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AVANT-PROPOS 
 

Les β-lactamines sont la classe d’antibiotiques la plus prescrite et représentent l’allergie 

médicamenteuse la plus fréquente. Ces réactions allergiques sont non prévisibles et peuvent 

engendrer des formes cliniques sévères pouvant aller jusqu’à engager le pronostic vital du patient. 

Pour l’ensemble de ces raisons, l’allergie aux β-lactamines aux est un véritable problème de santé 

publique et certains mécanismes encore mal compris nécessitent d’être étudiés. L’objectif de ce travail 

de thèse a été d’évaluer l’impact de l’environnement sur le déclenchement des hypersensibilités aux β-

lactamines. Nous nous sommes plus particulièrement intéressés à deux aspects de cet environnement : 

l’exposition environnementale et l’environnement à l’échelle cellulaire.  

Notre premier objectif a été de mieux comprendre la nature des signaux de danger impliqués 

dans le déclenchement de l’allergie aux β-lactamines. Pour cela, nous avons étudié l’impact de 

l’exposition environnementale aux nanoparticules de silice amorphe, un additif alimentaire largement 

utilisé, sur les cellules dendritiques et les conséquences fonctionnelles au niveau de la réponse 

lymphocytaire dirigée contre la benzylpénicilline, utilisée comme un modèle de β-lactamines. Ces 

travaux originaux ont permis la publication de deux articles dans les journaux Nanomaterials (publié, 

Article n°1) et Toxicological Sciences (en cours de révision, Article n°2). 

L’activation des lymphocytes T CD8+, responsables d’hépatites cytolytiques potentiellement 

fatales, est un mécanisme encore mal compris dans l’allergie aux β-lactamines. Notre second objectif a 

donc été de mieux comprendre l’impact de l’environnement cellulaire sur les mécanismes 

d’immunisation des lymphocytes T CD8+ face à la benzylpénicilline. Ces travaux ont abouti à la 

préparation d’un article (Article n°3) qui sera prochainement soumis dans un journal scientifique. 

Enfin, notre dernier objectif a été d’utiliser les modèles in vitro de ce projet  pour développer le 

calcul d’un score d’immunisation des molécules. Les différents évènements clés de l’allergie 

médicamenteuse identifiés au cours du projet ont permis de calculer un score d’immunisation de 

molécules connues et inconnues qui fera l’objet d’une publication scientifique. 
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Chapitre 1 : Les mécanismes 
cellulaires et moléculaires de la 
réponse immunitaire 

 

Le système immunitaire est chargé de répondre aux attaques extérieures qui peuvent être 

bactériennes, virales ou parasitaires. Pour cela, il fonctionne en deux étapes qui sous-tendent deux 

immunités distinctes. En premier, l’immunité  innée est un système de détection qui répond de façon 

immédiate et non spécifique via les cellules de l’immunité innée telles que les phagocytes, les 

polynucléaires et les monocytes. Une fois l’antigène détecté et apprêté par les cellules présentatrices 

de l’antigène (CPA), l’immunité adaptative se met en place afin de réagir contre l’antigène et conférer 

une protection durable. Dans ce chapitre, nous détaillerons les mécanismes cellulaires et moléculaires 

impliqués dans ces deux étapes de la réponse immunitaire. 

 

I. La présentation de l’antigène et les cellules présentatrices 

de l’antigène 

 

La première étape de la réponse immunitaire est la détection et l’apprêtement de l’antigène par 

les CPA. Dans cette partie, nous aborderons le rôle majeur des cellules dendritiques (DCs) comme CPA 

et les mécanismes de capture et de présentation de l’antigène. 

 

1.1 Les différentes cellules présentatrices de l’antigène : le rôle clé des 

cellules dendritiques 

 

Les CPA ont un rôle d’échantillonnage permanent qui leur permet de détecter les antigènes 

présents dans leur environnement. Il existe différentes CPA professionnelles, caractérisées par la 

présence de molécules du complexe majeur d’histocompatibilité (CMH) de classe II, notamment les 

macrophages, les lymphocytes B et les DCs (Weaver et Unanue 1990). Les DCs arrivent au premier rang 

des CPA professionnelles car elles jouent un rôle majeur dans l’initiation de la réponse immunitaire 
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(Banchereau et al. 2000). Ces cellules ont un double rôle de sentinelle et de chef d’orchestre pour le 

système immunitaire. Elles servent de messagers entre l’immunité innée et l’immunité adaptative et 

sont spécialisées dans la capture, l’apprêtement et le transport des antigènes vers les organes 

lymphoïdes pour les présenter aux lymphocytes T (LT) naïfs (Cella et al. 1997, Eisenbarth 2019).  

 Les DCs sont issues de différenciations successives de cellules souches hématopoïétiques 

(HSC) en progéniteur de monocyte et de DCs (MDP) puis en progéniteur commun des DCs (CDP) 

(Figure 1) (Miller et al. 2012, Merad et al. 2013, Breton 2015, Breton 2017). Les DCs se divisent en 

quatre sous-populations principales selon leur ontogénie : les DCs conventionnelles (cDCs), les DCs 

plasmacytoïdes (pDCs), les DCs dérivées de monocytes (moDCs) et les cellules de langherans 

(LC) (Figure 1) (Guilliams et al. 2010, Satpathy et al. 2012, Eisenbarth 2019, Cabeza-Cabrerizo et al. 

2021). Ces sous-populations se distinguent par leur phénotype et leurs fonctions.  

Les cDCs sont la population la plus répandue de DCs. Elles sont issues de cellules précurseurs 

pré-cDCs et sont divisées en deux types de cellules : les cDC1 et les cDC2 (Breton et al. 2017, 

Eisenbarth 2019, Cabeza-Cabrerizo et al. 2021). Leur fonction primaire est la présentation des 

antigènes et l’activation des LT naïfs. Les cDC1 expriment les molécules XCR1 (XC receptor 1) et BDCA3 

et ont été décrites comme ayant une fonction de présentation croisée afin de déclencher l’activation 

des LT CD8+. Les cDC2 peuvent être identifiées par l’expression des marqueurs CD11b, DCIR2 (DC 

immunoreceptor 2) et SIRPα (signal regulatory protein-α). Contrairement aux cDC1, ces dernières sont 

décrites comme les principales cellules activatrices des LT CD4+ naïfs, déclenchant ainsi les réponses 

lymphocytaires Th (T helper) que nous décrirons dans les parties suivantes. Un dernier niveau de 

différenciation divise les cDC1 et les cDC2 : les cellules résidentes et les cellules migratoires. Cette 

propriété se réfère à leur localisation à l’état basal et, de ce fait, à leur façon de détecter les antigènes 

(Eisenbarth 2019). 

Malgré leur précurseur commun, les pDCs diffèrent des cDCs par l’expression de BDCA2 et leur 

fonctionnalité unique (Breton 2017, Eisenbarth 2019). Ces cellules sont spécialisées dans la production 

d’interférons de type I mais, contrairement aux cDCs, elles ont une faible capacité de présentation de 

l’antigène.  

La présence de M-CSF (macrophage colony-stimulating factor) induit la différenciation du 

MDP en monocytes qui peuvent se différencier en moDCs dans des contextes inflammatoires. Leur 

fonction est de détecter l’antigène et de migrer des tissus inflammatoires où elles se localisent vers les 

ganglions lymphatiques afin d’activer les LT naïfs (Vermaelen et al. 2001, Merad et al. 2013, Eisenbarth 

2019, Cabeza-Cabrerizo et al. 2021). 
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Les LC sont des cellules hématopoïétiques qui se différencient à partir d’un précurseur 

embryonnaire (Ginhoux et Merad 2010). Elles représentent 5% des cellules épidermiques nucléées de 

l’épiderme humain. Semblables aux DCs, elles expriment de manière constitutive les molécules du 

CMH de classe II et l’intégrine CD11c. Ces cellules expriment également CD1a, BDCA1 et la lectine de 

type C Langérine (CD207) (Kaplan 2017, Eisenbarth 2019). Leur rôle est de détecter les antigènes à la 

surface de la peau puis de les apprêter et de migrer de l’épiderme vers les nœuds lymphatiques pour 

les présenter aux LT naïfs (Kaplan 2017). Ces cellules ont également des propriétés homéostatiques 

uniques qui leur permettent de proliférer et de se régénérer continuellement dans l’épiderme à partir 

de LC quiescentes agissant comme des cellules souches (Collin et Milne 2016).  

 

Figure 1. Les populations de cellules dendritiques humaines (adaptée de Eisenbarth 2019) 

L’expression des molécules de surface indiquée entre parenthèses varie en fonction des tissus. * : 

marqueur exprimé uniquement sur les cellules humaines. cDC : cellules dendritiques conventionnelles; 

CDP : progéniteur commun aux cellules dendritiques; CLP : progéniteur lymphoïde commun; iDC : 

cellules dendritiques inflammatoires; HSC : cellule souche hématopoïétique; LC : cellules de Langerhans; 

MDP : progéniteur commun aux monocytes et aux cellules dendritiques; MoDC : cellules dendritiques 

dérivées de monocytes; pDC : cellules dendritiques plasmacytoïdes; TIP-DC : cellules dendritiques 

produisant du TNFα et des oxydes nitriques. 
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1.2 La capture et la présentation de l’antigène par les cellules 

dendritiques 

 

Les DCs ont un rôle d’échantillonnage des antigènes de leur environnement. Dans cette partie 

nous détaillerons la capacité des DCs à capturer ces antigènes, à produire les conjugués CMH-peptide 

ainsi qu’à migrer des tissus périphériques vers les organes lymphoïdes secondaires afin d’interagir avec 

les LT. 

 

1.2.1 Les mécanismes de capture de l’antigène  

 

L’endocytose est un mécanisme cellulaire qui permet l’internalisation de matériel à l’intérieur 

des cellules. La capture de l’antigène par les DCs est possible selon deux processus majeurs 

d’endocytose : l’endocytose à récepteurs et la macropinocytose (Figure 2) (Guermonprez et al. 2002, 

Roche et Furuta 2015). Les antigènes insolubles sont préférablement internalisés via l’endocytose à 

récepteurs (les récepteurs de la famille des lectines-C, le récepteur au mannose, les récepteurs du 

fragment Fc des anticorps et le récepteur DC-SIGN (Guermonprez et al. 2002) alors que les antigènes 

solubles ou de petite taille sont ingérés en même temps que du liquide extracellulaire par 

macropinocytose. En effet, les DCs sont des cellules caractérisées par un haut niveau de 

macropinocytose basal ce qui leur permet d’ingérer de grandes quantités de liquide et de concentrer 

les macro-solutés dans des compartiments riches en molécules du CMH de classe II et en protéases 

afin de débuter l’apprêtement de l’antigène que nous décrirons plus en détails dans les parties 

suivantes (Sallusto et al. 1995, Lim et Gleeson 2011). 

Dans le cadre de ce travail de thèse, nous nous sommes particulièrement intéressés aux 

mécanismes d’endocytoses impliqués dans l’internalisation de l’albumine humaine (HSA, human serum 

albumin). Cette dernière est la protéine hapténisée du bioconjugué médicamenteux formé avec la 

benzylpénicilline (BP), la HSA-BP, qui a été identifié comme responsable de l’activation des LT 

spécifiques chez les patients allergiques à la BP (Yvon et al. 1990, Brander et al. 1995, Meng et al. 2011, 

Nhim et al. 2013, Azoury et al. 2018). Chez les DCs, le mécanisme d’internalisation majoritaire de la 

HSA semble être la macropinocytose car les vésicules formées avaient une taille estimée à 0,5-3 µm et 

étaient formées après seulement deux minutes d’incubation ce qui est caractéristique des 

macropinosomes (Sallusto et al. 1995, Larsson et al. 1995, Larsson et al. 1997). Cette macropinocytose 
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de bioconjugués HSA-médicament a également été démontrée dans différentes études sur plusieurs 

types cellulaires (cellules HeLa, cellules pancréatiques) (Ichimizu et al. 2019, Liu et al. 2019). 

 

Figure 2. Les mécanismes de capture de l’antigène par les cellules dendritiques (adaptée de 

Roche et Furuta 2015) 

La capture de l’antigène est possible selon deux processus d’endocytose majeurs : l’endocytose à 

récepteurs et la macropinocytose. Les antigènes insolubles sont préférablement internalisés via 

l’endocytose à récepteurs (les récepteurs de la famille des lectines-C, le récepteur au mannose, les 

récepteurs au frament Fc des anticorps et le récepteur DC-SIGN) alors que les antigènes solubles sont 

ingérés en même temps que du liquide extracellulaire par macropinocytose. 

 

1.2.2 Les molécules du complexe majeur d’histocompatibilité 

 

 Les molécules du CMH ou molécules HLA (human leukocyte antigen) sont un groupe de 

glycoprotéines membranaires de la famille des immunoglobulines qui ont pour fonction de signaler la 

présence de structures étrangères aux LT (Altmann et Trowsdale 1989, Bjorkman and Parham 1990, 

Kelly et Trowsdale 2018).  Pour cela, elles se conjuguent aux peptides antigéniques produits à la suite 

de l’apprêtement cellulaire et les acheminent jusqu’à la membrane des DCs (Trowsdale et Knight 2013). 

Il existe deux grandes classes de molécules du CMH spécialisées dans la présentation de l’antigène : 
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les molécules du CMH de classe I (CMH I) et les molécules du CMH de classe II (CMH II) qui 

présentent les peptides antigéniques respectivement aux LT CD8+ et LT CD4+ (Figure 4) (Neefjes et al. 

2011, Kelly et Trowsdale 2018, Heijmans et al. 2020).  

Les molécules du CMH I sont exprimées sur toutes les cellules nucléées alors que les molécules 

du CMH II sont exprimées uniquement sur les CPA (Holland et al. 2013). Les molécules du CMH I 

comportent trois chaînes α (α1 et α2 extracellulaires et α3 transmembranaire) qui viennent s’associer de 

façon non covalente à une chaîne légère invariante : la β2 microglobuline. Les molécules du CMH II 

comportent deux molécules α (α1 extracellulaire et α2 intracellulaire) et deux molécules β (β1 

extracellulaire et β2 intracellulaire) (Figure 4) (Bjorkman and Parham 1990). Cette conformation permet 

aux molécules du CMH II une structure ouverte avec une plus grande poche de présentation des 

peptides. Ces molécules diffèrent donc également sur la longueur des peptides présentés : les 

molécules du CMH I peuvent contenir des peptides allant de 8 à 13 acides aminés alors que les 

peptides contenus par les molécules du CMH II peuvent aller jusqu’à 12 à 20 acides aminés. 

Concernant les peptides CMH I, ils se lient par deux résidus d’ancrages situés aux extrémités N- et C-

terminales des molécules du CMH de classe I (Holland et al. 2013). Les peptides CMH II, quant à eux, se 

lient via quatre points d’ancrage aux extrémités et également au centre des molécules du CMH de 

classe II. Ces dernières ayant une conformation ouverte, les extrémités des peptides les plus longs sont 

à l’extérieur de la poche et sont appelés les régions flanquantes (Kelly et Trowsdale 2018, Heijmans et 

al. 2020). 

Le système HLA est un ensemble de gènes localisés sur le chromosome 6. La région de classe I 

exprime uniquement trois gènes : HLA-A, HLA-B et HLA-C (Altmann et Trowsdale 1989). La région de 

classe II exprime efficacement 6 gènes : HLA-DP (A et B), HLA-DQ (A et B) et HLA-DR (A et B). Pour 

chaque gène, les locus A et B correspondent respectivement aux chaînes α et β du CMH II (Altmann et 

Trowsdale 1989). Les 260 gènes codants pour les molécules du CMH sont les plus polymorphes du 

génome humain ce qui résulte d’une grande diversité de peptides qui peuvent être présentés pour un 

seul et même individu (Bjorkman and Parham 1990, Trowsdale et Knight 2013, Apanius et al. 2017). Un 

changement unique dans le gène HLA peut modifier le type de peptide présenté et ainsi déclencher la 

reconnaissance par le T-cell receptor (TCR) des LT (Bharadwaj et al. 2012). Le polymorphisme de 

chaque individu est d’autant plus fort que chaque locus HLA est hétérozygote ce qui multiplie les 

recombinaisons possibles de ce gène. De ce fait, une nomenclature génomique des molécules HLA a 

été mise en place pour identifier et classer les différents polymorphismes (Figure 3). Cette 

nomenclature permet de repérer avec précision le gène codant pour la chaîne α ou β de la molécule 

HLA ainsi que l’allèle du gène en question (Trowsdale et Knight 2013, Apanius et al. 2017). 
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D’autres associations médicament-HLA ont été démontrées dans la littérature notamment 

celle de la carbamazépine (traitement de l’épilepsie) avec la molécule HLA-B*15 :02 dans la 

population asiatique (Ferrell et McLeod 2008, Chen et al. 2011) ou avec la molécule HLA-A*31 :01 

dans la population européenne (McCormack et al. 2011) ; celle de l’allopurinol (hypo-uricémiant) avec 

la molécule HLA-B*58 :01 dans les populations asiatiques (Kaniwa et al. 2008, Kang et al. 2011, Jung et 

al. 2011) et également celle de la flucloxacilline (antibiotique de la famille des β-lactamines (BL)) avec 

la molécule HLA-B*57 :01 responsable d’hépatites médicamenteuses graves (Daly et al. 2009, 

Bharadwaj et al. 2012, Monshi et al. 2013, Wuillemin et al. 2013) (Figure 3). 

 

1.2.3 L’apprêtement de l’antigène 

 

L’apprêtement de l’antigène est caractérisé par sa fragmentation en peptides antigéniques de 

taille variable. Selon l’origine de l’antigène, ce dernier sera préférablement orienté vers la voie 

exogène (pour les antigènes extracellulaires) ou vers la voie endogène (pour les antigènes 

intracellulaires) (Figure 4).  

Les antigènes extracellulaires sont endocytés par les DCs et subissent l’acidification de 

l’endosome précoce qui déclenche leur protéolyse par les cathepsines et autres protéases 

endosomales (Figure 4) (Neefjes et al. 2011, Jurewicz et Stern 2018, Heijmans et al. 2020). 

Parallèlement dans le réticulum endoplasmique (RE), les molécules du CMH II sont synthétisées et 

associées avec le peptide Class II-associated invariant chain peptide (CLIP) qui protège leur poche 

d’ancrage. La dernière étape est conduite par les molécules HLA-DM et consiste à remplacer la 

protéine CLIP par un peptide antigénique (Jurewicz et Stern 2018). Le complexe CMH II-peptide formé 

est ensuite dirigé vers la membrane plasmique pour être présenté aux LT CD4+ (Figure 4) (Bjorkman 

and Parham 1990, Holland et al. 2013, Trowsdale et Knight 2013). 

Les antigènes intracellulaires sont pris en charge par le protéasome afin d’être fractionnés en 

peptides (Figure 4). Le protéasome (26S) est un complexe d’une trentaine de protéines qui se 

regroupent en deux sous-unités : le cœur catalytique (ou sous-unité 20S) et les deux complexes 

régulateurs (ou sous-unités 19S). Ces sous-unités forment le protéasome 26S qui est responsable de la 

majorité de la dégradation non-lysosomale des protéines à l’intérieur des cellules (Kotsias et al. 2019, 

Heijmans et al. 2020). Lors de conditions pro-inflammatoires exposant les cellules à l’IFN-γ, les sous-

unités du protéasome forment l’immunoprotéasome spécialisé dans la génération de peptides 

antigéniques (Kloetzel et Ossendorp 2004, Kotsias et al. 2019). Les peptides antigéniques formés par 

protéolyse sont ensuite transportés par le complexe de chargement peptidique (PLC, peptide-loading 
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complex), formé par les protéines transporters associated with antigen processing (TAP), la protéine 

endoplasmic reticulum resident protein 57 (ERp57) et la calnexine-calréticuline, vers le RE pour être 

conjugués aux molécules du CMH I (Figure 4). Le complexe CMH I-peptide est ensuite orienté vers 

l’appareil de golgi pour être externalisé et présenté aux LT CD8+ (Figure 4) (Neefjes et al. 2011, 

Holland et al. 2013, Heijmans et al. 2020). Les antigènes extracellulaires peuvent également être 

présentés via les molécules du CMH I pour déclencher une réponse cytotoxique. On appelle ce 

mécanisme la « présentation croisée » que nous détaillerons dans la partie suivante. 

 

 

 

Figure 4. Présentation de l’antigène par les molécules du complexe majeur d’histocompatibilité 

(adaptée de Trowsdale et Knight 2013) 

La voie exogène met en jeux un apprêtement par les protéases endosomales suivi par une conjugaison 

aux molécules du CMH de classe II afin d’être présenté aux LT CD4+. La voie endogène met en jeux un 

apprêtement de l’antigène par le protéasome suivi par une conjugaison aux molécules du CMH de classe 

I afin d’être présenté aux LT CD8+. PLC = Peptide-Loading Complex ; CLIP = Class II associated Invariant 

Chain Peptide; DM = HLA-DM. 
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1.2.4 Le mécanisme de la présentation croisée 

 

 Classiquement, les antigènes extracellulaires sont présentés aux LT CD4+ via les molécules du 

CMH II (voie exogène) alors que les antigènes intracellulaires sont présentés aux LT CD8+ via les 

molécules du CMH I (voie endogène). Lorsque les DCs ne sont pas directement infectées par une 

infection bactérienne/virale, elles sont capables d’orienter les antigènes exogènes provenant des 

cellules infectées environnantes vers les molécules du CMH I afin d’activer directement une réponse 

cytotoxique par les LT CD8+ : c’est ce que l’on appelle la présentation croisée (Figure 5) (Amigorena 

et Savina 2010, Joffre et al. 2012).  

Plusieurs APC ont la capacité de faire de la présentation croisée mais cette dernière est 

majoritairement conduite par les DCs. En effet,  les cDC1 ont la caractéristique de posséder de faibles 

quantités de protéases endososomales ce qui favorise la formation d’endosomes précoces (Eisenbarth 

2019). Ces derniers sont caractérisés par une acidification lente et une faible capacité de dégradation 

des antigènes extracellulaires ce qui oriente préférentiellement vers une présentation croisée (Joffre et 

al. 2012, Merad et al. 2013, Alloati et al. 2016).  

Il existe deux voies majoritaires permettant de faire de la présentation croisée : la voie 

cytosolique et la voie vacuolaire (Figure 5) (Joffre et al. 2012). La voie cytosolique est la voie 

majoritaire où l’antigène est libéré dans le cytosol directement après avoir été endocyté pour être 

apprêté par le protéasome. Les peptides produits peuvent ensuite reprendre la voie classique en étant 

acheminés vers le RE et conjugués aux molécules du CMH I. Cette voie est donc sensible aux 

inhibiteurs du protéasome. Concernant la voie vacuolaire, l’antigène entre dans les DCs par 

endocytose et son apprêtement se fait par les protéases endosomales. Après cet apprêtement, les 

peptides sont conjugués aux molécules du CMH I à l’intérieur de l’endosome pour ensuite être 

acheminés à la membrane des DCs et être présentés aux LT. Cette voie n’est pas sensible aux 

inhibiteurs du protéasome mais elle est sensible aux molécules alcalinisant le contenu des endosomes 

telles que la chloroquine. 
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Figure 5. Mécanismes de la présentation croisée dans les cellules dendritiques humaines 

(adaptée de Joffre et al. 2012) 

Dans la voie cytosolique, les antigènes exogènes phagocytés sont exportés dans le cytosol où ils sont 

apprêtés par le protéasome pour être ensuite conjugués aux molécules du CMH de classe I.  Dans la voie 

vacuolaire, les antigènes exogènes sont apprêtés et conjugués aux molécules du CMH de classe I dans le 

phagosome. CMH I = molécule du complexe majeur d’histocompatibilité de classe I. 

 

1.3 La maturation des cellules dendritiques : le rôle des signaux de 

danger 

 

 Outre la présence d’un antigène, les DCs ont besoin de molécules dites « signaux de danger » 

pour déclencher un processus de maturation permettant la présentation efficace de l’antigène aux LT 

(Matzinger 1994). Nous allons en détailler les mécanismes dans cette partie.  
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1.3.1 Le rôle des signaux de danger 

 

L’antigène seul ne permet pas d’induire la maturation des DCs. Cette maturation n’est possible 

qu’en présence de signaux d’alarme, appelés « signaux de danger » (Matzinger 1994, Gallucci et 

Matzinger 2001, Matzinger 2002) qui vont alerter les DCs sur le caractère néfaste de l’antigène détecté 

et la nécessité de l’éliminer. La conséquence majeure de cette alerte est l’acquisition d’un phénotype 

mature (ou effecteur) des DCs contrairement au phénotype tolérogène qui est adopté en l’absence de 

signaux de danger (Matzinger 1994, Matzinger 2002). Ainsi, les DCs matures perdent leur capacité 

d’endocytose de l’antigène au profit de celle de la migration, de l’apprêtement et de la présentation de 

l’antigène.  

Il existe deux grandes familles de signaux de danger : les signaux de danger exogènes 

généralement portés par les pathogènes d’où leur nom « Pathogen associated molecular patterns » 

(PAMPs) ; ou les signaux de danger endogènes, généralement produits à cause de dommages 

cellulaires, appelés les « Damage associated molecular patterns » (DAMPs) (Gallucci et Matzinger 

2001, Matzinger 2002, Kaplan et al. 2012). Les PAMPs sont des signaux portés par les pathogènes tels 

que les bactéries, les virus ou les champignons. Ils peuvent être de différente nature : des acides 

nucléiques, des composants de la paroi fongique (β-glucane et α-mannane), des protéines 

bactériennes (flagellines) ou des composants de la paroi bactérienne comme le lipopolysaccharide 

(LPS) (Kaplan et al. 2012). Les DAMPs sont des molécules normalement présentes à l’intérieur des 

cellules qui se retrouvent excrétées dans le compartiment extracellulaire à cause d’un stress ou d’un 

processus de mort cellulaire. Les premiers signaux de danger endogènes à avoir été caractérisés 

étaient des cytokines pro-inflammatoires telles que le TNF-α et l’IL-1β (Gallucci et Matzinger 2001). Les 

DAMPs regroupent l’acide urique, les acides nucléiques, l’adénosine triphosphate (ATP), les espèces 

réactives de l’oxygène (ERO), la protéine high mobility group box 1 protein (HMGB1) sécrétée par les 

cellules nécrotiques, les β-défensines sécrétées par les neutrophiles activés, les protéines de choc 

thermique (HSP, heat shock proteins) et l’interféron gamma (IFN-γ) (Gallucci et Matzinger 2001, Kaplan 

et al. 2012, Schaefer 2014). Une nouvelle famille de signaux de danger a récemment été introduite : les 

« Nanoparticle-associated molecular patterns » (NAMPs) qui seraient les motifs portés par les 

nanoparticules (Fadeel 2012, Farrera et Fadeel 2015, Pallardy et al. 2017, Feray et al. 2020). Certaines 

molécules chimiques sont capables d’agir comme des signaux de danger sur les DCs. Par exemple, il a 

été montré que le dinitrochlorobenzène (DNCB) et le nickel augmentaient l’expression des molécules 

d’activation et de co-stimulation ainsi que la production de cytokines pro-inflammatoires (IL-6, IL-8 et 

TNF-α) sur un modèle de DCs humaines (Coutant et al. 1999, Manome et al. 1999, Tuschl et al. 2000, 

Boisleve et al. 2005, Antonios et al. 2009).  
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Ces signaux de danger sont détectés par les DCs via les Pattern recognition receptors ou 

PRR. Il existe différents types de PRR dont les plus connus sont les récepteurs Toll-like (TLR).  Il existe 

10 TLR numérotés de 1 à 10 chez l’Homme (Schaefer 2014, Satoh et Akira 2016). Les cDCs expriment 

l’ensemble des TLR alors que les pDCs expriment majoritairement les TLR 7 et 9. L’ensemble des TLR 

sont situés au niveau de la membrane plasmique à l’exception des TLR 3, 7, 8 et 9 qui sont exprimés au 

niveau de la membrane endosomale. Les TLR sont classés en fonction du type de signal de danger 

qu’ils reconnaissent. Les TLR 1, 2, 4 et 6 reconnaissent des lipides et des lipopeptides ; les TLR 3, 7, 8 et 

9 reconnaissent les acides nucléiques alors que le TLR 5 reconnaît les protéines et en particulier la 

flagelline bactérienne (Brennan et Gilmore 2018, Fulde et al. 2018). Le TLR4 est notamment connu pour 

reconnaître le LPS, un composant majeur de la paroi des bactéries à gram négatif (Satoh et Akira 2016, 

Brennan et Gilmore 2018). Plusieurs études ont également montré que le nickel était un ligand direct 

du TLR4 induisant une activation des voies d’activation des DCs (MAPK, NF-кB et JAK-stat) (Boisleve et 

al. 2005, Antonios et al. 2009, Schmidt et al. 2010, Rachmawati et al. 2013, Bechara et al. 2017). 

L’activation d’un TLR, à l’exception du TLR3, déclenche une voie dépendante de l’adaptateur MyD88 

(myeloid differentiation factor 88) aboutissant à l’activation des MAPK (mitogen-activated protein 

kinases) et de la voie du facteur de transcription NF-ĸB (nuclear factor kappa B) (Figure 6) (Kaplan et al. 

2012). Cette activation déclenche la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires telles que l’IL-1β (Yu et 

al. 2010). Le TLR3 passe par l’adaptateur TRIF (TIR-domain-containing adaptor protein inducing IFN-β) 

ce qui déclenche l’activation des facteurs de transcription IRF3 (IFN-regulatory factor 3) et NF-ĸB, 

aboutissant à la sécrétion d’IFN de type I (Figure 6) (Lim et Staudt 2013, Chen et al. 2015, De Nardo 

2015, Brennan et Gilmore 2018). Ces différentes voies cellulaires permettent l’activation des DCs et la 

sécrétion de cytokines pro-inflammatoires. 
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Figure 6. Les voies de signalisation des Toll-like receptors (adaptée de Lim et Staudt 2013) 

L’activation d’un TLR déclenche une voie dépendante de l’adaptateur MyD88 aboutissant à l’activation 

des voies MAPK et NF-ĸB aboutissant à la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires. Le TLR3 passe par 

l’adaptateur TRIF qui déclenche l’activation des facteurs de transcription IRF3 et NF-ĸB, aboutissant à la 

sécrétion d’IFN de type I. MyD88 = Myeloid Differentiation factor 88; MAPK = Mitogen-Activated Protein 

Kinases; NF-ĸB = Nuclear Factor kappa B; TRIF = TIR-domain-containing adaptor protein inducing IFN-

β; IRF3 = IFN-regulatory factor 3. 
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II. L’immunité adaptative médiée par la réponse 

lymphocytaire 

 

L’ensemble des mécanismes décrits précédemment déclenchent la maturation des DCs qui 

vont ainsi migrer vers les organes lymphoïdes et activer les LT. Dans cette partie, nous aborderons les 

mécanismes cellulaires et moléculaires de la réponse lymphocytaire, la seconde étape de la réaction 

immunitaire. 

 

2.1 Le répertoire des lymphocytes T naïfs 

 

Le répertoire T d’un individu se caractérise par l’ensemble des LT naïfs qu’il possède ainsi que leur 

spécificité antigénique. Chaque LT est spécifique d’un antigène qu’il reconnaît via le récepteur TCR. Le 

TCR est un hétérodimère composé de deux chaines polypeptidiques, majoritairement α et β, codées 

par les gènes V (variable), D (diversité, uniquement pour les chaînes β), J (jonction) et C (constant) 

(Figure 8) (Nikolich-Zugich et al. 2004, Takaba et Takayanagi 2017). La diversité du répertoire T est liée 

aux recombinaisons aléatoires des différents gènes du TCR. Le génome humain et le réarrangement αβ 

génèrent plus de 1015  TCR différents (Nikolich-Zugich et al. 2004, Zarnitsyna et al. 2013, de Greef et al. 

2021). Cette combinaison unique pour chaque TCR donne lieu à trois domaines hypervariables qui 

vont permettre une interaction spécifique avec un antigène donné (CDR1, CDR2 et CDR3). Un 

hétérodimère αβ TCR s'associe à des paires uniques de molécules de couplage CD3 (CD3γε, CD3δε et 

CD3δδ) qui permettent la transduction du signal d’activation. Les molécules CD4 et CD8 sont des 

corécepteurs qui assistent et stabilisent la reconnaissance TCR/CMH (van der Merwe et Dushek 2011, 

Malissen et Bongrand 2015). 
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Figure 8. Structure du récepteur des cellules T (adaptée de Malissen et Bongrand 2015) 

Un hétérodimère TCR αβ s'associe à des paires uniques de molécules CD3 (CD3γε, CD3δε et CD3δδ) 

contenant des motifs ITAM (représentés par une paire de points). La phosphorylation des motifs ITAM par 

la protéine tyrosine kinase LCK conduit à l'activation de ZAP-70, qui phosphoryle à son tour l'adaptateur 

LAT, amplifiant le signal d’activation. La reconnaissance des molécules de co-stimulation CD28 avec les 

molécules CD80-CD86 à la surface des CPA est amorcée par la LCK ce qui maintient l'engagement du 

TCR. APC = antigen-presenting cell; CDR = complementarity-determining region; ITAM = 

immunoreceptor tyrosine-based activation motif; LAT = linker for activation of T cells; TCR = T cell 

receptor. 

 

Les précurseurs des LT, appelés les thymocytes, se développent dans le thymus où ils subissent un 

processus de sélection strict par lequel les cellules immatures double positif (CD4+CD8+) sont 

sélectionnées en fonction de la réactivité de leur TCR face aux peptides du soi présentés par les 

molécules du CMH des cellules épithéliales thymiques (Sprent et Surh 2011) (Figure 9). Cette sélection 

thymique aboutit à l’élimination de plus de 90% des thymocytes (Klein et al. 2014, Takaba et 

Takayanagi 2017). En effet, le processus de sélection négative permet la suppression des thymocytes 

ayant une forte affinité pour ces peptides, tandis que la sélection positive permet la survie des 

thymocytes ayant une faible affinité de leur TCR pour les peptides du soi. Les thymocytes sélectionnés 

sont ensuite différenciés en cellules matures simple positif (CD4+CD8- et CD4-CD8+) avec un 
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phénotype naïf caractérisé par l’expression des marqueurs CD45RA et CCR7 (Sprent et Surh 2011, 

Kondo et al. 2018). Ces cellules sont maintenues en vie par un cocktail cytokinique riche en IL-7 ainsi 

qu’avec les signaux de survie induits par l’interaction de leur TCR avec les peptides du soi présentés 

par les CPA (Figure 9) (Kondo et al. 2018). Lors d’une réponse immunitaire, ces LT naïfs réagissent avec 

les épitopes dont ils sont spécifiques et s’activent pour devenir des cellules effectrices. Après la 

réaction, ces cellules survivent et forment des cellules T mémoires caractérisées par l’expression du 

marqueur CD45RO (Woodland et Kohlmeier 2009).  

 

 

Figure 9. Processus de sélection thymique des lymphocytes T (adaptée de Sprent et Surh 

2011) 

Les processus de sélection négative et positive permettent la différenciation de cellules matures 

simples positives dont la survie est maintenue par l’IL-7 et les signaux de survie induits par les 

interactions de leur TCR avec les peptides du soi présentés par les APC. En périphérie, la présentation 

d’un peptide étranger aux LT naïfs spécifiques déclenche leur activation et leur différenciation en 

cellules effectrices. DP = double-positive thymocyte; SP = single positive thymocyte; FRC = 

fibroblastic reticular cells; TEC = thymic epithelial cells. 
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2.2 La synapse immunologique : présentation et activation des 

lymphocytes T 

 

Lorsque les DCs détectent un antigène, et en présence de signaux de danger, elles sont activées et 

migrent vers les organes lymphoïdes pour activer les LT naïfs via la présentation des peptides 

antigéniques par les molécules du CMH. L’activation des LT naïfs spécifiques par les DCs nécessite trois 

signaux (Bakdash et al. 2013, Chen et Flies 2013).  

Le premier signal d’activation passe par la reconnaissance du complexe CMH/peptide par le TCR 

des LT ce qui induit une réorganisation de l’expression des molécules de surface facilitant la synapse 

entre la DC et le LT (Chen et Flies 2013).  

Cette réorganisation permet l’arrivée du second signal d’activation, appelé le signal de co-

stimulation, qui est médié par les molécules de co-stimulation (i.e. CD80 et CD86), particulièrement 

exprimées sur les DCs matures. Ces molécules se lient avec la molécule CD28 exprimée 

constitutivement à la surface des LT, favorisant leur activation (Figure 10) (Dustin 2014, Finetti et 

Baldari 2018, Tittarelli et al. 2020). La conséquence de cette liaison est une augmentation de la 

prolifération et de la survie des LT marquées par une augmentation de la sécrétion d’IL-2 (Boise et al. 

1995, Bakdash et al. 2013). Ce signal de co-stimulation est complété par l’interaction de la molécule 

CD40 avec son ligand CD40L présent chez les LT. L’interaction CD40/CD40L active la voie NF-кB 

induisant ainsi un maintien de l’activation et de la survie des DCs (Caux et al. 1994, Bakdash et al. 

2013). Les molécules Cytotoxic T lymphocyte-associated antigen-4 (CTLA-4) sont exprimées sur les LT 

activés et de façon constitutive sur les LT régulateurs (Olive et al. 2011). Ces molécules entrent en 

compétition avec les molécules CD28 pour la liaison avec les molécules CD80/CD86 et déclenchent un 

signal inhibiteur (Bakdash et al. 2013, Chen et Flies 2013). En effet, la liaison des molécules de co-

stimulation CD80/CD86 avec CTLA-4 induit une inhibition de la prolifération des LT et de la sécrétion 

d’IL-2 (Olive et al. 2011, Bakdash et al. 2013). Chez les LT conventionnels, ce mécanisme sert de rétro-

contrôle négatif pour éviter une activation lymphocytaire excessive. Un autre récepteur lymphocytaire, 

plus étudié dans le domaine de l’oncologie, peut déclencher une réponse anergique : le récepteur 

programmed cell death 1 (PD-1). Sa liaison avec son ligand (PD-L1, programmed cell death ligand 1), 

exprimé par les DCs, induit une inhibition de la prolifération et de la survie des LT (Figure 10) (Bakdash 

et al. 2013).  

Le troisième signal d’activation est assuré par la sécrétion de cytokines par les DCs telles que l’IL-

12, l’IL-23, l’IL-10 et le TNF-α. Ces dernières sont indispensables à la survie et la polarisation des LT que 

nous détaillerons dans la partie suivante (De Jong et al. 2005, Blanco et al. 2008). 
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Figure 10. La synapse immunologique et les signaux de co-stimulation et co-inhibition (adaptée 

de Finetti et Baldari 2018) 

L’activation des LT naïfs par les DCs est contrôlée par des signaux de co-stimulation et co-inhibition. Un 

signal d’activation passe par la reconnaissance du complexe CMH/peptide par le TCR des LT. Le second 

signal d’activation (signal de co-stimulation) est médié par la reconnaissance des molécules de la famille 

B7 (CD80 et CD86) des CPA avec la molécule CD28 des LT. Au contraire, des signaux inhibiteurs peuvent 

être déclenchés si les molécules B7 se lient au CTLA-4 ou si le récepteur PD-1 se lie avec son ligand PD-

L1 exprimé par les DCs. CTLA-4 = Cytotoxic T Lymphocyte-associated Antigen-4; PD-L1 = Programmed 

cell Death Ligand 1; PD1 = Programmed cell Death 1; LT = Lymphocyte T. 
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2.3 La polarisation des lymphocytes T 

 

Notre travail de thèse s’intéresse à l’impact de l’environnement cellulaire sur la réponse 

lymphocytaire T spécifique des BL. Plusieurs études montrent que cet environnement cellulaire (i.e. 

stress, infections), encore appelé épimmunome, influence directement le comportement et la sécrétion 

de cytokines par les DCs (Swamy et al. 2010, Kamekura et al. 2016). Le cocktail cytokinique sécrété se 

fait donc en fonction de la menace détectée et déclenchera la polarisation des LT « helper » vers les 

réponses Th1, Th2, Th17 ou Th22 (Deenick et al. 2011). 

En présence d’une infection virale, bactérienne ou fongique, les DCs sécrètent de l’IL-12 qui est 

détectée par les LT induisant la transcription du facteur de transcription t-Bet et une réponse de type 

Th1 (Figure 11) (Blanco et al. 2008, Walsh et Mills 2013, Yoshimoto 2018, Zhu 2017). Les LT Th1 

sécrètent de l’IFN-γ qui déclenche l’activation des macrophages et l’élimination des pathogènes 

intracellulaires (De Jong et al. 2005, Zhu et al. 2010, Walsh et Mills 2013, Yoshimoto 2018).  

Un contexte cellulaire riche en IL-4 induit la transcription du facteur de transcription GATA-3 et 

une réponse de type Th2 caractérisée par la production d’IL-4, d’IL-5 et d’IL-13 (Figure 11) (Murphy et 

Stockinger 2010, Zhu et al. 2010). Les LT Th2 sont essentiels pour lutter contre les infections par les 

helminthes et dans le développement des réactions allergiques car ils permettent une activation des 

basophiles, des éosinophiles et des LB induisant une production d’anticorps spécifiques d’isotype IgE.  

La présence de champignons ou de bactéries à gram négatif induit la sécrétion d’IL-23 et d’IL-

1β par les DCs. Ces cytokines sont captées par les LT et induisent la transcription du facteur ROR-γT 

conduisant vers une réponse Th17. Les LT Th17 sécrètent de l’IL-17 (A et F) et de l’IL-22 qui induisent 

un chimiotactisme des polynucléaires neutrophiles et engendrent la destruction des pathogènes 

extracellulaires et une inflammation (Figure 11) (Zhu et al. 2010, Walsh et Mills 2013). 

Une inflammation tissulaire peut engendrer la production d’IL-6 et de TNF-α par les LC ou les 

DCs ce qui induit une orientation vers une réponse Th22 (Figure 11). Malgré un facteur de 

transcription commun (ROR-γT), la réponse Th22 est distincte de la polarisation Th17 car elle est 

caractérisée par la sécrétion d’IL-22 et de TNF-α en absence d’IL-17A ce qui induit des effets anti-

inflammatoires protecteurs responsables de la reconstruction tissulaire et de la cicatrisation  cutanée 

(Deenick et al. 2011, Tian et al. 2012).  

Les LT CD8+ peuvent s’orienter vers deux profils de polarisation cytokinique. Un contexte 

cellulaire riche en IL-12 orientera la réponse vers un phénotype Tc1 (Tc pour LT cytotoxique) 

caractérisé par la sécrétion d’IFN-γ alors qu’un contexte cellulaire riche en IL-4 induira une réponse 
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3.1 La théorie de l’haptène 

 

Les médicaments ou les molécules chimiques ont un poids moléculaire trop faible (inférieur à 1000 

Daltons) qui ne permet pas leur détection par les CPA et empêche, en théorie, toute immunisation en 

réponse à ces composés (Pichler et al. 2011, Pichler et Haussmann 2016). La théorie de l’haptène est 

l’hypothèse la plus classique qui permet d’expliquer le mécanisme par lequel de tels antigènes de 

faible poids moléculaires, appelés les haptènes, peuvent déclencher une immunisation. Ce mécanisme 

s’explique par la capacité des haptènes à se conjuguer avec des protéines de plus haut poids 

moléculaire ce qui leur permet d’être détecté par les CPA et de déclencher une réaction immunitaire 

(Posadas et Pichler 2007, Pichler 2008). En effet, la formation de ce bioconjugué médicament-protéine 

crée de nouveaux épitopes pour lesquels aucune tolérance intrinsèque n’existe. Ces nouveaux 

antigènes déclenchent alors une réponse immunitaire adaptative encore appelée immunisation. La 

réaction d’hapténisation est favorisée par la haute réactivité des haptènes. Ces électrophiles puissants 

sont capables de former des liaisons covalentes avec les résidus nucléophiles des protéines, en 

particulier les lysines, les cystéines et les histidines (Posadas et Pichler 2007, Pichler 2008, Pichler et 

Haussmann 2016). Le pouvoir allergisant d’une molécule chimique est donc directement corrélée à sa 

réactivité face aux protéines et à sa capacité de former des bio-conjugués (Martin et al. 2010).  

