	A	la	différence	des	LT	naïfs,	les	LT	spécifiques,	devenus	LT	mémoires,	n’ont	plus	besoin	

de	molécules	 de	 co-stimulation	 et	 sont	 capables	 de	 déclencher	 une	 réponse	 immunitaire	 très	

rapidement	dès	qu’ils	rencontrent	le	même	Ag	(London	et	al.,	2000).	
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Les	Lymphocytes	T	CD4+	

- Les	lymphocytes	Th1		

L’activation	 des	 cellules	 présentatrices	 telles	 que	 les	DC,	 suite	 à	 une	 intrusion	 bactérienne	 ou	

microbienne,	engendre	 la	sécrétion	de	cytokines	 tel	que	 l’IL-12	qui	 induit	une	polarisation	des	

LT	 vers	 un	 profil	 Th1	 caractérisé	 par	 la	 sécrétion	 d’IFN-γ	 et	 l’expression	 des	 facteurs	 de	

transcription	 T-bet	 (le	 principal	 facteur	 de	 transcription	 qui	 contrôle	 la	 différenciation	 Th1)	

ainsi	que	STAT-4	(signal	transducer	and	activator	of	transcription	4)	(Mullen	AC	et	al.,	2001).	Les	

cellules	 Th1	 sécrètent	 majoritairement	 de	 l’IFN-γ	 mais	 aussi	 le	 facteur	 de	 nécrose	 tumorale	

(TNF)-β	et	l’IL-2	qui	permettent	à	ces	cellules	d'être	particulièrement	efficace	dans	la	protection	

contre	 les	 infections	 virales	 ou	 bactériennes.	 D’autre	 part,	 les	 LT	 Th1,	 via	 leur	 sécrétion	 de	

cytokines,	peuvent	induire	une	commutation	de	classe	des	LB	activés.	Ces	derniers	peuvent	ainsi	

produire	 des	 Ac	 à	 fort	 pouvoir	 opsonisant	 et	 facilitent	 la	 phagocytose	 des	 pathogènes	 par	 les	

macrophages	ou	par	les	polynucléaires	neutrophiles.	Ces	isotypes	produits	correspondent	chez	

l’homme	aux	IgG1	et	IgG3	(Siegrist,	2013).	

- Les	lymphocytes	Th2		

Lors	d’une	interaction	avec	des	parasites	de	type	helminthes,	ou	des	allergènes,	les	DC	induisent	

une	 réponse	 de	 type	 Th2.	 Les	 cellules	 Th2	 sécrètent	 l'interleukine-4	 (IL-4),	 -5,	 et	 -13	 et	

expriment	 le	 facteur	 de	 transcription	 GATA-3.	 L’IL-4	 sécrétée	 par	 les	DC	 et	 le	 TLSP	 («Thymic	

Stromal	LymphoPoietin»)	produit	par	les	cellules	stomales	ou	épithéliales	favorisent	l’activation	

du	 facteur	de	 transcription	GATA-3	 (Lee	et	al.,	 2001;	 Pulendran	et	al.,	 2010).	 Les	 cellules	Th2	

activent	 de	 manière	 similaire	 les	 cellules	 B,	 qui	 sont	 spécialisées	 dans	 la	 défense	 contre	 des	

parasites	vulnérables	suite	à	la	commutation	d’immunoglobuline	(Ig)	en	IgE	dépendante	de	d’IL-

4	 (Siegrist,	 2013),	 ou	 d’activation	 des	 éosinophilies	 en	 présence	 d’IL-5,	 et	 la	 stimulation	 de	 la	

prolifération	des	mastocytes	et	leur	dégranulation	en	présence	d'IL-13	et	d’IL-4.	

Le	 développement	 des	 sous-populations	 Th1	 et	 Th2	 est	mutuellement	 antagoniste.	 De	 ce	 fait,	

l’IL-4	(«	signature	»	des	Th2)	bloque	le	développement	des	Th1,	alors	que	l’IFN-γ	(la	«signature»	

des	Th1)	bloque	le	développement	des	Th2.		
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- Les	lymphocytes	Th17		

La	reconnaissance	par	les	DC	d’un	Ag	de	champignon	ou	de	levure	induit	la	production	de	TGF-β,	

d’IL-1β,	d’IL-6,	et	d’IL-23	par	les	DC	orientant	vers	une	réponse	Th17.	Les	cellules	Th17	sécrètent	

principalement	 de	 l’IL-17	mais	 aussi	 de	 l’IL-6,	 de	 l’IL-8,	 de	 l’IL-22	 et	 de	 l’IL-26.	Les	 protéines	

impliquées	dans	leur	différentiation	sont	STAT3	(signal	transducer	and	activator	of	transcription	

3)	 ainsi	 que	 RORα	 et	 RORγt	 (retinoic-acid-receptor-related	 orphan	 receptors)	 (Manel	 et	 al.,	

2008).	 De	 plus,	 les	 cellules	 Th17	 jouent	 un	 rôle	 essentiel	 dans	 l'inflammation	 des	 tissus	 et	 le	

recrutement	 et	 l'activation	 des	 cellules	 de	 l’immunité	 innée	 comme	 les	 polynucléaires	

neutrophiles	pour	 contrôler	 les	 infections	bactériennes	 extracellulaires	 et	 fongiques	 (Walsh	et	

Mills,	2013).	

- Les	autres	profils		

Les	LT	folliculaires	helper	(Tfh)	résident	dans	les	organes	lymphoïdes	secondaires	et	permettent	

la	maturation	des	LB	et	leur	différenciation	en	plasmocytes	à	longue	durée	de	vie	via	la	sécrétion	

de	 l’IL-4	 et	 de	 l’IL-21.	 Ces	 plasmocytes	 sont	 capables	 de	 sécréter	 des	 Ac	 de	 haute	 affinité	

(Vinuesa	et	al.,	2005).	Les	Tfh	sont	capables	de	produire	de	 l’IL-4	ou	de	 l’IFN-γ	en	 fonction	du	

microenvironnement	présent	pendant	 leur	différenciation,	 ce	qui	 fait	que	ce	 type	 cellulaire	ne	

possèdent	 pas	 de	 «signature	 cytokinique»	 spécifique	 et	 que	 l’on	 ignore	 si	 ces	 cellules	 sont	 un	

sous-type	cellulaire	à	part	entière	ou	 le	produit	d’une	différentiation	phénotypique	de	cellules	

Th1,	Th2	ou	Th17.	Leur	 localisation	dans	 les	organes	 lymphoides	 résulte	en	 la	 formation	d’un	

gradien	de	chimiokine	CXCL13	sécrétée	par	les	cellules	stromales	et	de	l’expression	du	CXCR5	à	

la	surface	de	Tfh	permettant	ainsi	leur	rétention	dans	les	centres	germinatifs.	A	l’état	activé,	les	

cellules	Tfh	expriment	plus	fortement	les	molécules	du	CMH	de	classe	II	et	les	molécules	de	co-

stimulation	tel	que	CD40L	ou	OX40.	Cependant,	leur	capacité	à	répondre	aux	chimiokines	CCL19	

et	CCL21,	produites	dans	les	zones	T,	est	réduite	(Vinuesa	et	al.,	2005)	(Figure	25).	
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Figure	 25:	 Les	 différentes	 sous-populations	 de	 LT.	 La	 différentiation	 des	 cellules	 Tfh	 est	
influencée	 par	 la	 sécrétion	 de	 l’IL-6	 et	 l’IL-12,	 dépendant	 de	 la	 signalisation	 ICOS	 pour	 l’expression	 du	

facteur	de	transcription	Bcl6.	Ces	cellules	expriment	Tbet,	GATA3	et	RORγt	comme	facteurs	de	transcription	

associés	aux	types	Th1,	Th2	et	Th17	respectivement	(figure	modifiée	à	partir	de	Crotty	S,	2014).	

	

Il	est	 important	de	signaler	qu’il	existe	une	certaine	plasticité	entre	 les	différents	profils	de	LT	

CD4+	décrits	 ci-dessus.	Cette	plasticité	 est	 sous	 le	 contrôle	de	modifications	épigénétiques	des	

gènes	cibles	de	facteurs	de	transcription,	résultant	en	une	adaptation	des	cellules	T	effectrices	au	

contexte	immunologique	dans	lequel	elles	se	trouvent.	Par	exemple,	des	cellules	Th17	peuvent,	

sous	l'effet	de	l’IL-12,	produire	de	l’IFN-γ	plus	caractéristique	d’un	profil	Th1.		

Les	Lymphocytes	T	CD8+	

Les	LT	CD8+	se	différencient	en	LT	cytotoxiques	ou	CTL	(cytotoxic	T	lymphocytes)	capablent	de	

déclencher	 l’apoptose	des	cellules	 infectées	exprimant	un	complexe	CMH-I-peptide	pour	lequel	

ils	 sont	 spécifiques.	 Cette	 activité	 implique	 plusieurs	 voies	 qui	 pourraient	 agir	 en	 synergie:	 la	

voie	perforine/granzyme	(dépendante	du	calcium),	la	voie	Fas/FasL	(indépendante	du	calcium)	

et	aussi	la	sécrétion	de	cytokines	proapoptotiques	comme	le	TNF-α.	
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Les	CTL	peuvent	aussi	lyser	les	cellules	infectées	par	les	virus	ou	les	cellules	cancéreuses	suite	à	

leur	activation	par	un	élément	du	non-soi	présent	à	la	surface	des	cellules.	Ces	lymphocytes	vont	

libérer	 la	 perforine	 qui	 forme	 des	 pores	 dans	 la	 membrane	 plasmique	 des	 cellules	 cibles	 et	

provoque	leur	lyse	(Weninger	et	al.,	2002).	

Les	LT	CD8+	produisent	aussi	différentes	cytokines	après	activation.	Les	LT	CD8+	effecteurs	se	

caractérisent	principalement	par	la	sécrétion	d’IFN-γ,	de	TNF-α	et	d’IL-2.	Ces	cytokines	ont	des	

rôles	très	divers:	augmentation	de	l’expression	de	molécules	impliquées	dans	la	présentation	de	

l’Ag	 sur	 les	 APC	 ou	 les	 cellules	 cibles	 (Früh	 K	 et	 Yang	 Y,	 1999)	 et	 activation	 de	 l’activité	

microbicide	d’autres	 types	 cellulaires	par	 l’IFN-γ;	d’autres	 cytokines	 comme	 l’IL-2	auraient	un	

effet	autocrine	sur	les	LT;	le	TNF-α,	molécule	effectrice	proinflammatoire	et	permettant	d’induire	

la	mort	via	le	récepteur	TNFR1	(Harty	JT	et	al.,	2000).		

Tout	comme	les	LT	CD4+,	 les	LT	CD8+	peuvent	se	polariser	en	deux	sous	types	en	fonction	des	

cytokines	produites.	 En	présence	d’IFN-γ	 et	d’IL-12,	 les	LT	CD8+	 se	différencient	 en	une	 sous-

population	 Tc1	 sécrétant	 de	 l’IFN-γ	 et	 de	 l’IL-2	 tandis	 qu’en	 présence	 d’IL4,	 les	 LT	 CD8+	 se	

différencient	en	Tc2	sécrétant	des	cytokines	telles	que	l’IL-4,	l’IL-5	et	l’IL-10	(Annunziato	et	al.,	

2014).	Néanmoins,	les	LT	CD8+	peuvent	aussi	avoir	un	rôle	régulateur	et	sont	qualifiés	de	CD8+	

suppresseurs.		

Les	lymphocytes	T	mémoires	

Suite	à	l’induction	de	la	prolifération	clonale	de	LT	effecteurs	spécifique	d’un	Ag	par	les	DC	dans	

les	 ganglions	 lymphatiques	 permettant	 la	 clairance	 de	 l’agent	 pathogène,	 l’effectif	 des	 LT	

effecteurs	diminue	et	seules	les	LT	mémoires,	cellules	à	longue	durée	de	vie,	différenciés	à	partir	

des	LT	effecteurs	persistent	dans	la	circulation	sanguine	(Mueller	et	al.,	2013).	Ils	requièrent	une	

re-stimulation	additionnelle	avant	de	pouvoir	passer	à	l’état	de	LT	effecteurs	et	d’agir	sur	leurs	

cellules	 cibles.	 Les	 LT	 mémoires	 expriment	 entre	 autre	 le	 marqueur	 membranaire	 CD45RO,	

isoforme	du	CD45RA	(présent	sur	 les	LT	naïfs).	La	survie	des	LT	CD4	mémoires	nécessite	une	

stimulation	par	des	cytokines	telles	que	l’IL-7	et	l’IL-15	(Janeway	2009).		

Les	cellules	mémoires	peuvent	être	subdivisées	selon	leurs	fonctions	effectrices,	leurs	capacités	

migratoires	 et	 prolifératives	 mais	 aussi	 selon	 leurs	 capacités	 à	 persister	 in	 vivo.	 Une	 des	

questions	 centrales	 au	 sujet	 des	 cellules	 mémoires	 concerne	 leur	 lignage	 et	 les	 mécanismes	

contrôlant	leur	génération.		
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Malgré	 cette	 hétérogénéité,	 deux	 principales	 sous-populations	 ont	 été	 définies:	 les	 sous-

populations	de	cellules	mémoires	TCM	(“Central	Memory	T	cells”)	et	TEM	(“Effector	Memory	T	

Cells”).	Les	TEM	auraient	un	rôle	important	dans	la	réponse	immédiate	du	fait	de	leurs	capacités	

effectrices	 et	 de	 leur	 localisation	 en	périphérie,	 proche	des	 sites	 d’entrée	 des	 pathogènes.	 Ces	

cellules	sont	présentes	au	niveau	de	la	rate,	des	ganglions	lymphatiques,	dans	le	sang,	au	niveau	

des	 voies	 pulmonaires,	 le	 foie,	 l’intestin,	 les	 reins,	 et	 le	 tissu	 adipeux.	 Les	 TEM	 sont	 aussi	

caractérisés	par	leur	faible	capacité	à	proliférer	(Sallusto	F	et	al.,	2004;	Huster	KM	et	al.,	2006)	

suite	à	une	simulation	antigénique	ou	en	réponse	aux	cytokines	(IL-7	et	l’IL-15)	indispensables	à	

la	prolifération	homéostatique	(Gett	AV	et	al.,	2003;	Wherry	EJ	et	al.,	2003;	Akbar	AN	et	Fletcher	

JM,	2005).	Ces	cellules	sont	CD44high	CD62L-	CCR7-	CD127+	CD69-	CD103-	(Mueller	et	al.,	2013).	

Les	TEM	peuvent	se	différencier	rapidement	en	LT	effecteurs	et	sécréter	de	grandes	quantités	de	

cytokines	 (IFN-γ,	 IL-4,	 IL-5)	après	 leur	 restimulation	par	 l’Ag	alors	que	 les	TCM	ont	besoin	de	

plus	de	temps	pour	sécréter	des	cytokines	après	la	restimulation	par	l’Ag	(Boyman	et	al.,	2009;	

Broere	 et	 al.,	 2011).	 En	 ce	 qui	 concerne	 les	 TCM,	 elles	 sont	 localisées	 préférentiellement	 au	

niveau	des	organes	lymphoïdes,	de	la	rate,	de	la	mœlle	osseuse	et	dans	le	sang,	et	possèdent	des	

faibles	 capacités	 effectrices	 immédiates	 mais	 une	 forte	 capacité	 d’expansion.	 La	 majorité	 des	

études	 réalisées	 pour	 caractériser	 les	 TCM	 ont	 également	montré	 que	 ces	 derniers	 pouvaient	

produire	de	grandes	quantités	d’IL-2	suite	à	une	stimulation	antigénique	(Sallusto	F	et	al.,	2004;	

Huster	 KM	 et	 al.,	 2006).	 Contrairement	 aux	 TEM,	 les	 TCM	 experiment	 CCR7	 et	 CD62L	 (L-

séléctine),	des	récepteurs	de	localisation	ou	“homing”	(Mueller	et	al.,	2013)	leur	permettant	de	

circuler	dans	les	ganglions	lymphatiques	et	la	rate.	

Une	 troisième	population	de	cellules	T	mémoires	appellée	TRM	(“Resident	Memory	T	cells”)	a	

été	identifiée	et	elle	persiste	au	niveau	des	tissus	après	l’élimination	du	pathogène.	Ces	cellules	

sont	CD44high	CD62L-	CCR7-	CD11ahigh	CD69+	(Mueller	et	al.,	2013).	

1.1.2.2. Les	lymphocytes	B	

Les	 LB	 se	 développent	 à	 partir	 de	 cellules	 souches	 hématopoiétiques	 (CSH)	 au	 niveau	 de	 la	

mœlle	osseuse.	Comme	les	cellules	T,	les	LB	subissent	deux	étapes	de	séléctions,	une	positive	et	

une	négative,	afin	d’assurer	 leur	bon	développement.	Les	LB	matures	vont	ensuite	migrer	vers	

les	 organes	 lymphoïdes	 secondaires	 tel	 que	 la	 rate	 ou	 les	 ganglions	 lymphatiques.	 Leur	

activation	a	lieu	lorsqu’un	Ag	se	fixe	sur	leur	BCR.	Cette	Ag	peut	être	libre	ou	présenté	sur	des	
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APC	 tels	 que	 les	 macrophages	 ou	 les	 DC.	 L’activation	 des	 LB	 peut	 être	 dépendante	 ou	

indépendante	des	cellules	T.	

Les	LB	sont	divisées	en	deux	sous-populations:	les	LB-1	et	les	LB-2.	Les	LB-1	retrouvés	au	niveau	

des	 cavités	péritonéales	 et	pleurales,	 sont	 capables	de	 s’auto-renouveler	 et	 sont	 les	premières	

productrices	 d’IgM	 retrouvés	 dans	 la	 circulation	 (Tsuji	 et	 al.,	 2002;	 Szczepanik	 et	 al.,	 2003;	

Itakura	et	al.,	2005).	Elles	reconnaissent	aussi	bien	des	composants	du	soi	que	des	Ag	bactériens.	

En	revanche,	les	LB-2	représentent	la	majorité	des	LB	conventionnelles	chez	l’homme,	dérivent	

des	 précurseurs	 de	 la	 mœlle	 osseuse	 et	 comprennent	 les	 LB	 de	 la	 zone	 marginale	 et	 les	 LB	

folliculaires	(Kurosaki	et	al.,	2015).	 Ils	sont	capables	de	migrer	vers	 les	organes	 lymphoïdes	et	

sont	dépendants	des	LT	pour	produire	différentes	classes	d’Ac,	les	IgG1,	les	IgG2,	les	IgG3	et	les	

IgE	(Askenase	et	al.,	2004).		

1.1.3. La	tolérance	immunologique	
	

L’ensemble	des	mécanismes	concourant	à	préserver	l’organisme	d’un	excès	de	réponse	immune	

et	de	l’attaque	de	ses	composants	constitue	la	tolérance.	Brièvement,	au	cours	des	processus	de	

différenciation	des	LT	au	niveau	du	thymus	a	lieu	la	tolérance	centrale	qui	aboutit	à	la	délétion	

ou	la	neutralisation	clonale	de	LT	auto-réactifs	vis-à-vis	d’Ag	du	soi.	Par	contre,	en	périphérie,	les	

LT	peuvent	dériver	des	Treg	capables	de	médier	la	tolérance	périphérique.	

	
1.1.3.1. La	tolérance	centrale	et	sélection	thymique	

La	 production	 de	 LT	 ou	 thymopoièse	 a	 lieu	 dans	 le	 thymus.	 Il	 s’agit	 d’un	 processus	 actif	 et	

dynamique	où	 les	cellules	T	subissent	deux	étapes	de	sélections,	positive	et	négative,	au	cours	

desquelles	plus	de	99%	des	thymocytes	sont	éliminés.	En	effet,	les	réarrangements	des	gènes	du	

récepteur	T	génèrent	environ	109	récepteurs	différents,	permettant	de	reconnaître	la	totalité	des	

structures	antigéniques,	y	compris	des	autoAg.	Dans	le	thymus,	ces	LT	ou	thymocytes	vont	être	

en	 contact	 avec	 les	 peptides	 du	 soi	 présentés	 au	 niveau	 	 des	 molécules	 du	 CMH	 par	 les	 DC	

thymiques.	Schématiquement	trois	cas	de	figure	peuvent	être	distingués:		

-	 Tous	 les	 LT	 doubles	 positifs	 CD4+/CD8+	 dont	 le	 récepteur	 TCR	 a	 une	 faible	 affinité	 ou	 ne	

reconnaît	 pas	 de	 facon	 spécifique	 les	 peptides	 du	 soi	 ne	 vont	 pas	 générer	 de	 signaux	 anti-

apoptotiques	de	survie	et	de	différenciation	et	vont	mourir	(absence	de	sélection	positive).	
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-	 ceux	 qui,	 au	 contraire,	 ont	 un	 récepteur	 de	 forte	 affinité	 pour	 les	 peptides	 du	 soi	 (auto-

antigènes),	vont	s’activer,	générer	des	signaux	apoptotiques	et	mourir	(sélection	négative).		

-	seuls	ceux	qui	ont	un	récepteur	d’affinité	intermédiaire	pour	les	molécules	du	CMH	de	classe	I	

ou	 II	 vont	 recevoir	 des	 signaux	 anti-apoptotiques	 de	 survie	 (sélection	 positive),	 maturer	 et	

migrer	 à	 la	 périphérie.	 Ces	 thymocytes	 vont	 perdre	 l’expression	 soit	 du	 CD8	 (si	 fixation	 aux	

molécules	du	CMH	de	classe	II)	soit	du	CD4	(si	fixation	aux	molécules	du	CMH	de	classe	I).		

Cette	étape	donne	donc	naissance	à	des	LT	naïfs	simples	positifs	CD4+	ou	CD8+	fonctionnels	et	au	

répertoire	 varié	 qui	 sont	 arrivés	 à	 maturité	 et	 qui	 seront	 exportés	 hors	 du	 thymus	 vers	 la	

périphérie	formant	ainsi	un	répertoire	périphérique	de	LT.	

1.1.3.2. La	tolérance	périphérique	et	les	lymphocytes	T	régulateurs	

Néanmoins,	 tous	 les	Ag	du	 soi	 ne	 sont	pas	 représentés	 au	niveau	du	 thymus.	D’autre	part,	 un	

certain	 nombre	 de	 LT	 échappent	 à	 la	 sélection	 thymique	 négative	 et	 pourraient	 induire	 des	

réactions	auto-immunes	en	l’absence	de	mécanismes	de	tolérance	périphérique.	Ces	mécanismes	

sont	schématiquement	au	nombre	de	quatre:	l’ignorance	immunologique,	l’anergie	ou	paralysie	

lymphocytaire,	l’apoptose	ou	sélection	clonale,	la	suppression	par	régulation	négative.		

Certains	 Ag	 ne	 sont	 pas	 ou	 peu	 accessibles	 au	 système	 lymphoide	 du	 fait	 de	 la	

compartimentalisation	 des	 cellules	 immunitaires	 et	 que	 ces	 Ag	 sont	 présents	 dans	 des	 sites	

privilégiés	 tels	 que	 le	 cerveau,	 la	 chambre	 antérieure	 de	 l’œil,	 la	 thyroïde,	 le	 pancréas	 ou	 le	

testicule.		

Dans	 le	 cas	 où	 l’activation	 des	 LT	 naïfs	 est	 incomplète	 généralement	 liée	 à	 l’engagement	 du	

récepteur	T	(signal	1)	sans	signaux	de	costimulation	(signal	2),	mais	aussi	dans	certains	modèles	

de	l’altération	du	premier	signal	par	liaison	du	récepteur	avec	un	ligand	peptidique	modifié,	de	

faible	affinité	pour	 le	 récepteur,	ou	par	modification	de	 la	présentation	peptidique	par	 l’IL-10,	

ceci	 aboutit	 une	 incapacité	 fonctionnelle	 ou	 anergie	 lymphocytaire.	 (Preckel	 T	 et	 al.,	 2001;	

Podojil	JR	et	Miller	SD,	2009).	

La	 déviation	 cytokinique	 est	 un	 troisième	mécanisme	 inducteur	 d'une	 tolérance	 périphérique.	

Certaines	 cellules	 lymphocytaires	 auto-réactives	 peuvent	 exprimer	 des	 cytokines	 de	 type	 Th2	
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(IL-4,	IL-5,	IL-10,	IL-13)	qui	limitent	l’inflammation	et	entraînent	une	immunodéviation	évitant	

ou	supprimant	la	réponse	de	lymphocytes	pathogènes	auto-réactifs	(Balaji	B	et	al.,	2011).	

Les	 LT	 naïfs	 peuvent	 se	 différencier	 en	 Treg	 lors	 de	 la	 rencontre	 de	 certains	 Ag	 devant	 être	

tolérés	par	le	système	immunitaire.	Les	cellules	T	régulatrices	CD4+	CD25+	FoxP3+	sont	associées	

à	l’expression	du	facteur	de	transcription	FoxP3,	qui	joue	un	rôle	fondamental	dans	les	fonctions	

suppressives	 de	 cette	 sous-population	 lymphocytaire.	 Elles	 constituent	 5	 à	 10	%	des	 LT	CD4+	

périphériques	et	comprennent	les	cellules	T	régulatrices	naturelles	(nTreg)	se	développant	dans	

le	thymus	et	les	cellules	T	régulatrices	inductibles	(iTreg)	différenciées	à	partir	des	LT	naïfs	en	

présence	de	TGF-β	et	se	développant	en	périphérie.	Elles	sont	impliquées	tant	dans	la	tolérance	

aux	auto-antigènes	que	dans	 le	 contrôle	des	 réponses	 immunitaires	 contre	 les	pathogènes,	 les	

allo-antigènes	 et	 les	 allergènes	 (Sakaguchi	 et	 al.,	 2006).	 L’expension	 des	 Treg	 est	 induite	 en	

présence	de	macrophages	et	de	DC	présentant	un	phénotype	tolérogène	sécrétant	de	l’IL-10	et	

exprimant	 des	molécules	 de	 co-inhibition,	 telles	 que	 Ig-Like	 Transcript	 (ILT)-3,	 ILT-4	 et	 PD-1	

(«	Programmed	cell	Death-1	»),	induisant	ainsi	l’expansion	des	Treg.		

Deux	autres	populations	particulières	de	LT	CD4+	ont	un	rôle	suppressif	de	la	prolifération	et	des	

fonctions	effectrices	des	LT.	Il	s’agit	de	cellules	T	régulatrices	qui	se	composent	des	cellules	Th3	

et	Tr1.	Les	cellules	Th3	(CD4+	CD25-)	produisent	des	quantités	élevées	de	TGF-β	et	des	quantités	

moindres	d’IL-4	et	d’IL-10	(Khoury	et	al.,	1992).	Les	cellules	Tr1	sont	des	Treg	de	type	1	définis	

par	leur	aptitude	à	produire	de	l’IL-10	et	des	quantités	modérées	d’IFN-γ,	de	TGF-β	et	d’IL-5.	Les	

Tr1	 ont	 un	 phénotype	 CD4+	 CD25-	 CD45R0+	 CD62L+	 et	 sont	 générées	 après	 stimulation	

antigénique	 répétée	 en	 présence	 d’IL-10.	 Spécifiques	 de	 l’Ag,	 les	 Tr1	 peuvent	 supprimer	 les	

réponses	naïves	ou	les	réponses	mémoires	de	types	Th1	et	Th2,	de	façon	contact	indépendante,	

grâce	à	la	production	de	l’IL-10	et	du	TGF-β	au	niveau	des	sites	inflammatoires	(Roncarolo	et	al.,	

2001).		

	
1.2. Les	mécanismes	de	l’allergie		

	

L’allergie	 aux	 médicaments	 et	 aux	 produits	 chimiques	 est	 associée	 à	 un	 mécanisme	

immunologique	où	peuvent	être	mis	en	 jeu	des	Ac	et/ou	des	LT	activés	spécifiquement	dirigés	

contre	la	molécule	causale.	Ainsi	des	LT	spécifiques	de	médicaments	ont	été	identifiés,	isolés	et	

clonés	 à	 partir	 de	 sang	 périphérique	 de	 sujets	 allergiques	 (pénicillines,	 sulfaméthoxazole,	
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lidocaïne,	 mépivacaïne,	 phénytoïne,	 célécoxib)	 et	 des	 études	 ex	 vivo	 ont	 permis	 d’élucider	 les	

types	cellulaires	impliqués,	 les	cytokines	sécrétées,	une	restriction	ou	pas	à	des	molécules	HLA	

ainsi	qu’une	corrélation	avec	la	symptômatologie	observée	(Jenkins	RE	et	al.,	2013;	Faulkner	L	et	

al.,	2012;	Pichler	WJ	et	al.,	2011).	

	

1.2.1. Phase	de	sensibilisation	
	

1.2.1.1. Mécanismes	 et	 hypothèses	 de	 la	 présentation	 des	 molécules	 chimiques	 et	

médicamenteuses	aux	lymphocytes	T	

	
Les	 principaux	 modèles	 initialement	 proposés	 pour	 expliquer	 comment	 les	 médicaments	

interagissent	avec	le	système	immunitaire	regroupent	l’hypothèse	de	l'haptène	/	prohaptène,	le	

concept	du	P-I	ou	«pharmacological	interaction	of	drugs	with	immune	receptors»	et	le	modèle	de	

l’altération	du	répertoire	peptidique	du	soi.		

	
a- L’haptène	et	la	réactivité	chimique		

	

La	 plupart	 des	 médicaments	 et	 des	 molécules	 chimiques	 sont	 de	 faibles	 poids	 moléculaires	

(inférieur	 à	 500	 Da)	 et	 incapables	 d’induire	 une	 réaction	 immunitaire	 par	 eux	 mêmes.	 Ces	

molécules	sont	appelées	«	haptènes	»	(Lepoittevin,	2006).	Le	terme	"haptène"	a	été	défini	pour	la	

première	fois	par	Landsteiner	et	Jacobs	en	1935	(Landsteiner	and	Jacobs,	1935)	qui	ont	mis	en	

évidence	une	 relation	 entre	 la	 réactivité	 chimique	de	 l’allergène	vis	 à	 vis	des	protéines	 et	 son	

pouvoir	sensibilisant.	De	ce	fait,	pour	qu’une	molécule	puisse	acquérir	un	pouvoir	sensibilisant,	

elle	 doit	 se	 lier	 avec	 les	 acides	 aminés	 nucléophiles	 des	 protéines	 extracellulaires	 (comme	

l’albumine	plasmatique),	membranaires	(tel	que	 les	 intégrines)	ou	 intracellulaires	pour	 former	

un	complexe	haptène-protéine	 immunogène	reconnu	par	 le	 système	 immunitaire	 (Lepoittevin,	

2006;	Divkovic	et	al.,	2005;	Posadas	et	Pichler,	2007).	Ces	haptènes	peuvent	également	se	fixer	

directement	aux	molécules	du	CMH	de	classe	I	ou	de	classe	II.	Certaines	molécules	chimiques	ont	

besoin	 d’être	métabolisées	 en	 des	 composés	 intermédiaires	 réactifs,	 dits	 métabolites	 réactifs,	

capables	 de	 se	 fixer	 covalemment	 sur	 des	 protéines	 et	 de	 se	 comporter	 ainsi	 comme	 des	

haptènes.	 Les	 haptènes	 sont	 classés	 selon	 différentes	 catégories	 en	 fonction	 de	 leur	 réactivité	

chimique	(directe	ou	indirecte):	

	



	 102	

Les	haptènes	vrais:	molécules	réactives	de	façon	intrinsèque		

Les	haptènes	vrais	sont	des	substances	électrophiles	capables	d’interagir	directement	et	de	façon	

covalente	avec	les	sites	nucléophiles	des	protéines	(ex	:	cystéine,	lysine,	histidine,	arginine,	etc.)	

sans	modification	préalable.	Ces	liaisons	covalentes	sont	établies	soit	par	des	réactions	de	type	

nucléophile-électrophile	 mettant	 en	 jeu	 deux	 électrons,	 soit	 par	 un	 mécanisme	 radicalaire	

impliquant	des	intermédiaires	à	un	électron.		

La	 majorité	 des	 haptènes	 tels	 que	 le	 1-fluoro-2,4-dinitrobenzène	 (DNFB),	 le	 2,4-

dinitrochlorobenzène	 (DNCB),	 l’héxylcinnamaldéhyde	 (HCA)	 et	 la	 pénicilline	 interagissent	 de	

façon	 covalente	 avec	 des	 résidus	 nucléophiles	 des	 protéines	 (Aptula	 et	 al.,	 2007).	 Les	

antibitiques	de	la	famille	des	BL	natifs	(Zanni	MP	et	al.,	1998)	et	les	métabolites	des	sulfamides	

(Rieder	 MJ	 et	 al.,	 1989;	 Shear	 NH	 et	 al.,	 1986)	 constituent	 deux	 exemples	 fréquents,	 et	 bien	

étudiés	de	cet	aspect.	La	pénicilline	par	exemple	est	capable	de	se	liée	à	l'albumine.	Le	complexe	

pénicilline-albumine	 est	 pris	 en	 charge	 par	 la	 DC	 qui	 le	 digère	 en	 peptides.	 Ceux-ci	 sont	

présentés	 via	 les	 molécules	 du	 CMH	 de	 classe	 I	 ou	 de	 classe	 II	 aux	 LT	 CD8+	 ou	 LTCD4+	

respectivement	 (Posadas	 et	 Pichler,	 2007;	 Adam	 et	al.,	 2011).	 En	 effet,	 par	 ouverture	 de	 leur	

noyau	 BL,	 la	 pénicilline	 est	 capable	 de	 se	 fixer	 aux	 protéines,	 en	 particulier	 sur	 les	 résidus	

amines	nucléophiles	des	 lysines.	Ainsi,	dans	 le	cas	des	allergies	à	 la	pénicilline,	 le	déterminant	

antigénique	majeur	 est	 le	motif	 pénicilloyl.	 Des	 déterminants	mineurs	 sont	 également	mis	 en	

cause	dans	 certains	 cas	 d’allergies:	 il	 s'agit	 des	 déterminants	 pénicillamine	 et	 pénicillényl,	 qui	

proviennent	 de	 la	 formation	 de	 ponts	 disulfures	 avec	 les	 résidus	 thiols	 des	 cystéines	 des	

protéines	(Figure	26).	

Les	pro-haptènes	et	les	pré-haptènes:	molécules	non	réactives	de	manière	intrinsèque		

Les	 pro-	 et	 pré-haptènes	 ne	 sont	 pas	 réactifs	 (électrophiles)	 par	 eux-mêmes	mais	 nécessitent	

une	 biotransformation,	 qu’elle	 soit	 enzymatique	 ou	 non.	 Les	 pro-haptènes	 nécessitent	 une	

métabolisation	 enzymatique	 par	 les	 isoenzymes	 de	 la	 superfamille	 des	 cytochromes	 P	 (CYP)-

450,	 les	 monoxygénases,	 les	 estérases,	 les	 époxydes	 hydrolases,	 les	 transférases	 ou	 les	

réductases,	 en	 de	 nouvelles	 espèces	 chimiques	 très	 réactives	 (Divkovic	 et	 al.,	 2005).	 L’alcool	

cinnamique	est	un	exemple	de	pro-haptène.	En	effet,	l’alcool	cinnamique	doit	être	oxydé	in	vivo	

avant	de	devenir	l’aldéhyde	cinnamique,	très	réactif	vis-à-vis	des	résidus	nucléophiles	(Smith	et	

al.,	 2000).	 Par	 ailleurs,	 le	 métabolisme	 du	 médicament	 joue	 un	 rôle	 primordial	 dans	 la	

production	de	métabolites	réactifs,	capables	de	se	fixer	aux	protéines.	Le	foie	est	le	premier	lieu	



	 103	

de	bio-activation	pour	la	plupart	des	médicaments	administrés	par	voie	orale.	D’autres	organes	

peuvent	être	un	lieu	de	métabolisation	des	médicaments,	tels	que	la	peau	où	plusieurs	enzymes	

de	métabolisation	des	médicaments	 sont	 présentes	 comme	 les	 cytochromes	P450,	 les	 flavines	

monooxygénases,	 les	 cyclooxygénases,	 les	 N-acétyltransférases,	 ce	 qui	 pourrait	 expliquer	

certains	symptômes	cutanés	liés	aux	hypersensibilités	médicamenteuses	(Posadas	et	al.,	2007).	

Dans	le	cas	du	sulfamethoxazole	(SMX),	exemple	typique	de	pro-haptène:	le	SMX	n’est	pas	réactif	

vis-à-vis	 des	 protéines	 mais	 peut	 être	 transformé	 en	 SMX-NHOH	 via	 les	 cytochromes	 P450	

(enzymes	 du	 foie),	 en	 particulier	 le	 CYP2C9	 ou	 via	 la	 myélopéroxydase	 (présente	 dans	 les	

kératinocytes	 et	 les	 DC),	 qui	 par	 oxydation,	 peut	 donner	 du	 SMX-NO.	 Le	 SMX-NO	 est	 lui	 très	

réactif	et	est	capable	de	se	fixer	aux	protéines,	en	particulier	sur	les	résidus	thiols	des	cystéines,	

pour	 former	 des	 conjugués	 SMX-NO-protéine	 (Elsheikh	 A	 et	 al.,	 2010).	 Cette	 voie	 de	

métabolisation	du	SMX	n’est	pas	la	voie	principale	de	métabolisation,	le	SMX	étant	généralement	

N-acétylé	dans	le	foie.	Néanmoins,	elle	peut	prendre	des	proportions	plus	importantes	chez	des	

sujets	dits	«acétyleurs	lents»	ou	atteints	de	pathologies	perturbant	la	voie	d’acétylation	(patients	

VIH	par	exemple),	ce	qui	peut	expliquer	que	chez	ces	sujets,	la	prévalence	d’hypersensibilité	au	

SMX	est	plus	importante	que	chez	des	sujets	sains.	De	plus,	le	SMX	peut	être	métabolisé	ailleurs	

que	dans	le	foie,	comme	dans	la	peau,	où	il	a	été	montré	que	les	kératinocytes	et	les	fibroblastes	

dermaux	ont	une	capacité	à	bioactiver	le	SMX	via	leur	enzymes,	conduisant	à	une	hapténisation	

intracellulaire.	De	la	même	manière,	 les	DC	seraient	également	capables	de	métaboliser	le	SMX	

en	SMX-NO.	En	effet,	 l’expression	de	gènes	codant	pour	plusieurs	enzymes	métaboliques	a	été	

quantifiée	 par	 RT-PCR	 (Real	 Time	 Polymerase	 Chain	 Reaction),	 sur	 des	 extraits	 d’ARNm	

provenant	 de	 DC	 humaines,	 différenciées	 à	 partir	 de	 PBMC	 du	 sang	 périphérique	 de	 dix	

donneurs	 sains.	 Cette	 étude	montre	 que	 des	 ARNm	 de	 la	myélopéroxydase	 et	 du	 cytochrome	

CYP1B1	sont	présents	dans	les	DC,	en	quantité	plus	importante	que	celle	trouvée	dans	les	PBMC	

ou	 les	 hépatocytes.	 La	 traduction	 de	 l’ARNm	 de	 la	 myélopéroxydase	 en	 protéine	 permettrait	

alors	 à	 la	 DC	 de	 métaboliser	 le	 SMX	 en	 SMX-NO	 (Ogese	 MO	 et	 al.,	 2015;	 Naisbitt	 DJ,	 2004;	

Posadas	et	al.,	2007).	

Quant	aux	pré-haptènes,	 leur	activation	nécessite	une	transformation	par	des	mécanismes	non	

enzymatique	 (oxydation	 par	 l’air)	 pour	 former	 des	 dérivés	 radicalaires	 très	 réactifs.	 De	

nombreux	terpènes	non	sensibilisants	comme	le	d-limonène,	présents	dans	les	agrumes,	peuvent	

donner	des	hydropéroxydes	 sensibilisants	 après	oxydation	par	 l’air	 (Divkovic	et	al.,	2005).	Un	

autre	exemple	est	le	cas	de	la	para-phénylènediamine	(pPD),	utilisée	comme	ingrédient	dans	la	
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composition	 de	 colorants	 comme	 les	 teintures	 capillaires,	 les	 colorants	 pour	 textiles	 et	 les	

colorants	incorporés	dans	les	caoutchoucs.	La	pPD	est	très	rapidement	oxydée	à	l’air	favorisant	

ainsi	la	formation	d’un	ensemble	de	molécules	réactives	(Lepoittevin,	2006;	Aptula	et	al.,	2007).	

b- Le	concept	pharmaco-immunologique	(p-i	concept)	
	
Une	hypothèse	alternative,	celle	du	concept	du	p-i	 (Pichler	W	et	al.,	2006)	a	des	conséquences	

majeures	 pour	 notre	 compréhension	 de	 l'interaction	 médicamenteuse	 avec	 le	 système	

immunitaire	spécifique.	Elle	suggère	que	certaines	molécules	peuvent	se	lier	directement	à	des	

récepteurs	 immunitaires	 et	 ainsi	 stimuler	 les	 cellules.	 Par	 exemple,	 une	 molécule	

médicamenteuse	capable	de	se	lier	à	un	récepteur	T	particulier	suffit	pour	stimuler	les	cellules	T,	

la	sécrétion	de	cytokines,	leur	prolifération,	et	exercer	une	cytotoxicité.		

En	 effet,	 le	 sulfamethoxazole,	 la	 lidocaïne,	 la	 mépivacaïne,	 le	 célécoxib,	 la	 lamotrigine	 et	 la	

carbamazépine	 sont	 capables	 d’activer	 d’une	 manière	 directe	 les	 LT,	 sans	 apprêtement	 ni	

métabolisme,	 en	 se	 fixant	 de	 manière	 non	 covalente	 sur	 les	 récepteurs	 immunologiques	

(molécules	du	CMH	de	classe	II	des	APC,	ou	les	TCR	des	LT	principalement)	via	une	interaction	

réversible	 (liaison	 de	 coordination)	 et	 stable	 pour	 être	 pris	 en	 charge	 par	 le	 système	

immunitaire	(Pichler	WJ	et	al.,	2006;	Chipinda	et al., 2011;	Adam	J	et	al.,	2011).		

La	génération	de	clones	de	LT	spécifiques	des	médicaments	a	permis	une	meilleure	analyse	de	la	

stimulation	des	LT	par	les	médicaments	dans	le	cadre	de	ce	concept.	Plusieurs	médicaments	ont	

été	 capables	 de	 stimuler	 des	 clones	 de	 LT	 spécifiques	 lorsque	 les	 APC	 étaient	 préalablement	

fixées	avec	le	glutaraldéhyde,	exluant	la	possibilité	d’internalisation	ou	de	métabolisation	par	les	

APC	(Naisbitt	DJ	et	al.,	2003;	Schnyder	B	et	al.,	1997;	Zanni	MP	et	al.,	1998)	(Figure	26).	
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Figure	26:	 Représentation	 des	 deux	 hypothèses	 expliquant	 la	 reconnaissance	

immunologique	 du	médicament	:	 hypothèse	 de	 l’haptène	 et	 le	 concept	 du	 p-i.	 TCR,	 T-cell	
receptor;	MHC,	major	histocompatibility	complex;	P-I, Pharmacological	Interaction	(Ariza	A	et	al.,	2015).	

c- L’extention	 des	 modèles	 d’interaction	 médicament-peptide-HLA:	 le	 modèle	 de	

l’altération	du	répertoire	peptidique	du	soi	

	
Cette	hypothèse	postule	donc	que	la	liaison	d’une	molécule	chimique	ou	médicamenteuse	à	une	

molécule	du	CMH	modifie	la	spécificité	de	la	niche	du	CMH,	permettant	à	un	nouveau	répertoire	

de	 peptide	 du	 soi	 d’être	 présenté,	 aboutissant	 à	 une	 réponse	 alloréactive	 des	 LT	 CD8+.	 Trois	

groupes	indépendants	travaillant	sur	l’hypersensibilité	à	l’abacabir,	un	anti-viral,	ont	récemment	

validé	ce	modèle	(Yun	J	et	al.,	2008;	Illing	et	al.,	2012;	Norcross	et	al.,	2012;	Ostrov	et	al.,	2012).	

En	 l’absence	de	 l’abacavir,	 la	molécule	HLA-B*5701	présente	 des	 peptides	 du	 soi	 n’entrainant	

aucune	réponse	immunitaire	effectrice.	En	présence	de	l’abacavir,	le	médicament	se	lie	au	sillon	

de	 présentation	 de	 la	 molécule	 HLA-B*5701	 au	 niveau	 de	 la	 poche	 F,	 altérant	 le	 répertoire	

habituel	de	peptides	qui	se	lient	à	cette	molécule	HLA.	L’abacavir	favorise	ou	privilégie	la	liaison	

de	 peptides	 contenant	 un	 tryptophane	 (W)	 ou	 une	 phénylalanine	 au	 niveau	 de	 l’extrémité	 C-
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terminale	(en	position	9)	au	lieu	des	résidus	aliphatiques	de	petite	taille	(ex:	valine,	alanine	ou	

isoleucine)	qui	se	lient	habituellement	à	la	molécule	HLA-B*5701	non	modifiée	(Ostrov	DA	et	al.,	

2012,	 Pavlos	 R	 et	al.,	 2015).	 Par	 conséquence,	 ceci	 permet	 la	 liaison	 d’un	 nouveau	 répertoire	

peptidique	 contenant	des	néo-épitopes	 immunogéniques.	 Illing	 et	 coll.	 suggèrent,	 en	outre,	 un	

mode	 de	 présentation	 similaire	 pour	 la	 carbamazépine	 au	 cours	 des	 SJS/TEN	 associés	 à	 la	

molécules	 HLA-B*1502	 (Illing	 et	 al.,	 2012).	 Ce	 dernier	 modèle	 n’explique	 cependant	 pas	

entièrement	toutes	les	observations	cliniques.	En	effet,	tous	les	porteurs	de	l’allèle	HLA	à	risque	

ne	 développent	 pas	 d’hypersensibilité,	 suggérant	 que	 d’autres	 facteurs	 sont	 nécessaires	 pour	

que	la	réaction	immunitaire	survienne	(Figure	27-28).	

	

Figure	27:	Modèles	établis	de	l’hypersensibilité	médicamenteuse	médiée	par	les	cellules	

T.	 (i)	Dans	 le	modèle	haptène	/	prohaptène,	 les	médicaments	établissent	des	 liaisons	covalentes	avec	 les	
protéines	/	peptides	endogènes.	Les	peptides	modifiés	par	le	médicament	sont	ensuite	apprétés	par	des	APC	

et	présentés	sur	le	CMH,	résultant	en	une	réponse	des	cellules	T.	(ii)	Dans	le	modèle	du	p-i,	le	médicament	

est	sous	sa	 forme	native	et	est	capable	de	se	 lier	directement	aux	récepteurs	 immunitaires	tel	que	 le	TCR	

par	des	 liaisons	non	covalentes	avec	ou	sans	peptide.	Les	 lignes	pointillées	représentent	des	 liaisons	non	

covalentes.	(iii)	Dans	le	modèle	de	l’altération	du	répertoire	peptidique,	le	médicament	forme	des	liaisons	

non	covalentes	au	sein	de	 la	(des)	poche	(s)	du	CMH	afin	de	modifier	 la	chimie	de	 la	 fente	de	 liaison	et	 le	

répertoire	des	peptides	du	soi	qui	peuvent	se	lier	à	la	molécule	HLA	en	question.	Certains	de	ces	nouveaux	

peptides	 du	 soi	 présentés	 n’ont	 pas	 	 été	 préalablement	 tolérisés,	 et	 leur	 présentation	 résulterait	 en	 une	

réponse	cellulaire	T.	Figure	adaptée	de	White	K	et	al.	(2013)	(Revue	Pavlos	R	et	al.,	2015).		
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Figure	28:	 (a)	 Une	 cristallographie	 du	 complexe	 abacavir-peptide-CMH	 révèle	 les	

interactions	intermoléculaires	au	sein	de	la	poche	de	liaison	HLA-B*57:01	des	antigènes.	
Le	schéma	en	gris	représente	la	molécule	HLA-B*57:01.	Le	peptide	synthétique	HSITYLLPV	est	représenté	

par	des	carbones	couleur	bleu	cyan.	L'abacavir	est	représenté	avec	des	atomes	de	carbones	en	orange,	des	

atomes	 d’azotes	 en	 bleu	 et	 des	 atomes	 d’oxygènes	 en	 rouge.	 Les	 résidus	 qui	 distinguent	 l'allèle	 sensible	

HLA-B*57:01	de	l’allèle	insensible	HLA-B*57	:03	à	l'abacavir	sont	représentés	en	magenta	pour	le	carbone,	

en	bleu	pour	l'azote,	et	en	rouge	pour	l'oxygène.	L’abacavir	forme	des	liaisons	hydrogène	(tirets	noirs)	avec	

à	 la	 fois	 le	 peptide	 et	 l’allèle	HLA-B*57:01	 (Ostrov	DA	et	al.,	 2012).	 (b)	 Le	modèle	 d’interaction	 du	

complexe	abacavir-peptide-CMH	avec	le	récepteur	des	cellules	T.	La	molécule	HLA-B*57:01	est	
représentée	en	gris.	Le	peptide	HSITYLLPV	est	représenté	avec	des	carbones	cyan.	L'abacavir	est	représenté	

sous	forme	de	sphères:	orange	pour	le	carbone,	bleu	pour	l'azote.	Le	récepteur	des	cellules	T	est	représenté	

en	rose	(Revue	Pavlos	R	et	al.,	2015).	
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1.2.1.2. Activation	 et	maturation	 des	 cellules	 dendritiques	 par	 les	médicaments	 et	
les	molécules	chimiques	

	
Les	 travaux	 récents	 menés	 par	 plusieurs	 groupes	 ont	 montré	 que	 les	 DC	 stimulées	 par	 les	

molécules	 allergisantes	 peuvent	 acquérir	 un	 phénotype	 dit	 mature,	 par	 l’augmentation	 de	

l’expression	 du	 CMH	 II,	 des	 molécules	 de	 co-stimulation	 CD80	 et	 CD86,	 et	 des	 molécules	

d’activation	 CD40	 et	 CD83	 (Aiba	 et	 al.,	 1997).	 Les	 DC	 activées	 vont	 également	 sécréter	 des	

cytokines	pro-inflammatoires	comme	l’IL-1β,	 l’IL-8	et	 le	TNF-α	(Aiba	et	al.,	1997).	L’acquisition	

de	ces	différents	caractères	phénotypiques	est	sous	le	contrôle	de	diverses	voies	de	signalisation.	

De	nombreuses	études	ont	mis	en	évidence	que	la	voie	NF-kB,	ainsi	que	la	voie	des	MAPK	jouent	

un	 rôle	 particulièrement	 important	 dans	 l’activation	 des	 DC	 en	 réponse	 aux	 molécules	

allergisantes.	 Il	 existe	 trois	 voies	 principales	 des	 MAPK	 distinctes	:	 p38	 MAPK,	 Extracellular	

signal-Regulated	Kinase	(ERK)	et	c-Jun	N-terminal	kinases	(JNK).	

Des	études	ont	décrit	un	état	de	maturation	partielle	des	DC	induit	par	certains	médicament	ou	

leur	métabolites.	Notamment,	le	SMX-NO	est	capable	d’augmenter	l’expression	de	CD40	in	vitro	

sur	 des	 MoDC	 (DC	 dérivées	 de	 monocytes)	 de	 donneurs	 non	 allergiques	 au	 SMX.	 Cependant,	

aucun	effet	n’a	été	montré	sur	l’expression	des	molécules	de	costimulation	CD80,	CD83	et	CD86	

(Sanderson	et	al.,	2007).	Ceci	suggère	que	les	médicaments	peuvent	jouer	à	la	fois	le	rôle	d’Ag	et	

de	signal	de	danger.	Sur	un	modèle	de	DC	murines	issues	de	progéniteurs	de	la	mœlle	osseuse	

(BM-DC),	 le	 SMX	 et	 le	 SMX-NO	 sont	 incapables	 d’induire	 l’expression	 des	 marqueurs	 de	

maturation	CD40,	CD86	et	du	CMH	de	classe	II,	ni	la	sécrétion	des	cytokines	telles	que	le	TNF-α,	

l’IL1-β,	 l’IL-6	 et	 l’IL-12.	 Par	 contre,	 lorsque	 les	 BM-DC	 sont	 cultivées	 en	 présence	 de	 cellules	

nécrotiques	 tel	 que	 les	 splénocytes	 prétraités	 avec	 le	 SMX-NO	 (comme	 signal	 de	 danger),	 une	

augmentation	de	l'expression	des	trois	marqueurs	de	maturation	(CD40,	CD86	et	CMH	de	classe	

II)	 ainsi	 qu'une	 sécrétion	 de	 TNF-α	 et	 IL-6	 sont	 observées	 (Elsheikh	 et	 al.,	 2010).	 Une	 étude	

décrit	la	capacité	de	l’AX	à	induire	une	maturation	partielle	des	DC	issues	de	patients	allergiques	

avec	 une	 augmentation	 de	 l’expression	 de	 CD80,	 CD86	 et	 HLA-DR.	 Ces	 changements	

phénotypiques	 n’ont	 pas	 été	 observés	 chez	 des	 donneurs	 sains	 (Rodriguez-Pena	 et	 al.,	 2006;	

Sanchez-Quintero	MJ	et	al.,	2013).		
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1.2.2. Les	mécanismes	cellulaires	de	la	phase	d’élicitation	
	

1.2.2.1. Anaphylaxie	
	
C’est	 la	manifestation	clinique	la	plus	grave	et	 la	plus	redoutée	de	l’hypersensibilité	immédiate	

de	type	I	de	la	classification	de	Gell	et	Coombs	dont	le	mécanisme	immunologique	repose	sur	la	

production	d’IgE	spécifiques	synthétisées	par	 le	patient	ou	même	dans	certains	cas	d’IgG,	ainsi	

que	 la	 libération	 de	 l’histamine	 et	 d’autres	 médiateurs	 vasoactifs	 par	 dégranulation	 des	

mastocytes	 tissulaires	 et	 de	 basophiles	 circulants	 chez	 un	 sujet	 préalablement	 sensibilisé	

entraînant	de	graves	conséquences	ainsi	qu’une	pathologie	très	polymorphe.	Ces	cellules	jouent	

donc	un	rôle	déterminant	dans	les	mécanismes	physiopathologiques	de	l’allergie	(Mertes	PM	et	

Laxenaire	MC,	2006;	Mertes	PM	et	Pinaud	M,	2002;	Prin	L,	1996).		

En	effet,	suite	à	une	exposition	précédente	de	l’individu	à	un	Ag,	des	IgE	sont	sécrétées	dans	la	

circulation	par	les	plasmocytes	dérivant	des	LB	sous	l’influence	de	cellules	Th.	Ces	Ac	se	lient	sur	

des	 récepteurs	 glycoprotéiques	 présents	 à	 la	 surface	 des	 mastocytes	 tissulaires	 ou	 des	

basophiles	circulants,	induisant	ainsi	leur	sensibilisation.	Une	réexposition	au	même	Ag	induit	le	

pontage	 des	 portions	 Fab	 de	 deux	 molécules	 d’IgE	 de	 surfaces,	 activant	 ainsi	 les	 cellules	

mastocytaires	 et	 basophiles	 et	 induisant	 la	 libération	 de	 médiateurs	 chimiques.	 Plusieurs	

composés	 sont	 capables	 d’induire	 la	 production	 d’IgE,	 en	 particulier	 les	 complexe	 protéine-

médicament.	 Dans	 un	 premier	 temps,	 les	 premières	 granules	 libérées	 contiennent	 des	

médiateurs	 vasoactifs	 tel	 que	 l’histamine,	 des	 médiateurs	 chimiotactiques	 tel	 que	 le	

chimiotactisme	 des	 neutrophiles	 et	 des	 éosinophiles,	 des	 enzymes	 telles	 que	 la	 tryptase,	 la	

chymase	 et	 la	 β-glucuronidase,	 et	 des	 protéoglycanes	 tels	 que	 l’héparine	 et	 le	 sulfate	 de	

chondroïtine.	Dans	un	deuxième	temps,	des	médiateurs	sont	nouvellement	synthétisés	tel	que:	la	

prostaglandine	 D2,	 la	 thromboxane	 A2,	 les	 leucotriènes	 (LTB4,	 LTC4,	 LTD4	 et	 LTE4),	 mais	

également	le	facteur	d’agrégation	plaquettaire	(PAF),	les	cytokines	tel	que	le	TNF.	Le	PAF	est	un	

médiateur	 phospholipidique	 secrété	 par	 les	 mastocytes,	 les	 plaquettes,	 les	 macrophages	

alvéolaires	 et	 les	 polynucléaires	 neutrophiles.	 Ses	 activités	 biologiques	 induisent	 l’agrégation	

plaquettaire,	 une	 vasodilatation,	 l’augmentation	 de	 la	 perméabilité	 capillaire	 et	 une	 broncho-

constriction	(Mertes	PM	et	Laxenaire	MC,	2006;	Laxenaire	MC	et	Mertes	PM,	2007;	Christie	PE	et	

Henderson	WR,	 2002).	 Tout	 d’abord,	 l’histamine,	 PAF,	 la	 tryptase	 et	 la	 bradykinine	 sont	 des	

médiateurs	 de	 l’inflammation	 qui	 induisent	 la	 vasodilatation	 et	 l’œdème.	 Deuxièmement,	

l’histamine,	 la	prostaglandine	D2,	LTC4	et	LTD4	sont	des	médiateurs	spasmogènes	qui	ont	pour	

effet	la	contration	des	cellules	du	muscle	bronchique,	l’augmentation	de	la	production	du	mucus	
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et	l’œdème	muqueux.	La	prostaglandine	D2	est	dix	fois	plus	bronchoconstrictrice	que	l’histamine,	

et	la	LTD4	est	1000	fois	plus	puissantes.	Troisièmement,	plusieurs	cellules	sont	recrutées	au	site	

de	l’inflammation	grâce	aux	facteurs	de	chimiotactisme	des	neutrophiles,	des	éosinophiles	et	le	

LTB4.	De	ce	fait,	les	plaquettes,	les	neutrophiles,	les	éosinophiles,	les	lymphocytes,	les	monocytes,	

les	 mastocytes	 et	 les	 basophiles	 sont	 recrutés	 aux	 sites	 d’inflammation.	 Ces	 cellules	

nouvellement	recrutées	libèrent	à	leur	tour	des	médiateurs	secondaires	de	l’anaphylaxie	tel	que	

les	 facteurs	 de	 libération	 de	 l’histamine	 et	 des	 enzymes	 lysosomales	 causant	 d’avantage	

d’inflammation	 et	 de	 destruction	 tissulaire.	 Une	 vague	 supplémentaire	 de	 dégranulation	

mastocytaire	 provoque	 une	 augmentation	 de	 la	 perméabilité	 vasculaire.	 Cependant,	 des	

médiateurs	 secondaires	 libérés	 en	 particulier	 par	 les	 éosinophiles	 inhibent	 l’anaphylaxie.	 Par	

exemple,	 l’histaminase	décompose	 l’histamine,	 l’arylsuphatase	B	 inactive	 les	 leukotriènes,	et	 la	

phospholipase	 D	 détruit	 PAF.	 Les	 médiateurs	 engendrent	 les	 manifestations	 cardiaques	 de	

l’anaphylaxie.	

	
1.2.2.2. Atteintes	cutanées	cytolytiques	:	Syndrome	de	Stevens-Johnson	et	de	Lyell	

	
Au	niveau	histologique,	l’infiltrat	inflammatoire	cutané	est	composé	de	LT	CD8+,	de	NK	et	de	très	

peu	de	polynucléaires	ce	qui	contraste	avec	une	apoptose	kératinocytaire	massive	(Tohyama	et	

al.,	 2012).	 Ce	processus	 a	 été	 décrit	 comme	étant	 lié	 à	 trois	 voies	 principales:	 une	 interaction	

Fas/Fas	 ligand	 (FasL);	 une	 cytotoxicité	 induite	 par	 les	 LT	 et	 les	 cellules	 NK	 via	 une	 voie	

perforine/granzyme	B/granulysine;	le	TNF-α.		

FasL	 est	 contitutivement	 exprimé	 sur	 les	 kératinocytes,	 alors	 que	 Fas	 est	 principalement	

exprimé	dans	 les	 cellules	T	 activées	 et	 les	 cellules	NK.	Dans	 la	 peau	 saine,	 les	 kératinocytes	 à	

l’état	 inactifs	expriment	 faiblement	FasL,	qui	 reste	 localisé	au	niveau	 intracellulaire.	Au	niveau	

des	lésions	cutanées	chez	les	patients	atteints	de	TEN,	les	kératinocytes	expriment	fortement	Fas	

et	 FasL	 permettant	 une	 interaction	 avec	 des	 Fas	 et	 FasL	 sur	 des	 kératinocytes	 adjacents.	 De	

même,	les	lymphocytes	infiltrant	la	peau	expriment	FasL	(Abe	R	et	al.,	2003).	L’intéraction	de	Fas	

et	FasL	induit	l’activation	des	caspases	provoquant	une	apoptose	cellulaire	(Nagata	S,	1997).	Les	

molécules	 de	 FasL	 soluble	 (sFasL)	 provenant	 de	 FasL	 membranaire	 clivés	 par	 les	 PBMCs,	

possèdent	également	 le	potentiel	d’induire	une	apoptose.	La	concentration	de	FasL	sérique	est	

élevée	dans	les	stades	précoces	du	SJS/TEN	et	suivent	la	progression	de	la	maladie	(Murata	J	et	

al.,	2008).	D’autres	études	(Abe	R	et	al.,	2008;	Lan	CC	et	al.,	2006)	ont	montré	que	le	sérum	de	

patients	atteints	de	TEN	peut	induire	une	apoptose	des	kératinocytes	in	vitro	et	l’incubation	des	
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PBMCs	 issues	 de	 patients	 atteints	 de	 TEN	 avec	 le	 médicament	 en	 cause	 peut	 provoquer	 une	

production	significative	de	sFasL.		

Des	LT	CD8+	ont	été	retrouvés	dans	le	liquide	des	formes	bulleuses	chez	les	patients	atteints	de	

TEN.	Ces	 lymphocytes	expriment	des	marqueurs	de	 cellules	NK	ou	de	LT	cytotoxiques	et	 sont	

marqués	positivement	pour	la	granzyme	B	et	la	perforine	(Nassif	A	et	al.,	2004).	Le	pourcentage	

de	 LT	 CD8+	 positifs	 pour	 la	 perforine	 chez	 les	 patients	 atteints	 de	 SJS	 décroit	 suite	 à	 un	

traitement	systémique	aux	corticostéroïdes.	De	plus,	l’expression	des	ARN	messager	(mARN)	de	

la	perforine	et	du	granzyme	B	est	significativement	augmentée	chez	les	patients	atteints	de	SJS	et	

de	TEN	et	corrèlent	avec	la	sévérité	de	la	maladie	(Posadas	SJ	et	al.,	2002).	La	granulysine,	une	

protéine	cytolytique	cationique	produite	par	les	LT	cytotoxique	et	les	cellules	NK	qui	peut	causer	

l’apoptose	 des	 kératinocytes,	 a	 été	 décrite	 comme	 augmentée	 dans	 le	 liquide	 des	 formes	

bulleuses	de	patients	atteints	de	TEN	(Chung	WH	et	al.,	2008).	La	granulysine	est	une	molécule	

chimioattractante	et	un	activateur	proinflammatoire	(Deng	A	et	al.,	2005).	Ces	études	suggèrent	

que	 les	 LT	 cytotoxiques	 et	 les	 cellules	 NK	 stimulent	 l’apoptose	 des	 kératinocytes	 chez	 les	

patients	atteints	de	SJS/TEN	via	un	mécanisme	dépendant	de	la	perforine,	de	la	granzyme	B	et	de	

la	granulysine.	

Le	 TNF-α	 est	 augmenté	 au	 niveau	 des	 lésions	 cutanées	 de	 patients	 atteints	 de	 SJS	 et	 de	 TEN,	

induisant	une	surexpression	des	molécules	du	CMH	de	classe	I	sur	les	kératinocytes,	les	rendant	

plus	susceptibles	à	une	interaction	avec	les	LT	cytotoxiques.	De	plus,	une	surexpression	de	l’IFN-

γ,	de	l’IL-2,	l’IL-5,	l’IL-6,	l’IL-10,	l’IL-13,	le	«chemokine	receptor	3»	(CCR-3),	le	«chemokine	(motif	

C-X-C)	 receptor	 3»	 (CXCR-3)	 et	 le	 CXCR-4	 est	 décrite	 dans	 les	 lésions	 de	 patients	 SJS	 et	 TEN	

(Caproni	M	et	al.,	2006).	Le	 liquide	des	 formes	bulleuses	de	patients	atteints	de	TEN	montrent	

une	forte	concentration	en	IFN-γ,	TNF-α,	IL-6,	IL-13	et	IL-18	(Correia	O	et	al.,	2002).		

	
1.2.2.3. Drug	rash	eosinophilia	and	systemic	symptoms	(DRESS)	

	

Le	 DRESS	 est	 une	 réaction	 sévère	 induite	 par	 le	 médicament	 touchant	 la	 peau	 ainsi	 que	 les	

viscères.	 Des	 réactivations	 de	 virus	 de	 la	 famille	 des	 herpès	 ont	 été	 mises	 en	 évidence	 chez	

certains	 patients	 atteints	 de	 DRESS.	 Une	 étude	menée	 par	 Picard	 et	 coll.	 cherche	 à	mettre	 en	

évidence	les	acteurs	immunologiques	de	cette	réaction	et	leur	relation	avec	la	réactivation	virale	

chez	 40	 patients	 atteints	 de	 DRESS	 en	 réponse	 à	 la	 carbamazépine,	 à	 l’allopurinol	 ou	 au	

sulfaméthoxazole	(Picard	et	al.,	2010).	Une	réactivation	de	l’EBV,	de	l’HHV-6	ou	de	l’HHV-7	a	été	

détectée	 chez	 76%	 des	 patients.	 Chez	 tous	 les	 patients,	 les	 LT	 CD8+	 circulants	 sont	 activés	



	 112	

sécrétant	 de	 large	 quantité	 de	 TNF-α	 et	 d’IFN-γ.	 La	 production	 de	 ces	 cytokines	 est	

particulièrement	 élevée	 chez	 les	patients	 avec	 les	 atteintes	 visérales	 les	plus	 sévères.	De	plus,	

une	 expansion	 de	 populations	 de	 LT	 CD8+	 possédant	 le	 même	 répertoire	 de	 TCR	 ont	 été	

retrouvés	dans	le	sang,	la	peau,	le	foie	et	les	poumons	des	patients.	A	peu	près	la	moitié	de	ces	LT	

CD8+	en	expansion	reconnaissancent	spécifiquement	un	épitope	de	l’EBV	parmi	plusieurs.		

Certaines	 hypothèses	 sugèrent	 que	 la	 réactivation	 virale	 peut	 constituer	 un	 signal	 de	 danger	

perçu	par	des	APC	qui	participent	à	l’activation	de	LT	CD8+	et	CD4+	spécifiques	du	virus.	Ces	LT	

pourraient	 reconnaître	 de	manière	 croisée	 le	médicament	menant	 au	 développement	 complet		

du	syndrome.	Ainsi,	les	symptômes	cutanés	et	viscéraux	sont	médiés	par	des	LT	CD8+	activés,	qui	

sont	principalement	dirigés	contre	un	virus	de	l'herpès	comme	l'EBV.	Notons	que	cette	réaction	

est	aussi	caractérisée	par	une	importante	infiltration	de	LT	CD4+,	de	monocytes,	de	macrophages	

et	d’éosinophiles	(Cacoub	et	al.,	2011;	Camous	et	al.,	2012).		

Plusieurs	 facteurs	 sont	 donc	 nécessaires	 pour	 le	 déclenchement	 du	 DRESS:	 une	 exposition	

médicamenteuse,	 une	 atteinte	 virale	 et	 une	 interation	 avec	 le	 système	 immunitaire.	 Une	

prédisposition	 génétique	 a	 été	 associée	 au	 DRESS,	 notamment	 la	 présence	 de	 certains	 allèles	

HLA	à	risque.			

	

1.2.2.4. Exanthème	maculopapuleux	
	

Une	étude	réalisée	par	Nosbaum	et	ses	coll.	 cherche	à	charactériser	 le	 type	de	LT	responsable	

d’une	 manifestation	 allergique	 de	 type	 exanthème	 maculopapuleux	 en	 réponse	 aux	 BL.	 Dans	

cette	étude,	l’aspect	phénotypique	et	fonctionnel	des	LT	spécifiques	des	médicaments	issus	de	la	

peau	 et	 du	 sang	 périphérique	 de	 14	 patients	 allergiques	 à	 l’AX	 ont	 été	 étués.	 L’analyse	 de	 la	

cinétique	 de	 recrutement	 des	 LT	 cutanés	 montre	 une	 infiltration	 précoce	 par	 des	 LT	 CD8+	

cytotoxiques	(IFN-γ+,	GrB+,	perforine+)	au	niveau	du	site	d’application	des	patch-tests	qui	se	sont	

révélés	positifs	12	heures	après	 l’application	du	médicament.	Cette	 infiltration	cutanée	par	 les	

LT	CD8+	est	associée	à	une	apoptose	des	kératinocytes.	Un	recrutement	des	LT	CD4+	a	lieu	plus	

tardivement	et	est	associé	à	la	diminution	de	l’activation	des	LT	CD8+	observée	par	la	baisse	de	la	

production	 d’IFN-γ.	 L’analyse	 des	 LT	 issus	 du	 sang	 périphérique	 a	montré	 la	 présence	 de	 LT	

CD8+,	spécifiques	du	médicament,	sécréteurs	d’IFN-γ	et	de	GrB	suite	à	une	restimulation	par	le	

médicament	chez	les	sujets	allergiques	(article	non	publié).	
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1.2.2.5. Erythème	pigmentée	fixe	

	

Les	 LT	 CD8+	 intraépidermiques	 résidents,	 avec	 un	 phénotype	 effecteur	mémoire,	 ont	 un	 rôle	

majeur	 dans	 le	 développement	 des	 érythèmes	 pigmentées	 fixes.	 Ces	 cellules	 sont	 composées	

d’une	 population	 de	 phénotype	 homogène	 exprimant	 le	 TCRαβ,	 CD3,	 CD8,	 CD45RA	 et	 CD11β	

mais	n’expriment	pas	CD27	et	CD56	(Mizukawa	Y	et	al.,	2002).	Ce	type	de	cellules	a	été	retrouvé	

au	niveau	des	sites	d’entrée	répétée	de	pathogènes	tel	que	le	poumon,	suggérant	que	ces	cellules	

auraient	également	un	rôle	protecteur	(Shiohara	T	et	Mizukawa	Y,	2005).	De	plus,	au	niveau	de	

ces	tissus,	ces	cellules	sont	retrouvées	à	une	fréquence	élevée	suite	à	une	infection	(Ely	KH	et	al.,	

2003).	Le	rôle	effecteur	majeur	des	LT	CD8+	intraépidermiques	est	médié	par	la	sécrétion	d’IFN-

γ	principalement,	mais	aussi	par	l’action	cytolytique	via	les	voies	perforine	et	FasL	(Mizukawa	Y	

et	 al.,	2002;	 Shiohara	 T	 et	 Mizukawa	 Y,	 2007).	 	 Il	 est	 probable	 que	 l’activation	 des	 	 LT	 CD8+	

intraépidermiques	est	suffisante	pour	induire	une	lésion	tissulaire	mais	n’est	pas	suffisante	pour	

provoquer	les	dommages	tissulaires	observés	lors	des	éruptions	aux	stades	avancés.	Des	cellules	

T	CD4+	et	CD8+	non	spécifiques	de	 l’Ag	ainsi	que	des	neutrophiles	recrutés	secondairement	au	

niveau	 des	 tissus	 atteints	 participeraient	 à	 l’exacerbation	 des	 dommages	 tissulaires	 sans	

reconnaissance	spécifiques	de	l’Ag,	contribuant	ainsi	au	stade	tardif	de	la	maladie.	L’arrivée	de	

LT	CD4+,	en	particulier	des	Treg,	au	niveau	de	l’épiderme	permettrait	de	contrôler	négativement	

l’action	des	LT	CD8+	cytotoxiques	menant	vers	une	résolution	spontanée	de	la	maladie	(Shiohara	

T,	2009).	

	

1.2.2.6. La	pustulose	exanthémateuse	aiguë	généralisée	(PEAG)	

	

La	 pothogenèse	 de	 la	 PEAG	 implique	 l’activation,	 l’expansion	 et	 la	 migration	 vers	 la	 peau	 de	

cellules	 T	 CD4+	 et	 CD8+	 spécifiques	 du	médicament.	 L’influx	 initial	 de	 cellules	 T	 cytotoxiques	

spécifiques	du	médicament	au	niveau	de	l’épiderme	résulte	en	une	apoptose	des	kératinocytes	et	

la	formation	de	vésicules	subcornéales	(Schmid	S	et	al.,	2002).	Les	voies	perforine/granzymes	B	

et	 Fas/FasL	 sont	 impliquées.	 Les	 neutrophiles	 constituent	 un	 élément	 central	 de	 la	

physiopathologie	 de	 la	 PEAG.	 En	 particulier,	 le	 système	 immunitaire	 adaptatif	 régule	 le	

recrutement	des	neutrophiles	et	leur	activation	via	une	réponse	Th17	(Mantovani	A	et	al.,	2011).	

