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Résumé en francais

L'immunothérapie spécifique (ou désensibilisation) aux venins d'hyménoptéres est un
traitement qui permet de prévenir la récidive d’une anaphylaxie chez les patients allergiques
au venin de guépe ou d’abeille. Une augmentation trés rapide des doses est souvent utilisée
lors de la phase initiale de ce traitement dont la bonne tolérance n’est pas bien expliquée.

Le but de ce travail était de décrire les changements précoces du systéme immunitaire
pendant l'initiation de I'immunothérapie aux venins d’hyménopteres pouvant expliquer
cette bonne tolérance.

Nous avons inclus 29 patients traités pour une allergie au venin d’hyménoptéres avec une
initiation de traitement par « ultra-rush » en 3h30. Des prélévements sanguins ont été
pratiqués avant le début du traitement, a 1h30 et juste avant la derniére injection de venin.
L’évolution de la tryptase sanguine a été analysée. L'activation des polynucléaires basophiles
ainsi que l'expression FceRl a leur surface ont été analysées par intensité moyenne de
fluorescence par cytométrie en flux. Pour évaluer [|'évolution de la réactivité des
polynucléaires basophiles, un test d'activation des basophiles (TAB) a été réalisé a chaque
temps. L’évolution des populations lymphocytaires T et myéloides a été également analysée
par cytométrie en flux.

Nous avons montré une diminution significative de la tryptase sérique pendant 'ultra-rush,
de méme qu’une diminution significative de I'activation des polynucléaires basophiles et une
diminution de I'expression de FceRl a leur surface. Etonnamment, le TAB a montré une
réponse in vitro des basophiles significativement plus élevée a I'extrait de venin a la fin de
« l'ultra-rush » par rapport a avant le début du traitement. Nous avons également montré
une augmentation significative des cellules dendritiques et une diminution significative des
lymphocytes « Natural Killer » (NK) dans le sang. Concernant les populations lymphocytaires
T, nous avons montré une augmentation significative des populations lymphocytaires T dans
le sang, sauf pour les Lymphocytes T CD4"et CD8" naifs.

En conclusion, I'augmentation des doses de venin par « ultra-rush » est bien tolérée grace a
une inhibition des polynucléaires basophiles impliquant une diminution de I'expression de
FceRl a leur surface. L'ultra-rush entraine également des modifications précoces dans la
réponse immunitaire innée et adaptative.



Titre en anglais

Study of the initiation of tolerance in allergen specific immunotherapy to hymenotpera
venom by ultra-rush

Résumé en anglais

Hymenoptera venom immunotherapy (VIT) is a treatment that prevents sting inducing
anaphylaxis in allergic patient. Fast-up dosing schedule are often used at the initial phase of
VIT. This fast dosing schedule well tolerated, but the mechanisms behind this good tolerance
have not yet been elucidated, as well as its consequences on the rest of the immune

systems.
The aim of this study is to describe early immune system change during initial phase of VIT

We included 29 patients undergoing VIT by 3h30 ultra-rush up dosing phase. Blood puncture
was performed before the beginning of the treatment, at 1h30 and just before the last
venom injection. Blood tryptase evolution was measured. Basophils phenotype and FceRI
surface expression were analyzed by flow cytometry at each step of the ultra-rush. To assess
basophils responsiveness evolution, basophils activation test (BAT) was also perform.

Myeloid and T lymphocytes population’s evolution were analyzed by flow cytometry.

We have shown a significantly lower concentration of blood tryptase at the end of ultra-
rush, and a significantly lower basophils activation and FceRI expression. Surprisingly, BAT
has shown a significantly higher in vitro response to venom extract at the end of ultra-rush.
We also found significantly increase in blood dendritic cells concentration and lower blood
Natural Killer (NK) Cells. We observed higher lymphocytes population in blood except for
naive CD4+ and CD8+ T cells.

In conclusion, ultra-rush fast up dosing is well tolerated thanks to a basophils inhibition
involving lower FceRlI surface expression. Ultra-rush also leads to early change in innate and

adaptive immune response.
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Introduction

Mécanisme de I’hypersensibilité de type 1

Gell et Coombs classent I’hypersensibilité en 4 types en 1963, cette classification est encore
utilisée aujourd’hui (1). L’anaphylaxie, au méme titre que I'asthme allergique et la rhinite
allergique correspond au type | de cette classification. C'est donc sur ce type

d’hypersensibilité qu’agit la désensibilisation.

La phase de sensibilisation (Figure 1)

Comme l'avaient montré en 1902 Richets et Portier sans encore en comprendre les
mécanismes, I'hypersensibilité de type 1 nécessite d’abord une phase de sensibilisation.
Cette phase de sensibilisation conduit, entre autres a la production d’Ig. Cette phase de
sensibilisation commence par un dysfonctionnement au niveau des cellules épithéliales et
des cellules dendritiques qui conduit a l'initiation, en réponse a un antigéne, d’une réponse
immunologique de type 2. L’'allergéne, qui est bien souvent une protéine soit avec une
activité protéase, soit qui est reconnue par un récepteur de type «Toll Like Recepteur» (TLR),
favorise lors de sa pénétration dans I'organisme la sécrétion de signaux de dangers (tels que
CC « Chemokine Ligand » (CCL) 2, CCL20, L'IL-33, la lymphopoiétine stromale thymique
(TSLP), L’'IL-25) par les cellules épithéliales chez des sujets prédisposés. Ce milieu pro-
inflammatoire de type 2 favorise le recrutement de cellules innées de type 2 comme les
cellules lymphoides innées (ILC)-2 et les polynucléaires basophiles qui eux-mémes vont
produire notamment de I'lL-13 qui va recruter les cellules dendritiques. Sous l'influence de
ces cytokines pro T2, les cellules dendritiques dérivées des monocytes (moDC), qui ont la
particularité d’exprimer le cluster de différentiation (CD) 11c et un sous type de cellules
dendritiques, les cellules dendritiques de type 2 (DC2) vont présenter l'antigéne aux
lymphocytes T CD4" naifs et favoriser leur différenciation en lymphocytes Th2, avec I'aide de
polynucléaires basophiles qui sécretent de I'IL-4 (2). Cependant, I'ensemble de ces
mécanismes ont été décrits suite a expériences murines et il existe des disparités

notamment au niveau des cellules dendritiques entre la souris et 'homme. Le reste de la
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phase de sensibilisation est mieux connu. Sous l'influence de I'lL-13 et de I'IL-4 sécrétées par
les lymphocytes TH2, les lymphocytes B dont le récepteur des cellules B (BCR) a reconnu
I'antigeéne vont réaliser leur commutation isotopique vers les IgE en se transformant en
plasmocytes sous l'influence de deux facteurs de transcription, BLIMP-1 (B-cell maturation
protein) et la X-Box Proteine (3). lls vont ensuite produire des IgE qui vont se retrouver dans
la circulation puis se fixer aux récepteurs aux IgE, principalement FceRI, qui sont présents a la
surface des mastocytes, des polynucléaires basophiles, des cellules dendritiques et des

polynucléaires éosinophiles.
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TSLP, IL-25, IL-33,
CCL2, CCL20

Figure 1 : Description de la phase de sensibilisation d’aprés Shamiji et al. JACI 2017 (4)

La phase de révélation (Figure 2 et Figure 3)
FceRl est un récepteur exprimé a la surface des mastocytes et des polynucléaires basophiles

sous sa forme tétramérique. Il comprend une sous unité alpha, une sous unité beta et deux
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sous unités gamma. Lors d’un nouveau contact avec l'allergene, les différents épitopes d’un
antigéne seront reconnus par plusieurs IgE fixées aux récepteurs FceRl. Cette reconnaissance
conduit a I'agrégation des récepteurs FceRl a la surface des basophiles et des mastocytes et
cette agrégation conduit a la phosphorylation des motifs ITAM (immunoreceptor tyrosine-
based activation motif) présents dans la partie cytoplasmique des sous unités béta et
gamma. Cette phosphorylation est médiée par Lyn qui est associée a la sous unité béta de
FceRl et qui est donc activée par |'agrégation des récepteurs FceRl secondaire a la
reconnaissance de I'antigene. Les domaines SH2 des motifs ITAM des sous unités gamma
vont former des tandems qui recruteront la tyrosine kinase Syk. Syk comprend parmi ses
substrats la phospholipase Cyl qui une fois activée hydrolyse le phosphatidylinositol
(PtdIns)(4,5)P, en inositol (Ins)(1,4,5)Ps et en diacylglycérol. Ces deux seconds messagers
modulent le calcium intracellulaire et activent des protéines kinases C qui provoquent la
réorganisation du cytosquelette conduisant a la dégranulation des mastocytes et des
basophiles mais aussi a la modification de I’expression des génes notamment ceux codants
pour différentes cytokines et chemokines (Cf ci-dessous) au sains de ces cellules.
L'agrégation des récepteurs FceRl va également activer la phosphatidylinositol 3 (PI13) kinase.
Celle-ci va produire le Ptdins (3,4,5)P3 a partir du Ptdins(4,5)P,. Le PtdIns(3,4,5)P3 va
permettre le recrutement a la membrane cellulaire et I'activation de la tyrosine kinase de
Bruton (Btk) qui induit JNK, SAPK et la MAP kinase P38. BtK a également pour substrat la
phospholipase Cyl (ou PLCy). L’agrégation des récepteurs FceRI stimule aussi le recrutement

et I'activation de p21™°

qui déclenche la cascade d’activation Ras/Raf-1/MEK/Erk, mais active
également JNK la MAP kinase p38, la PI3 Kinase mais aussi d’autres GTPases. Cette cascade
d’activation permet la translocation de nombreux facteur de transcription au noyau

cellulaire, conduisant a la production de nombreuses cytokines et chémokines (5).

L'activation des mastocytes et des polynucléaires basophiles va donc conduire a la libération
de médiateurs en 2 temps. Tout d’abord les granules contenant des médiateurs pré-formés
vont trés rapidement libérer leur contenu, puis les mastocytes et les polynucléaires
basophiles activés, via une modification de la transcription dans le noyau cellulaire, vont
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produire différents médiateurs aprés quelques heures. Ces médiateurs sont de plusieurs
types. Le plus connu d’entre eux est I‘histamine qui via ses récepteurs H1, H2, H3 et H4 va
avoir pour effet une contraction des muscles lisses, une vasodilatation, une augmentation de
la perméabilité vasculaire et une augmentation de la sécrétion de mucus. L’histamine est
trés rapidement métabolisée par méthylation ou oxydation. Un autre médiateur contenu
dans les granules et libéré en grande quantité est la tryptase, la protéase la plus abondante
dans les granules des mastocytes et des basophiles. La tryptase a pour action de favoriser la
contraction du muscle lisse, de dégrader des neuropeptides, d’activer la collagénase, de
favoriser la prolifération des fibroblastes, de générer les fractions du complément C3a et C3b
et de la bradykinine et d’inactiver le fibrinogene. La tryptase est plus stable que I’histamine
et peut étre facilement dosée dans le sang. Son augmentation deux heures aprés une
réaction pouvant évoquer un choc anaphylactique permet de confirmer le diagnostic. Une
autre protéase libérée est la Chymase qui génére de l'angiotensine Il a partir de
I’'angiotensine | mais qui favorise aussi la sécrétion de mucus, la dégradation de la matrice
extracellulaire, I'activation de métalloprotease et du TGF béta. Des médiateurs lipidiques
sont également synthétisées de novo apres I'activation des mastocytes et des polynucléaires
basophiles, via I'activation de la phospholipase A2 qui synthétise de 'acide arachidonique a
partir de des phospholipides membranaires. L’acide arachidonique est ensuite métabolisé en
prostaglandine par la cyclooxygénase et en leucotriene par la lipooxygénase. La
prostaglandine principalement synthétisée apres activation est la prostaglandine D2 (PGD2)
gui a une action vasodilatatrice et d’augmentation de la perméabilité vasculaire ainsi que de
recrutement des polynucléaires éosinophiles. Les leucotrienes vont favoriser la contraction
du muscle lisse, la production de mucus et le recrutement des polynucléaires neutrophiles
ainsi qu’augmenter la perméabilité vasculaire. Les mastocytes et les polynucléaires
basophiles ont également un role dans la régulation de la réponse immunitaire et aprés
activation vont sécréter du TNF alpha (qui est également présent sous forme préformée

dans les vésicules), de I'lL-1béta, de I'll-4, IL-5, IL-13, IL-6, IL-12, IL-15, IL-16, IL-18, du GM-
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CSF, de l'interféron a, B et y, ainsi que plusieurs chémokines (CCL2, CCL3, CCL4, CCL5 et
CXCLS8) (6).