 

3.2 Les différents types d’haptènes 
  

Il existe quatre types d’haptènes qui vont différer par leur capacité plus ou moins directe à se 

conjuguer aux protéines : les haptènes classiques, les pré-haptènes, les pro-haptènes et les haptènes 

non classiques.  

 

3.2.1 Les haptènes classiques 

 

Les haptènes classiques sont des molécules réactives qui peuvent se fixer directement aux 

protéines sans modification préalable pour déclencher une réaction immunitaire (Pichler et al. 2011). 

Les BL sont un exemple d’haptène classique car elles présentent une réactivité chimique directe via 

l’ouverture de leur cycle β-lactame (Ariza et al. 2015, Castells et al. 2019). Ce dernier subit des attaques 

nucléophiles, le plus souvent par les résidus lysine des protéines, ce qui induit une réaction 

d’hapténisation (Jenkins et al. 2013, Stone et al. 2014, Meng et al. 2017). Cette conjugaison protéine-



50 
 

médicament peut avoir lieu à l’intérieur des cellules (hapténisation intracellulaire) ou à l’extérieur des 

cellules (hapténisation extracellulaire). Les protéines majoritaires qui s’hapténisent en extracellulaire 

avec les BL dans la circulation sanguine sont la HSA, les chaînes lourdes d’immunoglobulines et la 

transferrine (Magi et al. 1995, Ariza et al. 2012, Ariza et al. 2014).  

La HSA, au centre de notre étude, est un polypeptide d’environ 66 kDa synthétisé dans le foie. 

C’est la protéine plasmatique la plus abondante avec une concentration d’environ 40 g par litre de 

sang (Fasano et al. 2005, Ariza et al. 2012). Plusieurs études ont ainsi démontré la présence de 

bioconjugués HSA-BL dans le sang de patients allergiques (Yvon et al. 1988, Yvon et al. 1989, Yvon et 

al. 1990, Brander et al. 1995, Meng et al. 2011). Cette hapténisation a été démontrée avec de 

nombreuses BL dont la BP (Meng et al. 2011, Nhim et al. 2013, Scornet et al. 2016, Azoury et al. 2019, 

Bechara et al. 2019), la flucloxacilline (Jenkins et al. 2009), l’amoxicilline (Ariza et al. 2012), l’ampicilline 

(Magi et al. 1995), la piperacilline (Whitaker et al. 2011, Jenkins et al. 2013) et l’aztréonam (Jenkins et al. 

2013). Les liaisons covalentes étaient créées par la formation d’une liaison amide entre un résidu lysine 

de la HSA et le groupement carboxylique du noyau β-lactame. Plusieurs travaux ont permis d’identifier 

les sites de liaison de la BP sur la HSA : les lysines 190, 195, 199, 432, 541 et 545 (Yvon et al. 1988, Yvon 

et al. 1989, Yvon et al. 1990, Scornet et al. 2016, Azoury et al. 2018). Plusieurs études ont montré que 

ces sites de fixation variaient en fonction des molécules médicamenteuses. Par exemple, les sites de 

liaisons préférentiels pour la pipéracilline étaient les lysines 190, 195, 432 et 541 (Whitaker et al. 2011) 

alors que pour l’amoxicilline, seules les lysines 190, 199 et 541 étaient conjuguées avec la molécule 

médicamenteuse (Ariza et al. 2012). Concernant la flucloxacilline, les lysines hapténisées étaient les 

lysines 190 et 212 (Jenkins et al. 2009, Tailor et al. 2016). Concernant la BP, au centre de notre étude et 

considérée comme un modèle de référence, les travaux de notre équipe ont permis de mettre en avant 

la reconnaissance de peptides candidats dérivant du bioconjugué HSA-BP (identifiés par une approche 

in silico) par les LT CD4+ naïfs de donneurs sains (Nhim et al. 2013, Azoury et al. 2018). Ces peptides 

(PT-BP, KV-BP, et FS-BP) contenaient une molécule de BP hapténisée sur les lysines 159, 525 et 212 

(Scornet et al. 2016). Plusieurs lignées de LT spécifiques de ces peptides-BP reconnaissaient également 

le bioconjugué HSA-BP et inversement, appuyant ainsi la théorie de l’haptène. Deux de ces peptides 

immunodominants (Lys 159 et 525) étaient également reconnus par des PBMC de patients allergiques, 

confirmant leur rôle dans l’immunisation et la réaction allergique des patients (Azoury et al. 2018). 

La HSA est la protéine la plus abondante du sérum humain et, par conséquent, est considérée 

comme la principale cible pour l’hapténisation des BL. Cependant, d’autres protéines sériques 

représentent de bons candidats pour la réaction de conjugaison. Plusieurs études ont montré que les 

BL étaient capables de s’hapténiser avec la transferrine, les chaînes légères et les chaînes lourdes 

d’immunoglobuline et l’haptoglobine (Magi et al. 1995, Ariza et al. 2014, Martin-Serrano et al. 2020). 
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L’étude d’Ariza et al. a également démontré qu’à des concentrations plasmatiques équivalentes entre 

la HSA et la transferrine, la conjugaison de l’amoxicilline avec la transferrine serait dix fois plus élevée 

que celle avec la HSA (Ariza et al. 2012). Dans ces expériences, de nombreuses protéines abondantes 

du sérum n’avaient pas formé de bioconjugué avec les BL démontrant ainsi un mécanisme 

d’hapténisation sélectif et indépendant de l’abondance protéique.  

Selon la théorie de l’haptène, les molécules médicamenteuses peuvent se conjuguer aux 

protéines intracellulaires et extracellulaires. L’hapténisation avec des protéines intracellulaires est 

beaucoup moins étudiée dans la littérature. L’étude d’Ariza et al. était l’une des premières à identifier 

une hapténisation de l’amoxicilline avec des protéines intracellulaires (le propionyl coenzyme A et la 

pyruvate carboxylase) dans les macrophages RAW264.7 (Ariza et al. 2014). Par la suite, l’étude de 

Sánchez-Gómez et al., conduite avec l’amoxicilline dans la lignée de LB RPMI 8866, a permis de 

confirmer le processus d’hapténisation intracellulaire avec l’identification de nouvelles cibles : le facteur 

d’élongation 2 (Elongation Factor 2, EF-2), la protéine de choc thermique 70 (Heat Shock Protein 70, 

HSP-70) et l’α-enolase (Sánchez-Gómez et al. 2017). Plus récemment, le travail de Waddington et al. a 

permis d’identifier une hapténisation de la flucloxacilline avec différentes protéines intracellulaires 

dont les protéines 14-3-3 et le facteur d’élongation 1α dans les cellules C1R-B*57 :01 (Waddington et 

al. 2020). Les peptides générés étaient spécifiquement présentés par les molécules HLA-B*57 :01. 

Bechara et al. ont également démontré un processus d’hapténisation intracellulaire de la BP impliqué 

dans l’activation de LT CD8+ naïfs spécifiques chez des donneurs sains (Bechara et al. 2019). Ces 

travaux ont permis de montrer que le bioconjugué HSA-BP formé en extracellulaire, responsable de 

l’activation des LT CD4+ naïfs, n’était pas reconnu par les LT CD8+ naïfs des donneurs. L’utilisation de 

la molécule libre de BP a permis de mettre en évidence une activation des LT CD8+ naïfs spécifiques 

de façon dépendante de la concentration du médicament. Cette activation était dépendante des 

molécules du CMH de classe I et de l’apprêtement du protéasome, confirmant l’emprunt de la voie 

endogène chez les DCs (Bechara et al. 2019). Les résultats précédents ont eu un impact 

particulièrement important dans ce domaine de recherche car ce sont les premiers à avoir démontré 

que le processus d’hapténisation extracellulaire ne permettait pas l’activation de l’ensemble des LT 

naïfs. Dans certains cas, notamment pour l’activation de LT CD8+ cytotoxiques, qui sont en cause dans 

de nombreuses réactions allergiques, un processus d’hapténisation alternatif (à l’intérieur des cellules) 

est nécessaire. Ce projet de doctorat s’inscrit à la suite de cette étude et vise à identifier les protéines 

hapténisées avec la BP libre à l’intérieur des DCs, permettant ainsi l’orientation vers la voie endogène 

et l’activation des LT CD8+ naïfs. 
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3.2.2 Les pro-haptènes 

 

 Les pro-haptènes ont besoin d’une réaction enzymatique pour devenir des métabolites 

réactifs (Kaplan et al. 2012, Esser et Martin 2017, Nepal et al. 2019). Ces réactions sont conduites par 

des enzymes de métabolisation situées au niveau des barrières physiologiques cutanées, intestinales 

ou pulmonaires. Le plus souvent, la métabolisation est conduite par des enzymes de phase I, 

essentiellement l’alcool ou l’aldéhyde déshydrogénase et les cytochromes P450 (CYP450) (Kaplan et al. 

2012).  

Dans le cadre de l’allergie médicamenteuse, le foie est le principal lieu de bio-activation pour 

les médicaments administrés par voie orale, ce qui favorise la synthèse de métabolites réactifs. Le 

sulfaméthoxazole (SMX) est un exemple typique de pro-haptène. Ce composé nécessite d’être 

métabolisé en sulfaméthoxazole-hydroxylamine (SMX-NHOH) via le cytochrome CYP2C9 ou la 

myéloperoxidase. Ce métabolite subit ensuite une oxydation spontanée pour donner le nitroso-

sulfaméthoxazole (SMX-NO), un haptène réactif vis-à-vis des protéines environnantes (Naisbitt et al. 

1999, Naisbitt et al. 2002, Manchanda et al. 2002, Callan et al. 2009, Ogese et al. 2015).  

 Malgré le manque d’informations à ce sujet, plusieurs autres médicaments semblent se 

comporter comme des pro-haptènes. C’est le cas de la carbamazépine, un anti-convulsivant très 

prescrit responsable de réactions allergiques graves telles que des hépatites médicamenteuses et des 

syndromes de Stevens-Johnson (SSJ). Ces réactions sont fortement associées avec les allèles HLA-

B*15 :02 dans la population asiatique (Ferrell et McLeod 2008, Chen et al. 2011) ou HLA-A*31 :01 

dans la population européenne (McCormack et al. 2011). Concernant le mécanisme, la carbamazépine 

est d’abord métabolisée (majoritairement par les CYP3A4, CYP2C19, CYP3A5, CYP3A7, CYP1A2 et la 

myéloperoxidase) pour donner plus de 30 métabolites différents qui sont responsables de son 

hapténisation avec les protéines (Pearce et al. 2005, Pearce et al. 2008). Entre autres, les formes 

hydroxy-carbamazépine, les formes carbamazépine-epoxide et la carbamazépine iminoquinone ont 

montré leur capacité à se conjuguer aux protéines afin d’induire une réaction allergique (Lu et Uetrecht 

2008, Kang et al. 2008, Higuchi et al. 2012, Faulkner et al. 2014).  

La névirapine est également un pro-haptène puisque les cycles aromatiques de cette molécule 

sont métabolisés en époxydes/arènes oxydes réactifs responsables de la conjugaison avec les résidus 

cystéine et histidine de protéines circulantes telles que la HSA et/ou l’hémoglobine (Caixas et al. 2012, 

Meng et al. 2013, Faulkner et al. 2014, Yip et al. 2017). En effet, le métabolite 12-hydroxy-névirapine, 

produit par la double action des CYP3A4/2B6 semble être responsable du rash cutané induit par la 

névirapine chez l’Homme (Sharma et al. 2013a, Sharma et al. 2013b, Yip et al. 2017). 
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3.2.3 Les pré-haptènes 

 

 Les pré-haptènes ont besoin d’une transformation chimique (non enzymatique) pour 

devenir des haptènes réactifs et se conjuguer aux protéines (Lepoittevin 2006). Le plus souvent, il s’agit 

d’une oxydation par l’oxygène atmosphérique ou d’une photo-activation par les ultra-violets (Esser et 

Martin 2017). La plupart des pré-haptènes sont des molécules chimiques non médicamenteuses. C’est 

le cas du d-limonène, un terpène non sensibilisant qui nécessite une oxydation par l’air pour devenir 

un hydroperoxyde allergisant (Divkovic et al. 2005, Karlberg et al. 2008). Egalement, la p-

phénylènediamine, utilisée dans les colorations capillaires, subit une auto-oxydation au niveau de la 

peau qui va donner des quinonediimines électrophiles particulièrement réactives (Pot et al. 2013). Ces 

dernières subissent des réactions d’oxydo-conjugaison avant de donner une base de Brandowski 

(dérivé comportant trois molécules de p-phénylènediamine) qui elle est capable de se conjuguer aux 

protéines pour induire une réaction allergique (Jenkinson et al. 2010, Faulkner et al. 2014). 

 

3.2.4 Les haptènes non classiques 

 

 Les haptènes non classiques sont le plus souvent des métaux et se caractérisent par le fait que, 

contrairement aux haptènes classiques, leur hapténisation n’aboutit pas à des liaisons covalentes avec 

les protéines (Thierse et al. 2005, Bechara et al. 2021). Ces métaux, tels que le nickel, le cobalt ou 

encore le chrome forment des complexes géométriques avec des liaisons de coordination. Par 

définition, cela implique que leurs liaisons aux protéines sont réversibles et se recombinent de manière 

fréquente (Thierse et al. 2005). Cette diversité de liaisons explique la difficulté à caractériser les 

épitopes mis en cause dans les allergies aux métaux.  

Le nickel est la cause la plus fréquente d’allergie de contact dans le monde. Ce dernier ne 

devient sensibilisant que lorsqu’il est transformé en ions Ni2+ par la corrosion de l’air ce qui le rend 

réactif et lui permet de former des complexes de coordination avec les protéines (Artik et al. 1999, 

Franken et al. 2015). Parmi ces protéines, la HSA est un candidat idéal car c’est l’une des protéines les 

plus abondantes de la peau. Il a ainsi été démontré que la présence du complexe HSA-nickel dans les 

co-cultures in vitro déclenchait une réponse lymphocytaire spécifique du nickel pouvant être 

responsable des réactions allergiques observées chez les patients (Martin et al. 2006). Le nickel est 

également capable de se lier avec d’autres protéines présentant des sites de conjugaison riches en 

histidine telles que certaines protéines chaperones (e.g. la HSP70) (Jin et al. 2003, Heiss et al. 2005), des 

protéines du cytosquelette (la tubuline et l’actine) (Dalledonne et al. 1999, Heiss et al. 2005) et la 

protéine Erp44 (endoplasmic reticulum resident protein 44) (Martin et al. 2006). 
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3.3 Les différents mécanismes de reconnaissance des molécules 

chimiques par les lymphocytes T 

 

 Classiquement, l’immunisation contre les molécules chimique se fait en suivant l’hypothèse de 

l’haptène : le conjugué haptène-protéine est apprêté par les DCs puis présentés aux LT via les 

molécules du CMH ce qui déclenche une réponse lymphocytaire. Dans certains cas, les molécules 

chimiques sont assez réactives pour venir se lier directement et de manière non covalente aux 

molécules du CMH et/ou aux TCR permettant une reconnaissance par les LT sans passer par une étape 

d’hapténisation. Cette liaison peut se faire à l’intérieur (pharmacological-interaction concept) ou à 

l’extérieur (altération du répertoire peptidique du soi) de la poche d’ancrage des molécules du CMH 

où sont présentés les peptides. Dans cette partie, nous détaillerons ces principaux mécanismes de 

liaison directe par lesquels les molécules chimiques peuvent être reconnues et induire une réponse 

lymphocytaire.  

 

3.3.1 Le pharmacological-interaction concept  

 

Le pharmacological-interaction concept (p-i concept) est le mécanisme par lequel une molécule 

chimique de faible poids moléculaire peut interagir de façon directe et non covalente avec les 

molécules du CMH (p-i HLA) et /ou les TCR (p-i TCR) (Figure 12) (Schnyder et al. 1997, Pichler 2008, 

Pichler et al. 2011, Pichler et Hausmann 2016). 

Ce mécanisme a été démontré dans plusieurs études relatant une activation immédiate des lignées 

de LT spécifiques issues de patients de façon indépendante de l’apprêtement antigénique effectué par 

les CPA (Schnyder et al. 1997, Zanni et al. 1998a, Zanni et al. 1998b, Schnyder et al. 2000, Keller et al. 

2010). En effet, dans ces études, l’inhibition de l’apprêtement des CPA induite par l’exposition au 

glutaraldéhyde ne diminuait pas l’activation des lignées de LT reconnaissant le médicament, 

contrairement aux mécanismes dépendants de l’hapténisation. De plus, cette activation quasiment 

immédiate n’était pas compatible avec le mécanisme d’apprêtement cellulaire qui nécessite au moins 

soixante minutes (Pichler 2008).  

Les molécules qui ont été identifiées utilisant le p-i concept sont le sulfaméthoxazole (Schnyder et 

al. 1997, Zanni et al. 1998b, Schnyder et al. 2000), la phénytoïne (Mauri-Hellweg et al. 1995), la 

carbamazépine (Mauri-Hellweg et al. 1995), la lidocaïne (Zanni et al. 1998a, Zanni et al. 1998b) et la 

ceftriaxone (Zanni et al. 1998b). Ces molécules utilisent majoritairement le p-i TCR sauf pour 

l’allopurinol qui utilise le p-i HLA. Certaines molécules sont capables de se lier à la fois aux molécules 
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du CMH (p-i HLA) et aux TCR (p-i TCR). C’est le cas de la carbamazépine qui a des interactions 

préférentielles avec les molécules HLA-B*15 :02 et les TCR Vβ-11-ISGSY+ des individus, de façon 

indépendante de l’apprêtement antigénique (Ko et al. 2011, Wei et al. 2012). 

Le métabolisme du médicament peut également jouer un rôle dans le p-i concept. C’est 

notamment le cas pour l’allopurinol, un traitement hypo-uricémiant très utilisé, responsables de 

réactions allergiques sévères avec des SSJ, des nécroses épidermiques toxiques (TEN) et des 

syndromes de DRESS (Drug Reaction with Eosinophilia and Systemic Symptoms) (Yun et al. 2013, Yun 

et al. 2014, Stamp et al. 2015, Stamp et Chapman 2020). Le mécanisme de la réaction allergique de 

cette molécule est lié à sa métabolisation hépatique qui génère un métabolite réactif : l’oxypurinol. 

Plusieurs études ont montré que les patients allergiques étaient sensibilisés à l’oxypurinol de façon 

dépendante de la dose du médicament. Dans ces études, la prédominance les lignées de LT 

spécifiques de l’oxypurinol chez les patients allergiques pouvait s’expliquer par la conversion rapide de 

l’allopurinol en oxypurinol in vivo (Yun et al. 2013). L’étude de Yun et al. a permis de comprendre le 

mécanisme plus en détail en démontrant que l’allopurinol comme l’oxypurinol étaient capables de 

déclencher une activation directe et immédiate des LT spécifiques avec un mécanisme de p-i concept 

(Yun et al. 2014). Certaines études ont également démontré une prédisposition génétique liée au fait 

que l’oxypurinol était capable de se lier (p-i HLA) plus facilement avec les molécules HLA-B*58 :01, 

favorisant ainsi le déclenchement des réactions allergiques (Stamp et al. 2015, Stamp et Chapman 

2020). En effet, dans ces méta-analyses les patients HLA-B*58 :01 positifs traités par l’allopurinol 

avaient 80 à 97 fois plus de risque de déclencher une réaction allergique (Somkrua et al. 2011). Il est 

néanmoins important de noter que le p-i concept n’était pas exclusif de cet allèle puisqu’il a 

également été démontré chez des donneurs HLA-B*58 :01 négatifs (Yun et al. 2014).  

 

3.3.2 L’altération du répertoire peptidique du soi 
 

L’altération du répertoire peptidique du soi est un autre mécanisme alternatif conduisant à 

l’activation des LT face aux molécules chimiques. Ce mécanisme a été évoqué suite à la caractérisation 

de l’hypersensibilité à l’abacavir et postule qu’une molécule médicamenteuse peut modifier le 

recrutement des peptides dans la poche des molécules du CMH, permettant à un répertoire 

inapproprié de peptides du soi d’être présent dans cette poche et de déclencher une réponse 

lymphocytaire allogénique.  

En effet, plusieurs études montrent que l’abacavir est capable de modifier spécifiquement la 

forme et la chimie des poches de fixation des molécules HLA-B*57 :01 aboutissant à la modification du 
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3.3.3 L’origine du répertoire T naïf reconnaissant les molécules chimiques 

 

Les mécanismes par lesquels les LT naÏfs reconnaissent les molécules médicamenteuses sont 

encore mal compris. Ces composés étant de nature artificielle, la question actuelle est de savoir si la 

sélection de LT naïfs spécifiques est un phénomène commun, s’il est limité aux patients allergiques ou 

s’il n’existe pas (Bechara et al. 2021). Il existe 1020 à 1061 recombinaisons du répertoire TCR possible qui 

se répartissent aléatoirement via des processus de sélection stricts au sein des 1012 LT qui constituent 

chaque individu (Arstila et al. 1999, Zarnitsyna et al. 2013, de Greef et al. 2020). Au vue d’une telle 

diversité, il est statistiquement probable que certaines recombinaisons donnent un TCR 

accidentellement réactif vis-à-vis de certains complexes peptide-médicament. 

Une autre hypothèse qui a été formulée est que l’hapténisation du médicament sur la protéine 

d’intérêt pourrait orienter vers un apprêtement différent au sein des DCs. Les peptides générés 

seraient ainsi des peptides « rares » dont les LT spécifiques n’auraient pas pu être éliminés lors de la 

sélection thymique. Ces LT réagiraient ainsi contre ces peptides « rares » hapténisés avec le 

médicament ce qui déclencherait une réponse immunitaire (Bechara et al. 2021).  Cette hypothèse a 

notamment été démontrée avec les LT CD8+ spécifiques du trinitrophényle dans un modèle murin. Les 

molécules du CMH I concernées présentaient habituellement des peptides de 8 acides aminés avec 

une tyrosine ou une phénylalanine en position 5 et des acides aminés aliphatiques hydrophobes en 

position 8. Dans ce modèle, l’administration de tels peptides n’induisait aucune réaction 

lymphocytaire. Néanmoins, l’ajout de trinitrophényle en position 4 de la séquence peptidique 

conduisait à l’activation des LT CD8+, prouvant ainsi l’impact de la molécule médicamenteuse sur un 

peptide habituellement non immunogène (Martin et al. 1992). Le cas de l’abacavir peut également 

illustrer cette hypothèse puisqu’il qui modifie l’apprêtement des protéines du soi à l’intérieur des DCs 

et crée de nouveaux déterminants antigéniques rares qui seront davantage reconnus par les LT naïfs 

spécifiques qui n’ont pas pu être éliminés dans le thymus. 

La réactivité chimique de l’haptène est responsable du nombre de protéines qui peuvent se 

conjuguer au médicament. Une réactivité chimique élevée augmente le nombre d’épitopes produits et, 

par conséquent, augmente le nombre de LT naïfs recrutés qui portent chacun un TCR différent (Esser 

et al. 2014). Il a ainsi été montré que les sensibilisants de contact forts induisaient une activation 

lymphocytaire polyclonale (Martin et al. 2003). De façon similaire, les BL sont capables de se lier aux 

lysines de différentes protéines (que nous avons détaillé précédemment) ce qui génère de nombreux 

peptides différents pouvant chacun être reconnu par les LT naïfs. De plus, la liaison d’une BL à une 

lysine peut générer plus d’un peptide immunogène ce qui multiplie et augmente davantage le 

répertoire de LT naïfs impliqué dans la reconnaissance et l’immunisation aux BL (Meng et al. 2018). 
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Dans le cas des BL, plusieurs études ont montré qu’un tel répertoire de LT naïfs spécifiques du 

médicament est également présent chez les donneurs sains non allergiques (Nhim et al. 2013, Azoury 

et al. 2018). Ces derniers résultats suggèrent donc que la majorité de la population possède le matériel 

immunologique nécessaire et que la seule présence du répertoire spécifique du médicament ne suffit 

pas pour aboutir à une réaction allergique. Certains co-facteurs que nous aborderons dans le Chapitre 

3 (i.e. environnementaux, génétiques, pathologiques) pourraient faire basculer un terrain tolérogène 

vers un terrain allergique.  
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Chapitre 2 : Physiopathologie des 
hypersensibilités médicamenteuses :  
cas particulier des β-lactamines 
 

I. Définition et classification des hypersensibilités 

 

1.1 Définitions 
 

Les allergies médicamenteuses ou hypersensibilités font parties des effets indésirables des 

médicaments qui sont définis par l’OMS (Rapport de l’OMS n°498, 1972) comme « une réponse nocive 

et non voulue se produisant aux posologies normalement utilisées chez l’Homme pour la prophylaxie, 

le diagnostic ou le traitement d’une pathologie ». Ainsi, ces effets indésirables se distinguent des 

symptômes liés au surdosage accidentel ou délibéré.  

Les effets indésirables des médicaments, également appelés Adverse Drug Reaction (ADR), 

sont divisés en différentes classes selon que leur apparition soit prévisible (type A) ou non (type B) 

(Aronson et Ferner 2003, Edwards et Aronson 2000). Les ADR de type A représentent 85% des ADR et 

sont dépendantes du mécanisme pharmacologique du médicament. Un exemple d’ADR de type A sont 

les somnolences entraînées par certains antihistaminiques (Farnam et al. 2012, Pichler et Hausmann 

2016). Les allergies médicamenteuses font partie des ADR de type B qui regroupent les réactions 

imprévisibles dites idiosyncratiques (Pichler 2003, Demoly et al. 2007). Ces réactions représentent un 

problème de santé publique majeur car elles sont totalement indépendantes de la pharmacologie du 

médicament. De ce fait, elles sont rarement détectées au cours des phases non cliniques et cliniques et 

peuvent engendrer des arrêts tardifs du développement du médicament, des retraits d’autorisation de 

mise sur le marché et des surcoûts liés à la prise en charge des patients affectés. Ces ADR de type B 

dépendent à la fois du terrain génétique du patient mais aussi des facteurs environnementaux que 

nous détaillerons dans le chapitre suivant. 
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1.2 La classification des hypersensibilités 
 

Les hypersensibilités peuvent être divisées en deux classes : les hypersensibilités non 

allergiques et allergiques (Demoly et al. 2007, Farnam et al. 2012, Pichler et Hausmann 2016). 

 

1.2.1 Les hypersensibilités non-allergiques 

 

Les hypersensibilités non-allergiques impliquent une activation directe de récepteurs ou 

d’enzymes situées dans les cellules du système immunitaire inné (e.g. basophiles, mastocytes, 

monocytes, éosinophiles) de façon indépendante des acteurs du système immunitaire adaptatif (i.e. 

IgE, IgG ou LT spécifiques du médicament) (Farnam et al. 2012, Pichler et Hausmann 2016). 

L’apparition des symptômes se fait dans la majorité des cas dès le premier contact avec la molécule 

médicamenteuse. 

Ces réactions sont assez fréquentes et ont notamment été décrites avec les fluoroquinolones 

(Subramanian et al. 2016), les agents neuromusculaires bloquants (Spoerl et al. 2017), les 

chimiothérapies (e.g. taxanes, L-asparaginase) (Farnam et al. 2012), la vancomycine (Hoelen et al. 2007), 

les anti-inflammatoires non stéroïdiens (AINS) (Ponvert et Scheinmann 2007) et les produits de 

contraste iodés (Hamamura-Yasuno et al. 2020). 

Les mécanismes d’action de ces hypersensibilités non-allergiques sont divers et varient en 

fonction des molécules médicamenteuses étudiées. L’un des mécanismes décrits, notamment avec les 

fluoroquinolones et les agents neuromusculaires bloquants, est la liaison directe de ces molécules au 

récepteur MRGPRX2 (MAS-related G protein-coupled receptor X2) à la surface des mastocytes ce qui 

déclenche leur dégranulation (Subramanian et al. 2016, Spoerl et al. 2017). Cette dégranulation libère 

des médiateurs tels que la tryptase et l’histamine qui sont responsables des réactions anaphylactoïdes 

observées (Varricchi et al. 2019). Il a également été décrit, notamment avec les produits de contraste 

iodés, des mécanismes non-allergiques induits par une activation directe du système du complément 

(Szebeni 2004). Cette activation aboutit à la libération d’anaphylatoxines (C3a et C5a) qui, après la 

liaison à leurs récepteurs respectifs (C3aR et C5aR) à la surface des mastocytes et des basophiles, 

déclenchent également leur dégranulation. Un autre mécanisme alternatif a également été observé 

avec les AINS. Ces médicaments agissent par inhibition des cyclooxygénases et de la synthèse de 

prostaglandines ce qui entraîne la synthèse de leucotriènes responsables d’angio-oedèmes et de 

bronchoconstriction non-allergiques (Kowalski et al. 2013, Pichler et Hausmann 2016). 
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1.2.2 Les hypersensibilités allergiques 

 

Les hypersensibilités allergiques sont dépendantes de mécanismes immunologiques 

spécifiques du médicament médiés par les IgE, les IgG ou les LT (Farnam et al. 2012) (Figure 15). Ces 

mécanismes ont été classés selon la classification de Gell et Coombs qui a été modifiée par Pichler en 

2010 (Pichler et al. 2010, Dispenza 2019). Les hypersensibilités dépendantes de la sécrétion d’anticorps 

sont les hypersensibilités de type I, II et III alors que les hypersensibilités indépendantes de la 

sécrétion d’anticorps sont les hypersensibilités de type IV. 

 

Les hypersensibilités dépendantes de la sécrétion des anticorps 

 

Le mécanisme des hypersensibilités de type I se déroule en deux phases. La première phase est 

une phase de sensibilisation, où la molécule médicamenteuse est détectée et présentée par les CPA 

aux LT CD4+ auxiliaires. Ces derniers permettent l’activation des LB et la production d’anticorps 

spécifiques (IgE) qui se lient aux mastocytes et aux basophiles (Figure 15) (Kaplan et al. 2012, Stone et 

al. 2014). La deuxième phase est une réaction d’élicitation : l’antigène vient effectuer un pontage entre 

deux immunoglobulines spécifiques à la surface des mastocytes/basophiles ce qui provoque leur 

dégranulation (Mertes et Laxenaire 2004, Greenberger et Ditto 2012, Spoerl et al. 2017). Les granules 

libérées contiennent des médiateurs tels que l’histamine, la tryptase, la prostaglandine D2 et la 

bradykinine qui induisent une vasodilatation ainsi qu’une augmentation de la perméabilité capillaire ce 

qui va conduire à des œdèmes (Figure 13) (Serafin et Austen 1987). Les granules contiennent 

également des leucotriènes (C4, D4 et E4) dont l’action spasmogène conduit à une 

bronchoconstriction, une augmentation de la production de mucus et un angio-oedème (Serafin et 

Austen 1987). Certaines études conduites avec les agents neuromusculaires bloquants ont également 

démontré que ces signes cliniques pouvaient être déclenchés par le pontage d’IgG à la surface des  

monocytes, des macrophages ou des neutrophiles induisant la sécrétion spécifique du platelet-

activated factor (PAF) et la présence de Neutrophil Extracellular Trap (NET) (Jönsson et al. 2019).  

Les signes cliniques observés lors de ces réactions dépendantes de la sécrétion des anticorps (IgE 

et IgG) sont divers allant de l’urticaire jusqu’à la manifestation clinique la plus grave : le choc 

anaphylactique (Brown et al. 2004, Zambonino et al. 2013, Azevedo et al. 2018). Pour en faciliter le 

diagnostic, ces symptômes ont été classés par grade selon leur gravité (Brown et al. 2004) : 

- Grade 1 - léger : apparition de troubles cutanés et sub-cutanés (érythèmes et urticaires 

généralisés) éventuellement accompagnés de rhinites, d’œdèmes péri-orbitélaires et d’angio-
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Les hypersensibilités de type II sont dites cytotoxiques ou cytolytiques. Lors de ces réactions, 

l’antigène est exprimé à la surface de certaines cellules (e.g. les globules rouges) et est reconnu par des 

anticorps (IgG) circulants. La reconnaissance de l’antigène par les anticorps déclenche une activation 

du système du complément aboutissant à la lyse cellulaire. Les maladies relevant de ce mécanisme 

sont essentiellement des anémies hémolytiques (pénicilline, céphalosporine) et des 

thrombocytopénies (sulfaméthoxazole, quinine) (Pichler et al. 2010, Dispenza 2019). 

Les hypersensibilités de type III sont induites par la formation de complexe IgG ou IgM-

médicament circulants qui s’accumulent dans le système circulatoire et déclenchent l’activation du 

système du complément (Eggleton 2005). Cette activation induit le recrutement de polynucléaires 

induisant des liaisons tissulaires de type vascularites (rituximab, infliximab). 

 

Les hypersensibilités indépendantes de la sécrétion des anticorps 

 

Dans ce travail de thèse nous nous intéresserons particulièrement aux réactions indépendantes 

de la sécrétion des anticorps qui sont regroupées sous le terme d’hypersensibilités de type IV. Ces 

réactions sont médiées par les LT et sont divisées en quatre sous-types selon la nature des LT 

impliqués : les LT CD4+ Th1 (type IV a), les LT CD4+ Th2 (type IV b), les LT CD8+ (type IV c) ou une 

réponse mixte CD4+ et CD8+ (type IV d) (Pichler et al. 2010, Dispenza 2019). 

 

Les hypersensibilités de type IV a 

 

Dans les hypersensibilités de type IV a, la réponse est médiée par les LT CD4+ de type Th1 qui, 

activés par la molécule médicamenteuse, vont sécréter de l’IFN-ϒ pour recruter les macrophages afin 

de déclencher une réponse pro-inflammatoire (Figure 15) (Pichler et al. 2003, Pichler et al. 2010). Les LT 

Th1 sont également connus pour favoriser l’activation des LT CD8+ dans certaines réactions comme 

l’allergie de contact ou dermatite allergique (Pichler et al. 2003, Pichler et al. 2010). La dermatite 

allergique s’établit en deux phases : la phase de sensibilisation est la phase où l’antigène est détecté 

par les DCs et les LC qui migrent vers les ganglions lymphatiques et activent les LT naïfs (Watanabe et 

al. 2002, Vocanson et al. 2005). Ces LT sensibilisés vont ensuite migrer et se loger dans le derme 

jusqu’au second contact (ou phase d’élicitation) où ils sont directement activés et déclenchent la 

sécrétion de cytokines et de médiateurs pro-inflammatoires (e.g. IFN-γ, TNF-α, granzyme B, perforine) 

responsables des effets toxiques sur les kératinocytes (Watanabe et al. 2002, Peng et Novak 2015). Les 

signes cliniques apparaissent 1 à 3 jours après le second contact avec l’antigène et se manifestent par 
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un prurit intense, de l’érythème et des desquamations cutanées (Burkemper 2015). La sécheresse 

cutanée induit l’apparition de crevasses et de fissures majoritairement au niveau des mains et du 

visage. Ces lésions peuvent s’étendre au-delà de la zone de contact avec l’antigène (Streit et Braathen 

2001). 

 

Les hypersensibilités de type IV b 

 

Les hypersensibilités de type IV b sont médiées par des LT CD4+ de type Th2 qui sécrètent de 

l’IL-4, de l’IL-5 et de l’IL-13 en grande quantité provoquant ainsi la maturation des LB et l’activation des 

mastocytes et des polynucléaires éosinophiles (Figure 15) (Pichler et al. 2003, Pichler et al. 2010). La 

forme clinique la plus classique est le syndrome drug reaction with eosinophilia and systemic 

symptoms (DRESS) qui se manifeste environ 7 à 14 jours après la prise du traitement (second contact) 

sous la forme d’éruptions erythémateuses maculaires ou papuleuses qui commencent souvent sur le 

tronc et s’étendent ensuite de façon symétrique jusqu’aux extrémités (Yawalkar 2005, Roujeau 2005). 

Ces symptômes sont ensuite accompagnés d’atteintes plus sévères telles qu’une fièvre élevée, des 

œdèmes du visage, une érythrodermie et un prurit sévère (Bocquet et al. 1996, Pinto Gouveia et al. 

2016). Les signes cliniques du DRESS sont sévères avec des adénopathies diffuses et des atteintes 

viscérales, par conséquent, l’évolution n’est pas toujours favorable avec une mortalité d’environ 10% 

(Roujeau 2005).  

 

Les hypersensibilités de type IV c 

 

Les hypersensibilités de type IV c sont médiées par les LT CD8+ cytotoxiques qui s’immunisent 

et réagissent contre le médicament en deux étapes. Lors du premier contact, le médicament (ou 

métabolite réactif) se conjugue aux protéines environnantes pour former des bioconjugués 

médicament-protéines. Ces bioconjugués sont apprêtés et présentés par les DCs aux LT CD8+ qui 

s’immunisent contre le médicament. Lors du second contact, les cellules qui expriment les conjugués 

protéines-médicament à leur surface (telles que les kératinocytes ou les hépatocytes) sont détectées 

par ces LT CD8+ qui déclenchent leur mort cellulaire (Figure 15). En effet, l’activation du TCR par le 

complexe CMH I-peptide déclenche la libération de granules cytotoxiques contenant de la perforine, 

de la granulysine et des granzymes (Voskoboinik et al. 2015). La perforine et la granulysine sont des 

protéines capables de former des pores nanométriques dans les membranes plasmiques cellulaires. La 

formation de pores par la perforine et la granulysine permet l’entrée des granzymes (majoritairement 
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A et B chez l’Homme) qui activent les caspases et déclenchent l’apoptose cellulaire (Voskoboinik et al. 

2015). Un autre mécanisme cytotoxique utilisé par les LT CD8+ est lié à la surexpression du récepteur 

Fas par les kératinocytes activés (Viard et al. 1998, Murata et al. 2008). La liaison de ce récepteur Fas 

avec les molécules Fas-ligand (FasL) exprimées par les LT CD8+ conduit au recrutement de Fas 

associating protein with death domain (FADD) dont le domaine de mort permet l’activation des 

caspases 8 et 3 déclenchant une apoptose cellulaire responsable des dommages tissulaires (Nagata 

1997). Ainsi, les principaux signes cliniques qui en découlent sont liés à la lyse cellulaire engendrée sur 

les kératinocytes [dans le SSJ et la TEN] ou sur les hépatocytes [dans les hépatites médicamenteuse 

immunologique (drug induced liver injury, DILI)].  

Concernant les SSJ/TEN, le décollement et la nécrose cutanée surviennent en moyenne 7 à 21 

jours après la prise du médicament (second contact). Ces deux toxidermies bulleuses sont les formes 

les plus sévères des réactions cutanées et se distinguent par l’étendue des décollements cutanés qui 

peuvent comprendre entre 10% (SSJ) et plus de 30% (TEN) de la surface corporelle totale. Un élément 

diagnostic pour la TEN est le signe de Nikolsky positif caractérisé par un décollement de la peau sous 

forme d’ampoule après une forte pression avec les doigts sur de la peau visuellement saine (Roujeau 

2005). Les signes associés sont une forte fièvre, des atteintes des muqueuses, une hépatite (dans 10% 

des cas) et des signes intestinaux et pulmonaires (dont les épithéliums se décollent de façon similaire à 

la peau) (Roujeau 2005). L’origine médicamenteuse est identifiée dans plus de 70% des cas de SSJ/TEN 

(Roujeau 2005). L’évolution est souvent défavorable puisque le décès du patient a lieu dans 10% (SSJ) 

à 50% (TEN) des cas et les séquelles (cutanées et oculaires) ont été constatées chez 50 à 90% des 

patients (Roujeau 2005).  

Concernant le mécanisme des DILI immunologiques : lors de son passage dans le foie, le 

médicament (ou son métabolite) peut agir comme un haptène et se conjuguer avec des protéines 

environnantes telles que la HSA ou les CYP450 responsables de sa métabolisation (Robin et al. 1997, 

Pacitto et al. 2007, Kim et Naisbitt 2016, Waddington et al. 2020). La formation du conjugué 

médicament-protéine est détecté comme un néo-antigène qui est apprêté et présenté par les DCs aux 

LT CD8+ qui s’immunisent contre le médicament (Holt et Ju 2006). Lors d’un deuxième contact avec le 

médicament, les hépatocytes qui expriment les peptides-médicaments à leur surface (via les molécules 

du CMH I) sont dégradés par les LT CD8+ activés ce qui déclenche une lyse hépatocellulaire 

conduisant aux DILI. Ces réactions peuvent également être potentialisées par la réactivité intrinsèque 

de la molécule (ou de son métabolite) déclenchant la production de signaux de danger  (e.g. ERO, 

nécrose cellulaire, cytokines pro-inflammatoires) et l’activation des DCs hépatiques (Figure 14) 

(Uetrecht 1999, Kaplowitz 2004, Weaver et al. 2020). Les anomalies hépatiques observées dans les DILI 

peuvent être de deux types : les hépatites cytolytiques ou les hépatites cholestatiques (Yuan et 
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Kaplowitz 2013). Les hépatites cytolytiques sont dues à la nécrose hépatocellulaire qui déclenche une 

fatigue intense et une augmentation des transaminases. Dans le cas des hépatites cholestatiques 

(caractéristiques des DILI à la flucloxacilline), les lésions sont induites au niveau des cholangiocytes (ou 

le pôle biliaire des hépatocytes) ce qui induit la diminution voire l’arrêt du flux biliaire et, par 

conséquent, la cholestase. Le tableau clinique se traduit par une augmentation de la bilirubine 

conjuguée accompagnée par un ictère et un prurit (Pateron et al. 2009).  

 

 

Figure 14. Mécanismes des hépatites médicamenteuses immunologiques (extraite de Weaver et 

al. 2020) 

Le mécanisme des hépatites médicamenteuses immunologiques est lié à la réactivité du médicament (ou 

de son métabolite) qui est capable de s’hapténiser au niveau du foie pour former un néo-antigène qui 

sera présenté aux LT CD8+ par les DCs engendrant la mort cellulaire des hépatocytes.  
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Les hypersensibilités de type IV d 

 

Les hypersensibilités de type IV d sont médiées par les LT CD4+ et CD8+ qui, activés par la 

molécule médicamenteuse, sécrèteraient de l’IL-8 et du GM-CSF (Granulocyte Macrophage Colony 

Stimulating Factor) en grande quantité induisant le recrutement de polynucléaires neutrophiles dont 

l’infiltration crée les éruptions caractéristiques de la pustulose exanthémateuse aiguë généralisée 

(PEAG) (Figure 15) (Britschgi et al. 2001, Schmid et al. 2002, Pichler 2003, Roujeau 2005). La clinique 

est caractérisée par un érythème œdémateux qui débute brutalement moins de 2 jours après 

l’administration du médicament (second contact). Ces éruptions cutanées s’accompagnent de fièvre 

élevée, d’œdèmes de la face et des mains et d’ampoules localisées majoritairement sur le tronc 

(Roujeau 2005, Bommarito et al. 2013). L’élément diagnostic de la PEAG est l’hyperleucocytose à 

polynucléaires neutrophiles à l’origine des pustules dans la partie superficielle de l’épiderme (Mysore 

et Ghuloom 2003, Roujeau 2005). Le seul traitement curatif est l’arrêt de la molécule en cause. Après 

une desquamation cutanée, la résolution est favorable et se fait en moins de quinze jours (Beylot et al. 

1996).  

 

Figure 15. Classification des hypersensibilités médicamenteuses (adaptée de Dispenza 2019) 

Les hypersensibilités de type I sont des réactions médiées par les récepteurs aux IgE qui, après pontage par l’antigène,  

déclenchent la dégranulation des mastocytes et des basophiles. Les réactions de type II sont médiées par les IgG et 

provoquent la cytolyse des cellules exprimant l’antigène en raison de l'activation du complément. Les réactions de 

type III sont médiées par les complexes immuns IgG-médicament circulants qui déclenchent le recrutement des 

neutrophiles et une inflammation vasculaire locale. Les réactions de type IV sont médiées par les LT Th1 (IVa), Th2 

(IVb), les LT CD8+ (IVc) ou mixte (IVd).  
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II. L’allergie aux β-lactamines 
 

 Les BL sont la classe d’antibiotiques la plus prescrite. En Europe et aux Etats-Unis, elles 

représentent plus de 60% des prescriptions d’antibiotiques (Bush et Bradford 2016). Ce sont également 

les médicaments les plus fréquemment mis en cause dans les hypersensibilités médicamenteuses. En 

effet, elles représentent 75% des allergies qui surviennent à l’hôpital et 8% de la population américaine 

a un historique d’allergie à la pénicilline (Gomes et Demoly 2005, Macy 2014). 

