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Les reactions d’allergies aux medicaments mettanie
jeu les mécanismes de I'immunité spécifique

Hypersensibilité immédiate

- < 1 heure apres le médicament

- IgE spécifiques

- urticaire, rhinite, angioocedeme, bronchospasm
choc anaphylactique...

Hypersensibilité retardée

- > 1 heure apres le médicament

- LyT spécifiques (Th1, Th2, CTL, Th17) N

- eczéma, urticaire, angiocedeme, exantheme,
toxidermie maculopapuleuse, syndrome de Lyeull...



Prise en charge diagnostique ordonnée

1 - Clinique
. Enquéte rigoureuse

. Recours aux bases de données :
plateforme GA°LEN — ENDA — DAHD (Bousquet et al, Allergy200

2 - Tests cutanés
. Grande sensibilité Y
. b Lactamines, curares, PCI, |
anticoagulants... -

3 - Biologie : dépend du mécanisme en jeu
. IgE et médiateurs solubles
. Basophiles, LyT

4 - Tests de provocationn vivo
en derniére intention, sous surveillance



Mécanismes de I'hypersensibilité immédiate
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Role des IgG dans la déegranulation des basophiles : no uveau mécanisme

TISSUES (:j' C:)

Antigen
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Antigen-lgG1 immune complex

IgG1

End organ effects on vascular endothelium and on airway and gastrointestinal smooth muscle, etc.

Systemic anapﬁylaxis

Immunity, 2008



Parametres pouvant étre explorés en 2009

1) Médiateurs solubles dégranulés Allergen
histamine, tryptase -

2) IgE spécifiques circulantes °9

Leukotrienes & gk'nes
0 98° Q@ 0 e '
3) Basophiles sensibilisés 0 © 2@ ©
. Vd =g ‘
exprimant des IgE spécifiques 00

Nature Reviews | Immunclogy



Stratégie diagnostique d’un choc anaphylactique

Au moment du choc :
Histoire clinique
Prelevements biologiques (pour dosage ulterieur)
. Histamine et tryptase
. IgE spécifiques (ou plus tard)

< Etablir 'existence d’une reaction allergique

A distance (au moins 6 semaines de délai) :
Tests cutanés
Exploration des basophiles sanguinex vivo
. Synthese de leucotrienes
. Phénotype membranaire

< Etablir la responsabilité d’'une molécule



Histamine plasmatique (basophile et mastocyte)

Demi-vie courte : prélevement <30 mn apres le choc

Dosage par compétition apres acylation des échantitis

Faux négatifs (catabolisme par diamine oxydase) : elhme enceinte
CEC (héparine)

Faux positifs : conditions de prélevement (hémolyse)

Tryptase plasmatique (mastocytes +++)

Pic : 1-2 heures Détectable pendant 6 heures
Cinétique de prélevements :
15" a 3h 24 a 48h >2 senesreventuellement

Dosage avec Ac fixé sur un support solide, reconnaisdda b tryptase
mature et lesa et b pro-tryptases

Faux négatifs : chocs peu séveres (taux de base vargbEklon les sujets)

Faux positifs :  Mastocytose systémiqueigque ++ anaphylaxie Brockow
2008)

Prélevements post-mortem
Ponction intra cardiaque

En expertise : chymase, carboxypeptidase 3, PAF, PAlEe&tyl hydrolase



Platelet-Activating Factor, PAF Acetylhydrolase, andSevere Anaphylaxigpeanuts)

Peter Vadas et al. NEJM 2008
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Composants pouvant étre explorés en 2009

1) Médiateurs solubles déegranulés Allergen
histamine, tryptase ) =

2) IgE spécifiques circulantes °°q

Leukotrienes &

o © g 0 N . ) e
3) Basophiles sensibilisés 0 © 0@
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exprimant des IgE spécifiques 00

Nature Reviews | Immunology



. “‘VL (Kappa ou Lambda)

- demi-vie serique des IgE : 2 a 3 jours

- demi-vie a la surface des cellules (récepteurs) : p  lusieurs semaines



Les récepteurs pour les IgE

chaine a FceRl

. récepteur de haute affinité
. > 50 000 par basophile

Mastocytes Basophiles
Eosinophiles  Phagocytes

FceRll

CD23soluble

2

!