L’'ensemble de ces médiateurs expliquent les symptdmes qui sont présents rapidement

apres le contact avec I'allergéne mais aussi les symptomes retardés.

CCL17
CcCL22

Allergen-specific IgE

Figure 2 : Description de la phase de révélation d’aprés Shamiji et al. JACI 2017 (4)
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Figure 3 : Voie de signalisation de FceRl adapté d’apres Ott et al. JACI 2000 (5)

Histoire de 'immunothérapie anti allergénique
L'immunothérapie anti allergénique ou désensibilisation a été utilisée pour la premiere fois

chez 'homme en 1911 par Leonhard Noon puis John Freeman sans doute inspiré par le
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travail d’Alexandre Besredka (cf ci-dessous) (7,8). Il avait été auparavant constaté que les
rhino conjonctivites saisonnieres survenant de mai a juillet pouvaient étre reproduites en
administrant sur I'ceil du pollen de graminée en dehors de la saison. Partant de I’hypothése
qgue certains individus régissaient a une « Toxine » présente dans le pollen de graminée
auquel le reste de la population n’était pas sensible, ils ont tenté d’administrer en sous
cutané de I'extrait de pollen de graminée a ces patients dans le but de leur faire produire ce
gu’ils pensaient étre une « anti toxine ». lls ont ainsi constaté qu’en injectant des faibles
doses a intervalle régulier de quelques jours, ils pouvaient progressivement augmenter les
doses et que les patients réagissaient moins aux tests conjonctivaux aprés quelques mois de

traitement puis développaient moins de symptémes pendant la saison pollinique.

Les populations dans les études ont progressivement été augmentées dans les années 1920
et 30, aidées par la création des premiers départements d'immunologie, notamment a New
York sous la direction de Robert A. Cook et Arthur F. Coca. Les premiers cas d’anaphylaxie
pendant les tests ou les désensibilisations ont également été décrits a cette période (9). John
Freeman a également décrit les premiéeres augmentations de doses sous forme de rush a
cette période (10). La dose d’allergene été augmentée de 10 a 20% tous les jours. C'est

d’ailleurs a cette époque que le terme allergie s'impose progressivement.

Aprés la guerre ont été réalisées les premiéres études contrélées de désensibilisation,
notamment celle de 1954 par A.W. Frankland avec des pollens de graminées (11). 2 ans plus
tard Loveless démontra qu’une désensibilisation réalisée avec de I'extrait de Sac a Venin
protégeait les patient allergiques en cas de nouvelle piqure (provoquée pour le protocole)
(12). Il s"agissait de la premiere étude dans laquelle été utilisé du venin purifié et non de
I’extrait total de corps d’insecte. Toutefois il aura fallu attendre 1978 pour que la premiere
étude randomisée contrélée soit réalisée (13). Il y avait 3 groupes avec entre 20 et 11
patients par groupe, un groupe placébo, un groupe désensibilisé avec de I'extrait de corps
entier d’hyménoptéres et un groupe avec du venin purifié. Seul le groupe traité avec du

venin purifié était différent significativement du placébo. En effet 7 patients sur 12 réagirent
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dans le groupe placébo aprés 10 semaines de traitement, 7 sur 11 dans le groupe « extrait
de corps entier » et seulement 1 sur 18 dans le groupe extrait de venin purifié. Depuis, non
seulement I'intérét de la désensibilisation aux venins a été démontré, mais aussi I’extrait de

venin s’est imposé pour la réalisation de la désensibilisation.

Progressivement, les schémas thérapeutiques d’augmentation de doses se sont accélérés,
méme si plusieurs protocoles sont encore utilisés aujourd’hui. Aucun protocole n’a
démontré de supériorité par apport a un autre et certaines équipes dans le monde utilisent
encore un montée de dose lente, en partant de 0.01 pug en doublant la dose toutes les
semaines, sur plusieurs mois (14). D’autres utilisent un protocole de type rush au cours
desquelles la dose est augmentée progressivement sur 4 jours, en partant de 0.001 ug et en
doublant toutes les 30 min au début puis les intervalles sont progressivement espacés (15).
En France aujourd’hui, le protocole le plus utilisé est celui de type ultra rush, la dose cible de
101.1 pg est administrée en 3h30 (16). Sont d’abord injectées toutes les 30 minutes 0.1ug
puis 1 pg puis 10 pg puis 20ug et ensuite toutes les heures 30 pg puis 40pg. Il est aujourd’hui
recommandé de traiter les patients par anti-histaminique avant de débuter Ila
désensibilisation afin de diminuer les risques de réactions locale. La dose d’entretien
recommandée aujourd’hui est de 100 pg d’extrait de venin (17). Cette dose peut étre
augmentée a 200 ug en cas de réaction lors d’une injection de rappel, chez le patient atteint
de mastocytose ou chez I'apiculteur car il a été montré qu’une dose de 200 pg permettait de
protéger un patient qui avait récidivé une réaction généralisée aprés piqure accidentelle
alors qu’il était déja désensibilisé a la dose de 100 pg (17,18). La désensibilisation doit durer
au minimum 5 ans et doit dans certains cas étre poursuivie a vie, notamment en cas de
réaction initiale sévere, de réaction systémique durant la désensibilisation, ou chez les

apiculteurs poursuivant leur activité (17).

En ce qui concerne les autres désensibilisations notamment aux pollens et aux acariens la
situation a également évolué depuis I'apres-guerre. Des les années 60 elle est tres utilisée,

mais il aura fallu attendre la fin des années 80 et les années 90 pour voir se multiplier les

20



études randomisées et contrOlées, bien que les effectifs étaient encore faibles et les
protocoles variables d’'une étude a l'autre (19-21). Vers la fin des années 1990 s’est
développée la désensibilisation sublinguale qui est mieux tolérée et tout aussi efficace
(22,23). Méme si les effectifs des essais augmentent progressivement, la méthodologie reste
imparfaite et les essais sont difficlement comparables entre eux (24). Il faut attendre les
années 2010 et I'arrivée des comprimés de désensibilisation pour voir des études avec des
effectifs importants et de bonne qualité qui mettent en évidence un bénéfice net et une
bonne tolérance de la désensibilisation (25-28) dans d’autres indications que l'allergie aux

venins d’hyménopteres.

Concernant la désensibilisation aux venins d’hyménopteres, la voie utilisée est toujours la
voie sous-cutanée. En effet, méme si certains essais ont mis en évidence un intérét de la voie
sublinguale dans cette indication, aucun extrait commercial n’est encore disponible en

France pour les venins d’hyménopteres en désensibilisation sublinguale (29).

L’allergie aux venins d’hyménopteéres

Les hyménoptéeres sont un ordre d’insectes dont les fourmis, les abeilles, les guépes et les
frelons font partie. En France les insectes dont le venin peut donner des réactions
allergiques sont l'abeille domestique ou Apis melifera, Le guépe commune ou Vespula
vulgaris, le frelon européen ou Vespa cabro, depuis quelques années le frelon asiatique ou
Vespa velutina, et la guépe poliste ou Polistes dominula qui n’est pas présente

en Normandie.

Ne sont disponibles pour le traitement et le diagnostic que des extraits de venin de guépe
commune, poliste ou d’abeille. Le venin de frelon européen ou asiatique est relativement
proche du venin de la guépe commune et en cas de test et d’IgE positives vis-a-vis de la
guépe commune, un patient qui a eu une réaction apres une piqure de frelon sera traité

avec du venin de guépe commune (30).
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Le venin d’abeille

On estime qu’une abeille injecte par piqure entre 50 a 140 ug de venin par piqure.

Un des composants principaux du venin d’abeille est la phospholipase A2 qui représente 10
a 15% des protéines contenues dans le venin d’abeille, il s’agit d’un allergene majeur (plus
de 50% des patients allergiques au venin d’abeille sont sensibilisés vis-a-vis de cette
protéine) du venin d’abeille et son code dans la nomenclature internationale est api m1. Elle
a une action cytotoxique importante et peut activer de maniére non spécifique (non IgE

médié) les polynucléaires basophiles humains (31).

La hyaluronidase permet de cliver I'acide hyaluronique et donc d’augmenter la perméabilité
du tissu conjonctif. Son code dans la nomenclature internationale est api m2. Il s’agit aussi

d’un allergéne majeur du venin d’abeille.

La phosphatase acide ou api m 3 est un allergéne mineur du venin d’abeille, comme la

hyaluronidase elle permet une meilleure diffusion de celui-ci.

La metilline ou api m 4 représente 50% du poids du venin, elle est hémolytique, cytotoxique,
vasodilatatrice, responsable d’une contraction du muscle lisse et peut provoquer une
activation non spécifique des mastocytes et des polynucléaires basophiles. Il s’agit d’un

allergene mineur du venin d’abeille.

L’lcarapine ou api m 10 est un peptide riche en carbohydrate qui provient du revétement du
canal conducteur du venin. Il n’a donc pas de role toxique mais il s’agit d’'un allergéne
majeur qui pose le probleme de ne pas étre a concentration constante dans les extraits de

venin.

Le venin d’abeille contient aussi d’autres substances non immunisantes, notamment de

I’histamine (30).

Le venin de guépe commune

La guépe injecte entre 10 et 15 microgrammes de protéine par piqure.

22



La phospholipase Al ou ves v1 est un allergéne majeur du venin de guépe commune qui
représente entre 8 et 14% du poids sec du venin. Si son action est proche de la
phospholipase A2 de I'abeille, sa structure est différente et il n’existe donc pas de réactions

croisées entre les deux.

L'antigéne 5 ou ves v 5, est une protéine qui est absente du venin des abeilles. On connait
mal sa fonction mais il s’agit probablement d’'une neurotoxine. Il s’agit également d’un

allergene majeur.

La hyaluronidase des vespidés ou ves v 2 pour la guépe commune, a une homologie de
séquence importante avec celle des abeilles. Elle expliquerait une bonne partie des réactions
croisées entre le venin de guépe et d’abeille mais il s’agit d’'un allergéne mineur chez les

patients allergiques au venin de guépe.
Le venin des vespidés contient également des amines biogénes comme |’histamine (30).

Manifestations cliniques

Les piqures d’hyménopteres peuvent donner des manifestations locales et générales.

Les réactions locales sont la conséquence normale des réactions toxiques et immunitaires
déclenchée par le venin. On peut observer une zone cedémateuse et érythémateuse, parfois
prurigineuse, qui apparait rapidement apres la piqure et peut persister quelques jours (32).
Lorsque la zone cedémateuse dépasse 10 cm on parle de réaction loco-régionale. Celles-ci
persistent plusieurs jours et leur mécanisme est moins bien connu. Dans 5 a 15% des cas les
réactions locorégionales peuvent évoluer vers une réaction anaphylactique lors d’une
nouvelle piqure. Les réactions locales et locorégionales ne sont pas une indication a un bilan
et une désensibilisation sauf en cas de risque majoré de nouvelle piqure ou de complication

(mastocytose, apiculteur) (30).

Les réactions généralisées sont plus rares, on a observé 0.34% de réactions systémiques
apres piqures chez I'enfant (33) et 3.3% chez I'adulte (34). Elles peuvent toucher plusieurs

organes. La réaction cutanéomuqueuse est la plus fréquente méme si elle peut étre absente.
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Seule, elle n’est pas grave, sauf en cas d'cedeme laryngé. L’atteinte respiratoire est
caractérisée, quand elle existe, par I'existence d’une crise d’asthme dont la gravité varie de
la simple toux a I'asthme aigu grave. L’atteinte digestive est assez fréquente sous forme de
douleurs abdominales brutales et intenses, nausées, vomissements et diarrhées. L'atteinte
circulatoire va du simple malaise a 'arrét cardiaque, elle est liée a la vasodilatation et a la
perméabilité vasculaire due a I'anaphylaxie. Les réactions généralisées sont classées en 4
grades de gravité selon Miiller, le grade 1 correspondant a I'urticaire simple, le grade 2 a
I’'angioedeme, le grade 3 a I'atteinte respiratoire ou a une confusion et le grade 4 a la chute

de la pression artérielle (43).