 

2.1 Mécanisme d’action et structure des β-lactamines 
 

2.1.1 Mécanisme d’action des β-lactamines 

 

La paroi bactérienne est un composant bactérien vital qui permet aux bactéries (gram négatif 

et positif) de garder leur structure rigide et de résister à la pression osmotique. Les protéines de liaison 

à la pénicilline (PLP) sont des transpeptidases impliquées dans la synthèse du peptidoglycane, l’un des 

composants majeurs de la paroi bactérienne (Sauvage et al. 2008). En 1965, Tipper et Strominger ont 

démontré pour la première fois une similarité structurelle entre la BP et le substrat naturel des PLP. 

Grâce à cette similarité, les BL peuvent se fixer sur les PLP par ouverture du cycle β-lactame et inhiber 

la synthèse du peptidoglycane aboutissant à une paroi bactérienne non fonctionnelle et la mort 

cellulaire (Tipper et Strominger 1965, Bush et Bradford 2016). 

 

2.1.2 Mécanismes de résistance aux β-lactamines  

 

Certaines souches bactériennes sont capables de développer des mécanismes de résistance 

qui diminuent leur sensibilité aux antibiotiques. Il existe trois mécanismes principaux de résistance aux 

BL : l’hydrolyse du cycle β-lactame, la modification de la cible (les PLP) et la modification de la 

perméabilité membranaire à l’antibiotique (Poole 2004, Drawz et Bonomo 2010). Le principal 

mécanisme de résistance est l’inactivation de l’antibiotique par hydrolyse de la liaison amide du noyau 

β-lactame, empêchant ainsi le maintien de la fonction antibactérienne (Drawz et Bonomo 2010). Cette 

action est conduite par une famille d’enzymes appelées les β-lactamases. Grâce à leur structure 

semblable aux PLP, elles se lient de façon covalente aux BL et les inactivent (Neu 1986, Bush et 

Bradford 2016). 
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2.2 Epidémiologie de l’allergie aux β-lactamines 
 

La prévalence et l’incidence sont des paramètres de santé publique indispensables pour 

analyser l’état de progression des maladies au sein des populations. Ils représentent respectivement le 

pourcentage de cas existants et le pourcentage de nouveaux cas sur une période donnée. Plusieurs 

challenges viennent compliquer le calcul précis de l’incidence et la prévalence réelle de l’allergie aux 

BL. D’une part, la sensibilité des tests diagnostiques actuels n’est pas assez élevée pour connaitre le 

nombre réel de patients allergiques. En effet, la sensibilité des tests de référence (i.e. patch test, prick 

test et test intradermiques) varie entre 2.6% dans le diagnostic des hypersensibilités indépendantes 

des anticorps jusqu’à 70% dans le diagnostic des cas d’hypersensibilités médiées par les anticorps 

(Torres et al. 2001, Torres et al. 2009, Castells et al. 2019). D’autre part, les études épidémiologiques 

mises en place relatent rarement l’ensemble des réactions allergiques et/ou l’ensemble des molécules 

incriminées (Thong et Tan 2010).  

Les pénicillines sont les antibiotiques les plus prescrits avec l’amoxicilline en tête de liste 

(Macy 2014). Aux Etats-Unis, 8% de la population a un historique d’allergie à la pénicilline (Macy 2014). 

En Europe, l’amoxicilline (+/- acide clavulanique) représente 50% du total des allergies 

médicamenteuses. Les pénicillines sont ainsi la cause la plus fréquente d’allergie médicamenteuse avec 

une prévalence comprise entre 6 et 25% selon les pays (Mirakian et al. 2015, Torres et al. 2019, Castells 

et al. 2019). L’incidence de l’allergie aux pénicillines aux Etats-Unis en 2007 était estimée à 1,5% pour 

les femmes et 1,1% pour les hommes sur une étude de 411 534 patients (Macy et Poon K-Y 2009). 

L’amoxicilline est la BL la plus souvent mise en cause dans les allergies aux BL. Elle est suivie de 

l’ampicilline et en moindre quantité d’autres pénicillines et des céphalosporines (1%) (Fernandez et al. 

2017). Les signes cliniques les plus fréquents sont les réactions cutanées, telles que l’urticaire ou 

l’exanthème maculopapuleux, qui représentent 75% des réactions aux BL (Gomes et Demoly 2005, 

Chaabane et al. 2009, Castells et al. 2019). Les réactions anaphylactiques (dépendantes des anticorps) 

sont des réactions plus rares puisqu’elles se produisent seulement dans 0.0005% (administration par 

voie orale) à 0,001% (administration parentérale) des administrations de BL (Vardakas et al. 2018, 

Blumenthal et al. 2019).  

Ces réactions allergiques peuvent présenter des prédispositions génétiques. En effet, le 

déclenchement de DILI après l’exposition à la flucloxacilline est fortement associé avec les molécules 

HLA-B*57 :01 (Daly et al. 2009). En effet, l’activation des LT des patients avec des DILI induite par la 

flucloxacilline montraient des réactions spécifiques des molécules HLA-B*57 :01 (Monshi et al. 2013, 

Wuillemin et al. 2014). Egalement, l’apparition de DILI suite à l’administration d’amoxicilline-acide 

clavulanique a été associée dans plusieurs études avec les molécules HLA-DRB1*15 :01, les molécules 
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HLA-DQB1*06 :02 et les molécules HLA-A*02 :01 dans les populations européennes (Lucena et al. 

2011, White et al. 2015, Tailor et al. 2020). Néanmoins, le dépistage HLA n’est pas utilisé en routine 

pour prévenir l’allergie aux pénicillines du fait de sa faible valeur de prédiction positive. En outre, 

l’ensemble des patients allergiques ne possède pas la prédisposition génétique (Castells et al. 2019). 

 

2.3 Les formes cliniques de l’allergie aux β-lactamines 
 

Les BL sont responsables d’un large nombre de réactions allergiques dont la plus fréquente est 

l’urticaire allergique (Castells et al. 2019). Dans cette partie, nous détaillerons les différentes formes 

cliniques qui sont retrouvées dans l’allergie aux BL. 

 

2.3.1 Les réactions d’hypersensibilités dépendantes des anticorps 

 

 Les réactions d’hypersensibilités dépendantes de la sécrétion d’anticorps sont les réactions les 

plus souvent retrouvées dans le cadre de l’allergie aux BL (Romano et al. 2017). Ces réactions sont 

identifiées chez les patients grâce à l’utilisation de prick-tests et les tests intradermiques à lecture 

immédiate (Chaabane et al. 2009). Parmi ces réactions, plusieurs études ont permis de montrer que la 

manifestation la plus fréquente chez les patients était l’urticaire allergique (36,7 à 37,5%) suivi de 

l’angio-oedème (19,1 à 37,5%) et du choc anaphylactique (3,7 à 17,6%) (Nettis et al. 2001, Bousquet et 

al. 2007). Dans la majorité des cas (39,5%), ces symptômes apparaissaient moins d’une heure après 

l’administration de la molécule (second contact) ou, plus rarement (9,5% des cas), entre 1 et 6 heures 

après (Bousquet et al. 2007). Dans ces études, la BL le plus souvent responsable était l’amoxicilline et 

plus rarement la flucloxacilline et certaines céphalosporines (Azevedo et al. 2018).  

 

2.3.2 L’exanthème maculopapuleux 

 

 L’exanthème maculopapuleux est la réaction retardée la plus fréquente lors de l’allergie aux BL. 

En effet, une étude finlandaise réalisée sur  947 cas de réactions allergiques médicamenteuses 

cutanées a démontré que 81% de ces réactions étaient des exanthèmes maculopapuleux 

(Lammintausta et Kortekangas-Savolainen 2004). Parmi ces patients, les BL étaient mises en cause dans 

plus de 70% des cas. Ces résultats étaient confirmés par plusieurs autres études montrant que les BL 

les plus impliquées étaient l’amoxicilline et plus rarement certaines céphalosporines (céphalexine et 
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céfaclor), la pipéracilline et la BP (Romano et al. 2009, Zambino et al. 2013, Pinho et al. 2016, 

Atanaskovic-markovic et al. 2016).  

 

2.3.3 Le syndrome de Stevens-Johnson et la nécrose épidermique toxique 

 

 Dans certains cas, les patients développent des réactions cutanées plus graves telles que le SSJ 

et le TEN. Une étude épidémiologique allemande conduite sur 315 cas de SSJ et 259 cas de TEN a 

montré que les antibiotiques étaient la cause la plus fréquente (34% des SSJ  et 40% des TEN) (Schopf 

et al. 1991). Dans cette étude, les hommes étaient deux fois plus à risque que les femmes dans le SSJ 

alors que ce rapport était inversé pour les cas de TEN (i.e. deux fois plus de risque pour les femmes). 

Ces lésions évoluaient vers le décès du patient dans 1% des SSJ et dans 34% des TEN. Les BL les plus 

impliquées étaient l’amoxicilline et la pénicilline V. Ces résultats ont également été montrés par l’étude 

de Wong et al. sur 17 patients atteints de SSJ/TEN identifiant les BL comme la cause médicamenteuse 

la plus fréquente (Wong et al. 1999). Les symptômes cliniques décrits dans ces études étaient 

caractéristiques avec un érythème bulleux et une perte de peau allant de 10% dans les SSJ à 46% dans 

les cas de TEN accompagnés de troubles intestinaux (diarrhées et vomissements), de myalgie et de 

léthargie. Dans certaines études, ces symptômes pouvaient également se compliquer avec une 

septicémie, de l’anémie et une pneumonie (Dalli et al. 2007). 

 

2.3.4 Le syndrome de DRESS 

 

 Plusieurs études ont relevé des cas de DRESS après l’administration de BL. L’étude de Aouam 

et al. a notamment reporté deux cas de DRESS après l’administration de céfotaxime (Aouam et al. 

2012). Dans cette étude, les symptômes apparaissaient après 4 semaines de traitement avec de la 

fièvre, des rashs cutanés prurigineux et des œdèmes de la face. Les résultats sanguins montraient une 

hyperéosinophilie avec une hyperlymphocytose. Ces symptômes avaient complètement disparus 4 

semaines après l’arrêt de la céfotaxime. Les mêmes symptômes étaient observés dans l’étude de Diaz-

Mancebo et al. où l’introduction d’amoxicilline-acide clavulanique avait accentué l’hyperleucocytose 

avec une soudaine dyspnée et une pneumonie à éosinophiles (Diaz-Mancebo et al. 2012). Une étude 

prospective française conduite sur 10 patients atteints de DRESS confirmait également le rôle majeur 

de l’amoxicilline dans ces réactions allergique (70% des cas) (Ben-Said et al. 2015). 
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2.3.5 La pustulose exanthémateuse aiguë généralisée 

 

 Plusieurs études rapportent des cas de PEAG suite à l’administration de BL bien que cela reste 

des formes rares (Beylot et al. 1996, Roujeau 2005). Mysore et Ghuloom ont reporté un cas de PEAG 

suite à l’administration de trois BL différentes : la pipéracilline, la ceftazidime et le méropénème 

(Mysore et Ghuloom 2003). Lors de ces trois épisodes, les symptômes cliniques apparaissaient une 

semaine après l’administration de la molécule avec un érythème sévère accompagné de pustule sur 

l’ensemble du corps. Les résultats biologiques et les coupes histologiques montraient une 

hyperleucocytose et un œdème superficiel du derme avec des infiltrats de LT (CD4+ et CD8+). 

Bommarito et al. ont également répertorié un cas de PEAG suite à l’administration d’amoxicilline-acide 

clavulanique (Bommarito et al. 2013). Le patient avait un tableau clinique similaire à celui décrit 

précédemment avec un érythème accompagné de fièvre et d’une hyperleucocytose à neutrophiles. 

Une étude rétrospective conduite sur 5 ans a permis de montrer que les BL étaient la cause majeure de 

PEAG représentant 73,7% des cas de cette étude (Thienvibul et al. 2015). Dans cette étude, 15% de ces 

cas était détectés suite à l’administration de carbapénèmes (imipénème et méropénème) et 10% suite 

à l’administration d’amoxicilline. Les symptômes apparaissaient en moyenne 3 jours après la prise 

médicamenteuse et se présentaient sous la forme d’un érythème avec des pustules superficielles 

accompagnées dans 68,4% des cas d’hyperleucocytose à neutrophiles, dans 52,6% des cas de fièvre et 

dans 31,6% des cas d’œdème facial. Pour chacune de ces études, la résolution des lésions était 

spontanée après une dizaine de jours à l’arrêt du médicament. 

 

2.3.6 Drug-induced liver injury 

 

L’allergie aux BL peut également se manifester sous la forme de DILI (Björnsson 2017). Björnsson et 

Hoofnagle ont établi une classification des molécules médicamenteuses les plus impliquées dans les 

DILI. Cette classification compte 4 groupes classés de A (plus de 50 cas) à D (1 à 3 cas) selon les cas de 

DILI répertoriés depuis les années 1950 (Björnsson et Hoofnagle 2015).  

L’association amoxicilline-acide clavulanique est la principale cause d’hépatite 

médicamenteuse classée parmi la catégorie A (Larrey et al. 1992, Cundiff et Joe 2007, Leitner et al. 

2010, Meng et al. 2016, deLemos et al. 2016). En effet, au cours d’une étude prospective de deux ans 

sur les DILI en Islande, 35 252 patients ont été traités par l’amoxicilline-acide clavulanique. Au total, 1 

patient sur 2350 a développé une DILI. Chez les patients hospitalisés, le risque s’est avéré plus élevé 

puisque les DILI étaient retrouvées chez 1 sur 729 patients traités (Björnsson et al. 2013). Cette 

différence entre les patients ambulatoires et les patients hospitalisés n’était pas connue. Il est possible 
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que les patients les plus malades soient plus sensibles aux DILI ou que l’administration des 

antibiotiques par voie intraveineuse favorise l’apparition de réactions allergiques. Pour autant, il 

n’existe pas de données sur l’impact de la voie d’administration sur le déclenchement des DILI. Les 

lésions hépatiques dues à l’amoxicilline-acide clavulanique étaient typiques des DILI retardées 

apparaissant 16 à 30 jours après le début du traitement avec l’apparition d’une cholestase et d’un 

ictère (Lucena et al. 2006). Une étude épidémiologique espagnole a permis de montrer que les 

hommes étaient plus fréquemment atteints de DILI que les femmes (60% d’hommes contre 40% de 

femmes) (deLemos et al. 2016).  

Concernant les autres pénicillines incriminées, une étude épidémiologique suédoise a permis 

de montrer que la flucloxacilline était la deuxième BL la plus fréquemment mis en cause dans les DILI 

(Björnsson et Olsson 2005). L’incidence de la survenue de DILI après la prise de flucloxacilline est 

élevée puisqu’elle est estimée entre 6,1 et 8,5 cas pour 100 000 patients traités comparée à celle de la 

pénicilline V qui est de 0,3 pour 100 000 patients traités (Li et al. 2009, Wing et al. 2017). Le mécanisme 

impliqué dans le déclenchement des DILI liées à la flucloxacilline peut s’expliquer par différents 

mécanismes résumés dans la Figure 17. D’une part, la flucloxacilline en elle-même est capable de se 

conjuguer aux protéines (notamment la HSA et le CYP3A4) pour déclencher l’activation des LT CD8+ 

par la théorie de l’haptène avec, dans certains cas, une restriction pour les molécules HLA-B*57 :01  

(Jenkins et al. 2009, Carey et van Pelt 2005, Monshi et al. 2013, Waddington et al. 2020). Il a également 

été démontré que la flucloxacilline pouvait déclencher l’activation des LT CD8+ via le mécanisme du p-

i concept avec une restriction aux molécules HLA-B*57 :01 (Wuillemin et al. 2013). Conernant la 

restriction aux molécules HLA-B*57 :01, une étude récente a également permis de montrer que la 

flucloxacilline était capable de modifier les peptides présentés par ces molécules déclenchant ainsi 

l’activation des LT CD8+ par altération du répertoire peptidique du soi (Puig et al. 2021). En effet dans 

cette étude, les cellules traitées par la flucloxacilline présentaient une quantité plus importante de 

peptides contenant des tryptophanes sur la position carboxy-terminale avec des molécules de 

flucloxacilline hapténisées sur les lysines, ce qui déclenchait l’activation des LT CD8+. D’autre part, il a 

également été démontré que le métabolite produit par le CYP3A4 (la 5-hydroxymethyl flucloxacilline) 

était également capable de s’hapténiser avec les protéines laissant suggérer un mécanisme 

d’activation des LT CD8+ par la théorie de l’haptène (Jenkins et al. 2009, Weaver et al. 2020). Il a 

également été démontré que ce métabolite pouvait engendrer une cytotoxicité directe sur les cellules 

épithéliales biliaires (Lakehal et al. 2001). L’activation des LT CD8+ cytotoxiques qui résulte de ces 

mécanismes déclenche la destruction des cellules épithéliales biliaires et des hépatocytes (Nattrass et 

al. 2014, Nattrass et al. 2015). Les signes cliniques qui en découlent sont caractéristiques de la 

flucloxacilline et surviennent entre 1 et 45 jours après le début du traitement avec une hépatite 
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cholestatique non douloureuse accompagnée d’un ictère et d’une élévation des phosphatases 

alcalines et de la bilirubine (Olsson et al. 1992, Davies et al. 1994, Li et al. 2009, Wing et al. 2017). 

Certains cas de DILI suite à l’administration de céphalosporines ont également été rapportés. 

Dans la littérature, 25 cas ont été reportés suite à l’administration de céfazoline et 15 cas ont été 

reportés suite à l’administration de ceftriaxone depuis les années 1950 (Björnsson et Hoofnagle 2015). 

Une étude sur la cohorte DILIN entre les années 2004 et 2012 a relevé 19 cas de DILI suite à 

l’administration de céfazoline devenant ainsi le 6ème médicament le plus responsable de DILI dans cette 

étude (Alqahtani et al. 2015). Les lésions hépatiques apparaissaient 1 à 3 semaines après le début du 

traitement en prophylaxie pré-opératoire (en intraveineuse) sous la forme de cholestases.  

Le déclenchement de DILI suite à l’administration de BP ou de pénicilline V est beaucoup plus 

rare. En effet, seuls 9 cas de DILI ont été rapportés suite à l’administration de BP depuis les années 

1950 la classant dans la catégorie C (Björnsson et Hoofnagle 2015).  

 

Figure 17. Le mécanisme hépatotoxique de la flucloxacilline (adaptée de Weaver et al. 2020) 

La flucloxacilline peut engendrer des hépatites médicamenteuses en se conjuguant aux protéines et en 

activant les LT CD8+ par le mécanisme de l’haptène ou par un mécanisme de p-i concept restreint aux 

molécules HLA-B*57 :01. Elle peut également engendrer ces effets hépatotoxiques via son métabolite qui 

peut également agir comme un haptène ou engendrer une toxicité directe sur les cholangiocytes. 
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Chapitre 3 : Allergie et environnement 
 

I. Une augmentation croissante des allergies 

 

 Les maladies allergiques affectent 500 millions de personnes, soit 15% de la population 

mondiale (Linneberg 2000, Laaidi et al. 2011). Aucune étude ne s’est intéressée à l’augmentation des 

allergies médicamenteuses, néanmoins, les études épidémiologiques semblent s’accorder pour décrire 

une nette augmentation des allergies à travers le monde (Holt et Thomas 2005, Platts-mills 2015). 

Plusieurs études se sont intéressées à l’augmentation de la prévalence des cas de rhinites allergiques 

passant de 4 à 8% en Suisse (Skoner 2001), passant de 13,4% à 19,1% aux Etats-Unis (United States 

Environmental Protection Agency 2008, Mims 2014), doublant pour la Suède et quadruplant en 

Angleterre sur une dizaine d’années (Åberg 1989, Fleming et Crombie 1987, Howarth 1998). Certaines 

études épidémiologiques se sont concentrées sur l’augmentation des allergies alimentaires montrant 

une augmentation de la prévalence de 1,2% par décennie (Sicherer 2011, Savage et Johns 2015). 

Certains travaux ont également montré une augmentation des réactions anaphylactiques alimentaires 

(détection d’IgE spécifiques) passant de 1.2 à 2.4 pour 100 000 admissions hospitalières en Grande-

Bretagne (Tang et Mullins 2016). Ce chiffre a également doublé aux Etats-Unis et en Nouvelle-Zélande 

entre 2000 et 2011 (Kool et al. 2016, Tang et Mullins 2016, Motosue et al. 2018). La plus grande 

augmentation est observée en Australie passant de 5,6 à 8,2 pour 100 000 admissions entre 1998 et 

2012 (Mullins et al. 2015, Tang et Mullins 2016). Ces augmentations des réactions allergiques ont été 

également mesurées pour l’asthme avec un doublement de la prévalence de l’asthme chez l’enfant 

aux Etats-Unis et en Australie sur une vingtaine d’années (Figure 18) (Eder et al. 2006, United States 

Environmental Protection Agency 2008, Subbarao et al. 2009, Laaidi et al. 2011, Platts-mills 2015, 

Dharmage et al. 2019).  
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Figure 18. Augmentation de la prévalence de l’asthme à travers le monde (adaptée d’Eder et al. 

2006) 

Nous observons actuellement une augmentation mondiale des réactions allergiques. Cette figure 

représente l’augmentation de la prévalence de l’asthme (%) à travers 17 pays du monde entre les années 

1965 et 2005. 

 

II. Influence des facteurs environnementaux 

 

Dans les études citées précédemment, la période de temps sur laquelle a été mesurée 

l’augmentation des allergies est trop restreinte pour imputer de tels changements à des modifications 

génétiques de la population. C’est pourquoi, les facteurs dits « environnementaux », que nous 

étudierons dans la partie suivante, sont particulièrement suspectés (Wüthrich 1989, Howarth 1998). 

Dans cette partie, nous détaillerons les facteurs environnementaux connus pour influencer le 

déclenchement des allergies. 
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2.1 Les conditions climatiques 

 

 Le climat, et plus particulièrement le réchauffement climatique, peut influencer le 

déclenchement des maladies allergiques (Laaidi et al. 2011). Ce phénomène a particulièrement été 

étudié dans l’allergie aux pollens puisque le réchauffement climatique modifie les aires de répartition 

des producteurs de pollens allergisants en allongeant la saison de floraison et la quantité de pollen 

produite (Damialis et al. 2007, D'Amato et Cecchi 2008, Laaidi et al. 2011). Il a ainsi été montré que la 

production d’IgE spécifiques chez des personnes exposées aux pollens était plus forte lorsque les 

températures étaient plus élevées (Ahlholm et al. 1998). Ceci semblerait s’expliquer par le fait que les 

conditions climatiques seraient capables d’influencer la composition du grain de pollen et 

d’augmenter son potentiel allergisant (Ahlholm et al. 1998, Levetin et Van de Water 2008). Ce 

phénomène a été démontré notamment dans la composition du pollen de bouleau avec une 

augmentation des quantités d’allergène Betula verrucosa 1 (Bet v1) de façon proportionnelle à 

l’augmentation des températures (Ahlholm et al. 1998, Levetin et Van de Water 2008). Egalement avec 

l’ambroisie, un réchauffement de 3,5°C entraînait une augmentation de 30 à 50% de la quantité 

d’allergène Ambrosia artemisifolia 1 (Amb a1) (Ziska et al. 2003).  

 

2.2 La pollution atmosphérique 

 

Le déclenchement des allergies coïncidant avec les pics de pollution, la pollution 

atmosphérique est ainsi devenu l’un des principaux axes de recherche dans l’étude de l’augmentation 

des allergies environnementales (Trasande et Thurston 2005, Bonay et Aubier 2007, Baeza et Marano 

2007, Pénard-Morand et Annesi-Maesano 2008). Les composés les plus étudiés sont les particules de 

diesel (DEP) qui sont suspectées d’être la cause de l’augmentation des allergies induites par le trafic 

autoroutier (Montnemery et al. 2003, Pénard-Morand et Annesi-Maesano 2004, Heinrich et Wichmann 

2004). Une étude de l’exposition aux DEP chez 14 volontaires asthmatiques (concentrations 

équivalentes à un pic de pollution) a montré le déclenchement d’une crise marquée par 

l’augmentation de l’hyperréactivité bronchique, l’augmentation de la résistance des voies respiratoire 

et l’augmentation de la production d’IL-6 dans les expectorations (Nordenhäll et al. 2001). Des 

résultats similaires ont également été démontré avec des modèles murins (Sagai et al. 1996, Takano et 

al. 1997).  

Au niveau de l’effet adjuvant des DEP sur la réponse allergique face à un allergène, plusieurs 

études ont montré in vivo que les DEP avaient une action synergique avec les allergènes au niveau 
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respiratoire en augmentant la production d’IgE spécifiques et en favorisant une réponse lymphocytaire 

Th2 favorisant les allergies (Nel et al. 1998, Pandya et al. 2002, Pénard-Morand et Annesi-Maesano 

2008, Samuelsen et al. 2008). Ceci a notamment été démontré avec l’ambroisie où la concentration 

nasale d’IgE spécifiques chez l’Homme est augmentée après l’exposition aux DEP en comparaison avec 

l’exposition à l’allergène seul (Diaz-Sanchez et al. 1997). Egalement, chez la souris, la production 

d’anticorps spécifiques de l’ovalbumine est plus importante après une exposition combinée avec les 

DEP (Muranaka et al. 1986, Miyabara et al. 1998, Heo et al. 2001).  

Le mécanisme d’action proposé pour expliquer l’effet des DEP sur l’allergie respiratoire est un 

effet signal de danger/adjuvant. En effet, Provoost et al. ont montré une augmentation de l’expression 

des marqueurs d’activation (CD86) et de la migration des DCs pulmonaires chez les souris instillées 

avec des DEP (Provoost et al. 2009). Dans cette étude, les DCs traitées induisaient une augmentation 

de la réponse lymphocytaire dans les ganglions lymphatiques du médiastin caractérisée par une 

augmentation de la prolifération des LT (Provoost et al. 2009). Ces résultats furent appuyés par 

l’équipe de Porter et al. montrant in vitro l’augmentation de l’activation des DCs humaines exposée aux 

DEP (0,1-100 µg.mL-1 pendant 48 heures) (Porter et al. 2007). Cette activation était caractérisée par une 

augmentation de l’expression des molécules du CMH de classe II et de la production de cytokines pro-

inflammatoires (TNF-α, IL-6, IFN-γ et IL-12) (Porter et al. 2007). 

Ce mécanisme de signal de danger pourrait être un mécanisme indirect. En effet, Bleck et al. 

ont démontré une activation indirecte des DCs exposées aux DEP se produisant en réponse à 

l’augmentation de la sécrétion de thymic stromal lymphopoietin (TSLP) par les cellules épithéliales 

pulmonaires. Dans cette étude, l’activation des DCs était bloquée par l’utilisation d’anticorps anti-TSLP 

(Bleck et al. 2007). Cette activation indirecte pourrait également se faire via l’inflammation induite par 

les DEP. Effectivement, l’exposition de volontaires sains à des doses élevées DEP induisait une réponse 

inflammatoire caractérisée par une augmentation de la production de cytokines pro-inflammatoires 

qui pourraient être détectées comme signaux de danger par les DCs (Diaz-Sanchez et al. 1996, Salvi et 

al. 1999, Nordenhäll et al. 2000).  

 

2.3 Les infections virales 

 

L’immunité hétérologue est l’un des mécanismes proposés pour expliquer l’impact des 

infections virales dans le déclenchement de l’allergie médicamenteuse (Almeida et al. 2019). Ce 

modèle se développe en plusieurs étapes clés : (1) Le patient possède des CPA avec un allèle HLA à 

risque favorisant le développement de l’allergie médicamenteuse (2) le patient a une primo-infection 
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par un virus où les peptides viraux sont présentés via les molécules HLA à risque ce qui déclenche une 

prolifération en grande quantité de LT mémoires réactifs vis-à-vis de cet allèle HLA (3) plus tard au 

cours de sa vie, ce patient est exposé au médicament qui est « accidentellement » reconnu via une 

réactivité croisée de ces LT mémoires, ce qui déclenche l’allergie médicamenteuse (White et al. 2015) 

(Figure 19A). Concernant les pathogènes qui peuvent être responsables de cette immunité 

hétérologue, la famille des herpesvidae (human herpes virus, HHV) est la principale source d’antigènes 

persistants et de LT « cross-réactifs » de longue durée. En effet, les HHV sont des agents pathogènes 

omniprésents qui se distinguent par leur capacité à générer une infection virale de longue durée avec 

une latence cellulaire (Virgin et al. 2009). La conséquence directe de cette infection est la génération et 

la survie d’une large quantité de LT mémoires potentiellement réactifs vis-à-vis d’un allèle HLA à 

risque. Il a été démontré que ces LT mémoires spécifiques des virus de cette famille représentaient 

40% du répertoire total de LT CD4+ et 10% du répertoire total de LT CD8+ chez des patients infectés 

par le cytomégalovirus (CMV) (Komanduri et al. 2001, Sester et al. 2002, Sylwester et al. 2005). La survie 

de ces populations de LT mémoires est maintenue par les antigènes viraux produits lors des ré-

activations virales périodiques. A la suite de cela, l’activation de ces LT mémoires par le médicament 

peut se faire par différents mécanismes (théorie de l’haptène, p-i concept, altération du répertoire 

peptidique du soi) (Figure 19B) (White et al. 2015).  

Ce mécanisme est particulièrement suspecté dans les cas d’hypersensibilité à la 

carbamazépine. En effet, l’hypothèse est que les réactions allergiques cutanées graves (SSJ/NET) 

induites suite à l’administration de carbamazépine pourraient être expliquées par une infection due à 

un virus HHV cutané tel que le HSV-1 (Human Simplex Virus), HSV-2 ou le virus de la varicelle (White et 

al. 2015). Ce virus serait présenté spécifiquement par les molécules HLA-B*15 :02 déclenchant 

l’activation de LT CD8+ réactifs capables de reconnaitre la carbamazépine par réactivité croisée. 

L’hypothèse de l’immunité hétérologue a également été formulée dans l’hypersensibilité à l’abacavir 

où les symptômes plus généralisés pourraient s’expliquer par une infection à un virus HHV systémique 

(tel que le CMV, le virus Epstein Barr ou l’HHV-6) qui serait présenté de façon spécifique via les 

molécules HLA-B*57 :01. Les LT mémoires générés pourraient par la suite être capables de 

reconnaître l’abacavir par réactivité croisée (White et al. 2015). 

Plusieurs études ont également démontré un effet « signal de danger » des infections virales 

favorisant ainsi le déclenchement des réactions allergiques (Sullivan et Shear 2001, Pirmohamed et al. 

2002). Le virus de la grippe (influenza virus) et les virus HSV-1 et -2 sont notamment connus pour 

déclencher respectivement l’activation du TLR7 et du TLR9, de façon dépendante de l’adaptateur 

MyD88 (Lund et al. 2004, Ichinohe et al. 2009). Le signal de danger médié par les infections virales est 

également suspecté en clinique dans l’augmentation de l’apparition des rashs cutanés allergiques suite 
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à l’administration d’ampicilline en présence du virus Epstein Barr (Pullen et al. 1967, Shiohara et Kano 

2007). Les virus HHV-6 et -7 et le CMV ont également été mis en cause dans l’augmentation du risque 

de déclencher une forme sévère du DRESS en réaction à l’allopurinol (Suzuki et al. 1998, Descamps et 

al. 2003), à la sulfasalazine (Tohyama et al. 1998), et à la phénytoïne (Aihara et al. 2001).  

 

Figure 19. Le modèle de l’immunité hétérologue (adaptée de White et al. 2015) 

(A) Le mécanisme de l’immunité hétérologue comporte trois étapes clés : (1) la présence d’un allèle HLA à risque (2) 

une primo-infection virale qui déclenche la prolifération de LT réactifs vis-à-vis du virus présentés par l’allèle HLA à 

risque (3) une réactivité croisée de ces LT qui reconnaissent accidentellement le médicament administré plus tard au 

cours de la vie du patient (B) l’activation des LT peut se faire par différents mécanismes : la théorie de l’haptène, le 

pharmacological-interaction concept (p-i concept) ou l’altération du répertoire peptidique du soi. 
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III. Les signaux de danger immunologiques et l’allergie 
médicamenteuse 
 

3.1 Les différents types de signaux de danger associés aux molécules 

chimiques et aux médicaments 
 

La présence de signaux de danger déclenche l’activation des DCs vers un phénotype mature 

orientant la réponse vers une réponse immunogène (Gallucci et Matzinger 2001). Ces signaux de 

danger sont des signaux pro-adjuvants indispensables au déclenchement de la réponse lymphocytaire, 

néanmoins, leur nature n’est pas toujours connue en particulier dans l’allergie aux BL.  

Dans certains cas, l’antigène joue directement le rôle de signal de danger (Pallardy et Bechara 

2017). C’est le cas du nickel qui est un ligand direct du récepteur TLR4 (Schmidt et al. 2010, 

Rachmawati et al. 2013) induisant une activation des voies des MAPK, NF-кB et JAK-stat (Aiba et al. 

2003, Boisleve et al. 2005, Antonios et al. 2009, Bechara et al. 2017). Cette cascade d’activation se 

traduit phénotypiquement sur les DCs par l’augmentation des marqueurs d’activation CD83/CD86, 

l’augmentation de l’expression des molécules du CMH de classe II et la production de cytokines pro-

inflammatoires (Coutant et al. 1999, Manome et al. 1999, Tuschl et al. 2000). Dans le cadre de l’allergie 

médicamenteuse, la néviparine est connue pour avoir un effet signal de danger via son métabolite 

hépatique oxydé (Zhang et al. 2013). L’activation nécessaire au déclenchement de l’allergie est donc 

produite par l’allergène lui-même.  

Dans certaines situations, l’antigène induit la production de signaux de danger via l’interaction 

avec son environnement (Martin et al. 2011). C’est le cas du DNCB qui, par sa réactivité chimique, 

déclenche la production d’ERO responsables de la fragmentation de l’acide hyaluronique cutané en 

fragments de faible poids moléculaire (Byamba et al. 2010, Esser et al. 2012, Heo et al. 2018). Ces 

derniers sont des ligands des récepteurs TLR2 et TLR4 (Esser et al. 2012) qui déclenchent l’activation 

des DCs (Coutant et al. 1999, Manome et al. 1999, Tuschl et al. 2000) et l’activation des voies MAPK et 

NF-кB (Aiba et al. 2003). Les études montrent que cette activation est significativement réduite par 

l’ajout d’anti-oxydant (N-acétyl-cystéine), ce qui appuie davantage l’implication des ERO comme 

signaux de danger produits par le DNCB (Byamba et al. 2010).  

Un troisième scenario peut se former lorsque, comme c’est le cas pour les BL, l’antigène est 

inerte et complètement dépourvu d’effet signal de danger intrinsèque. Le déclenchement de l’allergie 

est ainsi favorisé par des signaux pro-adjuvants extérieurs et indépendants qui proviennent de 

l’environnement (e.g. conditions climatiques, pollution atmosphérique, infections virales), du terrain 
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génétique ou du terrain pathologique du patient (Pallardy et Bechara 2017). Par exemple, certains 

contextes pathologiques induisent des conditions pro-inflammatoires (fibrose pulmonaire, rejet de 

greffe) où les cellules stressées/endommagées produisent de l’ATP dans le compartiment 

extracellulaire jouant ainsi le rôle de signal de danger. Dans ces études, l’ATP déclenche une activation 

du récepteur P2X7 et de l’inflammasome NLRP3 aboutissant à l’activation des DCs et à la production 

de cytokines pro-inflammatoires (IL-1β) (Figure 20) (Riteau et al. 2010, Amores-iniesta et al. 2017, Savio 

et al. 2018). Dans le cadre de l’allergie aux BL, la nature des signaux de danger qui déclenchent 

l’allergie est encore inconnue. C’est pourquoi, dans ce travail de thèse, nous nous intéressons à 

l’origine de ces signaux de danger que nous aborderons dans la partie suivante. 

 

 

Figure 20. L’ATP extracellulaire comme signal de danger détecté par le récepteur P2X7 (adaptée 

de Savio et al. 2018) 

Dans certains contextes pathologiques, les cellules endommagées produisent de l’ATP dans le 

compartiment extracellulaire qui, après liaison au récepteur P2X7, déclenche l’activation de 

l’inflammasome et de la voie NFĸB. L’activation de ces voies de signalisation aboutit à la synthèse de 

cytokines pro-inflammatoires en particulier l’IL-1β. 
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3.2 L’origine des signaux de danger dans l’allergie médicamenteuse 
 

L’hypothèse la plus souvent explorée afin d’expliquer l’origine des signaux de danger 

impliqués dans le déclenchement de l’allergie médicamenteuse est la présence d’infections virales ou 

bactériennes chez le patient. En effet, ces pathogènes font partie de la famille des PAMP dont l’effet 

signal de danger favorise le déclenchement des allergies médicamenteuses (Gust et al. 2007).  

Dans le cadre de l’allergie aux BL, les antibiotiques sont donnés aux patients dans des 

contextes pathologiques pro-adjuvants par nature : le LPS en cas d’infection bactérienne qui est 

reconnu par le TLR4 (Hemmi et Akira 2005, Martin et al. 2010), l’IL-1β dans les contextes 

inflammatoires (Gallucci et Matzinger 2001, Gallo et Gallucci 2013), la présence de certains virus dont 

l’ADN est un ligand direct des récepteurs TLR (Cella et al. 2000, Diebold et al. 2004, Lund et al. 2004, 

Ichinohe et al. 2009) ou encore l’hyperthermie, en cas de fièvre, dont certaines études ont démontré 

un effet signal de danger indirect lié à l’augmentation de l’expression du TLR4 à la surface des DCs 

(Yan et al. 2007, Zhao et al. 2007) et le relarguage de certaines HSP (70 et 90) responsables de 

l’activation des DCs (reconnues comme DAMP) (Basu et Srivastava 2003, Tournier et al. 2003, 

Schildkopf et al. 2011). L’étude de Lavergne et al. a permis de tester un large panel de signaux de 

danger pouvant être présents lors d’un traitement antibiotique : le LPS, l’enterotoxine 

staphylococcique B, les protéines du virus de la grippe, certaines cytokines pro-inflammatoires (IL-1β, 

IL-6, IL-10, TNF-α, IFN-γ), des molécules de l’inflammation (prostaglandine E2, complément sérique 

humain, protéine C activée), des réactifs oxydants (buthionine sulfoximide, H2O2) et l’hyperthermie 

(37,5-39,5°C). La présence de ces signaux de danger augmenterait la formation d’adduits 

sulfaméthoxazole-protéine à l’intérieur des moDCs (Lavergne et al. 2009). Dans cette étude, ces 

signaux de danger avaient des effets synergiques entre eux laissant suggérer un potentiel « effet 

cocktail » pro-adjuvant en vie réelle. Selon ces études, le contexte pathologique pourrait ainsi favoriser 

le déclenchement des réactions allergiques par divers mécanismes : soit en favorisant les réactions 

d’hapténisation médicament-protéine, soit en augmentant l’activation des CPA (Gruchalla 2001).  

Néanmoins, les signaux de danger évoqués ci-dessus font partie de la physiologie de 

l’infection et sont a priori présents chez l’ensemble des patients traités par des antibiotiques. Pourtant, 

seul un faible pourcentage de ces patients développera une allergie aux BL. L’hypothèse que nous 

détaillerons dans ce travail de thèse est que d’autres signaux de danger environnementaux pourraient 

venir s’additionner à ceux de l’infection et favoriser le déclenchement de l’allergie médicamenteuse. 

Cette hypothèse est appuyée par le fait que l’effet signal de danger des polluants environnementaux a 

déjà été incriminé dans l’augmentation des allergies cutanées et respiratoires (Nel et al. 1998, Pénard-

Morand et Annesi-Maesano 2008, Samuelsen et al. 2008). Afin d’étudier l’impact de l’environnement 
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sur le déclenchement de l’allergie aux BL, nous avons choisi comme modèle d’étude les 

nanoparticules de silice amorphe (aSNP), un additif alimentaire largement répandu qui pourrait être 

un potentiel signal de danger exogène environnemental. 

 

IV. Les nanoparticules et le système immunitaire : le cas des 

nanoparticules de silice amorphe 
 

Nous avons pu exposer précédemment que de nombreux facteurs environnementaux, tels que 

le climat, la pollution atmosphérique ou encore les infections virales sont susceptibles d’avoir un effet 

adjuvant/signal de danger et potentialiser le déclenchement d’une réponse immunitaire. Parmi eux, 

l’apparition d’une nouvelle famille de polluants, les nanoparticules, soulèvent actuellement des 

questions quant à leurs effets sur les réactions allergiques (Farrera et Fadeel 2015). Ce travail de thèse 

s’est intéressé à comprendre l’impact de l’exposition environnementale aux nanoparticules sur les 

mécanismes allergiques. Nous avons choisi comme modèle d’étude les aSNP avec l’hypothèse que cet 

additif alimentaire puisse se retrouver en co-exposition avec les BL prises par voie orale et potentialiser 

le déclenchement de la réaction allergique. 

 

4.1 Définitions, utilisations et réglementations des nanoparticules de silice 

amorphe 

 

4.1.1 Définition des nanoparticules 

 

D’après les différents règlements en vigueur, un nanomatériau est un matériau insoluble ou 

bio-persistant, dont l’une ou plusieurs des dimensions sont inférieures à 100 nm (Regulation (EC) No 

1223/2009, Regulation (EU) No 1169/2011). Cette définition intègre les agglomérats et les agrégats 

dont la dimension est supérieure à 100 nm mais dont les particules primaires conservent les propriétés 

de la nano-échelle (Regulation (EC) No 1223/2009, Regulation (EU) No 1169/2011). Les 

nanomatériaux sont nommés différemment selon qu’ils possèdent une (nano-feuillets), deux 

(nanotubes) ou l’ensemble (nanoparticules) de leurs dimensions dans le domaine nanométrique. Les 

nanoparticules sous leur forme primaire peuvent se rassembler par des liaisons faibles (agglomérat) ou 

des liaisons fortes (agrégat). 
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4.1.2 La réglementation des nanoparticules 

 

A ce jour, aucune réglementation spécifique ne régit la manipulation des nanomatériaux en 

France. Le programme européen REACH (Registration, Evaluation, Authorization and Restriction of 

Chemicals) reconnaît les propriétés spécifiques des nanomatériaux mais ne possède aucune 

disposition spécifique. De même, l’agence américaine des produits alimentaires et médicamenteux 

(Food and Drug Administration ou FDA) régi les nanomatériaux par la réglementation en vigueur pour 

leur équivalent non-nanoparticulaire. Les nanomatériaux sont donc considérés comme des agents 

chimiques dont la prévention en termes d’exposition est assurée par le code du travail. Le décret 2012-

232 (Décret No 2012-232) a rendu obligatoire la déclaration annuelle de la fabrication, de l’importation 

ou de la distribution des substances à l’état nanoparticulaire. Egalement en 2013, le règlement 

européen sur l’information du consommateur rend la mention « nano » obligatoire sur les étiquettes 

des denrées alimentaires composées de nanoparticules (Règlement (UE) No 1169/2011). Néanmoins, 

cette mention ne s’appliquant que sur les additifs contenant plus de 50% de nanomatériaux et en 

exemptant les additifs utilisés depuis plusieurs années, l’association Agir pour l’Environnement n’avait 

relevé aucune mention « nano » sur les produits alimentaires entre 2016 et 2017 (Laboratoire national 

de métrologie et d’essais 2016). Progressivement, différentes dispositions sont mises en œuvre pour 

réussir à évaluer les risques toxiques liés à l’utilisation de nanoparticules. L’OCDE (Organisation de 

Coopération et de Développement Economiques) a mis en place un programme de développement de 

tests des nanomatériaux manufacturés harmonisés sur le plan international. Egalement, REACH et 

l’ECHA (Agence Européenne des Produits Chimiques) sont actuellement en collaboration pour 

l’élaboration de tests d’évaluation du risque des nanomatériaux (ECHA/NR/19/35).  