Les	LT	CD4+	helper	et	 les	LT	CD8+	cytotoxiques	produisent	 les	cytokines	de	 type	Th17	tel	que	

l’IL-17	et	l’IL-22,	le	GM-CSF	et	le	TNF-α	impliqués	dans	le	recrutement	des	neutrophiles	(Harp	JL	

et	 al.,	 2014).	 En	 outre,	 les	 cellules	 	 T	 CD4+	 infiltrantes	 et	 les	 kératinocytes	 libèrent	 des	



	 114	

chimiokines,	tels	que	CXCL-8	et	IL-8,	qui	participent	au	recrutement	des	neutrophiles,	mais	aussi	

de	GM-CSF	qui	empêche	l'apoptose	des	neutrophiles.	Ces	évènements	conduisent	à	la	conversion	

des	 vésicules	 en	 pustules.	 De	 plus,	 les	 cellules	 T	 CD4+	 libèrent	 de	 l’IFN-γ	 et	 de	 l’IL-5,	 qui	

contribuent	à	l'éosinophilie	observée	chez	certains	patients	(Britschgi	M	et	al.,	2001).	
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Chapitre	3	:	Les	allergies	liées	aux	antibiotiques	de	la	famille	des	β-lactames	

Les	 antibiotiques	 sont	 des	 substances	 utilisées	 en	 thérapeutiques	 pouvant	 empécher	 la	

multiplication	(effet	bactériostatique)	ou	détruire	 les	bactéries	(effet	bactéricide)	à	 l’origine	de	

certaines	 maladies	 infectieuses.	 Les	 antibiotiques	 peuvent	 être	 naturels	 produits	 par	 des	

bactéries	 ou	 des	 mycètes	 (champignons)	 ou	 synthétiques	 et	 sont	 des	 dérivés	 d’antibiotiques	

naturels.	

Le	premier	antibiotique	fut	découvert	par	Sir	Alexandre	Fleming	en	1929	et	 fut	 favorisé	par	 le	

hasard	lorsqu’il	remarqua	qu’une	de	ses	cultures	de	staphylocoques	ne	se	développait	plus	là	ou	

une	 moisissure,	 Penicillum	 notatum,	 se	 multipliait.	 Fleming	 proposa	 l’hypothèse	 que	 la	

moisissure	produit	une	substance,	 la	pénicilline,	qui	bloque	 le	développement	de	 la	bactérie	et	

décida	 d’étudier	 les	 propriétés	 de	 cette	 substance	 active	 à	 pouvoir	 antimicrobien	 et	 de	 la	

synthétiser	 (Galmiche,	 1999).	 Ce	 n'est	 que	 dix	 ans	 plus	 tard,	 en	 1940,	 que	 Florey	 et	 Chain,	

purifièrent	la	pénicilline	et	l’utilisèrent	pour	le	traitement	d’un	malade	atteint	d’une	septicémie	

causée	par	des	staphylocoques.	Depuis	 leur	première	utilisation,	 les	BL	représentent	 la	 famille	

d’antibiotiques	la	plus	largement	développée	et	la	plus	diversifiée	dans	le	monde.	C’est	en	1945	

que	 les	premières	céphalosporines	ont	été	découvertes	par	 le	professeur	Brotzu	en	Sardaigne.	

En	1957,	l’isolement	du	noyau	commun,	l’acide	6-aminopénicillanique,	ouvre	au	développement	

de	 nombreuses	 pénicillines	 semi-synthétiques,	 permettant	 donc	 l’élargissant	 du	 potentiel	

d’utilisation.	En	1959,	commence	la	production	industrielle	des	premières	pénicillines	de	semi-

synthèse.		

1. Prévalence	de	l’allergie	aux	β-lactames		

La	famille	des	BL	(pénicillines,	céphalosporines,	monobactames,	carbapénèmes,	inhibiteurs	de	β-

lactamases)	est	 la	classe	d’antibiotiques	 la	plus	utilisée	au	monde	(en	France:	78%	du	marché	

des	 antibiotiques),	 et	 ils	 sont	 actuellement	 responsables	 de	 la	 majorité	 des	 réactions	

d’hypersensibilité	immédiates	en	pratique	clinique	(Neugut,	2001).	Les	incidences	croissantes	et	

fréquentes	 des	 réactions	 anaphylactiques	 aux	 pénicillines	 évoquent	 un	 problème	 de	 santé	

publique	majeur.	Tous	âges	confondus	environ	10	%	des	sujets	traités	par	des	BL	rapportent	des	

manifestations	 susceptibles	 d’évoquer	 une	 hypersensibilité	 allergique.	 Moins	 de	 24%	 de	 ces	

déclarations	 chez	 les	 adultes	 sont	 une	 allergie	 confirmée,	 les	 chiffres	 tombent	 à	 10%	 chez	 les	

enfants	 (Zambonino	 MA	 et	 al.,	 2014).	 En	 conclusion,	 après	 lecture	 de	 nombreuses	 études	

concernant	l’allergie	à	la	pénicilline,	on	peut	se	rendre	compte	qu’environ	10%	de	la	population	
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est	suspecte	d’allergie	à	la	pénicilline	alors	qu’elle	ne	semble	concerner	réellement	que	1	à	2%	

des	patients.	Près	de	0,7	à	15%	des	traitements	par	les	pénicillines	s’accompagnent	de	réactions	

allergiques	 immédiates	 (García	Núñez	 I	et	al.,	 2012;	Zambonino	MA	et	al.,	2014),	dont	1	 sur	5	

000	 sont	 des	 anaphylaxies	 graves,	 parfois	 fatales	 (Leynadier	 F,	 1996).	 La	 grande	majorité	 des	

décès	est	liée	au	choc	anaphylactique,	dont	la	mortalité	est	inférieure	à	2,5%	(van	der	Klauw	MM	

et	al.,	1996).	Ainsi,	aux	Etats-Unis,	le	nombre	de	décès	par	chocs	anaphylactiques	aux	pénicillines	

serait	proche	de	500	par	an	(Coopman	SA	et	al.,	1993).	Les	autres	causes	de	décès,	plus	rares,	

sont	 représentées	 par	 des	 atteintes	 cutanées	 graves,	 avec	 décollement	 cutané	 (syndrome	 de	

Lyell),	parfois	accompagnées	d’atteintes	des		muqueuses	(SJS)	ou	des	atteintes	d’organes	(DILI).		

Bien	 que	 tous	 les	 BL	 commercialisés	 sont	 capables	 d’induire	 une	 réaction	 allergique,	 la	

prévalence	 de	 certaines	 réactions	 semble	 être	 plus	 élevée	 et	 corrèle	 avec	 les	 paramètres	 de	

consommation.	Des	différences	ont	été	détectées	entre	les	pays	et	au	sein	de	la	même	population	

au	court	du	temps.	En	général,	la	BP	initialement	la	molécule	la	plus	fréquemment	retrouvée,	a	

été	progressivement	remplacée	par	l’AX,	et	les	céphalosporines	(dans	une	moindre	mesure),	et,	

plus	 récemment,	 par	 l’association	 AX-CLV.	 L’administration	 d’AX	 a	 été	 en	 constante	

augmentation	au	cours	des	dernières	décennies,	devenant	la	BL	la	plus	couramment	consommée	

dans	de	nombreux	pays	 (Cars	et	al.,	 2001;	Versporten	et	al.,	 2011).	 L’incidence	des	 allergies	 à	

l'AX	 a	 augmenté	 en	 parallèle	 avec	 sa	 consommation,	 de	 telle	 manière	 qu'il	 est	 actuellement	

l'antibiotique	 qui	 provoque	 la	 fréquence	 la	 plus	 élevée	 de	 réactions	 allergiques	 (Dona	 I	 et	al.,	

2012).	

2. Classification,	 structure	 chimique,	 propriétés	 et	 mécanismes	 d’action	 des	

antibiotiques	de	la	famille	des	β-lactames	

	

Les	BL	dérivent	d’un	noyau	de	base	commun	à	tous	les	contituants	de	la	famille,	le	noyau	BL	(ou	

azétidine-2-one).	Malgré	une	structure	de	base	commune,	on	distingue	plusieurs	familles	de	BL	

en	fonction	de	la	nature	du	cycle	associé	au	noyau	commun.	Les	deux	cycles	fusionnés	(structure	

bicyclique)	 constituent	 le	noyau	ou	 la	 région	nucléaire	de	 la	molécule.	Les	BL	 constituent	une	

large	 classe	 d'antibiotiques	 qui	 comprend	 les	 dérivés	 de	 la	 pénicilline	 ou	 pénames,	 les	

céphalosporines	 ou	 céphèmes,	 les	 monobactames,	 les	 carbapénèmes	 et	 les	 inhibiteurs	 des	 β-

lactamases.	 Les	 inhibiteurs	 des	 β-lactamases	 n’ont	 pas	 d’activité	 antibactérienne	 intrinsèque	

mais	permettent	de	prévenir	la	dégradation	de	la	molécule	de	BL	co-administrée	par	inhibition	

des	β-lactamases.		
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Des	 variations	 au	 niveau	 de	 la	 chaîne	 latérale	 naturelle	 ou	 greffée	 permettent	 de	modifier	 les	

propriétés	 de	 la	 molécule	 d’antibiotique.	 Toutes	 les	 classes	 d’antibiotiques,	 à	 l’exception	 des	

inhibiteurs	 des	 β-lactamases,	 ont	 une	 chaîne	 latérale	 (R1)	 liée	 au	 noyau	 BL	 (voir	 chapitre	 3,	

tableau	 8).	 Les	 céphalosporines	 et	 les	 carbapenèmes	 possèdent	 d’autres	 chaînes	 latérales	

notamment	 (R2)	 et/ou	 (R3)	 liées	 au	 noyau	 bicyclique.	 Les	 différents	 substituants	 fixés	 à	 la	

région	nucléaire	déterminent	des	propriétés	pharmacologiques	 et	 antibactériennes	différentes	

d’un	antibiotique	à	l’autre	(Tableau	8).		

	

2.1. Les	pénicillines	

	

Les	pénicillines	sont	d’origine	naturelle	ou	semi-synthétique	caractérisées	par	la	présence	d’un	

noyau	péname	 (ou	 acide	 6-aminopénicillanique)	 commun	dans	 leur	 structure	 chimique	 formé	

par	 l’association	d’un	noyau	BL	 avec	un	hétérocycle	 thiazolidine	 (cycles	 saturés	 comportant	5	

carbones),	et	d’une	chaîne	latérale	(R1)	qui	porte	les	modifications	structurales.	Selon	la	nature	

du	 substituant	 variable	 (R1),	 on	 distingue	 plusieurs	 groupes	 de	 pénicillines.	 Trois	 carbones	

asymétriques	sont	présents	au	niveau	de	 la	structure	des	pénicillines:	 les	carbones	n°2,	5	et	6.	

Les	pénicillines	sont	habituellement	classées	en	3	groupes:	pénicillines	G	(ou	BP)	et	V	(groupe	I),	

M	(groupe	II)	et	A	(groupe	III)	(Figure	29).	

	
Figure	29:	Structure	des	pénicillines	(Voir	tableau	8	pour	R1)	

	

	

- La	 pénicilline	 G	 (Pénicilline	 G	 Unimed®,	 Extincilline®,	 Benzathine	 Penicillin®,	

Hydropen	400,	Bicillin®	L-A),	encore	appelées	BP,	se	distingue	par	 la	nature	du	radical	

Chapitre 1 21

II-2-1- Les pénicillines : 

Les pénicillines naturelles sont des molécules synthétisées par certains champignons 

microscopiques de la famille des Penicillium. Elles ont des propriétés antibiotiques 

bactériostatiques : elles empêchent la synthèse de la paroi bactérienne et bloquent donc la 

prolifération des bactéries. Ce sont les premiers antibiotiques obtenus à l'échelle industrielle et 

leur utilisation pour traiter les infections a entraîné une véritable révolution médicale au cours de 

la deuxième moitié du vingtième siècle (Weintraub, 2003).  

Les pénicillines constituent une famille structurale très homogène. Elles possèdent en 

effet toutes un motif commun et une chaîne latérale qui porte les modifications structurales. La 

figure 1 présente la structure des pénicillines. 

Noyau bêta-lactame

Noyau thiazolidine

2

5 1
+

2
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&22+

Figure 1 : Structure des pénicillines 

Le cycle ȕ-lactame associé à un noyau thiazolidine forme l'acide 6-aminopénicillanique 

qui représente la structure de base des pénicillines. L'acide 6-aminopénicillanique constitue le 

noyau de base des pénicillines : le noyau péname. Il peut être substitué par acylation sur sa 

fonction aminée ce qui aboutira à des dérivés se distinguant par leur stabilité, leur 

pharmacocinétique, leur spectre d’action ainsi que leur résistance aux bêta-lactamases. De plus, la 

fonction carboxylique peut être transformée en carboxylate (donnant des composés plus solubles) 
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 II-2-5- Les inhibiteurs de bêta-lactamases : 

Rappelons que plusieurs bactéries se défendent contre les pénicillines à l'aide d'enzymes 

appelées bêta-lactamases. Ces enzymes coupent le cycle ȕ-lactame, partie cruciale de la 

molécule, rendant l'antibiotique inactif. Ainsi, les inhibiteurs de ȕ-lactamases sont employés afin 

de préserver l’activité des bêta-lactamines auxquelles ils sont associés. Ces dérivés de l'acide 

clavulanique et de l'acide pénicillanique ne possèdent qu’une très faible activité anti-bactérienne 

intrinsèque mais jouent le rôle de substrat-suicide capable de se lier de manière irréversible à la 

ȕ-lactamase, empêchant ainsi son action ultérieure sur les antibiotiques. Notons que ces 

molécules présentent des similitudes avec les pénicillines afin d’être reconnues par les enzymes 

bactériennes. La figure ci-après montre la structure générale de ces inhibiteurs.  

X= SO2; O

Figure 5 : Structure des inhibiteurs de bêta-lactamases

Citons trois inhibiteurs de ȕ-lactamases : l’acide clavulanique, le tazobactam et le sulbactam 

tableau 18 en annexe).  

• L’acide clavulanique est produit par Streptomyces clavuligerus et dérive du noyau 

clavame qui se distingue du noyau péname du fait d’un atome d’oxygène qui remplace 

celui de soufre. Il sera associé à l’amoxicilline (utilisation thérapeutique très large) ou la 

ticarcilline.  

2 
3 

4 5 6 
7 
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(R1)	qui	correspond	à	un	groupement	benzyle.	La	BP	est	 le	chef	de	 file	des	pénicillines.	

Elle	 est	 sensible	 à	 l’acidité	 gastrique	 et	 de	 ce	 fait	 constitue	 la	 forme	 intraveineuse	 des	

pénicillines.	 Elle	 est	 active	 sur	 les	 streptocoques,	 méningocoques,	 gonocoques,	

pneumoncoques,	leptospires,	tréponèmes,	clotridies	et	Corynebacterium	dophteriae.		

	

- La	 penicilline	 V,	 ou	 phénoxyméthylpénicilline,	 se	 caractérise	 par	 la	 présence	 d’un	

groupement	phénoxyméthyle	au	niveau	de	la	chaîne	latérale	(R1).	La	pénicilline	V	est	la	

forme	administrable	par	voie	orale	et	son	spectre	d’action	est	très	proche	de	la	BP.	

	

- Les	pénicillines	M	sont	résistantes	aux	pénicillinases.	C’est	le	cas	de	la	méticilline	(chef	

de	 file),	 l'oxacilline	 et	 la	 cloxacilline.	 Ces	 deux	 dernières	 constituent	 les	 isoxazolyl-

pénicillines.	Elles	sont	 indiquées	surtout	pour	 les	 infections	à	staphylocoques	même	s’il	

existe	des	souches	multi-résistantes.		

	

- Les	pénicillines	A	ou	aminopénicillines	qui	se	différencient	par	l’ajout	d’un	groupement	

aminé	à	la	structure	de	la	BP,	ce	qui	améliore	la	stabilité	du	noyau	BL.	Les	représentants	

principaux	de	cette	 famille	sont	 l’ampicilline	(Amp)	et	 l’AX,	qui	sont	caractérisés	par	un	

spectre	d’action	élargi	 touchant	 les	bactéries	Gram+:	streptocoques	et	pneumocoques	et	

Gram-:	 E.Coli,	 Proteus	 mirabilis,	 salmonella,	 shigella	 qui	 ne	 produisent	 pas	 de	

pénicillinases.	Elles	sont	administrées	par	voie	orale	du	fait	de	leur	acido-résistance.		

Il	 existe	 d’autres	 groupes	 de	 pénicillines	 tels	 que	 les	 carboxypénicillines	 (ticarcilline)	 et	 les		

uréidopénicillines	 (pipéracilline	 et	 mezlocilline).	 Leur	 spectre	 d’action	 concerne	 plusieurs	

germes	Gram	négatif	dont	Pseudomonas	aeruginosa,	proteus,	enterobacter.	Ils	n’existent	que	sous	

forme	injectable	en	milieu	hospitalier.		

	

2.2. Les	céphalosporines	

	

Les	 céphalosporines	 sont	 les	 BL	 ayant	 pour	 hétérocycle	 le	 noyau	 céphème	 qui	 correspond	 à	

l’association	d’un	noyau	BL	avec	un	cycle	à	6	carbones	monoinsaturé,	dihydrothiazidine	ou	acide	

amino-7-céphalosporanique.	 Par	 rapport	 à	 l'acide	6-aminopénicillanique,	 ce	noyau	possède	un	

carbone	supplémentaire,	mais	la	distance	séparant	la	fonction	carboxylique	de	l'amide	cyclique	
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reste	 conservée.	 En	 plus	 de	 l’acide	 6-aminopénicillanique,	 les	 céphalosporines	 possèdent	 une	

chaîne	latérale	(R1)	et	un	groupement	(R2)	variables.	La	chaîne	latérale	(R1)	est	reliée	au	reste	

de	 la	 molécule	 par	 une	 fonction	 amide.	 Le	 groupement	 (R2)	 quant	 à	 lui	 conditionne	 les	

propriétés	pharmacocinétiques	du	principe	actif.	Les	céphalosporines	se	caractérisent	par	 leur	

caractère	acide,	ainsi	que	 la	stabilité	du	noyau	céphème	(plus	stable	que	 le	noyau	pénème	des	

pénicillines)	leur	permettant	de	mieux	resister	à	l’action	des	diverses	β-lactamases	bactériennes.	

Les	 céphalosporines	 ont	 une	 activité	 bactéricide	 à	 large	 spectre	 dirigée	 contre	 les	 bactéries	 à	

Gram+	 et	 Gram-	 et	 sont	 classées	 en	 quatre	 générations	 en	 fonction	 de	 leur	 chronologie	

d’apparition	en	thérapeutique.	On	parlera	ainsi	de	céphalosporines	de	première,	de	deuxième,	de	

troisième	et	parfois	même	de	quatrième	génération	(Figure	30).		

	
Figure	30:	Structure	des	céphalosporines	

	

2.3. Carbapénème,	monobactame	et	inhibiteurs	des	β-lactamases	

	

Les	carbapénèmes	et	les	monobactames	ne	possèdent	pas	de	classement	particulier.	Quant	aux	

inhibiteurs	de	β-lactamases,	il	s’agit	de	composés	dépourvus	de	toute	activité	antibiotique,	mais	

dont	 la	 structure	 est	 chimiquement	 apparentée	 à	 celle	des	BL.	 Ils	 constituent	des	 «inhibiteurs	

suicides»	des	β-lactamases,	et	ralentissent	ainsi	la	dégradation	des	antibiotiques	BL	auxquels	ils	

sont	associés.	Un	exemple	typique	d’une	telle	association	est	l’Augmentin®	(AX	+	CLV).	

- Les	carbapénèmes	

	

Les	carbapénèmes	se	distinguent	des	pénicillines	par	la	présence	d’un	atome	de	carbone	au	lieu	

d’un	souffre	en	position	1	et	d’une	liaison	insaturée	en	C2-C3.	La	stabilité	des	carbapénèmes	aux	
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Grand nombre de céphèmes orales sont administrées sous forme de prodrogue afin 

d’augmenter leur résorption. Les céphalosporines sont habituellement classées en fonction de leur 

spectre d'activité, leur résistance aux β-lactamases, ainsi que de leur date de commercialisation. 

Ainsi, on distingue les céphalosporines de première, deuxième, troisième et quatrième 

génération : 

• Céphalosporines de première génération : Elles présentent un spectre antibactérien 

commun avec celui des pénicillines M et A et sont surtout utilisées contre les cocci Gram 

positif, à l’exception des entérocoques et de certains staphylocoques résistants. Citons 

notamment le céfaclor, la céfadroxil, la céfazoline, ou la céfatrizine qui constituent un 

premier choix dans la prophylaxie chirurgicale. 

• Céphalosporines de deuxième génération comprenant la céfuroxime, le céfamandole et la 

céfoxitine et caractérisées par une meilleure résistance aux ß-lactamases et un spectre 

d'action plus large (Haemophilus influenzae et certaines enterobactéries), une activité à 

faible concentration ainsi qu’une bonne diffusion tissulaire. Elles sont utilisées dans un 

grand nombre d'infections, notamment respiratoires, urinaires et ostéoarticulaires. 

• Céphalosporines de troisième génération telles que le céfotaxime, la ceftriaxone, la 

ceftazidime. Elles sont moins efficaces que celles de première génération sur les germes 
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β-lactamases	est	due	à	la	trans-orientation	des	atomes	d’hydrogène	en	C5	et	C6	et	à	la	présence	

d’une	 chaîne	 hydroxyéthyl	 en	 C6	 au	 lieu	 de	 la	 chaîne	 acylamino	 des	 pénicillines	 et	 des	

céphalosporines.	 Des	 modifications	 de	 substituant	 (R2)	 en	 position	 2	 sont	 responsables	 d’un	

gain	d’activité	 in	vitro	du	méropénème	et	 du	doripénème	 sur	 les	 bacilles	 à	Gram-.	 Ces	 aspects	

structuraux	 se	 retrouvent	dans	 tous	 les	 carbapénèmes	 (Wolff	M	et	al.,	 2009;	 Fish	et	al.,	1997)	

(Figure	31).		

	

	
Figure	31:	Structure	des	carbapénèmes	(R1	=	C2H3OH)	

	

- Les	monobactames	

	

Les	monobactames	 sont	 des	BL	 à	 cycle	 unique,	 le	 noyau	 azétidine,	 substitué	 par	 une	 fonction	

sulfonate	 (SO3-)	 (Donowitz	 et	 al.,	 1988).	 La	 structure	 monocyclique	 les	 différencie	 des	

pénicillines	 et	 des	 céphalosporines	 présentant	 une	 structure	 bicyclique.	 Toutefois,	 le	

groupement	 sulfonate	des	monobactames	possède	une	orientation	dans	 l'espace	équivalente	à	

celle	du	carboxylate	des	autres	BL,	ce	qui	explique	un	mode	d'action	semblable.	Les	composés	

naturels	présentant	une	faible	activité,	des	monobactames	de	synthèse	ont	été	mis	au	point	en	

greffant	diverses	chaînes	latérales	(R1	et	R2)	au	noyau	3-amino-monobactamique.		

Les	monobactames	sont	inactifs	sur	les	bactéries	Gram+	et	les	anaérobies.	Par	contre,	ils	sont	très	

actifs	 sur	 les	 entérobactéries	 et	 sur	 Pseudomonas	 aeruginosa.	Le	 groupement	 amino-2-thiazol	

confère	à	 l’aztréonam,	principal	antibiotique	de	ce	groupe,	son	action	sur	 les	bactéries	à	Gram-	

tandis	 que	 la	 chaîne	 latérale	 protège	 le	médicament	 contre	 l’inactivation	 enzymatique	 (Figure	

32).		
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Figure 3 : Structure des carbapénèmes

 Les carbapénèmes ( tableau 18, annexe) notamment représentées par l’imipénème et le 

méropénème (Fish  et al., 1997) possèdent des CMI très basses vis-à-vis de la majorité des Gram 

(+), des Gram (-) et des anaérobies, y compris la quasi totalité des souches productrices de bêta-

lactamases (Bradley et al., 1999). Ceci leur permet d'agir efficacement dans les infections causées 

par des germes résistants à toutes les autres bêta-lactames. Il est donc raisonnable de réserver leur 

usage pour le traitement d'infections nosocomiales (surtout polymicrobiennes) sévères (infections 

urinaires, respiratoires, gynécologiques, des articulations et des os). Notons que l'imipénème est 

souvent associé à la cilastatine qui en inhibe le catabolisme rénal très rapide (dégradation en 

quelques minutes par la déhydropeptidase I épithéliale des tubules contournés proximaux) et 

permet ainsi de maintenir un taux antibactérien suffisant dans l'urine. L’imipénème possède le 

plus large spectre de toutes les bêta-lactames. 

II-2-4- Les monobactames : 

Les monobactames sont des ȕ-lactames monocycliques, initialement découvertes en 1977 

dans des surnageants de cultures de bactéries non pathogènes (Acetobacter, Gluconobacter, 

Pseudomonas), à la différence des  autres ȕ-lactames qui ont elles été isolées dans des cultures de 

levures. Les monobactames comportent un unique cycle : le noyau azétidine substitué par une 

fonction sulfonate (SO3
-). Leur structure monocyclique les différencie des pénicillines et des 

céphalosporines présentant une structure bicyclique. Toutefois, le groupement sulfonate des 

monobactames possède une orientation dans l'espace équivalente à celle du carboxylate des 
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 II-2-5- Les inhibiteurs de bêta-lactamases : 

Rappelons que plusieurs bactéries se défendent contre les pénicillines à l'aide d'enzymes 

appelées bêta-lactamases. Ces enzymes coupent le cycle ȕ-lactame, partie cruciale de la 

molécule, rendant l'antibiotique inactif. Ainsi, les inhibiteurs de ȕ-lactamases sont employés afin 

de préserver l’activité des bêta-lactamines auxquelles ils sont associés. Ces dérivés de l'acide 

clavulanique et de l'acide pénicillanique ne possèdent qu’une très faible activité anti-bactérienne 

intrinsèque mais jouent le rôle de substrat-suicide capable de se lier de manière irréversible à la 

ȕ-lactamase, empêchant ainsi son action ultérieure sur les antibiotiques. Notons que ces 

molécules présentent des similitudes avec les pénicillines afin d’être reconnues par les enzymes 

bactériennes. La figure ci-après montre la structure générale de ces inhibiteurs.  

X= SO2; O

Figure 5 : Structure des inhibiteurs de bêta-lactamases

Citons trois inhibiteurs de ȕ-lactamases : l’acide clavulanique, le tazobactam et le sulbactam 

tableau 18 en annexe).  

• L’acide clavulanique est produit par Streptomyces clavuligerus et dérive du noyau 

clavame qui se distingue du noyau péname du fait d’un atome d’oxygène qui remplace 

celui de soufre. Il sera associé à l’amoxicilline (utilisation thérapeutique très large) ou la 

ticarcilline.  
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Figure	32:	Structure	des	monobactames	

	

- Les	inhibiteurs	des	β-lactamases	

	

Les	inhibiteurs	de	β-lactamases	sont	les	BL	à	noyau	oxapéname	tel	que	l’acide	clavulinique	et	le	

sulbactam.	 Le	 cycle	BL	 est	 condensé	 à	 un	 cycle	 oxazolidine	 pour	 l'acide	 clavulanique,	 ou	 à	 un	

hétérocycle	 thiazolidine	 dans	 le	 cas	 du	 sulbactam.	 L’acide	 clavulanique	 est	 disponible	 en	

association	avec	l’AX	et	se	distingue	par	la	présence	d’un	soufre	(groupement	X)	à	la	place	d’un	

atome	d’oxygène.		

Les	bactéries	pour	se	défendre	contre	les	pénicillines	sont	capables	de	produire	des	enzymes	tel	

que	 les	β-lactamases	qui	agissent	au	niveau	du	cycle	BL	en	 le	détruisant	rendant	 l’antibiotique	

inactif.	Ainsi,	 les	 inhibiteurs	de	β-lactamases	 sont	 employés	afin	de	préserver	 l’activité	des	BL	

auxquelles	 ils	 sont	 associés.	 Ceci	 est	 assuré	 grâce	 à	 leur	 analogie	 de	 structure	 avec	 les	 β-

lactamines	leur	permettant	de	jouer	le	rôle	de	substrat	suicide	de	façon	mimétique	au	niveau	du	

site	enzymatique	des	β-lactamases	empêchant	ainsi	 leur	action	ultérieure	sur	 les	antibiotiques	

(Figure	33).		

	
Figure	33:	Structure	des	inhibiteurs	de	β-lactamases	

	

	

Chapitre 1 27

autres bêta-lactames, ce qui explique un mode d'action semblable. Les composés naturels 

présentant une faible activité, des monobactames de synthèse ont été mis au point en greffant 

diverses chaînes latérales au noyau 3-amino-monobactamique. La figure 4 présente la structure 

des monobactames, le tableau 17 donne la structure de l’aztréonam : 

Figure 4 : Structure des monobactames

Les monobactames sont inactifs sur les bactéries Gram (+) et les anaérobies. Par contre, 

ils sont très actifs sur les entérobactéries et sur Pseudomonas aeruginosa. Le groupement amino-

2-thiazol confère à l’aztréonam, principal antibiotique de ce groupe, son action sur les bactéries à 

Gram négatif tandis que la chaîne latérale protège le médicament contre l’inactivation 

enzymatique. L'activité anti-Gram (-) de l'aztréonam est globalement comparable à celle des 

céphalosporines de troisième génération et notamment à celle de la ceftazidime. Actuellement, 

seul l'aztréonam, produit par synthèse totale afin d'obtenir une molécule douée à la fois d'un 

spectre élargi vers les Gram (-) difficiles et d'une bonne résistance aux ȕ-lactamases, est employé 

(Hellinger et al., 1999). Notons cependant l'existence de ȕ-lactamases plasmidiques à large 

spectre capables d'inactiver l'aztréonam. Ce monobactame constitue une alternative de choix pour 

le traitement des infections graves aux bactéries Gram (-) chez les patients allergiques aux autres 

types de ȕ-lactames ou ne pouvant recevoir d'aminoglycosides (par exemple, les insuffisants 

rénaux). L'aztréonam présente une bonne sécurité d'emploi. En principe, il n'y a pas de résistance 

croisée avec les autres ȕ-lactames. L’élimination de ce médicament étant rénale, il faut ajuster les 

posologies en cas d’insuffisance rénale. Son administration se fait par voie parentérale. 
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autres bêta-lactames, ce qui explique un mode d'action semblable. Les composés naturels 

présentant une faible activité, des monobactames de synthèse ont été mis au point en greffant 

diverses chaînes latérales au noyau 3-amino-monobactamique. La figure 4 présente la structure 

des monobactames, le tableau 17 donne la structure de l’aztréonam : 

Figure 4 : Structure des monobactames

Les monobactames sont inactifs sur les bactéries Gram (+) et les anaérobies. Par contre, 

ils sont très actifs sur les entérobactéries et sur Pseudomonas aeruginosa. Le groupement amino-

2-thiazol confère à l’aztréonam, principal antibiotique de ce groupe, son action sur les bactéries à 

Gram négatif tandis que la chaîne latérale protège le médicament contre l’inactivation 

enzymatique. L'activité anti-Gram (-) de l'aztréonam est globalement comparable à celle des 

céphalosporines de troisième génération et notamment à celle de la ceftazidime. Actuellement, 

seul l'aztréonam, produit par synthèse totale afin d'obtenir une molécule douée à la fois d'un 

spectre élargi vers les Gram (-) difficiles et d'une bonne résistance aux ȕ-lactamases, est employé 

(Hellinger et al., 1999). Notons cependant l'existence de ȕ-lactamases plasmidiques à large 

spectre capables d'inactiver l'aztréonam. Ce monobactame constitue une alternative de choix pour 

le traitement des infections graves aux bactéries Gram (-) chez les patients allergiques aux autres 

types de ȕ-lactames ou ne pouvant recevoir d'aminoglycosides (par exemple, les insuffisants 

rénaux). L'aztréonam présente une bonne sécurité d'emploi. En principe, il n'y a pas de résistance 

croisée avec les autres ȕ-lactames. L’élimination de ce médicament étant rénale, il faut ajuster les 

posologies en cas d’insuffisance rénale. Son administration se fait par voie parentérale. 
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 II-2-5- Les inhibiteurs de bêta-lactamases : 

Rappelons que plusieurs bactéries se défendent contre les pénicillines à l'aide d'enzymes 

appelées bêta-lactamases. Ces enzymes coupent le cycle ȕ-lactame, partie cruciale de la 

molécule, rendant l'antibiotique inactif. Ainsi, les inhibiteurs de ȕ-lactamases sont employés afin 

de préserver l’activité des bêta-lactamines auxquelles ils sont associés. Ces dérivés de l'acide 

clavulanique et de l'acide pénicillanique ne possèdent qu’une très faible activité anti-bactérienne 

intrinsèque mais jouent le rôle de substrat-suicide capable de se lier de manière irréversible à la 

ȕ-lactamase, empêchant ainsi son action ultérieure sur les antibiotiques. Notons que ces 

molécules présentent des similitudes avec les pénicillines afin d’être reconnues par les enzymes 

bactériennes. La figure ci-après montre la structure générale de ces inhibiteurs.  

X= SO2; O

Figure 5 : Structure des inhibiteurs de bêta-lactamases

Citons trois inhibiteurs de ȕ-lactamases : l’acide clavulanique, le tazobactam et le sulbactam 

tableau 18 en annexe).  

• L’acide clavulanique est produit par Streptomyces clavuligerus et dérive du noyau 

clavame qui se distingue du noyau péname du fait d’un atome d’oxygène qui remplace 

celui de soufre. Il sera associé à l’amoxicilline (utilisation thérapeutique très large) ou la 

ticarcilline.  
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Noyau bêta-lactame

Noyau dihydrothiazine

Figure 2 : Structure des céphalosporines

Grand nombre de céphèmes orales sont administrées sous forme de prodrogue afin 

d’augmenter leur résorption. Les céphalosporines sont habituellement classées en fonction de leur 

spectre d'activité, leur résistance aux β-lactamases, ainsi que de leur date de commercialisation. 

Ainsi, on distingue les céphalosporines de première, deuxième, troisième et quatrième 

génération : 

• Céphalosporines de première génération : Elles présentent un spectre antibactérien 

commun avec celui des pénicillines M et A et sont surtout utilisées contre les cocci Gram 

positif, à l’exception des entérocoques et de certains staphylocoques résistants. Citons 

notamment le céfaclor, la céfadroxil, la céfazoline, ou la céfatrizine qui constituent un 

premier choix dans la prophylaxie chirurgicale. 

• Céphalosporines de deuxième génération comprenant la céfuroxime, le céfamandole et la 

céfoxitine et caractérisées par une meilleure résistance aux ß-lactamases et un spectre 

d'action plus large (Haemophilus influenzae et certaines enterobactéries), une activité à 

faible concentration ainsi qu’une bonne diffusion tissulaire. Elles sont utilisées dans un 

grand nombre d'infections, notamment respiratoires, urinaires et ostéoarticulaires. 

• Céphalosporines de troisième génération telles que le céfotaxime, la ceftriaxone, la 

ceftazidime. Elles sont moins efficaces que celles de première génération sur les germes 
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(Hellinger et al., 1999). Notons cependant l'existence de ȕ-lactamases plasmidiques à large 

spectre capables d'inactiver l'aztréonam. Ce monobactame constitue une alternative de choix pour 

le traitement des infections graves aux bactéries Gram (-) chez les patients allergiques aux autres 

types de ȕ-lactames ou ne pouvant recevoir d'aminoglycosides (par exemple, les insuffisants 

rénaux). L'aztréonam présente une bonne sécurité d'emploi. En principe, il n'y a pas de résistance 

croisée avec les autres ȕ-lactames. L’élimination de ce médicament étant rénale, il faut ajuster les 

posologies en cas d’insuffisance rénale. Son administration se fait par voie parentérale. 
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Tableau	8:	Classification	des	antibiotiques	de	la	famille	des	β-lactames	(Ariza	et	al.,	2015).	

	

Ariza A, et al.

J Investig Allergol Clin Immunol 2015; Vol. 25(1): 12-25 © 2015 Esmon Publicidad

Table 1. Chemical Structure of ß-Lactam Antibiotics
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3. Réactivité	chimique,	immunogénicité	et	déterminants	antigéniques	des	β-lactames	

Landsteiner	et	Jacobs	ont	été	les	premiers	à	décrire	une	corrélation	entre	réactivité	chimique	et	

sensibilisation	 cutanée	 (Landsteiner,	 1936).	 Ils	 introduisirent	 la	 notion	 selon	 laquelle	

l’interaction	d’un	haptène	avec	une	protéine	était	le	pré-requis	nécessaire	à	la	sensibilisation.	En	

se	basant	sur	cette	hypothèse,	Dupuis	et	Benezra	perfectionnèrent	 la	théorie	électrophile	de	 la	

sensibilisation	cinq	décennies	plus	tard	(Dupuis,	1982).	Dans	cette	théorie,	le	produit	chimique	

sensibilisant	se	comporte	comme	un	électrophile,	et	les	protéines	comme	des	nucléophiles.		

L’immunoréactivité	des	pénicillines	se	traduit	par	leur	conjugaison	avec	des	protéines	porteuses,	

bien	 que	 certains	 détails	 de	 ce	mécanisme	 soient	 encore	 inconnus.	 Ceci	 a	 conduit	 au	 concept	

classique	de	déterminants	allergéniques	«majeurs»	et	«mineurs»	des	pénicillines,	en	fonction	de	

la	nature	des	modifications	apportées	au	cycle	BL	et	du	point	d’attache	sur	la	protéine	porteuse	

(Levine,	 1966).	 Le	 terme	 «majeur»	 se	 rapporte	 au	 fait	 que	 la	 grande	 majorité	 (95	 %)	 des	

molécules	 de	 pénicilline	 se	 lient	 de	 manière	 covalente	 aux	 protéines	 et	 donne	 des	 dérivés	

pénicilloyl.	 Les	 autres	 conjugués	 appartiennent	 à	 la	 famille	 des	 déterminants	 «mineurs»,	 qui	

comprend	:	 pénicillénates,	 acide	 pénicilloïque,	 pénicillanyl,	 pénamaldate,	 pénaldate,	 D-

pénicillamine	et	pénicoyl	(Figure	34).		 	
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Figure	34:	Exemples	de	conjugaison	chimique	des	pénicillines	aux	protéines	endogènes.	
Les	pénicillines	effectuent	plusieurs	réarrangements	chimiques	pour	former	plusieurs	conjugués	avec	des	

protéines	 endogènes	 via	 des	 liaisons	 de	 covalence.	 La	 réaction	 la	 plus	 connue	 est	 la	 formation	 du	

déterminant	penicilloyl	(connu	comme	déterminant	majeur),	suite	à	l’ouverture	du	noyau	BL	et	la	liaison	à	

un	groupement	amine	libre	sur	un	résidu	lysine.	D’autres	produits,	moins	fréquents,	connus	comme	étant	

des	déterminants	mineurs	et	regroupent	la	formation	du	déterminant	pénicillanyl,	qui	est	issu	de	la	liaison	

de	l’acide	carboxylique	libre	(lié	au	noyau	BL)	au	groupement	amine	libre	au	niveau	des	résidus	lysine,	et	le	

déterminant	 pénicillénate,	 qui	 est	 impliqué	 dans	 la	 conjugaison	 avec	 le	 groupement	 thiol	 des	 résidus	

cystéines	 au	 sein	 des	 protéines.	 R,	 chaîne	 latérale	 de	 la	 pénicilline;	 R1	 et	 R2,	 représente	 le	 reste	 de	 la	

protéine	autologue	à	laquelle	la	pénicilline	est	liée	(Stone	SF	et	al.,	2013).	

En	ce	qui	concerne	 les	céphalosporines,	 il	 semblerait	que	 le	conjugué	 instable	céphalosporoyl-

protéine	subisse	des	 réactions	ultérieures	pour	donner	de	nombreux	produits	de	dégradation,	

qui	 n’ont	 jusqu’ici	 pas	 été	 totalement	 isolés	 et	 caractérisés.	 De	 plus,	 les	 déterminants	

antigéniques	 sont	moins	 bien	 connus.	 Le	 groupement	 céphaloyl	 a	 été	 identifié	mais	 il	 est	 très	

instable	(Romano	et	al.,	1998).	 	

responsible for penicillin allergy is the penicilloyl epitope
(the major determinant, comprising about 95% of penicil-
lin conjugated to autologous proteins, which is formed
following opening of the β-lactam ring and acetylation of
amine groups on target proteins), although other chemi-
cal modifications (referred to as minor determinants),
such as penicillenate and penicillanyl have been
described (Figure 1) [42].

While the hapten hypothesis adequately explains con-
jugation of penicillins to autologous proteins, most drugs
are chemically inert. The prohapten hypothesis states that
some form of metabolism, typically via cytochrome P450
(CYP450) enzymes in the liver or skin is required in order
to bind covalently to autologous proteins [43]. In some
cases, the metabolite is so reactive that it spontaneously
reacts with the CYP450 enzyme that catalyzed its forma-
tion [44]. The drug that has been most studied in this
regard is sulfamethoxazole, although it has primarily been
investigated in the context of T-cell mediated hyper-

sensitivity reactions. Sulfamethoxazole is metabolized
via CYP450 enzymes (CYP2C9) to sulfamethoxazole
hydroxylamine [45], which spontaneously oxidizes to a
nitroso intermediate (sulphamethoxazole-nitroso) [46],
which is able to conjugate with cysteine residues on
autologous proteins [47].

NSAID hypersensitivity Shared aspirin and NSAID
hypersensitivity, including aspirin-exacerbated respiratory
disease (AERD) and urticaria-angioedema without respira-
tory features, have long been thought of as a pharmaco-
logical reaction, mediated via cyclo-oxygenase I (COX-1)
inhibition by aspirin and non-selective NSAIDs and
reduction in production of prostaglandin E2, thereby
increasing synthesis of cysteinyl-leukotrienes and release
of various mast cell mediators such as histamine and
prostaglandin D2 (so called leukotriene shunt) [48]. These
reactions present shortly after drug exposure as rhini-
tis, angioedema, urticaria and bronchoconstriction, and
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Figure 1
Chemical conjugation of penicillins to endogenous proteins. Penicillins undergo chemical rearrangement to form various covalent conjugates with
endogenous proteins. The most common reaction is the formation of the penicilloyl determinant (also known as the major determinant), where the
beta-lactam ring opens and attaches to the free amine group within lysine residues. Other less common products are collectively referred to as minor
determinants and include the formation of the penicillanyl determinant, which typically involves attachment of the free carboxylic acid (attached to the
thiazolidine ring) to the free amine group on lysine residues and the penicillenate determinant, which typically involves conjugation to the thiol group
of cysteine residues within proteins. R penicillin side chain, R1 and R2 refer to the remainder of the autologous protein to which the penicillin has
attached
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3.1. Pénicillines		

	

- Benzylpénicilline	

La	 BP	 est	 la	 molécule	 médicamenteuse	 la	 plus	 largement	 étudiée	 et	 est	 considérée	 comme	

modèle	 de	 référence	 dans	 les	 études	 d’allergie	 aux	 BL.	 Le	 déterminant	 majeur	 est	 la	

benzylpenicilloyl	(BPO),	qui	se	forme	suite	à	la	conjugaison	de	la	BP	avec	des	acides	aminés	de	

protéines	 porteuses	 (Levine	BB	 et	al.,	 1961;	Moreno	 F	 et	al.,	 1995;	 Batchelor	 FR	 et	al.,	 1965).	

Cette	réaction	a	lieu	rapidement	via	l’ouverture	du	noyau	BL.	L’efficacité	de	ce	processus	repose	

sur	la	réactivité	élevée	du	noyau	BL	due	à	la	tension	élevée	de	la	structure	(le	noyau	BL	un	cycle	

à	4	carbones	fusionné	avec	un	cycle	à	5	membres,	thiazolidine).	Ce	comportement	est	commun	à	

toutes	les	pénicillines.	La	stabilité	du	BPO	a	permis	sa	caractérisation	chimique	et	son	utilisation	

sous	 forme	acide	BPO	ou	 amide	BPO	dans	 les	 études	de	diagnostic.	Au	moins	3	 épitopes	 sont	

reconnus	au	sein	de	la	molécule	de	BPO:	la	chaîne	latérale,	la	structure	nucléaire	bicyclique	et	la	

molécule	 entière	 liée	 à	 une	 protéine	 porteuse	 via	 l’ouverture	 du	 noyau	 BL	 (de	 Haan	 P	 et	 al.,	

1985).		

La	structure	BPO	amide	est	aussi	utilisée	dans	les	tests	immunologiques	[ex:	ImmunoCAP-FEIA	

et	 de	 RAST	 («radioallergosorbent	 test»)],	 des	 techniques	 permettant	 le	 dosage	 quantitatif	 ou	

semi-quantitatif	des	IgE	spécifiques	d'allergènes	(Blanca	M	et	al.,	2001).	La	comparaison	de	ces	

techniques	 révèle	 que	 la	 spécificité	 de	 l’ImmunoCAP-FEIA	 varie	 entre	 83%	 et	 100%	 et	 la	

sensibilité	entre	12,5%	et	25%.	Dans	le	cas	du	RAST,	la	spécificité	varie	entre	67%	et	83%	et	la	

sensibilité	entre	42,9%	et	75%	(Fontaine	C	et	al.,	2007). 

Les	 déterminants	 tel	 que	 l’acide	 benzylpénicilloic,	 l’acide	 benzylpénicillénic,	 la	

benzylpénamaldate,	 la	benzylpénaldate	 la	benzylpénicoyl	et	 la	benzylpénicanyl	(Dewdeney	J	et	

al.,	1997)	ont	été	utilisés	dans	les	tests	cutanés,	et	possédaient	une	sensibilité	supérieure	à	celle	

obtenue	avec	la	BP	dans	certains	cas.	Par	conséquent,	les	déterminants	mineurs	et	majeurs	sont	

recommandés	dans	les	directives	de	diagnostic	européennes	(Torres	MJ	et	al.,	2003;	Antunez	C	et	

al.,	2006)	et	américaines	(Ann	Allergy	Asthma	Immunol.	1999;	83:665-700).		

Le	 nombre	 de	 tests	 cutanés	 positifs	 pour	 le	 PPL	 et	 le	 MDM	 ont	 diminué	 au	 cours	 du	 temps	

(Torres	MJ	et	al.,	2001;	Blanca	M	et	al.,	1990).	Initialement,	78%	des	patients	testés	avaient	des	

réponses	 positives	 dans	 les	 tests	 cutanés	 au	 PLL,	 au	 MDM,	 ou	 aux	 deux.	 Cependant,	 ce	
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pourcentage	 a	 baissé	 jusqu’à	 42%	 (PPL)	 et	 22%	 (MDM)	 après	 10	 ans.	 Néanmoins,	 les	

déterminants	majeurs	 et	mineurs	 de	 la	 BP	 continuent	 à	 jouer	 un	 rôle	 clef	 dans	 le	 diagnostic,	

puisqu’ils	 induisent	une	réponse	positive	chez	46%	des	patients	avec	des	tests	cutanés	positifs	

aux	 pénicillines,	 alors	 que	 seulement	 14%	 des	 patients	 sont	 positifs	 aux	 deux	 déterminants	

(Bousquet	 PJ	 et	 al.,	 2005).	 Des	 différences	 ont	 été	 retrouvées	 entre	 les	 pays.	 Des	 études	

américaines	 indiquent	 que	 parmi	 les	 patients	 avec	 des	 réactions	 allergiques	 aux	 pénicillines	

confirmées	par	des	tests	cutanés,	75%	étaient	positifs	à	la	PPL,	10%	à	la	MDM,	et	14,8%	à	la	PPL	

et	 à	 la	 MDM	 (Gadde	 J	 et	 al.,	 1993).	 Les	 MDM	 commercialisés	 depuis	 2003	 contiennent	

uniquement	la	BP	et	la	benzylpénicilloate	(Romano	A	et	al.,	2007;	Treudler	R	et	Simon	JC,	2007;	

Richter	 AG	 et	al.,	 2011).	 Récemment,	 ils	 ont	 été	 substitués	 par	 des	 produits	 plus	 purs	 et	 plus	

stables	 constitués	 de	 benzylpénicilloyl	 octa-L-lysine	 comme	 déterminant	 majeur	 et	 de	

benzylpénilloate	 (pénilloate)	 comme	 déterminant	mineur,	 avec	 une	 sensibilité	 de	 61%	 et	 une	

spécificité	de	100%	comme	démontré	dans	une	étude	clinique	multi-centrique	(Fernández	 J	et	

al.,	2013)	(Figure	35).	
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Figure	35:	 Les	 déterminants	 mineurs	 et	 majeurs	 de	 la	 benzylpénicilline.	 Les	 structures	
précédemment	 commercialisées	 sont	 regroupées	 dans	 des	 carrés	 pleins.	 Les	 structures	 actuellement	

commercialisées	sont	regroupées	dans	des	carrés	pointillés.	BPO:	benzylpenicilloyl	(Ariza	et	al.,	2015).	

- Amoxicilline	

Le	 déterminant	 antigénique	 majeur	 de	 l’AX	 est	 l'amide	 amoxicilloyl	 (AXO),	 qui	 résulte	 de	

l'ouverture	 du	 noyau	 BL	 par	 des	 groupements	 amines,	 de	 la	 même	 manière	 que	 la	 BP.	 La	

structure	 de	 l’AXO	 est	 utilisée	 dans	 des	 tests	 in	 vitro	 [ImmunoCAP	 (Blanca	 M	 et	 al.,	 2001)].	

L'ajout	d'AX	à	la	 liste	d'haptènes	dans	les	tests	cutanés	chez	des	patients	suspectés	d’avoir	des	

réactions	 allergiques	 aux	 pénicillines	 est	 actuellement	 recommandé	 en	 routine	 dans	 les	 tests	

cutanés	par	le	«European	Network	for	Drug	Allergy»	(Blanca	M	et	al.,	2009).	

La	 solubilité	 complète	 du	médicament	 est	 nécessaire	 pour	 la	 bonne	 exécution	 du	 test	 cutané.	

Toutefois,	 cette	 solubilité	 est	 à	débatre	 (Torres	MJ	et	al.,	 2011),	 puisqu’il	 existe	deux	 types	de	

Ariza A, et al.
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Figure 2. Minor and major determinants of benzylpenicillin. Previous commercially available structures are shown in the solid figure. Currently commercialized 
structures are shown in the dotted figure. BPO indicates benzylpenicilloyl.
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molécules	disponibles	dans	le	commerce:	le	type	injectable,	un	sel	de	sodium,	et	la	formulation	

orale,	qui	est	faite	sous	une	forme	trihydrate.	Seule	la	forme	injectable	à	base	de	sel	de	sodium	

peut	 être	 facilement	dissoute	dans	 l'eau	 à	pH	physiologique	pour	 atteindre	 les	 concentrations	

recommandées	pour	les	tests	cutanés	(20	mg/ml).	

Jusqu'à	nos	 jours,	 le	manque	d’AX	commercialisée	comme	réactif	de	diagnostic	a	 impliqué	que	

seule	la	forme	injectable	à	base	de	sel	de	sodium	a	été	utilisée	dans	de	nombreux	pays	(MJ	et	al.,	

2001;	 Bousquet	 PJ	 et	 al.,	 2008;	 Blanca	 M	 et	 al.,	 1990).	 Depuis	 2010,	 de	 l’AX	 spécifiquement	

conçue	pour	 les	 tests	cutanés	a	été	commercialisée	par	Diater,	avec	une	étude	qui	 indique	son	

équivalence	avec	la	forme	injectable	de	l’AX	pour	les	tests	cutanés	ainsi	que	pour	les	tests	in	vitro	

(Torres	MJ	et	al.,	2011).	

Malgré	 l'utilisation	 de	 l’AX	 en	 tant	 que	 haptène	 dans	 des	 tests	 cutanés,	 la	 sensibilité	 du	 test	

cutané	 chez	 les	 patients	 avec	 des	 réactions	 allergiques	 immédiates	 aux	 pénicillines	 n’est	 pas	

optimale,	 variant	 entre	 50%	 et	 70%	 (Torres	 MJ	 et	 al.,	 2001,	 2003;	 Bousquet	 PJ	 et	 al.,	 2005;	

Antunez	 C	 et	 al.,	 2006).	 Ceci	 soulève	 la	 question	 de	 savoir	 si	 l'utilisation	 des	 déterminants	

mineurs	supplémentaires	de	l’AX	améliorerait	la	sensibilité,	tel	qu’il	a	été	rapporté	initialement	

avec	la	BP	(Sullivan	TJ	et	al.,	1981;	Macy	E	et	al.,	1997).	Deux	structures	dérivées	de	l’AX	ont	été	

évaluées	comme	déterminants	mineurs.	Ce	sont	l'acide	amoxicilloïque,	qui	résulte	de	l’ouverture	

du	noyau	BL	et	est	l’équivalent	de	l'acide	BPO,	et	le	dikétopipérazine,	qui	résulte	d’une	acylation	

intramoléculaire	avec	un	groupement	amine	de	la	chaîne	latérale	de	l’AX.	Cependant,	l'inclusion	

de	ces	déterminants	mineurs	n'a	pas	amélioré	la	capacité	de	diagnostic	des	deux	tests,	cutanés	et	

in	vitro	(Torres	MJ	et	al.,	2010).	

La	 réactivité	 croisée	 des	 patients,	 initialement	 répondeurs	 à	 la	 BP,	 avec	 d’autres	 dérivés	

pénicillines	(l’AX	incluse)	est	maintenant	bien	démontrée.	Cependant,	la	plupart	des	patients	qui	

sont	allergiques	à	l’AX,	ne	répondent	qu’à	ce	composé.	Il	semblerait	qu'à	la	fois	les	groupements	

hydroxyle	 et	 amine	 de	 la	 chaîne	 latérale	 confèrent	 des	 caractéristiques	 de	 reconnaissance	

importantes	à	la	molécule	d'AX.	De	plus,	la	spécificité	des	IgE	est	fortement	liée	à	la	molécule	de	

BL	responsable	de	la	première	sensibilisation.	Ainsi,	les	IgE	de	patients	initialement	sensibilisés	

à	la	BP	peuvent	reconnaître	l’AX	en	raison	de	la	similitude	de	leurs	structures	entières	(Antunez	

C	 et	 al.,	 2006),	 alors	 que	 les	 IgE	 de	 patients	 initialement	 sensibilisés	 à	 l’AX	 reconnaîssent	 la	

chaîne	 latérale	 de	 l’AX.	 Ces	 patients	 ne	 présentent	 donc	 pas	 de	 réactivité	 croisée	 avec	 la	 BP	

(Blanca	M	et	al.,	1988).		
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3.2. Céphalosporines	

La	différence	majeure	entre	les	céphalosporines	et	les	pénicillines	est	le	cycle	avec	lequel	la	BL	

est	fusionnée.	Ces	différences	structurales	confèrent	des	propriétés	électrophiles	différentes	au	

groupement	carbonyl	BL,	et	par	la	suite,	au	potentiel	de	liaison	aux	protéines	et	à	 la	formation	

d’un	 détermiant	 (Perez-Inestrosa	 E	 et	 al.,	 2005).	 Dans	 les	 céphalosporines,	 la	 plus	 faible	

réactivité	du	noyau	BL,	par	rapport	aux	pénicillines,	ralenti	leur	conjugaison	avec	les	protéines	

porteuses.	De	plus,	 la	 structure	 chimique	de	 la	 chaîne	 latérale	 (R2)	module	 cette	 réactivité	 en	

fonction	de	sa	capacité	à	polariser	la	liaison	électronique	BL-protéine.	La	conjugaison	du	noyau	

BL	induit	la	perte	de	la	chaîne	latérale	(R2).	

	

Figure	36:	 Hypothèse	 de	 la	 conjugaison	 des	 céphalosporines	 aux	 protéines	 et	 la	

description	des	déterminants	synthétiques	des	céphalosporines	(Ariza	et	al.,	2015).	

La	 formation	de	déterminants	 céphalosporines	nécéssite	une	ataque	nucléophile	 au	niveau	du	

groupement	carbonyl	du	BL	par	une	fonction	amide	d’une	protéine,	résultant	en	la	conjugaison	

avec	la	protéine.	L’ouverture	du	noyau	BL	résulte	en	la	perte	complète	de	la	chaîne	latérale	R2.	

Le	 conjugué	 formé	est	 instable	 et	 est	dégradé	 suite	 à	 la	 rupture	du	noyau	dihydrothiazine.	 La	

réactivité	complexe	des	céphalosporines	et	le	nombre	important	de	fragmentations	structurales	

possibles	ont	été	décrits	dans	la	littérature	(Perez-Inestrosa	E	et	al.,	2005).	

Le	 manque	 d’identification	 de	 structures	 chimiques	 de	 déterminants	 antigéniques	 a	 freiné	 le	

développement	 de	 tests	 in	 vitro	 commerciaux.	 En	 effet,	 seul	 le	 céfaclor	 est	 disponible	 en	
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WR�$;�FDQ�WROHUDWH�%3��ZKLOVW�WKH�DGPLQLVWUDWLRQ�RI�VHYHUDO�GRVHV�
RI�%3�FDQQRW�LQGXFH�WKH�LQFUHDVH�LQ�VSHFL¿F�,J(�WR�$;�>��@�

Cephalosporins

$OWKRXJK�WKH�QXPEHU�RI�SXEOLFDWLRQV�RQ�DOOHUJLF�UHDFWLRQV�
WR� FHSKDORVSRULQV� LV� UHOHYDQW� DQG� JURZLQJ�� WKH� DQWLJHQLF�
GHWHUPLQDQWV� RI� FHSKDORVSRULQV� DUH� QRW� \HW� FRPSOHWHO\�
HOXFLGDWHG��7KLV�LV�VWULNLQJ��JLYHQ�WKH�IDFW�WKDW�WKH�GHWHUPLQDQWV�
RI�SHQLFLOOLQV�DUH�SHUIHFWO\�LGHQWL¿HG��DQG�FHSKDORVSRULQV�DQG�
SHQLFLOOLQV�VKDUH�WKH�UHDFWLYH�%/�IXQFWLRQDO�JURXS�

7KH�PDLQ�GLIIHUHQFH�EHWZHHQ�FHSKDORVSRULQV�DQG�SHQLFLOOLQV�LV�
WKH�ULQJ�WR�ZKLFK�WKH�%/�LV�IXVHG��QDPHO\��D���PHPEHU�WKLD]ROLGLQH�
ULQJ� LQ� SHQLFLOOLQV� DQG� D� ��PHPEHU� GLK\GURWKLD]LQH� ULQJ� LQ�
FHSKDORVSRULQV��7KHVH�VWUXFWXUDO�GLIIHUHQFHV�OHDG�WR�GLIIHUHQFHV�
LQ�WKH�HOHFWURSKLOLF�SURSHUWLHV�RI�WKH�%/�FDUERQ\O�DQG��WKHUHIRUH��
LQ�WKH�SRWHQWLDO�WR�ELQG�WR�SURWHLQV�DQG�IRUP�D�GHWHUPLQDQW�>��@��
,Q� FHSKDORVSRULQV�� WKH� ORZHU� UHDFWLYLW\�RI� WKH�%/� ULQJ� VORZV�
FDUULHU�FRQMXJDWLRQ��DQG�WKH�5��FKHPLFDO�VWUXFWXUH�PRGXODWHV�WKLV�
UHDFWLYLW\�GHSHQGLQJ�RQ�LWV�DELOLW\�WR�SRODUL]H�HOHFWURQLF�ELQGLQJ��
7KH�SUHVHQFH�RI�D�JRRG�OHDYLQJ�JURXS�DW�WKH����SRVLWLRQ�LQFUHDVHV�
WKH�UHDFWLYLW\�RI�WKH�%/�YLD�HOLPLQDWLRQ�RI�5���)LJXUH�����

Figure 3. Proposed hypothesis of cephalosporin protein conjugation and description of the synthetic determinants of cephalosporins.
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ImmunoCAP-FEIA.	 Ce	 test	 est	 basé	 sur	 la	 réactivité	 du	 céfaclore	 avec	 les	 amines,	 bien	que	 les	

structures	 formées	 n’ont	 pas	 été	 identifiées.	 Cette	 stratégie	 de	 réactivité	 des	 céphalosporines	

avec	les	amines	est	aussi	utilisée	dans	le	«	in-house	immunoassays	for	RAST	»	(Fontaine	C	et	al.,	

2007;	Antunez	C	et	al.,	2006),	mais	les	structures	des	déterminants	formés	n’ont	pas	été	décrites.	

Une	 étude	 d’inihibition	 de	 RAST	 avec	 des	 strutures	 monomériques	 formées	 par	 cette	

conjugaison	indique	que	la	chaîne	latérale	(R1),	et	non	pas	la	structure	BL,	semble	jouer	un	rôle	

dominant	 dans	 la	 détermination	 de	 la	 spécificité	 des	 réactions	 immunologiques	 aux	

céphalosporines	(Antunez	C	et	al.,	2006).	

En	considérant	à	 la	 fois	 le	départ	du	groupement	 (R2)	 comme	règle	et	 le	 rôle	 important	de	 la	

structure	de	la	chaîne	latérale	(R1)	dans	la	reconnaissance	immunologique	spécifique,	une	série	

de	déterminants	issus	de	la	conjugaison	du	noyau	BL	a	été	proposée.	Après	ouverture	du	noyau	

BL	 par	 les	 protéines,	 le	 noyau	 dihydrothiazine	 subit	 une	 dégradation	 et	 est	 perdu.	 Par	

conséquent,	seule	la	chaîne	latérale	(R1)	et	une	partie	du	noyau	BL	des	céphalosporines	restent	

liés	 à	 la	 protéine.	 L’évaluation	 des	 séries	 de	 déterminants	 synthétiques	 proposés,	 dont	

différentes	chaînes	 latérales	(R1)	et	différentes	fonctionnalités	de	 la	partie	BL	restante	[pas	de	

dérivation	 (H),	 fonction	 alcool	 (OH),	 fonction	 thiol	 (SH),	 et	 fonction	 carbonyl	 (C(OMe)2)],	 ont	

amélioré	 les	 connaissances	 sur	 les	 structures	 chimiques	des	déterminants.	 Les	 IgE	 spécifiques	

montrent	une	meilleure	reconnaissance	des	épitopes	proposés	avec	une	fonctionnalité	adéquate	

en	C-3	et	des	spécificités	reliées	principalement	à	la	chaîne	latérale	acyl	(R1)	(Sanchez-Sancho	F	

et	al.,	2003;	Montanez	MI	et	al.,	2011).	

Au	vue	de	la	forte	reconnaissances	de	la	chaîne	latérale	des	molécules	BL	par	les	IgE,	la	réactivité	

croisée	entre	l’AX	et	le	céfadroxil,	qui	contiennent	des	chaînes	latérales	identiques,	a	été	évaluée	

chez	des	patients	séléctivement	allergiques	à	l’AX.	Les	résultats	indiquent	que	le	pourcentage	de	

réactivité	 croisée	 entre	 les	BL	 avec	 des	 chaînes	 latérales	 identiques	 est	 élevé	 (38%)	 et	 que	 le	

noyau	BL	de	la	molécule	semble	jouer	un	rôle	clef	dans	ces	résultats	(63%)	(Figure	36).	

3.3. Carbapénèmes	

Les	 études	 sur	 les	 déterminants	 antigéniques	 des	 carbapénèmes	 sont	 rares.	 Cependant,	 des	

réactions	entre	les	carbapénèmes	et	les	protéines	ont	été	décrites.	Ces	réactions	résultent	en	la	

formation	d’une	structure	stable	constituée	du	noyau	BL	 lié	à	des	protéines	porteuses	via	une	
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liaison	 amide.	 La	 spécificité	 de	 la	 réponse	 aux	 carbapénèmes	 est	 probalement	 liée	 au	 noyau	

relativement	stable	dihydropyrrole	(Edwards	RG	et	al.,	1988).		

Des	 études	 prospectives	 récentes	 ont	 montré	 une	 incidence	 de	 réactivité	 croisée	 entre	 les	

pénicillines	et	les	carbapénèmes	dans	les	tests	cutanés	d’à	peu	près	1%	(Frumin	J	et	Gallagher	JC,	

2009;	McConnell	SA	et	al.,	2000;	Sodhi	M	et	al.,	2004)	

3.4. Monobactames	

La	seule	monobactame	commercialisée	est	l’aztréoname,	dont	la	chaîne	latérale	(R)	est	similaire	

à	 celle	 de	 la	 céftazidime.	 Il	 est	 probable	 que	 cette	 molécule	 puisse	 former	 des	 conjugués	

homogènes	relativement	stables	(Edwards	RG	et	al.,	1988).	Trois	lignées	cellulaires	d’hybridome	

qui	produisent	des	Ac	reconnaissant	l’aztréoname	ont	été	générées	(Shimizu	T	et	al.,	1992).	Deux	

de	ces	Ac	monoclonaux	reconnaissent	l’aztréoname	et	la	ceftazidime,	ce	qui	indique	que	la	même	

chaîne	latérale	acyl	est	le	déterminant	reconnu.	L’Ac	monoclonal	de	la	troisième	lignée	a	reconnu	

un	nouveau	déterminant	antigénique	et	montre	une	réactivité	croisée	avec	différents	BL	(Frumin	

J	et	Gallagher	JC,	2009).	

3.5. Inhibiteurs	des	β-lactamases	ou	clavames	

Le	 CLV	 est	 souvent	 décrit	 en	 combinaison	 avec	 l’AX.	 Un	 test	 cutané	 au	 CLV	 a	 récemment	 été	

commercialisé.	Les	résultats	des	tests	cutanés	montrent	des	réactions	immédiates	exclusivement	

au	CLV	et	comptent	pour	à	peu	près	30%	des	réactions	allergiques	immédiates	à	la	combinaison	

AX-CLV	(Torres	MJ	et	al.,	2010).	Notons,	que	les	patients	avec	une	réponse	immédiate	postive	au	

CLV	sont	plus	jeunes	que	ceux	qui	sont	positifs	à	l’AX,	probablement	parce	que	les	patients	plus	

jeunes	ont	été	exposés	fortement	au	CLV	(Zambonino	MA	et	al.,	2014).	

La	 réactivité	du	CLV	peut	 s’expliquer	par	 sa	 structure	bicyclique	 (BL	 fusionnée	avec	un	noyau	

oxazolidine,	 qui	 reflète	 la	 substitution	 d’un	 atome	 d’oxygène	 avec	 un	 atome	 de	 soufre),	 le	

manque	 d’un	 substituant	 acylamine	 au	 niveau	 du	 C-6,	 et	 la	 présence	 d’une	 fonction	 exo-p-

hydroxyéthylidène	 au	 niveau	 du	 C-2	 (Baggaley	 KH	 et	 al.,	 1997).	 Ces	 structures	 différentes	

augmentent	la	réactivité	chimique	de	la	structure	du	CLV.	Il	a	été	décrit	que	le	CLV	peut	générer	

des	 produits	 stables	 à	 partir	 de	 structures	 intermédiaires	 résultant	 de	 l’ouverture	 des	 deux	

noyaux	BL	(Finn	MJ	et	al.,	1984)	via	un	mécanisme	similaire	à	la	formation	d’adduits	avec	les	β-

lactamases	 (Tremblay	 LW	 et	 al.,	 2008).	 Ces	 structures	 peuvent	 être	 impliquées	 dans	 la	
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reconnaissance	par	les	IgE	(Edwards	RG	et	al.,	1988).	Cependant,	la	stabilité	de	la	structure	après	

la	conjugaison	avec	la	protéine	pourrait	mener	à	d’autres	voies	de	dégradation,	des	complexes	et	

à	la	formation	de	plusieurs	déterminants	possibles.	

3.6. Réactivité	croisée		

Les	chaînes	latérales,	tout	comme	le	noyau	BL,	ont	été	étudiées	en	tant	que	vecteur	potentiel	de	

l’allergénicité	croisée	entre	les	médicaments	et	au	sein	des	classes	médicamenteuses	(Blanca	et	

al.,	2005).	Plusieurs	études	ont	 comporté	des	 comparaisons	de	 réactivités	 croisées	 sur	 la	base	

des	 résultats	 obtenus	 avec	 les	 tests	 cutanés	 (Novalbos	 et	 al.,	 2001;	 DePestel	 et	 al.,	 2008;	

Hasdenteufel,	 2007;	 Pichichero	 et	 Casey,	 2005;	 Romano	 et	 al.,	 2005).	 Les	 résultats	 des	 tests	

cutanés	 montrent	 que	 les	 patients	 qui	 sont	 allergiques	 à	 la	 BP	 peuvent	 réagir	 avec	 d’autres	

dérivés	de	la	pénicilline,	y	compris	l’AX.	Cependant,	la	plupart	des	patients	allergiques	à	l’AX	ne	

répondent	 qu’à	 ce	 composé.	 Ceci	 suggère	 que	 la	 particularité	 de	 l’AX	 réside	 dans	 sa	 chaîne	

latérale	grâce	aux	groupements	hydroxyle	et	amine.	De	ce	 fait,	 les	 IgE	de	patients	 initialement	

sensibilisés	 à	 la	 BP	 peuvent	 se	 fixer	 à	 l’AX.	 Alors	 que	 les	 IgE	 de	 patients	 sensibilisés	 à	 l’AX,	

reconnaisent	la	chaîne	latérale	spécifique	à	l’AX	et	ne	présentent	aucune	réaction	croisée	avec	la	

BP.	 Aux	 Etats-Unis,	 le	 taux	 de	 réactivité	 croisée	 entre	 la	 BP	 et	 les	 aminopénicillines	 (AX	 et	

ampicilline)	 est	 inférieur	 à	 1,3%.	 Le	 taux	 de	 réactions	 croisées	 entre	 pénicillines	 et	

céphalosporines	est	évalué	entre	1	et	12%	(Blanca	M	et	al.,	2009;	Liu	X-D	et	al.,	2011;	Romano	A	

et	al.,	2004)	(taux	plus	élevé	avec	les	céphalosporines	de	1ère	génération	alors	que	le	risque	est	

quasi	nul	pour	 les	 céphalosporines	de	2ème	 et	3ème	 génération).	Toutefois,	 le	 taux	de	 réactivité	

croisée	 entre	 aminopénicillines	 et	 céphalosporines	 est	 compris	 entre	 10%	 et	 40%.	 Pour	 cette	

raison,	 les	 patients	 présentant	 des	 antécédents	 de	 réactions	 allergiques	 aux	 aminopénicillines	

doivent	 éviter	 les	 céphalosporines	 qui	 partagent	 des	 groupements	 identiques	 au	 niveau	 de	 la	

chaîne	 latérale	 (R).	 Ces	 céphalosporines	 de	 première	 génération	 ont	 été	 soupçonnées	 d’êtres	

contaminées	 avec	 de	 la	 pénicilline.	 Aujourd’hui,	 le	 taux	 de	 réactivité	 croisée	 avec	 les	

céphalosporines	 est	 de	 3%.	 En	 général,	 les	 céphalosporines	 de	 première	 et	 de	 deuxième	

génération	provoquent	plus	de	réactions	allergiques	que	les	céphalosporines	de	troisième	et	de	

quatrième	 génération.	 Les	 patients	 ayant	 des	 antécédents	 d'allergie	 à	 la	 pénicilline	 qui	 ont	

besoin	 d'une	 céphalosporine	 doivent	 encore	 effectuer	 un	 test	 cutané	 avec	 la	 pénicilline.	

Cependant,	les	tests	cutanés	avec	les	céphalosporines	n'ont	pas	encore	été	validés,	mais	des	tests	

cutanés	avec	des	concentrations	non	irritantes	peuvent	être	effectués	afin	de	mettre	en	évidence	

des	réactions	de	type	IgE	dépendantes.	Dans	une	étude	menée	par	Romano	et	coll.	(Romano	et	
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al.,	2006),	110	patients	présentant	une	réactivité	positive	aux	pénicillines	dans	des	tests	cutanés,	

ont	subit	un	challenge	avec	des	doses	croissantes	d’imipénème,	un	antibiotique	de	la	famille	des	

carbapénèmes.	Ces	tests	ont	montré	une	réactivité	croisée	inférieure	à	1%	entre	les	pénicillines	

et	l'imipénème	(Figure	37).		

	
Figure	37:	 Formules	 chimiques	 semi-développées	 des	 antibiotiques	 β-lactames	 ayant	

donné	 des	 tests	 cutanés	 positifs	 (céfuroxime,	 céfotaxime,	 céfépime,	 ceftriaxone	 et	

oxacilline).	 Les	 encadrés	 violets	 présentent	 le	 groupement	 méthoxyimino	 commun	 à	 chacune	 de	 ces	
molécules;	le	motif	isoxazole	substituté	méthyl	est	entouré	en	brun	(Hasdenteufel,	2007).	
	

Les	 antibiotiques	 de	 la	 famille	 des	monobactames	 ne	 présentent	 pas	 de	 réaction	 croisée	 avec	

d'autres	 BL,	 à	 l'exception	 des	 réactions	 croisées	 entre	 ceftazidime	 et	 aztréonam.	 Ceci	 est	

probablement	du	à	des	similitudes	dans	leurs	structures	chimiques.	

	

	

	



	 134	

3.7. Les	protéines	porteuses	candidates		

	

- L’albumine	sérique	humaine	(HSA)	comme	modèle		

L'albumine	sérique	humaine	(HSA)	est	la	protéine	plasmatique	la	plus	abondante	(∼60	g/L)	qui	

lie	 un	 remarquable	 éventail	 de	 dérivés	 de	 la	 pénicilline	 tel	 que	 la	 BP,	 la	 flucloxacilline,	 la	

pipéracilline,	 l’AX	 et	 le	 sulfaméthoxazole	 (Fasano	M	 et	 al.,	 2005).	 L’albumine	 humaine	 est	 un	

monomère	de	67	kDa	contenant	trois	domaines	homologues	hélicoïdales	(I-III),	chacun	divisé	en	

sous-domaines	A	et	B.	La	protéine	se	lie	à	une	grande	variété	de	ligands	endogènes	y	compris	les	

acides	gras	non	estérifiés,	la	bilirubine,	l'hémine	et	la	thyroxine,	tous	ces	composés	sont	acides	et	

lipophiles,	 au	niveau	de	divers	 sites.	 L’hémine	 étant	 la	 forme	oxydée	de	 l’hème.	De	nombreux	

médicaments	 couramment	 utilisés	 avec	 des	 caractéristiques	 acides	 ou	 électronégatifs	 (par	

exemple	la	warfarine,	le	diazépam,	l'ibuprofène)	se	lient	également	à	la	HSA,	généralement	à	l'un	

des	 deux	 sites	 primaires	 (1	 et	 2),	 situé	 dans	 les	 sous-domaines	 IIA	 et	 IIIA,	 respectivement.	

