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Résume en Francais

L’allergie alimentaire est un probleme majeur de santé publique qui affecte
grandement la qualité de vie des patients, principalement des enfants, et peut causer
des symptbmes sévéres voire mortels, lors de I'ingestion de faibles quantités d’un
allergene. A I'heure actuelle, la seule recommandation efficace est I'éviction de
I'allergéne. Dans ce contexte, 'immunothérapie allergénique épicutanée (EPIT) est un
traitement potentiel qui vise a réinduire une tolérance (désensibilisation) chez les
patients allergiques via 'administration répétée sur la peau de I'allergéne responsable.
Les mécanismes immunitaires sous-jacents a I'efficacité de 'EPIT restent mal compris
mais dépendent notamment de I'induction de lymphocytes T régulateurs (LTrec) et
d’'une déviation immunitaire. Ainsi, mon projet de theése avait pour objectif d’identifier
(1) les populations de cellules dendritiques (DC) cutanées responsables de I'efficacité
du traitement, et (2) déterminer les mécanismes associés aux DC qui participent a la
désensibilisation. A l'aide de modéles pré-cliniques d’allergie, mes travaux de
recherche ont permis d’identifier les cellules de Langerhans (LC) épidermiques comme
essentielles a l'efficacité du traitement, contrairement aux cellules dendritiques
conventionnelles de type 1 (cDC1) dermiques. En outre, I'étude longitudinale du
phénotype et des fonctions des DC a mis en évidence que leur état d’activation était
modulé avec EPIT. Fonctionnellement, aprés EPIT, les LC activent préférentiellement
des LTrec au détriment des LTerr., tandis que les cDC2 réorientent la réponse
lymphocytaire de type 2 (Th2) vers une réponse type 1 et type 17, limitant la
réactivation des cellules effectrices (mastocytes) de I'anaphylaxie. Ces résultats
ouvrent la voie au développement de biomarqueurs d’efficacité et a des stratégies

d’amélioration du traitement pour une médecine personnalisée et plus efficace.

Mots clés : allergie alimentaire, immunothérapie allergénique, peau, cellule

dendritique



Résumé en anglais (abstract)

Food allergy is a major public health which impacts patients’ quality of life and can
cause life-threatening allergic symptoms upon allergen ingestion. Currently, there is
no efficacious treatment apart from allergen eviction. In that context, epicutaneous
allergen immunotherapy (EPIT) is a potential treatment still in development which aims
at re-inducing tolerance (desensitization) in allergic patients through repeated
epicutaneous allergen application. Immune mechanisms underlying EPIT efficacy are
poorly understood but imply the induction of regulatory T lymphocytes (Trec) and an
immune deviation. Thus, my thesis project aimed at (1) identifying the skin dendritic
cell (skDC) subsets responsible for EPIT efficacy, and (2) determining the mechanisms
associated with DC leading to desensitization. Taking advantage of preclinical mouse
models, we demonstrated the requirement of epidermal Langerhans cells (LC) for EPIT
efficacy contrary to conventional dermal type 1 DC (cDC1). Besides, the longitudinal
monitoring of DC subsets revealed a modulation of their activation status with EPIT.
Functionally, after EPIT, LC activated more preferentially Trec at the detriment of Terr,
while cDC2 skewed type 2 T cell response toward type 1 and type 17 profile, thus
limiting mast cell degranulation. Those results open new avenues for the development
of predictive biomarkers, strategies for improvement and future efficacious

personalized medicine.

Keywords: food allergy, allergen immunotherapy, skin, dendritic cell
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INTRODUCTION

L’allergie alimentaire est une pathologie inflammatoire causée par une réponse
immunitaire spécifique inappropriée vis-a-vis de certains les aliments, normalement
absente chez un individu sain. L'ingestion de I'aliment par les patients allergiques,
méme en trés petites quantités, déclenche des symptédmes, dont I'anaphylaxie est la
forme la plus sévére, pouvant engager le pronostic vital. De ce fait, I'allergie alimentaire
affecte grandement la qualité de vie des patients qui doivent éviter la moindre ingestion
de traces de l'allergéne en cause. De plus, ces allergies se développent dés les

premiéres années de vie et impliquent la surveillance et I'inquiétude des parents.

Aujourd’hui, I'éviction de I'allergéne est la seule stratégie recommandée pour éviter
tout symptome. Néanmoins, de nombreux protocoles d'immunothérapies spécifiques
de l'allergéne, aussi appelées « désensibilisations », visent a réintroduire une
tolérance vis-a-vis de I'allergéne en cause. Le principe est d’administrer réguliérement
I'allergene par voie orale, sublinguale ou épicutanée a dose constante ou croissante
afin d’éduquer le systéme immunitaire et induire des cellules régulatrices. L’objectif
clinique est d’augmenter le seuil de tolérance des patients afin d’éviter tout accident

anaphylactique.

Au cours de mon projet de thése, je me suis en particulier intéressé a I'immunothérapie
spécifique par voie épicutanée (EPIT) utilisant les patchs Viaskin®. Ces patchs
contiennent une faible dose d’allergéne (arachide, ou ceuf, ou lait...) et sont appliqués
de maniére répétée sur la peau des patients allergiques. Des études cliniques de
phase Il et lll utilisant ces patchs ont montré des résultats intéressants aprés 1 a 2 ans
de traitement chez des patients allergiques a l'arachide. Cependant, comme tout
protocole de désensibilisation, ils ont une efficacité limitée et seulement dans une
proportion modérée de patients. lls ne permettent pas d’induire une tolérance compléte
et permanente vis-a-vis I'allergéne. Ainsi, il est aujourd’hui encore nécessaire de mieux
comprendre les mécanismes immunitaires impliqués dans la désensibilisation, afin
d’en améliorer I'efficacité et de définir des biomarqueurs de prédiction de la réponse
au traitement. L’EPIT délivre I'allergéne au niveau de la peau et implique donc en
premier lieu les cellules cutanées, a l'interface entre I'allergéne du patch et la réponse
immunitaire spécifique. Les cellules dendritiques (DC) cutanées en particulier sont

capables de capter I'allergéne et de migrer dans les ganglions lymphatiques drainants
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(GLD) pour présenter l'allergéne aux lymphocytes T naifs ou mémoires et ainsi

impacter la réponse immunitaire en place.

Dans ce contexte, mes travaux de thése ont eu pour objectif de mieux comprendre
la contribution des sous-populations de cellules dendritiques cutanées au cours de
'EPIT chez la souris, afin d’explorer deux questions majeures concernant la

désensibilisation par EPIT :

1. Quelles populations de cellules dendritiques sont responsables de I'efficacité
du traitement ?

2. Quels mécanismes associés aux DC participent a la désensibilisation ?

Les réponses a ces questions ouvriront la voie pour cibler une population de DC
particuliére afin d’'améliorer le traitement, ou pour utiliser un biomarqueur cellulaire ou

soluble corrélé a I'efficacité d’'EPIT.

Pour résumer, mes travaux de thése ont permis de mettre en évidence le role essentiel
d’'une sous-population de DC cutanées, appelée cellules de Langherans, dans
I'efficacité de 'EPIT. En outre, I'étude longitudinale du phénotype et des fonctions des
DC cutanées révele que les cellules de Langerhans se spécialisent au fur et a mesure
du traitement dans I'activation de lymphocytes T régulateurs (LTrec) au détriment des
LT effecteurs (LTerr). En paralléle, les cellules dendritiques conventionnelles de type
2 (cDC2) qui activent de maniére robuste les LTreg, vont plus particuliérement dévier
la réponse lymphocytaire T pathogénique, d’un profil Th2 vers un profil Th1/Th17 ce
qui limite la réactivation des cellules effectrices de I'anaphylaxie, en particulier les
mastocytes. Ainsi, les fonctions des LC et cDC2 semblent se compléter pour I'efficacité

du traitement.
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SCHEMA GENERAL : Tolérance, Allergie, Désensibilisation

Individu sain

Tolérance naturelle

Epithélium a I'homéostasie

Individu allergique

Patient désensibilisé

Sensibilisation

Réaction allergique

Tolérance induite

Dysbiose, inflammation,

Nouvelle ingestion du

Patch
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/
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Figure 1 : L’homéostasie, la physiopathologie et la désensibilisation des patients allergiques

1 : L'allergéne pénétre I'épithélium et est pris en charge par les cellules dendritiques du tissu (a savoir dans la peau:
LC épidermiques, cDC1 et cDC2 dermiques; dans le tube digestif: CD103+ DC)

2 : Les DC qui ont capté I'allergéne migrent avec un état d’activation immature ou semi-mature dans les ganglions
lymphatiques drainants (GLD). En absence de signaux de costimulation forts, ils activent des LTrec spécifiques
d’'une part, et induisent I'anergie ou la délétion des LT naifs spécifiques d’autre part.

3 : En retour, les LTrec activés inhibent i) les DC via l'interaction de CTLA-4 avec CD80/CD86, ii) les LT naifs ou
effecteurs via la production d’adénosine et de TGF-(, et iii) promeuvent une commutation isotypique IgA des LB
via la sécrétion de TGF-f et d'IL10

4 : Les plasmocytes produisent des IgA spécifiques qui participent en particulier a la tolérance immunitaire du tube
digestif

5 : Chez un sujet prédisposé aux allergies ou en raison de stimuli particuliers, I'allergéne pénétre I'épithélium dans
un contexte inflammatoire favorable au développement de la pathologie (présence d’IL-25, IL-33, TSLP produits
par les cellules épithéliales notamment)

6 : Les DC migrent, maturent et expriment fortement leurs récepteurs de costimulation (CD80, CD886, ...) et le CMH-
Il & leur surface

7 : Activation de LT naifs spécifiques par les DC et relargage de cytokines de type 2 (IL-4, IL-5, IL-13)

8 : L’IL-4 stimule la commutation isotype IgE par les LB. Les IgE spécifiques produits recirculent dans I'organisme
et se fixent sur les mastocytes tissulaires et les basophiles du sang

9 : Lors d’un nouveau contact ou d’'une nouvelle ingestion de I'allergéne, celui-ci se fixe sur les IgE a la surface des
mastocytes et basophiles induisant la dégranulation de médiateurs inflammatoires conduisant aux symptémes
allergiques (cedeme, vasodilatation des vaisseaux sanguins, broncho-constriction...)

10 : L’application quotidienne sur la peau d’une dose controlée d’allergéne pendant 1-3 ans permet de réinduire
une tolérance (immunothérapie allergénique épicutanée). L’allergéne (délivré par un patch épicutané) est pris en
charge par les cellules dendritiques cutanées qui maturent et acquiérent un phénotype particulier

11 : Les DC migrent dans les GLD avec l'allergene et le présentent aux LTrec et LT conventionnels spécifiques.
L’absence de costimulation forte et de signaux inflammatoires permet une forte activation des LTrec, et une
inhibition des DC. Les LT conventionnels peuvent éventuellement se différencier en LTeff ou LTres, devenir
anergique ou rentrer en apoptose (délétion)

12 : Les LTrec activés inhibent les LT conventionnels via la sécrétion de TGF-f3, IL-10 et en déprivant le milieu en
IL-2 via leur récepteur CD25

13 : Sous l'influence des LTreg, les LB se transforment en plasmocytes producteurs d’'lgG4 (chez 'homme) ou
d’'lgG2A et IgG1 (chez la souris). Ces IgG vont circuler et se fixer sur les FcyR des mastocytes et basophiles afin
de participer a leur désactivation au long terme. Les IgG circulants peuvent également capter I'allergene avant que
celui-ci ne soit capté par les IgE pathogéniques.
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PREMIERE PARTIE : ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE

1 Allergie alimentaire

1.1 Historique

L’existence de l'allergie alimentaire semble remonter avant Jésus-Christ, bien qu’a

cette époque la notion d’allergie n’était pas définie.

Des écrits décrivent des symptdmes évoquant une sensibilité anormale de certains
individus vis-a-vis d’aliments. L’'ouvrage des empereurs chinois Shen Nong (2735 av.
J.-C) et Huang Di (2698-2598 av J.-C), intitulé Shi Jin-Jing (« Interdictions
Alimentaires »), stipule qu’il était interdit aux femmes enceintes de manger certains
aliments tels que des crevettes et de la viande afin de ne pas développer de lésions
cutanées, qui pourraient correspondre aux Iésions d’urticaires aigués retrouvées dans

I'allergie alimentaire (Cohen, 2008).

De maniére encore plus formelle, Hippocrate (460-377 av J.-C), raconte que certains
individus ne pouvaient pas manger de fromage. Il déclare que cela tient a la différence
de leur constitution et notamment a la richesse d'un fluide corporel (« humorale »)

particulier qui serait hostile a cet aliment et déclencherait les symptéomes.

Au cours de I'ére romaine, des médecins, comme Aretaeus de Cappadoce (120-180
ap J.-C.) et Claudius Galenus (130-200 ap J.-C.) de Pergame et Rome, rapportent
également des effets indésirables suite a I'ingestion de lait ou de fromage chez leurs

patients.

C’est en 1902, lors d’une expédition dans les Agores, que Paul Portier et Charles
Richet décrivent I'anaphylaxie, découverte récompensée par le prix Nobel en 1913.
Leur étude s’intéressait a la toxine d’un cnidaire marin, la Physalie. Alors que I'injection
d’'une premiére dose de la toxine a des chiens était inoffensive, une seconde injection
de cette toxine 14 jours plus tard entrainait la mort en quelques dizaines de minutes.
Le terme d’anaphylaxie, dérivé d’ana (en sens contraire) et phulaxis (protection), est

né (Richet and Portier, 1902). Le lien avec I'immunité restait a démontrer.

Quelques années plus tard, en 1906, le pédiatre autrichien Clemens Peter von Pirquet

introduit le terme « allergie » pour décrire une « réactivité altérée » lors d’'un nouveau
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contact avec une substance extérieure et qui pourrait étre causée par des anticorps
présents dans le sérum du patient immunisé. Par exemple, il observe qu’apres
injection chez des patients, d’'un anti-sérum d’origine animale (porteur d’anticorps
spécifiques contre un agent pathogéne voulu), des symptémes inflammatoires peuvent
se déclarer, et ceci plus rapidement et sévérement lors d’une seconde injection. |l parle
alors de maladie du sérum et en déduit une réactivité augmentée contre une molécule
exogeéne. |l englobe alors sous ce terme les réponses immunitaires protectrices (contre
un pathogéne) et les réponses anormales qui déclenchent des symptdmes (au sens
d’hypersensibilité) (Huber, 2006; Igea, 2013).

En 1921, Carl Prausnitz s’injecta dans '’hypoderme du bras, le sérum d’'un patient
allergique au poisson. Le lendemain il s’inocula un extrait de poisson au méme endroit.
Une réaction inflammatoire cutanée se développa. Il démontra ainsi formellement que
les médiateurs responsables de I'allergie contre une protéine alimentaire se trouvaient
dans le sérum. Ces médiateurs alors appelés « réagines », furent caractérisés des
décennies plus tard comme étant les immunoglobulines de type E (IgE) (Bennich et
al., 1968; Ishizaka et al., 1966; Johansson et al., 1968) Parmi toutes les allergies,
I'allergie alimentaire fut définie comme une hypersensibilité de type | en 1963 (Gell and
Coombs, 1963), du fait de la rapidité d’apparition des symptémes et du mécanisme
dépendant des IgE. Elle se différencie des allergies dépendantes des IgG (type Il et
lIl) ou @ médiation cellulaire (type 1V) (Tableau 1).

18



Tableau 1 : Classification historique (Gell and Coombs, 1963)

Temps
Classification l:lom commun de Antigéne | Mécanisme immunitaire Patholc_x::;les CET e
I’hypersensibilité associées des
symptémes
Dégranulation des Allergie
mastocytes et basophiles . 9
. . NP alimentaire, asthme .
Type | Immeq|ate a Soluble apres\flxatlon des allergique Immédiat (<1
médiation IgE allergenes sur les rhinocon'oncfivite heure)
complexes de surface aIIerJi e
IgE-FceRI 919
Anémie
hémolytique
Cvtotoxique a Cellulaire | Cytotoxicité a médiation autoimmune, Quelques
Type Il ytotoxiq ou cellulaire (phagocyte, NK) | réaction contre les heures ou
médiation 1gG . X . - . .
matriciel | dépendante des anticorps | protéines labiles du jours
sang apres
transfusion
Accumulation de
complexes immuns
Dépendant des induisant une
Type Il P . Soluble inflammation médiée par Maladie sérique 7 a 21 jours
complexes immuns ;
les neutrophiles et
dépendante du
complément
Reconnaissance
antigénique par des . .
Soluble lymphocytes T et S o e
Retardée a activation de LT CD8+ . ’ Retardée
Type IV PR . ou : Nécrolyse
médiation cellulaire . cytotoxiques, - 4 (24-72h)
cellulaire épidermique
macrophages, .
- - . toxique
éosinophiles, neutrophiles
selon l'allergéne

1.2 Définition

L’allergie alimentaire se définit aujourd’hui comme un effet indésirable di a une
réponse immunitaire spécifique qui se déclenche de maniére reproductible lors de
'exposition a un aliment donné (NIAID-Sponsored Expert Panel et al., 2010). Cela
exclut donc les réactions aux aliments qui ne sont pas dépendantes de I'immunité
spécifique, et qui doivent pour leur part étre appelées « hypersensibilités alimentaires
non allergiques ». Il peut s’agir d’intoxication due a la contamination en bactéries des
aliments, ou d’intolérance alimentaire avec par exemple un défaut en lactase pour
digérer le lactose. Les symptdomes généralement cutanées ou digestifs peuvent

ressembler a une réaction allergique (Johansson et al., 2001).

L’allergie alimentaire se classe donc comme une « hypersensibilité allergique »
(Johansson et al., 2001) et peut dépendre ou non des IgE (Figure 2). Les allergies
alimentaires IgE-dépendantes sont les plus fréquentes et les mieux caractérisées.

Elles prennent place préférentiellement chez des sujets avec un terrain atopique.
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L’atopie est classiquement définie par la prédisposition individuelle ou familiale a
produire des IgE en réponse a des antigénes exogénes, généralement protéiques, et
a développer des symptdbmes typiques (asthme, rhinoconjonctivite,

eczémal/dermatite).

A noter qu'il existe une catégorie d’hypersensibilité (HS) non dépendante des IgE dont
la prévalence reste difficile a estimer mais qui parait assez rare (Ruffner and Spergel,
2016). Ces HS peuvent étre non allergiques en impliquant des cellules immunitaires
innées (neutrophiles, monocytes, éosinophiles) ou allergiques et impliquer, des
Immunoglobulines G (IgG) ou des lymphocytes T spécifiques d’allergéne. Bien que
moins fréquente et avec une physiopathologie méconnue, cette catégorie comprend
un ensemble de maladies problématiques pour les patients (Biermé et al., 2017,
Ruffner and Spergel, 2016) :

¢ Syndrome d’entérocolite aux protéines alimentaires (SEIPA)

e Proctocolite induite par les protéines alimentaires

e Entéropathie induite par les protéines alimentaires (ex : maladie cceliaque
cause par le gluten)

o Gastroentéropathie a éosinophiles (ex : CEsophagite a éosinophiles)

e Dermatite allergique de contact aux protéines (ex : dermatite a la farine de blé)

¢ Dermatite phototoxique (ex: causée par des aliments contenant de la

bergamote ou du 5-methoxypsoraléne)
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Figure 2 : Classification centrée sur I’hypersensibilité alimentaire en utilisant les critéres de Johannson et al., 2001.
SEIPA : Syndrome d’entérocolite aux protéines alimentaires ; EACD : Eczémas allergiques de contact aux
protéines

Pour la suite de cette étude bibliographique, nous nous intéresserons uniquement a
lallergie alimentaire IgE-dépendante, historiquement caractérisée comme

hypersensibilité de type | selon la classification de Gell et Coombs.

1.3 Prévalence

L’allergie alimentaire IgE-dépendante est un probleme de santé publique qui touche
de 1 & 10% des individus dans les pays industrialisés et dont la prévalence semble
augmenter ces dernieres décennies (Osborne et al., 2011; Savage and Johns, 2015).
En France, elle concernerait 3,2% de la population générale comme indiqué par I'étude
de Kanny et al., 2001 (Tableau 2).

Ces mesures de prévalence souffrent en fait d’'une forte disparité en fonction des
allergénes et de la population étudiée. En effet, I'allergie est principalement une
maladie de I'enfant qui peut se résoudre avec I'age, plus ou moins fréquemment selon
l'allergéne en cause (Savage et al., 2016). De plus, elle touche préférentiellement les
pays industrialisés (Sicherer and Sampson, 2017) et dépend de la consommation du
pays considéré : incidence plus élevée d’allergies au riz au Japon ou d’arachide grillée
aux Etats-Unis (Bandelier et al., 2008).



Tableau 2 Epidémiologie de l'allergie alimentaire IgE-dépendante chez I'enfant et I'adulte (adapté de Moneret-

Vautrin, 2008).

Pays Auteur Année de Taille de la population et Prévalence
publication Méthode de I'étude et catégorie : (%)
allergéne testé enfants (E) ou adultes (A)
France Kanny 2001 Questionnaire 32 000 (A+E) 3,24
Israél Dalal 2002 Clinique, PT, IgE 9070 (A+E) 1,2
Australie Woods 2002 Clinique, PT (5 allergénes) 1041 (A) 1,3
Allemagne | Zuberbier 2004 Questionnaire, clinique 4093 (A) 2,5
Sous-groupe : PT, TPO 814
Etats-Unis Vierk 2007 Questionnaire 4482 (A) 5,3
Sicherer 2003 Questionnaire (arachide) 13 493 (A+E) 1,1
Danemark | Osterballe 2005 PT, IgE, TPO 111 <3ans, 2,3
301 >3ans, 1

936 (A) 3,2
Royaume- Pereira 2005 Clinique, PT, TPO 1532 (11-15ans) 2,3
Uni Venter 2006 PT, IgE, TPO 798 (6 ans) 1,6
Hourihane 2007 Clinique, PT (arachide) 1072 (4-5ans) 1,8

France Rancé 2005 Questionnaire 2716 (E)

2-5ans 4

6-10 ans 6.8
11-14 ans 3,4
Europe Steinke 2007 Questionnaire 8825 (E) 4,7

PT :prick-test ; TPO :test de provocation oral

La mesure exacte de la prévalence reste donc difficile due aux nombreux facteurs qui
rentrent en jeu et a 'hétérogénéité des études épidémiologiques réalisées (Tableau
3). De ce fait, les méta-analyses et les revues systématiques faites sur le sujet ont
rapporté une prévalence en Europe et aux Etats-Unis de 13% lors d’auto-déclaration,
mais seulement de 3% aprés confirmation par des tests de laboratoire et un test de
provocation oral en double aveugle contrélé par placebo (TPODACP — double-blind

placebo-controlled food challenge) (Savage and Johns, 2015).
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Tableau 3 : Facteurs hétérogénes des études épidémiologiques de I'allergie alimentaire

Facteurs d’influence Paramétres associés

e Lieu géographique et environnement

e Cohorte sélectionnée (consultations médicales,
Population étudiée sélection a la naissance en fonction de
I’historique familiale) ou non sélectionnée

e Sexe, age, phénotype des individus

e  Questionnaire téléphonique

e Historique du patient

Méthodologie utilisée o Diagnostic par un médecin, dosage des IgE
(seuil variable), prick-test, test de provocation

oral (ouvert ou double aveugle versus placebo)

e Aliment brut ou cuit/préparé
Allergéne e Allergéne fréequemment associé a une résolution

naturelle (ex : lait de vache, ceuf)

De nombreux aliments peuvent causer une allergie alimentaire, mais une dizaine
d’entre eux seulement représentent 90% des allergies alimentaires détectées : I'ceuf,
le lait de vache, I'arachide, les fruits a coque (noisette, noix, pistache, amande), le soja,

le blé, le poisson et les crustacés (Bandelier et al., 2008).

Le Cercle d'Investigations Cliniques et Biologiques en Allergologie Alimentaire
(CICBAA) a recensé les allergenes alimentaires les plus fréquents chez I'enfant et
'adulte (Moneret-Vautrin, 2008) (Tableau 4). On note ainsi que de 0 a 3 ans les
principales allergies sont dues a l'ceuf, au lait et a l'arachide. Puis, jusqu’'a
'adolescence (3-15ans), 'arachide (49,3%) et 'ceuf (24,3%) restent majoritaires suivis
des fruits a coque (10,2%), légumineuses (13,4%) et poisson (10%). Enfin, a 'age
adulte, seuls les fruits a coque restent a un niveau élevé comparable (15,7%), alors
que les allergies aux prunoidées (ex : prune, abricot, péche... ; 31,3%), apiacées (ex :
carotte, céleri... ; 16,4%), blé (13,2%), avocats, banane, kiwi (22,6%) deviennent

majoritaires.

23



Tableau 4 Allergénes alimentaires les plus fréquents chez I'enfant et 'adulte (Moneret-Vautrin, 2008)

Allergenes (-1 an 147 enfants (%) 1-3 ans 359 enfants (%) 3-15 ans 468 enfants (%) Adultes 287 (%)
Euf 77.5 69,6 243 6.3
Lait 202 256 7 35
Arachide 19.7 376 493 10,1
Fruits & coque 2.7 4.4 10,2 15,7
Légumineuses 0.6 4.4 13.4 39
Poisson 0.6 5 10 3.1
Prunoidées 0 0 0 313
Avocat, banane, chitaigne, kiwi 0.6 1.3 53 226
Apiacées 0 0 1.7 16,4
BIE, céréales 6.1 6,4 2,7 13,2

Les observations enregistrées dans la base de données du CICBAA correspondent aux critéres diagnostiques établis par le groupe de travail de I” Académie européenne
d’allergologie et d'immunologie clinique.

Sur 974 observations pédiatriques, 898 sont fondées sur le résultat de tests de provocation orale en simple ou double insu, 20 sur guérison totale aprés éviction, 23 sur
la constatation d"un choc anaphylactique, huit correspondent & un syndrome oral (dans ces deux derniers cas un test de provocation orale n'est pas nécessaire). Vingt-
cing observations correspondent & des cas retenus sur valeur prédictive positive 95 % du taux des IgE spécifiques.

Sur 287 observations chez I'adulte, 169 sont fondées sur le résultat de tests de provocation orale en simple ou double insu, cing sur guérison totale aprés éviction, 63
sur la constatation d’un choe anaphylactique, 44 correspondent & un syndrome oral (dans ces deux derniers cas un test de provocation orale n’est pas nécessaire). Six
observations correspondent & des cas retenus sur valeur prédictive positive 95 % du taux des IgE spécifiques.

La variabilit¢ de la prévalence de l'allergie alimentaire observée en fonction des
allergénes réveéle en fait des particularités structurales et immunogéniques propres a
chaque allergéne. |l convient donc de préciser la nature et les caractéristiques des

allergénes pour comprendre les mécanismes qui rentrent en jeu.

1.4 Allergénes responsables

Un allergéne est un antigene de I'environnement, reconnu par le systéme immunitaire,
qui peut causer une allergie chez certains individus. Les allergénes alimentaires, aussi
appelés trophallergénes, sont généralement des molécules de nature protéique,
glycoprotéique ou lipoprotéique, issues d’un aliment (lait, arachide...), et de taille
globalement comprise entre 5kDa et 50kDa. Néanmoins, des allergenes glucidiques
peuvent aussi déclencher des allergies, c’est le cas notamment de I'oligosaccharide
galactose alpha-1, 3- galactose (ou alpha-gal) responsable de certaines allergies a la
viande (Woodfolk et al., 2015).

L’aliment est donc la source de l'allergéne, et non pas un allergéne en soi. En réalité,
un aliment contient de nombreuses protéines ou glycoprotéines qui sont autant
d’allergénes potentiels, reconnus par le systéme immunitaire, en particulier par les IgE,
responsables des symptdomes allergiques. Un allergene alimentaire dit « majeur »
déclenche une réaction allergique chez >50% des patients diagnostiqués allergiques
pour I'aliment, et s’oppose a un « allergéne mineur » qui induit une réaction dans <50%

de ces mémes patients.

Ces protéines peuvent étre allergéniques du fait de certaines séquences linéaires

d’acides aminés (structure primaire), ou de par leur conformation structurale en 3D
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(structure tertiaire, quaternaire) qui crée des épitopes conformationnels. Les épitopes
linéaires apprétés sur les molécules de CMH-I ou CMH-II des cellules dendritiques
sont présentés aux lymphocytes T. En revanche, les immunoglobulines de surface
(BCR) des lymphocytes B peuvent directement reconnaitre un ensemble d’épitopes
linéaires ou conformationnels (Forsstrom et al., 2015). Un allergéne peut donc contenir
plusieurs déterminants antigéniques (épitopes) qui lui conférent son pouvoir

allergisant.

En raison de la grande diversité d’allergénes parmi les aliments, une nomenclature
spécifique a été établie pour nommer un allergéne. Elle comprend les trois lettres du
genre (ex : Ara pour Arachis), un espace, la premiére lettre de I'espéce (ex : h pour
hypogaea), un espace et un nombre. Sur ce principe, 'allergéne de cacahuéte, Ara h
1, qui est une protéine de type viciline 7S, peut étre différencié d’Ara h 3, protéine de
type légumine 11S. Ainsi, il est possible et utile pour le diagnostic de comparer la
fixation des IgE des patients sur chaque allergéne caractérisé afin d’associer un profil
clinique avec la réactivité vis-a-vis d’'un allergéne particulier. On parle alors de
« diagnostic par analyse des composants allergéniques ». Egalement, de nombreux
algorithmes ont été développés pour prédire les allergenes potentiels des aliments et

leur réactivité avec des IgE (Dall’Antonia et al., 2014).

En outre, il est a noter que I'allergénicité d’'un aliment et de ses constituants varie en
fonction de sa préparation (Liu et al., 2013a; Zhang et al., 2019). Par exemple,
comparativement a une cacahuéte bouillie, une cacahuéte grillée contient plus d’Ara
h 1 et 3, qui sont des allergénes majeurs de la cacahuéte. De plus, les allergénes d’une
cacahuéte grillée se fixent de maniére plus importante aux IgE du sérum de patients
allergiques (Beyer et al., 2001) et sont plus rapidement internalisés par les cellules
dendritiques dérivées de monocytes (Cabanillas et al., 2018). De la méme maniére,
chauffer du lait ou cuire des ceufs diminuent leur pouvoir allergénique (Leonard et al.,
2015).

Enfin, certains trophallergénes possédent une forte homologie avec des allergénes
respiratoires (pneumallergénes) tels que les pollens (de bouleau, d’ambroisie) et
partagent des épitopes, appelés « déterminants carbohydrates a réaction croisée ».
De ce fait, une réaction allergique croisée est possible lorsqu’un individu déja

sensibilisé a un pollen ingére un trophallergéne homologue (Tableau 5). En général,
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le patient déclare alors un syndrome oral allergique (prurit buco-pharyngé, asthme

induit par 'effort, cedéme des lévres) sans évolution vers un choc anaphylactique.

Tableau 5 Allergie par réaction croisée des pneumallergéenes (pollens) et trophallergénes pouvant conduire a un
syndrome oral allergique (adapté de (Sussman et al., 2010)

Pollen Fruit Légumes/Epices Noix, Graines, Légumineuse
Aulne Pomme, cerise, péche, poire Persil, céleri Amande, noisette
Bouleau Kiwi, pomme, poire, prune, Céleri, carotte, patate, Noisette, noix de cajou,
péche, abricot ; cerise, tomate cumin, panais, poivron amande, cacahuéte, lentille,
vert, aneth, pois, haricot

coriandre, fenouil

Graminée Melon, pastéque, orange, Patate Cacahueéte

tomate

Céleri, carotte, aneth,

Armoise - persil, fenouil, coriandre, Graine de tournesol
cumin

Ambroisie Pastéque, banane, melon Concombre, courgette, -
courge

1.5 Evolution de la maladie

Les mesures de prévalence montrent que l'allergie alimentaire évolue avec I'age des
individus et que les allergénes majoritairement en cause a la petite enfance ne sont
plus les mémes a I'age adulte. Ceci est trés clair pour les patients allergiques au lait et
a I'ceuf, dont 60-80% résolvent leur allergie aprés I'age de 6 ans (Baker and Sampson,
2018; Savage and Johns, 2015), contrairement a I'arachide, les fruits a coque, et les
fruits de mer, ou I'on observe seulement 20% des patients qui acquierent une tolérance
naturelle (Savage et al., 2016; Sicherer et al., 2004; Skolnick et al., 2001).

L’évolution de la maladie dépend de plusieurs facteurs mesurables. En effet, une
allergie persistante est associée a une apparition plus précoce et/ou plus sévére des
symptomes (Elizur et al., 2012), a la présence de comorbidités (rhinite, asthme,
eczéma, dermatite atopique) (Halken, 2004; Skripak et al., 2007), a un taux d’IgE
spécifiques plus élevé (Fleischer et al., 2005; Saarinen et al., 2005; Skripak et al.,
2007; Vazquez-Ortiz et al., 2015), a des prick-tests (tests allergiques cutanés) positifs
et plus larges (Ho et al., 2008; Peters et al., 2013, 2015). Egalement, I'analyse de
spécificité des IgE aux épitopes (« epitope-mapping ») semble associer la persistance
de l'allergie avec une plus forte reconnaissance par les IgE spécifiques des épitopes
linéaires, en comparaison des épitopes conformationnels. La persistance de l'allergie

s’expliquerait alors par le fait que les épitopes linéaires sont intacts et accessibles
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méme apres cuisson des allergenes, et que les IgE spécifiques associées entrainent
une plus grande réactivité des basophiles, conduisant aux symptémes allergiques
(Flinterman et al., 2008; Shreffler et al., 2005).

Enfin, il est a noter que I'évolution des allergies alimentaire, respiratoire et de la
dermatite atopique (inflammation cutanée chronique), au cours de la vie d’'un patient a
fait naitre le concept de « marche atopique » ou « marche allergique ». En effet, dans
la premiére année de la vie, les enfants ont souvent les symptédmes d’'une dermatite
atopique (eczéma) qui précédent ou co-existent avec une allergie alimentaire. Puis, la
dermatite atopique a tendance a se résoudre avec l'age, au méme titre que de
nombreuses allergies alimentaires, laissant place a un asthme allergique puis une
rhinite allergique qui peut persister a 'age adulte (Hill and Spergel, 2018; Utsch et al.,
2017; Wang et al., 2020a).

1.6 Classification par endotype

Face a I'’hétérogénéité des cas d’allergie alimentaire, des sous-groupes ont été définis
afin de classer plus précisément les patients en fonction des mécanismes
immunitaires, des symptoémes et de I'évolution de la maladie. Ceci doit permettre
d’affiner le diagnostic et la prise en charge des patients. On peut ainsi séparer I'allergie
alimentaire en 3 catégories principales : allergie classique, allergie par réaction

croisée, syndrome a-gal (Baker and Sampson, 2018).
Allergie classique

L’allergie alimentaire classique se définit par une phase asymptomatique de
sensibilisation a un allergéne alimentaire donné, qui précéde la phase de révélation
ou l'individu déclare des symptémes (urticaire, angio-oedéme, choc anaphylactique...)
dans I'heure suivant une nouvelle ingestion de ce méme aliment (voir physiopathologie
détaillée dans le chapitre 1.10). Parmi 'allergie classique, Baker & Sampson, 2018 ont
décrit 5 endotypes dont les caractéristiques sont précisées dans le Tableau 6 :
persistante, temporaire, induite par I'effort, induite par les anti-inflammatoires non
stéroidiens (AINS) ou Il'aspirine, et enfin induite par l'alcool. L’allergie alimentaire
classique se différencie de I'allergie par réaction croisée et du syndrome o-Gal au
niveau de la source ou de la nature des allergénes impliqués et des symptomes induits

(durée ou séveérite).
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Allergie par réaction croisée

L’allergie par réaction croisée implique des IgE spécifiques de pneumallergénes qui

reconnaissent des allergénes alimentaires homologues, et conduit majoritairement au

syndrome oral croisé, aussi appelé syndrome d’allergie oral (gonflement des Iévres,

prurit oral et pharyngé, sans critéres de gravite).

Syndrome a-gal

Le syndrome a-Gal est d0 a des anticorps spécifiques du carbohydrate Gala1-3Galp1-

4GIcNAc-R (a-Gal) et est associé a des symptdbmes d’anaphylaxie retardés (3-6

heures) suite a I'ingestion de viande de boeuf. Dans ce cas précis, la sensibilisation

semble étre causée par les piqures de tique qui contiennent dans leur salive des

molécules inflammatoires et des glycoprotéines porteurs du carbohydrate a-Gal

(Cabezas-Cruz et al., 2019).

Tableau 6 Endotypes de I'allergie alimentaire dépendante de I'lgE (adapté de Baker & Sampson, 2018)

(Sensibilisation a la
salive de tique suite

a une morsure)

Carbohydrate (o~
Gal)

Allergie dépendente Endotype Allergéne IgE spécifique Prick-test Symptomes
de I'lgE
Persistant ++ 3 +++ ++ 3 ++++ Anaphylaxie
Temporaire + 3 ++ + 3 ++ immédiate
Induit par I'effort + 3 ++ + 3 ++ plus ou moins
Classique Induit par les + 3 ++ + 3 ++ sévere
AINS ou aspirine Trophallergéne
Induit par I'alcool +3 ++ T &) e
Réaction croisée N/A +3 +++ T &) el Syndrome
(avec un pollen ou Trophallergene et allergique oral
entre aliment) pneumallergéne (prurit oral,
cedéme
cutané)
Syndrome o-Gall N/A ++ 3 +++ ++ 4 +++ Anaphylaxie

plus ou moins
sévere,
retardée (3-6h)

N/A : non applicable

1.7 Etiologie

Le développement d’une allergie alimentaire est associé a de nombreux facteurs de

risque qui varient pour chaque individu. Ceux-ci peuvent étre de nature intrinséque

(génétique, épigénétique, phénotypique, immunitaire) ou extrinséque (environnement,
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microbiote, nature et fréquence de contact avec I'allergéne) (Figure 3). Seuls les
facteurs extrinseques peuvent étre modifiés afin de limiter le développement ou

'expression de l'allergie.

Immunité

Nature de Epigénétique
I'allergéne
Développement
de l'allergie _s
alimentaire

Environnement

Figure 3 : Facteurs concourant au développement de I'allergie alimentaire

1.7.1 Facteurs de risque intrinséques

1.7.1.1 Génétique

Parmi les facteurs de risque intrinséques, les prédispositions génétiques constituent
le socle de base au développement de l'allergie alimentaire. On parle alors de terrain
« atopique », qui est par définition la plus grande propension a produire des anticorps
IgE en réponse a des allergénes (Johansson et al., 2001), mais qui de maniére plus
large englobe toute particularité génétique et phénotypique qui favorise le

développement des allergies.

Ainsi, une histoire familiale d’allergie alimentaire constitue déja un facteur de risque.
En effet, un enfant avec un parent souffrant d’allergie a I'arachide a 7 fois plus de
risque de développer cette allergie (Hourihane et al., 1996). De plus, la comparaison
de jumeaux a montré une héritabilité de I'allergie a I'arachide dans 82 a 87% des cas
(Sicherer et al., 2000). Une premiére explication de ce phénoméne se trouve dans la

dizaine de polymorphismes qui sont associés aux individus souffrant d’allergie
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alimentaire et qui déréglent entre autres I'expression de génes de I'immunité tels que
TSLP, STATS6, IL2/IL21, IL13, CLEC16A (Hirota et al., 2017). Egalement, certains
polymorphismes des antigénes des leucocytes humains (HLA) de classe Il tels que
HLA-DRB1, HLA-DQB1, HLA-DPB1 montrent une association aux allergies a
I'arachide (Howell et al., 1998), a la pomme (Sénéchal et al., 1999) ou aux noix (Hand
etal., 2004). En outre, de nombreuses études se sont intéressées aux mutations nulles
du géne de la filaggrine. Ce géne participe au fonctionnement normal de la barriére
cutanée. Sa mutation constitue un facteur de risque de dermatite atopique (eczéma
chronique) mais également d’allergie alimentaire (Brough et al., 2014; Venkataraman
et al., 2014). Ceci est particulierement vrai si I'individu présente une dermatite atopique
(Thyssen et al., 2015). Cela s’explique du fait que la peau peut constituer une voie de
sensibilisation. En effet, les lésions d’eczéma atopique permettent une plus grande
pénétration des allergénes, notamment alimentaires, présents dans I'environnement
de I'enfant, dans un contexte inflammatoire. (Brough et al., 2013a, 2014; Foong and
Brough, 2017; Greenhawt, 2018; Savage and Johns, 2015). L’arachide, par exemple,
peut étre retrouvée dans les poussieres de maison (Brough et al. 2013). La
sensibilisation aux allergénes alimentaires par la peau a depuis été corroborée par des
études épidémiologiques chez I'enfant (Brough et al., 2015; Lack et al., 2003; Makinen-
Kiljunen and Mussalo-Rauhamaa, 2002; Renz et al.,, 2018) et démontré dans des
modeéles expérimentaux chez la souris (Bartnikas et al., 2013; Kulis et al., 2020; Ohsaki
A1, Venturelli N1, Buccigrosso TM2, Osganian SK2, Lee J1,3, Blumberg RS4,5,6,
Oyoshi MK7, 2018; Strid et al., 2005).

1.7.1.2 Epigénétique

L’épigénétique fait référence a toute modification chimique ou structurale de 'ADN qui
impacte la transcription des génes. Spécifiquement, la méthylation de 'ADN (effet
inhibiteur), 'acétylation des histones (effet activateur), ou la fixation de micro-ARN sur
'ADN, sont autant de mécanismes qui modulent la transcription des génes (Bar-El
Dadon and Reifen, 2020). Il a été montré que les enfants allergiques présentent des
dérégulations de la méthylation de 'ADN associée a la voie des MAP Kinases dans
les lymphocytes T CD4+ (Martino et al., 2014). Ceci corréle avec une activation altérée
de ces cellules au stade néonatal (Martino et al.,, 2012). Les modifications
épigénétiques ont la particularité de se transmettre de génération en génération et

peuvent donc constituer un facteur de risque héréditaire transgénérationnel pour
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I'allergie (Skinner and Guerrero-Bosagna, 2009; Tost, 2020). Chez la souris, une étude
a montré qu’avoir une mere allergique augmentait le risque de développement d’'une
allergie a 'arachide dans sa descendance, ceci en association avec une réduction de

la méthylation du promoteur du géne de I'lL-4 (Song et al., 2014).

1.7.1.3 Ethnie

Une étude par sondage téléphonique a révélé un risque plus élevé d’allergie aux fruits
de mer chez les personnes d’origine africaine (phénotypiquement catégorisé a la peau
« noire ») comparativement aux caucasiens (Sicherer et al., 2004). De méme, I'étude
« SchoolNuts » a montré que les enfants de parents asiatiques avaient un risque accru
de développer une allergie alimentaire (Sasaki et al., 2018). Néanmoins, ces résultats
sont a relativiser car d’autres études n’ont pas pu confirmer une association entre

I'ethnie et I'allergie alimentaire (Dang et al., 2020; Joseph et al., 2016).

1.7.1.4 Genre

Les données disponibles concernant un biais des allergies alimentaires di au genre
masculin ou féminin sont hétérogénes. Une analyse systématique a néanmoins
démontré qu’avant 18 ans, les gargons (64,35%) représentent la majorité des enfants
allergiques comparativement aux filles (35,65%). Ceci est particulierement vrai avant
'age de 15 ans et indépendant du type d’aliment. De maniére intéressante, ce biais
est inversé a I'adge adulte en faveur des femmes (Kelly and Gangur, 2009). Cette
inversion est corroborée par des sondages épidémiologiques sur les allergies aux
fruits de mer, a I'arachide et aux fruits a coque (Sicherer et al., 2003, 2004). Ce biais
dd au genre trouve en partie son explication dans la production d’hormones sexuelles
qui varie en fonction du sexe et de I'dge. En effet, contrairement aux androgénes, les
cestrogénes semblent augmenter la production d'immunoglobulines (Naoko Kanda,
1999) et la réactivité des mastocytes (Zaitsu et al., 2007). Ainsi, une augmentation du
taux d’cestrogénes apres la puberté chez la femme pourrait augmenter la production
d’IgE et diminuer le seuil d’activation des mastocytes responsables de symptomes
allergiques. Néanmoins, de nouvelles études seront nécessaires pour démontrer ces

effets dans le cadre de I'allergie alimentaire.
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1.7.2 Facteurs de risque extrinséques

1.7.2.1 Environnement prénatal

Comme dit précédemment, I'allergie alimentaire d’'une mere est un facteur de risque
pour sa descendance. Des études se sont donc intéressées a l'impact du régime
alimentaire et de I'environnement d’'une meére enceinte sur la propension de ses
enfants a développer une allergie (Sausenthaler et al., 2007). L’idée serait alors
d’établir des recommandations pour limiter les risques pour les enfants. De
nombreuses études rapportent que la consommation d’un aliment (lait, arachide) par
la mére a un effet protecteur pour la descendance et leur risque de développer une
allergie aux aliments concernés. Néanmoins, ceci est vrai uniquement dans le cas ou
la mére n’est pas elle-méme allergique (Bunyavanich et al., 2014; Frazier et al., 2014;
Tuokkola et al., 2016). L’arrét de consommation d’arachide par la meére serait au
contraire associé a une augmentation de la prévalence de cette allergie (Hourihane et
al., 2007). De plus, cela peut dépendre du moment de consommation au cours de la
grossesse : une consommation d’arachide par la mére au 3™ trimestre de grossesse
semble associée au développement de cette méme allergie chez des enfants
atopiques (Sicherer et al., 2010). En revanche, en prenant une large population sans
discrimination du statut allergique de la mére, I'étude de Gideon Lack de 2003, a
démontré qu’il N’y avait pas d’association entre la consommation d’arachide par la
mere et le développement d’allergie chez I'enfant. Seul I'environnement postnatal,
dans ce cas précis, la présence d’arachide dans les poussiéres de maison, était un
facteur de risque (Fox et al., 2009; Lack et al., 2003).

Au-dela du régime alimentaire, les anticorps maternels, en particulier les 1gG1, 1gG4,
et non pas les IgE, peuvent traverser le cordon ombilical grace au récepteur néonatal
a Fc (FcRn) (Flicker et al., 2009). Ces anticorps pourraient alors apporter une
protection aux enfants face au développement de maladies atopiques (Glovsky et al.,
1991; Jenmalm and Bjorkstén, 2000; Lupinek et al., 2019). Néanmoins, des études

supplémentaires restent nécessaires pour confirmer cet effet (Fujimura et al., 2019).

De surcroit, le stress de la mére pendant sa grossesse peut influer sur 'immunité
intestinale de I'enfant et notamment diminuer ses taux d’IgA. Ceci pourrait donc

constituer un risque de développer une maladie atopique (Kang et al., 2020).
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L’environnement de la femme pendant sa grossesse est également a prendre en
compte. En effet, un environnement avec un chien de compagnie, diminue le risque
d’allergie alimentaire pour ses enfants & 1 an (Smejda et al., 2020). Egalement,
I'exposition prénatale avec un environnement rural, permet un contact accru avec une
variété de microbes, une surexpression des récepteurs de 'immunité innée et pourrait
protéger le foetus d’une future allergie (Ege et al., 2006). Au contraire, la pollution dans
'environnement d’'une femme enceinte peut augmenter le risque de développer de
I'asthme chez I'enfant par une voie impliquant les cellules tueuses naturelles (cellules

NK) comme démontré chez la souris (Qian et al., 2020).

1.7.2.2 Environnement postnatal
Au-dela des facteurs qui peuvent agir sur le foetus, de nombreux stimuli postnataux
vont modeler le systéme immunitaire du nouveau-né et influer sur une potentielle

réponse allergique.
Microbiote

En premier lieu, lors de la naissance, il a été montré qu'un accouchement par
césarienne (et donc éliminant une exposition a la flore vaginale maternelle) augmente
les risques de I'enfant de développer une allergie alimentaire. (Eggesbga et al., 2003;
Liao et al., 2017; Papathoma et al., 2016). Cet effet peut dépendre de la région
géographique concernée et de la réalisation de la césarienne avant initiation du
« travail » ou en urgence (Koplin et al., 2019; Loo et al., 2017). Au contraire, une
naissance par voie vaginale diminue le risque d’allergie pour I'enfant. En effet, cette
voie offre un contact privilégié de I'enfant avec le microbiote vaginale, proche du
microbiote intestinal maternel, permettant une colonisation protectrice. Celle-ci stimule
les récepteurs de I'immunité innée (« Toll-like receptors », TLR) et induit une réponse
immunitaire régulatrice (TGF-) et de type 1 (IFN-y) (Balossini et al., 2009; Cuppari et
al., 2015). Le microbiote dans les premiéres années de vie est en constante évolution,
il reste donc difficile de déterminer sa contribution exacte au développement des
allergies alimentaires. Néanmoins, des études ont pu associer une présence élevée
de certains Clostridium ou Anaerobacter avec I'allergie alimentaire chez I'enfant,
contrairement  aux Clostridium  XVII, Bacteroides  fragilis, Prevotella,
Ruminococcacaea, Bifidobacterium qui sont négativement corrélés (Blazquez and

Berin, 2017; Plunkett and Nagler, 2017). L’importance du microbiote est également
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relatée dans une étude comprenant 30 060 enfants qui a montré un lien entre la prise
d’antibiotiques et le développement d’allergie alimentaire dans les 7 premiéres années
de vie de I'enfant (Hirsch et al., 2017).

Du fait de la difficulté d’établir un lien de causalité chez I'enfant, des études chez la
souris ont été réalisées. Tout d’abord, des expériences de transfert de microbiote de
souris allergiques a des souris exemptes de microbiote (« germ-free ») rendaient les
souris receveuses allergiques, comparativement a un transfert de microbiote de souris
non allergiques (Faith et al., 2014; Noval Rivas et al., 2013). Aussi, il a été montré
qgu’un traitement par antibiotiques ou I'absence de microbiote entrainaient une
augmentation du risque de sensibilisation a un allergéne alimentaire. L’effet protecteur
de la flore commensale, en particulier leur capacité a réguler des cellules lymphoides
innées (Noval Rivas et al., 2016) et la perméabilité de I'épithélium intestinale, semblait
étre conféré par des bactéries du genre Clostridium (Stefka et al., 2014) et. En effet,
ces bactéries stimulaient la production de mucus et de peptides antimicrobiens par
I'épithélium. Pour conclure, bien que le réle du microbiote soit évident pour le bon
fonctionnement de la barriere épithéliale et la protection face aux allergies (Luu et al.,
2020), sa complexité et sa diversité rendent encore difficile une potentielle action

préventive ou protectrice.
Allaitement

En lien avec le microbiote, le régime alimentaire de I'enfant aprés sa naissance est un
facteur de risque qui est depuis longtemps un centre d’intérét en raison de la possibilité
de le modifier afin de prévenir le développement d’'une allergie. En particulier,
l'allaitement maternel du fait de sa composition riche en probiotiques (bactéries
vivantes) et prébiotiques (nucléotides, oligosaccharides), continue de faire évoluer le
microbiote de I'enfant. Le lait maternel est également riche en facteurs de croissance,
cytokines, immunoglobulines, enzymes de digestion qui participent a la maturation du
systéme immunitaire de I'enfant (Guaraldi and Salvatori, 2012). Les substituts au lait
maternel ont été grandement améliorés depuis des années, ils sont enrichis en
prébiotiques, probiotiques, fibres, cytokines afin de mimer au mieux I'apport d’'un lait
maternel et conduisent a une évolution du microbiote similaire a I'allaitement maternel
(Guaraldi and Salvatori, 2012). La différence notable réside dans la présence
d’allergenes dans le lait maternel qui dépend de I'alimentation de la mére. Il a été

montré que la consommation d’arachide par la mére durant la période d’allaitement,
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diminue le risque d’allergie a I'arachide chez I'enfant (Lopez-Expdsito et al., 2009). A
noter que cette association n’a pas toujours été observée (Gerrard and Perelmutter L,
1986; Jelding-Dannemand et al., 2015) et qu’elle semble dépendante de la dose
consommeée par la mére (Lack et al., 2003; Du Toit et al., 2016). Néanmoins, cette
observation est a relier a un autre fait établi chez les enfants a risque : l'introduction
précoce d’un aliment, des la premiere année, limite le risque de développement d’'une
allergie contre cet aliment (Fleischer et al., 2015; Du Toit et al., 2015). Cet effet ne se
retrouve pas si la cohorte est issue de la population générale non a risque (sans
antécédents familiaux d’allergie). Enfin, une étude récente réalisée chez la souris, a
démontré que le récepteur TLR-2 exprimé sur les cellules présentes dans le lait
maternel était associé a une meilleure tolérance orale des nouveaux nés (Dawod et
al., 2020).

Alimentation

En outre, la fréquence, la nature, la glycation, les doses, et le mode de cuisson des
d’aliments ingérés peuvent influer sur la sensibilisation de I'individu (Beyer et al., 2001;
Leonard et al., 2015; Smith et al., 2017; Tanaka et al., 2020). De plus, une altération
de la digestion des aliments, et de la barriére intestinale s’ajoutent a ces facteurs de
risque et peuvent empécher une réponse tolérogéne naturelle de prendre place (Kim
et al., 2016b; Nowak-Wegrzyn et al., 2017; Nutsch et al., 2016; Scholl et al., 2005;

Untersmayr, 2015; Untersmayr and Jensen-Jarolim, 2008).
Barriére cutanée

Mis a part I'alimentation, un facteur de risque qui apparait comme majeur est la qualité
de la barriere cutanée et I'exposition aux allergénes de I'environnement. En effet,
comme dit précédemment, une affection de la peau telle que la dermatite atopique (et
la dysbiose cutanée associée) peut faciliter une sensibilisation a un allergéne
alimentaire présent dans I'environnement (Brough et al., 2014, 2015; Foong and
Brough, 2017; Makinen-Kiljunen and Mussalo-Rauhamaa, 2002; Peters et al., 2015).
Ces observations épidémiologiques et expérimentales ont fait naitre I’hypothése de la
« double exposition » qui postule que la peau serait la voie de sensibilisation aux
allergénes alimentaires tandis que la voie orale induirait préférentiellement une
tolérance (Lack, 2012).
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Ceci est également a mettre en lien direct avec une dysbiose du microbiote cutané qui
peut conduire a une inflammation et une sensibilisation de l'individu. L’hypothéese bien
connue dite « hypothése hygiéniste » relate en effet que notre mode de vie dans nos
sociétés modernes perturbe notamment notre microbiote cutané (douches fréquentes
avec des produits irritants voire allergéniques) et diminue notre contact régulier avec
des bactéries de I'environnement. Cette absence de contact régulier dés le plus jeune
age avec les microorganismes de I'environnement, empéche le développement d’une
réponse immunitaire tolérogene périphérique. Ainsi, lorsqu’un individu, rentre en
contact avec un allergéne associé a un microbiote ou un épithélium altéré, une réponse
inflammatoire forte et pathogénique peut se mettre en place (Diesner et al., 2016;
Stefka et al., 2014).

Pollution

La pollution ou la fumée de tabac ont montré des effets négatifs sur la santé de I'enfant
et en particulier le développement des maladies allergiques (Feldman et al., 2017;
Saulyte et al.,, 2014). Les perturbateurs endocriniens trés présents dans
'environnement peuvent également augmenter la réactivité des mastocytes et donc le
risque allergique (Narita et al., 2007; O’Brien et al., 2014; Robinson and Miller, 2015;
Zaitsu et al., 2007).

Pour conclure, le risque d’allergie découle d’'un ensemble d’interactions entre facteurs
intrinséques et facteurs environnementaux (Figure 3) (Eder et al., 2005; Ege et al.,
2006; Gern et al., 2004; Lau et al., 2017; Melén et al., 2008; Simpson et al., 2006). Il a
par exemple été montré que le polymorphisme de la glutathione transférase (GSTP1
lle105Val) couplé a la pollution aggravait le risque de sensibilisation d’enfants a des
allergénes alimentaires. L’exploration plus approfondie de ces facteurs doit permettre
dans le futur d’apporter des recommandations et des interventions personnalisées aux

patients afin de prévenir le développement d’'une allergie.

1.8 Impact socio-économique

L’allergie alimentaire a un fort impact socio-économique sur les patients et leurs
familles. En effet, elle touche majoritairement les enfants et nécessite donc, dans ce
cas, une attention particuliére des parents. Les allergénes responsables de la maladie
sont présents dans de nombreux aliments et nécessitent une attention quotidienne

pour éviter tout accident. Le choc anaphylactique, potentiellement fatal, est une
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expérience redoutée et qui affecte grandement les patients. L’appréhension de celui-
ci est un des facteurs qui conduisent certains patients a arréter les études cliniques
nécessitant un test de provocation oral. L’allergie alimentaire affecte donc la qualité de
vie du patient et celle de son entourage (Greenhawt et al., 2019). Un sondage parmi
des enfants allergiques a l'arachide agés de 7-11 ans révéle que 62% n’ont pas pu
participer a des fétes entre amis et 77% ont déja da utiliser de I'épinéphrine (traitement
symptomatique d’urgence). De plus, cette maladie crée de I'anxiété chez I'enfant, avec
plus de 96% des enfants interrogés craignant de développer des symptdmes ou de
devoir aller aux urgences, lors d’'un contact accidentel avec I'arachide (Greenhawt et
al., 2019).

L’allergie alimentaire a €galement un fort colt pour les patients et la société. Aux Etats-
Unis, le colt global a été évalué a 24,8 milliards de dollars, soit 4184$ par enfant
malade (Gupta et al., 2013). Ce colt comprend les colts médicaux directs incluant les
visites chez le médecin, les visites aux urgences et les hospitalisations, auxquels
s’ajoute le colt au niveau familial. Le codt global inclut également i) la perte de
productivité au travail, notamment les congés pris par les parents pour amener leurs
enfants chez le médecin, ii) les dépenses non remboursées, telles que le surcolt lié a
'achat de produits spéciaux sans allergénes, ou encore iii) les colts d’opportunité
incluant la nécessité des parents d’abandonner ou de changer de métier pour
s’adapter a la situation de leur enfant. En outre, le colt par famille aux Etats-Unis
souffre de disparités en fonction de leur statut socio-économique. Les familles avec
les plus hauts revenus peuvent accéder plus facilement a des allergologues
spécialisés, aux traitements symptomatiques, aux aliments exempts d’allergénes et
sont donc associés a un moindre risque pour les patients de développer des

symptomes et d’étre pris en charge aux urgences (Bilaver et al., 2016).

1.9 Symptoémes

Chez les patients allergiques, l'ingestion d’'un aliment peut rapidement (en quelques
minutes, généralement moins d’'une heure) entrainer des symptébmes qui vont
généralement aller en s’aggravant. Ces symptdomes peuvent atteindre les systémes
cutané, digestif, respiratoire, cardiovasculaire ou étre systémiques. De nombreuses
propositions de grille de score ont été publiées ces derniéres années afin

d’homogénéiser le systéme de classification des réactions allergiques immédiates au
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niveau mondial (Cox et al., 2010, 2017; Muraro et al., 2018; Niggemann and Beyer,
2016). Dernierement, Sanchez-Borges et al., ont proposé une version adaptée du
systéme de classification en 5 grades initialement proposé par I'organisation mondiale
de l'allergie (Sanchez-Borges et al., 2019). Cette classification dépend du nombre

d’organes impactés et de la gravité des symptdmes (Tableau 7).

Tableau 7 : Systéme de classification des réactions allergiques immédiates (adapté de Sanchez-Borges et al.,
2019)

Anaphylaxie

Grade 1 Grade 2 Grade 3 Grade 4 Grade 5
Symptomes affectant 1 Symptémes Voies respiratoires Voies Voies
organe : listés pour le inférieures : respiratoires respiratoires :

grade 1 et - Bronchospasmes inférieures : - Détresse

Cutanée : affectant 22 modérés (toux, - respiratoire
- Urticaire, érytheme, organes difficultés Bronchospasmes Cardiovasculaire
démangeaisons respiratoires) qui séveres ne

- Picotement des lévres ou

répondent au

répondant pas

- Hypotension,

démangeaisons traitement au traitement malaise

- Angio-cedeme - Perte de
Gastro-intestinal :  Voies conscience

Voies respiratoires - Crampes respiratoires (hors malaise

supérieures : abdominales, supérieures : vagal)

- Nasal : rhinorrhée, vomissement, - (Edeme - Tout

démangeaisons, congestion diarrhée laryngée avec symptoéme de

- Gorge irritée, toux Autre : stridor gradela4

Conjonctive :
- Erythéme, démangeaisons

- Crampes utérines
- Tout symptome
de grade 1

- Tout symptéme
dugradelau3

Autre :
- Nausée
- Go(t métallique

Le grade 1 équivaut a des symptdmes locaux affectant un seul organe. |l peut s’agir
de

respiratoires supérieures (rhinorrhée, congestion nasale, gorge irritée), de la

la peau (urticaire, érythéme, angio-cedéme, démangeaisons), des voies
conjonctive (érythéme, démangeaisons). Le grade 2 est déclaré lorsqu’au moins deux
organes sont atteints par des symptdbmes du grade 1. Le grade 3 englobe les
symptomes précédents auxquels s’ajoutent une atteinte des voies respiratoires basses

(bronchospasmes modérés : toux, difficultés a respirer) et/ou gastro-intestinales

(crampes abdominales, vomissement, diarrhée).