Bilan initial

Il est recommandé de réaliser un bilan chez tout patient qui a présenté une réaction
généralisée aprées pigure d’hyménoptére ou en cas de réaction locorégionale chez un patient
a risque (17). Celui-ci comporte tout d’abord un interrogatoire afin de caractériser I'insecte
responsable s’il a été identifié, ainsi que la réaction présentée. On en profitera également
pour étudier les facteurs de risques de nouvelles piqures (pratique de I'apiculture, travail en
extérieur...) et les facteurs de risques de réactions plus séveres (cardiopathie, traitement par
bétabloquant, inhibiteur de I'enzyme de conversion ou antagonistes de |'angiotensine 2,
mastocytose, age). Le bilan sera ensuite complété par la réalisation de tests cutanés et de
dosages d’IgE spécifiques. Les tests cutanés sont réalisés par intradermo réaction (IDR), une
petite quantité de venin est injectée dans le derme (0.05 ml). On débute a la concentration
de 0.001 pg/ml et on lit le résultat aprés 15 a 20 minutes. Un témoin positif (a base
d’histamine ou de codéine) et un témoin négatif (a base du diluant) doivent également étre
réalisés. Le test est considéré comme positif s’il existe une papule supérieure a 3 mm ou
supérieure au témoin positif, entourée d’'un halo érythémateux. Si le test est négatif, on
recommence avec une concentration 10 fois supérieure jusqu’a la concentration de
0.1pg/ml. Les venins d’abeille et de la guépe commune sont systématiquement testés. Si
jamais la réaction a eu lieu dans le sud de I'Europe, on pourra tester également le venin de la
guépe poliste (30).
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Le bilan est ensuite complété par le dosage des IgE spécifiques vis-a-vis de la guépe et de
I'abeille. En France le dosage est réalisé par une méthode immuno-enzymatique
commercialisée par Thermo-Fisher/Phadia, I'immunoCAP. En cas de double positivité, on
pourra alors s’aider des dosages d’IgE spécifiques vis-a-vis de protéines spécifiques du venin
afin de vérifier s’il s’agit d’'une double sensibilisation ou d’une simple réaction croisée. En
général le diagnostic de certitude est posé si le patient a présenté une réaction généralisée
et que, a la fois le dosage d’IgE spécifique et le test cutané sont positifs. En cas de

discordance, on répeétera le bilan quelques mois plus tard (30).

Le bilan comprend également un dosage de la tryptasémie basale, si une étude de la
cinétique de la tryptase n’a pas été réalisée au moment de la réaction, ce qui n’est
malheureusement que trés rarement le cas. Ce dosage sert a dépister la mastocytose, une
pathologie rare qui est liée a une prolifération clonale, en général bénigne, de mastocytes
dans un ou plusieurs tissus. La mastocytose est en effet associée statistiquement a I'allergie
aux venins d’hyménoptéres et en cas de mastocytose avérée, la désensibilisation sera

maintenue a vie (30).

La désensibilisation aux venins

Une fois la décision prise de désensibiliser, la désensibilisation comprend deux phases. La
premiére phase est la phase d’augmentation de doses. Il est recommandé une
prémédication par anti histaminique avant les injections au cours de cette phase (17).
Aujourd’hui elle se fait en France principalement par « Ultra-rush » avec un protocole en
3h30 pour une dose cumulée de 101.1 pg. 15 jours plus tard, le patient est reconvoqué, et il
bénéficie de 2 injections de 50 ug d’extrait de venin a 30 minutes d’intervalle. Enfin 45 jours
apres la lere journée, il bénéficie d’une injection de 100 pg. Pendant cette phase, le patient
doit étre hospitalisé, la pression artérielle et le pouls sont contrélés avant chaque injection
et 2 heures aprés la derniére injection, le patient est perfusé par sécurité (16). Ensuite
débute la phase des injections de rappel. Au début, les injections sont mensuelles, puis elles
peuvent étre espacées a toutes les 6 semaines au début de la deuxieme année. La troisieme

année, elles sont ensuite espacées toutes les 8 semaines jusqu’a 5 ans de traitement au
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total. Il est en effet recommandé de poursuivre le traitement pendant 5 ans. Passé ce délai,
chez les patients a faible risque et a fortiori si les tests se sont négativés, la désensibilisation
peut étre arrétée. |l existe toutefois un risque de récidive de 14% 5 a 10 ans apres 'arrét de
la désensibilisation (35). Il faut donc discuter la poursuite de celle-ci au-dela de 5 ans, en cas
de risque important de piqure (apiculteurs) ou chez les patients a risque de réaction plus
sévere. Si la désensibilisation est poursuivie plus de 5 ans, les injections pourront étre
espacées jusqu’a toutes les 12 semaines (17). Les injections se font en sous cutané,
d’ailleurs, la désensibilisation aux venins d’hyménoptéres est presque la seule qui se fait par
voie sous cutanée en France, la voie sublinguale ayant montré moins de complications et
une efficacité similaire a la voie sous cutanée dans les autres indications. En France en 2015,
seule une référence d’extrait de venin d’abeille et de venin de guépe commune est
disponible. Elle est commercialisée par Stallergene-Greer® sous le nom d’Alyostal et est
disponible sous forme lyophilisée avec son diluant en dosage de 110 ug et de 550 ug. Elle est
reconstituée dans du Diluant HSA (Human Serum Albumin) 0.03% pour une concentration
finale de 100 ug par ml. Pour I'abeille, I'extrait de venin est fabriqué a partir a partir de venin
d’abeille qui est récupéré par électrostimulation et qui est donc pur. Le venin de guépe,
servant a la fabrication de I'extrait commercialisé, est récupéré quant a lui par dissection du

sac a venin, il contient donc le venin mais aussi les protéines du sac a venin.

Les mécanismes d’action de 'immunothérapie spécifique

L'immunothérapie spécifique est donc le seul traitement étiologique des manifestations
allergiques médiées par les IgE. Comme expliqué ci-dessus, ce traitement a été développé de
maniére empirique sans que les mécanismes de I'allergie IgE médiée, ni a fortiori ceux de
I'immunothérapie spécifique ne soient connus. La compréhension de ces mécanismes a

cependant bien progressé ces dernieres années.

Une des premiéres modifications constatées pendant I'immunothérapie spécifique a été Ia

diminution des IgE (36—38) et une augmentation des IgG, notamment des sous classes 1gG1
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et 1gG4, spécifiques de I'allergene (38,39). Concernant les IgE spécifiques de I'allergéne, on
constate en début de désensibilisation plutét une augmentation du taux d’IgE (38) suivie
d’une diminution aprés plusieurs années de traitement. La réponse clinique pendant les
premieres années d'immunothérapie spécifique serait donc a priori plutot liée au role

compétitif des 1gG4 sur la fixation des allergénes avec les IgE (40,41).

Cependant, les IgE comme les 1gG4 ne sont que des effecteurs dont la sécrétion dépend
d’autres types cellulaires. Elles peuvent cependant moduler la réponse immunitaire. Par
exemple, il est décrit que les IgG4 rentrent en compétition avec les IgE pour I'allergéne et via
le récepteur FcyRII2b présent a la surface des lymphocytes B, ils inhibent la présentation
d’antigéne médiée par les IgE aux lymphocytes T qui favorise une réponse de type Th2 (42—
44). La présence d’IgG4 spécifique de I'allergene permet donc d’inhiber I'entretient de la
réponse de type Th2. Les IgE comme les IgG4 sont sécrétées par les plasmocytes dérivés des
lymphocytes B. Les lymphocytes B ont longtemps été considérés également comme des
effecteurs intermédiaires sous l'influence d’autres types cellulaires. Trés récemment ont été
également décrits une sous population de lymphocytes B aux propriétés immunorégulatrices
avec notamment une capacité de production d’IL-10, appelée lymphocytes B régulateurs (B
reg) (45). Des travaux ont montré que des lymphocytes B régulateurs spécifiques de la
phospholipase A2 producteurs d’IL-10 et d’lgG4 étaient retrouvées augmentées apres 110
jours d’'immunothérapie spécifique au venin d’abeille par rapport a avant le traitement et
gu’ils atteignaient des niveaux comparables a ceux retrouvés chez des apiculteurs non
allergiques aux abeilles (46,47). Ces résultats suggerent donc un réle non négligeable des
lymphocytes B dans le mécanisme de la désensibilisation qui ne se cantonne pas au simple

role d’effecteurs producteurs d’anticorps.

Cependant, I'action des lymphocytes B est étroitement liée et bien souvent régulée par les
lymphocytes T CD4" helper. Ainsi, il a été montré que I'un des mécanismes principaux de la
tolérance a long terme induite par I'immunothérapie spécifique est un rééquilibrage de la

balance entre les différentes réponses T CD4". En 1986 on découvre que les lymphocytes T
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CD4" peuvent avoir plusieurs types de réponse. Il est décrit a I’époque deux sous types, les

lymphocytes T CD4* Th1 et les CD4" Th2 (48).

Rapidement il a été émis I'hypothése que I'allergie était une réponse Th2 anormale vis-a-vis
de l'allergéne alors que la réponse Thl été la réponse normale et on a pensé que la
désensibilisation permettait de réorienter correctement cette réponse en inhibant les
lymphocytes Th2 et en stimulant les lymphocytes Thl conforté par des observations

montrant une augmentation locale de I'lFN y, une diminution de I'IL-4 et des IgE (49).

Les lymphocytes TH1 sont en effet sécréteurs principalement d’interféron gamma (IFN y). lls
sont différenciés sous l'influence de I'lL-12, a partir de lymphocytes T indifférenciés dit ThO
via I'activation de STAT (signal transducer and activator of transcription) 4 (50) et de
I'activation du facteur de transcription spécifique des Thl, T-bet (51) (T box
expressed in T cells). T-bet augmente I'expression du gene de I'INF yet inhibe
I’expression des génes de I'lL-4 et de I'lL-5 et donne ainsi le profil TH1 aux lymphocytes T
CD4". Celui-ci permet la promotion de la réponse anti virale et contre les germes
intracellulaires. Les lymphocytes Thl peuvent étre différenciés par cytométrie en flux par

I’expression du marqueur de surface CXCR3 alors qu’ils n’expriment pas CCR6 et CCR4. (52).

Les lymphocytes TH2 sont quant a eux sécréteurs d’IL-4, d’IL-5 et d’IL-13. Les lymphocytes
Th2 se différencient sous l'influence de I'lL-4 via STAT6 (53) et I'activation du facteur de
transcription GATA-3 (54) qui augmente I'expression des génes de I'lL-5 et de I'lL-4 et inhibe
I'expression du gene de I'lFN y. Les lymphocytes Th2 favorisent la réponse anti parasitaire
mais aussi allergique via notamment la promotion de la sécrétion d’IgE (55). Les lymphocytes
Th2 peuvent étre identifiés en cytométrie en flux par I'expression du marqueur de surface

CCR4 alors qu’ils n’expriment pas CCR6 et CXCR3.

Cependant d’autres études suggéraient plutét une diminution a la fois de la réponse TH1 et
TH2 (56) avec une augmentation de I'lL-10 sécrétées par un autre type de lymphocytes CD4"

qui expriment CD25 (57). L'IL-10 est immunosuppressive et favorise aussi la sécrétion
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d’lgG4, aux fonctions immunorégulatrices par les lymphocytes B. La découverte des
Lymphocytes T CD4" régulateur (58) (T reg) a la fin des années 90 ont apporté une lumiére
nouvelle sur les mécanismes de l'immunothérapie spécifique. Les T reg sont des
lymphocytes T CD4" qui ont notamment la particularité de sécréter de I'IL-10, et qui
expriment fortement la protéine CD25 et faiblement CD123. C’est I'activation du facteur de
transcription Foxp3 (59) qui permet la différentiation en lymphocytes T reg, notamment
favorisée par la sécrétion d’IL-10. Rapidement a émergé I'hypothese que la désensibilisation,
plutdt que de favoriser un switch Th2 vers Thl permet I'émergence de T reg spécifiques de
I'allergene, puis une diminution de la réponse Th2 spécifique de I'allergéne. Plusieurs études

ont rapidement confirmé cette hypothése(60-63).