L'analyse	 cristallographique	 de	 différents	 complexes	 HSA	 avec	 une	 grande	 variété	 de	

médicaments	 et	 de	 toxines	 de	 petites	 tailles	 révèle	 l'architecture	 précise	 des	 deux	 sites	

principaux	de	 fixation	des	médicaments	 sur	 la	protéine,	 identifiant	par	 la	 suite	 les	 résidus	qui	

sont	 les	 principaux	 déterminants	 de	 la	 spécificité	 de	 liaison	 et	 révélant	 la	 capacité	 des	 deux	

poches	 à	 fixer	 d’une	 manière	 flexible	 les	 petites	 molécules.	 De	 nombreux	 sites	 de	 liaison	

secondaires	 de	 médicaments	 distribués	 à	 travers	 la	 protéine	 ont	 également	 été	 identifiés.	

(Ghuman	J	et	al.,	2005).	

Des	études	de	spectrométrie	de	masse	ont	permis	de	mieux	explorer	les	mécanismes	chimiques	

et	immunologiques	de	l’allergie	aux	BL	à	travers	l’analyse	des	profils	d’hapténisation	sur	la	HSA.	

Les	études	effectuées	par	Yvon	et	 coll	 (Yvon	M	et	al.,	1989,	1990)	sur	des	conjugués	HSA-BPO	

synthétisés	in	vitro	montrent	que	6	lysines	parmi	les	59	présentes	sur	la	HSA	sont	occupées	(Lys	

190,	 195,	 199,	 432,	 541	 et	 545).	 	 Plus	 récemment,	 les	 modifications	 de	 la	 HSA	 par	 la	

flucloxacilline	(Jenkins	RE	et	al.,	2009),	 la	pipéracilline	(Whitaker	P	et	al.,	2011;	El-Ghaiesh	S	et	

al.,	2012),	 la	BP	(Meng	X	et	al.,	2011)	et	 l’AX	(Ariza	et	al.,	2012;	Garzon	D	et	al.,	2014)	ont	été	

identifiées	sur	des	sérums	de	patients	traités	avec	les	médicaments	ou	des	conjugués	synthétisés	

in	 vitro.	 Le	 pourcentage	 de	 modifications	 in	 vitro	 de	 la	 HSA	 dépend	 de	 la	 concentration	 du	

médicament	ainsi	que	du	temps	d’incubation	de	celui-ci	avec	la	HSA	(Whitaker	P	et	al.,	2011;	El-

Ghaiesh	S	et	al.,	2012;	Meng	X	et	al.,	2011).	Les	résultats	montrent	une	préférence	pour	certains	

résidus	 spécifiques	 sur	 la	 HSA	 (oir	 figure	 ci-dessous	 et	 tableau).	 De	manière	 intéressante,	 les	
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résidus	 modifiés	 semblent	 varier	 largement	 entre	 les	 individus	 dans	 les	 tests	 in	 vivo,	 bien	

qu’avec	 la	 flucloxacilline,	 3	 résidus	 semblent	 être	 toujours	 occupés	 avec	 d’autres	 résidus	 qui	

varient	entre	individus	(Jenkins	RE	et	al.,	2009).		

Bien	que	les	facteurs	qui	déterminent	 les	acides	aminés	qui	seront	modifiés	par	 les	BL	ne	sont	

pas	bien	élucidés,	la	liaison	aux	résidus	lysines	peut	être	favorisée	par	la	présence	d’une	sérine	

proche	de	la	chaine	polypeptidique	ou	de	la	conformation	tertiaire	de	la	protéine	(Yvon	M	et	al.,	

1989,	1990)	(Figure	38;	Tableau	9).	

	

Figure	38:	 Le	 modèle	 HSA	 avec	 modifications	 des	 résidus	 Lysines	 par	 l’amoxicilline,	 la	

benzylpénicilline,	 la	 flucloxacilline	 et	 la	 pipéracilline	 identifiés	 par	 spectrométrie	 de	

masse	dans	plusieurs	études	référencées	dans	le	texte	(Ariza	A	et	al.,	2015).	
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	 AMOXICILLINE	 BENZYLPENICILLINE	 FLUCLOXACILLINE	 PIPERACILLINE	

Référence	 Martin	SF	
et	al.,	2010	

Garzon	D	
et	al.,	2014	

Yvon	M	et	al.,	
1989,	1990	

Meng	X	et	
al.,	2011	 Jenkins	RE	et	al.,	2009	 Whitaker	P	

et	al.,	2011	
El-Ghaiesh	S	
et	al.,	2012	

Lys	4	 	 	 	 	 	 +c	 	

Lys	12	 	 	 	 	 	 +c	 	

Lys	20	 	 	 	 +b,c	 	 	 	

Lys	137	 	 	 	 +b,c	 +b	 +c	 	

Lys	159	 	 	 	 +b,c	 	 	 	

Lys	162	 	 	 	 	 +b,c	 +c	 	

Lys	190	 ++b	 ++c	 +b	 +b,c	 ++b,c	 +b,c	 +b	

Lys	195	 	 	 +b	 +b,c	 +b,c	 +b,c	 +b	

Lys	199	 ++b	 	 +b	 ++b,c	 +b,c	 +c	 +b	

Lys	212	 	 	 	 +b,c	 ++b,c	 +c	 	

Lys	351	 +b	 	 	 +b,c	 +b,c	 +c	 	

Lys	372	 	 	 	 +b	 	 	 	

Lys	432	 +b	 	 +b	 +b,c	 +b,c	 +b,c	 +b	

Lys	436	 	 	 	 +b	 	 	 	

Lys	525	 	 	 	 +b,c	 +b,c	 +c	 	

Lys	541	 ++b	 	 +b	 +b,c	 +b,c	 +b,c	 +b	

Lys	545	 +b	 	 +b	 +b,c	 +c	 +c	 	

	

Tableau	9:	Les	résidus	modifiés	par	l’Amoxicilline,	 la	benzylpénicilline,	 la	Flucloxacilline	

et	 la	 Pipéracilline	 sur	 la	 HSA.	 Les	 résidus	 les	 plus	 réactifs,	 qui	 ont	 été	 identifiés	 hapténisés	 au	 temps	
d’incubation	 le	 plus	 court	 ou	 avec	 la	 concentration	 de	médicament	 la	 plus	 faible,	 sont	 inciqués	 par	 ++.	 bLes	 résidus	
identifiés	in	vitro	formant	des	adduits	sur	la	HSA.	cLes	résidus	identifiés	sur	la	HSA	purifiée	de	sérums	de	patients	ayant	
reçus	un	traitement	avec	le	médicament	(voir	l’acticle	correspondant	pour	la	voie	d’administration)	(tableau	modifié	

à	partir	d’Ariza	A	et	al.,	2015).	

- Autres	protéines	sériques		

D’autres	 protéines	 sériques	 pourraient	 être	 impliquées	 dans	 le	 processus	 d’hapténisation	 et	

l’induction	 d’une	 réponse	 immune.	 Toutefois,	 leur	 nature	 et	 leur	 rôle	 dans	 le	 développement	

d’une	réaction	d’hypersensibilité	est	peu	documenté.	Une	étude	réalisée	par	Lafaye	et	Lapresle	
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(Lafaye	P	et	Lapresle	CF,	1988)	basée	sur	des	échantillons	de	sang	de	patients	traités	avec	la	BP	a	

détecté,	des	groupements	BPO	dans	une	fraction	de	protéines	sériques	dans	laquelle	la	HSA	a	été	

éliminée.	 Dans	 une	 étude	 ultérieure,	 la	 HSA	 et	 la	 transferrine	 ont	 été	 identifiées	 comme	 des	

protéines	 cibles	 pour	 l'ampicilline	 en	 utilisant	 une	 électrophorèse	 2D	 et	 par	 détection	

immunologique	 sur	 un	 plasma	 de	 patients	 traités	 avec	 ce	médicament	 à	 l’aide	 d’un	 anticorps	

spécifique	du	groupement	pénicilloyl	(Magi	B	et	al.,	1995).	

Dans	une	autre	étude	basée	sur	des	méthodes	immunologiques	et	protéomiques,	des	protéines	

sériques	modifiées	 in	vitro	par	 l’AX	 ont	 aussi	 été	 identifiées.	 Des	 protéines	 autres	 que	 la	HSA	

sérique,	 telles	 que	 la	 transferrine	 et	 la	 chaîne	 lourde	 de	 l’IgG	 ainsi	 que	 la	 chaîne	 légère	 de	

l’immunoglobuline,	 ont	 également	 été	modifiées	par	 l’AX	 (Ariza	A	et	al.,	 2012;	Garzon	D	et	al.,	

2014).	 Le	 fait	 que	 d'autres	 protéines	 sériques	 relativement	 abondantes	 sont	 incapables	 de	

former	 des	 adduits	 détectables	 dans	 les	 conditions	 expérimentales	 utilisées	 suggère	 que	 des	

facteurs	 autres	 que	 la	 concentration	de	protéines	plasmatiques	pourraient	 déterminer	 quelles	

protéines	sériques	seraient	une	cible	pour	 les	antibiotiques	de	 la	 famille	des	BL	(Ariza	A	et	al.,	

2012).	

- Les	protéines	cellulaires		

La	 formation	de	déterminants	antigéniques	avec	 les	protéines	cellulaires	est	bien	documentée.	

Les	 dérivés	 de	 la	 BP	 ont	 la	 capacité	 de	 se	 lier	 aux	 membranes	 cellulaires	 des	 macrophages	

(Binderup	L	et	Arrigoni-Martelli	E,	1979;	O'Donnell	CA	et	al.,	1991)	et	des	monocytes	(Watanabe	

H	 et	 al.,	 1986,	 1987).	 La	 formation	 de	 ces	 déterminants	 antigéniques	 est	 plus	 lente	 avec	 les	

protéines	 cellulaires	 qu’avec	 des	 protéines	 sériques	 (Warbrick	 EV	 et	 al.,	 1995).	 Une	 étude	

récente	 réalisée	à	 l'aide	de	 la	pipéracilline	et	de	LT	n’a	aboutit	 à	 la	 formation	d’aucun	adduits	

cellulaires	(El-Ghaiesh	S	et	al.,	2012).	Il	a	été	décrit	que	la	liaison	covalente	de	l’AX	aux	molécules	

HLA	de	classe	I	exprimées	à	la	surface	membrannaire	des	cellules	B	provoque	la	surexpression	

de	ces	molécules	(Morel	E	et	Bellon	T,	2007).		

En	outre,	une	étude	réalisée	par	Ariza	et	 coll	 (Ariza	et	al.,	2014)	montre	que	 l’utilisation	de	 la	

microscopie	 confocale	 à	 fluorescence	 avec	 un	 analogue	 de	 l’AX	 biotinylée	 (AX-B)	 permet	 la	

détection	d’aduits	protéiques	intracellulaires	ainsi	que	la	présence	de	protéines	modifiées	dans	

des	extraits	protéiques	de	 lignées	cellulaires	(monocytes,	LB	et	macrophages)	selon	des	motifs	

différents,	 suggérant	 que	 le	 processus	 d’hapténation	 peut	 dépendre	 du	 type	 de	 cellules	

impliquées	(Ariza	A	et	al.,	2014).	 	
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Chapitre	4	:	Les	systèmes	in	silico	de	prévision	des	épitopes	présentés	par	les	molécules	

du	CMH	et	reconnus	par	les	lymphocytes	T	

	

1. Approche	de	prévision	informatique	des	épitopes	immunogéniques	

	

Chaque	individu	a	sa	propre	capacité	de	défense	contre	un	Ag,	qui	est	déterminée	génétiquement	

par	les	molécules	du	CMH.	Le	CMH	comporte	6	loci	très	polymorphes.	Trois	loci	codent	pour	les	

protéines	 du	 CMH	 de	 classe	 I	 qui	 présentent	 généralement	 les	 peptides	 des	 protéines	

synthétisées	par	 la	 cellule	 (peptides	viraux	par	exemple)	aux	LT	CD8+.	 Les	 trois	autres	 codent	

pour	 les	 protéines	 du	 CMH	de	 classe	 II	 qui	 présentent	 surtout	 les	 Ag	 d’origine	 extracellulaire	

(par	exemple:	certaines	bactéries).	Le	CMH	de	classe	II	présente	les	peptides	antigéniques	aux	LT	

CD4+	qui	participent	aux	réponses	cellulaires	et	humorales.	Les	Ag	ne	sont	pas	présentés	par	le	

CMH	sous	forme	native,	mais	après	dégradation	en	peptides	de	plus	petites	tailles.	Trois	étapes	

sont	cruciales	afin	de	déclencher	une	réponse	immunitaire:	une	protéine	doit	être	dégradée	en	

peptides,	 ces	 peptides	 doivent	 pouvoir	 se	 fixer	 sur	 le	 CMH	 et	 le	 complexe	 CMH-peptide	 ainsi	

formé	doit	être	reconnu	par	le	TCR	des	LT.	Dans	ce	chapitre,	ne	sera	évoqué	que	la	formation	du	

complexe	CMH-peptide	comme	condition	nécessaire,	bien	que	non	suffisante,	par	la	production	

d’épitopes	 immunogènes.	 De	 ce	 fait,	 la	 caractérisation	 et	 l’identification	 des	 séquences	

peptidiques	 qui	 peuvent	 se	 fixer	 à	 une	 grande	 variété	 de	 protéines	 du	 CMH	 est	 une	 étape	

indispensable	à	la	caractérisation	de	la	réponse	immune.	L’identification	des	épitopes	T	repose	

sur	l’évaluation	de	l’affinité	des	peptides	pour	les	molécules	HLA	qui	sont	très	polymorphes.	En	

raison	 de	 ce	 polymorphisme,	 les	 épitopes	 T	 peuvent	 être	 différents	 d’un	 individu	 à	 un	 autre.	

Cette	approche	est	de	plus	en	plus	retrouvée	dans	 les	études	portant	sur	 le	développement	de	

vaccins	à	base	d’épitopes,	le	rejet	de	greffe	et	l’immunité	cellulaire.		

La	 cactérisation	 d’épitopes	 T	 potentiels	 doit	 tenir	 compte	 de	 la	 séquence	 peptidique	

intéragissant	 au	 niveau	 du	 sillon	 de	 liaison	 des	 molécules	 du	 CMH	 ainsi	 que	 des	 résidus	

d’ancrage	au	niveau	des	poches	des	molécules	du	CMH.		

Les	épitopes	possèdent	une	séquence	leur	permettant	de	se	lier	aux	molécules	HLA	(Zavala-Ruiz	

Z.	et	al.,	2004).	La	cristallographie	a	montré	que	le	dimère	HLA-DR	(un	des	trois	complexes	du	

CMH	de	classe	II	chez	l’homme)	possède	un	sillon	dans	lequel	peuvent	s’insérer	des	peptides.	Le	
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sillon	contient	des	poches	qui	interagissent	avec	les	chaînes	latérales	des	peptides	(Sturniolo	T		

et	al.,	1999;	Brown	JH	et	al.,	1993).	Ces	poches	sont	constituées	d’acides	aminés	polymorphes	et	

se	distinguent	par	leur	taille	et	leurs	caractéristiques	chimiques.	Certaines	chaînes	latérales	des	

peptides,	quand	elles	entrent	en	contact	avec	les	poches,	augmentent	l’affinité	des	peptides	pour	

le	sillon,	d’autres	la	diminuent	(Dessen	A	et	al.,	1997).	La	spécificité	d’une	poche	peut	donc	être	

définie	à	la	fois	par	une	analyse	topographique	(définition	des	acides	aminés	qui	la	constitue)	et	

une	analyse	fonctionnelle.	Celle-ci	consiste	à	substituer	successivement	l’acide	aminé	du	peptide	

ligand	 correspondant	 à	 cette	 poche	 par	 tous	 les	 autres	 acides	 aminés,	 puis	 à	 quantifier	 les	

conséquences	de	chaque	substitution	sur	la	liaison	du	peptide	dans	le	sillon.	On	obtient	alors	un	

profil	pour	chaque	poche,	et	la	somme	de	tous	les	profils,	pour	un	allèle	HLA-DR	donné,	définit	

une	 matrice	 quantitative	 (Sinigaglia	 F	 et	 al,	 1994).	 A	 partir	 de	 la	 séquence	 d’une	 protéine,	

l’algorithme	de	matrice	 identifie	 d’abord	 tous	 les	 cadres	 peptidiques	 potentiels	 d’une	 certaine	

longueur.	Puis,	des	valeurs	sont	attribuées	à	chaque	acide	aminé	de	ces	cadres,	en	fonction	de	sa	

position	et	de	sa	spécificité	d’interaction	avec	la	poche.	Une	valeur	globale	est	ensuite	attribuée	à	

chaque	peptide	et	donne	un	«score»	peptidique.	Ces	«scores»	peptidiques	sont	bien	corrélés	avec	

l’affinité	des	différents	peptides	pour	 le	sillon,	 ce	qui	montre	que	 l’algorithme	peut	être	utilisé	

pour	analyser	le	potentiel	immunogène	d’une	protéine	de	séquence	connue.	De	plus,	dans	le	cas	

de	 notre	 étude,	 on	 s’intéressera	 à	 la	 position	 de	 la	 BP	 conjuguée	 au	 peptide	 présenté	 sur	 la	

molécule	du	CMH	et	son	orientation	vers	le	TCR.			

Afin	de	réduire	le	temps	et	les	coûts	nécessaires	à	l’identification	de	tels	peptides,	des	modèles	

informatiques	peuvent	être	utilisés.	Plusieurs	modèles	ont	été	proposés	pour	prédire	l’affinité	de	

liaison	CMH-peptide.	Les	technologies	 in	silico	sont	des	méthodes	rapides	dont	 l’intérêt	majeur	

est	 de	 permettre	 la	 réduction	 considérablement	 du	 nombre	 d’épitopes	 candidats	 qui	 seront	

testés	 ultérieurement	 par	 les	 techniques	 plus	 traditionnelles	 beaucoup	 plus	 lourdes.	 Dans	 ce	

chapitre,	nous	discuterons	du	développement	des	outils	de	prévision	d’affinité	de	liaison	CMH-

peptide	(Figure	39).	

	

2. Logiciels	de	simulation	in	silico	de	l’interaction	CMH-peptide		

	

L’interaction	entre	un	peptide	et	une	poche	HLA	peut	être	simulée	 in	silico	à	 l’aide	de	 logiciels	

existant	sur	le	“World	Wide	Web”	tels	que	l’IEDB	(immune	epitope	database;	www.iedb.org)	(Vita	

R	 et	 al.,	 2015;	 Sette	 A	 et	 al.,	 2005),	 SYFPEITHI	 (University	 of	 Tübingen;	 www.syfpeithi.de)	



	 140	

(Rammensee	 HG	 et	 al.,	 1999),	 MHCBN	 (major	 histocompatibility	 complex	 binding	 and	 non-

binding	peptides)	(Lata	S	et	al.,	2009)	ou	AntiJen	(Toseland	CP,	2005).	Les	deux	premiers	sont	les	

principaux	 outils	 utilisés,	 les	 deux	 derniers	 étant	 des	 bases	 de	 données	 plus	 petites.	 D’autres	

logiciels	existent	tel	que	BIMAS	(Bioinformatics	and	Molecular	Analysis	Section	of	the	National	

Institutes	 of	Health;	 bimas.dcrt.nih.gov/molbio/hla_bind),	 PROPRED-1,	 TEPITOPE	 et	Net	MHC.	

La	philosophie	de	 tous	 ces	 algorithmes	 se	 résume	par	 le	 fait	 qu’à	 chaque	 fois	que	 l’affinité	du	

peptide	 avec	 les	 molécules	 HLA	 est	 élevée,	 plus	 la	 probabilité	 est	 grande	 que	 ce	 peptide	

représente	un	épitope	(Figure	39).	

	

	

	

	

	

Figure	 39:	 Structure	 cristalographique	 de	 la	molécule	 HLA-DRB1*0101	 et	 d’un	 peptide	

antigénique	(PDB	id:	1AQD).	La	chaine	α	de	la	molécule	HLA	est	représentée	en	bleu	foncé	et	la	chaine	
β	en	bleu	claire.	Le	peptide	(GSDWRFLRGYHQYA)	est	représenté	en	rouge/rose,	avec	la	séquence	peptidique	

(WRFLRGYHQ)	qui	 intéragit	avec	le	site	de	liaison	de	la	molécule	HLA	en	rouge,	et	 la	partie	flanquante	en	

rose	(Nielsen	M	et	al.,	2010).	

2.1. Prévision	de	l’affinité	des	peptides	candidats	aux	molécules	CMH	à	l’aide	du	logiciel	

TEPITOPE		

	

Pour	 prédire	 les	 épitopes	 T	 CD4+	 restreints	 aux	 molécules	 HLA	 de	 classe	 II,	 l’algorithme	

TEPITOPE	a	montré	son	efficacité	(Sturniolo	et	al.,	1999).	Le	site	de	fixation	d’un	peptide	sur	une	

molécule	 HLA	 de	 classe	 II	 se	 compose	 d’un	 sillon	 formé	 de	 5	 positions	 (P1,	 P4,	 P6,	 P7,	 P9)	

spécifiques	 appelées	 poches	 d’ancrage	 (voir	 chapitre	 2).	 Par	 comparaison	 de	 séquences	 des	

allèles	 HLA	 de	 classe	 II,	 les	 auteurs	 ont	 trouvé	 qu’il	 existe	 un	 nombre	 limité	 de	 profils	 de	

polymorphisme	pour	une	poche	donnée.	Les	auteurs	ont	pu	évaluer	l’affinité	de	chaque	type	de	
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poche	pour	chacun	des	20	acides	aminés,	et,	en	considérant	l’interaction	des	acides	aminés	avec	

les	 5	 poches	 comme	 indépendantes,	 ont	 pu	 évaluer	 l’affinité	 des	 peptides	 pour	 chaque	 forme	

allélique	des	molécules	HLA	de	classe	II.	L’utilisation	de	TEPITOPE	permet	de	calculer	les	forces	

de	liaison	de	tout	peptide	pour	les	51	allèles	HLA	de	classe	II.	Les	peptides	ayant	les	plus	grandes	

forces	de	liaison	seraient	les	épitopes	présentés	aux	cellules	T.	Cette	méthode,	basée	sur	l’emploi	

d’une	 matrice,	 permet	 également	 l’identification	 des	 peptides	 capables	 de	 se	 lier	 à	 plusieurs	

formes	alléliques	de	HLA	de	classe	II.	Ces	peptides	sont	appelés	peptides	«promiscuous».	De	ce	

fait,	ces	peptides	représentent	 les	candidats	 les	plus	prometteurs	pour	une	approche	vaccinale	

par	exemple.	TEPITOPE	a	été	appliqué	à	la	recherche	d’épitopes	T	dérivés	d’Ag	tumoraux	comme	

gp100	(Cochlovius	et	al.,	2000),	MAGE-A3	(Consogno	et	al.,	2003),	RAGE-1	(Stassar	et	al.,	2001),	

mais	 aussi	 pour	 la	 recherche	 d’épitopes	 viraux	 comme	 ceux	 dérivés	 de	 la	 glycoprotéine	 D	 de	

l’HSV	(herpes	simplex	virus)	(BenMohamed	et	al.,	2003).		

	

2.2. Prévision	 de	 l’affinité	 des	 peptides	 candidats	 aux	molécules	 du	 CMH	 à	 l’aide	 des	

logiciels	SYFPEITHI,	BIMAS	et	Net	MHC	

	

La	base	de	donnée	SYFPEITHI	renferme	une	collection	de	ligands	des	molécules	HLA	de	classe	I	

et	II	et	des	motifs	peptidiques	humains	ainsi	que	d’autres	espèces,	tel	que	les	grands	singes,	les	

bovins,	le	poulet	et	la	souris.	Cette	base	de	donnée	est	continuellement	mise	à	jour	(Rammensee	

et	al.,	1999).	En	novembre	2009,	la	banque	de	données	SYFPEITHI	contenait	1	623	épitopes	pour	

les	 molécules	 HLA	 de	 classe	 II	 sur	 47	 allèles	 différents	 de	 HLA-DR,	 -DP	 et	 -DQ.	 Bien	 que	

SYFPEITHI	 fournit	 des	 scores	 pour	 chaque	 peptide	 en	 se	 basant	 sur	 la	 présence	 des	 acides	

aminés	 au	 niveau	 de	 certaines	 positions	 particulières	 au	 sein	 de	 la	 poche	 de	 liaison	 de	 la	

molécule	du	CMH,	 le	 logiciel	BIMAS	(développé	par	 le	Dr.	Parker	KC	et	 ses	collaborateurs)	est	

basé	 sur	 le	 classement	 des	 peptides	 potentiels	 selon	 le	 demi-temps	 de	 dissociation	 des	

complexes	HLA-peptide	 (Parker	KC	 et	al.,	 1994).	 Selon	 SYFPEITHI,	 les	 épitopes	 naturellement	

présentés	au	niveau	des	molécules	HLA	doivent	exister	dans	 les	2%	des	peptides	de	plus	haut	

score	parmi	tous	les	peptides	prédits	et	dans	80%	de	toutes	les	prévisions.	

	

Hassainya	et	coll.	ont	employé	les	deux	algorithmes	BIMAS	et	SYFPEITHI	combinés	aux	données	

de	la	digestion	par	le	protéasome	pour	identifier	les	épitopes	dérivés	de	la	pro-insuline,	un	auto-

antigène	jouant	un	rôle	important	dans	le	diabète	de	type	1	(Hassainya	et	al.,	2005).	Dans	cette	

étude,	 10	 peptides	 ont	 été	 sélectionnés.	 Parmi	 eux,	 sept	 sont	 immunogènes	 chez	 la	 souris	
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transgénique	 HLA-A2,	 mais	 finalement	 six	 sont	 naturellement	 apprêtés	 et	 présentés	 par	 des	

cellules	exprimant	la	pro-insuline	(Hassainya	et	al.,	2005).		

	

Une	 étude	 visant	 à	 identifier	 les	 peptides	 antigéniques	 dérivés	 de	 l'alpha-foetoprotéine	 (AFP)	

murine	 et	 reconnus	 par	 les	 LT	 CD8+,	 a	 eu	 recourt	 à	 l’utilisation	 de	 trois	 algorithmes:	 BIMAS,	

SYFPEITHI	 et	 Net	 MHC.	 La	 stratégie	 innovante	 de	 cette	 étude	 repose	 sur	 la	 lyse	 des	 cellules	

tumorales	 du	 carcinome	hépatocellulaire	 (CHC)	 suite	 à	 l'induction	d'une	 réponse	 immunitaire	

cellulaire	cytotoxique	par	des	APC	qui	présentent	aux	LT	CD8+	des	peptides	 issus	de	 l'AFP	(Ag	

cible)	 entraînant	 leur	 activation	 en	 LT	 CD8+	 cytotoxiques	 anti-AFP	 responsables	 de	 la	

destruction	 cellulaire.	 Les	 algorithmes	 utilisés	 ont	 permis	 la	 prévision	 de	 dix-sept	 séquences	

peptidiques	 de	 9	 acides	 aminés,	 dérivés	 de	 l'AFP	murine,	 et	 ayant	 une	 forte	 affinité	 pour	 les	

molécules	 du	 CMH	 de	 classe	 I	 (reconnus	 par	 les	 LT	 CD8+).	 Un	 seul	 peptide	 était	 responsable	

d’une	 réponse	 immununologique	 évaluée	 chez	 des	 souris	 immunisées	 contre	 l’AFP	murine:	 le	

peptide	mAFP24,	NEFGIASTL.	Ce	peptide	servira	d'outil	 immunologique,	en	phase	pré-clinique	

dans	des	modèles	de	CHC	chez	la	souris	pour	comparer	différentes	approches	d'immunothérapie	

utilisant	l'AFP	murine	comme	Ag	cible	(Cany	J	et	al.,	2011).	

	

2.3. L’IEDB	comme	choix	de	prévision	des	épitopes	présentés	sur	les	molécules	du	CMH	

	

En	2009,	l’IEDB	disposait	de	15	556	mesures	de	probabilité	d’accroche	entre	un	épitope	et	une	

molécule	HLA	de	 classe	 II	 sur	 31	 allèles	HLA-DR	 entièrement	 caractérisés,	 et	 quelques	 allèles	

HLA-DQ.	Un	mois	plus	tard	l’IEDB	détaillait	environ	36	000	interactions	peptide–CMH	de	classe	

II	(Nielsen	M,	2010).	Cette	base	de	données	étant	la	plus	complète,	ce	travail	de	thèse	a	donc	été	

réalisé	avec	 l’IEDB:	MHC-II	binding	predictions	(tools.immuneepitope.org/mhcii/)	(Peters,	B	et	

al.,	2007;	Wang	P	et	al.,	2010).	La	prévision	in	silico	dans	cette	étude	repose	sur	la	l’identification	

des	épitopes	T	CD4+	qui	seraient	à	l’origine	de	l’immunisation	par	la	BP.		

Dans	le	cas	de	notre	étude,	le	logiciel	IEDB	calcule	la	probabilité	d’accroche	d’un	peptide	simple	

issu	de	la	HSA	(sans	modification	apportée	par	l’antibiotique,	 la	BP)	avec	un	allèle	de	molécule	

HLA	de	classe	II,	parmi	un	large	choix	de	sous-types	d’allèles.	Pour	chaque	probabilité	d’accroche	

calculée,	le	logiciel	fournit	les	9	acides	aminés	du	peptide	épitope	impliqués	dans	la	liaison	avec	

la	poche	de	 la	molécule	HLA.	Pour	chacun	de	ses	peptides	 il	nous	sera	possible	de	déterminer	

l’orientation	 de	 la	 chaîne	 latérale	 de	 chaque	 acide	 aminé	 du	 peptide.	 En	 effet,	 tout	 peptide	
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s’oriente	 de	 la	 même	manière	 dans	 la	 poche	 de	 la	 molécule	 HLA.	 Pour	 les	 acides	 aminés	 du	

peptide	en	position	1,	4,	6,	7	et	9,	la	chaîne	latérale	est	dirigée	en	direction	de	la	molécule	HLA,	

alors	que	pour	 les	acides	aminés	du	peptide	en	position	2,	3,	5,	8	et	 -1	(position	 juste	avant	 le	

premier	 acide	 aminé	 du	 site	 d’ancrage)	 la	 chaîne	 latérale	 est	 en	 direction	 de	 l’extérieur	 de	 la	

poche	de	la	molécule	HLA	donc	en	direction	du	TCR	(Stern	LJ	et	al.,	1994).		

Toutefois,	même	s'il	existe	une	corrélation	entre	la	capacité	d'interaction	d'un	peptide	avec	une	

molécule	du	CMH	de	classe	 II	et	 son	 immunogénicité,	 celle-ci	n'est	pas	 toujours	évidente	et	 ce	

pour	 plusieurs	 raisons.	 En	 effet,	 les	 paramétres	 fondamentaux	 régissant	 la	 formation	 d'un	

complexe	peptide-CMH	de	classe	II	ne	sont	pas	clairement	définis.	La	liaison	du	peptide	sur	les	

molécules	du	CMH	de	classe	II	induit	une	augmentation	de	la	stabilité	du	complexe.	L'acquisition	

de	 ce	 phénotype	 est	 observé	 au	 cours	 du	mécanisme	 de	 présentation	 des	 Ag	 (Germain	 et	al.,	

1993)	et	corrèle	avec	 la	capacité	d'induire	une	réponse	 immunitaire	(Rabonowitz	et	al.,	1996).	

Mais	cette	stabilité	ne	semble	pas	toujours	en	relation	avec	l'affinité	de	la	liaison	peptide-CMH	de	

classe	II	qui	est	le	paramètre	quantitatif	utilisé	actuellement	pour	la	caractérisation	des	ligands.	

Ainsi,	 le	 développement	 d'une	 approche	 technique	 permettant	 d'accéder	 directement	 aux	

facteurs	régissant	l'induction	de	la	stabilité,	ainsi	que	la	mise	en	évidence	des	bases	moléculaires	

impliquées	 dans	 le	 processus	 de	 stabilisation,	 sont	 des	 éléments	 importants	 pour	 la	

caractérisation	des	épitopes	CD4+	potentiels.	De	plus,	la	liaison	d'un	peptide	sur	une	molécule	du	

CMH	de	classe	II	semble	avoir	une	influence	sur	la	structure	même	de	ces	dernières	(Chervonsky	

et	al.,	 1998;	 Denzin	 et	al.,	 1994;	 Fling	 et	al.,	 1994;	 Lavoie	 et	al.,	 1997;	 Albert	 et	al.,	1998).	 La	

description	des	modifications	structurales	a	été	réalisée	de	manière	indirecte	(par	utilisation	de	

superAg	ou	d'Ac)	sans	que	les	bases	moléculaires	du	mécanisme	ne	soient	pour	l'instant	définis.	

Ce	 paramètre	 devrait	 avoir	 des	 conséquences	 fonctionnelles	 importantes	 sur	 l'induction	 de	 la	

réponse	T.		

Notons	qu’il	existerait	des	cas	où	les	algorithmes	permettant	la	prévision	de	la	liaison	du	peptide	

aux	molécules	HLA	sont	incapables	d’aboutir	à	l’identification	d’un	épitope	immunogène.	De	part	

le	 fait	 que	 les	 peptides	 doivent	 se	 lier	 aux	 molécules	 du	 CMH	 pour	 former	 des	 épitopes,	 ils	

doivent	être	obtenus	par	clivage	de	la	protéine	d’origine	au	niveau	du	protéasome	ainsi	que	les	

autres	 traitements	 que	 la	 protéine	 peut	 subir.	 De	 plus,	 un	 TCR	 spécifique	 de	 cette	 séquence	

peptidique	présentée	par	les	molécules	du	CMH	doit	exister	avec	une	affinité	suffisante	pour	être	

activé.	Bien	que	les	logiciels	de	prévision	de	l’affinité	du	TCR	au	complexe	CMH-peptide	ne	sont	

pas	 encore	 bien	 développés,	 il	 existe	 certains	 logiciels	 permettant	 la	 prévision	 du	 clivage	 au	
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niveau	 du	 protéasome	 pour	 une	 présentation	 sur	 les	 molécules	 du	 CMH	 de	 classe	 I,	 tel	 que:	

Fragpredict	 (www.mpiib-berlin.mpg.de/MAPPP/cleavage.html),	 PaproC	 (www.paproc.de),	 et	

Netchop	 (www.cbs.dtu.dk/services/NetChop).	 D’autres	 études	 ont	 combiné	 la	 prévision	 du	

clivage	au	niveau	du	protéasome	avec	 la	prévision	des	peptides	capables	d’être	pris	en	charge	

par	 la	 protéine	 TAP	 pour	 être	 acheminés	 jusqu’au	 réticulum	 endoplasmique.	 Ceci	 permet	 de	

prédire	le	pool	de	peptides	disponibles	pour	une	liaison	aux	molécules	du	CMH	de	classe	I.	Enfin	

la	combinaison	de	différents	modèles	de	prévision	tels	que	le	clivage	au	niveau	du	protéasome,	le	

transport	via	 la	protéine	TAP	et	 l’affinité	de	 liaison	avec	 les	molécules	du	CMH	permet	d’avoir	

une	 meilleure	 qualité	 de	 prévision	 (http://www.mhc-pathway.net)	 (Pierre	 Dönnes	 et	 Oliver	

Kohlbacher,	2005;	Tenzer	S	et	al.,	2005).	

	
Figure	40:	Facteurs	impliqués	dans	l’immunogénicité	des	antigènes.	Le	pourcentage	indique	la	
part	 de	 participation	 des	 facteurs	 impliqués	 dans	 l’immunogénicité	 des	 Ag.	 TAP,	 Transporter	 associated	

with	Antigen	Processing;	RE,	réticulum	endoplasmique;	CMH,	complexe	majeur	d’histocompatibilité	(figure	

modifiée	à	partir	de	J	Mol	Biol	2002;	J	Immunol.,	2003;	CMLS	2005;	Assarson,	J	Immunol	2007).	

	

Dans	 le	 cas	de	notre	 étude,	 ce	 type	de	prévision	n’a	pas	 été	pris	 en	 considération	puisque	 les	

logiciels	 pour	 une	 prévision	 du	 clivage	 des	 protéines	 afin	 qu’elles	 soient	 présentées	 sur	 des	

molécules	HLA	de	classe	II	ne	sont	pas	encore	développés	(Figure	40).	
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Les	 réactions	 allergiques	 en	 réponse	 aux	médicaments	 sont	 souvent	 imprévisibles	 et	 peuvent	

avoir	 des	 effets	 indésirables	 multiples	 allant	 d’une	 urticaire	 localisée	 au	 grand	 choc	

anaphylactique.	La	plupart	des	médicaments	ne	sont	pas	réactifs	chimiquement.	C’est	au	cours	

de	leur	métabolisme	ou	lors	de	leur	distribution	dans	l’organisme	qu’apparaissent	des	composés	

intermédiaires	 réactifs	 capables	 de	 se	 fixer	 sur	 des	 protéines,	 d’en	 changer	 la	 structure	 et	 de	

former	ainsi	des	complexes	immunogènes	stables.	Ces	complexes	pouvent	induire	une	réponse	

immunitaire	 selon	 la	 théorie	 de	 l’haptène.	 Ce	 complexe	 immunogène	 haptène-protéine	 sera	

reconnu,	internalisé	et	présenté	par	les	APC	telles	que	les	DC	aux	LT	et	seuls	les	LT	possédant	le	

répertoire	spécifique	pour	le	médicament	seront	activés.		

Il	 est	 actuellement	 bien	 établi	 que	 les	 médicaments	 forment	 des	 liaisons	 covalentes	 avec	 les	

acides	aminés	(lysines,	cystéines,	histidine)	sur	des	protéines	(Levine	et	Ovary,	1961;	Batchelor	

et	al.,	1965;	Jenkins	et	al.,	2009;	Meng	et	al.,	2011),	et	que	la	liaison	médicament-protéine	serait	

une	étape	obligatoire	pour	l’induction	d’une	réponse	immune	(Brander	et	al.,	1995;	Padovan	et	

al.,	1997).		

Plusieurs	 études	 ont	 montré	 que	 des	 PBMC	 isolés	 à	 partir	 de	 sang	 périphérique	 de	 patients	

allergiques	 aux	médicaments	 sont	 capables	 de	 proliférer	 in	 vitro	en	 présence	 du	médicament	

libre	impliqué	(Brander	et	al.,	1995;	Padovan	et	al.,	1996,	1997;	Schnyder	et	al.,	2000;	Castrejon	

et	al.,	2010;	Meng	et	al.,	2011)	ou	du	bioconjugué	HSA-médicament	(El-Ghaiesh	S	et	al.,	2012).	

	

Notre	 objectif	 est	 donc	 de	 mieux	 comprendre	 le	 mécanisme	 de	 l’immunisation	 contre	 les	

médicaments	et	le	rôle	des	LT	dans	le	développement	des	allergies	médicamenteuses.	En	raison	

du	rôle	majeur	des	LT	CD4+	dans	le	déclenchement	et	la	régulation	de	la	réponse	immunitaire,	un	

des	enjeux	de	ce	projet	est	de	mettre	en	évidence	la	présence	de	LT	naïfs	CD4+	spécifiques	des	

bioconjugués	HSA-médicaments	et	des	complexes	peptide-médicaments	chez	des	donneurs	sains	

et	de	déterminer	 leur	 fréquence.	De	plus,	nous	chercherons	à	 identifier	 les	complexes	peptide-

médicaments	 responsables	 de	 l’activation	 des	 LT	 naïfs	 CD4+	 spécifiques	 et	 potentiellement	

responsables	 de	 l’immunisation	 aux	 médicaments	 (peptide-médicaments	 immunodominants).	

Enfin,	 cette	 dernière	 étape	 sera	 validée	 en	 testant	 les	 peptides	 hapténisés	 chez	 les	 patients	

allergiques.	Une	des	prologations	de	ce	projet	serait	de	développer	un	test	in	vitro	de	prévision	

de	 l’allergie	aux	médicaments.	On	s’intéressera	particulièrement	à	deux	antibiotiques:	 la	BP	et	

l’AX,	 connus	 pour	 induire	 des	 allergies	 chez	 un	 nombre	 significatif	 de	 patients.	 En	 effet,	 la	

prévalence	des	allergies	à	la	BP	est	évaluée	à	1,9%	et	celle	de	l’AX	à	5,1%	(Bigby	et	al.,	1986).		
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De	ce	fait,	 la	première	question	de	ce	projet	est	de	savoir	s’il	serait	possible	de	déterminer	des	

épitopes	impliqués	dans	la	réponse	allergique	aux	médicaments	par	une	approche	in	silico.	Notre	

hypothèse	est	que	la	HSA	est	un	bon	candidat	de	protéine	sérique	cible	des	médicaments	et	que	

les	 épitopes	 issus	 de	 cette	 protéine	 et	 présentés	 aux	 LT	 participeraient	 à	 l’immunisation	 des	

patients	allergiques.	

Comme	la	BP	et	l’AX	ont	été	décrites	comme	pouvant	se	fixer	covalemment	aux	protéines,	telle	

que	 la	 HSA,	 des	 bioconjugués	 HSA-BP/AX	 ont	 été	 synthétisés.	 Ces	 bioconjugués	 ont	 été	

caractérisés	par	spectrométrie	de	masse	et	les	sites	de	fixation	de	la	BP	et	de	l’AX	sur	la	HSA	ont	

été	 identifiés.	Ces	molécules	se	fixent	principalement	sur	des	lysines.	Le	bioconjugué	HSA-BP	à	

pH	basique	présenterait	ainsi	en	moyenne	15	molécules	de	BP	fixées	par	molécules	d’HSA	alors	

que	 le	 bioconjugué	 à	 pH	 physiologique	 ne	 présenterait	 en	 moyenne	 que	 3	 molécules.	 Le	

bioconjugué	 HSA-AX	 à	 pH	 basique	 présenterait	 en	 moyenne	7	 molécules	 d’AX	 fixées	

par	molécules	d’HSA	alors	qu’à	pH	physiologique	il	ne	présenterait	en	moyenne	que	2	molécules.	

Les	lysines	occupées	par	la	BP	identifiées	à	pH	physiologique	sont:	lysines	12,	73,	137,	159,	162,	

190,	 195,	 199,	 212,	 351,	 359,	 402,	 414,	 432,	 436,	 439,	 475,	 519,	 525,	 541,	 545.	 Les	 lysines	

occupées	par	 l’AX	 identifiées	à	pH	physiologique	sont:	 lysines	4,	190,	195,	212,	351,	432,	436,	

519,	 525,	 541.	 Douze	 de	 ces	 lysines	 (en	 bleu)	 ont	 déjà	 été	 retrouvées	 chez	 des	 patients	

allergiques	(Meng	et	al.,	2011;	Yvon	et	al.,	1988,	1989,	1990;	Ariza	et	al.,	2015).	

C’est	autour	de	ces	lysines	que	les	peptides	de	15-mers	ont	été	sélectionnés.	Dans	le	cas	de	la	BP,	

pour	 les	12	 lysines	 retenues,	 180	 peptides	 ont	 été	 identifiés.	 Dans	 le	 cas	 de	 l’AX,	 pour	 les	 8	

lysines	retenues,	120	peptides	ont	été	identifiés.	Pour	tous	les	peptides	de	15-mers	choisis,	leur	

liaison	 aux	7	 allèles	HLA	de	 classe	 II	 les	plus	 fréquentes	dans	 la	population	 caucasienne	 a	 été	

évaluée	 à	 l’aide	 d’un	 logiciel	 de	 prévision	 in	 silico,	 IEDB-AR.	 Les	 peptides	 avec	 les	meilleures	

affinités	et	dont	la	molécule	médicamenteuse	est	en	bonne	position,	orientée	vers	le	TCR,	ont	été	

synthétisés.	 Quatorze	 peptides-BP	 et	 onze	 peptides-AX	 ont	 ainsi	 été	 sélectionnés.	 Afin	 de	

synthétiser	 des	 peptides	 hapténisés	 avec	 le	 médicament,	 il	 a	 été	 choisi	 de	 synthétiser	 des	

monomères	 BP-	 ou	 AX-lysine	 sur	 support	 solide	 à	 l’aide	 d’une	 méthodologie	 Fmoc.	 Ces	

monomères	 sont	 considérés	 comme	 des	 acides	 aminés	 classiques	 et	 les	 autres	 acides	 aminés	

sont	ajoutés	de	part	et	d’autres	de	 la	 lysine	portant	 le	médicament	afin	de	 former	 les	peptides	

finaux	de	15-mers.	Finalement,	douze	peptides-BP	ont	été	synthétisés	et	testés.	La	synthèse	des	

deux	 peptides	 restant	 correspondant	 aux	 lysines	 541	 et	 545,	 couplés	 à	 la	 BP,	 ainsi	 que	 des	

peptides	couplés	à	l’AX	est	en	cours.	Ces	deux	lysines	ne	seront	donc	pas	évoquées	dans	la	suite	

du	 projet.	 Des	 études	 de	 modélisation	 moléculaire	 permettent	 de	 mieux	 comprendre	 le	
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comportement	de	ces	peptides	dans	les	poches	des	molécules	HLA	de	classe	II	et	d’évaluer	leur	

stabilité.		

	

Dans	un	deuxième	temps,	nous	avons	souhaité	identifier	les	peptides	immunodominants	issus	de	

la	HSA	et	hapténisés	avec	les	médicaments	qui	seraient	reconnus	par	les	LT	naïfs	spécifiques	de	

donneurs	 sains.	 Etant	 donnée	 qu’on	 cherche	 à	 détecter	 des	 LT	 naïfs	 rares	 spécifiques	 des	

molécules	médicamenteuses	et	de	déterminer	leur	fréquence,	nous	avons	choisi	d’effectuer	une	

expansion	clonale	de	longue	durée	en	stimulant	de	manière	hebdomadère	des	lignées	de	LT	avec	

des	 DC	 autologues	 chargées	 avec	 les	 bioconjugués	HSA-médicament	 ou	 peptides-médicament.	

Les	 LT	 sont	 cultivés	 en	 présence	 d’un	 cocktail	 cytokinique	 qui	 induit	 une	 différenciation	

arbitraire	 de	 type	 Th1.	 Ainsi,	 la	 présence	 de	 LT	 spécifiques	 d’Ag	 est	 évaluée	 par	 la	 sécrétion	

d’IFN-γ	par	ELISpot.	Cette	approche	de	co-culture	cellulaire	a	été	précédemment	décrite	dans	le	

cas	des	protéines	thérapeutiques	(Delluc	S	et	al.,	2011),	des	antigènes	tumoraux	(Kerzerho	J	et	

al.,	2013)	et	du	bioconjugué	HSA-BP	(Nhim	C	et	al.,	2013).	La	 fréquence	des	LT	spécifiques	de	

l’Ag	 est	 calculée	 à	 l’aide	 de	 la	 distribution	 de	 Poisson.	 D’autres	 techniques	 auraient	 pu	 être	

utilisée	notemment	celle	développée	par	l’équipe	du	Dr.	Frederica	Sallusto	(Geiger	et	al.,	2009)	

ou	celle	développée	par	l’équipe	de	Kevin	Park	(Faulkner	et	al.,	2012)	(voir	partie	Discussion).	

Brièvement,	 les	 LT	 CD4+	 de	 donneurs	 sains	 ont	 été	 stimulés	 une	 fois	 par	 semaine	 pendant	 4	

semaines	avec	des	DC	autologues	chargées	avec	 le	bioconjugué	HSA-BP	ou	 les	peptide-BP	afin	

d’amplifier	des	LT	CD4+	spécifiques	du	bioconjugué	HSA-BP	ou	des	peptides-BP.	L’activation	des	

LT	CD4+	est	détectée	en	utilisant	un	test	ELISpot	IFN-γ	et	leur	fréquence	a	été	calculée	à	l’aide	de	

la	 distribution	 de	 Poisson.	 Le	 caractère	 immunodominant	 des	 peptides-BP	 et	 leur	 implication	

dans	 la	réponse	spécifique	au	bioconjugué	HSA-BP	ont	été	évalués	en	stimulant	des	 lignées	de	

cellules	 T	 CD4+	 spécifiques	 du	 bioconjugué	 HSA-BP	 avec	 les	 peptides-BP	 et	 vice	 versa.	 Les	

résultats obtenus	montrent	qu’il	est	possible	de	détecter	des	LT	CD4+	spécifiques	de	la	BP	chez	

des	donneurs	non	allergiques	avec	une	fréquence	moyenne	de	0,3	LT	CD4+	spécifiques	de	la	BP	

par	 million	 de	 LT	 CD4+	 circulants.	 Des	 travaux	 précédents	 publiés	 par	 notre	 laboratoire	

montrent	une	origine	naïve	de	ces	LT	spécifiques	de	la	BP	(Nhim	C	et	al.,	2013). Des	expériences	

sont	en	cours	afin	de	déterminer	la	fréquence	des	LT	CD4+	spécifiques	du	bioconjugué	HSA-AX.	

La	plupart	des	donneurs	répondent	à	trois	peptides	où	la	BP	est	hapténisée	sur	les	lysines	159,	

212	et	525.	
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Dans	 un	 troisième	 temps,	 nous	 avons	 étudié	 l’implication	 des	 peptides	 immunodominants	

identifiés	 dans	 l’immunisation	 à	 la	 BP.	 Cette	 étude	 a	 été	 conduite	 à	 l’aide	 d’un	 test	 de	

transformation	lymphocytaire	(TTL)	et	des	 lignées	 lymphocytaires	de	courte	durée	spécifiques	

des	médicaments	 suivi	 par	 un	 test	 ELISpot	 IFN-γ	 sur	 des	 PBMC	 issus	 de	 patients	 allergiques	

permettant	de	mettre	en	évidence	une	activation	des	LT	mémoires.	Le	TTL	constitue	 le	 test	 in	

vitro	le	plus	fréquemment	utilisé	dans	le	diagnostic	de	l’hypersensibilité	aux	β-lactames	(Luque	I	

et	al.,	 2001).	 Ce	 test	 rapide	 (moins	d’une	 semaine)	permet	 l’évaluation	de	 la	 sensibilisation	 in	

vivo	à	une	molécule	médicamenteuse	des	patients	allergiques	mesurée	par	la	prolifération	de	LT	

spécifiques	 isolés	 à	 partir	 du	 sang	 périphérique.	 L’induction	 des	 lignées	 lymphocytaires	 de	

courte	 durée	 (deux	 semaines)	 permet	 d’amplifier	 des	 LT	 spécifiques	 du	 médicament	 grâce	 à	

deux	 expositions	 à	 la	 molécule	 médicamenteuse	 ainsi	 qu’à	 l’ajout	 de	 l’IL-2.	 Ces	 LT	 seraient	

indétectables	dans	un	test	de	TTL	(Zanni	MP	et	al.,	1998;	Brugnolo	F	et	al.,	1999).	Les	résultats	

obtenus	 montrent	 que	 deux	 positions,	 les	 lysines	 159	 et	 525,	 sont	 impliquées	 dans	 la	

prolifération	des	PBMC	issus	de	patients	allergiques.		

Cette	étude	montre	pour	 la	première	 fois,	 la	capacité	de	 la	HSA-BP	à	être	reconnue	par	 les	LT	

naïfs	de	donneurs	 sains	 indépendamment	de	 leur	 type	HLA.	Ce	projet	a	permis	 l’identification	

d’épitopes	 impliqués	 dans	 l’immunisation	 à	 la	 BP	 pouvant	 servir	 dans	 le	 développement	 d’un	

test	 à	 visée	 diagnostic.	 Les	 résultats	 montrent	 que	 la	 HSA	 serait	 une	 protéine	 candidate	

d’hapténisation	 de	 la	 BP	 et	 de	 production	 de	 complexes	 peptide-médicaments	 immunogènes	

(Figure	41).	
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Figure	 41:	 Stratégie	 d’identification	 des	 épitope	 de	 cellules	 T	 responsables	 de	

l’immunisation	en	réponse	aux	médicaments 
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Dans	 cette	 partie	 du	 projet,	 la	 question	 posée	 est	 de	 savoir	 s’il	 est	 possible	 d’identifier	 des	

peptides	 hapténisés	 potentiellement	 immunogènes	 issus	 de	 la	 HSA.	 La	 démarche	 a	 été	

d’identifier	les	sites	occupés	par	la	BP	sur	la	HSA,	d’utiliser	une	méthode	de	prévision	in	silico	et	

de	synthétiser	ces	peptides	via	une	méthodologie	 flexible	en	utilisant	un	monomère	BP-lysine.	

Ceci	 a	 fait	 l’objet	 du	 projet	 de	 thèse	 de	 Dr.	 Noémie	 Scornet	 sous	 la	 direction	 du	 Pr.	 Delphine	

Joseph	(UMR	CNRS	8076,	BioCis,	Université	Paris-Sud,	Châtenay-Malabry,	France).	

D’après	 le	 principe	 de	 l’haptène,	 la	 BP	 a	 besoin	 de	 se	 fixer	 à	 une	 protéine	 pour	 former	 un	

complexe	 immunogène	 qui	 sera	 reconnu	 par	 le	 système	 immunitaire.	 C’est	 pourquoi,	 une	

collaboration	a	été	établie	avec	l’équipe	du	Pr.	Delphine	Joseph	(UMR	CNRS	8076,	BioCis)	afin	de	

synthétiser	 un	 bioconjugué	 HSA-BP.	 Ce	 bioconjugué	 a	 été	 synthétisé	 au	 laboratoire:	 à	 pH	

physiologique,	pour	mimer	des	conditions	in	vivo	et	à	pH	basique,	afin	de	fixer	un	maximum	de	

BP	par	molécule	d’HSA.	En	effet,	à	pH	basique,	 les	résidus	nucléophiles	des	lysines	ne	sont	pas	

protonés,	 ce	qui	conduit	à	 l’ouverture	du	noyau	β-lactame	et	 facilite	 la	 fixation	de	 la	BP	sur	 la	

HSA.	La	HSA	a	été	choisie	comme	protéine	cible	parce	qu’il	s’agit	de	la	protéine	la	plus	abondante	

dans	le	sérum	et	qu’elle	est	connue	pour	avoir	des	sites	de	fixation	pour	la	BP	(Yvon	et	al.,	1988,	

1989,	1990;	Meng	et	al.,	2011).	De	plus,	des	bioconjugués	HSA-BP	sont	retrouvés	dans	le	sang	de	

patients	allergiques	(Meng	et	al.,	2011).	Ces	bioconjugués	ont	été	caractérisés	par	spectrométrie	

de	masse	et	par	western-blot,	afin	de	s’assurer	de	 la	 fixation	covalente	de	 la	BP	sur	 la	HSA.	Le	

bioconjugué	HSA-BP	 à	 pH	 basique	 présenterait	 ainsi	 15	 molécules	 de	 BP	 fixées	 par	molécule	

d’HSA	alors	que	le	bioconjugué	à	pH	physiologique	ne	présenterait	que	3	molécules.	Les	lysines	

occupées	par	la	BP	identifiées	à	pH	physiologique	sont:	lysines	12,	73,	137,	159,	162,	190,	195,	

199,	212,	351,	359,	402,	414,	432,	436,	439,	475,	519,	525,	541,	545.	Dix	de	ces	lysines	(en	bleu)	

ont	déjà	 été	 retenues	puisqu’elles	ont	 été	 retrouvées	hapténisées	 chez	 les	patients	 allergiques	

(Ariza	et	al.,	2015).	C’est	autour	de	ces	lysines	que	les	peptides	de	15-mers	ont	été	sélectionnés.	

150	peptides	ont	été	identifiés	et	analysés	in	silico	à	l’aide	de	l’outil	MHC-II	binding	du	logiciel	de	

prévision	 IEDB-AR	 afin	 de	 sélectionner	 les	 peptides	 qui	 auraient	 la	 meilleur	 affinité	 pour	 les	

molécules	 HLA	 de	 classe	 II	 représentant	 les	 7	 allèles	 les	 plus	 fréquentes	 dans	 la	 population	

caucasienne.	Il	est	aussi	nécessaire	que	le	médicament	soit	fixé	sur	une	position	lui	permettant	

d’être	 orienté	 vers	 le	 TCR.	 Finalement,	 après	 des	 choix	 arbitraires,	 douze	 peptides	 hapténisés	

avec	 la	BP	ont	été	synthétisés	et	 testés.	Une	étude	de	dynamique	moléculaire	a	été	réalisée	en	

collaboration	 avec	 l’équipe	 du	 Pr.	 Raphael	 Terreux	 (UMR	 5086	 CNRS,	 Lyon,	 France)	 afin	 de	

mieux	choisir	les	peptides	positionnés	aux	niveaux	des	molécules	HLA	de	classe	II	permettant	de	
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simuler	l’évolution	du	mouvement	des	peptides	en	phase	aqueuse	dans	des	poches	HLA	soumis	à	

un	champ	de	force	in	silico.	Ces	données	sont	combinées	sur	un	graphe	RMSD-2D	permettant	de	

comparer	 différentes	 conformations	 d’un	 complexe	 HLA-peptide.	 On	 choisi	 pour	 un	 même	

complexe	 plusieurs	 familles	 de	 conformères	 parmi	 les	 plus	 stables.	 Ensuite	 chaque	 famille	

sélectionnée	 est	 évaluée	 en	 effectuant	 un	 «	alanine	 scanning	»	 permettant	 l’évaluation	 de	 la	

contribution	 énergétique	 de	 chaque	 acide	 aminé	 du	 peptide	 à	 l’accroche	 au	 niveau	 du	 site	 de	

liaison	des	molécules	HLA.	Un	calcule	de	l’énergie	libre	d’interaction	de	chaque	acide	aminé	du	

peptide	 par	 rapport	 à	 une	mutation	 en	 alanine	 permet	 de	 choisir	 les	 peptides	 qui	 auraient	 la	

meilleure	accroche.	Enfin,	pour	synthétiser	des	peptides	hapténisés	avec	la	BP,	il	a	été	choisi	de	

synthétiser	 un	monomère	BP-lysine	 selon	 la	 stratégie	 Fmoc	 sur	 support	 solide.	 Ce	monomère	

serait,	par	la	suite,	utilisé	comme	un	acide	aminé	classique	et	le	reste	des	acides	aminés	seront	

rajoutés	de	part	et	d’autre	pour	former	des	peptides	de	15-mers.		
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ABSTRACT: β-Lactam antibiotics allergy is recognized as a public health concern. By covalently 

binding to serum proteins, penicillins are known to form immunogenic complexes. The latter are 

recognized and digested by dendritic cells (DC) into drug-hapten peptides leading to the immunization 

of treated persons and IgE-mediated hypersensitivity reactions responsible for allergic reactions 

encompassing anaphylaxis. If allergic reactions to drugs are often unpredictable, they are known to be 

dependent on CD4+ T-cells. This fundamental study revisits the chemical basis of the benzylpenicillin 

(BP) allergy with the aim of identifying immunologically relevant biomimetic benzylpenicillinoylated 

peptides through the analysis of BP-conjugated human serum albumin (BP-HSA) profile and the 

evaluation of the naïve CD4+ T-cell responses to candidate BP-HSA-derived peptides. The chemical 
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structures of BP-HSA bioconjugates synthesized in vitro at both physiological and basic pH were 

investigated by mass spectrometry. From the ten most representative lysine residues grafted by BP-

hapten, HSA-bioinspired 15-mer peptide sequences were designed and the potential T-cell epitope 

profile of each peptide was predicted using two complementary in silico approaches, i.e. HLA class II 

binding prediction tools from the Immune Epitope Database and Analysis Resource (IEDB) and 

computational alanine scanning mutagenesis. Twelve structurally diversified benzylpenicillinoylated 

peptides (BP-Ps) were selected and synthesized thanks to a flexible synthesis pathway using an 

original benzylpenicillinoylated lysine monomer as common precursor. In order to corroborate their 

predicted "epitope" profile, the naïve T-cell response specific to BP was evaluated using autologous 

DC and T-cell co-culture approach through the stimulation of naïve CD4+ T-cells from non-allergic 

donors with autologous DC loaded with BP-HSA or BP-P. Activation of BP-specific CD4+ T-cell was 

detected using IFN-γ ELIspot. To our knowledge, this study showed for the first time the ability of 

bioinspired peptides structurally stemming from BP-HSA to be recognized by the naïve CD4+ T-cells 

from healthy donors. It also established a promising model approach expandable to other most 

frequently used penicillin class of antibiotics to reveal biomimetic drug-modified antigenic peptides 

relevant for quantitative and qualitative drug allergy studies. 

 

INTRODUCTION 

β-lactams content in penicillins remain a major group of antibiotics used for treatment of a wide range 

of infections. Unfortunately they are also known to provoke allergic reactions in treated patients, with 

a prevalence around 1.9% for benzylpenicillin (BP) (Bigby 1986). Human T lymphocytes specific to 

BP have been found to be involved in hypersensitivity reactions (Weltzien 1998, Padovan 1997, 

Padovan 1996, Brander 1995, Meng 2011). BP is not immunogenic by itself and it is considered as a 

hapten able to bind covalently to nucleophilic amino acid residues such as lysine through the opening 

of its β-lactam ring (Weltzien 1998, Meng 2011). According to this mechanism, BP binding to human 

serum albumin (HSA) on different lysines have been found both in vivo using sera of allergic patients 

and in vitro by synthesizing bioconjugates (Meng 2011, Yvon 1988, Yvon 1989, Yvon 1990). Such 

BP-HSA bioconjugates allowed us to demonstrate very recently the existence of naïve CD4+ T 

lymphocytes specific to BP in healthy donors (Nhim 2013). However, the precise structure of these 

bioconjugates has not been elucidated, in particular the peptide sequences responsible for the 

immunization of patients. Determination of such structures is crucial for development of BP 

desensitization and diagnosis. We propose to clarify this question by means of an original approach 
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combining, for the first time to our knowledge, mass spectrometry, molecular modeling and virtual 

screening, chemical oriented synthesis and biological validation. 

The methodologies carried out for this study were therefore: (1) the characterization of plausible lysine 

residues involved in the BP binding to HSA by using mass spectrometry experiments, (2) starting from 

these lysine residues and the amino-acid sequences of HSA, selection of the sequences likely to induce 

immune response by molecular modeling among virtual overlapping 15-mers peptides containing the 

lysine residues, (3) synthesis of the selected BP-15 mer peptide bioconjugates for biological validation.  

Three synthetic routes could be applied to these BP bionconjugates: (1) physiological BP−peptide 

conjugation and characterization of linking site(s) (tag strategy). This methodology was however not 

selective in case of multiple lysine in the sequence and can led to poor conversion of the desired 

bioconjugates (Ariza 2012). Nevertheless, we performed an assay with a model peptide presenting a 

unique lysine that was found inefficient due to a poor conversion into the desired bioconjugate and the 

impossibility to obtain it in a satisfying purity; (2) preparation by selective peptide modification from 

orthogonally protected peptides. This method, implying the use of orthogonally protected lysines, was 

complex and not flexible; (3) synthesis of peptides by selectively orientated introduction of a BP-

lysine synthon. This method was selected for its high selectivity and flexibility in the bioconjugate 

synthesis. 

 

RESULTS AND DISCUSSION 

1. Identification of the benzylpenicilloylated lysine residues of HSA 

We first prepared bioconjugates of BP with HSA by using the intrinsic chemical reactivity of the 

nucleophilic distal amino group of lysine residues in HSA.(Yvon, 1989, 1990) HSA contains 59 lysine 

residues whose the selective reactivity is conditioned by the incubation medium pH and the local 

microenvironment surrounding the residues. (Aleksic 2012) At physiological pH, lysine side chains are 

almost fully protonated restricting, most of the time, their nucleophilic reactivity and slowing down 

covalent binding. However, this low reactivity can be locally counterbalanced by a structural pairing of 

reactive amino acid residues authorizing the existence of a significant amount of the reactive neutral 

form even at physiological pH as mainly accepted for Lys190 and Lys199. (Diaz, 2001) In this 

context, we synthesized BP-HSA bioconjugates at both physiological and at improved basic pH 

according to our previously reported method. (Nhim; 2013) Both bioconjugates were characterized by 

Western blotting using SYPRO® ruby protein gel stain (Figure 1).  
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Figure 1. Characterization of BP-HSA conjugates by Western blotting  

MALDI-TOF mass spectrometric analyses revealed that BP is covalently bound to HSA (Figure 2 

and Supporting Information). Experimental average molecular masses of 66572 Da, 67576 Da and 

71558 Da were measured respectively for native HSA and BP-HSA prepared under neutral and basic 

conditions. Spectra of BP-labeled HSA synthesized at physiological pH showed that an average of 

only 3 molecules of BP was covalently attached per HSA despite the use of a large excess of BP. This 

result is in stark contrast to the outcomes obtained under basic conditions, which accounted for 

addition of an average of 15 molecules of BP per HSA. It should be noted that the protocol performed 

under basic conditions does not cause HSA denaturation since similar average molecular masses were 

observed for native and treated HSA.  
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Figure 2. MALDI-TOF MS spectra of BP-HSA prepared under neutral and basic conditions 

The positions of the modification sites were determined by tryptic digestion of native and modified 

HSA prepared at neutral and basic pH and by analysis of the resulting fragments by nano LC-MS/MS 

experiments (see Supplementary Information). After tryptic digestion of native HSA, tryptic peptides 

covering more than 93% and 97% of the sequence were obtained respectively from HSA incubated 

under neutral and basic conditions. In vitro, BP covalently reacts to lysine residues in HSA through the 

β-lactam ring opening forming mostly benzylpenicillinoylated adduct. As an example, Figure 3 

illustrated the MS/MS spectrum of the tryptic peptid 11FK*DLGEENFK20 covalently modified on 

lysine K12 by a benzylpenicilloyl group. MS/MS fragmentation pathway of the peptide was carried 

out from the [M+3H]3+ as parent ion at m/z 520.9077 Da corresponding to the decapeptide 11-20 of 

HSA incremented of 334.0978 Da, compatible with the addition of the benzylpenicilloyl moiety. BP 

covalent binding was also evidenced by the presence of the two characteristic fragmentations at m/z = 

217 (6-aminopenicilloyl fragment) and m/z = 160 (thiazolidine fragment) which are derived from the 
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anticipated fragmentation of a BP hapten. Furthermore, the peptide sequence agrees well with the y 

and b ion series determined by MS/MS experiments.  

 
Figure 3. MS/MS spectrum of BP-HSA derived peptide identified in vitro 

A missed cleavage at the modified lysine 12 and the presence of b2 (as well as b3 and b4) 

corresponding to the N-terminal dipeptide (as well as tri- and tetra-peptides) increased of 175 a.m.u. 

(residual fragment of BP after loss of the thiazolidine ring) confirmed the BP binding at lysine 12.  

In summary, 51 benzylpenicillinoylated lysine residues were detected when BP was incubated with 

HSA at basic pH against 21 labeled lysine residues when the reaction was performed at neutral pH. 

The difference of haptenation rate is explained not only by the incubation conditions for which basic 

pH enhances the intrinsic reactivity of the HSA lysine residues but also by the higher molar ratio of BP 

in basic conditions so as to counterbalance BP hydrolysis. The HSA/BP molar ratio is of 1:430 (7 

equivalents per lysine residue) at basic pH against 1:56 (in substoichiometry with respect to the 59 

lysine residues per HSA) at neutral pH. For BP-HSA prepared under physiological pH, most of 

penicillinoylated lysine residues earlier identified in vivo by Yvon et al.(1988,1989,1990) and Meng et 

al. 2011 were confirmed. Thanks to the analytical performance of nanoscale capillary liquid 

chromatography coupled to tandem mass spectrometric experiments carried out in HCD mode, nine 

additional modified sites were characterized namely the lysines K12, K73, K162, K359, K402, K414, 

K439, K475, K519 (Table 1). We decided to pursue our study by considering only the BP-labeled 

lysine residues commonly identified in vivo from sera of allergic patients,(Meng 2011) i.e. the lysines 

K137, K159, K190, K195, K199, K212, K351, K432, K436 and K525. 
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Based on the hapten-carrier hypothesis, the DC digestion of drug-protein conjugate led to the 

formation of drug-hapten peptides that have the potential to trigger the immunological signals 

responsible for drug hypersensitivity in patient. In the most common form of drug allergy in particular 

in β-lactam antibiotics hypersensitivity, CD4+ T-cells play a dominant role. It has been shown that 

BP-specific T-cells can be activated by synthetic MHC class II binding peptides containing both 

appropriate HLA-DR anchor and BP-modified lysine in pertinent position. (Padovan, 1997) 

 

Table 1. BP-labeled lysines of HSA identified in compared in vitro or in vivo studies  

BP-HSA bioconjugates Modified lysines 

In vitro and in vivo Yvon’s studies 
(1988,1989,1990) 190, 195, 199, 432, 541, 545 (6 lysines) 

In vitro Meng’s study  (2011) 20, 137, 159, 190, 195, 199, 212, 351, 432, 525, 541, 
545 (12 lysines) 

In vivo Meng’s study  (2011) 20, 137, 159, 190, 195, 199, 212, 351, 372, 432, 436, 
525, 541, 545 (14 lysines) 

In vitro present work 
12, 73, 137, 159, 162, 190, 195, 199, 212, 351, 359, 
402, 414, 432, 436, 439, 475, 519, 525, 541, 545 (21 
lysines) 

 

Besides, it is henceforth accepted that both the length and the sequence of a peptide contribute to the 

stability of the peptide/class II complex. (Rammensee, 1995) If natural peptide ligands anchoring in 

the groove of MHC class II molecules usually range in length from 13 to 25 amino acids, it has been 

demonstrated that HLA-DR1-restricted peptides derived endogenous proteins are predominantly 15 

amino acids long. (Chicz, 1992) It has been also proposed that, in the case of HLA-DR1 molecules, 

only the 9-mer core of a peptide embedded in the class-II-binding furrow, induces the antigenic 

determinant recognized by the TCR, and that the flanking residues at the peptide extremities make 

additional non-specific interactions essential to the complex stability.(Rammensee, 1995) 

Hypothesizing that CD4+ T-cells activation can be induced through the specific recognition of BP-

peptides (BP-Ps) derived from the DC digestion of BP-HSA, we attempted to identify a novel set of 

biomimetic BP-Ps as potential epitotes responsible for the induction of BP-specific CD4+ T-cells. 

Using two complementary in silico approaches, we first focused our attention to the rational design of 

HLA-DR1-restricted 15-mer BP-peptides mimicking the HSA sequence around the ten aforesaid 

retained lysines.  
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2. In silico selection of BP-hapten peptide conjugates as potential epitotes 

The polymorphism of HLA class II molecules represents a challenging obstacle to identify epitopes. 

However, it is generally accepted the majority of molecules expressed in the general population can be 

conciliated to a limited number by focusing on the most frequently expressed.(McKinney, 2013) In the 

present study, the MCH binding affinity of each peptide were analyzed for the seven HLA-DRB1 

allotypes the most frequently expressed in the Caucasian population (Colombani 1993). In addition, 

peptide-MCH binding affinities were predicted from the native peptide sequence neglecting a potential 

conformational effect of the haptenation by BP. 

	

2.1. IEDB HLA class II binding predictions 

We first built a set of 15-mer peptides for each selected lysine mimicking the HSA peptide sequence: 

fifteen 15-mer virtual peptides were generated for which the position of the future modified lysine 

ranges from the C-terminal to N-terminal extremity. Peptide binding affinity for the seven HLA-DRB1 

alleles was predicted using the MHC II binding prediction tool available at IEDB 

(http://www.iedb.org/). (Vita, 2015; Kim, 2012; Zang, 2008) Allele-specific consensus percentile 

ranks were generated and the corresponding scoring matrixes are given in supporting information. A 

lower percentile rank value indicates higher affinity: an IEDB consensus percentile rank of 20.0 was 

used as prediction threshold. Selection of HLA-DR1 binder peptides was carried out considering a 

good global binding probability (the best average percentile rank) over the seven alleles and the 

binding probability (the best percentile rank) over the most representative alleles. By this approach, 22 

peptides were first retrieved as binder for HLA-DR1 presenting a good compromise in terms of 

binding affinity (see supporting information). 

The second criterion was the appropriate orientation of the amino acid residues forming the groove-

anchored nonamer core. Indeed, potential BP-P epitotes have not only to be recognized by the class II 

molecules, but they have also to be appropriately aligned so as to orientate the BP antigenic 

determinants outside of HLA pockets spacing in direction of the TCR. For all retained alleles, the 

predicted 9-mer MHC-binding motifs of the pre-selected peptides were screened to determine the 

peptide with the better orientation of the BP-haptenated lysine residue (see supporting info). In the 

case of HLA-DR1, peptide residues at position P1, P4, P6, P7 and P9 generally interact with the HLA 

pockets spacing while residues at P2, P3, P5 P8 and P-1 are oriented toward the TCR.(Rammensee, 

1995) A peptide bearing a BP-haptenated lysine in the P5 position will be preferred due to the central 

well positioning of the BP-hapten groups in the HLA binding pocket. For the 22 pre-selected peptides, 

154 nonamer cores were analyzed. We took into account not only a good orientation of the 



	 165	

penicillinoylated lysine residue, independently in each allele, but also its overall appropriate 

orientation in a majority of alleles. For several peptides, compromises had to be done in function of the 

allele expression frequency: in most cases, we selected peptide for which the penicillinoylated lysine 

residue is well-oriented in a majority of alleles, but sometimes, the selection was made by considering 

a favorable orientation of the lysine residue only for a most frequently expressed allele. According to 

this approach, one peptide was selected per lysine except for the lysines K195 and K199, for which 

two peptides were selected (Tables 2 and 4).  

 

 

Table 2. Selected 15-mer BP-hapten modified peptides. 