Si les symptémes s’aggravent encore, on parle d’anaphylaxie qui se définit comme

étant une réaction allergique sévére systémique. Elle peut se discriminer en deux
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grades. Le grade 4 qui correspond a des atteintes des voies respiratoires plus sévéres
que précédemment (bronchospasmes sévéres, cedéme laryngée avec stridor) associé
a tout symptdme cité dans les grades inférieurs. Enfin, le grade 5 correspond a des
atteintes graves systémiques pouvant inclure une détresse respiratoire, une
hypotension, une perte de conscience, qui conduisent a l'arrét cardio-respiratoire si

I'anaphylaxie n’est pas prise en charge.

1.10 Physiopathologie

1.10.1 Tolérance naturelle

Chez un individu sain (non allergique), la tolérance naturelle est la réponse du systeme
immunitaire vis-a-vis des allergénes de I'environnement. Dés les premiéres années de
vie, un mécanisme actif de tolérance se met en place. Il peut prendre place au niveau
du tube digestif lors de l'ingestion d’aliments, ou de la peau lors de contacts cutanés
ou plus rarement des voies respiratoires lors d’'inhalation d’allergénes alimentaires
disséminés dans l'air, ou de pollens homologues a certains allergénes alimentaires
(Brough et al., 2015; Chinthrajah et al., 2016; Makinen-Kiljunen and Mussalo-
Rauhamaa, 2002; Sussman et al., 2010). Ce mécanisme de tolérance est possible
grace aux caractéristiques de ces interfaces épithéliales qui sont composées 1) d’'une
structure anatomique permettant une entrée contrblée des allergenes extérieurs
(barriere épithéliale), 2) d’un microbiote spécifique, 3) d’'un ensemble de cellules
immunitaires qui sondent en permanence les molécules de I'environnement pour
maintenir une tolérance ou au contraire activer une réponse effectrice en cas de
danger. Les allergénes alimentaires, principalement des glycoprotéines, ne présentent
pas de motifs assimilés a des signaux de danger, a la différence des pathogénes. En
conséquence, une réeponse adaptatrice régulatrice prédominante se met en place
(Figure 4).
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Figure 4 Tolérance naturelle face aux allergénes de
I'environnement

1: L’allergéne pénétre I'épithélium et est pris en
charge par les cellules dendritiques du tissu (a
savoir dans la peau: LC épidermiques, cDC1 et
cDC2 dermiques; dans le tube digestif: CD103+ DC)
2:Les DC qui ont capté I'allergéne migrent avec un
état d’activation immature ou semi-mature dans les
GLD. En absence de signaux de costimulation forts,
ils activent des LTrec spécifiques d’'une part, et
induisent l'anergie ou la délétion des LT naifs
spécifiques d’autre part.

3:En retour, les LTrec activés inhibent i) les DC via
l'interaction de CTLA-4 avec CD80/CD8B6, ii) les LT
naifs ou effecteurs via la production d’adénosine et
de TGF-B, et iii) promeuvent une commutation
isotypique IgA des LB via la sécrétion de TGF-f3 et
d’'IL-10

4:Les LB produisent des IgA spécifiques qui
participent en particulier a la tolérance immunitaire
du tube digestif

Tolérance orale

La tolérance orale est rendue possible
de

elle

par la structure particuliére

En effet,

comprend un revétement de cellules

I'épithélium digestif.

épithéliales liees par des jonctions
serrées (=épithélium), en contact direct
avec la lumiére du tractus digestif
(Figure 5). Les cellules épithéliales
sont principalement des entérocytes
associés a des cellules en gobelet et

des cellules a plis microscopiques

(appelées cellules M). Les cellules en gobelet permettent la production de mucus qui

limite la pénétration du microbiote et des allergenes a travers I'épithélium. L'absence

de mucus empéche la tolérance orale. Les cellules M possédent des récepteurs

spécifiques d’antigénes bactériens de la lumiére intestinale afin de les présenter aux

cellules dendritiques ou lymphocytes B locaux. Elles participent a 'lhoméostasie entre

le microbiote intestinal et le systéme immunitaire.
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Figure 5 : Tolérance immunitaire face aux antigenes dans l'intestin (adapté de Yu et al., 2016)

Lors dingestion d'allergenes, ces derniers pénetrent I'épithélium intestinal et sont pris en charge par les
macrophages CX3CR1+ ou les DC sous-épithéliales. Les macrophages sont capables de transférer I'antigene aux
DC. A 'homéostasie, en absence de signaux de danger, les DC CD103+ migrent dans les ganglions lymphatiques
drainants, produisent du TGF-f3 et de I'acide rétinoique et présentent I'antigéne aux LT naifs. Cette activation a bas
bruit induit préférentiellement des LTrec et entraine au contraire 'anergie ou la délétion des LTh2. Les LTrH activés
par les DC induisent principalement des LB producteurs d’IgA.

En effet, I'épithélium est associé a un tissu conjonctif de support, la lamina propria
(LP), et au «tissu lymphoide associé au tube digestif » (GALT, Gut Associated
Lymphoid Tissue) qui est distribué tout au long du tube digestif. La LP et le GALT sont
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tous deux riches en cellules immunitaires. Le GALT est un lieu d’activation et de
différentiation de lymphocytes T et B naifs. En revanche, la lamina propria correspond
davantage a une zone ou des lymphocytes T déja activés s’accumulent. Le GALT est
matérialisé par les plaques de Peyer (PP) au niveau du petit intestin (iléon en
particulier), ainsi que des tissus lymphoides solitaires isolés (SILTs, solitary isolated
lymphoid tissues) distribués dans le petit et grand intestin (Fenton et al., 2020). Ces
GALT représentent un organe lymphoide tertiaire ou de nombreux lymphocytes T et
B, ainsi que des macrophages et cellules dendritiques, sont localisés, facilitant la mise

en place d’'une réponse adaptative.

Plus spécifiquement, les plaques de Peyer forment un déme sous-épithélial constitué
de follicules lymphocytaires B, de zones interfoliculaires riches en lymphocytes T,

surmonté d’un épithélium intestinal enrichi en cellules M (« microfold cells »).

Les antigénes et allergenes de la lumiére intestinale arrivant au contact de I'épithélium
intestinal peuvent étre capturés par différentes voies pour étre rapidement pris en

charge par le systéme immunitaire :

e Paracytose (passage entre les cellules épithéliales)

e Transcytose (passage dans les entérocytes ou cellules en gobelet)

e Endocytose par les cellules M des plaques de Peyer

e Capture directe par un macrophage ou une cellule dendritique, par extension
d’'une dendrite entre les cellules épithéliales ou au travers d’une cellule M via

un pore (Lelouard et al., 2012)

Lors de l'ingestion d’aliments, les potentiels allergénes sont capturés au niveau de
I'épithélium intestinal et pris en charge par principalement deux types de cellules
immunitaires : les macrophages CX3CR1* et les cellules dendritiques résidentes
CX3CR1~ CD103+ (CD11b+ ou CD11b-) situés dans la lamina propria et le GALT. A
noter que les macrophages peuvent directement transférer I'antigéne aux cellules
dendritiques (Mazzini et al., 2014). Chez un individu sain, ces macrophages vont
produire de I'lL-10, tandis que les cellules dendritiques aprés maturation et activation,
sécrétent de 'acide rétinoique et du TGF-(3, et présentent 'allergéne aux lymphocytes
T du GALT/LP ou des ganglions lymphatiques drainants aprés migration. Cet

ensemble de cytokines anti-inflammatoires permet une activation majeure de

42



lymphocytes LT CD4+ régulateurs (LTrec). Les LTrec induits peuvent étre de nature

différente (Figure 6) (Roncarolo et al., 2018):

FOXP3* Treg T LAP* Treg (Th3)
TCR CD4 TcR (D4
CD25 LAP
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Figure 6 Les trois catégories principales de LT régulateurs et leurs mécanismes d’action.

Les LTrec FoxP3+ naturels (thymiques ou périphériques) peuvent inhiber une réponse immunitaire via la production
de cytokines (TGF-B, IL-35, IL-10), de molécules cytotoxiques (granzyme B), d’adénosine (via CD39 et CD73).
Egalement, ils peuvent capter I'lL-2 du milieu environnant ou inhiber par contact direct via CTLA-4 (se fixant sur
CDB80/86). Les LTrec non conventionnels n’expriment pas le facteur de transcription FoxP3 : les LTr1 sécretent une
forte quantité d’'IL-10 régulatrice tandis que les LTrec LAP+ sécretent majoritairement du TGF-f.

1) Les LTrec naturels (nLTrec) CD4+CD25+FoxP3+, qui exercent leur action via le
TGF-B, I'lL-10, et un ensemble de récepteurs inhibiteurs de surface (CD25, CTLA-
4, LAG-3, CD39, CD73, PD-1, ...) et se divisent en deux sous-groupes (Sakaguchi
et al., 2020):

a. Les LTrec thymiques (tLTrec) qui acquiérent I'expression de FoxP3 dans le
thymus.

b. Les LTrec périphériques (pLTrec) qui dérivent de LTconv FoxP3- et qui
acquiérent I'expression du Foxp3 en périphérie (organes lymphoides
secondaires). lls ont un répertoire distinct de celui des tLTrec leur
permettant de jouer un rdéle complémentaire.

2) Les LTrec non conventionnels FoxP3- (sous-populations de LT auxiliaires) qui se
différencient a partir de lymphocytes T naifs périphériques et acquiérent leur
fonction régulatrice dans les organes lymphoides secondaires ; ils ont également
un répertoire TCR distinct de celui des tLTrec. On distingue:

a. Les LTrec de type 1 (Tr1) CD4+CD45RA-CD25-FoxP3-LAG3+CD49b+, qui
produisent principalement de I'lL-10, mais également du TGF-B (Groux et
al., 1997). Comme les nLTreg, ils peuvent produire de I'adénosine anti-
inflammatoire grace aux ectonucléotidases membranaires CD39 et CD73

qui catabolisent 'ATP extracellulaire.
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b. Les LTrec de type 3 (Th3): CD4+CD25-FoxP3-LAP+ (LAP, latent
associated peptide) dont le mécanisme de suppression dépend
principalement du TGF-B. Le TGF- (homodimére) produit par ces cellules
forme un complexe avec le LAP qui empéche son activité (forme inactive du
TGF-B, appelée TGF-f latent). Pour que le TGF-f joue son réle et puisse se
fixer sur son récepteur a la surface d’autres cellules, il doit étre libéré du
LAP. Cette libération/activation peut notamment se faire par l'action de
protéases de la matrice extracellulaire ou d’intégrines contenant les chaines
av (Robertson and Rifkin, 2016). Une fois libéré le TGF-3 pourra se fixer sur
son récepteur activant la voie canonique des protéines Smad dans la cellule

cible.

Les LTrec ont pour fonction premiére de supprimer les mécanismes effecteurs des
cellules activées (Vignali et al., 2008). De par leur action, ils peuvent également induire
'anergie ou I'apoptose (délétion) de LT naifs spécifiques ou de LT conventionnels
spécifiques déja activés (LT mémoires), et inhiber des cellules dendritiques

directement dans les ganglions lymphatiques.

En plus de réguler la réponse immunitaire au niveau des organes lymphoides, ils
peuvent recirculer dans I'organisme via la lymphe et le sang, et ainsi avoir une action
dans les tissus périphériques ou ils sont recrutés, empéchant le développement de

réactions immunitaires contre un allergéne inoffensif ou un antigéne du soi.

En outre, la sécrétion d’IL-10 et de TGF-B favorise la production d’immunoglobulines
A (IgA) par les lymphocytes B spécifiques de I'allergéne. Les IgA sont connues pour
leur réle protecteur et tolérogéne (Corthsy, 2009). En effet, elles se fixent sur des
antigénes circulants pour former des complexes immuns qui seront a leur tour pris en
charge par les DC. De cette maniére, certains épitopes immunogéniques restent
masqués et ne peuvent pas induire une réponse immunitaire forte. Ce mécanisme est
appelé exclusion immunitaire. Tous ces mécanismes (LTrec + IgA + cytokines anti-
inflammatoires) contribuent a la tolérance du systéme immunitaire vis-a-vis de
l'allergéne ingéré (Tordesillas and Berin, 2018). De plus, le microbiote intestinal
concourt a la réponse tolérogene, notamment en interagissant avec les lymphocytes
T (Wang et al., 2015) ou les macrophages. Ces derniers, en réponse aux signaux

microbiens produisent de l'interleukine 1B (IL-1B) qui active la sécrétion de GM-CSF
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(« Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor ») par les cellules lymphoides
innées de type 3 (ILC3). Le GM-CSF permet in fine I'activation des LTrec et participe
donc au maintien de I'homéostasie (Mortha et al., 2014). Certains signaux de
limmunité innée dépendant des récepteurs TLR-2, TLR-4 et TLR-9 semblent aussi
participer a la tolérance (Berin and Wang, 2013; Berin et al., 2006). Cela a notamment
été démontré par des expériences in vitro de réactivation de LT par des DC déficientes
pour certains TLR et stimulées & I'arachide (Pochard et al., 2010). Egalement, la
stimulation du TLR-2 exprimé sur les LT favorise une réponse cytokinique IL-10 (Jun
et al., 2017).

Tolérance cutanée

Les allergénes alimentaires ne sont pas uniquement ingéres, ils pénétrent également
la peau. A ce titre, ils engendrent une réponse immunitaire tolérogéne naturelle ou, au
contraire, ils peuvent induire un phénoméne de sensibilisation (Du Toit et al., 2016).
La peau est considérée aujourd’hui comme un organe immunitaire a part entiére du
fait de la présence de nombreuses cellules immunitaires (Figure 7) (Bird et al., 2018a;
Guttman-Yassky et al., 2019). De plus, elle présente une trés grande surface
épithéliale (~30m?) en interaction avec le microbiote cutané (Gallo, 2017). Ainsi, le
systéme immunitaire est constamment stimulé par les antigénes de I'environnement

et délivre une réponse tolérogéne en absence de danger.

La peau possede une structure constituée de I'extérieur vers l'intérieur de trois

principales couches : I'épiderme, le derme et 'hypoderme.

L’épiderme non vascularisé est majoritairement formé de kératinocytes qui ont un réle
essentiel de structure et de barriére physique (Goleva et al., 2019). Ces cellules se
différencient de l'intérieur (couche basale) vers I'extérieur (couche cornée) pour former
une couche de cellules mortes kératinisées trés denses qui limitent la pénétration
d’agents extérieurs (physique, chimique, microbien). Les kératinocytes vivants des
couches intermédiaires sont capables de présenter des antigénes sur leurs complexes
majeurs d’histocompatibilité de classe | (et || dans des conditions inflammatoires), de
sécreter des cytokines et chimiokines pour maintenir une homéostasie tissulaire (Kim
et al., 2009; Tamoutounour et al., 2019). En outre, I'épiderme contient des cellules
immunitaires essentielles pour I'homéostasie : cellules de Langerhans (LC),

lymphocytes T résidents mémoires (Trm). Les LC qui sont des cellules présentatrices
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d’antigéne représentent 2-5% des cellules épidermiques : elles patrouillent et captent
en permanence les antigénes de I'environnement. Elles possédent un fort pouvoir
tolérogéne qui permet de maintenir I'intégrité du tissu et d’activer principalement des
LTrec en I'absence de signaux de danger (Mercedes Gomez de Aguero et al., 2012;
Seneschal et al., 2012). L’épiderme contient de nombreux follicules pileux qui forment
des invaginations. Ces follicules pileux sont des lieux de contact et d’entrée privilégié

pour le microbiote et les antigénes extérieurs.

En dessous de I'épiderme se situe le derme, majoritairement constitué de fibroblastes
producteurs de la matrice extracellulaire. Le derme contient également de nombreuses
cellules immunitaires résidentes : des cellules dendritiques conventionnelles de type 1
et 2 (cDC1, cDC2), des cellules dendritiques plasmacytoides (pDC), des
macrophages, des mastocytes, des cellules lymphoides innées, des lymphocytes T,
des lymphocytes B (Egbuniwe et al., 2015). L’ensemble de ces cellules immunitaires
associés au tissu cutané forme une structure intégrée appelée « tissu lymphoide
associé a la peau » qui de par son organisation peut répondre rapidement a un
pathogéne ou un stimulus local (Streilein, 1983). Ce concept a plus récemment été
adapté aux conditions inflammatoires, ou il a été observé que les cellules immunitaires
cutanées s’organisent pour former des groupes périvasculaires, alors appelés tissus
lymphoides inductibles associés a la peau (iSALT, « inducible skin associated
lymphoid tissue »). Cette structure favorise l'interaction entre DC et LT CD4+ ou LT
CD8+. De plus, les iSALT sont formés autour des capillaires sanguins et favorisent
donc les échanges et le recrutement de monocytes, neutrophiles depuis la circulation.
Ainsi, en prévenant la formation de ces structures, il est possible de limiter l'intensité

des réponses d’eczéma allergique de contact (Honda et al. 2016; Natsuaki et al. 2014).
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Figure 7 Structure et immunité de la peau (adapté de Guttman-Yassky et al., 2019)

A T'homéostasie, la peau contient diverses cellules immunitaires incluant les cellules dendritiques, les
macrophages, les mastocytes, les cellules lymphoides innées, les lymphocytes T. Les kératinocytes, les LC et
certains LT résidents mémoires (LTrm) sont présents dasns I'épiderme. Les cDC1, cDC2, macrophages patrouillent
dans le derme et sécrétent des cytokines anti-inflammatoires (IL-10) qui maintiennent 'homéostasie.

A 'homéostasie, lors d’un contact avec un allergéne, comme tout antigene, celui-ci
peut étre capté directement par les LC épidermiques (qui peuvent étendre leurs
dendrites a travers I'épiderme) ou par les DC dermiques aprés pénétration de
l'allergéne dans le derme (Henri et al., 2010; Ouchi et al., 2011; Tordesillas et al., 2018;
Yoshida et al., 2014). Dans des conditions homéostasiques, ces DC internalisent alors
lallergéne et le présentent a leur surface sur les complexes majeurs
d’histocompatibilité | ou Il (CMH-I, 1l). En absence de danger, ces DC acquierent un
phénotype semi-mature défini notamment par une expression accrue de CMH-II et de
CCRY7. Grace a ce dernier, elles migrent dans les ganglions lymphatiques drainants la
peau, en suivant le gradient attracteur de CCL19 et CCL21 de la lymphe. Ces DC
semi-matures sécrétent également des cytokines régulatrices telles que I'lL10, le TGF-

B, I'lL-27, I'IL-37 et expriment 'enzyme régulatrice indoleamine-2,3-dioxygénase
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(IDO). Une fois dans les ganglions lymphatiques, elles présentent l'allergéne aux
lymphocytes T CD4+ naifs spécifiques. L'ensemble des cytokines anti-inflammatoires
qu’elles produisent et I'absence de forts signaux de costimulation (CD80, CD86,
CD40...) conduisent a la différenciation préférentielle de lymphocytes T régulateurs ou
'anergie des lymphocytes T spécifiques (Guttman-Yassky et al.,, 2019; Mercedes

Gomez de Aguero et al., 2012).

Cette tolérance naturelle qui prend place chez des patients sains peut étre rompue
chez les patients atopiques qui sont plus susceptibles de générer une réponse

effectrice pathologique. Une phase de sensibilisation prend alors place.

1.10.2 Rupture de tolérance : Sensibilisation

La sensibilisation correspond a la premiere phase de développement de l'allergie
alimentaire et est asymptomatique. Elle commence avec I'entrée de l'allergéne dans
'organisme au niveau du tube digestif ou de la peau comme précédemment décrit.
Cependant, dans ce cas précis, en raison d’'un ensemble de prédispositions
génétiques, environnementales (voir chapitre Etiologie 1.7), et de stimuli
inflammatoires concomitants a la pénétration de I'allergéne, tels qu’'un eczéma cutané
ou une dysbiose intestinale, une réponse immunitaire effectrice pro-inflammatoire est

induite (Figure 8, étape 1).

L’hypothése actuelle d’ « exposition double » suppose que la sensibilisation se
développerait préférentiellement par la voie cutanée tandis que la voie orale serait la
voie de tolérance. Cette exclusivité reste encore a démontrer et il est possible que les
deux voies puissent étre une voie de sensibilisation (Berin, 2015). La majorité des
meécanismes connus de sensibilisation découlent de modeles expérimentaux murins
sensibilisés par voie orale ou cutanée (Dunkin et al., 2011). lls impliquent une rupture
de tolérance qui se définit par une moindre activation des LTrec au profit de Terr de
type 2 (Th2) qui participent a la commutation de classe des lymphocytes B vers une

production d’IgE spécifiques.

Que ce soit par la voie orale ou cutanée, les cellules dendritiques épithéliales captent
l'allergéne et maturent en surexprimant le CMH-Il, CCR7 et un ensemble de
marqueurs d’activation tels que CD86, CD80, CD40, OX40L, TIM-4 (Blazquez and
Berin, 2008; Yang et al., 2007). Ce phénotype de maturation est conditionné par la

nature de I'allergéne et leur capacité a se fixer sur les récepteurs TLR (Hammad et al.,
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2009). En particulier, les allergénes lipopeptidiques ou linteraction d’un allergéne
glycoprotéique avec un lipide/lipopeptide (ex : LPS) permet la fixation a certains TLRs
(Jappe et al., 2019; Jin et al., 2007; Palladino et al., 2018; Satitsuksanoa et al., 2016).
Les lipides présents dans les aliments (noix, cacahuéte...) peuvent aussi se fixer sur
les récepteurs CD1d des lymphocytes iNKT (« invariant natural killer T ») et stimuler
la production d’IL-4 (Mirotti et al., 2013). De plus, la maturation des DC est renforcée
par les signaux environnants tels que les dérivés bactériens (entérotoxine B de
Staphylococcus (SEB), Lipopolysaccharide, etc.) et les cytokines inflammatoires
produites par les cellules épithéliales telles que I'lL-33, IL-25 et le TSLP (Han et al.,
2014; Lee et al., 2016; Noti et al., 2014; Oyoshi et al., 2010; Soumelis et al., 2002;
Tordesillas et al., 2014). Egalement, les cellules lymphoides innées (ILC) en réponse
au danger, produisent de I'lL-5 et de I'lL-13 qui participent a la boucle inflammatoire.
Une fois activées, les DC migrent vers les ganglions lymphatiques drainants pour
présenter l'allergéne aux lymphocytes T spécifiques (Figure 8, étape 2). Les signaux
de costimulation OX40L, TIM-4, jagged (ligands de Notch) fournis par les DC
participent a I'activation des LT CD4+ spécifiques et favorisent leur différenciation en
cellules effectrices de type 2 (Th2, « type 2 helper T cells ») (Chu et al., 2014). Ces
Terr vont produire principalement de I'lL-4, IL-5, IL-13 (Figure 8, étape 3). Les LT
CD4+ produisent également de I'lL-3 qui recrute des basophiles dans les ganglions
lymphatiques qui a leur tour produisent de I'lL-4 (Leyva-Castillo et al., 2013). En
paralléle, les lymphocytes B spécifiques qui reconnaissent directement I'allergéne vont
s’activer et produire des IgE sous 'influence de I'lL-4, et de I'lL-21 produites par les LB
et les LTrn (Bélanger and Crotty, 2016; Jandl et al., 2017; Linterman et al.,
2010)(Figure 8, étape 4). Néanmoins, il convient de noter que la réponse IgG1+
précede la réponse IgE (Hoof et al., 2020; Jiménez-Saiz et al., 2018; Looney et al.,
2016). Egalement, le maintien de la production d’IgE spécifiques chez la souris dépend
non pas de plasmocytes IgE+ a longue durée de vie mais de LB mémoires qui se
redifférencient en plasmocytes a chaque nouveau contact avec l'allergéne (He et al.,
2017; Jiménez-Saiz et al., 2017). Les IgE spécifiques ainsi produits vont circuler dans
'organisme et se fixer sur toute cellule qui posséde le récepteur de haute affinité
(FceRI) en particulier les mastocytes tissulaires et les basophiles présents dans le
sang. En outre, I'lL-4 circulant augmente I'expression du récepteur FceRI sur les
mastocytes (Toru et al., 1996). Les IgE peuvent également se fixer sur leur récepteur

de faible affinité (CD23) exprimé a la surface des lymphocytes B, monocytes,
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macrophages, éosinophiles, cellules dendritiques folliculaires et plaquettes (Engeroff
and Vogel, 2019). La fixation des complexes allergéne-IgE sur le récepteur CD23 des
lymphocytes B permet une présentation facilitée de I'allergéne (FAP) aux lymphocytes
T, stimulant la production de cytokines de type 2 (Eckl-Dorna et al., 2019; Selb et al.,
2017).

La sensibilisation peut prendre plusieurs jours, mois ou années.

Individu allergique

Sensibilisation

Réaction allergique

Dysbiose, inflammation,
terrain atopique

Nouvelle ingestion du
méme allergéne

Mastocyte Médiateurs
9 _— inflammatoires
- ..‘_'..
Y N A
I-TREG
@@ LTere >
i St
Y an IgE
_r s> B
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Figure 8 Physiopathologie de I'allergie alimentaire

1: Chez un sujet prédisposé aux allergies ou en raison de stimuli particuliers, I'allergéne pénétre I'épithélium dans
un contexte inflammatoire favorable au développement de la pathologie (présence d’IL-25, IL-33, TSLP produits
par les cellules épithéliales notamment)

2: Les DC maturent et surexpriment fortement leurs récepteurs de costimulation (CD80, CD86, ...) et le CMH-Il a
leur surface

3: Activation de LT naifs spécifiques par les DC et relargage de cytokines de type 2 (IL-4, IL-5, IL613)

4: L’IL-4 stimule la commutation isotype IgE par les LB. Les IgE spécifiques produits recirculent dans I'organisme
et se fixent sur les mastocytes tissulaires et les basophiles du sang

5: Lors d’'une nouvelle ingestion de I'allergéne, celui-ci se fixe sur les IgE a la surface des mastocytes et basophiles
induisant la dégranulation de médiateurs inflammatoires conduisant aux symptémes allergiques (cedéme,
vasodilatation des vaisseaux sanguins, broncho-constriction...)
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1.10.3

Dés lors que l'individu est sensibilisé, une nouvelle ingestion du méme allergéne

Réponse/Réaction allergique

déclenche une réaction allergique qui est généralement biphasique : une réaction
immédiate (<1h) aprés I'exposition a I'allergene, suivie d’'une réaction tardive quelques
heures plus tard. La réaction immédiate est causée par la dégranulation de cellules
effectrices (mastocytes, basophiles) tandis que la phase tardive implique a la fois une
dégranulation retardée des mastocytes et le recrutement de cellules inflammatoires

dans le tissu (éosinophiles, neutrophiles...). (Johnston et al., 2014).
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Figure 9 : Mécanisme d’activation du mastocyte par la voie IgE-FceRI.

1: Fixation de lallergene sur les complexes FceRI-IgE spécifiques et dimérisation des récepteurs. 2:
transphosphorylation des domaines ITAM par la kinase Lyn. 3 : recrutement de la tyrosine kinase Syk. 4 : Syk
active la voie PLCy qui augmente le calcium intracellulaire et déclenche le relargage de granules préformés
contenant de I'histamine. 5 : Syk active la voie Btk, MAPK, PLA2 aboutissant au relargage de leucotriénes et
prostaglandines inflammatoires. 6 : la voie des MAPK active la transcription de génes inflammatoires (cytokines,
chimiokines) dont les protéines seront relarguées participant a une inflammation tardive.
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1.10.3.1 Phase immédiate

L’allergéne ingéré se fixe directement sur les IgE spécifiques a la surface des
mastocytes et basophiles. Egalement, I'allergéne peut se fixer sur des IgE libres pour
former un complexe immun qui peut ensuite se lier aux récepteurs FceRI
membranaires (Engeroff and Vogel, 2019). La fixation de I'allergéne sur le complexe
IgE-FceRI induit une dimérisation des récepteurs de surface FceRI (Figure 9, étape
1). FceRlI est constitué d’'une chaine o nécessaire a la fixation de I'lgE, et de chaines
B et y impliquées dans la signalisation intracellulaire (Furumoto et al., 2004; Hakimi et
al., 1990). La dimérisation des FceRI entraine la transphosphorylation des régions
intracellulaires ITAM (« Immunoreceptor Tyrosine-based Activation Motif ») par la
tyrosine kinase Lyn qui est constitutivement associée a la chaine 3 (Figure 9, étape
2). La phosphorylation des régions ITAM de la chaine y permet le recrutement de la
kinase Syk (« spleen tyrosine kinase ») qui est nécessaire pour l'activation du
mastocyte (Figure 9, étape 3) (Sakurai et al., 2004; Zhang et al., 1996). En effet, la
protéine kinase Syk phosphoryle de nombreuses molécules adaptatrices (SLP-76,
LAT) et de tyrosine kinases telles que Vav, Nck, Btk, PLCy. Une fois activée, la
phospholipase Cy (PLCy) convertit le phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate (PIP2) en
inositol triphosphate (IP3) et diacylglycérol (DAG), qui conduisent a 'augmentation du
Ca?* intracellulaire et provoquent la sécrétion de granules préformés pouvant contenir
de l'histamine, des leucotriénes, des prostaglandines, des protéases, des facteurs
d’activation plaquettaire (PAF), des cytokines et chimiokines (Figure 9, étape 4) (Hoth
and Penner, 1992). A noter que cette élévation de Ca?* suffit a faire dégranuler le
mastocyte puisque l'utilisation de ionophores au calcium (ex: ionomycine) est
suffisante pour induire leur dégranulation indépendamment de la dimérisation du
complexe IgE-FceRI (Kambayashi and Koretzky, 2007). En outre, la protéine Syk
active Btk et la voie des MAPK qui entrainent I'activation de la phospholipase A2
(PLA2) impliquée dans la libération de leucotriénes dérivés de I'acide arachidonique

membranaire (Figure 9, étape 5).

L’histamine et 'ensemble des médiateurs inflammatoires relargués ont des effets

biologiques variés et systémiques.

L’histamine
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L’histamine interagit avec des récepteurs (H1, H2, H3 et H4) situés sur diverses
cellules : musculaires, endothéliales, neuronales, intestinales, ou encore les cellules
de I'immunité (éosinophiles, monocytes, DC, lymphocytes). La fixation de I'histamine
sur ses récepteurs va conduire a la vasodilatation des artéres (hypotension, malaise),
'augmentation de la perméabilité des capillaires (cedémes), la constriction des
muscles lisses bronchiques et intestinale (difficultés respiratoires et diarrhée),
I'activation des nerfs périphériques (démangeaison, douleur) (Jamet et al., 2006). Les
leucotrienes et prostaglandines amplifient également ces effets en se fixant sur leurs
récepteurs présents dans de nombreux organes et sur de nombreuses cellules
(Ogawa and Grant, 2007).

La voie MAPK activée entraine également la transcription de cytokines et chimiokines

dont I'effet sera visible plus tardivement (Figure 9, étape 6).

1.10.3.2 Phase retardée
Apreés le pic de la réaction immédiate, une phase retardée (aprés quelques heures)
peut se déclarer en raison du relargage tardif de granules de leucotrienes et

prostaglandines (Figure 9, étape 5).

De nombreuses cytokines et molécules inflammatoires sont aussi produites par les
mastocytes (et basophiles). Celles-ci peuvent entrainer I'apparition d’'une seconde
phase inflammatoire. Elle est due au recrutement et/ou a I'activation retardée (aprés
plusieurs heures) de cellules inflammatoires. Par exemple, le TNF-a produit
initialement, entraine le recrutement de neutrophiles et I'élévation retardée de PAF
dans le sérum (Choi et al., 2003; Wershil et al., 1991). De plus, des éosinophiles sont
recrutés dans les tissus sous l'influence de I'lL-5. lls relarguent alors des granules
contenant des protéoglycanes 2 qui endommagent les cellules épithéliales et

contribuent a I'inflammation tardive (Kucuksezer et al., 2020).

1.11 Diagnostic

Le diagnostic de 'allergie alimentaire est primordial car il implique une prise en charge
particuliere, notamment 'éviction des allergénes. Il s’agit donc de ne pas confondre
I'allergie avec des symptdmes similaires causés par des réactions non spécifiques ou

non immunologiques.

Histoire clinique
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L’étape la plus importante est de définir I'historique du patient afin d’évaluer le risque
que le patient soit effectivement atteint d’allergie alimentaire. Cela implique d’évaluer
le terrain atopique du patient: allergie chez d’autres membres de la famille,
comorbidités atopiques (dermatite atopique). Egalement, il convient d’avoir une
description précise du type de symptébmes, de leur délai d’apparition, des facteurs
aggravant (exercice physique, alcool), du type d’aliment (arachide grillée ou crue par
exemple). Une fois que [lhistoire clinique du patient est établie, des tests
complémentaires sont nécessaires pour confirmer ou infirmer le diagnostic d’allergie

alimentaire (Oriel and Wang, 2019).
Test cutané (« skin prick test »)

Le test cutané (aussi appelé « prick test ») permet d’évaluer la présence d’anticorps

spécifiques IgE chez le patient.

Figure 10 : lllustration du prick-test.
Une goutte d’allergéne est déposée sur la peau du patient et I'épiderme est percé avec une aiguille (A,B). Aprés
10-15 minutes, l'inflammation locale cutanée est observée et mesurée (C). Photographies fournies par Dr F. Payot.

Il consiste a piquer la peau avec une lancette en passant a travers une goutte
contenant I'allergéne (sous forme natif ou sous forme d’extrait standardisé). Chez les
personnes sensibilisées ou allergiques, le test déclenche une réaction cutanée
résultant de la dégranulation IgE-dépendante des mastocytes (Figure 10). La réaction
apparait en 10 a 15 minutes. Elle associe un érythéme et une papule et les deux axes
(longueur et largeur) de ces deux lésions élémentaires sont mesurés en millimétres.
Ce test permet donc de déterminer la présence d’IgE spécifiques contre l'allergéne
injecté. Une réaction négative (papule <3mm) exclut I'allergie alimentaire avec une

forte valeur prédictive (Sampson, 2005). Au contraire, une papule inflammatoire
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supérieure a 3mm est considérée comme une réaction positive. En outre, plus la
papule est large plus le risque d’allergie est élevé (Peters et al., 2012). En revanche,
il N’y a pas de corrélation entre la réaction du test et la sévérité des symptébmes
(Hourihane et al.,, 1997). Néanmoins, cette méthode souffre du manque de
standardisation des extraits d’allergenes commercialisés et de la méthode de prick
(Oriel and Wang, 2019). Elle peut donc étre couplée avec un dosage sanguin des IgE
spécifiques.

Dosage sanguin des IgE spécifiques

Le dosage des IgE spécifiques dans le sérum des patients est un test classiquement
réalisé par ELISA lorsqu’une allergie alimentaire est soupgonnée. Il peut étre réalisé
en utilisant un extrait total d’aliment ou un allergéne recombinant (ex : Ara h 2). Au
méme titre que le test cutané, la présence d’IgE dans le sérum permet d’établir la
sensibilisation de lindividu contre un allergéne donné, mais ne détermine pas
forcément un statut allergique (déclenchement de symptomes lors de l'ingestion de
I'allergene). En revanche, une forte concentration d’IgE spécifiques dans le sérum
correle avec un risque accru d’allergie. Néanmoins, le taux d’IgE ne prédit par
efficacement la sévérité des symptomes (NIAID-Sponsored Expert Panel et al., 2010).
Les taux d’IgE se quantifient en kilo unités d’allergéne spécifique, noté kUa, par litre.
Pour certains aliments, des niveaux seuils d’'IgE permettant de prédire une réaction
allergique probable lors de l'ingestion d’un allergéne ont été déterminés (Clark and
Ewan, 2003; Perry et al., 2004). Ces valeurs prédictives varient néanmoins selon 'age

de l'individu et la population étudiée (Komata et al., 2007; Maloney et al., 2008).
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Tableau 8 : Seuils prédictifs d’'IgE sérique pour la réactivité a un allergéne donné (adapté de (Renz et al., 2018))

Aliment ou allergéne Taux  sérique  d’IgE | Valeur prédictive de
spécifiques (kUa/L) positivité (%)

Enfants (2-18 ans)

CEuf de poule 7 98

Lait de vache 15 95

Arachide (total) 14 100

Arachide Ara h 2 5 96

Poisson 20 100

Fruits a coque ~15 ~95

Noisette Cora 9 1 90

Noisette Cor a 14 5 90

Soja 30 73

Blé 26 74

Enfants (< 2ans)

CEuf de poule 2 95

Lait de vache 5 95

Le dosage des IgE contre des allergénes recombinants (Ara h 2, Ara h 6, ...) peut
permettre une prédiction plus précise. La présence d’IgE contre Arah 2 et Arah 6 a
une trés forte valeur prédictive positive d’'une allergie et peut méme aider a estimer la
sévérité des symptdmes lors d’un test de provocation (Tableau 8) (Kukkonen et al.,
2015). Au contraire, la présence seule d’IgE spécifiques d’Ara h 8 est majoritairement
associée a une tolérance, une réaction croisée aux pollens (Bet v 1) ou une faible
réactivité contre I'arachide (Asarnoj et al., 2012; Martinet et al., 2016; Mittag et al.,
2004).

Test de provocation oral (TPO)

Finalement, le test de référence qui permet d’évaluer le statut allergique d’un patient
vis-a-vis d’un allergéne alimentaire est le test de provocation oral (TPO). Il permet
d’enlever tout doute suite au dosage des IgE ou au prick-test. Celui-ci se fait sous le

contréle d’'un médecin et en milieu hospitalier. Il consiste en I'administration orale d’un
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extrait d’aliment jusqu’a une dose pour laquelle tout patient allergique déclencherait
des symptomes. Ce test permet donc de confirmer I'allergie du patient mais également

de déterminer le seuil de réactivité a un instant t.
Test d’activation des basophiles

Le test d’activation des basophiles (BAT, « basophil activation test ») doit étre
mentionné ici bien qu’il soit encore en développement pour I'allergie alimentaire. Il est
plutét utilisé pour I'allergie aux médicaments. Dans le cadre des allergies alimentaires,
ce test pourrait aider a confirmer ou affiner le diagnostic avant un TPO. Le BAT
consiste a déposer du sérum du patient sur des basophiles in vitro afin de suivre leur
activation aprés stimulation allergénique, via I'expression membranaire de CD203 et
CD63, analysé par cytométrie en flux. Ce test n’est encore pas standardisé mais
pourrait permettre de prédire la sévérité et le seuil des réactions allergiques du patient
(Santos and Shreffler, 2017; Santos et al., 2014). Dans un article publié en 2020, le
BAT a permis de diagnostiquer avec une tres forte spécificité I'allergie a I'arachide, de
prédire les réactions sévéres ou les seuils bas de réactivité au TPO avec une forte
spécificité et sensibilité. Le BAT était le meilleur biomarqueur de sévérité, surpassé
par le test cutané seulement pour la prédiction du seuil de réactivité. (Santos et al.,
2020).

1.12 Prise en charge

La prise en charge des patients aprés diagnostic d’'une allergie alimentaire comprend :

1. L’éviction de l'allergéne

2. La prescription de traitements symptomatiques (antihistaminiques, corticoides,
bronchodilatateurs, et une seringue d’auto-injection d’épinéphrine pour les
réactions séveres)

3. L’induction de tolérance (immunothérapie allergénique)
Eviction de I'allergéne

L’éviction de I'allergene doit permettre d’éviter toute réaction allergique qui peut aboutir
a 'anaphylaxie potentiellement mortelle. Néanmoins, des accidents sont possibles du
fait de la présence d’allergénes dans de nombreux produits alimentaires et la grande

prévalence de cette maladie chez les jeunes enfants.
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Traitements symptomatiques

Ainsi, lors de I'apparition de symptdmes suite a l'ingestion ou a un contact avec un
allergene alimentaire, le patient doit observer ses symptdmes et rester trés vigilant. Il
doit contacter un numéro de secours dés que des symptédmes de grade |l apparaissent.
De plus, le patient doit avoir a sa disposition une seringue auto-injectable
d’épinéphrine a utiliser dés que ses symptdbmes atteignent le grade Il (fébrilité,
endormissement et/ou douleurs abdominale, vomissements). Il est possible d’utiliser
un antihistaminique pour calmer les symptémes (Oriel and Wang, 2019; Scurlock and
Jones, 2017).

Induction de tolérance

Au-dela de ces médications de premiere ligne qui visent a diminuer les symptdmes,
de nombreux protocoles de désensibilisation sont développés et testés en clinique. lls
ont pour objectif de réinduire une tolérance a long terme chez le patient et prévenir
'apparition future de symptédmes lors d’'un nouveau contact avec l'allergéne. Le
principe repose sur I'administration répétée de doses contrélées de l'allergéne en
cause, de maniére croissante ou continue sur plusieurs mois/années, par voie orale,
sublinguale ou encore épicutanée. Ces protocoles de désensibilisation sont appelés
immunothérapies spécifiques de I'allergéne et sont expliqués en détail dans le chapitre

2 de ce manuscrit.

Des protocoles de désensibilisation par voie orale peuvent étre proposés aux patients
en clinique lorsqu’il s’agit d’allergénes trés courants (lait, ceuf, fruits a coque par
exemple) et impliqguant des réactions séveres. Ceci ne rentre pas dans les
recommandations officielles et reste une prescription au cas par cas (NIAID-
Sponsored Expert Panel et al., 2010). En effet, la désensibilisation nécessite une
surveillance forte du médecin. Le taux d’amélioration di au traitement reste mal
évalué. La désensibilisation implique de nombreuses variables non standardisées qui
doivent étre adaptées et réévaluées pour chaque patient: durée du traitement,

augmentation des doses, dose d’allergene administré.
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2 Immunothérapies allergéniques (ITA)

2.1 Historique, principe des ITA

Le premier cas d’'immunothérapie allergénique d’'une allergie alimentaire a été rapporté
en 1908 dans le journal Lancet (Schofield, 1908). Un gargon allergique de 13 ans
développait des symptdmes a chaque fois qu’il ingérait des aliments contenants ou
ayant été en contact avec de I'ceuf. Du fait de la difficulté d’éviter I'ceuf dans un régime
alimentaire, son médecin essaya d’induire une tolérance par voie orale. Pour ce faire,
il prescrivit I'ingestion journaliére d’'un cachet contenant I'équivalent d’1/10000%™e
d’ceuf cru, en évitant strictement toute autre consommation d’ceuf. L’enfant n’avait
connaissance a aucun moment de la présence d’ceuf dans le cachet. Cette dose a été
conservée le premier mois, puis graduellement augmentée jusqu’a atteindre 1/33°me
d’ceuf 6 mois plus tard. L’enfant arréta la médication et a pu dés lors consommer 1/6%me

d’ceuf par jour sans développer de symptémes (Schofield, 1908).

L’immunothérapie allergénique (ITA), aussi appelée immunothérapie spécifique de
I'allergéne ou désensibilisation, a donc pour objectif d'induire une tolérance vis-a-vis
d’'un allergéne chez un patient allergique. Le protocole consiste en 'administration
répétée, pendant plusieurs mois a plusieurs années, d’une dose croissante ou
constante d’allergéne, par voie orale, sublinguale, sous-cutanée ou épicutanée.
L’efficacité de I'lTA repose sur un ensemble de mécanismes immunitaires qui seront

explicités en détail dans le chapitre 2.3 :

¢ Induction d’'une tolérance lymphocytaire T périphérique (induction de LTreg,
anergie et/ou délétion de LT pathogéniques),

e Déviation immunitaire des réponses anticorps (augmentation d’IgG spécifiques
au détriment des IgE) et du profil cytokinique lymphocytaire (diminution de la
réponse Th2),

e Modulation du seuil d’activation des mastocytes et basophiles.

Plus de 100 ans aprés le premier cas publié par le Dr. Alfred Schofield,
immunothérapie allergénique a démontré des effets bénéfiques pour de nombreux
patients souffrant d’allergie alimentaire. Néanmoins, bien qu’elle soit utilisée en routine
pour traiter les allergies respiratoires ou aux venins d’hyménoptéres, son utilisation

pour les allergies alimentaires reste limitée en raison du risque de déclenchement
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d’'une anaphylaxie. Elle fait toujours l'objet d’intenses investigations afin d’en
comprendre précisément les mécanismes, d’améliorer son efficacité, limiter ses effets

secondaires, et ainsi faciliter son utilisation en cas de besoin.

L’ITA a initialement apporté I'espoir de guérir les allergies alimentaires, c’est-a-dire
d’'induire une tolérance continue vis-a-vis d’'un allergene initialement non toléré.
Pourtant, la pratique a mis en évidence que la tolérance, acquise en cours de
traitement, disparaissait frequemment apreés quelques temps sans aucune ingestion
d’allergene. Ainsi, deux maniéres d’appréhender l'efficacité de I'l'TA dans les études
cliniques ont vu le jour : la « désensibilisation » correspond a la capacité d’'un patient
a ingérer une dose prédéfinie (généralement équivalente a une dose « normale »
d’allergene pour un repas), sans réaction allergique, en cours de traitement ; la «
réponse persistante » (« sustained unresponsiveness ») correspond quant a elle a
cette méme capacité aprés I'arrét total du traitement (généralement 4 a 6 semaines
sans aucune ingestion). En pratique, la désensibilisation est I'objectif a atteindre pour
une ITA : elle permet a un enfant allergique, dans sa vie quotidienne, d'ingérer «
accidentellement » I'allergéne sans réaction allergique, voire méme de le consommer

volontairement. Ainsi, I''TA améliore la qualité de vie.

Tout d’abord, il s’agit de présenter les protocoles de désensibilisation décrits dans la
littérature qui ont été testés en essais cliniques ou utilisés ponctuellement a I'hopital.
lls impliquent différents paramétres d’intérét: la posologie (doses, fréquence, durée),

la préparation de l'allergéne, la sécurité et I'efficacité du traitement.

2.2 Différents protocoles existants (voies d’administration)

Parmi les protocoles d’'ITA pour l'allergie alimentaire rapportés dans la littérature
(souvent réalisés dans le cadre détudes cliniques), les principales voies
d’administration décrites sont la voie orale (OIT), sublinguale (SLIT) et épicutanée
(EPIT) (Figure 11). Historiquement, la voie sous-cutanée a été testée mais a montré
des effets secondaires incompatibles avec son utilisation en pratique (Nelson et al.,
1997). En outre, les voies intradermique, intranasale ou intralymphatique existent mais

sont peu étudiées ou montrent trop de limites.
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Figure 11 : Principales dates clés de I'I'TA pour I'allergie alimentaire (adapté de Feuille & Nowak-Wegrzyn, 2016).

Il s’agit donc de comprendre l'efficacité, les limites et les risques des trois principaux

protocoles de I'I'TA, a travers les données cliniques disponibles (Pajno et al., 2018).

2.2.1 Préparation de I’allergéne pour les ITA

La majorité des ITA réalisées jusqu’'a aujourd’hui ont utilisé des aliments crus, des
aliments cuits (moins allergéniques), des extraits d’allergéne ou des allergénes
recombinants. De nombreuses études ne précisent pas le processus utilisé pour
extraire, purifier, quantifier et transformer [lallergéne. Or, les propriétés
d'immunogénicité de Iallergéne peuvent étre modifiées selon les procédures
appliquées. Il sera donc nécessaire a l'avenir de standardiser les protocoles afin

d’homogeénéiser les essais cliniques (Yee and Rachid, 2016).

Toutefois, les extraits d’allergéne sont les plus utilisés dans les essais cliniques. lls
sont issus d’un aliment brut qui a subi un processus physique ou chimique afin
d’enlever les molécules non-allergéniques non voulues telles que les lipides, les
sucres, les phénols. L’extrait peut ensuite étre purifié par chromatographie (Larsen et
al., 2020).

2.2.2 Immunothérapie orale (OIT)

L’immunothérapie allergénique orale est le protocole de désensibilisation le plus connu
et qui a fait I'objet du plus grand nombre d’essais cliniques. |l peut également étre mis
en place de manieére individuelle pour certains patients dans les services d’allergologie
suivant les recommandations propres a chaque pays (Bégin et al., 2020; Pajno et al.,
2018; Pepper et al., 2020). Classiquement, I'OIT consiste a administrer par voie orale
une dose graduellement croissante d’allergéne naturelle ou transformée aux patients

allergiques. Elle comprend trois étapes :

1. Phase initiale de définition de la dose tolérée (en quelques heures)

2. Phase d’accumulation/d’augmentation de la dose (semaines a mois)
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3. Phase d’entretien (mois a années)

La phase initiale consiste a définir la dose maximale tolérée par le patient au cours
d’'un test de provocation oral (TPO). Pour ce faire, I'allergéne est administré sous
contréle médical par doses croissantes, toutes les 30 minutes, jusqu’'a la dose qui
déclenche des symptémes (dose réactogene).

La phase d’accumulation correspond a une prise quotidienne d’allergéne dont la dose
est augmentée toutes les semaines ou mois jusqu’a atteindre une dose cible, en
général la dose maximale tolérée définie au TPO. Cette période dure plusieurs
semaines ou mois et permet d’atteindre la dose d’entretien. A la fin de la phase
d’augmentation de la dose, le patient est donc désensibilisé. Néanmoins, cet état de
désensibilisation doit étre maintenue par une prise réguliére de l'allergéne. C’est alors

la phase d’entretien.

Durant la phase d’entretien le patient doit ingérer la dose d’entretien 2 a 3 fois par
semaine afin de maintenir la désensibilisation. Cette phase dure quelques mois a
plusieurs années. Cela permet d’éviter tout accident symptomatique lors d’ingestions
accidentelles de faibles doses d’allergénes dans [l'alimentation quotidienne. En

général, la dose d’entretien varie de 300 a 4000mg d’allergéne par jour.

2.2.2.1 Etudes cliniques OIT : efficacité, effets indésirables
L’OIT a principalement été testée en clinique pour les allergies a I'ceuf, au lait ou a

I'arachide, et pour un seul allergéne a la fois.
CEuf

Une étude multicentrique du consortium pour la recherche sur les allergies
alimentaires (CoFAR) américain , incluant 55 enfants de 5 a 11 ans allergiques a I'ceuf
démontra l'efficacité du traitement a une dose d’entretien de 2g (~1/3 d’'un ceuf) (Burks
et al., 2012). 55% des enfants traités pouvait tolérer 5g aprés 10 mois contre 0% dans
le groupe placebo. Aprés 24 mois, 75% des sujets pouvaient désormais tolérer 10g de
blanc d'ceuf lors d’'un TPODACP (~8g de protéine). Aprés 4-6 semaines d’arrét du
traitement et d’éviction de l'allergéne, 28% des enfants traités pouvait passer le
TPODACP sans symptdbmes, montrant la possibilité dune désensibilisation
persistante. En comparaison, une étude japonaise utilisa une dose d’entretien plus

faible, a savoir 194 mg (1/32%m¢ d’ceuf) sous forme d’ceufs brouillés (Yanagida et al.,
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2016). Elle dura 12 mois et testa la persistance de la désensibilisation 2 semaines
aprés arrét du traitement : 71,4% des patients tolérait toujours 194 mg et 33,3% tolérait

39, comparativement a 0% dans le groupe placebo.

L’OIT pour I'ceuf offre donc une désensibilisation pour une majorité des patients traités,
avec des symptomes/effets secondaires majoritairement oropharyngés. La

persistance de la désensibilisation aprés arrét du traitement reste a démontrer.
Lait

Au méme titre que I'allergie a 'ceuf, I'allergie au lait a tendance a disparaitre chez la
majorité des patients (80%) avec I'age. Néanmoins, pour ceux qui ont une allergie
persistante, elle impacte fortement leur qualité de vie du fait de la présence abondante
de ces allergénes dans 'alimentation classique, suscitant un vif intérét pour la mise en

place d’essais cliniques.

Le premier essai clinique en double aveugle avec contrdle placebo fut publié en 2008
(Skripak et al., 2008). Il comprenait 20 enfants allergiques &gés de 6 a 17ans et traités
ou non avec une dose d’entretien de 500mg de poudre de lait dégraissé. Apres 3-4
mois, les patients traités pouvaient tolérer 5140mg en dose cumulative lors d’un
TPODACP. Comparativement, le groupe placebo réagissait a une dose médiane de
40mg. 35% des patients traités ont développé des effets secondaires incluant
majoritairement des démangeaisons oropharyngées, et seulement 2% présentaient

des symptébmes gastro-intestinaux.

La question de la persistance de la désensibilisation reste une question de grand
intérét pour les patients. En ce sens, une étude publiée par Narisety et al. a montré
que les patients traités par OIT, tolérant plus de 2540mg aprés TPODACP pouvaient
réintroduire des produits alimentaires (lait, yaourt, fromage), en commengant par une
dose de 500mg, puis en augmentant graduellement toutes les deux semaines jusqu’a
16g. Les effets secondaires, bien que fréquents, décroissaient avec le temps (Narisety
et al., 2009).

L’ensemble de ces essais cliniques encourageants a favorisé le développement de

'OIT, au détriment de la SLIT pour I'allergie a I'arachide. (Keet et al., 2012)

Cacahueéte (arachide)
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L’allergie a I'arachide est trés fréquente aux Etats-Unis et a tendance a persister avec
'age (80% des patients). Ainsi, elle fait I'objet d’'intenses recherches et dénombre le

plus d’essais cliniques réalisés (Tableau 9).

Une méta-analyse incluant 12 essais (1041 patients avec un dge médian de 8,7 ans)
sur l'efficacité et la sureté des protocoles d’OIT pour I'allergie a I'arachide publiée en
2019 permet d’apprécier les deux grandes caractéristiques générales de ce
traitement (Chu et al., 2019) :

e Le traitement démontre une bonne efficacité. Les patients traités ont 12 fois plus
de chance de passer un TPO standardisé comparativement au groupe placebo.
C’est-a-dire gqu’ils ne font pas de réactions allergiques a la plus forte dose
testée.

e Le traitement est associé a une fréquence élevée d’effets indésirables : par
rapport a un traitement placebo, au cours du traitement, les patients traités ont
151 fois plus de risque de déclencher une anaphylaxie, 45 fois plus d’utiliser de
I'épinéphrine/adrénaline, 147 fois plus de risques de souffrir de réactions

gastro-intestinales (vomissements).

Le premier essai clinique randomisé en double aveugle avec contréle placebo a été
publié¢ en 2011 (Varshney et al., 2011). Il comprenait 28 enfants de 2 a 10 ans
diagnostiqués par un prick-test positif et un taux IgE spécifiques >15kUa/L. Les
patients augmentaient graduellement leur dose d’arachide jusqu’a atteindre la dose
d’entretien de 4000mg aprés 11 mois. Aprés 1 mois supplémentaire a la dose
d’entretien, les patients ont été soumis a un TPODACP. Les 16 enfants traités
toléraient alors une dose médiane de 5000mg comparativement a une dose médiane
de 280mg pour le groupe placebo. La majorité des patients traités par OIT ont rapporté

des effets indésirables.

De la méme maniere que pour I'OIT a I'ceuf, une étude a évalué la persistance de la
désensibilisation a I'arachide. Treize enfants de 1 a 9 ans traités avec une dose
d’entretien de 4000mg pendant 5 ans maximum, ont passé un TPODACP, puis fait
I'éviction de 'allergéne pendant 1 mois avant un second TPODACP. 12 de ces enfants

ont toléré les deux TPODACP démontrant une persistance de la désensibilisation.

Par la suite, I'étude DEVIL (“Determining the Efficacy and Value of Immunotherapy on

the Likelihood of Peanut Tolerance”) démontra qu’une forte dose d’entretien (3000mg)
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ou une faible dose (300mg) ne différaient pas significativement en termes d’efficacité,
mais que la faible dose offrait plus de sécurité avec notamment moins d’effets
indésirables (Vickery et al., 2017).

Ainsi, ces derniéres années, des essais cliniques de phase |l et Il ont été réalisés avec
des gélules standardisées contenant 300mg d’arachide en se basant sur les résultats
précédents (Bird et al., 2018b; Investigators, 2018). L’étude de phase Ill multinationale
“Peanut Allergy Oral Immunotherapy Study of AR101 for Desensitization in Children
and Adults” (PALISADE) démontra qu’aprés 12 mois de traitement, 67% des patients
(4-17ans) toléraient une dose au moins >600mg, contre 4% dans le groupe placebo.
Néanmoins, au cours du traitement, le groupe traité déclara deux fois plus de douleurs
abdominales (52,2% vs 24,2%), de vomissements (41,4% vs 24,2%) et cinq fois plus
de réactions allergiques systémiques (14,2% vs 3,2%) comparativement au groupe
placebo. En outre, chez des patients de 18 a 55 ans, le traitement n’était pas

significativement efficace.

En janvier 2020, la commercialisation de ce traitement (Palforzia®) a été approuvée
par 'agence américaine des produits alimentaires et médicamenteux (FDA) pour
limiter les réactions allergiques qui peuvent apparaitre aprés une exposition
accidentelle a I'arachide, chez des enfants de 4 a 17 ans dont le diagnostic d’allergie

a eté confirmé. L’éviction de 'allergéne en dehors du traitement doit &tre maintenue.
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Tableau 9 Sdreté et efficacité du traitement OIT
(adapté de E. H. Kim & Burks, 2020)

Auteurs R Nombre | Sujetsavec | Sujetsavec . | Total des Abandons AE les plus
J Allergéne K Sujets avec epi
(années) (taux actif) AEs SAEs abandons | dues aux AEs communs
Buchanan Erythéme de la
CEuf 7 7 0 0 0 0
(2007) peau
Symptémes
Burks (2012) CEuf 40 31 0 n/d 6 5 yme .
oropharyngés
S to
Yanagida (2016)|  CEuf 21 n/d 0 0 3 2 ymptomes
gastrointestinaux
Longo (2008) Lait 30 30 0 5 0 0 Prurit oral
Skripak (2008) Lait 13 19 0 4 1 n/d Prurit oral
Narisety (2009) Lait 15 n/d n/d 4 2 2 Symptoémes locaux
Symptémes des
Jones (2009) | Cacahuéte 39 39 0 2 10 4 voies respiratoires
hautes
Varshney
Cacahuete 19 9 0 2 3 1 n/d
(2011) : /
Anagnostou N Démangeaisons
Cacahuéte 49 n/d 0 1 6 4
(2014) orales
Vickery (2014) | Cacahuéte 39 n/d n/d n/d 15 6 n/d
Symptémes
Vickery (2017) | Cacahuéte 37 35 0 1 5 2 v . P .
gastrointestinaux
Symptémes
Bird (2018) | Cacahuete 29 28 1 1 6 4 ymptom
gastrointestinaux
S to
Vickery (2018) | Cacahuéte | 372 367 8 52 80 43 ymptomes
gastrointestinaux
Dose Persistance
Auteurs N Nombre - Placebo? temps de ., .
) Allergéne .. | Age médian R de . Répondeurs dela Commentaires
(années) (taux actif) (taux ratio) X traitement , o
maintenance désensibilisation
Buchanan Preuve de concept ceuf
(2007 GEuf 7 4ans N 300mg 2ans 4/7 2/7(3-4mois) on P
11/40 (4-6 CEuf double aveugle OIT,
Burks (2012) CEuf 40 7 ans 0(8:3) 2000 mg 22 mois 30/40 / A ( g
semaines) CoFAR
Yanagida (2016) CEuf 21 ~8ans N 194 mg 12 mois 16/21 7/21 (2 semaines) CEuf brouillé OIT
Longo (2008) Lait 30 8ans (moy) N 150mL 12 mois 11/30 n/d Lait de vache OIT
23
Skripak (2008) Lait 13 9,5ans 0(2:1) 500 mg . 4/13 n/d Lait double-aveugle OIT
semaines
. . . Ingestion de lait
Narisety (2009) Lait 15 8ans N 16 000 mg 3-17 mois 6/15 n/d o
dietétique
P d t
Jones (2009) | Cacahuéte 39 4,8 ans N 300 mg 3ans 27/39 n/d reuve ? concep
cacahuéte OIT
Varshney Cacahuéte 19 5,8ans 0(2:1) 4000 m 12 mois 16/19 n/d Premiére cahauéte
(2011) ! ) g double-aveugle OIT
Anagnostou N 26 -
Cacahuéte 49 12,4 ans N 800 mg R 24/49 n/d OIT vs évitement
(2014) semaines
Premier SU avec
Vickery (2014) | Cacahuéete 39 4,8ans N 4000 mg 3-5ans 27/39 12/39 (4 semaines) A
cacahuéte OIT
. N . . Premier OIT nouveau né,
Vickery (2017) | Cacahuéte 37 2,4ans N 300, 3000 mg | 25-47 mois 30/37 29/37 (4 semaines)
recherche de dose
Bird (2018) Cacahuete 29 7,5ans 0(1:1) 300 mg 12 mois 23/29 n/d Etude de phase 2
Vickery (2018) | Cacahuéte 372 11,3 ans 0(3:1) 300 mg 12 mois 250/372 n/d Etude de phase 3

AE: effet secondaire ("adverse event")
SAE: effet secondaire sévere ("severe adverse event")
n/d.: non disponible
S.U.: persistance de désensibilisation ("sustained unresponsiveness")
moy: moyenne

L’OIT semble donc étre prometteur en termes d’efficacité et apparait déja utile pour

réduire les risques d’accident de nombreux patients allergiques au lait, a I'ceuf ou a

'arachide. Néanmoins, le fort taux d’effets secondaires, I'aversion des patients pour le

golt de l'aliment, et I'incertitude quant a la persistance de désensibilisation aprés arrét

du traitement, limitent son usage et sa généralisation.
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2.2.3 Immunothérapie sublinguale (SLIT)

L’immunothérapie allergénique par voie sublinguale a également fait I'objet d’essais
cliniques et présente des résultats encourageants. Cette méthode est trés utilisée
contre des pneumallergenes dans le cadre des asthmes et rhinites allergiques.
L’allergéne est déposé sous forme liquide glycérinée sous la langue, sans ingestion.
Son principe a donc été transposé aux allergies alimentaires pour s’affranchir des

effets secondaires observés dans I'OIT (Schworer and Kim, 2020).