. recepteur de basse affinite

. une partie peut étre clivée
par protéolyse ———CD23s

Mastocytes Baso Eosino
Phagocytes  LyB et LyT

€BP ou galectine FceRlll
. faible affinité

nombreuses cellules




Voies de signalisation intra-cellulaires
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Dosage des IgE spécifiques circulantes

. Dosage des IgE totales peu utile

. Méthodes radio-immunologiques de plus en plus suppiéées par des
methodes immuno-enzymatiques

. Probablement moins sensibles que les tests cutanes, nsaisples et
specifiques

. Pour eviter d’avoir recours aux tests de provocatio
. La disponibilité des tests est croissante
. Méthodes immuno-enzymatiques disponibles pour un ndmne encore

limité de médicaments : certaine® lactamines, rocuronium,
suxamethonium, insuline, mepivacaine...



Allergy 2009: 64: 183-193 M. Blanca', A. Romano?,

M. J. Torres', J. FérnandeZ®,

C. Mayorga®, J. Rodriguez®,

. . P. Demoly®, P. J. Bousquet®,
Review article H. F. Merk’, M. L. Sanz®, H. Ott’,
M. Atanaskovi¢-Markovié?®

Update on the evaluation of hypersensitivity reactions to
betalactams

IgE spécifiques : bon outil diagnostique, a associer a&uests cutanes et a
I'étude des basophiles

. bonne spécificité, sensibilité a améliorer

. Description de patients avec réactions cliniques imrdates, tests cutanés
négatifs et IgE spécifiques positives

. Diminution des concentrations, voire disparition ds IgE (circulantes et
fixées sur leurs récepteurs sur les basophiles) au couls temps

(étude sur 4 ans) :
— rechercher ces IgE le plus vite possible apres un accitte

Fernandez et al, Allergy, 2009



Interét du dosage des IgE spécifiques dirigees comties curares

. 1 réaction sur 10 000 a 20 000 anesthésies
. 70% IgE-déependantes, cas les plus séveres

- Diagnostic :
. Clinique et anamnese
. Dosage de I'histamine et de la tryptase
. Tests cutanés _ 1 _
. IgE spécifiques ﬁﬁuﬁfﬂﬁwﬁw
. Test,d’_actlvatlon des bfilsc_)phlles ; W ThiT Que ;@?zﬁgﬁﬁ-
mediateurs et cytometrie en flux

¥

Allergie France



Les accidents aux curares en France

PM Mertes et le GERAP, rev fr allergo, 2007 et Ann fnARéa 2004

44.6% suxamethonium
27% vecuronium
13% atracurium
8.5% vancuronium
6.3% rocuronium
1% mivacurium
0.1% cis-atracurium

Structure et configurations
spatiales proches

Divalents

Assez flexibles

C lon ammonium quaternaire
= épitope allergénique partage
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=) Besoin d’'un outil diagnostique simple, sensible apécifique pour
Le dépistage des patients sensibilisés aux curares

Morphine

L’hypothese Morphine :

. Structure alcaloide avec une amine
tertiaire hydrophile

. La presence d’IgE dirigées contre la
structure ammonium guaternaire signerait
une sensibilisation aux curares ?



IgE spécifiques chez des patients ayant eu un choca  u rocuronium
(étude belge chez 21 patients)
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Immunoglobulin E Antibodies to Rocuronium: A New Diag nostic Tool, D Ebo, Anesthesiology, 2007



La prise de pholcodine entraine la synthese d’'lgg ch ez les

patients sensibilisés aux curares et ayant fait un choc
Harboe et al, Allergy, 2007

. Etudes suédoises et norvégiennes, discordantes

. Pholcodine : . sirop contre la toux en vente libor e depuis 1986 en Norvege
y compris en pediatrie
. hoyau NH4+

. 17 patients ayant eu un choc, randomisés
. pendant 1 semaine : sirop de pholcodine ou guaife  nesin (contréle)
. au bout d’'un mois: élévation (X20) des concentrat  ion d’ IgE
spécifiques dirigées contre la pholcodine, la morph ine et le suxamethonium

Hypothese : le sirop de pholcodine pourrait étre a I'origine de la sensibilisation
des individus qui ont fait un choc. Etudes en cours



Etude francaise chez 180 patients exposes aux cuear
(CHU Bichat Paris et CHU CaenD Laroche)

Groupe 1 (n=59) Groupe 2 (n=58) Groupe 3 (n=63)
Pas de réaction Hypersensibilité Hypersensibilité
immediate iImmeédiate
Test cutané : Test cutané :
negatif aux curares positif aux curares
F/H:0.84 E/H - 2
Age : 64 (24-88) F/H : 1.64 Age'. 52 (19 -82)

Age : 49 (10-82)
cis-atracurium 29
pancuronium 17 atracurium 31
atracurium 8 suxamethonium 19 suxamethonium 47
atracurium 10