Modified lysines Peptide sequences Peptides 

K137 LK𝐾!"#∗ YLYEIARRHPYF LF[K137] 

K159 PELLFFA𝐾!"#∗ RYKAAFT PT[K159] 

K190 LRDEG𝐾!"#∗ ASSAKQRLK LK[K190] 

K195 LRDEGKASSA 𝐾!"#∗ QRLK  
SSA𝐾!"#∗ QRLKCASLQKF 

LK[K195] 

SF[K195] 

K199 LRDEGKASSAKQRL 𝐾!""∗   
SSAKQRL𝐾!""∗ CASLQKF 

LK[K199] 

SF[K199] 

K212 FGERAF𝐾!"!∗ AWAVARLS FS[K212] 

K351 VVLLLRLA𝐾!"#∗ TYETTL VL[K351] 

K432 TPTLVEVSRNLG𝐾!"#∗ VG TG[K432] 

K436 VEVSRNLGKVGS𝐾!"#∗ CC VC[K436] 

K525 KERQIK𝐾!"!∗ QTALVELV KV[K525] 

 

 
 

2.2. MHC-peptide binding free energy calculations by computational alanine-scanning 
mutagenesis 

In order to confirm or invalidate the abovementioned selected peptides sequence, the MHC-peptide 

binding free energy was estimated using a standard computational alanine scanning mutagenesis 
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(ASM) protocol. The strength of the MHC-peptide binding was also evaluated for each selected 

peptide towards the 7 most frequently expressed Caucasian class II molecules by calculating the MHC-

peptide binding free energy differences (ΔΔGbind) upon alanine mutation of peptide residues. 

Every selected label-free peptide was generated thanks to Sybyl X 1.0x software. Using IMGTx 

database, sequences of the seven considered Caucasian alleles HLA-DRB1 0101, 0301, 0401, 0701, 

1101, 1301, 1501 were downloaded. As Protein Data Bank (PDB) provided several HLA solved 

structures with a high identity sequences percentage rate, we built different homology models of HLA 

by using Geno3Dx software (Table 3).(Combet, 2002) Each HLA model was geometrically optimized 

and stored in our HLA database.  

 

Table 3. PDB codes used as fold for HLA modeled by homology 

HLA model name Allele (IMGT) Fold Identity sequences (%) 

0101 DRB1*01:01:01 1jK8 65 

0301 DRB1*03:01:01:01 1seb 89 

0401 DRB1*04:01:01 4i5b 91 

0701 DRB1*07:01:01:01 4i5b 89 

1101 DRB1*11:01:01 4i5b 91 

1301 DRB1*13:01:01 1seb 90 

1501 DRB1*15:01:01:01 1jK8 63 

 

Every optimized HLA structure was then interacting with a 15-mer polyalanine peptide. In a second 

step, “wild-type”-considered complexes were generated by mutating each alanine with amino acids of 

the nine selected peptide sequences. This process was carried out for the 7 modeled HLA proteins. 63 

complexes were subjected to molecular dynamics (MD) simulations. In each of the simulations, the 

complex was initially minimized. Free energies were usually comprised between -700 to -600 

kcal.mol-1 except for peptide-0401 complexes with for which free energies did not decrease under -280 

kcal.mol-1 (protein defolding). Unstable complexes with 0401 were thus removed of the study. All 

simulations were performed for 10ns, at 300 K using TIP3P explicit water molecules. RMSD 2D 

analysis was carried out with VMD software for all MD simulations and allowed us to extract 3 key 

conformational structures during every dynamic.(Humphrey, 1996; Jorgensen, 1983) 162 final 

structures of peptide-HLA complexes obtained from the 54 MD simulations were subsequently 

subjected to alanine mutagenesis protocol. 
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An alanine scanning was achieved on each of the structures generated by MD simulations with 

Rosetta-x software to determine binding free energy differences (ΔΔGbind) between the alanine mutant 

and the wild-type complexes and so on, for every amino acid constituting the considered 

peptide.(Kortemme, 2002; 2004) Contributions of every amino acid for the whole peptide were added 

and then averaged for the 3 frames. Table 4 sums up the binding free energy differences ΔΔGbind 

calculated for the 9 considered peptides binding specifically with each of six Caucasian HLA proteins. 

A peptide for which the ΔΔGbind value is lower than -1 kcal.mol-1 (Table 4-white box) can be classified 

as a good binder for the considered HLA. With a ΔΔGbind value comprised between -1 and 0 kcal.mol-1 

(Table 4-light grey box), the strength of the corresponding peptide-HLA interaction remains equivocal 

and does not permit to predict the ability of the peptide to bind into the HLA groove. Finally, peptides 

showing positive ΔΔGbind values (Table 4-dark grey box) can be considered as non-binders. In this 

context, we notice that peptides LK[K190], LK[K195] LK[K199] and VC[K436] possess a non-binder profile 

regardless the MHC molecules. In opposite, peptides LF[K137], PT[K159] FS[K212] and VL[K351] should 

favorably bind with MHC molecules. 
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Table 4. In silico binding predictions for selected peptide-HLA complexes. 

15-mer Peptide 
 HLA-DRB1* Alleles 

 0701 1101 1301 0301 1501 0101 

LF[K137] 

ΔΔGbind
a  -5.343 -2.620 -2.273 -3.573 -2.723 -6.197 

Percentileb 9.88 1.48 4.25 3.37 11.22 7.30 

positionc 1 1 - - 1 1 

PT[K159] 

ΔΔGbind
a  -0.457 -8.980 -1.757 -5.113 -3.033 0.973 

Percentileb 13.15 0.63 0.11 7.87 0.98 20.98 

positionc 1 1d 1d 1d 0 0 

LK[K190]/[K195]/[K199] 

ΔΔGbind
a  2.997 5.600 6.953 4.773 3.050 3.623 

Percentileb 13.95 7.59 4.25 11.75 67.38 77.04 

positionc 0/0/1 1/0 /1 0/1/- 0/1/- 0/0/1 1/1/ - 

SF[K195]/[K199] 

ΔΔGbind
a  -0.033 3.137 0.137 -1.513 -1.430 -0.127 

Percentileb 27.84 19.36 5.90 27.96 30.15 33.84 

positionc - / 1 1 / 1 - / 1 - / 1 0 /1d 1 / 0 

FS[K212] 

ΔΔGbind
a  -5.737 -3.133 0.900 -2.193 -6.460 -4.970 

Percentileb 3.18 5.58 5.40 18.67 13.33 9.36 

positionc 1 1 1 1 1 1d 

VL[K351] 

ΔΔGbind
a  -2.203 -0.450 -9.100 -7.867 -5.417 -2.217 

Percentileb 7.52 0.02 0.17 2.40 2.03 11.24 

positionc 1 0 0 1d 1d 1d 

TG[K432] 

ΔΔGbind
a  -1.507 3.420 0.270 -2.597 1.453 0.063 

Percentileb 48.10 8.13 7.42 5.68 16.33 47.90 

positionc 1 1 1 1 1 1 

VC[K436] 

ΔΔGbind
a  2.543 1.390 -0.653 2.983 4.983 -0.920 

Percentileb 33.690 10.670 15.710 15.150 27.780 65.470 

positionc 0 1 1 1 1 1 
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KV[K525] 

ΔΔGbind
a  -1.300 0.903 5.460 -0.973 -5.107 7.080 

Percentileb 14.58 11.26 5.90 13.04 18.64 33.13 

positionc 1 1 1 1 0 1 

a ΔΔGbind in kcal.mol-1 calculated by computational alanine-scanning mutagenesis. b Percentile rank 

calculated by the IEDB Consensus approach. c Labeled lysine residue orientation predicted by the NN-

align method: 1 = in the 9-mer core region and directed toward TCR;  0 = in the 9-mer core region and 

directed toward HLA; - = in the peptide flanking region. d Labeled lysine residue predicted in the 

direction of the TCR at the position 5 in the 9-mer core region. 

 

In summary, from 150 probable 15-mer peptides and considering the 7 more frequent Caucasian 

HLA-DRB1 alleles, 12 potentially immunogenic BP-P were selected through two complementary in 

silico approaches. Table 4 gathers the binding ability predictions of the 9 retained peptide sequences 

with 6 alleles using both computational methods. In most cases, it is encouraging that the 

computational alanine-scanning mutagenesis results are in general agreement with the IEDB 

predictions. Over the 54 studied MCH-peptide complexes only 12 results are in discordance (Table 4-

blue boxes), in particular cases for the peptides LK[K190] and TG[K432]. Despite these opposed outcomes, 

we decided to synthesize the 12 computationally identified BP-derived peptides so as to test the 

predictions in vitro. 

 

3. Synthesis of 15 mer BP-hapten modified peptides  

The synthesis of the selected 15-mer BP-Ps was envisioned according to the retrosynthetic pathway 

described in scheme 1. In order to chemoselectively prepare the various BP-hapten peptide conjugates 

of defined sequences, an oriented standard Fmoc solid-phase peptides synthesis without post-chain 

assembly manipulation was preferred. This strategy requires the preparation of the pivotal BP-hapten 

modified lysine 5 which could be site-specifically introduced in the peptide sequence. It also imposes 

that this common labeled synthon 5 will have to be judiciously protected so as to be compatible with 

the Fmoc solid-phase synthetic pathway. 
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Scheme 1. Retrosynthetic pathway of BP-hapten modified peptides. 

Indeed, the aminolysis of the BP β-lactam by the lysine distal amine will introduce two new reactive 

functional groups on the modified lysine monomer, i.e. the carboxylic acid and the newly formed 

secondary amine borne by thiazolidine antigenic determinant. The latter will have to be protected 

orthogonally to the lysine amino acid functions in order to be not only stable under basic Fmoc-

cleavage conditions essential for peptide enlargement but also acido-labile to be cleaved in the final 

step of amino acid side-chains full-deprotection. In this context, the key precursor 5 would ensue from 

the selective deprotection of the proximal lysine carboxylic acid after the N-protection of the 

thiazolidine ring of the adduct 3 (scheme 1). The latter would stem from the β-lactam opening of the 

protected BP 1 by the orthogonally protected Fmoc-lysine 2.  

We first focused our attention on the orthogonal protection of the carboxylic function of BP and 

lysine respectively. The BP carboxylic acid was envisaged to be protected as acido-labile tert-butylic 

or a para-methoxybenzylic (PMB) ester. Unfortunately, all attempts to introduce the tert-butyl group 

(e.g. isobutene with a catalytic amount of concentrated sulfuric acid (Stedman 1966), tert-butanol with 

DCC (Nahmany 2001) or tert-butyl bromide with potassium carbonate (Chevallet 1993)) remained 

unsuccessful probably due to the steric hindrance provoked by the α-quaternary carbon. Conversely, 

PMB-protected BP 1 was easily produced in a 10 g large-scale in excellent yield by adapting the 

procedure described by Chow et al to BP sodium salt and 4-methoxybenzyl bromide (Scheme 2). 

(Chow 1962) Synthesis of the benzylpenicillinoylated lysine 3 through direct condensation of the 
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commercial Fmoc-Lys(H)-OH on the benzylpenicillin p-methoxybenzyl ester 1 failed due to the 

insolubility of the lysine compound whatever the reaction conditions explored (in the presence of 

DIEA or not, in DCM or DMF). In order to improve the solubility of the lysine partner, its carboxylic 

function was then esterified. Three protecting groups were selected for their orthogonal stability 

compared to PMB one and the Fmoc-Lys(H)-OH was converted into the corresponding methyl 2a, 

allyl 2b or 2-(trimethylsilyl)ethyl (TMSE) 2d,d’ esters. Compounds 2a and 2b were isolated as 

hydrochloride salts by refluxing the Fmoc-Lys(H)-OH in the presence of thionyl chloride in methanol 

or allyl alcohol respectively (Scheme 2) (Granier 2006). Finally, the lysine 2-(trimethylsilyl)ethyl 

esters 2d and 2d’ were prepared as chloride and acetate salts respectively in excellent 85% yields 

according to a three-step procedure from Fmoc-Lys(Z)-OH (Scheme 2). 

 
Scheme 2. Synthesis of orthogonally protected benzylpenicillin 1 and lysine derivatives 2 

With our starting materials in hand, we studied the ring opening key-step of the β-lactam 1 by the 

nucleophilic residue of lysines 2a,b,d,d’ (Table 5). Since the use of free-base lysine was found to be 

essential to the β-lactam aminolysis, the lysine precursors 2a-b and 2d-d’ have to be liberated from 

their salts before reacting. However, the base-promoted amine release needs to be controlled because 

of the competitive Fmoc group removal. Indeed, Fmoc cleavage can be induced not only by the use of 

exceedingly basic conditions but also by the lysine free amine itself though a self-deprotection 

mechanism. (Farrera-Sinfreu 2002) As, this competitive Fmoc-removal dramatically decreased the 

aminolysis reaction rate, various optimization of reaction conditions were explored in order to enhance 
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the β-lactam ring-opening amidation. (Saotome 1988 et 1989) The most representative results are 

summarized in Table 5.  

Release of the amine base of 2a by treatment with solid K2CO3 prior to use in the β-lactam opening 

step gave the BP-lysine adduct 3a in a low 28% yield (Entry 1). Changing inorganic insoluble base by 

as soluble organic base DIEA used directly in the reactive medium did not improve the isolated yield 

but render the reaction procedure easier (Entries 1 and 2). Refluxing conditions accelerate 2-fold the 

reaction in comparison with room temperature conditions without affecting the yield (Entries 3 and 4 

vs 2). In addition, portion-wise addition of DIEA permitted to significantly enhance the isolated yield 

up to 54% confirming the competition between the partial Fmoc-NH deprotection and the ring-opening 

amidation (Entry 4 vs 3). The same conditions applied to Fmoc-Lys(H)-OAll 2b and Fmoc-Lys(H)-

OTMSE 2d gave disappointing yields compared to Fmoc-Lys(H)-OMe 2a (Entries 5 and 6 vs 4). 

Surprisingly, we observed that lysine ammonium salt nature influenced both the efficiency and the 

selectivity of the BP aminolysis. Indeed, in the presence of the more basic acetate counter ion, the 

Fmoc-Lys(H)-OTMSE precursor 2d’ allowed a great improvement of yield up to 68%. However, the 

adduct 3d was, for the first time, isolated as a mixture of two diastereomers in a 85:15 ratio measured 

by 1H NMR and HPLC (Entry 7 vs 6). Separation of the two diastereomers by preparative HPLC gave 

the expected (2S, 5R, 6R)-diastereomer as the major product. The thin amount of the isolated minor 

diastereomer and the signals superpositions in 1D and 2D NMR spectra whatever the deuterated 

solvent used, prevented us from determining its relative configuration and the epimerized center.  
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Table 5. Optimization of the aminolysis reaction of the BP 1 by protected lysines 2 

 
Entry 2 1: 2 ratio Conditions Product Yielda (%) 

1 2a 1:1.5 DCM, r.t., 20 h b 3a 28  

2 2a 1:1.5 DIEA (1.5 eq.), DCM, r.t., 7 h 3a 25  

3 2a 1:1.5 DIEA (1.5 eq.), DCM, reflux., 4 h 3a 31  

4 2a 1:1.5 DIEA (1.5 eq.), DCM, reflux., 4 h c 3a 54  

5 2b 1:1.5 DIEA (1.5 eq.), DCM, reflux., 4 h c 3b 35  

6 2d 1:1.5 DIEA (1.5 eq.), DCM, reflux., 4 h c 3d 38  

7 2d’ 1:1.5 DIEA (1.2 eq.), DCM, reflux., 4 h c 3d 68 (85:15)d  

 8 2b 1.5:1 DIEA (1.1 eq.), DCM, reflux., 4 h c 3b 30  

9 2b 1.1:1 DIEA (1.1 eq.), DCM, reflux., 4 h c 3b 32  

10 2d’ 1.1:1 DIEA (1.2 eq.), DCM, reflux., 4 h e  3d 56 

11  2b 1.1:1 DIEA (1.1 eq.), DCM, reflux., 4 h e 3b 38  

12 2b 1.1:1 DIEA (1.1 eq.), DCM, reflux., 5.5 h e 3b 49  

13 2b 1.1:1 DIEA (1.1 eq.), DCM, reflux., 9 h e 3b 46  

(a) Isolated yield; (b) 2a was treated prior to use with K2CO3 to provide the free amine; (c) Portion-

wise addition of DIEA; (d) Formation of two epimers in a 85:15 ratio measured by 1H NMR and 

confirmed by HPLC; (e) continuous addition of DIEA by means of an automatic syringe pump. 

Although epimerization could have been supposed to occur on the lysine stereocenter as already 

observed in similar reaction pathways, (McDermott 1972, Zhang 2012, Williams 1963), Meng et al 
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recently evidenced the formation of diastereomeric BP-hapten conjugates by aminolysis of penicillenic 

acid (PA) and BP.(Meng 2011) They postulate that only the C6 carbon could epimerize justifying that 

the thiazolidine ring, thermodynamically more stable when 1,3-trans disubstituted, should conserve its 

(2S,5R)-configuration. Based on the Meng's mechanistic hypothesis, we can suppose that our 

prolonged refluxing reaction conditions in the presence of basic acetate counter-ions, could favor the 

partial rearrangement of BP to PA intermediate whose the aminolysis would explain the formation of  

the both diastereomers.  

We then studied the impact of the reactant ratio on the reaction rate but no marked improvement was 

noticed (Entries 5, 8 and 9). Finally, with the aim to better control the free amine release, continuous 

slow addition of DIEA was evaluated by using an automatic syringe pump. The yield was clearly 

improved compared to portion-wise addition (Entries 8, 9 vs 11, 12, 13). Conspicuously, these 

conditions of slow addition of DIEA avoided the epimerization phenomenon from 2d’ even if the 

reaction yield was slightly weaker (Entry 10). The best compromise was to add DIEA over 5.5 h 

(Entry 12). Thanks to these optimized reaction condition, the BP-hapten lysine conjugates 3a, 3b and 

3d were finally obtained in a 54 %, 49 % and 56 % yields respectively.  

The following step consisted in the protection of the newly formed thiazolidine secondary amine in 

compounds 3a,b,d. If the treatment of the haptenated lysines 3a,b,d with benzylchloroformate led to 

the fully protected derivatives 4 in satisfying yield, attempts to introduce a Boc protecting group 

remained fruitless probably due to unfavorable steric hindrance (Scheme 3). Surprisingly, the 

alternative thiazolidine N-protection by the more labile Moz group by using MozN3 (Bailey 1999) or in 

situ generated MozCl (Blaser 2012) was also unproductive. The final step for reaching the pivotal 

benzylpenicillinoylated lysine monomer 5 proceeds by the lysine ester group deprotection (Scheme 3). 

The reaction was performed from the Z-protected derivatives 4 under mild reaction conditions in order 

to prevent the cleavage of the other protecting groups (Fmoc, PMB and Cbz). 

 
Scheme 3. Access to thiazolidine-protected BP-hapten lysine conjugates 4 and 5.  
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For the methyl ester 4aa, standard basic methods (LiOH in THF) led to the removal of both methyl 

ester and Fmoc group while a SN2 dealkylation according to the Biron and Kessler procedure (Biron 

2005) let the starting material unchanged. For the TMSE ester 4da, deprotection with fluoride ions 

such as TBAF or cesium fluoride (Sieber 1977) always afforded to concomitant TMSE and Fmoc 

cleavage. Only the allyl ester derivative 4ba gave the desired BP-hapten lysine monomer 5a in 

excellent 80% yield in the presence of tetrakis(triphenylphosphine) palladium catalyst and barbituric 

acid as allyl scavenger. (Nishimura 2010) 

In order to validate the BP-Ps synthetic pathway, a 15-mer model peptide BP-YG 

(YQRLES𝐾∗ CSMGFHAG) was synthesized by standard Fmoc solid-phase peptide synthesis 

incorporating the monomer 5a. However, after full deprotection and cleavage from the resin by acidic 

treatment, the benzylpenicillinoylated peptide was purified by HPLC and analyzed by electrospray 

mass spectrometry. The modified peptide had a homogeneous molecular mass of 2182 Da (see 

Supporting Information). The mass difference of 468 Da with the theoretical mass of the native peptide 

(1714 Da) confirms the presence of the BP moiety which conserved the Z protecting group on its 

thiazolidine ring. All attempts to remove this protecting group were unsuccessful leading to the 

unchanged Z-BP-YG peptide (TFA) or to complete degradation (HF, p-cresol;(Tam, 1983) or H2, 

Pd/C, NH3liq (Weienhofer, 1974)). 

Considering the difficulties both to protect and to cleanly deprotect the thiazolidine secondary 

amine, this protection appeared as though to be superfluous, hypothesizing that the congested 

thiazolidine amino group could be far less reactive than the primary amine of the lysine part in the 

aminolysis reaction. Therefore, we proceeded to the allyl protecting group cleavage starting from 

compound 3b in the same conditions as those used for compound 4ba (Scheme 4). (Nishimura 2010) 

The monomer 5b was obtained in excellent yield and engaged in the Fmoc solid-phase synthesis of the 

targeted model peptide BP-YG.  

 
Scheme 4. Access to the BP-hapten lysine conjugate 5b.  
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After acidic full-deprotection and resin cleavage followed by HPLC purification, the peptide 

analysis by electrospray mass spectrometry showed a homogeneous molecular mass of 2048 Da (see 

Supporting Information). The mass deviation of 334 Da with the theoretical mass of the unmodified 

peptide (1714 Da) confirmed the conjugation with BP. By this encouraging result, we validated our 

strategy for the synthesis of 15-mer BP-modified peptides by using the BP-hapten lysine conjugate 5b 

as a pivotal intermediate and we extend the procedure to the synthesis of aforementioned selected 

peptides.  

 

4. Synthesis and evaluation of five selected peptides 

The twelve forecasted BP-Ps were successfully synthesized by incorporating the labeled lysine 5b, 

proving the interest of such a modified amino-acid for the synthesis of peptides that site-specifically 

display BP antigenic determinants. Complete evaluation of their immunogenic profile is in progress 

and will be published in a dedicated article. Herein, we present preliminary results for five BP-

haptenated peptides selected for their interest to demonstrate the robustness of our methodology. 

We first identified BP-HSA specific CD4+ T-cell lines from healthy donors. Specific CD4+ T-cell 

lines for BP-HSA were generated after three weekly repeated stimulations by autologous mature DCs 

loaded with BP-HSA or KLH used as a positive control.(Nhim, 2013)  IFN-γ ELISpot assay was 

performed to detect CD4+ T-cell lines specific for BP-HSA or KLH (Figure 4). A CD4+ T-cell line was 

considered positive when the number of spots obtained in the presence of DC loaded with BP-HSA or 

KLH was at least twice the number of spots obtained with the respective controls (unloaded DC, DC 

loaded with HSA at basic pH). A minimum of 30 spots has to be counted to avoid non-specific 

background.  

Figure 4 illustrates representative IFN-γ ELISpot responses of CD4+ T-cells stimulated with 

unloaded DC (untreated: UT) or DC loaded with HSA, BP-HSA synthesized at basic pH or KLH from 

a studied healthy donor: for the donor PM2, one T-cell line was specific for BP-HSA among the 53 T-

cell lines tested. 
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Figure 4. Recognition of BP-HSA and KLH by CD4+ T-cell lines from a healthy donor  

To identify potential CD4+ T-cell activating 15-mer BP-hapten modified peptides derived from HSA, 

we used the same DC/T-cell co-culture approach in healthy donors with five selected peptides: 

LF[K137], LK[K190], PT[K159], VL[K351] and KV[K525]. CD4+ T cells were repeatedly stimulated in vitro 

with a pool of the selected BP-hapten conjugated peptides loaded on autologous mature 

DCs.(Kerzerho, 2013; Probst, 2013)  CD4+ T cell specificity for the peptide pools and the individual 

peptides was then assessed in two subsequent IFN-γ ELISpot assays. CD4+ T cell lines were 

considered specific when the spot count was 2-fold higher in the presence of the BP-P then the 

respective unmodified peptide used as negative control. Once more, a minimum of 30 spots has to be 

counted to avoid non-specific background. Figure 5 showed results obtained for one representative 

donor, PM16. For this donor, forty-five T-cell lines were generated: nine of them were positive for 

BP-PT[K159], two for BP-VL[K351]  and four for BP-KV[K525]. These results showed that peptides BP-

PT[K159] and BP-KV[K525] were recognized by the same T-cell line L38 and peptide BP-VL[K351] was 

found positive in a second T-cell line L22. Overall, three BP-Ps were able to induce a CD4+ T-cell 

response in healthy donors (Figure 5).  
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Figure 5. Recognition of HSA-derived BP-Ps by CD4+ T cell lines from the healthy donor PM16 

In donor PM16, the immunological results obtained with the three positive peptides BP-PT[K159], 

BP-VL[K351] and BP-KV[K525] and the two negative peptides BP-LF[K137] and BP-LK[K190] 

corroborated our binding affinity predictions. Peptides binding predictions were then refined 

considering the four HLA-DR alleles of the donor PM16. Results of the IEDB Consensus tool 

calculations are summarized in Table 6. The three positive peptides BP-PT[K159], BP-VL[K351] and BP-

KV[K525] could be considered as good MCH-II binders due to a favorable median rank percentiles (≤ 

20) and a well-oriented modified lysine residue for at least three of the four HLA alleles of the donor 

in opposite to the non-binder peptide BP-LK[K190]. Paradoxically, while predictions revealed a good 

binding affinity with a well-positioned lysine and a well-oriented BP-hapten toward the TCR, the 

peptide BP-LF[K137] did not induce an immunological response. This result could be explained by a 

lack of a specific TCR repertoire for this donor or by the modification of the peptide conformation 

provoked by the BP conjugation changing the binding mode to the MHC molecule or the TCR 

recognition.  
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Table	6.	In	silico	IEDB	consensus	binding	prediction	of	five	selected	BP-Ps	to	HLA-DR	alleles	of	

the	healthy	donor	PM16.	

Peptide IEDB 
Parameters 

Donor PM16  
HLA-DR alleles Averagec Mediand Mine 

DRB1 
0404 

DRB1 
1502 

DRB4 
0101 

DRB5 
0101 

BP-PT[K159] 
Percentile 13.22 4.26 31.4 2.24 12.78 8.74 2.24 

Lysine score a 
(position) b 

1 (8) 1 (5) 1 (8) 0 (6) 
   

BP-KV[K525] 
Percentile 16.32 22.48 2.74 17.18 14.68 16.75 2.74 

Lysine score a 
(position) b 

1 (3) 1 (3) 0 (6) 1 (3) 
   

BP-VL[K351] 
Percentile 1.08 1.02 17.52 1.38 5.25 1.23 1.02 

Lysine score a 
(position) b 

1 (8) 0 (9) 1 (8) 0 (7) 
   

BP-LK[K190] 
Percentile 55.11 26.33 71.9 26.59 44.9825 40.85 26.33 

Lysine score a 
(position) b 

0 (6) 0 (6) 0 (1) 1 (-1) 
   

BP-LF[K137] 
Percentile 15.46 4.26 14.04 0.11 8.4675 9.15 0.11 

Lysine score a 
(position) b 

1 (-1) 1 (-1) 1 (3) 0 (-) 
   

a « 1 » indicates a good position of the lysine in the HLA molecule binding pockets and a good  

orientation the BP-hapten towards the TCR; « 0 » indicates a bad position of the lysine with a BP-

hapten orientation toward the MHC molecule. b Exact position of the lysine in the 9-mer core region of 

the binding peptide. cAverage percentile for the 4 alleles; dMedian of the percentile for the 4 tested 

alleles. dMinimal percentile value among the tested alleles. 
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CONCLUSION 

Using more performing nano-LC chromatography coupled to ESI-Qqtof experiments, we revisited the 

chemical profile of benzylpenicillinoylated HSA prepared under both basic and neutral conditions. 

Fifty lysine residues covalently bound to BP were identified from HSA after basic treatment with BP 

and twenty-one from HSA exposed to physiological conditions. Owing to their previous detection in 

the sera of healthy patients treated with intravenous BP, ten among the twenty-one characterized 

benzylpenicilloylated lysine residues were selected to design potentially immunogenic peptides. 

Mimicking the HSA peptide sequence, fifteen 15-mer virtual peptides were generated for each lysine 

for which the position ranges from the C-terminal to N-terminal extremity. The binding affinities of 

the 150 peptides as well as the position and the orientation of the BP-modified lysine in the 9-mer core 

that mediates the binding interaction were then predicted in silico for various MHC class II molecules 

using the IEDB Consensus approach. Twelve peptides were selected as potential epitopes or negative 

control. Their binding profile was assessed by using computational alanine-scanning mutagenesis 

confirming in part the IEDB predictions. With the aim of introducing a new method for the oriented 

synthesis of benzylpenicilloylated peptides, we devised a straightforward multi-gram three-step 

synthesis of an expedient BP-hapten Fmoc-lysine conjugate. Using the premade BP-containing amino-

acid, the twelve labeled peptides were prepared through conventional	 Fmoc-solid phase peptide 

procedures and their ability to activate CD4+ T-cells was evaluated. The encouraging preliminary 

CD4+ T-cells activation results revealed for the first time the ability of bio-inspired BP-labeled 

peptides to be recognized by the naïve CD4+ T-cells from healthy donor. Our study confirmed the 

relevance of our methodology aiming to identify peptide epitopes derived from drug-serum protein 

bioconjugates. This promising model approach could be expanded to other most frequently used class 

of allergenic drugs to shape biomimetic drug-modified antigenic peptides pertinent for quantitative and 

qualitative drug allergy studies. 
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EXPERIMENTAL SECTION 

1. Mass Analysis of BP-HSA bioconjugates 

BP-HSA bioconjugates were prepared at physiological and basic pH and characterized by Western 

blot according to previously described methods. (Nhim 2013) et (Yvon 1989). Lyophilized protein 

stock solutions were diluted 40-fold in a solvent mixture containing 30% ACN, 70% water and 0.1% 

TFA prior to sample preparation. 0.5 µL of saturated solution of sinapinic acid (SA) in ethanol was 

deposited onto the MALDI target and allowed to dry. Next, 2 µL of diluted protein sample was mixed 

with 2 µL of saturated solution of SA (in a solvent mixture containing 30% ACN, 70% water and 0.1% 

TFA). Then, 1 µL (~ 1 pmol of HSA) of the latter was spotted on the matrix spot and allowed to dry. 
Mass spectra were acquired using an autoflex MALDI-TOF/TOF mass spectrometer in linear positive 

mode. External linear calibration was performed prior acquisition. 6000-10000 shots were 

accumulated to obtain HSA mass spectrum. MALDI experiments were performed for both BP-HSA 

produced under physiological and basic pH conditions and HSA-control treated under the same 

conditions in the absence of BP. 
Tryptic digestion was carried out from 1 µL (5 µg) of protein sample to which was previously added 

2 µL of 1% protein digestion enhancer. After the addition of 1 µL of 200 mM DTT, the mixture was 

heated 20 min at 50°C. 1 µL of 500 mM iodoacetamide was then added and the mixture was left 30 

min at room temperature in the dark. After the addition of 74 µL of 50 mM ammonium bicarbonate, 1 

µL of 100 mM CaCl2 and 1 µL of trypsin solution at 0.5 µg/µL, the mixture was incubated 3 h at 37°C. 

Then, 1 µL of 100% formic acid was added. 

The MS/MS measurements were performed using an ESI-QqToF spectrometer. Samples were 

delivered by an automated in-line reverse place nanoLC equipped with an analytical C18 column (50 

cm x 75 µm; 2 µm; 100 Å).  At 50°C and a flow of 0.450 nL/min, a 50 ng sample was loaded in 0.1 % 

formic acid (FA) aqueous solution (buffer A). The column was then washed with a 99/1  buffer A 

(0.1% FA)/buffer B (80 % ACN / 0.1 % FA) mixture for 10 min. A gradient of 99/1 to 65/35 (v/v) 

buffer A/buffer B mixture was first applied over 30 min and followed by a gradient of 65/35 to 2/98 

(v/v) over 2 min. Next, the column was washed with a 2/98 (v/v) buffer A/buffer B mixture for 3 min 

then with the initial 99/1 buffer A/buffer B mixture for 14 min. MS/MS spectra were acquired 

automatically in positive mode using mass ranges of 50-2000 amu and using an internal lockmass 

calibration at 1221.9906 amu. Tryptic digests of benzylpenicilloylated HSA were analyzed by nano-

LC-MS/MS using a IDAS mode (MS: 2Hz ; MS/MS: 4-16Hz) with a cycle time of 2 s.  
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2. Molecular Modeling 

The peptide bindings have been analyzed regarding to the 7 most common HLA-DRB1 allotypes 

present in the Caucasian population (Colombani 1993). Peptide-MCH binding predictions were made 

from peptide sequences unmodified by the BP-hapten. 

The computational MHC-II binding predictions were also performed using IEDB (Immune Epitope 

Database) analysis resource Consensus tool (www.iedb.org) (Peters, 2007, Peters 2006, Peters 2005) 

on January-February 2013. The Consensus prediction method considers a combination of any three of 

four performing prediction algorithms (NN-align, SMM-align, CombLib and Sturniolo). (Wang 2008, 

Wang 2010) For each unmodified peptide sequence and for each of the three SMM-align, CombLib 

and Sturniolo prediction methods, a percentile rank is generated by comparing the peptide score 

against the scores of five million random 15 mers selected from the SWISSPROT database. The 

median percentile rank of the three methods was then used to generate the rank for the Consensus 

method: a small numbered percentile rank indicates a high peptide-MCH binding affinity. A peptide 

was considered of high binding affinity for a specific allele if its median percentile rank was ≤20. Each 

considered prediction approach gave the 9-mer core residues interacting with the binding groove of the 

MCH Class II molecule. For all selected alleles, the 9-mer MHC-binding motif was predicted by the 

most efficient NN-align method except for HLA-DRB1*13:01 for which the Sturniolo method 

(Sturniolo 1999) was used. 

The more time-consuming computational ASM protocol was also performed to evaluate the MCH-

peptide binding strength. Minimizations (>10,000 steps with the conjugated gradient algorithm) were 

carried out with the Sybyl-X 1.1 software package, elaborated by the Tripos company. We applied the 

Tripos force field with the Gasteiger–Marsilli partial charges and a dielectric constant of 80 to simulate 

an implicit water phase (the dielectric constant of water is 20.10 at 20 °C). No restraint was applied to 

our models. This step principally refines and corrects the positions of residue side chains. The effects 

of minimization on the homology models were estimated approximately by calculating their RMSDs 

before and after the minimization step. 

Molecular dynamics analysis: The established homology models (including DNA sequences) were 

visualized with the VMD1.9.1 software (Humphrey, 1996; Jorgensen, 1983). The resulting model was 

inserted into a parapipedic TIP3P solvent box by means of the add solvation box module of the VMD 

1.9.1 software. A distance of 15 Å was set between the surfaces of the protein and the limit of the 

solvent box. Conditions were computed to reach neutral charges before adding sodium and chloride to 

concentrations corresponding to physiological conditions. The model was minimized with the NaMD 

2.8 bl software for 1000 steps before the molecular dynamics simulations (Phillips, 2005). It was 
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computed on a 144 xeon core CPU cluster supercomputer (SGI Altix). Simulations were carried out at 

constant temperature (300 K) and pressure (1 atm) and by implementing the widely used CHARMM 

27 force fields. The time step was set at 1 fs and Langevin dynamics was performed with a target 

piston pressure of 1.01325 bar and a damping coefficient of 5 ps1. There is no coupling of the 

Langevin temperature with hydrogen. The PME algorithms were applied with a grid extended by 10 Å 

from the periodic boundary condition size (Darden, 1999). The electrostatic cut-off was set at 14 Å. A 

conformation was sampled every 10 ps. As the solvent was described, the dielectric constant was set at 

1. To identify steady conformations, 2D-RMSD calculations were carried out on 100 conformations 

selected, with a stride of 10, from the 1000 conformations produced during the 10-ns simulation. The 

equilibrium state was reached around 30-ps for all studied models. 

Alanine Scanning: For each complex, the peptide was labeled chain A and the CMH chain B and C. 

The alanine scanning of Rosetta software was used on the Robetta web server.  

 

 

 

3. Synthesis of protected benzylpenicillinoylated lysines 

3.1 Materiel and method 

Commercially available reagents were used throughout without further purification other than those 

detailed below. Prior to use, THF and DMF were freshly distilled respectively from 

sodium/benzophenone and from CaH2 at reduced pressure while DCM was dried by means of a solvent 

purifier system. All anhydrous reactions were carried out under argon atmosphere. 

Analytical thin layer chromatography was performed on 60F-254 precoated silica (0.2 mm) on glass 

and was revealed by UV light or Kägi-Misher or Dragendorf reagent. Flash chromatography 

separations were carried out on silica gel (40-63µm). Preparative HPLC separations were achieved at 

25 °C on an apparatus equipped with a binary pump and a UV-visible diode array detector (190-600 

nm) using a C18 column (5 µm, 19 mm × 150 mm). Gradient elution procedure was below-mentioned 

for each concerned product. Infrared (IR) spectra were obtained as neat films. 1H and 13C NMR spectra 

were recorded respectively at 300 or 400 MHz and 75 or 100 MHz unless otherwise specified. The 

chemical shifts for 1H NMR were recorded in ppm downfield from tetramethylsilane (TMS) with the 

deuterated solvent resonance as the internal standard. Coupling constants (J) are reported in Hz and 

refer to apparent peak multiplications. NMR peaks have been assigned on the basis of HMBC, HMQC, 

nOesy, and 1H-1H COSY experiments. Specific rotations [α]20
D were measured at 20°C using a sodium 

lamp as the light source (589 nm) in a 1 dm-cell and were given in units of 10-1·deg·cm2·g-1 and 
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concentrations were quoted in g·10-2 mL. HRMS (ESI) analyses realized with a time-of-flight mass 

spectrometer yielded ion mass/charge (m/z) ratios in atomic mass units. The atmospheric pressure 

chemical ionisation (APCI) mass spectra were recorded on a quadrupole time-of-flight mass 

spectrometer. Purity of synthesized compounds was determined by reverse phase HPLC using a 150 

mm x 2.1 mm (3.5 µm) C18-column: compounds were eluted over 20 min with a gradient from 95% 

ACN/ 5% water/ 0.2% FA to 5% ACN/ 95% water/ 0.2% FA. All compounds were purified to >95% 

purity as determined by 1H NMR spectra.  

 

3.2	Synthetic	procedures	

Benzylpenicillin 4-methoxybenzyl ester (1). To a solution of sodium benzylpenicillinate (9.00 g, 

25.3 mmol, 1 eq.) in anhydrous DMF (50 mL) was added p-methoxybenzylbromide (7.58 g, 37.7 

mmol, 1.5 eq.). After stirring for 3 h at room temperature, the mixture was poured into water (100 mL) 

and extracted with Et2O (3 x 100 mL). The mixed organic layers were washed with a saturated solution 

of NaHCO3 (100 mL), brine (2 x 100 mL), dried over MgSO4, filtered and concentrated. The residue 

was then purified by flash chromatography on silica gel (cyclohexane/EtOAc 7:3) to yield compound 1 

as a white viscous solid (9.15 g, 80 % yield); Rf 0.55 (cyclohexane/EtOAc 5:5); 1H NMR (CDCl3, 300 

MHz) δ 1.33 (s, 3H, CH3), 1.40 (s, 3H, CH3), 3.58 (s, 2H, COCH2Ph), 3.76 (s, 3H, OCH3), 4.37 (s, 1H, 

CHCO2), 5.08 (dd, 2J = 12.0 Hz, 2H, CO2CH2), 5.46 (d, 3J = 3.9 Hz, 1H, CHS), 5.59 (dd, 3J = 4.2 Hz, 
3J = 8.7 Hz, 1H, CHNH), 6.55 (d, 3J = 8.7 Hz, 1H, CHNH), 6.87 (d, 3J = 8.4 Hz, 2H, CHar), 7.20-7.40 

(m, 7H, CHar); 13C NMR (CDCl3, 75 MHz) δ 26.35, 31.67 (3 CH3), 42.86 (COCH2Ph), 58.64 

(CHNH), 64.28 (Cq), 67.00 (CO2CH2), 67.84 (CHS), 69.96 (CHCO2), 113.76, 127.20, 128.71, 129.21, 

130.28 (CHar), 126.56, 133.80, 159.66 (Car), 167.18, 170.23, 173.17 (CO); IR (cm-1) ν max 2944, 

1779, 1740, 1658, 1514, 1302, 1246, 1202, 1174, 1153, 1030, 821, 730, 697; [α]D
20 = +121 (c 1.20 in 

CH2Cl2); HRMS calcd. for C24H26N2O5NaS (M+Na)+ 477.1455 found 477.1460. 

Methyl N2-(9-fluorenylmethoxycarbonyl)-L-lysinate hydrochloride (2a). To a suspension of 

Fmoc-Lys-OH (375 mg, 1.0 mmol, 1 eq.) in methyl alcohol (3 mL) was carefully added thionyl 

chloride (150 µL, 2.1 mmol, 2 eq.). After stirring at reflux for 3 h, the reaction mixture was 

concentrated to give compound 2a as a cream solid which was used in the following step without 

purification (410 mg, 98%); 1H NMR (CD3OD, 300 MHz) δ 1.30-2.00 (m, 6H, (CH2)3), 2.93 (m, 2H, 

CH2), 3.73 (s, 3H, COOCH3), 4.10-4.50 (m, 4H, CH, CHCH2Fmoc, CH2Fmoc), 7.20-7.50 (m, 4H, 

CHar), 7.70 (m, 2H, CHar), 7.81 (d, 3J = 7.5 Hz, 2H, CHar); IR (cm-1) ν max 3304, 2949, 2862, 1727, 

1690, 1546. Experimental data are in accordance with literature ones. (Seok, 2005; Huhtiniemi, 2010) 
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Allyl N2-(9-fluorenylmethoxycarbonyl)-L-lysinate hydrochloride (2b). To a suspension of Fmoc-

Lys-OH (7.37 g, 20.0 mmol, 1 eq.) in allyl alcohol (10 mL) was carefully added thionyl chloride (3 

mL, 41.1 mmol, 2 eq.). After stirring at reflux for 3 h, the reaction mixture was concentrated. Et2O was 

added to the residue and supernatant was removed until total elimination of residual allyl alcohol to 

give compound 2b as a cream solid which was used in the following step without purification (8.0 g, 

99%); 1H NMR (CDCl3, 300 MHz) δ 1.30-2.00 (m, 6H, (CH2)3), 3.05 (m, 2H, CH2), 4.10-4.70 (m, 6H, 

CH, CHCH2Fmoc, CH2Fmoc, CH2 All), 5.19 (d, 3J = 10.5 Hz, 1H, ½ CH2=), 5.27 (d, 3J = 17.1 Hz, 1H, 

½ CH2=), 5.80-6.00 (m, 2H, NH Fmoc, CH=), 7.20-7.60 (m, 6H, CHar), 7.72 (d, 3J = 7.5 Hz, 2H, 

CHar), 8.13 (bs, 3H, NH3
+); 13C NMR (CDCl3, 75 MHz) δ 22.48, 26.97, 31.52, 39.63 (CH2), 47.07 

(CHCH2Fmoc), 53.95 (CH), 66.01, 67.10 (CH2Fmoc, COOCH2All), 118.88 (CH2=), 119.95, 125.23, 

127.10, 127.71 (CHar), 131.54 (CH=), 141.23, 143.76 (Car), 156.28, 175.01 (CO); IR (cm-1) ν max 

3326, 2952, 2868, 1748, 1689, 1534. Experimental data are in accordance with literature ones. 

(Seebach, 2008; Kappel, 2005) 

2-(Trimethylsilyl)ethyl N2-(9-fluorenylmethoxycarbonyl)-N6-(benzyloxycarbonyl)-L-lysinate 

(2c). To a solution of Fmoc-Lys(Z)-OH (2.05 g, 4.1 mmol, 1 eq.) in DCM (12 mL) was added thionyl 

chloride (1 mL, 13.7 mmol, 3.4 eq.). After stirring at reflux for 3 h, the reaction mixture was 

concentrated then dissolved in DCM (12 mL). After addition of 2-trimethylsilylethanol (700 µL, 4.9 

mmol, 1.2 eq.) and further stirring at room temperature for 24 h, the reaction mixture was concentrated 

and purified by column chromatography (cyclohexane/EtOAc 7:3) to yield the desired compound 2c as 

a white solid (2.09 g, 85 % yield); Rf 0.45 (cyclohexane/EtOAc 7:3); 1H NMR (CDCl3, 300 MHz) δ 

0.00 (s, 9H, Si(CH3)3), 0.96 (t, 3J = 8.7 Hz, 2H, CH2Si), 1.20-2.00 (m, 6H, (CH2)3), 3.05 (m, 2H, CH2), 

4.10-4.50 (m, 6H, CH, CHCH2Fmoc, CH2Fmoc, COOCH2), 4.88 (m, 1H, NHZ), 5.03 (s, 2H, 

COOCH2Ph), 5.44 (d, 3J = 7.8 Hz, 1H, NH Fmoc), 7.10-7.40 (m, 9H, CHar), 7.55 (d, 3J = 7.2 Hz, 2H, 

CHar), 7.70 (d, 3J = 7.5 Hz, 2H, CHar); 13C NMR (CDCl3, 75 MHz) δ 0.00 (Si(CH3)3), 18.91 (CH2Si), 

23.79, 28.43, 30.89, 33.70 (CH2), 42.10 (COOCH2), 48.69 (CHCH2Fmoc), 55.27 (CH), 65.45 

(COOCH2Ph), 68.12 (CH2Fmoc), 121.49, 126.30, 126.61, 128.57, 129.03, 129.21, 129.58 (CHar), 

138.11, 142.81, 145.43 (Car), 157.55, 158.03, 174.07 (CO); IR (cm-1) ν max 3344, 2953, 2865, 1711, 

1536. Experimental data are in accordance with literature ones. (Gu, 2010) 

2-(Trimethylsilyl)ethyl N2-(9-fluorenylmethoxycarbonyl)-L-lysinate hydrochloride (2d) or 
acetic acid (2d’). To a solution of 2c (2.09 g, 3.5 mmol, 1 eq.) in EtOH (15 mL), was added a catalytic 

amount of Pd/C and concentrated HCl (300 µL, 3.5 mmol, 1 eq.) or acetic acid (40 µL, 0.7 mmol, 2 

eq.). The reaction mixture was stirred at room temperature over an hydrogen atmosphere (1 bar) for 4 

h, then filtered over Celite® and washed with EtOH.  The filtrate was concentrated under vacuum to 
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yield as a cream solid the desired chloride salt 2d (1.69 g, 97 % yield) or acetate salt 2d’ (360 mg, 99 

% yield). 

Chloride salt 2d: 1H NMR (CDCl3, 300 MHz) δ 0.00 (s, 9H, Si(CH3)3), 0.96 (t, 3J = 8.7 Hz, 2H, 

CH2Si), 1.30-2.20 (m, 6H, (CH2)3), 3.05 (m, 2H, CH2), 4.00-4.50 (m, 6H, CH, CHCH2Fmoc, 

CH2Fmoc, COOCH2), 5.71 (d, 3J = 6.6 Hz, 1H, NHFmoc), 7.10-7.40 (m, 4H, CHar), 7.56 (m, 2H, 

CHar), 7.70 (d, 3J = 7.5 Hz, 2H, CHar), 8.10 (bs, 3H, NH3
+); IR (cm-1) ν max 3367, 2897, 1728, 1609; 

[α]D
20 = +30 (c 4.49 in CH2Cl2); HRMS (TOF MS ES+): m/z calcd. for C26H37N2O4Si (M+H)+ 

469.2517 found 469.2528. 

Acetate salt 2d’: 1H NMR (CDCl3, 300 MHz) δ 0.00 (s, 9H, Si(CH3)3), 0.96 (t, 3J = 8.7 Hz, 2H, 

CH2Si), 1.30-2.10 (m, 9H, (CH2)3, CH3CO2), 2.89 (m, 2H, CH2), 4.10-4.40 (m, 6H, CH, CHCH2Fmoc, 

CH2Fmoc, COOCH2), 5.84 (d, 3J = 7.8 Hz, 1H, NH Fmoc), 5.95 (bs, 3H, NH3
+), 7.10-7.40 (m, 4H, 

CHar), 7.54 (m, 2H, CHar), 7.70 (d, 3J = 7.5 Hz, 2H, CHar); IR (cm-1) ν max 3356, 2953, 2897, 1728, 

1580; [α]D
20 = +98 (c 3.03 in CH2Cl2). Experimental data are in accordance with literature ones. (Gu, 

2010) 

Methyl N2-(9-fluorenylmethoxycarbonyl)-N6-{(R)-2-[(2R,4S)-4-(4-methoxybenzyloxycarbonyl)-

5,5-dimethylthiazolidin-2-yl]-2-(phenylacetamido)acetyl}-L-lysinate (3a). To a solution of the 

compound 2a (1.0 mmol, 1.5 eq.) in anhydrous DCM (5 mL) was added compound 1 (280 mg, 0.6 

mmol, 1 eq.). To the refluxing mixture was added, in 3 portions, DIEA (3x70 µL, 3x0.4 mmol, 3x0.6 

eq.), at t=0h, t=1h30 and t=3h. After one supplementary hour at reflux, solvent was removed and the 

residue purified by column chromatography (cyclohexane/EtOAc 5:5 to 3:7) to yield compound 3a as 

a white solid (280 mg, 54 % yield); mp 79°C; Rf 0.20 (cyclohexane/EtOAc 5:5); 1H NMR (CDCl3, 400 

MHz) δ 1.06, 1.43 (2s, 2x3H, C(CH3)2), 1.30-1.50 (m, 4H, (CH2)2), 1.65-1.90 (m, 2H, CH2), 3.20 (m, 

2H, CH2NH), 3.44 (s, 1H, CHCO2), 3.57 (s, 2H, COCH2Ph), 3.73 (s, 3H, COOCH3), 3.79 (s, 3H, 

PhOCH3), 4.22 (t, 3J = 6.7 Hz, 1H, CHCH2Fmoc), 4.30-4.45 (m, 4H, CHNH, CH2Fmoc, CH Lys), 5.09 

(m, 1H, CHS), 5.04, 5.15 (2d, 2J = 12.1 Hz, 2x1H, (COOCH2Ph), 5.60 (d, 3J = 8.2 Hz, 1H, NH Fmoc), 

6.54 (d, 3J = 6.9 Hz, 1H, NHCO), 6.71 (t, 3J = 5.0 Hz, 1H, NH Lys), 6.87 (d, 3J = 8.6 Hz, 2H, CHar), 

7.15-7.55 (m, 13H, CHar), 7.75 (d, 3J = 7.5 Hz, 2H, CHar); 13C NMR (CDCl3, 100 MHz) δ 26.24, 

26.68 (C(CH3)2), 22.28, 28.79, 31.81, 38.93 (CH2), 43.44 (COCH2Ph), 47.13 (CHCH2Fmoc), 52.32 

(COOCH3), 53.67 (CH), 55.21 (OCH3), 57.30 (CHNH), 58.00 (C(CH3)2), 65.05 (CHS), 66.95 

(COOCH2Ph, CH2Fmoc), 72.42 (CHCO2), 113.95, 119.90, 125.10, 127.00, 127.27, 127.63, 128.85, 

129.31, 130.52 (CHar), 127.09, 134.39, 141.23, 143.72, 159.86 (Car), 155.98, 169.08 (2x), 171.55, 

172.84 (CO); IR (cm-1) ν max 3305, 2965, 2347, 1737, 1641, 1514, 1452, 1371, 1320, 1248, 1174, 
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1152, 1109, 1033, 908; [α]D
20 = +43 (c 0.97 in CH2Cl2); HRMS (TOF MS ES+): m/z calcd. for 

C46H53N4O9S (M+H)+ 837.3528 found 837.3535. 

Allyl N2-(9-fluorenylmethoxycarbonyl)-N6-{(R)-2-[(2R,4S)-4-(4-methoxybenzyloxycarbonyl)-

5,5-dimethylthiazolidin-2-yl]-2-(phenylacetamido)acetyl}-L-lysinate (3b). To a solution of the 

compound 2b (8.4 g, 19.0 mmol, 1 eq.) in anhydrous DCM (80 mL) was added compound 1 (9.6 g, 

21.0 mmol, 1.1 eq.). To the refluxing mixture was added DIEA (3.6 mL, 20.7 mmol, 1.1 eq.) over 4.5 

hours by means of an automatic syringe. After one supplementary hour at reflux, solvent was removed 

and the residue purified by column chromatography (cyclohexane/EtOAc 6:4) to yield compound 3b 

as a white solid (8.07 g, 49 % yield); mp 66°C; Rf 0.30 (cyclohexane/EtOAc 5/5); 1H NMR (CDCl3, 

400 MHz) δ 1.06, 1.43 (2s, 2x3H, C(CH3)2), 1.30-1.50 (m, 4H, (CH2)2), 1.65-1.90 (m, 2H, CH2), 3.20 

(m, 2H, CH2), 3.45 (s, 1H, CHCO2), 3.57 (s, 2H, COCH2Ph), 3.80 (s, 3H, PhOCH3), 4.22 (t, 3J = 7.0 

Hz, 1H, CHCH2Fmoc), 4.30-4.45 (m, 4H, CHNH, CH2Fmoc, CH), 4.64 (d, 3J = 5.5 Hz, 2H, COOCH2 

All), 5.10 (d, 3J = 2.2 Hz, 1H, CHS), 5.02, 5.15 (2d, 2J = 11.8 Hz, 2x1H, COOCH2Ph), 5.25 (d, 3J = 

10.4 Hz, 1H, ½ CH2=), 5.33 (d, 3J = 17.2 Hz, 1H, ½ CH2=), 5.60 (d, 3J = 8.2 Hz, 1H, CONH), 5.85 (m, 

1H, CH=), 6.53 (d, 3J = 6.9 Hz, 1H, CONH), 6.71 (t, 3J = 5.3 Hz, 1H, CONH), 6.88 (d, 3J = 8.2 Hz, 2H, 

CHar), 7.20-7.65 (m, 13H, CHar), 7.76 (d, 3J = 7.5 Hz, 2H, CHar); 13C NMR (CDCl3, 100 MHz) δ 

22.30, 28.78, 31.84, 38.94 (4 CH2), 26.23, 26.68 (C(CH3)2), 43.44 (COCH2Ph), 47.12 (CHCH2Fmoc), 

53.74 (CH), 55.21 (OCH3), 57.29 (CHNH), 58.00 (C(CH3)2), 65.03 (CHS), 65.89 (CO2CH2All), 66.96 

(COOCH2Ph, CH2Fmoc), 72.41 (CHCO2), 118.87 (CH2=), 113.95, 119.90, 125.11, 127.01, 127.28, 

127.63, 128.86, 129.32, 130.53 (CHar), 131.50 (CH=), 127.09, 134.37, 141.23, 143.88, 159.86 (Car), 

156.01, 169.08 (2x), 171.57, 172.06 (CO); IR (cm-1) ν max 3277, 2944, 1733, 1641, 1612, 1514, 1370, 

1321, 1247, 1202, 1174, 1153, 1110, 1032, 907, 824, 761, 737, 727, 696; [α]D
20 = +36 (c 0.84 in 

CH2Cl2); HRMS (TOF MS ES+): m/z calcd. for C48H55N4O9S (M+H)+ 863.3684 found 863.3682. 

2-(Trimethylsilyl)ethyl N2-(9-fluorenylmethoxycarbonyl)-N6-{(R)-2-[(2R,4S)-4-(4-

methoxybenzyloxycarbonyl)-5,5-dimethylthiazolidin-2-yl]-2-(phenylacetamido)acetyl}-L-lysinate 
(3d). To a solution of the compound 2d (293 mg, 0.57 mmol, 1.2 eq.) in anhydrous DCM (6 mL) was 

added compound 1 (225 mg, 0.5 mmol, 1 eq.). To the refluxing mixture, was added DIEA (3x35 µL, 

3x0.19 mmol, 3x0.38 eq.) in 3 portions at t=0h, t=1h30 and t=3h. After one supplementary hour at 

reflux, solvent was removed and the residue purified by column chromatography (cyclohexane/EtOAc 

7:3 to 5:5) to yield compound 3d as a white solid (200 mg, 38 % yield); Rf 0.35 (cyclohexane/EtOAc 

6:4); mp = 63°C; 1H NMR (CDCl3, 400 MHz) δ 0.02 (s, 9H, Si(CH3)3), 0.99 (t, 3J = 8.7 Hz, 2H, CH2Si), 

1.04, 1.41 (2s, 2x3H, C(CH3)2), 1.25-1.50 (m, 4H, (CH2)2), 1.60-1.85 (m, 2H, CH2), 3.17 (m, 2H, CH2), 

3.39 (s, 1H, CHCO2), 3.55 (s, 2H, COCH2Ph), 3.77 (s, 3H, PhOCH3), 4.15-4.50 (m, 7H, CHCH2Fmoc, 
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COOCH2, CHNH, CH2Fmoc, CH), 5.08 (m, 1H, CHS), 5.02, 5.13 (2d, 2J = 11.8 Hz, 2x1H, 

COOCH2Ph), 5.54 (d, 3J = 8.0 Hz, 1H, CONH), 6.50 (d, 3J = 6.4 Hz, 1H, CONH), 6.68 (t, 3J = 5.3 Hz, 

1H, CONH), 6.86 (d, 3J = 8.2 Hz, 2H, CHar), 7.15-7.65 (m, 13H, CHar), 7.73 (d, 3J = 7.5 Hz, 2H, 

CHar); 13C NMR (CDCl3, 100 MHz) δ -1.57 (Si(CH3)3), 17.36 (CH2Si), 22.33, 28.82, 31.95, 39.03 

(CH2), 26.22, 26.67 (C(CH3)2), 43.46 (COCH2Ph), 47.13 (CHCH2Fmoc), 53.78 (CH), 55.20 (OCH3), 

57.26 (CHNH), 57.98 (C(CH3)2), 63.82 (COOCH2), 65.03 (CHS), 66.93, 66.96 (COOCH2Ph, 

CH2Fmoc), 72.42 (CHCO2), 113.95, 119.90, 125.12, 127.00, 127.29, 127.62, 128.87, 129.32, 130.52 

(CHar), 127.00, 134.38, 141.23, 143.90, 159.86 (Car), 155.99, 169.08 (2x), 171.54, 172.47 (CO); IR 

(cm-1) ν max 3277, 2952, 1736, 1707, 1641, 1613, 1514, 1452, 1321, 1249, 1174, 1110, 1033, 908, 

860, 837, 760, 738, 726, 696; [α]D
20 = +39.5 (c 1.24 in CH2Cl2); HRMS (TOF MS ES+): m/z calcd. for 

C50H63N4O9SSi (M+H)+ 923.4080 found 923.4083. 

Methyl N2-(9-fluorenylmethoxycarbonyl)-N6-{(R)-2-[(2R,4S)-N-benzyloxycarbonyl-4-(4-

methoxybenzyloxycarbonyl)-5,5-dimethylthiazolidin-2-yl]-2-(phenylacetamido)acetyl}-L-lysinate 
(4aa). To a solution of compound 3a (208 mg, 0.25 mmol, 1 eq.) in anhydrous DCM (5 mL) was 

added DIEA (90 µL, 0.49 mmol, 2 eq.). To the refluxing mixture, was added in 5 portions benzyl 

chloroformate (5x 70µL, 5x0.49 mmol, 5x2 eq.) at t=0h, t=1h30, t=3h, t=4h30 and t=6h. After 1 

supplementary hour at reflux, solvent was removed and the residue purified by column 

chromatography (cyclohexane/EtOAc 5:5) to yield compound 4aa as a white solid (117 mg, 49 % 

yield); mp 68°C ; Rf 0.30 (cyclohexane/EtOAc 5:5); 1H NMR (CDCl3, 400 MHz) δ 1.22, 1.65 (2s, 

2x3H, C(CH3)2), 1.30-1.50 (m, 4H, (CH2)2), 1.65-1.90 (m, 2H, CH2), 3.20 (m, 2H, CH2), 3.43 (s, 2H, 

COCH2Ph), 3.74 (s, 3H, COOCH3), 3.76 (s, 3H, PhOCH3), 4.20-4.50 (m, 5H, CHCH2Fmoc, CH2Fmoc, 

CH, CHCO2), 4.70-4.90 (m, 5H, CHNH, OCH2Ph, COOCH2Ph), 5.56 (d, 3J = 7.1 Hz, 1H, CONH), 

5.80 (m, 1H, CHS), 6.63 (m, 1H, CONH), 6.79 (d, 3J = 8.1 Hz, 2H, CHar), 7.10-7.45 (m, 16H, CHar), 

7.62 (d, 3J = 7.0 Hz, 2H, CHar), 7.74 (bs, 1H, CONH), 7.76 (d, 3J = 7.5 Hz, 2H, CHar); 13C NMR 

(CDCl3, 100 MHz) δ: 22.12, 28.70, 31.72, 38.54 (4 CH2), 25.15, 33.65 (C(CH3)2), 43.40 (COCH2Ph), 

47.15 (CHCH2Fmoc), 51.67 (C(CH3)2), 52.34 (COOCH3), 53.71 (CH), 55.20 (OCH3), 60.71 (CHNH), 

63.19 (CHS), 66.83, 67.02 (COOCH2Ph, CH2Fmoc), 68.34 (OCH2Ph), 74.75 (CHCO2), 113.84, 

119.90, 125.16, 127.04, 127.12, 127.63, 128.16, 128.55, 128.70, 129.11, 130.42, 130.59 (CHar), 

127.09, 134.39, 135.18, 141.26, 143.87, 159.72 (Car), 156.03, 157.65, 169.24, 169.46, 171.89, 172.88 

(CO); IR (cm-1) ν max 3329, 2943, 1745, 1705, 1649, 1612, 1514, 1451, 1394, 1323, 1270, 1247, 

1213, 1172, 1156, 1137, 1106, 1032, 907, 851, 823, 760, 727, 697; [α]D
20 = +20 (c 0.91 in CH2Cl2); 

HRMS (TOF MS ES+): m/z calcd. for C54H59N4O11S (M+H)+ 971.3896 found 971.3901. 
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Allyl N2-(9-fluorenylmethoxycarbonyl)-N6-{(R)-2-[(2R,4S)-N-benzyloxycarbonyl-4-(4-

methoxybenzyloxycarbonyl)-5,5-dimethylthiazolidin-2-yl]-2-(phenylacetamido)acetyl}-L-lysinate 
(4ba). To a solution of compound 3b (5.91 g, 6.85 mmol, 1 eq.) in anhydrous DCM (30 mL) was 

added DIEA (2.4 mL, 13.78 mmol, 2 eq.). To the refluxing mixture, was added in 5 portions benzyl 

chloroformate (5x2.4 mL, 5x16.8 mmol, 5x2.5 eq.) at t=0h, t=1h30, t=3h, t=4h30 and t=6h. After 1 

supplementary hour at reflux, solvent was removed and the residue purified by column 

chromatography (cyclohexane/EtOAc 6:4 to 5:5) to yield compound 4ba as a white solid (4.20 g, 62 % 

yield); mp 60°C; Rf 0.60 (cyclohexane/EtOAc 5/5); 1H NMR (CDCl3, 400 MHz) δ 1.21, 1.64 (2s, 

2x3H, C(CH3)2), 1.30-1.45 (m, 4H, (CH2)2), 1.65-1.80 (m, 2H, CH2), 3.10-3.25 (m, 2H, CH2), 3.43 (s, 

2H, COCH2Ph), 3.76 (s, 3H, PhOCH3), 4.25 (t, 3J = 6.9 Hz, 1H, CHCH2Fmoc), 4.30-4.45 (m, 4H, 

CHCO2, CH2Fmoc, CH), 4.65 (d, 3J = 5.5 Hz, 2H, CH2All), 4.75-4.90 (m, 5H, CHNH, 2 COOCH2), 

5.25 (d, 3J = 10.4 Hz, 1H, ½ CH2=), 5.33 (d, 3J = 17.2 Hz, 1H, ½ CH2=), 5.56 (bs, 1H, CONH), 5.80 (d, 
3J = 10.1 Hz, 1H, CHS), 5.90 (m, 1H, CH=), 6.63 (bs, 1H, CONH), 6.79 (d, 3J = 8.2 Hz, 2H, CHar), 

7.10-7.40 (m, 16H, CHar), 7.62 (d, 3J = 6.2 Hz, 2H, CHar), 7.74 (bs, 1H, CONH), 7.76 (d, 3J = 7.5 Hz, 

2H, CHar); 13C NMR (CDCl3, 100 MHz) δ 22.23, 2877, 31.82 (CH2), 25.21, 33.72 (C(CH3)2), 38.63 

(CH2NH), 43.49 (COCH2Ph), 47.20 (CHCH2Fmoc), 51.75 (C(CH3)2), 53.89 (CH), 55.27 (OCH3), 

60.77 (CHNH), 63.25 (CHS), 65.99 (CH2All), 66.90 (COOCH2Ph), 67.11 (CH2Fmoc), 68.41 

(COOCH2Ph), 74.81 (CHCOO), 118.90 (CH2=), 113.90, 119.97, 125.24, 127.12, 127.19, 127.69, 

128.23, 128.52, 128.62, 128.77, 129.18, 130.49 (CHar), 131.60 (CH=), 134.45, 135.25, 141.32, 

143.93, 144.00, 159.78 (Car), 156.12, 157.70, 169.31, 192.62, 171.98, 172.19 (CO); IR (cm-1) ν max 

3326, 2944, 1744, 1711, 1650, 1613, 1514, 1451, 1393, 1339, 1323, 1248, 1173, 1137, 1106, 1032, 

990, 910, 822, 760, 739, 728, 698; [α]D
20 = +17 (c 0.92 in CH2Cl2); HRMS (TOF MS ES+): m/z calcd. 

for C56H61N4O11S (M+H)+ 997.4052 found 997.4054. 

2-(Trimethylsilyl)ethyl N2-(9-fluorenylmethoxycarbonyl)-N6-{(R)-2-[(2R,4S)-N-

benzyloxycarbonyl-4-(4-methoxybenzyloxycarbonyl)-5,5-dimethylthiazolidin-2-yl]-2-
(phenylacetamido)acetyl}-L-lysinate (4da). To a solution of compound 3d (691 mg, 0.75 mmol, 1 

eq.) in anhydrous DCM (5 mL) was added DIEA (260 µL, 1.5 mmol, 2 eq.). To the refluxing mixture, 

was added in 5 portions benzyl chloroformate (5x300 µL, 5x2.1 mmol, 5x2.8 eq.) at t=0h, t=1h30, 

t=3h, t=4h30 and t=6h. After 1 supplementary hour at reflux, solvent was removed and the residue 

purified by column chromatography (cyclohexane/EtOAc 7/3 to 5/5) to yield compound 4da as a white 

solid (487 mg, 62 % yield); Rf 0.60 (cyclohexane/EtOAc 5:5); mp = 57°C; 1H NMR (CDCl3, 400 

MHz) δ 0.05 (s, 9H, Si(CH3)3), 1.02 (t, 3J = 8.7 Hz, 2H, CH2Si), 1.22, 1.64 (2s, 2x3H, C(CH3)2), 1.30-

1.45 (m, 4H, (CH2)2), 1.60-1.85 (m, 2H, CH2), 3.10-3.25 (m, 2H, CH2), 3.44 (s, 2H, COCH2Ph), 3.76 
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(s, 3H, PhOCH3), 4.10-4.50 (m, 7H, CHCH2Fmoc, CHCO2, CH2Fmoc, CH, COOCH2), 4.70-4.95 (m, 

5H, CHNH, 2 COOCH2), 5.54 (d, 3J = 7.6 Hz, 1H, CONH), 5.80 (d, 3J = 9.8 Hz, 1H, CHS), 6.64 (bs, 

1H, CONH), 6.79 (d, 3J = 8.0 Hz, 2H, CHar), 7.10-7.45 (m, 16H, CHar), 7.62 (d, 3J = 6.6 Hz, 2H, 

CHar), 7.73 (bs, 1H, CONH), 7.76 (d, 3J = 7.5 Hz, 2H, CHar); 13C NMR (CDCl3, 100 MHz) δ -1.55 

(Si(CH3)3), 17.38 (CH2Si), 22.20, 28.73, 31.85, 38.66 (CH2), 25.14, 33.64 (C(CH3)2), 43.40 

(COCH2Ph), 47.13 (CHCH2Fmoc), 51.67 (C(CH3)2), 53.83 (CH), 55.19 (OCH3), 60.67 (CHNH), 63.19 

(CHS), 63.82 (COOCH2), 66.82 (COOCH2Ph), 67.01 (CH2Fmoc), 68.32 (COOCH2Ph), 74.73 

(CHCOO), 113.83, 119.89, 125.17, 127.03, 127.11, 127.61, 128.15, 128.44, 128.54, 128.69, 129.10, 

130.41 (CHar), 134.37, 135.17, 141.24, 143.88, 143.94, 159.70 (Car), 156.04, 157.61, 169.24, 169.41, 

171.81, 172.52 (CO); IR (cm-1) ν max 3336, 2955, 1745, 1708, 1649, 1612, 1514, 1496, 1451, 1392, 

1323, 1248, 1217, 1171, 1137, 1110, 1031, 978, 940, 860, 836, 760, 740, 697; [α]D
20 = +20 (c 1.3 in 

CH2Cl2); HRMS (TOF MS ES+): m/z calcd. for C58H69N4O11SSi (M+H)+ 1057.4447 found 1057.4457. 

N2-(9-fluorenylmethoxycarbonyl)-N6-{(R)-2-[(2R,4S)-N-benzyloxycarbonyl-4-(4-
methoxybenzyloxycarbonyl)-5,5-dimethylthiazolidin-2-yl]-2-(phenylacetamido)acetyl}-L-lysine 
(5a). To a solution of compound 4ba (4.20 g, 4.22 mmol, 1 eq.) in anhydrous DCM (30 mL) were 

added a suspension of barbituric acid (820 mg, 6.4 mmol, 1.5 eq.) in absolute EtOH (15 mL), 

Pd(PPh3)4 (156 mg, 0.13 mmol, 0.03 eq.) and a catalytic amount of triphenylphosphine. After stirring 

at room temperature under inert atmosphere for 1 h, the mixture was concentrated and the residue 

purified by column chromatography (DCM/EtOH 95/5) and recrystallized from EtOAc/pentane to 

yield compound 5a as a white solid (3.24 g, 80 % yield); mp 129°C; Rf 0.15 (DCM/EtOH 95/5); 1H 

NMR (CDCl3, 400 MHz) δ 1.17, 1.57 (2s, 2x3H, C(CH3)2), 1.20-1.50 (m, 4H, (CH2)2), 1.65-1.90 (m, 

2H, CH2), 3.10-3.30 (m, 2H, CH2), 3.45 (s, 2H, COCH2Ph), 3.75 (s, 3H, PhOCH3), 4.19 (t, 3J = 6.9 Hz, 

1H, CHCH2Fmoc), 4.26 (s, 1H, CHCO2), 4.30-4.40 (m, 3H, CH2Fmoc, CH), 4.70-4.90 (m, 5H, 

CHNH, 2 COOCH2), 5.77 (d, 3J = 10.0 Hz, 1H, CHS), 5.87 (bs, 1H, CONH), 6.79 (d, 3J = 8.0 Hz, 2H, 

CHar), 6.84 (bs, 1H, CONH), 7.10-7.40 (m, 16H, CHar), 7.59 (d, 3J = 6.52 Hz, 2H, CHar), 7.72 (d, 3J 

= 7.4 Hz, 2H, CHar), 7.86 (bs, 1H, NHCO); 13C NMR (CDCl3, 100 MHz) δ 22.03, 28.54, 31.45, 38.64 

(CH2), 25.18, 33.56 (C(CH3)2), 43.33 (COCH2Ph), 47.18 (CHCH2Fmoc), 51.94 (C(CH3)2), 53.74 (CH), 

55.27 (OCH3), 61.03 (CHNH), 63.38 (CHS), 66.92 (COOCH2Ph), 67.09 (CH2Fmoc), 68.45 

(COOCH2Ph), 74.74 (CHCOO), 113.92, 119.94, 125.26, 127.10, 127.14, 127.26, 127.68, 128.25, 

128.62, 128.78, 129.24, 130.49 (CHar), 134.20, 135.19, 141.29, 143.88, 144.00, 159.79 (Car), 156.26, 

157.63, 169.33 (2x), 172.42, 174.96 (CO); IR (cm-1) ν max 3223, 1745, 1706, 1645, 1515, 1451, 1393, 

1335, 1321, 1246, 1172, 1137, 1106, 1031, 824, 760, 740, 697; [α]D
20 = +31 (c 0.90 in CH2Cl2); 

HRMS (TOF MS ES+): m/z calcd. for C53H57N4O11S (M+H)+ 957.3739 found 957.3746. 
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N2-(9-fluorenylmethoxycarbonyl)-N6-{(R)-2-[(2R,4S)-4-(4-methoxybenzyloxycarbonyl)-5,5-

dimethylthiazolidin-2-yl]-2-(phenylacetamido)acetyl}-L-lysine (5b). To a solution of compound 3b 
(1.51 g, 1.74 mmol, 1 eq.) in anhydrous DCM (10 mL) were added a suspension of barbituric acid 

(269 mg, 2.1 mmol, 1.2 eq.) in absolute EtOH (5 mL), Pd(PPh3)4 (62 mg, 0.05 mmol, 0.03 eq.) and a 

catalytic amount of triphenylphosphine. After stirring at room temperature under inert atmosphere for 

1 h, the mixture was concentrated and the residue was recrystallized from EtOH to yield compound 5b 

as a yellowish solid (1.24 g, 86 % yield). The 97% purity of the final Fmoc-Lys(BP)-H 6c (tR = 19.32 

min) was determine by reverse phase HPLC (λ = 265 nm). mp 157-158°C; 1H NMR (DMSO-d6, 400 

MHz) δ 1.04, 1.42 (2s, 2x3H, C(CH3)2), 1.30-1.40 (m, 4H, (CH2)2), 1.55-1.70 (m, 2H, CH2), 2.90-3.10 

(m, 2H, CH2), 3.47, 3.53 (2d, 2J = 14.0 Hz, 2x1H, COCH2Ph), 3.64 (s, 1H, CHCO2), 3.74 (s, 3H, 

PhOCH3), 3.92 (m, 1H, CH), 4.22 (t, 3J = 6.8 Hz, 1H, CHCH2Fmoc), 4.28 (d, 3J = 6.3 Hz, 2H, 

CH2Fmoc), 4.40 (m, 1H, CHNH), 4.86 (d, 3J = 7.6 Hz, 1H, CHS), 5.03, 5.14 (2d, 2J = 11.8 Hz, 2x1H, 

COOCH2), 6.92 (d, 3J = 8.7 Hz, 2H, CHar), 7.15-7.45 (m, 11H, CHar), 7.60 (d, 3J = 8.0 Hz, 1H, 

NHCO), 7.73 (d, 3J = 6.1 Hz, 2H, CHar), 7.88 (d, 3J = 7.5 Hz, 2H, CHar), 8.01 (t, 1H, 3J = 5.4 Hz, 

CONH), 8.26 (d, 1H, 3J = 9.2 Hz, CONH), 11.12, 12.55 (bs, 2H, NH/COOH); 13C NMR (DMSO-d6, 

100 MHz) δ 23.06, 28.48, 30.46, 38.34 (CH2), 26.94, 27.61 (C(CH3)2), 42.10 (COCH2Ph), 46.77 

(CHCH2Fmoc), 53.89 (CH), 55.18 (OCH3), 57.33 (CHNH), 58.85 (C(CH3)2), 65.70 (CH2Fmoc), 66.10 

(COOCH2Ph), 67.43 (CHS), 72.08 (CHCOO), 113.91, 120.18, 125.37, 126.24, 127.16, 127.58, 128.12, 

129.15, 130.57 (CHar), 127.73, 136.62, 140.80, 143.90, 159.40 (Car), 156.28, 169.11, 169.40, 170.24, 

174.10 (CO); IR (cm-1) ν max 3287, 3263, 1735, 1684, 1647, 1539, 1514, 1451, 1249, 1175, 969, 812, 

733; [α]D
20 = +33 (c 2.2 in DMSO); HRMS (TOF MS ES+): m/z calcd. for C45H51N4O9S (M+H)+ 

823.3371 found 823.3383. 