 

4.1.3 Les modes de production des nanoparticules de silice amorphe 

 

La silice amorphe peut être divisée en deux catégories : la forme naturelle (terre de diatomée) 

et la silice amorphe synthétique (SAS) qui regroupe l’ensemble des aSNP (Figure 21). Il existe différents 

modes de production des aSNP (Figure 21) : la voie humide permet de produire les gels de silice et la 

silice précipitée, alors que la voie thermique aboutit à la production de silice pyrogénique (ou fumée 

de silice) qui a été utilisée dans notre étude (OECD SIDS 2004). L’ensemble de ces aSNP sont 

regroupées sous la même dénomination de dioxyde de silicium (ou additif E551) avec le même 

numéro CAS (dioxyde de silicium, 7631-86-9) d’où l’importance de la caractérisation des 

nanoparticules utilisées. 
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Figure 21. Mode de production des nanoparticules de silice amorphe (adaptée de OECD SIDS 

2004) 

Les aSNP peuvent être produites selon deux processus : par la voie thermique qui produit de la silice 

pyrogénique (ou fumée de silice) ou par la voie humide qui permet la production de silice précipitée et de 

gels de silice. 

 

4.1.4 Les utilisations des nanoparticules de silice amorphe 

 

En 2014, les aSNP étaient les deuxièmes nanoparticules les plus produites en France avec 

155 071 tonnes par an (Anses 2014). Ces aSNP sont utilisées en grande quantité dans de nombreux 

produits du quotidien comme l’alimentation (agent antiagrégant), les produits cosmétiques (agent 

émulsifiant), les matériaux de construction (amélioration des propriétés rhéologiques), les couches 

pour enfants (agent absorbant) et les médicaments (capacité d’encapsulation). Notre étude s’est 

particulièrement intéressée à leur utilisation sous la forme de l’additif alimentaire E551, largement 

répandu dans les produits alimentaires en poudre tels que le sucre, le sel ou encore les épices (Dekkers 

et al. 2010). La consommation quotidienne d’E551 a été estimée à 9,4 mg/kg/j ce qui est bien au-

dessus de certains calculs récents de Non-Observed Adverse Effect Level (NOAEL) (van Kesteren et al. 

2015, Tassinari et al. 2020). De plus, l’exposition de l’épithélium intestinal aux aSNP à l’échelle 

nanoparticulaire a été confirmée par l’étude de Peters et al. après la digestion gastrique in vitro de 

produits alimentaires communs contenant de l’E551 (Peters et al. 2012). De ce fait, la population 
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générale est particulièrement exposée aux aSNP ce qui soulève des questions de sécurité quant à 

l’utilisation de telles nanoparticules (Murugadoss et al. 2017). 

 

4.2 Caractéristiques des nanoparticules et impact sur les systèmes biologiques 

  

Au cours du cycle de vie d’un nanomatériau, la proportion de nanoparticules qui 

s’individualisent des agglomérats ou des agrégats ne peut être anticipée. Il est donc nécessaire de 

caractériser le matériel utilisé tant au niveau de son état aggloméré ou agrégé qu’au niveau de sa 

forme primaire. Cette caractérisation est d’autant plus importante que l’ensemble des aSNP sont 

regroupées sous le même numéro CAS (dioxyde de silicium, 7631-86-9). Les nouvelles mesures de 

réglementation ont ainsi poussé l’approfondissement de la caractérisation des nanoparticules, jusqu’à 

présent insuffisante. En 2006, l’OCDE a fixé les éléments essentiels pour la caractérisation physico-

chimique des nanomatériaux (Anses 2014). Le projet a été révisé en 2012 et publié par l’ISO 

(Organisation Internationale de Normalisation) qui a fixé les paramètres suivants comme nécessaires à 

l’évaluation  du risque toxique : 

- Taille des particules primaires / distribution granulométrique 

- Taille des agrégats/agglomérats 

- Forme des particules 

- Surface spécifique 

- Composition chimique avec le taux d’impuretés 

- Chimie de surface 

- Potentiel zêta ou charge de surface 

- Solubilité et dispersibilité 

La taille et la surface des nanoparticules jouent un rôle important dans leur toxicité (Powers 

et al. 2007, Gatoo et al. 2014). Au niveau pulmonaire, la faible taille des particules favorise une entrée 

plus profonde dans les voies respiratoires augmentant ainsi le passage dans la circulation systémique 

et la toxicité (Oberdörster et al. 2005). Jani et al. ont également montré que le passage de la barrière 

intestinale était d’autant plus élevé que la taille des nanoparticules diminuait  (Jani et al. 1990). La 

diminution de la taille des nanoparticules conduit également à une augmentation exponentielle de 

leur surface spécifique, les rendant ainsi plus réactives avec leur environnement (Gatoo et al. 2014). 
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Napierska et al. a ainsi montré que les aSNP de petite taille (14-15 nm) étaient plus cytotoxiques sur 

les cellules endothéliales humaines (lignée EAHY926, provenant de veines ombilicales) comparées aux 

nanoparticules de plus grosse taille (19-60 nm) (Napierska et al. 2009). Ces résultats ont également été 

confirmés par Toda et al. qui, suite à la sensibilisation de souris BALB/C à l’ovalbumine, a montré que 

le potentiel adjuvant des aSNP était d’autant plus important que la taille des particules diminuait (Toda 

et Yoshino 2016). Certaines études d’évaluation de la toxicité pulmonaire (Oberdörster et al. 2005, Li et 

al. 2019) et hépatique (Li et al. 2011) ont également appuyé ces résultats avec une augmentation de la 

toxicité de façon inversement proportionnelle avec la taille des aSNP. Généralement, cette 

augmentation de la toxicité liée à la taille des particules s’explique par une meilleure internalisation 

dans les cellules (Gatoo et al. 2014). L’étude de Gratton et al., conduite avec des particules de synthèse 

d’une taille allant de 100 nm à 5 µm, a ainsi montré que les nanoparticules les plus petites (100 et  150 

nm) étaient celles qui étaient le mieux internalisées dans les cellules HeLa (Gratton et al. 2008).  

 La forme des nanoparticules est également susceptible d’influencer l’internalisation cellulaire 

et la toxicité (Powers et al. 2007, Gatoo et al. 2014). Ceci a notamment été évoqué dans l’étude de 

Gratton et al. où la forme cylindrique des particules de synthèse (100 nm à 5µm) favorisait 

l’internalisation (75%) dans les cellules HeLa par rapport à la forme cubique (45%) (Gratton et al. 2008). 

Dans cette étude, les particules les plus internalisées étaient celles possédant la longueur de cylindre la 

plus élevée. Ce mécanisme pourrait s’apparenter à celui utilisé par les champignons et les bactéries 

dont la reconnaissance et l’internalisation cellulaire se fait principalement via leur forme en bâtonnet 

(Gratton et al. 2008). Néanmoins, plusieurs études montrent que l’internalisation de particules 

sphériques est plus facile, et donc moins toxique, que l’internalisation de particules cylindriques 

(Verma et Stellacci 2010, Gatoo et al. 2014). Il a également été observé que les fibres de dioxyde de 

titane étaient plus cytotoxiques que le dioxyde de titane sphérique, provoquant des difficultés 

d’internalisation (« phagocytoses frustrées ») et une réaction inflammatoire dans les macrophages 

alvéolaires murins (Hamilton et al. 2009). Une étude de Park et al. a également montré que les 

nanotubes de carbone cylindriques avait un effet inhibiteur sur les canaux potassium trois fois plus 

important que les nanoparticules de fullerène sphérique, soulignant l’influence de la forme sur leur 

toxicité (Park et al. 2003). Concernant la silice, l’influence de la forme sur la toxicité est appuyée par le 

fait que la silice cristalline est classée comme cancérogène pour l’Homme (groupe 1 du CIRC, Centre 

International de Recherche sur le Cancer) alors que la silice amorphe est considérée comme sûre et 

donc utilisée en large quantité dans les additifs alimentaires. 

 La charge des nanoparticules influence également leur réactivité avec les systèmes 

biologiques (Gatoo et al. 2014). La plupart des études ont observé un effet toxique accru des particules 

chargées positivement (King Heiden et al. 2007, Bhattacharjee et al. 2010). Ces effets pourraient 
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s’expliquer en partie par une interaction électrostatique ce qui déclencherait une lyse cellulaire 

(Goodman et al. 2004). Les études sur les dendrimères Starburst (4.5 nm), très étudiées pour 

l’administration médicamenteuse sélective, ont également confirmé ces résultats. Les dendrimères 

cationiques (conjuguées avec des groupements amines) induisaient des effets toxiques en altérant la 

croissance et le développement des embryons de poisson zèbre alors que les dendrimères anioniques 

(conjuguées avec des groupements acides carboxyliques) n’induisaient aucun effet toxique (King 

Heiden et al. 2007). De même, les aSNP chargées positivement (groupements amines) montraient une 

cytotoxicité accrue avec une diminution de l’activité mitochondriale et une augmentation de la 

production d’ERO intracellulaires comparées aux particules chargées négativement (groupements 

acides carboxyliques) ou neutres qui n’induisaient pas d’effet toxique (Bhattacharjee et al. 2010). 

 L’état d’agrégation des nanoparticules influence également leur toxicité (Gatoo et al. 2014). 

En effet, le niveau d’agrégation peut faire varier la taille, la charge et donc les interactions des 

nanoparticules avec leur environnement. L’équipe de Wick et al. a d’ailleurs observé in vitro que les 

nanotubes de carbone agglomérés étaient plus toxiques que les nanotubes dispersés (Wick et al. 

2007). Cet état d’agrégation a d’ailleurs été décrit comme l’une des principales causes de la toxicité 

des nanotubes de carbone (Gatoo et al. 2014). Ces résultats ont également été appuyés par l’équipe 

de Sayes et al. montrant que les nanoparticules de fullerène agrégées étaient plus toxiques que les 

fullerènes solubles (Sayes et al. 2004). L’hypothèse pour expliquer ce mécanisme est que l’état 

d’agrégation pourrait influer sur l’effet immunoadjuvant des matériaux. Cela a notamment été étudié 

avec les anticorps recombinants monoclonaux dont l’agrégation déclenche une augmentation de 

l’activation des DCs et une réponse lymphocytaire accrue (Morgan et al. 2019, Nabhan et al. 2019, 

Nabhan et al. 2020a, Nabhan et al. 2020b).  

 

4.3 L’immunotoxicité des nanoparticules de silice amorphe 

  

Les nanoparticules interagissent avec le système immunitaire via différentes voies d’exposition 

chez l’Homme. Les voies principales sont : la voie respiratoire, la voie digestive et la voie cutanée. 

Les DCs résidentes présentes aux portes d’entrée de l’organisme vont alors détecter ces particules au 

cours de l’échantillonnage de leur environnement, ce qui peut aboutir à des effets immunotoxiques 

(Farrera et Fadeel 2015). Outre leurs effets cytotoxiques, ces nanoparticules peuvent également 

engendrer des effets immunomodulateurs que nous détaillerons dans les parties suivantes. 



92 
 

4.3.1 La détection et l’internalisation des nanoparticules de silice amorphe par 

les cellules du système immunitaire 

 

 Les effets immunotoxiques des nanoparticules dépendent en premier lieu de leur capacité à 

être détectées et internalisées par les cellules du système immunitaire. Les cellules phagocytaires ont 

particulièrement été étudiées car ce sont les cellules qui arrivent en première ligne face aux 

nanoparticules. De plus, ces cellules semblent jouer le rôle de réservoir aboutissant à une accumulation 

chronique (Orr et al. 2010). Au cours du développement des médicaments, cette séquestration dans les 

macrophages hépatiques est l’obstacle majeur du ciblage thérapeutique des nanoparticules vers les 

tissus périphériques (Orr et al. 2010). Le récepteur scavenger A (SR-A) et le récepteur Macrophage 

receptor with collagenous structure (MARCO) ont été identifiés comme les principaux récepteurs 

« scavengers » impliqués dans l’internalisation des aSNP (Chao et al. 2001, Hamilton et al. 2006, Orr et 

al. 2010, Hirai et al. 2012b). Dans ces études, l’internalisation des aSNP était proportionnelle à 

l’expression du récepteur et significativement diminuée dans les cellules où l’expression du récepteur 

était inhibée (Hamilton et al. 2006, Orr et al. 2010). L’étude de Hirai et al. a également permis de 

montrer que la détection des aSNP par les récepteurs « scavengers » sur les DCs favorisait la 

présentation croisée de l’ovalbumine en orientant son internalisation vers la voie cytosolique  (Hirai et 

al. 2012b). 

Les ligands détectés par les récepteurs « scavengers » de la classe A sont généralement 

internalisés par une endocytose médiée par les clathrines ou les cavéolines (Zhu et al. 2011). Plusieurs 

études ont effectivement montré que les aSNP étaient internalisées par ces mécanismes avec des 

molécules de surface préférentielles selon le type de cellules étudiées (Besic Gyenge et al. 2011, Wu et 

al. 2015). Des mécanismes de phagocytose et de macropinocytose ont également été évoqués pour 

expliquer l’internalisation cellulaire des aSNP (Besic Gyenge et al. 2011, Rancan et al. 2012, Vallhov et 

al. 2012, Winkler et al. 2017).  

L’internalisation des aSNP semblent donc être particulièrement dépendant du type cellulaire 

étudié ainsi que la taille des objets internalisés. Cette internalisation des nanoparticules par les cellules 

de l’immunité innée pourrait déclencher différents effets immunotoxiques que nous décrirons dans les 

parties suivantes. 
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4.3.2 Les effets cytotoxiques des nanoparticules de silice amorphe 

 

Les aSNP ont longtemps été considérées comme hautement compatibles par rapport à leur 

homologue cristallin. En effet, la FDA considère les aSNP comme « Generally Recognized As Safe » 

(GRAS) et leur cancérogénicité est « inclassable » par le CIRC. Concernant la toxicité des aSNP, 

plusieurs études montrent que l’exposition pulmonaire aux aSNP provoque une réponse inflammatoire 

réversible chez la souris (Arts et al. 2007, Napierska et al. 2010, Sun et al. 2016). Egalement, l’instillation 

intra-trachéale répétée d’aSNP pendant 3 semaines entraine des effets pro-fibrotiques pulmonaires et 

un défaut de clairance aboutissant à une bio-persistance des nanoparticules dans les poumons (Sun et 

al. 2016). Au niveau de la voie orale qui est sollicitée avec l’additif E551, certaines études ont montré 

que l’exposition aux aSNP induisait une cytotoxicité sur les cellules intestinales (Gehrke et al. 2012). 

Des effets cytotoxiques ont également été démontrés in vitro après l’exposition aux aSNP notamment 

sur les macrophages (Kim et al. 2009, Nabeshi et al. 2011), sur les DCs (Kang et Lim 2012), sur les LC 

(Nabeshi et al. 2010b) et sur les lymphocytes (Adreeva et al. 2013, Rajiv et al. 2016). Face à la toxicité 

des aSNP, l’INRS (Institut National de Santé et Sécurité au Travail) a défini leurs valeurs limites 

d’exposition respiratoire à 10 mg/m3 d’air inspiré soit 5 mg/m3 dans la fraction alvéolaire. 

 

4.3.3 Les effets immunoadjuvants des nanoparticules de silice amorphe 

 

Plusieurs études in vitro et in vivo ont montré l’effet pro-adjuvant des aSNP sur les CPA telles 

que les macrophages ou les DCs qui sont les premières cellules à entrer en contact avec ces 

nanoparticules aux portes d’entrée de l’organisme. Tout d’abord dans les macrophages, l’exposition 

aux aSNP pyrogéniques et précipitées déclenchait une réponse caractérisée par une augmentation de 

l’expression des gènes pro-inflammatoires (IL-1, IL-6 et TNF-α), une activation de l’inflammasome 

NLRP3 (NOD-like receptor family, pyrin domain containing 3) et une augmentation de la production 

d’ERO (Lucarelli et al. 2004, Park et Park 2009, Di Cristo et al. 2015, Yang et al. 2016).  

Ces effets ont également été observés dans les DCs avec une augmentation de l’expression 

des marqueurs d’activation (CD80, CD86, CMHII) et également une activation de l’inflammasome 

NLRP3 (Vallhov et al. 2007, Winter et al. 2011, Vallhov et al. 2012, Kang et Lim 2012, Gómez et al. 

2017). Dans les DCs, cette activation était également accompagnée d’une augmentation de la 

sécrétion de cytokines pro-inflammatoires (IL-1β et TNF-α) (Winter et al. 2011, Kang et Lim 2012, 

Winkler et al. 2017). Certaines études ont également démontré que les modifications phénotypiques 

induites par les aSNP sur les DCs avaient un impact sur la réponse lymphocytaire T. En effet, l’étude de 

Vallhov et al. a montré que les moDCs exposées aux aSNP mésoporeuses induisaient une 
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augmentation des lignées LT CD4+ sécrétrices d’IFN-γ, d’IL-4 et d’IL-13 (Vallhov et al. 2012) et l’équipe 

de Chen et al. a montré que les DCs murines DC2.4 exposées à des aSNP modifiées (groupement 

alkyne, carboxyle ou hydroxyle) induisaient une augmentation des lignées LT CD8+ sécrétrices d’IFN-γ 

et d’IL-2 (Chen et al. 2014).  

Au niveau des études in vivo, les effets pro-adjuvant des aSNP ont été montrés par plusieurs 

études observant une augmentation de la réaction allergique à l’ovalbumine chez la souris 

(Brandenberger et al. 2013, Shannahan et Brown 2014, Han et al. 2016, Toda et Yoshino 2016, 

Meldrum et al. 2017). Cette augmentation se traduisait par une augmentation du taux d’IgE circulant, 

par une infiltration éosinophilique ainsi que par la production de cytokines pro-inflammatoires 

induisant une réponse mixte Th1, Th2 et Th17. Dans ces études, la toxicité était dépendante de la taille 

des aSNP : les nanoparticules les plus petites avaient l’effet adjuvant le plus important (Toda et 

Yoshino 2016). L’effet pro-adjuvant des aSNP a également été démontré in vivo sur un modèle murin 

de dermatite atopique avec une augmentation de la sécrétion des IgE et un renforcement de la 

réponse lymphocytaire Th2 (Hirai et al. 2012a).  

Le mécanisme suspecté pour expliquer l’effet adjuvant des aSNP est que ces dernières 

pourraient être reconnues comme un nouveau type de signal de danger appelé les NAMP 

(Nanoparticle-associated Molecular Patterns) (Fadeel 2012, Gallo et Gallucci 2013, Farrera et Fadeel 

2015, Pallardy et al. 2017). En effet, une étude de modélisation a montré que les récepteurs TLR1, TLR2 

et TLR6 exprimaient des sites d’affinités pour certaines nanoparticules (nanotubes de carbones et 

fullerènes) (Turabekova et al. 2014). Ces résultats appuyaient donc l’hypothèse que les nanoparticules 

pourraient être reconnues comme des signaux de danger via ces récepteurs induisant des effets pro-

adjuvants. En outre, une étude sur des souris BALB/c sensibilisées à l’ovalbumine a montré que l’effet 

pro-adjuvant des nanoparticules d’oxyde de zinc était dépendant des récepteurs TLR 2, 4 et 6 (Roy et 

al. 2014). Dans cette étude, l’augmentation de l’expression des récepteurs TLR dans les macrophages 

murins était également accompagnée de l’augmentation de l’expression de l’adaptateur MyD88 dont 

plusieurs études ont montré l’implication dans les effets pro-inflammatoires induits par les aSNP (Roy 

et al. 2014, Winkler et al. 2017, Liu et al. 2021). Une étude récente propose un mécanisme pour 

expliquer l’effet signal de danger des aSNP (Liu et al. 2021). Dans cette étude, les aSNP induisaient une 

production massive d’ERO et une activation de l’inflammasome NLRP3 dans les cellules endothéliales 

de veine ombilicale ce qui déclenchait la production de la protéine HMGB1 par ces cellules. La protéine 

HMGB1 étant un signal de danger endogène (DAMP), sa sécrétion induisait une augmentation de 

l’expression des récepteurs TLR2, TLR4 et TLR9 aboutissant à l’activation de la voie de signalisation NF-

ĸB dépendante de l’adaptateur MyD88. Cette étude permettait donc pour la première fois d’expliquer 
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l’effet pro-adjuvant des aSNP par un mécanisme lié à la production de signaux de danger (Liu et al. 

2021). 

 

4.3.4 Les effets immunomodulateurs médiés par la corona des nanoparticules 

 

Dans leur environnement, les nanoparticules ne restent pas sous leur forme primaire mais se 

recouvrent rapidement et spontanément d’une couche de protéines que l’on appelle la corona 

(Walczyk et al. 2010, Casals et al. 2010, Farrera et Fadeel 2015). La composition dynamique de cette 

corona influence fortement l’immunotoxicité des nanoparticules puisqu’elle constitue ce que les 

cellules « voient » au premier contact (Walczyk et al. 2010, Lundqvist et al. 2011, Farrera et Fadeel 

2015). Les effets de la corona peuvent s’expliquer par les nouvelles propriétés physico-chimiques 

qu’elle confère aux nanoparticules (taille, charge, surface) (Gräfe et al. 2015) ou par sa composition 

riche en signaux de danger. 

Dutta et al. ont ainsi montré que l’effet anti-inflammatoire des nanotubes de carbone était dû 

à l’albumine contenue dans la corona des nanoparticules (Dutta et al. 2007). En effet, cette albumine 

altérée/endommagée serait reconnue par les récepteurs « scavengers » déclenchant l’inhibition de la 

cyclo-oxygénase 2 et la diminution des effets pro-inflammatoires induits par une exposition au LPS 

dans la lignée RAW 264.7 (Dutta et al. 2007). Dans cette étude, les effets anti-inflammatoires observés 

étaient réversibles après inhibition de la liaison de l’albumine aux nanoparticules. La corona peut 

également induire des effets pro-adjuvants sur les cellules du système immunitaire. L’équipe de Deng 

et al. a ainsi démontré l’influence de la corona des nanoparticules d’or sur leur toxicité (Deng et al. 

2011). Dans cette étude, les nanoparticules d’or adsorbaient sélectivement le fibrinogène ce qui 

déclenchait son dépliement. Cette conformation anormale de la protéine induisait une activation du 

récepteur Mac-1 sur les THP-1 et ainsi l’activation de la voie NF-кB et la sécrétion de cytokines pro-

inflammatoires. Lorsque les composants de la corona sont des signaux de danger (e.g. polluants, 

endotoxines), les nanoparticules pourraient également servir de « cheval de troie » et induire une 

activation directe sur les cellules de l’immunité innée (Vallhov et al. 2007, Fadeel 2012).  

L’immunotoxicité induite par la corona des nanoparticules peut s’expliquer, dans certains cas, 

par une augmentation de l’internalisation cellulaire. En effet, Kapralov et al. ont démontré que la 

composition de la corona modifiait l’internalisation des nanotubes de carbone (Kapralov et al. 2012). 

L’analyse par spectrométrie de masse a montré que les nanotubes de carbone adsorbaient 

sélectivement deux types de phospholipides après avoir été en contact avec le liquide de lavage 

broncho-alvéolaire murin : la phosphatidylcholine et le phosphatidylglycérol (Kapralov et al. 2012). La 
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présence de cette corona lipidique favorisait significativement l’internalisation des nanotubes de 

carbone par les macrophages in vitro (Kapralov et al. 2012). Ces résultats étaient également appuyés 

par l’équipe de Kreuter et al. montrant l’influence de la corona des nanoparticules de poly(butyl 

cyanoacrylate) sur le passage de la barrière hémato-encéphalique. Dans cette étude, le recouvrement 

des nanoparticules par les apolipoprotéines B et E augmentait le passage de la barrière induisant ainsi 

l’effet anti-nociceptif attendu (Kreuter et al. 2002).  
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Présentation du travail   
 

L’objectif de ce travail a été de comprendre l’impact de l’environnement sur les mécanismes 

allergiques impliqués dans l’allergie aux BL. Nous nous sommes plus particulièrement intéressés à 

deux aspects de cet environnement : l’exposition environnementale et l’environnement à l’échelle 

cellulaire. Pour cela, notre travail s’est divisé en trois parties. Dans la première partie, nous avons étudié 

l’impact de l’exposition environnementale aux aSNP sur l’activation des LT CD4+ reconnaissant les BL. 

Dans une seconde partie, nous nous sommes intéressés à l’environnement cellulaire et son impact sur 

l’orientation de la réponse lymphocytaire T CD8+ dirigée contre la BP. Enfin, dans une dernière partie, 

nous avons développé une approche fondée sur le poids de la preuve (weight of evidence approach) 

afin de déterminer le risque allergique des molécules médicamenteuses en cours de développement. 

 

I. Etude de l’effet signal de danger des nanoparticules et 

leur impact sur la réponse des lymphocytes T reconnaissant 

les β-lactamines 
 

Les BL représentent 75% des allergies qui surviennent à l’hôpital et 8% de la population 

américaine a un historique d’allergie à la pénicilline (Macy 2014, Torres et al. 2019, Castells et al. 2019). 

Les réactions allergiques observées s’expliquent par le fait que les BL agissent comme des haptènes et 

se conjuguent avec la HSA pour induire une réaction immunitaire (Yvon et al. 1988, Meng et al. 2011, 

Nhim et al. 2013, Scornet et al. 2016, Azoury et al. 2018). Cependant, la présence du bioconjugué HSA-

BL seul ne permet pas d’induire la maturation des DCs. Cette maturation n’est possible qu’en présence 

de signaux d’alarme, appelés « signaux de danger » (Matzinger 1994, Matzinger 2002, Gallucci et 

Matzinger 2001) qui vont alerter les DCs sur le caractère néfaste de l’antigène détecté et la nécessité 

de l’éliminer. La nature de ces signaux de danger a d’ores et déjà été identifiée pour certaines 

molécules allergisantes comme le DNCB ou le nickel (Schmidt et al. 2010, Esser et al. 2012, Rachmawati 

et al. 2013). Néanmoins, l’origine des signaux de danger impliqués dans le déclenchement de l’allergie 

aux BL est encore inconnue.  

L’hypothèse de ce travail est que certains signaux de danger environnementaux pourraient 

s’additionner à ceux de l’infection bactérienne (endotoxines, hyperthermie) et favoriser le 

déclenchement de l’allergie médicamenteuse. Cette hypothèse est appuyée par le fait que l’implication 

des signaux de danger a été démontrée dans plusieurs études pour expliquer le déclenchement de 
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l’allergie médicamenteuse (Reilly et al. 2000, Pirmohamed et al. 2002, Seguin et Uetrecht 2003, Pacitto 

et al. 2007, Ogese et al. 2017). En outre, l’implication des polluants environnementaux dans le 

déclenchement des allergies cutanées et respiratoires a également été démontré (Nel et al. 1998, 

Pénard-Morand et Annesi-Maesano 2008, Samuelsen et al. 2008). L’objectif est ainsi d’étudier l’impact 

de polluants environnementaux sur l’immunisation dirigée contre les petites molécules et l’implication 

dans l’allergie, ce qui est encore peu étudié dans la littérature. Cette hypothèse permettrait d’expliquer 

pourquoi la présence d’un répertoire de lymphocyte T spécifique de la BP n’est pas suffisante  pour 

déclencher un terrain allergique chez les donneurs sains (Nhim et al. 2013, Azoury et al. 2018). Ainsi, 

l’allergie ne serait pas conditionnée uniquement par l’existence d’un répertoire de LT naïfs spécifiques 

du médicament mais également par la présence de signaux pro-adjuvants assez puissants pour 

déclencher une immunisation puis une réaction allergique (Pirmohamed et al. 2002, Seguin et Uetrecht 

2003, Pacitto et al.  2007). 

Dans cette première partie de ce travail de thèse, nous avons donc évaluer l’impact de 

l’exposition aux aSNP, un modèle de polluant environnemental, sur l’activation du répertoire de LT 

CD4+ reconnaissant les BL. Comme nous l’avons vu dans les parties précédentes, ces nanoparticules 

sont très répandues dans l’alimentation (additif E551) et pourraient donc se retrouver en co-exposition 

avec les BL au niveau des DCs gastriques résidentes ou dans la circulation sanguine. Notre hypothèse 

est que ces nanoparticules pourraient jouer le rôle de signaux de danger en activant les DCs ce qui 

favoriserait le déclenchement d’une réaction immunitaire dirigée contre le médicament (Fadeel 2012, 

Gallo et Gallucci 2013, Farrera et Fadeel 2015, Pallardy et al. 2017).  

Dans un premier temps, l’objectif de cette première partie a été de développer un modèle de 

co-culture allogénique composé de DCs et de LT CD4+ permettant d’évaluer l’effet pro-adjuvant des 

nanoparticules sur les DCs humaines (Article n°1). Nous avons ensuite utilisé le modèle développé 

pour mesurer le potentiel pro-adjuvant des aSNP (Article n°2, soumis). Nous avons pu montrer que 

les aSNP induisaient une augmentation de l’activation des DCs avec une augmentation de l’expression 

des marqueurs d’activation CD83 et CD86 ainsi qu’une augmentation de la sécrétion de cytokines pro-

inflammatoires (CXCL-8 et CXCL-12). Grâce au modèle de co-culture allogénique (Article n°1), nos 

résultats ont permis de montrer que les modifications phénotypiques induites par les aSNP sur les DCs 

déclenchaient une augmentation la réponse lymphocytaire T caractérisée par une augmentation de la 

prolifération des LT CD4+ ainsi qu’une augmentation de la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires 

(IL-9, IL-17A et F). Afin d’étudier l’effet pro-adjuvant des aSNP dans le contexte de l’allergie 

médicamenteuse, nous avons ensuite développé un modèle de co-culture autologue composé de DCs 

exposées avec le bioconjugué HSA-BP (+/- aSNP) et de LT CD4+ naïfs. L’exposition des DCs aux aSNP 

induisait également une augmentation significative de l’activation des LT CD4+ naïfs reconnaissant la 
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BP (Résultats complémentaires). Nos perspectives concernant cette étude sont de comprendre si les 

aSNP sont capables de favoriser une orientation de la réponse lymphocytaire spécifique de la BP (Th1, 

Th2, Th17). D’après nos expériences préliminaires et le développement d’un modèle de co-culture non 

polarisé, cette augmentation de l’activation du répertoire de LT spécifiques de la BP semblerait être 

orientée vers une réponse pro-allergique Th2 avec une augmentation de la génération de lignées 

spécifiques sécrétant de l’IL-5 comparée aux lignées non exposées aux aSNP. 

En résumé, cette première partie nous a permis de montrer que certains facteurs 

environnementaux tels que les aSNP pouvaient jouer le rôle de signal de danger et favoriser le 

déclenchement d’une réponse lymphocytaire pro-allergique Th2 dirigée contre le médicament. De tels 

effets pro-adjuvants pourraient intervenir seuls ou en effet cocktail lors de l’allergie médicamenteuse 

en vie réelle. 

 

II. Les mécanismes cellulaires et moléculaires impliqués 

dans l’activation des lymphocytes T CD8+ reconnaissant les 
β-lactamines : impact de l’environnement cellulaire  

 

Les BL sont responsables d’allergies médicamenteuses qui peuvent être médiées par deux 

types de LT : les LT CD4+ et les LT CD8+ (Pichler 2003, Pichler et al. 2010, Pichler et Hausmann 2016). 

Récemment, l’existence d’un répertoire de LT CD4+ naïfs spécifiques de la BP conjuguée à la HSA a été 

démontrée (Nhim et al. 2013, Scornet et al. 2016, Azoury et al. 2018). Ces LT CD4+ sont suspectés 

d’être responsables des réactions d’hypersensibilités de type I (médiées par la sécrétion d’IgE) 

observées chez les patients avec des angio-oedèmes, des urticaires ou encore des chocs 

anaphylactiques. Lors de ces réactions, le bioconjugué extracellulaire HSA-BP est internalisé par les 

DCs et apprêté grâce aux protéases endosomales (i.e. cathepsine). Les peptides générés sont exposés 

via les molécules du CMH de classe II aux LT CD4+ naïfs (Nhim et al. 2013, Scornet et al. 2016, Azoury 

et al. 2018). 

Néanmoins, certaines réactions allergiques graves telles que les DILI ne dépendent pas des LT 

CD4+ mais sont causées par les effets cytotoxiques des LT CD8+.  Ces réactions sont imprévisibles et 

peuvent aller jusqu’à engager le pronostic vital des patients avec des hépatites fulminantes. Le 

mécanisme qui gouverne l’activation du répertoire de LT CD8+ et conduit à la mort des hépatocytes 

reste encore peu connu. L’objectif de cette deuxième partie du travail a donc été d’identifier les 

conditions cellulaires favorisant l’activation du répertoire de LT CD8+ cytotoxiques. 
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Les antigènes endogènes sont apprêtés par les DCs grâce à la voie endogène. Les peptides 

générés par le protéasome sont conjugués aux molécules du CMH de classe I et sont présentés aux LT 

CD8+. Le mécanisme par lequel les médicaments, qui sont des antigènes extracellulaires, induisent une 

activation des LT CD8+ est encore mal compris. Bechara et al. ont permis de montrer que le 

bioconjugué extracellulaire HSA-BP n’était pas reconnu par les LT CD8+ ce qui a permis d’exclure les 

mécanismes de présentation croisée (Amigorena and Savina 2010, Joffre et al. 2012, Bechara et al. 

2019).  

Nos résultats montrent que la molécule médicamenteuse est capable d’entrer sous sa forme 

libre à l’intérieur des DCs ce qui déclenche l’activation du répertoire de LT CD8+ reconnaissant la BP. 

Notre hypothèse est que la BP libre pourrait se conjuguer à l’intérieur des DCs ce qui déclencherait des 

mécanismes d’apprêtement dépendants du protéasome et une activation des LT CD8+. Nos résultats 

ont permis de montrer que la HSA pouvait être internalisée par les DCs aboutissant à une réaction 

d’hapténisation intracellulaire avec la BP libre préalablement internalisée (HSA-BP intracellulaire). Ces 

résultats ont été confirmés avec des modèles de co-culture autologue où les LT CD8+ reconnaissant la 

BP n’étaient activés qu’en présence du bioconjugué HSA-BP intracellulaire. Nos résultats de cinétique 

de formation du bioconjugué HSA-BP intracellulaire à l’intérieur des DCs ont confirmé que le 

bioconjugué se formait progressivement au bout d’une heure d’incubation dans un milieu contenant 

10 mg.mL-1 de HSA. Nous avons également pu identifier des peptides-BP formés à l’intérieur DCs 

grâce à la spectrométrie de masse. 

En résumé, nos résultats ont permis de montrer que l’environnement cellulaire impactait 

considérablement l’hapténisation intracellulaire du médicament. Lorsque les DCs sont dans un 

environnement riche en HSA, ce qui pourrait modéliser une présence dans le foie, l’hapténisation 

intracellulaire du médicament est favorisée. De ce fait, l’antigène peut être détecté comme un antigène 

intracellulaire et est préférablement orienté vers la voie endogène. Les peptides générés sont alors 

conjugués aux molécules du CMH I et déclenchent une activation des LT CD8+ cytotoxiques. Ces 

résultats pourraient ainsi permettre de mieux comprendre les mécanismes cellulaires et moléculaires 

du déclenchement des DILI induites par les BL. 
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III. Application du modèle d’étude aux molécules 
médicamenteuses en cours de développement 
 

 Les hypersensibilités médicamenteuses sont des réactions de type B qui correspondent aux 

réactions imprévisibles dites idiosyncratiques (Pichler 2003). Ces réactions représentent un problème 

de santé publique majeur car elles sont totalement indépendantes de la pharmacologie du 

médicament. De ce fait, elles sont rarement détectées au cours des phases non cliniques et cliniques et 

peuvent engendrer des arrêts tardifs du développement du médicament, des retraits d’AMM et des 

surcoûts liés à la prise en charge des patients affectés.  

A l’aide du modèle d’étude exposé précédemment, l’objectif de cette troisième partie a été de 

construire une approche par le poids de l’évidence (weight of evidence approach) afin de prédire le 

risque allergique d’une molécule médicamenteuse en cours de développement. Cette approche nous a 

permis de construire le calcul d’un score allergisant en fonction du comportement de la molécule 

mère A et de son métabolite B. La molécule mère ne possédait pas de répertoire de LT CD4+ 

spécifique. En revanche, nous avons pu monter l’existence d’un répertoire de LT CD4+ naïfs 

reconnaissant le métabolite B avec une présentation spécifique par les molécules HLA-DR. Nos 

résultats d’étude de l’influence du milieu cellulaire sur l’activation de ce répertoire nous ont également 

permis de montrer que cette activation semblait s’expliquer par la formation de bioconjugué HSA-

métabolite.  

Pour conclure, l’ensemble de ces résultats nous ont permis de montrer un potentiel effet 

allergisant de la molécule médicamenteuse testée. L’allergie serait causée par son métabolite réactif (la 

molécule B) qui est capable de former un bioconjugué avec la HSA et d’activer un répertoire de LT 

CD4+ naïfs spécifique. Les perspectives seraient de continuer plus en profondeur dans cette étude en 

analysant les peptides responsables de l’activation du répertoire de LT. Ces peptides pourraient être 

testés ce qui permettrait de calculer un score allergisant final de la molécule médicamenteuse. Outre 

l’étude spécifique de cette molécule médicamenteuse, cette étude prometteuse permet d’envisager 

des modèles cellulaires in vitro permettant de prédire la survenue d’effets indésirables allergiques au 

cours du développement du médicament. 
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Résultats 
 

I. Etude de l’effet signal de danger des nanoparticules et 

leur impact sur la réponse des lymphocytes T reconnaissant 

les β-lactamines (Articles n°1 et n°2) 
 

1.1 Article n°1 et n°2 : étude de l’effet signal de danger des 
nanoparticules de silice amorphe 
 

Notre hypothèse de travail est que les facteurs environnementaux, tels que les nanoparticules, 

pourraient induire des effets pro-adjuvants sur le système immunitaire et favoriser le déclenchement 

de l’allergie aux BL.  

L’objectif de l’article n°1 (Feray et al. 2020) a été de développer le modèle d’étude de l’effet 

pro-adjuvant des nanoparticules sur les cellules du système immunitaire. Ces effets pro-adjuvants ont 

d’ores et déjà été montré avec les DEP ou certaines nanoparticules (Provoost et al. 2009, Schanen et al. 

2013, Shannahan et Brown 2014, Meldrum et al. 2017, Himly et al. 2017). Néanmoins, la majorité des 

travaux ont été conduits sur des modèles de DCs murines et se sont concentrés sur la première étape 

de la réponse immunitaire, c’est-à-dire l’activation des CPA telles que les macrophages ou les DCs 

(Winter et al. 2011, Kang et Lim 2012, Winkler et al. 2017). Cependant, l’utilisation de modèles 

cellulaires murins apporte un biais dans l’extrapolation des résultats à l’Homme et seul un faible 

nombre d’étude utilisent des modèles humains (Vallhov et al. 2007). De plus, l’étude exclusive des CPA 

est trop restreinte et ne permet pas de décrire la globalité de la réponse immunitaire qui englobe 

également la réponse lymphocytaire. L’article n°1 (Feray et al. 2020) a donc permis de construire un 

modèle de co-culture in vitro permettant de compléter le faible nombre d’études s’intéressant aux 

impacts des nanoparticules sur la réponse lymphocytaire (Vallhov et al. 2012, Schanen et al. 2013, 

Barillet et al. 2019). Grâce à ces résultats, nous avons pu démontrer que le rapport DC : LT et la durée 

d’incubation étaient des facteurs critiques pour l’établissement de ce modèle de co-culture. Ces deux 

paramètres influençaient particulièrement la variabilité inter-donneur et la prolifération basale des LT, 

ce qui était susceptible de masquer l’effet pro-adjuvant induit par les nanoparticules et ainsi de faire 

baisser la sensibilité du test. Nos résultats suggéraient un design d’étude avec au minimum trois 

rapports DC : LT différents sur un temps de co-culture de 5 jours afin d’obtenir la meilleure puissance 

du modèle. 
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L’objectif de l’article suivant a été d’utiliser le modèle préalablement établi pour évaluer l’effet 

signal de danger des aSNP sur les deux premières étapes de la réaction immunitaire (article n°2, 

soumis). En effet, la toxicité de ces nanoparticules était encore peu étudiée malgré le fait qu’elles 

soient largement répandues dans l’alimentation et que certains signes de toxicité aient déjà été 

soulevés dans la littérature, en particulier sur les réactions allergiques (Brandenberger et al. 2013, 

Shannahan et Brown 2014, Han et al. 2016, Toda et Yoshino 2016, Meldrum et al. 2017). Nos résultats 

ont permis de montrer que les aSNP augmentaient significativement l’activation des moDCs se 

traduisant par une augmentation de l'expression des marqueurs d'activation (CD86, CD83 et CXCR4) 

ainsi qu’une augmentation de la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires (CXCL-8 et CXCL-12). Le 

modèle de co-culture allogénique développé dans l’article n°1 nous a ensuite permis de montrer que 

les modifications phénotypiques induites par les aSNP sur les DCs avaient un impact sur la réponse 

lymphocytaire T caractérisé par une augmentation de la prolifération des LT ainsi qu’une augmentation 

de la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires (l'IL 9 et de l'IL-17A et F). Pour conclure, ces résultats 

permettaient de soulever un effet pro-adjuvant des aSNP pouvant avoir un impact sur le 

déclenchement des réactions allergiques. 
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Abstract: As the nanotechnology market expands and the prevalence of allergic diseases keeps

increasing, the knowledge gap on the capacity of nanomaterials to cause or exacerbate allergic

outcomes needs more than ever to be filled. Engineered nanoparticles (NP) could have an adjuvant

effect on the immune system as previously demonstrated for particulate air pollution. This effect

would be the consequence of the recognition of NP as immune danger signals by dendritic cells

(DCs). The aim of this work was to set up an in vitro method to functionally assess this effect using

amorphous silica NP as a prototype. Most studies in this field are restricted to the evaluation of DCs

maturation, generally of murine origin, through a limited phenotypic analysis. As it is essential to

also consider the functional consequences of NP-induced DC altered phenotype on T-cells biology,

we developed an allogeneic co-culture model of human monocyte-derived DCs (MoDCs) and CD4+

T-cells. We demonstrated that DC: T-cell ratios were a critical parameter to correctly measure the

influence of NP danger signals through allogeneic co-culture. Moreover, to better visualize the effect

of NP while minimizing the basal proliferation inherent to the model, we recommend testing three

different ratios, preferably after five days of co-culture.

Keywords: amorphous silica nanoparticles; monocyte-derived dendritic cells; MoDCs; maturation;

danger signal; DC:T-cell co-culture; in vitro models and methods; nanotoxicology

1. Introduction

With the widespread production and use of nanomaterials, the growing exposure of workers

but also of consumers in everyday life raises concerns about potential health risks [1], strengthening

the need for relevant methods to evaluate their immunosafety [2]. Assessing how engineered

nanoparticles (NP) could interact with the immune system [3,4] and more specifically could promote

the development of allergic diseases or exacerbate the severity of established allergic conditions is still

a matter of concern. Experimental in vitro models must be developed to address and to monitor these

effects [5]. The challenge is to select the most relevant cells and endpoints using a simple, robust and

representative model.

Most of the work regarding NP-induced immunomodulation has been focused on the activation

of key immune cells [6–8]. Innate immune cells such as macrophages and dendritic cells (DCs) are

Nanomaterials 2020, 10, 425; doi:10.3390/nano10030425 www.mdpi.com/journal/nanomaterials
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predominantly exposed to nanomaterials due to their phagocytic properties and to their relative

abundance at the entry sites such as skin, airways or the gastrointestinal tract [9]. Indeed, DCs

patrolling the blood or residing in peripheral tissues actively capture NP [10].