Tout d’abord il a été montré une augmentation des T reg dans la muqueuse nasale de
patient désensibilisé au pollen de graminées par voie sous cutanée aprées 2 ans de traitement
par rapport aux patients allergiques non traités (60). Il a été aussi montré aprés un an de
désensibilisation par voie orale en comprimé aux acariens une diminution significative des
lymphocytes Th2 spécifiques des acariens chez les patients traités et, parmi ceux—ci, ils
étaient significativement plus bas chez les patients considérés comme répondeurs (61). De
méme, il a été démontré que la désensibilisation orale dans l'allergie a I’arachide
augmentait, aprés un an de traitement, la proportion parmi les lymphocytes CD4" de T reg
spécifiques de I'allergeéne, alors que les T reg non spécifiques n’étaient pas augmentés. Il a
aussi été observé une augmentation de I'expression et une diminution de la méthylation du
géne de Foxp3 dans ces T reg spécifiques chez les patients traités (63). Des résultats
similaires ont été obtenus chez des souris sensibilisées puis traitées par immunothérapie
spécifique a I'arachide par voie épicutanée avec une augmentation de la méthylation de

GATA-3 et une diminution de la méthylation de Foxp3 dans les lymphocytes T CD4" (62).

Les lymphocytes T CD4" de type Th17 qui ont essentiellement un rdle connu dans les
défenses antifongiques et antibactériennes en sécrétant notamment I'IL-17 et I'lL-21,

auraient un réle dans la rhinite allergique (64) et dans I'asthme (65). Ce sous type de
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lymphocytes T expriment CCR4, CCR6 mais pas CXCR3 (52). Le facteur de transcription ROR
vt induit par I'lL-6 et le TGF-béta permet leur différenciation (66). On a pu observer une
diminution des lymphocytes Th17 dans le sang des patients aprés un an de désensibilisation
contre les acariens par voie sublinguale (67), leur réle dans [lallergie et dans

I'immunothérapie spécifique n’est pas encore élucidé s’il existe.

D’autres cellules apparentées aux lymphocytes ont été découvertes plus récemment. Il s’agit
des lymphocytes innés. Ces cellules n’ont pas de récepteur avec réarrangement comme le
TCR (T Cell Receptor) ou le BCR (B Cell Receptor) mais ont des caractéristiques proches des
lymphocytes T CD4". On distingue les ILC1 (pour Innate Lymphoide Cells) qui ont une
production de cytokines proche des lymphocytes Thl et qui expriment T-bet, les ILC2 qui ont
une production de cytokines proche des lymphocytes Th2 et expriment GATA3, les ILC3 qui
ont une production de cytokines proche des lymphocytes Th17 et expriment ROR yt, et les
cellules lymphoides innées régulatrices. Ces cellules ne sont pas activées par la
reconnaissance spécifique d’un antigene mais par des récepteurs de type Toll Like Receptor
(TLR) ou apparentés ou par des cytokines (68). Il a été montré une augmentation moins
importante des ILC2 dans le sang pendant la saison pollinique chez des patients allergiques
au pollen de graminées désensibilisées par voie sous cutanée par rapport aux patients
allergiques non désensibilisés (69). Des résultats similaires ont été retrouvés avec une
diminution des ILC2 chez des patients allergiques aux acariens traités par immunothérapie
spécifique par voie sous cutanée par rapport aux patients allergiques non traités, cette
diminution a été constatée dés la premiére année et est stable jusqu’a plus de 3 ans apres le
début du traitement (70). Une autre équipe a également observé une augmentation des ILC1
et une diminution des ILC2 en proportion chez les patients allergiques aux acariens
répondeurs a I'immunothérapie spécifique par voie sous cutanée aprés 2 ans de traitement
par rapport aux non répondeurs et aux patients allergiques non traités pour se rapprocher
des proportions observées chez les patients non allergiques, mais aussi une diminution de
I'activation de ces ILC2 par rapport aux autres groupes de patients allergiques lorsque I'on
stimulait des cellules mononuclées du sang périphérique de patients allergiques
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désensibilisé avec de I'antigéne d’acarien (71). Les cellules lymphoides innées régulatrices
ont été décrites plus récemment et leur réle dans I'immunothérapie spécifique n’est pas

connu (72).

Les facteurs influengant cette modification de la réponse lymphoide innée ne sont toutefois
pas encore identifiés. Concernant la réponse lymphocytaire T, celle-ci est sous l'influence
notamment des cellules présentatrices d’antigéne. Nous avons vu plus haut le réle des
lymphocytes B et de la modification de la présentation de I'antigéne médiée par les Ig. |l
existe toutefois un autre type de cellule présentatrice d’antigéne impliquée dans I'allergie et
dans la tolérance, les cellules dendritiques. Les cellules dendritiques, selon I’environnement
cytokinique, peuvent soit initier et maintenir une réponse de type Th2 et on les appelle alors
DC2s (73,74), ou bien promouvoir la tolérance et on les appelle DCreg (75—-77). Aprés 4 mois
de désensibilisation par voie sublinguale aux pollens de graminées chez des patients
allergiques, il a été noté une augmentation dans le sang des cellules dendritiques
notamment des cellules dendritiques régulatrices chez les patients répondant cliniquement
au traitement (76). Des résultats similaires ont été obtenus chez I'enfant apres 1 an
d’immunothérapie spécifique aux acariens par voie sublinguale avec une diminution des DC2
et une augmentation des DCreg (78). Il a également été observé une induction in vitro de
Treg par des cellules dendritiques issues de la muqueuse buccale de souris désensibilisées
par voie orale, par la production d’acide rétinoique (79). Toujours chez la souris, on a pu
reproduire les effets de la désensibilisation en injectant en intrapéritonéal des cellules
dendritiques cultivées en présence d’acide rétinoique puis chargées avec des allergénes
(arachide ou a I'ovalbumine) chez des souris sensibilisées a I'arachide ou a I'ovalbumine. En
effet, si les souris étaient mises en contact avec I'allergéne 4 semaines aprés l'injection des
cellules dendritiques, les souris allergiques traitées par les cellules dendritiques cultivées en
présence d’acide rétinoique et chargées avec l'allergéne ne présentaient plus de signes
cliniques d’anaphylaxie (80). Méme s'il est difficile de transposer les résultats observés chez
la souris a ’homme, surtout en ce qui concerne les cellules dendritiques, on peut en déduire
gu’elles jouent un réle central, par la maniére dont elle présente I'antigéne, dans le la
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modulation de la réponse immunitaire adaptative par I'immunothérapie spécifique.
Cependant méme si on sait comment elles modifient la réponse immunitaire vers la
tolérance, on ne sait pas encore pourquoi I'immunothérapie spécifique provoque cette
réponse chez les cellules dendritiques (la désensibilisation n’est pas associée a des adjuvants
favorisant ce type de réponse). On peut toutefois poser I'hypothése que les fréquences
d’administration et la dose administrée a la fois par voie sous cutanée et sublinguale, en
I'absence de signaux d’agression, favorisent naturellement une réponse de type DCreg

plutdt que DC2.

Néanmoins, I'ensemble de ces mécanismes, long a se mettre en place, n’expliquent pas la
bonne tolérance des phases d’initiation type « ultra rush » de 'immunothérapie spécifique.
Il existe un autre traitement pour lequel on administre des doses rapidement croissantes
d’un allergéne a un patient qui y est allergique, il s’agit de I'induction de tolérance dans
I'allergie aux médicaments. L'induction de tolérance consiste a administrer un médicament a
un patient allergique a ce médicament en débutant a de trés faibles doses, en perfusion
continue et a doubler la dose administrée en 30 minutes toutes les 30 minutes, en général
en 12 paliers jusqu’a administration de la dose thérapeutique. Ce protocole thérapeutique
permet de traiter le patient avec le médicament en question mais ne guéri pas I'allergie, en
effet si le patient doit bénéficier a nouveau de ce traitement plus tard, I'induction de
tolérance doit étre recommencée. Ce traitement est surtout utilisé pour les antibiotiques, les
chimiothérapies et les anticorps monoclonaux (81) et son mécanisme n’est pas a notre
connaissance décrit. Comme il consiste a administrer en augmentant rapidement les
dosages, un allergéne auquel le patient est allergique, on peut penser que les mécanismes
impliqués sont proches de « |'ultra rush ». Une meilleure description de ces mécanismes
permettrait donc probablement de mieux comprendre l'induction de tolérance aux

médicaments.
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Il est fort probable compte tenu de la rapidité de I'efficacité de ces traitements qu’ils font
directement intervenir des mécanismes de régulation au sein des cellules effectrices de

l‘immunité innée.

Comme expliqué précédemment, ces cellules sont principalement de deux types les

mastocytes tissulaires et les polynucléaires basophiles.

On aurait pu croire qu’il s’agissait simplement de tachyphylaxie, c’est-a-dire d’un
épuisement des médiateurs lors des injections de faibles doses empéchant les mastocytes et
les basophiles de réagir en nombre lors de l'injection de doses plus importantes (82). La
plupart des travaux, peu nombreux, explorant ces cellules pendant la phase d’augmentation

de doses, montrent cependant une inhibition active de ces cellules.

Il a tout d’abord été démontré une diminution de la production des basophiles apres
stimulation in vitro par un anti IgE ou du venin d’abeille, entre ceux prélevés avant ultra-rush
en 3h30 et ceux prélevés 30 minutes aprés la derniere injection (83). Les auteurs d’une
autre étude, partant du constat que I'histamine est le principal médiateur des réactions
allergiques immédiates ont mesuré |’expression des ARN messagers (ARNm) codant pour les
récepteurs a I'histamine dans les basophiles sanguins triés par billes magnétiques avant de
débuter un traitement de type ultra-rush en 6 heures, aprés la derniére injection, 2 jours et 4
jours apres « |'ultra-rush ». lls ont observé, non seulement une diminution du nombre absolu
des basophiles sanguins, mais aussi une augmentation de I'expression des récepteurs 2 et 4
de I'histamine (H2R et H4R) apres 6 heures « d’ultra-rush ». lls ont ensuite montré in vitro
qgue la stimulation de H2R inhibait la libération de médiateurs par les basophiles liée a

I’activation de FceRI (84).

Avec un protocole de rush plus lent, Il a été aussi montré une diminution de I'activation de

basophiles au 3°™® jour du protocole par une baisse de leur sécrétion d’histamine et de
I’expression de CD203c a leur surface mais aussi une diminution de leur sécrétion en IL-4 et

en IL-13 (85), cytokines pro Th2, signe qu’ils peuvent étre aussi le lien entre la bonne
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tolérance de la phase d’augmentation de doses lorsqu’elle est rapide et I'efficacité de la

désensibilisation sur le long terme.

Les mastocytes semblent moins affectés par I'ultra-rush, en effet il n’a été montré aucune
modification dans la réaction locale aprés injection de venin par IDR ou de codéine, signe
indirect de la dégranulation in vivo des mastocytes, si le test était réalisé avant «l’ultra-rush»
ou 30 min aprées la derniére injection d’un protocole en 3h30. Il est a noter que les IDR
étaient réalisées, pour des raisons de lecture, a distance des sites d’injection, les mastocytes
n’étaient donc pas les mémes que ceux stimulés par les injections de |'ultra-rush (86). Il n’est
également pas précisé si les patients étaient pré traités par anti-histaminiques avant «l’ultra-

rush», comme il est recommandé (17), ce qui peut modifier les résultats des tests cutanées.

Voies d’'inhibition des mastocytes et des basophiles

Si la désensibilisation est active via un mécanisme d’anergie des basophiles et peut étre aussi
des mastocytes, cela implique une mise en ceuvre de voies de régulation inhibitrices dans la
transduction du signal d’activation via les IgE. Il existe plusieurs récepteurs inhibiteurs,
appartenant a la super famille des récepteurs inhibiteurs (IRS) (87) de structure proche. Il
s’agit de récepteurs transmembranaires, avec un seul passage membranaire, dont le
domaine intracellulaire comprenant au moins un motif ITIM (pour Inhibitory Tyrosine-based
domaine) (88), la partie extracellulaire comprenant des domaines de type Immunoglobuline
like ou C-type lectine. Ces récepteurs peuvent se coagréger avec les récepteurs activateurs
comme FceRl, ce qui conduit a la phosphorylation des motifs ITIM, qui deviennent ainsi un
site de fixation pour des tyrosines phosphatases contenant des domaines de type SH2 (SHP-

1 et SHP-2) et des ins-5-phosphatases contenant aussi des domaines SH2 (SHIP1 et SHIP2).