 

4. Peptide synthesis 

Peptides were synthesized by standard stepwise solid-phase chemistry using Fmoc strategy. (Chang, 

2000) After chain assembly was completed, peptides were deprotected and cleaved from the resin by 

acidic treatments. They were purified by reverse phase HPLC on a C18 column according to solvent 

elution conditions detailed in supporting information and were characterized by mass spectroscopy 

(ESI-qTOF). Their purity was nearly 80% as indicated by analytical HPLC (see Supporting 

Information).  
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5. Generation of BP-HSA- and BP-P-specific CD4+ T-cell lines from healthy donors 

Blood was collected from the Etablissement Français du Sang (EFS, Rennes, France) from 

anonymous healthy donors (these will be named ‘donors’ in the manuscript) after informed consent. 

Monocyte-derived dendritic cells (DC) were generated from PBMC after 4 days of culture in AIM-V® 

medium supplemented with 1000 U/ml human recombinant IL-4 and GM-CSF. Immature DCs were 

collected at day 4 or 5. Mature DCs were generated after addition of 1 µg/ml LPS. CD4+ T 

lymphocytes were isolated from non-adherent cells by positive selection using anti-CD4 monoclonal 

antibody coupled to magnetic microbeads.  

T-cell stimulation with BP-HSA and KLH as a positive control was performed as previously 

described (Nhim, 2013) and T-cell stimulation with a pool of BP-Ps was performed according to 

previous publications (Kerzerho, 2013; Probst, 2013) Briefly, mature LPS-stimulated DCs were 

incubated at 37°C, under 5% CO2 for 4 h in 1 mL complete IMDM medium containing a pool of BP-

Ps, each peptide being at a concentration of 10 µg/ml. Pulsed cells were washed with PBS and added at 

104-3x104 to 105-3x105 autologous CD4+ T lymphocytes per round-bottom microwell containing 200 

µl of IMDM supplemented with 10% human AB serum, 0.24 mM glutamine, 0.55 mM asparagine, 1.5 

mM arginine, 1000 U/ml of rh-IL-6 and 10 ng/ml rh-IL-12. CD4+ T lymphocytes were restimulated on 

days 7, 14, and 21, with autologous mature DCs freshly loaded with the pool of BP-Ps and were grown 

in complete IMDM supplemented with 10 U/ml rh-IL-2 and 5 ng/ml rh-IL-7.  

Specificity of the CD4+ T-cell lines to HSA-BP and KLH was assessed as described 

previously.(Nhim, 2013) Specificity of the CD4+ T-cell lines for the pool of BP-Ps was investigated 

using an IFN-γ enzyme linked immunospot (ELISpot) assay on day 28 after 16 h of co-culturing CD4+ 

T cells and PBMC loaded with a pool of BP-Ps. The following were used as controls: unloaded PBMC 

and PBMC loaded with the pool of the unmodified original peptides. A second consecutive IFN-γ 

ELISpot assay was performed on day 29 with individual BP-Ps. Unmodified original peptides were 

used as negative control. Spots were revealed by the addition of extravidin conjugate and BCIP 

substrate (Sigma-Aldrich). T-cell lines were considered as BP-P-specific when the number of spots in 

the presence of peptides was at least two times higher than the respective control. A minimum of 30 

spots has to be counted to avoid non-specific background. 

 

ASSOCIATED CONTENT 
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the computational predictions of peptides binding to MHC molecules and the binding core 
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identifications, 1H and 13C NMR spectra of synthesized compounds (1, 2a-d’, 3a-d, 4aa-ba, 5a-b), 

HPLC chromatograms and mass spectra of the synthesized 15-mer BP-Ps. This material is available 

free of charge via the Internet at http://pubs.acs.org.  
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ABBREVIATIONS	

ACN: acetonitrile; BP: benzylpenicillin; BP-P: benzylpenicillin-hapten peptide; DC: dentritic cell; 

DCM: dichloromethane; DTT: dithiothreitol; FA: formic acid; GM-CSF: granulocyte-macrophage 

colony-stimulating factor; HSA: human serum albumin; KLH: keyhole limpet hemocyanin; MHC: 

major histocompatibility; PA: complex; penicillenic acid; PBMC: plastic-adherent peripheral blood 

mononuclear cell; SA: sinapinic acid; TFA: trifluoroacetic acid.  
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Dans	 cet	 article,	 l’objectif	 principal	 est	 de	 savoir	 s’il	 existerait	 des	 LT	 naïfs	 spécifiques	 des	

peptides	hapténisés	avec	la	BP	issus	de	la	prévision	in	silico.	Nous	avons	ensuite	cherché	à	savoir	

si	ces	peptides	hapténisés	provoquent	une	réponse	des	LT	chez	les	patients	allergiques.	

Afin	 d’étudier	 les	 LT	 CD4+	 spécifiques	 de	 la	 BP	 et	 de	 déterminer	 leur	 fréquence,	 nous	 avons	

développé	 une	 collaboration	 avec	 le	 Dr.	 Bernard	 Maillère	 (SIMOPRO,	 IBiTecS,	 CEA,	 Saclay,	

France).	 Nous	 avons	 utilisé	 sa	 méthodologie	 d’induction	 et	 de	 détection	 de	 lignées	

lymphocytaires	 spécifiques	 par	 ELISpot	 IFN-γ.	 Brièvement,	 les	 monocytes	 sont	 isolés	 d’un	

prélèvement	de	sang	périphérique	de	donneurs	non	allergiques	et	différenciés	en	DC	immatures	

en	présence	d’IL-4	et	de	GM-CSF	pendant	quatre	à	cinq	jours.	Les	LT	CD4+	sont	quant	à	eux	isolés	

par	purification	magnétique	positive,	en	utilisant	des	billes	anti-CD4+.	Dans	le	cas	de	l’évaluation	

de	 la	 réponse	 T	 spécifique	 du	 bioconjugué	HSA-BP,	 les	 DC	 immatures	 sont	 chargées	 avec	 des	

bioconjugués	HSA-BP	synthétisés	à	pH	basique	et	activées	en	présence	de	LPS	pendant	une	nuit.	

Les	 DC	 matures	 chargées	 sont	 ensuite	 mises	 en	 culture	 en	 présence	 des	 LT	 CD4+.	 Trois	

restimulations	 des	 LT	 CD4+	 sont	 réalisées	 avec	 des	DC	 matures	 autologues	 chargées	 avec	 le	

bioconjugué	HSA-BP.	Une	semaine	après	la	dernière	restimulation,	un	ELISpot	IFN-γ	est	réalisé	

et	les	lignées	lymphocytaires	spécifiques	de	la	BP	sont	détectées.	La	fréquence	des	LT	spécifiques	

de	la	HSA-BP	est	alors	calculée	en	utilisant	la	distribution	de	Poisson.		

Le	même	protocole	est	utilisé	afin	d’évaluer	la	réponse	T	spécifique	des	peptide-BP	avec	la	seule	

différence	qu’un	pool	de	peptide-BP	est	chargé	sur	des	DC	matures.	Un	premier	ELISpot	 IFN-γ	

permet	de	déterminer	les	lignées	spécifiques	d’un	pool	de	peptide-BP.	Un	deuxième	ELISpot	IFN-

γ	 permet	 d’identifier	 le	 peptide-BP	 responsable	 de	 la	 réponse	 T	 spécifique.	 D’autre	 part,	

l’immunodominance	 des	 peptide-BP	 a	 été	 évaluée	 sur	 des	 lignées	 spécifiques	 de	 la	 protéine	

native	HSA-BP	en	les	stimulant	avec	des	peptides-BP	individuels	et	vice	versa.	Dans	le	cas	où	une	

même	 lignée	est	 capable	de	 répondre	au	bioconjugué	HSA-BP	et	 à	un	peptide-BP,	 ceci	 signifie	

que	le	peptide	hapténisé	reconnu	est	un	peptide	immunodominant	présenté	par	la	DC	aux	LT.		

	

Une	validation	des	épitopes	impliqués	dans	l’immunisation	dans	le	cas	des	allergies	à	la	BP	est	

effectuée	à	 l’aide	d’un	test	de	transformation	lymphocytaire	(TTL)	sur	des	PBMC	issus	de	trois	

patients	allergiques.	Les	PBMC	sont	mises	en	culture	et	testées	pendant	6	jours	avec	la	BP	libre,	

le	 bioconjugué	 HSA-BP	 et	 les	 peptides-BP.	 La	 prolifération	 lymphocytaire	 est	 mesurée	 par	

incorporation	de	la	thymidine	tritiée.	
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Des	tests	ELISA	de	liaison	des	peptides	aux	molécules	HLA	de	classe	II	les	plus	représentées	dans	

la	 population	 caucasienne	 ont	 été	 réalisés	 avec	 les	 peptides	 les	 plus	 fréquemments	 retrouvés	

impliqués	dans	 l’activation	des	LT	des	donneurs	 sains.	Ces	 tests	de	 liaison	aux	molécules	HLA	

permettent	 ainsi	 de	 connaître	 l’affinité	 des	 peptides	 hapténisés	 et	 non	 hapténisés	 pour	

différentes	molécules	HLA	de	classe	II	selon	une	approche	expérimentale	et	aussi	de	déterminer	

si	 l’hapténisation	 pourrait	 influer	 sur	 l’affinité	 entre	 les	 peptides	 et	 les	 molécules	 HLA.	 Ces	

résultats	 ont	 été	 comparés	 aux	 résultats	 obtenus	 avec	 le	 logiciel	 de	 prévision	 in	 silico	 et	 la	

modélisation	moléculaire.		

Les	résultats	de	cette	partie	montrent	que	des	LT	spécifiques	de	 la	HSA-BP	et	des	peptides-BP	

ont	été	détectés	respectivement	chez	15/16	et	13/14	des	donneurs	sains	testés.	La	plupart	des	

donneurs	ont	répondu	à	trois	peptides-BP	dont	la	BP	est	hapténisée	sur	les	lysines	159,	212	et	

525.	Ces	trois	peptides	sont	reconnus	par	des	lignées	spécifiques	du	bioconjugué	HSA-BP	et	sont	

donc	 des	 peptides	 immunodominants.	 Ces	 peptides	 étaient	 principalement	 associés	 aux	

molécules	HLA-DRα.	

Cette	étude	nous	a	ensuite	permis	d’identifier	deux	peptides	hapténisés	avec	la	BP	sur	les	lysines	

159	et	525,	le	PT-BP	et	le	KV-BP,	reconnus	par	les	LT	de	patients	allergiques.	
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Abstract  
 
Background: There is in vitro evidence that T-cells from allergic patients react to benzylpenicillin-
human serum albumin (BP-HSA) bioconjugates. Our group has recently showed the existence of naïve 
CD4+ T lymphocytes specific for BP-HSA in healthy donors. However, BP-haptenized peptides from 
the HSA responsible for allergic patients immunization have never been identified. 
 
Objective: The purpose of this present study is to refine the frequency calculation of naïve CD4+ T-
cells specific to BP and to identify immunodominant BP-haptenized peptides from HSA involved in 
immunization of patients to BP. 
 
Methods: Co-cultures were established with CD4+ T lymphocytes from non-allergic donors and 
mature autologous dendritic cells (DCs) loaded with BP-HSA or BP-haptenized peptides from HSA. 
The CD4+ T-cell response specific for BP-HSA or for individual BP-haptenized peptides was 
measured using an interferon-γ (IFN-γ) ELISpot assay. Frequency of BP-specific CD4+ T lymphocytes 
was then calculated using the Poisson distribution. BP-HSA and BP-haptenized peptides recognition 
by allergic patients was evaluated on peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) using a lymphocyte 
transformation test (LTT). 
 
Results: Results showed that BP-HSA and BP-haptenized peptides were recognized by naïve T 
lymphocytes from 15/16 and 13/14 tested healthy donors respectively. Most donors responded to 3 
peptides with BP covalently bound on lysines 159, 212 and 525. Two of these benzylpenicillinoylated 
peptides (lysines 159 and 525) were also found to induce PBMCs proliferation in patients with allergic 
reaction to penicillins.	
 
Conclusion: This study showed for the first time the identification and the characterization of BP-
peptides from HSA involved in the immunization of allergic patients to penicillins.  
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Capsule summary:  
 
Two BP-haptenized peptides on lysines 159 and 525 of the HSA are implicated in the immunization of 
allergic patients. These peptides could help improve the diagnostic procedures of allergy to penicillins. 
 
Key words:  
 
Drug allergy; benzylpenicillin; T lymphocytes; allergy; hapten 
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Introduction 
 
Penicillins are considered the drugs most frequently eliciting allergic reactions1,2. Patients commonly 
complains of various and heterogeneous symptoms ranging from immediate urticarial rash and 
respiratory symptoms including anaphylaxis, to more delayed reactions such as bullous skin 
eruptions3. The mechanism of immediate reactions to penicillins, are mediated by specific IgE 
antibodies and penicillin-specific CD4+ T-cells3.  
Drugs are small molecules that cannot be recognized by the immunological system by themselves. 
Spontaneous protein modification by the reactive form of the drug is an important process in adverse 
drug reactions4. In this process, drugs or haptens bind covalently to protein to form a complex of a 
sufficient size to trigger an immune response (haptenation)5–7. This structure can later be processed by 
antigen presenting cells4, such as dendritic cells (DCs), and the resulting haptenized peptides exposed 
through major histocompatibility complex (MHC) class I or class II-dependent pathways are presented 
to T-cell receptors (TCR). The specific amino acid sequence of peptides determines MHC allele 
specificity and the nature of the response8,9. Alternative mechanisms imply the covalent or non-
covalent binding (P-i concept) of the drug to the peptides already exposed on the MHC10,11. From a 
chemical point of view, the reactivity of penicillins depends on the β-lactam ring electrophilic 
character which suffers nucleophilic attack by the amino groups of the lateral chains of lysine residues, 
resulting in the opening of the β-lactam structure12. Early works on the detection and identification of 
β-lactam-protein adducts allowed the identification of several proteins targeted by penicillins including 
human serum albumin (HSA), transferrin and immunoglobulins13,1. Penicillin’s binding sites on HSA 
have been found both in vivo using sera obtained from patients and in vitro by synthetizing 
bioconjugates all of which mapped at lysine residues1,14–16. We have recently used a combination of 
immunological and high-resolution MS (Mass Spectrometry) approaches to identify Benzylpenicillin 
(BP) binding sites on HSA17. 
There are in vitro evidences that T-cells from allergic patients react with BP-HSA biocojugates12. Our 
group has recently showed the existence of naïve CD4+ T lymphocytes specific for BP-HSA in healthy 
donors18. Moreover, activation of T-cell clones from allergic patients may occur selectively in 
response to free drug or to drug conjugates1,19. This letter observation raises the hypothesis that not 
only the drug, but also parts of the haptenated protein or peptides coupled to the drug may constitute 
the important structural determinants for antigen recognition by the TCR.  
In this context, we were interested by defining candidate haptenized peptides from circulating proteins 
able to immunize patients to BP and contributing to hypersensitivity reactions. We considered HSA as 
a good candidate for BP haptenization since BP-HSA conjugates have been identified in allergic 
patients. We selected candidate peptides using an in silico approach addressing peptide binding to 
HLA molecules. BP-haptenized peptides were synthesized using an original BP-lysine monomer17. 
With the selected haptenized peptides, we were able to define BP-peptides recognized by naïve T-
cells. BP-HSA conjugates and BP-peptides were tested in penicillin-allergic patients showing 
significant specific proliferation to selected BP-haptenized peptides found positive with naïve T-cells. 
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Methods 
 
Synthesis of benzylpenicillin-human serum albumin 
 
BP-HSA was produced as described previously18,19. Briefly, BP-HSA bioconjugate was produced at 
basic pH (pH 10,6) by mixing 100 mg of HSA (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) with 229 mg of BP in 
6 ml of carbonate buffer (0.1 M, pH = 11; Sigma-Aldrich) and kept for 18 h, at 37°C. A negative 
control (HSA basic pH) was produced using 100 mg of HSA in the same conditions, without BP. 
Unbound BP was removed by conducting ultrafiltration with ammonium acetate buffer using Thermo 
Scientific Pierce protein concentrators with a 20-kDa molecular weight cut-off. The presence of BP on 
HSA was controlled using Western-blots and mass spectrometry MALDI-TOF analysis and is 
published in a companion work17. BP binding sites on HSA were identified throught tryptic digestion 
of BP-HSA bioconjugates followed by MALDI-MS and nano-LC-MS/MS analysis.	 
 
Benzylpenicillin-haptenized peptides  
 
Twelve 15 mer long BP-haptenized peptides identified as potential T-cell epitopes were selected using 
the MHC II binding prediction tool available at the IEDB (www.iedb.org)17,20,21. A percentile rank 
was generated allowing a uniform comparison of peptide’s binding affinity to HLA alleles across 
different predictors. A peptide was considered a good binder for a specific allele if its IEDB predicted 
consensus percentile rank was ≤2022. BP-haptenized peptides were synthesised using a BP-lysine 
monomer17 and standard Fmoc chemistry. They were purified by RP-HPLC to approximately 90 % 
purity as determined by analytical HPLC. Non-haptenized peptides were also synthezised as negative 
controls. Sequences, annotations and lysine positions of BP-haptenized peptides are shown in 
supplementary data S1. 
 
Generation of benzylpenicillin-human serum albumin and benzylpenicillin 
haptenized peptide-specific CD4+ and CD4+CD45RA+ T-cell lines  
 
Blood was collected from the Etablissement Français du Sang (EFS, Rennes, France) from anonymous 
healthy donors (these will be named ‘donors’ in the manuscript) after informed consent. 
BP-HSA and BP-haptenized peptides specific CD4+ and CD4+CD45RA+ T-cell lines were generated 
as previously described18. CD4+ T lymphocytes were restimulated on days 7, 14 and 21, with fresh 
autologous DCs loaded with BP-HSA18. For BP haptenized-peptide-specific T-cell stimulation, a pool 
of 6 peptides, each peptide being at a concentration of 10 µg/ml, were loaded on mature DCs for 4h. 
The same restimulation protocol as BP-HSA was used.  
Specificity of the CD4+ T-cell lines for BP-HSA or for the pool of BP-haptenized peptides was 
investigated using IFN-γ ELISpot assay on day 28 after 16 h of coculturing CD4+ T-cells and DCs 
loaded with BP-HSA or PBMCs loaded with a pool of BP-haptenized peptides respectively. The 
followings were used as controls: unloaded DCs and DCs loaded with HSA in the case of BP-HSA 
specific T-cell lines investigation, and unloaded PBMCs and PBMCs loaded with the pool of non-
haptenized peptides for the pool of BP-haptenized peptides specific T-cell lines investigation. For BP-
haptenized peptides, a second consecutive IFN-γ ELISpot assay was performed on day 29 with 
individual BP-haptenized peptides. Non-haptenized peptides were used as negative control. Spots were 
revealed by the addition of extravidin conjugate and BCIP substrate (Sigma-Aldrich). T-cell lines were 
considered BP-haptenized peptide specific when the production of spots in the presence of the 
haptenized peptides was at least two times higher than the respective control with a minimum of 30 
spots. 
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T-cell stimulation with KLH (Keyhole Limpet Hemocyanin; Thermo Fisher Scientific) was used as a 
positive control and experiments were performed as previously described18. 
Anti-human HLA class II antibodies: anti-human HLA-DP, DQ and DRα blocking antibodies (a kind 
gift from Dr. Bernard Maillère) were used to determine HLA molecules role in BP-haptenized peptide-
specific T-cell responses. Antigen presenting cells were pretreated with the different HLA class II 
subclasses antibodies prior to addition of BP-haptenized peptides and the T-cell lines.  
 
 
Measurement of IgE antibodies specific to benzylpenicillin 
 
Sera from the healthy donors were aliquoted and stored at -80° C. Specific IgE directed against 
benzylpenicillin was quantified using a fluorescence enzyme immunoassay (ImmunoCAP, Thermo 
Fisher Scientific, Uppsala, Sweden) as previously described23. Limit of quantification for IgE was 0.1 
kU/l. IgE levels of donors are shown shown in supplementary data S2. 
 
HLA-DR genotyping of healthy donors 
 
Peripheral blood mononuclear cells from healthy donors were isolated by density centrifugation on 
Ficoll-Hyperpaque gradients (Sigma-Aldrich), and DNA was extracted using the NucleoSpin Blood L 
kit (Macherey-Nagel, Düren, Germany) as described by the manufacturer protocol. HLA-DR 
genotyping was performed using the All Set Gold SSP DRB1 typing kit (Invitrogen, Cergy, France), 
according to the manufacturer protocol. The HLA-DR genotype of donors is shown in supplementary 
data S2. 
 
Benzylpenicillin-haptenized peptides HLA-class II binding ELISA assay 
 
Binding to HLA-DR molecules was assessed by a competitive ELISA as previously described24. The 
competition for the immunopurified HLA class II molecules was performed between a reporter peptide 
(biotinylated) and the peptide to be tested24. Unlabeled forms of the reporter peptides were used as 
reference peptides to assess the quality of each experiment. The relative binding affinity reported was 
the ratio of the IC50 of the peptide to the IC50 of the reference peptide. 
 
Lymphocyte transformation test 
 
PBMCs from subjects with a history of allergy to penicillins and in vivo screened by skin prick tests 
were isolated by Lymphoprep (Oslo, Norway). 2x105 cells were cultured for 6 days in antibiotic-free 
VLE RPMI 1640 medium (Biochrom GmbH, Berlin, Germany), supplemented with LPS-free 2x10−5 
M 2-ME, 2 mM L-glutamine, 1% nonessential amino acids, 1% sodium pyruvate (complete medium; 
all from Sigma), and 5% autologous serum in 96 round-bottom microwell plates (Nunclon; Nunc, 
Roskilde, Denmark) during 6 days without or with different concentrations of either BP (0.5 – 1 – 2 
mM), BP-HSA (10 – 50 – 100 µM), HSA (10 – 50 – 100 µM), individual BP-haptenized peptides and 
the corresponding non-haptenized peptides at 10 µg/mL. PHA and streptokinase (SK) were used as 
positive controls. Sixteen hours before harvesting, 0.5 µCi [3H]TdR (Perkin-Elmer,USA) was added to 
each well, and radionuclide uptake was measured by scintillation counting (Tomtec; Wallac, Turku, 
Finland). The stimulation index (SI) was calculated either as the ratio between the mean values of cpm 
obtained in stimulated cultures with BP and those obtained in the presence of medium alone or as the 
mean values of cpm obtained with BP-HSA and those obtained in the presence of HSA control or as 
the mean obtained in the presence of BP-haptenized peptides and those obtained in the presence of 
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corresponding non-haptenized peptides control. LTT was considered positive when the SI was ≥3 at 
one concentration or ≥2 for a minimum of two tested concentrations. 
 
Statistics 
 
CD4+ T cells frequency was estimated using the Poisson distribution according to the following 
formula: 
 

 
To calculate statistical significance between stimulated and control conditions in allergic patients, 
triplicate values were compared between groups using a paired t-test. Tests were performed using 
GraphPad Prism software® (version 5.0, year, La Jolla, CA). Statistical tests (two-tailed) with p-values 
smaller than 0.05 were considered as significant.  
 
  

- Ln (Number of negative T-cell lines / Total number of T-cell lines tested) 
Number of CD4

+
 T cells per well 

Frequency = 
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Results 
 
Detection and quantification of the frequency of blood-circulating CD4+ T 
lymphocytes specific for benzylpenicillin-human serum albumin conjugates 
 
BP-HSA CD4+ T-cell lines from donors were generated after three weekly repeated stimulations with 
autologous mature DC loaded with BP-HSA.  
The overall results showed that CD4+ T lymphocytes specific for BP-HSA were detected for all donors 
tested, excepted donor 982, who was the only non-responding donor found in our study. We calculated 
for all the donors tested an estimated frequency of pre-existing antigen-specific CD4+ T-cells in the 
blood of the donors, as previously described18,25,26. Frequency of CD4+ T lymphocytes specific to BP-
HSA varied depending on the donor from 0 to 0.74 BP-HSA-specific CD4+ T lymphocytes per million 
of CD4+ T lymphocytes with a mean value of 0.3 (Fig. 1A). The frequency for KLH specific CD4+ T-
cells used as a positive control was 13.23 (data not shown). 
We then confirmed whether BP-HSA-specific CD4+ T lymphocytes involved in the immune response 
were naïve or memory T lymphocytes. Naïve CD4+ T lymphocytes characterized by the expression of 
CD45RA were isolated from the PBMCs of eight donors. BP-HSA CD4+ CD45RA+ and KLH CD4+ 
CD45RA+ T-cell lines were generated using the same methodology as described above. Results from 
the eight donors tested with BP-HSA showed that CD4+ CD45RA+ T-cell lines specific for BP-HSA 
were detected in seven donors among the eight tested (Fig. 1B). Only one donor (number 966) was 
negative. This donor showed only one positive T-cell line when using total CD4+ T cells. This 
discrepancy was probably due to the variability existing between the two experiments considering this 
low number of cell lines. Frequency of BP-HSA-specific naïve CD4+ T lymphocytes was then 
calculated for each donor tested using the Poisson distribution (Fig. 1B). The calculated frequency 
varied from 0 to 2.23 BP-HSA-specific naïve T-cells per million of naïve CD4+ T-cells corresponding 
to a mean value of 0,7. 
 
CD4+ T-cell response to benzylpenicillin-haptenized peptides from human serum 
albumin  
 
We then investigated the capacity of twelve selected peptides from HSA and haptenized with BP to 
prime specifically CD4+ T-cells from different HLA-typed donors. CD4+ T-cells were seeded into 96-
well plates and stimulated weekly by mature DCs loaded separately with two pools of peptides.  
T-cell lines generated from five donors are shown as representative results of the fourteen studied 
donors. Briefly, CD4+ T-cells from one donor were either able to respond to more than one BP-
haptenized peptide (PM15-L3; PM16-L38) or to only one BP-haptenized peptide (PM15-L14; PM16-
L22; PM43-L93; PM43-L15). Some cell lines did answer to multiple BP-haptenized peptides (PM28-
L2) (Fig. 2). 
Five peptides were common to multiple donors (peptide LF-BP in 4 out of 13 tested donors; peptide 
PT-BP, 11/14; peptide FS-BP, 6/14; peptide VL-BP, 4/13; and peptide KV-BP, 5/14). Other peptides 
showed stimulating activity but in only one or two donors (SF-2-BP; TG-BP and VC-BP). Four other 
peptides didn’t show any stimulating activity (LK-BP; LK-2-BP; SF-BP and LK-3-BP). Overall, the 
CD4+ T-cell response to BP-haptenized peptides involved mainly peptides PT-BP, FS-BP and KV-BP. 
These three peptides had the BP located on lysines 159, 212 and 525 respectively (Table 1).  
Finally, we assessed the dose-response of the most frequent stimulating peptide (PT-BP) in specific T-
cell lines isolated from two different donors. T-cell lines responded to a peptide concentration inferior 
to 0.1 µg/ml for one donor and for the second donor to a concentration inferior to 0.01 µg/ml (Fig. 3).  
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Role of HLA class II in the T-cell response to benzylpenicillin-haptenized peptides 

To determine if the T-cell response to BP-haptenized peptides was mediated by HLA class II, we 
tested the capacity of antibodies specific for HLA-DRα, HLA-DP, and HLA-DQ molecules to inhibit 
the activation of BP-haptenized peptide-specific T-cell lines when stimulated with BP-haptenized 
peptides. In total 15 T-cell lines from three donors were tested with six BP-haptenized peptides 
(supplementary data S3). Our results showed that T-cell responses to BP-haptenized peptides were 
dependent of more than one HLA class II molecule.  

In vitro CD4+ T-cell response to benzylpenicillin-human serum albumin conjugates 
was supported by multiple CD4+ T-cell epitopes 

To identify CD4+ T-cell epitopes from BP-HSA, we derived CD4+ T-cell lines specific for BP-HSA 
from two healthy donors with different HLA-DR alleles using a T-cell assay as described previously27. 
Purified CD4+ T lymphocytes were seeded in multiple wells and stimulated weekly by autologous DCs 
previously loaded with BP-HSA to enrich the cocultures in Ag-specific CD4+ T lymphocytes. After 
three rounds of stimulation, each independent T-cell line (CD4+ T-cells present in a single well) was 
evaluated for its specificity using IFN-γ ELISpot. Fine specificity of BP-HSA specific T-cell lines for 
BP-haptenized peptides was then evaluated in a second ELISpot assay using four BP-haptenized 
peptides in order to identify the haptenized peptides recognized by BP-HSA specific T-cell lines. As 
an example, the T-cell line number 24 from donor PM65 was specific for peptides FS-BP and KV-BP, 
whereas the T-cell line number 9 from the second donor PM66 was specific for only one peptide, 
namely PT-BP (Fig. 4A). On the other hand, we also investigated the specificity of BP-haptenized 
peptide induced T-cell lines from a single donor towards BP-HSA (or HSA, as control). Four PT-BP 
specific were reactive againt BP-HSA (Fig. 4B). 

Relative binding affinity of benzylpenicillin-haptenized and non-haptenized-
peptides to HLA class II molecules 

Since CD4+ T-cell responses against BP-haptenized peptides were observed in donors independently 
of HLA-DR allotypes, we evaluated the capacity of these peptides to bind to ten HLA-DR molecules 
that are common allotypes in the Caucasian population. We found that non-haptenized peptides LF and 
FS bound to seven different HLA-DR molecules. Peptides PT also exhibited a broad specificity for 
HLA-DR molecules by binding strongly to six alleles. Peptide SF bound three HLA-DR and KV only 
one allele. When peptides were haptenized with BP, only peptide LF had retained the same binding 
affinity, whereas peptides PT, SF and KV lost their binding affinity for some HLA molecules 
acquiring a more efficient binding to new HLA molecules. Finally, haptenized peptide FS lost 
completely its binding affinity to most alleles only conserving DR1 binding (Table 2).  
Haptenization position was also relevant. Haptenization of peptide LF on a central position (ex: the 
lysine in the pocket number 3 of the HLA-DRB4*0101 molecule) produces a two-log loss of the 
relative binding affinity. On the other hand, haptenization of the same peptide on a peripheral position 
(ex: the lysine in the pocket number -1 of the HLA-DRB3*0101 molecule and the lysine in the 
flanking sequence of the peptide for HLA-DRB5*0101 molecule) enhanced the relative binding 
affinity by two logs. The same observation was also true for peptides PT with three HLA alleles 
(DR15, DRB4 and DRB5), SF with one HLA allele (DRB4) and FS for several alleles (DR7, DR11, 
DR4, DR9, DRB4 and DRB5). Haptenization on a central position did not affect the binding affinity 
only in the case of peptide PT with the lysine in position number 3 of the DRB3 allele, and peptide SF 
with the lysine in position number 1 of the DRB4 allele. Haptenation of peptides on the 9 central 
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pockets of the HLA binding groove seems to alter their conformation affecting their affinity to HLA 
molecules at least as evaluated with this method (Table 2).  

Benzylpenicillin-haptenized peptides and benzylpenicillin-haptenized human 
serum albumin stimulated PBMCs 

We then asked whether benzylpenicillin-haptenized human serum albumin and benzylpenicillin-
haptenized peptides were able to directly stimulate PBMCs from penicillin reactive donors. To this 
end, circulating mononuclear cells from three allergic patients were in vitro stimulated with either free 
BP, BP-HSA or the three BP-haptenized peptides found to be most frequently able to induce T cell 
activation in normal donors (PT-BP; FS-BP; KV-BP) Two patients had history of allergy to BP and 
one to AX-CLV (Table 3). Free BP was able to induce proliferation in patients MA and MM with a 
previous history of severe reaction to BP, but not in GS referring adverse reaction to AX-CLV. 
However, all the patients responded to BP-HSA bioconjugate. In addition, all the patients exhibited a 
positive proliferative response against, at least, one BP-haptenized peptide (Fig. 5; Table 4). In 
particular, peptide PT-BP induced proliferation in patients MA and GS, and peptide KV-BP in patients 
MA and MM. Peptide FS-BP was not recognized by the T-cells from any of the allergic patients. 
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Discussion 

Drug allergy constitutes an important health problem and among the molecules frequently involved 
penicillins are the most prevalent. Despite excellent research aiming at understanding the mechanisms 
of penicillin allergy, little is known on the process of patient immunization to penicillin-protein 
conjugates. Indeed, according to the hapten hypothesis small chemical molecules needs to bind to 
proteins to be immunogenic. The objective of this work was to identify peptides from human serum 
albumin haptenized with BP and involved in naïve T-cells activation, immunization of patients and 
possibly related to clinical manifestations. 

We first evaluated the capacity of BP-HSA bioconjugate to prime CD4+ T-cells in vitro from sixteen 
healthy donors with different HLA genotypes to refine our previous evaluation of the frequency of pre-
existing BP-HSA-specific T-cells in healthy individuals18. By this approach, we estimated that there 
was 0.3 pre-existing BP-HSA-specific CD4+ T-cell per million of CD4+ T-cells in the blood of healthy 
donors. Only one donor over the sixteen tested didn’t mount a BP-HSA-specific T-cell response. This 
frequency was in the range of what can be observed for therapeutic proteins28.  

In a companion work, our group identified BP binding sites on HSA at basic and physiological pH. 
Among the 59 lysines residues present in the HSA sequence, 51 were found to be occupied by BP 
when the reaction was performed at basic pH. However, only 21 binding sites were identified at 
physiological pH: Lys 12, 73, 137, 159, 162, 190, 195, 199, 212, 351, 402, 414, 432, 436, 439, 475, 
500, 519, 525, 541, 54517. Twelve of these lysines (in bold) were identical to those identified by 
several groups in allergic patients sera and in bioconjugates synthetized in vitro with different 
penicillins15, 29-32. Moreover lysines 190, 199, 212 and 541 were found to be the most reactive residues 
on HSA reacting with β-lactams at low concentration and following a short incubation time12, 13 15, 29. 
Based on these findings and using the IEDB-AR prediction approach, twelve peptides of 15-mers from 
HSA were selected and synthetized using a flexible approach by introducing an original BP-lysine 
synthon to the amino acid sequence of the peptide allowing a controlled BP haptenation on lysines of 
interest17. Selection of BP-haptenized peptides using the IEDB-AR was based on peptide/MHC affinity 
as well as the location of BP-haptenized lysine in the MHC binding grooves of the 7 most frequent 
HLA-DRB1 alleles from the Caucasian population. 

We then evaluated the capacity of these selected BP-peptides to prime CD4+ T-cells in vitro from 
fourteen healthy individuals with different HLA genotypes and we were able to identify BP-peptides 
implicated in BP-HSA specific T-cell response. Peptide PT-BP (Lys 159) was preferentially 
recognized by the vast majority of the donors. Meng et al have identified Lysine 159 as a position 
occupied by BP only in BP-HSA bioconjugates synthesized in vitro and on HSA purified from 
patient’s sera, however with a relatively lower frequency compared to other lysines15. Four other 
peptides presented high frequencies of positivity namely, LF-BP (Lys 137), FS-BP (Lys 212), VL-BP 
(Lys 351) and KV-BP (Lys 525). Lysine 525 and Lysine 212 have been described to be preferentially 
bound by benzylpenicillenic acid and flucloxacillin respectively15, 29. Three other peptides gave rise to a 
lower frequency of T-cell responses namely SF-2-BP (Lys 199), TG-BP (Lys 432) and VC-BP (Lys 
436). Four other peptides containing the lysine residues 190, 195 and 199 (LK-BP, LK-2-BP, SF-BP 
and LK-3-BP) were never recognized by T-cells from healthy donors despite the high reactivity of 
these lysines in the presence of β-lactam molecules12, 13, 15, 29. Indeed, Lysine 190 has been found to be a 
primary target for modification with several drugs such as piperacillin, meropenem, aztreonam12, BP15, 
flucloxacillin29 and AX13. These results suggested that the biological response found with BP-peptides 
was not correlated with the chemical reactivity of the lysine positions ie capacity to bind the drug. Two 
peptides, SF-2-BP (Lys 199) and SF-BP (Lys 195) having a common amino acid sequence but with BP 
occupying two different lysine position were differently recognized in tested donors. Peptide SF-2-BP 
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was recognized by cells from two donors over the fourteen tested while peptide SF-BP was negative in 
all donors tested. This observation strongly suggested that the lysine’s position in the HLA binding 
groove was a primary requisite for T-cell recognition. In resume, three peptides among the 14 tested, 
PT-BP, KV-BP, FS-BP, showed the highest frequency of positivity in the tested donors with BP bound 
on lysines 159, 525 and 212 respectively. These peptides were correctly identified using the IEDB in 
silico approach with BP facing the TCR and not facing the HLA class II molecule. We will refer these 
peptides as immunodominant33-35. 

We then tested whereas these three immunodominant BP-peptides from HSA were also recognized by 
T-cells from allergic patients. In our study, the three allergic patients tested responded simultaneously 
to BP-HSA bioconjugate and to one or two BP-peptides, namely PT-BP (Lys 159) and KV-BP (Lys 
525). This results suggested that memory T-cells from allergic patients did proliferate to our selected 
peptides and could recognize a similar amino acid sequence bound with BP derived from the processed 
BP-HSA bioconjugate, in agreement with the hapten hypothesis. Moreover, these results confirm that 
peptides PT-BP and KV-BP were implicated in the immunization process of allergic patients to BP 
and that the corresponding lysines 159 and 525 were important sites to be considered in this context. In 
addition, the recognition of free BP as well as BP-HSA suggests that memory T-cell responses to BP 
could be dependent on both the hapten and the P-i concept. Althougt direct binding of BP to HLA-
bound peptide cannot be excluded.  

In conclusion, we found that a large repertoire of naïve CD4+ T lymphocytes specific for BP-HSA and 
B bound to HSA-derived peptides was present in healthy donors. This study also identifies two 
peptides located on lysines 159 and 525 implicated in the immunization of allergic patients to 
penicillins and confirms that HSA was a good model for covalent binding with BP. Although the 
number of patients examined was limited, our results show the usefulness of BP-HSA and BP-peptide 
predicted in silico in the diagnostic test in allergic patients with high sensitivity. These properties can 
be also exploited to obtain novel information on the mechanisms of the allergic reaction towards BP.  
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Table legends 

Table 1: Frequency of CD4+ T-cell specific to benzylpenicillin-haptenized peptides in donors. 
Results were expressed as the number of responding donors to the 12 selected BP-haptenized peptides from HSA and the 
frequency of T-cells lines specific for BP-haptenized peptides among the total number of T-cell lines tested for each donor. 
HSA, Human Serum Albumin. 

Table 2: Binding affinities of benzylpenicillin-haptenized and non-haptenized peptides to HLA 
class II molecules. Binding affinity was evaluated using a competitive ELISA assay with HLA class II specific 
biotinylated reporter peptides and immunopurified HLA class II molecules as described in the Methods section. Unlabeled 
forms of the reporter peptides served as reference. Data reported are the ratio of the IC50 of the peptides to the IC50 of the 
reference peptide. Values in bold correspond to good binders (ratio inferior to 100). Underlined values correspond to a two 
log difference between the relative binding affinity of non-haptenized peptides and BP-haptenized peptides for the same 
HLA allele. Score for lysine position in the HLA binding groove is indicated by: -, located in the flanked region; 0, located 
in a position oriented towards MHC molecule; 1, located in a position oriented towards the TCR. In brackets are indicated 
the exact position of the lysine in the pocket. K, lysine. 

Table 3: Clinical history of patients. AX, amoxicillin; BP, benzylpenicillin; CLV, clavulanic acid; F, Female; M, 
Male; MDM, minor determinant mixture; PPL, benzylpenicilloyl-polylysine (major determinant); yo, years old; NT, not 
tested. 

Table 4: PBMCs from allergic patients proliferate in response to human serum albumin-
benzylpenicillin and peptides-benzylpenicillin. PBMC were cultured in the presence of free BP, HSA-BP 
bioconjugate or BP-haptenized peptides. Proliferation was measured by the addition of [3H]TdR for the final 16h of the 
experiment. Results correspond to the ratio between the mean values of cpm obtained in stimulated conditions and those 
obtained in the corresponding control as described in the Method section. LTT was considered as positive when the SI was 
≥3 or ≥2 for at least two tested concentrations. SK, Streptokinase; PHA, Phytohemagglutinin. 
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Tables 

Table 1 
 

 Total CD4+ T-cells Naïve T-cells 
Position on 

HSA 
Peptide 

annotation 
Number of 
Responders PM11 PM13 PM15 PM16 PM19 PM28 PM33 PM34 PM43 PM45 PM48 PM49 PM55 PM56 

K137 LF-BP 4/13   1/60   1/60   1/112   1/175   
          

K159 PT-BP 11/14 1/45  9/60 9/45 4/56   1/60 3/112 6/110 1/102 3/175 2/40 1/70 
   

K190 LK-BP 0/11         
 

     
             

K195 
LK-2-BP 0/11         

 
     

             

SF-BP 0/11         
 

     
             

K199 
LK-3-BP 0/11         

 
     

             

SF-2-BP 2/11   1/60      1/112      
            

K212 FS-BP 6/14 1/45 1/40   1/60   3/60 1/60    4/40  
        

K351 VL-BP 4/13    2/45    2/60 2/112     1/70 
          

K432 TG-BP 2/13      1/60   1/112   
 

  
           

K436 VC-BP 1/13   1/60      
 

     
            

K525 KV-BP 5/14 2/45   4/45  1/60   1/60   1/175   
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Table 2 

Position 
on HSA 

Peptide 
annotation Parameter DR7 DR3 DR1 DR11 DR15 DR4 DR9 DRB3 DRB4 DRB5 

K137 
LF 

Relative 
Binding 36 4 3 0.2 228 2 1 >4 090 0.3 183 

K Position 1 (-1) - 1(-1) 1 (-1) 1 (-1) 1 (-1) 1 (-1) 1 (-1) 1 (3) - 

LF-BP Relative 
Binding 3 5 0.5 0.3 186 5 8 171 4 688 1 

K159 
PT 

Relative 
Binding 632 nd 1 357 0.1 8 64 49 1 554 29 50 

K Position 1 (2) 1 (5) 0 (4) 1 (5) 0 (6) 1 (5) 1 (2) 1 (3) 1 (8) 0 (6) 

PT-BP Relative 
Binding >1 064 11 2 097 7 1 300 250 641 69 >4 090 4 474 

K195 
SF 

Relative 
Binding 139 71 48 70 800 >252 1 164 572 1 500 896 

K Position - - 1 (-1) - 0 (1) 0 (1) 0 (1) - 0 (1) - 

SF-BP Relative 
Binding 79 471 12 710 147 >252 625 421 29 2 146 

K212 
FS 

Relative 
Binding 6 >1 176 6 1 380 3 3 2 067 1 0.4 

K Position 1 (2) 1 (3) 1 (5) 1 (2) 1 (2) 1 (3) 1 (5) 1 (2) 1 (5) 1 (3) 

FS-BP Relative 
Binding >1 064 >1 176 20 >490 >986 >252 >8 333 >644 >4 090 >4 313 

K525 
KV 

Relative 
Binding 215 294 41 >490 620 304 635 >4 090 3 219 1 126 

K Position 1 (2) 1 (3) 1 (3) 1 (3) 0 (4) 1 (3) 1 (3) 0 (1) 0 (6) 1 (3) 

KV-BP Relative 
Binding >1 064 >1 176 265 290 35 >252 >8 333 >644 531 >4 313 
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Table 3 

Patient Age/Sex Drug 
reaction Symptoms Age of first 

reaction Latency Skin Prick Test Patch test 
Specific IgE 

to  
β-lactams 

LTT to β-
lactams 

M 31/M BP Severe 
anaphylaxis 4 yo Immediate  NT NT NT Positive to BP  

GS 24/F AX-CLV 
Urticaria, 

severe skin 
rash 

4 yo Immediate  NT NT NT NT  

MM 60/F BP 

Angioedema, 
dyspnoea, 
wheeze,  

generalized 
pruritus 

34 yo  Immediate  

- Negative for  
PPL / MDM / AX / 

cefuroxim at 
immediate reading 

 
- Positive at late 

reading 

Positive  
against  

BP 

Positive IgE 
against  
β-lactams 

Positive to BP, 
AX 
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Table 4 
 

 
BP 

(mM) 
BP-HSA  

(µM) 
Peptides (5 µM) 

SK 
(2500U/ml) 

PHA 
(1%vol/vol) 

 PT-BP FS-BP KV-BP 
Patient 0,5  1  2  10  50  100  

M 4,8 10,2 16,1 2,3 2,1 4,7 7,6 0,7 3,1 25,8 9,8 
GS 0,8 1,1 1,1 0,5 7,7 1,5 4,0 1,8 0,9 34,1 48,0 

MM 11,2 19,2 21,5 2,2 2,1 0,6 0,9 0,9 3,2 48,4 51,4 
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Figure legends 
 
Figure 1: Frequency of human CD4+ T lymphocytes specific for benzylpenicillin-human serum 
albumin in donors. Frequency of T-cells specific for BP-HSA was calculated for each donor using the Poisson 
distribution. For each donor, the number of T-cell lines specific for the antigen, out of the total number of T-cell lines tested 
is indicated in brackets. (A) Frequency of CD4+ T lymphocytes specific for BP-HSA (n=16). (B) Frequency of 
CD4+CD45RA+ T-cells specific for BP-HSA (n=8). 
 

Figure 2: Specificity and magnitude of CD4+ T-cell responses against benzylpenicillin-haptenized 
peptides from human serum albumin in donors. CD4+ T-cells were repeatedly stimulated in vitro with two 
pools of the selected BP-haptenized peptides from HSA loaded on autologous mature DCs. CD4+ T-cell specificity for the 
individual peptide was assessed in two subsequent IFN-γ ELISpot assays. CD4+ T-cell lines were considered specific when 
a spot count was 2-fold higher in the presence of the BP-haptenized peptide compared to non-haptenized peptide. Data 
shows the number of IFN-γ spots from eight CD4+ T-cell lines specific for BP-haptenized peptides from HSA (n=5 healthy 
donors).  

Figure 3: Dose-response of peptide-specific T-cell lines from tested healthy donors. Peptide-specific 
T-cell lines from donors PM16 and PM19, were cultured with autologous dendritic cells loaded with non-haptenized 
peptide negative control (10 µg/ml) or with a dose-range of the appropriate BP-haptenized peptides. The response was 
measured using IFN-γ ELISpot assay as described in the Methods section.	

Figure 4: Cross-reactivity between benzylpenicillin-human serum albumin and benzylpenicillin-
haptenized peptides-specific T-cell lines from donors. (A) Positive CD4+ T-cell lines for BP-HSA were 
stimulated with autologous DCs loaded with BP-haptenized peptides or non-haptenized negative control peptides. T-cell 
line specificity was screened using an IFN-γ ELISpot assay as described in the methods section. (B) Positive CD4+ T-cell 
lines for a BP-haptenized peptide were stimulated with autologous DCs loaded with HSA or BP-HSA. 

Figure 5: PBMCs from allergic patients proliferate in response to benzylpenicillin-human serum 
albumin and to benzylpenicillin-peptides. PBMCs were cultured in the presence of free BP, BP-HSA 
bioconjugate or BP-haptenized peptides. Proliferation was measured by the addition of [3H]TdR for the final 16h of the 
experiment. Results are shown as the mean cpm ± SD of triplicate cultures. *P<0.05. 

 

  



	 225	

Figure 1 
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Figure 2 
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Figure 3 
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Figure 4 
 
(A) 

 
 
(B) 
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Figure 5  
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Supplementary data 
S1: Benzylpenicillin-haptenized peptides sequences, annotations and lysine positions 

Position on HSA Peptide sequence Peptide annotation 

K137 LKK*YLYEIARRHPYF LF-BP 
K159 PELLFFAK*RYKAAFT PT-BP 
K190 LRDEGK*ASSAKQRLK LK-BP 
K195 LRDEGKASSAK*QRLK 

SSAK*QRLKCASLQKF 
LK-2-BP 

SF-BP 
K199 LRDEGKASSAKQRLK* 

SSAKQRLK*CASLQKF 
LK-3-BP 
SF-2-BP 

K212 FGERAFK*AWAVARLS FS-BP 
K351 VVLLLRLAK*TYETTL VL-BP 
K432 TPTLVEVSRNGLK*VG TG-BP 
K436 VEVSRNGLKVGSK*CC VC-BP 
K525 KERQIKK*QTALVELV KV-BP 
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S2: HLA-DR genotype and IgE anti-benzylpenicillin determination of the studied donors. HLA-
DRB1 genotype was performed using the All Set Gold SSP DRB1 typing kit, and IgE specific to BP were measured in the 
sera of each donor using ImmunoCap Test as described in Methods section. 
 
Donor numbers HLA-DR genotyping IgE (kU/L) 

874 DRB1*01; DRB1*07; DRB4*01 < 0,1 
887 DRB1*01; DRB1*11; DRB3*01 < 0,1 
903 DRB1*13; DRB1*14; DRB3*01; DRB3*01 < 0,1 
904 DRB1*03; DRB1*10; DRB3*01 < 0,1 
917 DRB1*04; DRB1*15; DRB4*01; DRB5*01 < 0,1 
919 DRB1*0701; DRB1*1303; DRB3*0101; DRB4*0101 < 0,1 
966 DRB1*0301; DRB1*0407; DRB3*0101; DRB4*0101 < 0,1 
967 DRB1*1501; DRB1*1601; DRB4*0101 < 0,1 
981 DRB1*1101; DRB1*1501; DRB3*0202; DRB5*0101 < 0,1 
982 DRB1*0301; DRB1*1302; DRB3*0101; DRB3*0201  < 0,1 
PM2 DRB1*1101; DRB1*1401; DRB3*0202 < 0,1 
PM3 DRB1*0101; DRB1*0101 < 0,1 
PM8 DRB1*0102; DRB1*1501; DRB4*0101; DRB5*0101 < 0,1 

PM11 DRB1*0401; DRB1*1303; DRB3*0101; DRB4*0101 < 0,1 
PM13 DRB1*1101; DRB1*1501; DRB3*0109; DRB5*0101 < 0,1 
PM15 DRB1*1301; DRB1*1401; DRB3*0101; DRB3*0101 < 0,1 
PM16 DRB1*0404; DRB1*1502; DRB4*0101; DRB5*0101 < 0,1 
PM19 DRB1*1301; DRB1*1401; DRB3*0109; DRB3*0202 < 0,1 
PM28 DRB1*0901; DRB1*1001; DRB4*0101 < 0,1 
PM33 DRB1*1101; DRB3*0202 < 0,1 
PM34 DRB1*0101; DRB1*0102 < 0,1 
PM40 DRB1*1101; DRB1*1401; DRB3*0202 < 0,1 
PM43 DRB1*0102; DRB1*1101; DRB3*0202 < 0,1 
PM45 DRB1*0701; DRB1*1301; DRB3*0201; DRB4*0101 < 0,1 
PM48 DRB1*0804; DRB1*1101; DRB3*0101 < 0,1 
PM49 DRB1*1302; DRB3*0202; DRB3*0201 < 0,1 
PM55 DRB1*1302; DRB1*1602; DRB3*0201; DRB5*0101 < 0,1 
PM56 DRB1*0405; DRB1*1301; DRB3*0202; DRB4*0101 < 0,1 
PM59 DRB1*0301; DRB1*1302; DRB3*0101; DRB3*0201 < 0,1 
PM60 DRB1*0801; DRB1*1101; DRB3*0101 < 0,1 
PM61 DRB1*1301; DRB1*0701; DRB3*0201; DRB4*0101 < 0,1 
PM65 DRB1*0102; DRB1*1501; DRB5*0101 < 0,1 
PM66 DRB1*0301; DRB1*1302; DRB3*0101; DRB3*0201 < 0,1 
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S3: T-cell response to benzylpenicillin-haptenized peptides was mediated by HLA class II 
molecules. BP-haptenized peptide specific T-cell lines (1-3 x 104 cells) were incubated with mature DCs loaded with 
BP-haptenized peptides (10 µg/ml) in the presence of anti-HLA class II antibodies (L243 anti-HLA-DRα or SPVL3 anti-
HLA-DQ or B7/21 anti-HLA-DP) added directly into the culture. T-cell activation was assessed by IFN-γ ELISpot assay.  

 
Peptide annotation Donor/ T cell line number HLA locus 

FS-BP PM34/L3 DQ 
 PM34/L30 DRα 
 PM43/L36 DQ 

PT-BP PM34/L20 DRα 
 PM43/L47 DRα 
 PM43/L76 DRα and DP 
 PM43/78 DRα 

 PM45/L7 DRα 
 PM45/L68 DRα and DP 

 PM45/L80 DRα 
VL-BP PM34/L20 DRα 

 PM43/L92 DRα and DP 
 PM43/L107 DRα 

LF-BP PM43/L93 DP 
TG-BP PM43/L49 DRα 
KV-BP PM43/L23 DRα 

 PM43/L107 DRα 
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Validation	de	la	stratégie	de	prévision	d’épitopes	immunodominants	

responsables	de	l’activation	des	cellules	T	

	

Introduction	

Dans	les	deux	premières	parties	du	projet,	nous	avons	montré	qu’il	était	possible	de	détecter	des	

LT	CD4+	spécifiques	du	bioconjugué	HSA-BP,	chez	des	donneurs	sains	non	allergiques.	La	HSA	a	

été	choisie	comme	protéine	cible	de	la	BP	parce	qu’il	s’agit	de	la	protéine	la	plus	abondante	du	

sérum	et	parce	qu’il	a	été	montré	in	vitro,	via	la	synthèse	de	bioconjugués,	et	in	vivo,	en	analysant	

les	 sérums	de	 patients	 allergiques	 pour	 la	 BP,	 que	 la	 BP	 était	 capable	 de	 se	 fixer	 à	 la	 HSA	 au	

niveau	de	certaines	de	ses	lysines	(Yvon	et	al.,	1988,	1989,	1990;	Meng	et	al.,	2011).	Des	peptides	

immunodominants	dérivant	des	bioconjugués	HSA-BP	identifiés	par	une	approche	in	silico	sont	

reconnus	 par	 les	 LT	 CD4+	 naïfs	 chez	 des	 donneurs	 sains.	 Deux	 de	 ces	 peptides	 sont	 capables	

d’induire	la	prolifération	de	PBMC	issus	de	patients	allergiques.	

Cette	partie	étant	le	complément	des	résultats	présentés	dans	l’article	2	a	pour	premier	objectif	

de	 valider	 la	 stratégie	 de	 prévision	 utilisant	 le	 logiciel	 IEDB-AR	 pour	 le	 choix	 des	 épitopes	

immunodominants	 impliqués	 dans	 l’immunisation	 à	 la	 BP	 en	 déterminant	 s’il	 existerait	 une	

concordance	avec	 les	réponses	T	spécifiques	des	peptides	hapténisés.	Le	deuxième	objectif	est	

d’évaluer	l’influence	de	l’hapténisation	sur	l’affinité	du	peptide	aux	molécules	HLA	à	l’aide	d’un	

test	 ELISA,	 et	 de	 déterminer	 s’il	 existerait	 une	 concordance	 avec	 la	 prévision	 selon	 le	 logiciel	

IEDB-AR.	

	

Résultats	et	Discussion	

1. Etude	 de	 la	 fréquence	 des	 lymphocytes	 T	 CD4+	 spécifiques	 des	 peptides-
benzylpénicilline		

	
La	fréquence	des	LT	CD4+	spécifiques	des	peptides-BP	a	été	calculée	de	la	même	façon	que	pour	

le	 bioconjugué	 HSA-BP	 en	 utilisant	 la	 distribution	 de	 Poisson.	 Le	 peptide	 PT-BP	 possède	 la	

fréquence	 la	 plus	 élevée	de	 0,58	 LT	CD4+	 spécifiques	 par	million	de	 LT	CD4+	 circulants.	 Trois	

autres	peptides	ont	des	fréquences	intermédiaires:	KV-BP,	FS-BP	et	VL-BP.	Des	fréquences	plus	

faibles	sont	obtenues	pour	les	peptides	LF-BP,	SF-2-BP,	TG-BP	et	VC-BP.	De	plus,	les	expériences	
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réalisées	sur	les	LT	CD4+CD45RA+	montrent	deux	peptides	avec	les	fréquences	les	plus	élevées	

chez	les	4	donneurs	testés	:	PT-BP	et	FS-BP,	et	quatres	peptides	avec	de	faibles	fréquences	:	VL-

BP,	LF-BP,	TG-BP	et	KV-BP	(Figure	42).	

	

On	 en	 déduit	 que	 les	 peptides	 PT-BP,	 FS-BP	 et	 KV-BP	 sont	 ceux	 qui	 induisent	 la	 plus	 forte	

fréquence	 de	 positivité	 chez	 les	 donneurs	 sains	 et	 possèdent	 la	 fréquence	 de	 LT	 spécifique	 la	

plus	élevée.	Deux	autres	peptides	auraient	des	propriétés	intéressantes,	le	LF-BP	et	le	VL-BP.	

	(A)		 	 	 	 	 	 	 (B)	

	

Figure	 42:	 Fréquence	 des	 lymphocyte	 T	 CD4+	 spécifiques	 des	 peptides	 couplés	 avec	 la	

benzylpénicilline.	La	fréquence	des	LT	spécifiques	des	peptides-BP	a	été	calculée	pour	chaque	peptide-
BP	en	utilisant	la	distribution	de	Poisson.	Sur	l’axe	des	X	sont	représentés	les	annotations	des	peptides-BP.	

(A)	Fréquence	des	LT	CD4+	totaux	spécifiques	des	peptides-BP	(dix	donneurs	testés).	(B)	Fréquence	des	LT	

CD4+CD45RA+	spécifiques	des	peptides-BP	(quatre	donneurs	testés).		

	

2. 	Modélisation	par	le	logiciel	IEDB	MHC-II	binding	
	

Le	tableau	ci-dessous	représente	la	probabilité	de	liaison,	des	12	peptides	testés,	calculée	par	le	

logiciel	IEDB-AR	MHC-II	binding	selon	la	méthode	du	consensus	sur	les	sept	molécules	HLA	de	

classe	 II	 les	 plus	 fréquentes	 dans	 la	 population	 caucasienne,	 à	 savoir:	 HLA-DRB1*0701,	 HLA-

DRB1*0301,	 HLA-DRB1*0101,	 HLA-DRB1*1501,	 HLA-DRB1*1301	 et	 HLA-DRB1*0401.	 Les	

valeurs	sont	exprimées	en	percentile	qui	est	obtenu	en	comparant	l’affinité	de	liaison	(IC50)	d’un	
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peptide	 donné	 par	 rapport	 à	 celles	 de	 5	millions	 de	 peptides	 divers	 présents	 dans	 la	 base	 de	

donnée	SWISSPROT.	Les	peptides	ayant	 le	plus	de	probabilité	de	 liaison,	aux	7	molécules	HLA,	

présentent	 les	 percentiles	 les	 plus	 bas.	 Pour	 chaque	 peptide	 la	 moyenne	 et	 la	 médiane	 des	

valeurs	 sont	 calculées.	Les	douze	peptides	présentés	dans	 le	 tableau	ci-dessous	présentent	 les	

meilleures	caractéristiques	de	liaison	parmi	les	150	peptides	sélectionnés	de	départ	(Article	1).	

Seulement	 3	 peptides	 (SF-BP,	 SF-2-BP	 et	 VC-BP)	 possèdent	 des	 médianes	 supérieures	 à	 20	

considérées	 comme	 représentant	des	 faibles	 liaisons	 aux	molécules	HLA.	 Ces	peptides	 ont	 été	

sélectionnés	 puisqu’ils	 correspondent	 aux	 meilleurs	 compromis	 parmi	 tous	 les	 peptides	

candidats	 correspondant	 aux	 lysines	 195,	 199	 et	 436	 sur	 la	 base	 des	 percentiles	 les	 plus	 bas	

(Tableau	10).		

Le	deuxième	critère	pris	en	compte	est	la	position	de	la	lysine	hapténisée	par	la	BP.	La	BP	doit	

être	orientée	vers	 le	TCR	pour	 s’assurer	de	 sa	bonne	présentation	au	LT.	Les	9	 acides	 aminés	

présents	dans	 la	poche	des	différents	allèles	HLA	sont	également	 fournis	par	 le	 logiciel	sous	 le	

nom	de	«	core	».	L’orientation	des	peptides	est	en	fonction	de	la	position	de	la	lysine	hapténisée	

dans	la	poche.	Les	positions	adéquates	pour	la	lysine	hapténisée	sont	donc	les	positions	2,	3,	5,	8	

et	-1.	La	position	5	est	celle	du	milieu	de	la	poche	HLA,	c’est	donc	la	meilleure	position	pour	une	

présentation	efficace	au	TCR.	Six	peptides	possèdent	une	lysine	en	bonne	position,	à	savoir	:	PT-

BP,	VL-BP	(majoritairement	en	position	5),	LF-BP,	SF-2-BP,	FS-BP	et	KV-BP	(majoritairement	en	

positions	-1,	2	ou	3).	Les	autres	peptides	possèdent	la	lysine	en	mauvaise	position,	à	savoir:	LK-

BP	(majoritairement	en	position	6),	LK-2-BP,	SF-BP,	LK-3-BP,	TG-BP,	VC-BP	(majoritairement	en	

région	flanquante)	(Tableau	10).	

Les	peptides	les	mieux	prédits	selon	cette	méthodes	sont	donc	le	PT-BP,	le	FS-BP,	VL-BP	et	le	KV-

BP	possédant	 tous	une	 faible	médiane	des	percentiles	ainsi	qu’une	bonne	position	de	 la	 lysine	

pour	un	grand	nombre	de	molécules	HLA.	Ceux	les	moins	bien	prédits	sont	les	peptides	SF-BP	et	

VC-BP	avec	aucune	des	deux	conditions	accomplies.	Le	reste	des	peptides	présentent	des	profils	

intermédiaires	avec	une	des	deux	conditions	accomplies.	
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Position	
sur	la	
HSA	

Annotation	
Peptide	 Paramètres	

Allèles	HLA-DRB1	 Moyenne	
des	

percentiles	
et	position	
la	plus	

fréquente	

Médiane	
0701	 0301	 0101	 1101	 1501	 1301	 0401	

K137	 LF-BP	
Percentile	 9,88	 3,37	 7,3	 1,48	 11,22	 4,25	 1,98	 5,64	 4,25	

K	Position	 1	(-1)	 -	 1(-1)	 1	(-1)	 1	(-1)	 -	 1	(-1)	 1	(-1)	 	

K159	 PT-BP	
Percentile	 13,15	 7,87	 20,98	 0,63	 0,98	 0,11	 24,22	 9,71	 7,87	

K	Position	 1	(2)	 1	(5)	 0	(4)	 1	(5)	 0	(6)	 0	(6)	 1	(5)	 1	(5)	 	

K190	 LK-BP	
Percentile	 13,95	 11,75	 77,04	 7,59	 67,38	 4,25	 21,71	 29,10	 13,95	

K	Position	 0	(1)	 0	(6)	 1	(3)	 1	(2)	 0	(1)	 0	(6)	 0	(6)	 0	(6)	 	

K195	

LK-2-BP	
Percentile	 13,95	 11,75	 77,04	 7,59	 67,38	 4,25	 21,71	 29,10	 13,95	

K	Position	 0	(6)	 -	 1	(8)	 0	(7)	 0	(6)	 -	 -	 -	 	

SF-BP	
Percentile	 27,84	 27,96	 33,84	 19,36	 30,15	 5,9	 25,64	 24,38	 27,84	

K	Position	 -	 -	 1	(-1)	 -	 0	(1)	 -	 0	(1)	 -	 	

K199	

LK-3-BP	
Percentile	 13,95	 11,75	 77,04	 7,59	 67,38	 4,25	 21,71	 29,10	 13,95	

K	Position	 -	 -	 -	 -	 -	 -	 -	 -	 	

SF-2-BP	
Percentile	 27,84	 27,96	 33,84	 19,36	 30,15	 5,9	 25,64	 24,38	 27,84	

K	Position	 1	(2)	 1	(2)	 0	(4)	 1	(3)	 1	(5)	 1	(2)	 1	(5)	 1	(2)	 	

K212	 FS-BP	
Percentile	 3,18	 18,67	 9,36	 5,58	 13,33	 5,4	 14,44	 9,99	 9,36	

K	Position	 1	(2)	 1	(3)	 1	(5)	 1	(2)	 1	(2)	 1	(2)	 1	(3)	 1	(2)	 	

K351	 VL-BP	
Percentile	 7,52	 2,4	 11,24	 0,02	 2,03	 0,17	 3,85	 3,89	 2,4	

K	Position	 1	(3)	 1	(5)	 1	(5)	 0	(9)	 0	(6)	 0	(9)	 1	(5)	 1	(5)	 	

K432	 TG-BP	
Percentile	 39,58	 8,21	 45,87	 12,47	 16,76	 9,71	 16,64	 21,32	 16,64	

K	Position	 -	 0	(9)	 -	 -	 -	 0	(7)	 -	 -	 	

K436	 VC-BP	
Percentile	 47,28	 16,43	 67,8	 18,12	 47,11	 9,71	 59,75	 38,03	 47,11	

K	Position	 0	(7)	 -	 -	 -	 1	(8)	 -	 0	(9)	 -	 	

K525	 KV-BP	
Percentile	 14,58	 13,04	 33,13	 11,26	 18,64	 5,9	 9,5	 15,15	 13,04	

K	Position	 1	(2)	 1	(3)	 1	(3)	 1	(3)	 0	(4)	 1	(3)	 1	(3)	 1	(3)	 	

Tableau	10:	Percentiles	des	peptides-BP	et	orientation	de	la	BP	vis-à-vis	du	TCR	pour	les	

sept	 allèles	 HLA-DRB1	 les	 plus	 représentés	 dans	 la	 population	 caucasienne.	 Pour	 chaque	
peptide	 sont	 calculées	 la	moyenne	 et	 la	médiane	 des	 percentiles	 des	 sept	 allèles	 HLA-DRB1	 analysées	 à	

l’aide	du	logiciel	IEDB-AR.	Trois	scores	sont	attribués	pour	la	position	de	la	lysine	hapténisée	au	niveau	du	

«	core	»	:	1,	positions	adéquates	pour	la	lysine	hapténisée	en	2,	3,	5,	8	ou	-1	;	0,	position	non	adéquate	de	la	

lysine	 hapténisée	 au	 niveau	 du	 «	core	»	 en	 1,	 4,	 6,	 7	 ou	 9	;	 -,	 position	 en	 région	 flanquante	 de	 la	 lysine	

hapténisée.	Entre	parenthèse	est	indiquée	la	position	exacte	de	la	lysine	hapténisée	au	niveau	«	du	core	»	de	

1	à	9	et	-1.	

Cette	probabilité	de	 liaison	calculée	par	 le	 logiciel	 IEDB-AR	a	aussi	 été	effectuée	pour	 tous	 les	

allèles	 HLA-DRB1,	 HLA-DRB3,	 HLA-DRB4	 et	 HLA-DRB5	 correspondant	 aux	 typages	 HLA	 des	

donneurs	 testés	 (Tableau	11).	Pour	 chaque	peptide	 la	moyenne	et	 la	médiane	des	valeurs	des	
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percentiles	sont	calculées.	La	position	de	la	lysine	est	aussi	déterminée.	Dans	ce	cas,	7	peptides	

(LK-BP,	LK-2-BP,	SF-BP,	LK-3-BP,	SF-2-BP,	TG-BP	et	VC-BP)	parmi	 les	12	 testés	possèdent	des	

médianes	 supérieures	à	20	et	 sont	donc	 considérés	 comme	ayant	une	 faible	affinité	de	 liaison	

aux	molécules	HLA	des	donneurs.	De	plus,	 tous	ces	peptides,	à	 l’exception	du	SF-2-BP,	avaient	

une	mauvaise	prévision	de	l’orientation	de	la	BP	vers	le	TCR	(la	lysine	hapténisée	étant	en	région	

flanquante).	Le	reste	des	peptides	possédaient	une	bonne	affinité	pour	les	molécules	HLA	ainsi	

qu’une	bonne	position	de	la	lysine	hapténisée	au	niveau	du	«	core	»,	à	savoir:	LF-BP,	PT-BP,	FS-

BP,	VL-BP	et	KV-BP	(Tableau	11).	