2.2.3.1 Etudes cliniques SLIT : efficacité, effets indésirables

Le premier cas de SLIT a été rapporté en 2003 pour traiter une allergie au kiwi (Mempel
et al., 2003). Aprés désensibilisation le patient était capable d’'ingérer 1cm? de kiwi
sans développer de symptébmes, et présentait une modification des paramétres
allergiques (diminution de la taille du prick-test et du taux d’IgE, augmentation des
lgG4). 4 mois aprés l'arrét du traitement, le patient tolérait toujours la dose de

maintenance (Kerzl et al., 2007).

Deux essais cliniques randomisés (ECR) pour des allergies a la péche ou la pomme,
incluant chacune 56 adultes pendant 6 ou 4 mois de traitement ont montré qu’un
traitement par SLIT pouvait induire une tolérance de 3 a 9 fois supérieure a la dose
initiale pour I'étude avec la péche, tandis que 70% des patients ont vu leur seuil de
tolérance augmenté dans I'étude de patients allergiques a la pomme (Fernandez-
Rivas et al., 2009; Kinaciyan et al., 2018; Sanchez Acosta et al., 2020). Les principaux

effets secondaires étaient des démangeaisons oropharyngées.

Un ECR incluant 30 enfants (6-17ans) allergiques au lait pendant 15 mois de
traitement SLIT, avec une dose de maintenance de 7mg, permit a 60% des patients
d’augmenter 10 fois leur dose tolérée initiale lors d'un TPODACP (Keet et al., 2012).
Les effets secondaires comprenaient 28% de démangeaisons oropharyngées, 0,38%
de symptdbmes gastrointestinaux. Un seul patient a nécessité 'usage d’épinéphrine
due a l'aspiration accidentelle du traitement sublingual. A noter qu’en comparaison
directe dans cette étude, des groupes ont été traités avec un double traitement SLIT
et OIT. Dans ces groupes, 90% des patients ont vu leur seuil de tolérance augmenté
avec 60-80% qui ont passé un TPODACP avec une dose de 8g de lait. Néanmoins,

plus d’effets indésirables ont été induits : 3-8% des patients traités ont développé des
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effets secondaires gastro-intestinaux, et quatre recours a I'épinéphrine ont été

nécessaires.

Egalement, trois ECR portant sur un traitement SLIT, chez des enfants et des adultes

allergiques a 'arachide ont montré des effets bénéfiques (Tableau 10).

Dans une premiére étude (dge médian de 15ans), 70% des patients traités pendant
11 mois ont répondu au traitement (TPODACP > 5 g ou dose tolérée multipliée par un
facteur 10) contre 15% dans le groupe placebo. La dose tolérée médiane passa de 3,5
a 466 mg (> 1 cacahuéte). 63% des patients n’ont pas développé de symptomes ; en
excluant les symptdmes oropharyngés, 95% des patients n‘ont pas développé de

symptomes (Burks et al., 2015; Fleischer et al., 2013).

La deuxiéme étude analysa l'effet d’'un traitement SLIT pendant 1-5 ans sur des
enfants allergiques (dge médian 6,5ans). Aprés 12 mois, les patients traités ont pu
ingérer une dose médiane de 1710mg contre 85mg pour le groupe contréle lors d’un
TPODACP. Pendant le traitement, seulement 4,8% des patients traités ont développé
des effets secondaires (dont 75% de démangeaisons oropharyngées) (Kim et al.,
2011). Apres 3-5 ans de SLIT, 75% des patients ont pu ingérer plus de 750mg lors
d’'un TPODACP, et 25% n’ont pas développé de symptomes a 5g (Kim et al., 2019).

La troisieme étude a directement comparé les approches SLIT et OIT chez des enfants
de 7 a 13 ans durant 1 an (Narisety et al., 2015). Le traitement SLIT augmentait la
dose maximale tolérée de 21 a 496mg contre 21 a 7246mg pour les patients traités
par OIT. Ce bénéfice clinique était associé a une augmentation des IgG4 spécifiques
de I'arachide. De plus, 9% des patients traités par SLIT contre 43% des patients traités
par OIT développérent des effets désirables au cours du traitement, principalement
oropharyngés et gastro-intestinaux, a l'exception de cinq cas ou [utilisation

d’épinéphrine était nécessaire, tous dans le groupe traité par OIT.

Enfin, chez des patients allergiques a la noisette, la dose moyenne tolérée lors d’'un
TPODACP est passée de 2,29g a 11,56g (dont 50% a 20g) apres le traitement SLIT,
contre 3,49g a 4,14g dans le groupe placebo. Ce bénéfice clinique corréle avec
'augmentation des IgG4 spécifiques et les taux d’IL-10 dans le groupe traité (Enrique
et al., 2005).
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Tableau 10 : Essais cliniques randomisés d'immunothérapie sublinguale pour les allergies alimentaires
(adapté de Schworer & Kim, 2020)

Nombre de Age Dose de , Répondeurs Dose. % doses ’Nombre RIS
Etude N L e . Duréedu |, . S cumulative d’abandons | dues aux
) Allergéne | participants | médian |maintenance|, . (désensibilisés . avec effets
(année) (traités) (années) (mg) traitement ) tolérée lors indésirables | €N €OUrs de effets
9 du TPO (mg) traitement |indésirables
Enrique . : $ 8-12 .y |Augmentation
(2005) Noisette 12 29,2 13,25 semaines Non rapporté d'un facteur 5 7,6 1 0
Fernandez- Augmentation
Rivas Péche 37 29,1% 0,01 6 mois | Non rapporté” | d'un facteur 39,8 4 1
(2009) de3a9
Fleischer |\ achide 20 15 1,386 441 4420 0% 371 37 5 1
(2013) semaines
N(E’Z‘r(')j‘;t)y Arachide 10 11 3,7 12 mois | 7/10 (70%)" 496 9 1 1
Kim (2011) [ Arachide 11 5,8 2 6 mois | Non rapporté* 1710 11,5 0 0
Kim (2019) | Arachide 48 6,5 2 3-5ans | 32/48 (67%)" 1750 4,8 11 2
£inclut les patients avec un syndrome oral allergique
$ Age moyen

¥ Aucun seuil de réponse défini au début de I'étude
# Répondeurs: dose tolérée égale a 10 fois la dose initiale ou une dose de 5g
* Répondeurs: tolére un TPO de 750mg

2.2.4 Immunothérapie allergénique épicutanée (EPIT)

2.2.4.1 Historique de I'EPIT

Historiquement, le premier cas réussi dimmunothérapie allergénique épicutanée
(EPIT) a été rapporté en 1921 par Vallery-Radot P. L’objectif était de désensibiliser un
patient souffrant d’asthme causé par des allergénes d’origine équine. Le traitement a
consisté a appliquer de maniére répétée un allergéne de cheval sur la peau scarifiée
du patient (Vallery-Radot and Hangenau, 1921). Au cours des dernieres décennies,
différents protocoles d’EPIT ont montré des résultats intéressants pour désensibiliser
des allergies aux pneumallergénes (Blamoutier et al., 1959; Eichenberger and Storck,
1966; Palma-Carlos, 1967; Pautrizel et al., 1957; Senti et al., 2009a). En raison de
'augmentation des allergies alimentaires et des résultats imparfaits des traitements
par OIT et SLIT, le principe de 'EPIT a été transposé aux allergies alimentaires afin
de tirer avantage de ses atouts. En effet, I'épiderme étant non vascularisé, il limite la
dissémination systémique de l'allergéne et donc le risque de réactions allergiques

geénéralisées.

2.2.4.2 EPIT et allergie alimentaire

Ainsi, la premiére preuve de concept de l'efficacité de 'EPIT pour traiter 'allergie
alimentaire a été réalisée dans un modéle murin d’allergie a 'ovalbumine et I'arachide
(Mondoulet et al., 2009). L’allergene était administré par I'intermédiaire d’'un patch
Viaskin® développé par la société DBV Technologies (Montrouge, France). Le

traitement consistait en I'application répétée sur une peau intacte d’'un patch Viaskin®
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contenant 100ug d’allergéne, pendant 48h, hebdomadairement, pendant 8 semaines.
Ce traitement EPIT entraina une chute du taux d’IgE spécifiques, une augmentation
des 1gG2a, une baisse des cytokines de type 2 (IL-4, IL-5, IL-13) et une amélioration
des symptomes cliniques, lors d’un test d’hyper-réactivité bronchique. Le protocole
d’EPIT se montra aussi efficace que 'immunothérapie allergénique par voie sous-
cutanée (SCIT) pour les allergénes alimentaires testés, ainsi que pour deux

pneumallergénes contréles (pollen et acarien).

Ces expériences précliniques ont donc démontré la capacité d’EPIT a moduler la

réponse immunitaire et clinique face a des allergénes alimentaires.

2.2.4.3 Principe de ’EPIT utilisant la technologie Viaskin®

Le patch Viaskin® avait initialement été développé comme outil de diagnostic de
I'allergie au lait (Diallertest®). Le principe étant que I'application de I'allergéne sur la
peau induit une réaction inflammatoire locale retardée en 48-72h chez les patients
allergiques (De Boissieu et al., 2003; Nicolas Kalach, MD et al., 2005; Roehr et al.,
2001; Soury et al., 2005). Rapidement, I'idée d’appliquer de maniére répétée le patch
Viaskin® pour désensibiliser les patients allergiques a été mise en ceuvre. Le patch est

appliqué sur la zone interscapulaire chez I'enfant, et sur le bras chez I'adulte.
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Figure 12 : lllustration du patch Viaskin pour 'EPIT
A)Schéma du patch constitué d’'une chambre de condensation, d’'une couronne adhésive, d’'une membrane en
polyéthylene et d’un film respirant. B) Photo du patch appliqué sur le bras d’un individu.
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Le patch Viaskin® est constitué d’'une membrane de polyéthyléne de 11 mm de
diamétre entourée d’une couronne adhésive et recouvert par un film respirant,
transparent et adhésif (Figure 12). L’allergéne est déposé sur la membrane de
polyéthyléne par un électrospray qui pulvérise des couches de protéines homogénes,

fines et séches (Figure 13).

Flux régulé de
protéines en solution
Un liquide s"écoulant & vitesse constante dans un capillaire est

soumis 3 une haute tension électrique (supérieure 3 20000 volts).

— Capillaire L'électrospray permet de transformer ce ligquide chargé
Haute tension électriqguement en microgouttelettes et ensuite de les guider le

long des lignes du champ électrique sur le support du patch ol
elles séchent instantanément.

Quand les lignes du champ électrique sont dirigées vers le patch
Viaskin®, elles obligent les particules 3 se déposer directement et

uniguement sur le patch.
—— Masse électrigue

Figure 13 : Technologie pour déposer I'allergéne sur le patch.
Source : https://www.dbv-technologies.com/wp-content/uploads/2018/03/dbv_ddr 2017 complet visaamf-1.pdf

Lorsque le patch est appliqué sur la peau, il forme une chambre de condensation entre
la peau et la membrane de polyéthyléne ou I'allergéne est déposé. En raison de la
perspiration naturelle de la peau, de I'eau s’accumule alors dans la chambre de

condensation et induit la solubilisation de I'allergéne (Figure 14).

Figure 14 Schéma du fonctionnement du patch Viaskin® au cours d’'EPIT
Source : https://www.dbv-technologies.com/fr/viaskin-platform/

L’allergéne solubilisé entre alors en contact avec la peau et pénetre dans I'épiderme,
et dans une moindre mesure dans le derme, ou il peut étre pris en charge par les

cellules dendritiques (Figure 15 et Figure 16) (Dioszeghy et al., 2011).
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Figure 15: Prise en charge des molécules d’arachide par les cellules de Langherans sur un modeéle de peau
reconstruite humaine

Photo représentative de la prise en charge de la protéine d’arachide fluorescente (rouge) par les cellules Langérine+
(vertes) de I'épiderme d’un explant cutané humain (NativeSkin®) sur lequel a été appliqué un patch Viaskin®
contenant 250ug d’arachide pendant 24 heures. La couleur grise correspond au marquage DAPI des noyaux
cellulaires. (A) Vue globale de la reconstruction 3D. Le cercle blanc permet d’identifier une cellule qui co-localise le
marquage Langérine et I'arachide fluorescente. (B) Vue détaillée de cette cellule avec le marquage Langérine
(partie haute) ou le noyau (partie basse) colocalisée avec le marquage arachide (Source : www.genoskin.com)
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Figure 16 : Pénétration de I'arachide sur un modéle d’explant cutané

Image représentative d’explants cutanés avec les images fusionnées (premiere ligne) des marquages DAPI (gris),
CD1a (bleu), CD207 (vert) et arachide (rouge). La deuxieme ligne représente I'arachide (en noir). Les fleches
bleues ciblent I'arachide dans I'épiderme, les fleches oranges désignent l'allergéne colocalisé avec les cellules
CD1a+ (visible en noir sur la derniere ligne).

2.2.4.4 Etudes cliniques EPIT : efficacité, effets indésirables

Basé sur les résultats précliniques encourageants, le premier essai clinique en double
aveugle avec contrble placebo pour désensibiliser des enfants souffrant d’allergie au
lait a été réalisé en 2010 (Dupont et al., 2010). L’étude incluait 18 patients agés de 3
mois a 15 ans. Le traitement durait 3 mois et consistait en I'application d’un patch
Viaskin® contenant 1mg de poudre de lait écrémé, pendant 48h, trois fois par semaine,
sur la zone interscapulaire, sans préparation particuliére de la peau. Apreés traitement,
la dose cumulative tolérée lors du TPODACP était en moyenne 12 fois supérieure

comparativement au groupe placebo (1,77mL + 2,98mL a jour O versus 23,61mL *
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28,61mL a jour 90 (p=0,18). Les principaux effets indésirables étaient des
démangeaisons ou des eczémas au niveau du site d’application du patch : 19% et
15% des patchs appliqués dans le groupe traité et placebo, respectivement, ont
déclenché une réaction locale indésirable. Des symptémes gastro-intestinaux n’ont été
rapporté que pour 3% de I'ensemble des patchs appliqués (cumulés) dans le groupe
traité contre 0% dans le groupe placebo. Cette premiére étude clinique a donc montré
une amélioration clinique conférée par I'EPIT, et une trés faible incidence d’effets

secondaires systémiques.

Suite aux premiers essais cliniques d’EPIT pour I'allergie au lait indiquant une bonne
observance et tolérance au traitement des patients (Dupont et al., 2010; Rutault et al.,
2016; Spergel et al., 2020), des études cliniques pour l'allergie a I'arachide, connue

comme étant une allergie persistante, ont été mises en place.

Une étude de phase | incluant 100 patients agés de 6 a 50 ans démontra une bonne
tolérance et observance au traitement, avec une incidence similaire des effets
secondaires, principalement des érythemes ou démangeaisons cutanés dues au
patch, entre le groupe traité et placebo (Jones et al., 2016). Parmi les doses d’arachide
testées (20, 100, 250, 500 ug) et le temps d’application du patch sur une méme zone
(24 ou 48h), les auteurs recommandérent une application de 24H a 250 ug pour les
enfants (6-11 ans), 500ug pour les adolescents (12-17 ans) et 500 pg pour les adultes

(= 18 ans).

Par la suite, deux études cliniques de phase Il visant a montrer I'efficacité du traitement

et la dose optimale d’arachide ont été mises en place.

L’étude VIPES (“Viaskin® Peanut's Efficacy and Safety”) incluait 221 sujets (age
médian de 11 ans) pendant 12 mois, et comparait des doses d’arachide de 50, 100,
250 pg par patch (Sampson et al., 2017). Le paramétre principal de I'étude était le
pourcentage de répondeurs a 12 mois : un sujet répondeur est un patient qui passe
dépassant 1000 mg de protéine d’arachide. Cette étude démontra un taux de
répondeurs (50%) dans le groupe traité significativement plus élevé que dans le
groupe placebo (25%), mais uniquement avec la dose 250 ug par patch. Ce taux de
répondeurs était d’autant plus distinct dans le sous-groupe d’age 6-11ans (53,6%

traités versus 19,4% placebo). A noter que le sous-groupe adolescent/adulte ne
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présentait pas de différence significative. Aucun effet indésirable sévére n'a été
observé. Les effets indésirables fréquents étaient des réactions cutanées locales.

L’observance du traitement aprés 12 mois était de 97,6%.

En paralléle, 'étude CoFARG incluait 74 sujets sur 12 mois et compara les doses 100
et 250ug (Jones et al., 2017). Ici, un sujet était considéré répondeur au traitement s'il
ne développait pas de symptdbmes lors d'un TPODACP avec une dose 10 fois
supérieure a la dose initiale ou une dose de 5044 mg. Aprés 52 semaines, 79,8% des
patients traités (les doses 100 pg et 250 ug ont eu le méme effet) contre 14,4% du
groupe placebo ont répondu au traitement. Cet effet était également plus fort dans le
groupe 4-11ans versus >11 ans. Comme l'étude VIPES, les effets indésirables
majoritaires étaient des réactions locales cutanées. Le traitement corrélait avec une
augmentation des taux d’lgG4 spécifiques, du ratio IgG4/IgE et une tendance a la

baisse de I'activation des basophiles et des cytokines de type 2.
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Tableau 11 Sdreté et efficacité du traitement EPIT

(adapté de E. H. Kim & Burks, 2020)

Auteurs o, R Nombre ([Sujets avec|Sujets avec . .| Total des Abandons
) Modalité | Allergene . Sujets avec epi AE les plus communs
(années) (taux actif) AEs SAEs abandons | duesaux AEs
R Symptomes du site
Jones (2016) EPIT Cacahuete 80 75 0 0 3 3 . L
d'application local
R Symptomes du site
Jones (2017) EPIT Cacahuete 49 49 10 0 3 2 \ L
d'application local
Sampson Symptomes du site
P EPIT | Cacahuete 165 165 5 Indisponible 12 3 ymptome
(2017) d'application local
Fleischer R Symptomes du site
EPIT Cacahuete 238 227 10 22 25 4 . L.
(2019) d'application local
Persistance
Auteurs L, . Nombre Moyenne | Placebo? Dose temps de , .
] Modalité | Allergene . a . , . . Répondeurs dela Commentaires
(années) (taux actif) d'dges | (tauxratio)| d'entretien [traitement X o
désensibilisation
25,100,250
Jones (2016) EPIT Cacahuete 100 22 ans 0O (1:1:1:1) \moo‘tm 2 semaines n/d n/d Etude de phase 1b
Jones (2017) EPIT Cacahuete 49 8,2 ans O (1:1:2) 100, 250 ug 12 mois 11/24, 12/25 n/d Collaboration CoFAR
S 24/53, 23/56,
amPsON | epir | Cacahuete 165 11ans | O(1:1:1:1) | 50,100,250 pg | 12 mois /53, 23/ n/d Etude de phase 2b
(2017) 28/56
Fleischer . .
(2019) EPIT Cacahuéte 238 7 ans 0(2:1) 250 ug 12 mois 84/238 n/d Etude de phase 3

AE: effet secondaire ("adverse event")
SAE: effetsecondaire sévére ("severe adverse event")
N.D.:non disponible
S.U.: persistance de désensibilisation ("sustained unresponsiveness")
moy: moyenne

épi: épinéphrine

O : Oui
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Au vu de la slreté et de l'efficacité du traitement, un essai clinique de phase Il
(PEPITES, Peanut EPIT Efficacy and Safety) a été réalisé et publié en 2019. |l incluait
356 enfants allergiques a l'arachide et fixa comme paramétre de réussite le taux de
répondeurs aprés 12 mois de traitement par EPIT. Un patient étant considéré
répondeur lorsqu’il passait d’un seuil de tolérance de <10 mg a 300 mg, ou de 10-
300mg a >1000 mg. L'étude a montré un taux de répondeurs au traitement
significativement plus élevé (35,3%) comparativement au groupe placebo (13,6%)
(Fleischer et al., 2019). Néanmoins, cette différence de 21,7% [95% ClI, 12,4%-29,8% ;
p<.001] entre les deux groupes n’a pas atteint les exigences de lintervalle de
confiance (Cl, >15%), déterminé au début de I'étude clinique comme critére de

réussite.

A la suite de ces 12 mois de traitement, 141 patients ont poursuivi I'étude pendant
deux ans supplémentaires de maniére ouverte (levée du « double aveugle ») jusqu’a
un TPODACP (étude PEOPLE, « PEPITES Open-Label Extension ») (Fleischer et al.,
2020). Au 36°™ mois, 51,8% (73 sur 141) ont atteint une dose de réactivité = 1000mg
comparativement a 40,4% (57 de 141) au 12°™ mois. 75,9% (107 de 141) ont montré
une augmentation de leur dose tolérée comparativement a la période pré-traitement.
13,5% (19 de 141) ont toléré la dose maximale de 5444mg. La médiane de la dose
cumulée tolérée augmenta de 144 a 944mg. 18 patients ont réalisé un test de
persistance de la désensibilisation : au 38°™ mois, aprés 2 mois sans traitement,
77,8% (14 sur 18) ont maintenu une dose de réactivité = 1000mg. Les réactions
cutanées au niveau de la peau patchée était fréquentes mais diminuaient au fur et a
mesure du traitement. Aucun épisode nécessitant I'usage d’épinéphrine n’a été
observé pendant I'extension de I'étude clinique (du 12°™¢ au 36°™ mois). L'observance
du traitement a été de 96,9% et les abandons dues aux effets secondaires égales a
1%.

En paralléle de ces études cliniques, de nombreux mécanismes immunitaires de 'EPIT
utilisant la technologie Viaskin® ont été documentés dans différents modéles murins
d’allergie (Mondoulet et al., 2009; Mondoulet et al., 2012a; Mondoulet et al., 2012b).
Les résultats de ces publications sont décrits dans le chapitre « 2.3 Mécanismes de
I'ITA » et permettent d’apprécier les mécanismes possibles sous-jacents a I'efficacité

clinique chez ’'Homme.
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2.2.5 Comparaison des différentes voies de désensibilisation

Au vu des résultats des études cliniques réalisées avec OIT ou SLIT ou EPIT, il
apparait que chaque traitement présente des avantages et des limites qu’il est possible
de synthétiser ainsi : 'OIT semble offrir une meilleure efficacité de désensibilisation
mais induit un plus grand nombre d’effets indésirables assez contraignants. L'EPIT a
montré une trés bonne innocuité avec un faible pourcentage d’effets indésirables qui
sont majoritairement restreints a la peau ou est appliqué l'allergéne. En revanche,
I'efficacité de désensibilisation est plus faible que I'OIT. Enfin, la désensibilisation par
SLIT semble se situer entre les deux avec une moindre efficacité qu’OIT mais des

effets secondaires moins sévéres et moins fréquents.

Néanmoins, la variabilité de durée des protocoles, de la dose de maintenance ou utilisé
pour le test de provocation limite une comparaison formelle des différentes voies

d’administration.

Tableau 12 Comparaison des protocoles d’OIT, SLIT et EPIT pour I'allergie alimentaire
(adapté de Dantzer & Wood, 2019)

Voie de Bénéfice Limites Commentaires
'immunothérapie
Orale La plupart des patients Fort taux d’effets Utilisé a I'hopital pour les
tolérant le traitement secondaires. allergies au lait, a I'ceuf.
peuvent étre désensibilisés. Changements Désensibilisation avec des
>60% de désensibilisation immunologiques gélules d’extrait d’arachide
Persistance de la peuvent étre commercialisé depuis
désensibilisation validée a 1 temporaires janvier 2020 (Palforzia®).
mois.
Sublinguale Bien tolérée. >60% de Persistance de la Etudes pour I'arachide, le
désensibilisation désensibilisation lait, la noisette, les fruits.
a démontrer.
Epicutanée Tres bien tolérée. >30% de Désensibilisation | Etudes pour I'ceuf, le lait et
désensibilisation modérée par I'arachide.
Persistance de la rapport a OIT et Patch Viaskin® en cours de
désensibilisation validée a 1 SLIT développement.
mois.
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2.3 Mécanismes immunitaires de I'immunothérapie
allergénique (ITA)

Comme évoqué précédemment, 'immunothérapie allergénique, est un traitement qui

vise a réinduire une tolérance chez le patient (désensibilisation). Cela nécessite donc

une modulation de la réponse immunitaire déja en place chez le patient allergique tant

au niveau cellulaire qu’humoral. De nombreux mécanismes prenant place au cours

des ITA ont été décrits. lls peuvent se résumer ainsi :

Induction et activation de LT régulateurs,

Anergie, délétion ou déviation du profil cytokinique des LT effecteurs,
Induction de LB régulateurs,

Déviation de la réponse anticorps,

Inhibition des mastocytes et basophiles,

2 o

Inhibition des cellules dendritiques.

La majorité des observations ou démonstrations concernant ces mécanismes
immunologiques proviennent d’études cliniques et précliniques utilisant des protocoles
de désensibilisation par voie sous-cutanée (SCIT), sublinguale (SLIT) ou orale (OIT),
pour le traitement d’allergies respiratoires ou aux venins d’hyménoptéres. Il s’agit donc
de présenter ici les mécanismes généraux liés a I'efficacité de la désensibilisation, puis
de préciser les mécanismes immunitaires communs ou spécifiques au traitement par

EPIT de l'allergie alimentaire.
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Figure 17 Mécanismes immunitaires associés a I'I'TA

L’ITA induit des modulations de la réponse lymphocytaire T et B, ainsi que des compartiments de I'immunité innée
(cellules dendritiques, cellules lymphoides innées). L’ensemble de ces mécanismes est associé a une hausse des
IgG (hausse des IgE a court terme) et une baisse de la réponse Th2 qui concourent a limiter la réactivité cellules
effectrices des symptémes allergiques (mastocytes, basophiles, éosinophiles).

2.3.1 Lymphocytes T régulateurs

Les LTrec sont les cellules essentielles de I'équilibre entre les réponses immunitaires
effectrices et ’'homéostasie. Leur absence ou un défaut de leurs fonctions peuvent
conduire a des maladies auto-immunes ou I'apparition d’allergies (Grant et al., 2015;
Grindebacke et al., 2004; Ling et al.,, 2004). Un des mécanismes majeurs de la
désensibilisation repose sur l'induction et I'activation de LTrec au cours de I'I'TA. En
effet, de par leurs fonctions inhibitrices multiples, les LTrec vont permettre de limiter la
réactivation de lI'ensemble des autres cellules immunitaires telles que les LT
conventionnels (naifs ou mémoires), les LB, les DC, les granulocytes ou les

mastocytes, basophiles.
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En ce sens, il a été montré qu’une désensibilisation par SCIT de patients allergiques
aux acariens induisait I'activation de LTrec (FoxP3+Helios+IL-10+) spécifiques de
I'allergéne Der p 1 (Boonpiyathad et al., 2019a). Egalement, aprés 1 an de traitement
par SCIT pour une allergie au pollen, le nombre de LTrec CD25+IL-10+ circulants dans

le sang (PBMC) était augmenté (Francis et al., 2003).

En comparant 67 patients allergiques aux acariens (Der p et Der f) aprés 1 an de
traitement SLIT ou SCIT, une étude montra que les deux traitements augmentaient le
nombre de LTrec CD4+CD25+Foxp3+ (Xian et al., 2020).

En outre, l'efficacité d’'un traitement par SLIT aprés 24 mois, chez des patients
allergiques aux acariens corrélait avec I'induction de LTrec (FoxP3+CD25+CD127low)
capables d’inhiber in vitro la prolifération et la production de cytokines par les
lymphocytes T spécifiques effecteurs (CD25-CD127hi) via le TGF-B (O’Hehir et al.,
2009). Une autre étude révéla que les LTrec induits et détectés dans les cellules du
sang (PBMC) au début du traitement SLIT (aprés 4 semaines) avaient une capacité
suppressive dépendante de I'lL-10 (Bohle et al., 2007). De plus, les LTrec induits par
SLIT peuvent présenter un phénotype particulier qui renforce leur capacité
suppressive, notamment via I'expression du récepteur inhibiteur PD-L1 (Palomares et
al., 2018) ou du récepteur du complément CD46 pour certains Tr1 (Tsai et al., 2014).
Une immunothérapie contre l'allergie au pollen a également démontré que les LTrec
induits pouvaient s’accumuler dans la muqueuse nasale, dont 20% était IL-10+
(Radulovic et al., 2008). Enfin, un traitement SLIT pour la double allergie aux acariens
et au pollen de graminées (Phleum pratense) démontra une induction de LTrec
mémoires (FoxP3+CD25"CD127'°“CD45R0+) avec une hypométhylation des sites
CpG du locus FoxP3, démontrant la stabilité de leur phénotype régulateur (Swamy et
al., 2012).

Concernant I'OIT pour l'allergie a I'arachide, des LTrec Foxp3+ qui présentaient une
hypométhylation du locus FoxP3 comparativement aux sujets non traités étaient
détectés (Syed et al., 2014).

Dans le cadre d’immunothérapie aux venins d’abeilles, il a également été observé
l'induction de LTrec spécifiques de 'allergene (détectés par l'utilisation d’'un tétramere
HLA-DR 1*1501 couplé a un peptide Ves v 5), producteurs d’IL-10 et partageant un

précurseur clonotypique commun avec des LT conventionnels (LTconv) de type 2
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(producteurs d’IL-4). Ceci suggére une conversion de LTconv en LTrec au cours du
traitement, comme déja observé in vitro en présence de TGF-[3, acide rétinoique et
rapamycine, ou ex vivo au cours d’OIT (Abdel-Gadir et al., 2018; Aslam et al., 2010;
Kim et al., 2010).

En résumé, I'immunothérapie allergénique augmente le nombre de LTrec spécifiques
dont les fonctions suppressives dépendent en partie du TGF-$ et de I'lL-10 (Jutel et
al., 2003).

L’IL-10 est une cytokine avec un effet pléiotrope de par I'expression large de son
récepteur IL-10R. Sa fixation active la voie JAK1/STAT3 et le facteur de transcription
SOCS3 inhibant la voie des MAPK et donc la production de cytokines inflammatoires
et/ou la prolifération des cellules cibles (Tableau 13). Ainsi, I'lL-10 permet d’induire
I'anergie des lymphocytes T au cours des ITA tout en favorisant en paralléle I'induction
de LTrec IL-10+ renforgant ainsi son action (Akdis and Blaser, 2001). De plus, il a été
montré chez la souris que I'lL-10 peut inhiber la dégranulation mastocytaire
(Palaniyandi et al., 2004). A noter que les LTrec peuvent également inhiber
'expression du FceRI et la dégranulation du mastocyte par contact cellulaire
indépendamment de 'lL-10 et du TGF-B (Gri et al., 2008; Kashyap et al., 2008). Enfin,
bien que les propriétés anti-inflammatoires de I'lL-10 soient clairement établies, cette
cytokine peut au contraire augmenter la dégranulation mastocytaire aux IgE et
participer au développement de I'allergie alimentaire chez la souris (Polukort et al.,
2016). Il convient donc d’étre prudent et d’évaluer son réle en fonction du modele
utilisé.

Le TGF-B est également une cytokine a effet pléiotrope qui peut se fixer sur les
récepteurs TGF-BRI/II présents sur de nombreuses cellules (Tableau 13). La fixation
du TGF-B active alors la voie canonique des protéines Smad ou la voie non canonique
indépendante des Smad, toutes deux aboutissant a I'expression de différents genes
selon le type cellulaire : Le TGF-3 va par exemple augmenter I'expression de FoxP3
et inhiber I'expression de cytokines inflammatoires ou de molécules cytotoxiques par

les lymphocytes effecteurs.

81



Tableau 13 Fonctions de I'lL-10 et du TGF-8
(adapté de M. Akdis & Akdis, 2014)

Type Cellulaire IL-10 TGF-B
Inhibe de la maturation des DC: réduction de Favorise le développement des cellules de
|'expression du CMH-Il et des molécules de Langerhans
. costimulation Inhibe la maturation des DC et la présentation
DC immatures . . . Lo .
Inhibe la présentation antigénique aux LT antigénique
Inhibe la sécrétion des cytokines pro- Diminue I'expression des récepteurs FceRl a la
inflammatoires surface des cellules de Langerhans
Inhibe les lymphocytes T effecteurs spécifiques de

Inhibe la prolifération, différenciation et la

|'allergene .
Lymphocytes T Bloque les voies de costimulation B7/CD28, ICOS, fonct.|0n des LTu1 et LTn2
ot CD2 Favorise les LTge et LTy17

Inhibe la prolifération des lymphocytes B
Induit I'apoptose des LB immatures ou naifs
Inhibe la plupart des changements de classe

des immunoglobulines

Améliore la survie
Favorise la production d'lgG en particulier les
IgG4

Lymphocytes B et
immunoglobulines

Réprime la production d'IgE spécifiques de

IgE N Réprime la production d'IgE spécifiques
g I'allergene P P gt sp q
Augmente |'expression de Foxp3
LTrec CD25*FOXP3* Effet indirect sur leur génération Favorise la génération des LTrec Foxp3
inductibles en périphérie
LT1 (IL-10+) Favorise Il'induction des LTgeg IL-10+ Peut favoriser la synthese d'IL-10
Inhibe les fonctions effectrices et de
. . . hagocytose, incluant la production de
Monocytes Inhibe la production de cytokines pro- P 'g y . P . .
. . . . NI cytokines inflammatoires et la présentation
/Macrophages inflammatoires et la présentation antigénique -
antigénique
Favorise le chimiotactisme
Eosinophiles Inhibe la survie et la production de cytokines Chimio-attractif pour les éosinophiles
Favorise le chimiotactisme
Inhibe I'activation des mastocytes incluant la Effets variables sur les autres fonctions
Mastocytes . . e , . .
production de cytokines Pourrait inhiber I'expression des récepteurs
FceRl

Inhibe la production de chimiokines et de

. . . Chimio-attractif pour les neutrophiles
cytokines pro-inflammatoires

Neutrophiles

Plus récemment, une étude a montré qu’une population de LTrec CD4+CD25+IL35+
était induite chez des patients traités par SLIT comparativement au groupe contréle.
L’IL-35 promouvait la différentiation de LT naifs en LTrec IL-35+, et au contraire
inhibait la différentiation des LT naifs en LTconv de type 2, ainsi que la production d’IgE

spécifiques par les LB (Shamiji et al., 2019a).

En plus des cytokines sécrétées, les LTrec peuvent inhiber les cellules de leur
environnement grace a des récepteurs inhibiteurs tels que CTLA-4, LAG-3, PD-1, qui
se lient respectivement aux récepteurs CD80/86, CMH-II, PD-L1 présents notamment
a la surface des cellules dendritiques. De plus, le récepteur de I'lL-2 (CD25) qui est
fortement exprimé sur les nLTrec et les Tr1, permet de séquestrer I'IL-2 de
I'environnement et ainsi limiter I'activation et la prolifération des LTconv. Egalement,
au cours d’une immunothérapie intranasale dans un modeéle de rat souffrant d’allergie

respiratoire, il a été montré que les LTrec peuvent surexprimer les ectonucléotidases
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membranaires CD39 et CD73 produisant de I'adénosine anti-inflammatoire dans le

milieu environnant (Moitra et al., 2017).

Le role des LTrec dans I'efficacité des ITA est renforcé par des études réalisées dans
des modéles murins d’allergie. Le transfert de LT CD4+CD25+ spécifiques de
'ovalbumine dans des souris receveuses allergiques a I'OVA réduit I'hyper-réactivité
bronchique, le recrutement d’éosinophiles et 'expression de cytokines de type 2 dans
les poumons apres un test de provocation. Cet effet était dépendant de I'lL-10 induit
(Kearley et al., 2005, 2008). Egalement, dans un modeéle d’allergie & la crevette
(allergéne rMet e 1), I'I'TA a conféré une protection clinique aux souris allergiques, qui
était associée a l'induction de LTrec FoxP3+ dans les tissus lymphoides du tube
digestif (Leung et al., 2017). Le TGF-f est également nécessaire chez la souris pour
induire des LTrec et rendre les LTrec CD4+CD25+ immunosuppresseurs (Chen et al.,
2003; Huber et al., 2004). Enfin, les LTrec sont nécessaires pour la tolérance orale via
I'action du récepteur CTLA-4 qui se lie aux molécules CD80/CD86 exprimés sur les
DC (Krempski et al., 2019).

Ainsi, les LTrec activés lors de I'l'TA peuvent aussi bien inhiber 'expansion de LTconv,
participer a la baisse d’'IgE et 'augmentation d’lgG4 (Meiler et al., 2008), réprimer
I'activation mastocytaire ou encore inhiber la maturation des cellules dendritiques
(Oderup et al., 2006; Onishi et al., 2008). Tout cela participe a la mise en place d’'une

réponse tolérogéne protectrice.

2.3.2 Lymphocytes T effecteurs: anergie et déviation du profil
cytokinique
Chez les sujets allergiques, les LTconv arborent principalement un profil cytokinique
de type 2 (IL-4, IL-5, IL13) qui entretient la pathologie en favorisant la production d’'IgE
par les LB et I'activation des mastocytes, basophiles lors d’'un contact avec 'allergéne.
Du fait de l'induction de LTrec décrite précédemment, et leur capacité a inhiber ou
dévier le profil cytokinique des LTconv, plusieurs études ont analysé I'impact de I'I'TA
sur 1) le nombre de LTconv (délétion par apoptose), 2) 'anergie des LTconv et 3) la

modulation de leur profil cytokinique.

Délétion ou déviation du profil cytokinique
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Chez 'homme, une étude de désensibilisation aux graminées par SCIT et SLIT
démontra une amélioration clinique qui corrélait avec la baisse du nombre de LTconv
Th2a (CRTH2+CCR4+CD27-CD4+) (Scadding et al., 2017). Egalement, Wambre et
al. ont démontré que lors d’'une ITA aux graminées, les LTh2a spécifiques étaient
préférentiellement délétées sans affecter la proportion de LTh1/LTr1 (Wambre et al.,
2014). Les LTh2a sont une population particuliere de Th2 qui se définissent par le
phénotype = CRTH2+CD161+CD49d+CD27-CD45RB"°""CCR7"°“CD7"°% et sont
associés a la réponse allergique (Wambre et al., 2017). De méme, aprés 52 semaines
de traitement SLIT contre lallergie aux acariens, le nombre de LTconv Th2
(IL5+IL13+CD161+CD27-CD4+ et ST2+CD45RO+CD4+) était significativement
diminué (Ihara et al., 2018). D’autres études de désensibilisation par SLIT (allergie a
la pomme) ou par injection intradermique de peptides Fel d 1 (allergéne majeur du
chat) ont également montré une baisse du nombre de LTconv Th2, et une baisse de
I'expression du récepteur CRTH2 a la surface des LTconv, respectivement (Kitzmdiller
et al., 2019; Rudulier et al., 2019). A noter que le récepteur CRTH2 est un marqueur
des LTconv Th2 (aussi exprimé sur d’autres cellules), qui permet aprés interaction avec
la prostaglandine PDG2 de I'environnement, de stimuler la production de cytokines de
type 2 (Singh et al., 2017).

De maniere intéressante, une désensibilisation au lait par OIT a montré aprés 3 mois
que les LT CD4+ avaient dévié leur production d’lL-4 vers une production d’IFN-y
(Bedoret et al., 2012). Déja auparavant, il avait été observé une augmentation des
cellules T productrices d’'IFN-y, en réponse a des stimulations allergéniques réalisées
chez des sujets souffrant de rhinites allergiques traités par ITA. Egalement, Secrist et
al. ont démontré que la stimulation ex vivo spécifique des LT du sang induisait la
production d’IL-4 chez des patients non traités et d’'IFN-y chez des patients
désensibilisés aux acariens ou aux graminées (Durham et al., 1996; Secrist et al.,
1993). Une étude OIT pour I'allergie a I'arachide a aussi démontré 'augmentation de
la sécrétion d’IFN-y par les cellules mononuclées du sang périphérique (PBMC) (Jones
etal., 2009). Enfin, aprés 6 mois de traitement SLIT, les PBMC produisaient plus d’IFN-
vy et d'IL-10 en réponse a l'allergene Derp-1, comparativement a la période pré-
traitement (Cosmi et al., 2006). Cette déviation immunitaire des LT a également été
observé aprés désensibilisation aux venins d’hyménoptéres (Bellinghausen et al.,
1997; Schuerwegh et al., 2001).
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L’ensemble de ces études ne permettent pas d’établir formellement la proportion de
clones Th2 qui ont été éliminés et remplacés par des nouveaux clones (hypothéese du
remplacement), par rapport a des clones qui sont devenus anergiques ou ont changé
leur programme transcriptomique (hypothése de I'éducation) au cours de I'ITA.
Néanmoins, une étude préliminaire tirant avantage du séquengage des TCRaf au
cours de I'OIT suggeére que les deux phénoménes de délétion et d’éducation prennent
place, avec un léger avantage pour I'hypothése du remplacement (délétion), bien que
la significativité ne soit pas atteinte en raison du faible nombre de patients (Bégin and
Nadeau, 2015).

Anergie et épuisement (« exhaustion »)

L’anergie se définit par une non-réactivité et I'absence d’activation d’'une cellule malgré
un stimulus. L'épuisement (« exhaustion ») se caractérise par I'activation de la cellule
et I'acquisition d’un phénotype effecteur suivi par la mise en place d’'un phénotype
particulier limitant toute nouvelle activation, on parle alors de cellules épuisées. Chez
des patients allergiques a I'arachide traités avec succés par OIT, une étude a montré
I'apparition d’'une population de LTconv Th2 spécifiques anergiques, caractérisés par
la baisse de CD69/CD38/CD28/CD45RA, comparativement aux patients avant
traitement ou aux patients sains (Ryan et al., 2016). De la méme maniére, un
traitement OIT contre l'arachide a montré l'apparition de LT CD4+ spécifiques

anergiques uniquement chez les sujets répondeurs (Wang et al., 2020b).
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*  LTh2A (CRTH2+CD45R0O+)
+  LTfh2 (CXCR5+IL-13+)

Pré-traitement Post-traitement

* nlTreg (FoxP3+CD25+)

* ilTrl (FoxP3-CD25-IL-10+)
* iLTh3 (FoxP3-CD25-LAP+)
*  LTfr (CXCR5+FoxP3+CD25+IL10+)
+  LTh1 (IFN-y)

Figure 18 : Modulation des lymphocytes T au cours de I'I'TA
(adapté de Komldsi et al. 2020)

2.3.3 Lymphocytes T folliculaires régulateurs (LTrr)

Les lymphocytes T folliculaires régulateurs (LTrr) CD4+ Foxp3+ Bcl-6+ ont été
découverts assez récemment. lIs sont capables d’inhiber les LT folliculaires helpers
(LTrH) qui contribuent classiquement a I'activation des LB et a la production d’anticorps
(Chung et al., 2011; Linterman et al., 2011). Une étude récente a montré que le nombre
de LTrr circulants, et leur capacité suppressive étaient augmentés au cours d’'une
désensibilisation par SCIT chez des patients allergiques aux acariens souffrant de
rhinite allergique (Yao et al., 2019). Cependant, les LTer peuvent également participer
a la réponse IgE et la mise en place de l'allergie, via la production d’IL-10 ou d’'IL-13
(Gowthaman et al., 2019; Xie et al., 2020). Ainsi, 'impact de I'l'TA sur les LTrr et leur
réle exact pour la désensibilisation restent a explorer précisément (Schulten et al.,
2018).

2.3.4 Lymphocytes B régulateurs (LBreg)

Les LB au-dela de leur capacité a produire des anticorps peuvent également sécréter
des cytokines pro- ou anti-inflammatoires qui vont moduler la réponse immunitaire et
notamment les LTconv environnants. On parle alors de LB régulateurs (LBrec) dans le
cas ou ces LB participent a une réponse tolérogene : production d'lgG4 bénéfiques au
cours des ITA, production de cytokines anti-inflammatoires (IL-10, TGF-B, IL-35). Il

existe de nombreuses sous-populations de LBrec mais ils peuvent se classer en 3
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grands groupes : les cellules B1a-like (CD5+) chez la souris, et les cellules B10
(CD27+CD24") et BR1 (CD25+CD71+) chez I'homme. Les cellules BR1 IL10+
humaines en particulier correspondent aux LB producteurs d’lgG4 aprés

différenciation en plasmocytes (Van De Veen et al., 2013).

Dans un modéle murin d’allergie alimentaire, les LBrec ont montré leur capacité a
induire des LTrec via la production de TGF-3 et ainsi diminuer la réponse LTh2 et
protéger des symptémes allergiques (Liu et al., 2013b). Egalement, il a été montré que
les LB pouvaient produire de I'lL-10 nécessaire pour I'induction de LTrec FoxP3+ et la

prévention ou diminution de l'allergie a I'ovalbumine (Amu et al., 2010).

Chez 'homme, au cours de I'lTA, plusieurs études ont rapporté I'induction de Brec
spécifiques producteurs d’IL-10 et/ou d’lgG4 (Boonpiyathad et al., 2017, 2019b; Van
De Veen et al., 2013) alors que leur nombre est réduit chez les sujets allergiques (Kim
et al., 2016a).

2.3.5 Déviation isotypique des anticorps (IgE / IgG)

Les protocoles d’'ITA sont associés a une modulation des taux sériques d’IgE et d’'IgG
spécifiques de l'allergene au cours du traitement. En général, les IgE spécifiques
augmentent pendant les premiers mois du traitement puis diminuent a long terme vers
un niveau équivalent ou inférieur au taux initial (Blumberga et al., 2011; Scadding et
al., 2017; Vickery et al., 2014). En paralléle, les taux sériques d’lgG1 et IgG4 humains
(lgG1 et IgG2a chez la souris) specifiques augmentent fortement et participent a
l'induction de tolérance (Clinton et al., 1989; Cooke et al., 1935; Djurup et al., 1985;
Freidl et al., 2017; Hoffmann, 2016; Mdbs et al., 2012; Orgel et al., 2018; Santos et al.,
2015; Shamiji et al., 2019b). En effet, ils sont capables de se fixer sur les récepteurs
inhibiteurs aux Fcy (FcyRIla/llb) des mastocytes ou basophiles afin de limiter la
réactivation IgE-FceRI dépendante, mais également de capter directement 'allergéne
libre avant que celui ne se fixe sur les IgE (Cady et al., 2010; Kolfschoten et al., 2007;
Mothes et al., 2003; Zha et al., 2018). Un troisieme mécanisme protecteur semble
aussi conféré par les IgG : la fixation d’lgG spécifiques sur des mastocytes in vitro
conduit a I'internalisation des IgE de surface et a une moindre réactivité de ces cellules
(Uermdsi et al., 2014). L’étude de Burton et al., a démontré chez la souris que le
transfert d’lgG spécifiques au début de I'OIT prévenait I'élévation des IgE, de la

réponse Th2 et de I'anaphylaxie. (Burton et al., 2014). La co-administration d’lgG au
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cours de I'OIT favorisait la mise en place de la tolérance et I'inhibition de la fonction
des mastocytes via sa fixation sur le FcyRIlb (Burton et al., 2018a). Chez des patients
allergiques aux protéines de chat, une administration unique d’lgG spécifiques
bloquantes a réduit les symptémes allergiques aprés un test de provocation nasal
(Orengo et al., 2018). Les IgG induits par I'I'TA peuvent également limiter la fixation de
'allergéne sur les complexes IgE-CD23 a la surface des LB, évitant ainsi la

présentation antigénique facilitée (FAP) de l'allergéne aux LT (Wachholz et al., 2003).

De plus, la capacité fonctionnelle des IgG4 a inhiber la fixation des IgE sur le récepteur
CD23 (quantifié par test de compétition in vitro « IgE-FAB ») corréle avec I'amélioration
des symptdmes induits par I'lTA, contrairement au seul taux d’lgG4 spécifiques qui
n’est pas un bon paramétre pour prédire 'amélioration clinique (Huber et al., 2018;
Shamiji et al., 2012). Ce test d’inhibition pourrait ainsi étre développé comme potentiel

biomarqueur.

Outre les IgG4, une augmentation des IgG1, IgG2 spécifiques ont également pu étre
observés au cours de I'I'TA et leur contribution exacte reste a déterminer (Freiberger
et al., 2016). A noter que le répertoire des IgG1 et IgG4 spécifiques apres I'ITA est
différent et plus varié que celui des IgE. Les IgG peuvent ainsi théoriquement cibler
plus d’épitopes sur les allergénes et empécher la seule fixation des IgE sur un

allergene donné (Gepp et al., 2016; Subbarayal et al., 2015).

Le réle des complexes immuns circulants (IgE-Ag et IgG-Ag) formés au cours de I''TA
reste a explorer mais pourrait influencer la réponse immunitaire via la fixation au CD23
des LB (Eckl-Dorna et al., 2019; Meulenbroek et al., 2013), ou moduler la prise en
charge de I'allergéne par les DC (Rogala et al., 1992, 2004; Schuurhuis et al., 2002).

Enfin, des études récentes ont mis en évidence I'importance du niveau de sialylation
des IgE et IgG pour la réaction allergique. La sialylation est une modification post-
traductionnelle qui consiste en 'ajout d’un acide sialique sur un résidu glycane. Les
IgE spécifiques sialylés induisent une plus forte dégranulation des mastocytes et
basophiles humains in vitro et sont retrouvés préférentiellement chez les patients
allergiques, comparativement aux patients sains (Shade et al., 2020, 2015). De plus,
contrairement aux IgG faiblement ou non sialylés, il a été montré chez la souris que la
fixation d’lgG spécifiques sialylés sur les récepteurs inhibiteurs FcyRIlb augmentait en

retour I'expression de ce récepteur et inhibait plus efficacement les cellules cibles, tels
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que les LB, mastocytes et basophiles, régulant ainsi les réactions allergiques (Hess et
al., 2013; Oefner et al., 2012; Petry et al., 2020). L'induction d’lgG sialylés a également
été observé chez 'homme apres un traitement par SLIT ou SCIT (Caillot et al., 2017;
Oefner et al., 2012).

2.3.6 Désactivation des mastocytes, basophiles

La désactivation des mastocytes et basophiles (qui se traduit par une moindre
expression des récepteurs CD63 ou CD203c aprés activation) est un évenement
précoce observé en quelques jours lors des traitements par SCIT pour I'allergie au
venin d’hyménopteres, avant méme un changement des taux ou de la nature des
IgE/IgG circulantes (Caruso et al., 2018; Eberlein-Konig et al., 1995; Nagao et al.,
2008). Cette désactivation peut aussi étre observée aprés 3 ans de traitement SLIT ou
SCIT pour lallergie aux pollens et corréle avec [Iefficacité clinique de la
désensibilisation (Shamiji et al., 2015). Cela a également été constaté dés 3 mois d’OIT
pour lallergie a larachide, et cela semble prédire une maintenance de la
désensibilisation 1 mois aprés l'arrét du traitement (Patil et al., 2019). Une seconde
étude d’OIT a aussi montré que la désactivation des basophiles était associée avec
I'efficacité de désensibilisation et/ou une maintenance de la désensibilisation (Tsai et
al., 2020). Enfin, une troisieme étude d’OIT pour l'allergie a I'oeuf a montré une
désactivation des basophiles aprés 22 mois chez les patients répondeurs (Burks et al.,
2012). Néanmoins, il est a noter que la désactivation des basophiles ne correle pas
toujours avec l'efficacité de la désensibilisation ou avec la persistance de la
désensibilisation (Burks et al., 2012; Kim et al., 2018a).

Outre les changements opérants sur les immunoglobulines qui peuvent impacter
fortement la réactivité des mastocytes et basophiles, la désactivation de ces cellules
effectrices pourrait étre d0 a une plus forte expression des récepteurs inhibiteurs
FcyRIl comme observé pour les basophiles aprés 1 an d’'ITA (Lundberg et al. 2016a;
Lundberg et al. 2016b). De plus, 'augmentation rapide du récepteur de type 2 de
I'histamine (H2R) sur les basophiles réduit leur activation par la voie FceRI et peut
contribuer a leur désactivation précoce observée (Novak et al., 2012). Chez des
patients souffrant de rhinite allergique, I'I'TA peut également réduire linfiltration
d’éosinophiles et de mastocytes dans la muqueuse nasale (Nouri-Aria et al., 2005).

De maniére tres intéressante, la baisse de production d’histamine et de leukotriénes
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aprés I'ITA est en partie due a I'lL-10 et I'l[FN-y produits par les LT (Kobayashi et al.,
2019; Pierkes et al., 1999).

2.3.7 Cellules lymphoides innées

Les cellules lymphoides innées (ILC) sont des cellules immunitaires décrites assez
récemment. Contrairement aux lymphocytes T et B, elles n’expriment pas de
récepteurs antigéniques issus de réarrangement génique (TCR, BCR). Néanmoins,
elles possédent un ensemble de récepteurs « innés » capables de reconnaitre des
pathogenes. Une fois activées, les ILC pourront participer a la réponse inflammatoire
via des fonctions cytotoxiques et/ou la production de cytokines. Les profils
transcriptomique et cytokinique des ILC ressemblent a ceux des LT, et sont ainsi

utilisés pour classer les ILC en 3 sous-populations :

- ILC1 : cellules T-bet+ ; produisant des cytokines de type 1 ; avec une ontogénie
similaire aux cellules tueuses naturelles (« natural killer (NK) cells »)

- ILC2 : cellules GATA3+ ; produisant des cytokines de type 2,

- ILC3: cellules RORyt+ ; produisant des cytokines de type 17 et 22.

Les ILC2 qui ont un profil similaire aux LTh2 ont été associées au développement et

au maintien de l'allergie (Lombardi et al., 2016).

Au cours de I'ITA, le nombre d’'ILC2 (Lin-CD127+CRTH2+) dans le sang périphérique
était significativement diminué en comparaison du groupe non traité chez des patients
souffrant de rhinite allergique (Fan et al., 2016). Chez les patients traités, le nombre
d’ILC2 était alors similaire aux sujets sains. De la méme maniére, un traitement par
SCIT durant la saison des pollens diminuait le nombre d’ILC2 circulants
comparativement aux patients allergiques non traités (Lao-Araya et al., 2014). En
outre, chez des patients souffrant de rhinite allergique aux acariens, une troisieme
étude a montré que I'lTA diminuait la fréquence d’ILC2 et d’'ILC3 circulants, mais

augmentait la fréquence d’ILC1 chez les patients répondeurs (Mitthamsiri et al., 2018).

Enfin, une population d'ILC IL-10+ régulateurs (ILCrec) peuvent étre induits a partir
des ILC2 grace a l'acide rétinoique (Morita et al., 2019). Les ILCrec diminuent leur
expression de CRTH2 et de ST2 (marqueurs des ILC2) mais augmentent I'expression

du CD25 et CTLA-4. Leur participation a la désensibilisation reste a évaluer.
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2.3.8 Impact sur les monocytes, macrophages et cellules

dendritiques

L’ITA peut également moduler les cellules de I'immunité innée que sont les monocytes,

les macrophages et les cellules dendritiques.
Monocytes

Les monocytes sont des cellules mononuclées du sang d’origine hématopoiétique.
Elles se caractérisent par I'expression du récepteur CD14 et se répartissent en deux
catégories : les monocytes classiques (CD16+) et non-classiques (CD16-). La
particularité des monocytes réside dans leur capacité a infiltrer un tissu inflammatoire
et se différencier en macrophages ou cellules dendritiques (appelées moDC). Cette
différenciation est aussi possible a 'homéostasie en plus faible proportion afin de
régénérer les cellules dendritiques et macrophages d’un tissu (Geissmann et al.,
2010).

Chez des patients allergiques aux acariens traités par SCIT, il a été observé une
augmentation de la fréquence des monocytes et des cellules dendritiques myéloides
producteurs de TNFa, dans le sang. En paralléle, le nombre de cellules dendritiques
plasmacytoides diminuait tout en exprimant plus d’IFN-a par cellule. A noter que les
IgE fixées a la surface de ces trois types cellulaires augmentaient au cours du
traitement (Sousa et al., 2018). Une autre étude a montré que les monocytes
produisaient plus d’IL-12, 15 jours aprés le début d’'une désensibilisation au venin
d’hyménoptéres. Cette cytokine pro-Th1 peut étre responsable de la déviation
cytokinique des LT observée chez les patients traités, ou au contraire résultée de I'lFN-
v produit par les LTh1 induits par le traitement (Magnan et al., 2001). Les monocytes
CD14+ issus du sang sont également plus matures aprés 3 mois d’'ITA comme révélé
par une expression accrue de CD86 et leur capacité a produire de I'lL-10 in vitro (Hirata
et al., 2003).

Macrophages

Les macrophages sont des phagocytes qui peuvent capter tout antigéne ou allergéne
présent dans leur milieu. lls sont présents dans différents tissus, notamment les
muqueuses intestinales, orales, nasales et la peau. Chez la souris, au cours du

traitement par SLIT, une population ressemblant aux macrophages (CD11c-CD11b+)
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et possédant des propriétés tolérogénes (expression des récepteurs au mannose
CD206 et de I'enzyme rétinaldéhyde déshydrogénase 2) participent a l'induction de
LTrec (Mascarell et al., 2011). De plus, ils produisent de I'lL-12 lors d’un nouveau

contact in vivo avec I'allergéne (Hamid et al., 1997).
Cellules dendritiques

Les cellules dendritiques sont les cellules présentatrices d’antigéne par excellence qui
définissent le profil cytokinique et I'amplitude des réponses adaptatives. Leur
phénotype et leur fonction jouent donc un role essentiel dans la réorientation de la
réponse immunitaire en place au cours de I'l' TA. A ce titre, les sighaux de costimulation
au moment de la capture d’un antigéne (environnement inflammatoire ou tolérogéne :
ligands de TLR, cytokines) sont déterminants. Chez des patients sains ou traités par
ITA contre une allergie aux acariens, les moDC du sang exprimaient plus faiblement
le CD86, plus fortement les HLA-DR et TLR4, comparativement aux moDC de patients
allergiques. En outre, elles sécrétaient plus d’'IL-10 et moins d’'IL-12 apres stimulation
par LPS in vitro, (Angelini et al., 2011; Wang and Chuang, 2013). Concernant les DC
myéloides (mMDC) issues de précurseurs hématopoiétiques distincts des monocytes,
leur nombre était augmenté au cours d’une ITA au venin d’hyménoptéres, tandis que
celui des pDC était diminué (Dreschler et al., 2011). En outre, I'expression de
marqueurs de costimulation tels que CD86, CD40, TLR2 variaient au cours des 12
mois. L’expression de CD86 était augmentée a 12 mois alors que I'expression de
CD40 diminuait dans les heures suivant la premiére injection (50 heures) avant de
revenir au niveau initial aprés 12 mois. Les récepteurs TLR2 et FcyRIl (CD32)
diminuaient avec le traitement. Le récepteur TLR2 est connu pour favoriser une
réponse Th2, la diminution de son expression pourrait donc limiter I'activation de la
réponse Th2 pathogénique par les DC (Re and Strominger, 2001). Chez 'homme,
deux études transcriptomiques des cellules dendritiques au cours de I'I'TA ont permis
de définir certains marqueurs associés a I'efficacité de SLIT (durée de 4 mois) chez
79 et 80 patients allergiques aux pollens, respectivement (Gueguen et al., 2016;
Zimmer et al., 2012). En particulier, cing marqueurs étaient particulierement
augmentés dans les moDC sanguins des patients répondeurs comparativement au
groupe placebo : le récepteur du complément C1Q, la stabiline-1 (STAB1), le FcyRllla,

la chaine Iégére de ferritine (FTL), le polypeptide de transport d'anions organiques 2B1
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(SLCO2B1). Ces marqueurs étaient associés a un profil de DC régulatrices (DCRrea)

apres différenciation in vitro de moDC.

Pour conclure, I'I'TA permet de modifier le phénotype et les cytokines produites par les
monocytes, macrophages et cellules dendritiques vers un profil tolérogéne afin de
promouvoir des LTrec ou des LTconv de type 1.