Méthodes
1) Total IgE (Phadia)

2) QAS-RIA sepharosdJL Guéant)
- cut-off ;. 3% binding

3) ImmunoCAP Ammonium

guaternaire (myorelaxants)(Phadia)
- limite de détection : 0.10 kUA/I
- cut-off : 0.35 KUA/I

- N

> Ay

Patient
immunoglebulin E

Allergens coupled
to Inmnuno AP

=]
substrate

Conjugate bownd
to patient IgE

Caonjugate snEyme
reacts with




Distribution des IgE spécifiqgues dans le serum des
180 patients exposés aux curares

20 -
181
16 1
14 -
12 -
101

Lo d & R 4

' '

0 =t

Pas de réaction

Médiane 0.10
Intervalle 0.1-15.3

Hypersensibilit¢  immeédiate

TC négatif TC positif
0.10 1.69
0.1-14.4 0.1-87.5



i

Sensibilité (%) 83.3
Spécificité (%) 82.9
90.9
/groupe 1
75
/groupe 2
VPP (%) 75.5
90.9
/groupe 1
78.1
/groupe 2
VPN 90.2
83.3
/groupe 1
80.8
/groupe 2

. La positivité du nouveau test
ImmunoCAP Ammonium Quaternai
(myorelaxants) est corrélée a

une sensibilisation aux curares.

. Sensibilité similaire a celle du RIA

. Bon test de diagnostic

Pour en savoir plus (tests inhibition, discordances...)egentation de P Nicaise

(poster et oral le 15/04)



Allergie au cetuximab (Acmonoclonal chimérigue contre le récepteur de 'EGF)
mise en évidence d’'IgE spécifiques préexistantes au trament, dirigées contre
un oligosaccharide, le galactose-1,3-Galactose

C Cheung et al, NEJM 2008

® HSR to cetuximab @ No HSR to cetuximab A Untreated
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Composants pouvant étre explorés en 2009

. Mediateurs solubles dégranulés Allergen
histamine, tryptase :

. IgE spécifigues circulantes °9

Leukotrienes &

Cytokines
0%8°\ Q@ 0@

. Basophiles sensibilisés °° <)
L] 7 L] L] i‘
exprimant des IgE spécifiques Hismne

Nature Reviews | Immunclogy



Etude fonctionnelle des basophiles sanguimex vivo
(sang total ou cellules isolées)

Ac anti-CD63

Ac anti-CD203

—>

Ac anti-CD45

° Ac anti-IgE

. doubles ou triples marquages avec des Ac marqués pagsifluorochromes
differents

. quantification de I'expression membranaire (cytoméie en flux)

. dosage des médiateurs solubles libérgse

Bl Acanti-IgE (ou CRTH2, ou CCR3) B Ac anti-CD45

B CD63 Modification du phénotype membranaire aprés

stimulation spécifique avec I'allergene étudié
Emm CD203

Sudheer 2005, Ebo 2006 et 2007, Kvedariene 2006, Gabér, ...



Protocole au laboratoire d'immunologie de Bichat

Médicament  cpg3 cp203c

\, ol

CD203c
1 upregulation

o &

CD63 expression

Dégranulation

Enrichissement en GB

!

Préincubation avec IL-3

!

Incubation 30 mn a 37°C avec médicament (conc varige

!

Double marquage cellulaire (Buhimann et Beckman
Coulter)

anti—IgE/FITCI anti- CD63/PE ou CD203c/PE

. Analyse des cellules par EPICS XL, Coulter

. Surnageant : dosage de médiateurs libérés
- leucotrienes (LTC4, LTD4, LTE4)

- histamine



Temoin négatif 3%

-

Téemoin positif 90%
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Suxaméthonium 52%

Rocuronium 26%



Atracurium 3 %

Vecuronium 3%



Produits de contraste iodés

Tri-iodinated ionic monomer
ex: ioxitalamate (Telebrix®) amidotrizoate
(Radioselectan®)

Triodinated non ionic monomer
Ex: iohexol (Omnipaque ®) lopamidol
(lopamiron ®)

Hexa-iodinated ionic dimer EXx : ioxaglate
(Hexabrix ®)

Hexa-iodinated non ionic dimer
ex: iodixanol (Visipaque ®)



Produits de contraste iodés

Réactions immediates et/ou retardées

1 déces sur 100 000

Etude francaise en cours : CIRTACI (clinique et tets cutanés)
Etude européenne sur tests cutanes (220 pts)50% des réactions

sont immunologiques, excellente spécificité, permet akoisir un produit
(Brockow et al, Allergy, 2009)

Etudes biologiques des réactions immediates : rares

- 47% d’ IgE anti-ioxaglate chez les patients ayant eu une réactiance
produit (Mita H et al 1999 ; 2-3 % dans une autre étudel(aroche D et
al 1999. Dosages RIA.