Position sur 
la HSA 

Annotation 
du Peptide Paramètres 

Allèles	HLA-DR	

HLA-DRB1	

0701	 0101	 1101	 1501	 1301	 0401	

K137 LF-BP Percentile 9,88	 7,3	 1,48	 11,22	 4,25	 1,98	
K Position 1	(-1)	 1(-1)	 1	(-1)	 1	(-1)	 -	 1	(-1)	

K159 PT-BP Percentile 13,15	 20,98	 0,63	 0,98	 0,11	 24,22	
K Position 1	(2)	 0	(4)	 1	(5)	 0	(6)	 0	(6)	 1	(5)	

K190 LK-BP Percentile 13,95	 77,04	 7,59	 67,38	 4,25	 21,71	
K Position 0	(1)	 1	(3)	 1	(2)	 0	(1)	 0	(6)	 0	(6)	

K195 
LK-2-BP Percentile 13,95	 77,04	 7,59	 67,38	 4,25	 21,71	

K Position 0	(6)	 1	(8)	 0	(7)	 0	(6)	 -	 -	

SF-BP Percentile 27,84	 33,84	 19,36	 30,15	 5,9	 25,64	
K Position -	 1	(-1)	 -	 0	(1)	 -	 0	(1)	

K199 
LK-3-BP Percentile 13,95	 77,04	 7,59	 67,38	 4,25	 21,71	

K Position -	 -	 -	 -	 -	 -	

SF-2-BP Percentile 27,84	 33,84	 19,36	 30,15	 5,9	 25,64	
K Position 1	(2)	 0	(4)	 1	(3)	 1	(5)	 1	(2)	 1	(5)	

K212 FS-BP Percentile 3,18	 9,36	 5,58	 13,33	 5,4	 14,44	
K Position 1	(2)	 1	(5)	 1	(2)	 1	(2)	 1	(2)	 1	(3)	

K351 VL-BP Percentile 7,52	 11,24	 0,02	 2,03	 0,17	 3,85	
K Position 1	(3)	 1	(5)	 0	(9)	 0	(6)	 0	(9)	 1	(5)	

K432 TG-BP Percentile 39,58	 45,87	 12,47	 16,76	 9,71	 16,64	
K Position -	 -	 -	 -	 0	(7)	 -	

K436 VC-BP Percentile 47,28	 67,8	 18,12	 47,11	 9,71	 59,75	
K Position 0	(7)	 -	 -	 1	(8)	 -	 0	(9)	

K525 KV-BP Percentile 14,58	 33,13	 11,26	 18,64	 5,9	 9,5	
K Position 1	(2)	 1	(3)	 1	(3)	 0	(4)	 1	(3)	 1	(3)	

Tableau	11:	Percentiles	des	peptides-BP	et	orientation	de	la	BP	vis-à-vis	du	TCR	chez	les	

donneurs	testés.	Pour	chaque	peptide	sont	calculées	la	moyenne	et	la	médiane	des	percentiles	analysées	
à	 l’aide	 du	 logiciel	 IEDB-AR	 des	 allèles	 HLA-DR	 correspondant	 aux	 donneurs	 testés	 .	 Trois	 scores	 sont	

attribuées	à	la	position	de	la	lysine	hapténisée	au	niveau	du	«	core	»	:	1,	positions	adéquates	pour	la	lysine	

hapténisée	en	2,	3,	5,	8	ou	-1	;	0,	position	non	adéquate	de	la	lysine	hapténisée	au	niveau	du	«	core	»	en	1,	4,	

6,	7	ou	9	;	-,	position	en	région	flanquante	de	la	lysine	hapténisée.	Entre	parenthèse	est	indiquée	la	position	

exacte	de	la	lysine	hapténisée	au	niveau	«	du	core	»	de	1	à	9	et	-1.	
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Position 
sur la 
HSA 

Annotation 
du Peptide Paramètres 

Allèles	HLA-DR	

HLA-DRB1	

0901	 1001	 1303	 0404	 1502	 0102	 1401	 1302	 1602	 0405	 0804	

K137 LF-BP Percentile 12,9	 4,77	 1,27	 15,46	 4,26	 9,48	 1,46	 61,56	 0,99	 9,86	 11,22	
K Position 1	(-1)	 1	(-1)	 1	(-1)	 1	(-1)	 1	(-1)	 1	(-1)	 1	(-1)	 -	 1	(-1)	 1	(-1)	 -	

K159 PT-BP Percentile 6,33	 12,75	 1,48	 13,22	 4,26	 4,77	 0,83	 52,15	 0,27	 22,31	 1,19	
K Position 1	(2)	 1	(5)	 1	(5)	 1	(8)	 1	(5)	 1	(5)	 1	(5)	 0	(4)	 1	(5)	 1	(2)	 0	(6)	

K190 LK-BP Percentile 18,72	 89,31	 79,8	 55,11	 26,33	 16,64	 78,66	 61,95	 61,98	 64,65	 2,37	
K Position 1	(2)	 1	(3)	 0	(6)	 0	(6)	 0	(6)	 0	(6)	 0	(1)	 0	(1)	 1	(-1)	 0	(6)	 0	(6)	

K195 
LK-2-BP Percentile 18,72	 89,31	 79,8	 55,11	 26,33	 16,64	 78,66	 61,95	 61,98	 64,65	 2,37	

K Position 0	(7)	 1	(8)	 -	 -	 -	 -	 0	(6)	 0	(6)	 1	(5)	 -	 -	

SF-BP Percentile 25,65	 36,72	 29,92	 21,35	 20,26	 12,01	 20,31	 34,9	 25,59	 27,87	 14,87	
K Position 0	(1)	 0	(1)	 -	 0	(1)	 -	 -	 -	 -	 -	 0	(1)	 -	

K199 
LK-3-BP Percentile 18,72	 89,31	 79,8	 55,11	 26,33	 16,64	 78,66	 61,95	 61,98	 64,65	 2,37	

K Position -	 -	 -	 -	 -	 -	 -	 -	 0	(9)	 -	 -	

SF-2-BP Percentile 25,65	 36,72	 29,92	 21,35	 20,26	 12,01	 20,31	 34,9	 25,59	 27,87	 14,87	
K Position 1	(5)	 1	(5)	 1	(2)	 1	(5)	 1	(2)	 1	(2)	 1	(2)	 1	(2)	 1	(2)	 1	(5)	 1	(2)	

K212 FS-BP Percentile 0,96	 10,51	 14,22	 9,49	 6,73	 13,32	 11,5	 48,35	 3,69	 11,23	 7,94	
K Position 1	(5)	 1	(2)	 1	(2)	 1	(2)	 1	(2)	 1	(2)	 1	(2)	 1	(5)	 1	(2)	 1	(2)	 1	(2)	

K351 VL-BP Percentile 10,9	 4,36	 7,29	 1,08	 1,02	 0,53	 3,15	 33,22	 2,83	 4,09	 0,15	
K Position 1	(5)	 1	(5)	 1	(5)	 1	(8)	 0	(9)	 1	(5)	 0	(9)	 0	(7)	 0	(9)	 1	(5)	 0	(9)	

K432 TG-BP Percentile 18,28	 57,92	 28,22	 30,76	 4,26	 7,95	 24,07	 12,21	 51,27	 32,07	 10,1	
K Position -	 -	 -	 -	 -	 -	 -	 0	(9)	 -	 -	 -	

K436 VC-BP Percentile 62,45	 87,23	 61,05	 63,07	 28,49	 21,87	 72,67	 27,4	 66,29	 64,52	 17,41	
K Position -	 -	 -	 -	 -	 -	 -	 -	 -	 0	(9)	 -	

K525 KV-BP Percentile 22,38	 7,15	 5,28	 16,32	 22,48	 8,02	 6,21	 8,82	 29,46	 13,46	 21,26	
K Position 1	(3)	 1	(3)	 0	(4)	 1	(3)	 1	(3)	 1	(3)	 0	(4)	 1	(3)	 0	(4)	 1	(3)	 1	(3)	

Tableau	11	 bis	 (suite):	 Percentiles	 des	 peptides-BP	 et	 orientation	 de	 la	 BP	 vis-à-vis	 du	

TCR	chez	les	donneurs	testés.	
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Position 
sur la 
HSA 

Annotation 
du Peptide Paramètres 

Allèles	HLA-DR	 Moyenne	des	
Percentiles	et	
Position	la	Plus	

Fréquente	

Médiane	HLA-DRB3	 DRB4	
0101	

DRB5	
0101	0101	 0109	 0201	 0202	

K137 LF-BP Percentile 5,9	 1,84	 2,65	 0,75	 14,04	 0,11	 8,46	 4,77	
K Position 1	(-1)	 1	(-1)	 1	(-1)	 1	(-1)	 1	(3)	 -	 1	(-1)	 		

K159 PT-BP Percentile 13,37	 7,79	 7,3	 7,16	 31,4	 2,24	 10,82	 7,16	
K Position 1	(3)	 1	(5)	 1	(5)	 1	(5)	 1	(8)	 0	(6)	 1	(5)	 		

K190 LK-BP Percentile 75,22	 88,81	 81,63	 81,93	 71,9	 26,59	 51,02	 61,98	
K Position 0	(1)	 0	(1)	 0	(6)	 0	(1)	 0	(1)	 1	(-1)	 0	(6)	/	0	(1)	 		

K195 
LK-2-BP Percentile 75,22	 88,81	 81,63	 81,93	 71,9	 26,59	 51,02	 61,98	

K Position 0	(6)	 0	(6)	 -	 0	(6)	 0	(6)	 1	(5)	 -	/	0	(6)	 		

SF-BP Percentile 26,12	 33,86	 26,12	 29,87	 7,58	 8,58	 23,67	 25,65	
K Position -	 -	 -	 -	 0	(1)	 -	 -	 		

K199 
LK-3-BP Percentile 75,22	 88,81	 81,63	 81,93	 71,9	 26,59	 51,02	 61,98	

K Position -	 -	 -	 -	 -	 0	(9)	 -	 		

SF-2-BP Percentile 26,12	 91,06	 26,12	 29,87	 7,58	 8,58	 26,15	 25,65	
K Position 1	(2)	 1	(2)	 1	(2)	 1	(2)	 1	(5)	 1	(3)	 1	(2)	 		

K212 FS-BP Percentile 27,7	 11,16	 18,91	 11,44	 22,48	 15,27	 12,88	 11,23	
K Position 1	(2)	 1	(2)	 1	(2)	 1	(2)	 1	(5)	 1	(3)	 1	(2)	 		

K351 VL-BP Percentile 42,5	 26,67	 5,12	 7,48	 17,52	 1,38	 8,44	 4,09	
K Position 1	(5)	 1	(5)	 1	(5)	 1	(5)	 1	(8)	 0	(7)	 1	(5)	 		

K432 TG-BP Percentile 75,22	 66,62	 21,7	 34,19	 41,58	 5,79	 28,84	 24,07	
K Position 0	(9)	 -	 -	 0	(9)	 -	 0	(9)	 -	 		

K436 VC-BP Percentile 75,22	 91,06	 60,02	 68,27	 66,72	 9,01	 51,85	 61,05	
K Position -	 -	 -	 -	 -	 0	(9)	 -	 		

K525 KV-BP Percentile 61,64	 34,03	 2,16	 4,48	 2,74	 17,18	 16,35	 13,46	
K Position 0	(1)	 0	(4)	 1	(3)	 1	(3)	 0	(6)	 1	(3)	 1	(3)	 		

Tableau	11	tris	(suite	et	fin):	Percentiles	des	peptides-BP	et	orientation	de	la	BP	vis-à-vis	

du	TCR	chez	les	donneurs	testés.		

	

3. Concordance	de	la	prévision	selon	IEDB-AR	et	la	réponse	biologique	in	vitro	
	

Le	 tableau	 ci-dessous	 représente	 les	médianes	 des	 percentiles	 des	 7	molécules	HLA-DRB1	 les	

plus	 fréquentes	dans	 la	population	caucasienne	ainsi	que	des	molécules	HLA-DR	des	donneurs	

testés,	 les	 positions	 les	 plus	 fréquentes	 des	 lysines	 et	 la	 fréquence	 des	 donneurs	 répondeurs	

pour	chaque	peptide.	Trois	cas	de	figures	se	présentent:	les	peptides	ayant	une	bonne	prévision	

in	silico	et	possèdant	la	plus	forte	fréquence	de	répondeurs	(LF-BP,	PT-BP,	FS-BP,	VL-BP,	KV-BP),	

les	peptides	possédant	des	mauvais	percentiles	et	dont	la	lysine	est	en	mauvaise	position	selon	

les	allèles	des	donneurs	et	non	reconnus	par	aucun	des	donneurs	testés	(LK-BP,	LK-2-BP,	SF-BP,	

LK-3-BP)	mais	qui	avaient	une	bonne	prévision	pour	 les	sept	allèles	 les	plus	 fréquentes,	et	 les	

peptides	ne	répondant	pas	à	tous	les	critères	de	prévision	et	qui	possèdent	une	faible	fréquence	

de	positivité	(SF-2-BP,	TG-BP,	VC-BP)	(Tableau	12).	
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Position	sur	
la	HSA	

Annotation	
Peptide		

Médiane	des	percentiles	
et	position	la	plus	

fréquente	de	la	lysine	
hapténisée	pour	les	7	
allèles	HLA	les	plus	

fréquentes	

Médiane	des	percentiles	et	
position	la	plus	fréquente	
de	la	lysine	hapténisée	
pour	les	allèles	HLA	
correspondant	aux	
donneurs	testés	

Répondeurs	

K137	 LF-BP	 4,25	 4,77	 4/13		
1	(-1)	 1	(-1)	

K159	 PT-BP	 7,87	 7,16	 11/14	1	(5)	 1	(5)	

K190	 LK-BP	 13,95	 61,98	 0/11		0	(6)	 0	(6)	/	0	(1)	

K195	
LK-2-BP	 13,95	 61,98	 0/11	-		 -	/	0	(6)	

SF-BP	
27,84	 25,65	

0/11	-	 -	

K199	
LK-3-BP	 13,95	 61,98	 0/11	-	 -	

SF-2-BP	 27,84	 25,65	 2/11		1	(2)	 1	(2)	

K212	 FS-BP	 9,36	 11,23	 6/14		1	(2)	 1	(2)	

K351	 VL-BP	 2,4	 4,09	 4/13	1	(5)	 1	(5)	

K432	 TG-BP	 16,64	 24,07	 2/13	-	 -	

K436	 VC-BP	 47,11	 61,05	 1/13		-	 -	

K525	 KV-BP	 13,04	 13,46	 5/14		1	(3)	 1	(3)	

Tableau	12:	Modélisation	par	le	logiciel	IEDB	MHC-II	binding	et	fréquence	de	réponse	aux	

douze	peptides-BP.	 	Pour	chaque	peptide	la	médiane	des	percentiles,	analysés	à	l’aide	du	logiciel	IEDB-
AR,	calculée	pour	les	7	allèles	HLA-DRB1	les	plus	fréquentes	et	pour	les	allèles	HLA-DR	des	donneurs	testés	

sont	indiqués	dans	le	tableau.	Trois	scores	sont	attribuées	par	la	position	de	la	lysine	hapténisée	au	niveau	

du	«	core	»	:	1,	positions	adéquates	pour	la	lysine	hapténisée	en	2,	3,	5,	8	ou	-1	;	0,	position	non	adéquate	de	

la	 lysine	hapténisée	 au	niveau	du	«	core	»	 en	1,	 4,	 6,	 7	 ou	9	;	 -,	 position	en	 région	 flanquante	de	 la	 lysine	

hapténisée.	Entre	parenthèse	est	indiquée	la	position	exacte	de	la	lysine	hapténisée	au	niveau	du	«	core	»	de	

1	à	9	et	-1.	

Au	vu	de	cette	modélisation	in	silico,	on	en	déduit	que	le	choix	des	sept	allèles	HLA-DRB1	pour	

une	pré-sélection	des	peptides	 candidats	 serait	une	bonne	 stratégie	de	prévision	des	peptides	

immunogènes.	Cette	stratégie	nous	a	permis	d’identifier	trois	peptides	immunodominants	(PT-

BP,	 FS-BP	 et	 KV-BP)	 qui	 possèdent	 les	 plus	 fortes	 fréquences	 de	 positivité	 chez	 les	 donneurs	

sains	testés	et	concordants	avec	une	bonne	présentation	et	orientation	de	la	BP	vers	le	TCR	ainsi	

qu’une	bonne	affinité	vis-à-vis	du	CMH.	La	position	de	la	lysine	hapténisée	et	l’orientation	de	la	

BP	 vers	 le	 TCR	 dans	 la	 poche	 de	 liaison	 de	 la	 molécule	 du	 CMH	 est	 primordiale	 pour	 une	

reconnaissance	par	le	TCR.	A	titre	d’exemple,	la	comparaison	des	prévisions	obtenues	à	l’aide	du	
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logiciel	 IEDB-AR	 pour	 deux	 peptides,	 possédant	 la	 même	 séquence	 peptidique	 mais	 qui	 se	

différencient	 par	 la	 position	 de	 la	 lysine	 hapténisée	 par	 la	 BP,	 avec	 leur	 résultats	 biologiques	

respectifs,	 tels	 que	 les	 peptides	 SF-BP	 (Lys	 195)	 et	 SF-2-BP	 (Lys	 199),	 on	 en	 déduit	 que	 le	

peptide	SF-2-BP	avec	la	lysine	en	bonne	position	pour	la	plupart	des	molécules	HLA-DR	(position	

2	 la	 plus	 fréquente)	 induit	 une	 réponse	 T	 spécifique	 chez	 deux	 donneurs	 testés	 alors	 que	 le	

peptide	SF-BP	(toujours	en	mauvaise	position)	n’est	 jamais	reconnu	par	 les	donneurs.	De	plus,	

cette	stratégie	nous	permet	de	conclure	qu’un	peptide	hapténisé	avec	un	mauvais	percentile	et	

une	mauvaise	position	de	la	lysine	voit	sa	chance	d’être	reconnu	par	le	TCR	diminuée.	Ceci	est	le	

cas	des	peptides	LK-BP,	LK-2-BP,	SF-BP,	LK-3-BP,	TG-BP	et	VC-BP.	

	
4. Concordance	entre	 le	 test	HLA	de	 compétitivité	et	 la	prévision	 selon	 le	 logiciel	

IEDB-AR	

	
Afin	de	déterminer	s’il	existerait	une	concordance	entre	 le	 test	ELISA	de	 liaison	aux	molécules	

HLA	et	la	prévision	in	silico	à	l’aide	du	logiciel	IEDB-AR,	les	affinités	des	peptides	non	hapténisés	

selon	les	deux	méthodes	sont	comparées.		

Pour	 chaque	 peptide	 sont	 calculés	 les	 percentiles	 des	 dix	 allèles	 HLA-DR	 analysés	 à	 l’aide	 du	

logiciel	 IEDB-AR.	Les	percentiles	 inférieurs	à	15	sont	 correspondent	à	des	affinités	 très	 fortes,	

ceux	 compris	 entre	 15	 et	 31	 correspondent	 à	 des	 affinités	moyennes	 et	 ceux	 supérieurs	 à	 31	

correspondent	 à	 de	 très	 faibles	 affinités.	 L’affinité	 relative	 mesurée	 à	 l’aide	 du	 test	 de	

compétition	ELISA	 correspond	 à	 de	 fortes	 affinités	 lorsque	 le	 ratio	 de	 l’IC50	des	 peptides	 par	

rapport	au	peptide	de	liaison	de	référence	est	inférieur	à	100.	Une	concordance	existe	entre	les	

deux	méthodes	pour	des	percentiles	 inférieurs	à	31	et	des	affinités	relatives	 inférieures	à	100.	

Sur	les	50	résultats	comparés,	26	sont	en	désaccord	(valeurs	soulignées	dans	le	tableau	13).	En	

grande	partie,	ce	sont	les	peptides	SF	et	KV	qui	concordent	le	moins	entre	les	deux	techniques.	

Une	 bonne	 concordance	 est	 observée	 pour	 les	 peptides	 LF	 et	 FS	 pour	 7	 allèles	 parmi	 les	 10	

testés.	Dans	 le	cas	du	peptide	PT,	 les	résultats	concordent	pour	seulement	6	allèles.	Au	niveau	

des	allèles,	ce	sont	les	allèles	HLA-DRB1*1501	et	HLA-DRB3*0101	qui	sont	les	plus	divergents.	
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Position	
sur	la	
HSA	

Annotation	
Peptide		 Paramètres	

HLA-DRB1	
HLA-
DRB3	
0101	

HLA-
DRB4	
0101	

HLA-
DRB5	
0101	

0701	 0301	 0101	 1101	 1501	 0401	 0901	 0101	 0101	 0101	

K137	 LF	

Liaison	
relative	
(ELISA)	

36	 4	 3	 0,2	 228	 2	 1	 >4	090	 0,3	 183	

Percentile	
(IEDB-AR)	 9,88	 3,37	 7,3	 1,48	 11,22	 1,98	 12,9	 5.90	 14.04	 0.11	

K159	 PT	

Liaison	
relative	
(ELISA)	

632	 NT	 1	357	 0,1	 8	 64	 49	 1	554	 29	 50	

Percentile	
(IEDB-AR)	 13,15	 7,87	 20,98	 0,63	 0,98	 24,22	 6,33	 13.37	 31.40	 2.24	

K195	 SF	

Liaison	
relative	
(ELISA)	

139	 71	 48	 70	 800	 >252	 1	164	 572	 1	500	 896	

Percentile	
(IEDB-AR)	 27,84	 27,96	 33,84	 19,36	 30,15	 25,64	 25,65	 26.12	 7.58	 8.58	

K212	 FS	

Liaison	
relative	
(ELISA)	

6	 >1	176	 6	 1	 380	 3	 3	 2	067	 1	 0,4	

Percentile	
(IEDB-AR)	 3,18	 18,67	 9,36	 5,58	 13,33	 14,44	 0,96	 27.70	 22.48	 15.27	

K525	 KV	

Liaison	
relative	
(ELISA)	

215	 294	 41	 >490	 620	 304	 635	 >4	090	 3	219	 1	126	

Percentile	
(IEDB-AR)	 14,58	 13,04	 33,13	 11,26	 18,64	 9,5	 22,38	 61.64	 2.74	 17.18	

Tableau	13:	Affinité	relative	des	peptides	non	hapténisés	avec	les	molécules	HLA-DR	selon	

la	méthode	de	prévision	par	l’IEDB-AR	et	le	test	ELISA	de	compétition.	Pour	chaque	peptide	
sont	 calculés	 les	 percentiles	 des	 dix	 allèles	HLA-DR	 analysés	 à	 l’aide	 du	 logiciel	 IEDB-AR.	 Les	 percentiles	

inférieurs	à	15	sont	représentés	en	vert,	en	jaune	ceux	compris	entre	15	et	31	et	en	rouge	ceux	supérieurs	

ou	égal	à	31.	L’affinité	relative	a	été	mesurée	à	l’aide	d’un	test	de	compétition	ELISA	en	utilisant	des	peptides	

rapporteurs	 biotinylés	 et	 des	 molécules	 HLA	 de	 classe	 II	 immunopurifiées.	 Les	 peptides	 non	 marqués	

rapporteurs	servent	de	référence.	Les	résultats	représentés	correspondent	au	ratio	de	l’IC50	des	peptides	

par	rapport	au	peptide	de	liaison	de	référence.	Les	valeurs	en	gras	correspondent	à	de	fortes	affinités	(ratio	

de	 l’IC50	 inférieur	à	100).	Les	valeurs	qui	ne	sont	pas	en	gras	correspondent	à	de	 faibles	affinités	et	«	>	»	

signifie	qu’elles	sont	 inexistantes.	Soulignées	sont	 les	valeurs	en	désaccord	entre	 les	deux	techniques.	NT,	

non	testé.	
	
	



	 245	

Validation	des	peptides	candidats	chez	les	patients	allergiques	et	mode	de	

présentation	des	β-lactames	aux	lymphocytes	T	

	

Introduction	

L’objectif	 de	 cette	 quatrième	 partie	 du	 projet	 est	 de	 compléter	 les	 résultats	 obtenus	 dans	 le	

papier	 n°2	 sur	 la	 reconnaissance	 des	 peptides,	 hapténisés	 par	 la	 BP,	 par	 les	 LT	 de	 patients	

allergiques	afin	de	valider	les	épitopes	impliqués	dans	l’immunisation	des	patients.	

Cette	partie	a	été	effectuée	en	collaboration	avec	le	Dr.	Paola	Parronchi	(Université	de	Florence,	

Italie)	en	étudiant	 la	réponse	lymphocytaire	secondaire	à	 l’aide	de	deux	tests	cellulaires:	(1)	 le	

test	 de	 transformation	 lymphocytaire	 (TTL)	 reste	 aujourd’hui	 le	 test	 de	 référence	 dans	 le	

diagnostic	 des	 allergies	 aux	 médicaments	 (Gimenez-Camarasa	 JM	 et	 al.,	 1975;	 Nyfeler	 B	 et	

Pichler	WJ,	1997).	Ce	test	est	basé	sur	le	fait	que	les	LT	(cellules	T	mémoires)	sensibilisés	par	un	

Ag,	se	transforment	en	lymphoblastes	et	prolifèrent	lors	d’une	nouvelle	exposition	à	ce	même	Ag	

(Bicker	U	et	al.,	1983);	(2)	l’induction	de	lignées	de	cellules	T	de	courtes	durées	spécifiques	des	

médicaments	suivie	par	une	lecture	en	ELISpot	IFN-γ.	

Matériels	et	Méthodes	

Réactifs	
	
L’AX	et	la	BP	libre	sont	obtenues	de	Sigma	Aldrich	(France).	Le	bioconjugué	HSA-BP	ainsi	que	la	

HSA	à	pH	basique	ont	été	synthétisés	comme	décrit	précédemment	(Articles	1	et	2;	Nhim	et	al.,	

2013).	Le	bioconjugué	HSA-AX	est	synthétisé	de	 la	même	manière	que	 le	bioconjugué	HSA-BP.	

Trois	 peptides	 hapténisés	 avec	 la	 BP	 sur	 les	 lysines	 159,	 212	 et	 525	 de	 15-mers	 ayant	 une	

fréquence	 élevée	 de	 positivité	 chez	 les	 donneurs	 sains	 et	 considérés	 comme	 des	 épitopes	

potentiels	 de	 cellules	 T	 (Article	 2)	 sont	 inclus	 dans	 les	 tests	 sur	 les	 patients	 allergiques.	 Les	

peptides	correspondant	non	hapténisés	sont	utilisés	en	tant	que	contrôles	négatifs.	Les	peptides	

sont	synthétisés	par	Proteogenix	(France).	
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	 Position	de	la	
lysine	sur	la	HSA	 Séquence	Peptidique	 Annotation	du	Peptide	

Peptides	
hapténisés	

K159	 PELLFFAK*RYKAAFT	 PT-BP	
K212	 FGERAFK*AWAVARLS	 FS-BP	
K525	 KERQIKK*QTALVELV	 KV-BP	

Peptides	non	
hapténisés	
contrôles	

K159	 PELLFFAKRYKAAFT	 PT	
K212	 FGERAFKAWAVARLS	 FS	
K525	 KERQIKKQTALVELV	 KV	

	
Tableau	14:	Séquences	des	peptides	hapténisés	avec	la	benzylpénicilline	
	

Patients	allergiques	
	

Jusqu’à	ce	jour,	huit	patients	allergiques	aux	BL	ont	participé	à	cette	étude.	La	confirmation	du	

diagnostic	de	l’allergie	aux	BL	a	été	confirmée	par	des	tests	cutanés	ou	des	tests	de	provocation	

aux	 molécules	 libres	 de	 BL.	 Le	 tableau	 ci-dessous	 résume	 les	 caractéristiques	 cliniques	 et	

biologiques	des	allergies	observées	chez	les	patients.	

	

Médicament	
causal	 AX-CLV	 BP	

Patient	 O.A.	 M.E.	 M.N.	 Z.S.	 G.S.	 M.	 M.M.	 T.D.	
Age/Sexe	 16/M	 12/F	 12/M	 12/M	 24/F	 31/M	 60/F	 36/M	

Symptômes	 Fièvre,	
EMP	

Fièvre,	
EMP	 Urticaire	 Urticaire	

Urticaire,	
éruption	
cutanée	

Choc	
anaphylactique	
et	angiœdème	

Angiœdème,	
prurit	

généralisé	

Urticaire,	
éruption	
cutanée	

Age	de	la	
première	
réaction	

14	ans	 10	ans	 7	ans	 6	ans	 4	ans	 4	ans	 34	ans	 11	ans	

Période	de	
Latence	 3	heures	

3ème	jour	
du	

traitement	

Retardée,	
en	cours	de	
traitement	

Retardée,	
en	cours	
de	

traitement	

Immédiate	
<	24	
heures	

Immédiate	<	
24	heures	

Quelques	
minutes	 ND	

Prick-Test	 Négatif	 Négatif	 Négatif	 Négatif	 ND	 ND	 Négatif	 ND	
Test	ID	à	
Lecture	

Immédiate	
Négatif	 Négatif	 Négatif	 Négatif	 ND	 ND	 ND	 ND	

Test	ID	à	
Lecture	
Retardée	

Négatif	 Négatif	 Négatif	 Positif	 ND	 ND	 ND	 ND	

Test	de	
Provocation	 Positif	 Positif	 Négatif	 ND	 ND	 ND	 ND	 ND	

Patch-Test	 ND	 ND	 ND	 ND	 ND	 ND	 Positif	 ND	
RAST	 Négatif	 Négatif	 Négatif	 Positif	 ND	 ND	 Positif	 ND	

	

Tableau	 15:	 Détails	 cliniques	 des	 patients	 allergiques.	 AX,	 amoxicilline;	 BP,	 benzylpénicilline;	
CLV,	 acide	 clavulanique;	 EMP,	 exanthème	maculopapuleux;	 ID,	 Intradermique;	 ND,	 non	 déterminé;	 RAST,	

radioallergosorbant	test.	
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Test	de	prolifération	lymphocytaire	(TTL)	
	
Les	cellules	mononuclées	ou	PBMCs	de	8	patients	allergiques	aux	BL	sont	 isolées	à	partir	d’un	

prélèvement	 sanguin	 par	 centrifugation	 dans	 un	 gradient	 de	 Ficoll-Hypaque	 (Pharmacia)	 puis	

mises	 en	 culture	 dans	 un	 milieu	 RPMI	 1640	 supplémenté	 avec	 5%	 de	 sérum	 humain	 AB	

autologue	sans	antibiotiques.	Les	cellules	sont	comptées	puis	2.105	cellules	sont	mises	en	culture	

et		testées	en	triplicata	dans	une	plaque	de	96	puits	à	fond	rond	pendant	6	jours	à	37°C	et	sous	

une	atmosphère	à	5%	de	CO2	avec	ou	sans	différentes	concentrations	de:	BP	(0,5	–	1	–	2	mM),	AX	

(0,5	–	1	–	2	mM),	HSA-BP	(10	–	50	–	100	µM),	HSA-AX	(10	–	50	–	100	µM),	HSA	(10	–	50	–	100	

µM),	pool	de	peptides	hapténisés	à	5	µM	chacun	 (PT-BP,	FS-BP,	KV-BP),	pool	de	peptides	non	

hapténisés	 contrôles	 à	 5µM	 chacun	 (PT,	 FS,	 KV).	 Seize	 heures	 avant	 l’arrêt	 de	 la	 culture,	 la	

thymidine	tritiée	est	ajoutée	(1	µCi/ml)	dans	chaque	puits.	Des	témoins	positifs	sont	réalisés	en	

utilisant	la	phytohémagglutinine	(PHA)	et	la	streptokinase	(SK)	utilisée	comme	un	Ag	de	rappel.	

Des	témoins	négatifs	sont	effectués	en	utilisant	les	lymphocytes	seuls,	en	absence	de	l’Ag.	Le	test	

est	 considéré	 positif	 lorsque	 l’index	 de	 stimulation	 est	 supérieur	 ou	 égal	 à	 3.	 L’index	 de	

stimulation	est	calculé	ainsi:	

• cpm	BP	ou	cpm	AX	/	cpm	non	stimulé	

• cpm	HSA-BP	ou	HSA-AX	/	cpm	HSA	

• cpm	peptide-BP	/	cpm	peptide	non	hapténisé	

	
Induction	des	lignées	lymphocytaires	de	courte	durée	
	
Les	PBMC	de	quatre	patients	allergiques	(O.A.,	M.E.,	M.N.	et	Z.S.)	sont	cultivées	dans	un	milieu	de	

culture	 RPMI	 1640	 supplémenté	 avec	 5%	 de	 sérum	 humain	 AB	 autologue	 sans	 antibiotiques	

dans	 des	 plaques	 de	 24	 puits	 à	 raison	 de	 1.106	 cellules/ml/puits	 et	 sont	 ensuite	 stimulées	

pendant	 6	 jours	 avec	 l’AX	 (0,5	 mM),	 le	 bioconjugué	 HSA-AX	 (50	 µM),	 la	 BP	 (0,5	 mM)	 ou	 le	

bioconjugué	HSA-BP	(10	µM)	afin	de	différencier	quatre	lignées	cellulaires	distinctes	spécifiques	

respectivement	 de	 l’AX,	 la	 HSA-AX,	 la	 BP	 et	 la	 HSA-BP.	 L’IL-2	 (50	 U/mL)	 est	 rajoutée	

ultérieurement	à	J6	et	les	cellules	sont	maintenues	en	culture	pendant	6	jours	supplémentaires.		

	

A	 J12,	 chaque	 lignée	 de	 cellules	 T	 est	 récupérée,	 lavée,	 comptée	 et	 stimulée	 dans	 des	 plaques	

ELISpot	IFN-γ	pendant	48	heures	à	raison	de	1.105	cellules/200µL/puits	avec	les	Ag	suivants:	BP	

(0,5	mM),	AX	(0,5	mM),	HSA-BP	(10	µM),	HSA-AX	(50	µM),	HSA	(10	–	50	µM),	pool	de	peptides	

hapténisés	à	5	µM	chacun	(PT-BP,	FS-BP,	KV-BP),	pool	de	peptides	non	hapténisés	contrôles	à	
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5µM	chacun	(PT,	FS,	KV).	Chaque	condition	est	cultivée	en	présence	ou	en	 l’absence	de	PBMCs	

irradiées	comme	APC.	Un	témoin	positif	est	réalisé	en	utilisant	un	mitogène,	la	PHA,	avec	de	l’IL-

2.	Des	témoins	négatifs	sont	effectués	en	utilisant	 les	 lymphocytes	seuls,	en	l’absence	d’Ag.	Les	

spots	 sont,	 ensuite,	 révélés	 par	 addition	 d’extravidine	 et	 de	 substrat	 BCIP.	 Les	 lignées	 sont	

considérées	 spécifiques	 de	 la	 molécule	 médicamenteuse	 libre,	 du	 bioconjugué	 médicament-

protéine	 ou	 du	 peptide	 hapténisé	 avec	 le	 médicament	 lorsque	 l’index	 de	 stimulation	 est	

supérieur	 à	 2	 et	 le	 nombre	de	 spots	 supérieur	 à	 30	par	 rapport	 aux	 conditions	 contrôles	 non	

chargées,	chargées	avec	la	HSA	ou	chargées	avec	le	pool	de	peptides	non	hapténisés.		

	
	

	
Figure	 43:	 Stratégie	 expérimentale:	 test	 de	 prolifération	 lymphocytaire	 et	 induction	 de	

lignées	spécifiques	

Résultats	et	Discussion	
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1. Caractérisation	du	bioconjugué	HSA-AX	

Le	 bioconjugué	 HSA-AX	 a	 été	 synthétisé	 à	 pH	 basique	 (pH=10,6)	 (Yvon	 et	 al.,	 1989,	 1990)	 et	

caractérisé	par	spectrométrie	de	masse	MALDI-ToF.	Le	bioconjugué	HSA-AX	est	comparé	à	une	

HSA	de	référence	synthétisée	dans	 les	mêmes	conditions	afin	de	déterminer	 le	nombre	moyen	

d’AX	 fixée	 par	 molécule	 de	 HSA	 (Collaboration	 avec	 le	 Dr.	 Mathieu	 Gaudin	 du	 département	

pharmacocinétique	non	clinique,	Technologie	Servier,	Orléans,	France).	Le	bioconjugué	HSA-AX	

présente	une	masse	moléculaire	de	68700,920	Da	alors	que	 la	HSA	 seule	 est	 à	66229,742	Da.	

Ceci	correspond	à	un	écart	de	2471,178	Da.	Sachant	que	la	masse	molaire	de	l’AX	est	de	365,4	

Da,	6	molécules	d’AX	sont	en	moyenne	fixées	par	molécule	de	HSA	(Figure	44).	

	

Figure	44:	Spectre	de	masse	du	bioconjugué	HSA-AX	synthétisé	à	pH	basique.	Les	spectres	de	
masse	sont	acquis	à	 l’aide	d’un	spectromètre	de	masse	autoflex	MALDI-ToF	selon	un	mode	linéaire	positif	

pour	les	deux	conditions	HSA-AX	et	HSA	non	traitée	contrôle.	a.u.,	arbitrary	unit.	

	

Sachant	que	 l’analyse	MALDI-ToF	n’est	pas	 assez	précise	pour	déterminer	 le	nombre	exact	de	

molécules	 d’AX	 fixées	 à	 la	 protéine.	 Une	 autre	 technique	 d’analyse	 par	 masse	 a	 donc	 été	

employée.	 Le	 bioconjugué	 HSA-AX	 a	 donc	 été	 analysé	 au	moyen	 d’un	 spectromètre	 de	masse	

Impact	HD	 (ESI)	 équipé	d’un	Q-ToF.	Les	 spectres	obtenus	ont	une	meilleure	 résolution	et	une	
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précision	améliorée	sur	les	mesures	de	masses	par	rapport	aux	analyses	effectuées	par	MALDI-

ToF.	 Par	 contre,	 les	 spectres	 obtenus	 sont	 plus	 difficilement	 analysables	 étant	 donné	 le	 grand	

nombre	de	molécules	polychargées	alliant	22	à	66	charges.	Les	spectres	obtenus	doivent	donc	

êtres	 traités	 par	 une	 programme	de	 déconvolution	 permettant	 de	 retrouver	 la	 valeur	 du	m/z	

d’une	 molécule	 mono-chargée.	 La	 HSA	 non	 modifiée	 a	 donc	 été	 identifiée	 avec	 une	 masse	

moléculaire	 de	 66	 439	 Da.	 Le	 spectre	 de	 déconvolution	 du	 bioconjugué	 HSA-AX	 réalisé	 en	

condition	basique	montre	7	massifs	semblables	à	la	HSA	non	modifiée,	séparés	les	uns	des	autres	

par	 une	masse	 de	 365,5	 Da.	 Etant	 donnée	 la	masse	moléculaire	 d’une	molécule	 d’AX,	 chaque	

massif	présente	donc	une	incrémentation	d’une	molécule	d’AX	par	rapport	à	son	voisin	de	masse	

inférieure.	 Le	 sommet	 du	 plus	 petit	 de	 ces	 massifs	 est	 à	 une	 masse	 de	 	 67	 899,1	 Da,	 ce	 qui	

équivaut	à	4	molécules	d’AX	sur	la	HSA.	Donc,	dans	les	conditions	basiques	utilisées,	la	HSA	est	

hapténisée	par	4	à	10	molécules	d’AX.	Les	espèces	 les	plus	abondantes	étant	celle	hapténisées	

par	7	molécules	d’AX	par	protéine,	en	considérant	que	toutes	les	HSA	hapténisées	soient	ionisées	

de	manière	similaire	(Figure	45).	
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Figure	45:	Spectre	de	déconvolution	du	bioconjugué	HSA-AX	synthétisé	à	pH	basique.	Les	
spectres	de	masse	sont	acquis	à	l’aide	d’un	spectromètre	de	masse	ESI-Q-ToF	selon	un	mode	linéaire	positif	

pour	les	deux	conditions	HSA-AX	et	HSA	non	traitée	contrôle.	L’axe	des	ordonnées	correspond	à	l’intensité	

relative	par	rapport	au	pic	le	plus	abondant,	qui	est	de	100%.	

	

	

	

	

	

	 	 	
	
	

	

	
	

	 	

		 	

		 	

	

		
	

masse 0.0 

50 

100 

%
 

65800 66000 66200 66400 66600 66800 67000 

46 

%
 

masse 67500 68000 68500 69000 69500 70000 

	

	

	

	

	
		

	

M=66438.8	Da 

70500 

AX4 

AX5 

AX6 
AX7 

AX8 

AX9 

AX10 

HSA pH basique 

HSA-AX pH basique 

M=66252.5	Da 



	 252	

2. Résultats	du	test	TTL	utilisant	les	cellules	de	patients	allergiques	

Les	 résultats	 du	 TTL	 réalisé	 in	 vitro	 sur	 les	 huit	 patients	 allergiques	 sont	 regroupés	 dans	 le	

tableau	ci-dessous	(Tableau	16).	Le	test	est	considéré	positif	 lorsque	 l’index	de	stimulation	est	

supérieur	 à	 3	 pour	 au	moins	 une	 des	 trois	 concentrations	 testées	 pour	 chaque	Ag	 ou	 lorsque	

l’index	de	stimulation	est	supérieur	à	2	pour	au	moins	deux	concentrations	testées	pour	chaque	

Ag.	

Médicament	cause	de	l’allergie	
AX-CLV	 BP	

O.A.	 M.E.	 M.N.	 Z.S.	 G.S.	 M.	 M.M.	 T.D.	

BP	
2	mM	 0,6	 1,0	 3,7	 1,1	 1,1	 16,1	 21,5	 0,4	
1	mM	 0,5	 0,8	 1,0	 1,1	 1,1	 10,2	 19,2	 0,5	
0,5	mM	 0,7	 0,8	 0,8	 2,2	 0,8	 4,8	 11,2	 0,9	

AX	
2	mM	 4,3	 2,0	 12,0	 16,9	 1,3	 0,8	 33,1	 0,4	
1	mM	 4,0	 1,7	 8,4	 15,8	 0,9	 0,6	 33,6	 0,4	
0,5	mM	 3,6	 1,5	 4,5	 13,6	 1,7	 0,6	 34,3	 0,6	

HSA-BP	
100	μM	 0,6	 5,1	 13,1	 9,3	 1,5	 4,7	 0,6	 4,6	
50	μM	 0,5	 3,3	 28,8	 3,8	 7,7	 2,1	 2,1	 2,3	
10	μM	 0,7	 1,2	 3,3	 0,9	 0,5	 2,3	 2,2	 1,4	

HSA-AX	
100	μM	 0,2	 4,7	 3,7	 10,6	 0,8	 NT	 0,6	 1,7	
50	μM	 0,7	 2,0	 3,3	 3,2	 3,1	 NT	 1,2	 0,7	
10	μM	 0,7	 0,8	 1,1	 0,6	 0,2	 NT	 1,3	 1,3	

Pool	peptides-
BP	hapténisés	 5	μM	 1,1	 4,1	 2,8	 3,5	 NT	 NT	 NT	 NT	

PT-BP	 5	μM	 NT	 NT	 NT	 NT	 4,0	 7,6	 0,9	 2,5	
FS-BP	 5	μM	 NT	 NT	 NT	 NT	 1,8	 0,7	 0,9	 2,1	
KV-BP	 5	μM	 NT	 NT	 NT	 NT	 0,9	 3,1	 3,2	 2,9	
SK	 2500	U/ml	 2,7	 9,5	 63,7	 143,3	 48,0	 9,8	 48,4	 17,2	
PHA	 1%	vol/vol	 14,5	 145,6	 104,3	 98,4	 34,1	 25,8	 51,4	 12,4	

	

Tableau	16:	 Test	 de	 transformation	 lymphocytaire	 chez	 les	 patients	 allergiques	 aux	 β-

lactames.	Les	PBMCs	de	patients	allergiques	aux	BL	sont	testés	en	triplicata	en	présence	de	l’Ag	à	tester	
ainsi	que	de	leur	contrôle	correspondant.	La	PHA	et	la	SK	ont	été	utilisées	en	tant	que	témoins	positifs	de	la	

prolifération	 mesurée	 par	 l’ajout	 de	 thymidine	 tritiée.	 Le	 test	 est	 considéré	 positif	 lorsque	 l’index	 de	

stimulation	est	supérieur	ou	égal	à	3	pour	au	moins	une	concentration	de	chaque	Ag	(en	rouge)	ou	lorsque	

l’index	 de	 stimulation	 est	 supérieur	 à	 2	 pour	 au	moins	 deux	 concentrations	 testées	 pour	 chaque	 Ag	 (en	

jaune).	 AX,	amoxicilline	;	BP,	benzylpénicilline	;	CLV,	acide	clavulanique	;	HSA,	human	serum	albumin	;	SK,	
streptokinase	;	PHA,	phytohémagglutinine.	
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3. Reconnaissance	 des	 complexes	 albumine	 sérique	 humaine-benzylpénicilline	 et	
peptides-benzylpénicilline	par	 les	patients	allergiques	 (Résultats	des	tableaux	17	et	18	
obtenus	à	partir	du	tableau	16)	

Afin	d’évaluer	la	reconnaissance	des	complexes	HSA/peptides-BP	par	les	patients	allergiques,	les	

résultats	du	TTL	réalisé	pour	la	BP,	la	HSA-BP,	le	pool	des	trois	peptides	hapténisés	avec	la	BP	

(PT-BP;	 FS-BP;	 KV-BP)	 et	 chaque	 peptide	 hapténisé	 individuellement	 sont	 regroupés	 dans	 le	

tableau	ci-dessous.		

Deux	parmi	 les	 trois	patients	allergiques	à	 la	BP	ont	répondu	fortement	à	 la	BP	 libre	aux	trois	

concentrations	testées.	Seulement	un	patient	possédant	un	profil	d’allergie	à	l’AX-CLV	a	répondu	

à	 la	BP	 libre	à	 la	plus	 forte	concentration	 testée.	Le	bioconjugué	HSA-BP	a	été	 reconnu	chez	7	

patients	 allergiques	 à	 la	 BP	 et	 à	 l’AX-CLV	 parmi	 les	 8	 testés	 et	 selon	 un	 effet-dose	 chez	 les	

patients	M.E.,	Z.S.,	M.	et	T.D.	La	HSA	à	100	µM	induisait	dans	nos	expériences	une	prolifération	

des	LT,	ceci	explique	pourquoi	on	n’observe	pas	un	effet-dose	chez	les	patients	M.N.,	G.S.	et	M.M.	

Le	pool	de	peptide-BP	a	induit	une	prolifération	des	LT	du	patient	Z.S.	Une	tendance	est	observée	

avec	les	patients	M.E.	et	M.N.	Le	peptide	PT-BP	est	reconnu	par	deux	patients	(G.S.	et	M.)	parmi	

les	4	testés	avec	une	tendance	chez	le	patient	T.D.	Le	peptide	KV-BP	est	positif	chez	2	patients	

(M.	 et	 M.M.)	 et	 a	 une	 tendance	 à	 sortir	 positif	 chez	 le	 patient	 T.D.	 Notons	 que	 cette	

reconnaissance	est	peptide	spécifique	puisque	les	patients	ne	répondent	pas	à	tous	les	peptides	

testés.	 Ceci	 valide	 l’implication	 potentielle	 des	 deux	 peptides	 PT-BP	 (Lys	 159)	 et	 KV-BP	 (Lys	

525)	dans	l’immunisation	des	patients	allergiques	à	la	BP	(Figure	17).		
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Médicament	cause	de	l’allergie	
AX-CLV	 BP	

O.A.	 M.E.	 M.N.	 Z.S.	 G.S.	 M.	 M.M.	 T.D.	

BP	
2	mM	 0,6	 1,0	 3,7	 1,1	 1,1	 16,1	 21,5	 0,4	
1	mM	 0,5	 0,8	 1,0	 1,1	 1,1	 10,2	 19,2	 0,5	
0,5	mM	 0,7	 0,8	 0,8	 2,2	 0,8	 4,8	 11,2	 0,9	

HSA-BP	
100	μM	 0,6	 5,1	 13,1	 9,3	 1,5	 4,7	 0,6	 4,6	
50	μM	 0,5	 3,3	 28,8	 3,8	 7,7	 2,1	 2,1	 2,3	
10	μM	 0,7	 1,2	 3,3	 0,9	 0,5	 2,3	 2,2	 1,4	

Pool	
peptides-BP	
hapténisés	

5	μM	 1,1	 4,1	 2,8	 3,5	 NT	 NT	 NT	 NT	

PT-BP	 5	μM	 NT	 NT	 NT	 NT	 4,0	 7,6	 0,9	 2,5	
FS-BP	 5	μM	 NT	 NT	 NT	 NT	 1,8	 0,7	 0,9	 2,1	
KV-BP	 5	μM	 NT	 NT	 NT	 NT	 0,9	 3,1	 3,2	 2,9	

Tableau	17:	 Test	 de	 transformation	 lymphocytaire	 chez	 les	 patients	 allergiques	 aux	 β-

lactames	 (Benzylpénicilline).	 Les	 PBMCs	 de	 patients	 allergiques	 aux	 BL	 sont	 testés	 en	 triplicata	 en	
présence	de	l’Ag	à	tester	ainsi	que	de	leur	contrôle	correspondant.	La	PHA	et	la	SK	ont	été	utilisées	en	tant	

que	témoins	positifs	de	la	prolifération	mesurée	par	l’ajout	de	thymidine	tritiée.	Le	test	est	considéré	positif	

lorsque	l’index	de	stimulation	est	supérieur	ou	égal	à	3	pour	au	moins	une	concentration	de	chaque	Ag	(en	

rouge)	ou	lorsque	l’index	de	stimulation	est	supérieur	à	2	pour	au	moins	deux	concentrations	testées	pour	

chaque	Ag	(en	 jaune).	AX,	amoxicilline;	BP,	benzylpénicilline;	CLV,	acide	clavulanique;	HSA,	human	serum	

albumin.	

4. Mode	de	présentation	des	molécules	médicamenteuses		
	

Le	patient	O.A.	a	répondu	uniquement	à	la	molécule	libre	(AX)	alors	que	les	patients	M.E.,	GS	et	

TD	ne	répondent	qu’aux	bioconjugués	HSA-BP	et/ou	HSA-AX.	Tous	les	autres	patients	répondent	

aux	 deux	 types	 de	molécules,	 libres	 ainsi	 qu’aux	 bioconjugués.	 Ceci	 suggère	 qu’il	 existe	 deux	

types	de	populations	de	LT	répondant	aux	pénicillines	par	différents	modes	de	présentation.	Les	

protéines	hapténisées	doivent	être	 remaniées	par	 les	DC	en	peptides	hapténisés	et	présentées	

via	 les	molécules	 du	 CMH	 aux	 LT.	 Des	molécules	 libres	 peuvent	 activer	 des	 LT	mémoires	 ou	

effecteurs	en	interagissant	directement	avec	le	TCR	des	LT	par	des	liaisons	labiles	et	réversibles,	

conduisant	à	l’activation	des	LT	de	manière	dépendante	ou	indépendante	du	CMH	(Adam	et	al.,	

2011)	(Tableau	18).	
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Médicament	cause	de	l’allergie	
AX-CLV	 BP	

O.A.	 M.E.	 M.N.	 Z.S.	 G.S.	 M.	 M.M.	 T.D.	

BP	
2	mM	 0,6	 1,0	 3,7	 1,1	 1,1	 16,1	 21,5	 0,4	
1	mM	 0,5	 0,8	 1,0	 1,1	 1,1	 10,2	 19,2	 0,5	
0,5	mM	 0,7	 0,8	 0,8	 2,2	 0,8	 4,8	 11,2	 0,9	

AX	
2	mM	 4,3	 2,0	 12,0	 16,9	 1,3	 0,8	 33,1	 0,4	
1	mM	 4,0	 1,7	 8,4	 15,8	 0,9	 0,6	 33,6	 0,4	
0,5	mM	 3,6	 1,5	 4,5	 13,6	 1,7	 0,6	 34,3	 0,6	

HSA-BP	
100	μM	 0,6	 5,1	 13,1	 9,3	 1,5	 4,7	 0,6	 4,6	
50	μM	 0,5	 3,3	 28,8	 3,8	 7,7	 2,1	 2,1	 2,3	
10	μM	 0,7	 1,2	 3,3	 0,9	 0,5	 2,3	 2,2	 1,4	

HSA-AX	
100	μM	 0,2	 4,7	 3,7	 10,6	 0,8	 NT	 0,6	 1,7	
50	μM	 0,7	 2,0	 3,3	 3,2	 3,1	 NT	 1,2	 0,7	
10	μM	 0,7	 0,8	 1,1	 0,6	 0,2	 NT	 1,3	 1,3	

Tableau	18:	 Test	 de	 transformation	 lymphocytaire	 chez	 les	 patients	 allergiques	 aux	 β-

lactames	(Molécules	libres	vs	Bioconjugués).	Les	PBMCs	de	patients	allergiques	aux	BL	sont	testées	
en	triplicata	en	présence	de	l’Ag	à	tester	ainsi	que	de	leur	contrôle	correspondant.	La	PHA	et	la	SK	ont	été	

utilisées	en	tant	que	témoins	positifs	de	la	prolifération	mesurée	par	l’ajout	de	thymidine	tritiée.	Le	test	est	

considéré	positif	lorsque	l’index	de	stimulation	est	supérieur	ou	égal	à	3	pour	au	moins	une	concentration	

de	 chaque	 Ag	 (en	 rouge)	 ou	 lorsque	 l’index	 de	 stimulation	 est	 supérieur	 à	 2	 pour	 au	 moins	 deux	

concentrations	 testées	 pour	 chaque	 Ag	 (en	 jaune).	 AX,	 amoxicilline	;	 BP,	 benzylpénicilline	;	 CLV,	 acide	

clavulanique	;	HSA,	human	serum	albumin.	

5. Réactivité	croisée	entre	β-lactames	
	

Chez	 les	 patients	 allergiques	 à	 la	 BP	 répondant	 à	 la	 BP	 libre	 et/ou	 aux	 bioconjugué	 HSA-BP,	

seulement	le	patient	M.M.	présente	une	réactivité	croisée	et	est	capable	de	répondre	à	l’AX	libre.	

Aucun	 de	 ces	 patients	 ne	 possède	 une	 réactivité	 croisée	 avec	 le	 bioconjugué	 HSA-AX.	 On	 en	

déduit	que	la	réponse	aux	molécules	libres	chez	le	patient	M.M.	passe	par	une	reconnaissance	du	

noyau	BL,	structure	commune	à	l’AX	et	à	la	BP.		

Seulement	un	seul	patient	allergique	à	l’AX-CLV	reconnaît	la	BP	libre	alors	qu’une	forte	positivité	

est	 observée	 à	 l’AX	 libre	 pour	 les	 trois	 concentrations	 testées	 chez	 trois	 parmi	 les	 5	 patients	

testés.	La	reconnaissance	se	 fait	donc	probablement	via	 la	chaîne	 latérale	de	 l’AX.	Ces	patients	

répondent	 par	 contre	 au	 bioconjugué	HSA-BP	 lorsqu’une	 réponse	 au	 bioconjugué	HSA-AX	 est	

observée.	 Il	y	a	donc	une	réactivité	croisée	entre	 les	bioconjugués	HSA-BP	et	HSA-AX	même	si	

cette	 dernière	 n’a	 pas	 été	 observée	 avec	 les	 molécules	 libres.	 Ceci	 suggère	 une	 modification	

structurale	 de	 la	 molécule	 médicamenteuse	 suite	 à	 l’hapténisation	 favorisant	 ainsi	 une	
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reconnaissance	 croisée.	 La	 réponse	 au	 bioconjugué	 HSA-BP	 est	 plus	 intense	 que	 celle	 au	

bioconjugué	HSA-AX,	ceci	est	probablement	du	à	la	plus	forte	hapténisation	par	la	BP	sur	la	HSA	

observée	 en	 comparaison	 à	 l’AX	 et	 mesurée	 par	 spectrométrie	 de	 masse.	 Par	 conséquent,	 le	

nombre	d’épitopes	antigéniques	 capables	d’être	présentés	à	partir	du	bioconjugué	HSA-BP	est	

plus	 important	 que	 le	 nombre	 de	 peptides	 antigéniques	 issus	 du	 bioconjugué	 HSA-AX.	 Pour	

rappelle,	 en	 moyenne	 7	 molécules	 d’AX	 sont	 hapténisées	 par	 molécule	 de	 HSA	 sur	 des	

bioconjugués	 synthétisés	 à	 pH	 basique,	 alors	 qu’il	 y	 a	 en	 moyenne	 15	 molécules	 de	 BP	 par	

molécule	de	HSA	pour	un	bioconjugué	HSA-BP.	

On	 en	 déduit	 que	 les	 mécanismes	 de	 reconnaissance	 des	 molécules	 médicamenteuses	 sont	

différents	entre	individus	(Tableau	18).	

6. Résultats	de	l’ELISpot	IFN-γ	utilisant	les	lignées	de	courte	durée		

L’objectif	 de	 ce	 test	 est	 de	 pouvoir	 amplifier	 des	 LT	 susceptibles	 de	 reconnaître	 un	 Ag	 en	

induisant	 des	 lignées	 de	 courte	 durée	 (2	 semaines)	 en	 présence	 de	 l’IL-2	 chez	 des	 patients	

allergiques	et	grâce	à	deux	expositions	à	l’Ag.	Ces	LT	seraient	indétectables	dans	un	test	de	TTL.	

Jusqu’à	 présent	 des	 lignées	 de	 courte	 durée	 ont	 été	 uniquement	 induites	 chez	 les	 patients	

allergiques	à	l’AX-CLV	(patients	OA,	ME,	MN	et	ZS).	Quatres	types	de	lignées	ont	été	induites	pour	

chaque	patient:	BP,	HSA-BP,	AX	et	HSA-AX.	Chaque	lignée	a	été	stimulée	avec	les	différents	Ag	et	

mise	 en	 culture	 pendant	 deux	 semaines	 en	 présence	 de	 l’IL-2.	 La	 spécificité	 antigénique	 de	

chaque	lignée	a	été	évaluée	par	ELISpot	IFN-γ.	Les	résultats	sont	exprimés	en	nombre	de	spots	

IFN-γ,	avec	chaque	spot	correspondant	à	une	cellule	productrice	d’IFN-γ.	Le	résulat	est	considéré	

positif	 lorsque	 l’index	 de	 stimulation	 des	 conditions	 stimulées	 par	 rapport	 aux	 conditions	

contrôles	est	supérieur	à	2.	

Concernant	 les	 molécules	 de	 pénicillines	 libres,	 des	 lignées	 spécifiques	 de	 l’AX	 libre	 ont	 été	

identifiées	chez	deux	patients	(O.A.	et	Z.S.)	parmi	les	quatre	testés	et	la	BP	libre	n’a	été	reconnue	

par	aucun	des	patients	testés	allergiques	à	l’AX-CLV.	La	sensibilité	de	ce	test	pour	les	molécules	

libres	est	plus	faible	que	celle	du	TTL.	Le	bioconjugué	HSA-AX	est	positif	chez	deux	patients	(M.E.	

et	Z.S.)	sur	des	lignées	induites	avec	le	bioconjugué	HSA-AX.	Ces	patients	étaient	répondeurs	au	

bioconjugué	HSA-AX	en	TTL.	Le	bioconjugué	HSA-BP	est	positif	chez	deux	patients	(O.A.	et	M.E.)	

sur	des	lignées	induites	avec	les	bioconjugués	HSA-BP	et	HSA-AX	respectivement.	Le	patient	O.A.	

qui	n’a	pas	répondu	au	bioconjugué	HSA-BP	en	test	de	TTL,	y	était	répondeur	suite	à	l’expansion	
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d’une	lignée	à	l’aide	du	bioconjugué	HSA-BP.	De	la	même	manière,	 le	pool	de	peptides-BP	était	

reconnu	par	deux	patients	(O.A.	et	M.E.)	sur	des	lignées	induites	avec	les	bioconjugués	HSA-BP	et	

HSA-AX	respectivement.	Cependant,	le	pool	de	petides-BP	n’était	pas	reconnu	par	le	patient	O.A.	

en	TTL,	suggérant	la	nécessité	d’une	amplification	clonale	pour	une	détection	des	LT	spécifiques.	

Pour	résumer	les	résultats	concernant	le	patient	O.A.	qui	avait	un	profil	de	prositivité	qu’à	l’AX	

libre	 en	TTL,	 pouvait	 répondre	 à	 la	BP	 sous	 forme	hapténisée	 sur	 la	HSA	ou	 sur	des	peptides	

issus	de	cette	protéine	suite	une	expansion	lymphocytaire	spécifique	de	l’Ag.	La	reconnaissance	

du	bioconjugué	HSA-BP	et	des	peptides-BP	par	une	lignée	induite	par	le	bioconjugué	HSA-AX	et	

spécifique	 à	 ce	 bioconjugué	 chez	 le	 patient	M.E.,	 reconfirme	 les	 résultats	 de	 réactivité	 croisée	

entre	les	bioconjugué	HSA-BP	et	HSA-AX	observée	en	TTL.	Notons	que	les	résultats	obtenus	avec	

le	patient	M.N.	ne	sont	pas	interprétables	vu	le	faible	nombre	de	spots	IFN-γ	obtenus	(<30).	De	

plus,	les	réponses	positives	aux	Ag	ne	sont	obtenues	qu’en	présence	d’APC.	Ceci	suggère	qu’une	

présentation	antigénique	par	les	APC	est	nécessaire	pour	une	activation	lymphocytaire.		

Au	vue	de	ces	résultats,	il	est	donc	possible	de	mettre	en	évidence	la	reconnaissance	des	peptide-

BP	par	les	patients	allergiques	ainsi	que	les	bioconjugués	HSA-AX	et	HSA-BP	grâce	à	l’induction	

de	 lignées	 lymphocytaires	 de	 courte	 durée.	 Cette	 réponse	 était	 parfois	 indétectable	 chez	 les	

patients	testés	(Tableau	19).		

	

	

(A)	
	

	 	 	 	 	 	 	

	 	 	 	 	 	 	
	Patient	O.A.		
AX-CLV	

Non	
traité	

AX	
0,5	
mM	

HSA-AX	
50	µM	

BP	
0,5	
mM	

HSA-BP	
10	µM	

HSA		
10	µM	

HSA		
50	µM	

Pool	
peptides
-BP		

(5	µM)	

Pool	
peptides	
contrôles	
(5	µM)	

PHA/	
IL-2	

Lignée	T	
BP	

Sans	
APC	 63	 NT		 NT		 40	 NT	 NT	 NT		 58	 34	 259	

Avec	
APC	 64	 NT		 NT		 100	 NT		 NT		 NT	 72	 71	 NT		

Lignée	T	
HSA-BP	

Sans	
APC	 32	 NT		 NT		 42	 36	 18	 NT		 NT		 	NT	 308	

Avec	
APC	 35	 	NT	 	NT	 64	 130	 64	 	NT	 73	 23	 NT		

Lignée	T	
AX	

Sans	
APC	 0,5	 0	 0	 0,5	 0	 0	 1	 0	 0	 299	

Avec	
APC	 2	 226,5	 6,5	 16	 6	 2,5	 5,5	 4,5	 1	 	NT	

Lignée	T	
HSA-AX	

Sans	
APC	 11,5	 10	 16,5	 14	 26,5	 30	 9	 14,5	 14,5	 0	

Avec	
APC	 300	 330	 268,5	 341,5	 222,5	 294,5	 283,5	 235,5	 253	 NT		
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(B)	
	

	 	

	

	 		 	

	 	 	 	 	
		

	Patient	M.E.	
AX-CLV	

Non	
traité	

AX	
0,5	
mM	

HSA-AX	
50	µM	

BP	
0,5	
mM	

HSA-BP	
10	µM	

HSA		
10	µM	

HSA		
50	µM	

Pool	
peptides
-BP	

(5	µM)	

Pool	
peptides	
contrôles	
(5	µM)	

PHA/	
IL-2	

Lignée	T		
BP	

Sans	
APC	 1	 NT		 	NT	 2	 2	 NT		 	NT	 5	 4	 154	

Avec	
APC	 5	 	NT	 NT		 8	 0	 2	 	NT	 7	 3	 	NT	

Lignée	T	
HSA-BP	

Sans	
APC	 25	 NT		 	NT	 28	 37	 27	 	NT	 38	 34	 0	

Avec	
APC	 58	 NT		 	NT	 53,5	 80	 59	 	NT	 59	 52	 	NT	

Lignée	T	
AX	

Sans	
APC	 NT		 	NT	 NT		 	NT	 NT		 	NT	 NT		 	NT	 	NT	 178	

Avec	
APC	 1,5	 2	 17	 2	 5	 5	 6	 NT		 	NT	 	NT	

Lignée	T	
HSA-AX	

Sans	
APC	 4,5	 5,5	 8,5	 5	 2,5	 6	 4,5	 7,5	 6	 145,5	

Avec	
APC	 7	 8,5	 68	 4,5	 63	 10,5	 26	 44,5	 21	 NT		

	 	 	 	 	 	 	 	 	 	

(C)	 	 	 	 	 	 	 	 	 	

	 	 	 	 	
		

Patient	M.N.		
AX-CLV	

Non	
traité	

AX	
0,5	
mM	

HSA-AX	
50	µM	

BP	
0,5	
mM	

HSA-BP	
10	µM	

HSA		
10	µM	

HSA		
50	µM	

Pool	
peptides
-BP	

(5	µM)	

Pool	
peptides	
contrôles	
(5	µM)	

PHA/	
IL-2	

Lignée	T		
BP	

Sans	
APC	 	NT	 NT		 	NT	 NT		 	NT	 NT	 	NT	 NT		 	NT	 37	

Avec	
APC	 6	 	NT	 NT		 4	 1	 1	 NT		 0	 1	 NT		

Lignée	T	
HSA-BP	

Sans	
APC	 	NT	 NT		 	NT	 NT		 	NT	 NT	 	NT	 NT		 	NT	 0	

Avec	
APC	 1,5	 NT		 	NT	 6	 15	 7	 		NT	 3	 4	 NT		

Lignée	T		
AX	

Sans	
APC	 	NT	 NT		 	NT	 NT		 	NT	 NT	 	NT	 NT		 	NT	 294	

Avec	
APC	 0	 0	 2	 0	 1	 0	 2	 NT		 	NT	 	NT	

Lignée	T	
HSA-AX	

Sans	
APC	 3,5	 4	 2	 4,5	 1,5	 2	 1	 11,5	 2,5	 250,5	

Avec	
APC	 4	 2	 12	 1,5	 5	 2,5	 5	 4	 2	 	NT	
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(D)	
	

	 	 	 	 	 	 	 	 	 	
		

Patient	Z.S.		
AX-CLV	

Non	
traité	

AX	
0,5	
mM	

HSA-AX	
50	µM	

BP	
0,5	
mM	

HSA-BP	
10	µM	

HSA		
10	µM	

HSA		
50	µM	

Pool	
peptides
-BP	

(5	µM)	

Pool	
peptides	
contrôles	
(5	µM)	

PHA/	
IL-2	

Lignée	T		
BP	

Sans	
APC	 	NT	 NT		 	NT	 	NT	 	NT	 NT		 	NT	 	NT	 NT		 0	

Avec	
APC	 39	 	NT	 	NT	 31	 45	 43	 	NT	 51	 43	 	NT	

Lignée	T	
HSA-BP	

Sans	
APC	 	NT	 	NT	 	NT	 	NT	 	NT	 NT		 	NT	 	NT	 NT		 0	

Avec	
APC	 104	 NT		 	NT	 88	 91	 94	 	NT	 92	 125	 	NT	

Lignée	T		
AX	

Sans	
APC	 5	 6	 4	 5	 4,5	 3,5	 2,5	 4,5	 8	 498	

Avec	
APC	 7	 62	 24	 13	 9	 14	 11	 16,5	 8	 	NT	

Lignée	T	
HSA-AX	

Sans	
APC	 8	 3	 2,5	 7,5	 2	 3,5	 1,5	 4	 3	 243	

Avec	
APC	 5,5	 7,5	 54	 5,5	 12,5	 5	 11	 12	 9,5	 	NT	

Tableau	19:	 Induction	 des	 lignées	 lymphocytaires	 de	 courtes	 durées	 spécifiques	 des	

médicaments.	 Les	lignées	lymphocytaires	spécifiques	de	l’AX,	la	BP,	les	bioconjugués	HSA-AX	et	HSA-BP	
ont	été	induites	chez	les	patients	O.A.	(A),	M.E.	(B),	M.N.	(C)	et	Z.S.	(D).	Chaque	lignée	a	été	stimulée	avec	les	

différents	Ag.	La	spécificité	antigénique	de	chaque	lignée	a	été	évaluée	à	l’aide	d’un	test	ELISpot	IFN-γ.	Les	

résultats	sont	exprimés	en	nombre	de	spots	IFN-γ.	Chaque	condition	a	été	testée	en	duplicata	et	la	moyenne	

des	deux	valeurs	obtenues	pour	chaque	condition	est	calculée.	Une	lignée	est	considérée	spécifique	lorsque	

le	nombre	de	spots	dans	 les	conditions	 testées	correspond	à	un	 index	de	stimulation	≥	2	par	rapport	aux	

conditions	contrôles	avec	un	nombre	de	spots	minimal	de	30	(n=4	patients).	APC,	antigen	presenting	cells;	

AX,	amoxicilline	;	BP,	benzylpénicilline	;	CLV,	acide	clavulanique	;	HSA,	human	serum	albumin.		 	
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L’objectif	global	de	ce	travail	est	de	mieux	comprendre	le	mécanisme	de	l’immunisation	contre	

les	médicaments	 et	 le	 rôle	 des	 LT	 dans	 le	 développement	 des	 allergies	médicamenteuses,	 en	

particulier	l’allergie	à	la	BP.		

Mon	travail	de	thèse	a	permis	d’identifier	des	épitopes	T	dérivés	d’une	protéine	sérique,	la	HSA,	

à	l’origine	de	la	réponse	T	naïve	spécifique	de	la	BP	et	de	l’immunisation	des	patients	allergiques	

à	la	BP.	

Cinq	axes	de	recherches	ont	été	développés	au	cours	de	mon	doctorat	et	constitueront	les	cinq	

sous-parties	de	la	discussion:	

1- Choix	de	la	HSA	comme	protéine	candidate	pour	l’hapténisation	avec	la	BP		

2- Synthèse	et	caractérisation	du	bioconjugué	HSA-BP	

3- Détection	de	LT	naïfs	rares	spécifiques	du	bioconjugué	HSA-BP	et	des	peptides-

BP	chez	des	donneurs	non	allergiques	et	détermination	de	leur	fréquence	

4- Identification	 des	 peptides-BP	 immunodominants	 provenant	 de	 la	 HSA	 et	

impliqués	dans	la	réponse	allergique	aux	pénicillines.		

5- Identification	 des	 peptides-BP	 responsables	 de	 l’activation	 des	 LT	 chez	 les	

patients	allergiques	

Dans	le	contexte	des	allergies	médicamenteuses	médiées	par	le	système	immunitaire,	l’activation	

de	ce	dernier	a	lieu	lorsque	le	médicament	(haptène)	effectue	une	liaison	covalente	stable	avec	

une	protéine	et	agit	en	tant	qu’Ag,	puisque	les	médicaments	sont	des	molécules	de	faible	poids	

moléculaire	qui	ne	sont	pas	immunogènes	par	eux-mêmes.	La	formation	de	complexes	haptène-

protéines	 par	 les	 médicaments	 est	 largement	 étudiée	 utilisant	 le	 plus	 souvent	 une	 protéine	

modèle,	 la	 HSA.	 Les	 propriétés	 chimiques	 des	 médicaments	 sont	 donc	 primordiales	 pour	 la	

formation	de	complexes	antigéniques	à	l’origine	de	la	présentation	du	complexe	peptide-CMH	et	

de	sa	reconnaissance	par	le	TCR	de	manière	spécifique	(Valitutti	et	al.,	2010).	D’autres	situations	

d’activation	 des	 LT	 par	 les	 médicaments	 ont	 été	 décrites	 telles	 que	 la	 liaison	 directe	 du	

médicament	 aux	 peptides	 présents	 au	 sein	 de	 la	 molécule	 du	 CMH	 et	 le	 concept	 du	 p-i	 qui	

suggère	que	le	médicament	est	capable	de	stimuler	directement	les	cellules	T	de	manière	HLA-

dépendante	 sans	 former	de	 liaison	 covalente.	De	 ce	 fait,	 plusieurs	mécanismes	d’activation	du	

système	 immunitaire	 peuvent	 avoir	 lieu	 pour	 un	 même	 médicament.	 On	 s’intéresse	 en	

particulier	dans	ce	projet	au	mécanisme	d’activation	des	LT	selon	la	théorie	de	l’haptène.		
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Récemment,	 des	 complexes	 haptène-protéines	 ont	 été	 identifiés	 dans	 le	 sérum	 de	 patients	

allergiques.	La	formation	de	complexes	haptène-protéine,	leur	internalisation	et	la	présentation	

antigénique	sont	 impliquées	dans	 le	développement	d’allergie	médicamenteuse	aux	sulfamides	

et	aux	BL,	et	des	LT	spécifiques	des	médicaments	ont	été	isolés	de	différents	patients	allergiques	

(Brander	 et	al.,	 1995;	 Padovan	 et	al.,	 1996,	 1997;	Weltzien	 et	al.,	 1998;	 Schnyder	 et	al.,	 2000;	

Farrell	et	al.,	2003;	Castrejon	et	al.,	2010;	Meng	et	al.,	2011;	El-Ghaiesh	S	et	al.,	2012).	D’un	autre	

côté,	une	identification	précise	de	la	structure	de	l’haptène	et	des	résidus	modifiés	au	sein	de	la	

protéine	 ont	 été	 effectués	 pour	 un	 petit	 nombre	 de	molécules	médicamenteuses,	 telles	 que	 la	

névirapine,	la	CBZ,	les	BL	et	l’abacavir	(Antunes	AM		et	al.,	2010;	Garzon	D	et	al.,	2014	;	Yvon	et	

al.,	1989,	1990;	Meng	et	al.,	2011,	2014;	 Jenkins	et	al.,	2013).	C’est	dans	ce	contexte	que	notre	

équipe	ainsi	que	les	collaborations	associées	ont	pu	mettre	en	place	une	stratégie	d’identification	

de	 peptides	 fixant	 les	 médicaments	 qui	 seraient	 présentés	 aux	 cellules	 T	 issus	 de	 protéines	

circulantes	telle	que	la	HSA	responsables	de	l’immunisation	des	patients	allergiques.		

1- Choix	de	la	HSA	comme	protéine	candidate	pour	l’hapténisation	avec	la	BP	

Afin	 de	 mettre	 en	 évidence	 la	 présence	 de	 LT	 naïfs	 spécifiques	 de	 la	 BP	 selon	 la	 théorie	 de	

l’haptène,	un	complexe	protéine-BP	devait	être	synthétisé.	Plusieurs	protéines	ont	été	décrites	

dans	 la	 littérature	 comme	 pouvant	 se	 lier	 aux	 médicaments	 à	 l’aide	 de	 méthodes	

immunologiques	 et	 protéomiques	 ainsi	 que	 via	 l’utilisation	 de	 la	 microscopie	 confocale	 à	

fluorescence	 utilisant	 un	 analogue	 d’une	 molécule	 médicamenteuse	 biotinylée	 (médicament-

biotine).	 Ces	 protéines	 sont	 d’origine	 sérique	 (telles	 que	 la	 HSA,	 la	 transférine	 ou	

l’immunoglobuline)	 mais	 aussi	 cellulaire	 (telles	 que	 les	 molécules	 HLA	 et	 la	 la	 glutathion	 S-

transférase	 Pi	 (GSTP)	 ainsi	 que	 d’autres	 protéines	 intracellulaires)	 (Lafaye	 P	 et	 Lapresle	 CF,	

1988;	Magi	B	et	al.,	1995;	Morel	E	et	Bellon	T,	2007;	Ariza	A	et	al.,	2014).		

Une	étude	réalisée	par	Warbrick	EV	et	coll.	montre	que	 l’hapténisation	par	 la	BP	effectuée	sur	

des	 protéines	 cellulaires	 était	 plus	 lente	 et	 moins	 importante	 que	 celle	 obtenue	 avec	 des	

protéines	 sériques	 (Warbrick	 EV	 et	 al.,	 1995).	 Il	 est	 donc	 plus	 judicieux	 de	 considérer	 une	

protéine	sérique	comme	modèle	dans	notre	étude.	Les	sites	de	fixation	des	médicaments	ont	été	

identifiés	 uniquement	 sur	 la	 HSA	 parmi	 toutes	 les	 protéines	 sériques	 pouvant	 fixer	 les	

médicaments.	La	HSA	constitue	donc	 le	modèle	 le	plus	 largement	décrit	et	 les	sites	de	 fixation	

des	médicaments	sur	la	HSA	dans	les	sérums	de	patients	traités	avec	les	médicaments	ou	sur	des	

bioconjugués	HSA-médicament	synthétisés	in	vitro	ont	été	identifiés	(Yvon	M	et	al.,	1989,	1990;	
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Jenkins	RE	et	al.,	 2009;	Whitaker	P	et	al.,	2011;	 El-Ghaiesh	 S	et	al.,	 2012;	Meng	X	et	al.,	 2011;	

Ariza	et	al.,	2012;	Garzon	D	et	al.,	2014).	Le	sous-domaine	IB	ainsi	que	les	deux	sites	de	Sudlow	

(sous-domaines	 IIA	 et	 IIIA)	 de	 la	 HSA	 ont	 été	 identifiés	 comme	 les	 trois	 principaux	 sites	 de	

fixation	 des	 médicaments	 (Jenkins	 et	 al.,	 2009,	 2013).	 De	 plus,	 des	 études	 ont	 montré	

l’implication	 des	 complexes	 HSA-médicaments	 dans	 la	 réponse	 T	 contrairement	 aux	 autres	

protéines	sériques	pour	lesquels	très	peu	de	données	sont	disponibles	concernant	leur	rôle	dans	

l’hypersensibilité	aux	médicaments.	

2- Synthèse	et	caractérisation	du	bioconjugué	HSA-BP		

Le	bioconjugué	HSA-BP	a	 été	 synthétisé	 en	 collaboration	avec	 l’équipe	du	Pr.	Delphine	 Joseph	

(UMR	 CNRS	 8076,	 BioCis)	 en	 incubant	 la	 BP	 avec	 la	 HSA	 à	 pH	 basique	 afin	 de	 favoriser	 la	

déprotonation	des	lysines	et	d’améliorer	l’hapténisation.		