2.3.9 Mécanismes d’action associés a EPIT

Il'y a encore 15 ans, la désensibilisation par EPIT était trés peu décrite. Depuis le
développement des protocoles EPIT utilisant les patchs Viaskin®, les mécanismes
immunitaires associés ont été explorés, en particulier dans des modéles précliniques

chez la souris.
Protection clinique

Les premiéres études précliniques ont démontré l'intérét et I'efficacité de 'EPIT pour
la désensibilisation chez des souris BALB/c sensibilisées a un ensemble d’allergénes
tels que I'arachide, I'ovalbumine, les acariens, le pollen (Mondoulet et al., 2009, 2011,
2012c). Le traitement EPIT était comparé en paralléle avec un traitement de référence
SCIT ou SLIT. Le traitement EPIT durait 8 semaines et consistait en I'application
hebdomadaire d’un patch contenant 100ug d’allergéne, pendant 48H, sur une peau
intacte (dépilée 24H au préalable). A la fin du traitement, un test de provocation par
inhalation de métacholine (dérivé de [I'acétylcholine) permettait de révéler
I'hyperréactivité bronchique qui était utilisé comme symptédme clinique de l'allergie
dans ces modéles. Le traitement EPIT diminuait significativement le score de réactivité
comparativement au groupe sensibilisé non traité et était aussi efficace que le
traitement de référence SCIT. Egalement, le recrutement d’éosinophiles dans
I'épithélium des bronches était diminué, quelque soit I'approche d’ITA (EPIT, SCIT ou
SLIT) comparativement aux groupes contrbles non traités. Ces résultats ont été
confirmés et approfondis dans des modéles d’cesophagite a éosinophiles ou d’allergie
alimentaire (Dioszeghy et al., 2014; Mondoulet et al., 2012b). Dans ce dernier cas,
I'efficacité du traitement était testée suite a un régime alimentaire de 10 jours contenant

I'allergéne (Dioszeghy et al., 2014).

Réponse anticorps (immunoglobulines)
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Dans les modéles murins d’allergie au pollen ou a I'ovalbumine, les taux d’anticorps
IgE spécifiques sériques augmentaient lors d’un traitement par EPIT (Mondoulet et al.,
2012c; Tordesillas et al., 2016) mais diminuaient lors des traitements par EPIT des
allergies a I'arachide (Mondoulet et al., 2019). Dans tous les cas, les IgG1 et IgG2a
circulants, ainsi que le ratio IgG2a/lgE augmentent avec le traitement. Ceci corréle
avec les observations faites chez 'homme ou le ratio IgG4/IgE augmentait avec le
traitement (Fleischer et al., 2019; Sampson et al., 2017) malgré une induction initiale
d’IgE spécifique. Néanmoins, la sensibilisation passive de souris naives par transfert
de sérum provenant de souris allergiques ou traitées par EPIT, induisait le méme
niveau d’anaphylaxie aprés un test de provocation oral. En outre, un test in vitro
d’activation des basophiles avec du sérum EPIT stimulait autant les basophiles que du
sérum allergique (Tordesillas et al., 2016). Ceci démontre que les IgG induits par EPIT
ne sont pas suffisantes, ou doivent opérer sur une période relativement longue, pour
conférer la protection clinique. La nature des IgE et IgG (niveau de sialylation, avidité)

au cours d’EPIT reste également inconnue a ce jour.
Réponse cytokinique

La déviation de la réponse des lymphocytes T est un phénoméne largement observé
au cours des désensibilisations décrites préecédemment. La réponse cytokinique a
donc été mesurée aprés réactivation spécifique in vitro de splénocytes et démontrait
une chute des cytokines de type-2 (IL-4, IL-5, IL-13) uniquement dans les groupes
traités. La chute des cytokines de type 2 était également observable localement au
niveau des tissus bronchiques 48h aprés le test de provocation (Mondoulet et al.,
2012c). En outre, il était aussi observé une baisse de la réponse IFN-y et IL-10,
contrairement aux observations faites dans les modéles SCIT, SLIT, OIT. Les
mécanismes impliqués, a savoir, I'anergie, la délétion clonale ou la plasticité
cytokinique des LT restent a explorer. En revanche la production de TGF- semblait
augmenter (Mondoulet et al.,, 2012c). Le TGF-B était nécessaire pour la
désensibilisation induite par EPIT et pour protéger contre I'anaphylaxie suite a un test

de provocation oral (Tordesillas et al., 2016).
Lymphocytes T régulateurs

En parallele du remodelage cytokinique, le traitement par EPIT induit des LTrec
CD25+FoxP3+ ou LAP+ et/ou producteurs d’'IL-10 (Dioszeghy et al., 2016). Les LTrec
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CD25+FoxP3+ apres EPIT, OIT, SLIT, expriment plus fortement le récepteur CTLA-4
comparativement au groupe contréle non traité. Parmiles LTrec FOxP3+, c’est a la fois
la proportion des LTrec effecteurs (CD44MNCD62L-) et naifs (CD44'°CD62L+) qui est
augmentée par EPIT. Des expériences utilisant des anticorps bloquants in vitro ont
montré que CTLA-4, contrairement a I'lL-10, semble nécessaire pour la diminution de
la réponse Th2 induite par EPIT (Dioszeghy et al., 2016). De plus, en comparaison
des souris traitées par OIT, SLIT ou non traitées, les LTrec (CD4+CD25+FoxP3+)
aprés EPIT peuvent surexprimer un large panel de récepteurs de chimiokines
permettant une localisation dans tous les tissus comparativement aux LTrec de souris
allergiques: augmentation de CCR4 (cceur, poumons), CCR6 (intestin et peau),
CXCRS3 (peau), CCR3 (cceur, poumons), CCR8 (peau), CLA (peau), CCR9 (intestin).
Les LTr1 et LTrec FoxP3+ induits par EPIT persistaient 8 semaines aprés arrét du
traitement, contrairement a I'OIT et SLIT (Dioszeghy et al., 2016). Des expériences de
transfert adoptif ont montré que la capacité suppressive des LTrec aprés EPIT
(inhibition de cytokines 1L5/13/10/IFN-y produites par les LTconv ou inhibition du
recrutement d’éosinophiles) était conservé jusqu’a 8 semaines apres arrét du
traitement, contrairement aux souris non traités, OIT et SLIT. Enfin, les LTrec s’avérent
nécessaires pour l'efficacité d’EPIT puisque la déplétion par anticorps anti-CD25
bloque I'amélioration clinique et immunologique conféré par EPIT. Inversement, le
transfert de LT CD4+CD25+ ou CD4+LAP+ dans des souris allergiques prévient
I'apparition de symptémes, respectivement, lors d’'un régime contenant l'allergéne ou

un test de provocation oral (Dioszeghy et al., 2014; Tordesillas et al., 2016).
Protection non-spécifique et persistance de la désensibilisation

Une étude a également montré que la désensibilisation par EPIT de souris BALB/c
allergiques au lait, protégeait d’'une future sensibilisation a I'arachide ou aux acariens
(Mondoulet et al., 2015). Comme présenté préecédemment, 'EPIT augmentait les IgG1,
IgG2a spécifiques au détriment des IgE, induisait des LTrec et diminuait la réponse
cytokinique (1L4/5/13/10/IFN-y) des splénocytes réactivés in vitro. De plus, le transfert
des LTrec (aprés EPIT au lait) dans des souris naives suffisait a protéger d’'une néo-
sensibilisation a un autre allergéne comme démontré par la réduction de I'anaphylaxie
(chute de température) lors d’un test de provocation a I'arachide par voie intraveineuse
(faisant suite a la phase de sensibilisation). Une augmentation de la méthylation du

promoteur de GATA-3 (facteur de transcription de la réponse cytokinique de type-2)
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dans les splénocytes aprés EPIT était observée. Cette méthylation était maintenue
aprés la seconde phase de sensibilisation (au nouvel allergéne). Ces résultats
suggeérent que I'empreinte épigénétique des splénocytes (dont les LTrec) confére une
protection a moyen/long terme contre le développement d’'une réponse allergique de
type 2. Effectivement, une étude plus récente a démontré que I'hypermétylation de
Gatag3 et 'hypométhylation de FoxP3 était associé a une protection maintenue dans le
temps et a une protection non-spécifique de l'allergéne (« by-stander ») chez des
souris allergiques a I'arachide (Mondoulet et al., 2019). L’hyperméthylation de Gata3
se retrouvait dans les LT CD4+ Th2 (IL-4+) aprés tri cellulaire. L’hypométhylation de
FoxP3 et le pouvoirimmunosuppresseur était détenu par les LTrec CD25+CD62L+ qui
sont décrits comme des LTrec avec de trés fortes capacités immunosuppressives
(Ermann et al., 2005; Fu et al.,, 2004; Lange et al.,, 2011). Cette persistance de
désensibilisation induite par EPIT s’observe également cliniquement par une moindre
anaphylaxie lors d’'un test de provocation orale, contrairement a I'OIT (Tordesillas et
al., 2016). Il est a noter que I'effet de protection non-spécifique a aussi été observé
dans un modéle d’inflammation intestinale ou des LTrec (FoxP3+ ou LAP+) induits par
EPIT protégeait contre une inflammation stérile via notamment le TGF- (Dunkin et al.,
2017).

Préparation de la peau et cellules dendritiques cutanées

La protection clinique et 'ensemble des mécanismes immunitaires décrits ci-dessus
dépendent de deux facteurs en amont : 'homéostasie de la peau ou le patch est
appose, ainsi que les cellules dendritiques cutanées qui capturent 'allergéne pour le

présenter au systeme immunitaire.

En effet, une étude a montré que lefficacité d’EPIT était dépendante d’'une peau
intacte. La rupture de la barriere cutanée par tape-stripping prévenait la
désensibilisation et renforgait la réponse IgE spécifique, la réponse cytokinique de type
2 (IL-4/-5/-13), empéchait la hausse du pourcentage de LTrec FoxP3+, et augmentait
le relargage d’histamine aprés un test de provocation oral, comparativement au groupe
traité par EPIT sur une peau intacte (Mondoulet et al., 2012a). A noter qu’avec une

peau intacte, I'arachide du patch était indétectable par ELISA dans le sang.

L’étude de Dioszeghy et al. de 2011 a montré que 6H aprés I'application d’'un patch

contenant de I'ovalbumine fluorescente, les cellules dendritiques de I'épiderme et du
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derme étaient capables de prendre en charge l'allergéne et de migrer dans les
ganglions lymphatiques drainants. Le pic de migration était observé a 24-48H. De
maniére intéressante, la prise en charge de l'allergéne par les DC et leur migration
étaient significativement plus élevées chez des souris allergiques comparativement a
des souris naives. Cela suggére que I'immunité déja en place (anticorps, cytokines,
LTerrmem, LTreg) pourraient influer sur le comportement des DC comme cela a déja
été démontré dans d’autres modeles de pathologies inflammatoires comme la

dermatite atopique (Guttman-Yassky et al., 2019).

Une étude plus récente a montré qu’aprés l'application d’'un patch chez une souris
naive, la prise en charge de l'allergéne par les cellules dendritiques dermiques se
faisaient essentiellement au niveau des follicules pileux (Tordesillas et al., 2018). Les
cDC2 CD11b+ PDL2+ en particulier étaient nécessaires pour la présentation
antigénique aux LT CD4+ et I'activation de LTrec LAP+. Néanmoins, ces mécanismes
peuvent étre différents dans un modele allergique et évoluer avec I'application répétée

de l'allergéne.

Afin de mieux comprendre le role potentiel des DC cutanées au cours d’EPIT, il
convient de présenter I'état de 'art sur celles-ci en termes d’ontogénie, de phénotype

et fonctions.

3 Les cellules dendritiques cutanées : interface

entre 'allergene et la réponse adaptative

3.1 Généralités sur les DC

Les cellules dendritiques ont été décrites dans les années 1970 par Ralph Steinman
et Zanvil Cohn (Steinman and Cohn, 1973; Steinman et al.,, 1974). Les cellules
dendritiques sont des cellules présentatrices d’antigéne professionnelles de
'organisme. Elles patrouillent dans les tissus périphériques et le sang et sondent en
permanence les antigénes de leur environnement. Elles peuvent induire une réponse
adaptative effectrice en cas de détection d’'un antigéne pathogénique ou d’un allergéne
associé a des signaux de danger (Willart and Hammad, 2010). La nature de I'antigéne
et 'environnement de la DC lors de la prise en charge de I'antigéne sont déterminants

pour son activation et la réponse immunitaire induite. En effet, les DC possédent un
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ensemble de récepteurs qui permettent la détection de motifs exprimés par les
pathogénes microbiens (appelés « pathogen-associated molecular patterns » ou
PAMP), ou qui sont libérés suite a un stress ou a la destruction de cellules saines de
I'organisme (appelés « damage-associated molecular patterns » ou DAMP) (Tableau
14). De ce fait, un allergéne tel que Der p 2 qui posséde une structure analogue au
LPS bactérien peut activer directement les DC via leur récepteur TLR-4 (Hammad et
al., 2009). Aussi, les récepteurs CD206 ou CD209 a la surface des DC servent a
internaliser les allergénes de cacahuéte et induire une réponse adaptative de type 2
(Cabanillas et al., 2018; Royer et al., 2010; Shreffler et al., 2006). De la méme maniére,
'environnement inflammatoire participe a I'activation des DC (Renz et al., 2018). Les
kératinocytes peuvent par exemple sécréter de I'lL-33 ou de la TSLP en réponse a un
stress, ce qui permet en cascade I'expression du récepteur OX40L sur les DC
cutanées. La capture d’'un antigéne et I'engagement des PAMP/DAMP induit la
maturation (forte expression membranaire du CMH-II, et des récepteurs CD80/86,
CCRY7), et la migration des DC vers les ganglions lymphatiques ou elles vont (ré)-
activer des LT spécifiques naifs ou mémoires vers un profil de type Th1, Th2, Th17,
Trec... (Ebner et al., 2007; Guttman-Yassky et al., 2007, 2019; Ito et al., 2005;
Murakami-Satsutani et al., 2014; Soumelis et al., 2002; Wang et al., 2006; Watanabe
et al., 2005).

Tableau 14 : Récepteurs de danger exprimés par les DC.
Adapté de (Willart and Hammad, 2010)

Récepteurs et motifs moléculaires associés aux pathogenes (PAMP)

Famille de récepteurs Exemples
Récepteurs Toll-like (TLR-1 a 10) TLR-1a 10
Récepteurs intracellulaires Récepteurs NOD-like , TLR-3, 7,9
Récepteurs lectines de type C (CLR) Dectin-1, -2, DEC205, BDCA-2, récepteur au
mannose
Récepteurs RIG-I-like MDAS, LGP
Récepteurs activés par les protéases PAR 1-3

Récepteurs et motifs moléculaires associés aux dommages cellulaires (DAMP)

Récepteurs du complément hCR1, hCR2, hCR3, mC3aR, mC5aR
Récepteurs des prostaglandines DP1, EP2, EP4, IP
Récepteurs des neuropeptides NK1, CGRPR
Récepteurs purinergiques P2X, P2Y
Récepteurs de HMGB1 RAGE
Récepteurs des protéines "heat-shock" CD14, CD36, CD91
Récepteurs de cytokines TSLP-R, IL-1R, GM-CSF-R, IL-33R, IL-25R
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Les DC assurent également une tolérance immunitaire permanente vis-a-vis des
antigénes du soi ou des antigenes exogenes inoffensifs. A I’homéostasie, les DC sont
immatures. Elles expriment peu de molécules de CMH-II a leur surface (Pierre et al.,
1997) et sécretent des cytokines anti-inflammatoires telles que le TGF-B, I'lL-37 et/ou
'IL-10 (Guttman-Yassky et al. 2014). Lorsqu’elles captent un antigéne environnant en
absence de signaux de danger, elles acquiérent un phénotype semi-mature,
tolérogéne (Albert et al.,, 2001; Clausen and Kel, 2010). Ceci se traduit par une
mobilisation des complexes CMH:peptide depuis les endosomes/lysosomes vers la
membrane cellulaire (Chow et al., 2002), et I'expression modérée de molécules de
costimulation (CCR7, CD80, CD86) (Hintzen et al., 2006; Ohl et al., 2004). Les DC
CCRT7+ peuvent alors migrer vers les ganglions lymphatiques drainants et présenter
'antigéne sur les molécules du CMH-I ou CMH-II aux LT spécifiques. Dans ces
conditions, les DC activent des LTrec, et en paralléle entrainent 'anergie et/ou la
délétion des LT spécifiques conventionnels (Bonifaz et al., 2002; Hawiger et al., 2001;

Hemmi et al., 2001). Ceci permet d’assurer un phénomeéne de tolérance périphérique.
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Figure 19 : Profil tolérogéne d’une cellule dendritique (adapté de Guttman-Yassky et al., 2019)

Une cellule dendritique tolérogene exprime faiblement les récepteurs de costimulation (CD86, CD40, CD80...) et
exprime au contraire fortement des récepteurs inhibiteurs tels que PD-L1 (ligand de PD-1 exprimé par les LT),
DCIR (famille des lectines de type C) ou ILT3/ILT4 (capables d’interagir avec le CMH-I). L’ensemble des voies
intracellulaires activées conduit au relargage de molécules anti-inflammatoires limitant I'activation de LT effecteurs
au profit de LT régulateurs.
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3.2 Classification des cellules dendritiques

Depuis une vingtaine d’années, avec l'utilisation de modéles murins transgéniques, de
la cytométrie de flux (FACS) ou de masse (CyTOF) et I'essor du séquencgage en cellule
unique, de nombreuses études ont contribué a résoudre I'hétérogéneéité des cellules
dendritiques, et a les classer en fonction de leur ontogénie, de leur phénotype, et des
fonctions qui leur sont associées (Anderson et al., 2020; Bosteels et al., 2020; Bourdely
etal., 2020; Brown et al., 2019; Cytlak et al., 2020; Guermonprez et al., 2019; Guilliams
et al., 2014a, 2016; Kashem et al., 2017; Lim et al., 2020; Merad et al., 2013; Moutel
et al., 2020; See et al., 2017; Vendelova et al., 2018). Les études des cellules
dendritiques réalisées chez 'lhomme et la souris et dans de nombreux tissus tels que
le sang, les ganglions lymphatiques, lintestin ou la peau ont permis d’avoir un
panorama large de I'hétérogénéité des DC. Les principales populations décrites chez
la souris ont leur équivalent chez 'homme malgreé I'existence de certaines spécificités
phénotypiques ou fonctionnelles (Anderson et al., 2020; Guilliams et al., 2014a; Shay
et al., 2013).

Dans la peau, trois populations principales de DC résidentes ont été décrites a

’'hnoméostasie :

- Les cellules de Langherans
- Les DC conventionnelles de type 1 (cDC1)
- Les DC conventionnelles de type 2 (cDC2)

Dans certaines conditions inflammatoires ou pathologiques, ces populations peuvent
acquérir un phénotype différent, et d’autres DC peuvent également infiltrer le tissu

cutané et participer a la réponse immunitaire :

- Les DC dérivées de monocytes (mo-DC)

- Les DC plasmacytoides (pDC)

Cette classification repose principalement sur 'ontogénie des cellules, les facteurs de

transcription impliqués et les marqueurs phénotypiques de surface.

100



CD207+EpCamM LC

épiderme
Précurseur CD1a+CD1c+
Epidermique .
Radio-résistant
derme cDC2A ¢DC2B CD11b+RORyt+ ]
CD11b+ T-bet+ CD14+CD163+ Mo-DC Macrophage
CD5+ F Ly6C-CMHIl+ CD6AMMerTK+
4 ol CD14+
cDC1 il -
XCR1+ CD103+/- \ / : -
CD141+ s
A cbc2 Inf-cDC2 CDict CD144/-
' ‘f—- ‘ CD172a+CD11b+  CD64+MAR-1+  iga, pDC
“ A o CD1c+ Siglec-H+B220+
il Monocyte CD123+BDCA-2
I % o Ly6C+CCR2+ CD88+
' CD14+CD16*-
CD1c+ s / T
x A
4 U | . 4 i

x
-

sang
| Sang

@elle osseuse

rqr“\, N
Gm} Unx1, Flejz %
Megaca’\“’me —I- LT, ILC /
erythrocyte

Flgure 20 Heétérogénéité des cellules dendritiques cutanées : développement, phénotype et localisation

Les cellules souches hématopoiétiques (HSC) de la moelle osseuse ont un faible niveau de prolifération et assurent
leur auto-régénération tout au long de la vie de I'organisme. Elles peuvent se différencier en cellules multipotentes
hautement proliférantes qui sous I'action de multiples signaux et I'action de différents facteurs de transcription vont
se différencier en divers progéniteurs tels que les précurseurs lymphoides T (ALP), lymphoides B (BLP),
granulocyte-macrophage (GMP) ou myéloide (MDP). Les ALP se différencient en LT et ILC. Les BLP constitueront
les LB et la majorité des pré-pDC. Les GMP se différencient en granulocytes (mastocytes, basophiles, ...) et
également en progéniteurs de monocytes (cMoP). Les MDP peuvent aussi se différencier en cMoP mais également
en précurseur commun des DC (CDP), et uniquement démontré chez I'homme en pré-DC3. Les cMoP se
différencient en monocytes qui donneront des mo-DC, macrophage ou LC. Enfin, les CDP se différencient en pré-
cDCH1, pré-cDC2, pré-pDC, qui donneront respectivement les cDC1, cDC2, et une minorité des pDC circulants.
Dans le tissu sous l'influence de signaux les cDC2 peuvent donner des cDC2 inflammatoires ou se spécialiser en
cDC2A et cDC2B.

HSC: hematopoietic stem cell; MPP: HSC-derived multipotent progenitor; CLP: Common lymphoid progenitor;
CMP: Common myeloid progenitor; MDP: macrophage and DC progenitor; GMP: Granulocyte—macrophage
progenitor; ALP: All lymphoid progenitors; BLP: B cell-biased lymphoid progenitor; cMoP: Common monocyte
progenitor; CDP: Common DC precursor; Mono: monocyte

Les fleches et marqueurs en gris ou noirs correspondent a ’'homme ou la souris, respectivement.

3.2.1 Cellules de Langerhans

Les cellules de Langherans ont été découvertes en 1868 par Paul Langerhans mais il
aura fallu attendre les travaux de Ralph Steinman un siécle plus tard avant de
comprendre leur fonction (phagocytose et présentation antigénique) (Langerhans,

1868). Ce sont les seules cellules dendritiques de I'épiderme. Les LC sont présentes
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dans les interstices entre les kératinocytes des zones interfoliculaires, mais également
au niveau des follicules pileux qui sont des zones d’échange privilégiées avec le
microbiote cutané et les antigénes exogénes (Tordesillas et al., 2018). Elles peuvent
également étendre leurs dendrites a I'extérieur de I'épiderme a travers le stratum
corneum afin de capter des antigénes a la surface de la peau (Kubo et al., 2009;
Yoshida et al., 2014).

Phénotype

Les LC se caractérisent chez 'homme et la souris par I'expression du marqueur
hématopoiétique CD45 (Ly5), du CMH-II qui permet la présentation antigénique, de la
cadhérine E qui interagit avec les kératinocytes ou les LT (Brand et al., 2020; Cepek
etal., 1994; Tang et al., 1993), de la molécule d’adhésion EpCAM qui permet de migrer
hors de I'épiderme (Ouchi et al., 2016), de lintégrine CD11b qui participe a la
phagocytose (Chen et al., 2008), et de la protéine CD172a (SIRPa) qui reconnait le
récepteur de surface CD47 et peut ainsi réguler négativement la phagocytose des
cellules du soi (Barclay, 2009). Les LC expriment également la langérine, qui est un
récepteur lectine de type-C (CLR) permettant la reconnaissance de résidus du
mannose (motifs présents sur des pathogénes ou allergénes). L’engagement de la
langérine par un ligand induit son internalisation et la formation des granules de
Birbeck (Jenny Valladeau et al. 2000) qui sont des organites caractéristiques des LC
mais dont la fonction exacte reste encore incomprise (Kissenpfennig et al., 2005a; Mc
Dermott et al., 2002).

Chez la souris, la lectine CD205 (DEC205) est aussi constitutivement exprimée sur les
LC et impliquée dans la capture de certains allergénes, de leur dégradation et leur
apprétement (« processing ») (Inaba et al., 1995; Jiang et al., 1995). De plus, les LC
murines expriment fortement I'intégrine CD11c (intégrine aoX) qui est notamment
impliquée dans la phagocytose, la reconnaissance de protéines du complément (iC3b)
ou des molécules d’adhésion telles que ICAM-1, ICAM-2 ou VCAM-1 (Sadhu et al.,
2007; Wu et al., 2018). A noter que les modéles transgéniques murins couplant le
promoteur CD11c a la recombinase Cre ont été largement développé pour cibler
'ensemble des cellules dendritiques (Anderson et al., 2020). En revanche, les modéles
de type « Langerin-Cre» permettent de cibler plus finement les LC. Dans ce modéle,

la recombinase Cre sous le contréle du promoteur Langérine est associée a une
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séquence codant pour le récepteur de la toxine diphtérique (DTR), dont I'expression
est conditionnée par I'excision Cre-dépendante d’'un codon stop floxé en début de
séquence. L'injection de toxine diphtérique (DT) permet donc I'élimination des cellules
Langerin+. Aprés injection, la reconstitution naturelle de la population de LC chez la
souris prend une quinzaine de jours, contrairement aux cDC1 dermiques (Langerin+)
qui sont reconstituées en 3 a 5 jours. Ainsi, ce modéle est trés intéressant pour étudier
le réle des LC (Kaplan, 2017).

Chez 'homme, les LC n’expriment que faiblement l'intégrine aX (CD11c°). En
revanche, elles expriment les récepteurs CD1a et CD1c qui sont des glycoprotéines
de la famille du CMH-I, qui permettent la présentation d’antigénes lipidiques aux LT
(Hunger et al., 2004; Peiser et al., 2003; Sugita et al., 2000).

Développement et maintien

Les LC ont une ontogénie atypique comparativement aux autres cellules dendritiques.
Des LC, déja fonctionnelles (Schuster et al., 2009), colonisent la peau avant la
naissance. Elles dérivent séquentiellement de précurseurs hématopoiétiques
provenant du sac vitellin embryonnaire puis de monocytes issus de 'hématopoiése du
foie foetal. Ces monocytes permettent de constituer la majorité des précurseurs de LC

présents dans I'épiderme a I'age adulte (Hoeffel et al., 2012; Schulz et al., 2012).

La différenciation et le maintien des LC nécessitent la signalisation des récepteurs
AXL, BMP7 et TGF-R (Bauer et al., 2012; Capucha et al., 2018; Yasmin et al., 2013).
Ce dernier en particulier active les facteurs de transcription Runx3, PU.1 et Id2 (Chopin
et al., 2013; Fainaru et al., 2004; Hacker et al., 2003). Tout comme les cDC, les LC ont
besoin du facteur de transcription Zbtb46. A noter qu’elles se différencient des
macrophages par I'expression du facteur Mafb (Satpathy et al., 2012; Wu et al., 2016).
L’activation de la forme latente du TGF- (LAP) dépend des intégrines ovfps et ovfs
exprimées a la surface des kératinocytes (Mohammed et al., 2016). Bien que le TGF-
B soit produit par différentes cellules épidermiques (kératinocytes, LC, LTyd), le TGF-
B1 produit par les LC (sécrétion autocrine ou paracrine) est nécessaire a leur maintien
dans I'épiderme, sans quoi elles émigrent de I'épiderme (Bobr et al., 2012). En outre,
la signalisation du récepteur CSF1R (« Colony Stimulating Factor 1 Receptor »)
activée par I'lL-34 (produite par les kératinocytes), et par le CSF1 (produit par les

neutrophiles), est également indispensable a la formation et au maintien des LC (Wang
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et al., 2012, 2016). Contrairement aux cellules dendritiques conventionnelles et
plasmacytoides, les LC ne dépendent pas du récepteur FLT3 ni de son ligand FLT3L.
In vivo, le réseau de LC reste inchangée en I'absence de GM-CSF (Merad et al., 2008).
Grace a une étude de suivi des LC par microscopie confocale intravitale, la durée de

vie des LC est estimée entre 53 et 78 jours chez la souris (Vishwanath et al., 2006).

Le maintien du réseau de LC repose sur la différentiation de cellules souches
épidermiques et la prolifération de LC matures (Czernielewski and Demarchez, 1987,
Czernielewski et al., 1985; Glacometti and Montagna, 1967; Okumura et al., 2020;
Schuster et al., 2014). Ceci a été observé grace a des expériences de lignage cellulaire
et de transfert de cellules hématopoiétiques congéniques (Chorro et al., 2009; Merad
et al., 2002, 2008). Des expériences similaires ont été réalisées aprés irradiation aux
UV ou rayons X mettant en évidence que les LC sont radio-résistantes (Merad et al.,
2002) comparativement aux autres cellules hématopoiétiques cutanées. Cela semble
due a une meilleure capacité des LC a réparer leur ADN et/ou arréter leur cycle
cellulaire grace a la kinase CDKN1A (« cyclin-dependent kinase inhibitor) (Price et al.,
2015).

A 'homéostasie, les LC émigrent en permanence de I'épiderme (aprés avoir capté un
antigéne), grace aux molécules CXCR4, EpCAM et CCR7 (Gaiser et al., 2012;
Ouwehand et al., 2008). Arrivées dans le derme, elles suivent le gradient CCL19 et
CCL21 des vaisseaux lymphatiques vers les organes lymphoides secondaires
drainants (Tan et al., 2015). L’arrivée des LC dans les ganglions drainants est retardée
par rapport aux DC dermiques (Tomura et al., 2014). A ’homéostasie, la reconstitution
des LC épidermiques se fait principalement grace aux précurseurs épidermiques
(Merad et al., 2002). Leur migration est augmentée en contexte inflammatoire. Ceci
s’explique notamment par la production de cytokines par les kératinocytes telles que
lIL-1B, IL-18, TNF-a, et la signalisation MyD88 des LC.

Lors d’'une inflammation cutanée, les LC émigrent donc vers les ganglions drainants,
puis le réseau de LC est reconstitué par une premiére vague de monocytes Gr1+ a
courte durée de vie, puis par une seconde vague de précurseurs hématopoiétiques
dérivés de la moelle osseuse. (Ghigo et al., 2013; Ginhoux et al., 2006; Seré et al.,
2012). Le recrutement de ces précurseurs (exprimant les marqueurs CCR2 ou CCRG6)

dépend des chimiokines CCL2 et CCL20 produites respectivement par les cellules de
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l'isthmus et de l'infundibulum des follicules pileux. Les précurseurs de LC recrutés sont
exclus du bulge folliculaire (zone de cellules souches de kératinocytes) par l'interaction
CCR8-CCLS8 (Nagao et al., 2012). Plus récemment, il a été montré chez ’homme que
les DC myéloides cD1c+ peuvent également reconstituer le pool de LC épidermiques

lors d’une histiocytose (Lim et al., 2020).

3.2.2 Cellules dendritiques conventionnelles

Contrairement aux cellules de Langerhans présentes uniquement dans I'épiderme
cutané et I'épithélium de la cavité buccale, les cellules dendritiques conventionnelles
(cDC) sont présentes dans la plupart des organes de l'organisme (peau, intestin,
poumons, foie, ganglions lymphatiques, rate, ...), et dépendent de la voie FIt3-FIt3l
(McKenna et al.,, 2000; Waskow et al., 2008). Etant donné [I'hétérogénéité
phénotypique entre les cDC d’'un tissu a l'autre, le critére d’ontogénie a permis
d’homogénéiser cet ensemble et de définir deux grands groupes de cDC : (i) les cDC
de type 1 (cDC1) dépendants de Batf3 et Irf8, et (ii) les cDC de type 2 (cDC2),
dépendants d’Irf4, et de KlIf4 ou Notch2, pour leur différenciation et leur migration
(Anderson et al., 2020; Guilliams et al., 2014a).

Dans la peau, les cDC1 et cDC2 sont localisées dans le derme. Les cDC1 représentent

une fraction minoritaire des cDC.

3.2.2.1 Cellules dendritiques conventionnelles de type 1 (cDC1)
Phénotype

Les cDC1 expriment la protéine de surface XCR1 (X-C Motif Chemokine Receptor 1)
qui est le récepteur de XCL1 exprimé par les LT CD8+ (Dorner et al., 2009). Chez la
souris les cDC1 expriment la langérine et peuvent exprimer le marqueur CD103 (pour
70% d’entre elles) (Bursch et al., 2007; Guilliams et al., 2016). Elles peuvent également
exprimer le récepteur lectine DNGR-1 encodé par Clec9a (récepteur de I'actine F) qui
participe a la présentation croisée d’antigénes associés aux cellules mortes (Iborra et
al., 2016; Poulin et al., 2012). Néanmoins, chez 'homme, DNGR-1 ne semble pas
présent au niveau protéique dans les cDC1 de la peau ou migrantes vers les GLD
(Alcantara-Hernandez et al., 2017; Poulin et al., 2010; Schreibelt et al., 2012; Segura
et al., 2012). Chez 'homme, elles étaient initialement définies par I'expression du
CD141/BDCA-3 bien que celui-ci puisse étre surexprimé par dautres DC

CD1c+CD14+, et ne peut donc pas étre utilisé comme marqueur spécifique (Chu et
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al., 2012; Haniffa et al., 2012). Elles expriment également les récepteurs CD1a et
CD1c. Les cDC1 du derme sont semblables aux cDC1 CD8a+CD103- résidentes des
ganglions lymphatiques (Edelson et al., 2010). Les cDC1 n’expriment pas les
récepteurs CD11b, CD172a ou CD14 (Miller et al., 2012). Des modéles murins de
déplétion conditionnelle (basés sur I'expression du récepteur a la toxine diphtérique
qui les rend sensibles a son injection) XCR1P™R et Clec9aP™® ont été développés pour

étudier leur fonction (Anderson et al., 2020).
Développement et maintien

Le développement et la différenciation des cDC1 dermiques nécessitent 'activation
des récepteurs FLT3 et CSF2R via la fixation de leurs ligands FLT3L et CSF2. Elles
dépendent des facteurs de transcription BATF3, IRF8, ID2, NFIL3 (Grajales-Reyes et
al., 2015; Guilliams et al., 2014a; Hildner et al., 2008; Tussiwand et al., 2012). De
maniére intéressante, les souris déficientes en facteur BATF3 n’ont pas de cDC1
dermiques ou spléniques mais les cDC1 des ganglions lymphatiques sont présentes.
Chez 'homme des expériences in vitro ont également montré la dépendance des
cDC1 pour FLT3L, CSF2 ou IRFS8.

3.2.2.2 Cellules dendritiques conventionnelles de type 2 (cDC2)
Phénotype

Les cDC2 sont les DC majoritaires du derme et représentent les DC les plus
hétérogenes phénotypiquement (Alcantara-Hernandez et al., 2017). Elles se
caractérisent classiquement par I'expression du récepteur CD172a. et du facteur de
transcription IRF4. Elles expriment également les récepteurs CCR2, CD11c et
CX3CR1. La majorité des cDC2 dermiques expriment le récepteur CD11b (pour 70%
d’entre elles) (Guilliams et al., 2016). Elles se distinguent des macrophages ou des
monocytes par l'absence d’expression de récepteurs CD64/MerTK, ou Ly6C,
respectivement (Tamoutounour et al., 2012, 2013). Les cDC2 peuvent exprimer
faiblement la langérine et augmenter son expression en réponse a une exposition a
du TGF-B ou a la TSLP (Bigley et al., 2015; Martinez-Cingolani et al., 2014; De Monte
etal., 2016). A noter que chez 'homme, les cDC2 CD5" activent plus fortement les LT
cytotoxiques et les LTh22 (IFN-y, IL-22) comparativement aux cDC2 CD5" (Korenfeld
et al.,, 2017; Yin et al., 2017). De maniére intéressante, une fraction des cDC2

dermiques peut exprimer 'enzyme ALDH1A2 (aldéhyde déshydrogénase 1, membre
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A2) sous linfluence de la vitamine D3 (Guilliams et al., 2010; Sato et al., 2013).
ALDH1A2 (aussi appelée RALDHZ2) permet la production d’acide rétinoique. L’acide
rétinoique est un métabolite de la vitamine A qui promeut la génération de LTrec a
partir de LT CD4+ naifs. Néanmoins, en cas de réactions allergiques séveéres de I'ceil,
I'activité de 'ALDH1A2 dans les cDC2 CD11b+ peut aussi causer une fibrose de la

conjonctive (Ahadome et al., 2016).

Une sous-population de cDC2 CD11b+ dermiques exprime le récepteur CD301b.
CD301b (aussi appelé MGL2) est un récepteur lectine de type C reconnaissant les
antigénes possédants des résidus de type galactose et N-acetylgalactosamine
(Gal/GalNAc). Cette sous-population dépend de la voie FLT3-FLT3L mais requiert
également du GM-CSF (Kim et al.,, 2018b). Les cDC2 CD301b+ sont capables
d’induire une réponse Th2 dans des modeéles d’allergie a 'ovalbumine ou a I'lhapténe
FITC, mais aussi d’initier une réponse Th17 lors d’'une infection a C.albicans, via une
interaction avec les nocicepteurs cutanés (Kashem et al., 2015a; Kumamoto et al.,
2009, 2013).

La dépendance aux facteurs de transcription Kif4 ou Notch2 permet de différencier
deux sous-catégories de cDC2. En effet, 'absence de Klif4 (souris CD11cCeKIf4%f)
réduit la population de cDC2 CD11b- migrantes de la peau et abroge la réponse Th2
en réponse a un challenge d’extraits d’acarien (Der p) chez des souris sensibilisées.
Cette population se distingue des monocytes Klf4+ par I'expression de CD1a+CD14+
(Jurkin et al., 2017; Tussiwand et al., 2015). Néanmoins, ces travaux n’excluent pas
que I'absence de Klif4 impacte également les autres populations CD11c+ qui ne sont
pour autant pas délétées. Quant aux cDC2 CD11b+ Notch2+, elles contribuent a la
formation des centres germinatifs spléniques, a la réponse Th17 anti-fongique, et a la
réponse IL-22/23 en réponse a une infection bactérienne C.rodentium (Briseno et al.,
2018; Lewis et al., 2011; Satpathy et al., 2013; Tussiwand et al., 2015).

Plus récemment, une étude transcriptomique a mis en évidence les sous populations
cDC2A et cDC2B qui expriment respectivement les facteurs de transcription T-bet et
RORyt (Brown et al., 2019). Les cDC2A sont douées de capacités anti-inflammatoires
via la production d’amphiréguline (AREG) et un niveau d’expression modéré de CD86
en réponse a des stimuli inflammatoires (LPS, TNF-a). Au contraire, les cDC2B

produisent du TNF-o. et de I'lL-6 aprés stimulation et participent a la boucle
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inflammatoire. Ces deux populations ont été détectées chez ’'homme et la souris dans
les tissus lymphoides et non lymphoides. A noter que dans le sang humain, seulement

la population cDC2B est retrouvée.

Enfin, en contexte inflammatoire, sous I'influence de I'interféron de type 1, les pré-cDC
ou cDC2 peuvent acquérir un phénotype particulier qui ressemble a celui des
macrophages ou des DCs dérivées de monocytes (moDC) : on parle alors de cDC2
inflammatoires (inf-cDC2) (Bosteels et al., 2020). Elles se caractérisent par un
phénotype CD88"¢9, CD26+, CD64+ (FcyRI) et MAR-1+. MAR-1 est un épitope de
FceRI. C’est aussi le nom du clone de I'anticorps qui le reconnait. Les fonctions de
présentation antigénique et de production de cytokines/chimiokines des inf-cDC2 sont
dépendantes du facteur de transcription IRF8. Ainsi, 'absence de présentation croisée
observée dans des souris Irf87 doit étre repenser en regard d’un réle amoindri des inf-
cDC2. Elles peuvent internaliser les complexes immuns via leur récepteur Fc et activer
les LT CD4+ et LT CD8+ plus efficacement que les cDC2 classiques. Au méme titre
que les moDC, leur migration est dépendante du récepteur CCR2. L’utilisation de
souris Ccr2’- a longtemps entrainé une confusion entre le réle des inf-cDC2 et des
moDC. Il apparait désormais clairement que I'induction d’'une réponse Th2 dans un
modele d’allergie aux acariens Dermatophagoides farinae (DerF), attribuée

initialement aux moDC, est majoritairement due aux inf-cDC2 (Plantinga et al., 2013).
Développement et maintien

Tout comme les cDC1, les cDC2 requiérent les facteurs de croissances FT3L et CSF2,
et leurs récepteurs. En effet, ils proliférent en réponse a FLT3L et leur nombre est
réduit dans les souris déficientes en FLT3 ou FLT3L. De plus, leur développement
dépend des facteurs de transcription PU.1, RELB et RBPJ. Comme discuté
auparavant, les cDC2 semblent dépendre soit de KLF4 soit de NOTCH2 bien que la
discrimination entre ces deux populations reste a explorer davantage selon les
conditions (homéostasie ou inflammation) (Jurkin et al., 2017). Le facteur IRF4 quant
a lui, n’est pas nécessaire au développement des cDC2 mais il est requis pour leur
survie et leur migration dans les ganglions lymphatiques. Le facteur IRF8 qui est
associé aux cDC1 est aussi impliqué dans le développement des cDC2, uniquement
chez ’'homme. En effet, la mutation autosomale dominante IRF8 T108A conduit a une

perte des cDC2 du sang contrairement aux souris IRF8 KO ou Irf8R2%4C pour lesquelles
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le compartiment cDC2 n’est pas touché. Le renouvellement des cDC2 chez 'homme
est d’environ 30 jours comme observé aprés transplantation de cellules souches

hématopoiétiques.
3.2.3 Autres types de cellules dendritiques cutanées

3.2.3.1 DC3

Ces derniéres années, une nouvelle catégorie de DC, appelée DC3, a été décrite chez
'homme dans le sang, les ganglions lymphatiques, la rate et le derme (Alexandra-
Chloé Villani et al., 2017; Bourdely et al., 2020; Cytlak et al., 2020; Dutertre et al., 2019;
See et al., 2017). Elles dérivent d’'un précurseur hématopoiétique pré-DC3 IRF8'°¥
CLEC12A+ différent des CDP et des cMoP (Cytlak et al., 2020; Villar and Segura,
2020). Contrairement aux cDC1 et cDC2 leur développement ne dépend pas de FLT3L
mais du GM-CSF. Elles se caractérisent par un phénotype CD1c+ CD63+ CD14/ohi
CD88- CD5"M et peuvent donc étre discriminées des moDC (qui sont CD88+ CD1C+
CD14+ CD63-). L’existence de cette population chez la souris reste a démontrer. Les
DC3 sont aussi efficaces que des cDC2 pour stimuler des LT naifs. Il a été montré que
les DC3 du sang ont un profil transcriptomique enclin a induire une réponse Th17 a
'hnoméostasie (Dutertre et al., 2019). Néanmoins, Bourdely et al. ont montré qu’aprés
stimulation des TLR, les DC3 induisent des LTh1 et non des LTh17 (Bourdely et al.,
2020). La capacité fonctionnelle des DC3 doit étre envisagée selon le contexte
inflammatoire qui révele sa plasticité. Enfin, les DC3 peuvent induire I'expression de

CD103 sur les LT et permettre leur résidence dans les tissus (Bourdely et al., 2020).

3.2.3.2 DC dérivées des monocytes

Les moDC ressemblent phénotypiquement aux cDC2 dermiques. Elles partagent
'expression des récepteurs SIRPa, CD11c, CD11b, CX3R1, CCR2. Chez la souris,
elles présentent un phénotype MERTK°" CD647°% (Tamoutounour et al., 2013).
Chez 'homme, elles expriment également les récepteurs CD1c, CD14 (co-récepteur
de TLR-4) et peuvent étre CD16'° (monocytes classiques) ou CD16" (monocytes non

classiques) (Misharin et al., 2014).

Le développement des moDC dans la peau nécessite la signalisation via le récepteur
CCR2. Les moDC dérivent des monocytes Ly6CM qui pénétrent dans la peau, se
mettent a exprimer le CMH-II et perdent progressivement I'expression de Ly6C

(Tamoutounour et al., 2013). Le développement des monocytes et donc des moDC est
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dépendant des facteurs de transcription PU.1, IRF8, KLF4. A noter que les monocytes
infiltrants la peau peuvent se différencier en moDC ou macrophages selon les stimuli,
notamment la voie du récepteur arylhydrocarboné (AhR) qui favorise la différenciation
en moDC (Goudot et al., 2017).

Les moDC migrent trés peu de la peau vers les ganglions lymphatiques pour activer
des LT CD4+ et CD8+, comparativement aux LC et cDC.

La demi-vie des moDC dermiques est de quelques jours. Elles sont continuellement

renouvelés par les monocytes du sang (Malissen et al., 2014).

3.2.3.3 DC plasmacytoides

A 'lhoméostasie, la peau ne contient pas ou peu de DC plasmacytoides (pDC). Elles
sont recrutées lors d’une inflammation. Elles sont spécialisées dans la production
d’interféron alpha qui permet la réparation du tissu ou I'élimination d’'un pathogéne
(Swiecki and Colonna, 2015). Chez la souris, elles sont caractérisées par I'expression
des récepteurs B220, Siglec-H, CD317 et une expression intermédiaire de CD11c
(CD11C'"). Chez 'homme les pDC sont CD11c"9, CD123/IL-3R+, CD303 (BDCA-2)+.
Les pDC peuvent se développer a partir des précurseurs communs de DC (CDP) ou
des progéniteurs lymphoides B (BLP). Leur développement dépend des facteurs de
transcription E2-2, SPIB, IRF7, IRF8. Les pDC possédent un programme
transcriptomique spécialisé dans la production d’interféron 1 et dans la réponse
antivirale. lls expriment fortement les récepteurs TLR7 et TLR9 capables de

reconnaitre les acides nucléiques des virus.
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Tableau 15 : Phénotype et facteurs de transcription des DC cutanées

Marqueurs de surface

Principaux Facteurs de
transcription

Souris Humain Souris
CD11c HLA-DR
CD11b cp11cdv
CD207 (langerin) CD1la
CD301b™* CD1c (BDCA-1)
, CD1720. (SIRPa) CD207 Id2
R EPiderme F4/80 CD326 (EpCAM) Irf8
CD326 (EpCAM) CD324 (E-cadherin) Runx3
CX5CR, CD11b™"
CD24 CX,CR,
CD205 CD172a (SIRPa)
CD11c
CD103
XCR1
Derme CD327(CLEC9A)
CD207
CD24
CD205 HLA-DR
CD1lc CD11c™ Batf3
DC1 CD8a CD304 (BDCA-3) 2
XCR1 CD141 (BDCA-4) \rfg
CD327 (CLEC9A) XCR1
cD207"* CD370 (CLEC9A)
GLD/rate CX,CR,T*
CD24
CD205
CMH-1("e"
CD11c
cD11b”* HLA-DR
CD301b CDilc
Derme | €D1720 (SIRPa) CD1a (derme)
CCR2 CD1c
. F4/80 cD3047* Irf4
CX3CR1 cD1417" KIf4 ou Notch2
CD205 CD207"* (derme)
CD11b CD11b
GLD/rate CD172a (S|RP(I) CX3CR1
CDh24 CD1720.(SIRPaL)
CD205
CD11b HLA-DR
CD301b CD11c
CD64 (FCyR1)"* CD14 4
moDC| Derme MERTK "% cpict KIf4, Zeb2
CCR2 CD11b
F4/80 CX5CR,
CD205 CD172c. (SIRPa1)

GLD : ganglions lymphatiques drainants.
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3.3 Fonctions des DC cutanées

Comme décrit au début de ce chapitre, les DC de I'organisme et en particulier du tissu
cutané ont une double fonction : 1) éliminer toute infection ou danger qui pénétre le
tissu, 2) maintenir une tolérance vis-a-vis des antigénes inoffensifs (exogénes ou du

SOi).

Depuis plus de 20 ans, au fur et a mesure de la caractérisation phénotypique des DC,
la question de la spécialisation fonctionnelle des sous-populations est apparue. Ainsi,
la contribution des différentes sous-populations de DC a été étudiée a travers des
modéles d’allergie, de cancer, d’auto-immunité, d’infection bactérienne, parasitaire ou
virale. La majorité des résultats proviennent de modeéles murins qui permettent la
déplétion conditionnelle ou constitutive des différentes sous-populations de DC
(modéles Langerin®™R, XCR1PTR MgI2P™R, Siglec-HP™R, Clec9aP™R, Irf4f KIf4"1 Batf3-
-, ...) (Anderson et al., 2020; Kaplan et al., 2008). Il s’agit donc de rappeler ici les
principaux résultats de la littérature démontrant la spécialisation fonctionnelle des DC
pour les réponses effectrices de type-1, type-2, type-17, ou au contraire des réponses
régulatrices (Anderson et al., 2020; Clausen and Stoitzner, 2015; Durai and Murphy,
2016; Malissen et al., 2014). En préambule, il convient de rappeler que
'environnement cellulaire, la nature et la dose de l'antigéne sont des facteurs
déterminants pour l'acquisition de la fonction des DC. Ainsi, bien que les modéles
utilisés soient d’'une trés grande utilité, la réponse d’'une DC chez 'homme doit étre
considérée vis-a-vis des parametres précis lors de la capture d’'un antigéne ou
allergéne donné, en particulier I'environnement immunitaire. Les DC orientent la
réponse immunitaire grace a I'expression d’un panel précis de récepteurs de surface
(TLR, lectines de type C, ...), et d’'une capacité a produire préférentiellement certaines

cytokines.

3.3.1 Réponse immunitaire de type-1 (Th1)

La réponse de type Th1 se définit par I'activation de LT CD8+ cytotoxiques (Tc1) et de
LT CD4+ (Th1) T-bet+ principalement producteurs d’IFN-y. Elle est considérée comme
une réponse immunitaire a médiation cellulaire et nécessite les cytokines IL-12 et IL-
27 pour sa mise en place. Elle permet d’éliminer les pathogenes intracellulaires, les
cellules tumorales et toute cellule qui présente sur son CMH-I des molécules

étrangéres telles que des haptenes.
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La contribution des sous-populations de DC a la réponse Th1/Tc1 a beaucoup été
étudiée a travers des modéles murins d’hypersensibilité de contact (CHS). Ce modéle
a permis de montrer que les cellules de Langerhans participent a la sensibilisation aux
hapténes (Bennett et al., 2005). Au contact de fortes doses d’hapténes, ces derniers
pénétrent davantage le derme et peuvent étre pris en charge plus efficacement par les
cDC1 et cDC2 qui suffisent a induire une réponse allergique CD8+ cytotoxique de type
Th1 (Kissenpfennig et al., 2005b). Siles cDC1 et les LC sont absents, la sensibilisation

est diminuée méme a fortes doses (Clausen and Kel, 2010).

En outre, les cDC1 ont une trés forte capacité a induire une réponse effectrice Th1
grace a leur production élevée d’IL-12. Des souris Batf3”- (délétées en cDC1) infectées
par le parasite intracellulaire Toxoplasma gondii ne peuvent pas générer de réponse
Th1 et éliminer le pathogéne (Mashayekhi et al., 2011). Egalement, 'administration
intradermique du parasite Leishmania Major dans des souris Batf3”-, empéche le
développement d’'une réponse effectrice de Th1 et conduit a une augmentation de la
charge parasitaire, des LTrec et de la réponse Th2 (Martinez-Lopez et al., 2015).
Enfin, la réponse Th1 induite par l'infection épicutanée du champignon C.albicans
(pseudohyphe) dépend des cDC1 dermiques, et non des LC ou cDC2 (Kashem et al.,
2015b). Cette réponse Th1 confére non seulement une protection locale mais aussi

systémique contre le champignon.

Enfin, une des grandes particularités des cDC1 est leur forte capacité a faire de la
présentation croisée (PC). Cela consiste a présenter des antigénes/peptides exogenes
sur les molécules de CMH-I afin d’activer des LT CD8+ cytotoxiques spécifiques
(Eickhoff et al., 2015; Kitano et al., 2016). La PC est essentielle pour éliminer les
cellules tumorales, et limiter la dissémination des virus et bactéries intracellulaires. Par
exemple, lors de linfection épicutanée par le virus HSV-1 (herpés simplex virus), les
cDC1 CD103+ sont clés pour activer les LT cytotoxiques et permettre I'élimination du
virus (Bedoui et al., 2009). En réponse a une infection de la peau par le virus de la
vaccine, les cDC1 induisent la génération de LTrm T-bet+ cutanés grace au récepteur
DNGR-1 et a la production d’'IL-12 (Iborra et al., 2016).

Les cDC2 peuvent aussi participer a la mise en place d’'une réponse Th1. Lors de
l'inoculation par voie cutanée du bacille Mycobacterium bovis Calmette-Guérin (BCG),

celui-ci est pris en charge par les cDC2 dermiques qui migrent alors dans les GLD de
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maniere IL-1R-MyD88-dépendante et induisent une réponse Th1 spécifique
(Bollampalli et al., 2015).

Concernant les moDC, lors d’'une infection par le parasite Leishmania major, elles sont
recrutées dans le derme pour prendre en charge I'allergéne, migrer dans les GLD et
induire une réponse Th1 (Leon et al.,, 2007). En réponse a la bactérie Listeria
monocytogenes in vitro, les moDC produisent de fortes quantités d’'IL-12 (Zhan et al.,
2010). Les moDC sont aussi capables de faire de la présentation croisée d’antigénes

tumoraux aux LT CD8+ cytotoxiques (Sheng et al., 2017).

3.3.2 Réponse immunitaire de type-2 (Th2)

La réponse de type Th2 se définit majoritairement par I'activation de LT CD4+ GATA-
3+ producteurs d’IL-4, d’IL-5, d’'IL-13 et d'IL-10. Il s’agit de la réponse principale pour
éliminer les parasites. Elle est également responsable de certaines allergies et
maladies atopiques. Cette réponse est associée a une immunité humorale spécifique

de nature IgE.

Les LC peuvent participer au développement de LTh2 en réponse a une application
cutanée de I'haptene FITC (Cho et al., 2017). En outre, les LC IgE+ peuvent induire
efficacement des clones Th2 et peuvent donc entretenir un environnement
pathogénique chez les patients souffrant de dermatite atopique (Mudde et al., 1992).
Les peptidoglycanes des Staphylococcus aureus présents sur la peau peuvent
stimuler la production de CCL17 par les LC qui recrutent des LT CD4+ Th2 CCR4+
(Matsui and Nishikawa, 2005; Matsui et al., 2015).

Les cDC1 peuvent avoir un role inhibiteur de la réponse Th2 induite par les helminthes
ou les allergénes, via la production d’'IL-12 de maniéere constitutive (indépendant de
I'activation des TLR) ou induite, respectivement (Conejero et al., 2017; Everts et al.,
2016). Néanmoins, les cDC1 humains (CD141+) exposés aux antigénes du virus
Influenza sont capables d’activer ex vivo des LT CD4+ allogéniques producteurs de
cytokines Th2 (IL-4, IL-13), via I'interaction OX40-OX40L (Yu et al., 2014). De plus,
chez la souris, aprés administration intranasale d’ovalbumine, les c¢DC1
(CD103+CD11b-) pulmonaires sont capables d’induire des LTh2 ex vivo (Nakano et
al., 2012).

Concernant les cDC2 (Irf4+), il a recemment été prouve qu’elles sont nécessaires a la

sensibilisation épicutanée par Dermatophagoidés pteronyssinus (Der p) (Deckers et
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al., 2017). D’autre part, les cDC2 CD301b+ sont capables d’induire une réponse Th2
en réponse a des allergénes ou des parasites. Le transfert de cDC2 CD301b+ a partir
de souris sensibilisées a I'haptene FITC, dans des souris receveuses naives, entraine
le développement d’'une réponse Th2 (Kumamoto et al., 2009). De la méme maniére,
'application de FITC-dibutyl phtalate (DBP) sur la peau, induit I'activation des cDC2
dermiques de maniére STAT5-dépendante et TSLP-dépendante. Les cDC2 expriment
alors CCR7 et CCL17 et migrent dans les GLD pour initier une réponse Th2 (Kitajima
and Ziegler, 2013). La déplétion du récepteur du TSLP affecte toutes les DC mais
impacte principalement la phosphorylation de la protéine STAT5 des cDC2, et limite la
génération de la réponse Th2 (Bell et al., 2013). Les cDC2 CD11b+ et les LC jouent
un réle complémentaire in vivo pour induire la réponse Th2 lors de la sensibilisation
par du FITC (Cho et al., 2017).

Egalement, la déplétion des cDC2 CD301b+ (modéle Mgl2-DTR) ou des cDC2 Klf4+
(modéle CD11cCeKIf4") inhibe la réponse Th2 spécifique de I'ovalbumine, de la
papaine ou du nématode Nippostrongylus brasiliensis (Gao et al., 2013; Kumamoto et
al., 2013). Leur déplétion n’affecte pas la réponse Th1 ni la réponse Tfh. A noter que
l'injection de toxine diphtérique (DT) dans des souris Mgl2-DTR impacte aussi les
macrophages et monocytes (Anderson et al., 2020). De la méme maniére, les cDC2
KIf4+ sont nécessaires pour la réponse Th2 (et non Th1 ni Th17) aprés une infection
épicutanée au parasite Schistosoma mansoni (Tussiwand et al., 2015).

Il a aussi été montré qu’aprés sensibilisation, les cDC2 dermiques produisent la
chimiokine CCL17 sous I'action de I'lL-13 produite par les ILC2. La chimiokine CCL17
est nécessaire pour attirer et activer les LTh2 mémoires CCR4+ (Halim et al., 2016).
Les cDC2 ont donc besoin d’interagir avec d’autres cellules immunitaires pour
réactiver les LT de type 2 efficacement (possiblement aussi lors de l'activation

primaire).

3.3.3 Réponse immunitaire de type-17 (Th17)

La réponse de type-17 se définit par I'activation de LT CD4+ RORyt+ producteurs
principalement d’IL-17 mais également d’IL-22, d’IL-26, d'IFN-y ou de TNF-a. Son
induction est conditionnée par un ensemble de cytokines telles que le TGF-3, I'lL-13,
lIL-6, I'lL-21, I'lL-23 (Annunziato et al., 2015; Veldhoen, 2017). Les LTh17 sont

impliqués dans la réponse immunitaire contre les bactéries extracellulaires et certains
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champignons. Elle peut également causer des réactions déléteres pour I'organisme

comme dans le cas du psoriasis qui est une maladie inflammatoire chronique cutanée.

Chez la souris, l'infection épicutanée par C.albicans promeut la migration des LC vers
les GLD ou ils produisent de I'lL-1, I'lL-6 et du TGF-B (Igyart6 et al., 2011). L’ablation
des LC n’'impacte pas la prolifération des LT spécifiques de C.albicans mais abroge
leur différenciation en LTh17 (Kashem et al., 2015b). La reconnaissance de C.albicans
par le récepteur Dectine-1 des LC est nécessaire pour la sécrétion d’IL-6 et la
différenciation des LTh17.

En outre, lors d’'une dysbiose de Staphylococcus aureus, les LC sont nécessaires pour
'induction de LT CD4+ TCRafp et TCRys producteurs d’IL-17 dans la peau et limiter
les symptdmes de type dermatite atopique (Kobayashi et al., 2015).

Chez 'homme, les LC peuvent aussi induire la différenciation des LTh17 via la
production d’IL-6 et d’IL-15.

Les cDC1 et cDC2 induisent également des LT CD8+ producteurs d’IL-17 (Tc17) en
réponse au Staphylococcus epidermidis du microbiote cutané. Ces Tc17 sont recrutés
de maniére permanente dans la peau afin de limiter toute invasion pathogénique (Naik
et al., 2015).

Suite a I'administration épicutanée ou intradermique de C.albicans sous forme de
pseudohyphe, les cDC2 sont incapables d’induire une réponse effectrice LTh17,
seules les LC permettent une protection locale. Cependant, les cDC2 CD11b+ peuvent
induire une réponse protectrice si les animaux sont administrés avec un antigéne de
surface de C.albicans (Hwp1) et d’un ligand du récepteur Dectine-1, le caldran. Ainsi,
la capacité des cDC2 CD11b+ a induire une réponse de type-17 dépend de la nature
et de la forme de I'antigéne. Le pseudohyphe représente possiblement un systéme

évolutif d’évasion du systéme immunitaire (Kashem et al., 2015b).

Enfin, les cDC2 CD301b+ du derme peuvent initier une réponse Th17 causant des

symptomes de type psoriasis chez la souris (Kim et al., 2018b).

3.3.4 Réponse anticorps

Les anticorps produits en réponse a un pathogéne ou un allergéne sont déterminants
pour la réponse immunitaire. Les anticorps (immunoglobulines) sont produits par les

LB. Ces derniers adaptent [Iisotype (commutation isotypique) et [laffinité
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(hypermutation somatique) des anticorps produits en fonction des cytokines
environnantes et/ou sous l'action des LTh et LTrn induits par les DC. Ces deux
phénomeénes se produisent dans le centre germinatif des GLD ou de la rate. Ainsi,
chez la souris, la production d’lgG2a par les LB est associée aux réponses Th1 tandis
que les IgE et les IgG1 sont favorisées par les réponses Th2 (Bretscher, 2014). Il est
difficile d’établir une homologie précise (structurale et fonctionnelle) des isotypes
d'immunoglobulines entre la souris et ’lhomme. Néanmoins, chez ce dernier la réponse
Th1 est associée a la génération d'lgG1, I1gG2 et IgG3, tandis que la réponse Th2 est
associée aux 1gG4 et IgE (Gauchat et al., 1990; Hjelholt et al., 2013; Punnonen et al.,
1993, 1997; Snapper et al., 1997; Sousa et al., 1998).