Two main differentiation stages are currently described for DCs, namely “immature” and

“mature” [11]. As sentinel cells of the innate immune system, immature DCs encounter and internalize

invading pathogens, but are also tissue scavengers, capturing apoptotic or necrotic cells. Their

functional maturation is a process, initiated by signals from the microenvironment and characterized by

the acquisition of fundamental properties: antigen processing and presentation, migration and ability

to activate antigen-specific naïve T-cells in secondary lymphoid organs. Indeed, upon maturation, DCs

increase the expression of major histocompatibility complex-II (MHC-II) and co-stimulatory molecules,

express higher levels of chemokine receptors and secrete cytokines, working in concert to stimulate

specific immune responses. DCs maturation can be triggered by the recognition of pathogen-associated

molecular patterns (PAMP) or endogenous “danger” signals called damage-associated molecular

patterns (DAMP) through a battery of pattern-recognition receptors (PRRs) expressed both outside and

inside of the cells [12]. The “danger theory” was proposed by Polly Matzinger twenty-five years ago [13]

to explain how the immune system could inappropriately “see” innocuous antigens such as allergens

or food antigens as dangerous, even though they are not. The “danger signals” would act on DCs,

in aseptic conditions, in a similar manner to the microbial molecular patterns. Therefore, the question

to be addressed is whether engineered NP could act as danger signals, as previously suggested for

ultrafine or diesel exhaust particles [14] and could be considered as NAMPs (nanoparticle-associated

molecular patterns) [15–17].

As terminally differentiated post-mitotic cells, primary DCs isolated from blood are available

in limited amounts. Because no stable cell line fully recapitulates the immunological features of

primary DCs [18], studies on NP interactions with DCs use either murine bone marrow-derived DCs

(BMDCs) [6,19,20] or more rarely human blood monocyte-derived DCs (MoDCs) [21–23], which can

both be differentiated in vitro in a DC-like phenotype [24]. Extrapolation from animal to human remains

challenging due to poor species overlap notably concerning toll-like receptors (TLR) expression [25].

The aim of this work was to set up a method to assess the adjuvant or “danger like” effect of NP on

human DCs.

We selected amorphous silica nanoparticles (aSNP) which have been poorly studied despite a large

exposure of the population through drugs, food [26] or cosmetic products. In vitro studies showed

that airway exposure to aSNP could enhance allergen sensitization, suggesting an adjuvant potential

for these NP [27,28]. So far, most of the in vitro studies dedicated to aSNP remained limited to the

phenotype analysis of DCs [6,23,29,30]. We showed that aSNP (12.5 µg·mL−1 and 25 µg·mL−1) increased

the expression of CD83, CD86 and CXCR4 markers on human DCs in a concentration-dependent manner,

suggesting that these aSNP significantly affected MoDCs maturation (Feray et al, in preparation).

It is essential to consider the global adjuvant effect on the two first steps of the immune response,

namely DCs activation leading to T-cell proliferation. Thus, we propose to complete these studies by

developing an allogeneic co-culture model of human MoDCs and CD4+ T-cells.

This work describes the process to be followed in order to develop an in vitro model properly

assessing the potential adjuvant effect of NP. We showed that the DC:T-cell ratios and the duration of

the co-culture are critical parameters to correctly measure the influence of danger signals induced by

NP in an allogeneic co-culture. To better visualize the effect of NP while keeping the basal proliferation

inherent to the model as low as possible, we suggest testing at least three different ratios, preferably

after five days of co-culture. We also recommend a careful selection of test concentrations based on

realistic exposures and limiting cytotoxicity to maintain MoDCs function.
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2. Materials and Methods

2.1. Reagents and Materials

According to the manufacturer, the specific surface of the fumed silica NP (S5505, Sigma-Aldrich,

Saint-Louis, MO, USA), determined by BET (Brunauer-Emmett-Teller), is 196 m2.g−1 (batch SLBR6988V).

The NP suspension was prepared from fumed silica dry powder dispersed in filtered ultrapure water

at a final concentration of 50 mg·mL−1. The suspension was then left for 8 h in a water bath at

80 ◦C to remove contaminations. Before each experiment, an intermediate dilution at a concentration

of 500 µg·mL−1 was prepared in Roswell Park Memorial Institute medium (RPMI) 1640 medium

(supplemented with Glutamax, 1 mM sodium pyruvate, 0.1 ng·mL−1 streptomycin and 100 U·mL−1

penicillin). The suspension was sonicated for 15 min prior to MoDCs treatment.

2.2. Characterization of aSNP

The hydrodynamic diameter of particles was determined at 25◦C by Dynamic Light Scattering

using a Zetasizer Nano ZS 90 (Malvern Instruments, Malvern, UK) operating at a fixed scattering angle

at 90◦ and equipped with a Helium-Neon laser source with a wavelength of 633 nm. Measurements

were performed in disposable 4 mL cuvettes with a 1 cm optical pathway and four optical faces

(Sarstedt, Nümbrecht, Germany) containing an appropriate volume (1 mL) of the sample, prepared as

described above, after dilution to 5 mg·mL−1 in the desired medium. The hydrodynamic diameter

values were calculated using the Stokes-Einstein equation assuming a spherical shape of the particles.

The particle size profile was obtained from the intensity-weighted distribution and the hydrodynamic

diameter value corresponds to the median diameter derived from the cumulative distribution curve.

The ζ-potential measurements were carried out with the same instrument at 25 ◦C by laser doppler

velocimetry at a detection angle of 17◦ in DTS 1060 disposable cells (Malvern Instruments, Malvern,

UK). Due to the ionic strength of the samples leading to high conductivity, measurements were

performed using the monomodal mode and the Smoluchowski approximation was used to convert the

electrophoretic mobility to ζ-potential. Values are given as mean values of ten measurements.

For transmission electron microscopy experiments, 2 µL of 1 mg·mL−1 aqueous suspension of NP

was deposited onto a formvar/carbon coated copper grid and observed using a JEOL 1400 transmission

electron microscopy (TEM) instrument (JEOL Ltd, Tokyo, Japan) operating at 120 kV. Analysis of

recorded images was performed using the ImageJ software (1.52 version, National Institute for Health,

Bethesda, MD, USA).

2.3. Endotoxin Detection

Possible endotoxin contamination (endotoxins > 0.05 EU·mL−1) was analyzed with the limulus

amebocyte lysate (LAL) assay (GenScript, Piscataway, NJ, USA).

2.4. Generation of Primary Cultures of Human Dendritic Cells

Human DCs were derived from monocytes isolated from human peripheral blood supplied by

the French Blood Bank (EFS, Rungis, France). Healthy donors gave their written consent for the use

of blood donation for research purposes. Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) were sorted

from buffy coats by density centrifugation on a Ficoll gradient. Monocytes were then isolated through

positive magnetic selection using MidiMacs separation columns and anti-CD14+ antibodies coated on

magnetic beads (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Germany). Finally, CD14 cells were differentiated

in immature MoDCs for 4 days in RPMI 1640 supplemented with GlutaMAX (Gibco, Invitrogen, Saint

Aubin, France), 10 % heat-inactivated fetal calf serum (FCS, Gibco, Invitrogen, Saint Aubin, France),

550 U·mL−1 granulocyte-macrophage colony-stimulating factor (rh-GM-CSF, Miltenyi Biotec, Bergisch

Gladbach, Germany), 550 U·mL−1 interleukin-4 (rh-IL4, Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Germany),

1 mM sodium pyruvate (Gibco, Invitrogen, Saint Aubin, France), 100 µg·mL−1 streptomycin and

100 U·mL−1 penicillin (Gibco, Invitrogen, Saint Aubin, France).
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2.5. Phenotypic Analysis

After 16 h of exposure to either 0, 12.5 or 25 µg·mL−1 aSNP, MoDCs were collected, washed

with phosphate-buffered salin (PBS, Gibco, Invitrogen, Saint Aubin, France) and incubated for 20 min

at 4 ◦C with APC-conjugated HLA-DR monoclonal antibody (mAbs) or with appropriate isotype

control antibody (IgG1-APC) (BD Biosciences, Le Pont de Claix, France). After incubation, MoDCs

were washed with PBS and then analyzed on a FACS Attune NxT® acoustic focusing cytometer

(ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA). Results were expressed as the relative fluorescence

intensities (RFI) using the corrected mean fluorescence intensity (cMFI) as follows:

cMFI = MFI −MFIcontrol isotype (1)

RFI =
cMFItreated cells

cMFIuntreated cells
(2)

2.6. Co-Culture of MoDCs and CD4+ T-Cells

CD4+ T cells were isolated from PBMC by positive selection using midi-MACS separation columns

and anti-CD4 antibodies coated on magnetic beads (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Germany)

(Figure 1). These T-cells were confirmed to have a purity greater than 95%, based on CD4 expression

evaluated by flow cytometry (561841, RPA-T4, BD Biosciences, Le Pont de Claix, France). CD4+ T

lymphocytes were labeled with 0,5 mM carboxyfluorescein succinimidyl ester (CFSE) (Invitrogen,

Saint Aubin, France), following the manufacturer’s instructions. MoDCs were stimulated by 0 or

12.5 µg·mL−1 of aSNP for 16 h and then washed and co-cultured with allogeneic CD4+ T-cells at

different DC:T-cell ratios for 5 or 6 days, in RPMI 1640 Glutamax supplemented with 10% FCS in

round-bottom 96 well plates (Cellstar, Greiner bio-one, Courtaboeuf, France) (Figure 1). The number of

T-cells (105 T-cells/well) remained unchanged while the number of DCs evolved for each ratio tested:

1:5 (1 DCs for 5 T-cells i.e., 20 000 MoDCs/well), 1:10 (10 000 MoDCs/well), 1:20 (5000 MoDCs/well),

1:50 (2000 MoDC/well) and 1:100 (1000 MoDC/well). Analysis of T-cell proliferation was assessed

by flow cytometry, on a FACS Attune NxT®acoustic focusing cytometer (ThermoFisher Scientific,

Waltham, MA, USA).

𝒄𝑴𝑭𝑰 ൌ 𝑴𝑭𝑰 െ𝑴𝑭𝑰𝒄𝒐𝒏𝒕𝒓𝒐𝒍 𝒊𝒔𝒐𝒕𝒚𝒑𝒆𝑹𝑭𝑰 ൌ 𝒄𝑴𝑭𝑰𝒕𝒓𝒆𝒂𝒕𝒆𝒅 𝒄𝒆𝒍𝒍𝒔𝒄𝑴𝑭𝑰𝒖𝒏𝒕𝒓𝒆𝒂𝒕𝒆𝒅 𝒄𝒆𝒍𝒍𝒔

−

 

−

−

Figure 1. Allogeneic model of DCs and CD4 + T-cells co-culture with the different ratios tested. Cells

are incubated in presence or absence of 12.5 µg·mL−1 of aSNP for 16 h. Treated MoDCs are co-cultured

with allogeneic CD4+ T-cells labeled with CFSE at a ratio of 1:20 (1 MoDC for 20 CD4+ T-cells), 1:50

and 1:100). Proliferation is quantified after 5 or 6 days of co-culture as the percentage of CFSElow

CD4+ T-cells.
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3. Results and Discussion

3.1. Characterization of Amorphous Silica Nanoparticles

We used commercial amorphous silica NP supplied by Sigma–Aldrich (S5505). This fumed silica

nanopowder is presented by the manufacturer as having an average primary particle size of 14 nm

and a surface area of 200 ± 25 m2
·g−1. A precise characterization of the size, spherical shape and

homogeneity of the fumed silica in water was carried out by transmission electron microscopy (TEM).

The particles form branched, three-dimensional chain-like aggregates of variable lengths (Figure 2).

The main characteristics of aSNP used in this study are summarized in Table 1.

ζ

−

−

Figure 2. Typical TEM images of unstained fumed silica nanoparticles suspended in water. Aqueous

suspension of nanoparticles was deposited onto a formvar/carbon coated copper grid and observed

using a JEOL 1400 TEM instrument operating at 120 kV. Analysis of recorded images was performed

using ImageJ 1.52 software.

Table 1. Characteristics of aSNP.

Reference
Specific

Surface Area 1
Nominal Primary

Particle Diameter 1
Primary Particle

Diameter 2
DLS

Distribution 3
ζ-Potential

Value 3

S5505, Sigma-Aldrich
(batch SLBR6988V)

196 m2
·g−1 14 nm 14.4 ± 4.3 nm

201 ± 22 nm
9.0 ± 0.3 µm

−26.5 ± 2.1 mV

1 Data provided by the supplier, 2 Analyzed by TEM, 3 in RPMI 1640

Endotoxin levels were systematically measured for each particle preparation with the limulus

amebocyte lysate (LAL) assay to ensure that the effects measured were not attributable to this

contaminant [31]. All the batches tested (n = 8) showed values below the threshold of positivity

(0.05 EU·mL−1).

3.2. Assessing the Effects of Amorphous Silica Nanoparticules on the Expression of Major Histocompatibility
Complex Class II and co-stimulatory Molecules in Human Dendritic Cells

We conducted this study using human DCs, which represent the most efficient antigen presenting

cells in capturing, processing and presenting antigens for lymphocyte activation. To avoid interspecies

variability, we chose human MoDCs, which can be differentiated in vitro in a DC-like phenotype in the

presence of granulocyte-macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF) and IL-4 [24]. The GM-CSF

in vitro cultured DCs is the most common and recognized DCs type used in studies of human DCs

biology. These cells show similarities in physiology, morphology, and function to conventional

myeloid DCs.

Immature DCs (iDCs) display a phenotype characterized by low surface expression of MHC-II

molecules and co-stimulatory molecules such as CD80, CD86 and CD40 [32]. When detecting molecular

patterns identified as danger signals, DCs undergo a program of maturation resulting in morphological

and phenotypical changes. If in vitro immature DCs exhibit a round shape and a smooth membrane,

mature DCs gain a rough surface with multiple dendrites and pseudopodia [33], as shown in Figure S1
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in presence of aSNP. Moreover, scattering of light can be used to measure volume (by forward scatter)

and morphological complexity (by side scatter) of cells by flow cytometry. These parameters are

conventionally abbreviated as FSC and SSC respectively. Representative FSC and SSC density plots

are presented on Figure S1b and illustrate a slight increase in SSC in presence of aSNP or with LPS,

consistent with MoDCs activation. MHC-II and co-stimulatory molecules are upregulated at the cell

surface. New interleukin and chemokine receptors are also expressed allowing T-cell stimulation and

improving their ability to migrate to secondary lymphoid tissues [11].

Our goal was first to define the appropriate readouts and settings to evaluate MoDCs maturation.

In a preliminary work, we selected the incubation time and concentrations to be tested based on

cytotoxicity assays. Considering that NP could have the potential to alter immune cell responses at

concentrations far below those inducing cytotoxicity, and that functional assays need to be conducted

on viable cells, we defined a threshold of 30% cytotoxicity not to be exceeded. Given the cytotoxicity of

aSNP and the short moDCs lifespan in vitro, incubation times longer than 24 h wouldn’t be achievable.

Indeed, following their activation, DCs are known to progress toward apoptotic cell death. Typical

incubation times to assess DCs phenotype range from overnight (approximately 16 h) to 24 h [6,29]. We

chose a 16-h incubation time which allowed to evidence a significant effect of NP on DCs phenotype

while complying with the 30% cytotoxicity threshold limit, in order to maintain their ability to activate

an effective immune response.

According to the literature, the expression of co-stimulatory molecules such as CD40, CD80 and

CD86 is frequently used as a marker of successful MoDCs maturation [7,20–23]. These markers have

also emerged as the most relevant in our experiences. CD83 is recognized as a surface marker that

distinguishes immature and mature human DCs populations and is considered as one of the best

markers for identifying mature dendritic cells [34]. HLA-DR can also be used as an indicator of

the iDC maturation process. Interestingly, the expression of the results as a percentage of positive

cells (Figure 3a) may not allow to evidence the increase in HLA-DR expression, as also observed

by Vallhov et al [21]. A high expression of MHC-II molecules is inherent to the MoDCs model [11].

Hence, it appears necessary to present the results as RFIs instead of the percentage of positive cells

(Figure 3b). Indeed, RFIs allowed us to show that aSNP induced a significant increase in MHC-II

molecules expression at 25 µg·mL−1 (Figure 3b).−

−

− −

Figure 3. Nanoparticles induced HLA-DR expression. Cells were incubated in the presence or absence

of LPS as a positive control, or 12.5 and 25 µg·mL−1 of aSNP for 16 h. Cells were then collected, washed

and the surface expression of HLA-DR was assessed by FACS analysis. Untreated DCs were used

as negative control. Results are expressed as percentage of positive cells (a) or relative fluorescence

intensities (b) and represented the mean ± SEM of three independent experiments. Tukey’s honest

significance test was employed in conjunction with One-Way ANOVA **: p < 0.01.

We established, using the panel presented above, that aSNP (12.5 µg·mL−1 and 25 µg·mL−1)

dose-dependently increased the expression of CD83, CD86 and CXCR4 markers on human MoDCs

(Feray et al., in preparation), suggesting that cells could be in a relatively mature state after the

incubation with NP.
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Altogether, these results underline the importance of systematically testing at least three ratios for

each experiment. These observations also demonstrate the interest of low ratios. There are only few

studies using the co-culture of T-cells and DCs to assess the functional DCs maturation in presence of

NP, concerning carbon black [19] and CeO2/TiO2 [23] NP. Koike et al. [19] demonstrated that murine

BM-DC treated with carbon black NP could enhance T-cell proliferation in a MLR-test. The authors

used two ratios: 1.25% (2.5 × 103 DC for 2 × 105 T cells) and 2.5% (5 × 103 DC for 2 × 105 T cells) which

reached a saturation threshold, especially for 56 nm carbon black NP [19]. A third ratio, for example

5%, would have probably increased the sensitivity of the method. Schanen et al. [23] used human DCs

and naive T-cells with a single optimized ratio of 1:400. They observed that TiO2 NP had a modest

immunostimulatory effect on T-cells, leading them to the co-administration of the mitogens PHA

and PMA, to increase the proliferative response. This low response to the NP alone, which could be

attributed to the use of naïve T-cell, would have warranted, as suggested above, to test more ratios

including a higher relative amount of stimulator cells.

3.3.2. Influence of the co-Culture Duration on T-Cell Proliferation and Assessment of
Nanoparticles Effects

Although the interaction between DCs and T-cells under physiological conditions is unlikely

to be as static and long lasting as in cell culture plates, the in-depth review of the literature led

us to test 2 different co-culture durations which are commonly used to study T cell activation by

the mixed-leukocyte-reaction [22,23,36]. As suggested above, reducing the basal T-cell proliferation

improved the sensitivity of the model. To further decrease this proliferation, we decided to reduce

the co-culture duration from six to five days (Figure 6). We retained the three ratios selected above

which proved to be effective in detecting NP-induced T-cell proliferation (1:100, 1:50 and 1:20).

Interestingly, in comparison to what was observed at day 6 (D6), allogeneic MoDCs induced a lower

basal proliferation at day 5 (D5), ranging from 16.1 to 43.7% (Figure 6a). The ratio 1:100 allowed to

substantially reduce the proliferation to 16.1% after five days of co-culture compared to 44.9% after six

days. Consequently, T-cells showed a strong proliferative response when MoDCs were stimulated with

aSNP (Figures 6a and 5b). If the NP-induced proliferation increase was already observable after 6 days

of co-culture (Figure 5), it seemed clearly more pronounced after five days (Figure 6b), reaching a value

of about 30% for both ratios 1:50 and 1:100. The five days co-culture setting allowed to significantly

increase the sensitivity for detecting NP effects using this co-culture model.

To better visualize the effect of NP in our experiments, we calculated the differences between

proliferations obtained with unloaded DCs and with aSNP-loaded DCs, after five (D5) or six days

(D6) of co-culture. The results obtained in three independent experiments are shown in Figure 7. We

observed that the differences in proliferation were evidenced in both culture conditions, albeit at a

higher level at D5 than at D6, confirming the results showed previously in a representative experiment

(Figure 6). This way of representing the results is particularly illustrative of the improvement brought

by the reduction in co-culture time. Moreover, these results emphasize once again the importance of

considering a range of ratios. To conclude, we recommend selecting the five-days co-culture conditions,

and to test at least three different ratios to assess the adjuvant effect of NP.

The present study demonstrates that the MLR-induced T-cell proliferation assay is suitable for the

evaluation of the immunomodulatory potential of NP. Nevertheless, the main drawback when using

ex vivo differentiated human primary DCs is the donor-to-donor variability [8]. The heterogeneity of

haplotypes between DCs and T-cells donors may lead to elevated basal proliferation that can even

mask the adjuvant effect of NP. Moreover, in addition to unavoidable variations in cell yield, we

clearly observed a donor-dependent fluctuation in MoDCs activation, depending on the donor’s health,

quality of life and even seasons. For all these reasons, it was essential to optimize the experimental

conditions to minimize this variability, particularly by reducing the co-culture time and the DC:T-cell

ratios. It appears also essential to carry out the experiments on at least three to five different donors.





Nanomaterials 2020, 10, 425 11 of 13

4. Conclusions

Our human allogeneic model of co-culture allows to show the pro-adjuvant effect of aSNP at

the two first steps of the immune response: DCs activation and T-cell proliferation. These findings

highlight the importance of assessing NP effects on immune cell function beyond the standard

endpoints such as oxidative stress or cytotoxicity. As a result, it seems essential to complete the

phenotypic characterization of DCs maturation by a functional test exploring their ability to promote

the proliferation of CD4+ T-cells. We propose a five-days co-culture including a wide range of

ratios, from 1:5 to 1:100, in order to minimize basal proliferation values and to avoid the proliferation

saturation that would prevent the effect of NP from being detected.

Supplementary Materials: The following are available online at http://www.mdpi.com/2079-4991/10/3/425/
s1, Figure S1. Morphological and dimensional modifications of dendritic cells in presence of amorphous
silica nanoparticles.
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Abstract 

Innate immune cells such as dendritic cells (DCs) sense and engulf nanomaterials, eliciting potentially 

an adverse and unexpected immune response. Indeed, nanomaterials, as previously described for 

combustion-derived particles, can be recognized as danger signals, enabling DCs to undergo a 

maturation process, to migrate to regional lymph nodes and to activate naive T-lymphocytes. 

Amorphous silica nanoparticles (aSNP) are widely used as food additives, cosmetics or construction 

materials. We hypothesized that aSNP could participate to the onset of allergic reactions through 

dendritic cells targeting. The aim of this work was to evaluate in vitro the effects of aSNP on human 

DCs functions and T-cell activation. Human monocyte-derived DCs (moDCs) were exposed overnight 

to fumed silica nanoparticles. Cell viability, phenotypical changes, cytokines production and allogeneic 

CD4+ T-cells proliferation were measured. Our results showed that aSNP significantly upregulated the 

surface expression of CD86, CD83 and CXCR4 activation markers. Secretions of pro-inflammatory 

cytokines (CXCL-8 and CXCL-12) were significantly enhanced in a dose-dependent manner in the 

moDCs culture supernatants. In an allogeneic co-culture, aSNP-activated moDCs significantly increased 

T-lymphocyte proliferation at all T-cell:DC ratios compared to unloaded moDCs. Moreover, analysis of 

co-culture supernatants for the production of T-cell-derived cytokines showed a significant increase of 

IL-9 and IL-17A and F, as well as an upregulation of IL-5, consistent with the pro-inflammatory 

phenotype of treated-moDCs described above. Taken together, these results suggest that aSNP can 

induce moDCs maturation and could act as adjuvants enhancing immunogenicity.  

 

Impact statement 

Amorphous silica NP promote the two first steps of adaptive immune response by increasing the 

maturation of human DCs and triggering a T-lymphocyte response, characterized by increased 

proliferation and cytokine secretion. aSNP could then act as adjuvants of the immune system and may 

promote allergic reactions in occupational and everyday life in the context of mixed exposure 

situations. 
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Introduction 

Silica is among the most common natural components found in the earth’s crust and its nanoparticles 

became one of the three most produced nanomaterials worldwide in 2013 (Liljenström et al. 2013). 

Amorphous silica nanoparticles (aSNP) have long been considered as highly biocompatible when 

compared to their crystalline counterparts. Indeed, the Food and Drug Administration (FDA) considers 

aSNP as "Generally Recognized As Safe" (GRAS) and their carcinogenicity is "unclassifiable" (group 3) 

according to the International Agency for Research on Cancer (IARC). The most used aSNP is fumed 

silica, a pyrolytic synthetic aSNP, which is present in everyday products such as cosmetics as an anti-

setting or emulsifying agent (Sccs and Hoet 2016). The anti-caking effects of these nanoparticles are 

extensively exploited since around fifty years with the widespread food additive E 551 in dehydrated 

products such as salt, sugar, cocoa or soups (Winkler et al. 2016; Younes et al. 2018). Fumed silica aSNP 

are also incorporated into concrete to improve its mechanical properties. Nevertheless, the high 

potential of volatile powders inhalation during manufacturing processes or use in workplace raises 

safety issues. Besides, aSNP belong to the OECD list of prioritized engineered NP having relevance in 

the workplace. Exposure may occur at different levels depending on the procedures and protective 

measures implemented. Concerning general population, daily exposure to E551 has been estimated at 

9.4 mg.bw-1.d-1, well above the non-observed adverse effect level of 5 mg.bw-1.d-1 (Tassinari et al. 2020; 

van Kesteren et al. 2015). In vitro gastric dissolution experiments demonstrated that the gut epithelium 

would be predominantly exposed to nanosized silica structure (Peters et al. 2012).  

Pulmonary exposure to aSNP causes a reversible inflammatory response in mice (Arts et al. 2007; 

Napierska et al. 2010; Sun et al. 2016). Interestingly, repetitive intratracheal instillation of fumed silica 

every week for 3 consecutive weeks resulted in profibrotic effects in the lung and biopersistence linked 

to a defect in lung clearance (Sun et al. 2016). Moreover, several studies have shown that ingestion of 

aSNP induced intestinal inflammation (Jani et al. 1990). 

Once in circulation, phagocytic cells such as macrophages and dendritic cells (DCs) are among the first 

and main cell types that uptake and process nanoparticles (Gustafson et al. 2015). DCs are professional 
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4 

antigen presenting cells that reside in non-lymphoid tissues in an immature antigen-capturing state. 

Located at the gates of antigen entry, DCs ensure a constant sampling of their environment. Intestinal, 

skin and pulmonary DCs, predominantly located underneath the epithelial basement membrane, 

sense and capture antigens and present sampled antigens to T-lymphocytes recognizing specifically 

the antigen. However, depending on the cellular microenvironment and its effect on DC phenotype, 

the consequence can be either an immunogenic or tolerogenic immune response (Lutz and Schuler 

2002; Tan and O'Neill 2005).  

In the presence of various stimuli such as “danger signals” present in the vicinity of DCs (Gallo and 

Gallucci 2013), they undergo a maturation process resulting in the up-regulation of major 

histocompatibility complex class II (MHC II), co-stimulatory molecules, cytokines and chemokine 

receptors. DCs migrate then to regional lymph nodes to present the antigen and to activate specific 

naive T-lymphocytes (Worbs et al. 2017). Classic danger signals are mostly derived from pathogens 

and released during infections (Pathogen-Associated Molecular patterns, PAMPs) or can result from 

tissue damages and necrotic dying cells (Damage-Associated Molecular Patterns, DAMPs) (Pradeu and 

Cooper 2012). The newly man-made emerging danger signals may activate DCs in aseptic conditions 

either directly or indirectly, in a similar manner to the microbial molecular patterns (Fadeel 2012; 

Pallardy et al. 2017). Thus, it is postulated that, as previously suggested for ultrafine or diesel exhaust 

particles (de Haar et al. 2008), immune cells could sense nanomaterials which could then be designated 

as NAMPs (Nanoparticles-Associated Molecular Patterns) (Farrera and Fadeel 2015; Gallo and Gallucci 

2013). 

In vitro studies have explored danger signal effects of aSNP by focusing on the activation of key 

immune cells such as DCs (Chen et al. 2018; Himly et al. 2017; Mocan et al. 2016; Shannahan and 

Brown 2014). Indeed, an increased activation of murine bone marrow DCs with CD86 and MHC class II 

upregulation along with the production of IL-1β (Winter et al. 2011) and TNF-α pro-inflammatory 

cytokines (Kang and Lim 2012) were demonstrated. More recently, internalization of food-grade 

fumed silica nanoparticles was evidenced in murine steady-state DCs, as well as secretion of IL-1β in a 
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Myd88-dependent mechanism (Winkler et al. 2017). Only few studies have been performed on human 

DCs to address their functionality of phenotypic changes upon exposure to NPs (Barillet et al. 2019; 

Vallhov et al. 2007; Vallhov et al. 2012).  

In the context of understanding how aSNP could participate to an inappropriate activation of the 

immune system, the aim of this work was to evaluate the effects of aSNP on human DCs expression of 

maturation markers and cytokine secretion and to explore the ability of these mature DCs to efficiently 

trigger allogeneic T-lymphocytes response. 

 

Materials and methods 

Reagents and materials 

According to the manufacturer, the specific surface of the fumed silica NP (S5505, Sigma-Aldrich, St 

Quentin Fallavier, France), determined by BET (Brunauer-Emmett-Teller), is 196 m2.g-1 (batch 

SLBR6988V). The NP suspension was prepared from fumed silica dry powder dispersed in filtered 

ultrapure water at a final concentration of 50 mg.mL-1. The suspension was then left for 8 hours in a 

water bath at 80 °C to sterilize the suspension. Before each experiment, an intermediate dilution at a 

concentration of 500 μg.mL-1 was prepared in RPMI 1640 medium supplemented with Glutamax, 1mM 

sodium pyruvate, 0.1ng.mL-1 streptomycin and 100 U.mL-1 penicillin (Gibco, Invitrogen, Saint Aubin, 

France). The suspension was sonicated for 15 minutes prior to DCs treatment. 

 

Characterization of fumed silica nanoparticles 

The hydrodynamic diameter of particles was determined at 25°C by Dynamic Light Scattering (DLS) 

using a Zetasizer Nano ZS 90 (Malvern Instruments, Orsay, France) operating at fixed scattering angle 

at 90° and equipped with a Helium-Neon laser source with a wavelength of 633 nm. Measurements 

were performed in disposable 4-mL cuvettes with 1-cm optical pathway and four optical faces 

(Sarstedt, Marnay, France) containing an appropriate volume (1 mL) of sample, prepared as described 

above, after dilution to 125 µg.mL-1 in the desired medium. The hydrodynamic diameter values were 
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calculated using the Stokes-Einstein equation assuming a spherical shape of the particles. The particle 

size profile was obtained from the intensity-weighted distribution and the hydrodynamic diameter 

value corresponds to the median diameter derived from the cumulative distribution curve. The -

potential measurements were carried out with the same instrument at 25°C by laser doppler 

velocimetry at a detection angle of 17° in DTS 1060 disposable cells (Malvern Instruments, Orsay, 

France) loaded with approximately 1 mL of each sample diluted to 375 µg.mL-1 in the desired medium. 

Due to the ionic strength of the samples leading to high conductivity, measurements were performed 

using the monomodal mode and the Smoluchowski approximation was used to convert the 

electrophoretic mobility to -potential. Values are given as mean values of ten measurements. 

For transmission electron microscopy experiments, 2 μL of 1 mg.mL−1 aqueous suspension of NP was 

deposited onto a formvar/carbon coated copper grid and observed using a JEOL 1400 transmission 

electron microscopy (TEM) instrument (JEOL Ltd, Tokyo, Japan) operating at 120 kV. Analysis of 

recorded images was performed using the ImageJ software (1.52 version, National Institute for Health, 

Bethesda, MD, USA). 

 

Endotoxin detection 

Possible endotoxin contamination was analyzed with the limulus amebocyte lysate (LAL) assay 

(GenScript, Piscataway, NJ, USA). All the batches tested (n=8) have shown values below the threshold 

of endotoxin positivity (0.05 EU.mL-1). 

 

Generation of primary cultures of human moDCs 

Human monocyte-derived dendritic cells (moDCs) were derived from monocytes isolated from human 

peripheral blood supplied by the French Blood Bank (EFS, Rungis, France). Healthy donors gave their 

written consent for the use of blood donation for research purposes. Peripheral blood mononuclear 

cells (PBMCs) were sorted from buffy coats by density centrifugation on a Ficoll gradient. Monocytes 

were then isolated through positive magnetic selection using MidiMacs separation columns and anti-
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CD14+ antibodies coated on magnetic beads (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Germany). Finally, 

CD14+ cells were differentiated in immature moDCs for 4 days in RPMI 1640 supplemented with 

GlutaMAX (Gibco, Invitrogen, Saint Aubin, France), 10 % heat-inactivated fetal calf serum (FCS, Gibco, 

Invitrogen, Saint Aubin, France), 550 U.mL−1 granulocyte-macrophage colony-stimulating factor (rh-

GM-CSF, Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Germany), 550 U.mL−1 interleukin-4 (rh-IL4, Miltenyi 

Biotec, Bergisch Gladbach, Germany), 1 mM sodium pyruvate (Gibco, Invitrogen, Saint Aubin, France), 

100 µg.mL−1 streptomycin and 100 U·mL−1 penicillin (Gibco, Invitrogen, Saint Aubin, France). 

 

In vitro exposure of immature moDCs to fumed silica nanoparticles 

After proper differentiation, immature human moDCs were collected, washed, and resuspended in 

fresh complete culture medium (RPMI supplemented with 10 % FCS, 1 mM sodium pyruvate, 0.1 

ng.mL-1 streptomycin and 100 U.mL-1 penicillin) at a final density of 106 cells.mL-1. Cells were then 

exposed overnight either to 0, 12.5 or 25 µg.mL-1 of sonicated aSNP (fumed silica S5505, Sigma-Aldrich, 

St Quentin Fallavier, France) or to 25 ng.mL-1 of lipopolysaccharide (LPS, ref:L6529, Escherichia coli, 

serotype 055-B5, Sigma-Aldrich, St Quentin Fallavier, France) as a positive control of moDCs activation. 

Cells were exposed in the absence of FCS to limit the formation of aggregates and corona for the first 

hour of exposition. Then, the medium was returned to 10% FCS for the proper survival of the cells 

during the next hours. 

 

Cytotoxicity assay 

Viability was assessed by labeling with propidium iodide (PI, Invitrogen, Saint Aubin, France). After 

treatment with aSNP at 0, 12.5 and 25 µg.mL-1, cells were incubated with PI at 6.25 mg.L-1 and the 

percentage of viability was measured by flow cytometry. 
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Phenotypic analysis 

To assess the effects of aSNP exposure on moDCs phenotype, several surface maturation markers were 

studied. After overnight exposure to either 0, 12.5 or 25 µg.mL-1 aSNP or 25 ng.mL-1 LPS, moDCs were 

collected, washed with PBS and incubated for 20 minutes either with fluorochrome-conjugated 

monoclonal antibodies (mAbs) or with appropriate isotype control antibodies (IgGs). The following 

mAbs were used: CD80 (FITC-Mouse anti-human CD80/FITC Mouse IgG1 Isotype control, BD 

Biosciences, Le Pont de Claix, France), CD83 (PE-Mouse anti-human CD83/PE Mouse IgG1 Isotype 

control, BD Biosciences, Le Pont de Claix, France), CD86 (APC-Mouse anti-human CD86/APC Mouse 

IgG1 Isotype control, BD Biosciences, Le Pont de Claix, France), CXCR-4 (APC Mouse anti-human 

CD184/APC Mouse IgG1 Isotype control, BD Biosciences, Le Pont de Claix, France), CD40 (FITC-Mouse 

anti-human CD40/FITC Mouse IgG1 Isotype control, BD Biosciences, Le Pont de Claix, France) and PDL-

1 (FITC-Mouse anti-human CD274/FITC Mouse IgG1 Isotype control, BD Biosciences, Le Pont de Claix, 

France). After incubation, moDCs were washed with PBS and then analyzed on a FACS Attune NxT® 

acoustic focusing cytometer (ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA). Results were expressed as 

the fold increase of the positive cells percentage compared to control (untreated moDCs). 

 

Co-culture of moDCs and CD4+ T-cells 

As previously described (Feray et al. 2020), CD4+ T-cells were isolated from PBMC by positive selection 

with midiMACS separation columns and anti-CD4 antibodies coated on magnetic beads (Miltenyi 

Biotec, Bergisch Gladbach, Germany). These T-cells were confirmed to have purity greater than 95%, 

based on CD4 expression evaluated by flow cytometry (561841, RPA-T4, BD Biosciences, Le Pont de 

Claix, France). CD4+ T-lymphocytes, were labeled with 0.5 mM carboxyfluorescein succinimidyl ester 

(CFSE, Invitrogen, Saint Aubin, France), following the manufacturer’s instruction. MoDCs were 

stimulated by 0, 12.5 or 25 µg.mL-1 of aSNP or 25 ng.mL-1 of LPS (positive control for danger signal 

effects) for 16 hours and then washed and co-cultured with allogeneic CD4+ T-cells at a 1:20 (1 moDC 

for 20 CD4+ T-cells), 1:50 (1 moDC for 50 CD4+ T-cells) or 1:100 (1 moDC for 100 CD4+ T-cells) DC:T-
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cell ratio for five days, in RPMI 1640 Glutamax (Gibco, Invitrogen, Saint Aubin, France) supplemented 

with 10% FCS in round-bottom 96 well plates (Cellstar, Greiner bio-one, Courtaboeuf, France) as 

previously described (Feray et al. 2020). A DC:T-cell co-culture loaded with the mitogen 

phytohaemagglutinin (PHA, Invitrogen, Saint Aubin, France) was used as positive control for T-cell 

proliferation. Analysis of T-cell proliferation was assessed as the CFSElow cells by flow cytometry, on a 

FACS Attune NxT® acoustic focusing cytometer (ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA). 

 

Cytokine quantification in cell culture supernatants 

MoDCs mono- or co-culture supernatants were measured in duplicate for IL-1β, IL-6, CXCL-8, IL-12p40, 

CCL-2 (MCP-1), CXCL-12 and CXCL-10 (IP-10), IL-17A, IL-17F, IL-5, IL-13, IL-9, IFN-, IL-10 and IL-22 using 

Meso Scale Discovery multiplex assay (MSD, Rockville, MA, USA) following manufacturer’s instructions.  

 

Results 

Characterization of nanoparticles 

A precise characterization of the size, spherical shape and homogeneity of the fumed silica in water 

was carried out by transmission electron microscopy (TEM). Nanoparticles appeared fused together as 

chain-like aggregates (figure 1A). The primary median size of the nanoparticles, determined by TEM, 

was 14.4 ± 5.3 nm (figure 1B) which is in the same range as the values determined by Sun et al. (Sun 

et al. 2016) and by Winkler et al. (Winkler et al. 2017). Moreover, the TEM study showed the formation 

of larger aggregates derived directly from inter-particle interactions. According to the DLS 

measurements (figure S1), fumed silica in RPMI 1640 medium led to a bimodal distribution with a first 

mean population centered on 123 ± 53 nm and a second one at 8.7 ± 0.3 µm, testifying of 

agglomeration and/or aggregation processes. The addition of 1% of FCS to the medium also led to a 

bimodal distribution. However, the size corresponding to the first main population increased to 2.2 ± 

1.1 µm while the second population remained unchanged (hydrodynamic diameter close to 8.5 ± 0.8 

µm). Supplementation with 10% FCS did not greatly change the sizes of the two populations (1.5 ± 0.6 
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µm and 7.7 ± 1.9 µm) but led to an increase in the proportion of the second population. Optical 

microscopy, and in particular granulomorphometry (data not shown), was used to search for additional 

details but the contrast between the particles and the buffer was weak in the same manner as 

previously described by Doi (Doi 1982). The -potential value for fumed silica in RPMI 1640 was -22.5 

± 1.4 mV and was reduced to -13.5 ± 1.5 mV and to -8.5 ± 1.9 mV in presence of 1% and 10% of FCS 

respectively (figure 1C). This decrease, even at low serum concentration, suggests that a protein layer 

is formed on particles (Monopoli et al. 2011). Moreover, based on a sensitive LAL assay, fumed silica 

nanoparticles were free of endotoxin contamination (data not shown). 

Cytotoxicity of fumed silica nanoparticles 

Phagocytic cells, such as DCs, are suspected to be sensitive to NP cytotoxicity because reaching an 

important intracellular load. To analyze the cytotoxicity of aSNPs, human moDcs were incubated 

overnight with 12.5, 25 and 50 µg.mL-1 of fumed silica NP and cell viability was analyzed by flow 

cytometry using PI staining. Noticeably, in all conducted experiments, the first hour of incubation was 

performed in absence of FCS in order to evaluate the toxic potential of naked particles. Results showed 

that fumed silica NP decreased moDCs viability in a concentration-dependent manner (figure S2). The 

50 µg.mL-1 concentration was highly cytotoxic with a 60% cell mortality. Both the 12.5 and 25 µg.mL-1 

concentrations were below the 30% cytotoxicity established threshold and showed no statistical 

difference in viability with untreated moDCs. 

Fumed silica nanoparticles modulated moDCs phenotype 

The capacity of fumed silica NP to induce the maturation of human moDCs was assessed using final 

concentrations of 12.5 and 25 µg.mL-1 according to cytotoxicity results. To examine the phenotypic 

changes of moDCs, cells were incubated with 12.5 and 25 µg.mL-1 of fumed silica NP for 1 hour in 

absence of FCS and the following 15 hours in 10% FCS containing culture medium. LPS was used as a 

positive control for moDCs maturation. The maturation status of the moDCs was assessed using FACS 

analysis and measurement of CD80, CD86, CD83, CD40, CXCR4 and PDL-1 molecule expressions. 

Expressions of CD86, CD83 and CXCR4 molecules augmented in a dose-dependent manner reaching 
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statistical significance for 25 µg.mL-1 of fumed silica NP (figure 2). CD40 and PDL-1 expressions also 

slightly augmented but did not reach statistical significance. The LPS positive control led to an increase 

in CD40, CD80, CD83, CD86 and PDL-1 expressions (figure 2). Taken together, our findings suggested 

that aSNP significantly affected moDCs maturation. 

 

Fumed silica nanoparticles induced the production of pro-inflammatory cytokines and chemokines 

by moDCs 

To further document the effect of fumed silica NP on human moDCs phenotype, we assessed the 

production of pro-inflammatory cytokines and chemokines from particles-treated cells. Again, moDCs 

were exposed to 12.5 or 25 µg.mL-1 of aSNP for 1 hour in absence of FCS and the following 15 hours in 

10% FCS containing culture medium. The moDCs culture supernatants were collected and analyzed 

using U-PLEX MSD technology for IL-1β, IL-6, CXCL-8, IL-23, CCL-2 (MCP-1), CXCL-12, CXCL-10 (IP-10) 

and TNF-α production. Secretions of CXCL-8 and CXCL-12 were significantly enhanced in a 

concentration-dependent manner in the presence of 12.5 to 25 µg.mL-1 of fumed silica NP (figure 3). 

IL-23 and TNF-α secretions were slightly augmented but did not reach significance. From these results, 

we showed that fumed silica NP were able to increase the production of pro-inflammatory cytokines 

and chemokines by moDCs showing a specific signature. 

 

MoDCs stimulated with fumed silica nanoparticles enhanced CD4+ T-cell proliferation 

To evaluate the functional consequences of moDCs maturation provoked by fumed silica NP, we 

analyzed the capacity of moDCs treated with fumed silica NP to augment allogeneic CD4+ T-cell 

proliferation. To limit the cytotoxicity induced by NP during the allogeneic co-culture, we decided to 

expose moDCs at the lowest concentration (12.5 μg.mL-1) of fumed silica NP. Treated moDCs were 

then washed and co-cultured with allogeneic CD4+ T-cells loaded with CFSE at several DC:T-cell ratios. 