La	caractérisation	du	bioconjugué	HSA-BP	consiste	en	 la	mise	en	évidence	d’une	hapténisation	

ainsi	qu’une	identification	des	sites	de	fixation	de	la	BP	sur	la	protéine.	Cette	caractérisation	a	été	

controlée	par	western-blot	ainsi	que	par	des	analyses	de	masse	par	MALDI-ToF.	Le	bioconjugué	

HSA-BP	synthétisé	à	pH	basique	présenterait	ainsi	en	moyenne	15	molécules	de	BP	 fixées	par	

molécule	d’HSA	selon	des	liaisons	covalentes	et	stables.	Ce	bioconjugué	sera	donc	utilisé	dans	les	

études	 du	 répertoire	 T	 spécifique	 à	 la	 BP	 selon	 un	 protocole	 de	 coculture	 DC-LT	 autologues.	

L’identification	 des	 sites	 occupés	 par	 la	 BP	 sur	 la	 HSA	 a	 été	 réalisée	 par	 la	 technique	 de	 la	

spectrométrie	de	masse	tandem	nano-LC-MS/MS	après	digestion	tryptique	du	bioconjugué.	A	pH	

basique,	quasiment	toutes	les	lysines	présentes	au	sein	de	la	HSA	sont	occupées	(à	raison	de	51	

lysines	hapténisées	parmi	les	59	lysines	présentes	sur	la	HSA).	Des	études	sont	en	cours	afin	de	

déterminer	 les	 lysines	 les	 plus	 fréquemment	 hapténisées	 nous	 permettant	 de	mieux	 exploiter	

ces	résultats.	De	plus,	un	bioconjugué	à	pH	physiologique	a	été	synthétisé	afin	de	se	rapprocher	

des	conditions	de	couplage	retrouvées	 in	vivo	et	de	mettre	en	évidence	 les	 lysines	hapténisées	

dans	ces	conditions.	Le	bioconjugué	synthétisé	à	pH	physiologique	ne	présente	qu’en	moyenne	3	

molécules	de	BP	fixées	par	molécule	de	HSA.	21	lysines	hapténisées	par	la	BP	ont	été	identifiées	

sur	ce	bioconjugué:	 lysines	12,	73,	137,	159,	162,	190,	195,	199,	212,	351,	402,	414,	432,	436,	

439,	 475,	 500,	 519,	 525,	 541,	 545.	 Toutes	 ses	 lysines	 ont	 été	 retrouvées	 occupées	 sur	 le	

bioconjugué	à	pH	basique	et	c’est	probablement	celles	qui	sont	majoritairement	hapténisées	par	

la	 BP.	 En	 se	 basant	 sur	 les	 lysines	 retrouvées	 sur	 notre	 bioconjugué	 ainsi	 que	 sur	 celles	

retrouvées	 par	 d’autres	 équipes	 de	 recherche,	 en	 particuler	 Meng	 et	 coll.,	 chez	 les	 patients	
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allergiques	 et	 sur	des	bioconjugués	 synthétisés	 in	vitro	 nous	 avons	pu	 sélectionner	 les	 lysines	

d’intérêt	pour	l’identification	des	épitopes	T	spécifiques	(Meng	et	al.,	2011).	

Les	analyses	de	spectrométrie	de	masse	effectuées	par	Meng	et	coll.	afin	d’étudier	l’hapténisation	

de	la	BP	et	de	l’acide	benzylpénicillénique	sur	la	HSA	indiquent	qu’à	des	faibles	concentrations	et	

pour	des	temps	courts	d’incubation,	la	BP	et	l’acide	benzylpénicillénique	ciblent	spécifiquement	

les	 lysines	 199	 et	 525	 respectivement.	 Avec	 une	 exposition	 à	 des	 concentrations	 plus	

importantes	 de	 ces	 molécules,	 d’autres	 sites	 sont	 détectés	 sur	 la	 HSA,	 suggérant	 que	 la	

multiplicité	 de	 la	 formation	 hapténique	 est	 dépendante	 du	 temps	 et	 de	 la	 concentration.	 Les	

lysines	occupées	sont	alors:	Lys	20,	137,	159,	190,	195,	199,	212,	351,	372,	432,	436,	444,	525,	

541	 et	 545.	 Des	 études	 de	modélisation	moléculaire	 suggèrent	 que	 la	 liaison	 covalente	 à	 ces	

lysines	est	précédée	par	une	phase	de	liaison	non	covalente	du	médicament	sur	la	HSA	(Meng	et	

al.,	2011).	

L’hapténisation	 in	 vitro	de	 la	 HSA	 par	 la	 pipéracilline,	 le	 méropénème	 et	 l’aztréoname	 serait	

également	 dose	 et	 temps	 dépendante.	 La	 pipéracilline	 modifie	 préférentiellement	 les	 lysines	

190,	432	et	541.	Dix	autres	lysines	sont	faiblement	hapténisées	par	cette	molécule	telles	que	les	

lysines	199,	212,	351	et	525.	Le	méropénème	est	préférenciellement	 retrouvé	conjugué	 sur	 la	

lysine	 190	 et	 plus	 faiblement	 sur	 les	 lysines	 12,	 199	 et	 351.	 L’aztréoname	 se	 fixe	

préférentiellement	sur	la	lysine	190	également	et	dans	une	moindre	mesure	sur	les	lysines	137,	

432	et	541	(Jenkins	et	al.,	2013).	

Sur	des	bioconjugués	synthétisés	in	vitro,	l’AX	à	faible	concentration	est	capable	de	modifier	les	

lysines	 190,	 199	 et	 541.	 Avec	 l’augmentation	 de	 la	 concentration	 de	 l’AX,	 d’autres	 lysines	

peuvent	être	modiées	telles	que	les	lysines	351,	432	et	545	(Ariza	et	al.,	2012).	Dans	des	études	

de	modélisation	moléculaire	les	 lysines	190	et	199	ont	été	retrouvées	comme	étant	les	résidus	

les	 plus	 réactifs	 envers	 l’AX,	 avec	 des	 résidus	 voisins	 favorisants	 la	 formation	 d’adduits.	

Cependant,	 les	principaux	sites	modifiés	sur	 la	HSA	avec	une	faible	concentration	d’AX	lorsque	

l’incubation	a	été	effectuée	dans	du	sérum	sont	les	lysines	190	et	432.	Les	différences	observées	

en	 terme	de	 résidus	modifiés	 par	 l’AX	 en	 fonction	des	 conditions	d’incubation,	 soit	 avec	 de	 la	

HSA	purifiée	soit	dans	du	sérum	complet,	 suggère	que	 l’environnement	 influencerait	 la	nature	

des	adduits	formés	(Ariza	et	al.,	2012).		

La	 fixation	 de	 la	 flucloxacilline	 sur	 la	 HSA	 in	 vitro	 est	 également	 concentration	 et	 temps	
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dépendante.	Au	 total,	dix	 lysines	ont	été	 identifiées	 comme	pouvant	 se	 lier	 à	 la	 flucloxacilline:	

Lys	 162,	 190,	 195,	 199,	 212,	 351,	 432,	 525,	 541	 et	 545.	 Les	 résidus	modifiés	 avec	 une	 faible	

concentration	de	flucloxacilline	sont	les	lysines	190	et	212,	suivi	par	les	lysines	199	et	351	pour	

une	concentration	supérieure.	Les	lysines	162	et	545	ne	sont	hapténisées	que	pour	la	plus	forte	

concentration	de	 la	molécule	médicamenteuse.	Parallèlement,	 les	 lysines	190,	195,	212	et	541	

sont	les	plus	rapidement	hapténisées	en	fonction	du	temps	d’incubation,	suivies	par	les	lysines	

162,	 351,	 432,	 199	 et	 545.	 Chez	 tous	 les	 patients	 recevant	 la	 flucloxacilline,	 la	 HSA	 isolée	 du	

sérum	présente	des	modifications	sur	les	lysines	190	et	212.	Cette	étude	montre	que	les	lysines	

190	 et	 212	 sont	 celles	 qui	 sont	 les	 plus	 réactives	 in	vitro	 et	 in	vivo	 avec	 la	 flucloxacilline.	 Ces	

résidus	sont	présents	au	niveau	des	poches	hydrophobes	de	 la	HSA	(Sudlow	IIA	et	 IIIA).	 Il	 est	

important	de	noter	que	malgré	la	détection	de	modifications	des	lysines	190,	195	et	199	chez	un	

même	 patient,	 aucun	 peptide	 tryptique	 n’a	 été	 retrouvé	 doublement	 ou	 triplement	 hapténisé.	

Ceci	 est	 probablement	 du	 à	 un	 encombrement	 stérique	 par	 l’adduit	 ou	 à	 une	 altération	 de	 la	

conformation	 locale	et	par	conséquence	de	 la	réactivité	ainsi	que	de	 la	disponibilité	de	chaque	

lysine	au	sein	de	chaque	protéine.	Ceci	est	un	facteur	important	lorsqu’on	considère	la	théorie	de	

l’haptène	 dans	 l’hypersensibilté	 médicamenteuse.	 Probablement	 les	 peptides	 antigéniques	 ne	

comprendront	qu’un	seul	adduit	médicamenteux	(Jenkins	et	al.,	2009).	

Suite	 à	 l’étude	 bibliographique	 regroupée	 dans	 le	 tableau	 ci-dessous,	 douze	 lysines	 ont	 été	

sélectionnées	pour	la	suite	de	notre	étude	:	lysines	137,	159,	190,	195,	199,	212,	351,	432,	436,	

525,	541,	545.	Notons	que	les	lysines	les	plus	réactives	avec	les	pénicillines	sont	principalement	

les	lysines	190,	199,	212	et	541	(Tableau	20).		
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	 AMOXICILLINE	 BENZYLPENICILLINE	 FLUCLOXACILLINE	 PIPERACILLINE	

Référence	 Martin	SF	
et	al.,	2010	

Garzon	D	
et	al.,	2014	

Yvon	M	et	al.,	
1989,	1990	

Meng	X	et	
al.,	2011	

Notre	
étude	 Jenkins	RE	et	al.,	2009	 Whitaker	P	

et	al.,	2011	
El-Ghaiesh	S	
et	al.,	2012	

Lys	4	 	 	 	 	 	 	 +c	 	

Lys	12	 	 	 	 	 +b	 	 +c	 	

Lys	20	 	 	 	 +b,c	 	 	 	 	

Lys	73	 	 	 	 	 +b	 	 	 	

Lys	137	 	 	 	 +b,c	 +b	 +b	 +c	 	

Lys	159	 	 	 	 +b,c	 +b	 	 	 	

Lys	162	 	 	 	 	 +b	 +b,c	 +c	 	

Lys	190	 ++b	 ++c	 +b	 +b,c	 +b	 ++b,c	 +b,c	 +b	

Lys	195	 	 	 +b	 +b,c	 +b	 +b,c	 +b,c	 +b	

Lys	199	 ++b	 	 +b	 ++b,c	 +b	 +b,c	 +c	 +b	

Lys	212	 	 	 	 +b,c	 +b	 ++b,c	 +c	 	

Lys	351	 +b	 	 	 +b,c	 +b	 +b,c	 +c	 	

Lys	359	 	 	 	 	 +b	 	 	 	

Lys	372	 	 	 	 +b	 	 	 	 	

Lys	402	 	 	 	 	 +b	 	 	 	

Lys	414	 	 	 	 	 +b	 	 	 	

Lys	432	 +b	 	 +b	 +b,c	 +b	 +b,c	 +b,c	 +b	

Lys	436	 	 	 	 +b	 +b	 	 	 	

Lys	439	 	 	 	 	 +b	 	 	 	

Lys	475	 	 	 	 	 +b	 	 	 	

Lys	500	 	 	 	 	 +b	 	 	 	

Lys	519	 	 	 	 	 +b	 	 	 	

Lys	525	 	 	 	 +b,c	 +b	 +b,c	 +c	 	

Lys	541	 ++b	 	 +b	 +b,c	 +b	 +b,c	 +b,c	 +b	

Lys	545	 +b	 	 +b	 +b,c	 +b	 +c	 +c	 	

Tableau	20:	Lysines	modifiées	par	les	pénicillines	sur	la	HSA.	Résidus	modifiés	par	les	pénicillines,	
indiqués	par	+.	Résidus	les	plus	réactifs,	qui	ont	été	identifiés	pour	la	cinétique	d’incubation	la	plus	courte	ou	avec	la	

concentration	de	médicament	la	plus	faible,	indiqués	par	++.	bRésidus	identifiés	in	vitro	formant	des	adduits	sur	la	HSA.	
cRésidus	identifiés	sur	la	HSA	purifiée	de	sérums	de	patients	ayant	reçu	un	traitement	avec	le	médicament	(Ariza	A	et	

al.,	2015).	
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- Identification	des	épitopes	T		

Plusieurs	 méthodes	 d’identification	 des	 épitopes	 T	 ont	 été	 développées.	 Certaines	 stratégies	

reposent	 sur	 des	 digestions	 protéiques,	 des	 synthèses	 de	 peptides	 chevauchants,	 l’utilisation	

d’algorithmes	 de	 prévision	 basés	 sur	 l’identification	 des	motifs	 de	 liaison	 aux	molécules	HLA,	

l’élution	 de	 peptides	 à	 partir	 des	 molécules	 du	 CMH	 présentes	 à	 la	 surface	 des	 APC,	 et	 des	

approches	 biochimiques	 et	 protéomiques	 pour	 l’identification	d’épitopes	 (Gilchuk	et	al.,	 2013;	

Hillen	et	Stevanovic,	2006;	Rammensee	et	al.,	1999;	Wolk	et	al.,	2012).	De	plus,	des	approches	

génétiques	(Britten	et	al.,	2005;	Schuler	et	al.,	2005)	et	d’identification	de	peptides	mimotopes	

(Crawford	et	al.,	2006;	Siewert	et	al.,	2012;	Yin	et	al.,	2012)	aident	à	 l’identification	d’épitopes	

naturels	qui	 sont	extrèmement	utiles	dans	 l’analyse	du	 fonctionnement	et	de	 la	 spécificité	des	

cellules	T.	Un	mimotope	est	souvent	un	peptide	qui	mime	 la	structure	d’un	épitope.	Possédant	

cette	structure,	un	mimotope	peut	induire	une	réponse	immune	avec	production	d’Ac	similaires	

à	ceux	produits	contre	l’épitope.	

La	méthode	la	plus	communément	employée	pour	l’identification	des	épitopes	reconnus	par	les	

cellules	 T	 est	 basée	 sur	 le	 fait	 que	 les	 peptides	 immunogènes	 dérivent	 de	 séquences	 courtes	

d’acides	aminés	présentes	au	sein	de	 la	séquence	d’une	protéine	antigénique.	Des	 librairies	de	

peptides	 couvrant,	 en	 se	 chevauchant,	 l’intégralité	 de	 la	 séquence	 de	 la	 protéine	 antigénique	

d’intérêt	 sont	 générées	 et	 les	 peptides	 sont	 synthétisés	 et	 chargés	 sur	 des	 APC,	 sous	 format	

individuel	 ou	 de	 pools	 de	 peptides.	 La	 capacité	 des	 cellules	 T	 à	 reconnaître	 les	 peptides	

chevauchants	est	mesurée	par	 la	production	de	 cytokines	 suite	à	une	 co-culture	avec	des	APC	

chargées	avec	ces	peptides.	Deux	 limitations	existent	pour	cette	approche,	 la	première	étant	 la	

restriction	à	des	types	HLA	spécifiques	utilisés	pour	l’identification	des	épitopes,	et	la	deuxième	

étant	le	coût	ainsi	que	le	temps	requis	pour	synthétiser	et	cribler	une	large	librairie	de	peptides.	

De	 plus,	 la	 production	 de	 librairies	 de	 peptides	 chevauchants	 destinées	 à	 identifier	 des	Ag	 de	

cellules	T	risque	d’être	très	coûteuse	dans	le	cas	des	cancers	et	des	pathogènes	complexes	tels	

que	les	bactéries	et	les	parasites	avec	un	génome/protéome	de	grande	taille.	

Le	coût	des	librairies	de	peptides	peut	être	réduit	en	sélectionnant	préalablement	des	peptides	

qui	pourraient	se	fixer	aux	molécules	du	CMH	à	l’aide	d’algorithmes	de	prévision.	A	partir	de	la	

large	 collection	 de	 tous	 les	 peptides	 connus	 restreints	 aux	molécules	 du	 CMH	 et	 des	 épitopes	

contenus	dans	les	bases	de	données	tel	que	IEDB	(Vita	R	et	al.,	2015)	et	SYFPEITHI	(Rammensee	

H	 et	 al.,	 1999),	 des	 algorithmes	 de	 prévision	 des	 épitopes	 ont	 été	 développés.	 Ces	 peptides	
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préalablement	 sélectionnés	 et	 dont	 le	 nombre	 a	 été	 réduit	 présenteraient	 une	 plus	 grande	

probabilité	 de	 présentation	 et	 par	 conséquence	 de	 reconnaissance	 par	 les	 LT	 (Rosa	 DS	 et	al.,	

2010;	 Lundegaard	 C	 et	 al.,	 2010).	 Les	 méthodes	 d’identification	 des	 épitopes	 à	 l’aide	 des	

algorithmes	sont	souvent	couplés	à	des	validations	biochimiques	et	 immunologiques	telles	que	

la	 réponse	 T	 spécifique.	 Sachant	 que	 plusieurs	 déterminants	 issus	 d’une	 protéine	 antigénique	

peuvent	être	présentés	mais	que	très	peu	sont	reconnus	par	les	cellules	T	(Gilchuk	P	et	al.,	2013;	

Oseroff	C	et	al.,	2005).	Il	est	donc	impossible	de	conclure	sur	l’immunogénicité	d’un	peptide	en	se	

basant	uniquement	sur	les	méthodes	de	prévisions.	De	plus,	la	liaison	aux	molécules	du	CMH	est	

seulement	un	parmi	plusieurs	facteurs	qui	déterminent	l’antigénicité	d’un	peptide	et	l’utilisation	

de	 ces	 algorithmes	 peut	mener	 les	 chercheurs	 à	 négliger	 des	 Ag	 contenant	 des	modifications	

post-traductionnelles	 telle	 que	 la	 phosphorylation	 ou	 dans	 le	 cas	 de	 notre	 étude	 la	 prise	 en	

considération	 de	 la	 présence	 d’une	 hapténisation	 par	 la	 BP.	 Par	 conséquent,	 les	 algorithmes	

prédictifs	 sont	 limités	 par	 ce	 biais	 et	 identifient	 des	 épitopes	 qui	 peuvent	 ne	 pas	 être	

représentatifs	des	Ag	potentiels	sur	 l’ensemble	du	protéome.	De	plus,	bien	que	les	algorithmes	

prédisent	 rapidement	 les	 épitopes	présentés	 aux	 cellules	T,	 ils	 ne	prédisent	 ni	 si	 ces	 peptides	

sont	présentés	lors	d’un	état	infectieux	ou	allergique,	ni	leur	immunogénicité	(Pasquetto	V	et	al.,	

2005;	 Remakus	 S	 et	al.,	 2012;	 Tscharke	 DC	 et	al.,	 2005).	 De	 plus,	 ces	 algorithmes	 permettent	

d’analyser	des	structures	statiques	issues	de	modèles	cristallins	de	peptides	et	de	molécules	HLA	

qui	ne	sont	pas	représentatifs	de	la	dynamique	réelle	du	complexe	peptide-HLA.	

Parmi	 les	 premières	 approches	 sans	 biais	 utilisées	 pour	 identifier	 des	 Ag	 de	 cellules	 T,	 on	

retrouve	celles	examinant	des	épitopes	directement	issus	de	cellules	infectées	(Pamer	EG,	1994)	

ou	de	cellules	chargées	avec	le	complexe	antigénique.	Dans	cette	méthode,	les	peptides	issus	de	

la	dégradation	de	 la	protéine	antigénique	d’intérêt	 sont	présentés	au	niveau	des	molécules	du	

CMH	à	la	surface	des	APC.	Ces	peptides	sont	élués	et	le	pool	de	peptides	récupéré	est	fractionné	

par	 HPLC.	 Les	 fractions	 peptidiques	 obtenues	 sont	 chargées	 sur	 des	 APC	 pour	 des	 tests	 de	

restimulation	 des	 cellules	 T.	 Le	 peptide	 antigénique	 est	 identifié	 à	 partir	 de	 la	 fraction	

responsable	de	l’activation	des	cellules	T	par	spectrométrie	de	masse.	Etant	donné	que	seule	une	

petite	quantité	d’un	peptide	donné	peut	 être	 récupérée	à	partir	de	 la	 surface	des	APC,	des	Ag	

biologiquement	pertinents	peuvent	ne	pas	exister	en	quantités	suffisantes	pour	restimuler	des	

cellules	T	ou	pour	être	identifiés	par	spectrométrie	de	masse.	Cependant,	au	vu	de	l’amélioration	

de	 la	 sensibilité	 de	 la	 spectrométrie	 de	 masse	 et	 les	 progrès	 effectués	 dans	 ce	 domaine,	 la	
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détection	 des	 peptides	 élués	 a	 été	 possible	 pour	 de	 nombreux	 Ag	 dont	 plusieurs	 candidats	

vaccins	prometteurs	(Karunakaran	KP	et	al.,	2008).	

- Choix	d’une	approche	in	silico	pour	l’identification	des	peptides-BP	immunogènes	

Le	but	donc	de	cette	étude	est	de	développer	une	méthode	d’identification	des	épitopes	issus	du	

bioconjugué	 HSA-BP	 à	 l’aide	 d’un	 criblage	 utilisant	 les	 algorithmes	 présents	 dans	 la	 base	 de	

donnée	de	l’IEDB.	Cette	approche	permettrait	d’avoir	une	couverture	globale	de	la	population	se	

traduisant	par	une	présentation	sur	un	large	éventail	de	molécules	HLA.		

Dans	ce	contexte,	il	a	été	choisi	de	sélectionner	tous	les	peptides	chevauchants	de	15-mers	(avec	

un	 décalage	 d’un	 acide	 aminé	 sur	 la	 séquence	 de	 la	 HSA	 entre	 un	 peptide	 et	 un	 autre)	 pour	

chacune	des	12	lysines	d’intérêt	et	de	calculer	leur	probabilité	d’association	aux	allèles	HLA	les	

plus	 fréquents	 dans	 la	 population	 caucasienne	 à	 l’aide	 du	 logiciel	 de	 prévision	 IEDB-AR	 et	 le	

programme	MHC-II	binding.	Au	total,	une	librairie	de	180	peptides	a	été	produite	et	analysée	in	

silico	 à	 l’aide	 du	 logiciel	 de	 prévision	 IEDB-AR.	 La	 méthode	 de	 l’IEDB-AR	 est	 une	 technique	

rapide,	 l’analyse	 des	 données	 est	 plus	 longue,	 mais	 elle	 permet	 d’éliminer	 facilement	 des	

peptides	qui	 ont	de	 très	 faibles	probabilités	de	 liaison	pour	 tous	 les	 allèles	HLA	étudiés.	 Pour	

rappel,	 les	 molécules	 HLA	 de	 classe	 II	 possèdent	 une	 poche	 d’ancrage	 dite	 ouverte	 dont	

l’avantage	par	rapport	aux	molécules	HLA	de	classe	I	est	de	pouvoir	présenter	des	peptides	avec	

une	 longeur	 comprise	 entre	 12	 et	 25	 acides	 aminés	 qui	 seront	 réellement	 en	 contact	 avec	 la	

poche	d’ancrage.	Les	acides	aminés	aux	extrémités	N-	ou	C-terminaux	débordant	du	sillon	sont	

dits	des	séquences	 flanquantes.	Sachant	que	 la	 longueur	du	peptide	 impacte	sur	 la	stabilité	du	

complexe	peptie-HLA	et	que	les	peptides	de	15-mers	sont	ceux	les	plus	largement	utilisés	dans	la	

littérature	grâce	à	leur	stabilité	(Chicz	et	al.,	1993;	Rudensky	et	al.,	1991),	nous	avons	choisi	de	

considérer	des	peptides	de	15-mers	pour	cette	étude.	

Une	des	particularités	de	l’IEDB-AR	est	la	prévision	des	positions	des	acides	aminés	du	peptide	

au	sein	de	la	poche	HLA.	Il	est	donc	possible	dans	le	cadre	de	notre	étude	de	prédire	la	position	

de	 la	 lysine	 hapténisée	 avec	 la	 BP	 dans	 la	 poche	 d’ancrage.	 Ceci	 nous	 permet	 de	 déterminer	

l’orientation	de	la	BP	dans	la	poche	de	la	molécule	HLA	et	donc	de	savoir	si	la	BP	est	tournée	vers	

le	 TCR	 ou	 non,	 permettant	 ainsi	 d’affiner	 la	 sélection	 des	 peptides.	 Les	 quatorze	 peptides	

présentant	les	meilleures	affinités	de	liaison	au	plus	grand	nombre	de	molécules	HLA	parmi	les	

sept	molécules	HLA	de	classe	II	les	plus	fréquentes	de	la	population	caucasienne	analysées	et	qui	
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possèdent	 la	BP	orientée	vers	 le	TCR	ont	été	sélectionnés.	Notons	que	 l’article	1	n’évoque	que	

l’analyse	 effectuée	 sur	 les	dix	premières	 lysines	d’intérêt	 ainsi	 que	 le	 choix	de	douze	peptides	

candidats.	

D’autres	méthodes	ont	été	utilisées	pour	l’étude	de	la	liaison	peptide-HLA	dans	notre	étude	afin	

d’additionner	les	avantages	de	chaque	technique.	La	méthode	de	modélisation	par	simulation	de	

dynamique	moléculaire	 effectuée	 en	 collaboration	 avec	 l’équipe	du	Pr.	Raphael	Terreux	 (UMR	

CNRS	 5086)	 a	 permis	 d’évaluer	 la	 stabilité	 du	 complexe	HLA-peptide	 en	mouvement	 dans	 un	

milieu	aqueux.	De	part	sa	grande	précision	et	son	rapprochement	de	 la	réalité,	cette	technique	

nécessite	une	phase	de	préparation	des	complexes	HLA-peptide	très	longue	ainsi	que	l’accès	à	un	

ordinateur	 de	 très	 haute	 performance	 permettant	 d’effectuer	 les	 calculs	 de	 stabilité.	 Les	 neuf	

séquences	peptidiques	non	hapténisées	ont	été	 testées	avec	cette	méthode	:	LF,	PT,	LK,	SF,	FS,	

VL,	TG,	VC	et	KV.	Les	peptides	LF,	PT,	FS,	VL	ont	présentés	de	 très	bons	scores	de	 liaison	à	au	

moins	 cinq	 parmi	 les	 six	 allèles	 HLA-DRB1	 analysés.	 Par	 contre,	 le	 peptide	 LK	 ne	 présente	

aucune	 bonne	 liaison	 pour	 toutes	 les	 molécules	 HLA	 testées.	 Les	 peptides	 SF,	 TG,	 VC	 et	 KV	

présentent	des	profils	intermédiaires	qui	dépendent	de	chaque	allèle.		

L’affinité	 des	 peptides	 hapténisés	 et	 non	 hapténisés	 a	 été	 évaluée	 par	 une	 méthode	

expérimentale	en	utilisant	un	test	ELISA	mesurant	la	liaison	in	vitro	aux	molécules	HLA	de	classe	

II	 réalisé	 en	 collaboration	 avec	 le	 Dr.	 Bernard	Maillère	 (SIMOPRO,	 IBiTecS).	 Il	 s’agit	 d’un	 test	

ELISA	de	compétition	qui	consiste	à	mesurer	en	solution	l’affinité	de	liaison	du	peptide	à	tester	

aux	molécules	HLA	de	classe	II	en	présence	d’un	peptide	traceur	biotinylé	connu	pour	avoir	une	

forte	 affinité	de	 liaison	 à	 la	molécule	HLA	 testée.	 Les	 résultats	montrent	que	 les	peptides	non	

hapténisés	LF,	FS	et	PT	possèdent	une	bonne	affinité	de	liaison	pour	au	moins	6	molécules	HLA-

DR.	Le	peptide	SF	ne	présente	une	bonne	affinité	qu’avec	3	molécules	HLA-DR	et	le	peptide	KV	

qu’avec	1	seule	molécule	HLA-DR.		

Suite	à	l’hapténisation	par	la	BP,	le	peptide	LF	voit	son	affinité	non	affectée,	alors	que	le	peptide	

FS	a	complètement	perdu	son	affinité	pour	la	majorité	des	molécules	HLA.	Les	peptides	PT,	SF	et	

KV	ont	perdu	 leur	affinité	pour	certaines	molécules	HLA	et	ont	présenté	une	meilleure	affinité	

pour	d’autres.	Dans	 la	plupart	des	cas,	 l’hapténisation	au	niveau	du	«	core	»	du	peptide	semble	

altérer	 la	 conformation	 de	 la	 poche	 de	 liaison	 de	 la	 molécule	 HLA	 et	 provoquer	 une	 perte	

d’affinité	 de	 2	 log	 ou	 plus	mesurée	 par	 cette	méthode.	 Par	 contre,	 lorsque	 l’hapténisation	 est	

située	sur	une	lysine	en	région	flanquante,	l’affinité	n’est	pas	modifiée.		
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Une	comparaison	de	la	méthode	de	modélisation	par	simulation	de	dynamique	moléculaire	et	la	

prédicition	in	silico	à	l’aide	du	logiel	IEDB-AR	effectuées	sur	les	peptides	non	hapténisés,	montre	

une	bonne	 concordance	entre	 ces	deux	méthodes	d’analyse.	 Les	peptides	possédant	de	 faibles	

percentiles	 selon	 l’IEDB-AR	 présentent	 dans	 la	 majorité	 des	 cas	 une	 valeur	 de	 «	ΔΔGbind	»	

(énergie	 libre	 de	 liaison)	inférieure	 à	 -1	 kcal.mol-1.	 Deux	 peptides	 sont	 particulièrement	

concernés	par	des	discordances	multiples,	les	peptides	LK	(lysines	190,	195	et	199)	et	TG	(lysine	

432).	 En	 général,	 ces	 peptides	 avaient	 de	 faibles	 percentiles	 alors	 que	 leur	 «	ΔΔGbind	»	 est	

supérieur	à	zéro	kcal.mol-1.	On	pourrait	donc	s’attendre	à	ce	que	ces	deux	peptides	ne	soient	pas	

bien	présentés	sur	 les	molécules	HLA	et	posséderaient	donc	une	mauvaise	reconnaissance	par	

les	LT.	

Les	affinités	des	peptides	non	hapténisés	aux	molécules	HLA-DR	ont	été	comparées	entre	le	test	

ELISA	 de	 compétition	 et	 la	 prévision	 in	 silico	 à	 l’aide	 du	 logiciel	 IEDB-AR.	 Une	 mauvaise	

concordance	est	observée	dans	la	grande	majorité	des	cas,	et	ceci	concerne	surtout	les	peptides	

SF	et	KV,	et	les	allèles	HLA-DRB1*1501	et	HLA-DRB3*0101.	Par	contre,	une	bonne	concordance	

est	observée	pour	les	peptides	LF	et	FS	ainsi	qu’une	concordance	moyenne	pour	le	peptide	PT.	

Les	 résultats	 obtenus	 à	 l’aide	 du	 test	 ELISA	de	 compétition	 suggèreraient	 que	 les	 peptides	 SF	

(lysines	195	et	199)	et	KV	(lysine	525)	ne	soient	pas	bien	présentés	sur	les	molécules	HLA	aux	

TCR	des	LT.	

Malgré	la	présence	de	discordances	entre	ces	méthodes,	les	quatorze	peptides	sélectionnés	ont	

été	 synthétisés	 et	 leur	 reconnaissance	 par	 les	 LT	 de	 donneurs	 sains	 a	 été	 évaluée.	 La	

comparaison	de	 la	concordance	ou	de	 la	discordance	entre	 les	 techniques	permet	de	contrôler	

l’efficacité	des	trois	méthodes	de	prévision	en	fonction	des	résultats	biologiques	obtenus.	

- Synthèse	des	peptides-BP	issus	de	la	HSA	

Pour	 synthétiser	 ces	peptides	 couplés	 à	 la	BP	 sur	une	 lysine,	 plusieurs	méthodes	ont	 déjà	 été	

décrites	dans	 la	 littérature.	Certaines	présentant	quelques	 inconvénients.	 La	première	étant	 la	

synthèse	du	peptide	sans	la	molécule	médicamenteuse	(ici	la	BP)	dans	un	premier	temps	et	dans	

un	 deuxième	 temps,	 synthèse	 du	 bioconjugué	 peptide-médicament	 en	 suivant	 la	 même	

méthodologie	que	celle	employée	avec	la	synthèse	de	bioconjugué	HSA-BP.	Cette	méthode	a	été	

utilisée	pour	des	couplages	de	molécules	médicamenteuses	sur	des	peptides	tel	que	le	SMX	sur	



	 274	

un	peptide	non-naturel	DS3	(Callan	HE	et	al.,	2009)	ou	l’AX	sur	des	peptides	synthétiques	issus	

de	la	HSA	(Ariza	A	et	al.,	2012).	Cependant,	cette	méthode	ne	permet	pas	de	garantir	la	fixation	

sélective	 de	 la	 BP	 sur	 la	 lysine	 d’intérêt,	 en	 particulier	 lorsque	 le	 peptide	 comporte	 plusieurs	

lysines	(notamment	les	lysines	190,	195	et	199	sur	le	peptide	LK	ou	les	lysines	432	et	436	sur	le	

peptide	SF)	ou	d’autres	fonctions	chimiques	nucléophiles	capables	de	s’additionner	et	d’ouvrir	le	

noyau	BL.	La	deuxième	consiste	en	 la	synthèse	du	peptide	sur	support	solide	par	 la	 technique	

Fmoc	en	utilisant	des	acides	aminés	(ici	des	lysines)	protégées	orthogonalement	qui	portent	des	

groupement	protecteurs	qui	peuvent	être	clivés	sélectivement	 (Edwards	 JV	et	al.,	2013).	Ainsi,	

une	 fois	 la	 synthèse	 du	 peptide	 réalisée	 sur	 résine,	 le	 groupement	 protecteur	 de	 la	 fonction	

amine	du	résidu	lysine	est	clivé	sélectivement.	Il	est	alors	possible	de	fixer	la	BP	uniquement	sur	

les	 lysines	 déprotégées	 sélectivement	 et	 ensuite	 de	 réaliser	 l’étape	 finale	 de	 déprotection	 du	

peptide	et	de	clivage	de	la	résine.	Cette	méthode	permet	de	fixer	sélectivement	la	BP	sur	la	lysine	

d’intérêt	 mais	 elle	 requiert	 un	 choix	 adéquat	 et	 judicieux	 de	 groupements	 protecteurs	 pour	

chaque	peptide.	Cette	démarche	est	donc	complexe.		

La	stratégie	qui	a	été	évaluée	comme	étant	la	plus	flexible	et	la	plus	sélective	est	celle	qui	passe	

par	la	synthèse	des	monomères	lysine-BP	et	l’introduction	régiocontrolée	de	ce	monomère	lors	

de	la	synthèse	du	peptide	sur	support	solide	via	la	méthodologie	Fmoc.	En	effet,	en	synthétisant	

le	 monomère	 lysine-BP,	 il	 est	 ensuite	 possible	 d’automatiser	 la	 synthèse	 de	 ces	 peptides,	 en	

utilisant	ce	monomère	comme	un	acide	aminé	classique.	Néanmoins,	le	monomère	lysine-BP	se	

doit	 d’être	 protégé	 avec	 des	 groupement	 protecteurs	 afin	 d’éviter	 des	 couplages	 croisés	 non	

désirés.	Cette	méthode	a	été	décrite	pour	des	sérines	modifiées	dans	le	brevet	de	Boto	Castro	et	

coll.	 (Castro	 B	 et	 al.,	 2013).	 Ce	 travail	 concernant	 la	 synthèse	 du	 monomère	 lysine-BP	 a	 été	

effectué	 en	 collaboration	 avec	 le	 Pr.	 Delphine	 Joseph,	 le	 Dr.	 Sandrine	 Delarue-Cochin	 et	 a	 fait	

partie	du	sujet	de	thèse	du	Dr.	Noémie	Scornet	(UMR	CNRS	8076,	Université	Paris-Sud,	Chatenay,	

Malabry).	

3- Détection	de	LT	naïfs	rares	spécifiques	du	bioconjugué	HSA-BP	et	des	peptides-

BP	chez	des	donneurs	non	allergiques	et	détermination	de	leur	fréquence	

Le	répertoire	de	cellules	T	naïves	est	extrêmement	divers	parce	qu’il	contient	un	grand	nombre	

de	clones	de	cellules	T	distincts,	chacun	représenté	par	seulement	quelques	cellules	(Arstila	et	

al.,	 1999	;	Goldrath	et	Bevan,	1999).	Ce	 répertoire	 est	principalement	 formé	par	 les	 sélections	

positives	et	négatives	présentes	dans	 le	 thymus	qui	aboutit	à	 la	 formation	de	LT	CD4+	et	CD8+	
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fonctionnels	capables	de	reconnaître	des	peptides	étrangers	présentés	sur	les	molécules	HLA	de	

classe	II	et	I.	Suite	à	une	stimulation	antigénique	au	niveau	des	organes	lymphoïdes	secondaires,	

les	 rares	 cellules	 T	 naïves	 spécifiques	 de	 l’Ag	 subissent	 une	 expansion	 clonale	 qui	 reflète	 le	

répertoire	antigénique	de	l’individu.	Des	études	moléculaires	montrent	que	la	diversité	des	TCR	

est	au	moins	100	fois	moins	importante	dans	le	répertoire	mémoire	que	dans	le	répertoire	naïf.	

L’identification	 et	 la	 caractérisation	 des	 LT	 spécifiques	 des	 Ag	 au	 sein	 du	 répertoire	 naïf	 est	

fondamental	 pour	 la	 compréhension	 du	 processus	 de	 sélection	 clonale	 ainsi	 que	 pour	 la	

prévision	 de	 l’immunogénicité	 des	 vaccins	 et	 des	 protéines	 thérapeutiques	 par	 exemple.	 Des	

études	tentent	de	démontrer	que	la	fréquence	des	LT	naïfs	spécifiques	d’un	Ag	peut	être	corrélée	

avec	 son	 potentiel	 immunogène	 (Delluc	 et	 al.,	 2011).	 L’analyse	 de	 la	 taille	 du	 pool	 de	 LT	

précurseurs	et	la	diversité	du	répertoire	TCR	pourraient	donc	fournir	des	informations	en	ce	qui	

concerne	 la	 vigueur	 et	 la	 force	 de	 la	 réponse	 T	 ainsi	 que	 l’efficacité	 de	 la	 formation	 des	 LT	

mémoires	(Jenkins	et	Moon,	2012;	Kimber	et	al.,	2012;	Moon	et	al.,	2009).	Des	études	menées	sur	

des	Ac	monoclonaux	thérapeutiques	ou	sur	des	protéines	recombinante	tel	que	l’Erythropoïétine	

(EPO)	tendent	à	confirmer	cette	hypothèse	(Delluc	et	al.,	2010,	2011).		

Dans	le	cas	de	l’allergie	médicamenteuse,	il	est	tentant	de	spéculer	que	la	fréquence	des	LT	naïfs	

spécifiques	 des	médicaments	 présents	 chez	 les	 individus	 prédisposés	 peut	 être	 corrélée	 avec	

l’intensité	de	la	réponse	T	lors	du	processus	de	sensibilisation	(Nhim	et	al.,	2013).	Cependant,	vu	

la	nature	chimique	artificielle	des	médicaments,	il	n’est	pas	clair	si	la	sélection	des	LT	spécifiques	

des	médicaments	est	un	évènement	commun	ou	reste	limité	à	certains	donneurs.	La	sélection	de	

LT	spécifiques	des	médicaments	peut	être	un	événement	rare	en	 lien	avec	 la	 faible	occurrence	

des	 allergies	 médicamenteuses.	 D’autre	 part,	 un	 répertoire	 large	 de	 cellules	 T	 retrouvé	 chez	

plusieurs	donneurs	peut	souligner	le	potentiel	des	molécules	chimiques	à	être	reconnues	par	un	

grand	nombre	de	donneurs.		

Plusieurs	méthodes	 d’isolement	 et	 d’enrichissement	 de	 cellules	 T	 spécifiques	 à	 un	 Ag	 ont	 été	

développées	 dans	 les	 années	 précédentes	 qui	 permettent	 l’isolation	 de	 LT	 précurseurs	 rares.	

Fondamentalement,	 deux	 stratégies	 peuvent	 être	 distinguées.	 La	 première	 stratégie	 est	 basée	

sur	 l’identification	directe	de	cellules	T	spécifiques	d’un	Ag	par	marquage	du	TCR	spécifique	à	

l’aide	de	multimères	CMH/peptide,	 tel	que	 les	dimères,	 les	 tétramères	ou	 les	pentamères.	Ceci	

consiste	 en	 des	 protéines	 du	 CMH	 multimérisées	 contenant	 le	 peptide	 antigénique	 d’intérêt.	

(Greten	et	Schneck,	2002;	Oelke	et	Schneck,	2010;	Sims	et	al.,	2010;	Davis	et	al.,	2011;	Nepom,	

2012).	Ces	technologies	sont	surtout	efficaces	dans	la	détermination	de	la	fréquence	de	cellules	T	
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spécifiques	d’un	Ag	aussi	bien	dans	le	répertoire	naïf	que	effecteur	ou	mémoire.	Les	multimères	

de	molécules	du	CMH	permettent	aussi	d’isoler	les	cellules	T	spécifiques	d’un	Ag	à	l’aide	de	billes	

magnétiques	ou	par	une	technique	de	séparation	par	cytométrie	en	flux,	et	de	les	détecter	dans	

les	tissus	in	vitro	et	in	vivo	par	un	marquage	in	situ,	par	exemple	avec	des	tetramères	CMH	et	une	

microscopie	bi-photons	(Skinner	et	Haase,	2002,	2005;	Hong	et	al.,	2009;	Andersen	et	al.,	2012;	

Coppieters	 et	 al.,	 2012).	 Des	 méthodes	 sophistiquées	 de	 multiplex	 ont	 été	 développées	 qui	

permettent	 l’analyse	de	réponses	complexes	de	cellules	T	en	utilisant	des	multimères	peptide-

CMH	 qui	 contiennent	 un	 large	 réseau	 de	 peptides	 (Toebes	 et	 al.,	 2006,	 2009;	 Hadrup	 et	 al.,	

2009).	 Ces	 approches	 de	 multiplex	 permettent	 l’identification	 d’épitopes	 T	 et	 peuvent	 êtres	

utiles	dans	l’analyse	de	la	fréquence	des	cellules	T	en	diagnostic.	Les	approches	de	cytométrie	en	

flux	multimériques	sont	capables	d’identifier	un	nombre	de	cellules	spécifiques	d’un	Ag	>1	dans	

un	 nombre	 total	 de	 104	 à	 105	 cellules	 (Bacher	 et	 Scheffold,	 2013;	 Brosterhus	 et	 al.,	 1999;	

Frentsch	et	al.,	2005;	Pittet	et	al.,	2001).	La	détection	de	LT	spécifiques	de	virus,	tel	que	le	CMV,	

est	dans	la	plupart	des	cas	simple,	parce	que	ces	cellules	sont	présentes	à	une	fréquence	de	0,1	à	

1%	 des	 cellules	 T,	 et	 sont	 supérieures	 à	 1%	 chez	 des	 donneurs	 séropositifs.	 Dans	 le	 but	

d’identifier	des	cellules	T	très	rares	de	l’ordre	d’une	cellule	spécifique	d’un	Ag	parmi	105	à	107	

cellules,	il	existe	plusieurs	options:		

(1) Une	étape	préalable	d’amplification	ou	d’expansion	polyclonale	des	cellules	T	rares		in	vitro	

avec	la	PHA	peut	être	réalisée	suivit	par	à	une	stimulation	antigénique	spécifique	pour	une	

détection	 ultérieure	 du	 pool	 précurseur	 amplifié	 de	 LT.	 Ce	 test	 a	 été	 appliqué	 à	 des	 Ag	

primaires	 tels	 que	 la	 KLH,	 des	 Ag	 provenant	 de	Bacillus	 anthracis,	 la	 toxine	 tétanique,	 le	

cytomégalovirus	et	des	dérivés	purifiés	de	Mycobacterium	tuberculosis	(Geiger	et	al.,	2009).		

(2) Afin	 d’évaluer	 les	 cellules	 T	 rares	 spécifiques	 des	 sensibilisants	 de	 contact	 au	 sein	 du	

compartiment	de	cellules	T	naïves	l’équipe	de	Stéphan	Martin	a	développé	un	test	in	vitro	de	

stimulation	des	cellules	T	ou	hTCPA	(human	T	cell	priming	assay)	(Martin	et	al.,	2010;	Dietz	

et	al.,	 2010;	Richter	et	al.,	 2013).	 Sachant	que	 la	 stimulation	des	 cellules	T	 spécifiques	des	

allergènes	 peut	 être	 régulée	 négativement	 par	 certaines	 sous-populations	 de	 cellules	

immunitaires	 tel	 que	 les	 cellules	 T	 régulatrices	 CD25+	 et	 les	 cellules	 NK	 CD56+,	 ce	 test	 a	

combiné	la	déplétion	des	cellules	CD4+CD25+FoxP3+	et	des	cellules	CD56+	afin	d’améliorer	la	

réponse	effectrice	et	l’utilisation	de	DC	CD1ahigh	pour	une	meilleure	présentation	de	l’Ag	tel	

que	 l’α-héxylcinnamaldéhyde	 (HCA)	 et	 le	 4-dinitrochlorobenzène	 (DNCB).	 Cette	 technique	

permet	 de	 mettre	 en	 évidence	 les	 propriétés	 sensibilisantes	 des	 produits	 chimiques	 à	
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travers	 des	 analyses	 multiparamétriques	 tel	 que	 l’évaluation	 de	 la	 fréquence	 des	 LT	

spécifiques	 de	 l’Ag	 ainsi	 que	 la	 production	de	 cytokines	 telles	 que	 l’IFN-γ	 et	 le	 TNF-α	par	

cytométrie	en	flux.	

(3) Un	test	 similaire	a	été	développé	par	Vocanson	et	 ses	coll.	 (2008).	Ce	 test	 consiste	en	une	

coculture	 autologue	 de	 DCs	 chargées	 avec	 l’haptène	 chimique	 et	 des	 leucocytes	 du	 sang	

périphérique	 du	 donneur	 déplétés	 ou	 non	 en	 cellules	 T	 régulatrices	 CD25+	pendant	 5	 à	 7	

jours.	En	partant	de	l’hypothèse	que	la	stimulation	des	LT	in	vitro	peut	être	réprimée	par	la	

présence	de	Treg	CD4+CD25+	qui	représentent	5%	du	pool	de	LT	CD4+	périphérique,	cette	

équipe	 a	 considéré	 que	 la	 sensibilisation	 des	 cellules	 aux	 haptènes	 in	vitro	 peut	 être	 plus	

efficace	en	l’absence	de	cellules	CD25+.	La	sensibilisation	des	cellules	T	a	été	évaluée	par	un	

test	de	prolifération	suite	à	l’ajout	de	thymidine	radioactive	tritiée	(H3)	ou	la	mesure	de	la	

production	 d’IFN-γ	 dans	 le	 surnageant	 des	 cultures	 cellulaires	 suite	 à	 l’ajout	 de	 la	 PHA.	

L’utilisation	 de	 ce	 test	 de	 sensibilisation	 primaire	 permet	 l’évaluation	 du	 potentiel	

immunogénique	des	haptènes	en	particullier	les	sensibilisants	faibles	tels	que	les	parfums	et	

les	colorants	(Vocanson	et	al.,	2008).	

L’objectif	 de	 cette	 sous-partie	 du	 projet	 était	 d’étudier	 la	 réponse	 T	 CD4+	 spécifiques	 du	

bioconjugué	HSA-BP	et	des	peptides-BP	sélectionnés.	En	effet,	plusieurs	études	ont	montré	que	

la	 majorité	 des	 LT	 spécifiques	 de	 la	 BP	 sont	 de	 type	 CD4+	 lorsqu’ils	 sont	 isolés	 du	 sang	

périphérique	chez	les	patients	allergiques	(Brander	et	al.,	1995;	Padovan	et	al.,	1996;	Weltzien	et	

al.,	1998).		

Dans	 un	 premier	 temps	 nous	 avons	 voulu	 affiner	 le	 calcul	 de	 la	 fréquence	 des	 LT	 CD4+	

spécifiques	 du	 bioconjugué	 HSA-BP	 ainsi	 que	 de	 déterminer	 s’il	 existerait	 un	 répertoire	 de	

cellules	 T	 CD4+	 spécifiques	 des	 peptides-BP	 chez	 des	 donneurs	 sains.	 Pour	 cela,	 nous	 avons	

choisi	 d’utiliser	 la	 méthodologie	 développée	 par	 le	 Dr.	 Bernard	 Maillère	 (SIMOPRO,	 IBiTecS)	

(Delluc	 et	 al.,	 2010,	 2011)	 qui	 utilise	 des	 DC	 autologues	 pour	 la	 présentation	 antigénique	

(bioconjugués	HSA-BP	 ou	 peptides-BP	 sélectionnés)	 aux	 LT.	 Contrairement	 à	 la	méthodologie	

des	tétramères,	il	n’est	pas	nécessaire	de	connaître	le	ou	les	épitopes	reconnu(s)	par	les	LT	ainsi	

que	l’allèle	HLA	associée.	En	effet,	dans	le	cas	du	bioconjugué	HSA-BP,	ce	dernier	sera	internalisé	

par	les	DC	et	digéré	en	peptides	dont	certains	porteront	la	BP	et	seront	présentés	aux	LT	via	les	

molécules	HLA	de	 classe	 II.	Dans	 le	 cas	des	peptides-BP,	 ceux	présentant	une	affinité	pour	 les	

molécules	 HLA	 de	 classe	 II	 du	 donneur	 seront	 fixés	 et	 présentés	 aux	 TCR	 des	 LT.	 Les	 LT	

reconnaissant	 spécifiquement	 les	 peptides-BP	 présentés	 seront	 activés.	Les	 restimulations	
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successives	 par	 des	 DC	 autologues	 matures	 chargées	 avec	 l’Ag	 permettent	 d’amplifier	

uniquement	les	LT	spécifiques	de	l’Ag,	améliorant	la	sensibilité	de	l’approche	et	permettant	ainsi	

de	détecter	des	 LT	 spécifiques	de	 l’Ag,	 présents	même	à	de	 faibles	 fréquences.	 Cette	méthode	

permet	ainsi	de	déterminer	la	fréquence	des	LT	spécifiques	de	l’Ag	en	utilisant	la	loi	statistique	

de	Poisson.		

Nous	avons	montré	qu’il	 existe	chez	des	donneurs	non-allergiques	des	LT	CD4+	spécifiques	du	

bioconjugué	HSA-BP,	à	une	fréquence	moyenne	de	0,3	LT	spécifiques	du	bioconjugué	HSA-BP	par	

million	de	LT	CD4+.	Lorsque	les	expériences	ont	été	réalisées	sur	les	LT	CD4+	naïfs,	la	fréquence	

moyenne	est	de	0,7	LT	spécifiques	de	la	HSA-BP	par	million	de	LT	CD4+	naïfs.	La	fréquence	de	ces	

LT	était	du	même	ordre	de	grandeur	que	celles	obtenues	pour	des	Ac	thérapeutiques	comme	le	

rituximab	 (anti-CD20),	 l’adalimumab	 (anti-TNF-α)	 et	 l’infliximab	 (anti-TNF-α)	 avec	 des	

fréquences	respectives	de	0,35;	0,33	et	0,2	LT	spécifiques	par	million	de	LT	CD4+	périphériques.	

Ces	molécules	sont	connues	pour	être	immunogènes	et	pour	induire	la	production	d’Ac	anti-Ac	

thérapeutiques	 chez	 un	 nombre	 significatif	 de	 patients	 (Delluc	 et	 al.,	 2011).	 D’autres	 Ac	

thérapeutiques	 comme	 le	 bevacizumab	 (anti-VEGF-A),	 le	 trastuzumab	 (anti-HER2/neu)	 et	 de	

protéines	 de	 fusion	 comme	 l’étanercept	 (anti-TNF,	 protéine	 de	 fusion)	 présentent	 des	

fréquences	plus	faibles,	qui	sont	respectivement	de	0,1;	0,02;	0,01	LT	spécifiques	par	million	de	

LT	 CD4+	 périphériques	 et	 sont	 plutôt	 bien	 tolérés	 chez	 les	 patients	 (Delluc	 et	 al.,	 2011).	

Concernant	 l’étude	 sur	 l’EPO,	une	protéine	 synthétisée	par	 l’organisme,	 la	 fréquence	moyenne	

est	de	0,53	LT	spécifiques	de	l’EPO	par	million	de	LT	CD4+	circulants.	Dans	le	cas	des	protéines	

exogènes	 telles	 que	 l’ovalbumine,	 la	 fréquence	 est	 plus	 élevée	 avec	 une	moyenne	 de	 2,16	 LT	

spécifiques	par	million	de	LT	CD4+	circulants	(Delluc	et	al.,	2010).	Des	fréquences	élevées	ont	été	

calculées	pour	la	KLH,	des	Ag	issus	de	Bacillus	anthracis,	la	toxine	tétanique,	le	cytomégalovirus	

et	 les	protéines	purifiées	dérivées	de	Mycobacterium	tuberculosis	allant	de	5	à	170	cellules	par	

million	de	LT	naïfs	spécifiques	(Geiger	et	al.,	2009).	

Les	tests	de	stimulation	de	LT	de	donneurs	sains	non	allergiques	réalisés	avec	les	peptides-BP	a	

permis	 de	 mettre	 en	 évidence	 ceux	 possédant	 un	 répertoire	 T	 spécifique	 et	 de	 calculer	 la	

fréquence	de	ces	LT	spécifiques	de	chacun	des	peptides	en	utilisant	une	méthodologie	similaire	à	

celle	employée	avec	 le	bioconjugué	HSA-BP.	La	 fréquence	de	positivité	entre	 les	peptides	était	

variable.	Cinq	peptides	parmi	 les	12	testés	présentent	une	fréquence	élevée	de	positivité:	 trois	

peptides	 sont	 reconnus	 par	 au	 moins	 5	 des	 donneurs	 testés	 (PT-BP,	 FS-BP	 et	 KV-BP)	 qui	

correspondent	aux	peptides	situés	respectivement	autour	des	 lysines	159,	212	et	525,	et	deux	
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peptides	sont	reconnus	par	4	donneurs	 testés	(LF-BP	et	VL-BP)	qui	correspondent	aux	 lysines	

137	et	351.	On	peut	constater	que	ces	peptides	(PT-BP,	FS-BP,	KV-BP,	LF-BP	et	VL-BP)	sont	des	

peptides	 «promiscuous»	 car	 ils	 sont	 capables	 d’être	 présentés	 par	 un	 grand	 nombre	 de	

molécules	HLA	de	classe	II.	Les	peptides	TG-BP	(lysine	432)	et	VC-BP	(lysine	436)	présentent	des	

profils	intermédiaires	de	positivité	alors	que	les	peptides	correspondant	aux	lysines	190,	195	et	

199	 (LK-BP,	 LK-2-BP,	 SF-BP	 et	 LK-3-BP)	 ne	 sont	 jamais	 positifs.	 Ces	 trois	 dernières	 lysines	

présentant	une	très	forte	réactivité	avec	les	médicaments	et	étant	les	premières	à	être	occupées	

par	 les	 molécules	 médicamenteuses	 dans	 les	 conditions	 physiologiques	 chez	 les	 patients	

recevant	les	molécules	médicamenteuses	ou	sur	des	bioconjugués,	elles	ne	sont	étonnement	pas	

celles	qui	sont	responsables	de	la	réponse	biologique.	Dans	notre	étude	et	selon	les	prévisions	in	

silico	 à	 l’aide	 du	 logiciel	 IEDB	 effectuées	 pour	 les	 molécules	 HLA-DR	 des	 donneurs	 ou	 selon	

l’étude	 de	 dynamique	 moléculaire	 ou	 selon	 le	 test	 ELISA	 de	 compétition,	 les	 peptides	 LK	

présentaient	une	mauvaise	affinité	de	 liaison	aux	molécules	HLA-DR.	Les	 résultats	biologiques	

obtenus	 pour	 ces	 peptides	 concordent	 avec	 les	 prévisions	 obtenues	 selon	 les	 trois	 différentes	

approches.	Le	peptide	TG	était	moyennement	mal	prédit	 en	 IEDB-AR	selon	 les	 allèles	HLA-DR	

des	 donneurs	 ainsi	 qu’en	 dynamique	 moléculaire.	 Ce	 peptide	 n’a	 été	 reconnu	 que	 par	 deux	

donneurs	parmi	les	treize	testés.		

Par	conséquent,	malgré	la	réactivité	de	ces	lysines,	certains	complexes	formés	avec	les	molécules	

HLA	ne	sont	pas	stables	et	ne	sont	donc	probablement	pas	présentés	aux	TCR	ou	il	n’existe	pas	

de	 répertoire	 pour	 ces	 peptides.	 Ces	 résultats	 sont	 importants	 car	 suggérant	 une	 absence	 de	

corrélation	 évidente	 entre	 la	 réactivité	 des	 sites	 peptidiques	 d’une	 protéine	 avec	 la	 réponse	

biologique.	

Il	 est	 également	 intéressant	 de	 noter	 que	 dans	 notre	 étude,	 la	 plupart	 des	 donneurs	 testés	

possèdent	des	LT	CD4+	naïfs	spécifiques	du	bioconjugué	HSA-BP	et	des	peptides-BP.	Cependant	

l’incidence	 des	 allergies	 à	 la	 BP	 n’est	 pas	 de	 100%.	 Ceci	 suggère	 que	 d’autres	 facteurs	 sont	

nécessaires	au	développement	des	allergies	à	la	BP	tels	que	la	présence	de	signaux	de	danger,		le	

signal	apporté	par	les	molécules	de	costimulation	et	 les	cytokines	sécrétées	par	les	DC.	Notons	

que	les	mécanismes	de	tolérance	immunitaire	propre	à	chaque	individu	ainsi	que	la	réactivité	de	

la	BP	in	vivo	sont	des	facteurs	à	prendre	en	considération.	
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4- Identification	des	peptides-BP	immunodominants	issus	de	la	protéine	native	

antigénique	responsables	de	la	réponse	allergique	

Un	très	grand	nombre	d’épitopes	de	cellules	T	ont	peuplé	 l’IEDB	et	d’autres	bases	de	données.	

Même	 pour	 des	 pathogènes	 avec	 relativement	 un	 petit	 génome	 tel	 que	 le	 VIH	 il	 existe	 des	

millions	d’épitopes	immunogènes.		

Dans	ce	contexte,	nous	avons	chercher	dans	ce	projet	à	déterminer	si	les	peptides-BP	reconnus	

par	les	donneurs	sont	des	peptides	présentés	naturellement	par	les	APC	suite	à	l’internalisation	

et	la	digestion	de	la	protéine	native	hapténisée,	la	HSA-BP.		

L’immunogénicité	et	l’immunodominance	peuvent	être	les	meilleurs	prédicteurs	d’identification	

de	ces	peptides.	L’immunogénicité	est	définie	comme	la	capacité	de	recrutement	de	précurseurs	

naïfs	 suite	 à	 une	 immunisation	 par	 l’épitope.	 L’immunodominance	 est	 une	 propriété	 de	 la	

réponse	 immunitaire	adaptative	aux	Ag	 complexes	dans	 lesquels	 les	LT	 spécifiques	 répondent	

d’une	manière	 disproportionée	 aux	 différents	 épitopes	 qui	 constituent	 l’Ag.	 Plusieurs	 facteurs	

liés	 à	 l’individu	 sont	 capables	 de	 contrôler	 l’immunodominance,	 tel	 que	 la	 cinétique	 et	 la	

dynamique	 de	 formation	 des	 épitopes	 et	 leur	 présentation,	 la	 stabilité	 du	 complexe	 peptide-

CMH,	la	diversité	du	répertoire	fonctionnel	de	cellules	T,	la	fréquence	des	précurseurs	T,	l’avidité	

et	 le	 temps	 de	 liaison	 d’un	 TCR	 au	 complexe	 peptide-CMH	 auquel	 il	 est	 apparenté	 et	 la	

compétition	des	 cellules	T	pour	 les	 épitopes	 (Jenkins	MK	et	Moon	 JJ,	 2012;	Yewdell	 JW,	2006,	

1999).	 La	 reconnaissance	 préférentielle	 d’un	 épitope	 particulier	 par	 la	majorité	 des	 sujets	 au	

sein	de	 la	cohorte	testée,	et	même	si	 l’amplitude	de	 la	réponse	est	 faible,	est	considéré	comme	

une	 immunodominance	 (Gilchuk	 P	 et	 al.,	 2013;	 Oseroff	 C	 et	 al.,	 2005).	 Certains	 épitopes	 qui	

pourraient	être	responsables	d’une	réponse	biologique	ne	sont	jamais	naturellement	présentés	

par	 les	APC	 (antigène	 cryptique).	Un	 épitope	 est	 immunodominant	 lorsqu’il	 est	 naturellement	

présenté	par	les	APC	à	partir	de	la	protéine	native	antigénique.		

Dans	cette	étude,	nous	avons	montré	que	les	peptides	PT-BP,	FS-BP	et	KV-BP	sont	des	épitopes	T	

CD4+	naturellement	apprêtés	à	partir	de	 l’Ag	natif	et	possèdent	 les	 fréquences	de	positivité	 les	

plus	 élevées.	 En	 effet,	 des	 lignées	 T	 CD4+	 spécifiques	 de	 l’un	 de	 ces	 peptides	 reconnaissent	 le	

bioconjugué	HSA-BP	présenté	par	 les	DC	 immatures	autologues.	Cette	 reconnaissance	est	bien	

spécifique	du	bioconjugué	HSA-BP	puisque	ces	mêmes	lignées	T	CD4+	ne	répondent	pas	aux	DC	

chargées	avec	la	protéine	HSA	non	hapténisée,	utilisée	comme	un	contrôle	négatif.		
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5- Identification	des	peptides	responsables	de	l’activation	des	LT	chez	les	patients	

allergiques	

La	réponse	lymphocytaire	secondaire	spécifique	des	peptides	hapténisés	avec	la	BP	a	été	étudiée	

sur	des	PBMC	du	sang	périphérique	de	patients	allergiques	à	la	BP	et	à	l’AX-CLV,	en	réalisant	un	

TTL.	Ce	test	a	été	utilisé	par	plusieurs	équipes	de	recherche	afin	d’analyser	la	prolifération	des	

LT	isolés	de	patients	allergiques	en	réponse	aux	molécules	libres	de	BL	ou	à	des	conjugués	avec	

des	protéines	du	soi	(Luque	I	et	al.,	2001;	Bander	C	et	al.,	1995	;	Nyfeler	B	et	Pichler	WJ,	1997).	

Dans	 notre	 étude,	 des	 tests	 de	 proliférations	 des	 PBMC	 en	 présence	 des	 peptides	 synthétisés	

hapténisés	avec	la	BP,	des	pénicillines	libres	(AX	et	BP)	et	des	bioconjugués	HSA-AX	et	HSA-BP	

ont	 été	 réalisés.	 Une	 prolifération	 des	 PBMC	 mesurée	 par	 incorrporation	 de	 la	 thymidine	

radioactive	 tritiée	 en	 présence	 des	 peptides-BP	 ou	 des	 bioconjugués	 HSA-BP	 témoigne	 de	 la	

présence	 de	 LT	 mémoires	 ou	 effecteurs	 spécifiques	 des	 peptides	 sélectionnés	 validant	 ainsi	

notre	approche	de	sélection.		

Nos	 résultats	montrent	 que	 les	 bioconjugués,	 les	molécules	 de	 pénicillines	 libre	 ainsi	 que	 des	

peptides-BP	 testés	 (PT-BP	et	KV-BP)	ont	été	 reconnus	par	 les	patients	allergiques.	La	 réponse	

aux	 peptides-BP	 était	 peptide	 spécifique	 puisque	 les	 patients	 ne	 répondaient	 pas	 à	 tous	 les	

peptides	testés.	Les	peptides	PT-BP	(Lys	159)	et	KV-BP	(Lys	525)	présentent	des	fréquences	de	

positivité	 élevées	 chez	 les	 donneurs	 sains	 et	 nous	 avons	 montré	 qu’ils	 provennaient	 de	 la	

dégradation	 du	 bioconjugué	 HSA-BP	 par	 la	 DC.	 Ceci	 valide	 leur	 immunodominance	 et	 leur	

implication	dans	l’immunisation	des	patients	allergiques	à	la	BP.		

La	reconnaissance	des	molécules	libres	ainsi	que	des	bioconjugués	chez	les	patients	allergiques	

suggère	qu’il	 existe	deux	 types	de	populations	de	LT	 répondant	aux	pénicillines	par	différents	

modes	 de	 présentation:	 les	 protéines	 hapténisées	 sont	 remaniées	 par	 les	 DC	 en	 peptides	

hapténisés	et	présentées	via	 les	molécules	du	CMH	aux	LT	;	les	molécules	libres	activent	les	LT	

mémoires	ou	effecteurs	en	interagissant	directement	avec	le	TCR	des	LT	par	des	liaisons	labiles	

et	réversibles,	conduisant	à	l’activation	des	LT	de	manière	dépendante	ou	indépendante	du	CMH	

(Adam	et	al.,	2011).	La	reconnaissance	du	bioconjugué	HSA-BP	est	plus	fréquente	que	celle	de	la	

BP	libre,	suggérant	que	l’activation	des	LT	mémoires	spécifiques	de	la	BP	repose	principalement	

sur	 la	 théorie	 de	 l’haptène.	 Par	 la	 suite,	 l’utilisation	 de	 ce	 bioconjugué	 en	 plus	 de	 la	 BP	 libre	

pourrait	améliorer	la	sensibilité	du	TTL	dans	les	tests	de	diagnostic	chez	les	patients	allergiques.	

La	prolifération	des	LT	en	réponse	aux	BL	sous	forme	libre	ou	hapténisés	(Nyfeler	B	et	Pichler	
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WJ,	1997)	ainsi	qu’au	mode	d’activation	des	LT	(selon	le	p-i	concept	ou	la	théorie	de	l’haptène)	

(Brander	C	et	al.,	1995)	ont	été	étudiés	par	différentes	équipes	de	recherches.	

Comme	 décrit	 par	 Nyfeler	 B	 et	 coll,	 certains	 patients	 allergiques	 testés	 pour	 l’AX	 et	 la	 BP	

reconnaissent	 une	 molécule	 libre	 (la	 BP	 ou	 l’AX)	 tout	 en	 tolérant	 l’autre,	 alors	 que	 d’autres	

patients	 sont	 capables	 de	 répondre	 aux	 deux	 molécules	 libres	 selon	 une	 réactivité	 croisée	

(Nyfeler	 B	 et	 Pichler	WJ,	 1997).	 Nous	 avons	 observé	 cette	 réactivité	 croisée	 entre	 molécules	

libres	dans	notre	éude	avec	le	patient	M.M.	(allergique	à	la	BP).	Cependant	lorsque	ces	molécules	

sont	 hapténisées	 sur	 la	 HSA,	 la	 réactivité	 croisée	 est	 favorisée,	 probablement	 du	 à	 une	

modification	 structurale	 des	molécules	médicamenteuses.	 La	 réponse	 au	 bioconjugué	 HSA-BP	

est	plus	intense	que	celle	au	bioconjugué	HSA-AX,	probablement	du	aux	plus	grand	nombre	de	

molécules	de	BP	hapténisées	sur	la	HSA	par	rapport	à	l’AX	selon	les	résultats	de	spectrométrie	

de	masse.	De	ce	fait,		le	nombre	d’épitopes	antigéniques	présentés	issus	du	bioconjugué	HSA-BP	

est	plus	important	que	ceux	issus	du	bioconjugué	HSA-AX.	Pour	rappel,	en	moyenne	7	molécules	

d’AX	sont	hapténisées	par	molécule	de	HSA	sur	des	bioconjugués	synthétisés	à	pH	basique,	alors	

qu’il	y	a	en	moyenne	15	molécules	de	BP	par	molécule	de	HSA	pour	un	bioconjugué	HSA-BP	
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Ce	travail	de	thèse	a	permis	:	(1)	l’identification	des	principales	positions	modifiées	par	la	BP	sur	

la	 HSA	 par	 spectrométrie	 de	 masse,	 (2)	 d’affiner	 la	 fréquence	 de	 LT	 naïfs	 spécifiques	 du	

bioconjugué	HSA-BP	par	une	approche	de	 co-culture	DC-LT	autologues,	 (3)	 l’identification	des	

peptides-BP	impliqués	dans	la	stimulation	des	cellules	T	chez	des	donneurs	non	allergiques	en	

utilisant	une	approche	de	prévision	 in	silico	 à	 l’aide	du	 logiciel	 IEDB-AR,	 (4)	 l’identification	de	

trois	peptides-BP	immunodominants	et	«	promiscuous	»	(PT-BP,	FS-BP	et	KV-BP)	pouvant	se	lier	

à	 un	 large	 panel	 de	 molécules	 HLA	 de	 classe	 II,	 impliqués	 dans	 la	 réponse	 à	 l’Ag	 natif	 (le	

bioconjugué	HSA-BP)	et	présentant	la	plus	forte	fréquence	de	positivité	chez	les	donneurs	sains	

(peptides	 immunodominants),	 (5)	 la	 validation	 de	 l’implication	 de	 ces	 peptides	

immunodominants	 hapténisés	 par	 la	 BP	 (issus	 de	 la	 HSA)	 dans	 l’immunisation	 des	 patients	

allergiques	 aux	 pénicillines	 à	 l’aide	 d’un	 test	 de	 TTL,	 et	 (6)	 la	 validation	 de	 notre	 approche	

concernant	l’identification	des	peptides-BP	responsables	de	l’immunisation	à	la	BP	des	patients	

allergiques	ainsi	que	la	validation	du	choix	de	la	HSA	comme	protéine	modèle	dans	cette	étude.		

Cette	méthodologie	 constitue	une	approche	permettant	de	mieux	 comprendre	 les	mécanismes	

sous-jacents	 de	 l’allergie	 médicamenteuse.	 Cette	 approche	 sera	 employée	 avec	 d’autres	

molécules	médicamenteuses	connues	pour	 induire	des	allergies	 tel	que	 l’AX	et	 le	SMX.	Dans	 le	

cas	de	l’AX	par	exemple,	un	bioconjugué	HSA-AX	a	été	synthétisé,	les	sites	de	fixation	de	l’AX	sur	

la	HSA	ont	été	identifiés	et	les	peptides-AX	issus	du	bioconjugué	HSA-AX	ont	été	sélectionnés	à	

l’aide	du	logiciel	de	prévision	IEDB-AR.	Ces	peptides-AX	sont	en	cours	de	synthèse	à	l’aide	d’un	

monomère	 lysine-AX.	Une	 fois	 les	 peptides-AX	 synthétisés,	 les	 tests	 biologiques	 pourront	 être	

réalisés.	Les	résultats	nous	permettront	alors	de	valider	ou	non	notre	démarche	expérimentale	

et	 de	 modélisation,	 et	 de	 déterminer	 si	 cette	 démarche	 peut	 s’appliquer	 à	 l’étude	 d’autres	

épitopes	potentiellement	présentés	aux	LT	dans	le	cas	d’allergies	à	d’autres	médicaments.		

Nous	chercherons	aussi	à	tester	un	plus	grand	nombre	de	peptides-BP	(peptides	n’induisant	pas	

de	 réponses	 T	 spécifiques	 chez	 les	 donneurs	 sains	 comme	 contrôles	 négatifs	 ainsi	 que	 les	

peptides	 avec	 une	 fréquence	 moyenne	 de	 réponse	 T)	 chez	 les	 patients	 allergiques	 ainsi	 que	

d’augmenter	 le	 nombre	 de	 patients	 allergiques	 testés	 avec	 les	 peptides	 afin	 d’affiner	 et	

d’améliorer	la	relevance	des	résultats	obtenus.		

Ensuite,	 une	 caractérisation	plus	précise	du	 caractère	phénotypique	des	LT	 amplifiés	dans	 les	

lignées	 positives	 aux	 peptides-BP	 ou	 à	 la	 HSA-BP	 en	 comparaison	 avec	 celui	 des	 lignées	

négatives	 (comme	 contrôle)	 peut	 être	 effectuée	 afin	 de	 déterminer	 le	 type	 de	 population	 T	
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mémoire	impliquée	dans	la	réponse	observée	(TEM,	TCM)	à	travers	l’expression	des	marqueurs	

de	surface.	Les	cellules	T	mémoires	et	leur	déscendants	expriment	l’isoforme	CD45RO.	Les	TCM,	

contrairement	aux	TEM,	expriment	CD62L	et	le	récepteur	de	chimiokine	CCR7,	et	possèdent	une	

fonction	 effectrice	 limitée	 mais	 une	 forte	 capacité	 de	 prolifération.	 Les	 TEM	 quant	 à	 eux	

présentent	une	fonction	effectrice	immédiate	(Sallusto	F	et	Lanzavecchia	A,	2011).	De	plus	une	

étude	quantitative	du	répertoire	TCR	Vβ	des	LT	spécifiques	des	peptides-BP	ou	de	la	clonalité	de	

la	 réponse	 T	 NGS	 (next-generation	 sequencing)	 peut	 être	 envisagée	 afin	 de	 déterminer	 si	 le	

répertoire	 de	 TCR	 spécifique	 de	 chaque	 peptide-BP	 suit	 une	 distribution	 Gaussienne	 (un	 seul	

clone)	ou	oligoclonale	(plusieurs	clones).		