Chez la souris, I'application d’ovalbumine sur une peau abrasée (« tape stripping »)
conduit a linduction d’une réponse IgE OVA-spécifique dépendante des LC
(Mondoulet et al., 2012a; Nakajima et al., 2012). Des souris déficientes pour le
récepteur du TSLP sur les LC ne produisent pas d’anticorps IgE spécifiques.
Egalement, les LC sont nécessaires a la formation des centres germinatifs en réponse
a l'application cutanée d’antigénes dérivés de Leishmania major (Zimara et al., 2014).
Les LC permettent une production d’lgG1 en réponse a une infection cutanée aux

Staphylococcus aureus (Ouchi et al., 2011).

Egalement, les cDC1 via la capture d’ovalbumine par leur récepteur Clec9A (et non
pas Clec12A ou DEC205), sont capables d’activer efficacement des LTrH+ nécessaires

a la production d’anticorps (Lahoud et al., 2011; Park et al., 2013).

Les cDC2 participent aussi a la régulation des réponses anticorps. Aprés immunisation
cutanée a l'ovalbumine, I'absence de cDC2 (dans un modéle Mgl2P™R) ou leur
incapacité a migrer (CD11cC¢" Irf4"f) entraine une exacerbation du nombre de LB et
de LTrH dans les centres germinatifs (Kumamoto et al., 2016). Ceci correle avec un
taux plus élevé d’anticorps 1gG1, IgG2b, IgE spécifiques. Dans ce modéle, les cDC2
CD301b+ sont nécessaires pour réguler la réponse humorale via un mécanisme
dépendant de PD-L1 et PD-L2.

Ainsi, les différentes sous-populations de DC participent a la réponse humorale

spécifique via I'activation des LT et LTrH.
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3.3.5 Réponse immunitaire tolérogéne

Au-dela des réponses effectrices, les DC sont essentielles a la tolérance via
notamment I'activation de LTrec. Les DC captent en permanence les antigénes de
'environnement a 'homéostasie et migrent dans les GLD afin de stimuler des LTrec
spécifiques limitant toute réaction immunitaire délétére contre un antigéne du soi ou
un allergéne inoffensif. L’administration d’un antigéne couplé a un anticorps anti-
DEC205 exprimé par les DC, ou anti-CLEC9A exprimé par les cDC1, en absence de
signaux inflammatoires, induit principalement des LTrec Foxp3+ qui favorisent la
tolérance (Bonifaz et al., 2002; Hawiger et al., 2001; Joffre et al., 2010).

Les LC permettent la tolérance aux allergénes chimiques de I'environnement qui
rentrent en contact avec la peau via I'induction de LT CD4+ FoxP3+ (Mercedes Gomez
de Aguero et al., 2012). Il a récemment été montré que les LC peuvent capter les
antigénes protéiques appliqués sur une peau intacte via la langérine, migrer dans les
GLD, produire de I'lL-10 et induire une réponse régulatrice (Luo et al., 2019). Cette

tolérance est dépendante de la voie AhR (Hong et al., 2020).

Les cDC1 activés in vitro par de I'ovalbumine et de I'acide rétinoique sont capables
d’activer des LTrec FoxP3- LAG3+ apres transfert in vivo limitant ainsi la réponse

effectrice chez les souris receveuses allergiques a I'ovalbumine (Dawicki et al., 2017).

De maniere intéressante, les cDC2 présents dans les ganglions lymphatiques
drainants la peau sont capables de produire de I'acide rétinoique et d'induire des LTrec
FoxP3+ a ’homéostasie (Guilliams et al., 2010). Comme vu précédemment, les cDC2
CD301b+ peuvent aussi limiter la réponse humorale en réponse a des antigénes

protéiques (Kumamoto et al., 2016).

Les pDC sont également douées de propriétés tolérogenes via la sécrétion d’IL-10 ou
d’IFN-o/B qui participent a la cicatrisation de la peau (Goubier et al., 2008; Gregorio et
al., 2010).
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Figure 21 Fonctions des DC dans la polarisation de la réponse adaptative.

Les cellules dendritiques détectent et internalisent grace a un ensemble de récepteurs membranaires les antigenes
de I'environnement. Elles acquiérent ensuite un phénotype d’activation qui leur permet de stimuler les LT naifs et
de les polariser vers un profil adapté. Les sous-populations de DC (cDC1, cDC2, LC, etc.) acquiérent
préférentiellement certaines fonctions en fonction du contexte inflammatoire et de la nature de I'antigene (les cDC1
sont les plus aptes a réaliser la présentation croisée induisant une réponse Th1 ; les cDC2 activent efficacement
une réponse Th2 en réponse aux allergénes ; les LC sont trés efficaces pour induire une réponse LTh17 en réponse
aux antigenes fongiques. Néanmoins, comme décrit dans ce chapitre, elles sont toutes potentiellement capables
d’'induire 'ensemble des réponses LT dépendamment du stimulus (Th1, Th2, Th17, LTrea).

Pour conclure, les différentes sous-populations de DC cutanées peuvent participer au
développement de réponses immunitaires face a différents dangers. Néanmoins, il
apparait qu’en réponse a une infection ou un allergéne, certaines sous-populations de

DC sont plus adaptés pour induire une réponse adaptative efficace. D’'une part, Les
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cDC1 sont spécialisées dans la présentation croisée (activation de Tc1) et sont donc
une population majeure pour I'immunité anti-tumorale et contre les pathogénes
intracellulaires. D’autre part, les cDC2 et LC peuvent induire efficacement une réponse

Th2, Th17 et humorale face a de nombreux parasites, champignons ou allergénes.

Il est donc nécessaire d’évaluer la contribution des sous-populations de DC dans le
cas précis de la désensibilisation épicutanée, et de comprendre les mécanismes
associés a leurs fonctions. En particulier, comme précédemment énoncé, les
récepteurs membranaires mis en jeu lors de la capture de l'allergéne (TLR, CLR, FcR,
...) et linteraction avec les autres cellules de la peau (LTres, ILC2, ...) sont des
éléments déterminants de la réponse induite (Berin et al., 2006; Dawod et al., 2020;
Hoober et al., 2019; Jun et al., 2017; Laurence Ardouin et al., 2016; Vander Lugt et al.,
2017; Nikolic et al., 2017; Trompette et al., 2009; Vendelova et al., 2018).
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DEUXIEME PARTIE : PROJET DE RECHERCHE

1 Contexte et objectifs du projet

Mes travaux de recherche sont issus d’'une collaboration entre, d’'une part, I'équipe de
recherche INSERM dirigée par J.-F. Nicolas et M. Vocanson, spécialisée dans
I'allergie et 'immunité cutanée, et d’autre part, I'entreprise frangaise DBV Technologies
qui développe le patch Viaskin® pour I'immunothérapie épicutanée des allergies

alimentaires.

L’objectif général de ce projet de recherche est de mieux comprendre les mécanismes
immunitaires associés a 'EPIT afin de mettre en évidence des voies d’amélioration du

traitement et/ou de définir des biomarqueurs d’efficacité.

Au cours de ma thése, je me suis en particulier intéressé aux cellules dendritiques
cutanées qui semblent un acteur essentiel entre I'allergéne apporté par le patch et la

réponse immunitaire induite.

En effet, des résultats publiés en 2011 avaient montré I'absence de passage passif de
I'allergéne dans la circulation, aprés I'application d’'un patch contenant de 'ovalbumine
fluorescente sur une peau intacte de souris allergique. En revanche, 'allergene était
pris en charge par les DC cutanées et transporté dans les ganglions lymphatiques
(Dioszeghy et al., 2011).

Ces résultats ouvraient alors le champ d’étude sur la contribution des différentes sous-

populations de DC cutanées dans l'efficacité du traitement.

L’objectif de ma thése a donc été de caractériser le phénotype, la dynamique et les
fonctions des trois principales sous-populations de DC cutanées (LC, cDC1, cDC2),

afin de répondre a deux questions majeures:

1. Quelles populations de cellules dendritiques sont responsables de I'efficacité
du traitement ?

2. Quels mécanismes associés aux DC participent a la désensibilisation ?
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2 Résultats

Article n°1 : Contribution des cellules de Langerhans a
I’efficacité de 'immunothérapie épicutanée
Mes premiers travaux de recherche se sont intéressés au rdle des cellules de
Langerhans. En effet, ces cellules localisées dans I'’épiderme sont en contact direct
avec l'allergéne du patch appliqué au cours du traitement par EPIT. Les fonctions des
cellules de Langerhans peuvent varier selon le contexte immunitaire et le stimulus

recu. Ainsi, leur contribution a l'efficacité de désensibilisation par EPIT restait

inconnue.

Pour étudier le réle des LC, nous avons utilisé un modéle de désensibilisation chez
des souris BALB/c allergiques a I'ovalbumine. Aprés une application unique d’un patch
contenant 100ug d’ovalbumine, nous avons évalué la prise en charge de I'allergéne,
la maturation, la migration, et la capacité des LC épidermiques a activer des
lymphocytes T CD4+ in vitro. En outre, 'utilisation d’'un modéle transgénique de souris
Langerin-DTR nous a permis d’évaluer l'efficacité d'un traitement complet de 8
semaines (application hebdomadaire pendant 48h d'un patch contenant 100ug

d’ovalbumine sur la peau intacte du dos), en absence de cellules de Langerhans.

Les principaux résultats de cet article sont les suivants :

Apres I'application d’'un patch, les LC prennent en charge l'allergéne et migrent

dans les ganglions lymphatiques drainants.

- Les LC qui ont migré dans les ganglions drainants activent fortement les LT
régulateurs LTrec FOXP3+CD62L+ et LTrec FOXP3"9LAP+ in vitro.

- La déplétion in vivo des LC au cours d’'un protocole d’EPIT empéche la
protection clinique lors d’un test de provocation oral.

- Cette absence de protection corréle avec une absence : (i) d’activation des

LTrec FoxP3+, FoxP3"9LAP+, (ii) de baisse des IgE circulantes et (iii) de

modulation de la réponse cytokinique de type 2.

Ces travaux nous ont donc permis de démontrer le réle essentiel des cellules de

Langerhans dans la désensibilisation par EPIT.
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Antigen Uptake by Langerhans Cells
Is Required for the Induction of
Regulatory T Cells and the
Acquisition of Tolerance During
Epicutaneous Immunotherapy in
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The skin is a major immunologic organ that may induce protection, sensitization or
tolerance. Epicutaneous immunotherapy (EPIT) has been proposed as an attractive
strategy to actively treat food allergy and has been shown to induce tolerance in
sensitized mice through the induction of Foxp3* regulatory T cells (Tregs), especially
CD62L*T Tregs. Among immune cells in the skin, dendritic cells are key players in
antigen-specific immune activation or regulation. The role of different populations of
skin DCs in tolerance induction remains to be elucidated. Using OVA-sensitized BALB/c
mice, we demonstrated that the application of a patch containing OVA-AB47 to the
skin resulted in allergen uptake by Langerhans cells (LCs) and CD11b™ dermal cDC2
and subsequent migration into skin draining lymph nodes. These 2 populations induced
Foxp3 expression in CD4™ cells in vitro. Only LCs induced LAP* cells and CD62L*
Tregs. Using Langerin-eGFP-DTR mice, we analyzed the role of LCs in the mechanisms
of tolerance induction by EPIT in vivo. Following complete depletion of LCs, a dramatic
decrease in the number of OVAT DCs and OVA*T CD11b* dermal cDC2 was observed
in skin draining lymph nodes 48 h after epicutaneous application. Likewise, 2 weeks of
EPIT in non-depleted mice induced Foxp3™ Tregs, especially CD62LT, and LAPT Tregs
in skin draining lymph nodes and spleen, whereas no induction of Tregs was observed in
LC-depleted mice. Following 8 weeks of treatment, EPIT-treated mice showed significant
protection against anaphylaxis accompanied by a significant increase of Foxp3* Tregs,
especially CD62L* Tregs, which was not seen in the absence of LCs. In summary,
although both LCs and CD11b™ dermal cDC2s could induce regulatory T cells, the
absence of LCs during EPIT impaired treatment efficacy, indicating their crucial role in
skin-induced tolerance.

Keywords: food allergy, Epicutaneous immunotherapy, mechanisms, skin dendritic cells, Langerhans cells,
regulatory T cells
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LCs in EPIT-Induced Tolerance

INTRODUCTION

Food allergy is a growing public health concern and
manifestations can be severe even life-threatening. Its prevalence
increased dramatically during the last decades up to 10% in 2018
(1). There is no approved cure other than strict avoidance of
identified foods and availability of self-injectable epinephrine.
Allergen-specific immunotherapy aiming at reduction of the
sensitivity to an allergen is an attractive strategy to actively
treat food allergy. Proposed imunological mechanisms include
decreased allergen-specific IgE and increased IgG4 levels,
reduced responses of effector CD41 T cells, and induction of
regulatory T cells (Tregs). Epicutaneous immunotherapy (EPIT)
is a novel therapy that is currently under investigation. Safety
and efficacy of Viaskin® Peanut in allergic patients has been
studied in a recent phase 3 clinical program after positive results
in a phase IIb trial (2).

The mechanisms of EPIT have been investigated in animal
models of food allergy. In sensitized mice, EPIT with the
corresponding allergen induced desensitization (3, 4), protected
from allergic gut inflammation (5) and prevented food-
induced anaphylaxis (6) and sensitization to new allergens
(7). Tregs induced by EPIT are key: the protective effect
of EPIT is abrogated by depletion of CD25" cells and is
transferred to sensitized mice by the transfer of Tregs (8).
EPIT increased CD62L~ and CD62L" Foxp3*t Tregs whereas
other immunotherapies induced mainly CD62L~ Tregs in
peanut sensitized mice (9). In a recent study, the sustained
protection and bystander effect of EPIT was related to epigenetic
modifications in this CD62L" population of Tregs (10).

The unique immunologic features of the skin keratinocytes
and antigen-presenting cells might explain the specific induction
of this particular population of Tregs by EPIT. Among immune
cells in the skin, dendritic cells (DCs) are key players in
antigen-specific immune activation or regulation. Skin DCs can
be divided into Langerhans cells (LCs) in the epidermis, the
superficial layer of the skin, and a different subset of dermal
DCs closely related to conventional DCs, which may themselves
be divided into ¢DCls and cDC2s, identified based on XCR1
and CDI11b expression, respectively. It has been shown that
¢DCls are more prone to induce a Thl response and cross-
present Ag to CD8T cells, whereas ¢DC2s are more likely
to induce a Th2 response. LCs activate and induce Thl7 or
Tregs depending on the environmental stimuli (11). In previous
studies, we demonstrated rapid allergen uptake by dendritic
cells through intact skin leading to down-regulation of allergen-
specific responses in sensitized mice treated by EPIT (12).
However, the role of the different populations of skin DCs in
tolerance induction remains to be elucidated.

Using OVA-sensitized mice, we demonstrated that
epicutaneous application of allergen resulted in uptake by
LCs and CD11b" dermal cDC2s. After migration into skin
draining lymph nodes (sdLNs), both populations could induce
Foxp3 expression in CD4™ T cells in vitro. However, only LCs
induced LAP* cells and CD62L" Tregs, and the depletion of
LCs significantly decreased the induction of Foxp3™ Tregs,
especially CD62LT and LAP' Tregs in skin draining lymph

nodes and spleen, compared to non-depleted mice. Moreover,
the EPIT-induced protection against anaphylaxis was not seen
in the absence of LCs. Thus, although both LCs and CD11b™
dermal ¢cDC2 can induce regulatory T cells, the absence of
LCs during EPIT reduced the effectiveness of the treatment,
indicating their crucial role in skin-induced tolerance.

METHODS

Mice

BALB/c mice were obtained from Charles River (Charles Rivers,
Lyon, France). Langerin-DTR mice, obtained from Pr Malissen
(Centre dImmunologie de Marseille-Luminy, Aix Marseille
Université, INSERM, CNRS UMR, Marseille, France), were back-
crossed on a BALB/c background and maintained as breeding
colonies at DBV-Technologies. All procedures were performed
according to the European Community rules on animal care
with permission and ethical approval # 7811 from the French
Authorities. Mice were acclimated in the animal facility for 1
week prior to initiating any procedures. Each experiment was
reproduced twice independently.

Sensitization

Mice were sensitized on days 0 and 7 with 200 pl of
a homogenous suspension of 10 pg of OVA (grade V,
Sigma-Aldrich, France) and 2mg of aluminum hydroxide
(Imject® Alum, Thermo scientific, France) by subcutaneous
administration on the back of the neck. Mice were then boosted
intranasally on day 14 with OVA (10 pg).

Measurement of Allergen Capture by Skin
DCs

For epicutaneous application, the skin of sensitized mice was
shaved with electric clippers and then depilatory cream was
applied 24 h before applying the epicutaneous patch. For studies
of allergen capture and skin DCs migration, VIASKIN® with 100
g OVA-alexa647 (V-OVA) were applied for indicated times on
the back of mice and maintained with a non-occlusive linen. Mice
were then sacrificed and skin and skin-draining lymph nodes
(sdLN) were harvested.

Skin and sdLN Cell Isolation

Using an insulin microneedle, 8 mm skin biopsies were injected
5-10 times with Liberase TL (250 jLg/mL)-DNase (500 pg/mL)
solution, placed in 1ml of Liberase TL-DNase solution in a
24-well plate (dermal side down), and then incubated for 2h
at 37°C in a cell culture incubator (5% CO,). To stop the
enzymatic action at the end of the incubation period, 500 pL of
DNase working solution and 75 pl of 0.1 M EDTA were added.
Tissues were placed in a Medicon tissue grinder (BD Biosciences)
and mixed for 8 min in a Medimachine (BD Biosciences). Cell
suspensions were filtered using 50 um syringe filter (Filcon, BD
Biosciences), washed and counted.

Skin draining lymph nodes were harvested in Petri Dishes
containing 1 mL RPMI 1640. Then, 1 mL of Liberase TM (0.52
U/mL)/DNase I (50 ug/mL) in RPMI 1640 were added to each
Petri Dish. Each LN was flushed using an insulin microneedle
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and incubated for 20 min at 37°C. Two hundred fifty microliter
of solution of EDTA at 100 mM were added to each Petri Dish
to stop the reaction. Lymph node cell suspensions were then
obtained by subsequent tissue dissociation and filtration through
a cell strainer (100 wm), washed and counted.

In vitro Tregs Induction Measurement

OVA™ migrating LCs and CD11b" DCs were isolated from
sdLN cells by magnetic sorting using a CD1l1c isolation kit
(Miltenyi Biotec, Paris, France) followed by flow cytometry
sorting of MHC-IIt CD11ct OVA' CD11b* EPCAM™ and
MHC-IIt CD11c¢™ OVAT CD11b™ EPCAM™, respectively. As
control DCs, MHC-IIT CD11ct OVA~ CDI11b~ EPCAM™
cells were also sorted from the CD11c positive fraction. CD4™
cells were sorted from the CD11c negative fraction using CD4
microbeads (Miltenyi Biotec, Paris, France). Each DC subset was
then co-culture with CD4™ cells at ratio 1:5 in 200 wL RPMI
1640 supplemented with FCS, penicillin, streptomycin, and -
mercaptoethanol in 96 wells plate. After 6 days, cells were stained
for analysis of Foxp3 or LAP Tregs and expression of CD62L.

Epicutaneous Immunotherapy

Sensitized mice were treated weekly with VIASKIN® containing
100 pg OVA for 48 h. Tregs induction was measured after 2 weeks
of treatment in sdLN and spleen. For measurement of allergen-
specific oral reactivity, sensitized mice treated for 8 weeks or not
treated were boosted by oral gavage with 20 mg OVA every 3
days X’s 6 before receiving an oral challenge with 50 mg OVA.
Animal temperatures were measured before and during challenge
using microchips (Plexx IPTT). Single cell suspensions of mouse
spleen were obtained by tissue dissociation and filtration through
a cell strainer for in vitro re-stimulation and cytokine production
measurements previously described (ref).

Langerhans Cells Depletion

Langerin-DTR mice were injected i.p. with 0.1 g of diphteria
toxin 5 days and 1 day before the first application of VIASKIN®
and every 2 weeks 24h before VIASKIN® application. This
resulted in complete depletion of skin Langerhans cells

throughout the treatment period, as verified by flow cytometry
(data not shown).

Flow Cytometry

For DC analysis in the skin and sdLNs, cells were stained
with different combinations of the following antibodies:
MHC-II-Vioblue, CD11c-PerCPVio700, CD11b-VioGreen,
CD11b-PerCPVio700, ~XCRI1-Viobright-FITC, EPCAM-PE,
CD86-PE-Vio770, CD86-APC-Vio770, PD-L2-PE-Vio770 (all
from Miltenyi Biotec), CD11c-APC-Cy7 (BD Biosciences),
XCR1-BV510 (Biolegend). Dead cells were excluded from
analysis using Zombie dye (Biolegend) of appropriate color
depending of the antibodies used.

For Tregs analysis, cells were stained with combinations
of the following antibodies: anti-mouse CD4-FITC (Miltenyi),
CD25-APC-Cy7, CD62L-PE-Cy7 (all from BD Biosciences, Le
Pont de Claix, France), Latency-associated peptide (LAP)-PE
and Foxp3-APC (from e-Bioscience, Paris, France), or control
isotypes. Intracellular staining was performed after fixation and
permeabilization, using Foxp3 Perm Kit (e-Bioscience, Paris,
France). Dead cells were excluded from analysis using Zombie
dye aqua (Biolegend).

Flow cytometry was performed on a MACSquant cytometer
and analyzed using Flow]o software.

Statistical Analysis

The GraphPad Prism Software 5.0 (San Diego, CA, USA) was
used for statistical analyses. Results are expressed as median
with range. Statistical significance comparing different sets of
mice were determined by Kruskal-Wallis test followed by Dunn’s
multiple comparisons test.

RESULTS

Characterization of Dendritic Cells
Implicated in Allergen Uptake in OVA

Sensitized Mice
To determine which skin DCs take up allergen following
epicutaneous application, sensitized mice were treated with
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FIGURE 1 | Allergen capture by skin dendritic cells after epicutaneous application. VIASKIN®-OVA-AF647 (V-OVA) was applied on the back of sensitized mice for 2 h
(A) or 6h (B). Sensitized not treated mice were used as control (no VIASKIN®). Skin were then harvested and cells isolated and counted before immunostaining for
flow cytometry analysis. In live single cells gate, migrating DCs were gated as MHC-lIhigh CD11c+ and Langerhans cells (LCs), CD11b™ DCs and XCR1T DCs were
identified as CD11bTEPCAM*XCR1~, CD11bTEPCAM-XCR1-, and CD11b-EPCAM-XCR1+, respectively. Proportion of OVA+ cells inside each population were
measured and reported to number of cells. Each symbol represents a mice and bar represent median. Experiment was reproduced twice independently. ***o < 0.001;
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VIASKIN®-OVA-AF647 for 2 or 6h. Evaluating OVA* DCs
from each subset showed that both LCs and dermal CD11b™ DCs
(DC2s) captured allergen efficiently after 2h whereas XCR1*
DCs (DCls) did not (Figure 1A). After 6 h of application, OVA™
LCs and OVA™ CDI11b* DCs were still present in the skin,
but to a lesser extent suggesting that some cells had already
migrated from skin. Extremely low levels of OVATXCRI1™ cells
were detectable even after 6 h of application (Figure 1B).

In previous experiments, after application of VIASKIN®-
OVA on intact skin of OVA-sensitized mice, skin dendritic
cell migration toward sdLN peaked after 48h (12). We then
characterized the migration of skin dendritic cells into sdLNs
after 48h. Skin migrating DCs were gated as CD11ct cells
expressing high levels of MHC-II. Among skin migrating cells,
the 3 subsets were gated using XCR1, CDI11b, and EpCAM
expression. As expected from results in the skin, OVA was
detected in LCs and CD11b" DCs, and to a lesser extent
in XCR1™ DCs (Figure 2A). Skin and sdLN results strongly
suggest that allergen uptake following epicutaneous application
in sensitized mice is mediated by LCs and CD11b™ DCs. We
then further analyzed their activation status by evaluating the
expression of CD86 and PD-L2. OVA™ LCS and OVAT CD11b™
DCs had significantly increased expression of CD86, indicating
a higher activation status compared to OVA- migrating cells

(Figures 2B,D, respectively). Both populations of OVA™ cells
also expressed significantly higher levels of PD-L2 suggesting
a potential tolerogenic capacity (Figures2C,E). As a control
for activation, skin DCs migrating to sdLN after application of
VIASKIN®-OVA on tape-stripped skin expressed higher levels
of CD86, but lower levels of PD-L2 (data not shown).

To analyze their tolerogenic potential, we measured LC and
DC capacity to induce CD4% cells into regulatory T cells in
vitro. OVAT LCs and OVA' CD11b" DCs were FACS sorted
and co-cultured with CD4 T cells. Both populations significantly
increased Foxp3 in CD4 cells in vitro compared to CD4 cultured
alone or in presence of control DCs (Figure3A). We had
previously shown the capacity of EPIT to induce CD62L" Tregs
in comparison to other forms of immunotherapy, e.g., oral
and sublingual immunotherapy, and checked the proportion of
CD62L in in vitro induced Tregs. OVA™ LCs induced higher
levels of CD62L on Foxp3TCD4 cells compared to CD11b™
DCs (Figure 3B). Furthermore, only OVA™T LCs significantly
increased LAPT CD4 cells in vitro (Figure 3C) suggesting that
LCs are the key players in Tregs induction during EPIT.

The generation of peripheral Tregs requires TGF-f (13). The
ability of DCs to activate TGF-p from its “latent” precursor
has been recently linked to the expression of specific integrin
by DCs in gut, ie., alphaV beta8 (14, 15). In sdLN, OVA*
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skin migrating LCs and CD11b* dDCs expressed higher level
of integrin alphaV than OVA™ or control DCs (Figures 4A,C).
OVA™ skin migrating LCs also expressed higher level of integrin
beta8 compared to OVA™ or control LCs whereas CD11b™* dDCs
did not (Figures 4B,D), suggesting a possible role of integrin
beta8, and TGF-f in the capacity of migrating LCs to induce
Tregs.

Characterization of the Allergen Uptake in
Absence of LCs

To validate the possible role of LCs in the induction
of tolerance by EPIT, we compared allergen uptake in
sensitized LANG-DTR mice after depletion of LCs. After
DT injection, depletion of LCs was confirmed by flow
cytometry. As expected, no OVA™ LCs was detected following
application of VIASKIN-OVA-AF647 in the skin of LC-depleted
mice (Figure5A). DT injection did not alter the CD11b™
DCs subset and allergen capture by those cells was no
different in the skin of mice not LC-depleted after 2 or 6h
(Figure 5B).

In sdLN, no OVA" LCs were detected, as expected
(Figure 5C). Interestingly, LC depletion significantly decreased
OVA™T CD11b" DCs migration into sdLNs after 48 h (Figure 5D)
even though antigen capture in the skin was not altered. This

suggested a possible interaction between LCs and dermal DCs in
the skin, that would be needed for CD11b™ DCs migration.

Langerhans Cells Are Required for the

Induction of Regulatory T Cells in vivo
Two weeks treatment of sensitized mice with EPIT induced a
local increase in regulatory T cells. The amount of CD25% Foxp3™
Tregs significantly increased in sdLNs of EPIT treated mice
compared to untreated animals (Figure 6A). More specifically,
the CD62L" subset of Foxp3 Tregs was induced (Figure 6B).
EPIT also induced greater numbers of LAPT Tregs compared
to untreated mice (Figure 6C). This induction of Tregs was
not limited to local LNs but was also observed in spleen of
treated mice compared no untreated animals (Figures 6D-F).
In the absence of LCs, no induction of Tregs was observed
either in sdLNs or in the spleen (Figure 6) after 2 weeks of
treatment.

Since the usual treatment period for EPIT in sensitized mice is
8 weeks, we checked the induction of Tregs in the spleen after
8 weeks of EPIT. We confirmed that DT alone did not alter
normal responses as the Control + DT group showed similar
levels of CD25% Foxp3™ Tregs and LAPT Tregs, and similar
expression of CD62L (Figure 7). As expected, EPIT-treated mice
had significantly higher levels of CD25% Foxp3™ Tregs, especially
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CD62L" Tregs compared to the Control group (Figures 7A,B).
In contrast to mice treated for 2 weeks, no induction of LAP™
Tregs was observed after 8 weeks of treatment suggesting that
the induction of LAP™ cells is transient. In the absence of LCs,
no induction of Tregs was observed even after 8 weeks of EPIT
treatment, confirming the crucial role of LCs in induction of
Tregs by EPIT.

Role of LCs in the Induction of Tolerance
by EPIT

To confirm that the induction of Tregs by EPIT is associated
with desensitization, the anaphylactic response following oral
challenge was evaluated in sensitized mice treated by EPIT and
compared to untreated animals. Untreated mice experienced
a significant decrease in body temperature (median = —3°C)
following oral challenge with OVA compared to naive mice.
Injection of DT did not alter this response. EPIT treated mice
showed a —0.85°C drop in body temperature, significantly
less than that in untreated mice (Figure 8A). This protection
from anaphylaxis was associated with a significant decrease
of OVA-specific IgE levels (Figure8B) and a decrease in
cytokine response by in vitro re-stimulated splenocytes
(Figures 8C-E) from EPIT-treated mice compared to untreated
controls.

In mice treated in absence of LCs, oral challenge induced
anaphylactic reactions with a significant drop in body
temperature of —2.2°C compared to EPIT-treated mice
(Figure 8A). EPIT did not induce any decrease of sIgE nor
OVA specific cytokine responses when LCS were depleted

(Figures 8B-E). These results support the crucial role of LCs
in mechanisms of induction of tolerance by EPIT in sensitized
mice.

DISCUSSION

The different populations of skin DCs are key players in antigen-
specific immune activation or regulation. Indeed, skin has been
proposed as route of sensitization, but perhaps more importantly,
is also a way to induce tolerance, as in the case of EPIT. The role
of the different population of skin DCs in this tolerance induction
requires further clarification. In this study, we demonstrated that
both LCs and CD11b" dermal cDC2s can take up allergen in
the skin and migrate to draining LN to induce regulatory T
cells. However, the absence of LCs during EPIT impaired allergen
uptake and Foxp3™ Treg induction, especially CD62L" Tregs,
resulting in absence of desensitization and protection from oral
allergen exposure, indicating their crucial role in skin-induced
tolerance.

The role of LCs in inducing allergic responses or suppressing
immunity is still controversial. In the steady state, LCs have
been shown to induce tolerance to skin antigen (16-18). LCs
have also been implicated in Treg expansion in response to
antibody-targeted antigen or irradiation (19, 20). Initiation of
epicutaneous sensitization with protein antigens depended on
LCs (21) whereas skin sensitization to house dust mite depended
on dermal ¢cDC2 and was even increased in absence of LCs
(22). In our model, we demonstrated that LCs are critical
for the induction of Tregs and subsequent desensitization of
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*p < 0.05; “p < 0.01; *p < 0.001 by Kruskal-Wallis test followed by Dunn’s multiple comparisons test (A,C~E); and “*p < 0.01; “***p < 0.0001 by 2-way ANOVA

mice by EPIT, suggesting of tolerogenic capacities of LCs in
the context of previously established sensitization. Differences
of immunological status and/or keratinocyte activation could
explain the divergence concerning the role of LCs between the
different models, as we previously observed their impact on
allergen uptake (12, 23).

Dermal ¢DC2s have been previously implicated in IL-
17-mediated psoriasis-like response (24). These cells appear
critical for the induction of Th2 responses and epicutaneous
sensitization to house dust mite (22, 25). On the other hand,
c¢DC2s can suppress antibody production by blocking the
development of follicular helper T cells, and inducing Foxp3™
Tregs (26, 27). In our model, dermal CD11b" cDC2s were as

efficient as LCs in taking up allergen following epicutaneous
application and migrating into sdLNs. Moreover, migrating
cDC2s could induce Foxp3™ Tregs, suggesting that they may
play a role in tolerance induction during EPIT. However, these
cells are not sufficient since depletion of LCs without alteration
of the CD11b™ DC compartment failed to induce Tregs in vivo.
We can postulate that ¢<DC2s play a role in the mechanisms
of induction of Tregs in sensitized mice in which they need
interaction of LCs to be fully activated and to migrate. Indeed,
depletion of LCs did not alter allergen capture by skin cDC2s,
but did impair their migration into sdLNs. Interaction between
LCs and dermal DCs may be needed for optimal migration
of dermal DCs. Cooperation of LCs and dermal DCs has
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been observed previously in the induction of Th2 responses
(28), and migrating LCs can also interact with DCs to induce
DC maturation and antigen transfer (29). Further studies are
required to decipher the possible interactions between these
populations and by which mechanisms LCs cooperate with
DCs.

In addition to the possible interactions between LCs and
dermal DCs, ¢cDC2s were not sufficient to induce Tregs and
provide protection in vivo because particular Treg populations
implicated in EPIT were not induced by cDC2s. In vitro,
migrating cDC2s induced Foxp3™ Tregs, but low levels of LAP™
Tregs. The induction of LAPT Tregs has been observed during
EPIT in different models (6, 9). The absence of induction of
these LAPT Tregs by CD11b™ DCs could explained the absence
of protection observed after depletion of LCs. Noteworthy,
the induction of LAPT Tregs seems transient in this model
with a significant increase following 2 weeks of treatment,
which is no longer observed after 8 weeks of treatment
either in the sdLN or in the spleen. The LAPT Tregs may
participate in the first mechanistic steps of EPIT to induced
CD25%"Foxp3™ Tregs that are crucial for efficacy of EPIT
(8).

One unique feature of EPIT is its ability to induce both
CD62L*" and CD62L~ Foxp3™' Tregs, whereas only CD62L~
Tregs are induced by other immunotherapies (oral and
sublingual) in our models (9). This population of CD62L" Tregs
seems central to the mechanism of EPIT given the epigenetic
modification, i.e., foxp3 demethylation, the sustained protection
and the bystander effect, which were recently shown to be
features of the CD62L™" population of Tregs (10). Migrating LCs
induced significantly more CD62L" Tregs than cDC2s in vitro
and the depletion of LCs abrogated any induction of CD62L™
Tregs in vivo. Given the importance of this particular population
of Tregs in EPIT, the capacity of LCs to induced them may explain
their crucial role in efficacy of EPIT.

As previously shown for gut DCs (14, 15), skin migrating
LCs, but not ¢cDC2s, expressed higher level of integrin beta8,
suggesting that requirement of LCs to induce particular
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Article n°2 : Spécialisation fonctionnelle des cDC2 et
des LC au cours d’EPIT

Basé sur notre premiére étude, nous avons ensuite cherché a comprendre si les cDC2
et cDC1 dermiques jouaient également un rble dans la désensibilisation. En effet, la
déplétion des cellules de Langerhans (modéle Lang-DTR) au cours d’EPIT réduisait
aussi la migration vers les ganglions lymphatiques des cDC2 CD11b+, qui captent
l'allergene dans la peau aprés l'application d’un patch (Dioszeghy et al. 2018). Ce
modéle ne permettait donc pas d’exclure un rdle potentiel des différentes DC
dermiques (cDC1 et cDC2) dans l'efficacité de la désensibilisation. Nous avons donc
fait I'nypothése que les DC dermiques pouvaient également participer a I'efficacité
d’EPIT.

En outre, dans notre étude précédente, nous nous étions intéressés au phénotype
d’activation et a la fonction des LC aprés I'application d’un seul patch. Or, des études
réalisées chez des patients allergiques au cours d’un traitement par SLIT, ont
démontré I'acquisition progressive d’'un phénotype tolérogéne (Gueguen et al., 2016;
Zimmer et al., 2012). L’acquisition d’'un phénotype et de fonctions tolérogenes est sans
aucun doute un élément majeur de l'efficacité des protocoles d’EPIT et ceci pourrait
servir de biomarqueurs afin de prédire la réponse des patients au traitement. Nous
avons donc cherché a établir a quel moment, et comment, le phénotype et les fonctions
des DC cutanées sont modulés au cours du protocole d’EPIT. A ce titre, nous avons
postulé que la modulation fonctionnelle des DC contribue a l'induction de LTrec et a la

déviation immunitaire associées a la protection clinique.

Pour explorer ces deux hypothéses, nous avons capitalisé sur un modéle de souris
C57BL/6J allergiques a I'ovalbumine. Aprés 1, 3, et 8 semaines de traitement par EPIT,
nous avons analysé le phénotype et les fonctions des LC, cDC2 et cDC1 dans la peau
et apreés migration avec l'allergene dans les ganglions lymphatiques drainants. Nous
avons également mis en place des tests de fonctionnalité in vitro (systémes de
coculture de DC et de lymphocytes T CD4+). Nos principaux résultats démontrent

que :

- La désensibilisation clinique par EPIT est effective dés 3 semaines de

traitement (et confirmée a 8 semaines).
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- Le traitement par EPIT induit des LTrec FoxP3+, LTrec LAP+ associés a une
baisse d’activation de LT spécifiques aprés 3 semaines.

- En paralléle, la sécrétion d’IL-5 et d’'IL-13 par les LT CD4+ spécifiques diminue
avec I'EPIT au profit de I'lL-10 et I'lL-17.

- La fréquence de capture de 'OVA dans la peau par les LC, cDC2, cDC1 est
constante au cours du traitement. Le nombre de LC détectées dans la peau est
augmenté avec I'EPIT.

- La migration des sous-populations de DC OVA+ est maintenue au cours du
traitement (1, 3 et 8 semaines d’EPIT).

- Néanmoins, leur état d’activation est profondément modulé (modulation de
I'expression de CD86, CD40 ou PD-L2 ; baisse de la quantité d’OVA captée par
les LC et cDC2).

- Fonctionnellement, les LC démontrent une capacité intrinséque d’activation des
LTrec augmentée avec I'EPIT, tandis que celle des cDC2 est notable mais
constante.

- Cependant, les cDC2 induisent une réponse lymphocytaire Th1 et Th17 au
détriment d’une réponse Th2.

- Les cytokines IFN-y et IL-17 démontrent des propriétés inhibitrices de la

dégranulation des mastocytes in vitro.

Ces travaux démontrent I'acquisition progressive d’un phénotype tolérogéne des DC
cutanées au cours du traitement et suggeérent un réle complémentaire des cDC2 et

des LC dans l'efficacité de la désensibilisation induite par EPIT.
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BMDC: bone-marrow-derived dendritic
cell

cDC: Conventional DC
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Abstract

Background: Epicutaneous immunotherapy (EPIT) protocols have recently been developed
to restore tolerance in patients with food allergy (FA). The mechanisms by which EPIT
protocols promote desensitization rely on a profound immune deviation of pathogenic T and

B cell responses.

Objective: To date, little is known about the contribution of skin dendritic cells (skDCs) to T

cell remodelling and EPIT efficacy.

Methods: We capitalized on a preclinical model of FA to ovalbumin (OVA), in which allergic
C57BL/6 mice were desensitized by 8 weekly 48h-applications of OVA-containing patches.
The phenotype and functions of OVA* skDCs were monitored throughout the course of EPIT

by flow cytometry and in vitro DC-T-cell co-culture assays.

Results: Our results demonstrated that all skDCs (Langerhans cells (LCs), dermal
conventional ¢cDC1 and cDC2) subsets maintained their capacity to capture OVA in the skin
and to migrate towards the skin-draining lymph nodes during EPIT. However, their activation
status and stimulatory properties were significantly impaired, as shown by the gradual and
selective reduction of CD86, CD40, and OVA expression in the different subsets of migratory
DCs. Interestingly, we observed that OVA* LCs progressively lost their capacity to prime CD4*
Terr, but gained Treg stimulatory properties upon EPIT. In contrast, cDC1 were inefficient in
priming CD4* Terr or reactivating Tmem in vitro, while cDC2 retained moderate stimulatory
properties throughout EPIT, and progressively biased type-2 immunity (IL-4, IL-5, IL-13)
towards type-1 (IFN-y) and type-17 (IL-17) responses.

Conclusions: Our results therefore emphasize that the acquisition of distinct phenotypic and
functional specializations by skDCs during EPIT is at the cornerstone of the desensitization

process.

Keywords: Food allergy, skin dendritic cells, allergen immunotherapy, epicutaneous

desensitization, T cell responses
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Introduction

Food allergy (FA) is defined as an adverse effect resulting from a specific immune
response that occurs reproducibly upon exposure to a given food. It is estimated that 3 to
6% of the global population is affected by FA, which has a strong impact on their quality of
life 1.

FA symptoms are many and varied. They manifest as digestive pain, diarrhea,
cutaneous oedema or ocular signs, and in severe cases, as life-threatening anaphylaxis. They
develop in sensitized individuals as a result of mast cells (MC) and basophils degranulation,
in response to interactions of food allergens with specific IgE antibodies bound to their high
affinity FceRI receptors®™.

Currently, there is no effective treatment to FA, which forces FA patients to strictly
avoid allergens. However, allergen-specific immunotherapy (AIT) protocols have been
recently developed and clinically tested. These protocols aim to improve patient’s tolerance
to allergen, in order to avoid the development of anaphylaxis in patients at-risk. They are
based on the repeated exposure to low doses of allergens, to re-induce progressive and
long-term immune tolerance®. Depending on AIT protocols, food allergens can be
(re)administrated through the sublingual, oral or epicutaneous route. Among them, the daily
application of peanut-containing patches (Viaskin®) on the healthy skin of young allergic
children has recently shown a significant improvement in their tolerance to peanut intake
after 1 year &, demonstrating the value of the epicutaneous route for effective AIT. Besides,
epicutaneous IT (EPIT) has the advantage of limiting the systemic spread of allergens, which

reduces the risk of adverse events during IT.

The mechanisms by which EPIT protocols induce immune desensitization in FA
individuals are analogous to the mechanisms delineated for other AIT. They rely on two key
phenomena: the induction of regulatory T cells (Treg) and a profound immune deviation of
pathogenic T and B cell responses. Both were reported to limit mast cell and basophil re-
activation and thus the allergic symptoms 821021 Two categories of Tgrec play a critical role
during EPIT: FOXP3*CD25* Trec 2 and FOXP3™ LAP* Tgrec (also known as TH3 cells) 0.
FOXP3*CD25* Trec favour the reinduction of tolerance in preclinical models of EPIT by
inhibiting the expansion of allergen-specific effector/memory T cells (Terr/mem), through

mechanisms depending on transforming growth factor (TGF)-B and cytotoxic T-lymphocyte
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associated protein (CTLA)-4 2, while FoxP3- LAP* Trec would inhibit mast cell/basophil
reactivation through TGF-B secretion °. In addition, EPIT protocols are classically associated
with a significant remodelling of antibody responses, with a rapid and robust increase in
IgG4 levels in human (or 1gG1 and IgG2a levels in the mouse system), and a long-term
decrease (after an initial rise) in specific IgE pools 8122223 However, it is not clear whether

EPIT protocols promote the rise of Th1 cell responses, as suggested in other IT protocols?42°,

Increasing experimental evidence suggests that skin DCs (skDCs), which are
considered to be the primary targets of EPIT protocols, are central to the desensitization
process %27, SkDCs are classically divided into 3 major subsets, based on their localization,
ontogeny and phenotypic marker expression 28731: (i) Langerhans cells (LCs) in the epidermis,
and conventional DCs (cDCs) 1 and 2 in the dermis. LCs are characterized by the expression
of Langerin and dermal cDCls and c¢DC2s by XCR1/IRF8 and SIRPa/IRF4 markers,
respectively. We have recently demonstrated in a mouse model of FA desensitization, that
all skDC subsets capture the allergen upon EPIT, and next migrate towards the dLNs to
reactivate allergen-specific Terr/mem oF Treg 27722, Besides, we have demonstrated that LCs are
instrumental to the desensitization process, as clinical protection is abrogated in LC-depleted
models. In absence of LCs, there is no Tgres (both FoxP3+ and LAP+ subsets) increase upon
allergen exposure, compared to wild-type animals, and no modulation in OVA-specific Th2
response, suggesting the existence of a major LC- Treg axis to induce tolerance 32. By
contrast, to date, it is not clear whether dermal cDC2s and ¢cDC1s complement or antagonize
LC functions during the desensitization process. cDC2, which are strong Th2 response
inducers 33, stimulate FoxP3* Tres proliferation after 1 or 2 weeks of EPIT treatment 32, But at
this stage, when animals were tested for tolerance induction, there was no improvement in
clinical protection, which calls into question the exact mechanisms leading to protection.
Similarly, it is not recognized whether cDC1, which are known to preserve skin tolerance to
self-antigens 34, can also boost Tres proliferation or immune deviation and favour tolerance
during EPIT. In fact, very few is known about the phenotypic and functional changes of skin
DCs throughout EPIT protocols. skDCs are probably progressively tolerized with repeated
allergen exposure, as suggested for blood DCs collected in some IT patients 336, but it

remains to precisely evaluate how these changes influence T and B cell response during EPIT,
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and how they provide clinical benefits. Moreover, the respective contribution of each skin

DC subset remains to be firmly established.

Here, we capitalized on a preclinical model of FA to ovalbumin (OVA), in which
C57BL/6J allergic mice were desensitized by the repeated applications of OVA-containing
patchs, to longitudinally monitor the phenotype and functions of OVA+ skDC subsets during
EPIT. Our results highlight an underestimated modulation of skDC specialization after
repeated allergen contacts, which indicates that there is a clear division of labour between
skDC subsets and the mechanisms by which they remodel T cell responses to lead to

individual desensitization.
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Results

Progressive remodelling of OVA-specific T cell response correlates with EPIT-induced

clinical protection

C57BL/6J mice allergic to OVA were progressively desensitized by 8 weekly 48h-skin
applications of OVA-containing patches (Fig 1A). In this model, animals treated by EPIT
showed a better tolerance to allergen re-exposure 15 days after the last patch application,
as illustrated by the lower temperature drop (a major clinical hallmark of anaphylaxis in
mice) (Fig 1B-C) and the lower mMCP-1 (a major serum biomarker of mast cell
degranulation) production (Fig 1D) upon i.p. OVA challenge. Importantly, time course
experiments demonstrated that tolerance re-induction was observable as soon as the 3™
week of treatment, indicating that key tolerance events start well before the end of the

desensitization protocol (Fig 1B-D).

To correlate symptom improvement with underlying immunity, we next assessed the
proliferation of CD4+ Terrymem at different intervals of EPIT protocol. Before EPIT, we
detected 2% of dLN Terr/mem CD4+FoxP3-CD44+Ki67+ showing the basal proliferation in
allergic mice. A significant rise in the percentage of proliferating Terr/mem Was recorded after
the first patch application, which significantly decreased after 3 and 8 weeks of treatment
(Fig 1E). In parallel, we analysed the priming of OVA-specific reporter T cells (CD45.2+ OT-I
cells 37) 8 days after their adoptive transfer in congenic (CD45.1+ mice) allergic recipients
receiving EPIT (Fig S1A). We observed a robust drop in OT-II cell proliferation (percentage of
CTV'¥ cells among the total CD45.2+ cell fraction) when donor cells were transferred before
the 3™ and 8™ patches comparatively to the 15t patch (Fig S1B-C). As control, we detected
very low OT-Il cell proliferation in non-patched animals (Fig S1B-C). Altogether, these results
demonstrate that there is a progressive regulation of Tere/mem (re)expansions during EPIT.
The 1°t patch induces a robust (re)expansion of allergen-specific Terr/mem, Which become
weaker and weaker with repeated applications. Nevertheless, such (re)expansions were not
completely inhibited at the end of EPIT protocol, as shown by the substantial number of dLN
CD4+FoxP3-Ki67+ cells at week 8 (Fig 1F).
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To determine if the desensitization protocol also induced changes in Tere/mem
polarization, dLN T cells collected one week after the 1%, 3™ and 8™ patch were reactivated
ex vivo for 3 days with OVA-pulsed bone-marrow-derived DCs (BMDCs). A strong inhibition
of IL-5 and IL-13 secretion was detected in cultures from EPIT-treated groups (Fig 1G). By
contrast, a parallel increase in IL-10 and IL-17 secretion, and a relatively stable production of
IL-4 and IFN-y was also detected (Fig 1G). These results thus confirm that the functions of
allergen-specific Terr/mem that are reactivated at late intervals of EPIT protocol are not
completely inhibited. By contrast those cells are progressively biased from a prominent type-

2 immunity towards a mixed type-17 and type-1 phenotype, following patch repetition.

Robust accumulation of Trec subsets along EPIT

In parallel to the Terr/mem response, we also analysed the expansion of Tgeg cells
during EPIT. Conversely to Terr/vem cells, we observed that the percentage (Fig 2A) and the
number (Fig 2B) of proliferating FoxP3+Ki67+ Treg increased steadily along EPIT. Hence, the
ratio between the number of proliferating Trec and the respective number of Terr/mem,
increased by 2-fold with EPIT (Fig 2C). Of note that the induction of Tres along EPIT was not
limited to the FoxP3 subset. A strong increase of CD4+FoxP3-LAP+ cells in the dLNs (both in
term of percentages among the total CD4+ T cell fraction (Fig 2D) and numbers (Fig 2E)) was
also detected after 8 weeks of EPIT. These results thus confirm that repeated allergen
exposures promote a progressive accumulation of Trec subsets in the dLNs of desensitized

mice.

Allergen uptake by skDC subsets is constant

We then studied the various parameters of DC biology susceptible to modulate the

(re)activation of Terr/mem and Treg pools throughout the EPIT protocol.

First, we investigated the kinetic of OVA uptake by skDC subsets (respectively total
DCs or LC, cDC1 & cDC2 subsets; Fig S2). To this end, we analysed by FACS, the percentage
and the number (Fig 3) of OVA+ DCs present in skin biopsies, 48h after the 1%, 3™ and 8t
patch. After a primary gate on Lineage"&MHCII+CD11c+CD64"¢ cells, LCs were targeted
using SIRPa, EpCAM and CD24 markers, and cDC2s and cDC1s using the SIRPo and XCR1
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markers, respectively (Fig S2). Of note, in order to track OVA+ cell subsets, the last patch

applied to the mouse skin contained a fluorescent OVA protein (OVAAT647),

Our kinetics experiments confirmed that the 3 skDC subsets capture OVA at the
different intervals of EPIT protocol (Fig 3A-D). In addition, we observed that LCs and cDC1s
are less prone to OVA uptake than their cDC2 counterparts, as shown by lower percentages
of OVAAF47 cells (Fig 3B), and by lower OVAAF%4” median fluorescence intensity (MFI) levels
(in ¢DC1 only, Fig 3C). Of note, the frequency of OVAAF%47 cells tended to decrease in LC
fraction during EPIT, but not in ¢cDC1 or cDC2 subsets (Fig 3B). However, conversely, a
significant rise in the number of OVAA™®% cells was observed with repeated patch
applications, with clear differences at weeks 3 and 8 for LCs and cDC1s and a tendency at
week 8 for their cDC2s counterparts (Fig 3D). Comparable increases were also detected in
OVA™s8 |Cs, and tendencies in OVA™8 c¢DC1 and cDC2 (Fig S3A). These results therefore
demonstrate that skDCs maintain their ability to capture OVA during EPIT. They also indicate
that there is an accumulation of OVA+ DC subsets within the skin upon patch application,
possibly due to an inhibition of skDC migration or an increase recruitment/proliferation of
DC precursors. Of note, we did not detect any significant modulation of their
activation/maturation phenotype (as revealed by the FACS analysis of the CD86, CD40 and
PD-L2 MFlIs; Fig S4).

No alteration in skDC migration

To determine a potential effect of allergen exposure on DC migration, we next
analysed the percentage and number of OVAA%7 DCs that migrated from the skin to the
dLNs (here referred to as migDCs, and detected using classical Lineage"8MHC-IIMe"CD11c™

phenotype), 48h after the 1%, 3™ and 8™ patch application (Fig 4 & Fig S5).

Depending on the DC subsets, approximately 1 to 7% of OVAAF647 cells were detected
among migDCs (Fig 4A-B). Besides, while this percentage fluctuated relatively at the
different intervals of the kinetic study (Fig 4B), the number of the 3 OVAA™®¥’ DC subsets
remained fairly stable (Fig 4C), suggesting a regular and constant migration of skDCs to the

dLNs during EPIT. In terms of distribution, the number of OVAAF647 ¢cDC2 was 2 to 3 times
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higher than the number of OVAA™%47 | Cs and 10 times higher than the number of OVAAF647
cDC1 (Fig 4B), this mimicking OVA"8 DC results (Fig S3B).

Of note, relatively few OVAAF®47 cells were detected among resident LN DCs
(detected using Lineage"8MHC-II"'CD11c"8" phenotype) compared to migDCs (data not

shown).

Progressive and selective modulation of the OVA*F647 DC phenotype

We next searched to correlate the modulation of T cell responses during EPIT with

changes in the DC activation/ maturation phenotype.

To this end, we first investigated whether the amount of OVA protein carried by
migDCs varied. As expected, OVA*F®47 expression (MFI) was significantly lower in migDCs (Fig
4D), compared to their skin counterparts (Fig 3C), which may indicate that the allergen was
processed during DC migration. Besides, we observed that OVAAF47 MFI in total DCs, as well
as in LCs and cDC2s (and to a less extent in cDC1s), substantially decreased after 3 or 8 patch

applications (Fig 4D).

In parallel experiments, we observed that the expression of CD86 (Fig 4E), CD40 (Fig
4F) and PD-L2 (Fig 4G) markers among OVAA™%47 migDCs also varied during EPIT. A significant
reduction of CD86 MFI was observed in the LC and cDC1 subsets after 8 weeks of EPIT, while
it increased in cDC2s after 3 (but not 8) patch applications (Fig 4E). In contrast, CD40 (Fig 4F)
and PD-L2 MFI (Fig 4G) were affected in cDC2s only (both after 3 and 8 weeks of EPIT).

Collectively those results thus demonstrate that there is a progressive and selective
modulation of DC phenotype during EPIT. They also suggest that miglLCs and migcDC2s
present less antigen after repeated patch application. Nevertheless, cells remain
substantially activated at the end of EPIT protocol, as suggested by their higher
CD86/CD40/PD-L2 MFI levels, compared to OVA"& migDCs (Fig 4E-G).

LCs progressively lose their ability to prime Terr while cDC2 gain the capacity to prime type-

1/17 responses
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Finally, we tested the stimulatory properties of skDCs present in the dLNs at different
time points along EPIT. To this end, we FACS sorted OVAAF%47 migDCs present in the dLNs (Fig
S5), 48 hours after the application of the 1%, 3™ or 8% patch, and cultivated those cells with
naive CTV-labelled OT-IlI cells (Fig 5A). In these experiments, we used OVA-specific transgenic
T cells to optimize the detection of reactivated cells, regarding the very low number of
OVAA™47 migDCs that it was possible to FACS sort. When collected after the 1%t patch, LCs
and cDC2s, but not cDCls, induced a robust priming of FoxP3"8 OT-Il cells. Approximately
80% and 60% of cells have diluted CTV dye in LC and cDC2 co-cultures respectively, while
10% only have proliferated in cDC1 cultures (Fig 5B-C). Concomitant to FoxP3 "8 OT-Il cell
proliferation, LCs and c¢DC2s also induced a low but significant proliferation of FoxP3+ OT-II
cells. Approximately 2 and 4% of CTV'°" FoxP3+ cells were detected in LC and cDC2
cocultures (Fig 5D). While the stimulatory properties of OVAAF47 migcDC2s remained
relatively constant throughout the EPIT protocol, we observed that OVAAF%4” miglLCs primed
less OT-II cells after the 3™ and 8™ patch (approximately 60% of CTV'®" FoxP3 "8 cells) (Fig
5C). By contrast, they primed more FoxP3+ OT-Il cells (approximately 4% of CTV'°% FoxP3+
cells) (Fig 5D).

To confirm and extend these results, we performed a second set of experiments, in
which we cultivated migDCs, FACS sorted independently of their OVA expression, with CTV-
labelled CD4+ T cells purified from allergic donor mice (Fig 6A). Results obtained in this
second set of co-cultures confirmed our primary observations. LCs and cDC2s, but not cDCls,
induced a robust reactivation of OVA-specific Ter,ymem and Treg after 4 days of culture (as
measured by the notable % of CD4* CD44* FoxP3*/- T cells which have diluted CTV (Fig 6B-C),
and the significant production of Th2 cytokines in culture supernatants (Fig 6D)). Moreover,
when LCs were collected after the 3™ or the 8™ patch, they induced a lower T cell
proliferation (Fig 6B), correlating with a decreased IL-4, IL-5, IL-13, IL-17A and interferon
(IFN)-y secretion in culture supernatants (Fig 6D). In contrast to LCs, ¢cDC2s induced a
relatively similar T cell proliferation at all EPIT intervals. Proliferation was associated with a
progressive loss of type-2 cytokine (IL-4, IL-5, IL-13) secretion over time, and on the contrary,

with an increase in the production of IFN-y and IL-17A cytokines (Figure 6D).

Taken together, our results therefore demonstrate a significant and selective

modulation of DC subset functions during EPIT. While cDC1s do not seem to participate to
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CD4+Terr/vem proliferation, LCs progressively lose their stimulatory capacity along EPIT, and
c¢DC2s maintain their capacity to stimulate T cell proliferation and gain the capacity to prime

Th1l and Th17 responses.
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Discussion

The main objective of our study was to gain further insights on the mechanisms by
which skin DCs recondition T cell response during epicutaneous allergen immunotherapy.
Our longitudinal study demonstrated that, if LCs and dermal DCs maintain their ability to
capture OVA in the skin and to migrate towards the skin-draining lymph nodes throughout
the course of EPIT, their activation/maturation status (OVA, CD86 and CD40 marker
expression) and their stimulatory properties were gradually and selectively hindered. To
explain the quick (as soon as week 3) but limited inhibition of Tere/mem (re)expansion upon
EPIT, as well as the progressive skewing of their polarization, we reported that (i) OVA*
migLCs lost their capacity to prime/reactivate CD4* Terr/mem, but gained Tgec stimulatory
properties; (ii) migcDC1s were inefficient at priming CD4 Tere and Tmem reactivation in vitro;
(iii) migcDC2s retained moderate stimulatory properties throughout EPIT, and promoted
significant changes in the nature of cytokines produced by reactivated T cells. These results
therefore emphasize that the acquisition of distinct phenotypic and functional

specializations by skDCs during EPIT is at the cornerstone of the desensitization process.

The remodelling of antigen-specific T cell pools during EPIT

The mechanisms leading to the remodelling of antigen-specific Terr/mem during AIT are
complex, mainly because they are extremely varied. If the suppression of T cell proliferation
and skewing of the pathogenic Th2 response toward a Thl or Treg phenotype are major
hallmarks described in the majority of IT protocols (including EPIT) 122438 it is still unclear
whether suppression is due to (i) a progressive anergy/deletion or exhaustion of pathogenic
T cells consecutive to chronic stimulation, (ii) an active regulation by Tgres, and/or (iii) a
modulation of intrinsic DC functions 3>363%40 Beside, another question is whether the
observed changes in T cell polarization result from (i) reprogramming of dominant clones or
(i) their replacement by different clones, either by existing non-dominant Tuem clones that
could be preferentially expanded with EPIT or by de novo Terr generation 3%4%, The findings
brought by our study address some of these fundamental issues. Indeed, our ex vivo
proliferation assays, performed with OVAAF647 migDCs collected at different intervals of EPIT
protocol and cultivated with the same Terr/mem cell population (Fig 5&6), clearly showed that

the inhibition of intrinsic DC functions is at the basis of T cell suppression in this model. Also,
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such inhibition certainly explains the gradual decline in T cell priming observed in vivo in Fig
S1, even if in this case we cannot exclude a probable Treg participation. Indeed, we
confirmed in this study that there is a sustained accumulation of proliferating Trec (both
FoxP3+ and also LAP+ Tgeg) during EPIT, whose numbers overweight the number of
proliferating Terr/mem at the end of EPIT protocol (Fig 2C). We demonstrated in previous
studies that Trec are key in EPIT desensitization, as their acute depletion prevented symptom
improvement. However, our in vivo and in vitro experiments performed here established
that the accumulation of Tgreg during EPIT is not sufficient to completely block the
reactivation and the production of key effector cytokines (IFN-y and IL-17) by OVA-specific

Terr/vem, €ven after 8 weeks of EPIT.

Additionally, the fact that we observed a significant reactivation of Thl and Th17 cells
in the supernatants of cDC2 cultures (Fig 6D), but not in control cultures using T cells from
naive mice (data not shown), favours the T cell clone replacement hypothesis over de novo
Terr generation. Bégin and Nadeau recently demonstrated, using next-generation TCR-f3
sequencing performed on proliferating T cells from patients undergoing oral IT, an extremely
diversified polyclonal repertoire with a very small fraction of consistent clones over time,
supporting the T cell replacement hypothesis as main hypothesis in these patients ..
Similarly, Wambre et al. reported in patients with grass pollen allergy that the phenotype of
allergen-reactive cells depends on the epitopes that they recognize, and that allergen-
specific Th2 clones were more sensitive to deletion than their Th1l counterparts 2. It will
thus be interesting to validate whether migcDC2s collected at week 1, 3 or 8 of treatment re-
expanded the same T cell clones in our ex vivo proliferative assays (Fig 6) or re-educated the

Th2 clones towards Th17 profile, as suggested by certain T cell plasticity models.