- Cytomeétrie en flux :

- CD63chez 3 patients ayant eu une reaction (iopromide, iomeql et
lopentol) Trcka 2008

- CD203chez un patient ayant fait un choc a I'amidotrizoate
Prick tests : négatifs Intradermo test : positif

Dewachter P, Nicaise-Roland P,Kalakoba S, Lefevre J &lubllet-
Martin S. Anaphylaxis to amidotrizoate proved by skin testiand
flow cytometry-based basophil activation test. Allergp09



CDG63 expression

38% 2%

CD203c expression

S| MFI: 8.2 SI MFI : 2.6

Negative control Anti Fc eR1 amidotrizoate (10 1)

Cf poster, pour en savoir plus



En attente pour les produits de contraste
. IgE spécifigues en méthode immunoenzymatique

. Mise au point de I'exploration biologique des allegies au gadolinium



L’aspirine et les AINS induisent des réactions respiratioes séveres via
I'inhibition de COX-1, I'inhibition de PGE2 et I'ac tivation de la voie de la

IPOXYQYENASE g |gE-indépendant

Stevenson et al, 2006



Interét de la CMF des basophiles dans l'allergie a
I'aspirine et aux AINS

. P. Gamboa et al . Clin Exp Allergy, 2004

. Sanz ML, Gamboa P and de Weck AL. Int Arch
Allergy and Immunology, 2005

. Monneret G, Boumiza R, Gravel S et al. J Pharmacol
Exp Ther 2005

Procédures d’accoutumance rapides a l'aspirinehez les patients nécessitant u

angioplastie coronaire avec pose de stent.
. S Silberman, C Neukirch, P G Steg. Am J Cardiol, @5 (75mg en 1h30)
. R Rossini, et al. Am J Cardiol, 2008

. 52 patients avant accoutumance Té -
. 60% : tests + Asp en CD203c

. 30% : test + Asp en CD63

. 30% de reaction croisée Ibuprofen

. 6 sem apres : en cours

P Nicaise, S Chollet-Martin, S Silberman,
C Neukirch, P G Steg. En préparation

Té + Asp




Interét de la CMF des basophiles dans l'allergie au
b lactamines

Torres et al, Clin Exp Allergy, 2004
Sanz et al, Clin Exp Allergy, 2002
. Sensibilité bonne : 50 a 70%
. Spécificité > 90%
=) Bon oultil

Abuaf et al, Clin Exp Allergy, 2008

. 27 patients

. 60% : test + en CD203

. 20% : tests + en CD63

. Discordances dues a des
monocytes contaminant

la fenétre des CD63+;
intérét d’'un anti-CD33




Interét de la CMF des basophiles dans un cas d’afigie
a
un vaccin recombinant contre I'hépatite B

Ebo et al, Allergy, 2009

. Réaction locale étendue et sévere
. Up-régulation du CD63, dose déependante
. Mise en évidence d’'lgE spécifiques circulantes (nf&dde « maison »)



|dentification of CD13, CD107a, and CD164s novel basophil-activation markers and
dissection of two response patterns in time kineticsfdqgE-dependent upregulation
F Hennersdorf et al, Cell Research2005

Groupe du CD203c : CD164 et CD13

Groupe du CD63 : CD107 aeth



Simultaneous flow cytometric detection of basophil actiation marker CD63 and
intracellular phosphorylated p38 mitogen-activated prdein kinase in birch pollen allergy.
N E Aert et al, Cytometry, 2009

Phosphorylation de lap38MAPK intracellulaire: étape indispensable a la dégranulon
et a 'uprégulation de CD63

AN

p38 MAPK phosphorylée

\ 4

CD63



@ - pré-stimulation des échantillons : IL-3, cytochalasind3, préchauffage
- cytometres en flux
- délai de réalisation de la technique
- identification des basophiles (HLA-DR neg/CD123 pos)
- pré-traitement in vitro par anti-histaminiques ou prednisolone

- traitement du patient par anti-histaminiques



Pas d’'effet de
la prednisolonein vitro

Pas d’effet des
antihistaminiques
in vivo

14

Nécessité de réaliser la techniqug
dans les 4h




Exploration des basophiles par cytométrie en flux :
conclusions et perspectives

ADOPTE PAR LES IMMUNOLOGISTES ET LES ALLERGOLOGUES
. Méthodes sur sang total permettent de limiter I'actration des cellulesn vitro