L’étude	pourra	être	élargie	à	d’autres	protéines	porteuses	modèles	tel	que	la	transferrine	et	les	

immunoglobulines	 afin	 de	 déterminer	 s’il	 existerait	 d’autres	 protéines	 que	 la	 HSA	 impliquées	

dans	 l’immunisation	 aux	 médicaments.	 Le	 principe	 de	 cette	 étude	 serait	 de	 synthétiser	 des	

bioconjugués	 transférine-BP	 et	 immunoglobuline-BP,	 de	 les	 caractériser	 et	 d’effectuer	 des	 co-

cultures	à	l’aide	de	ces	bioconjugués	afin	d’évaluer	leur	reconnaissance	T	spécifique.	

Bien	que	la	majorité	des	LT	spécifiques	de	la	BP,	sont	de	type	CD4+	lorsqu’ils	sont	isolés	du	sang	

périphérique,	les	LT	provenant	des	lésions	cutanées	allergiques	sont	préférentiellement	de	type	

CD8+	(Weltzien	et	al.	1998).	Il	serait	donc	intéressant	d’évaluer	le	répertoire	de	cellules	T	CD8+	

spécifiques	de	la	BP	via	un	mécanisme	de	présentation	croisée	du	bioconjugués	HSA-BP.	Dans	le	

cas	d’une	réponse	positive,	les	peptides-BP	modélisés	plus	courts	de	l’ordre	de	9	acides	aminés	

issus	de	la	HSA	pourront	être	synthétisés	et	testés.	
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Allergic contact dermatitis resulting from skin sensitization is 
an inflammatory skin disease linked to the use of chemicals termed 
haptens. Chemical reactivity is necessary for a chemical to be a 
sensitizer, allowing both covalent binding to proteins and matura-
tion of dendritic cells (DCs) by mimicking “danger signals.” The 
aim of this study was to evaluate how the reactivity of chemical 
sensitizers toward amino acids translates into a biological response 
using the activation of the nuclear factor-erythroid 2-related fac-
tor 2 (Nrf2) pathway, which was assessed by the induction of three 
Nrf2 target genes (ho-1, nqo1, and il-8) and Nrf2 protein accumu-
lation. Nrf2 activation is known to play a role in numerous detoxi-
fication mechanisms that could regulate danger signal outcomes 
in myeloid cells. Monocyte-derived DCs and THP-1 cells were 
exposed to (a) haptens with cysteine, lysine, or cysteine/lysine reac-
tivity, (b) pro-/prehaptens, and (c) nonsensitizing molecules with 
reducing or oxidative properties (17 molecules in total). Chemicals 
were classified as “Nrf2 pathway activators” when at least two Nrf2 
target genes associated with Nrf2 protein expression were induced. 
Results showed that most chemical sensitizers having cysteine and 
cysteine/lysine affinities were inducers of the Nrf2 pathway in both 
cell models, whereas lysine-reactive chemicals were less efficient. In 
THP-1 cells, the Nrf2 pathway was also activated by pro-/prehap-
tens. Regression analysis revealed that ho-1 and nqo1 expressions 
were found to be associated with chemical sensitizer reactivity to 
cysteine, providing evidence of the importance of chemical reactiv-
ity, as a part of danger signals, in DC biology.

Key Words: chemical sensitizer reactivity; Nrf2; dendritic cells.

Allergic contact dermatitis (ACD) is a predominantly CD8+ 
T cell–mediated immune disease induced by small reactive 
chemicals. Dendritic cells (DCs) play a key role in ACD (for 
review, Vocanson et al. (2009)) as they are able to (a) detect, 
capture, and process chemical-protein complexes, (b) migrate 

from the skin to the draining lymph nodes, and (c) present 
the hapten-protein complex to naive T cells (Banchereau and 
Steinman, 1998). Several in vitro studies reported that human 
DCs were able to acquire a mature phenotype in response to 
chemical sensitizer exposure, characterized by the upregulation 
of (1) MHC-II molecules, costimulatory molecules, chemokine 
receptors and (2) the synthesis of cytokines (Aiba et al., 1997; 
Hulette et al., 2002; Reuter et al., 2011). The hypothesis that 
chemical sensitizers can be perceived as a danger signal by 
DCs has been also proposed based on signaling pathways iden-
tified upon chemical sensitizer treatment and known to be trig-
gered by danger signals such as toll-like receptor agonists (Ade 
et al., 2007; Boislève et al., 2004, 2005). Signaling pathways 
such as MAPKs and NF-κB are known to be redox sensitive, 
and oxidative stress induced by chemical sensitizers has been 
shown to participate in the DC-maturation process (for review, 
see Neves et al. (2011)).

It is now well recognized that skin sensitization and 
chemical protein reactivity are linked. The formation of a 
stable and immunogenic hapten-protein complex, able to be 
fully recognized by naive T cells, is one of the mandatory 
conditions for ACD to occur. This capacity of chemical 
sensitizers to react with amino acids is also used in in silico 
models, evaluating the sensitization potential of chemicals 
by either using (quantitative) structure-activity relationships 
(Aptula et al., 2005) or measuring peptide depletion (Gerberick 
et al., 2004). Indeed, a correlation between peptide reactivity 
(using cysteine- and lysine-based peptide depletion assays) and 
the sensitization potential of chemicals (evaluated by the local 
lymph node assay) has been demonstrated (Gerberick et  al., 
2007, 2009; Troutman et al., 2011).

Although chemical sensitizers are extremely diverse in weight 
and structure, most of them share electrophilic properties and 
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possess intrinsic reactivity toward various amino acids contain-
ing nucleophilic heteroatoms (i.e., cysteine, lysine, histidine, 
arginine, or methionine). Electrophilic and oxidative stresses 
can be detected by the Keap1-Nrf2 cellular sensor pathway, 
implicated in the antioxidant response of the cell (Baird and 
Dinkova-Kostova, 2011). Under normal conditions, the Kelch-
like ECH-associated protein 1 (Keap1) sequesters the tran-
scriptional regulator nuclear factor-erythroid 2-related factor 
2 (Nrf2) in the cytoplasm, provoking its proteasomal degrada-
tion (Kobayashi et al., 2004). In the presence of electrophiles 
or oxidants, the highly reactive cysteine residues of Keap1 are 
modified, leading to the dissociation of Keap1 from Nrf2. Nrf2 
translocates to the nucleus and forms heterodimers with small 
Maf proteins. These dimers induce the transcription of genes 
with an antioxidant response element (ARE) in their promoters 
(Holland and Fishbein, 2010) and coding for proteins mostly 
involved in detoxification, such as heme oxygenase-1 (HO-1) 
or NADPH-quinone oxidoreductase 1 (Nqo1). Thus, Keap1-
Nrf2 seems to be one of the cellular sensor mechanisms that 
recognize intrinsic chemical reactivity of molecules rather than 
diverse structures, and a number of reports suggest that chemi-
cal sensitizers may activate the Nrf2 pathway (Natsch, 2010). 
Indeed, mostly all chemical sensitizers, with the exception of 
lysine-reactive haptens, have been found positive in a cell-
based ARE assay (Emter et al., 2010; Natsch and Emter, 2008), 
and recently, Ade et al. (2009) have demonstrated that chemical 
sensitizers induce ho-1 and nqo1 mRNA expression and Nrf2 
accumulation in CD34+-DCs and in the THP-1 cell line.

In this context, we hypothesized that the electrophilic proper-
ties of chemical sensitizers toward endogenous proteins may be 
part of the danger signals perceived by DCs exposed to these 
chemicals, leading to the activation of the Nrf2-ARE regulatory 
pathway. The main objective of this work was to evaluate how 
chemical sensitizer’s reactivity to amino acids translates into 
a biological response using the activation of the Nrf2-ARE 
pathway. This question was addressed in both monocyte-
derived DCs (Mo-DCs) and in the THP-1 cell line whose 
phenotypic modifications induced by chemicals are currently 
under evaluation by ECVAM as a model (European Center 
for the Validation of Alternative Methods). The expressions of 
Nrf2-dependent ARE-responsive genes, such as ho-1, nqo1, and 
il-8 (Zhang et al., 2005), and Nrf2 protein accumulation were 
assessed in response to chemicals. Sensitizers ranged from weak 
to strong and covered essentially cysteine, lysine, or cysteine/
lysine mixed reactivity. The effects of pro-/prehaptens and 
nonsensitizing molecules with oxidative and reducing properties 
were also investigated.

MATERIALS AND METHODS

Chemicals. 2-Mercaptoethanol, 7-aminoactinomycin D (7-AAD), 
1-chloro-2,4-dinitrobenzene (DNCB), cinnamaldehyde (CIN), diethyl 
maleate (DEM), 4,4′-methylene bis-phenyl isocyanate (4,4′ MDI), diphenyl-
cyclopropenone (DPC), N-methyl-3-isothiazolinone (MI), phthalic anhydride 

(AP), trimellitic anhydride (AT), cinnamyl alcohol (CINA), eugenol (EU), 
isoeugenol (ISO), p-phenylenediamine (ppD), tert-butylhydroperoxide (tBHP), 
meta-chloroperoxybenzoic acid (mCPBA), dithiothreitol (DTT), sodium boro-
hydride (NaBH4), and tert-butylhydroquinone (tBHQ) were all purchased from 
Sigma-Aldrich (St Quentin-Fallavier, France).

Purification and culture of DCs derived from monocytes. DCs were 
generated in vitro from human monocytes (CD14+). CD14+ cells were purified 
from peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) obtained from buffy coat 
of different healthy donors (EFS, Rungis, France). Buffy coat was diluted 1:3 
in PBS, and PBMCs were then isolated by separation on Ficoll-hypaque gradi-
ent (lymphocyte separation medium LSM 1077; PAA, Les Mureaux, France). 
Monocytes were further isolated by magnetic positive selection using CD14 
microbeads separated with a magnetic cell separator (Miltenyi Biotec, Paris, 
France). Immature Mo-DCs were generated from CD14+ monocytes cultured 
for 5 days (106 cells/ml) in RPMI 1640 medium with Glutamax, 25mM HEPES 
(Gibco Invitrogen, Villebon sur Yvette, France) supplemented with 10% heat-
inactivated fetal bovine serum (Biowest, Paris, France), 1% sodium pyruvate 
(Gibco Invitrogen), 1% penicillin/streptomycin (Gibco Invitrogen), and recom-
binant human cytokines such as GM-CSF (550 U/ml) and interleukin-4 (550 U/
ml) obtained from Miltenyi Biotec. Resulting Mo-DCs were DC-SIGN+, 
CD1a+, CD86low, and CD83−, as evaluated by flow cytometry.

Culture of the THP-1 cell line. The human monocytic cell line THP-1 
was grown in RPMI 1640 medium with Glutamax, 25mM HEPES (Gibco 
Invitrogen), 10% heat-inactivated fetal bovine serum (Biowest), 1% sodium 
pyruvate (Gibco Invitrogen), 1% penicillin/streptomycin (complete medium), 
and 0.05mM 2-mercaptoethanol. Cells were maintained at a density between 
2 × 105 and 1 × 106 cells/ml, and frozen stocks were regularly thawed and sub-
cultured to avoid cultures with higher than 30 passages. Before each cell treat-
ment, THP-1 cells were cultured for at least 12 h at 4 × 105 cells/ml in complete 
medium without 2-mercaptoethanol.

Chemical treatment. Cells (Mo-DCs and THP-1) were seeded in 
complete medium at 1 × 106 cells/ml and treated with chemicals (Table  1). 
Dimethyl sulfoxide (DMSO) and acetonitrile (CH3CN) were used to solubilize 
the water-insoluble chemicals, and their final concentrations in culture media 
did not exceed 0.1% because cells were treated with chemicals at 1000× the 
final concentration in 100% DMSO or CH3CN for 1 ml of cell suspension.

Measurement of cell viability. THP-1 cells or Mo-DCs were seeded in 
96-well plates (1 × 106 cells/ml, 200 µl/well) with various concentrations of 
each chemical for 24 h. Cells were washed twice in PBS and stained with 
7-AAD for 15 min at room temperature. Cell viability was measured using the 
FL-3 wavelength on a FACSCalibur flow cytometer (Becton Dickinson, Le 
Pont de Claix, France). At least three independent experiments were performed 
for each chemical, and the mean value of cell viability was calculated for each 
dose and each chemical.

Immunofluorescent staining and flow cytometry analysis. After 24 h of 
incubation with chemicals, Mo-DCs and THP-1 cells were harvested, washed 
once in 1× PBS  and 3 × 105 cells (per antibody) were incubated in PBS contain-
ing 0.05% bovine serum albumin (BSA) for 30 min at 4°C with the following 
monoclonal antibodies: PE-conjugated anti-CD86 (555658, BD) allophyco-
cyanin (APC)- or PE-conjugated anti-CD54 (respectively, 559771, BD and 
IM1239U, Beckman Coulter, France), APC-conjugated anti-CD83 (551073, 
BD), APC-conjugated anti-CD40 (555591, BD), FITC-conjugated anti-CD80 
(557226, BD), and FITC-conjugated anti-HLA-DR (555811, BD). Appropriate 
antibody isotypes (IgG1, IgG2b, and IgG2a, all from BD) were used at the 
same concentrations as the controls. After incubation, cells were washed 
twice in PBS + 0.05% BSA and once in 1× PBS  and then fixed in PBS +  
1% formaldehyde. Mo-DC and THP-1 cell phenotype modifications were 
detected using a FACSCalibur flow cytometer. For each sample, 20,000 cells 
were acquired from a gated homogenous cell population selected from a side- 
versus forward-scatter dot plot and analyzed using the CellQuest software. 
Results were expressed using relative fluorescence intensity (RFI) calculated 
with the following formula, where MFI is the mean fluorescence intensity: 
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TABLE 1 
Molecules Used for the Experiments 

Category Known amino acid reactivity* Name Abbreviation Class CAS number Solvent

Hapten Cysteine and lysine 1-Chloro-2,4-dinitrobenzene DNCB Extreme [97-00-7] DMSO
Cinnamaldehyde CIN Moderate [104-55-2] DMSO
Diethyl maleate DEM Moderate [141-05-9] DMSO
4,4′-Methylenebis  

(phenyl isocyanate)
4,4′ MDI Moderate [101-68-8] CH3CN

Cysteine Diphenylcyclopropenone DPC Moderate [886-38-4] CH3CN
2-Methyl-3(2H)-isothiazolone MI Moderate [2682-20-4] Water

Lysine Phtalic anhydride AP Strong [85-44-9] DMSO
Trimellitic anhydride AT Strong [552-30-7] DMSO

Prohapten Cysteine Cinnamyl alcohol CINA Weak [104-54-1] DMSO
Eugenol EU Weak [97-53-0] DMSO

Pre
hapten

Isoeugenol ISO Moderate [97-54-1] DMSO
p-Phenylenediamine ppD Strong [106-50-3] DMSO

Oxidant tert-butylhydroperoxide tBHP [75-91-2] DMSO
Meta-chloroperoxybenzoic acid mCPBA [937-14-4] CH3CN

Reducer Dithiothreitol DTT [3483-12-3] Water
Sodium borohydride NaBH4 [16940-66-2] DMSO
Tert-butylhydroquinone tBHQ [1948-33-0] DMSO

Mo-DCs

Concentration range tested (µM) Cytotoxicity > 30% (µM)

Tested concentration

 µM % ± SEM

DNCB 5–30 15 10 82.1 ± 4.3
CIN 100–200 200 150 84.6 ± 4.7
DEM 200–600 400 300 84.2 ± 1.9
4,4′ MDI 10–100 30 10 78.1 ± 5.0
DPC 10–200 50 30 76.1 ± 0.8
MI 100–1000 > 500 500 83.8 ± 1.3
AP 500–1000 > 1000 1000 78.9 ± 2.9
AT 500–1000 > 1000 1000 88.5 ± 3.1
CINA 500–1000 > 1000 1000 87.5 ± 1.9
EU 500–1000 > 1000 1000 77.7 ± 14.7
ISO 200–1000 > 500 500 73.4 ± 5.5
ppD 200–1000 > 500 500 85.5 ± 3.5
tBHP 200–400 > 400 400 76.9 ± 0.8
mCPBA 200–1000 800 500 83.3 ± 0.4
DTT 500–1000 > 1000 1000 78.8 ± 1.6
NaBH4 500–1000 > 1000 1000 86.6 ± 1.1
tBHQ 40 ND 40 87.54 ± 4.0

THP-1

Concentration range tested (µM) Cytotoxicity > 30% (µM)

Tested concentration

µM % ± SEM

DNCB 5–30 15 10 81.6 ± 3.8
CIN 25–150 150 100 75.4 ± 3.5
DEM 200–400 350 300 74.1 ± 3.0
4,4′ MDI 10–1000 100 50 78.9 ± 5.6
DPC 10–200 30 10 90.1 ± 0.6
MI 25–500 > 500 100 90.0 ± 2.7
AP 500–1000 > 1000 1000 85.5 ± 0.9
AT 500–1000 > 1000 1000 92.9 ± 1.8
CINA 300–1000 1000 1000 79.8 ± 4.6
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(MFI of chemical-treated cells labeled with antigen-specific antibody − MFI 
of chemical-treated isotype control cells)/(MFI of vehicle control cells labeled 
with antigen-specific antibody − MFI of vehicle isotype control cells).

Total RNA isolation. Cells (106 cells/ml, 2 ml/well) were exposed to test 
compounds either for 4 and 6 h for Mo-DCs or 6 and 8 h for THP-1 cells. These 
time points were determined in preliminary experiments and were found to 
be optimal to study expression of Nrf2 target genes (data not shown). Treated 
cells were lysed in TRIzol Reagent (Invitrogen), and total RNA was isolated 
as described (Ade et al., 2009). Total RNA yield was quantified by spectro-
photometry using two dilutions (total RNA diluted at 1:100 and 1:200, two 
independent measurements). In addition, for each RNA isolation experiment, 
the quality and purity of random samples were determined by automated gel 
electrophoresis (Bioanalyzer 2100, Agilent Technologies, Massy, France). 
Only samples with RNA integrity number ≥8 were processed.

Reverse transcription.  RNA concentrations were adjusted (40 ng/μl for 
Mo-DCs, 80 ng/μl for THP-1 cells in 11 µl final volume) and combined with 
2  μl of deoxynucleotide triphosphate mixture and 2  μl of 50μM oligo(dT) 
primers. Mixes were denatured at 70°C for 10 min and then quickly cooled 
at 4°C in a Biometra thermocycler (Goettingen, Germany). Reverse transcrip-
tion was carried out in AMV Reverse Transcriptase Reaction Buffer (Promega, 
Charbonnières-les-Bains, France) with final concentrations of 2 U/µl of RNase 
inhibitor (RNasine, Promega) and 0.2 U/µl of AMV Reverse Transcriptase 
(Promega), and RNase-free water to make up a final volume of 10 μl. The reac-
tion was then performed for 1 h 30 min at 42°C in the thermocycler. A control 
without reverse transcriptase was performed to confirm that no DNA contami-
nation had occurred. The final product was stored at −20°C and used in the PCR 
step.

Analysis of gene expression using real-time PCR. Real-time PCR 
analysis was performed using the SYBR Green technology on a Biorad 
CFX96 system. Each reaction consisted of cDNA (1:10 diluted for 
Mo-DCs and 1:50 diluted for THP-1 cells in 4  µl final volume of nucle-
ase-free water), 0.5μM each of the forward and reverse primers (ho-1 
[5′-GGCCTGGCCTTCTTCACCTT-3′ and 5′-GAGGGGCTCTGGTCCTTG 
GT-3′], nqo1 [5′-GGGCAAGTCCATCCCAACTG-3′ and 5′-GCAAGTCAG- 
GGAAGCCTG GA-3′], il-8 [5′-TCTCTTGGCAGCCTTCCTGA-3′ and  
5′-TGGGGTGGAAAGGTTTGG AG-3′], tbp [tata box binding protein  
5′-GAGAGCCACGAACCACGG-3′ and 5′-ACATCACAGCTCCCCACC- 
AT-3′], or β-actin [5′-GGCATCCTCACCCTGAAGTA-3′ and 5′-GCACA- 

CGCAGCTCATTGTAG-3′]), and Sso Fast EvaGreen Supermix (Bio-rad, 
Marnes la Coquette, France) in a total reaction volume of 10 μl. After 30 s 
at 95°C for Sso7d-fusion polymerase activation, amplification was allowed to 
proceed up to 44 cycles, each consisting of denaturation at 95°C for 5 s and 
annealing/extension at 62°C for 5 s. Sevenfold serial dilutions of mixed cDNA 
(from different samples) were analyzed for each target gene and allowed us to 
construct linear standard curves, from which the efficiency (E) of each PCR 
reaction was evaluated and taken into account. The SYBR green fluorescence 
was detected at the end of each elongation cycle, after which a melting curve 
was assessed to confirm the specificity of the PCR products. The quantifica-
tion was performed with the Biorad CFX Manager software, and data were 
analyzed using the delta-delta Ct method (∆∆Ct). Ratio was calculated as the 
geometrical mean of (1 + E)−∆∆Ct values, where E is the efficiency and ∆∆Ct 
is the target gene expression of treated cells compared with normal levels in 
untreated cells and corrected using the expression of the reference genes tbp 
and β-actin. Results were expressed as fold induction (i.e., ratio of (1 + E)−∆∆Ct 
of treated cells/(1 + E)−∆∆Ct of vehicle-treated cells).

Immunoblotting. Cells (106 cells/ml, 2 ml/well) exposed to test com-
pounds (based on pilot studies, 4 h for Mo-DCs and 6 h for THP-1 cells) 
were harversted and washed in cold PBS; they were then lysed in 40 µl lysis 
buffer (20mM Tris pH 7.4, 137mM NaCl, 2mM EDTA pH 7.4, 2mM sodium 
pyrophosphate, 1% Triton, 10% glycerol, 1mM PMSF, 1mM Na3VO4, 25mM 
β-glycerophosphate, 10  µg/ml aprotinin, 10  µg/ml leupeptin and 10  µg/ml 
pepstatine) and centrifuged at 17,600 × g for 20 min at 4°C, before the super-
natants were collected. Total protein concentration was evaluated using bicin-
choninic acid assay, and equal amounts of denatured proteins (50  µg) were 
loaded onto 10% SDS-PAGE gel and then transferred onto a PVDF membrane. 
Membranes were then incubated with antibodies raised against Nrf2 (H-300; 
Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg, Germany) or HO-1 (ab13248; Abcam, 
Cambridge), stripped, and reprobed with an antibody against p38 MAPK 
(9212; Cell Signaling, Danvers) as a loading control. Immunoreactive bands 
were detected by chemiluminescence using a ChemiDoc XRS+ System (Bio-
rad). Bands were quantified using Image Lab software. Results were expressed 
as the fold induction that represented the ratio of Nrf2 or HO-1 to the total p38 
MAPK for treated cells compared with untreated control cells at t = 0.

Statistical analysis. Statistical analysis was performed using nonpara-
metric one-way ANOVAs on ranks approach (Kruskall-Wallis) combined 
with Mann-Whitney U tests for multiple comparisons (Statistica 7.0; Statsoft, 
Chicago, IL).

THP-1

Tested concentration

Concentration range tested (µM) Cytotoxicity > 30% (µM) µM % ± SEM

EU 500–1000 800 700 82.3 ± 2.5
ISO 400–700 500 400 84.1 ± 0.6
ppD 150–300 250 200 77.6 ± 3.7
tBHP 100–500 400 350 90.1 ± 1.8
mCPBA 50–400 300 200 90.3 ± 1.5
DTT 100–1000 > 1000 1000 83.5 ± 6.8
NaBH4 100–1000 > 1000 1000 87.7 ± 3.3
tBHQ 40 ND 40 92.44 ± 0.8

Notes. The tested molecules represent different classes of sensitizers (strong, moderate, or weak haptens, prehaptens, and prohaptens) with different reactivities* 
to different amino acids (cysteine, lysine, or mixed reactivity). tBHP, mCPBA, DTT, and NaBH4 are nonsensitizing molecules but with redox properties (oxidants 
and reducers). Cell viability was assessed on both Mo-DCs and THP-1 cells using 7-AAD staining after a 24-h treatment using flow cytometry and was never less 
than 70%. Data were expressed as the percentage (%) of viable cells ± SEM. tBHQ concentration was chosen in agreement with previous data (Ade et al., 2009). 
ND, not done.

*Data from the direct peptide reactivity assay (Gerberick et al., 2004, 2007).

TABLE 1—Continued
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A mixed-effect model approach was also employed (using SAS software, 
Version 9.2 of the SAS system for Unix) to take into account the correlation 
between repeated time measurements. This ANOVA was used to estimate the 
effects of group, chemicals, and time and to compare the between-group dif-
ferences. The significance level of all tests was specified at 0.05, and for the 
mixed-effect model approach, multiple comparisons were computed with the 
Tukey-Kramer method as appropriate. Log transformation of fold induction 
(i.e., LogInduction) was applied for the mixed-effect model and for linear 
regression analysis (quadratic model with the R software) in order to achieve 
the required normality assumption (R Development Core Team, 2011). For the 
analysis of the relationship between LogInduction and depletion, associations 
were summed up by the R2 of the model and the p value that test globally the 
effect of depletion (F-test nested models comparison). To compare the differ-
ences of associations between the use of Mo-DCs and the use of THP-1 cell 
line, we performed a global interaction test on both the linear and the quadratic 
terms using a comparison of nested models as well.

RESULTS

Cytotoxicity Measurement

For each chemical, several concentrations were first tested 
on both Mo-DCs (Supplementary fig. 1A) and THP-1 cells 
(Supplementary fig. 1B) to assess cell viability after 24 h 
of treatment using 7-AAD staining. Cytotoxicity evaluation 
revealed that cell viability depended on the chemical. For 
example, DNCB and DPC showed a rapid decline in cell 
viability beyond a threshold concentration and DEM showed 
a linear dose-dependent decrease of cell viability, whereas 
CINA, AP, AT, DTT, and NaBH4 showed no cytotoxicity 
whatever the concentration tested (Supplementary fig. 1). 

According to these results, one concentration for each chemi-
cal was selected for further experiments. This concentration 
was close to the maximal concentration inducing no more 
than 30% cytotoxicity. This criterion allows comparison of 
the chemicals because it is a common readout for chemical 
reactivity and toxicity. However, differences existed between 
Mo-DCs and the THP-1 cell line concerning chemical-induced 
cytotoxicity (Supplementary figs. 1A and B). Consequently, 
different chemical concentrations were tested in the two cell 
models (Table 1). For those chemicals that did not exhibit cell 
toxicity, the tested dose was set at 1mM.

Phenotypic Characterization of Mo-DCs and THP-1 Cells 
Exposed to Chemicals

The phenotype of Mo-DCs and THP-1 cells was character-
ized after 24 h of treatment with chemicals. These modifications 
were expressed as RFI values (Table 2). Untreated Mo-DCs or 
vehicle-treated DCs shared an immature phenotype as they 
expressed low levels of CD86, CD40, and HLA-DR and were 
negative for CD83. However, they were CD80+ and CD54+ 
(ICAM-1) (data not shown). Chemical sensitizers significantly 
modified the expressions of CD86 and CD83 (Table 2), whereas 
expression of other markers (CD80, CD54, HLA-DR, and 
CD40) was less affected (data not shown). Results showed that 
DNCB, CIN, DEM, 4,4′ MDI, DPC, MI, EU, and ppD induced 
Mo-DC phenotype modifications, whereas AP, AT, CINA, and 
ISO had no effect. For the nonsensitizing molecules, the oxi-
dants tBHP and mCPBA were able to induce CD83 and CD86/
CD83 upregulation, respectively.

TABLE 2
Phenotypic Modifications of Mo-DCs and THP-1 Cells After Chemical Sensitizer Treatment 

Mo-DCs THP-1

RFI  
CD86 ± SEM

RFI  
CD83 ± SEM N

RFI  
CD86 ± SEM

RFI  
CD54 ± SEM N

DNCB 1.85 ± 0.41* 0.80 ± 0.19 4 5.13 ± 0.52* 5.87 ± 0.92* 6
CIN 1.41 ± 0.02* 0.96 ± 0.21 4 1.69 ± 0.32* 2.60 ± 0.79* 7
DEM 1.44 ± 0.04* 0.77 ± 0.07 3 1.21 ± 0.24 1.34 ± 0.37 6
4,4′ MDI 1.12 ± 0.05* 1.55 ± 0.30* 3 1.25 ± 0.19 1.16 ± 0.42 4
DPC 1.67 ± 0.31* 0.87 ± 0.14 3 1.38 ± 0.18* 1.62 ± 0.57 5
MI 0.90 ± 0.13 2.95 ± 1.15* 3 1.97 ± 0.32* 7.99 ± 1.95* 6
AP 1.26 ± 0.11 0.93 ± 0.12 4 1.50 ± 0.24* 1.38 ± 0.41 5
AT 1.06 ± 0.10 1.04 ± 0.13 4 0.98 ± 0.10 0.94 ± 0.27 3
CINA 0.89 ± 0.05 0.86 ± 0.52 4 1.76 ± 0.23* 1.80 ± 0.47 5
EU 1.63 ± 0.38* 0.84 ± 0.15 4 3.37 ± 0.44* 2.44 ± 0.10* 5
ISO 1.14 ± 0.28 0.99 ± 0.22 4 1.65 ± 0.19* 1.55 ± 0.36 4
ppD 0.98 ± 0.05 1.43 ± 0.20* 4 2.14 ± 0.28* 2.99 ± 0.84* 4
tBHP 1.05 ± 0.23 1.38 ± 0.36* 2 1.59 ± 0.13* 1.71 ± 0.43* 4
mCPBA 1.12 ± 0.06* 1.34 ± 0.30* 2 1.13 ± 0.20* 0.83 ± 0.10* 3
DTT 0.90 ± 0.02 1.55 ± 0.88 2 1.54 ± 0.37* 1.06 ± 0.31* 4
NaBH4 1.01 ± 0.10 1.22 ± 0.17 2 1.19 ± 0.06* 0.84 ± 0.01* 5
tBHQ 0.79 ± 0.11 1.44 ± 0.75 2 1.50 ± 0.09* 1.18 ± 0.16* 4

Notes. CD86 and CD83 expression were assessed on Mo-DCs, whereas CD86 and CD54 were measured on THP-1 cells, both after 24 h of treatment. Data were 
expressed using RFI ± SEM as described in Materials and Methods section. N, total number of independent experiments performed.

*p < 0.05 versus control cells (i.e., corresponding vehicle-treated cells = 1, Mann-Whitney U tests).
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For THP-1 cells, activation was assessed according to CD86 
and CD54 expression (Sakaguchi et  al., 2007). Our results 
(Table 2) showed that DNCB, CIN, MI, DPC, and AP and all 
the pre- and prohaptens CINA, EU, ISO, and ppD were able to 
induce the expression of CD86 and/or CD54. Conversely, DEM 
and AT had no effects on THP-1 cell activation. In addition, and 
as previously described (Ade et al., 2009), the known activator 
of Nrf2, tBHQ, was able to modify CD86 expression, similar 
to the reducer DTT, and the oxidant tBHP modified both CD86 
and CD54 expressions. The nonsensitizing molecules mCPBA 
and NaBH4 had no effect.

Nrf2 Target Gene Expression After Chemicals Exposure  
in Mo-DC

To investigate the activation of the Nrf2-ARE pathway after 
chemical sensitizer exposure, the expression of three genes 
known to be regulated by Nrf2 was measured: ho-1, nqo1, and 
il-8. Mo-DCs were treated for 4 and 6 h (optimal treatment time 
according to preliminary experiments, data not shown) with the 
different chemical sensitizers, oxidants, reducers, and tBHQ, 
a well-known activator of Nrf2. Results obtained in Mo-DCs 
showed that the mixed (cysteine/lysine)-reactive chemicals 
DNCB, CIN, DEM, and 4,4′ MDI significantly induced the 
expression of at least two of the three Nrf2-dependent genes 
(Figs. 1A–C). The cysteine-reactive chemical DPC was also 
able to induce the expression of the three Nrf2-dependent 
genes, with a 19-fold induction of ho-1 at 6 h (Fig.  1A), 
whereas the other cysteine-reactive sensitizer MI induced only 
a slight expression of il-8 after 4 h of treatment (Figs. 1A–C). 
On the contrary, lysine-reactive chemicals AP and AT induced 
neither ho-1 nor nqo1 expression, but AP was able to induce 
il-8 gene expression significantly (a threefold induction after 
6 h, see Fig.  1C). The pro- and prehaptens CINA, EU, ISO, 
and ppD also induced ho-1 and il-8 expressions, whereas only 
CINA and ppD induced nqo1. Interestingly, CINA was able to 
increase ho-1 and nqo1 expressions in a similar manner as CIN 
and with similar kinetics: 8-fold induction of ho-1 at 4 h for 
CINA compared with 8.7-fold induction for CIN at the same 
time, and 5.2-fold induction of nqo1 at 4 h compared with 5.5-
fold induction for CIN. As expected, tBHQ and the oxidants 
tBHP and mCPBA were able to induce Nrf2-dependent gene 
expression, whereas DTT had no effect on ho-1 and nqo1 but 
augmented il-8 expression. Surprisingly, treatment with the 
reducer NaBH4 upregulated the expression of the three Nrf2-
dependent genes. Nrf2 target gene expression was also evalu-
ated using other primers from Qiagen. Results were validated 
for the majority of the tested chemicals for nqo1 and il-8 
expression, whereas, for DNCB, CIN, and MI, a higher ho-1 
expression was found with the Qiagen primers compared with 
our home-designed primers (Supplementary fig. 2), although 
these differences did not change the interpretation of the 
results.

Chemical-induced Nrf2-dependent gene expressions were 
then clustered into four arbitrary categories according to their 

fold induction and represented by different colors: mild expres-
sion of Nrf2 was represented by a fold induction between 2 and 
5 (in grey), high expression by a fold induction ranging from 
5 to 10 (in yellow), and strong expression by a fold induc-
tion >10 (in purple, see Table  3). An arbitrary fold change 
cutoff of 2 was selected as a positive criterion for gene induc-
tion according to the fact that vehicle-treated cells (DMSO or 
CH3CN) did not show more than a twofold upregulation for the 
three genes studied (data not shown). In this context, data anal-
ysis revealed that ho-1 was strongly upregulated in response 
to chemical sensitizers and that cysteine/lysine- and cysteine-
reactive chemical sensitizers were the most potent inducers of 
Nrf2-dependent gene expression in Mo-DCs, whereas lysine-
reactive chemicals did not significantly modify most of the 
genes tested.

Nrf2 Target Gene Expression After Chemical Exposure  
in THP-1 Cells

To test whether the observations obtained in Mo-DCs were 
similar to those of the THP-1 cell line, Nrf2-dependent gene 
expression was also assessed in THP-1 cells (Fig. 2). According 
to preliminary data (data not shown) and due to differences 
between Mo-DCs and THP-1 cells observed in the kinetics of 
ho-1, nqo1, and il-8 expression, mRNA level was assessed after 
6 and 8 h of treatment compared with 4 and 6 h in Mo-DCs. As 
shown in Figures 2A–C, all the cysteine/lysine- and cysteine-
reactive chemicals (DNCB, CIN, DEM, 4,4′ MDI, DPC, and 
MI) and also all the pro- and prehaptens significantly upregu-
lated the expression of the three Nrf2-dependent genes, except 
for EU, which did not significantly induce nqo1 (Fig. 2B). On 
the other hand, the lysine-reactive chemical AT had no effect 
on nqo1 expression, whereas AP significantly induced it after 
8 h, and both significantly induced il-8 expression after 8 h. 
Interestingly, in our experiments, AP strongly induced ho-1 
expression (18-fold increase at 8 h), whereas AT did not have 
any significant statistical effect (Fig. 2A). The nonsensitizing 
chemicals, tBHQ and the oxidant tBHP, significantly upreg-
ulated the three Nrf2-dependent genes, whereas the oxidant 
mCPBA was less efficient and induced significantly only ho-
1 and il-8. The reducer NaBH4 had no effect, whereas DTT 
induced ho-1 and, to a lesser extent, nqo1 expression. These 
results were also validated using other primers (from Qiagen; 
see Supplementary fig. 3). As for Mo-DCs, these data are sum-
marized in Table 3, where chemicals are classified according 
to the fold induction. As the fold inductions were greater in 
THP-1 cells compared with those in Mo-DCs, we arbitrarily 
defined the categories using different fold inductions: mild 
expression of Nrf2 was then represented by a fold induction 
between 2 and 15 (in grey), high expression by a fold induc-
tion ranging from 15 to 100 (in yellow), and strong expression 
by a fold induction >100 (in purple). Results showed that all 
cysteine/lysine- and cysteine-reactive chemical sensitizers and 
the prohapten CINA strongly induced Nrf2-dependent gene 
expression.
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FIG. 1. mRNA expression of ho-1 (A), nqo1 (B), and il-8 (C) in Mo-DCs exposed to the selected chemicals and analyzed by real-time PCR. Results were 
expressed as fold induction compared with control samples (corresponding vehicle-treated cells) and corrected by the expression of the reference genes β-actin 
and tbp. For all graphs, results were expressed as the mean ± SEM of at least three independent experiments. Dotted line indicates the twofold gene upregulation 
criteria. *p < 0.05 versus control cells for both time treatment (Mann-Whitney U tests).
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TABLE 3 
mRNA Expressions of ho-1, il-8, and nqo1 in Mo-DCs and THP-1 Cells 

Mo-DCs

fold ≤ 2

THP-1

fold ≤ 2

2 < fold ≤ 5 2 < fold ≤ 15

5 < fold ≤ 10 15 < fold ≤ 100

fold > 10 fold > 100

Mo-DCs

ho-1 nqo1 il-8

4 h N 6 h N 4 h N 6 h N 4 h N 6 h N

Cysteine and 
Lysine

DNCB 9.15 ± 0.27* 3/3 12.12 ± 2.88* 3/3 3.12 ± 0.09* 3/3 5.21 ± 1.83* 3/3 2.81 ± 0.37* 3/3 8.57 ± 2.28* 3/3
CIN 8.70 ± 0.56* 3/3 6.64 ± 1.67* 4/4 5.46 ± 1.08* 3/3 2.45 ± 0.70* 1/3 1.95 ± 0.14* 1/3 1.84 ± 0.39* 1/3
DEM 6.84 ± 1.71* 3/3 8.64 ± 2.17* 3/3 4.11 ± 0.19* 3/3 1.53 ± 0.29 0/3 3.12 ± 0.58* 3/3 5.16 ± 1.19* 3/3
4,4′ MDI 1.69 ± 0.16* 1/4 1.46 ± 0.36 1/4 1.11 ± 0.16 0/5 1.17 ± 0.15 0/3 1.27 ± 0.17 0/4 1.73 ± 0.32* 1/3

Cysteine DPC 7.35 ± 1.43* 3/3 19.44 ± 6.66* 3/3 5.07 ± 1.29* 3/3 4.11 ± 1.75* 2/4 6.37 ± 1.58* 3/3 9.05 ± 2.24* 4/4
MI 0.89 ± 0.28 0/5 1.36 ± 0.57 1/4 0.92 ± 0.13 0/4 0.74 ± 0.28 0/4 2.21 ± 1.12 3/5 1.83 ± 0.99 2/4

Lysine AP 0.96 ± 0.20 0/4 1.33 ± 0.29 0/3 1.14 ± 0.15 0/4 1.10 ± 0.24 0/3 1.56 ± 0.18* 0/3 3.45 ± 1.17* 3/5
AT 0.87 ± 0.09 0/4 0.87 ± 0.18 0/4 1.07 ± 0.06 0/3 0.92 ± 0.17 0/3 1.26 ± 0.15 0/4 0.58 ± 0.09 0/3

Prohapten CINA 8.16 ± 1.30* 3/3 4.83 ± 1.42* 3/3 5.19 ± 1.10* 3/3 1.18 ± 0.34 0/3 7.40 ± 2.14* 3/3 3.05 ± 0.25* 3/3
EU 3.03 ± 0.67* 2/3 1.63 ± 0.22* 1/3 0.66 ± 0.18 0/3 0.82 ± 0.14 0/3 3.41 ± 0.46* 3/3 6.21 ± 1.84* 3/3

Prehapten ISO 2.07 ± 0.10* 2/3 2.53 ± 0.56* 2/3 1.00 ± 0.22 0/4 1.43 ± 0.34 1/3 3.43 ± 0.77* 4/4 2.53 ± 0.37* 3/3
ppD 3.16 ± 0.16* 3/3 1.34 ± 0.13* 0/3 2.37 ± 0.36* 2/3 1.88 ± 0.37* 2/3 6.77 ± 1.99* 3/3 1.32 ± 0.23 0/3

Oxidant tBHP 5.01 ± 1.38* 3/3 3.76 ± 0.50* 3/3 2.96 ± 0.85* 3/4 1.04 ± 0.24 0/3 12.45 ± 4.42* 3/3 9.77 ± 2.40* 4/4
mCPBA 3.08 ± 0.54* 3/3 4.75 ± 1.11* 3/3 1.87 ± 0.39* 1/4 1.42 ± 0.34 1/4 4.76 ± 0.68* 3/3 8.70 ± 3.67* 4/4

Reducer DTT 0.64 ± 0.13 0/3 1.48 ± 0.42 0/3 1.24 ± 0.26 0/3 1.59 ± 0.09 0/3 2.14 ± 0.26* 2/3 3.32 ± 0.76* 3/4
NaBH4 19.19 ± 5.45* 4/4 19.33 ± 5.70* 3/3 5.76 ± 1.58* 3/3 6.20 ± 3.15* 3/3 5.43 ± 0.93* 3/3 8.10 ± 4.09* 3/3

Nrf2 inducer tBHQ 5.01 ± 0.79* 4/4 3.22 ± 0.43* 3/3 3.12 ± 0.42* 3/3 1.21 ± 0.18 0/3 5.15 ± 1.83* 3/3 2.15 ± 0.15* 2/3

THP-1

ho-1 nqo1 il-8

6 h N 8 h N 6 h N 8 h N 6 h N 8 h N

Cysteine and 
Lysine

DNCB 533.26 ± 176.99* 4/4 226.76 ± 66.61* 4/4 2.62 ± 0.20* 4/4 4.12 ± 0.76* 4/4 81.40 ± 12.64* 5/5 301.44 ± 123.98* 4/4
CIN 1562.79 ± 419.57* 4/4 1208.68 ± 245.42* 4/4 6.11 ± 0.17* 3/3 8.22 ± 2.70* 3/3 45.81 ± 9.16* 5/5 169.91 ± 50.46* 4/4
DEM 229.37 ± 34.85* 4/4 298.46 ± 36.94* 4/4 3.46 ± 0.16* 4/4 4.41 ± 0.94* 4/4 3.83 ± 0.63* 5/5 12.81 ± 3.44* 4/4
4,4′ MDI 105.11 ± 12.58* 3/3 109.72 ± 19.28* 3/3 1.96 ± 0.29* 2/3 3.24 ± 0.60* 3/3 8.42 ± 5.40* 2/3 11.45 ± 1.30* 3/3

Cysteine DPC 121.15 ± 44.13* 3/3 162.79 ± 46.45* 3/3 1.98 ± 0.48* 2/3 2.87 ± 0.10* 3/3 5.14 ± 1.54* 3/3 2.89 ± 0.99* 2/3
MI 85.65 ± 8.01* 4/4 63.00 ± 4.25* 4/4 4.47 ± 0.75* 4/4 5.21 ± 0.38* 3/3 36.78 ± 7.62* 5/5 20.52 ± 7.79* 3/3

Lysine AP 9.91 ± 3.08* 3/3 17.92 ± 3.69* 3/3 1.09 ± 0.16 0/3 2.29 ± 0.46* 2/3 5.91 ± 0.98* 4/4 6.5 ± 2.83* 4/4
AT 1.12 ± 0.04 0/3 1.41 ± 0.52 0/3 0.73 ± 0.21 0/3 1.18 ± 0.12 0/3 1.04 ± 0.13 0/4 2.13 ± 0.68* 1/3

Prohapten CINA 701.93 ± 189.65* 3/3 699.26 ± 249.85* 4/4 3.28 ± 0.04* 3/3 4.43 ± 1.47* 3/3 1.87 ± 0.29* 1/4 2.27 ± 0.32* 3/4
EU 22.64 ± 7.01* 4/4 24.13 ± 2.94* 3/4 1.41 ± 0.29 0/3 1.76 ± 0.61 1/3 1.46 ± 0.12* 0/5 4.79 ± 0.66* 3/3

Prehapten ISO 21.30 ± 5.49* 4/4 27.73 ± 7.99* 4/4 2.17 ± 0.51* 2/3 3.19 ± 0.46* 3/3 1.35 ± 0.38 0/3 4.83 ± 0.97* 3/3
ppD 29.04 ± 8.49* 3/3 20.16 ± 7.78* 3/3 1.63 ± 0.35 1/4 2.45 ± 0.50* 3/4 14.74 ± 3.72* 4/4 22.63 ± 3.80* 4/4

Oxidant tBHP 31.82 ± 3.87* 3/3 18.49 ± 3.19* 3/3 2.85 ± 0.37* 3/3 2.31 ± 0.68 2/3 7.86 ± 3.05* 3/3 5.04 ± 1.27* 3/3
mCPBA 1.10 ± 0.42 0/3 2.37 ± 0.16* 3/3 1.29 ± 0.24 0/3 1.00 ± 0.19 0/3 1.35 ± 0.11* 0/4 1.67 ± 0.44 2/3

Reducer DTT 0.79 ± 0.27 0/3 7.72 ± 2.90* 3/3 1.00 ± 0.21 0/4 2.03 ± 0.51* 2/4 1.23 ± 0.30 0/5 1.48 ± 0.40 0/3
NaBH4 0.84 ± 0.15 0/3 0.95 ± 0.30 0/3 1.09 ± 0.18 0/5 1.22 ± 0.14 0/5 0.69 ± 0.07 0/5 1.60 ± 0.50 1/5

Nrf2 iiducer tBHQ 25.86 ± 6.73* 4/4 10.91 ± 5.05* 4/4 4.91 ± 1.01* 3/3 2.51 ± 0.48* 3/4 1.61 ± 0.12* 0/3 2.72 ± 0.66* 3/4

Notes. Results were expressed as fold induction ± SEM (see Fig. 1). A twofold gene upregulation was selected as the criteria for significant gene expression.  
N, number of positive experiments (fold > 2) compared with the total number of experiments.

*p < 0.05 versus control cells (i.e., corresponding vehicle-treated cells = 1, Mann-Whitney U tests).
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FIG. 2. mRNA expression of ho-1 (A), nqo1 (B), and il-8 (C) in THP-1 cells exposed to the selected chemicals and measured by real-time PCR. Results were 
expressed as fold induction compared with control samples (corresponding vehicle-treated cells) and corrected by the expression of the reference genes β-actin 
and tbp. For all graphs, results were expressed as the mean ± SEM of at least three independent experiments. Dotted line indicates the twofold gene upregulation 
criteria. *p < 0.05 versus control cells for both time treatment (Mann-Whitney U tests).
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Interaction Analysis of Chemical-Induced Nrf2-Dependent 
Gene Expression

To determine whether the expression of one of the Nrf2-
dependent gene may permit to distinguish reactive chemicals 
(sensitizers) from nonsensitizing molecules, two different sta-
tistical analyses were performed for both cell models.

In the first analysis, all chemicals were preclassified into 
three groups, and interaction analysis within groups was car-
ried out. The first group was composed of reactive chemicals, 
i.e., haptens (DNCB, CIN, 4,4′ MDI, DEM, MI, DPC, AP, and 
AT)—whatever their specific amino acid reactivity was, the 
second group was composed of pre- and prohaptens (CINA, 
EU, ISO, and ppD) needing to be metabolized or oxidized to be 
fully reactive, and the third group was composed of nonreac-
tive molecules, i.e., nonsensitizing chemicals (tBHP, mCPBA, 
DTT, and NaBH4). The results are presented in Table  4. In 
Mo-DCs, ho-1 expression distinguished nonsensitizing mole-
cules from haptens or pro-/prehaptens, whereas il-8 expression 
distinguished haptens versus pro-/prehaptens and nonsensitiz-
ing molecules. However, if lysine-reactive sensitizers AP and 
AT were excluded from the hapten group, interaction analy-
ses for Mo-DCs revealed that differences between haptens and 
pro-/prehaptens became statistically significant for ho-1 and 
nqo-1 expression (p = 0.004 and p = 0.01, respectively) (data 
not shown). In THP-1 cells, almost all the differences between 
means of fold induction for each gene were significant, except 
for nqo1, whose expression was not significantly different 
between haptens and pro-/prehaptens (p = 0.11).

In the second analysis, all chemicals were tested by pairs and 
groups were designed a posteriori, i.e., chemicals for which 
mean Log(Induction) was statistically different were classi-
fied in different groups. Results presented in Supplementary 
figures 4A and B showed extensive overlapping between 
chemicals, and these latter could not be clearly grouped into 
different categories a posteriori. However, some tendencies 
appeared: ho-1 expression in THP-1 cells partially classed 
chemicals according to their amino acid reactivity: cysteine- 
and mixed-reactive chemical sensitizers were not statistically 
different, as well as pro- and prehaptens, whereas both the 
reducers, mCBPA and AT, were classified in a different group 
(Supplementary fig. 4B).

Correlation Analysis of Nrf2-Dependent Gene Expression 
with Chemical Reactivity to Cysteine

To test whether the expression of Nrf2-dependent genes was 
correlated with chemical reactivity, the percentage of cysteine 
depletion induced by each chemical sensitizer was used for 
regression analysis. The relationship between Log(Induction) 
of each Nrf2 target gene and the percentage of peptide cysteine 
(PepCys) depletion (Gerberick et  al., 2007, 2009; Troutman 
et al., 2011) were compared using a quadratic model for lin-
ear regression analysis. Scatter plots of PepCys depletion ver-
sus Log(Induction) of a specific Nrf2-dependent gene, along 

with correlation analysis, are shown in Figure 3 for both cell 
models and for both time treatments. The results indicate that, 
in Mo-DCs, little association exists between fold induction of 
ho-1 (r2 = 0.19, p = 0.02 at 4 h and r2 = 0.13, p = 0.08 at 6 h), 
nqo1 (r2 = 0.02, p = 0.70 at 4 h and r2 = 0.06, p = 0.35 at 6 h), 
or il-8 (r2 = 0.02, p = 0.69 at 4 h and r2 = 0.04, p = 0.44 at 6 h) 
and cysteine depletion (Figs. 3A and 3B). These results sug-
gested that, in Mo-DCs, expression of Nrf2-dependent genes 
requires additional signals and was not correlated with the 
capacity of chemicals to alter cysteine as measured in peptide 
depletion assays. However, in THP-1 cells, Log(Induction) of 
gene expression and cysteine depletion were highly associated, 
especially for ho-1 (r2 = 0.38, p = 0.0001 at 6 h and r2 = 0.44, 
p < 0.0001 at 8 h) and nqo1 (r2 = 0.37, p = 0.0003 at 6 h and  
r2 = 0.31, p = 0.002 at 8 h) expressions (Figs. 3C and 3D). The 
differences in associations between Mo-DCs and THP-1 cells 
were significant for ho-1 (p of interaction = 0.02 at 4 h and 
0.007 at 6 h) but not for il-8 and nqo1 genes.

Nrf2 Protein Accumulation After Chemical Exposure

To confirm that the Nrf2 pathway was activated upon chemi-
cal exposure, accumulation of the Nrf2 protein was measured 
in both Mo-DCs (Fig. 4) and THP-1 cells (Fig. 5). In addition, 
the protein level of HO-1 was also assessed.

Mo-DC Western blot analysis showed that the Nrf2 protein 
was absent in control cells at time t = 0 but appeared as one 
major band as soon as they were cultured for 4 h either in cul-
ture medium (UT) or with DMSO, whereas the Nrf2 protein 
was absent in CH3CN-treated Mo-DCs (Fig. 4A). Conversely, 
in THP-1 cells, the Nrf2 protein was absent in both the untreated 
and vehicle-treated cells even after 6 h of treatment (Fig. 5A). It 
is important to note that protein expression was assessed at one 
time point in each cell model based on previous experiments 
(data not shown).

In Mo-DCs, the Nrf2 protein was present in response to (a) 
the well-described Nrf2 activator tBHQ, (b) chemicals that 
were reactive with both cysteine and lysine residues (CIN, 
DNCB, DEM, and 4,4′ MDI), (c) the cysteine-selective chemi-
cal DPC, and (d) the prohapten CINA. MI, the lysine-reactive 
chemicals AP and AT, other pre- and prohaptens (EU, ISO, and 
ppD), and the nonsensitizing molecules tBHP, mCPBA, DTT, 
and NaBH4 had no effects (Figs. 4A and B). The HO-1 protein 
level was found to be increased with all mixed-reactive chemi-
cals and the cysteine-reactive DPC, whereas MI had no effect. 
The HO-1 protein was also found in response to the prohapten 
CINA, whereas lysine-reactive chemicals (AP and AT) and EU, 
ISO, and ppD (pre- and prohaptens) had no effect. The tBHP 
molecule upregulated HO-1 protein expression significantly, 
whereas the other nonsensitizing molecules mCPBA, DTT, and 
NaBH4 did not affect its expression.

In THP-1 cells, Nrf2 protein accumulated after 6 h in 
response to all mixed- and cysteine-reactive sensitizers (i.e., 
CIN, DNCB, DEM, 4,4′ MDI, MI, and DPC) and in response 
to all the pro- and prehaptens (CINA, EU, ISO, and ppD), 
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FIG. 3. Relationship between Nrf2-dependent gene expression (LogInduction) and chemical reactivity to the peptide cysteine. Gene expression was measured 
in Mo-DCs at 4 h (A) and 6 h (B) and in THP-1 cells at 6 h (C) and 8 h (D). Data from the literature was used to fix the % of PepCys depletion. Results represent 
a quadratic regression analysis.

whereas AP and AT, the lysine-reactive chemicals, had no 
effects (Fig.  5B). The oxidant tBHP and the reducer DTT 
were able to significantly increase Nrf2 protein level, whereas 
mCPBA and NaBH4 had no effect. In correlation with the 
induction of Nrf2 accumulation, expression of the HO-1 
protein was detected in THP-1 cells exposed to all cysteine/

lysine- and cysteine-reactive sensitizers (except MI) and to 
all pre- and prohaptens, except ISO (Fig.  5B, lower panel). 
Lysine-reactive chemicals AP and AT had no effect. Further, 
tBHP also induced HO-1 accumulation, whereas the other 
nonsensitizing molecules mCPBA, DTT, and NaBH4 did not 
significantly modify the HO-1 protein level.

TABLE 4 
Statistical Analyses of Chemical-Induced Nrf2 Target Gene Expression 

Mo-DCs THP-1

ho-1 nqo1 il-8 ho-1 nqo1 il-8

Haptens versus pro-/prehaptens n.s. n.s. p = 0.03 p = 0.01 n.s. p < 0.0001
Haptens versus nonsensitizing molecules p = 0.03 n.s. p < 0.0001 p < 0.0001 p < 0.0001 p < 0.0001
Pro-/prehaptens versus nonsensitizing molecules p = 0.03 p = 0.02 n.s. p < 0.0001 p = 0.02 p < 0.0001

Notes. Interaction between chemical reactivity groups was assessed using a mixed-effect model that integrated both time treatments. Haptens: DNCB, CIN, 4,4′ 
MDI, DEM, MI, DPC, AP, and AT; pre-/prohaptens: CINA, EU, ISO, and ppD; nonsensitizing molecules: tBHP, mCPBA, DTT, and NaBH4.
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DISCUSSION

A key step in the skin sensitization process is the forma-
tion of a covalent adduct between the chemical sensitizer and 
endogenous proteins in the skin. The intrinsic protein reactiv-
ity of chemical sensitizers (or after their oxidation/metabolism) 
is generally assumed to be a shared property and could be the 
common characteristic detected by DCs rather than their struc-
ture or size. Moreover, it is now well accepted that, according 
to the danger model of Matzinger (1998) and in the context of 
contact sensitization (Kimber et al., 2002), DCs need to receive 
danger signals from their environment to be fully activated and 
to migrate to lymph nodes. Experimental evidences suggested 
that chemical sensitizers themselves could provide a danger sig-
nal, allowing the maturation of DCs (Ade et al., 2007; Boislève 
et al., 2004, 2005; Casati et al., 2005). Our hypothesis is that 
Nrf2 is one of the key players in contact allergy, integrating 
chemical sensitizer’s protein reactivity and translating this sig-
nal into a biological response in DCs. Indeed, recent reports 
have shown that Nrf2 plays a role in inflammatory immune 
responses (Kim et  al., 2009) and that it is also activated by 
chemical sensitizers in DCs (Ade et al., 2009), suggesting that 
Nrf2 could be implicated in the chemical sensitization process. 

Moreover, initial work conducted by Natsch and colleagues in 
the Hepa1C1C7 cell line and in a keratinocytic cell line has 
shown that Nrf2 was activated by chemical sensitizers (Natsch 
and Emter, 2008; Emter et al., 2010). These results were at the 
basis of the development of the Keratinosens assay but also 
emphasized that the Nrf2 pathway is also activated by chemical 
sensitizers in keratinocytes. To test our hypothesis, we measured 
the expression of Nrf2 target genes and Nrf2 protein expression 
after exposure to chemical sensitizers known to react with dif-
ferent sets of amino acids (cysteine and lysine, cysteine or lysine 
only). To our knowledge, this is the first work addressing the 
link between sensitizer chemical reactivity, as defined by reac-
tivity toward amino acids with Nrf2 activation in cellulo using 
cells of myeloid origin, and gene expression. The main objective 
is then to address experimentally how chemical reactivity can 
translate into a biological response in cells of the myeloid line-
age involved in skin sensitization.

Chemical sensitizers and nonsensitizing molecules were 
tested for their capacity to induce maturation of both Mo-DCs 
and THP-1 cells. All mixed- and cysteine-reactive sensitizers 
were able to induce Mo-DC maturation, although phenotypic 
modifications were less pronounced in response to pro-/prehap-
tens, as previously reported (Aiba et al., 1997; Hulette et al., 

FIG. 4. Expression of Nrf2 and HO-1 proteins in cells exposed to the selected chemicals. (A) Representative Western blot of Nrf2 and Ho-1 proteins. (B) 
Semiquantification of Nrf2 (upper panel) and HO-1 (lower panel) protein expression. Results were expressed as the ratio of Nrf2 or HO-1 to the p38MAPK 
protein used as a loading control and were compared with the corresponding vehicle control cells at t = 4 h for Mo-DCs (fold induction). (n = 5, *p < 0.05 versus 
vehicle-treated cells, Mann-Whitney U tests).
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2002; Reuter et al., 2011). Lysine-reactive chemicals did not 
show any effect. Conversely, THP-1 cells were activated by a 
larger panel of chemical sensitizers and even by all pre-/pro-
haptens, confirming that this cell line is a useful tool for in vitro 
sensitization screening (Nukada et al., 2011). However, in our 
experiments, DEM, 4,4′ MDI, and AT had no significant effect 
although previous reports showed that they induced phenotypic 
alterations in THP-1 (Mitjans et al., 2008; Nukada et al., 2011). 
In addition, tBHP and mCPBA induced DC maturation, as pre-
viously shown with other oxidants (Kantengwa et  al., 2003; 
Rutault et al., 1999). These results confirmed that both Mo-DCs 
and THP-1 cells were suitable models to test our hypothesis.

With respect to the results presented in this work, we decided 
that Nrf2 pathway activation really occurs when chemicals 
were able to induce at least two Nrf2 target genes associated 
with Nrf2 protein expression. Chemicals with cysteine/lysine 
(DNCB, CIN, DEM, and 4,4′ MDI) and high cysteine (mainly 
DPC) reactivity were true activators of the Nrf2 pathway in our 
models, whereas other chemicals such as the lysine-reactive AP 
and AT showed an Nrf2-independent activation of the studied 
genes (Table 5). In addition, Nrf2 pathway senses the overall 

reactivity of chemical sensitizers rather than discriminating 
between specific mechanistic applicability domain as DEM, 
CIN, and DPC are Michael acceptors and DNCB is a SNAr-
reactive chemical. The effect of mixed- and cysteine-reactive 
sensitizers can be explained by the fact that Keap1 contains 
a number of cysteine residues important for the repression of 
Nrf2 under basal conditions (Holland and Fishbein, 2010). 
Modifications of these cysteine-reactive residues by cysteine-
reactive chemicals lead to Nrf2 stabilization and transcription 
of ARE-dependent genes (Kobayashi et al., 2004).

No activation of the Nrf2 pathway was found with the lysine-
reactive chemicals AP and AT. Although AP was evaluated as 
false negative in the ARE-cell line assay of Natsch and Emter 
(2008), in our study, it was able to strongly induce ho-1 mRNA 
in THP-1 cells and il-8 mRNA in both cell models. Although 
Nrf2 plays a critical role in ho-1 gene induction, several tran-
scription factors can also participate in ho-1 gene transcription 
(Ryter et al., 2006). This is also true for il-8 gene expression 
(Roebuck, 1999). Thus, ho-1 and il-8 mRNA expressions could 
be mediated independently of Nrf2 in response to AP, and this 
remains to be elucidated.

FIG. 5. Expression of Nrf2 and HO-1 proteins in cells exposed to the selected chemicals. (A) Representative Western blot of Nrf2 and Ho-1 proteins. (B) 
Semiquantification of Nrf2 (upper panel) and HO-1 (lower panel) protein expression. Results were expressed as the ratio of Nrf2 or HO-1 to the p38MAPK  
protein used as a loading control and were compared with the corresponding vehicle control cells at t = 6 h for THP-1 cells (fold induction). (n = 5, *p < 0.05 versus 
vehicle-treated cells, Mann-Whitney U tests).
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CINA also induced the activation of the Nrf2 pathway. CINA 
is a prohapten that needs to be metabolized either by alcohol 
dehydrogenase or by cytochrome P450 2E1 to become a reac-
tive sensitizer (Smith et al., 2000). Monocytes, as well as DCs, 
express CYP2E1 (Baron et al., 1998; Saeki et al., 2002). The 
other prohapten, EU, and the prehaptens, ISO and ppD, acti-
vated the Nrf2 pathway especially in THP-1 cells, suggesting 
that this cell line is metabolically active. However, it should be 
emphasized that the THP-1 cell line poorly metabolizes com-
pounds that are substrates of CYP450s, as recently described 
by Chipinda et al. (2011).

For the nonsensitizing molecules, DTT was found to be an 
Nrf2 inducer in THP-1 cells, as previously described in HepG2 
cells by Haridas et al. (2004), although to a lesser extent than 
chemical sensitizers. However, NaBH4 displayed dissimilar 
effects in both cell models. In Mo-DCs, NaBH4 had a strong 
effect on gene expression, but no Nrf2 accumulation was found, 
suggesting an Nrf2-independent activation of these genes. In 
THP-1 cells, NaBH4 did not show any effect. In contrast, both 
tested oxidants were able to induce the expression of at least 
one Nrf2-dependent gene, although tBHP, an analogue of lipid 
hydroperoxides, was more specific than the peracid mCPBA. 
Taken together, these results obtained with nonsensitizing mol-
ecules possessing redox properties confirmed that the Nrf2 
pathway is redox/electrophilic sensitive in DCs.

Our data revealed some differences between Mo-DCs and 
THP-1 cells for some chemicals, i.e., MI, 4,4′ MDI, and, as 

mentioned, NaBH4. In agreement with our results in THP-1 
cells, MI has been shown to induce the activation of the ARE-
luciferase assay, suggesting a lack of sensitivity of Mo-DCs. 
Although 4,4′ MDI induced both Nrf2 and HO-1 protein 
accumulation in both cell models, the level of detected mRNA 
was strongly different between the cell models. At this time, 
we have no explanation for this observation. Nevertheless, 
monocytes and DCs display different metabolic enzymes (Le 
Naour et al., 2001), and Mo-DCs have a higher antioxidant 
capacity compared with monocytes (Rivollier et al., 2006). 
This can explain, at least in part, the lack of effect of some 
chemicals on Mo-DCs and the large difference between the 
maximal fold inductions of genes between THP-1 cells and 
Mo-DCs.

We then analyzed our results to evaluate the validity of our 
hypothesis. The following questions were asked: (1) Based 
on gene fold induction, is it possible to group the chemicals 
into categories? (2) Does a correlation exist between gene fold 
induction and the percentage of cysteine depletion? (3) Can 
Nrf2 pathway activation distinguish between sensitizers, non-
sensitizers, and pro-/prehaptens? Mixed model analysis was 
first used in a “blinded experiment” where sensitizers were 
classified, for each studied gene, into different groups accord-
ing to the statistically significant difference observed between 
their mean gene fold inductions. This method allowed the 
grouping of sensitizers according to their potency for inducing 
gene expression; however, results showed that initial grouping 

TABLE 5 
Summary of Chemical-Induced Nrf2 Pathway Activation in Mo-DCs and THP-1 Cells 

Mo-DCs THP-1

Nrf2 target gene induction
Nrf2 

protein
Nrf2 pathway 

activation

Nrf2 target gene induction
Nrf2 

protein
Nrf2 pathway 

activationho-1 nqo1 il-8 ho-1 nqo1 il-8

tBHQ + + + + + + + + + +
DNCB + + + + + + + + + +
CIN + + − + + + + + + +
DEM + + + + + + + + + +
4,4′ MDI + − + + + + + + + +
DPC + + + + + + + + + +
MI − − + − − + + + + +
AP − − + − − + + + − −
AT − − − − − − − + − −
CINA + + + + + + + + + +
EU + − + − − + − + + +
ISO + − + − − + + + + +
ppD + + + − − + + + + +
tBHP + + + − − + + + + +
mCBPA + − + − − + − + − −
DTT − − + − − + + − + +
NaBH4 + + + − − − − − − −

Notes. For Nrf2 target gene induction, a “+” indicates that the chemical significantly induced gene expression in at least one out of the two treatment times. 
Statistically significant Nrf2 accumulation was used for Nrf2 positive protein expression and was also represented by “+.” “+” indicates a chemical activating the 
Nrf2 pathway according to our criteria: induction of at least two Nrf2 target genes associated with Nrf2 protein expression.
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of haptens, pro-/prehaptens, and nonsensitizing categories was 
not possible. This method highlights that fold induction alone 
(without cutoff) cannot differentiate sensitizers from nonsen-
sitizers. However, using the same analysis with chemicals 
assigned to groups of (1) haptens, (2) pro-/prehaptens, and (3) 
nonsensitizing molecules, our results revealed that in THP-1 
cells, gene expression analysis was able to distinguish reac-
tive from nonreactive chemicals. In Mo-DCs, results were less 
clear cut, but when the statistical analysis was performed in 
the absence of lysine-reactive chemicals, statistical differences 
were observed, suggesting that these chemicals shared distinct 
properties compared with other reactive sensitizers (data not 
shown).

We then performed regression analysis with the aim to 
identify the relationships between gene fold induction and 
the percentage of cysteine depletion, as assessed using the 
Direct Peptide Reactivity Assay (DPRA). Our results showed 
that gene expression in THP-1 cells was significantly associ-
ated with cysteine depletion, but this was not the case with 
Mo-DCs. These observations exemplified that the ability of a 
chemical sensitizer to react with cysteine translates into Nrf2 
activation, as measured with gene expression. However, they 
also suggested that other mechanisms such as ROS production 
provoked by chemicals may play additional roles.

In summary, we have described the ability of several chemi-
cal sensitizers to activate the Nrf2 pathway in cellulo using cells 
of myeloid lineage known to be involved in the skin sensitiza-
tion process. Our data were in accordance with the observations 
made by Natsch (2010) and Natsch and Emter (2008) using 
ARE-cell line assays as a new tool for the detection of chemical 
sensitizers. Here, we demonstrated that DCs and THP-1 cells 
were able to integrate and translate chemical sensitizer reac-
tivity into activation of the Nrf2 pathway, which regulates the 
cellular stress provoked by the chemical sensitizer’s reactivity. 
These data also suggested that a link exists between the capac-
ity of a chemical to bind to a protein (i.e., its amino acid reac-
tivity) and the amount of stress it induces in cells, measured 
as the activation of inducible Nrf2 target genes. This cellular 
stress participates in the cellular signaling needed for pheno-
typic modifications of DCs and needs to be tightly regulated. 
This is the first time that an extensive analysis of Nrf2 activation 
has been performed in myeloid cells, and the results emphasize 
the importance of Nrf2 in myeloid cell activation by chemical 
sensitizers.
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Titre	:	 Identification	 et	 caractérisation	 des	 peptides	 hapténisés	 avec	 la	 benzylpénicilline	
responsables	de	 l’activation	des	cellules	T	naïves	et	de	 l’immunisation	des	patients	allergiques	à	 la	
pénicilline	

Mots	clés	:	Allergie,	benzylpénicilline,	bioconjugués,	lymphocytes	T,	peptides-benzylpénicilline.	

Résumé:	 Les	 pénicillines	 font	 partie	 des	
molécules	 chimiques	 les	 plus	 fréquemment	
impliquées	dans	l’allergie	médicamenteuse.	Selon	
l’hypothèse	de	l’haptène,	les	molécules	chimiques	
de	petite	taille	doivent	se	lier	aux	protéines	pour	
êtres	 immunogènes.	 Cependant,	 très	 peu	 est	
connu	 sur	 le	 processus	 d’immunisation	 des	
patients	 aux	 bioconjugués	 pénicilline-protéine.	
Notre	 groupe	 a	 récemment	 synthétisé	 des	
bioconjugués	 albumine	 sérique	 humaine-
benzylpénicilline	 (HSA-BP)	 et	 a	 démontré	
l'existence	 de	 lymphocytes	 T	 CD4+	 naïfs	
spécifiques	 du	 bioconjugué	 HSA-BP	 chez	 des	
donneurs	 sains.	 L'objectif	 de	 ce	 travail	 de	 thèse	
est	 d'identifier	 des	 séquences	 peptidiques	 issus	
de	 la	 HSA	 hapténisées	 avec	 la	 BP,	 impliquées	
dans	 l’activation	 des	 cellules	 T	 naïves	 ainsi	 que	
l’immunisation	 des	 patients	 allergiques	 et	 par	
conséquent	 les	 manifestations	 cliniques.	 Notre	
stratégie	 combine	 la	 spectrométrie	 de	 masse,	 la	

modélisation	moléculaire	et	 le	criblage	virtuel,	 la	
synthèse	 chimique	 orientée	 et	 la	 validation	
biologique	 sur	 des	 lignées	 de	 cellules	 T	 de	
longues	durées	chez	les	donneurs	sains,	et	à	l’aide	
du	 test	 de	 transformation	 lymphocytaire	 ainsi	
que	les	lignées	de	cellules	T	de	courte	durée	chez	
les	patients	allergiques.	Cette	étude	a	permis:	(1)	
l’identification	des	 résidus	 lysine	présents	 sur	 la	
HSA	 hapténisés	 par	 la	 BP	 par	 spectrométrie	 de	
masse,	 (2)	 la	sélection	par	une	approche	 in	silico	
des	 peptides	 de	 15-mer	 potentiellement	
immunogènes,	 (3)	 la	 synthèse	 orientée	 de	 ces	
peptides-BP	 à	 l’aide	 d’un	 monomère	 lysine-BP,	
(4)	 l’identification	des	épitopes	 reconnus	par	 les	
cellules	 T	 naïves	 de	 donneurs	 sains,	 (5)	 la	
validation	de	deux	épitopes	situés	sur	les	 lysines	
159	 et	 525	 chez	 les	 patients	 allergiques	 aux	
pénicillines	et	(6)	confirmation	de	la	HSA	comme	
un	bon	modèle	pour	l’hapténisation	de	la	BP.	

	
	
Title	:	 Identification	and	characterization	of	benzylpenicillin-hapten	peptides	 responsible	 for	naïve	T-
cell	activation	and	immunization	of	allergic	patients	to	penicillin	
	
Keywords	:	Allergy,	benzylpenicillin,	bioconjugate,	T	lymphocytes,	benzylpenicillin-peptides.	

Abstract:	 Penicillins	 are	 among	 the	 most	
prevalent	drug-inducing	allergy.	According	to	the	
hapten	 hypothesis	 small	 chemical	 molecules	
needs	 to	 bind	 to	 proteins	 to	 be	 immunogenic.	
However,	 little	 is	 known	 on	 the	 process	 of	
patients	 immunization	 to	 penicillin-protein	
conjugates.	 Our	 group	 has	 recently	 synthesized	
benzylpenicillin-human	serum	albumin	(BP-HSA)	
bioconjugate	 and	 demonstrated	 the	 existence	 of	
naïve	 CD4+	T	 lymphocytes	 specific	 to	 BP-HSA	 in	
healthy	donors.	The	objective	of	this	work	was	to	
identify	peptides	sequences	from	HSA	haptenized	
with	 BP	 involved	 in	 naïve	 T-cells	 activation,	
immunization	 of	 patients	 and	 consequently	 the	
clinical	 manifestations.	 Our	 strategy	 combines	
mass	 spectrometry,	 molecular	 modeling	 and	
virtual	 screening,	 chemical	 oriented	 synthesis	

and	 biological	 validation	 using	 long-term	 T-cell	
lines	 in	 healthy	 donors	 and	 the	 lymphocyte	
transformation	 test	 as	 well	 as	 short-term	 T-cell	
lines	 in	 allergic	patients.	This	 study	allowed:	 (1)	
the	 identification	 of	 lysine	 residues	 involved	 in	
the	BP	binding	 to	HSA	using	mass	spectrometry,	
(2)	 the	 selection	 of	 BP-peptides	 containing	 the	
lysine	residues	likely	to	induce	immune	response	
using	 an	 in	 silico	 approach,	 (3)	 the	 synthesis	 of	
the	 selected	 BP-15	 mer	 peptide	 bioconjugates	
using	a	lysine-BP	monomer,	(4)	the	identification	
of	 epitopes	 recognized	 by	 naïve	 T	 cells	 from	
healthy	donors,	(5)	the	validation	of	two	epitopes	
located	 on	 lysines	 159	 and	 525	 in	 allergic	
patients	to	penicillins	and	(6)	the	confirmation	of	
HSA	 as	 a	 good	 model	 for	 BP	 haptenation.
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