Un de ces principaux récepteurs est FcyRIIB qui est un récepteur de faible affinité pour les

IgG (89). Chez ’lhomme, il existe deux isoformes FcyRIIB1 et FcyRIIB2, une troisieme isoforme
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existant chez la souris: FcyRIIB1’. La coagrégation de FcyRIIB avec FceRl conduit a la
phosphorylation des tyrosines du motif ITIM de FcyRIIB par Lyn qui est associé a FceRI. Cette
phosphorylation conduit au recrutement de SHIP-1 (90). SHIP-1 catalyse la
déphosphorylation du 5-phosphate de PtdIns(3,4,5)P3 et de InS(1,3,4,5)P4 (91). Le clivage de
PtdIns(3,4,5)P3 va inhiber le recrutement de Btk et de la phospholipase Cyl et ainsi toute la
voie qui est nécessaire a la dégranulation et a I'activation de facteurs de transcription des
mastocytes et des basophiles via FceRIl expliquée auparavant. (92). SHIP-1 contient aussi
deux motifs carboxy-terminaux NPXY et plusieurs régions riches en prolines. Les motifs NPXY
peuvent lier des molécules de signalisation qui contiennent des phosphotyrosines et les
régions riches en prolines des domaines SH3. La fixation de grb2 via son domaine SH3
stabilise la fixation de SHIP-1 a FcyRIIB. Les motifs NPXY recrutent des protéines de la famille
Dok et Shc (93). Les protéines de la famille Dok inhibent Erk et donc la cascade d’activation

Ras/Raf-1/MEK/Erk (94). Shc inhibe la génération de I'inositol (Ins)(1,4,5)P5(95). (Figure 4)
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Figure 4 : Voie de signalisation de FcyRIIB adaptée d’aprés Ott et al. JACI 2000 (5)
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gp49 est un autre récepteur inhibiteur qui comprend deux domaines ITIM au niveau
intracellulaire (96). La coagrégation avec FceRI conduit au recrutement non seulement de

SHIP-1 mais aussi de SHP-1 (97).

PIR-B est une protéine transmembranaire qui s’associe au MHC de classe 1 qui lorsqu’elle se
coagrége avec FceRl, recrute SHP-1 (98,99). SHP-1 déphosphoryle Syk et Bkt, les inhibant
(100).

CD300a contient 4 motifs ITIM dans sa partie intra-membranaire. Son expression est
augmentée rapidement par 'agrégation des récepteurs FceRl via les Igk (101). CD300a est
activé par I'enrichissement de la membrane extra cellulaire en phosphatidylsérine lié a la dé
granulation des mastocytes et des polynucléaires basophiles. Son activation conduit a une
inhibition de Syk, sans doute par I'intermédiaire de SHP-1 (elle ne semble pas fixer SHIP-1)

(102,103), et donc de la dégranulation des mastocytes et basophiles.

Il existe donc de nombreux mécanismes de régulation négative possibles au sein des
polynucléaires basophiles et des mastocytes. On peut poser I'hypothése que ces
mécanismes, plus que d’inhiber I'activation de ces cellules, les activent sans doute vers un
autre phénotype, qui produit moins de médiateurs pro Th2 et qui sans doute favorisent

I'initiation de la voie Treg deés le début de la désensibilisation.

C’est pourquoi nous avons posé I’hypothése que l'ultra rush thérapie induit un mécanisme
actif de régulation qui inhibe la dégranulation des polynucléaires basophiles, ce mécanisme
étant activé par l'administration de doses croissantes initialement sous les seuils de
dégranulation, et rapprochées d’allergene. De plus, nous avons posé I'hypothése que ce
mécanisme inhibiteur conduisait a l'initiation précoce de la modification de la réponse
immunitaire vers une réponse régulatrice au lieu d’une réponse de type Th2. Afin d’explorer
ces hypothéses, nous avons décidé d’étudier I'évolution dans le sang de la réponse des
basophiles a I'allergene pendant la premiére journée de la phase d’augmentation de dose
par ultra rush en 3h30, via le test d’activation des basophiles, mais aussi en explorant

I'expression de CD64, marqueur d’activation a la surface des basophiles. Nous avons
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également exploré, aprés tri des polynucléaires basophiles, I'expression en ARN messager
des différents récepteurs a I'histamine et de SHIP-1. Afin d’explorer les modifications
précoces du systéme immunitaire induites par «l’ultra-rush», nous avons mesuré dans le
sang par cytométrie en flux les différentes populations lymphocytaires T CD4" et CD8" de
méme que la polarisation TH1, Th2, TH17 et Treg des lymphocytes T CD4". Nous avons
également exploré les modifications des différentes populations lymphoides et myéloides
tels que les cellules NK, les cellules dendritiques et les monocytes, ainsi que différentes

cytokines et chimiokines.

38



Article

Soumission dans Journal of Allergy and Clinical Immunology (JACI)

Ultra-rush venom immunotherapy induces basophils inhibition by a lower surface
expression of FceRl and leads to early change in innate and adaptive immune response.

List of authors
Guillaume Mahay™?, MD
Gaetan Rioux?

Laurent Druot®, PhD

Olivier Boyer?, MD, PhD

Luc Thiberville'”, MD, PhD
Jérémie Martinet'”, PharmD, PhD

WRouen University Hospital, Department of respiratory diseases, F-76000, Rouen, France

2Normandie Univ, UNIROUEN, Inserm U1234, Pathophysiology, Autoimmunity, Neuromuscular
diseases and regenerative THERapies (PANTHER), Faculty of Medicine and Pharmacy, 76183 Rouen
Cedex, France.

Contact
Guillaume Mahay
Rouen University Hospital, Department of respiratory diseases, F-76000, Rouen, France

Guillaume.mahay@chu-rouen.fr

Fax: 332 88 82 40

Phone: 332 88 82 47

Role of the funding source

39


mailto:Guillaume.mahay@chu-rouen.fr

This study was fund by Rouen University Hospital and ADIR association.

40



Abstract

Background: Hymenoptera venom immunotherapy (VIT) is a treatment that prevents sting inducing
anaphylaxis in allergic patient. Fast-up dosing schedule are often used at the initial phase of VIT. This
fast dosing schedule well tolerated, but the mechanisms behind this good tolerance have not yet
been elucidated, as well as its consequences on the rest of the immune systems.

Objective: The aim of this study is to describe early immune system change during initial phase of VIT

Methods: We included 29 patients undergoing VIT by 3h30 ultra-rush up dosing phase. Blood
puncture was performed before the beginning of the treatment, at 1h30 and just before the last
venom injection. Blood tryptase evolution was measured. Basophils phenotype and FceRlI surface
expression were analyzed by flow cytometry at each step of the ultra-rush. To assess basophils
responsiveness evolution, basophils activation test (BAT) was also perform. Myeloid and T
lymphocytes population’s evolution were analyzed by flow cytometry.

Results: We have shown a significantly lower concentration of blood tryptase at the end of ultra-
rush, and a significantly lower basophils activation and FceRI expression. Surprisingly, BAT has shown
a significantly higher in vitro response to venom extract at the end of ultra-rush. We also found
significantly increase in blood dendritic cells concentration and lower blood Natural Killer (NK) Cells.
We observed higher lymphocytes population in blood except for naive CD4* and CD8" T cells.

Conclusion: Ultra-rush fast up dosing is well tolerated thanks to a basophils inhibition involving lower
FceRl surface expression. Ultra-rush also leads to early change in innate and adaptive immune
response.

Key Message

VIT up dosing by ultra-rush is well tolerated thanks to basophils active inhibition

VIT up dosing by ultra-rush leads to lower FceRl surface expression on basophils

VIT up dosing by ultra-rush leads to early change in innate and adaptive immune response

Capsule Summary

Ultra-rush leads to basophils inhibition by a lower FceRI surface expression; which explains its good
tolerance. Ultra-rush also leads to early involvement of immune system elements such as dendritic
cells and NK lymphocytes, CD4" and CD8" lymphocytes

Key worlds

Allergic immunotherapy, Venom Immunotherapy, Ultra-rush, Basophils, Basophils activation test,
Flow cytometry, Natural killer’s cells, FceRl, Allergen tolerance mechanism
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Abbreviations

VIT: Hymenoptera venom immunotherapy
Th : T helper

IL: Interleukin

CD: Cluster differentiation

lg: Immunoglobulin

BAT: Basophils activation test

NK: Natural Killer

MFI: mean fluorescence intensity

DC: Dendritic cells
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Introduction

Hymenoptera venom immunotherapy (VIT) is the only treatment that prevents sting inducing
anaphylaxis in allergic patient (1). Immunotherapy is a treatment that is more than a century old, it
has empirically and gradually developed. The mechanisms that explain its effectiveness are gradually
being clarified but all its immunological effects are not yet known.

The aim of specific immunotherapy is to reduce Th2-type inflammation in response to the allergen
and to increase the regulatory response. This has been shown by lower production of Th2 and Thl
cytokine in response to the allergen by patient lymphocytes after 2 month of immunotherapy (2),
and higher production of IL-10 (3). It is now knows that IL-10 is mainly produce by B regulatory cells
(4) and T CD4" regulatory cells (5), and that immunotherapy induce a specific response of these two
cell types (6,7). This result as lower allergen specific IgE and higher allergen specific 1gG4 level (4,8).
However it is, at our knowledge, not yet known how immunotherapies induce a response from these
2 cell types.

Furthermore, at the initial phase of VIT, fast-up dosing schedule called rush (9) and ultra-rush (10)
are used and it has been shown that ultra-rush can induce in a few hours Th2 inhibition and T
regulatory stimulation (11).

However, how ultra-rush is so well tolerated is not clearly explained. Venom cumulative dose of
101.1 pg is reached in 210 min (10) which implies basophils degranulation inhibition (12). In vitro,
basophils can be desensitized (13), but we lack in vivo data on the mechanism of this early basophils
desensitization.

In order to provide data on the early mechanisms of VIT, particularly on the mechanisms of basophils
desensitizations, the early mechanisms of inhibition of the Th2 response and the increase of the
regulatory response, we studied how ultra-rush modulates basophils response but also how it
modulates T cells population and innates leucocytes in blood by evaluating cells surface markers and
chemokine production.
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Methods
Study design

We perform a monocentric prospective cohort study in Rouen’s university hospital pneumology
department. Demographic data were collected in paper form.

Patients

Study was proposed to patient who had an indication of venom specific venom immunotherapy by
ultra-rush. Indication was posed by history of systemic anaphylactic reaction after a hymenoptera
sting, positive skin test against vespula wasp venom extract or honey bee venom extract (Stallergen-
Greer©) and positive IgE against vespula wasp or honey bee venom (phadia immunocap). Patients
were excluded if they had HIV infection, Mastocytosis, auto immune diseases, history of previous
immunotherapy, pregnancy, malignancy, beta-blocking treatment, infection or hospitalization in the
last 4 week or uncontrolled asthma.

Immunotherapy protocol

Immunotherapy was performed with Vespula Wasp or Honey bee Alyostal venom extract from
Stallergen-Greer©. The immunotherapy protocol used was Ultra-rush therapy as previously
described (10). Briefly, a security infusion was laid, and subcutaneous injection of 0.1 pug, then 1ug,
then 10 pg, then 20 pg every 30 minutes was done. After the 20 pg injection, 30 pg, and 40 pg were
performed every 1h. The patient received cumulative dose of 101.1 pgin 3 hours and 30 minutes.

In order to carry out all the tests described below, patients underwent blood punctures just before
the start of ultra-rush (T0), just before the dose of 20ug (T1h30) and just before last dose (T3H30) of
venom extract. Samples were immediately send to the laboratory for analysis. BAT and Flow
cytometry was performed on the same day of ultra-rush, Sera was kept at -80°C to be analyzed once
all patients have been included.

Patients were monitored for 2 more hours and then were discharged and study was ended for the
patient.

Blood tryptase concentration

Blood tryptase were analyzed using ThermoFisher ELISA kit (ThermoFisher SA UK) as manufacturer
instruction
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Basophil Activation Test

Basophil Activation Test (BAT) (Flow Cast) was performed as recommended by the manufacturer
(Buhlman). Briefly, we incubated 15 minutes at 37°C whole blood from patients with labelled
antibody (anti-CCR3 PE, anti-CD63 FITC) and the tested basophils activator (anti-Igg, fMLP, honey bee
venom or Yellow jacket venom at the concentrations of 111.5 pg/ml. After blood lysis, basophils
were analysed by flow cytometry (Navios, Beckman). Basophils we’re defined as SSc low, CCR3
positive cells. Basophils activation was defined by the expression of CD63.