The mechanisms of DC phenotypic & functional modulation

Another interesting finding of our study is the demonstration that the phenotype of
OVAAF847 DC subsets is progressively and selectively modulated during EPIT. Although our
phenotypic study relied on a minimal set of activation/maturation markers, we observed
clear differences between markers expressed by migLCs and migcDC2s. CD86, CD40 or PD-L2
receptors were all shown to be instrumental for the priming and cytokine production of
effector T cells or Tgeg in different models. However, at this stage, it is not obvious to
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associate variations in marker expression in miglLCs or migcDC2s, as the sole explanation for
their different stimulatory functions, or for the capacity of migLCs to prime more Trec from
week 3 onwards. A comprehensive transcriptomic study should help us to better understand
how changes in DC phenotype impact T cell (re)expansion and polarization. A recent study
conducted on patients with grass pollen allergy undergoing sublingual IT identified 5
biomarkers (C1Q, CD141, FcyRIIA, GATA3 and RIPK4) expressed by blood DCs which seem to
be associated with clinical benefit 3>36, It will be interesting to determine the expression of

such markers in our model 42.

In parallel to variations in co-stimulatory factors, we also observed slight but
significant reductions in OVA MFI in migDCs after repeated patch applications, suggesting
that migDCs activate less Terrymem. However, the fact that migcDC2s retained potent
functions while expressing a lower amount of OVA at week 3 and 8 compared to LCs, raises

the question of how much an impact these reductions have on DC subset functions.

How to explain the progressive modulation of the skDC phenotype and functions
during EPIT? It has been widely documented that Trec promote a tolerogenic phenotype in
DCs by modulating their maturation and functions. By forming aggregates with DCs #344, they
down-regulate the expression of CD86 on mature DCs, via CTLA-4- and trans-endocytosis-
dependent mechanisms #°, and this without affecting the expression of CD40 or MHC-II
molecules %3, Hence, it is possible that the gradual accumulation of Tgreg during EPIT (Fig 2B)
may have generated a local environment conducive to DC regulation and CD86 inhibition, at
least for miglCs. Alternatively, it can also be hypothesized that functional variations
recorded along EPIT were due to a physiological adaptation of the skDC network to the
repeated patch application. Indeed, the latter induces successive waves of DC migration,
which are each time replenished by new cell precursors. For this purpose, we observed at
the end of the EPIT protocol a substantial increase in the total number of DCs in the skin,
notably of LCs (Fig 3D & Fig S3A). Different precursors and models have been described to
explain how the epidermis DC network is reconstituted. This involves both newly recruited
monocytes and/or undefined LC precursors 2946748 |n addition, single cell analysis recently
illustrated the heterogeneity of both human and mouse cDC2 population, revealing the
existence of two principal subtypes within the classical CD11b+/SIRPa+ colony, delineated by

the transcriptional regulator T-bet (cDC2A) and RORYT (cDC2B) respectively %°. In the same
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line, Bosteels et al. described a population of inflammatory cDC2s, which acquire properties
of macrophages (they are CD64+) and cDC1 (they depend on IRF8) to orchestrate immunity
in model of respiratory viral infection *°. Hence, it is possible that along EPIT, the continuous
replenishment of the skin leads to LC and/or ¢cDC2 pools which are endowed with distinct
molecular and functional features. Here, our gating strategy partially excluded the collection
of the newly described inflammatory CD64+ cDC2s (Fig S2 & Fig S5). On the other hand, we

did not explore the possible accumulation of cDC2A or cDC2B subsets.

The contribution of skDC subsets to symptom improvement

Finally, the acquisition of phenotypic and functional specialization by skDCs during

EPIT raises questions about their respective contribution to symptom improvement.

Confirming our previous results obtained in a similar model of BALB/c mice, we
validated in this study that LCs are key to EPIT desensitization, as their depletion significantly
abrogated symptom improvement in C57BL/6 mice (Fig S6A). Moreover, we observed that
cDC1s, which (re)activated CD4+ Terr/mem poorly in our model, were dispensable to symptom
improvement (Fig S6B). Their depletion (using diphtheria toxin) in EPIT-treated XCR1-iDTR
animals had no effect on challenge-induced symptoms (Fig S6B). Unfortunately, we did not
evaluate the impact of cDC2 on EPIT-induced desensitization, since no adequate model for
selective ablation of this population exists to date °!. The fact that symptoms are largely
abrogated in mice devoid of LCs suggest that the contribution of cDC2s during EPIT, if any, is
certainly secondary to that of LCs. However, we observed that OVAAT647 ¢DC2 migration is
severely compromised in mice devoid of LCs, which may have hidden the contribution of this
subset in this setting. Furthermore, by inducing significant production of IFN—y and/or IL-17,
cDC2s may participate in modulating the reactivity of mast cells and basophils®'’. Indeed, we
have observed that the addition of IFN-y, but also IL-17, in cultures of bone marrow-derived
mast cells in vitro strongly inhibits their degranulation. Conversely, the addition of IL-4 and
IL-5, at comparable doses, tended to increase degranulation (Fig S7). By repolarizing Terr/mem
response, cDC2 then certainly play a major role in limiting the recurrence of FA allergy

episodes.
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In conclusion, our results highlight an underestimated modulation of skDC
specialization during the course of EPIT, which indicates a clear division of labour between
skDC subsets and the mechanisms by which they remodel T cell responses to lead to

individual desensitization.
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Material & Methods

Mice

C57BL/6J mice were obtained from Charles River (Charles Rivers, Lyon, France). Langerin-
IRES-eGFP, Langerin-DTR mice were bred in house (PBES, Lyon, France). XCR1-iDTR mice
were developed by crossing iDTRf/flox mice (PBES, Lyon, France) with Xcr1€e™ P! animals 34,
kindly provided by B.Malissen (CIML, Marseille, France). OT-ll FoxP3¢5"" were bred in house.
All procedures were performed according to the European Community rules on animal care
with permission and ethical approval from the local institutional review board (Comité
Régional d’Ethique sur I'Expérimentation Animale) and the French Authorities (Approval
#8266-2016103022315203v5 and #23278-2019082916475589v7). Mice were acclimated in

the animal facility for 1 week prior to initiating any procedures.

OVA sensitization

Mice were sensitized by subcutaneous injection of 10ug ovalbumin grade V (Sigma Aldrich,
France) mixed with aluminium hydroxid (Life Technologies, France) once per week for two
weeks. On the third week, sensitized animals were triggered by intranasal administration of
10ug OVA grade V. OVA sensitization was validated by ELISA through IgE/IgG serum

quantification collected on the 4™ week (data not shown).

OVA challenge

One week before challenge, animals were injected s.c. with a temperature-recording and an
identification electronic chip in the upper part of the back. They were then challenged i.p.
with 75ug OVA grade V (Sigma-Aldrich, France), and temperature was measured every 10

minutes during the 120 minutes following challenge.

Epicutaneous immunotherapy treatment
Once a week, during 1, 3 or 8 weeks, 1.5cm? back skin of mice was shaved and depilated
with depilatory cream (Veet®). After 24H, an OVA-containing patch (produced by DBV

Technologies according to a proprietary technology) was applied on the depilated area and
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maintained with bandage (Urgoderm®). After 48H, patch and bandage were removed under

anesthesia with isofluorane.

Adoptive cell-transfer experiments

OT-Il CD4+ lymphocytes were sorted and stained with cell trace violet before intravenous
injection of 1-4 million cells in congenic CD45.1 recipient animals, 24h before the 1%, 3" and
8t patch. Brachial LNs were then collected and cells analysed by flow cytometry to assess

proliferation and phenotype.

Depletion of DC subsets in vivo

To deplete Langerhans cells, Langerin-DTR mice were injected with 100ng diphtheria toxin
(DT, Merck), 5 days and 24h before the 1%t patch application. Then, the DT was injected every
two weeks, 24h before the application of the patch. To deplete cDC1 cells, XCR1-iDTR mice

were injected with 100ng DT each week, 24H before the application of the patch.

Skin and sdLN cell isolation

Skin biopsies (punch 8mm diameter under patch, when applicable) and sdLN were collected,
crushed and incubated 45min or 20min, respectively, at 37°C in digestion medium containing
collagenase type 1 (121.9 CDU/mL; Sigma-Aldrich), DNase | (2 KU/mL; Sigma-Aldrich), HEPES
(25mM; Gibco), RPMI 1640 (Gibco) and passed through a 100-um cell strainer to obtain
single-cell suspensions (Thermo Fisher Scientific). Cell viability was determined using trypan

blue exclusion.

BMDC generation and antigen-pulse
BMDCs were generated in vitro from C57BL/6 bone marrow progenitors with granulocyte
macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF), as previously described 2. On day 7 of

culture, 100ug/mL OVA grade V (Sigma) was added for 4 hours before harvesting cells.
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Flow cytometry

Cells were stained following standard techniques using different combinations of the
following antibodies: CD3¢ (145-2C11), CD19 (1D3), CD44 (IM7), CD45R (RA3-6B2), CD161
(PK136), PD-L2 (TY25), Fixable Viability Dye, all from eBioscience; CD11c (N418), CD45.2
(104), CD63 (NVG-2), CD64 (X54-5/7.1), SIRPa. (P84), TCRb (H57-597), XCR1 (ZET), all from
Biolegend; CD24 (M1/69), CD40 (3123), CD45.1 (A20), CD86 (GL1), MHC-II (AF6-120.1), all
from BD Biosciences. Cells were acquired on a BD Biosciences Fortessa flow cytometer, using
FACSDiva software and analysed with FlowJo analysis software (Treestar). Viable cell
numbers were calculated by trypan blue exclusion during the isolation process and for some
experiments, subsequently normalized using AccuCheck Counting Beads (Invitrogen, Cergy

Pontoise, France), according to the manufacturer's protocol.

DC sorting

Cells isolated from dLN were depleted of CD3+ and CD19+ cells using magnetics microbeads
(Miltenyi Biotec, Paris, France). OVA*- migratory DCs (MHC-II"€"CD11c+), miglLCs
(SIRPa+XCR1-Epcam+), migcDC2s (SIRPa+XCR1-Epcam'¥), migcDC1 (SIRPa-XCR1+ were then
FACS sorted using FACSAria machine (Becton Dickinson).

Single cell RNA-seq

OVA*/- DC subsets were sorted in 384-wells plate, frozen at -80°C and further processed by

Single Cell Discoveries who performed CEL-seq2 protocol and sequencing.

T cell-DC co-cultures in vitro

Cells were cultured at 37°C in a 5% CO2 atmosphere in RPMI 1640 medium supplemented
with 2 mmol/L I-glutamine, 10 mmol/L HEPES, 50 umol/L B-mercaptoethanol (all from Life
Technologies, Carlsbad, Calif), and 10% FCS (Lonza, Basel, Switzerland).

Sorted OVAAF®47 DC subsets from skLN were co-cultured with sorted OT-Il foxP3¢CFP+/- CD4+
from naive mice, stained by cell trace violet (Thermofisher) at a ratio DC:T from 1:5 to 1:20.

Alternatively, sorted total DC subsets subsets from skLN were cocultured with WT CD4+ T
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cells from allergic animals. After 4 days, supernatant was collected and stored at -20°C until
use. Cells were then stained to analyse effector and regulatory T cell proliferation by flow

cytometry.

Cytokine and mMCP-1 titration
Cytokine levels in the supernatants of T cell-DC cocultures were determined using Luminex

kit (Merck) and Magplex machine (Biorad) according to manufacturer’s instructions.

mMCP-1 titration was performed on plasma using the ELISA Ready-SET-Go!™ MCPT-1
(mMCP-1) (eBioscience, San Diego, Calif).

Mast cell culture in vitro

BMMCs were generated from the femoral bone marrow cells of mice. Cells were grown in
RPMI 1640 medium supplemented with 2 mmol/L I-glutamine, 10 mmol/L HEPES, 50 umol/L
B-mercaptoethanol (all from Life Technologies), 10% FCS (Lonza) and 10ng/mL IL-3
(Peprotech). Medium was renewed every 3-4 days and cells were kept 60 days maximum.
>90% of the cells were identifiable as mast cells as determined by FACS analysis of cell

surface expression of c-kit and FceRlI.

Quantification of B-hexosaminidase release

To assess the impact of cytokines on their reactivity, BMMCs were restimulated 3 days with
IL-4, IL-5, IL-17, IFN-y at 1ng/mL (all from Peprotech) before 18h incubation with IgE
(0,5ug/mL; BD Biosciences) followed by 30 minutes challenge at 37°C, 5% CO2, with anti-IgE
(0,2pug/mL; BD Biosciences) diluted in Tyrode’s Buffer.

Statistical analysis
The GraphPad Prism Software 8 (San Diego, CA, USA) was used for statistical analyses.
Statistical significances comparing groups of mice were determined by non-parametrical

Mann-Whitney test or Kruskal-Wallis multiple comparison’s test with Dunn’s correction.
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Figure legends

Figure 1: Kinetics of clinical and T cell responses along EPIT.

A. Experimental design: OVA-allergic C57BL/6J mice were treated with 100ug OVA-patches
applied on back skin for 48H, once a week during 8 consecutive weeks. Clinical and cellular

analysis was performed at different intervals (after O, 1, 3 or 8 weeks) of EPIT treatment.

B-D. Tolerance: assessment: Tolerance induction was appreciated by measuring
temperature drop (B,C) and mMCP-1 production (D) following i.p. OVA challenge. Data are
depicted as mean + SEM temperature drop (°C) (B), as well as box-and-whisker plots with
individual values of the areas under the curve during 120 minutes (C), or with individual

mMCP-1 concentrations in the plasma (D). Naive C57BL/6J mice were used as controls.

E-F. Terr/mem proliferation: Terr/vem proliferation was evaluated in the dLNs by FACS analysis,
5 days after the application of the 1%, 3™ and 8t patch. Unpatched allergic recipient mice
were used as controls. Data are depicted as box-and-whisker plots with individual
percentages (among total CD4+ T cells, E) and numbers (F) of dLN CD4+FoxP3-CD44+Ki67+

cells.

G. OVA-specific T cell responses: The polarization of OVA-specific Terr/mem cells was
appreciated by cultivating dLN cells (collected at day 7 after the last patch application) with
OVA-pulsed BMDCs for 3 days. Data are depicted as box-and-whisker plots with individual
concentrations of IL-4, IL-5, IL-13, IL-10, IL-17A and IFN-y in the culture supernatants, as
measured by Luminex assay.

All results are representative of two or three independent experiments with 4-10 mice per
group.

*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001. Mann-Whitney U test compared to the group “0 weeks”.

Figure 2: Treg accumulation during EPIT.

A-C. FoxP3+ Tgeg: The proliferation of FoxP3+ Treg was evaluated in the dLNs by FACS

analysis, 5 days after the application of the 1%, 3™ and 8% patches. Unpatched allergic
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recipient animals were used as controls. Data are depicted as box-and-whisker plots with
individual percentages (among total CD4+ T cells, A) and numbers (B) of dLN
CD4+FoxP3+Ki67+ cells. The ratio between proliferating FoxP3+ Trec and Tere/mem is also

shown (C).

D-E. LAP+FoxP3- Trec: The percentage (among total CD4+T cells, D) and the number of
CD4+FoxP3-LAP+ Tgres in the dLNs (E) was assessed and depicted as in A-B.

All results are representative of two independent experiments with 5-7 mice per group.

n.s.=not significant, *P<0.05, **P<0.01,***P<0.001, ****P<0.0001. Mann-Whitney U test.

Figure 3: OVA-uptake by skDCs during EPIT.

The capture and expression of OVA protein by skDC subsets was evaluated by FACS, 48h

after the application of the 1%, 3" or 8t patch (i.e. at 1, 3 or 8 weeks of EPIT treatment).
A. Representative FACS plots of OVAA™%4/CD11c+ skDCs.

B-D. Percentages (among respective subsets, B), phenotype (OVA mean fluorescence
intensity, C) and numbers (D) of OVAAF647 | Cs (red), cDC2s (blue) or cDC1s (green) detected

in 8mm skin biopsy. Total DCs (black) are also shown.

Data are depicted as box-and-whisker plots with individual values. They are representative

of 2 experiments with n=5 mice per group.

*P<0.05, **P<0.01, when compared to the group “1 week”. P<0.05 when compared to the

group “3 weeks”. Mann-Whitney U test.

Figure 4: Percentage, number and phenotype of OVAAF-547 migDCs during EPIT.

The percentage, number and phenotype of OVAAF%47 skDCs, which have migrated towards
the dLNs (referred to as migDCs), was evaluated by FACS 48h after the application of the 1%,

3" or 8% patch (i.e. at 1, 3 or 8 weeks of EPIT treatment).
A. Representative FACS plots of OVA*™%4/CD11c+ migDCs.

B-C. Percentage (B) and number (C) of OVAA™%4’ miglCs (red), migcDC2s (blue) and

migcDCl1s (green). Total migDCs (black) are also shown.
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D-G. OVA (D), CD86 (E) CD40 (F) and PD-L2 (G) median fluorescence intensity (MFI) in
respective OVAAF647 migDC subsets. Data are depicted as box-and-whisker plots with

individual values.

Median of CD86, CD40 and PD-L2 MFI in OVA"e migDCs are also shown as control (empty

symbols).
Data are representative of 3 experiments with n=5 mice per group.

*P<0.05, **P<0.01, when compared to the group “1 week”. P<0.05 when compared to the

group “3 weeks”. Mann-Whitney U test.

Figure 5: OT-lI cell stimulatory properties of OVAAF-647 migDC subsets during EPIT.

A. Experimental design: 1x103 OVAAF%47 | Cs (red), cDC2s (blue) or cDC1s (green), purified
from the dLNs 48h after the application of the 1%, 3™ or 8™ patch (i.e. at 1, 3 or 8 weeks of
EPIT treatment) were cultivated with 20x103 naive CTV-labelled OT-II cells for 4 days.

B-D. Representative FACS plot (B) and percentage of proliferating OT-l Tee
(CTV'°"CD4+FoxP3-CD44+ cells, C) and OT-Il Treg (CTV'°CD4+FoxP3+ cells, D).

Data are depicted as box-and-whisker plots with individual values. They are representative
of 3 experiments with n=10-15 mice pooled per group and 2-3 technical replicates per

experiment. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.005. Mann-Withney U test

Figure 6: Changes in the polarizing capacities of OVAAF-647 migDC subsets during EPIT.

A. Experimental design: 20x103 CD11c"™MHC-II"e" LCs (red), cDC2s (blue) or cDC1s (green)
purified from the dLNs 48h after the application of the 1%, 3™ or 8t patch (i.e. at 1, 3 or 8
weeks of EPIT treatment) were cultivated with 100x10° CTV-labelled CD4+ T cells from

allergic mice, for 4 days. Total CD11c™MHC-11"8" cells (black) were used in control cultures.

B-C. Percentage of proliferating Terr/mem (CTV'°YCD4+FoxP3- cells, B) and Trec
(CTV'°“CD4+FoxP3+ cells, C).

D. IL-4, IL-5, IL-13, IL-10, IL-17A and IFN-y concentrations in the culture supernatants, as

measured by Luminex assay.
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Data are depicted as box-and-whisker plots with individual values. They are representative
of 3 experiments with n=10-15 mice pooled per group and 2-3 technical replicates per

experiment. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.005. Mann-Withney U test
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Supplementary figure legends

Figure S1: OT-ll cell priming kinetic during EPIT.

CD45.1* C57BL/6 recipient animals were transferred i.v. with 4x10° of naive CTV-labelled
CD45.2* OT-Il cells, 24H before the 1%, 3 or 8™ patch application. Unpatched allergic
recipients were used as controls (A). Results depict representative FACS plot (B) and
individual data + SD percentage of proliferating (CTV'°%) OT-II cells in the dLNs 8 days after

transfer, as determined by FACS analysis (C).

Data are representative of 2 experiments with n=4-5 mice per time-point. *p<0.05. Mann-

Withney U test

Figure S2: Lineage gating strategy used for FACS analysis of skDCs.

Representative example of the gating strategy used to identify OVAAF®47 DCs in the skin.
After doublet exclusion, viable (livedead negative) CD45+ hematopoietic cells were then
progressively subcategorized into different subpopulations: MCH-II+ lineage (CD19, CD3g,
B220, NK1.1) negative cells and next CD64-CD11c+ DCs. Such DCs were then further
subcategorized into SIRPo-XCR1+OVAAF647 ¢DC1s, SIRPa+EpCam+CD24+0OVAAF47Cs and
SIRPa+EpCam™P"OVAAF647¢DC2s. OVAAF847 cells and their OVA- counterpart are shown

respectively in red and blue.

Figure S3: Number of skin and dLN OVA"¢8 DCs during EPIT.

The number of OVA" DCs (total DCs (black), LCs (red), cDC2s (blue) and cDC1s (green)) was
evaluated in the skin (A) or the dLNs (B) by FACS, 48h after the application of the 1%, 3 or

8t patch (i.e. at 1, 3 or 8 weeks of EPIT treatment).

Data are depicted as box-and-whisker plots with individual values. They are representative

of 3 experiments with n=5 mice per group.
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Figure S4: Phenotype of OVAAF-647 skDCs.

The median fluorescence intensity (MFI) of CD86 (A), CD40 (B) and PD-L2 (C) markers on
respective OVAAF64’DC subsets (total DCs (black), LCs (red), cDC2s (blue) and cDC1s (green))
present in the skin was evaluated by FACS, 48h after the application of the 1%, 3™ or 8t

patch (i.e. at 1, 3 or 8 weeks of EPIT treatment).
Data are depicted as box-and-whisker plots with individual values.

Median of CD86, CD40 and PD-L2 MFI in OVA™8 DCs are also shown as control (empty

symbols).

Data are representative of 3 experiments with n=5 mice per group.

Figure S5: Lineage gating strategy used for FACS analysis of migDCs.

Representative example of the gating strategy used to identify OVAAF47 skDCs, which have
migrated towards the dLNs (referred to as migDCs). After doublet exclusion, viable (livedead
negative) CD45+ hematopoietic cells were then progressively subcategorized into different
subpopulations: MCH-II+ lineage (CD19, CD3g, B220, NK1.1) negative cells and next CD64-
CD11c™MHC-1I"8" migDCs. Such migDCs were then further subcategorized into XCR1+OVAA™
647 ¢DC1s, SIRPa+EpCam™'®WOVAAF647 cDC2s and SIRPa+EpCam+CD24+0VAAF647 | Cs. OVAAF

647 cells and their OVA- counterpart are shown respectively in red and blue.

Figure S6: Efficacy of EPIT desensitization in LC and cDC1-depleted animals.

OVA-allergic Langerin- (A) or XCR1- (B) iDTR-mice mice were treated or not with 100ug OVA-
patchs applied on back skin for 48H, once a week during 8 consecutive weeks. In some
groups, animals were depleted in LCs or XCR1+ cDC1s by DT injection 24h before patch
application every 2 weeks (A) or every week (B), respectively. Naive mice were used as

controls.

Tolerance to allergen reexposure was appreciated at the end of EPIT treatment by
measuring temperature drop within the minutes following i.p. OVA challenge. Results depict

individual and mean * SD calculations of the areas under the curve during 120 minutes.
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Data are representative of 2 experiments with n=4-11 mice per group. *p<0.05, **p<0.01,

**%*p<0.005. Mann-Withney U test

Figure S7: Impact of type-1, type-17 and type-2 cytokines on bone-marrow derived mast

cell degranulation in vitro.

Results depict mean + SEM [-hexosaminidase release measured in bone-marrow—derived
mast cell (BMMC) cultures, 30 min after challenge. BMMCs were previously incubated with

1ng/mL of IL-4, IL-5, IL-17 or IFN-y for 3 days. Data are representative of 2 experiments.
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FIGURE 3:

A. OVA expression in skDCs — Representative FACS plots
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FIGURE 5:
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FIGURE 6:
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FIGURE S3:
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FIGURE S4:
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3 Discussion

3.1 Synthése des résultats

Au cours de mes travaux de thése, je me suis intéressé a la contribution des DC
cutanées dans la désensibilisation par EPIT. Cette derniére est associée a deux
phénoménes complémentaires : l'induction de LTrec et la déviation immunitaire
(induction d’lgG et baisse de la réponse Th2). Ces deux mécanismes concourent a
limiter la réactivité des mastocytes/basophiles responsables de I'anaphylaxie lors de

la réexposition a un allergéne.

Dans un premier article, nous avons démontré que les cellules de Langerhans étaient
nécessaires pour la protection clinique conférée par EPIT. De plus, I'induction des
LTrec FoxP3+ ou LAP+, la chute de la réponse Th2 et la baisse d’IgE spécifiques

étaient abrogées en absence de LC.

Néanmoins, ces résultats n’excluaient pas une contribution complémentaire ou
antagoniste des cDC2 et cDC1 du derme. En effet, aprés un patch Viaskin® la
migration des cDC2 CD11b+ dans les GLD était altérée en absence de LC. Nous
avons donc voulu comprendre si les DC du derme participaient ou limitaient la

désensibilisation, et quels étaient les mécanismes associés a leur fonction.

Dans un second article, nous avons ainsi montré que les cDC1 n’étaient pas
nécessaires pour la protection clinique conférée par EPIT. En absence de modéle in
vivo adéquat pour dépléter les cDC2, nous avons suivi leur phénotype et leurs
fonctions ex vivo. Aprés traitement, nos résultats montrent que les cDC2 et LC
migrantes ont acquis un phénotype tolérogéne notamment révélé par la baisse de
CD40 ou CD86, respectivement. En outre, les cDC2 semblent jouer un réle
complémentaire a celui des LC en favorisant I'expansion de LT Th1 et Th17 aprés
EPIT. Ces cytokines peuvent limiter la réactivation de mastocytes in vitro suggérant

leur participation a la protection clinique.

Mes travaux de these permettent donc de mieux comprendre la spécialisation
fonctionnelle des sous-populations de DC cutanées au cours d’EPIT. Pour réaliser ces
travaux, jai capitalisé sur un modéle pré-clinique de souris BALB/c ou C57BL/6J

allergiques a l'ovalbumine dont le symptéme clinique de référence est I'anaphylaxie
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(caractérisée par une chute de température lors d’'un TPO/TPI). Ce modéle murin
récapitule en partie les mécanismes immunitaires de ’'homme mais présentent des
particularités que je détaillerai dans le chapitre suivant. En outre, dans mon modéle,
je n’ai pas démontré I'impact des changements immunitaires induits parles LC et cDC2
(LTreG, induction d’une réponse Th1/Th17, augmentation du ratio IgG/IgE) sur les
cellules effectrices de 'anaphylaxie in vivo (mastocytes et basophiles). Cet aspect sera
donc discuté. Enfin, la modulation du phénotype et des fonctions des DC au cours
d’EPIT peut étre conditionnée par de nombreux facteurs qui seront également discutés
ici. Ce dernier point est d’intérét majeur pour optimiser leur fonction tolérogéne et

I'efficacité du traitement grace a des stratégies novatrices.

3.2 Limites de I’étude

Quel est I'impact de I'utilisation des modeéles murins sur les résultats de I’étude?

Mes travaux de thése ont été réalisés dans un modele de souris BALB/c pour la
premiére partie, et un modéle C57BL/6J pour la seconde partie. Il est bien établi que
des différences immunologiques existent entre ces deux lignées murines, a la fois
concernant la nature et lintensité des réponses innée et adaptative (Chen, 2005;
Godoy et al., 2020; Mills and Ley, 2014; Nagashima et al., 2019; Watanabe et al.,
2004). Par exemple, la stimulation de splénocytes issus de C57BL/6J par des
antigénes de Bordetella pertussis induit plus efficacement une réponse Th1 (IFN-y
sécrété par les LTCD8+ et cellules NK ; IL-12 produite par les DC) comparativement
aux splénocytes issus de souris BALB/c (Mosley et al., 2017). De la méme maniére,
en réponse a Mycobacterium tuberculosis, les DC pulmonaires (CD11c+CD103+) de
souris C57BL/6J induisent une fréquence plus élevée de LT CD4+ IFN-y+IL-17+
comparativement aux DC de souris BALB/c (Sérgio et al., 2015). Enfin, dans un
modéle de sensibilisation a I'ovalbumine par voie épicutanée, les souris C57BL/6J
développent une réponse clinique (hyperréactivité bronchique) et une sécrétion
tissulaire d’IL-4 plus élevée que les souris BALB/c (Kodama et al., 2010). En revanche,

ces derniéres présentent une réponse IgG1 et IgE supérieure aux C57BL/6J.

Ainsi, il est possible que la réponse IL-4 induite et maintenue au cours d’EPIT (article
n°2, figure 1G) soit une particularité des souris C57BL/6J. En effet, il a précédemment
été montré que I'lL-4 diminuait avec 'EPIT dans les souris BALB/c (Dioszeghy et al.,

2011). L'IL-4 est importante pour la commutation isotypique IgE des LB. Cela pourrait
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donc en partie expliquer la différence de réponse anticorps observée entre les deux
modeéles : Dans le modéle BALB/c, une diminution du taux d’IgE spécifiques de 'OVA
est observée (article n°1, figure 8), contrairement a son augmentation dans le modele
C57BL/6J (Figure 24 présentée et décrite dans le chapitre 3.3.2 de cette discussion).
La réponse anticorps observée chez les C57BL6/J se rapproche plus de ce qui est
observé chez 'homme pendant les premiers mois de traitement (augmentation des
IgE spécifiques). Il serait intéressant de poursuivre le traitement dans ce modeéle afin
de voir si la réponse IgE diminue a long terme comme cela est observé chez 'homme
(Fleischer et al., 2020).

En outre, dans le modéle C57BL/6J, nous avons observé au cours de I'EPIT, une
augmentation de I'lL-10 et IL-17 produites par les LT CD4+ de GLD, réactivés
spécifiquement ex vivo (article n°2, figure 1G). En revanche, la production d’IL-10
diminuait aprés I'EPIT lors de la réactivation spécifique de splénocytes ex vivo dans le
modeéle BALB/c (I'lL-17 n’a pas été analysée). Cette différence de réponse cytokinique
pourrait donc s’expliquer i) par la différence du fond génétique du modeéle murin ou ii)
par la nature des cellules réactivées (LT CD4+ purifiés mis en coculture avec des
BMDC pulsées dans le modéle C57BL/6J, splénocytes totaux pulsés avec I'allergéne
dans le modéle BALB/c). De plus, dans le modele C57BL/6J, nous avons montré que
les cDC2 aprés EPIT étaient capables d’induire la production d’IFN-y et d’IL-17 par les
LT CD4+ contrairement aux cDC2 avant EPIT (article n°2, figure 6). La puissance
statistique de cette analyse méritera d’étre renforcée, en particulier pour le temps « 8

semaines d'EPIT ».

Enfin, il serait d’'un grand intérét de valider I'ensemble de ces observations chez
’'homme, dont les DC possédent des différences phénotypiques avec le modéle murin.
L’analyse du profil transcriptomique et fonctionnelle des DC humaines (issues de
biopsie de peau patchée ou du sang) avant et apres le traitement, ainsi que I'analyse
du profil cytokinique des LT CD4+ issus des PBMC permettraient d’identifier plus

précisément de potentiels biomarqueurs ou cibles thérapeutiques.

Quelles sont les cellules et médiateurs moléculaires responsables de

I’anaphylaxie dans notre modéle ?

Dans notre modéle, nous utilisons I'anaphylaxie (chute de température et relargage de

mMCP-1 dans le sang) comme référence de I'efficacité clinique ou non du traitement.
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Chez la souris, il a été montré qu’en réponse a un antigéne tel que 'OVA, I'anaphylaxie
peut étre induite par la voie classique, c’est-a-dire via le récepteur FceRI des
mastocytes et/ou basophiles, mais également par la voie alternative, impliquant la voie
FcyRIll des macrophages et/ou neutrophiles (Finkelman, 2007; Jonsson et al., 2011;
Reber et al., 2017).

Les travaux récents de Pelletier et al. ont montré dans un modéle de souris C57BL/6J
sensibilisées aux extraits de noix de cajou que I'anaphylaxie induite par un test de
provocation oral était majoritairement dépendante des réponses IgE (Pelletier et al.,
2020).

De méme, dans un modéle C57BL/6J sensibilisé a I'ovalbumine sans adjuvant, puis
challengé par voie intrapéritonéale, il a été montré que la réponse d’anaphylaxie est
réduite apres déplétion des mastocytes ou des monocytes/macrophages. Au contraire,
I'ablation des basophiles ou neutrophiles est sans incidence sur la réponse

anaphylactique (hypothermie et inflammation) (Balbino et al., 2017).

Ainsi, ces résultats suggérent que I'anaphylaxie dans notre modéle est majoritairement
dépendante de la voie classique (IgE) et des mastocytes. De plus, 'amélioration
clinique apportée par EPIT corréle avec la baisse de la production de mMCP-1 qui est
une molécule produite par les mastocytes et spécifique de I'anaphylaxie dépendante
des IgE (Khodoun et al., 2011).

Néanmoins, une proportion de la réponse pourrait étre causée par la voie alternative.
Dans ce cas, l'efficacité de la désensibilisation (toujours associée a une hausse d’'IgG)
pourrait étre masquée par la fixation des IgG induits sur les FcyRIIl des
macrophages/neutrophiles entrainant une dégranulation de médiateurs inflammatoires

(voie alternative de I'anaphylaxie).

A noter que chez 'homme, I'existence de I'anaphylaxie IgG-dépendante n’a pas été
formellement démontrée mais pourrait prendre place en réponse a des traitements
d’'IVIG (« intraveinous injection of IgG ») ou une forte dose d’IgG est administrée pour
restaurer une immunité chez des personnes immunodéficientes (Finkelman et al.,
2016).
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3.3 Mécanismes associés a la désensibilisation

3.3.1 Quel est le lien entre LTreg, LTh1, LTh17 et efficacité de
désensibilisation ?

Dans notre modéle murin, il a été montré que la désensibilisation dépend de 'induction

et de I'action des LTrec FoxP3+ (V. Dioszeghy et al. 2014; 2016). Mes travaux de

thése révélent que (i) 'absence de LC empéche l'induction de LTrec Foxp3+ et que

(i) les cDC2 permettent d’induire des LT producteurs d’IFN-y et d’IL-17.

Néanmoins, nous ne savons pas comment, quand et ou les LTreg, LTh1 et LTh17
régulent les cellules effectrices de I'anaphylaxie (mastocytes, basophiles). Ces
dernieres pourraient étre régulées/remodelées progressivement a chaque nouvelle
application de l'allergéne qui réactive les populations de LTrec ou LTh1/Th17. Au
contraire, la régulation des mastocytes/basophiles pourrait avoir lieu au moment du

challenge avec une forte dose d’allergéne délivrée de maniére systémique.

De nombreuses études ont montré I'impact des LTrec ou des cytokines sur les
mastocytes ou basophiles (Caslin et al., 2018; McLeod et al., 2015; Mekori and
Hershko, 2012; Ochi et al., 2000; Reinhart and Kaufmann, 2018). En particulier, les
LTrec sont capables d’interagir directement avec les mastocytes pour inhiber leur
activation (Gri et al., 2008; Kashyap et al., 2008). Aussi, les cytokines produites par
les LTrec telles que le TGF-B ou I'lL-10 induisent I'apoptose des mastocytes ou
inhibent I'expression du FceRI (Bailey, 2006; Gillespie et al., 2004; Kennedy Norton et
al., 2008; Speiran et al., 2009). L’IL-4 quant a elle peut avoir un effet opposé selon les
conditions (Macey et al., 2010; Nabeshima et al., 2005). Elle peut inhiber I'expression
du FceRI sur des mastocytes murins dérivés de cellules de moelle osseuse (BMMC ;
bone-marrow derived mast cells), et au contraire induire ce méme récepteur sur des
mastocytes humains cultivés in vitro (Ryan et al., 1998; Toru et al., 1996). Elle peut
aussi stimuler la prolifération des mastocytes murins in vivo (Burton et al., 2013). L’IFN-
y peut réguler la croissance et I'expression de FcyR des mastocytes (Mann-Chandler
et al., 2005; Okayama et al., 2000; Sellge et al., 2014).

Il est donc nécessaire de déchiffrer les mécanismes de régulation des

mastocytes/basophiles propres au traitement par EPIT et a notre modéle.
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3.3.1.1 Quelle est la place des cytokines dans la régulation des mastocytes
in vitro ?
Dans notre article n°2, nous avons montré que I'ajout d’'une seule cytokine (IL-4 ou IL-
5) stimulait la dégranulation de BMMC (article n°2, figure S7); au contraire, I'lL-17 ou
I'IFN-y réduisait cette activation. Ces résultats suggérent un role bénéfique de I'lL-17
et 'l[FN-y induit par les cDC2 aprés EPIT. Il sera également intéressant de regarder
I'effet des cytokines anti-inflammatoires TGF-B et IL-10 produites par les LTrec. En
2016, Tordesillas et al. avait montré que le TGF-B limitait la réactivation des
mastocytes in vitro, contrairement a I'lL-10 qui 'augmentait (Tordesillas et al., 2016).
Cet effet de I'lL-10 est en accord avec une autre publication de 2016 qui avait montré
sa contribution a la réponse mastocytaire dans un modéle murin BALB/c d’allergie
alimentaire (Polukort et al., 2016). Néanmoins, la combinaison de différentes cytokines
peut avoir un effet difféerent comparativement aux cytokines seules (Macey et al.,
2010), et nous testons actuellement des combinaisons de cytokines afin de reproduire
le mélange cytokinique présent in vivo. De plus, nous avons utilisé des mastocytes
dérivés de cellules de moelle osseuse. lls peuvent présenter un phénotype différent
comparativement aux mastocytes tissulaires (péritonéaux par exemple), et pourraient
répondre differemment aux stimuli (Malbec et al., 2007). Il est également possible que
les mastocytes issus de souris allergiques ou de souris traitées par EPIT expriment un
phénotype différent (expression modulée des FceRIl, FcyR, récepteurs de
costimulation) en raison du contact répété avec 'antigéne, les anticorps, les cytokines
ou par contact direct avec les LT CD4+ induits par EPIT. Ce dernier point est discuté

plus loin.

3.3.1.2 Quelle est la place des LTrec et LTconv dans la régulation des
mastocytes in vitro ?

Basé sur nos résultats de I'article n°2, nous avons cherché a mieux comprendre les

mécanismes associant I'induction de LTres, LTh1/Th17, avec la régulation des

mastocytes.

Pour ce faire, nous avons réactivé in vitro des LT provenant de souris allergiques ou
traitées par EPIT en présence de mastocytes. Pour ce faire, nous avons réalisé une
tri-culture de 3 jours contenant (i) des BMMC, (ii) des cellules de ganglions

lymphatiques (GLD) provenant de souris allergiques ou de souris traitées par EPIT, et
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(iii) des BMDC (cellules dendritiques dérivées de moelle osseuse) pulsées ou non a
I'OVA. Au 3°™e jour, nous avons sensibilisé les mastocytes présents dans la tri-culture
avec de I'lgE pendant 16H, puis challengé ces derniers avec un anticorps anti-IgE afin
d’induire leur dégranulation. Nous avons suivi leur réactivation en dosant la production
de B-hexosaminidase relarguée dans le milieu (Figure 22). Nos résultats préliminaires
montrent que des BMMC dégranulent trées fortement (~50% de relargage de -
hexosaminidase) lorsqu’ils sont cultivés avec des cellules ganglionnaires provenant de
souris allergiques, et réactivés par des BMDC pulsées avec de 'OVA, par rapport a
des cultures contréles (BMDC non pulsées; ~35% de relargage de -
hexosaminidase). De fagon intéressante, les BMMC dégranulent moins (environ ~35%
de relargage de B-hexosaminidase) lorsqu’ils sont cultivés avec des cellules
ganglionnaires provenant de souris traitées par EPIT, et réactivés par des BMDC
pulsées avec de 'OVA. Ceci suggeére donc que (i) les BMMC sont régulés par le
microenvironnement créeé par la réactivation des cellules ganglionnaires provenant de
souris traitées par EPIT, ou (ii) qu’ils sont davantage stimulés en présence de cellules

provenant de souris allergiques.
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Figure 22 : Activation de mastocytes in vitro apres coculture avec des cellules ganglionnaires provenant de souris
allergiques ou EPIT.

Des BMMC ont été cultivés 3 jours avec des cellules de ganglions lymphatiques provenant de souris allergiques
(EPIT -) ou de souris traitées par EPIT (EPIT +), et des BMDC pulsées a I'ovalbumine (BMDC-OVA ; points noirs)
ou non pulsées (BMDC-NP ; cercles gris). 1ng/mL d’anticorps anti-IL-17 ou anti-IFNy ou l'isotype correspondant
ont été ajoutés au début de la culture. Aprés 3 jours de tri-culture, de I'lgE (0,5ug/mL) a été ajouté 16H, puis un
anti-IgE a été incubé pendant 30min afin d’induire la dégranulation mastocytaire. En contréle positif (Ctrl +), des
mastocytes seuls ont été sensibilisés avec I'lgE et activés avec I'anti-IgE (triangles rouges). En contréle négatif
(Ctrl -), des mastocytes seuls ont été uniquement sensibilisés (triangles bleus). Le graphique représente le
pourcentage de B-hexosaminidase relargué dans le surnageant par rapport a la B-hexosaminidase non sécrétée.
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Nous avons observé dans notre article n°2 que les LT CD4+ de souris traitées par
EPIT réactivées avec des BMDC chargées avec de 'OVA, produisent de I'lL-17 et de
I'IFN-y (article n°2, figure 1G). Egalement, I'ajout d’IL-17 ou d’'IFN-y sur des BMMC
limitait leur réactivation (article n°2, figure S7). Nous avons donc évalué, si bloquer la
production d’'une de ces 2 cytokines permettait de limiter la dégranulation des BMMC
(Figure 22). L’ajout d’'un anticorps anti-IL-17 dans le puits de culture n’a en rien changé
le niveau de dégranulation des BMMC par rapport a une culture additionnée d’un
anticorps isotypique contréle. Au contraire, I'ajout d’un anticorps anti-IFN-y a augmenté
de facon significative la dégranulation des BMMC, ceci suggérant que la sécrétion
d’'IFN-y dans le puits de culture a un effet inhibiteur sur la réactivation des mastocytes
in vitro. L'IFN-y produit par les cellules ganglionnaires de souris désensibilisées par
EPIT pourrait donc étre déterminant dans la régulation des cellules effectrices
(mastocytes, voire basophiles) de I'anaphylaxie. Ces expériences seront reproduites
a partir de lymphocytes T CD4+ purifiés de souris allergiques ou désensibilisées. Nous
chercherons aussi a savoir si 'lFN-y et I'lL-17 présentent un effet synergique et par
quel mécanisme I'IFN-y inhibe la réactivité des mastocytes (par exemple, via
'augmentation de I'expression des récepteurs inhibiteurs FcyRIIb). Le blocage de I'lL-
17 (Figure 22) ne montre pas d'effet sur l'activation des BMMC en triculture
contrairement a I'ajout d’IL-17 sur des BMMC seuls qui a un effet inhibiteur (article n°2,
figure S7). Ces résultats contradictoires pourraient s’expliquer par le fait que dans
I'expérience de blocage (Figure 22), de nombreuses cellules ganglionnaires et autres
cytokines sont présentes dans le milieu. L'effet de I'lL-17 pourrait ainsi étre compenser

ou masquer par les autres cytokines en présence.

En outre, nous ne pouvons pas exclure des mécanismes d’inhibition ou d’activation
par contact direct des cellules des ganglions sur les BMMC. Des expériences de
« trans-well » ou les BMMC et les LT CD4+ seraient physiquement séparés pourraient

nous aider sur ce point.

3.3.1.3 Quelle est la place des cytokines dans la régulation des mastocytes
in vivo ?

Comme énoncé précédemment, si la régulation des mastocytes in vivo au cours

d’EPIT est due aux cytokines produites par les LT CD4+ (IL-10, IL-17, IFN-y), celle-ci

pourrait étre progressive (a chaque application du patch contenant I'allergéne) ou
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prendre place au moment du challenge, lorsqu'une forte dose d’allergéne est
administrée. Nous avons donc deux stratégies pour évaluer cet aspect : i) bloquer les
cytokines in vivo tout au long du traitement ou ii) bloquer les cytokines au moment du

challenge.
i) Roéle des cytokines lors de I'anaphylaxie

Nous avons donc réalisé des expériences in vivo afin d’étudier le role de I'lL-10 et I'lL-
17 dans la protection clinique conférée par EPIT. En effet, ces cytokines étaient
graduellement induites au cours d’EPIT, comme observé aprés réactivation spécifique
ex vivo des LT CD4+ (article n°2, figure 1G). Pour ce faire, nous avons traité des souris
sensibilisées par EPIT pendant 3 semaines. Puis, 10 jours aprés la derniére application
de patch, nous avons réalisé un test de provocation intrapéritonéale (TPI). 24h et 4h
avant ce TPI, des anticorps bloquants la protéine IL-10 et son récepteur (anti-IL10R
(200pQ) et anti-IL10 (200ug)), ou bloquant la protéine TGF-B (anticorps anti-TGF-3
(1mg)), ou un contrdle isotypique ont été injectés. Comme attendu, les souris traitées
par EPIT ont développé une moindre chute de température (anaphylaxie)
comparativement aux souris sensibilisées non traitées. Les différents groupes EPIT
traités a l'aide d’anticorps bloquants ne présentaient pas de différence de protection,

par rapport au groupe EPIT traité a I'aide d’un isotype controle (Figure 23).

Des résultats similaires ont été obtenus en bloquant I'lL-17 (données non montrées).
Ces résultats suggérent que I'lL-10, I'lL-17 et le TGF-B ne sont donc pas nécessaires
pour limiter la réactivation des mastocytes/basophiles lors d’'un TPIl. Cependant,
Tordesillas et al. avaient observé que le TGF-f3 était requis pour la protection conférée
par EPIT lors d’'un TPO par dose croissante (Tordesillas et al., 2016). Nous ne pouvons
pas exclure que la voie de challenge (i.p. ou orale) mette en jeu des mécanismes de

régulation différents.
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Figure 23 : Role des cytokines lors d’un test de provocation intra-péritonéale

Les souris sensibilisées ont été traitées par EPIT ou non, et injectés avec un anticorps bloquant anti-TGF- (1mg)
ou une combinaison d’anti-IL-10 (200ug) et anti-IL-10R (200ug) ou un isotype contréle (200ug ou 1mg), 24h et 4H
avant un test de provocation intrapéritonéale. La température a été relevée toutes les 10 minutes pendant 100min.
La température moyenne +SEM est représentée pour chaque groupe. n=6.

i) Réle des cytokines dans la régulation progressive des

mastocytes

Les cytokines produites par les LT CD4+ dans notre modele (IL-10, IL-17, IFN-y) ont
possiblement une action sur le long terme dans le remodelage phénotypique et
fonctionnel des mastocytes, et non pas un rdole inhibiteur au moment de I'engagement

de la voie FceRl.

Pour explorer cette hypothése, nous avons bloqué la cytokine IL-10 au cours du
traitement par EPIT. Cette cytokine est connue pour avoir des propriétés anti-
inflammatoires et diminuer I'expression du FceRI et la signalisation d’activation des
mastocytes (Kennedy Norton et al., 2008). Des anticorps bloquants anti-IL-10 (200ug)
ont été administrés pendant la deuxiéme moitié du traitement (2 injections sur 4
semaines de traitement par EPIT), la veille de I'application des patchs Viaskin®. Le
blocage de I'lL-10 n’a pas modifié la protection clinique induite aprés traitement EPIT
(chute de T°C suite a un TPI) comparativement au groupe injecté avec un isotype
contréle. L’IL-10 ne semble donc pas importante pour inhiber la réactivation des
mastocytes au cours d'un traitement EPIT. Cependant, I'IL-10 a été injectée dans cette

expérience de fagon transitoire. Or, nous avons observé dans ce modéle que la
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protection clinique induite par le traitement EPIT est précoce (effective dés la 3°me
semaine d’application du patch). L’injection d’anticorps bloquant dans cette expérience
a possiblement été trop tardive pour réguler I'effet de I'lL-10 sur les mastocytes. A
noter qu’il sera également intéressant de tester le blocage de 'lL-17 et surtout de I'lFN-

v (au regard de nos résultats de tri-culture), dés le début du traitement.

3.3.2 Quelle est la place des anticorps dans la désensibilisation ?
Au cours de mes travaux de thése, jai principalement étudié le rdle des DC sur la
réponse lymphocytaire T et les cytokines associées. Néanmoins, la réponse anticorps

a aussi été suivie.

Le traitement par EPIT module la réponse anticorps des souris sensibilisées. Dans le
modeéle BALB/c, les IgE spécifiques diminuent avec le traitement par EPIT tandis que
les IgG1/1lgG2a augmentent fortement (le ratio IgG/IgE augmente également) (article
n°1, Figure 8). La chute des IgE est perdue en absence de cellules de Langerhans
indiquant que les LC peuvent influer la réponse anticorps induite par EPIT. A noter que
la réponse IgG1, IgG2a est inchangée par rapport au groupe contréle (données non
montrées). De plus, aprés 2 semaines d’EPIT, la déplétion en LC réduit
significativement l'induction de LTrv (CXCR5+ICOS+PD1+FoxP3-), LTrr
(CXCR5+ICOS+PD1+FoxP3+), et des centres germinatifs (CD19+GL7+), dans les
ganglions lymphatiques, comparativement au groupe EPIT contréle (données non
montrées). Les LTrH et LTrr sont importants pour la commutation isotypique des LB.
Etant donné qu’en absence des LC, les cDC2 migrent moins avec 'allergéne au cours

d’EPIT, un réle des cDC2 dans la réponse anticorps est également possible.

Chez des souris C57BL/6J traitées par EPIT, nous nous sommes apergus,
contrairement au modéle utilisant des souris BALB/c, que la concentration sérique
d’IgE spécifiques augmente avec le traitement EPIT (Figure 24). Cependant, les ratios
lgG1/IgE ou IgG2a/lgE augmentent de facon similaire entre les deux modeéles. De
maniere intéressante, dans le modéle C57BL/6J Langerin-DTR, la déplétion en LC a
a tendance a réduire 'augmentation d’lgG2a spécifiques induites par le traitement
EPIT (données non montrées). Ainsi, les DC cutanées a travers I'activation de LTrn,
LTrr et l'induction de LTres, LTconv producteurs de cytokines de type 1, peuvent

influer la production d’anticorps par les LB au cours d’EPIT.
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En outre, le degré d’affinité des anticorps ou la sialylation des anticorps produits n’a
pas été suivi mais peuvent étre responsables de la réactivité diminuée des
mastocytes/basophiles (Petry et al., 2020; Shade et al., 2020). Il serait intéressant de
purifier les anticorps IgE ou IgG du sérum avant et aprés EPIT afin de comparer leur

état de sialylation par spectrométrie de masse.
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Figure 24 Cinétique des IgE, IgG1 et IgG2a spécifiques au cours d’EPIT.

Les taux d’IgE (en bleu), IgG2a (en vert) et IgG1 (en rouge) dans le plasma sont représentés chez des souris naives
et des souris sensibilisées a 'OVA et traitées par EPIT. La moyenne +SD est représentée pour chaque groupe. n=
5-10 souris. *p<0.05, **p<.0.01, ***p<0.005, ****p<0.001 par rapport au groupe sensibilisé, test statistique de Mann-
Whitney.

3.3.2.1 Quelle est la place des anticorps dans l'inhibition des cellules
responsables de I’anaphylaxie IgE-dépendante ?
Les mastocytes expriment de nombreux récepteurs activateurs ou inhibiteurs tels que
CD300a, PIR-B, PECAM-1, MAFA, gp49B1 et les récepteurs des fractions Fc des
immunoglobulines (FcR). Parmi ces derniers, les FceRI et FcyRIIl sont activateurs du
mastocyte, aprés formation du complexe FcRel-Ag-IgE ou FcyRIII-Ag-IgG. En
revanche, le FcyRIIb est le seul récepteur inhibiteur chez la souris et ’homme. (Burton
et al., 2018b; Finkelman, 2007; Nimmerjahn and Ravetch, 2006).

3.3.2.1.1 Est-ce que le sérum est suffisant pour prévenir la dégranulation des
mastocytes ?

Les immunoglobulines sont déterminantes dans le développement de la réponse

anaphylactique lors d’'un challenge et leur modulation par les ITA peut participer a la

désensibilisation (Zha et al., 2018).
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Cependant, le transfert de sérum provenant de souris allergiques ou traitées par EPIT
induit dans les deux cas une sensibilisation active de souris naives: Apres challenge
des souris receveuses, la réponse anaphylactique est la méme dans les deux groupes
transférés (Tordesillas et al. 2016 ; et données non montrées). Ceci s’explique par la
fixation des IgE du sérum sur les FceRI des mastocytes induisant leur dégranulation.
Dans ces conditions, les IgG présents dans le sérum induits au cours de I'I'TA ne sont
donc pas suffisants pour réguler cette activation. Nous pouvons supposer que I'action
inhibitrice des IgG via le FcyRlIIb se fait sur une période plus longue. Néanmoins, une
étude récente de Storni et al. a montré que le transfert d'lgG de haute affinité et
spécifiques d’Ara h 2 réduisait I'anaphylaxie de souris BALB/c sensibilisées qui ont été
challengées seulement 24H aprés le transfert d’anticorps. Le mécanisme était
dépendant du FcyRIIb (Storni et al., 2020a). De la méme maniéere, O.Burton et al. ont
montré que la seule présence d’lgG1 en plus des IgE spécifiques de I'ovalbumine, lors
d’'une sensibilisation passive de souris BALB/c naives receveuses suffisait a prévenir
le développement d’'une anaphylaxie déclenchée 24H plus tard par un TPI (Burton et
al., 2014). La protection était perdue chez des souris receveuses dépourvues en

récepteur FcyRlIb.

Ainsi, nous pouvons faire I'hypothése que i) l'affinité et la nature isotypique des
anticorps induits par EPIT, ainsi que ii) 'expression des récepteurs Fc a la surface des
mastocytes, et en particulier celle du FcyRlIIb, sont clés pour I'inhibition des mastocytes

et la protection clinique associée a EPIT.

3.3.2.1.2 Est-ce que le traitement par EPIT module la nature des FcR et des
anticorps présents a la surface des mastocytes ?
Au cours de travaux préliminaires non publiés (Hervé et al.), nous avons suivi
I'évolution du nombre de mastocytes dans le sang, l'intestin, la cavité péritonéale et la
peau. Nous avons également analysé I'évolution de I'expression des récepteurs FceRl,
FcyRI/III (CD32/CD16), CD117 et la quantité d’IgE, d’'lgG1 et IgG2a/b fixés a la
surface des mastocytes au cours du traitement EPIT. Les résultats montrent une
augmentation significative de I'expression des FcyRII/Ill sur les mastocytes dans tous
les tissus aprés EPIT comparativement aux souris sensibilisées non traitées. De
maniére intéressante, la fréquence des mastocytes exprimant des IgG2a/b a leur

surface est augmentée dans l'intestin aprés traitement EPIT (Figure 25). La quantité

192



d’'IgG2a/b exprimée par mastocyte a tendance a augmenter également. Dans cette
expérience, la quantité d'IgE a la surface des mastocytes de la peau et de la cavité
péritonéale augmentait avec EPIT (données non montrées). Néanmoins, le niveau de
FceRI membranaire ne semblait pas moduler mis a part dans l'intestin. Ces résultats
suggeérent que le traitement par EPIT favorise la voie inhibitrice FcyRIIb ou activatrice
FcyRIll. De plus, le traitement EPIT module le phénotype des mastocytes de maniére
systémique et non pas uniquement dans la peau. |l sera intéressant de valider
'augmentation de I'expression du récepteur FcyRIlb en utilisant un anticorps
reconnaissant spécifiquement celui-ci. Nous pourrions également bloquer ce récepteur
in vivo au cours d’EPIT, ou développer des souris C-kit®® FcyRIIb" afin de mettre en
évidence son importance pour la désensibilisation et la protection clinique lors du

challenge.
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Figure 25 Phénotype des mastocytes dans l'intestin aprés EPIT (Hervé et al.)

Les graphiques représentent les cellules viables Lin-(CD3-CD19-) CD45+ CD117+ FceRI+.

La médiane de l'intensité de fluorescence (MFI) du FceRI (panel en haut a gauche), du FcyRII/Ill (panel en haut a
droite), de I'lgG2a/b (panel en bas a droite) ou le pourcentage de mastocytes positifs pour I'lgG2a/b, sont
représentés. Les histogrammes (bleu : EPIT ; orange : SHAM ; gris : naives) représentent la médiane + SD et les
valeurs individuelles.

* p<0.05, **p<0.01. Test statistique de Mann-Whitney.

Outre les anticorps, le contact répéteé de I'allergene sur les mastocytes peut limiter leur
capacité a étre réactivé. Cela a été montré avec un protocole de désensibilisation des
BMMC in vitro, a faible dose, croissante (Sancho-Serra et al., 2011). La désactivation
mastocytaire était spécifique de I'antigéne. Elle est due a une rigidification de la
membrane et une baisse de linternalisation des complexes IgE-Ag-FceRI. Nous ne
pouvons pas exclure qu’un tel phénomene prend place lors de I'application répétée de

I'allergene sur la peau et participe a la régulation des mastocytes au cours d’EPIT.
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Figure 26 Mécanismes d’inhibition ou d’activation des mastocytes pouvant prendre place au cours I’EPIT

1) Inhibition du mastocyte par fixation des IgG sur le récepteur inhibiteur FcyRIIb.

2) Activation du mastocyte par fixation des IgE sur le FceRl, et possiblement inhibition progressive par contact
répétée a faible doses.

3-4) Activation ou inhibition du mastocyte par les cytokines produites par les LTconv et LTrec. Cet effet peut
possiblement étre temporaire ou réguler sur le long cours la réactivité du mastocyte.

Pour conclure, les DC induites par EPIT peuvent moduler la réponse lymphocytaire T
et B, ce qui peut avoir de multiples conséquences sur les cellules responsables de
'anaphylaxie (Figure 26). Il sera intéressant de relier fonctionnellement par des

expériences in vivo les trois compartiments : DC — lymphocytes — mastocytes

3.3.3 Quels mécanismes modulent le phénotype et la fonction des

cellules dendritiques au cours d’EPIT?
Au cours du traitement par EPIT, nous avons montré que les sous-populations de DC
qui captent l'allergéne acquiérent un phénotype d’activation différent (expression
différentielle de CD86, CD40, PD-L2) qui corréle avec une modulation de leurs
capacités a activer des LT CD4+ in vitro. Il convient donc de s’interroger sur les
mécanismes responsables de la modulation des DC afin de pouvoir agir dessus et

optimiser le traitement EPIT.
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Dés 2011, Dioszeghy et al. ont montré que la capacité de prise en charge de 'allergéne
par les DC cutanées était augmentée dans des souris allergiques comparativement a
des souris naives (Dioszeghy et al., 2011). Ces résultats suggéraient alors que
limmunité pré-existante influait sur le phénotype, la prise en charge de I'Ag et les

fonctions des DC. Ceci pourrait impliquer :

1. les anticorps et les complexes immuns IgG-Ag,
2. les cellules (LTreg, LTcony, ILC, kératinocytes...) ou cytokines environnantes,
3. I'éducation/remplacement  des DC (changements  épigénétiques,

transcriptomiques, métaboliques) au cours de la désensibilisation.

Est-ce que la prise en charge ou linternalisation de l'allergéne par les DC

cutanées est modulée au cours d’EPIT ?

Dans notre article n°2, nous avons observé que la quantité dOVA (MFI) détectée dans
les LC et cDC2 migrantes dans les GLD a 48H avait tendance a diminuer au cours
d’EPIT. Cela pourrait s’expliquer par une diminution de la prise en charge de I'allergéne
dans la peau dans les heures précoces aprés l'application du patch ou par une
internalisation et dégradation de I'allergene fluorescent différentes. Dans notre étude,
nous avons regardeé la prise en charge de l'allergéne par les DC dans la peau a 48h
aprés application du patch. Il serait intéressant d’évaluer plus précocement celle-ci

(entre 1 et 6h aprés application du patch) a 1,3, et 8 semaines de traitement.

La capture et I'internalisation de I'allergéne par la DC sont décisives pour sa fonction
(Kamphorst et al., 2010). Cette capture peut se faire par différents mécanismes : la
pinocytose/macropinocytose (indépendant des récepteurs de surface), 'endocytose
dépendant ou indépendant de la clathrine et impliquant des récepteurs tels que CD205
ou CD206 (Gutiérrez-Martinez et al., 2015; Sandvig et al., 2018), la phagocytose pour
des éléments antigéniques de taille plus importante (cellules morte, bactéries). Enfin,
les récepteurs aux Fc peuvent également participer a l'internalisation des antigénes et
leur présentation sur les CMH-I/Il. L’internalisation par les FcR dépend de la clathrine
(Flinsenberg et al., 2012; Guilliams et al., 2014b; Junker et al., 2020; Lehmann et al.,
2017; van Montfoort et al., 2012).