Proliferation was assessed after five days of co-culture as the percentage of CFSElow CD4+ T-cells. A 

DC:T-cell co-culture stimulated with PHA was used as positive control for T-cell proliferation and LPS-
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treated moDCs as a positive control for danger signal effects. T-cells alone proliferation was assimilated 

to the background noise (figure 4A). Using a 1:20 DC:T-cell ratio, the addition of non-treated allogeneic 

moDCs induced a basal T-cell proliferation of about 30% that was statistically increased by the 

exposure of moDCs to fumed silica NP (figure 4A). Interestingly, T-cell proliferation levels triggered by 

fumed silica NP were comparable with those induced by LPS, a well-known danger signal (figure 4A). 

Among the variables that regulate the activation of CD4+ T-cells by DCs, the maturation state of the 

DCs and the relative amounts of stimulating moDCs and responding CD4 + T-cells are of particular 

importance (Hopken et al. 2005). As previously described, the use of several DC:T-cell ratios is 

particularly important to confirm the NP effect and to increase the sensitivity of the method (Feray et 

al. 2020). We then tested the following ratios: 1:100 (corresponding to 1 moDC per 100 T-cells), 1:50 

(1 moDC for 50 T-cells) and 1:20 (1 moDC for 20 T-cells).  We observed that reducing the DC:T-cell 

ratios from 1:20 to 1:100 decreased the basal proliferation (figure 4B). Consequently, T-cells showed 

a higher index of proliferation when moDCs were stimulated with aSNP. The increase in T-lymphocytes 

proliferation in presence of aSNP-treated moDCs was statistically significant for all tested ratios 

compared to unloaded moDCs (figure 4B). 

 

Fumed silica nanoparticles increased the production of IL-9 and IL-17A/F by CD4+ T-cells 

To better evaluate the CD4+ T-cell response, we then analyzed the production of T-cell cytokines in 

the co-culture supernatants (Figure 5). Results showed that when moDCs were exposed to 12.5 µg.mL-1 

of fumed silica NP, the production of IL-9, IL-17A and IL-17F in the supernatant of co-cultures was 

significantly augmented. Moreover, an increase in IL-5 production was also observed but was non-

significant due to the high variability of the results. IFN-γ, IL-22 and IL-13 were also augmented but the 

levels were also not statistically different from controls. Interestingly, aSNP caused a more significant 

production of IL-9 than LPS (figure 5). 
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Discussion 

As a first-line defense against non-self-entities, DCs are depicted as sentinels of the immune system, 

actively sampling the antigenic environment and sensing danger. Nanomaterials may be considered as 

“emerging” danger signals activating DCs either directly or indirectly as a result of cell injury (Gallo and 

Gallucci 2013; Pallardy et al. 2017), enabling them to undergo a full maturation process, to migrate to 

regional lymph nodes and to activate naive T-lymphocytes (Pallardy et al. 2017). Our results showed 

that aSNP mimicked danger signals recognized by human DCs. This effect is likely to guide the immune 

response towards an allergic phenotype (Shannahan and Brown 2014). Indeed, as previously described 

for air pollution particles such as diesel exhaust particles (de Haar et al. 2008), there are increasing 

evidences for an impact of nanomaterials on allergic airway disease (Meldrum et al. 2017) or on skin 

sensitization (Yoshioka et al. 2017), particularly upon co-exposure with chemicals. However, significant 

gaps remain concerning the underlying mechanisms leading to the effect of nanomaterials on DCs, and 

more importantly on the relevance of experimental models used to the human situation. Several 

studies have previously addressed the effects of different nanomaterials on murine DCs (Kang and Lim 

2012; Winkler et al. 2017; Winter et al. 2011) but there is a lack of studies attempting to address these 

effects on human DCs (Barillet et al. 2019; Feray et al. 2020; Vallhov et al. 2012). We specifically 

explored NPs impact on human DCs in vitro using an integrated model able to measure the 

consequences of DC phenotype alterations by aSNP on T-cell responses. 

The physicochemical properties of NP are known to influence their interactions with DCs. 

Manufactured aSNP consist of complex structures of aggregates and agglomerates and usually have 

no external dimensions of less than 100 nm, as confirmed by our characterization experiments. Upon 

exposure to biological fluids, NP do not stay “naked” but become coated by biomolecules forming a 

“corona” (Monopoli et al. 2012). Our results are consistent with the presence of such a corona when 

aSNP were in contact with culture media containing proteins. The observed decrease of the  potential 

in presence of FCS is probably related to corona formation resulting from the masking of the negative 

charges of the silanol groups by proteins. Moreover, increase in the hydrodynamic diameter 
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demonstrated the formation of aggregates. Consequently, we decided to expose human moDCs to 

aSNP in the absence of FCS during the first hour to directly assess the effect of aSNP. 

The “danger theory” was proposed by Polly Matzinger twenty-five years ago (Matzinger 1994) and 

explained how immune responses could take place without infection. Among the patterns capable of 

sounding the alarm in aseptic conditions, Gallo and Gallucci proposed the NAMPs (Gallo and Gallucci 

2013). The criteria to identify danger signals comprise DC activation and maturation and the ability to 

regulate their migratory properties. In our study, DCs maturation was clearly evidenced by 

phenotypical modifications of human moDCs with increased expression of CD83, CD86 and CXCR4 on 

the cell surface. CD83 is a membrane-bound glycoprotein considered as one of the hallmark of fully 

matured DCs (Prechtel and Steinkasserer 2007). CXCR4 bind the widely expressed chemokine CXCL12 

that play a role in mature DCs trafficking through the afferent lymphatic vessels to the lymph nodes. 

aSNP-induced moDCs activation was supported by an increase in the secretion of pro-inflammatory 

cytokines, particularly CXCL-8 and CXCL-12. These phenotypical modifications were unlikely due to 

contamination by LPS since the aSNP used did not contain detectable levels of endotoxins (Li et al. 

2017). Using human moDC, Vallhov et al. tested 0.5, 5 or 50 μg.mL-1 of the high surface area 

mesoporous silica nano- (270 nm) and microparticles (2.5 µm) and found no significant effect on CD83 

and MHC class II expression and a reduced expression of the CD40 and CD80 costimulatory molecules 

(Vallhov et al. 2007). Consistent with our results, Winter et al. (Winter et al. 2011) demonstrated on 

murine BMDCs that amorphous fumed silica nanoparticles significantly increased the expression of 

MHC-II as well as CD80 and CD86. More recently, Winkler et al. suggested that food-grade synthetic 

amorphous silica could activate immature murine DCs with a weak upregulation of CD40 and CD86 

expressions and release of pro-inflammatory cytokines (IL-1β and TNF-α) (Winkler et al. 2017). 

Concerning cytokines secretion, Hetland et al. (Hetland et al. 2001), Veranth et al. (Veranth et al. 2007) 

and Gualtieri et al. (Gualtieri et al. 2012) demonstrated the ability of aSNP to increase the release of 

IL-6 and CXCL-8 by human epithelial cell lines (A549 or BEAS-2B). Similarly, Kasper et al. (Kasper et al. 

2011) demonstrated in an in vitro model mimicking the alveolar-capillary barrier that, when apically 
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exposed to aSNP, co-cultures showed a release of IL-6 and CXCL-8 at the basolateral side. In the RAW 

264.7 macrophage-like cell line, aSNP increase the gene expression of IL-1, IL-6 and TNF-α (Park and 

Park 2009) or the persistent production of IL-6 and TNF-α (Torres et al. 2020). Surface reactivity of 

fumed silica NP is closely linked to the density of silanol groups, which appear as key molecular 

moieties (Pavan et al. 2019; Pavan et al. 2020) mediating electrostatic interactions with membrane 

phospholipids and inflammasome activation at the origin of cell phenotype modifications (Sun et al. 

2015). Therefore, in the literature, the pro-inflammatory effects appear more pronounced with 

pyrogenic fumed silica NP than with precipitated amorphous silica NP (Di Cristo et al. 2016; Zhang et 

al. 2012). 

In most cases, the ultimate consequence of functional DCs maturation for the immune response is T-

cell activation. The increase in lymphocyte proliferation clearly indicates the activation state of CD4 + 

T-lymphocytes, which is only possible after productive interaction with activated DCs. We addressed 

the consequences of aSNP-induced DC phenotype alterations on T-lymphocytes activation using a 

allogeneic DC:T-cell co-culture model. Our results showed a strong augmentation of T-cell proliferation 

when moDCs were stimulated with aSNP. Interestingly, this effect was comparable to LPS, a well-

known danger signal. This increase in T-cell proliferation was accompanied by an increase in T-cell 

cytokine secretion, notably IL-17A/F and IL-9. IL-5 was also increased but in a non-significant manner. 

These results are consistent with the pro-inflammatory phenotype of DCs described above and with 

the danger signal hypothesis. The production of such cytokines suggested that these activated T-cells 

could preferentially adopt a Th2 and Th17 orientation, but this remains to be explored. There are only 

few studies in the literature using co-culture of T-cells and DCs to assess the functional DCs maturation 

in presence of NP. Those conducted on carbon black (Koike et al. 2008) and CeO2/TiO2 NP (Schanen 

et al. 2013) suggested that these nanomaterials could drive the polarization of the T-cell response. 

Vallhov et al. showed that mesoporous aSNP increase the expression of CD86 on human moDCs with 

effects on T-cell polarization with IFN-γ, IL-4 and IL-13 production (Vallhov et al. 2007; Vallhov et al. 

2012). 
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In conclusion, silica toxicity is generally considered closely linked to its crystallinity. It is indeed 

commonly assumed that amorphous forms of silica are highly biocompatible and inert while crystalline 

silica has largely demonstrated its hazard. However, recent studies challenged the assumed 

biocompatibility of aSNP, particularly with immune cells (Himly et al. 2017; Mocan et al. 2016; 

Shannahan and Brown 2014). These observations suggested that a comprehensive evaluation of their 

actual immunotoxicity must be carried out. In this work, we demonstrated using human cells that 

fumed silica NP promoted the two first steps of adaptive immune response by increasing the 

maturation of human DCs and triggering a T-lymphocyte response, characterized by increased 

proliferation and cytokine secretion. Given their effects on DCs activation, aSNP could act as adjuvants 

of the immune system and may promote allergic reactions in occupational and everyday life in the 

context of mixed exposure situations. 
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Figure legends 

Figure 1. Characterization of fumed silica nanoparticles 

A. Typical TEM images of unstained fumed silica nanoparticles suspended in water.  B. Distribution 

histogram and cumulative distribution of the primary nanoparticle size determined by TEM (Total 

count: 334 particles). C. -potential variations of fumed silica nanoparticles in RPMI 1640 with or 

without fetal bovine serum (-potential data are represented as mean ± SEM of ten independent 

measurements). ****: p < 0.0001, one-way ANOVA and Tukey’s multiple comparison test. 

 

Figure 2. Fumed silica nanoparticles modulated moDCs phenotype 

Cells were incubated with 12.5 and 25 μg.mL-1 of fumed silica nanoparticles for 16 hours. LPS was used 

as a positive control. Cells were then collected, washed and the maturation status of the moDCs was 

assessed by FACS analysis. Unloaded moDCs were used as control. Results were expressed as fold 

increase of percentage of positive cells compared to untreated cells and represented the mean ± SEM 

of three independent experiments. *: p < 0.05 one-way ANOVA and Tukey’s multiple comparison test 

(statistics for LPS are not shown). 

 

 

 

Page 17 of 27 Toxicological Sciences

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

37

38

39

40

41

42

43

44

45

46

47

48

49

50

51

52

53

54

55

56

57

58

59

60



18 

Figure 3. Fumed silica nanoparticles induced moDCs inflammatory cytokines and chemokines 

secretion 

Cells were incubated with 12.5 and 25 μg.mL-1 of fumed silica nanoparticles for 16 hours. LPS was used 

as a positive control. The moDCs culture supernatants were collected and analyzed using U-PLEX MSD 

technology. Unloaded moDCs were used as control. Results were expressed in quantity of detected 

cytokines (pg.mL-1) and represented the mean ± SEM of three independent experiments. **: p < 0.01, 

***: p < 0.001, ****: p < 0.0001, one-way ANOVA and Tukey’s multiple comparison test. 

 

Figure 4. MoDCs treated with fumed silica nanoparticles increased allogeneic T-cell proliferation 

A. Cells were incubated with 12.5 μg.mL-1 of fumed silica nanoparticles for 16 hours. LPS and PHA 

were used as positive controls. Treated moDCs were co-cultured with allogeneic CD4+ T-cells 

loaded with CFSE at a ratio of 1 moDC for 20 CD4+ T-cells. Proliferation was measured after 5 

days of co-culture as the percentage of CFSElow CD4+ T-cells. Untreated moDCs were used as 

control. Results were expressed as percentage of increase in lymphocyte proliferation and 

represented the mean ± SEM of three independent experiments. *: p < 0.05, ****: p < 0.0001, 

one-way ANOVA and Tukey’s multiple comparison test. 

B. Fumed silica nanoparticules increased T-cell proliferation at all DC:T-cell tested ratio. Cells 

were incubated with 12.5 μg.mL-1 of fumed silica nanoparticles for 16 hours. LPS and PHA were 

used as positive controls. Treated moDC were co-cultured with allogeneic CD4+ T-cells loaded 

with CFSE at different ratios:  1:100 (1 moDC per 100 T-cells), 1:50 (1 moDC for 50 T-cells) and 

1:20 (1 moDC for 20 T-cells). Proliferation was measured after 5 days of co-culture as the 

percentage of CFSElow CD4+ T-cells. Untreated moDCs were used as control. Results were 

expressed as percentage of increase in lymphocyte proliferation and represented the mean ± 

SEM of three independent experiments. **: p < 0.01, two-way ANOVA and Sidak’s multiple 

comparison test. 
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Figure 5. Fumed silica nanoparticles increased the production of IL-9 and IL-17A/F by CD4+ T-cells 

Cells were incubated with 12.5 μg.mL-1 of fumed silica nanoparticles for 16 hours. LPS and PHA were 

used as positive controls. Treated moDCs were co-cultured with allogeneic CD4+ T-cells loaded at a 

ratio of 1 moDC for 20 CD4+ T-cells. On day 5, cytokines levels were measured in co-culture 

supernatants using U-PLEX MSD technology. Untreated moDCs were used as control. Results were 

expressed in quantity of detected cytokines (pg.mL-1) and represented the mean ± SEM of three 

independent experiments. *: p < 0.05, **: p < 0.01, ***: p < 0.001 one-way ANOVA and Tukey’s 

multiple comparison test. 

 

Supplementary figures 

Figure S1. Size distribution of fumed silica nanoparticles 

Intensity-weighted size distribution profiles of fumed silica nanoparticles in pure RPMI 1640, in RPMI 

1640 supplemented with 1% of Fetal Calf Serum and in RPMI 1640 supplemented with 10% of Fetal 

Calf Serum were obtained using Dynamic Light Scattering. Each measure was repeated ten times.  

 

Figure S2. Fumed silica nanoparticles effect on moDCs viability 

MoDcs were incubated with 12.5, 25 and 50 µg.mL-1 of fumed silica nanoparticles for 16 hours. Cells 

were then collected, washed and cell viability analyzed by flow cytometry using propidium iodide 

staining. Results were expressed in percentage of cell mortality and represented the mean ± SEM of 

three independent experiments. *: p < 0.05, **: p < 0.01, ***: p < 0.001, one-way ANOVA and Tukey’s 

multiple comparison test. 
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Figure 1. Characterization of fumed silica nanoparticles. A. Typical TEM images of unstained fumed silica 

nanoparticles suspended in water.  B. Distribution histogram and cumulative distribution of the primary 

nanoparticle size determined by TEM (Total count: 334 particles). C. ζ-potential variations of fumed silica 

nanoparticles in RPMI 1640 with or without fetal bovine serum (ζ-potential data are represented as mean ± 

SEM of ten independent measurements). ****: p < 0.0001, one-way ANOVA and Tukey’s multiple 

comparison test. 
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Figure 2. Fumed silica nanoparticles modulated moDCs phenotype. Cells were incubated with 12.5 and 25 

μg.mL-1 of fumed silica nanoparticles for 16 hours. LPS was used as a positive control. Cells were then 

collected, washed and the maturation status of the moDCs was assessed by FACS analysis. Unloaded moDCs 

were used as control. Results were expressed as fold increase of percentage of positive cells compared to 

untreated cells and represented the mean ± SEM of three independent experiments. *: p < 0.05 one-way 

ANOVA and Tukey’s multiple comparison test (statistics for LPS are not shown). 
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Figure 3. Fumed silica nanoparticles induced moDCs inflammatory cytokines and chemokines secretion. Cells 

were incubated with 12.5 and 25 μg.mL-1 of fumed silica nanoparticles for 16 hours. LPS was used as a 

positive control. The moDCs culture supernatants were collected and analyzed using U-PLEX MSD 

technology. Unloaded moDCs were used as control. Results were expressed in quantity of detected cytokines 

(pg.mL-1) and represented the mean ± SEM of three independent experiments. **: p < 0.01, ***: p < 

0.001, ****: p < 0.0001, one-way ANOVA and Tukey’s multiple comparison test. 
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Figure 4. MoDCs treated with fumed silica nanoparticles increased allogeneic T-cell proliferation. A. Cells 

were incubated with 12.5 μg.mL-1 of fumed silica nanoparticles for 16 hours. LPS and PHA were used as 

positive controls. Treated moDCs were co-cultured with allogeneic CD4+ T-cells loaded with CFSE at a ratio 

of 1 moDC for 20 CD4+ T-cells. Proliferation was measured after 5 days of co-culture as the percentage of 

CFSElow CD4+ T-cells. Untreated moDCs were used as control. Results were expressed as percentage of 

increase in lymphocyte proliferation and represented the mean ± SEM of three independent experiments. *: 

p < 0.05, ****: p < 0.0001, one-way ANOVA and Tukey’s multiple comparison test. B. Fumed silica 

nanoparticules increased T-cell proliferation at all DC:T-cell tested ratio. Cells were incubated with 12.5 

μg.mL-1 of fumed silica nanoparticles for 16 hours. LPS and PHA were used as positive controls. Treated 

moDC were co-cultured with allogeneic CD4+ T-cells loaded with CFSE at different ratios:  1:100 (1 moDC 

per 100 T-cells), 1:50 (1 moDC for 50 T-cells) and 1:20 (1 moDC for 20 T-cells). Proliferation was measured 

after 5 days of co-culture as the percentage of CFSElow CD4+ T-cells. Untreated moDCs were used as 

control. Results were expressed as percentage of increase in lymphocyte proliferation and represented the 

mean ± SEM of three independent experiments. **: p < 0.01, two-way ANOVA and Sidak’s multiple 

comparison test. 
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Figure 5. Fumed silica nanoparticles increased the production of IL-9 and IL-17A/F by CD4+ T-cells. Cells 

were incubated with 12.5 μg.mL-1 of fumed silica nanoparticles for 16 hours. LPS and PHA were used as 

positive controls. Treated moDCs were co-cultured with allogeneic CD4+ T-cells loaded at a ratio of 1 moDC 

for 20 CD4+ T-cells. On day 5, cytokines levels were measured in co-culture supernatants using U-PLEX 

MSD technology. Untreated moDCs were used as control. Results were expressed in quantity of detected 

cytokines (pg.mL-1) and represented the mean ± SEM of three independent experiments. *: p < 0.05, **: 

p < 0.01, ***: p < 0.001 one-way ANOVA and Tukey’s multiple comparison test. 
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1.2 Résultats complémentaires : étude de l‘impact des nanoparticules de 
silice amorphe sur la réponse lymphocytaire T dirigée contre les β-
lactamines 
 

1.2.1 Introduction 

 

Nos précédents résultats ont permis de démontrer les effets pro-adjuvants des aSNP sur les 

cellules du système immunitaire dans un modèle de co-culture allogénique (Article n°2, soumis). 

L‘objectif à la suite de ce travail était d‘étudier l‘impact de cet effet signal de danger sur la taille du 

répertoire de LT CD4+ reconnaissant la BP. En effet, ces nanoparticules étant utilisées comme additifs 

alimentaires, il est possible qu‘elles se retrouvent en co-exposition par voie orale avec les BL, dont la 

nature des signaux de danger à l‘origine du déclenchement de l‘allergie reste encore inconnue. Notre 

hypothèse est que les aSNP, comme modèle d‘un agent environnemental, pourraient jouer le rôle de 

signaux de danger en activant les DCs ce qui déclencheraient une réaction immunitaire dirigée contre 

le médicament qui, initialement, n‘est pas perçu comme un danger. Pour répondre à cette question, 

nous avons élaboré un modèle de co-culture autologue avec des moDCs [exposées au médicament 

(HSA-BP) en présence ou en absence d‘aSNP] et des LT CD4+ naïfs humains. Nos résultats ont permis 

de confirmer l‘effet pro-adjuvant des aSNP sur la réponse lymphocytaire T spécifique du bioconjugué 

HSA-BP. En outre, nos résultats préliminaires ont également montré un impact des aSNP sur la 

polarisation des LT CD4+ reconnaissant le médicament avec une augmentation des lignées de LT 

sécrétant de l‘IL-5. Ces résultats suggéraient un effet pro-allergisant (Th2) des aSNP favorisant ainsi le 

développement de l‘allergie médicamenteuse. 

 

1.2.2 Matériel et méthodes 

 

Le modèle  de co-culture autologue polarisé 

 

Les LT CD4+ naïfs sont isolés par purification magnétique négative (Naive CD4+ T cell 

Isolation Kit II human, Miltenyi Biotec Paris, France). La pureté est évaluée par la mesure de l‘expression 

des marqueurs CD4, CD45RA et CCR7 par cytométrie en flux  (supérieure à 90%). Les moDCs 

immatures sont ensuite incubées avec le bioconjugué HSA-BP à 10µM dans un milieu RPMI sans 

protéines. Au bout d‘une heure, les aSNP (12,5 µg.mL-1)  sont ajoutées ou non pour une durée de 16 

heures. Pendant la première heure, les cellules sont exposées en l'absence de sérum pour limiter la 
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formation d‘agrégats. Ensuite, le milieu est ramené à 10% de sérum humain AB pour la survie des 

cellules (SAB, Human serum from human male AB plasma, USA origin, Sterile-filtered, H4522, Sigma 

Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France). Le lendemain, les cellules sont lavées et mises en culture avec 

les LT CD4+ naïfs au rapport 1 :10 (10 000 moDCs par puits pour 100 000 LT) dans un milieu RPMI 

1640 à 10% de SAB (Gibco, Invitrogen, Saint Aubin, France) supplémenté avec de l’IL-12 (10 ng.mL-1, 

R&D Systems, Minneapolis, MN, USA) (Invitrogen, Saint Aubin, France), de l‘IL-6 (10000 U.mL-1, R&D 

Systems, Minneapolis, MN, USA) et de la primocine (5 µg.mL-1) (Invitrogen, Saint Aubin, France). Les LT 

CD4+ naïfs sont ensuite restimulés de façon similaire trois fois à 7 jours d‘intervalle avec des moDCs 

chargées comme précédemment en présence d‘IL-2 (10 U.mL-1)(R&D Systems, Minneapolis, MN, USA), 

et d‘IL-7 (5 ng.mL-1) (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA). 

Un ELISpot-IFN-ϒ est réalisé une semaine après la troisième restimulation afin de détecter les 

lignées lymphocytaires T spécifiques du bioconjugué HSA-BP. Les plaques de nitrocellulose (96 puits, 

Millipore, Guyancourt, France) sont incubées avec un anticorps de capture IgG1 humain anti-IFN-ϒ (1-

D1K, Mabtech, Augustendalstorget, Suède) pendant une nuit à 4°C. Les plaques sont ensuite saturées 

avec du milieu de culture RPMI supplémenté avec 10% de SVF sur la nuit à 4°C. Ces plaques sont 

ensuite lavées et utilisées pour établir une co-culture avec les LT CD4+ induits précédemment et des 

moDCs préalablement chargées avec la HSA-BP ou la HSA (témoin) dans un milieu RPMI 1640 

supplémenté avec 10% de SAB au ratio 1 :10 (3000 moDCs pour 30 000 LT). La co-culture est incubée 

sur la nuit à 37°C. Le lendemain, les cellules sont éliminées des plaques et un anticorps secondaire 

biotinylé IgG1 murin anti-IFN-ϒ (7B6-1, Mabtech, Augustendalstorget, Suède) est ajouté pendant 2 

heures à 37°C. Les plaques sont ensuite lavées et incubées avec une solution d‘extravidine pendant 1 

heure à température ambiante. Ces plaques sont ensuite lavées puis incubées avec du substrat (nitro-

blue tetrazolium/5-bromo-4-chloro-3‘-indolyphosphate, Sigma Aldrich, St Quentin Fallavier, France) 

jusqu‘à l‘apparition des premiers spots. Les spots sont comptés par un lecteur de plaque ELISpot 

Autoimmun Diagnostika (AID, Straβberg, Allemagne). Une lignée de LT CD4+ est jugée positive si le 

nombre de spots est supérieur à 30 spots et supérieur à deux fois le nombre de spot obtenus par le 

bruit de fond (co-culture avec des moDCs chargées uniquement avec de la HSA).  

 

Le modèle autologue non polarisé 

 

Les LT CD4+ naïfs sont isolés par purification magnétique négative (Naive CD4+ T cell 

Isolation Kit II human, Miltenyi Biotec Paris, France). La pureté est évaluée par la mesure de l‘expression 

des marqueurs CD4, CD45RA et CCR7 par cytométrie (supérieure à 90%). Les moDCs immatures sont 

ensuite incubées avec le bioconjugué HSA-BP à 10µM dans un milieu RPMI non supplémenté. Au bout 
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d‘une heure, les aSNP (12,5 µg.mL-1) sont ajoutées ou non pour une durée de 16 heures. Pendant la 

première heure, les cellules sont exposées en l'absence de sérum pour limiter la formation d‘agrégats. 

Ensuite, le milieu est ramené à 10% de SAB pour la survie des cellules (SAB, Human serum from human 

male AB plasma, USA origin, Sterile-filtered, H4522, Sigma Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France). Le 

lendemain, les cellules sont lavées et mises en culture avec les LT CD4+ naïfs avec un rapport 1 :10 

(10 000 moDCs par puits pour 100 000 LT) dans un milieu RPMI à 10% de SAB supplémenté avec de 

l‘IL-6 (10000 U.mL-1, R&D Systems, Minneapolis, MN, USA) et de la primocine (5 µg.mL-1) (Invitrogen, 

Saint Aubin, France) mais sans IL-12 pour éviter de polariser les LT. Les lymphocytes T CD4+ naïfs 

sont ensuite re-stimulés de façon similaire trois fois à 7 jours d‘intervalle avec des moDCs chargées 

comme précédemment en présence d‘IL-2 (10 U.mL-1)(R&D Systems, Minneapolis, MN, USA), et d‘IL-7 

(5 ng.mL-1) (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA). 

Afin de détecter les lignées lymphocytaires T spécifiques du bioconjugué HSA-BP, les 

surnageants des co-cultures sont récoltés 1 semaine après la troisième restimulation et la sécrétion 

d‘IFN-γ, d‘IL-5 et d‘IL-17A est mesurée par électrochemiluminescence sur la plateforme multiplex Meso 

Scale Discovery (MSD, Rockville, MA, USA) en suivant les instructions du fabricant. Une lignée LT CD4+ 

est jugée spécifique de la HSA-BP si la concentration de cytokines sécrétées est supérieure à deux fois 

celle retrouvée dans le bruit de fond (c‘est-à-dire les lignées qui ont été restimulées avec des moDCs 

chargées uniquement avec de la HSA). Une lignée est jugée polarisée si elle ne sécrète qu‘une seule 

des trois cytokines mesurées (simple positive). 

 

1.2.3 Résultats 

 

Les nanoparticules de silice amorphe augmentent l’activation des LT CD4+ reconnaissant la 
HSA-BP 

 

Afin d‘étudier l‘effet des aSNP sur la réponse lymphocytaire dirigée contre le médicament, les 

moDCs traitées par le bioconjugué HSA-BP sont exposées ou non aux aSNP puis mises en co-culture 

avec les LT CD4+ naïfs. Le test ELISpot-IFN-ϒ réalisé après 3 restimulations nous a permis d‘observer 

que sur les 6 donneurs sains testés, la fréquence de LT CD4+ naïfs activés par la HSA-BP était 

statistiquement plus élevée lorsque les moDCs étaient incubées en présence des aSNP. En effet, la 

fréquence moyenne obtenue en présence de aSNP était de 0,643 LT CD4+ naïfs reconnaissant la HSA-

BP par millions de LT CD4+ naïfs circulants comparée à 0,198 LT CD4+ naïfs reconnaissant la HSA-BP 

par millions de LT CD4+ naïfs circulants pour la fréquence moyenne en absence de aSNP (Figure 22). 
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Ces résultats suggèrent donc que les aSNP pourraient jouer un rôle pro-adjuvant sur la réponse 

lymphocytaire T spécifique de la HSA-BP. 

 

Figure 22. Les nanoparticules de silice amorphe augmentent l’activation des lymphocytes T 

CD4+ naïfs reconnaissant la HSA-BP 

Les moDCs sont incubées avec 10 µM de HSA-BP en présence ou en absence de 12,5 μg.mL-1
 d’aSNP 

pendant 16 heures (dont 1 heure sans sérum). Les moDCs sont ensuite lavées puis mises en co-culture 

avec des LT CD4 + naïfs autologues avec un rapport DC : LT de 1 moDC pour 10 LT CD4 + (1 :10) en 

présence d’IL-12. La moitié des lignées LT CD4+ naïves est restimulée avec les moDCs HSA-BP et l’autre 

moitié avec les moDCs exposées à la HSA-BP et aux aSNP. L’activation des LT CD4+ naïfs reconnaissant 

la HSA-BP est mesurée après 3 semaines de restimulations grâce à la technique ELISpot IFN-γ. Les 

résultats représentent la fréquence de LT CD4+ naïfs reconnaissant la HSA-BP par million de LT CD4+ 

naïfs circulants calculée grâce à la loi de Poisson. Le graphique représente les données de 6 expériences 

indépendantes. *: p <0,05, analyse statistique par le test de facteurs appariés Wilcoxon. 

 

Les nanoparticules de silice amorphe favorisent la sécrétion d’IL-5 par les lignées de LT 

reconnaissant le médicament 

 

Afin d‘étudier l‘effet des aSNP sur la polarisation des LT CD4+ reconnaissant la HSA-BP, nous 

avons développé un modèle de co-culture autologue non polarisé. Pour cela, la co-culture est établie 

de façon similaire à ce qui a été décrit précédemment à la différence que les milieux ne sont pas 
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supplémentés en IL-12. La sécrétion d‘IFN-γ, d‘IL-5 et d‘IL-17A est ensuite mesurée par 

électrochemiluminescence après 3 restimulations. Ce modèle nous a permis d‘étudier la polarisation 

naturelle des LT en réponse aux DCs chargée avec la HSA-BP et préalablement exposées aux aSNP. 

Nous avons observé une signature cytokinique des lignées de LT reconnaissant la HSA-BP restimulées 

avec les DCs exposées aux nanoparticules. En effet, un total de 6/30 lignées sécrétant de l’IL-5 ont 

été identifiées en présence d‘aSNP comparées à seulement 1/30 lignée sécrétant de l’IL-5 en 

absence des nanoparticules (Figure 23). Les aSNP n‘avaient cependant pas d‘effet sur les lignées 

sécrétant de l‘IFN-γ  (1/30) ou de l‘IL-17A (0/30). Ces résultats suggèrent que les aSNP pourraient agir 

comme des signaux pro-allergisants en favorisant une réponse allergique Th2 dirigée contre le 

médicament. 

 

 

Figure 23. Les nanoparticules de silice amorphe orientent la polarisation du répertoire de 

lymphocytes T CD4+ naïfs reconnaissant la HSA-BP vers une réponse Th2 

Les moDCs sont incubées avec 10 µM de HSA-BP en présence ou en absence de 12,5 μg.mL-1
 d’aSNP 

pendant 16 heures (dont 1 heure sans sérum). Les moDCs sont ensuite lavées puis mises en co-culture 

avec des LT CD4+ naïfs autologues avec un rapport DC : LT de 1 moDC pour 10 lymphocytes T CD4 + (1 

:10). La moitié des lignées LT CD4+ naïves est restimulée avec les moDCs HSA-BP et l’autre moitié avec 

les moDCs exposées à la HSA-BP et aux aSNP. Après trois restimulations, les surnageants de co-cultures 

sont récoltés et la sécrétion d’IFN-γ, d’IL-5 et d’IL-17A est mesurée par électrochemiluminescence sur une 

plateforme multiplex MSD. Le graphique représente les résultats d’une expérience.  
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II. Article n°3: Intracellular haptenation of benzylpenicllin 

with human serum albumin in dendritic cells trigger CD8+ 

T-cell activation (en préparation)  
 

L‘allergie aux BL est responsable de signes cliniques divers allant de l‘urticaire aux hépatites 

cytolytiques. Une telle hétérogénéité s‘explique par des mécanismes immunologiques différents. En 

effet, les LT CD4+ sont responsables des réactions médiées par la sécrétion d‘anticorps alors que les LT 

CD8+ sont responsables des réactions cytotoxiques. Plusieurs études de notre équipe ont contribué à 

mieux comprendre l‘immunisation des LT CD4+ face à la BP (Nhim et al. 2013, Scornet et al .2016, 

Azoury et al. 2018). Cependant, les mécanismes qui gouvernent l‘activation des LT CD8+ sont encore 

mal compris. Récemment, les travaux du laboratoires ont permis de montrer que le bioconjugué HSA-

BP extracellulaire, responsable de l‘activation des LT CD4+ reconnaissant la BP, n‘était pas reconnu par 

les LT CD8+, laissant suggérer un mécanisme différent et excluant les mécanismes de présentation 

croisée (Bechara et al. 2019). 

Dans cet article n°3, nous avons émis l'hypothèse que la BP pourrait entrer sous sa forme libre 

dans les DCs pour s‘hapténiser avec des protéines intracellulaires. Le bioconjugué formé serait alors 

reconnu comme un antigène intracellulaire et serait orienté vers la voie endogène d‘apprêtement par 

les DCs déclenchant ainsi l‘activation des LT CD8+. L‘objectif de ce travail a donc été de mieux 

comprendre les conditions cellulaires qui favoriseraient cette hapténisation intracellulaire. Nos 

résultats d‘imagerie nous ont permis de confirmer que la BP était capable d‘entrer sous sa forme libre 

dans les DCs dès la première heure d‘incubation. Une fois la BP internalisée, les cellules étaient lavées 

et mises dans un milieu dit « de récupération » afin de laisser l‘apprêtement de l‘antigène se conduire. 

Afin d‘identifier quelles protéines intracellulaires étaient capables de se conjuguer avec la BP libre à 

l‘intérieur des DCs, nous avons testé quatre milieux de récupération différents : le RPMI 1640 nu, 

l‘AIMV, le RPMI 1640 supplémenté avec 10% de SVF et de l‘IMDM supplémenté avec 10% de SAB. Nos 

résultats ont montré que les profils d‘hapténisation intracellulaire étaient différents en fonction de la 

composition du milieu de récupération. Nos résultats ont montré que seules les DCs incubées dans un 

milieu riche en HSA (AIMV, IMDM 10% SAB ou RPMI 1640 à 10 mg.mL-1 de HSA) formaient un 

bioconjugué médicamenteux au niveau intracellulaire, appuyant ainsi le rôle de cette protéine dans 

l‘hapténisation intracellulaire de la BP libre. Par la suite, nos expériences de spectrométrie de masse et 

de western blot ont permis de confirmer la présence d‘un bioconjugué HSA-BP formé au niveau 

intracellulaire de façon progressive à partir de 30 minutes d‘incubation dans un milieu contenant de la 

HSA. En outre dans les expériences de co-culture autologues, les LT CD8+ naïfs reconnaissant la BP 

libre n‘étaient activés qu‘en présence de HSA dans le milieu cellulaire « de récupération ». 
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Ces résultats ont permis de montrer que l‘environnement cellulaire impactait 

considérablement le processus d‘hapténisation du médicament et le type de LT activés. Une fois la BP 

libre internalisée dans les DCs, la présence d‘un milieu cellulaire riche en HSA favoriserait 

l‘hapténisation intracellulaire de la BP libre et l‘activation des LT CD8+ cytotoxiques. La HSA étant 

particulièrement abondante dans le foie où elle est synthétisée, ces résultats pourraient permettre de 

mieux comprendre le mécanisme de déclenchement des DILI en réponse aux BL. 
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ABSTRACT 

Background: Beta-lactams allergy is the most commonly reported drug allergy and constitutes an 

important health problem. Recently, we showed the pre-existence of a naive CD4+ T-cell repertoire 

recognizing benzylpenicillin (BP) conjugated to human serum albumin (HSA). These naive CD4+ T-cells 

may contribute to antibody-dependent anaphylaxis, the most common allergic outcome observed with 

beta-lactams. However, this HSA-BP extracellular bioconjugate was not recognized by CD8+ T-cells 

suggesting another mechanism for triggering cytotoxic CD8+ T-cells activation responsible of drug 

induced liver injury (DILI). Our results showed that free BP could be at the origin of this CD8+ T-cell 

activation. The proposed mechanism would involve intracellular formation of bioconjugates between 

BP and intracellular HSA in dendritic cells (DCs) followed by MHC class I-dependent presentation to 

naive CD8+ T-cells.  

Objective: The objective of this study was therefore to identify the cellular and molecular mechanisms 

of BP recognition by CD8+ T-cells. 

Methods: Co-cultures were established with naive CD8+ T-cells and autologous DCs loaded with free 

BP in a serum free medium. DCs were washed, incubated in a recovery medium (with or without HSA) 

and then co-cultured with naive CD8+ T-cells. The latter were restimulated once a week using the 
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same protocol and specific CD8+ T-cell activation was measured after 3 restimulations using an IFN-γ 

ELISpot assay. 

Results: We were able to detect a naive CD8+ T-cells repertoire recognizing free BP in 8 out of 9 tested 

healthy donors. We observed that intracellular haptenation of BP occurred only when the recovery 

medium contained HSA. These results were confirmed with autologous co-cultures of DCs and CD8+ 

T-cells that recognized free BP only in the presence of a HSA-rich recovery medium. The intracellular 

HSA-BP bioconjugate identified by mass spectrometry and western blot was formed progressively and 

in a dose-dependent manner during the incubation of DCs in HSA. 

Conclusion: This work demonstrates for the first time an alternative haptenation mechanism with HSA 

taking place in the intracellular compartment of DCs. HSA and free BP enter independently into DCs 

leading to the progressive formation of intracellular HSA-BP bionjugate that is recognized by CD8+ T-

cells. As the liver is the organ of synthesis of HSA, these results may provide a better understanding of 

the pathogenesis of DILI caused by CD8+ T-cells in response to beta-lactams. 

 

INTRODUCTION 

Beta-lactam (BL) allergy is an important public health issue with symptoms commonly ranging 

from anaphylaxis to more delayed reactions such as drug-induced liver injury (DILI) (Pichler 2003, 

Roujeau 2005). BL allergy accounts for 75% of allergies that occur in hospitals and 8% of the United 

States population has a record of penicillin allergy (Gomes and Demoly 2005, Macy 2014). 

Immunisation of patients to BL at the origin of allergic mechanisms follows the hapten hypothesis 

where molecules bind to proteins to acquire immunogenicity. The conjugate between proteins and BL 

is then detected by dendritic cells (DCs) triggering a specific immunological response (Yvon et al. 1988, 

Magi et al. 1995, Brander et al. 1995, Meng et al. 2011, Ariza et al. 2012, Ariza et al. 2014).  

BL allergy also includes serious clinical outcomes such as DILI that are mediated by cytotoxic 

CD8+ T-cells. These reactions are unpredictable and serious by nature: the prognosis might be fatal 
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with fulminant hepatitis. As a result, there is a considerable interest in understanding the pathogenesis 

features of BL-induced CD8+ T-cell reactions to develop more efficient methods for their prediction 

and diagnosis. Most of the research on BL-mediated DILI has used the flucloxacillin as a model. Indeed, 

after amoxicillin, flucloxacillin is the second BL most frequently responsible for DILI (Björnsson and 

Olsson 2005). Regarding the mechanism involved, flucloxacillin and its metabolite (5-hydroxymethyl 

flucloxacillin) are able to conjugate with proteins, in particular HSA and CYP3A4 (Carey and van Pelt 

2005, Jenkins et al. 2009), to trigger the activation of CD8+ T-cells (Puig et al. 2021) with significant 

association with the expression of HLA-B*57:01 molecules (Monshi et al. 2013, Waddington et al. 2020, 

Weaver et al. 2020).  

Antigens can be processed by DCs in two different ways. Extracellular antigens are 

endocytosed and oriented to the exogenous pathway where they undergo early endosome 

acidification triggering their proteolysis by endosomal proteases (Neefjes et al. 2011, Jurewicz and 

Stern 2018). Resulting peptides are then conjugated to MHC class II molecules and presented to CD4+ 

T-cells. Intracellular antigens are directed to the endogenous pathway where they are taken up by the 

proteasome to be fractionated into peptides and presented to CD8+ T-cells via MHC class I molecules 

(Holland et al. 2013, Heijmans et al. 2020). Note that the so called ―cross-presentation‖ mechanism 

allows extracellular antigens presentation via MHC class I molecules triggering cytotoxic responses 

(Amigorena and Savina 2010, Joffre et al. 2012). Our group demonstrated that extracellular HSA-BP did 

not trigger CD8+ T-cell activation in contrast to what studies previously showed for naive CD4+ T-cells 

repertoire, suggesting that cross-presentation was not at the origin of naive CD8+ T-cells activation 

(Nhim et al. 2013, Azoury et al. 2018, Bechara et al. 2019). Recently, several studies showed that 

protein-binding of BL can occur in the intracellular compartment of DCs with proteins such as 

elongation factors 1α and 2, heat shock protein 70 (HSP 70) and α-enolase (Ariza et al. 2014, Sánchez-

Gómez et al. 2017, Waddington et al. 2020).  

HSA is the most abundant protein in human serum and, therefore, is considered as the primary 

target for BL haptenation. Several studies have demonstrated the presence of HSA-BL bioconjugates in 
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the blood of allergic patients (Yvon et al. 1988, Yvon et al. 1989, Yvon et al. 1990, Brander et al. 1995, 

Meng et al. 2011). Haptenation with HSA has been demonstrated with many BL including BP (Meng et 

al. 2011, Nhim et al. 2013, Scornet et al. 2016, Azoury et al. 2018, Bechara et al. 2019), flucloxacillin 

(Jenkins et al. 2009), amoxicillin (Ariza et al. 2012), ampicillin (Magi et al. 1995), piperacillin (Whitaker et 

al. 2011, Jenkins et al. 2013) and aztreonam (Jenkins et al. 2013).  

We raised the hypothesis that in certain conditions, HSA can be present in the intracellular 

compartment of DCs being a likely target for free BL. In this work, we loaded DCs with human HSA and 

then exposed them to free BP. Results obtained with an autologous DC:CD8+ T-cell co-culture 

confirmed that DCs stimulated naive CD8+ T-cells only in the presence of HSA. Mass-spectrometry 

experiments confirmed the presence of intracellular BP-HSA conjugates.  

 

METHODS  

Generation of primary cultures of human monocyte-derived dendritic cells 

Human DCs were derived from monocytes (moDCs) isolated from human peripheral blood supplied by 

the French Blood Bank (EFS, Rungis, France). Healthy donors gave their written consent for the use of 

blood donation for research purposes. Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) were sorted from 

buffy coats by density centrifugation on a Ficoll gradient. Monocytes were then isolated through 

positive magnetic selection using MidiMacs separation columns and anti-CD14 antibodies coated on 

magnetic beads (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Germany). The purity of CD14 cells was assessed 

by flow cytometry (FACS Attune NxT®, ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA) and was greater 

than 95%. CD14 positive cells were differentiated in immature moDCs after 4 days in RPMI 1640 

supplemented with GlutaMAX (Gibco, Invitrogen, Saint Aubin, France), 10 % heat-inactivated fetal calf 

serum (FCS, Gibco, Invitrogen, Saint Aubin, France), 550 U.mL−1 granulocyte-macrophage colony-

stimulating factor (rh-GM-CSF, Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Germany), 550 U.mL−1 interleukin-4 

(rh-IL4, Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Germany), 1 mM sodium pyruvate (Gibco, Invitrogen, Saint 

Aubin, France), 100 µg.mL−1 streptomycin and 100 U·mL−1 penicillin (Gibco, Invitrogen, Saint Aubin, 
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France). DCs immature phenotype was controlled by flow cytometry (FACS Attune NxT® acoustic 

focusing cytometer, ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA) using anti-CD83 (<5%), anti-CD86 

(<30%), anti-CD1a (>70%) and anti-DC-SIGN (>90%) antibodies (BD Biosciences, Rungis, France). 