Flow cytometric analysis

Basal activation without ex vivo allergen stimulation of basophils was assessed by measuring CD63
surface expression by flow cytométry. Basophils were defined as CD38" CD123" FceRI* IgE™ cells
(Figure E1 in the Online Repository). FceRl surface expression on basophils was also assessed by MFI.

Evolution of blood leucocyte population during ultra-rush therapy was also assessed using flow
cytometry as previously described (14). Briefly, surface antibodies coupled to fluorochromes (CD3
eFluord50, CD4 PerCP-Cy5.5, CD25 FITC, CD127 APC, HLA-DR PE-Cy7, CD8 FITC, CD45RA APC, CCR7
PE, CD37 APC-Cy7, CD14 eFluor710, CD11c FITC, CD56 APC, CD123 PE, CD16 APC, CD63 PE-Cy7, IgE
FITC, FceRl APC, CD38 APCcy7; eBioscience ThermoFisher Scientific USA) were added at the
recommended concentration to 50mL of whole blood and incubated for 15min at room temperature
in the dark. For Foxp3 staining, cells were permeabilized with eBioscience Foxp3 stainging buffer set
(ebioscience ThermoFisher Scientific USA) and Intracellular antibodies (FoxP3 PE; ebioscience
ThermoFisher Scientific USA) were added for 30min. For other staining, the cells were fixed with
formaldehyde 2.5% and conserved at 4°C until use. Gating strategy is shown in Figure E2 to Figure E6
in the Online Repository). Fluorescence was detected on a LSRFortessaTM flow cytometer (Becton
Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA). Analyses were obtained using FlowJo software (Becton Dickinson,
Franklin Lakes, NJ, USA).

Chemokine concentration analysis

Chemokines concentration in serum were also assessed during ultra-rush therapy by Luminex®
analysis with 96TEST PorcartaPlex Human Cytokine and Chemokine Panel 1A (Fisher Scientific SA UK)
following manufacturer instruction.
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Statistical analysis

Results were expressed as mean * Standard error. During VIT, kinetics of cytokines production and
cell population variations were analyzed by Friedman test for repeated measures, if p > 0.05, data
were compared between TO, T1h30 and T3h30 by Dunn's Multiple Comparison Test. A P-value below
0.05 was considered to be statistically significant. Analyses were performed using GraphPad Prism
5.0 for Windows, (GraphPad software LLC, San Diego, USA).

Ethics
The protocol was approved by local ethical comity.

Righted information was provided to the patient and all patients signed informed consent prior to
inclusion.

This study is registered on ClinicalTrials.gov (NCT02295488).

Role of the funding source: this study was fund by the university hospital of Rouen and ADIR
association.
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Results

Population

29 patients (20 male and 9 female) were included in this study from March 2015 to April 2018. Study
was stopped at 29 patients instead of 30 due to a supply disruption, in France, of hymenoptera
venom from Stallergen-greer®. Mean age was 48.21 (range 18-69). In 21 cases, desensitization was
performed with yellow jacked wasp venom and in 8 cases with honey bee venom. 24 patients had an
history of at least grade 2 reaction in Miiller classification (15) after a hymenoptera sting. Specific IgE
concentration against the responsible venom was 21.04 + 5.68 kUA/L. There was no significant
difference in specific IgE level between moderate and severe reactions (data not shown). Detailed
data are available in table I. No patient had a generalized reaction during ultra-rush therapy.
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Allergen Reaction severity Specific IgE level (Ku/l) Ultra rush date mon/day/year
N° (years)

Man Yellowjacket Wasp Moderate 26.50 03/23/2015

2 42 Woman Honey Bee Severe 9.81 05/11/2015

3 60 Man Yellowjacket Wasp Severe 19.70 05/18/2015

4 53 Man Yellowjacket Wasp Severe >100 08/14/2015

5 49 Man Yellowjacket Wasp Severe 5.87 09/28/2015

6 41 Woman Yellowjacket Wasp Severe 2,07 10/12/2015

7 36 Man Honey Bee Moderate 13,50 11/19/2015

8 68 Man Yellowjacket Wasp Severe >100 06/02/2016

9 36 Woman Honey Bee Moderate 6.55 09/08/2016

10 39 Man Yellowjacket Wasp Severe 471 09/22/2016
11 59 Woman Honey Bee Moderate 40.00 10/27/2016
12 55 Man Yellowjacket Wasp Severe >100 11/03/2016
13 42 Man Yellowjacket Wasp Severe 11.40 01/05/2017
14 51 Man Yellowjacket Wasp Severe 4.56 01/19/2017
15 69 Man Yellowjacket Wasp Severe 10.30 03/02/2017
16 55 Woman Honey Bee Severe 57.50 04/13/2017
17 56 Man Yellowjacket Wasp Severe 9.88 05/11/2017
18 50 Man Yellowjacket Wasp Severe 1.63 06/01/2017
19 49 Man Yellowjacket Wasp Severe 4.37 09/07/2017
20 46 Man Yellowjacket Wasp Severe <0.1 09/14/2017
21 52 Woman Yellowjacket Wasp Severe 6.65 10/12/2017
22 26 Woman Honey Bee Severe 3.98 10/19/2017
23 41 Woman Yellowjacket Wasp Severe 2.90 11/09/2017
24 60 Man Honey Bee Severe 1.54 12/07/2017
25 25 Man Yellowjacket Wasp Severe 9.78 02/08/2018
26 52 Woman Yellowjacket Wasp Moderate 1.64 02/15/2018
27 18 Man Honey Bee Severe 35.60 03/01/2018
28 62 Man Yellowjacket Wasp Severe 0.90 03/22/2018
29 51 Man Yellowjacket Wasp Severe 15.60 04/12/2018

Table I: Population characteristics: For reaction severity Miller grade 1 was qualified as moderate, grade 2 or more are qualified as severe.
The specific IgE level is given before treatment for the hymenoptera (Honey Bee or Yellowjacket Wasp) to which the patient is treated.
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Serum tryptase evolution

To first investigate basophils degranulation, we measured blood tryptase levels at basal state, before
the starting of the treatment, and before the last venom dose of ultra-rush. Interestingly, we find no
increase in tryptase during the treatment but a significantly decrease from 5.46 £ 0.5 to 5.06 £ 0.4
pg/l, p < 0.0001. (fig. 1). These results suggest no basophils degranulation during ultra-rush.
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Fig. 1: Serum tryptase evolution during ultra-rush. Error bar represent Mean = SEM. * = p >0.05, ** = p < 0.01, *** = p < 0.001. (n = 28)

Basophils activation

Lower tryptase level and ultra-rush good tolerance is not explained by a blood basophils count
decrease during the treatment. Indeed, we did not observe any significantly difference in blood
basophils count from the beginning to the end of the treatment (37.73 + 3.54 x 106 cells/L before
first venom dose and 38.18 * 3.64 x 106 cells/L before last dose), p = 0.7725 (Fig. 2A). In vivo
activation of basophils was investigated by flow cytometry via analysis of CD63 expression on the
surface of blood basophils by MFI. Results showed a decrease of CD63 MFI on basophils from 5697 +
2811 before starting ultra-rush to 3586 + 1235 before last venom dose, p = 0.0119 (Fig. 2B). To
investigate this lower basophils activation, we evaluated ex vivo basophils activation in response to
different kinds of stimulation at different points of the therapy. First, we investigated ex vivo
basophils activation using basophil activation test (BAT) in response to the venom used for ultra-rush
therapy. Surprisingly, BAT did not show lower basophils activation during ultra-rush therapy in
response to venom, but, contrariwise, an increase in basophils activation. Basophils ex vivo activation
in response to the involved venom was significantly increased with a venom concentration of 111.5
pg/ml (from 34.84 + 5.85% before ultra-rush to 41.62 = 6.04% before last dose, the difference
occurred in the second part of ultra-rush), p = 0.0038 (Fig. 2C). On the other hand, when we analyzed
more generally the excitability of basophils using the two BAT positive controls, which reflects two
different ways of activations, the results differs. The anti IgE stimulation control did not show a
significantly difference in basophils activation during ultra-rush p = 0.0687 (Fig. 2D). But in another
hand, results from the other positive control using fMLP investigating another basophils activation
pathway have shown a significantly decrease in basophils activation during ultra-rush therapy from
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47.33 £ 4.21% to 40.51 + 3.68%, p < 0.0001 (Fig. 2E). These results suggest in vivo basophils down
regulation involving this pathway during ultra-rush therapy. Again, the difference occurred in the
second part of ultra-rush. Our initial hypothesis being an implication of the FceRIl pathway, we also
analyzed FceRI expression on surface basophils, by MFI, to asses FceRl internalization. Our results
have shown a decrease in FceRl MFI on basophils between the start of ultra-rush and last venom
dose from 14638 + 1034 to 13648 £ 846.2, p = 0.0264, nevertheless suggesting an involvement of the
FceRl activation path but whose analysis is put in default by the BAT results (fig. 2F).
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Fig. 2: Basophils response during ultra-rush therapy. A: blood basophils count during ultra-rush therapy (n = 22). B: Basal Basophils
activation measured by CD63 MFI in basophils population (n = 28) C: Basophils activation test results at concentration of 111.5 pg/ml
during ultra-rush therapy (n = 28). D: Basophil activation test used with anti IgE stimulation during ultra-rush therapy (n = 28). E: Basophils
activation test used with fMLP during ultra-rush therapy (n = 28) measured by flow cytometry. F: Surface FceRI expression on basophils
measured by FceRI MFI on basophils population. (n = 28). Error bar represent Mean + SEM. * = p > 0.05, ** = p < 0.01, *** = p <0.001.

Dendritic cells

Ultra-rush is also where long term tolerance to allergen starts. To investigate how this long term
tolerance is initiated, we first looked at blood dendritic cells evolution during ultra-rush therapy by
flow cytometry. Our results showed a significantly increase in blood dendritic cells proportion during
ultra-rush therapy from 3.45 + 0.44% to 6.43 + 0.90%, p < 0.0001, the difference occurred in the
second part of ultra-rush (fig. 3A). This increase concerns CD11c positive dendritic cells, called
myeloid dendritic cells. Our results showed, indeed, a significantly increase especially in the second
part in CD11c positive dendritic cells from 0.45 + 0.1% to 0.77 + 0.15%, p < 0.0001 (Fig. 3B). There
was also a little increase, only in the second part in CD123 positive dendritic cells (from 0.07 + 0.01%
at 1h30to 0.1 £ 0.02% at 3h30 of single cells, p =0.0106) (fig. 3C).
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Fig. 3: Blood Dendritic cells evolution during ultra-rush therapy. A: Blood dendritic cells gated as CD14 HLD DR Cells evolution during ultra-
rush (n=28). B: Blood myeloid dendritic cells gated as CD11" dendritic cells evolution during ultra-rush (n=28). C: Blood plasmactyoid
dendritic cells gated as CD123" dendritic cells evolution during ultra-rush (n=28). Error bar represent Mean + SEM. ** = p < 0.01, *** = p <
0.001.