Une étude transcriptomique (RNA-seq) est actuellement en cours afin de déterminer
si les DC qui ont capté I'allergéne dans la peau et migré vers les GLD, ont adapté leur

programme transcriptomique au cours du protocole d’EPIT. Ainsi, nos résultats
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pourraient mettre en évidence certains récepteurs clés pour la fonction tolérogéne des
DC. Que ce soit en termes de molécules de costimulation des LT ou en termes de
récepteurs pour internaliser I'allergéne. Le ciblage d’allergénes sur ces récepteurs

serait alors une stratégie potentielle pour favoriser une réponse tolérogéne.

Est-ce que les FcR participent a la prise en charge de ’allergéne par les DC ?

Quelles conséquences sur la fonction des DC ?

Des résultats non publiés de la société DBV Technologies (Hervé et al., en soumission)
ont montré qu’aprés 6h d’application d’un patch OVA, les cDC1 et cDC2 CD11b+
captent plus d’allergéne dans des souris allergiques comparativement a des souris
naives (Figure 27A). De plus, la comparaison de I'expression des FcR de surface a
’homéostasie (sans application de patchs) révele que I'expression des FceRI/Il et
FcyRI//1I varie selon les sous-populations. De maniére intéressante, quand un patch
contenant de 'OVA est appliqué sur la peau, I'expression des récepteurs de surface
FcyRII/Il est drastiguement diminuée sur les 3 sous-populations. L'expression des
récepteurs FceRIl sur les cDC1 ou FcyRI sur les cDC2, est également diminuée
comparativement aux souris sensibilisées non patchées (Figure 27B). Ces résultats
suggeéerent que les DC internalisent, au moins en partie, I'allergéne via les récepteurs

aux Fc.
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Figure 27 : Prise en charge de I'allergéne et expression des FcR sur les DC cutanées.

(A) Souris sensibilisées a 'OVA (Szd) ou naives (Nve) recevant un patch contenant de 'OVA-AF488 sur la peau
dépilée du dos (histogrammes bleus). En contrdle, des souris n’ont pas recu de patch (histogrammes blancs). Six
heures aprés application, une biopsie de la peau patchée (ou non) du dos est prélevée pour une analyse par FACS.
Le pourcentage de cellules OVA+ parmi les cellules de Langherans, cDC1 et cDC2 est indiqué. Les valeurs
individuelles sont affichées avec la médiane et I'écart interquartile. (n=8 par groupe). (B) L’expression des
récepteurs aux Fc est exprimée en médiane de lintensité de fluorescence (MFI). Les données affichées
représentent la médiane des MFI individuelles (n=8 par groupe). La significativité statistique est indiquée pour le
groupe « sensibilisé + patch » (sensitized + patch) en comparaison des souris « sensibilisées » (sensitized). (**,
P<0.01; ***, P<0.001. Test statistique de Mann-Whitney.

De plus, le transfert d’'lgG purifiées provenant de souris allergiques dans des souris
naives augmente le nombre de DC OVA+ migrantes dans les GLD (48H aprés
'application d’un seul patch), comparativement a des souris naives non transférées
(Hervé et al., en soumission, données non montrées). Ceci suggere que la formation
de complexes IgG-OVA facilite leur prise en charge par les DC. Enfin, chez des souris
allergiques, le blocage des récepteurs FcyRIl/III (CD32/CD16) diminue la prise en
charge de l'allergéne dans la peau par les LC, cDC1 et cDC2 et leur migration. Ces
résultats démontrent que chez les souris sensibilisées, les 3 sous-populations de DC
cutanées prennent en charge I'allergéne par endocytose grace aux FcyR, du moins en
partie. D’autres voies de prise en charge (FceRIl, CD205/206, pinocytose) peuvent
également intervenir puisque le blocage des FcyRIl/lll n’abolit pas complétement la

prise en charge.
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Au vu de mes résultats de thése indiquant une baisse de la quantité d’ovalbumine
détectée dans les LC et cDC2 migrantes au cours d’EPIT, il sera intéressant d’évaluer
si cela est due a une modulation de I'expression des FcyR. Nous pourrions bloquer
ces récepteurs au cours d’EPIT (anticorps bloquants) et suivre la prise en charge de
I'allergéne dans la peau tout au long du traitement. De plus, I'utilisation d’'un anticorps
bloquant dirigé uniquement contre le FcyRIIb ou le FcyRIll permettra de discriminer
une prise en charge via un récepteur inhibiteur ou activateur, respectivement. Il sera
aussi important de déterminer si la prise en charge par la voie FcyRIlb ou FcyRIIl influe

sur la fonction de la DC a activer/polariser des LT.

En effet, dans I'étude de Hervé et al. citée ci-dessus (données non montrées), le
blocage des FcyRIl/III ne modifie pas I'expression des marqueurs d’activation (CD86
et PD-L2) a 6h dans la peau (aprés un seul patch). Il est possible que la variation des
marqueurs d’activation soit plus tardive ou que d’autres récepteurs de costimulation
soient modulés. Dans mes travaux de thése, je n’ai pas observé de modulation
d’expression des molécules de costimulation (CD86, CD40, PD-L2) sur les DC dans
la peau 48H aprés I'application des patchs a 1,3 et 8 semaines. Néanmoins, une
modulation de ces molécules était visible sur les DC migrantes a 48H. Le moment et
I'organe ou I'analyse est réalisée est donc importante pour appréhender la dynamique
d’activation des DC. Une étude plus fine de la dynamique d’expression des récepteurs
de costimulation dans la peau serait d’'intérét pour clarifier le lien entre prise en charge

de l'allergéne et phénotype d’activation.

Quel est I'impact de I'’environnement cellulaire sur I’activation et la fonction des

DC cutanées ?

Comme évoqué ci-dessus, mes travaux de thése montrent que I'état d’activation des
DC migrantes est modulé au cours d’EPIT. Etant donné que le patch contenant
I'allergéne est appliquée de maniére répétée au méme endroit (dos de la souris) durant
le traitement, nous pouvons supposer que de cellules immunitaires sont recrutées et
que d’autres cellules déja présentes sont également modulées. |l sera par exemple
trés intéressant de suivre le phénotype ou la signature cytokinique des macrophages
résidents de la peau. De la méme maniére, il convient de s’interroger sur la modulation

des DC cutanées par :

- Les lymphocytes T mémoires résidents
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- linteraction avec les mastocytes cutanés

- les kératinocytes

Quel est 'impact des LT mémoires résidents sur les DC cutanées ?

L’application répétée d'un allergene sur la peau conduit a une redistribution et/ou
remodelage des cellules immunitaires présentes. En particulier, il a été montré que
des LT mémoires résidents pouvaient infiltrer la peau et persister jusqu’a 1 an aprés
la résolution d’une lésion d’eczéma allergique (Gamradt et al., 2019). Dans notre
modéle C57BL/6J, nous avons observé une accumulation progressive du nombre de
LTrv CD4+ et CD8+ (CD69+CD103+) présents dans la peau au cours du traitement
par EPIT (données non montrées). Ainsi, ces LTrec recrutés pourraient influer la
maturation/migration des DC cutanées et participer a I'acquisition d’un profil tolérogéne
bénéfique pour EPIT comme démontré dans un modéle de sensibilisation épicutané
(Hanakawa et al., 2019). Pour mettre en évidence un réle des LTrm régulateurs sur
les DC cutanées, il serait intéressant de dépléter les LTrv a la 8™ semaine du
traitement, et d’évaluer la migration et I'activation des DC suite a I'application d’'un
patch contenant I'allergéne, en comparaison d’un groupe contrdle non déplété. Cette
expérience pourrait tirer avantage de souris CD3e”- reconstituées initialement avec des
LT CD4+PTR et des LT CD8+"T (provenant de souris donneuses iDTR/CD4cre et
C57BL/6, respectivement) Ce modéle permet en effet de dépléter a la fois les LT CD4+
circulants et résidents. En contréle, un groupe traité avec des anticorps anti-CD4
permet d’éliminer uniquement les LT CD4+ circulants (Gamradt et al., 2019). Une
expérience similaire pourrait étre réalisée en éliminant les LTrm CD8+ dont le réle au
cours d’EPIT reste inconnu. Du fait de leurs fonctions cytotoxiques et de leur potentiel
a produire de I'lFN-y, ils peuvent participer a I'inflammation locale et impacter la

maturation/activation des DC.

Quel est 'impact des mastocytes sur les DC cutanées ?

Mis a part les LT, les mastocytes de la peau sont également capables d’interagir avec
les DC. Nous ne savons pas a ce jour si I'application répétée du patch augmente ou
diminue le nombre de mastocytes dans la peau, néanmoins leur phénotype pourrait
étre modulé (cf §3.3.2.1.2).

Premierement, en conditions inflammatoires, les mastocytes activés par les IgE

peuvent favoriser un profil pro-Th2 des DC (Kitawaki et al., 2006). De plus, les
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mastocytes et le relargage de granules contenant de I'histamine ou du TNF-a
participent a I'inflammation cutanée et a la migration des DC en réponse a 'application
d’hapténes ou de LPS (Dudeck et al., 2011, 2019; Simon et al., 2012). Il est connu que
I'application répétée des patchs durant un protocole d’EPIT génére une inflammation
locale (visible cliniquement a la fois chez la souris et 'homme). Celle-ci est
possiblement due en partie a la réactivation des mastocytes cutanés et contribue a la
migration des DC. Etant donné que le traitement par EPIT n’est pas efficace lorsque
la peau est abrasée par une procédure de tape-stripping, si une inflammation est
nécessaire pour I'activation/migration des DC, celle-ci doit étre modérée (Mondoulet
et al., 2012a).

Deuxiémement, le GM-CSF produit par les mastocytes dans un modéle d’allogreffe
favorise un profil tolérogéne des DC qui sont alors incapables d’activer les LT apres
migration dans les GLD. Ceci conditionne la tolérance de l'allogreffe (de Vries et al.,
2011).

Troisiemement, en conditions inflammatoires les DC peuvent transférer leurs CMH-II
aux mastocytes augmentant ainsi la capacité de ces derniers a activer des LT

régulateurs environnants et a réguler indirectement les DC (Dudeck et al., 2017).

Le role des mastocytes sur I'activation et la migration des DC dans notre modele reste

donc largement a explorer.

Quel est 'impact des kératinocytes sur les DC cutanées ?

Les kératinocytes forment I'épiderme et ont un réle structurant pour la peau. lIs
constituent la premiére ligne de protection face aux agents extérieurs (physique,
chimique, biologique). lls sont en contact direct avec l'allergéne lors de I'application
d’un allergéne par voie épicutanée. De plus, les kératinocytes possédent des fonctions
immunologiques qui participent a 'homéostasie et a l'inflammation cutanée. Les
kératinocytes sont capables de reconnaitre des allergénes ou des signaux de danger
via leurs récepteurs (TLRs, PAR-2, IL-1R, lectines de type-C...), et de produire a leur
tour des cytokines inflammatoires (TSLP, GM-CSF, IL-33, IL-25, pro-IL-1, IL-6, IL-15,
IL-7, peptides antimicrobiens, chimiokines,...) (Albanesi et al., 2018; Bernard et al.,
2017; Mizutani et al., 1991; Palladino et al., 2018). Ces cytokines aussi appelées
« alarmines » ont pour réle de signaler un danger pour initier une réponse immunitaire

en cas de pénétration d’'un agent extérieur. Les kératinocytes peuvent donc impacter
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le phénotype, la dynamique et les fonctions des DC (Eaton et al., 2018; Klicznik et al.,
2018; Matjeka et al., 2012; Tortola et al., 2012; Volpe et al., 2014). Par exemple, dans
les lésions de psoriasis, en réponse a I'lL-17, les kératinocytes relarguent des
polyamines associées a de 'ARN qui se fixent sur les TLR-7 des DC myéloides et
entrainent la production d’IL-6 (Bandyopadhyay and Larregina, 2020). Aussi, les
kératinocytes peuvent produire du TGF-B qui stimule la migration des LC et DC
dermiques (modéle de surexpression de TGF-B) et aggrave l'inflammation dans un

modele d’hypersensibilité de contact (Mohammed et al., 2013).

De maniére intéressante, une étude in vitro a montré que les kératinocytes peuvent
capter 'ovalbumine, puis relarguer des exosomes chargées d’ovalbumine, qui vont
étre a leur tour étre captés/internalisés par les DC. Ceci induit une augmentation de
I'expression du CDA40 et la sécrétion d’'IL-6/10/12 par les DC (Kotzerke et al., 2013).

Il est donc trés probable que dans notre modéle de désensibilisation par EPIT, les
kératinocytes aient un réle d’activation des DC cutanées lors de la pénétration de
'OVA. Il serait intéressant d’analyser la production de médiateurs inflammatoires par
les kératinocytes au cours d’EPIT afin d’optimiser dés le début du traitement un profil

favorable a I'induction de DC tolérogenes.

Quel est I'impact de ’occlusion créée par le patch sur la production de cytokines

dans le tissu cutané ?

Outre I'inflammation causée par la fixation directe des allergénes sur les récepteurs
de danger des cellules, I'occlusion créée par le patch entraine un stimulus physico-
chimique qui induit I'activation des cellules cutanées et la production d’alarmines. En
effet, 6 heures aprés I'application d’'un patch (sans allergénes), une forte induction d’IL-

19 et de CCL20 exprimées dans la peau est observée par RT-gPCR (Figure 28).
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Figure 28 Cytokines et chimiokines produites dans la peau 6H aprés application d’un patch Viaskin® sans
allergéne (patch vide)

L’IL-19 est une cytokine de la famille de I'lL-10. Elle peut étre produite par les
monocytes, LB, kératinocytes, cellules épithéliales. Elle est impliquée dans des
maladies inflammatoires telles que le psoriasis ou I'asthme (Gallagher, 2010)
Lorsqu’elle est produite par les cellules épithéliales pulmonaires, elle induit la
production de cytokines de type-2 par les LT. En revanche, I'lL-19 permet de réguler
linflammation dans des modéles murins de colite ou d’hypersensibilité de contact
(Fujimoto et al., 2019). Son action sur I'activation et la migration des DC cutanées dans

notre modele reste a étudier.

La chimiokine CCL20 est produite par les DC, cellules NK, LT, LB, macrophages,
neutrophiles. CCL20 est le ligand du récepteur CCR6 exprimé par les LTh17, LTreg,
LT CD8+, LB, DC, principalement dans I'intestin et les ganglions lymphatiques (Griffith
et al., 2014; Sokol and Luster, 2015). La contribution de cette chimiokine dans la
dynamique et la fonction des DC lors de la désensibilisation par EPIT reste a
démontrer. Néanmoins, au regard de nos résultats, nous pouvons faire I'hypothése
que les cDC2 expriment la chimiokine CCL20 favorisant I'activation des LTh17 dans

la peau ou les GLD aprés migration.

Enfin, les patients souffrant a la fois d’allergie alimentaire et de dermatite atopique
présentent une expression génique particuliére dans la peau, et ce, méme sur des
sites non lésionnels. Notamment, ils présentent une augmentation des génes liés aux
DC (Runx3, HLA-DQA1, HLA-DPB1, LAMP-3, CD74, ...) et aux voies de la réponse
type 2 (IL-4R, CCRS, et CRLF2 qui est un récepteur du TSLP). Il est donc important
d’adapter le traitement selon le profil des patients et de contréler 'environnement

cutané pour induire une réponse tolérogéne des DC (Leung et al., 2019).
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Est-ce que le renouvellement des DC cutanées et I’acquisition d’'une « mémoire

innée » au cours d’EPIT module leurs fonctions?

Un point de discussion trés intéressant concernant I'acquisition d’un profil tolérogéne
par les DC cutanées au fur et a mesure du traitement par EPIT est le concept de
mémoire de 'immunité innée (« trained immunity », « éducation de 'immunité innée »)
(Netea et al., 2020). Ce concept révele qu’au méme titre que les cellules de I'immunité
adaptative, les cellules de 'immunité innée (DC, monocytes, macrophages, cellules
NK) sont marquées sur le long terme par les épisodes inflammatoires et le contact
avec les pathogénes. Ce marquage (« imprinting ») peut se faire au niveau
épigénétique, transcriptomique et métabolique. A noter que cette mémoire est aussi
observée dans les cellules souches de la moelle osseuse ou épithéliales (Chavakis et
al., 2019; Hamada et al., 2019; Liu et al., 2016; Mitroulis et al., 2018; Naik et al., 2017;
Ordovas-Montanes et al., 2018). Les DC de la peau migrent en permanence vers les
GLD a 'homéostasie et plus encore lors d’'une inflammation, de sorte que leur durée
de vie n’est que de quelques jours. Elles sont remplacées en permanence par des
précurseurs tissulaires ou issus de la moelle osseuse. Ainsi, '’éducation des cellules
souches hématopoiétiques (HSC) et des précurseurs de DC explique comment les DC
a courte durée de vie sont douées d’'une mémoire immunitaire. En effet, Les HSC et
pré-cDC possedent des récepteurs de I'immunité (TLRs, récepteurs de cytokines) et
sont donc sensibles aux réponses inflammatoires. Hole et al. ont montré que les DC
spléniques et pulmonaires provenant de souris vaccinées par voie intranasale,
plusieurs semaines auparavant, par un inoculum de Cryptococcus neoformans,
produisent fortement de I'lL-2, IFN-y, IL-4, TNF-a lors d’'une restimulation in vitro. Ceci
n’est pas observé lorsque les DC proviennent de souris naives (Hole et al., 2019). En
outre, cet effet n’est visible qu’en restimulant les DC avec des extraits du genre
Cryptococcus et non pas avec des extraits de C.Albicans ou S.Aureus. Une stimulation
avec un agent bactérien tel que le LPS ne permet également pas la sécrétion de
cytokines inflammatoires. Ceci suggere que cette éducation est spécifique d’un
antigéne de C.neoformans, qui reste a définirr Dans une optique de
vaccination/désensibilisation, il reste a déterminer pour chaque pathogéne/allergéne,
quel épitope est le plus efficace pour induire cette mémoire immunitaire. Cette
mémoire immunitaire semble lié a des changements épigénétiques tels que

I'acétylation des histones et la méthylation de ’'ADN (Eastman et al., 2019).
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Nous pouvons donc imaginer que dans notre modeéle, les DC cutanées qui migrent a
chaque application du patch sont progressivement remplacées par des précurseurs
de DC qui possédent une empreinte épigénétique différente. Il sera intéressant de
comparer la signature épigénétique des DC migrantes au début et a la fin du

traitement.

Une désensibilisation (allergéne + immunomodulateur) induisant un profil de DC
tolérogéne ou pro-Th1 pourrait éduquer les DC sur le long terme et renforcer I'efficacité
du traitement par EPIT. Ceci est discuté dans le paragraphe suivant 3.3.3 Stratégies

d’amélioration du traitement.

Monocyte,
Précurseur
de DC/LC
lgG
IgE
FoyRIlb

FceRI

IFN-y

IL-17
IL-4

TGF-B
IL-10
CTLA-4

Autres ? Q
Exosomes
d’allergéne
GM-CSF

Kératinocyte

Figure 29 Mécanismes possibles de régulation des cellules dendritiques au cours d’EPIT

1) L’internalisation des complexes Ag-IgG via le FcyRlIb pourrait induire des DC tolérogénes.

2) La baisse de I'expression du FceRI pourrait limiter I'internalisation de 'allergene via cette voie, et ainsi limiter la
forte présentation antigénique des DC aux LT.

3-4) Les LTconv et LTres peuvent produire des cytokines soit inhibe I'activation des DC soit leur conféere un profil
pro-Th1 qui pourrait contrebalancer la réponse Th2 pathologique.

5) Les kératinocytes peuvent transférer I'allergene aux DC via la sécrétion d’exosomes ; ils peuvent également
produire un ensemble de cytokines qui peuvent tolériser les DC.

6) L’histamine produite par les mastocytes peuvent inhiber I'activation des DC via le récepteur H2R (Frei et al,,
2013)
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7) L’application répétée de I'allergéne sur la peau entraine I'émigration des DC qui sont potentiellement remplacées
par des précurseurs de DC avec une signature épigénétique différente.

3.4 Stratégies d’amélioration du traitement

3.4.1 Modification de I'allergéne et utilisation d’adjuvants

Le traitement par EPIT est prometteur mais il doit encore étre optimisé afin
d’augmenter i) le pourcentage de patients qui répondent au traitement, ii) la dose
tolérée a la fin du traitement, iii) accélérer le phénoméne de désensibilisation.
Egalement, le traitement n’est pas efficace chez les adultes, il s’agit donc d’évaluer les
leviers d’amélioration possibles du traitement pour ce groupe de patients. De
nombreuses stratégies d’amélioration explorées dans les ITA visent a optimiser la

prise en charge par les DC cutanées et les conditionner vers un profil tolérogéne.

Est-il possible de modifier I’allergéne pour favoriser une réponse tolérogéne ?

Les allergenes modifiés chimiquement appelés « allergoides » possédent des
épitopes linéaires qui peuvent étre présentés aux LT via les molécules du CMH-II des
DC (immunogéniques), mais sont dépourvus d’épitopes conformationnels reconnus
par les IgE (hypoallergéniques) (Kleij et al., 2019). Des études cliniques de phase /Il
ont montré une bonne tolérabilité pour l'utilisation d’allergoides ou peptides de
poissons ou d’arachide dans le traitement par SCIT (Bindslev-Jensen et al., 2017;
Zuidmeer-Jongejan et al., 2015). Egalement, sur le méme principe, des peptides

d’arachide sont développés et testés en clinique (Prickett et al., 2019).

{Novel developments for allergen vaccines ]
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Figure 30 Stratégies pour optimiser 'immunothérapie allergénique (Benito-Villalvilla et al., 2018)
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Est-il possible de coupler ’allergéne a un immunomodulateur pour favoriser une

réponse tolérogéne ou de type-1 ?

Le couplage des allergoides avec des adjuvants est également une stratégie qui fait
I'objet d’'intenses investigations chez la souris et dans des essais cliniques de phase
I/l chez 'hnomme (Senti et al., 2009b). Les allergoides peuvent étre couplés a des
ligands des récepteurs CLR (par exemple : les mannanes) ou des agonistes des

récepteurs TLR (par exemple : les oligodeoxynucléotides de type CpG).
o Mannanes

Les mannanes (polyméres de mannose) proviennent généralement de levures.
L’administration par voie intradermique ou sous-cutanée des complexes allergénes-
mannanes sont pris en charge par les DC et favorise un profil pro-Th1 et/ou pro-Th17
et/ou pro-Treg, limitant les paramétres allergiques (Lew et al., 2017; Rizzetto et al.,
2010; Sheng et al., 2006; Sirvent et al., 2016; Weinberger et al., 2013). Des études in
vitro avec des moDCs, cDC, pDC humains montrent qu’un allergoide de Phleum
pratense couplé a un mannane est internalisé plus efficacement par les DC que
I'allergoide seul et se fait principalement via le récepteur DC-SIGN. De plus, les DC
expriment plus de récepteurs CD83, PD-L1, et produisent davantage d’'IL-6, IL-10 mais
moins d’IL-4 qu’avec l'allergoide seul. Ces DC activent préférentiellement des LTh1 et

LTrec fonctionnels de maniére PD-L1 dépendante.

Le récepteur DC-SIGN n’est pas exprimé par les LC (Garcia-Vallejo and van Kooyk,
2013). Ainsi, coupler l'allergéne avec des résidus de mannose dans le cadre d’EPIT
augmenterait principalement la prise en charge par les DC dermiques, en particulier
les cDC2. Au vu de mes résultats de coculture cDC2 :LT CD4+ (article n°2, figure 6D),
cette stratégie pourrait augmenter I'activation de clones Th1 et Th17 au cours d’EPIT.
Il serait donc tres intéressant d’évaluer 'amélioration clinique qui découle de cette

stratégie dans notre modéle.

Chez la souris, il a été montré que ces complexes Ag-mannose sont plus efficacement
pris en charge par les DC du tissu sublingual ou du sang et qu’ils augmentent plus
fortement les ratios IgG2a/IgE et IFN-y/IL-4, ainsi que le nombre de LTrec FOXP3+IL-
10+ comparativement a l'allergoide seul (Benito-Villalvilla et al., 2018; Soria et al.,
2017). Chez ’homme, ce principe est testé en phase clinique | pour la rhinite allergique

par voie sous-cutanée et sublinguale.
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Finalement, I'utilisation de ce principe pour le traitement par EPIT serait de trés grand
intérét. Le verrou technologique qui limiterait son utilisation a grande échelle réside
dans la possibilité de déposer ces complexes Ag-mannose par électrospray sur un

patch.

o Ligands de TLR

L’utilisation de ligands des TLR montrent aussi de trés bons résultats dans des
modéles précliniques de désensibilisation. En particulier, ['utilisation des
oligodeoxynucléotides de type CpG, ligands du récepteur TLR-9, favorise la production
d’'IL-12, d’'IL-10, d’IL-22, diminue la production de TSLP, conduisant in fine a la
diminution du profil Th2 et 'augmentation de la réponse Th1 et régulatrice (Johnson-
Weaver et al., 2019; Mitsias et al., 2020). Les mécanismes sous-jacents impliquent
notamment la voie MyD88 et 'augmentation de I'IDO a la surface des DC (Alberca-
Custodio et al., 2020; Grohmann et al., 2002; Hayashi et al., 2001, 2004; Hissong et
al., 1995). L'IDO dégrade le tryptophane de I'environnement en kynurénine limitant

ainsi la prolifération des LTconv.

L’idée d’utiliser ces ligands de TLR pro-Th1 est née avec I'’hypothése hygiéniste qui
suppose que I'absence de stimuli par des bactéries et virus de I'environnement des le
plus jeune age, empéche l'instauration d’une réponse majoritairement type-1, au profit
du type-2 (Hayashi and Raz, 2006). L’administration par voie sous-cutanée,
sublinguale, intranasale de CpG (sans allergénes) permet chez la souris sensibilisée
a I'OVA de réduire la réponse Th2 et les symptédmes associés (Fonseca et al., 2011;
Jain et al., 2003). D’autres études chez la souris ou le singe ont montré I'intérét de
'administration répétée du CpG pour limiter la réponse Th2 et limiter des symptémes
d’asthme ou de rhinite allergique (Fanucchi et al., 2004; Rhee et al., 2004; Youn et al.,
2004).

La conjugaison d’'un allergéne avec un résidu CpG limite la reconnaissance de
I'allergéne par les IgE tout en conservant son immunogénicité. L’administration de ces
complexes a également montré sa capacité a favoriser une déviation de la réponse
Th2 vers Th1. Chez la souris BALB/c agée (18 mois) sensibilisée a I'OVA, un
traitement par voie orale d’OVA/CpG induit une réponse Th1 au détriment de la
réponse Th2 (Alignani et al., 2005). Chez la souris, le récepteur TLR9 est exprimé par

les LC, cDC, moDC et pDC, mais aussi d’autres cellules non immunitaires telles que
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les kératinocytes (lwasaki and Medzhitov, 2004; Novak et al., 2010). L’action de cet
adjuvant pourrait donc étre multiple. Néanmoins, chez 'homme, parmi les DC, le
récepteur TLR-9 ne semble étre exprimé que par les pDC. D’autres cellules telles que
que les macrophages, monocytes, cellules endothéliales, I'expriment également. Ainsi,
'action du CpG chez 'lhomme n’est probablement pas dépendant des LC ou cDC.
Néanmoins, il n’est pas a exclure que l'inflammation locale répétée due aux patchs au
cours d’EPIT, puisse induire I'expression de TLR-9 sur les cDC. Une étude approfondie
du transcriptome et protéome des différentes sous-populations de DC (au niveau ARN
ou protéique) au cours du traitement par EPIT chez 'lhomme permettrait de mieux

comprendre le potentiel mécanisme de cet adjuvant.

Pour conclure, I'effet observé par ['utilisation des motifs associés aux pathogénes
(mannoses, CpG) sur les DC questionne sur le réle du microbiote cutané au cours du
traitement par EPIT. En effet, il est connu que les bactéries telles que Staphylococcus
epidermidis activent les cellules de Langerhans favorisant l'infiltration de LT CD8+
résidents et une réponse antimicrobienne de type-17 (Lau et al., 2017; Naik et al.,
2015). De plus, le microbiote cutané varie en fonction de la localisation anatomique.
Ainsi, il serait trés intéressant d’étudier dans quelle mesure la diversité du microbiote

cutané influe sur l'efficacité d’'un protocole d’EPIT.

o Tregqitope

Une autre stratégie intéressante pour favoriser un profil tolérogene des DC et
I'induction de LTrec consiste a inclure dans le patch avec 'allergéne des peptides pro-
Trec. Ce concept a été développé par la société EpiVax. Elle développe des peptides
pouvant étre pris en charge par les DC, présentés sur le CMH-Il et induire
préférentiellement des LTrec. Ces peptides correspondent a de courtes séquences
issues de la partie Fc des immunoglobulines G. L’idée repose initialement sur
I'observation clinique que le traitement par injection intraveineuse d’immunoglobulines
polyclonales (IVIG) permet de limiter les réactions auto-immunes par différents biais
notamment linduction de LTrec (Kaufman et al., 2015). Dans le cadre de la
désensibilisation par EPIT, des résultats prometteurs ont été obtenus chez des souris
allergiques a la noix de cajou (Dioszeghy et al., données en cours de publication). Les
souris étaient traitées avec un patch contenant I'allergéne seul ou une combinaison de
'allergéne et dun peptide immunomodulateur (Pl). Le traitement EPIT

« allergene+Pl » accélére la désensibilisation par rapport au traitement EPIT avec
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allergéne seul. Ces résultats ouvrent la voie pour tester la slreté et I'efficacité de la
combinaison chez les patients. De plus, d’autres Pl ont été développés par EpiVax et
pourront étre testés a l'avenir. |l faudra définir quel est le rble exact des sous-

populations de DC cutanées dans la présentation des Pl aux LTrea.

3.4.2 Co-administration de biologiques

L’administration d’anticorps anti-IL4R (Dupilumab) ou anti-lgE (Omalizumab) associés
a un protocole de désensibilisation des allergies alimentaires fait actuellement I'objet
d’investigations cliniques diverses (Abdel-Gadir et al., 2018; Dantzer and Wood, 2018;
Rial et al., 2019). L’hypothése de ces travaux réside dans le fait que bloquer de fagon
directe ou indirecte la production d’IgE et/ou la réponse Th2 pourrait accélérer la
vitesse a laquelle les patients sont désensibilisés ou augmenter l'efficacité de la
désensibilisation. Il sera important de valider cette hypothése dans notre modéle in

Vvivo.

Egalement, le traitement par faible dose d’interleukine-2 a montré des effets
bénéfiques pour limiter la sensibilisation a un allergéne (ovalbumine, arachide) ou
empécher I'apparition de symptdomes allergiques chez des souris déja sensibilisées
(Bonnet et al., 2016). En effet, 'administration d’'IL-2 a faible dose induit I'expansion
des LTreg CD4+ et renforce leur activité suppressive. Ce traitement permet aussi
'expansion de LT CD8+ FoxP3+ a forte activité suppressive, a la fois chez ’lhomme et
la souris (Churlaud et al., 2015). Ce traitement représente donc une solution
prometteuse pour compléter et améliorer I'efficacité de I'EPIT chez les patients non

répondeurs.
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3.4.3 Méthode de délivrance de I’allergéne

Est-ce que la nature des DC cutanées varie en fonction de la région

anatomique ? Existe-t-il un intérét a appliguer le patch sur une région

particuliére ?

Chez I'enfant le patch est appliqué dans la zone interscapulaire du dos, en alternant
chaque jour entre 6 zones différentes. En revanche, chez I'adulte, le patch est appliqué
sur la face interne du bras au niveau du biceps, en alternant également entre 6 zones
différentes. Il convient donc de se questionner sur la répartition des DC dans la peau
selon la zone anatomique (Béke et al., 2018). En effet, le manque d’efficacité d’EPIT
observée chez I'adulte pourrait en partie étre due a une différence du nombre ou du

phénotype des DC cutanées au niveau de la zone patchée.

En ce sens, une étude réalisée chez I'adulte a quantifié les DC cutanées et la signature
inflammatoire de la peau a partir de biopsies du dos, du bras, de 'abdomen et de la
cuisse (Del Duca et al., 2019). Les résultats montrent que la peau du dos et de la
cuisse est plus épaisse que celle du bras. La peau du dos contient le plus grand
nombre de follicules pileux. De plus, un nombre plus important de LC, LTrec et de
molécules de type 17/22 (IL-17A, CCL20, lipocaline 2/LCNZ2, LL37/Camp/
Cathelicidine, Pl3/elafine, 1L-12/23p40, IL8/CXCL8, and CXCL1) sont présents dans
la peau du dos comparativement aux autres localisations. De plus, ces cellules sont
trés présentes au niveau des follicules pileux qui sont un lieu privilégié d’interaction
avec les antigenes exogénes. Enfin, les molécules régulatrices IL-37, IL-34 et IL-33
sont plus abondantes dans la peau du dos. Ces résultats suggerent clairement que la
peau du dos est un lieu tres favorable a I'induction d’une réponse tolérogéne lors de

I'application d’'un allergéne, comparativement au bras.

Existe-t-il un procédé ou un vecteur qui augmenterait la délivrance de ’allergéne

aux DC et favoriserait un profil tolérogéne ?

De nombreuses études ont cherché a optimiser la prise en charge de I'allergéne (ou
allergoides) par les DC afin d’améliorer I'efficacité du traitement de désensibilisation.
Ceci présente un grand intérét pour le traitement par EPIT notamment chez 'lhomme

pour qui le traitement n’est pas efficace et dont la peau est plus épaisse que I'enfant.

o Nanoparticules
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En particulier 'utilisation de nanoparticules ou liposomes pour délivrer un allergéne ou
un immunomodulateur par voie épicutanée orale, intranasale, intradermique,
sublinguale a montré des résultats intéressants dans des modéles précliniques et
cliniues (Alberca-Custodio et al., 2020; Ballester et al., 2015; Givens et al., 2018;
Klimek et al., 2011; Srivastava et al., 2016). En effet, les nanoparticules/liposomes
sont plus efficacement prises en charge par les DC et peuvent étre recouvertes de
ligands spécifiques des DC (Koushki et al., 2020; Stolk et al., 2020; Weiss et al., 2013).

o Particules pseudo-virales (« Virus-like particles »)

Sur le méme principe, des particules pseudo-virales (« virus-like particles », VLPs),
composeées de protéines de capside virale, facilement reconnaissables et internalisées
par les DC ont montré leur intérét dans des modeles précliniques d’allergie (Ballester
et al., 2015). En particulier, des souris BALB/c sensibilisées a I'arachide et traitées
avec une seule injection sous-cutanée de VLPs contenant les allergénes Ara h 1
(Storni et al., 2020b) étaient protégées des symptomes allergiques lors d’un test de

provocation oral.

L’administration épicutanée et répétée de ces VLP pour la désensibilisation devra étre

explorée.

o Micro-aiquilles

Des études précliniques ont montré que la combinaison d’extrait d’arachide, de la
vitamine D3 et du CpG délivrés par un dispositif de micro-aiguilles dissolvables
appliqué sur la peau désensibilisait efficacement des souris BALB/c (Kang et al., 2012;
Nikolic and Roep, 2013; Shakya et al., 2019; Yu et al., 2020). Les microaiguilles
permettent de délivrer l'allergéne dans I'épiderme et le derme sans diffusion dans la
circulation sanguine. En effet, les microaiguilles dissolvables permettent un relargage
progressif (en 48h) de l'allergéne. Ceci permet un recrutement dans la peau et une
prise en charge accrus de l'allergéne par les DC (CD11c+CD11b+/-) et macrophages
(CD11¢c-CD11b+) comparativement a un protocole de désensibilisation par voie
intradermique classique ou I'allergéne diffuse hors de la peau plus rapidement. Un
dispositif similaire chez 'homme a permis d’augmenter le seuil de tolérance au lait de

50% des patients allergiques traités pendant 4 semaines (Ito et al., 2020).

o Laser
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Le traitement de la peau par laser avant I'application d’'un allergéne a également été
testé (Korotchenko et al., 2019). Le principe est de créer des micropores dans
I'épiderme/derme afin de faciliter la pénétration et la prise en charge de l'allergéne par
les DC (Hervé et al., 2019). Egalement, I'inflammation créée par le laser peut activer
les DC et stimuler leur migration. Le traitement par laser couplé au systéme de
microaiguilles cité ci-dessus s’est révélé plus efficace qu’un traitement par SCIT pour
désensibiliser des souris allergiques a I'ovalbumine (Kumar et al., 2016). De la méme
maniere, une désensibilisation utilisant des conjugués allergéne-mannane appliqués
apres un traitement au laser était plus efficace qu’un traitement intradermique
(Machado et al.,, 2017). La désensibilisation était dépendante des CD11b+ DC
dermiques et non des cellules Langerin+ (LC et cDC1) comme démontrée dans un

modéle transgénique (Lang-DTR).

Le laser représente donc une solution intéressante pour favoriser la prise en charge
ou la migration des DC au cours du traitement. Néanmoins, son utilisation doit
préférentiellement étre couplé a un allergoide et un adjuvant pro-Th1 afin d'induire une

réponse immunitaire bénéfique.

o ADN plasmidique

Il serait également possible de délivrer par voie épicutanée un ADN plasmidique
(ADNp) encodant un allergéne couplé au peptide signal de LAMP-1 qui permet une
délivrance de la protéine au lysosome/endosome contenant les molécules de CMH-II.
L’ADNp encapsulé dans des nanoparticules en polyethylenimine-mannose serait alors
appliqué sur la peau des patients sous un patch, capté par les cellules de Langerhans,
internalisé, transcrit et traduit en protéines. Celles-ci sont dirigées vers le lysosome et
présentées efficacement sur les molécules du CMH de classe Il aux LT des ganglions
(Garaczi et al., 2013; Su et al., 2016, 2017; Toke et al., 2014). Il convient de s’assurer
que la réponse spécifique induite correspond a une réponse de tolérance ou de type-
1 (Chua et al., 2009; HuangFu et al., 2006). Si ce n’est pas le cas, il est possible de
coupler la séquence ADN de I'allergéne avec une séquence d’ubiquitination (Bauer et
al., 2006).
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4 Conclusions

L’immunothérapie allergénique (ITA) est un traitement ambitieux qui vise a réintroduire
une réponse tolérogéne vis-a-vis d’un allergéne chez des patients allergiques. Le
succes de I'ITA implique I'inhibition des réponses cellulaire et humorale responsables
des symptébmes. Dans ce contexte, les cellules dendritiques représentent le premier
maillon de la chaine immunitaire : elles intégrent l'information allergénique et la
délivrent aux lymphocytes T et B afin de favoriser le développement de LTrec et inhiber
les réponses cellulaire et humorale pathologiques. Néanmoins, les DC sont
hétérogénes et conditionnées par un ensemble de signaux environnants lors de la

prise en charge de l'allergéne.

Dans ce contexte, j'ai donc cherché a comprendre dans un modele d'immunothérapie
épicutanée, la contribution des différentes sous-populations de DC cutanées a
I'efficacité du traitement. Je me suis également intéressé aux mécanismes

responsables de la désensibilisation.

Mes travaux de these montrent le role essentiel des cellules de Langerhans dans la
désensibilisation par EPIT, a travers notamment l'induction de LTrec. Mes travaux
suggérent également un réle complémentaire des cDC2 a travers linduction de
réponses Th1 et Th17 qui pourraient limiter la réactivité des mastocytes responsables
de I'anaphylaxie. Les cDC1 en revanche ne contribuent pas a la protection clinique

conférée par le traitement.

Cependant, plusieurs questions subsistent : Quels signaux déterminent la fonction
tolérogéne des DC cutanées au cours du traitement ? Comment les cytokines de type-
1 et type-17 participent a la désensibilisation in vivo ? Quels mécanismes associés aux
anticorps sont clés pour la désensibilisation ? Enfin, quels mécanismes contribuent a
inhibition de la réactivité des cellules effectrices de I'anaphylaxie (mastocytes et

basophiles) ?

Il sera de grand intérét de résoudre ces problématiques dans le futur afin d’optimiser

les traitements de désensibilisation.

Cette ambition se heurte a plusieurs piliers : i) I'hnétérogénéité immunitaire des patients
allergiques, qui peuvent répondre difféeremment selon la voie d’administration de

I'allergene ou la dose d’allergéne délivrée ; ii) le temps nécessaire pour inhiber ou
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renverser tous les mécanismes liés aux symptdmes allergiques, qui se comptent en
mois voire années, et dont la persistance aprés arrét du traitement reste fragile ; iii) la
pluralité des mécanismes en jeu et les jeux de compensation entre les différentes

réponses immunitaires.

L’avenir de I'I'TA dépendra donc i) de notre capacité a identifier et fournir les signaux
nécessaires aux DC pour I'induction de tolérance, et ii) de notre réussite dans la mise

en ceuvre a grande échelle, chez 'homme, des stratégies choisies.
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5 Projets de recherche annexes

Depuis mon arrivée dans le laboratoire de Jean-Francgois Nicolas et Marc Vocanson
en 2014, jai eu la chance participer a différents projets de recherche articulés autour

de l'allergie et de I'immunité cutanée :

Pendant plus de deux ans, je me suis intéressé a la contribution des lymphocytes T
mémoires résidents de la peau (Trm) dans I'eczéma allergique de contact, en utilisant
un modéle murin d’hypersensibilité de contact aux haptenes. Nous avons ainsi pu
démontrer que des LT CD8+ mémoires résidents persistent jusqu’a 1 an dans la peau
apres la résolution d’un eczéma allergique induit avec I’hapténe dinitrofluorobenzéne
(DNFB). En outre, ces CD8+ Trm possédent un phénotype particulier défini par
I'expression de récepteurs inhibiteurs des points de contrdle (« inhibitory checkpoint
receptors ») qui contrélent leur réactivation en réponse a des faibles doses d’hapténe,
limitant ainsi la résurgence de lésions d’eczéma. Ces travaux ont fait I'objet d’'une

publication dans le JACI en 2019 dont j'ai été co-premier auteur.

Inhibitory checkpoint receptors control CD8* resident memory T cells to prevent
skin allergy.

Gamradt P*, Laoubi L*, Nosbaum A, Mutez V, Lenief V, Grande S, Redoulés D, Schmitt
AM, Nicolas JF, Vocanson M. J Allergy Clin Immunol. 2019 Jun;143(6):2147-2157.e9.
doi: 10.1016/j.jaci.2018.11.048. Epub 2019 Jan 15.PMID: 30654051. *contributed
equally to this work.

Egalement, jai co-écrit une revue des perspectives sur l'interaction entre les Trm de
la peau, le microbiote cutané et les radiations UV, publié dans Frontiers in Medicine
en 2019.

A Perspective on the Interplay of Ultraviolet-Radiation, Skin Microbiome and
Skin Resident Memory TCRaf+ Cells.

Patra V*, Laoubi L*, Nicolas JF, Vocanson M, Wolf P. Front Med (Lausanne). 2018

May 30;5:166. doi: 10.3389/fmed.2018.00166. eCollection 2018.PMID: 29900173.
*contributed equally to this work

Avant cela, j’avais participé a une étude démontrant le réle de I'ivermectine (molécule
anti-parasitaire) dans la régulation de l'inflammation allergique cutanée dans un
modéle murin de dermatite atopique aux acariens. L’ivermectine possede en effet des
propriétés anti-inflammatoires qui pourraient étre utilisés de maniére locale pour

améliorer les eczémas chez ’homme.
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Topical ivermectin improves allergic skin inflammation.

Ventre E, Rozieres A, Lenief V, Albert F, Rossio P, Laoubi L, Dombrowicz D, Staels B,
Ulmann L, Julia V, Vial E, Jomard A, Hacini-Rachinel F, Nicolas JF, Vocanson M.
Allergy. 2017 Aug;72(8):1212-1221. doi: 10.1111/all.13118. Epub 2017 Feb
6.PMID: 28052336

Dans une autre étude, nous avions mis au point un modele de dermatite atopique en
utilisant un épiderme reconstruit humain et démontré le réle en amont de I'lL-1( sur la

lymphopoiétine stromale thymique (TSLP) responsable de l'inflammation cutanée.

IL-1B induces thymic stromal lymphopoietin and an atopic dermatitis-like
phenotype in reconstructed healthy human epidermis.

Bernard M, Carrasco C, Laoubi L, Guiraud B, Roziéres A, Goujon C, Duplan H,
Bessou-Touya S, Nicolas JF, Vocanson M, Galliano MF. J Pathol. 2017
Jun;242(2):234-245. doi: 10.1002/path.4887. Epub 2017 Apr 6.PMID: 28191908

Enfin, jai eu 'opportunité de participer a I'écriture de deux revues sur les maladies

immunitaires inflammatoires cutanées.

Immune-mediated skin diseases induced by chemicals and drugs

Axel P.Villani, Pia Gamradt, Audrey Nosbaum, Léo Laoubi, Denis Jullien, Jean-
Francois Nicolas, Marc Vocanson

Current Opinion in Toxicology. 2018 Aug.. doi : 10.1016/j.cotox.2018.11.002

Toxic epidermal necrolysis: Pathophysiology and therapeutic advances
A.-P.Villani, M.Vocanson, L.Laoubi, D.Jullien, F.Bérard, J.-F.Nicolas, B.Bensaid
Revue Francgaise d'Allergologie. 2017 Oct. doi : /10.1016/j.reval.2017.06.002

217



Inhibitory checkpoint receptors control CD8"

‘ @ Check for updates

resident memory T cells to prevent skin allergy

Pia Gamradt, PhD,??*%-¢* Léo Laoubi, MSc,?">%°* Audrey Nosbaum, MD, PhD,*"-%4 Virginie Mutez, MS¢,?*-¢d-¢
Vanina Lenief, MSc,??*¢ Sophie Grande, MD,f Daniel Redoulés, PhD,? Anne-Marie Schmitt, MD, PhD,"

Jean-Francois Nicolas, MD, PhD,??%%%f and Marc Vocanson, PhD*P-<d-¢

GRAPHICAL ABSTRACT

Lyon, Pierre-Benite, and Toulouse, France
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Background: Tissue-resident memory T (Trm) cells are
detrimental in patients with numerous chronic inflammatory
diseases, including allergic contact dermatitis (ACD).
Objectives: We sought to analyze the contribution of Trm cells
to the chronicity and severity of ACD and to define the local
parameters regulating their development and functions.
Methods: We used an experimental model of ACD (ie, contact
hypersensitivity to 2,4-dinitrofluorobenzene) that is mediated by
CD8"' T cells.

Results: Our data show that early effector T cells accumulated
in the skin during the acute contact hypersensitivity reaction
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and gave rise to epidermal CD8" Trm cells expressing a specific
set of inhibitory checkpoint receptors (ICRs), such as
programmed cell death protein 1 (PD-1) and T cell
immunoglobulin and mucin domain 3 (TIM-3). Those Trm cells
remained in the epidermis for several weeks and mediated the
eczema exacerbations, which developed on allergen re-exposure
without the contribution of circulating specific T cells.
Furthermore, allergen-induced Trm cell reactivation was
constrained because treatment with ICR antagonists
dramatically enhanced the magnitude and severity of eczema
exacerbations. Finally, we show that the persistence of the
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allergen in the epidermis for long periods of time was
responsible for both the development and maintenance of
epidermal Trm cells, as well as the sustained expression of ICRs.
Conclusion: Although CD8* Trm cells are key for the
pathophysiology of ACD, intrinsic mechanisms control their
reactivation to prevent damaging immunopathology. Developing
strategies targeting the reactivation of skin Trm cells ir situ
through their ICRs should open new perspectives for the
treatment of ACD. (J Allergy Clin Immunol 2019;143:2147-57.)

Key words: Resident memory T cells, eczema, allergic contact
dermatitis, inhibitory check point receptors, immunopathology

Resident memory T (Trm) cells, which are classically identi-
fied by their stable expression of CD69 and CD103,' constitute a
recently described subset of memory T cells that do not recircu-
late throughout the organism. They persist in the long term within
peripheral tissues and organs, where they organize an optimal
front-line defense against invading pathogens or neoplastic
cells."7®

Beyond their demonstrated active contribution to host protec-
tion, there is an emerging understanding that Trm cells also
participate in several autoimmune/inflammatory diseases in
which they can instigate or augment the immunopathology.”'®
Trm cells have been described in patients with different skin dis-
eases, such as psoriasis, vitiligo,3 fixed drug eruption,” or
leukemic cutaneous T-cell lymphoma. 12:13

Allergic contact dermatitis (ACD) is a common chronic and
relapsing T cell-mediated allergic skin disease. ACD expresses as
eczema flares (also referred to as exacerbations), which consist of
worsening of skin inflammation on allergen exposure. Exacerba-
tions usually develop on the same body sites (ie, on previously
affected but healed skin).'* This observation has led to the
concept of “local memory to allergens,” postulating that specific
T lymphocytes (1) persist for several months in previous sites of
eczema and (2) are important in flare-up reactivity and chronic
inflammation.'*'> Recent works have shown that skin Trm cells
are responsible for the development of these early and intense
ACD flares.'®'® However, little is known regarding the functional
phenotype of Trm cells, their long-term persistence, the antigen
requirement for their development and survival, or the mecha-
nisms that control their reactivation on allergen exposure.

In this study, using the experimental model of contact hyper-
sensitivity (CHS) to the chemical allergen 24-
dinitrofluorobenzene (DNFB),'” we confirm the crucial role of
epidermal CD8 " Trm cells in eczema exacerbations, and we pre-
cisely define their phenotype and specificity. More importantly,
we demonstrate that intrinsic cell mechanisms (ie, expression of
inhibitory checkpoint receptors [ICRs]) prevent their uncon-
trolled reactivation to avoid eczema flares on allergen exposure.

METHODS

A brief description of the Methods is provided below. For additional details,
see the Methods section in this article’s Online Repository at www.jacionline.org.

Animals and reagents

Mice, allergens (DNFB, 2.4-dinitrobenzenesulfonic acid [DNBS], or
oxazolone [OXA]), and mAbs used in this study are reported in the
Methods section in this article’s Online Repository.
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Abbreviations used
ACD: Allergic contact dermatitis
AF: Alexa Fluor
BMDC: Bone marrow—derived dendritic cell
BTLA: B- and T-lymphocyte attenuator
CHS: Contact hypersensitivity
CTLA-4: Cytotoxic T-lymphocyte associated protein 4
DAPI: 4’,6-Diamidino-2-phenylindole dihydrochloride
dLN: Draining lymph node
DNBS: Dinitrobenzenesulfonic acid
DNFB: 2,4-Dinitrofluorobenzene
DNP: Dinitrophenyl
DT: Diphtheria toxin
FACS: Fluorescence-activated cell sorting
ICR: Inhibitory checkpoint receptor
iDTR: Inducible diphtheria toxin receptor
LAG-3: Lymphocyte activation gene 3 protein
OXA: Oxazolone
PD-1: Programmed cell death protein 1
TCR: T-cell receptor
Tem: Effector memory T
TIGIT: T-cell immunoreceptor with Ig and ITIM domains
TIM-3: T cell immunoglobulin and mucin domain 3
Trm: Resident memory T
VISTA: V-type immunoglobulin domain-containing suppressor of
T-cell activation

CHS to DNFB and flare-up reactions

For most experiments, CHS was induced, as previously described.”
Briefly, animals were sensitized epicutaneously on the shaved abdomen
with 25 pL of 0.5% DNFB on day —5 and challenged on the left ear on day
0 with 2 X 5 pL of 0.13% DNFB, whereas the right ear received the
acetone/olive oil vehicle. Allergic animals were next retested at day 30 or
months 3, 6, and 12, with different doses (0.01%, 0.05%, and/or 0.13%) of
DNFB or with 1% OXA both on healed (left ear) and naive (right ear) skin,
as indicated.

In some experiments C57BL/6 or reconstituted CD3e /'~ mice with DNFB
allergy were depleted of circulating or skin CD8™" T cells by anti-CD8 mAbs
or diphtheria toxin (DT) injections and treated with anti—programmed cell
death protein 1 (PD-1; RMPI-14, 200 pg), anti-TIM-3 (RMT3-23,
200 pg), or respective IgG,, isotype (2A3, 400 wg; all from Bio X Cell,
West Lebanon, NH) at the indicated time points.

RESULTS
Allergen-specific CD8* Trm cells persist for months
within the epidermis and dermis of healed CHS
lesions

In this study we used mice with DNFB allergy that were
sensitized (day —5) on the abdomen and challenged 5 days later
(day 0) on the left ear with DNFB, leading to a CHS reaction
peaking at day 2 and resolving by day 15 (Fig 1, A). Mice with
DNEFB allergy were then analyzed at different time points after
the resolution of CHS (day 30 and months 3, 6, and 12) for the
presence of Trm cells, as well as for their functional properties.
In this model the left ear, which received DNFB at day 0 and
had a CHS response at day 2, is called the “healed skin,” whereas
the right ear, which received the vehicle and did not have CHS is
called the “naive skin.” Atday 30 and thereafter, naive and healed
skin look identical, without any clinical or histologic signs of
inflammation (data not shown).

Healed and naive skin of mice with DNFB allergy were first
collected at day 30 and processed for the presence of CD8™"
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FIG 1. Allergen-specific CD8" Trm cells persist in the long term in the epidermis and dermis of healed CHS
lesions. A, Protocol: CHS response to DNFB to track the persistence and function of DNFB-specific Trm cells.
B, Quantification of skin T-cell subsets. Histograms depict mean + SEM numbers of CD8" and CD4* T-cell
subsets present in the epidermis or dermis of healed and naive skin at day 30 after challenge, as determined
by using FACS analysis. C, Canonical Trm cell marker expression. FACS plots and histograms depict
mean = SEM percentages of CD8"CD1037CD69" T cells among CD45" cells present in the epidermis and
dermis of healed skin or in dLNs at day 30. D, Long-term persistence of skin Trm cells. Mean = SEM
numbers of CD8"CD103"CD69" Trm cells was also assessed at months 3, 6, and 12. E and F, DNFB-
specific T-cell responses. Fig 1, E, Mean = SEM numbers of DNFB-specific CD8" or CD4" T cells determined
by using an IFN-y ELISpot at day 30. Fig 1, F, Persistence in the epidermis of IFN-y—producing DNFB-specific
cells was also analyzed at months 3, 6, and 12. All results are representative of 2 or 3 independent experi-
ments with 4 to 10 mice per group. n.d., Not detected; NH, nonhaptenized; ns, not significant. *P < .05,
**P< .01, ¥***P < .001, and ****P < .0001, 1-way ANOVA or Mann-Whitney U test.

and/or CD4" T-cell subsets by using fluorescence-activated  of naive skin were nearly exclusively seeded with CD4" T
cell sorting (FACS) and immunofluorescence microscopy to  cells, increased numbers of CD8" T cells were recorded in
confirm that Trm cells persist at the sites of CHS-induced healed CHS lesions (Fig 1, B, and see Fig El in this article’s
skin inflammation.'®"'® Although the epidermis and dermis  Online Repository at www.jacionline.org). Approximately



2150 GAMRADT ET AL

CHS 24h after DNFB re-challenge

| *kkk |

Sk Kk

L
ns
P
. ns ns
100

Healed Naive Healed Naive

Ear oedema (um)
N
o
<

skin  skin skin  skin
Non- Non-
alle?g’;‘cFrEice alle_rgic allelrjgi\ilcFrEice aIIe_rgic
mice mice
0.13% DNFB 1% Oxazolone

Re-challenge Re-challenge

J ALLERGY CLIN IMMUNOL
JUNE 2019

B CHS 24h after DNFB re-challenge
- Healed skin
. —
400 L NS g . o NS
I * % I
E 3004
=
£
& 200+
el
[0}
o
§ 1001
0-
aCD8 - + - Non-
DT - - +  allergic
mice

DNFB allergic mice

FIG 2. Skin CD8" Trm cells mediate site- and antigen-specific flare-up reactions in mice with DNFB allergy.
A, CHS response of mice with DNFB allergy to DNFB or OXA. C57BL/6 mice with DNFB allergy were rechal-
lenged with DNFB or OXA on healed skin lesions or naive skin at day 30. As controls, DNFB and OXA were
applied on the ears of naive mice. The following day, CHS reactions were determined by measuring
mean + SEM ear edema (in micrometers). B, Depletion of skin CD8" Trm cells abrogates the CHS response
to DNFB. CHS to DNFB was induced in CD3¢ /™ mice reconstituted with iDTR-CD8" and wild-type CD4" T
cells. At day 30 and 60 and 1 day after DT or anti-CD8 mAb intraperitoneal injections, mice were rechal-
lenged with DNFB. The following day, CHS reactions were determined by measuring mean = SEM ear
edema (in micrometers). All results are representative of 2 or 3 independent experiments with 4 to 5
mice per group. ns, Not significant. *P < .05, **P < .01, ***P < .001, and ****P < .0001, 1-way ANOVA.

70% of epidermal and dermal CD8™ T cells coexpressed the 2
canonical Trm cell markers CD103 and CD69,”' emphasizing
the residency properties of these cells (hereafter referred to as
Trm cells; Fig 1, C).

Time-course experiments next demonstrated that CD8 ™ Trm
cells progressively accumulated in the epidermis during the reso-
lution of acute CHS inflammation, with a gradual increase be-
tween day 2 and day 15 after DNFB challenge (see Fig E2, A,
in this article’s Online Repository at www.jacionline.org). Trm
cell numbers then stabilized between days 15 and 30, along
with complete resolution of skin inflammation, before they under-
went a progressive and profound attrition up to 12 months after
challenge (Fig 1, D). Of note, depletion of circulating but not
skin-resident CD8" T cells by anti-CD8" mAb treatment at
day 2 after challenge did not change the numbers of epidermal
Trm cells recorded in the skin (see Fig E2, B and C), indicating
that skin Trm cells mainly derive from in situ proliferation of early
effector cells present at the peak of the CHS response (see
Fig E2, D).

Skin CD8" and CD4" T-cell subsets were subsequently
collected at 30 days, FACS sorted, and reactivated ex vivo with
allergen-pulsed bone marrow—derived dendritic cells (BMDCs)
to determine the proportion of allergen-specific Trm cells among
CD8™ Trm cells present in the healed lesions of mice with DNFB
allergy. The following day, the number of spot-forming cells pro-
ducing IFN-v, IL-17A, or IL-4 was determined by using an ELI-
Spot assay. Although approximately 1% of epidermal and 0.2% of
dermal CD8™ T cells of healed CHS lesions were antigen specific
and produced IFN-y (Fig 1, E), IL-17A and IL-4 were not de-
tected (data not shown). Comparatively, the frequency of
DNFB-specific cells among total CD8* T cells from draining

lymph nodes (dLNs), which comprise a mix of effector memory
T (Tem) cells and central memory T cells and dLN Trm cells,
was less than 0.1%.

Time-course experiments revealed a progressive and signifi-
cant reduction in the numbers of DNFB-specific cells during the
months after DNFB challenge, with an approximately 10-fold
decrease at month 12 when compared with day 30 (Fig 1, F).
Thus, these data show that healed CHS lesions are enriched for
allergen-specific CD8™ Trm cells, which persist in the skin for
months.

CD8" Trm cells mediate DNFB-induced flare-up
reactions

We next examined the contribution of CD8" Trm cells to
allergen-induced eczema flares. When animals with DNFB al-
lergy were rechallenged on healed skin at day 30 with a standard
dose of 0.13%, they experienced potent flare-up reactions, with a
more severe magnitude than the response induced on naive skin
and the background response induced in nonallergic animals
(Fig 2, A, left part). The flare-up CHS reactions were antigen spe-
cific because application of the irrelevant strong allergen OXA on
the healed or naive skin of animals with DNFB allergy triggered
only background responses of similar magnitude to those induced
in nonallergic animals (Fig 2, A, right part).