. Résultats disponibles en trois heures (une heurepr le sang total)

. Identification de sous-populations fonctionnelles ele nouveaux margueurs
d’activation, en particulier dans les voies de signalis@an

. Les cytometres en flux sont de plus en plus performés

. Etude de plusieurs médicaments simultanément, et feerche de reactions
croisees. Permet d’identifier les molécules autorisées

MAIS LE TRAVAIL N'EST PAS FINI :

. Nécessité de mieux standardiser et harmoniser les pogoles : eétudes
multicentriqgues nécessaires (expression des résultats, rqaeurs d’activation,
amorcage, identification des basophiles, sang totall basophiles enrichis...)



Hypersensibilité retardée

Phase de sensibilisation

Phase effectrice

=D

T. Schwarz et al



Parametres pouvant étre explorés en 2009

1) LyT spécifiques (TCR) : éetude
du repertoire

2) Cytokines synthétisées
par les LyT et profil d’atopie

—p
perforine

granzyme



Mise en evidence de LyT spécifigues mémoires du médment

1) Test de transformation lymphoblastique
. PBMC + médicament 5jours
. + thymidine tritiée 12h
. mesure de la proliferation par incorporation
de la Thy tritiee (+ dosage de I'lL-5)

. Sensibilité : 60 a 70 % pour led lactamines
Pichler et al, Allergy 2004
Wu et al, JACI 2006

. Bonne sensibilité pour les quinolones
Schmid et al, Clin Exp Allergy 2006

2) Mesure de la proliféeration par incorporation du CFSE fluoresen

. PBMC + CFSE + meédicament 6 jours

. Marquages CD3 et CD4
. Quantification par cytométrie en flux
1/250 a 1/10 000 LyTmémoires, jusgu’a 12 ans apres un accident et I'eévion d’ur

antibiotique. Beeler et al, JACI, 2006



3) Test ELISPOT : production de cytokines (IFNy

. PBMC + médicament dans des puits recouverts d’Ac antFN g24h
. + Ac anti-IFN glbiotine

. + PAL-streptavidine

. Comptage du nb de spots—— nb de LyTD@+ spécifiqgues

Té neg ptl pt2 Té pos

Detection and quantification of drug-specific T cells
In penicillin allergy
A. Rozieres et al, Allergy 2009

. 22 patients

. 1/20 000 a 1/ 30 000 LyT specifiques

. Détection des réactivite croisées

. Persistance de cellules plusieurs années apres éviction




4) Production augmentee d’IL-2, IL-5, IL-13 et IFN- par les PBM

P. Lochmatter et al, Allergy, 2009
. PBMC + antibiotique 24heures
. methode multiplex, 17 cytokines dosées
. 10 patients

5) Test d’activation lymphocytaire par analyse du gcle cellulaire

. Quantification de 'ADN en présence du médicamentRClI)
. Up-régulation du CD69
Kanny et al, JACI, 2005

Au total :
. Plusieurs méthodes permettent d’explorer la réepase T
spéecifique.
. ELISPOT de cytokines : avenir
. ROle des LyT17 : a suivre



|dentification et monitoring des profils de cytokines
Th1l,Th2, CD8 (et Th1l7) : etude de la polarisation

Cornejo-Garcia et al, Allergy 2007

. Profil de LyT circulants Thl (IFNg@)
Th2 (IL-4)
Th17 (IL-17)
CD8
- Cytomeétrie en flux
- gPCR
. Facteurs de transcription: c-maf
T-bet
- qPCR GATA 3

Permet de suivre la résolution de la réaction
Pourrait étre utile dans

. un suivi de désensibilisation?

. I'identification d’individus atopiques?



Outils biologiques diagnostiques a développer
pour de nouvelles allergies décrites

. Héparine et ses contaminants de nature chondroitine sulfate
. Héparines de bas poids moléculaire

. Chimiothérapies (tests cutanés disponibles)

. Oseltamivir (Tamiflu)

. Abacavir (antirétroviral) Hughes et al, The Annals of Pharmacotherapy, 2008
. 5% des patients, HSR (fievre, éruption, malaise)

. Patch test disponible

. Dépistage de l'allele HLA B* 5701 Mallal et al, NEJM 2008)

. Anti-TNF (infliximab, etanercept, adalimumab)
. Réactions immédiates et retardées, fréquentes
. Tests cutanés disponibles