T helper lymphocytes

We analyzed CD4" helper T lymphocytes phenotype, another central cell type in immune response
regulation. First, we observed a significantly increase in total blood lymphocyte count during ultra-
rush therapy especially during second part of ultra-rush (from 1.65 + 0.09 10° cells/L to 1.98 + 0.12
10° cells/L, p < 0.0001) (Fig. 4A). CD4"* T lymphocytes were also increased (from 0.55 + 0.08 10° cells/L
to 0.84 + 0.12 10° cells/L, p < 0.0001) meaning engagement of these cells since the very beginning of
immunotherapy (Fig. 4B). We looked further which CD4" helper T cells sub-population is affected by
this increase. We showed that central memory (from 0.14 + 0.03 10° cells/L to 0.24 + 0.04 10° cells/L,
p = 0.0001) (Fig. 4E) and effector memory (from 0.21 + 0.03 10° cells/L to 0.29 + 0.04 10° cells/L, p =
0.039) (Fig. 4F) CD4" cells are significantly increased but not CD4" effector cells (Fig. 4D) (from 0.04 +
0.01 10° cells/L to 0.05 + 0.01 10° cells/L, p = 0.6918). For naive CD4" T cells, there was a significant
difference during ultra-rush but Dunn's Multiple Comparison Test did not shown significantly
difference between T0, T1h30 and T3h30 showed by.(from 0.17 + 0.04 10° cells/L to 0.25 + 0.05 10°
cells/L, p = 0.0403), (fig. 4C). We then sought to characterize T CD4" regulatory cells response during
ultra-rush therapy. CD4" CD25"8", CD127"°" Fox p3* cells are increased during ultra-rush therapy from
50.46 +9.71 10° cells/L to 73.33 + 8.6 10° cells/L, p = 0.0063) (fig. 5).
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Fig. 4: Blood lymphocyte helper evolution response during ultra-rush. A: Blood total lymphocyte count evolution during ultra-rush (n = 22).
B: Blood CD4" lymphocyte count evolution during ultra-rush (n=21). C, D, E, and F: Blood Naive CD4" Cells (C), Effector CD4" cells (D),
Central Memory CD4" cells (E) and Memory Effector CD4" cells (F) (n = 20). Error bar represent Mean + SEM. * = p > 0.05, ** = p < 0.01, ***
=p<0.001.
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Fig. 5: Blood CD4" CD25"&" CD127"" Fox p3* lymphocyte count evolution during ultra-rush (n=16). Error bar represent Mean + SEM. ** = p <
0.01.

Cytotoxic T lymphocytes

To address how the other lymphocyte subset responded during ultra-rush we looked after CD8"
lymphocyte evolution. CD8" T lymphocytes were also increased (from 173.5 + 26.12 10° cells/L to
265.1 + 33.86 10° cells/L, p = 0.0003) (fig. 6A). Then, we analyzed as further which CD8" helper sub-
population was affected by this increase. Identical to T CD4" lymphocytes, we showed that naive
(from 33.46 + 6.05 10° cells/L to 58.29 + 9.98 10° cells/L, p = 0.0001) (Fig. 6B), central memory (from
30.53 +9.12 10° cells/L to 49.61 + 1.34 10°cells/L, p = 0.0013) (Fig. 6D) and effector memory (from 66
+ 9.8 10° cells/L to 100.4 + 16.33 10° cells/L, p = 0.002) CD8" (Fig. 6E) cells are significantly increased
but not CD8" effector cells (from 21.42 + 5.95 10° cells/L to 27.14 + 9.17 10° cells/L, p = 0.3499) (fig.
6C).
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Fig. 6: Blood CD8" lymphocyte evolution response during ultra-rush. A: Blood CD8" lymphocyte count evolution during ultra-rush (n=20). B,
C, D, and E: Blood Naive CD8" Cells (B), Effector CD8" cells (C), Central Memory CD8" cells (D) and Memory Effector CD8" cells (E) (n = 20).
Error bar represent Mean + SEM. * = p < 0.05, ** = p <0.01, *** = p <0.001.

NK Cytotoxic cells

Unlikely to cytotoxic T CD8" lymphocytes, NK cells are significantly decreased in blood from start of
ultra-rush (55.9 + 3.08% of CD14 cells) to the last dose (42.31 + 4.29% of CD14" cells). As for other
cell types, this alteration occurred within the second part of ultra-rush. In some patients this
decrease was dramatic (fig. 7).
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Fig. 7: Blood NK lymphocytes evolution during ultra-rush therapy. A: Blood NK cytotoxic CD56"* CD16"" lymphocytes evolution during
ultra-rush (n=28). B: NK cells dot plot gated as CD14- single cells from patient 3 at TO. C: NK cells dot plot gated as CD14" single cells from
patient 3 at T3h30. Error bar represent Mean + SEM. *** = p < 0.001.
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Serum chemokine evolution

To better understand how immune cells are modified during ultra-rush, we investigated the
evolution of many chemokine with Luminex® technology in the Serum. Lots of chemokines are
significantly decreased during desensitization. More exactly we have observed lower serum level
after ultra-rush than before for SDF-1 alpha (CXCL-12) (from 307.2 + 24.77 pg/ml to 267 + 19.76
pg/ml, p = 0.0041) (fig. 8A), MIP-1 alpha (CCL3) (from 71.95 + 14.62 pg/ml to 43.14 + 7.01 pg/ml, p =
0.0061) (fig. 8B), MIP-1 beta (CCL4) (from 87.15 + 14.09 pg/ml to 54.53 + 3.3 pg/ml, p = 0.0046) (fig.
8C), MCP-1 (CCL2) (from 20.03 + 3.29 pg/ml to 13.53 + 2.7 pg/ml, p < 0.0001) (fig. 8D), and RANTES
(CCL5) (from 9.07 = 0.6 pg/ml to 8.50 * 0.59 pg/ml, p = 0.0094) (fig. 8E) but not for EOTAXIN (CCL11)
(from 47.14 + 4.59 pg/ml to 40.77 + 4.07 pg/ml, p = 0.1019) (fig. 8F). Interestingly, at the opposite of
cells population, the change in chemokines occurred in the first part of ultra-rush.
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Fig. 8: Serum Chemokine response during ultra-rush therapy measured by Luminex® . A: Stromal cell-derived factor 1(SDF-1 alpha)
(CXCL12) response during ultra-rush therapy. B: Macrophage inflammatory protein 1-alpha (MIP-1 alpha) (CCL3) response during ultra-rush
therapy. C: Macrophage inflammatory protein 1-beta (MIP-1 beta) (CCL4) response during ultra-rush therapy. D: Monocyte
Chemoattractant Protein-1 (MCP-1) (CCL2) response during ultra-rush therapy. E: RANTES (CCL5) response during ultra-rush therapy. E:
Eotaxin (CCL11) response during ultra-rush therapy Error bar represent Mean + SEM. * = p >0.05, ** = p < 0.01, *** = p < 0.001. n = 25
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Discussion

First, our study confirms the good tolerance and efficiency of ultra-rush therapy as no complication
was observed within the 29 patients included. Study population was similar to other studies that
shown a mean age a little below 50, more Yellow Jacked Wasp than honey bee allergic patients, and
more patients who had a history of severe reaction (10,16,17). The sex ratio, with a majority of men
in our population, is very different according to the studies, probably related to cultural differences
in exposure to hymenoptera sting.

There are very few studies that analyzed the immune response during the ultra-rush phase, and we
looked after many components of immune response. The aim of this study was not to explain deep
mechanism of ultra-rush therapy, but to take a picture of very early change in vivo in the blood of
human patients who underwent ultra-rush in order to lay the foundation for further investigations.

The stability of tryptase level during ultra-rush suggests that stimulation of basophils by venom
injections remains below the activation threshold in blood, meaning an increase of this threshold.
But we have not only observed a lack of increase but especially a decrease in tryptase levels
suggesting, in combination with this increase in the activation threshold, an active inhibition of
basophils basal activation.

Likewise, these results cannot be explained by the specific IgE/IgG switches which takes months (18).
E. Mamessier and all. describes a Th2/Thl and T regulatory switch starting on the first day of
desensitization using ultra rush therapy (11), but this does not totally explain how basophils
degranulation is inhibited. Wang and al. suggests a negative mast cells degranulation regulation
involving CD300a which is activated by phosphatidylserine which is itself externalized during mast
cells degranulation (19). As Basophils also express CD300a, we were expecting to find a similar
mechanism in our study (20) with lower basophils degranulation in response to allergen or anti IgE
before last dose of ultra-rush. But we observed the opposite. CD300a inhibits FceRl dependent
degranulation but not FceRl independent degranulation (19), and we have shown that ultra-rush
inhibits only FceRl independent degranulation in vitro. However, since BAT is an in vitro test, it
cannot reflect all the mechanisms involved and we can make hypothesis that other regulatory factors
are present in vivo. Indeed, we have shown a decrease in FceRI expression on basophils cells surface,
meaning a change in the relationship between FceRIl and FcyRIl expression, favoring crosslinking of
FceRl with FcyRII compared to FceRl with itself. As FcyRIl needs immune complex to be activated (21),
BAT did not allow FcyRIl and FceRI crosslinking, but allows only FceRl co-aggregation. Therefore,
because FcyRIl down regulation pathway can’t be involved, BAT, and anti IgE positive control, only
explores the FceRl pathway without this negative regulation, explaining ours results. fMLP does not
activate basophils via immunoglobulin receptors, so it does not modify the phosphorylation of ITIM
and ITAM motifs initiated by the immunoglobulin receptors pathway, both FceRI coagregation and
FcyRIl and FceRlI crosslinking, which was involved in vivo before blood puncture, so it is normal to see
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a decrease in degranulation during ultra-rush therapy when using it. Our results therefore suggest
rather inhibition via internalization of FceRI than by activation of CD300a.

Ultra-rush is not only a safe way to administer high dose of allergen to which the patient is sensitized,
it is also the start of mid and long term tolerance (11). This starts to antigen processing by antigen
presenting cells to naive T cells or switching Th2 cells to T reg or Thl cells. We have demonstrated
that Myeloids Dendritics cells, a cell type whose main role is to be an antigen presenting cell, are
recruited and circulate during the ultra-rush.

Many other cell types are experiencing increase in their blood population. These populations are
mainly cell populations that mediate the modulation of the immune response more than effector
cells. Indeed, effector CD4* and CD8" cells are the only subpopulation of CD4" and CD8" which are not
modified by ultra-rush in our study. One of the only effector cell populations which are involved by
ultra-rush is NK cytotoxic cells, which at the opposite of other cell populations are diminished in
blood. This can be explained by the fact that many of immune system cells are resident within
peripheral tissues and lymph node, so their recruitment may require a passage through peripheral
blood, while NK cells (and Basophils) are recruited directly from blood stream. Role of NK cells in
allergy and allergen immunotherapy in unclear. It has been shown an increase of NK cells during
maintenance phase of house dust mite immunotherapy (22), but, at our knowledge, this is the first
study looking after at early NK cell changes during induction phase of allergen immunotherapy. It is
known that NK cells can modulate and select the most suitable DC and at this point of view can be
regulatory cells (23), and so are not only effector cells.

Another unexpected result in regard of the many inflammatory cells which are recruited is the lower
level of many chemokine in blood. All of these chemokine are involved in acute inflammation and
tissue recruitment (24). If blood levels of these chemokine reflect the levels of these chemokines
throughout the body, lower level means lower acute and tissue inflammation what is the objective of
ultra-rush, and if inflammatory cells are no more in periphery tissues they circulate by blood, what
we found. These chemokine have many sources, epithelial cells, DC, macrophage, including mast cells
and basophils. Lower level of these chemokine means down regulation of basal secretion by
administration of very low level of allergen. Indeed the levels of these chemokine are significantly
lower only 30 min after the two first doses (cumulative dose of 1.1ug) of ultra-rush therapy. It has
been shown that subthreshold dose of allergen can desensitize basophils without degranulation
(13,25). We can hypothesize a lower expression of chemokine by basophils and mast cells by
subthreshold dose of allergen.