 

Western blots and detection of benzylpenicillin-derived cellular adducts 

MoDCs were treated with two different concentrations of BP (2 and 5 mM) (Sigma-Aldrich, Saint-

Quentin-Fallavier, France) for 1 hour in RPMI 1640 medium without proteins then washed in PBS and 

kept in recovery media (AIMV, RPMI without protein, RPMI 1640 supplemented with 10% FCS, RPMI 

1640 supplemented with 10 mg.mL-1 of HSA or IMDM supplemented with 10% of human serum 

(SAB)) for 0 to 3 hours. Thirty micrograms of protein from cell lysates were loaded on 12% 

polyacrylamide gels (TGX Stain-Free FastCast; Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA). Proteins were 

transferred to PVDF membrane (Bio-Rad Laboratories). Membranes were then incubated with a mouse 

anti-penicillin monoclonal antibody (Pen9, Abcam, Cambridge, UK) or anti-HSA antibody (Abcam) to 

detect the formation of the corresponding adducts. Immunoreactive bands were detected by 

enhanced chemiluminescence  (ChemiDoc XRS+,Bio-Rad Laboratories) and controlled in relation to the 

total charge deposit of each well in the gel. 

 

Generation of naive CD8+ recognizing benzylpenicillin 

Naive CD8+ T-cells were isolated from PBMCs by magnetic selection (Miltenyi Biotec). Isolation of 

naive CD8+ T-cells was performed using a two-step procedure. First, naïve T-cells were enriched by 

depletion of non-naive T-cells and NK cells using a cocktail of biotin-conjugated antibodies and anti-

biotin microbeads. In a second step, the enriched naive T-cells were labelled with anti-CD8 microbeads 

for subsequent positive selection of the CD8+ naive T-cells. Percentage of CD8+ CD45RA+CCR7+ T-

cells (always >95%) was evaluated using flow cytometry (FACS Attune NxT® acoustic focusing 

cytometer, ThermoFisher Scientific). The following monoclonal antibodies were used: CD8-APC (BD 

Biosciences, Rungis, France), CD45RA-FITC (BD Biosciences), CCR7-FITC (Miltenyi Biotec), and 
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appropriate isotype controls were also used to determine the non-specific staining. MoDCs were 

loaded with free BP (2 mM) and β2-microglobulin (5 µg.mL-1) (Sigma-Aldrich) in RPMI 1640 without 

protein for 1 hour then cells were washed and kept in a recovery media (AIMV or RPMI 1640 

supplemented with 10% FCS) during 16 hours in presence of 1 µg.mL-1 of LPS (Sigma-Aldrich). In both 

cases, moDCs were washed and 104 cells were added to 105 autologous naive CD8+ T-cells per round-

bottom microwell containing 200 μL of resting media supplemented with 11 000 U/mL of rh-IL-6 and 

10 ng/mL rh-IL-12 (R&D Systems, Lille, France). T-cells were restimulated on day 7, 14, and 21, with 

autologous moDCs loaded as described above with rh-IL-2 (60 U/mL) (R&D Systems) and rh-IL-7 (5 

ng/mL) (R&D Systems). Rh-IL-15 (25 ng/mL) (R&D Systems) was also added at day 21.  

 

ELISpot assay 

IFN-γ ELISpot assay (MabTech, Nacka Strand, Sweden) was performed after 16 hours of co-culturing T-

cells and moDCs loaded with free BP (2 mM) according to the manufacturer's instructions. The number 

of spot was determined using the AID ELISpot Reader system (AID, Strassberg, Germany). Unloaded 

moDCs were used as control. T-cell lines were considered specific for BP when the spot count was over 

30 spots and at least two fold higher for BP-loaded moDCs compared to unloaded moDCs. 

 

Confocal miscroscopy experiments 

MoDCs were exposed to fluorescent penicillin V (Bocillin, 150 µM, ThermoFisher Scientific) for 1 hour 

in RPMI 1640 without proteins to avoid any extracellular haptenation. After incubation, cells were 

washed and incubated during 16 hours in RPMI 1640 at 10 mg.mL-1 of HSA (Sigma-Aldrich) in 

presence of 1 µg.mL-1 of LPS. After incubation, cells were washed, fixed and permeabilized (Invitrogen 

eBioscience, ThermoFisher Scientific) to be observed in Fluoromount-G™ Mounting Medium, with 

DAPI (ThermoFisher Scientific). Fluorescence images were performed using a Leica TCS SP8 Confocal 

Laser Scanning Microscope (Leica Microsystems, Germany) with an HC PL APO CS2 63x/1.40 oil 

immersion objective and equipped with a 405 nm diode and a WLL Laser for excitation. Images were 
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acquired using Leica SP8 LAS X software (Version 3.5.5; Leica Microsystems, Germany) and processed 

using the FIJI/ ImageJ software. To analyze the signal in the whole cell, either several images in 

different Z positions for the same cell or z-stacks were acquired. For z-stack, optical sectioning was 

performed each 0.9 μm along the z axis. 

 

Mass spectrometry experiments 

MoDCs were exposed to free BP (40 mM) for 1 hour in RPMI 1640 without proteins to avoid 

extracellular haptenation. BP concentration was higher compared to co-culture experiments to 

augment the quantity of haptenated peptides. MoDCs were then washed and incubated for 3 hours in 

RPMI 1640 with 10 mg.mL-1 of HSA. Proteins were loaded and separated by 10% SDS-PAGE (Bio-rad). 

A short migration was then performed allowing proteins to penetrate the gel, and gels were stained 

with Coomassie colloidal blue (EZblue, Sigma–Aldrich) to recover a 2mm bands containing HSA and 

derivated forms. A reduction/alkylation step was performed with dithiothreitol (10 mM) and 

iodoacetamide 55 mM. Pieces of gels were rehydrated at 4°C in 12 ng.μL-1 sequencing grade modified 

trypsin (Promega, Charbonnières-les-Bains, France), solubilized in 25 mM of ammonium carbonate 

during 1 hour and then digested at 37°C overnight. After tryptic digestion, peptides were extracted by 

incubating gel pieces in extraction solvent (0.1% formic acid and 50% acetonitrile). Peptides solution 

were pooled according to their composition, concentrated to reach a final volume of  50µL. Samples 

analysis was performed with a Waters Xevo G2-XS QTof - ACQUITY UPLC M-Class system run by 

Masslynx v4.1 (Waters, Guyancourt, France). Buffers were 0.1% formic acid in water (buffer A) and 0.1% 

formic acid in acetonitrile (bufB).  For each sample, 1 to 4 μL of samples were loaded onto a C18 trap 

column NanoE MZ Sym C18 5μm 180um x 20 mm (Waters), at 20μL.min-1 and desalted with 99.5% of 

buffer A. After 2 min, the precolumn was connected to a C18 nanocolumn NanoE MZ HSS C18 T3, 1,7μ 

75µm x 100 mm (Waters). Peptides were separated using a linear gradient from 5 to 85% of buffer B 

for 100 min at 300 nL.min−1. One run took 120 min, including the regeneration and the equilibration 

steps. Column temperature was set to 40°C.  
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We conducted two mass spectrometry experiments: the first one used data independent acquisition 

(DIA) mode. This technique focuses on a narrow mass window of precursors and acquires MS/MS data 

from all precursors detected within that window. This mass window is then stepped across the entire 

mass range, systematically collecting MS/MS data from every mass and from all detected precursors. 

For DIA, peptides search was performed with the following parameters: enzymatic cleavage by trypsin, 

digestion with two to three possible misscleavages, static modifications of carbamidomethylated lysine 

and potential modifications of oxidized Methionine and BP addition on lysine. Only peptides reaching 

a score of 5 or more were taken onto account. Uniprot KB/SwissProt Human (9606) and HSA (P02768) 

databases were used combined with a homemade contaminant database (trypsin, keratine, etc.). FDR 

was less than 4%. The identified proteins were filtered with a minimum of three fragments per peptide, 

seven fragments per protein, and one peptide per protein. The second experiment used data 

dependent acquisition (DDA) mode where the mass spectrometer selects the most intense peptide 

ions in a first stage of tandem mass spectrometry, and then they are fragmented and analyzed in a 

second stage of tandem mass spectrometry. 

 

Statistics 

Naive CD8+ T-cells frequency was estimated using the Poisson distribution law which is a standard 

probabilistic model for describing random occurrences (Venturi et al. 2008, Nhim et al. 2013, Azoury et 

al. 2018): 

                                                                                   ⁄                                       
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RESULTS  

1. Frequency of the naive CD8+ T-cells repertoire recognizing benzylpenicillin  

Previous studies showed that extracellular HSA-BP did not trigger CD8+ T-cell activation 

excluding cross-presentation mechanisms (Bechara et al. 2019). Our hypothesis was that the free BP 

molecule binding to an intracellular component could activate CD8+ T-cells. Using fluorescent 

penicillin (Bocillin), we were able to confirm by confocal microscopy the internalization of the free drug 

inside human moDCs after one hour of incubation in RPMI 1640 free of proteins (Figure 1A). CD8+ T-

cell activation was confirmed by exposing moDCs to free BP (2 mM)  in co-culture with naive CD8+ T-

cells. After 3 restimulations in the same conditions, results of ELISpot IFN-γ showed the presence of a 

naive CD8+ T-cell repertoire recognizing free BP in 8 out of the 9 healthy donors tested. The mean 

frequency calculated using the Poison distribution law was 0.75 naive CD8+ T-cell recognizing free BP 

per million of circulating naive CD8+ T-cells (Figure 1B).  

 

2. Binding to human proteins is needed for CD8+ T-cell activation 

Since BP act as a hapten, binding to proteins is necessary to generate immunogenic epitopes. 

We hypothesized that the free form of BP becomes antigenic by direct binding with intracellular 

proteins in moDCs. To determine intracellular proteins able to bind to free BP, moDCs (previously 

exposed to BP) were kept in different recovery media in the presence of human and bovine proteins. 

These media were the following: AIMV containing approximately 10 mg.mL-1 of HSA, RPMI 1640 

protein-free, RPMI 1640 supplemented with 10 % FCS containing approximately 10 mg.mL-1 of bovine 

serum albumin (BSA) and IMDM supplemented with 10 % of human serum AB (SAB) containing 

approximately 10 mg.mL-1 of HSA. Our results confirmed that free BP binds with intracellular proteins 

in moDCs depending on the cellular medium (Figure 2A). BP-adducts occuredd in a greater extent with 

human proteins and in a concentration-dependent fashion. Western-blot results using anti-BP 

antibody revealed a major band around 65 kDa. This band was present in both media containing 

human proteins (AIMV and IMDM 10% SAB) (Figure 2A). Based on the molecular weight and the 
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composition of the different media, the major candidate protein for intracellular binding was HSA. A 

minor band revealed with anti-BP antibody was found around 30 kDa but was also present in protein-

free RPMI suggesting a non-specific signal (Fig 2A). 

To confirm the necessity of human proteins, in particular HSA, for human CD8+ T-cells 

activation, we conducted an autologous co-culture with moDCs loaded as previously described but 

using RPMI 10% FCS as the recovery medium. Results showed no CD8+ T-cell activation in the absence 

of human proteins, further supporting human proteins and HSA as a strong candidate for intracellular 

binding of free BP (Figure 2B). 

 

3. Internalisation of HSA in human dendritic cells 

Previous studies demonstrated intracellular binding of BL with endogenous proteins such as 

elongation factors (Ariza et al. 2014, Sánchez-Gómez et al. 2017, Waddington et al. 2020). We then 

addressed the question of whether HSA, our candidate protein, was already present in DCs as 

described previously with other proteins or had to be internalized from the extracellular space for 

naive CD8+T-cells activation to occur. 

We found that HSA was absent in the CD14- fraction and in CD14+ monocytes used  for 

moDCs generation (Figure 3A). Using western blot and HSA-Rhodamine, we then assessed HSA 

internalization in moDC. Results indicated a rapid internalization of HSA since 30 minutes of incubation 

measured by western blot (Figure 3B) and flow cytometry (Figure 3C). HSA was internalized in all DCs 

(Figure 3C). Consequently, both free BP and HSA can enter in moDC suggesting that intracellular 

binding can occur. 
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4.  Identification of HSA-BP conjugates in DCs 

We showed that HSA and free BP can enter separately into DCs and we identified a BP-protein 

conjugate with a molecular weight close to 65 kDa. The next objective was therefore to formally 

identify the BP-protein conjugate as BP-HSA and the position of the amino-acid that bind BP. Kinetics 

of intracellular formation of HSA-BP bioconjugate was also measured. MoDCs previously exposed to 

free BP were washed and incubated in RPMI 1640 containing only  10 mg.mL-1 of HSA from 0 to 3 

hours. Cell samples were then analyzed by western blot. HSA-BP conjugates was evidenced since 1 

hour of incubation and augmented until 3 hours (Figure 4A).  

We conducted two mass spectrometry experiments that confirmed our hypothesis. The first 

experiment used the DIA mode and allowed us to identify around 10 intracellular peptides haptenated 

with BP. These peptides were also found in a much greater quantity in the positive control (HSA-BP) 

but absent in the negative control (HSA). However, the quantity of peptides obtained in DIA was not 

abundant enough to obtain the precise peptide sequences. To identify these sequences we 

extrapolated them from their m/z value relative to the peptides obtained with the HSA-BP control 

sample. We therefore ran the same samples with DDA mode, allowing us to confirm the haptenation of 

BP on lysine 588 of the HSA. Other positions could not be formally identified.  

 

DISCUSSION 

Beta-lactam allergy is responsible for various clinical symptoms ranging from immediate 

reactions such as urticaria to more delayed reactions such as DILI. These reactions are mainly mediated 

by two different types of T-cells: CD4+ T-cells govern the immediate antibody-mediated reactions 

while delayed reactions are mediated by CD8+ T-cells. These CD8+ T-cell-mediated cytotoxic reactions 

to BL are poorly studied and the mechanisms still need to be understood.  

Our precedent results showed that the extracellular HSA-BP bioconjugate, although 

responsible for the activation of CD4+ T-cells (Nhim et al. 2013, Azoury et al. 2018), was not able to 
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trigger naive CD8+ T-cell activation (Bechara et al. 2019). These findings suggested that cross-

presentation was not at the origin of the CD8+ T-cell activation in patients. We then hypothesized an 

endogenous pathway where free BP could bind to intracellular proteins in DCs generating MHC-class I 

associated peptides. 

Using confocal microscopy our results confirmed the internalization of the free BP molecule 

within DCs during the first hour of incubation. We then demonstrated that internalization of free BP in 

DCs conducted to naive CD8+ T-cells activation in autologous co-cultures. These results were in 

agreement with those previously published by our group (Bechara et al. 2019).  In view of the low 

molecular weight of BP (approximately 334.39 g. mol-1) and its hydrophobicity (Log P = 1.8), the BP 

molecule is probably internalized by passive diffusion inside DCs (Lipinski et al. 1997, Pontier et al. 

2001). 

We then raised the hypothesis that free BP has to bind to an intracellular protein internalized 

from the incubation media. DCs were incubated 16 hours with either AIMV, IMDM 10% SAB or RPMI 

1640 supplemented with 10 mg.mL-1 HSA before being co-cultured with CD8+ T-cells. Western-blot 

analysis using anti-BP antibody showed a major band at 65 kDa suggesting a strong binding of free BP 

in a dose-dependent fashion. Interestingly, the 65 kDa band was only found in the presence of 

medium containing HSA (AIMV, RPMI 10% SAB) or pure HSA. Medium containing bovine proteins 

(RPMI 10% FCS) allowed intracellular binding of free BP in a much lower amount. Moreover, when 

naive CD8+ T-cells were co-cultured with moDCs in the absence of HSA, activation of CD8+ T-cells was 

not possible, confirming the necessity of the presence and uptake of HSA inside DCs for CD8+ 

lymphocytes stimulation. 

HSA is a highly reactive protein due to the numerous lysine residues it contains and is already 

known to bind to BP (Yvon et al. 1990, , Jenkins et al. 2009, Whitaker et al. 2011, Meng et al. 2011, Ariza 

et al. 2012, Jenkins et al. 2013, Scornet et al. 2016, Azoury et al. 2018). The most BP-reactive lysines 

have been identified (Lysines 159, 525, and 212) allowing the formation of immunodominant BP-
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peptides recognized by cells from both healthy and allergic donors (Scornet et al. 2016, Azoury et al. 

2018).  Several studies have identified conjugation of BL with endogenous proteins. Ariza et al. 

identified intracellular haptenation of amoxicillin with propionyl coenzyme A and pyruvate carboxylase 

in RAW264.7 macrophages (Ariza et al. 2014). Sánchez-Gómez et al. also demonstrated intracellular 

haptenation of amoxicillin with Elongation Factor 2, HSP-70, and α-enolase in the RPMI 8866 B-cell line 

(Sánchez-Gómez et al. 2017).  Recently, the work of Waddington et al. identified haptenation of 

flucloxacillin with various intracellular proteins including 14-3-3 proteins and Elongation Factor 1α in 

C1R-B*57:01 cells (Waddington et al. 2020). However, all the proteins identified in these works were 

endogenous proteins initially present in the cells. The originality of our finding relies on the fact that 

HSA was not intrinsically present in neither CD14 positive monocytes nor moDCs differentiated from 

monocytes. 

Numerous past studies have focused on the mechanisms of HSA internalization inside DCs. 

After two minutes of incubation with HSA, vesicles are formed and have an estimated size between 0.5 

and 3 µm characteristic of macropinosomes (Sallusto et al. 1995, Larsson et al. 1995, Larsson et al. 

1997). These results were consistent with those obtained in the literature also demonstrating 

macropinocytosis of HSA-drug bioconjugates in different cell types (HeLa cells, pancreatic cell lines 

MIA PaCa-2 and BxPC-3) (Ichimizu et al. 2019, Liu et al. 2019). When we incubated DCs with HSA or 

HSA-Rhodamine for 3 hours we found a rapid internalization of HSA into the moDCs, since 30 minutes. 

Once we demonstrated that free BP and HSA were able to enter into DCs in an independent 

manner, the objective of the following experiments was to characterize the formation of intracellular 

HSA-BP bioconjugate. We incubated BP-treated moDCs in RPMI medium containing 10 mg.mL-1 of 

HSA to establish the kinetics of bioconjugate formation using western blot. We were able to observe 

results consistent with those obtained with the internalization of HSA and Bocillin since the formation 

of the intracellular HSA-BP bioconjugate also started since 30 minutes of incubation. This rapid 

intracellular bioconjugate formation was supported by the high natural reactivity between HSA and BP 

molecules previously described (Yvon et al. 1990, Brander et al. 1995, Meng et al. 2011). The formation 
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of the intracellular HSA-BP bioconjugate was then confirmed using mass spectrometry. The DIA mode 

allowed us to identify about 10 HSA unique peptides bound to a BP molecule. The low abundance of 

intracellular BP-peptides did not allow us to obtain their precise sequence, which was therefore 

extrapolated from the HSA-BP control synthesized in the laboratory. The DDA mode allowed us to 

confirm the haptenation of BP on one of the lysines of HSA (lys 588).  

 

CONCLUSION 

In this work, we found that HSA and free BP are internalized in DCs leading to the formation of a HSA-

BP bioconjugate. This neo-formed antigen is detected as an intracellular antigen and is therefore 

directed to the endogenous pathway by DCs. The peptides produced are then presented to naive 

CD8+ T-cells triggering their activation. As HSA is the major protein in human plasma, we believed that 

HSA is constantly internalized in DCs with a rapid turnover since we did not found HSA in DCs upon 

purification. In the case of the concomitant presence of both HSA and BP, bioconjugates are formed 

leading to peptides generation, MHC class I association and presentation. The presence of CD8+ cells 

bearing a TCR recognizing peptide-BP complexes can then lead to their activation upon interaction 

with DCs. The results of our study could thus provide a better understanding of the mechanisms of BL 

recognition by CD8+ T-cells at the origin of DILI. 
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III. Application du modèle d’étude aux molécules 
médicamenteuses en cours de développement 
 

3.1 Introduction 
 

3.1.1 Le score d’immunisation 

 

Les hypersensibilités médicamenteuses sont des réactions idiosyncratiques qui sont 

totalement indépendantes de la pharmacologie du médicament. De ce fait, elles sont rarement 

détectées au cours des phases non cliniques et cliniques et peuvent provoquer des arrêts tardifs du 

développement du médicament, des retraits d‘AMM et des surcoûts liés à la prise en charge des 

patients affectés. A l‘aide des modèles cellulaires in vitro exposés précédemment, l‘objectif de cette 

troisième partie du projet a été de construire une approche par le poids de l‘évidence (weight of 

evidence approach) afin de prédire le risque d‘immunisation d‘une molécule médicamenteuse en cours 

de développement. Cette approche associe quatre évènements in silico et in vitro en fonction du 

comportement de la molécule mère et de son métabolite (Tableau 1) : 

1) Réactivité chimique de la molécule (ou de son métabolite) avec les protéines environnantes : 

formation de bioconjugués (complexe protéine-médicament ou protéine-métabolite). 

2) Effet signal de danger de la molécule médicamenteuse (ou de son métabolite) : capacité de 

déclencher l‘activation des DCs humaines. 

3) Interactions de la molécule médicamenteuse (ou de son métabolite) avec les molécules du CMH ou 

le TCR : approche in silico et test in vitro. 

4) Identification d‘un répertoire de LT naïfs reconnaissant la molécule ou le métabolite et/ou le 

bioconjugué molécule-protéine/métabolite-protéine : modèle de co-culture autologue avec des 

moDCs et des LT CD4+ ou des LT CD8+ naïfs humains. 

Chacune de ces expériences mime un évènement qui peut contribuer à l‘immunisation. Ces 

quatre paramètres sont évalués grâce à des coefficients qui permettront le calcul du score 

d‘immunisation final permettant d‘évaluer le potentiel pro-allergisant de la molécule. 

 

 

 



136 
 

 

Réactivité chimique : formation 

des bioconjugués protéine-

medicament et protéine-

métabolite 

Effet signal de danger sur 

les DCs humaines 
Interactions avec les  

molécules du CMH et le TCR 

Identification d’un 
répertoire de LT naïfs 

reconnaissants la 

molécule ou son 

métabolite 

M
é
th

o
d

e
s  

Identification des 
bioconjugués protéine- 

médicament et/ou 
protéine-métabolite 

(western blot, 
spectrométrie de masse) 

Mesure de l‘expression 
des marqueurs 

d‘activation à la surface 
des moDCs (CD80, 

CD83, CD86, CMHII, 
CD40, CXCR4) et de la 
sécrétion de cytokines 

et chimiokines pro-
inflammatoires 

Prévision des 
interactions des 

peptides (théorie de 

l’haptène) ou des 
molécules libres (p-i 

concept) avec le CMH 
ou le TCR par différents 
tests [tests in vitro ou 

par l‘outil IEDB in silico 
(immune epitope 

database)] 

Identification d‘un 
répertoire de LT 
naïfs (CD4+ ou 

CD8+) 
reconnaissant le 

médicament 

C
a
lc

u
l 
d

e
s 

co
e
ff

ic
ie

n
ts

 

Fixation démontrée avec une 
protéine : 

Coefficient = 1 

 

Fixation démontrée avec 
plusieurs protéines : 

Coefficient = 2 

Fixation démontrée de 
manière covalente : 

Coefficient +1 

 

Fixation démontrée avec la 
molécule et son métabolite : 

Coefficient +1 

Augmentation de x 
marqueurs par la 
molécule parent :  

Coefficient =  

x * 0,5 

 

Augmentation de y 
marqueurs par le 

métabolite :  
Coefficient +  

y * 0,5 

Interaction de la molécule 
parent démontrée  

in silico : 
Coefficient + 1 

 

Interaction de la molécule 
parent confirmée in vitro : 

Coefficient + 1 

 

Interaction du métabolite 
démontrée  

in silico : 
Coefficient + 1 

 

Interaction du métabolite 
confirmée in vitro : 

Coefficient + 1 

 

Présence d‘un 
répertoire de LT 

CD4+ : 
Coefficient + 2 

 

Présence d‘un 
répertoire de LT 
CD4+ et de LT 

CD8+ : 
Coefficient + 2 

 

Absence d‘un 
répertoire : 

Coefficient = 0 

 

S
co

re
  Score d‘immunisation =  (coefficient réactivité chimique +  coefficient effet signal de danger + coefficient 

interactions CMH ) * coefficient répertoire LT 

 

Tableau 1. Calcul du score d’immunisation d’une molécule médicamenteuse 

Cette approche fondée sur le poids de l’évidence permet de calculer un score d’immunisation en fonction du 

comportement de la molécule médicamenteuse et de son métabolite dans les quatre évènements suivants : (1) la 

réactivité chimique avec les protéines environnantes (2) l’effet signal de danger sur les DCs (3) l’interaction avec les 

molécules du CMH ou le TCR (4) la présence d’un répertoire de LT naïfs CD4+ et/ou CD8+. Les coefficients obtenus 

permettent de calculer un score d’immunisation selon le calcul suivant : Score d’immunisation = (coefficient 

réactivité chimique + coefficient effet signal de danger + coefficient interactions CMH) * coefficient répertoire LT. 
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 Pour valider le développement de ce calcul, nous l‘avons exploité avec deux molécules 

médicamenteuses étudiées au laboratoire et dans la littérature : la BP (Tableau 2) et le 

sulfaméthoxazole (SMX) (Tableau 3). 

 

3.1.2 Le cas de la benzylpénicilline 

 

 

Réactivité chimique : 

formation des bioconjugués 

protéine-medicament et 

protéine-métabolite 

Effet signal de 

danger sur les 

DCs humaines 
Interactions avec les  

molécules du CMH et le TCR 

Identification d’un 
répertoire de LT naïfs 

reconnaissants la 

molécule ou son 

métabolite 

R
é
su

lt
a
ts

 

La BP et ses métabolites 
sont capables de se 

conjuguer de manière 
covalente avec plusieurs 

protéines du sérum 
humain : la HSA, les 

chaînes lourdes 
d‘immunoglobulines et la 

transferrine 

(Magi et al. 1995, Meng 
et al. 2011, Ariza et al. 
2012, Nhim et al. 2013, 
Ariza et al. 2014, Azoury 

et al. 2018) 

La BP 
n‘active pas 

les DCs 
humaines 

(résultats 

obtenus au 

cours de la 

thèse de 

Cathy Nhim 

en 2013) 

Les peptides BP 
immunodominants identifiés 

(PT-BP, KV-BP, et FS-BP) 
interagissaient avec les 

molécules du CMH  
in silico et in vitro  

 
(Men et al. 2011, 
Nhim et al. 2013,  

Scornet et al. 2016,  
Azoury et al. 2018) 

Identification d‘un 
répertoire de LT CD4+ 

naïfs et d‘un 
répertoire de LT CD8+ 
naïfs reconnaissant la 

HSA-BP et la BP 

(Nhim et al. 2013, 
Azoury et al. 2018, 
Bechara et al. 2019) 

C
o

e
f.

 = 2 (plusieurs protéines) 
+ 1 (fixation covalente) + 

1 (métabolite) 
= 0 

= 1 (molécule parent in silico) + 
2 (molécule parent et 
métabolite in vitro) 

= 2 + 2 

S
co

re
  

Score d’immunisation final = (4 + 0 + 3 ) * 4 = 28 

 

Tableau 2. Calcul du score d’immunisation de la benzylpénicilline 

Le score d’immunisation de la BP a été calculé avec les paramètres suivant : score = [4 (conjugaison de la 

BP et ses métabolites avec plusieurs protéines de manière covalente) + 0 (pas d’activation des DCs) + 3 

(interaction des peptides-BP avec les molécules du CMH démontrée in silico et in vitro pour la molécule 

parent et in vitro pour le métabolite)] * 4 (identification d’un répertoire de LT CD4+ et CD8+ naïf 

reconnaissant la BP). BP = benzylpénicilline 
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3.1.3 Le cas du sulfaméthoxazole 

 

 

Réactivité chimique : 

formation des 

bioconjugués protéine-

medicament et protéine-

métabolite 

Effet signal de danger 

sur les DCs humaines 
Interactions avec les  

molécules du CMH et le TCR 

Identification d’un 
répertoire de LT naïfs 

reconnaissants la 

molécule ou son 

métabolite 

R
é
su

lt
a
ts

 

Le métabolite SMX-
NO est capable de se 
conjuguer de manière 
covalente avec la HSA, 

la transferrine et la 
glutathion-S-
transférase 

(Tatake et al. 1991, 
Lavergne et al. 2009, 

Callan et al. 2009, 
Tailor et al. 2019) 

Le SMX et son 
métabolite SMX-NO 

augmentent 
l‘expression de 

CD40 à la surface 
des DCs humaines 

(Sanderson et al. 
2007) 

Le SMX-NO interagit avec 
les molécules du CMH 

 in vitro 

 

(Schnyder et al. 1997,  
Naisbitt et al. 2002) 

Identification d‘un 
répertoire de LT CD4+ 

et de LT CD8+ 
spécifique du SMX 

(Schnyder et al. 1997, 
von Greyerz et al. 

1999, Schnyder et al. 
2000, Burkhart et al. 
2001, Ogese et al. 

2015) 

C
o

e
f.

 = 2 (plusieurs 
protéines) + 1 

(fixation covalente) 

= 0,5 (molécule 
parent) + 0,5 
(métabolite) 

= 1 = 2 + 2 

S
co

re
  

Score d’immunisation final = (3 + 1 + 1) * 4 = 20 

 

Tableau 3. Calcul du score d’immunisation du sulfaméthoxazole 

Le score d’immunisation du SMX a été calculé avec les paramètres suivant : score = [2 (conjugaison avec 

plusieurs protéines de manière covalente) + 1 (activation des DCs démontrée sur un marqueur avec le 

SMX et son métabolite) + 1 (interaction avec les molécules du CMH démontrée in vitro)] * 4 

(identification d’un répertoire de LT CD4+ et CD8+ naïfs reconnaissant le SMX). SMX = sulfaméthoxazole 

 

Cette approche nous a permis d‘évaluer le score d‘immunisation de deux molécules 

médicamenteuses étudiées dans la littérature. L‘objectif du projet de thèse a ensuite été d‘appliquer ce 

modèle pour une molécule inconnue en cours de développement. Nos résultats ont permis de calculer 

de façon préliminaire un score d‘immunisation de 2 car la molécule parent A ne possédait pas de 

répertoire de LT spécifique. En revanche, nous avons montré l‘existence d‘un répertoire de LT CD4+ 

naïfs reconnaissant le métabolite B uniquement en présence de HSA dans le milieu cellulaire, ce qui 

sous-tend un mécanisme d‘hapténisation extracellulaire. Dans nos expériences, le métabolite B était 
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être préférablement présenté aux LT CD4+ via les molécules HLA-DR. L‘immunisation pourrait ainsi 

être causée par le métabolite B qui serait capable de former un bioconjugué avec la HSA et d‘activer 

un répertoire de LT CD4+ naïfs.  

 

3.2 Matériel et méthodes 
 

3.2.1 Cultures primaires de cellules dendritiques humaines 

 

Les moDCs humaines sont dérivées de monocytes isolés à partir de sang périphérique humain 

fourni par l‘EFS (Rungis, France). Les donneurs sains ont donné leur consentement écrit pour 

l'utilisation du don de sang à des fins de recherche. Les PBMC sont triées à partir de couches 

leucocytaires par centrifugation de densité sur un gradient de Ficoll. Les monocytes sont ensuite isolés 

par sélection magnétique positive en utilisant des colonnes de séparation MidiMacs et des anticorps 

anti-CD14 fixés sur des billes magnétiques (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Allemagne). Enfin, les 

monocytes CD14 positifs sont différenciés en moDCs immatures pendant 4 jours dans du RPMI 1640 

supplémenté en GlutaMAX (Gibco, Invitrogen, Saint Aubin, France), 10% de SVF décomplémenté par la 

chaleur (SVF, Gibco, Invitrogen, Saint Aubin, France), 550 U.mL-1 de rh-GM-CSF (Miltenyi Biotec, 

Bergisch Gladbach, Allemagne), 550 U.mL-1 de rh-IL4 (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Allemagne ), 

du pyruvate de sodium 1 mM (Gibco, Invitrogen, Saint Aubin, France), 100 µg.mL-1 de streptomycine et 

de 100 U. mL-1 de pénicilline (Gibco, Invitrogen, Saint Aubin, France). 

 

3.2.2 Modèle de co-culture autologue  

 

Les LT CD4+ naïfs sont isolés par purification magnétique négative (Naive CD4+ T cell 

Isolation Kit II human, Miltenyi Biotec Paris, France). La pureté est évaluée par la mesure de l‘expression 

des marqueurs CD4, CD45RA et CCR7 par cytométrie (supérieure à 90%). Les moDCs immatures sont 

ensuite incubées avec la molécule parent (A) ou le métabolite (B) à 1 mM dans le milieu AIMV (Gibco, 

Invitrogen, Saint Aubin, France) pendant 16 heures en présence de LPS à 1 µg.mL-1. Pour l‘étude de 

l‘hapténisation du métabolite, les moDCs sont exposées au métabolite (B) à 1 mM dans un milieu 

RPMI 1640 sans protéines ou un RPMI 1640 à 10 mg.mL-1 de HSA pendant 3 heures (en présence de 

LPS à 1 µg.mL-1). Les DCs sont ensuite lavées et mises en culture avec les LT CD4+ naïfs au rapport 

1 :10 (10 000 moDCs par puits pour 100 000 LT) dans le milieu RPMI à 10% de SVF supplémenté avec 

de l‘IL-12 (10 ng.mL-1, R&D Systems, Minneapolis, MN, USA), de l‘IL-6 (10000 U.mL-1, R&D Systems, 
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Minneapolis, MN, USA) et de la primocine (5 µg.mL-1, Invitrogen, Saint Aubin, France). Les LT CD4+ 

naïfs sont ensuite re-stimulés de façon similaire trois fois à 7 jours d‘intervalle avec des moDCs 

chargées comme précédemment en présence d‘IL-2 (10 U.mL-1, R&D Systems, Minneapolis, MN, USA), 

et d‘IL-7 (5 ng.mL-1, R&D Systems, Minneapolis, MN, USA). 

 

3.2.3 Mesure de l’activation du répertoire de lymphocytes T CD4+ naïfs par la 

technique ELISpot 

 

Un ELISpot-IFN-ϒ est réalisé une semaine après la troisième restimulation afin de détecter les 

lignées lymphocytaires T spécifiques. Les plaques de nitrocellulose (96 puits, Millipore, Guyancourt, 

France) sont incubées avec un anticorps de capture IgG1 humain anti-IFN-ϒ (1-D1K, Mabtech, 

Augustendalstorget, Suède) pendant une nuit à 4°C. Les plaques sont ensuite saturées avec du milieu 

RPMI à 10% de SVF sur la nuit à 4°C. Ces plaques sont ensuite lavées et utilisées pour établir une co-

culture avec les LT CD4+ induits précédemment et des moDCs préalablement chargées comme décrit 

précédemment dans le milieu RPMI à 10% de SVF au rapport 1 :10 (3000 moDCs pour 30 000 LT). La 

co-culture est incubée sur la nuit à 37°C. Le lendemain, les cellules sont éliminées des plaques et un 

anticorps secondaire biotinylé IgG1 murin anti-IFN-ϒ (7B6-1, Mabtech, Augustendalstorget, Suède) est 

ajouté pendant 2 heures à 37°C. Les plaques sont ensuite lavées et incubées avec une solution 

d‘extravidine à pendant 1 heure à température ambiante. Ces plaques sont ensuite lavées puis 

incubées avec du substrat (nitro-blue tetrazolium/5-bromo-4-chloro-3‘-indolyphosphate, NBT/BCIP, 

Sigma Aldrich, St Quentin Fallavier, France) jusqu‘à l‘apparition des premiers spots. Les spots sont 

comptés par un lecteur de plaque ELISpot Autoimmun Diagnostika (AID, Straβberg, Allemagne). Une 

lignée de LT CD4+ est jugée positive si le nombre de spots est supérieur à 30 spots et supérieur à deux 

fois le nombre de spot obtenus dans le bruit de fond (co-culture avec des moDCs non chargées).  

Dans l‘objectif d‘identifier les voies d‘apprêtement empruntées, un deuxième test ELISpot est 

réalisé sur les lignées de LT CD4+ détectées comme positives lors du premier test ELISpot. Pour 

identifier les molécules du CMH impliquées, les moDCs sont traitées par la molécule B selon le 

protocole établi précédemment. Ces cellules sont ensuite lavées et mises en plaque nitrocellulose avec 

les LT spécifiques en ajoutant 10 µg.mL-1 d‘anticorps anti-CMH II (HLA-DQ, Beckman Coulter ref : 

IM0416 Pasadena, California, USA ; HLA-DR, Biolegend ref : 307602, San Diego, California, USA ; HLA-

DP, Abcam ref : ab20897, Cambridge, UK) pendant 16 heures avant de réaliser le second test ELISpot. 
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3.3 Résultats 
 

3.3.1 Les voies métaboliques des molécules étudiées 

 

Les voies métaboliques majeures chez le rat ont été identifiées par le laboratoire X. La molécule 

parent A a un métabolisme hépatique. Cette molécule peut être métabolisée par diverses enzymes 

dans le foie. Le métabolite majeur, que nous avons utilisé dans notre étude, est le métabolite B qui est 

produit par l‘action des N-acétyl-transférases. 

 

3.3.2 Identification du répertoire de lymphocytes T CD4+ naïfs reconnaissant les 

molécules A et B 

 

 L‘objectif de cette étude a d‘abord été d‘identifier le répertoire de LT CD4+ reconnaissant les 

molécules A et B. Pour cela, les moDCs immatures sont incubées avec la molécule parent A ou le 

métabolite B puis elles sont mises en culture avec les LT CD4+ naïfs. Le test ELISpot-IFN-ϒ réalisé 

après 3 restimulation a permis de montrer que l‘ensemble des 4 donneurs sains testés présentait un 

répertoire de LT CD4+ naïfs reconnaissant le métabolite B avec une fréquence moyenne de 1,82 LT 

naïfs reconnaissant la molécule B par million de LT CD4+ naïfs circulant (Figure 24). Dans nos 

expériences, aucun répertoire de LT reconnaissant la molécule parent A n‘a pu être identifié. 
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Figure 24. Identification du répertoire de lymphocytes T CD4+ naïfs reconnaissant la molécule B 

Les moDCs sont incubées avec 1mM de molécule parent A ou de métabolite B pendant 16 heures en présence de LPS. 

Ces moDCs sont ensuite lavées puis mises en co-culture avec des LT CD4 + naïfs autologues avec un rapport DC : LT 

de 1 moDC pour 10 lymphocytes T CD4 + (1 :10) en présence d’IL-12. La moitié des lignées LT CD4+ naïves ont été 

restimulées avec les moDCs traitées avec la molécule A et l’autre moitié avec les moDCs exposées à la molécule B. 

L’activation des LT CD4+ naïfs a ensuite été mesurée après 3 semaines de restimulations grâce à la technique 

ELISpot IFN-γ. Les résultats sont représentés sous la forme de fréquence de LT CD4+ naïfs spécifiques par million de 

LT CD4+ naïfs circulants calculée grâce à la loi de Poisson. Le graphique représente les données de 4 expériences 

indépendantes. 

 

3.3.3 Mécanismes de reconnaissance du métabolite B par les lymphocytes T 

CD4+ naïfs 

 

Afin d‘étudier les mécanismes de reconnaissance du métabolite B par les LT CD4+ naïfs, les 

lignées positives ont été récupérées pour effectuer un second test ELISpot IFN-ϒ en présence 

d‘anticorps bloquant les molécules du CMH de classe II (HLA-DP, DQ ou DR). Ces résultats nous ont 

permis d‘identifier une spécificité de présentation des peptides-métabolite B par les molécules HLA-

DR (Figure 25A). En effet, nous avons observé une diminution statistiquement significative du nombre 

de spots IFN-γ lorsque les molécules HLA-DR étaient bloquées par les anticorps dans les DCs chargées 

avec le métabolite B. 

L‘objectif suivant a été de mieux comprendre les mécanismes d‘hapténisation du métabolite 

B. Pour cela, nous avons chargé les moDCs avec le métabolite B dans un milieu contenant (RPMI 1640 
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Ces résultats nous ont permis d‘établir le tableau de calcul du score d‘immunisation suivant (Tableau 

4). Le métabolite B semble pouvoir se conjuguer à la HSA de manière covalente puisque le 

chargement en RPMI nu ne permettait pas l‘activation du répertoire de LT reconnaissant la molécule 

(Figure 25B). L‘activation sur les moDCs n‘a pas encore été étudiée dans notre étude ce qui ne permets 

pas de calculer ce coefficient. Concernant les interactions avec le CMH et le TCR, nous avons pu 

montré in vitro que la présentation aux LT CD4+ naïfs semblait être dépendante des molécules HLA-

DR, permettant l‘obtention d‘un coefficient de 1 (Figure 25A). Pour finir, le dernier coefficient obtenu 

était de 2 grâce au répertoire de LT CD4+ naïfs reconnaissant le métabolite identifié dans notre étude 

(figure 24). Grâce au calcul décrit précédemment, le score d‘immunisation préliminaire de la molécule 

inconnue est donc de 6. 

 

 

Réactivité chimique : 

formation des 

bioconjugués protéine-

medicament et protéine-

métabolite 

Effet signal de danger 

sur les DCs humaines 
Interactions avec les  

molécules du CMH et le TCR 

Identification d’un 
répertoire de LT naïfs 

reconnaissants la 

molécule ou son 

métabolite 

R
é
su

lt
a
ts

 

Le métabolite B 
semble pouvoir se 
conjuguer à la HSA 

pour induire 
l‘activation des LT 

CD4+ naïfs 

Non étudié 

Interactions du 
métabolite B avec les 
molécules HLA-DR 
démontrée in vitro 

Identification d‘un 
répertoire de LT CD4+ 

spécifique du 
métabolite B. 

Cependant, aucun 
répertoire n‘est 
détecté avec la 

molécule parent A. 

C
o

e
f.

 = 1 (une protéine) + 1 
(fixation covalente) 

= 0 = 1 = 2 

S
co

re
  

Score d’immunisation préliminaire = (2+1) * 2 = 6 

 

Tableau 4. Calcul du score d’immunisation de la molécule inconnue 

Le score d’immunisation de la molécule inconnue a été calculé selon le comportement de la molécule 

parent A et du métabolite B avec les paramètres suivant : score = [2 (conjugaison de manière covalente 

du métabolite B avec la HSA) + 1 (interaction du métabolite B avec les molécules du CMH démontrée in 

vitro)] * 2 (identification d’un répertoire de LT CD4+ reconnaissant le métabolite B).  
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Discussion générale 
 

L‘objectif de ce travail de thèse a été d‘évaluer l‘impact de l‘environnement sur le 

déclenchement des hypersensibilités aux BL. Nous nous sommes plus particulièrement intéressés à 

deux aspects de cet environnement : l‘exposition environnementale et l‘environnement à l‘échelle 

cellulaire. Dans un premier temps, nous avons étudié l‘impact de l‘exposition environnementale aux 

aSNP sur les DCs et les conséquences fonctionnelles au niveau de la réponse lymphocytaire spécifique 

de la BP. Ces nanoparticules ont induit un effet « signal de danger » sur les cellules de l‘immunité 

innée et favorisé une immunisation dirigée contre le médicament. Dans un second temps, nous nous 

sommes intéressés à l‘environnement cellulaire et son impact sur l‘orientation de la réponse 

lymphocytaire dirigée contre le médicament. Les résultats obtenus ont permis de montrer qu‘un 

environnement riche en HSA, tel que le foie où sont métabolisés la majorité des médicaments, pourrait 

favoriser une réaction d‘hapténisation intracellulaire de la BP libre aboutissant à une activation des LT 

CD8+ naïfs. Enfin, grâce à l‘ensemble de notre stratégie d‘étude, nous avons pu appliquer ces modèles 

pour une meilleure évaluation du risque allergique en développant le calcul d‘un score d‘immunisation. 