To demonstrate the contribution of DNFB-specific CD8" Trm
cells to the exaggerated reaction recorded in healed lesions on
allergen retesting, we developed an original inducible diphtheria
toxin receptor (iDTR)-based approach using CD3e '~ lympho-
penic recipient mice reconstituted, before induction of DNFB-
CHS, with iDTR-CD8™ and wild-type CD4" T cells collected
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FIG 3. Epidermal CD8" Trm cells, but not circulating memory CD8" T cells, express several ICRs. A, CHS
response to repeated applications of low DNFB doses. C57BL/6 mice with DNFB allergy were rechallenged
(arrows) with low DNFB doses (0.05% at days 0, 2, and 6 or 0.01% at days 0, 2, 6, 8, 13, and 15) or a single
standard DNFB dose (0.13% at day 0). CHS reactions were determined by measuring mean = SEM ear
edema (in micrometers). B, ICR expression by epidermal or dLN CD8" memory T-cell subsets. FACS plots
depict representative PD-1, TIM-3, or 2B4 expression by epidermal CD8" Trm cells and dLN CD8" Tem cells,
central memory T (Tcm) cells, or naive cells at day 30 after DNFB challenge. C, ICR coexpression by CD8™
Trm cells. Mean = SD percentages of TIM-3 and 2B4 coexpression on gated epidermal PD-1" and PD-1"
CD8" Trm cells subsets at day 30. Dendritic epidermal T cells (DETCs) are shown as controls. D, ICR expres-
sion by epidermal CD8" T cells during the course of CHS response to DNFB and after its resolution.
Mean + SD percentages of PD-1", TIM-3%, and 2B4" cells among epidermal CD8" Trm cells from day 2
to month 12. All results are representative of 2 or 3 independent experiments with 4 to 5 mice per group
or time point. ¥*P < .05, Mann-Whitney U test.

by means of FACS sorting from iDTR/CD4cre and C57BL/6  Conversely to anti-CD8 mAb treatment, which only depletes
donor mice, respectively. Flare-up reactions on retesting were  circulating CD8™ T cells, DT injection depleted all the circulating
completely abrogated in recipient mice injected with DT (1 day  and skin CD8™ T cells while sparing non-CD8 " T cells in these
before rechallenge), whereas untreated or anti-CD8 mAb-—  recipients (see Fig E3 in this article’s Online Repository at
treated control mice had a full flare-up response (Fig 2, B).  www.jacionline.org).
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FIG 4. Blocking ICR signaling increases the reactivity of CD8" T cells in vitro and exacerbates flare-up CHS
reactions in vivo. A, DNFB-specific T-cell responses in the presence of ICR-blocking mAbs. CD8™ T cells from
healed epidermis were cocultured overnight with haptenized (DNBS; 0.4 mmol/L) or nonhaptenized (NH)
BMDCs in the presence of anti—-PD-1 mADb, anti-TIM-3 mAb, or both. IgG,, was added to control cocultures.
The following day, the number of specific T cells was determined by using an IFN-y ELISpot assay. Results
are expressed as mean = SEM numbers of spot-forming cells/10° CD8™ T cells. B, ICR antagonists increase
CHS responses to low DNFB doses. Mice with DNFB allergy were rechallenged with low DNFB doses (0.05%
at days 30, 32, and 34), whereas ICR blockade was maintained by intraperitoneal injection of anti-PD-1 and
anti-TIM-3 mAbs at days 26, 28, 30, and 32. As a control, mice with DNFB allergy were injected with 1gG,,
mAbs. Circulating CD8™" T cells were depleted by means of intraperitoneal injection of anti-CD8 mAbs at day
27. CHS reaction was determined by measuring mean + SEM ear edema (in micrometers). All results are
representative of 3 independent experiments with 5 to 15 mice per group. ns, Not significant. *P < .05

and **P < .01, Mann-Whitney U test.

Thus, our results show that antigen-specific CD8" Trm cells
are of prime importance for the development of recurrent flare-
up reactions recorded on healed lesions of mice with DNFB
allergy.

CD8* Trm cells are hyporesponsive to low DNFB
doses

We next examined flare-up reactions induced in allergic
animals by low DNFB doses (ie, less than the standard dose of
0.13%). As expected, repeated applications of low DNFB doses
on healed skin induced an intense flare-up reaction. It required 3
consecutive administrations of 0.05% DNFB (on days 0, 2, and 6)
to generate flares a of similar magnitude to those provoked by a
single optimal dose (Fig 3, A). By contrast, 6 consecutive admin-
istrations (on days 0, 2, 6, 8, 13, and 15) of 0.01% DNFB did not
induce a flare-up reaction. On naive skin, 6 consecutive adminis-
trations of 0.05% DNFB (on days 0, 2, 6, 8, 13, and 15) did not
induce significant flares (data not shown). These data indicate
that although specific Trm cells are seeded in the skin at signifi-
cant density, they are actively restrained to prevent excessive
immunoreactivity in response to DNFB application of less than
a certain threshold (Fig 3, A).

Epidermal CD8" Trm cells express a restricted set of
ICRs

In this respect we investigated expression of different ICRs by
skin CD8 ™" Trm cells.”> We noticed that these cells expressed high

levels of PD-1,>* TIM-3,%* or 2B4 (Fig 3, B),25 as well as CD5,%°
but not T cell immunoreceptor with Ig and ITIM domains (TI-
GIT),” lymphocyte activation gene 3 protein (LAG-3), and cyto-
toxic T-lymphocyte associated protein 4 (CTLA-4; see Fig E4 in
this article’s Online Repository at www.jacionline.org),28
compared with CD8 " Tem cells and central memory T or naive
CD8™ T cells isolated from the dLNs of mice with DNFB allergy.
CD160 and B- and T-lymphocyte attenuator (BTLA)*’ were also
not observed on skin CD8 ™ Trm cells, whereas V-type immuno-
globulin domain-containing suppressor of T-cell activation
(VISTA)*" was detected at a low level (see Fig E4). Further anal-
ysis showed that approximately 55% of CD8" Trm cells ex-
pressed PD-1 (Fig 3, C, top). In both the PD-1* and PD-1"
subpopulations, a majority of the cells coexpressed TIM-3 and
2B4 (Fig 3, C, bottom).

Time-course analysis revealed a rather constant PD-1
expression on CD8" Trm cells from days 2 to 15 after DNFB
challenge (approximately 80%) associated with a progressive
decrease in the following months (approximately 20% at month
12). By comparison, the percentage of TIM-3" cells remained
stable throughout the protocol (approximately 80%), whereas
the percentage of 2B4™ cells increased dramatically from
around 10% at day 4 to almost 80% from day 30 to month 12
(Fig 3, D).

Of note, the number of DNFB-specific IFN-y—producing
T cells among CD8PD-1" Trm cells was 2 times higher
compared with that in their PD-1" counterparts, as revealed by
using an ELISpot assay at day 30 after DNFB challenge (see
Fig ES in this article’s Online Repository at www.jacionline.org).
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FIG 5. Allergen persistence in the skin after resolution of CHS to DNFB. Illustrative and quantitative analysis
of DNP moieties present in the skin during the course of CHS to DNFB. A, Threshold segmentation images.
Epidermal sheets collected before and 2, 8, 15, or 30 days after DNFB challenge of DNFB-sensitized animals
were explored for the presence of DNP moieties (green), CD8b™ T cells (red), and dendritic epidermal T cells
(DETCs; yellow) by using standard immunofluorescence staining. Representative photographs acquired on
a LightSheet Z.1 microscope after threshold segmentation by using Bitplane Imaris are shown. Control iso-
type staining was performed on epidermal sheets collected at day 8. White arrows highlight the pronounced
accumulation of CD8" T cells around DNP-stained areas. B, Quantification. Percentage of epidermal area
stained by anti-DNP mAbs was calculated throughout the CHS response to DNFB by determining the total
epidermal area (cubic micrometers) analyzed by using DAPI nuclear staining and the DNP-stained area (cu-
bic micrometers). For each mouse, 3 to 4 pictures were analyzed. All results are representative of 2 indepen-
dent experiments with 3 mice per time point.

Blocking ICR signaling leads to severe CHS
responses on challenge with low DNFB doses

We then tested for the functional relevance of ICRs expressed
on skin Trm cells and their ability to prevent eczema exacerba-
tion. Blocking ICRs in vitro by using anti—-PD-1 and anti-TIM-3
mAbs increased the reactivity of purified epidermal CD8" Trm
cells and their capacity to produce IFN-y (Fig 4, A) and

granzyme-B (data not shown) on ex vivo reactivation with
allergen-pulsed BMDCs. Of note, the effect of blocked TIM-3
signaling was more modest than for PD-1, with an increase of
approximately 40% and 160% regarding the number of IFN-
y—producing cells, respectively. More importantly, in vivo
blockade of these 2 ICRs triggered severe flare-up CHS reactions
when animals with DNFB allergy (depleted of all circulating



2154 GAMRADT ET AL

J ALLERGY CLIN IMMUNOL

JUNE 2019
A % ofepidermal DNP-specific CD8+Trm B ICR expression on epidermal DNP-specific CD8+ Trm - Healed skin
in DNP-peptide allergic mice
507 — [ Day?2 el 1 ]
E% 40- Il Day40
%)'E " ns [] 1sotype
ae ("] DNP-peptide
' o
2 S 201 [ oxazolone
05§
55 101
0-
g £ g % ——>PD-1 ——TIM3 — B4
o (] o (]
g g
a a
Z z
o o
c PD-1 TIM-3
15001 40001 * ) ! *k
3000+
< 1000+ ? 3
2 = a
T = 20001 o
S ™
= = s
O 5001 5} 3
10004
0_
$ 8 % 3
o & O 2
[ [
L &
a a
z z
a a

FIG 6. Accumulation of epidermal Trm cells and maintenance of ICR expression is antigen dependent.
Naive C57BL/6 mice were immunized intraperitoneally with DNP peptide-pulsed BMDCs and challenged
5 days later on the left ear with the DNP peptide in dimethyl sulfoxide or with an irrelevant hapten, OXA. A,
The number of DNP peptide-specific CD8" T cells recruited in the epidermis through an antigen-specific or
non-antigen-specific approach (prime-and-pull strategy) was measured by using FACS at days 2 and 40
with fluorescently labeled dextramers loaded with the respective DNP peptide. Results are depicted as
mean = SEM percentages. B and C, Expression levels of PD-1, TIM-3, and 2B4 by DNP-specific CD8" Trm
cells after antigen-specific (DNP peptide) or non-antigen-specific (OXA) recruitment was assessed. Repre-
sentative histograms (day 40; Fig 6, B) and mean + SEM values of respective geometric mean fluorescence
intensity (GMFI; days 2 and 40; Fig 6, C) are shown. All results are representative of 3 independent experi-
ments with 4 to 5 mice per group. ns, Not significant. *P < .05 and **P < .01, Mann-Whitney U test.

CD8™ T cells by anti-CD8 mAb treatment just before rechal-
lenge) were repeatedly re-exposed to low DNFB doses (0.05%),
which induced only a very mild inflammation in untreated ani-
mals (Fig 4, B). Of note, acute depletion of skin CD8" Trm cells
by means of DT injection using our iDTR-based model abrogated
the development of the CHS reaction induced by anti—-PD-1 and
anti—-TIM-3 blockade (see Fig E6 in this article’s Online Reposi-
tory at www.jacionline.org).

Taken together, our results show that PD-1 and, to a lesser
extent, TIM-3 control reactivation of epidermal CD8" Trm cells
and prevent development of CHS responses when subjects are re-
exposed to low allergen doses.

Allergen persists for several weeks within the
epidermis

To better understand why CD8* Trm cells are restrained in the
skin and maintain ICR expression for weeks, we first investigated
how long DNFB, which is administrated epicutaneously, persists
inside the tissue. Indeed, sustained expression of ICRs has previ-
ously been associated with recent or chronic stimulation of T cells
by their cognate antigen.”

Using standard immunofluorescence staining of dinitrophenyl
(DNP) moieties generated at different time points after DNFB
painting and light sheet fluorescence microscopy, we observed

that around 40% of the epidermal compartment was stained by
anti-DNP mAbs at day 2 after challenge. Interestingly, approx-
imately 10% was still stained at days 8 and 15, and about 5%
remained labeled at day 30 after challenge, with a pronounced
accumulation of CD8™ T cells (detected by using anti-CD8 mAb
staining) around DNP-stained areas (Fig 5 and see Movies E1-E6
in this article’s Online Repository at www.jacionline.org).

Thus, our results revealed an underestimated persistence of
chemical allergen moieties in the skin for at least 1 month.

Allergen persistence amplifies the number of CD8*
Trm cells and modulates their ICR phenotype

To determine whether long-term persistence of the allergen
affected ICR expression on skin Trm cells, we compared cells
generated through application of the cognate antigen (DNFB) or
through a prime-and-pull strategy.’’ The latter allows recruit-
ment of antigen-specific T cells into the skin in an antigen-
independent manner through application of an inflammatory
but structurally irrelevant molecule. Here, we used the strong
contact allergen OXA. In addition, to track specific CD8"
Trm cells, we developed a new CHS model based on the use
of a MHC class I-restricted ovalbumin peptide bearing a DNP
moiety (DNP peptide),”> which displays similar features to its
DNFB counterpart but in which specific CD8" T cells can be
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detected by using fluorescently labeled dextramers loaded with
the cognate DNP peptide (see Fig E7 in this article’s Online Re-
pository at www.jacionline.org).

By using the prime-and-pull strategy, the absence of cognate
antigen in the skin should lead to (1) a significant decrease in
CD8" Trm cell numbers, as previously reported,”*” and (2) a
modulation of their ICR phenotype because of the lack of T-cell
receptor (TCR) stimulation. Hence although we observed that
similar numbers of specific CD8" T cells were recruited into
the epidermis 2 days after challenge with DNP peptide or OXA,
only one quarter of the number of epidermis-specific CD8"
Trm cells induced by cognate antigen challenge was detected
40 days after OXA challenge (Fig 6, A). Moreover, significantly
less TIM-3 but not PD-1 expression was detected on dextramer-
positive CD8™ T cells at day 2 after OXA versus DNP challenge,
as indicated by a decrease in the geometric mean fluorescence in-
tensity from approximately 3000 to 2200 (Fig 6, B and C). At day
40 after challenge, expression of both PD-1 and TIM-3 was
decreased (Fig 6, B and C). Conversely, we did not observe any
difference in 2B4 expression between the 2 recruitment strategies
(Fig 6, B and C).

Therefore, long-term persistence of the allergen in the skin not
only amplifies the number of specific CD8™ Trm cells that popu-
late the epidermis but also partially modulates their phenotype.

DISCUSSION

Tissue Trm cells are considered detrimental in numerous
human inflammatory diseases, including skin allergies. In the
present study we capitalized on a reference mouse model of ACD
to study the local parameters regulating Trm cell development and
functions during pathologic processes. We report that in allergic
animals the sites of previously inflamed skin are seeded with a
high frequency of specific CD8" Trm cells in both the epidermis
and dermis. These cells are instrumental for the recurrence and
severity of eczema because they are sufficient to evoke intense
flare-up reactions on allergen challenge without help from their
circulating counterparts. However, although they are highly path-
ogenic, specific CD8 ™" Trm cells display certain levels of hypores-
ponsiveness. They express a specific pattern of inhibitory
receptors, such as PD-1 and TIM-3 (but also high levels of 2B4
and CD5), which attenuate their reactivity and prevent excessive
responses when subjects are re-exposed to the allergen. Finally, a
major observation was the underestimated long-term persistence
of the allergen inside the epidermis, which drives expansion of
early CD8" T-cell effectors and their differentiation into Trm
cells but also modulates their ICR expression to keep them in
check. Therefore, our results identify intrinsic factors that control
pathogenic Trm cells to preserve skin integrity and to avoid the
development of chronic and severe immunopathology.

CD8* Trm cells are major drivers of the chronicity
and severity of eczema

In this study allergic skin responses were triggered by
epicutaneous application of DNFB, a chemical allergen/hapten
endowed with strong sensitizing properties. We observed that the
majority of local memory cells that populated the epidermis and
dermis of previously affected skin were CD8* Trm cells. We did
not detect allergen-specific CD4™ T cells producing IFN-vy, IL-4,
and IL-17A.

GAMRADT ET AL 2155

We demonstrated that epidermal CD8 " Trm cells are sufficient
to prompt severe eczema exacerbations, which in consequence
categorize them as prominent drivers of the chronicity and
severity of eczema. The concept of local skin memory to explain
the strong and accelerated allergen-induced inflammatory reac-
tion at the site of previously affected skin was introduced more
than 3 decades ago by Scheper et al.'” Thus far, major but only
indirect demonstrations have suggested that skin Trm cells,
notably CD8™ Trm cells, are responsible for the development
of these early and intense flares.'*'” The most solid evidence
came from the study by Gaide et al,'® which reported that flare-
up reactions are not prevented when allergic animals are injected
with drug compounds that block the egress of memory T cells
from the lymphoid organs. In the present study the sharp elimina-
tion of iDTR* CD8* Trm cells from the skin and the subsequent
abrogation of allergen-induced flares firmly demonstrated the
contribution of Trm cells to allergen-induced exacerbations,
excluding the potential involvement of other tissue-resident cells,
such as dermal innate lymphoid cells or liver natural killer mem-
ory cells.***® In addition, the fact that application of the irrelevant
allergen OXA produced similar inflammation on healed and naive
skin of mice with DNFB allergy enabled us to exclude the possi-
bility that the intense flares recorded at the sites of healed lesions
were due to bystander activation of non-allergen-specific Trm
cells solely as a result of the inflammatory environment and cyto-
kine signaling on CD8" Trm cells.””*'

Long-term persistence of chemical allergen
moieties in the skin promotes formation of CD8"
Trm cells

The mechanisms that drive the formation and fate of skin Trm
cells are complex and thus far only partially understood. Here,
we observed that the accumulation of epidermal CD8 " Trm cells
correlated with long-term persistence of the allergen in the skin
(at least >30 days), with a progressive decrease from days 0 to
30. Of note, allergen persistence at day 30 was mainly observed
in keratinocytes from hair follicles. Because epidermal renewal
needs only 8§ to 10 days in mice, this observation strongly sug-
gests that the allergen is stocked in long-lived slow-cycling
epidermal stem cells, which represent a small fraction of inter-
follicular epidermis and hair follicles.**** Hence one could
speculate that, mimicking viral immunity controlling viruses in-
tegrated in our genomes,*” allergen-specific CD8 " Trm cells are
placed here to survey long-lived skin cells that continuously pre-
sent allergen epitopes. It will be crucial to determine exactly
how long an allergen can persist in the skin and whether its pres-
ence is functional and prompts Trm cell activation, survival, or
both, avoiding progressive attrition of specific Trm cell pools
from the epidermis (as shown in Fig 1, F). Here, confirming pre-
vious studies, we demonstrated that although a significant num-
ber of allergen-specific Trm cells can be recruited to the skin on a
prime-and-pull strategy, this number is dramatically amplified
when cells recognize their cognate antigen in the skin.***¢

CD8" Trm cells are placed at the skin interface but
are kept in check

The most striking finding of our study was certainly the
demonstration that, despite their key role in the recurrence of the
pathology, allergen-specific CD8" Trm cells are tightly
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regulated and express ICRs, which prevent them from unneces-
sary strong reactivation on allergen exposure. Several investiga-
tors have previously reported the expression of different
inhibitory molecules by CD8" Trm cells not only in patients
with cancer””*® but also in those with viral infections,"”>* auto-
immune uveoretinitis,”> or homeostasis.”*>> In addition, recent
comparison of the gene-expression pattern of lung Trm cells
versus circulating Tem cells in human subjects demonstrated
that Trm cells expressed a restrained genetic program with
high expression of CTLA4, BTLA, LAG3, SPRY1, A2AR,
PDI, TWISTI, BACH2 genes.”” Here, we reported that
allergen-induced Trm cells expressed different surface levels
of a restricted set of ICRs (PD-1, TIM-3, and 2B4 but also a
high level of CD5 and a low level of VISTA but not TIGIT,
BTLA, LAG-3, CD160, or CTLA-4), corroborating the hypoth-
esis that reactivation of Trm cells must be tightly controlled to
ensure sufficient but limited reactivity.

Interestingly, a previous study demonstrated that the pattern of
ICR coexpression and the number of receptors simultaneously
expressed by the same CD8™ Trm cells affect the magnitude of
the restraint on the Trm cells.”” In this study we observed that
the pattern of ICR coexpression varies over time, with a progres-
sive increase in 2B4 expression compared with expression of PD-
1, TIM-3, or both, during the first month after DNFB challenge,
and a late decrease in PD-1 but not TIM-3 or 2B4 expression after
6 to 12 months. Our results question the environmental signals
that participate in modulating the level of ICR expression and
thereby the functions of skin Trm cells. It was recently suggested
that acquisition of a specific inhibitory program could be associ-
ated with affinity/avidity of the initial TCR-pMHC interactions
between Trm cell precursors and antigen-presenting cells.”!
Here, we showed that the persisting allergen in the skin not
only amplified the number of CD8" Trm cells populating the
epidermis but also maintained PD-1 and TIM-3 expression, which
is reminiscent of recent work describing the presence of clonally
expanded Trm cell-like PD-1*CD8™ cells in the synovial fluid of
patients with chronic juvenile idiopathic arthritis.”® However,
beyond antigen persistence, it will be interesting to determine
whether hair follicle—derived IL-15 or IL-7 cytokines®’ or TGF-
B’ % which were reported to be instrumental for Trm cell differen-
tiation, are also susceptible to modulate the ICR program on skin
Trm cells, especially because we have observed that these 3 cyto-
kines are synthesized during the resolution of the DNFB inflam-
mation (data not shown). Finally, it will also be important to
determine the respective role of epidermal Langerhans cells, den-
dritic epidermal T cells, regulatory cells T, or innate lymphoid
cells in the control of Trm cell reactivation through ICR acquisi-
tion, ligation, or both.

In conclusion, our results provide important information for
considering the unique nature of allergen-induced CD8" Trm
cells and the mechanisms that preserve their unwanted reactiva-
tion and the subsequent development of chronic or severe skin al-
lergy. The development of strategies targeting reactivation of skin
Trm cells in situ through their ICRs should open new avenues to
treat ACD.

We thank T. Andrieu, S. Dussurgey, and C. Chamot (Plateaux techniques de
cytométrie en flux et d’imagerie/microscopie, US8/UMS3444 Bio-
SciencesGerland, Lyon Sud), as well as D. Resnikoff (Centre d’Imagerie
Quantitative Lyon-Est), for their assistance with flow cytometry and
microscopy.
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Key messages

e High numbers of hapten-specific CD8" Trm cells accu-
mulate at the sites of healed eczema lesions in response
to the long-term persistence of hapten moieties in the
skin.

CDS8" Trm cells are key for the chronicity, severity, and
recurrence of the pathology.

However, these cells express several inhibitory receptors,
such as PD-1 or TIM-3, which keep them in check to pre-
serve skin integrity and avoid the development of severe
immunopathology.
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METHODS

Allergens

DNFB, DNBS (the soluble equivalent of DNFB), and OXA allergens were
from Sigma-Aldrich (Saint-Quentin Fallavier, France). DNFB and OXA were
diluted in acetone/olive oil vehicle (4:1 vol/vol) for epicutaneous application.

H-2Kb-restricted DNP-conjugated ovalbumin octapeptides (SIIC°FEKL
or SIKPFEKL) were synthetized by using standard Fmoc chemistry, with
DNP-cysteine (CD; 1717 CheMall, Mundelein, I1) or DNP-lysine (KD; 1717
CheMall Corporation) placed in position 4.“' DNP peptides were solubilized
in dimethyl sulfoxide (Sigma)/water vehicle (3:1 vol/vol) for epicutaneous
application.

mAbs used for immunofluorescence staining

Mouse anti-CD3-Alexa Fluor (AF) 700 (clone 17A2), anti-CD4-AF488
(clone RM4-5), anti-CD8b-AF647 (clone YST156.7.7), and anti-TCRy3-PE
(clone GLE) mAbs were purchased from BioLegend (Fell, Germany); anti-
DNP—purified (polyclonal) and chicken—anti-rabbit secondary mAb AF488
were purchased from Life Technologies (Saint-Aubin, France).

mAbs and dextramers used for FACS staining

Mouse anti-CD45 (clone 104), anti-TCRaf (clone H57-597), anti-CD4
(clone GK1.5 or RM4-5), anti-CD8@ (clone H35-17.2), anti-CD69 (clone
H1.2F3), anti-CD103 (clone M290), anti—granzyme-B (clone NGZB), anti-
Ki67 (clone B56), anti—PD-1 (clone J43), anti—-TIM-3 (clone 215008), anti-
2B4 (clones REA388 or m2B4[B6]458.1), anti-TIGIT (clone GIGD7), anti—
LAG-3 (clone C9B7W), anti-CDS5 (clone 53-7.3), anti-CTLA-4 (clone UC10-
4F10-11), anti-BTLA (clone 6F7), anti-CD160 (clone CNX46-3), anti-VISTA
(clone MIH63), and anti-CD5 (clone 53-7.3) mAbs were purchased from BD
Biosciences (Le Pont de Claix, France), Miltenyi Biotech (Bergish Gladbach,
Germany), eBioscience (now Thermo Fisher Scientific, Villebon-sur-Yvette,
France), BioLegend, and R&D Systems (Lille, France).

Fluorescent H-2Kb-restricted SIIC°FEKL or SIKPFEKL dextramers
were synthetized by Immudex (Copenhagen, Denmark). Cell viability was
analyzed by using a Fixable Viability Dye, purchased from eBioscience
(San Diego, Calif). Intracellular staining was performed with BD Cytofix/Cy-
toperm solutions (BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ).

Cell culture

Cells were cultured at 37°C in a 5% CO, atmosphere in RPMI 1640 me-
dium supplemented with 2 mmol/L rL-glutamine, 10 mmol/L. HEPES,
50 pmol/L B-mercaptoethanol (all from Life Technologies, Carlsbad, Calif),
and 10% FCS (Lonza, Basel, Switzerland).

Mouse strains and generation of iDTR mice

Female C57BL/6 mice were purchased from Charles Rivers Laboratories
(L Arbresle, France). CD3e-knockout and Cre-iDTR mice were kindly
provided by B. M. Malissen (Centre d’Immunologie, Marseille-Luminy,
France) and A. Waisman (Institute for Genetics, Cologne, Germany). DTR
expression in iDTR animals is inhibited by using a STOP cassette, which is
flanked by 2 10xP sites that are removable by using Cre recombinase.”” They
were backcrossed with CD4-Cre animals™ to obtain CD4-Cre/iDTR animals
in which all CD4™" and CD8" T cells express iDTR.

All experiments were conducted at the Plateau de Biologie Expérimentale
de la Souris (PBES, SFR Biosciences Gerland-Lyon Sud UMS344/USS,
France) under specific pathogen-free conditions with mice between 2 and
4 months of age.

BMDC generation and antigen pulse

BMDCs were generated in vitro from C57BL/6 bone marrow progenitors
with GM-CSF, as previously described.”* BMDCs were collected at day 7
of culture and pulsed with DNBS (1.4 mmol/L) for 15 minutes at 37°C
(pH = 8) in the dark. To pulse BMDC with SIIC°FEKL or SIIKFEKL
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peptide, the latter was added on day 6 of the BMDC culture, at a final
concentration of 5 wmol/L, and incubated overnight at 37°C in a CO, 5%
atmosphere.

Depletion of CD8" T cells by anti-CD8 mAbs and DT

Acute depletion (routinely >95%, as estimated by using FACS) of
circulating CD8" T cells was obtained by injecting mice intraperitoneally
with 20 g of anti-CD8b (H35, homemade) mAbs in 200 pL of 1X PBS at
indicated time points before ear painting. For maintenance of cell depletion,
injections were repeated every other day with one quarter of the initial dose
of mAbs. Mice were given a maximum of 2 intraperitoneal injections of
1 pg of DT (Calbiochem/Millipore, San Diego, Calif) in 100 pL of 1X
PBS at indicated time points before ear challenge to deplete cells expressing
iDTR.

Generation of mice with iDTR CD8* Trm cells

Lymphopenic CD3e /™ animals were transferred intravenously 1 month
before induction of CHS to DNFB with CD457CD8" (0.5 X 10°% and
CD457CD4" (1 X 10% T cells that were FACS sorted from naive iDTR
and wild-type C57BL/6 animals, respectively.

CHS to DNP peptide

Mice were immunized by means of subcutaneous injection of 0.5 X 10°
DNP peptide—pulsed BMDCs, and ear challenge was performed with
2 X 10 pL of 10 pwmol/L DNP peptide. Dimethyl sulfoxide/water vehicle
was applied on the contralateral ear. Unspecific skin recruitment (prime-
and-pull strategy) of DNP peptide—specific CD8 " T cells was obtained by
challenging DNP peptide—immunized animals with 2 X 5 pL of 1% OXA.

Flow cytometric analysis

Flow cytometric experiments were conducted on dLLN, spleen, or skin cells
harvested from sensitized animals. Isolated single-cell suspensions were
stained with fluorescently labeled mAbs, and fixable viability staining was
performed to exclude dead cells from the analysis. Stained cells were analyzed
on a LSRFortessa flow cytometer (BD Biosciences), and data were analyzed
by using FlowJo software (TreeStar, Ashland, Ore).

Total cell numbers were calculated based on numbers of viable cells
determined by means of trypan blue exclusion during the isolation process. In
some experiments the numbers of skin Trm cell subsets present in the
epidermis and dermis of allergic animals were estimated by using AccuCheck
Counting Beads (Invitrogen, Cergy Pontoise, France), according to the
manufacturer’s protocol.

DNFB-specific T-cell responses

Epidermal, dermal, and dLN cells of animals with DNFB allergy stained
with anti-CD4, anti-CD8, and anti-CD45 mAbs were sorted on a BD
Biosciences FACSAria and next tested for their capacity to produce IFN-vy,
IL-4, or IL-17A by means of ELISpot (IFN-y, R46A2, BD PharMingen, San
Jose, Calif; IL-4, SEL421, R&D Systems; and IL-17A eBiol 7CK15AS,
eBioscience, San Diego, Calif) in response to an overnight in vitro restimula-
tion with DNBS-pulsed BMDCs.®* Sorted T cells (5 X 107 or 10 X 10%) were
plated with BMDCs. In some experiments rat anti-PD-1 (RMP1-14, 50 pg/
mL), anti-TIM-3 (RMT3-23, 50 wg/mL), or respective 1gG,, isotype (2A3,
100 pg/mL) were added to the cocultures.

DNP peptide-specific T-cell responses

Epidermal cells (1 X 10%) from animals with DNP peptide allergy were co-
cultured overnight with DNP peptide—pulsed or unpulsed BMDCs (5 X 10°).
The following day, stimulated cells were stained with fluorescent mAbs
directed to CD45, CDS, IFN-v, granzyme-B and PD-1 makers and analyzed
by using FACS.
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Skin cell isolation

For epidermal and dermal cell isolation, anterior and posterior layers of ear
biopsy specimens were separated and incubated for 1 hour at 37°C floating
with the interior side down on Dispase II (1.2 U/mL; Roche, Diagnostics,
Meylan, France). Epidermal and dermal layers were diced into small pieces,
incubated for 45 minutes at 37°C in collagenase type 1 (121.9 CDU/mL;
Sigma-Aldrich) and DNase (2 KU/mL; Sigma-Aldrich) and passed through a
100-pm cell strainer to obtain single-cell suspensions (Thermo Fisher
Scientific). Cell viability was determined by using trypan blue exclusion.

Preparation and immunofluorescence staining of

epidermal sheets

Mice were anesthetized to allow hair removal through application of
depilatory cream (Veet-Reckitt Benckiser, Massy, France) for 1 minute before
the skin was thoroughly washed with distilled water. After this, the mice were
killed by means of cervical dislocation, and the ears were cut proximally. The
ventral and dorsal leaves were separated along the cartilage and incubated 2 two
hours at 37°C floating on 20 mmol/L EDTA (Sigma-Aldrich) with the epidermal
side up. After incubation, epidermal sheets were harvested, washed with PBS,
and fixed in ice-cold acetone for 20 minutes, followed by 2 X 5-minute washes in
PBS. To block unspecific binding sites, the epidermal sheets were placed in
blocking solution containing 2% BSA and incubated for 1 hour at 37°C.

After incubation, the blocking solution was removed, and the epidermal
sheets were incubated with anti-DNP mAbs diluted in fresh blocking solution
for 2 hours at 37°C followed by 3X 5-minute washes in PBS. Next, the
epidermal sheets were incubated for 2 hours at 37°C in fresh blocking solution
containing secondary antibody, followed by 3X 5-minute washes in PBS.
Finally, the epidermal sheets were incubated overnight at 4°C in fresh blocking
solution containing directly labeled anti-CD8b and anti-TCRyd, respectively.

The next day, the epidermal sheets were washed 3 times for 5 minutes in
PBS before counterstaining with 4’,6-diamidino-2-phenylindole dihydro-
chloride (DAPI; 1 pg/mL; Sigma-Aldrich) diluted in Fluoromount medium
(DAKO, Les Ulis, France). Epidermal sheets were stored at 4°C in the dark
before images were acquired.

Acquisition of light sheet pictures

Image acquisition of epidermal sheets stained with fluorescently labeled
antibodies was performed on a LightSheet Z.1 microscope (Carl Zeiss
Microscopy GmbH, Jena, Germany) with 20X/1.0NA water-immersion
detection optics and 2-sided 10X/0.2 illumination optics equipped with 2
PCO EDGE 4.2 cameras with scientific complementary metal-oxide-
semiconducter sensor (square pixels of 6.5 X 6.5-pm side length,
1920 X 1920-pixel resolution, 4-channel images, 16-bit dynamic range;
PCO AG, Kelheim, Germany). For all 3-dimensional data sets, a z-interval of
0.5 pm with a zoom of 0.80 was applied. Volumetric images have a size of
553.2 X 553.2 X 1000 pm (1920 X 1920 X 500 pixels). Directly before acqui-
sition, the epidermal sheets were immersed in 1% low-melting-point agarose
1% (Sigma-Aldrich) prewarmed at 37°C and immediately loaded into a 1-mL
syringe. After solidification of the agarose, the syringe was introduced into the
acquisition chamber containing 1X PBS, and images were acquired. Image
acquisition was performed in triplicates. All acquired light sheet fluorescence
microscopy raw data images were processed with ZEN 2011 imaging software
(Carl Zeiss, Oberkochen, Germany).

Images were deconvoluted by using classic maximum likelihood estimation
with 20 iterations and theoretical point-spread function on Huygens software
(Scientific Volume Imaging B.V., Hilversum, The Netherlands). Threshold
segmentation was performed with Imaris software (Bitplane, Zurich,
Switzerland) for each fluorescence channel. The total volume of the imaged
tissue was calculated based on the DAPI channel. In all images we determined
the mean fluorescence intensity (MFI) and the volume of DNP patterns.

Preparation and immunofluorescence staining of

frozen skin sections
Mouse ear biopsy specimens were embedded in OCT medium (Sakura,
Leiden, The Netherlands) and snap-frozen in liquid nitrogen. Frozen
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sections (5 wm) were prepared, allowed to dry, and stored at —80°C until
further use. Sections were fixed for 20 minutes with ice-cold acetone
(Sigma-Aldrich), rehydrated with PBS, and permeabilized with Triton X-
100 (0.1%; Sigma-Aldrich) before blockade with a solution of BSA (1%;
Sigma-Aldrich) and normal goat serum (10%; Sigma-Aldrich). Subse-
quently, sections were incubated for 2 hours at room temperature in a wet
chamber with a mixture of primary mAbs (see list above) diluted in blocking
solution at a previously determined optimal concentration. After thoroughly
washing with PBS, fluorescently labeled secondary antibodies diluted in
blocking solution at a previously determined optimal concentration were
added to the sections and incubated for 1.5 hours at room in a wet chamber.
Sections were washed thoroughly with PBS, and Fluoromount medium
(DAKO) containing DAPI (1 pg/mL; Sigma-Aldrich) was added before
placing coverslips. Image acquisition of the frozen sections stained with
fluorescently labeled antibodies was performed with a Confocal spectral
Zeiss LSM710 microscope.

Acquisition and processing of immunofluorescence

pictures

Image acquisition of whole frozen sections was performed on an LSM710
confocal microscope (Carl Zeiss Microscopy) equipped with an inverted
stand with 20X/NA = 0.5 air objective and numeric zoom of 0.6. Acquired
images have a size of 708.3 X 708.3 wm. All acquired raw data images were
processed with ZEN 2011 imaging software (Carl Zeiss Microscopy
GmbH).

Image analysis

Acquired images were analyzed by using Imagel software (National
Institutes of Health, Bethesda, Ms). Briefly, epidermal and dermal surfaces
(in square micrometers) were measured by using the ROI manager based
on nuclear staining with DAPI. Thresholds were applied on split channels
of used fluorophores with respective staining (DAPI, AF488, PE, AF647,
and AF700) and converted into binary pictures. Numbers of DAPI" and
AF700", PE* or AF647" cells were determined by using the automated
“Analyze particle” method for events larger than 10 um?.

Statistics

Statistics were calculated with GraphPad Prism software (GraphPad
Software, La Jolla, Calif) by using the 2-tailed Mann-Whitney U test, or mul-
tiple groups were compared by using 1-way ANOVA.

Study approval

Animal experimental procedures were conducted with the approval of and
in accordance with the guidelines for animal experiments of a local ethics
committee (CECCAPP, Lyon, France) and the French Ministry of Research
(APAFIS#8832-201607011455243 v5).
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A Persistence of CD8+ and CD4+ T cells in the skin of DNFB allergic mice
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FIG E1. Location and quantification of CD8" and CD4" T cells in healed skin of CHS to DNFB. A, Frozen sec-
tions obtained from healed and naive skin of mice with DNFB allergy at day 30 after induction of skin inflam-
mation were stained with fluorescent anti-CD3 (yellow), anti-CD8 (red), and anti-CD4 (green) mAbs before
analysis with confocal microscopy. The epidermal-dermal junction is indicated by the white dotted line. Red
arrows indicate the location of CD8" T cells in merged pictures. As a control, skin from active CHS lesions at
day 2 (ie, 2 days after induction of the skin inflammation) was analyzed. B, Histograms depict mean = SEM
cell numbers of CD3™" (black), CD4" (grey), and CD8" (white) T cells present in the epidermis (left) and
dermis (right) of skin sections. Results are representative of 2 independent experiments. Three slides of
each animal were analyzed, and 3 animals per group and time point were used.
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FIG E2. Epidermal CD8" Trm cells accumulate from CD8" early effector T cells during resolution of skin
inflammation. A, Afflux of epidermal CD8" Trm cells during the course of CHS to DNFB. The number of
epidermal CD8" T cells or CD8"CD69"CD103" Trm cells (mean * SEM cell numbers/ear) determined by us-
ing FACS during the course of a CHS response to DNFB (mean + SEM ear edema [in micrometers]). Band C,
CD8" T cells infiltrating the skin during CHS-induced inflammation are the source of Trm cells. DNFB-
sensitized animals were depleted of circulating CD8™ T cells at day 2 after DNFB challenge. Mean = SEM
percentages (Fig E2, B) and mean + SEM numbers (Fig E2, C) of epidermal CD8" Trm cells were analyzed
by using FACS at day 8 and day 15 after challenge. As a control, cells from undepleted mice were also
analyzed. D, Epidermal CD8" T cells proliferate and express cytotoxic markers. Expression of Ki-67 and
granzyme B (GrzB) on epidermal viable CD8" T cells was determined by using FACS throughout the course
of CHS inflammation to DNFB (days 1-30). All results are representative of 2 or 3 independent experiments
with 4 to 5 mice per group. ns, Not significant. *P < .05 and **P < .01, 1-way ANOVA.
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mice were reconstituted with iDTR-CD8" and wild-type CD4" T cells isolated by means of FACS sorting
from iDTR/CD4cre and C57BL/6 mice, respectively, before sensitization (day —5) and challenge (day 0)
with DNFB. At day 30, reconstituted mice with DNFB allergy were intraperitoneally injected with DT or
anti-CD8 mADb, and healed skin lesions were analyzed by means of FACS for the presence of CD8" and
non-CD8" T cells in the epidermis and dermis. As a control, circulating cells from the spleens of the
same mice were analyzed. Figures on representative FACS dot plots (A) and histograms (B) depict
mean + SEM values (percentages [Fig E3, A] or numbers [Fig E3, B] among TCRaB™" cells per tissue) of
CD8" and CD8™ T cells. All results are representative of 2 independent experiments with 4 to 5 mice per

group.
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FIG E4. ICR phenotype of epidermal and dLN CD8" memory T-cell subsets. Expression of LAG-3, CD5, Tl-
GIT, CTLA-4, VISTA, CD160, and BTLA by CD8" Trm cells (solid black line) isolated from the epidermis of
mice with DNFB allergy at day 30 was determined by means of FACS. As a control, CD8" Tem (dark gray
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collected from respective dLNs were analyzed. Representative histograms are shown, with isotype controls
(dotted black and gray lines, respectively, for epidermis and dLNs) for each ICR. Results are representative
of 3 independent experiments with 4 to 5 mice per group.
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FIG E5. DNFB-specific T-cell response in PD-1" and PD-1~ CD8"* Trm cell
subsets. PD-1" and PD-1~ CD8" Trm cells present in the epidermis in ani-
mals with DNFB allergy were FACS sorted at day 30 and reactivated over-
night by means of coculture with haptenized (DNBS; 0.4 mmol/L) or
nonhaptenized (NH) BMDCs. The following day, the number of specific T
cells producing IFN-y was determined by using the ELISpot assay. Results
are expressed as mean + SEM numbers of spot-forming cells/10° CD8* T
cells. Results are representative of 3 independent experiments with 10
pooled mice per group.
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FIG E6. CHS response to low DNFB doses during ICR blockade in the
absence of CD8" skin Trm cells. CHS to DNFB was induced at day 0 in
CD3¢™/~ mice reconstituted with iDTR-CD8" and wild-type CD4™ T cells.
At day 30, ICR blockade was initiated, as in Fig 4, by using anti-PD-1/anti—
TIM-3 mAb intraperitoneal injection, and 1 day after DT and/or anti-CD8
mAbs intraperitoneal injection, mice were rechallenged with DNFB. As a
control, nonallergic mice were challenged with DNFB. The following day,
CHS reactions were determined by measuring mean + SEM ear thickness
(in micrometers). Results are representative of 2 independent experiments
with 4 to 5 mice per group.
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FIG E7. Persistence of allergen-specific Trm cells in a model of DNP peptide-induced CHS. A, CHS response
to DNP peptide. Naive C57BL/6 mice were immunized intraperitoneally with DNP peptide-pulsed BMDCs
and challenged 5 days later with the DNP peptide in dimethyl sulfoxide. As a control, vehicle was applied
on the contralateral ear. CHS reactions were determined by measuring mean = SD ear thickness (in micro-
meters) at indicated time points after challenge. B, Detection of specific CD8" Trm cells by using DNP pep-
tide dextramers. The presence of CD8" dextramer-positive Trm cells in the epidermis was examined by
means of FACS at day 30. As a control, CD8" T cells from dLNs were analyzed. C, Ex vivo reactivation of
specific Trm cells. Epidermal cells isolated from healed lesions were reactivated overnight with pulsed
(DNP peptide, 5 pumol/L) or unpulsed BMDCs. The following day, coexpression of PD-1 and IFN-y or gran-
zyme B (GrzB) on viable CD8" Trm cells was analyzed by means of FACS. D, ICR expression by DNP-
specific epidermal CD8" Trm cells. TIM-3 and 2B4 expression (mean *+ SD percentage) on gated epidermal
PD-1" and PD-1~ CD8" dextramer-positive Trm cells. As controls, isotype staining for PD-1 and ICR expres-
sion on dendritic epidermal T cells (DETCs) is shown. All results are representative of 2 or 3 independent
experiments with 4 to 5 mice per group.
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The human skin is known to be inhabited by diverse microbes, including bacteria,
fungi, viruses, archaea, and mites. This microbiome exerts a protective role against
infections by promoting immune development and inhibiting pathogenic microbes to
colonize skin. One of the factors having an intense effect on the skin and its resident
microbes is ultraviolet-radiation (UV-R). UV-R can promote or inhibit the growth of
microbes on the skin and modulate the immune system which can be either favorable
or harmful. Among potential UV-R targets, skin resident memory T cells (Try) stand as
well positioned immune cells at the forefront within the skin. Both CD4* or CD8™ af Trwm
cells residing permanently in peripheral tissues have been shown to play prominent roles
in providing accelerated and long-lived specific immunity, tissue homeostasis, wound
repair. Nevertheless, their response upon UV-R exposure or signals from microbiome are
poorly understood compared to resident TCRy3 cells. Skin Try survive for long periods
of time and are exposed to innumerable antigens during lifetime. The interplay of Ty with
skin residing microbes may be crucial in pathophysiology of various diseases including
psoriasis, atopic dermatitis and polymorphic light eruption. In this article, we share our
perspective about how UV-R may directly shape the persistence, phenotype, specificity,
and function of skin Trm; and moreover, whether UV-R alters barrier function, leading
to microbial-specific skin Try, disrupting the healthy balance between skin microbiome
and skin immune cells, and resulting in chronic inflammation and diseased skin.

Keywords: skin microbiome, ultraviolet-radiation, skin resident memory T cells, inflammation, immune
suppression, photomedicine, phototherapy

INTRODUCTION

Skin Microbiome

Human skin with its large surface (1) harbors a wide variety of microbes, which include bacteria,
fungi (2), viruses (3, 4), archaea (5, 6) and skin mites (4, 7, 8). These microbes exist in either a
mutualistic and/or competitive relationship with each other (microbe-microbe) (9) and the host
(10-13). Commensals make up for most of the microbiome followed by opportunistic and/or
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pathogenic microbes. The diverse physical nature of the skin
with its variable water content, pH, lipids and sebum quantity
among others crucially influence the diversity of the microbiome.
However, it is intriguing that myriads of microbes reside on the
skin surface (Figure 1) as well as in sub-epidermal compartments
(14), despite the robust nature of the skin’s immune system
to rapidly detect and neutralize any foreign intruders (15).
Many common cutaneous conditions such as atopic dermatitis
(AD), psoriasis and rosacea are associated with dysbiosis of
skin microbiome, most commonly driven by commensal species.
A recent review highlights the latest findings regarding the
microbial interactions with the immune system and microbial
composition in health and diseases such as AD, acne, chronic
wound infections, and primary immunodeficiencies (16).

Ultraviolet-Radiation (UV-R)

UV-R is one of the most prominent external factor affecting
the skin (17) and the microbiome (8, 18, 19). UV-R mediated

immune suppression was first discovered by Kripke et al. (20).
This was further confirmed and proved to be T-cell mediated by
using contact hypersensitivity (CHS) models in mice (21) and
in humans (22-24). The initial key events that are prominently
involved in immune suppression after UV-irradiation are DNA
damage (25), formation of reactive biophospholipids like platelet
activating factor (26) and isomerization of inactive trans- to
active cis-urocanic acid (UCA) (27). A study conducted by
Kubica et al. (28) used caspase-14 deficient mice which are
known to have reduced levels of UCA and observed significant
alterations in the skin microbiome. It is intriguing that caspase-
14 is involved in proteolysis of filaggrin which is the major source
of UCA in the skin and mutations in filaggrin are linked to
the development of AD which is in turn linked to an altered
microbial landscape (29). Certain skin commensals such as
Micrococcus luteus can degrade cis-UCA to its trans isoform
(30) and thus potentially diminish immune suppression. An
early report from our group suggests that cis-UCA can indeed
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FIGURE 1 | UV-induced events in the skin: Both UV-B (290-320 nm) and UV-A (320-400 nm) penetrate the skin. UV-B causes sunburn and DNA damage and is also
known to induce immune suppression. UV-B and UV-A (to some extent) converts trans-UCA to cis-UCA and generates free radicals. Commensal microbiome
colonizes the skin and can induce production of various cytokines, antimicrobial peptides (AMPs) and activate toll-like receptors (TLRs). The effects of UV-B and UV-A
on skin microbiome is not fully understood. Overall, UV-R is known to activate innate immunity by production of AMPs and by stimulating innate cells like
macrophages, mast cells, innate lymphoid cells (ILCs) and skin resident y§ T cells. On the other hand, UV-R induces an immune suppressive environment in the skin
by inducing production of TNF, IL-4, IL-10. As overall result, regulatory T cells (Tregs) and B cells (Bregs) are induced leading to functional immune suppression and
subsequent inhibition of effector T cells present in the skin. Regarding TCRap* lymphocytes, effector memory T cells (Tgy) can circulate between the blood, lymph
and skin where they receive environmental signals. Also, the dermis is populated by CD4+ Try (CD69+ CD103+) whereas the epidermis is composed of CD8T Ty
(CD69TCD103%) in majority. These Trwm populations can produce TNF-a, IL-2 and IFN-y depending on the microenvironment. Nevertheless, the UV effect on these
Trwm remains to uncovered.
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directly modulate skin microbiome (31). Since UV-R suppresses
the immune reaction to antigens of infectious microbes such
as M. lepraemurium, bovis BCG, C. albicans, B. burgdorferi,
and Schistosoma mansoni (32-34) it can be speculated that
exposure to UV-R could enhance susceptibility to infections,
however clinical evidence of increased infections after UV-R is
very low. This could be due to the fact that UV-R suppresses
adaptive immunity but activates innate immunity (35). One
of the important innate key players are antimicrobial peptides
(AMPs). These are small proteins typically ranging from 10
to 50 amino acid residues that have potential to neutralize
invading microorganisms (36) and mediate adaptive immune
response (37-39). Dysregulation in AMP expression could be
linked to many diseases, including photosensitive conditions like
polymorphic light eruption (PLE) (40), where AMPs may be
key mediators to maintain homeostasis between host immune
system and microbiome. UV-R exposure also leads to infiltration
of macrophages and neutrophils (41-43), induces emigration of
Langerhans cells (LC) from the skin into the draining lymph
nodes (44-46) and affects mast cells. Furthermore, regulatory
T cells (Tregs) and B cells (Bregs) are recruited and activated
(47, 48). All these cells and UV-induced events are known to
be involved in immune suppression (49) (Figure 1). It has been
known for a long time that UV-induced immune suppression is
mediated by T cells (21, 50), however, the exact role of UV effects
on the more recently described Try and immune function are
largely unexplored.

Skin-Resident Memory T Cells (Tgrm)

Among all the immune cells present in the skin, such as dendritic
cells, macrophages, y8 T cells and NK cells, Try (51) are now
considered as key players of immunity (52-54) (Figure 1). They
have been described in various tissues such as skin, lung, gut, liver
and brain (55-57). Try, along with effector and central memory
T cells (58), are either CD4™ or CD8™ T cells that are derived
from naive specific T cells which were activated upon a previous
immune response. Thus, Try share a common clonal origin with
central memory T cells (59) but diverge in terms of dynamics,
phenotype, and function. The major characteristics of Try are
their capacity to survive and stay poised in the skin for along time
(60) as well as play a key role for pathogen clearance and immune
alert (53). In other words, Trum do not recirculate in the lymph or
blood but rather patrol in the skin. CD8™ Tgy; are more localized
in epidermis whereas CD4% Tgy populate preferentially the
dermis (61). This non-recirculating pattern is conferred by
the expression of CD69 which blocks sphingosine-1-phosphate
receptor (S1P1), a receptor normally allowing lymph entrance.
Moreover, a significant part of skin Try express CD103, the
a-chain of the integrin oEB7 which interacts with E-cadherin
expressed by keratinocytes. Once arrived in the skin, killer-cell
lectin like receptor G1 (KLRG1)-Tgry precursors receive key
signals for their establishment in the tissue. Among them, TGF-
P is a critical signal integrated by Try via TGE-BRII (52) and
required for their residency. TGF-p can notably be produced
by keratinocytes which thus play a role on Try retention (62).
TGF-B alone is not sufficient for skin Try establishment, but
rather acts in combination with other cytokines expressed in the

skin such as TNF-a and interleukin (IL)-33 (63). Moreover, hair
follicles seem to play a role on the recruitment and establishment
of skin Try notably through the production of IL-15 and IL-
7 (Figure 2) (64). Apart from cytokines, lipids available in the
skin are key for Try maintenance (65). Functionally, Tryy allow
a faster immune response upon pathogen entry through the
production of alarmins such as IFN-y and chemokines to recruit
neutrophils, monocytes as well as circulating memory T cells
on the site. Try are also able to proliferate locally after a recall
response to maintain themselves (66). Finally, Try are able to be
strongly cytotoxic (67).

UV-INDUCED IMPACT ON SKIN TRM

Atleast 1-2 x 10! resident T cells comprising Try populate the
human skin (68, 69), and it is highly logical that they experience
similar impacts from UV-R as the other immune cells. These
sentinel cells have numerous essential functions within the skin
for cutaneous immunity and repair along with wound healing,
antimicrobial responses and local tissue inspection (68, 70-72).
The impact of UV-R on immune response mediated by T cells
such as CD4%", CD8™, and Tregs has been previously described
(73-75), however, the effects of UV-R on shaping the persistence,
phenotype and specificity of skin Trym are poorly understood.
It is therefore important to understand the interaction between
the skin Tpy and UV-R in mediating UV-induced immune
suppression. It is thought that after an acute UV-exposure, the
damaged keratinocytes release ATP (76) and ATP-mediated IL-1
(77) in an accelerated way; furthermore, this extracellular ATP
is thought to be involved in adaptive immune responses (78,
79). Moreover, UV-R upregulates CD69 expression on TCRy3
cells (77) and could exert a similar effect on skin Trym for
which CD69 is crucial for their residency in the tissue. Besides,
in the absence of y8 T cells, there was reduced DNA repair
of UV-induced lesions in mice, suggesting the role of these
vy T cells in the repair (77). Such a role for Try has been
demonstrated in acute wounds (71) but needs to be addressed
in the case of UV-induced damage. Try may have long been
unknown targets of UV-phototherapy in diseases which are now
understood as Try cell-mediated (80). Patients with cutaneous T
cell lymphoma (mycosis fungoides) are known to have malignant
T cells that lack L-selectin and CCR7 expression, a phenotype
that is similar to Try (81). The common treatment modality for
these patients include phototherapy (82) and low-dose radiation.
However, the effects of phototherapy on Try is completely
uncharacterized (83).

INFLUENCE OF SKIN MICROBIOME ON
SKIN Trm

The skin is exposed to a large number of microbes throughout
the lifetime, of which only a minor proportion is pathogenic.
It has been suggested that the primary purpose of the immune
cell memory is to maintain the immune homeostasis with the
commensal microbes (84). Recent studies in various mouse
models and in humans show that the composition of the
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FIGURE 2 | Interplay of UV-R, skin microbiome and skin resident memory TCRaf+ cells: (1) UV-R induces keratinocytes and other skin cells to produce inflammatory
or regulatory cytokines that will influence Tryy phenotype, retention and reactivation. (2) UV-R modulates microbial landscape, eventually releasing microbial antigens
into the skin that will be up taken by dendritic cells (DC) that will specifically activate Try (regulatory or effector). Microbial antigens can also trigger the production of
inflammatory cytokines by keratinocytes that further activate Try. (3) High doses of UV-R can cause barrier disruption that will allow skin resident microbes to enter
the skin; danger signals from barrier disruption (3a) and microbes entered into the skin (3b) will trigger cytokines production by keratinocytes, DCs, ILCs, NK and
TCRYys3 cells. Those cytokines will take part in shaping Try phenotype and activation. Entered microbes can also activate skin Try in a specific manner (3¢) or be
uptaken by DCs (3d) in order to activate naive specific T cells in draining lymph nodes that will be recruited on the site.

skin microbiome is crucial in mediating appropriate immune
responses toward a pathogen and in maintaining the normal
immune status in the skin (10, 11, 15, 28, 85-87). Whether
certain species of commensal microbiome influence the type of
Trym within the skin is not known, but a lot can be learnt from
the gut. In one of the studies using mice, commensal specific
memory T cells were found in the intestines (88) and similar
T cells could exist in the skin as well. Both memory CD4* and
CD8™ T cells can act against infections with influenza virus (55,
89), lymphocytic choriomeningitis virus (90, 91), herpes simplex
virus (92), mycobacterium tuberculosis (93) and parasites (94).

Furthermore, microbial and/or antigen-specific memory CD4*
and CD8™ Ty cells produce vast amount of effector cytokines
in response to microbes and antigens (95-97) and CD4" and
CD8" Trym cells can populate and persist in multiple tissue
sites long after the microbe or the antigen has been neutralized
(98, 99). In the skin, CD8' Try can be generated following
an infection (92, 100, 101) and CD4*" IL-17-producing Trm
cells were identified in the skin of the mice when they were
infected by C. albicans (part of skin mycobiome) (102). Besides,
another study showed that laboratory SPF (specific-pathogen
free) mice had lower non-circulating T cells in the skin and
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other tissues compared to pet store mice (103). In terms of T-cell
memory, SPF-raised mice have a similar adaptive immunity
like newborn humans and pet store mice show the profile of
memory T cells, similarly observed in adult humans (104).
Several studies show a compartmentalization of microbe-specific
memory T cells. When humans were injected intradermally with
purified protein-derivative from M. tuberculosis, antigen-specific
T cells were observed only in the skin but not in the blood
(105). HSV2 specific CD8' T cells were found in genital skin
but not at other body sites (106). Variability within the skin
microbiome (16) could be a reason for compartmentalization
of Trym. Skin Try persists for long periods of time and are
exposed to the microbiome and microbial antigens from the
skin during their lifetime. Microbial-specific responses could
be a part of the healthy immune balance between the skin
microbiome and host immune system and further provide
reinforced local immunity. Very interestingly a recent study
demonstrated that non-invasive S. epidermidis allows specific
CD8" Trm establishment through non-conventional MHC-Ib
H2-M3 peptide presentation. Those H2-M3 restricted CD8"
TrMm were shown to play an important role in tissue repair and
wound healing (107).

PERSPECTIVE

Skin microbiome and Try reside in the upper layers of the skin.
Both UV-A and UV-B radiation can penetrate those upper layers
(only UV-A particularly reaches the dermis) and imminently
impact all the microbes and immune cells (Figure 1).

Does UV-R Directly Shape the Persistence,
Phenotype, Specificity and Function of
Skin TRM?

UV-R is known to induce production of various cytokines in
the skin such as TNF-a (108) or IL-33 (109-111) which are
known to be involved in maintaining the phenotype of Try
(52, 64, 112). Besides, a study published in 2016 (62) linked
UV-B exposure and Try retention. Authors demonstrated that
UV-B exposure decreased avf6 and avf8 integrins expression
by keratinocytes. Those integrins were required for active TGF-
p production which then maintained CD103 expression on
Trvm allowing their retention in the skin long time after a
lymphocytic choriomeningitis viral infection. Hence, the ability
of UV-R (notably UV-B) to dose-dependently influence the
retention and phenotype of skin Trym by modulating the
cutaneous cytokine environment (Figure 2), certainly may at
least contribute to the efficacy of suberythemal phototherapy,
which has been used for decades to improve pathologies such
as psoriasis, atopic dermatitis and other inflammatory diseases
(113-116). However, beyond cytokines, it is also possible that
TrM persistence depends on TCR-specific signals. The discovery
of commensal-specific Try in the gastrointestinal tract of mice
(88) implies that there may be a large number of commensal-
specific Try residing in the skin as well, in addition to
y8 T cells, innate lymphoid cells and pathogen-specific Trm.
Moreover, the skin microbiome is constantly changing within

the individual throughout lifetime (117) and contributes to
skin Try diversity and function (107). Interestingly, UV-R
is known to influence the skin microbiome landscape (8,
18, 19, 31). UV may in a dose dependent fashion affect
skin microbiome and may shape the repertoire diversity of
effector or regulatory Try. Important remaining questions
are the contribution of Try to the local immune response
against (i) non-specific, commensal microbes which could
invade the skin upon a skin barrier damage and (ii) invading
pathogenic microbes. The first question queries upon their role
in chronic pathologies such as psoriasis, atopic dermatitis or
PLE. The second question concerns the capacity of Try to
provide a heterologous protection against diverse infections (118)
(Figure 2).

Does UV-R Alter Skin Barrier Function,
Further Activating Microbe-Specific Skin

Trm and Causing Chronic Inflammation?
Commensal microbes are known to improve innate and adaptive
responses by producing small molecules which act as mediators
between the host and microbes (119). Recently it has been
reported that commensal skin microbiome can modulate gene
expression of various cytokines, TLRs and AMPs in total
skin cells (120). In the skin Staphylococcus aureus is known
to promote skin inflammation by producing phenol-soluble
modulins (PSMs) (121) which can stimulate IL-1-type (IL-
360 and IL-1 ) cytokine production (122) and IL-17 from
dermal yd T cells (123). Moreover, S. aureus secretes proteases
which are involved in skin barrier damage, promoting bacterial
penetration into the skin which could ultimately generate S.
aureus-specific Try cells. A robust accumulation of commensal-
specific T cells under defined conditions may lead to worsening
pathogenic conditions such as psoriasis (124, 125). Psoriasis
and AD are intriguing examples of possible Try interplay
with commensal microbes. An inflammatory environment exists
in these chronic diseases which may lead to severe barrier
disruptions through the patient’s life. This could eventually lead
commensal microbes to penetrate the skin, produce microbial-
antigens, and finally lead to specific Try recruitment and
establishment at the inflammatory site. In this context, both
allergen-specific Try and commensal microbe-specific Trum
are in place. Whether commensal-specific Try cells portray a
regulatory role or participate in the inflammatory loop is not
known. Commensal-specific Trym may also play a role in PLE,
an inflammatory skin condition in which itchy skin lesions of
diverse morphology occur when the skin is exposed to sunlight.
In this disease microbes residing on upper layers may be driven
to induce the production of AMPs and express commensal
associate molecular patterns (126) which could play a role in
pathophysiology of the disease. Furthermore, the capacity of
UV-R to cause a barrier defect (127) may contribute to this
phenomenon. Patients developing PLE may have skin inhabiting
or newly generated commensal-specific Try that get activated.
An inflammatory microenvironment may lead to changes in
microbial landscape, further increase specific Ty activation and
booster the inflammatory loop.
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CONCLUSION

The specificity of adaptive immune system is complexly linked
to the establishment and the persistence of the Try which
recognize previously encountered antigen via specific T cell
receptors (TCRs). These specific Try are generated and kept as a
pool of heterogenous population with respect to the numerous
microbes and microbe-associated antigens that they encounter
during the lifetime of individual. With recent discoveries about
potential functions of skin microbiome to educate and modulate
host-immune responses, it is important to identify how these
microbes influence the skin Trm. Specifically targeting those
Tru, directly or via microbiome may allow to develop novel
treatment strategies, acting like or even better than phototherapy,
but with an improved risk-safety profile.
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