La discussion générale de ce travail suivra donc les trois axes principaux de recherche énoncés 

précédemment.  

L‘ensemble de ces résultats ont abouti à trois publications : un premier article a été publié 

dans Nanomaterials, un deuxième article est en cours de révision pour le journal Toxicological Sciences 

et le troisième article est en fin de préparation.  

 

I. Etude de l’effet signal de danger des nanoparticules et 
leur impact sur la réponse des lymphocytes T reconnaissant 

les β-lactamines 
 

La première partie du projet s‘est intéressée à l‘impact des facteurs environnementaux sur la 

réponse lymphocytaire spécifique des BL. Nous avons choisi comme modèle les aSNP qui sont des 

nanoparticules particulièrement répandues dans l‘alimentation, les produits cosmétiques et les 

matériaux de construction. De ce fait, la population générale et les travailleurs sont particulièrement 

exposés ce qui soulève des questions de sécurité d‘autant plus que de nombreuses études mettent en 

avant les effets pro-adjuvants des nanoparticules sur les cellules de l‘immunité innée (Fadeel 2012, 



148 
 

Gallo et Gallucci 2013, Farrera et Fadeel 2015, Pallardy et al. 2017). Cependant, les aSNP étant 

considérées comme sûres par la FDA, les études sur les risques toxicologiques restent encore limitées.  

Certains travaux ont étudié l‘effet des aSNP sur des DCs murines (Winter et al. 2011, Kang and 

Lim 2012, Winkler et al. 2017) mais un manque d‘information persiste sur l‘effet de telles 

nanoparticules sur les DCs humaines (Vallhov et al. 2012, Feray et al. 2020). Afin d‘évaluer les effets 

pro-adjuvants des aSNP, nous avons choisi d‘utiliser un modèle de DCs humaines (les moDCs) qui 

représente l‘un des modèles de CPA professionnelles les plus pertinent (Mallon et al. 1999, León et al. 

2005). En effet, les moDCs issues de monocytes humains permettent d‘éviter les interférences liées à 

l‘espèce et ont montré des similarités physiologiques, morphologiques et fonctionnelles avec les 

stades immatures de différenciation des DCs humaines (Millard et al. 2002). Ces DCs peuvent 

également être différenciées en DCs matures grâce à l‘exposition à divers signaux de danger ce qui en 

fait un modèle d‘étude idéal pour évaluer l‘impact des aSNP sur la maturation et la fonctionnalité des 

DCs humaines (Yao et al. 2020). Les temps d‘incubation qui permettent d‘évaluer les effets des aSNP 

sur les DCs sont généralement compris entre 16 et 24 heures (Winter et al. 2011, Winkler et al. 2017). 

Nous avons choisi un temps d‘incubation de 16 heures ce qui permet d‘observer l‘effet pro-adjuvant 

des aSNP tout en gardant un seuil de toxicité inférieur à 30% pour maintenir la fonctionnalité des DCs 

(Feray et al. 2020). Les moDCs sont exposées aux aSNP sans sérum la première heure pour limiter 

l‘agrégation et la formation de corona, puis le RPMI 1640 est ensuite supplémenté avec 10% de SVF. 

Ce protocole a été établi pour que les moDCs soient exposées aux aSNP sous leur forme primaire et 

agrégée afin de refléter un large panel de conditions d‘exposition qui pourront être retrouvées, par 

exemple, dans le tube digestif (Peters et al. 2012). Effectivement, l‘étude de Peters et al. a montré que 

l‘état d‘agrégation des aSNP variait tout au long du tube digestif alternant des formes primaires dans 

la salive et l‘intestin et des formes agrégées dans le tube gastrique (Peters et al. 2012).  

Dans notre étude, l‘activation des moDCs a été démontrée par une augmentation de 

l‘expression des marqueurs CD83, CD86 et CXCR4. D‘après la littérature, le marqueur CD83 est le 

marqueur le plus pertinent dans l‘étude de l‘activation des DCs car il est fortement exprimé dans les 

DCs matures (Prechtel and Steinkasserer 2007). L‘expression des marqueurs de co-stimulation tels que 

CD40, CD80 et CD86 est également étudiée comme marqueur de l‘activation des DCs (Vallhov et al. 

2007, Zhu et al. 2014, Barillet et al. 2019). L‘augmentation de l‘expression du récepteur CXCR4 a 

également lieu dans les DCs matures et induit la migration de ces cellules vers les organes lymphoïdes 

afin de présenter l‘antigène détecté. Le modèle moDCs exprime fortement les molécules HLA-DR, dont 

l‘expression est également étudiée comme marqueur d‘activation des DCs. Il est donc nécessaire 

d‘exprimer les résultats sous forme d‘intensité de fluorescence relative (RFI) afin d‘observer l‘effet des 

nanoparticules (Feray et al. 2020). L‘expression de ces résultats sous forme de pourcentage de cellules 
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positives ne permet pas de voir l‘augmentation de l‘expression induite par les aSNP (Vallhov et al. 

2007). Dans notre étude, l‘activation des DCs était également appuyée par l‘augmentation de la 

sécrétion de cytokines pro-inflammatoires, particulièrement CXCL-8 et CXCL-12. Nos résultats des tests 

de microbiologie et tests LAL nous ont permis de confirmer que ces modifications phénotypiques 

n‘étaient pas provoquées par une contamination bactérienne. Nos observations sont en accord avec 

les travaux de Winter et al. démontrant sur un modèle de DCs murines que les aSNP augmentaient 

significativement l‘expression des molécules du CMH II, CD80 et CD86 (Winter et al. 2011). Plus 

récemment, Winkler et al. ont également suggéré que les aSNP de qualité alimentaire pourraient 

activer les DCs murines avec une augmentation des molécules de co-stimulation CD40 et CD86 ainsi 

qu‘une augmentation de la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires (IL-1β et TNF-α) (Winkler et al. 

2017). Concernant la sécrétion de cytokines, Hetland et al. (Hetland et al. 2001) et Gualtieri et al. 

(Gualtieri et al. 2012) ont démontré la capacité des aSNP à augmenter la sécrétion d‘IL-6 et de CXCL-8 

sur des lignées de cellules épithéliales humaines (A549 et BEAS-2B). De même, Kasper et al. ont 

démontré dans un modèle in vitro de barrière alvéolaire que les aSNP augmentait la sécrétion d‘IL-6 et 

de CXCL-8 dans les co-cultures (Kasper et al. 2011). Park et al. ont également montré que les aSNP 

augmentaient l‘expression génique de l‘IL-1, de l‘IL-6 et du TNF-α dans la lignée cellulaire de 

macrophages RAW 264.7 (Park et Park 2009). 

La conséquence fonctionnelle d‘une augmentation de la maturation des DCs est 

l‘augmentation de l‘activation des LT, ce qui marque le déclenchement d‘une réponse immunitaire 

adaptative. Cependant, la majorité des études s‘arrêtent à l‘étude des effets sur les DCs sans aller 

jusqu‘à l‘étude des effets sur la réponse lymphocytaire (Vallhov et al. 2007, Winter et al. 2011, Kang 

and Lim 2012, Winkler et al. 2017). Nous avons choisi d‘étudier les conséquences fonctionnelles des 

modifications phénotypiques des moDCs sur la réponse lymphocytaire grâce au modèle de co-culture 

allogénique. La puissance de ce modèle s‘explique par le caractère étranger des deux types cellulaires 

mis en co-culture. Les DCs et les LT allogéniques réagissent entre eux induisant une prolifération 

lymphocytaire basale. Ce modèle permet donc d‘étudier purement l‘effet signal de danger d‘un 

composé sans ajouter d‘antigène extérieur. Il est néanmoins nécessaire de choisir un rapport DC : LT et 

une durée d‘incubation adéquats afin de limiter cette prolifération basale qui pourrait masquer l‘effet 

des nanoparticules (Feray et al. 2020). Pour cela, nous avons testé trois rapports DC : LT sur un temps 

de co-culture de 5 jours afin d‘obtenir la meilleure sensibilité et la meilleure puissance du modèle. Nos 

résultats ont montré que l‘exposition des moDCs aux aSNP induisait une augmentation de la 

prolifération des LT. De façon intéressante, ces effets sont comparables avec ceux obtenus avec le LPS, 

un signal de danger bien identifié dans la littérature (Hemmi et Akira 2005, Martin et al. 2010). Cette 

augmentation de la prolifération lymphocytaire est accompagnée d‘une augmentation de la sécrétion 

de cytokines pro-inflammatoires par les LT notamment l‘IL-9 et les IL-17A et F. La sécrétion d‘IL-5 est 
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également augmentée de manière non significative. Ces résultats sont cohérents avec le phénotype 

pro-inflammatoire des DCs identifié dans la première partie des résultats (Zhu et al. 2010, Deenick et 

al. 2011, Walsh et Mills 2013). La production de telles cytokines laisse suggérer que les LT activés 

pourraient préférentiellement adopter une orientation Th2 et Th17. Seul un faible nombre d'études ont 

utilisé le modèle de co-culture allogénique (également appelé Mixed Lymphocyte Reaction, MLR) afin 

d‘étudier les effets immunomodulateurs des nanoparticules. Les travaux menés sur le noir de carbone 

(Koike et al. 2008) et les nanoparticules de dioxyde de titane (Schanen et al. 2013) ont également 

confirmé que ces nanomatériaux pourraient influencer la réponse des LT. Koike et al. ont ainsi montré 

que les modifications phénotypiques induites sur les DCs murines (augmentation de l‘expression des 

molécules CD86) par les nanoparticules de noir de carbone avaient des conséquences fonctionnelles 

sur la réponse lymphocytaire caractérisées par une augmentation de la prolifération (Koike et al. 2008). 

Egalement, dans l‘étude de Schanen et al., l‘augmentation de la maturation des moDCs (augmentation 

de l‘expression des molécules CD83, CD86 et CCR7) induite par les nanoparticules de titane avait 

également un impact sur la réponse lymphocytaire avec une augmentation de la prolifération des LT et 

une augmentation de la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires signant une polarisation Th1 (IFN-γ 

et TNF-α) (Schanen et al. 2013). Les différences de signatures cytokiniques entre notre étude et la 

littérature pourraient être dû aux différences physico-chimiques des nanoparticules étudiées induisant 

une modification de la réponse lymphocytaire.  

L‘objectif suivant a donc été de confirmer l‘effet signal de danger des aSNP et leurs effets sur 

la polarisation de la réponse lymphocytaire dans le cadre de l‘allergie à la pénicilline. En effet, la nature 

des signaux de danger impliqués dans le déclenchement des allergies aux BL n‘est pas encore connue. 

Plusieurs études ont démontré que l‘hypothèse du signal de danger pourrait expliquer le 

déclenchement des allergies médicamenteuses (Uetrecht 2005, Ogese et al. 2017). Par exemple, 

l‘halothane et l‘isoniazide déclenchent une augmentation des transaminases chez la majorité des 

patients (Wright et al. 1975, Byrd et al. 1979) ce qui représente un signal de danger significatif qui 

pourrait être à l‘origine du déclenchement de l‘immunisation et donc de l‘allergie (Séguin et Uetrecht 

2003). Plusieurs études montrent également que l‘acide tiénilique induit un stress oxydant, de 

l‘inflammation et de la cytotoxicité qui sont considérés comme des signaux de danger par les cellules 

et pourraient être responsables du déclenchement des hépatites médicamenteuses (Pacitto et al.  

2007). L‘une des hypothèses pour expliquer la nature des signaux de danger dans l‘allergie aux BL est 

que ces antibiotiques sont administrés aux patients dans des contextes pathologiques pro-adjuvants 

par nature : le LPS en cas d‘infection bactérienne, l‘IL-1β dans l‘inflammation, le virus de la grippe en 

cas d‘infection virale, l‘hyperthermie en cas de fièvre ou encore dans la majeure partie des cas avec le 

stress oxydant (Lavergne et al. 2009). Cependant, les signaux de danger évoqués ci-dessus font partie 

de la physiologie de l‘infection et sont présents chez l‘ensemble des patients sous antibiotiques. 
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Pourtant, seul un faible pourcentage de ces patients s‘immunise et développe une allergie aux BL. Par 

conséquent, notre hypothèse est que d‘autres signaux de danger environnementaux, telles que les 

aSNP, pourraient s‘additionner à ceux de l‘infection et favoriser l‘immunisation et donc le 

déclenchement d‘allergie au médicament. Cette hypothèse est appuyée par le fait que l‘effet signal de 

danger des polluants environnementaux a déjà été incriminé dans l‘augmentation des allergies 

cutanées et respiratoire (Nel et al. 1998, Pénard-Morand et Annesi-Maesano 2008, Samuelsen et al. 

2008). Cette hypothèse permettrait également d‘expliquer la présence d‘un répertoire de LT 

spécifiques de la BP chez les donneurs sains (Nhim et al. 2013, Azoury et al. 2018). Ainsi, l‘allergie ne 

serait pas conditionnée uniquement par l‘existence d‘un répertoire de LT naïfs spécifique du 

médicament mais également par la présence de signaux pro-adjuvants assez puissants pour 

déclencher la réaction immunitaire. De plus, les aSNP sont très répandues dans l‘alimentation où elles 

sont utilisées en tant qu‘additif émulsifiant et antiagglomérant (additif E 551), qui est présent sous 

forme nanoparticulaire après ingestion de produits alimentaires communs (Dekkers et al. 2010, Peters 

et al. 2012). De par leur administration par voie orale, une co-exposition entre les BL et les aSNP 

pourrait avoir lieu dans le tube digestif ou dans la circulation générale. Ces nanoparticules pourraient 

donc jouer le rôle de signal de danger en activant les DCs qui déclencheraient une réaction 

immunitaire dirigée contre le médicament qui, initialement, n‘est pas considéré comme un danger par 

le système immunitaire. 

Afin de comprendre l‘impact de l‘effet signal de danger des aSNP sur le déclenchement de la 

réponse immunitaire dirigée contre la BP, nous avons développé un modèle de co-culture autologue. 

L‘objectif de ce modèle était de mettre en culture des DCs et des LT venant d‘un même donneur afin 

de se rapprocher de la physiologie humaine. Ainsi, les deux types cellulaires autologues n‘induisant 

pas de réaction immunitaire basale, il est possible d‘intégrer un antigène extérieur. L‘antigène qui a été 

intégré dans notre modèle était le bioconjugué HSA-BP qui est à l‘origine de l‘activation du répertoire 

de LT CD4+ naïfs spécifiques de la BP (Nhim et al. 2013, Scornet et al. 2016, Azoury et al. 2018). Les 

moDCs ont été incubées avec 10 µM de HSA-BP pendant 1 heure avant d‘ajouter 12,5 µg.mL-1 de 

aSNP. L‘objectif de cette méthode était de permettre aux moDCs immatures d‘internaliser le 

bioconjugué HSA-BP efficacement avant d‘être activées par les aSNP. Nos résultats ont montré que les 

aSNP augmentaient statistiquement le nombre de lignées de LT CD4+ naïfs activées par la HSA-BP. 

Ces résultats ont permis de confirmer les effets pro-adjuvants des aSNP en l‘appliquant à un répertoire 

de LT spécifique des BL. Nos résultats préliminaires avec le modèle de co-culture autologue non 

polarisé ont également permis de montrer que les aSNP semblaient augmenter la sécrétion d‘IL-5 par 

les lignées de LT CD4+ activées par le médicament, laissant suggérer une polarisation Th2. Dans la 

littérature, seul un faible nombre d‘étude ont utilisé un modèle autologue pour évaluer l‘effet des 

nanoparticules sur l‘activation et la polarisation des LT. Les travaux de Vallhov et al. ont été conduit 
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avec un modèle autologue de moDCs et de LT CD4+ naïfs humains sur une période de 7 jours de co-

culture. Ces résultats ont permis de montrer que les aSNP mésoporeuses augmentaient l'expression 

des molécules CD86 sur les moDC humaines avec des effets mixtes sur la polarisation des LT 

caractérisés par une augmentation de la production d'IFN-γ, d'IL-4 et d'IL-13 (Vallhov et al.2012). 

Cependant, lors de cette étude les LT CD4+ naïfs n‘étant pas complètement activés au septième jour 

de co-culture, il a donc été nécessaire d‘ajouter un anti-CD3 provoquant l‘activation complète de 

l‘ensemble des LT naïfs (Judokusumo et al. 2012). Dans notre modèle, nous avons choisi de ne pas 

utiliser ce stimulus pour préserver la polarisation du répertoire de LT spécifique de la BP. Par 

conséquent, il a été nécessaire d‘augmenter le nombre de restimulations pour déclencher une 

activation spécifique du répertoire de LT CD4+ naïfs (Martin et al. 2010). Ces résultats constituent la 

première étude permettant d‘observer l‘effet des nanoparticules sur un répertoire de LT spécifique 

d‘un antigène. Nos résultats sont en accord avec différentes études ayant déjà identifié un effet pro-

Th2 des nanoparticules (Himly et al. 2017). En effet, les travaux de Diaz-Sanchez et al. (Diaz-Sanchez et 

al. 1996) ont montré que les particules de diesel induisaient une augmentation de la production d‘IgE 

au niveau du naso-pharynx avec une augmentation des allergies respiratoires chez des volontaires 

sains. Ces particules étaient également impliquées dans l‘augmentation de la réponse Th2 dirigée 

contre l‘allergène des acariens (Brandt et al. 2015). Egalement, les travaux de Wang et al. ont montré 

que les nano-feuillets de graphène et les nanotubes de carbone augmentaient les réponses 

inflammatoires Th2 avec un mécanisme dépendant de la sécrétion d‘IL-33 (Wang et al. 2013). 

Concernant les aSNP, deux études in vivo sont en accord avec nos résultats, montrant que l‘instillation 

intranasale de aSNP chez la souris induit une augmentation de la réponse allergique à l‘ovalbumine 

caractérisée par une augmentation du taux d‘IgE dans le sérum, une augmentation de l‘infiltration des 

éosinophiles et la sécrétion de cytokines Th2 et Th17 (Brandenberger et al. 2013, Han et al. 2016). Au 

vu des résultats prometteurs de nos dernières expériences, les perspectives sont de répéter ces travaux 

afin de pouvoir confirmer l‘effet pro-allergisant Th2 des aSNP sur la réponse immunitaire dirigée 

contre le médicament. 
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II. Les mécanismes cellulaires et moléculaires impliqués 

dans l’activation des lymphocytes T CD8+ spécifiques des β-

lactamines : impact de l’environnement cellulaire  
 

L‘allergie aux BL est l‘allergie médicamenteuse la plus fréquente et constitue un véritable 

problème de santé publique. Ces réactions sont dues au fait que ces molécules agissent comme des 

haptènes, c‘est-à-dire qu‘elles se conjuguent à des protéines de haut poids moléculaire pour être 

détectée par les DCs. Cette reconnaissance ajoutée aux signaux de danger détectés par les DCs 

déclenche une réponse immunitaire adaptative qui peut être médiée par deux types de LT : les LT 

CD4+ et les LT CD8+. Récemment, l‘existence d‘un répertoire de LT CD4+ naïfs spécifiques de la BP 

conjuguée à la HSA et l‘identification de peptides immunodominants ont été démontrés (Nhim et al. 

2013, Scornet et al. 2016, Azoury et al. 2018). Ces LT CD4+ sont suspectés d‘être responsables des 

réactions d‘hypersensibilités de type I (médiées par la sécrétion d‘IgE) comme par exemple les angio-

oedèmes, l‘urticaire ou l‘asthme. Lors de ces réactions, le bioconjugué extracellulaire HSA-BP est 

internalisé par les DCs et apprêté grâce aux protéases endosomale (e.g. la cathepsine). Les peptides 

produits sont exposés via les molécules du CMH de classe II aux LT CD4+ naïfs. Cependant, certaines 

réactions allergiques graves telles que les DILI ne dépendent pas des LT CD4+ mais sont causées par 

les effets cytotoxiques des LT CD8+. Le mécanisme qui gouverne l‘activation du répertoire de LT CD8+ 

et conduit à la mort des hépatocytes reste encore peu connu. L‘objectif de ces travaux de thèse a donc 

été de mieux comprendre les mécanismes de reconnaissance de la BP par les LT CD8+ naïfs. 

Certains antigènes extracellulaires peuvent être présentés par les DCs via les molécules du 

CMH de classe I par un mécanisme de présentation croisée (Amigorena et Savina 2010, Joffre et al. 

2012). Cependant, l‘étude de Bechara et al. a permis de montrer que le bioconjugué extracellulaire 

HSA-BP, responsable de l‘activation des LT CD4+ naïfs, n‘était pas reconnu par les LT CD8+. Ces 

résultats ont aisni permis d‘exclure les mécanismes de présentation croisée pour expliquer l‘activation 

des LT CD8+ naïfs (Bechara et al. 2019). Notre hypothèse a donc été que la molécule médicamenteuse 

pourrait entrer sous sa forme libre à l‘intérieur des DCs et subir une réaction d‘hapténisation 

intracellulaire. De ce fait, l‘antigène serait détecté comme un antigène intracellulaire et serait 

préférablement orienté vers une conjugaison aux molécules du CMH I et une présentation aux LT 

CD8+.  

Les premiers résultats que nous avons obtenus ont permis de confirmer l‘internalisation de la 

molécule libre de BP à l‘intérieur des DCs et l‘activation des lignées de LT CD8+ suite à cette 

exposition. Afin d‘identifier l‘environnement cellulaire qui favorisait l‘hapténisation intracellulaire du 
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médicament, nous avons repris le protocole d‘exposition des DCs à la BP libre où nous avons modifié 

le milieu dit « de récupération » dans lequel les moDCs sont incubées sur la nuit avant d‘être mises en 

co-culture avec les LT. Nos résultats ont permis d‘identifier différents profils d‘hapténisation en 

fonction du milieu de récupération utilisé. Les milieux riches en HSA (AIMV, IMDM 10% SAB, RPMI 

1640 à 10 mg.mL-1 de HSA) induisaient une forte hapténisation intracellulaire de la BP libre avec un 

effet-dose en fonction de la concentration du médicament. Le milieu avec de l‘albumine bovine (RPMI 

10% SVF) permettait une hapténisation intracellulaire de la BP libre en quantité beaucoup plus faible. 

Et le milieu sans protéines (RPMI 1640 nu) n‘induisait aucune hapténisation intracellulaire de la BP 

libre. Ces résultats ont été confirmés par l‘utilisation de modèles de co-cultures autologue où les LT 

CD8+ naïfs n‘étaient activés que lorsque les moDCs étaient incubées dans un milieu de récupération 

riche en HSA. Ces résultats laissent suggérer que la HSA serait la protéine majoritaire pour 

l‘hapténisation intracellulaire de la molécule médicamenteuse. En effet, la HSA est une protéine très 

réactive grâce aux nombreux résidus lysine qu‘elle contient et qui sont d‘ores et déjà connus pour se 

conjuguer avec la BP (Yvon et al. 1990, Nhim et al. 2013, Azoury et al. 2018). Les lysines les plus 

réactives vis-à-vis de la BP ont été identifiées (Lysines 159, 525 et 212) et permettent la formation de 

peptides-BP immunodominants (PT-BP, KV-BP et FS-BP) reconnus par les cellules des donneurs sains 

et des patients allergiques (Scornet et al. 2016, Azoury et al. 2018). Néanmoins, les peptides identifiés 

dans ces études sont formés à partir du bioconjugué HSA-BP extracellulaire ce qui les diffère de ceux 

possiblement générés à partir de la HSA-BP intracellulaire. 

Seul un faible nombre d‘étude se sont intéressées à l‘hapténisation intracellulaire des 

molécules médicamenteuses. L‘étude d‘Ariza et al. a permis d‘identifier l‘hapténisation intracellulaire 

de l‘amoxicilline avec le propionyl coenzyme A et la pyruvate carboxylase dans les macrophages 

RAW264.7 (Ariza et al. 2014). L‘équipe de Sánchez-Gómez et al. a également démontré l‘hapténisation 

intracellulaire de l‘amoxicilline avec le facteur d‘élongation 2 (Elongation Factor 2, EF-2), la protéine de 

choc thermique 70 (Heat Shock Protein 70, HSP-70) et l‘α-enolase dans la lignée de lymphocytes B 

RPMI 8866 (Sánchez-Gómez et al. 2017). Les protéines identifiées dans ces travaux étaient des 

protéines endogènes initialement présentes dans les cellules. L‘originalité de notre étude est qu‘il 

s‘agit d‘une protéine extracellulaire, c‘est-à-dire qu‘elle n‘est pas présente de façon intrinsèque dans 

les moDCs et dépend donc de la composition de l‘environnement cellulaire. Effectivement, grâce aux 

techniques de western blot, nous avons pu montrer que la HSA était initialement absente des 

monocytes CD14 positifs isolés à partir de sang humain, et ainsi également absente de notre modèle 

de moDCs. L‘objectif à ce stade de notre étude était donc de démontrer que la HSA était capable 

d‘être internalisée par les DCs de façon indépendante du médicament pour venir former un 

bioconjugué dans le compartiment intracellulaire. 
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Plusieurs études se sont intéressées aux mécanismes d‘internalisation de la HSA à l‘intérieur 

des DCs. Les vésicules observées à l‘intérieur des DCs sont formées après seulement deux minutes 

d‘incubation avec la HSA et ont une taille estimée entre 0,5 et 3 µm ce qui est caractéristique des 

macropinosomes (Sallusto et al. 1995, Larsson et al. 1995, Larsson et al. 1997). Ces résultats étaient 

cohérents avec ceux obtenus dans la littérature démontrant également la macropinocytose de 

bioconjugués HSA-médicaments avec différents types cellulaires (cellules HeLa, cellules pancréatiques) 

(Ichimizu et al. 2019, Liu et al. 2019). Le but de nos travaux a donc été de confirmer l‘internalisation de 

la HSA à l‘intérieur de notre modèle de moDCs. Pour ce faire, nous avons incubé les moDCs avec de la 

HSA ou de la HSA-Rhodamine pendant 3 heures afin d‘étudier son internalisation. Nos résultats ont 

permis de montrer une internalisation rapide de la HSA à l‘intérieur des moDCs, dès 30 minutes 

d‘incubation. Cette internalisation était confirmée par les deux techniques utilisées lors de notre 

étude : par western blot et par cytométrie en flux.  

Une fois que nous avions démontré que la BP libre était capable d‘entrer de façon 

indépendante de la HSA dans les cellules, l‘objectif des expériences suivantes a été de démontrer et de 

caractériser la formation du bioconjugué HSA-BP intracellulaire. Nous avons ainsi incubé des moDCs 

(préalablement traitées par la molécule libre de BP) dans un milieu RPMI à 10 mg.mL-1 de HSA pour 

établir une cinétique de formation du bioconjugué et l‘identifier grâce à la technique du western blot. 

Nous avons pu observer des résultats cohérents avec ceux obtenus avec l‘internalisation de la HSA 

puisque la formation du bioconjugué HSA-BP intracellulaire débutait également dès 30 minutes. Cette 

rapidité de formation du bioconjugué appuyait également une haute réactivité naturelle entre la HSA 

et les molécules de BP. La formation du bioconjugué intracellulaire a ensuite été confirmée par 

spectrométrie de masse. Le passage des échantillons en spectrométrie de masse nous a permis 

d‘identifier une dizaine de peptides uniques liés à une molécule de BP. Dans notre étude de 

spectrométrie de masse, la faible abondance des peptides-BP intracellulaires n‘a pas permis d‘obtenir 

leur séquence précise qui a donc été extrapôlée à partir du témoin HSA-BP synthétisé au laboratoire. 

Nos futurs objectifs sont de passer les échantillons sur un appareil plus sensible afin d‘augmenter 

l‘abondance des peptides et pouvoir prédire leur séquence précise. 

En conclusion, l‘ensemble des mécanismes présentés dans notre étude décrivent une 

internalisation indépendante de la molécule de BP libre et de la HSA. Une fois dans le compartiment 

intracellulaire, le bioconjugué HSA-BP se forme grâce à la réactivité naturelle entre ces deux composés. 

Ainsi, l‘antigène néo-formé est détecté comme un antigène intracellulaire et est donc orienté vers la 

voie endogène d‘apprêtement par les DCs. Bechara et al. ont effectivement démontré un apprêtement 

dépendant du protéasome et des molécules du CMH de classe I (Bechara et al. 2019). Les peptides 

produits sont ensuite présentés aux LT CD8+ naïfs ce qui déclenche leur activation. Ces résultats sont 
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les premiers à décrire l‘impact de l‘environnement cellulaire sur l‘orientation de la réponse 

lymphocytaire. La HSA étant une protéine majoritaire du plasma humain, il est possible qu‘elle soit 

fréquemment internalisée par les DCs, d‘autant plus dans les organes riches en HSA comme le foie. 

L‘un des mécanismes de pathogénèse des DILI vient du fait que le foie métabolise en grande quantité 

les médicaments qui vont pouvoir (en tant que molécule mère ou en tant que métabolite) s‘hapténiser 

aux protéines les plus abondantes de cet organe. Les protéines hapténisées sont ainsi des enzymes de 

métabolisation (e.g. CYP450) (Robin et al. 1997, Pacitto et al. 2007) ou encore la HSA qui est présente 

en grande quantité dans le foie où elle est synthétisée (Kim et Naisbitt 2016, Waddington et al. 2020). 

Les conjugués médicament-peptides formés sont ensuite exprimés à la surface des hépatocytes et 

sont détectés et dégradés par les LT CD8+ spécifiques. Cette nécrose hépatocellulaire conduit à une 

insuffisance hépatique caractéristique des DILI (Kaplowitz 2004, Robin et al. 1997). Malgré le fait que 

les cas de DILI suite à l‘administration de BP restent rares (Björnsson et Hoofnagle  2015), les résultats 

de notre étude ont permis de mieux comprendre les mécanismes décrits dans la littérature et 

pourraient permettre d‘expliquer plus en détail la reconnaissance des BL par les LT CD8+. 

L‘identification des protéines hapténisées dans les réactions impliquant les LT CD8+ pourrait 

également avoir un intérêt dans le diagnostic in vitro des réactions retardées aux BL dont la sensibilité 

est actuellement très faible (aux alentours de 2.6%) (Torres et al. 2001, Torres et al. 2009, Castells et al. 

2019).  
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III. Application du modèle d’étude aux molécules 
médicamenteuses en cours de développement 
 

 Le développement de nouvelles molécules médicamenteuses est un long processus devant 

répondre à trois questions principales : (1) est-ce que la molécule candidate active la cible d‘intérêt ? 

(2) est-ce que la molécule candidate est biodisponible par la voie d‘administration d‘intérêt ? (3) est-ce 

que la molécule candidate est tolérée par l‘organisme ? Les essais de toxicologie non cliniques 

permettent effectivement d‘éliminer un grand nombre de molécules responsables d‘effets indésirables 

fréquents. Cependant, il y a également des effets indésirables rares, telles que l‘allergie 

médicamenteuse, qui ne peuvent pas être détectés au cours du développement du médicament 

(Whitebread et al. 2005). Ce manque de détection peut conduire à des arrêts tardifs du 

développement ou encore à des retraits d‘AMM ce qui engendre des coûts conséquents tant 

humainement qu‘au niveau financier. Ainsi, l‘industrie pharmaceutique développe un intérêt 

grandissant dans le développement de modèles de prédiction précoces des allergies 

médicamenteuses. Parmi ces modèles, le PLNA (popliteal lymph node assay) a été le premier à être 

publié en 1981 permettant d‘identifier les molécules candidates associées avec des réactions 

d‘hypersensibilités ou des réactions auto-immunes (Gleichmann 1981). Au cours de cet essai, la 

molécule était administrée par injection sous-cutanée dans la plante du pied de l‘animal et la 

prolifération des LT était mesurée par incorporation de thymidine tritiée dans les ganglions 

lymphatiques de drainage. En 2005, Weaver et al. ont développé le LNPA (lymph node proliferation 

assay) qui est une combinaison du PLNA décrit précédemment avec le LLNA (local lymph node assay), 

plus connu dans la sensibilisation cutanée (Weaver et al. 2005). Au cours du LNPA, la molécule était 

administrée par injection sous-cutanée dans la nuque de l‘animal et la prolifération des LT était 

mesurée par le même processus. Cependant, ces pratiques tendent à être considérablement réduites 

par la règle des 3R (Remplacer, Raffiner, Réduire) qui vise à défendre le bien-être animal dans son 

utilisation au sein des tests non cliniques (Whritenour et al. 2013). De ce fait, il y a un intérêt 

grandissant pour le développement de modèles in vitro dans la prédiction des allergies 

médicamenteuses. 

 Plusieurs modèles in vitro de prédiction des réactions allergiques ont été développé pour 

mimer l‘allergie respiratoire, alimentaire et cutanée (Kimber et al. 2014, Vanbilsen et al. 2017, van Vliet 

et al. 2017, Kimber et al. 2018). Concernant l‘allergie respiratoire et cutanée, les principaux éléments 

clés identifiés sont (1) la formation de complexes haptène-protéine stables (2) la présence de signaux 

de danger (3) l‘activation des DCs, et (4) l‘activation, la prolifération et la différenciation des LT 

(Kimber et al. 2014, Kimber et al. 2018). Concernant l‘allergie alimentaire, les modèles sont définis 
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selon cinq éléments clés : (1) la présence de réactions inflammatoires au niveau de l‘épithélium 

(sécrétion d‘ERO et de cytokines pro-inflammatoires) (2) l‘activation des DCs (sécrétion de cytokines 

Th2, activation des TLR, augmentation de l‘expression des molécules d‘activation telles que CD80 et 

CD86) (3) la migration des DCs (augmentation de l‘expression des récepteurs de migration CCR7 et 

CCR4) (4) l‘activation, la prolifération et la différenciation des LT (sécrétion de cytokines polarisante, 

détection de cellules exprimant le facteur de transcription GATA-3, activation des voies de 

transcription), et (5) l‘activation des LB et la synthèse des IgE spécifiques (augmentation de 

l‘expression des gènes exprimant les Ig, activation des cascades d‘activation des LB) (Vanbilsen et al. 

2017). La présence de l‘ensemble de ces éléments clés in vitro permet ainsi de conclure à un potentiel 

effet pro-allergisant de la molécule testée.  

L‘apparition d‘effets indésirables allergiques graves dans la population a entraîné le retrait 

d‘AMM de plusieurs molécules médicamenteuses telles que le zomépirac et la glafénine (Fung et al. 

2001, Onakpoya et al. 2017). En effet, le zomépirac était un anti-inflammatoire non stéroïdien retiré du 

marché à cause de l‘apparition de réactions immunologiques mortelles (Sandler 1985). Les chocs 

anaphylactiques responsables du décès des patients semblaient être reliés à la formation d‘un 

bioconjugué médicament-protéine entre le métabolite du zomépirac (l‘acyl-glucurono-zomépirac) 

avec la HSA (Smith et al. 1985). La glafénine a également été retirée du marché à cause du 

déclenchement de chocs anaphylactiques mortels apparaissant rapidement (après 30 minutes) et après 

un deuxième contact avec la molécule ce qui laissait suspecter un mécanisme allergique (Davido et al. 

1989). Malgré la nécessité de pouvoir détecter de tels effets indésirables allergiques précocement au 

cours du développement du médicament, aucun test n‘a encore été validé. Récemment, un modèle a 

été élaboré pour prédire de façon précise les évènements clés déclenchant les hépatites allergiques 

liées au diclofénac (Selvaraj et al. 2020). Les évènements clés décrits dans cette étude étaient : (1) la 

dysfonction mitochondriale (liée au mécanisme toxicologique du diclofénac : l‘inhibition de la synthèse 

d‘ATP et l‘augmentation du magnésium intracellulaire) (2) l‘apoptose et la mort cellulaire des 

hépatocytes (les métabolites du diclofénac induisent de façon directe ou indirecte la mort des 

hépatocytes qui vont sécréter des signaux DAMPs ce qui déclenche la réponse immunitaire) (3) le 

stress du réticulum endoplasmique et la présence de protéines dépliées (caractéristiques de la réponse 

allergique au diclofénac) (4) l‘activation des cellules immunitaires (activation des LT CD8+ et des LT 

CD4+ avec la sécrétion de cytokines Th2) (5) la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires (notamment 

l‘IFN-γ et le TNF-α), et (6) le déclenchement de réactions inflammatoires (activation de facteurs de 

transcription impliqués dans les réactions inflammatoires tels que Stat3 et activation des voies de 

signalisation pro-inflammatoires telles que les MAPK) (Selvaraj et al. 2020). Cependant, ces étapes sont 

spécifiques des DILI induites par le diclofénac rendant difficile leur extrapolation aux autres réactions 

allergiques médicamenteuses. 
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L‘objectif de nos travaux a donc été de réunir l‘ensemble des évènements clés identifiés au 

cours de ce projet doctoral pour tenter de construire un score de prédiction du risque allergique 

global d‘une molécule médicamenteuse en cours de développement. Pour ce faire, nous avons 

développé le score d‘immunisation calculé à partir de coefficients obtenus selon les quatre 

évènements clés suivant : (1) la réactivité chimique de la molécule (ou de son métabolite) conduit à la 

formation d‘un bioconjugué protéine- médicament ou protéine-métabolite stable (2) l‘effet signal de 

danger de la molécule médicamenteuse (ou de son métabolite) conduit à l‘activation des DCs (3) la 

présence d‘interaction des peptides-médicament ou peptides-métabolite (théorie de l’haptène) et/ou 

de la molécule médicamenteuse (ou son métabolite) sous sa forme libre (p-i concept) avec les 

molécules du CMH et le TCR (4) la présence d‘un répertoire de LT reconnaissant le médicament (ou 

son métabolite). Chaque évènement clé permet l‘obtention d‘un coefficient qui est additionné et 

multipliqué pour donné le score d‘immunisation selon le calcul suivant : score d’immunisation = 

(Coefficient 1 + Coefficient 2 + Coefficient 3) * Coefficient 4. Ce calcul a été développé de façon à 

attribuer un poids plus important au Coefficient 4 (présence du répertoire de LT naïfs reconnaissant la 

molécule d‘intérêt) qui est la condition sine qua none au déclenchement de l‘immunisation et de la 

réaction allergique. Par conséquent, l‘absence d‘un répertoire de LT conduit à l‘annulation du score 

d‘immunisation. Ce calcul a été utilisé pour calculer le score de deux molécules médicamenteuses 

connues : la BP et le SMX. Ces deux molécules induisent des réactions allergiques par la théorie de 

l‘haptène ce qui leur confère respectivement un score de 28 et de 20. Ce calcul a également été 

appliqué avec une molécule inconnue. Nos résultats ont permis de calculer un score d‘immunisation 

préliminaire de 6 car nos expériences ont montré que le métabolite hépatique majeur, le métabolite 

B, semblait former des complexes métabolites-HSA déclenchant l‘activation d‘un répertoire de LT 

CD4+ naïfs spécifiques. En effet, les LT CD4+ naïfs n‘étaient activés par le métabolite B qu‘en 

présence d‘un milieu riche en HSA et cette activation était spécifique des molécules HLA-DR. 

Cependant, la molécule parent A semblait être dépourvue d‘effet pro-allergisant, ne possédant pas 

de répertoire de LT CD4+ naïfs reconnaissant la molécule. 

En conclusion de cette étude, la construction d‘un modèle d‘immunisation aux molécules 

médicamenteuses pourrait permettre de comprendre plus en profondeur les éventuels mécanismes 

pro-allergisants de chaque molécule candidate et ainsi éviter les arrêts tardifs du développement du 

médicament. Ces modèles sont également une aide au développement de biomarqueurs permettant 

une meilleure évaluation du risque du déclenchement des effets indésirables au médicament. Les 

perspectives de ce projet sont donc d‘appliquer le score d‘immunisation à un plus large nombre de 

molécules afin de valider sa valeur de prédiction. 
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Conclusion et perspectives 
  

 Ce projet de recherche a permis de mieux comprendre l‘impact de l‘environnement sur la 

réponse lymphocytaire T dirigée contre les médicaments. Nous avons ainsi pu montrer pour la 

première fois que certains polluants environnementaux du quotidien tels que l‘additif alimentaire E551 

pourraient avoir des effets pro-allergisants et favoriser le déclenchement d‘une réponse immunitaire 

dirigée contre le médicament. En effet, au cours de cette partie du projet, nous avons d‘abord 

confirmé le rôle de ces nanoparticules comme signal de danger avec une augmentation de l‘activation 

des DCs humaines caractérisée par une augmentation de l‘expression des molécules d‘activation 

(CD83, CD86 et CXCR4) et une augmentation de la sécrétion de cytokines et de chimiokines pro-

inflammatoires (CXCL-8 et CXCL-12). Nos résultats ont également permis de montrer que ces 

modifications phénotypiques avaient un impact significatif sur la réponse lymphocytaire caractérisée 

par une augmentation de la prolifération des LT ainsi qu‘une augmentation de la sécrétion d‘IL-5 par 

les lignées spécifiques de la BP, laissant suggérer une orientation vers une réponse pro-allergique Th2. 

Ces travaux originaux ont permis la publication de deux articles (Articles n°1 et n°2) respectivement 

dans les journaux Nanomaterials (publié) et Toxicological Sciences (en cours de révision). Les 

perspectives de ces travaux de recherche seraient d‘approfondir la caractérisation de l‘effet signal de 

danger des aSNP en explorant l‘implication des récepteurs TLR et les voies de signalisations mises en 

jeux dans l‘activation des DCs humaines. Ce modèle d‘étude pourrait également être appliqué à 

d‘autres polluants ou cocktails de polluants afin d‘évaluer leur potentiel effet adjuvant. 

 

 La seconde partie de ce projet a permis de mieux comprendre l‘impact de l‘environnement 

cellulaire sur l‘orientation de la réponse lymphocytaire face à la BP (Figure 26). Nos travaux ont permis 

de démontrer que le bioconjugué HSA-BP extracellulaire, responsable de l‘activation des LT CD4+ 

naïfs, n‘était pas reconnu par les LT CD8+ naïfs. Ces travaux sont les premiers à appuyer l‘impact de la 

localisation de l‘hapténisation du médicament sur la nature de la réponse lymphocytaire. 

Effectivement, nous avons pu démontrer que les LT CD8+ naïfs étaient activés par le bioconjugué HSA-

BP formé dans le compartiment intracellulaire identifié grâce à des techniques de western blot et de 

spectrométrie de masse. Le mécanisme original de notre étude décrit une internalisation indépendante 

de la BP libre et de la HSA permettant une réaction d‘hapténisation intracellulaire et l‘immunisation 

des LT CD8+ naïfs. Ainsi, la composition du milieu cellulaire influence directement le type de réponse 

qui pourra être déclenché face au médicament. La HSA étant une protéine majoritaire du plasma 

humain, elle est probablement internalisée par les DCs et en d‘autant plus grande quantité dans les 
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l‘activation de LT CD4+ naïfs spécifiques. L‘objectif à court terme de ces travaux est de finir la 

caractérisation du score d‘immunisation de cette molécule en étudiant l‘effet signal de danger sur les 

DCs, les interactions avec les molécules du CMH et le TCR in silico et in vitro ainsi que la potentielle 

présence d‘un répertoire de LT CD8+ naïfs reconnaissant le métabolite B. Ces tests cellulaires nous 

permettront de calculer les coefficients afin de finaliser le score d‘immunisation final. Ce calcul a 

également été utilisé pour calculer le score de deux molécules médicamenteuses connues : la BP et le 

SMX, qui ont obtenu respectivement un score de 28 et de 20 de par leur mécanisme allergique 

répondant à la théorie de l‘haptène. Les perspectives à plus long terme pourraient être de confirmer et 

de tester ce modèle de calcul avec d‘autres molécules médicamenteuses. 
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