To summarize, we have confirmed good tolerance of ultra-rush therapy and shown a lower basal
basophils activation which is not explained by intrinsic lower response from FceRI stimulation by
basophils meaning implication of external regulation, a very early down regulation of many
chemokine that may lead to increase in blood of many inflammatory cell types including antigen
presenting cells and T cells. We also have shown a decrease in blood population of NK cells, meaning
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there recruitment in periphery tissues or lymph node without showing how, where and why. This
study therefore gives some insights for ex vivo mechanical and animal models study.
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Table |

allergen Reaction severity Specific IgE level (Ku/l) Ultra rush date mon/day/year
N° (years)

Man Yellowjacket Wasp Moderate 26.50 03/23/2015
2 42 Woman Honey Bee Severe 9.81 05/11/2015
3 60 Man Yellowjacket Wasp Severe 19.70 05/18/2015
4 53 Man Yellowjacket Wasp Severe >100 08/14/2015
5 49 Man Yellowjacket Wasp Severe 5.87 09/28/2015
6 41 Woman Yellowjacket Wasp Severe 2,07 10/12/2015
7 36 Man Honey Bee Moderate 13,50 11/19/2015
8 68 Man Yellowjacket Wasp Severe >100 06/02/2016
9 36 Woman Honey Bee Moderate 6.55 09/08/2016
10 39 Man Yellowjacket Wasp Severe 471 09/22/2016
11 59 Woman Honey Bee Moderate 40.00 10/27/2016
12 55 Man Yellowjacket Wasp Severe >100 11/03/2016
13 42 Man Yellowjacket Wasp Severe 11.40 01/05/2017
14 51 Man Yellowjacket Wasp Severe 4.56 01/19/2017
15 69 Man Yellowjacket Wasp Severe 10.30 03/02/2017
16 55 Woman Honey Bee Severe 57.50 04/13/2017
17 56 Man Yellowjacket Wasp Severe 9.88 05/11/2017
18 50 Man Yellowjacket Wasp Severe 1.63 06/01/2017
19 49 Man Yellowjacket Wasp Severe 4.37 09/07/2017
20 46 Man Yellowjacket Wasp Severe <0.1 09/14/2017
21 52 Woman Yellowjacket Wasp Severe 6.65 10/12/2017
22 26 Woman Honey Bee Severe 3.98 10/19/2017
23 41 Woman Yellowjacket Wasp Severe 2.90 11/09/2017
24 60 Man Honey Bee Severe 1.54 12/07/2017
25 25 Man Yellowjacket Wasp Severe 9.78 02/08/2018
26 52 Woman Yellowjacket Wasp Moderate 1.64 02/15/2018
27 18 Man Honey Bee Severe 35.60 03/01/2018
28 62 Man Yellowjacket Wasp Severe 0.90 03/22/2018
29 51 Man Yellowjacket Wasp Severe 15.60 04/12/2018

Population characteristics: For reaction severity Mdller grade 1 was qualified as moderate, grade 2 or
more are qualified as severe.

The specific IgE level is given before treatment for the hymenoptera (Honey Bee or Yellowjacket
Wasp) to which the patient is treated.
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Figures legends

Fig. 1: Serum tryptase evolution during ultra-rush. Error bar represent Mean + SEM. * = p >0.05, ** =
p <0.01, *** =p <0.001. (n = 28)

Fig. 2: Basophils response during ultra-rush therapy. A: blood basophils count during ultra-rush
therapy (n = 22). B: Basal Basophils activation measured by CD63 MFI in basophils population (n = 28)
C: Basophils activation test results at concentration of 111.5 pg/ml during ultra-rush therapy (n = 28).
D: Basophil activation test used with anti IgE stimulation during ultra-rush therapy (n = 28). E:
Basophils activation test used with fMLP during ultra-rush therapy (n = 28) measured by flow
cytometry. F: Surface FceRI expression on basophils measured by FceRl MFI on basophils population.
(n=28). Error bar represent Mean + SEM. * = p>0.05, ** = p <0.01, *** = p<0.001.

Fig. 3: Blood Dendritic cells evolution during ultra-rush therapy. A: Blood dendritic cells gated as
CD14 HLD DR’ Cells evolution during ultra-rush (n=28). B: Blood myeloid dendritic cells gated as
CD11" dendritic cells evolution during ultra-rush (n=28). C: Blood plasmactyoid dendritic cells gated
as CD123" dendritic cells evolution during ultra-rush (n=28). Error bar represent Mean + SEM. ** = p
<0.01, *** = p<0.001.

Fig. 4: Blood lymphocyte helper evolution response during ultra-rush. A: Blood total lymphocyte
count evolution during ultra-rush (n = 22). B: Blood CD4" lymphocyte count evolution during ultra-
rush (n=21). C, D, E, and F: Blood Naive CD4" Cells (C), Effector CD4" cells (D), Central Memory CD4"
cells (E) and Memory Effector CD4" cells (F) (n = 20). Error bar represent Mean + SEM. * = p > 0.05,
** =p<0.01, *** = p <0.001.

Fig. 5: Blood CD4" CD25"" CD127"" Fox p3" lymphocyte count evolution during ultra-rush (n=16).
Error bar represent Mean + SEM. ** = p < 0.01.

Fig. 6: Blood CD8" lymphocyte evolution response during ultra-rush. A: Blood CD8" lymphocyte count
evolution during ultra-rush (n=20). B, C, D, and E: Blood Naive CD8" Cells (B), Effector CD8" cells (C),
Central Memory CD8" cells (D) and Memory Effector CD8" cells (E) (n = 20). Error bar represent Mean
+ SEM. * = p < 0.05, ** = p < 0.01, *** = p < 0.001.

low

Fig. 7: Blood NK lymphocytes evolution during ultra-rush therapy. A: Blood NK cytotoxic CD56
CD16"®" lymphocytes evolution during ultra-rush (n=28). B: NK cells dot plot gated as CD14- single
cells from patient 3 at TO. C: NK cells dot plot gated as CD14 single cells from patient 3 at T3h30.
Error bar represent Mean + SEM. *** = p < 0.001.

Fig. 8: Serum Chemokine response during ultra-rush therapy measured by Luminex® . A: Stromal cell-
derived factor 1(SDF-1 alpha) (CXCL12) response during ultra-rush therapy. B: Macrophage
inflammatory protein 1-alpha (MIP-1 alpha) (CCL3) response during ultra-rush therapy. C:
Macrophage inflammatory protein 1-beta (MIP-1 beta) (CCL4) response during ultra-rush therapy. D:
Monocyte Chemoattractant Protein-1 (MCP-1) (CCL2) response during ultra-rush therapy. E: RANTES
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(CCL5) response during ultra-rush therapy. E: Eotaxin (CCL11) response during ultra-rush therapy
Error bar represent Mean + SEM. * = p >0.05, ** = p <0.01, *** =p < 0.001. n=25
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Résultats complémentaires

Tests d’activation des basophiles

Le test d’activation des basophiles a également été réalisé avec le venin auquel est
sensibilisé le patient a différente concentrations. A la concentration de 11.5 ng/ml, nous
avons pu observer une augmentation significative de I’activation des basophiles en réponse
au venin de guépe vespula ou d’abeille entre le temps 0 (45.94 + 5.47 % de basophiles
activés) et le temps 3h30 (52.76 + 5.61% de basophiles activés), p = 0.0313 (Figure 5)
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Figure 5 : Test d’activation des basophiles réalisé avec le venin auquel le patient est désensibilisé a la concentration de
11.5 ng/ml. Résultats exprimés en % de basophiles exprimant CD63. (* p <0.05) (n = 28)

A la concentration de 11.5 pg/ml, aucune différence n’a été observée entre le début de la
désensibilisation (13 +£3.52% de basophiles activés) par ultra-rush et la derniére dose (13.63
+ 3.8% de basophiles activés), p = 0.6431 (Figure 6)
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Figure 6 : Test d’activation des basophiles réalisé avec le venin auquel le patient est désensibilisé a la concentration de
11.5 pg/ml. Résultats exprimés en % de basophiles exprimant CD63. (n = 28)
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L’ensemble des résultats concernant les tests d’activation des basophiles sont exprimés
pour 28 patients, car le patient 5 n’avait pas assez de basophiles pour la réalisation des tests

d’activation.

Populations leucocytaires

L’ensemble des populations leucocytaires en valeurs absolues sont réalisées sur 22 patients
maximum car nous n’avons pas de numération pour les 7 premiers patients. De plus,
I'ensemble des résultats de cytométrie ne sont réalisés que sur 28 patients car il y a
vraisemblablement eu un probleme lors de la lyse des globules rouges pour le patient 10 et
I'ensemble de la cytométrie (en dehors du TAB) n’a pu étre réalisée chez ce patient. Le
marquage CD4 n’a pas fonctionné pour le 3°™ temps du patient 26. Les résultats sont donc
exprimés sur 20 patients pour les polarisations Thl, Th2 et Th17. Des problemes lors de la
perméabilisation cellulaire nécessaire pour le marquage Foxp3, ne nous a pas permis
d’analyser les lymphocytes T régulateurs pour les patients 25, 27,28 et 29 ce qui explique
que les résultats sont donnés sur 16 patients. Nous avons également eu un probléme sur le

marquage CD3 pour le patient 8 sur le mix donnant les populations CD4" et CD8", expliquant

que les résultats sont exprimés sur 20 patients pour ces populations.

Le nombre total de leucocytes augmente entre le début de la désensibilisation (5.46 + 0.27
G/L) et avant la derniére dose de l'ultra-rush (5.88 * 0.26 G/L), p = 0.0018. Cette

augmentation semble plus importante au début de la désensibilisation. (Figure 7)
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Figure 7 : Evolution du nombre absolu de leucocytes en G/L dans le sang pendant l'ultra-rush thérapie. (* p <0.05, ** p
<0.01) (n=22)

Par contre le nombre de polynucléaires neutrophiles (PNN) ne varie pas de maniere
significative entre le début de la désensibilisation (3.13 + 0.23 G/L) et avant la derniére dose

de l'ultra-rush (3.26 £ 0.22 G/L), p = 0.075 (Figure 8).
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Figure 8 : Evolution du nombre absolu de PNN en G/L dans le sang pendant l'ultra-rush thérapie. (n =22)

De méme le nombre de polynucléaires éosinophiles (PNE) dans le sang ne varie pas non plus
de maniére significative pendant l'ultra-rush thérapie. (0.19 + 0.03 G/L avant de débuter et

0.17 £ 0.02 avant la derniere dose, p = 0.1778). (Figure 9)
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Figure 9 : Evolution du nombre absolu de PNE en G/L dans le sang pendant 'ultra-rush thérapie. (n =22)

Par ailleurs, nous avons observé une diminution significative du nombre de monocytes dans
le sang entre le début (0.47 + 0.03 G/L) de I'ultra-rush et avant la derniére dose (0.44 + 0.03

G/L), p = 0.0006. Cette diminution est plus importante a la fin de la désensibilisation (Figure

10)
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Figure 10 : Evolution du nombre absolu des monocytes en G/L dans le sang pendant 'ultra-rush thérapie. (* p <0.05, ***
p <0.001) (n =22)

Comme il a déja été décrit (52), nous avons analysé la polarisation des lymphocytes T CD4"
(Th1, Th2 et Th17) par des marqueurs de surface. Les lymphocytes Th1l étaient identifiés par
un marquage CD3" CD4" CXCR3" CCR6, les lymphocytes Th2 par un marquage CD3" CD4"
CXCR3" CCR6™ CCR4" et les lymphocytes Th17 par un marquage CD3" CD4" CXCR3™ CCR6".
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Nous avons mis en évidence une augmentation significative des lymphocytes Th1 (de 108.2+
34.14 10°%/L 4 233.1 + 28.98 10°/L, p < 0.0001), des Lymphocytes Th2 (de 84.83 + 11.51 10° /L
3 138.3 + 18.05 10°/L, p = 0.0002) et des lymphocytes Th17 (14.26 + 04.12 10°/L & 21.88 +
5.88 10°/L, p = 0.0193) au cours de la désensibilisation (Figure 11).
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Figure 11 : Evolution du nombre absolu des lymphocytes Thl, Th2 et Th17 en G/L dans le sang pendant 'ultra-rush
thérapie. (* p <0.05, ** p <0.01, *** p <0.001) (n =20)

Cytokines et Chimiokines

Nous avons étudié I’évolution de la concentration de plusieurs cytokines au cours de la
désensibilisation. Les taux sériques des cytokines suivantes étaient en dessous du seuil de
dosage du kit de Luminex® : GM-CSF, GRO-a/KC (CXCL1), IL-1a, IL-1B, IL-1 RA, IL-2, IL-4, IL-5,
IL-6, IL-8, IL-9, IL-10, IL-13, IL-15, IL-17A, IL-21, IL-22, IL-27, IL-31 et interféron a.

Nous n’avons pas montré de différence significative de concentration entre le début et la fin
de l'ultra rush thérapie en TNFa, (p= 0.4216), IP-10 (CXCL10) (p= 0.053) et interféron y
(p=0.6286) (Figure 12)
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Figure 12 : Evolution de la concentration en TNFa, IP-10 (CXCL10) et interféron y dans le sérum pendant l'ultra-rush
thérapie (n=24).

En ce qui concerne I'évolution de la concentration des interleukines, étudiées pendant
l'ultra-rush, il n’y a pas de modification significative dans la concentration en IL-7 (p =

0.2081), IL-12 p70 (p = 0,8612), IL-18 (p = 0.1042) et IL-23 (p = 0.8078) (Figure 13)
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Figure 13 : Evolution de la concentration de I'lL-7, IL-12p70, IL-18 et IL-23 dans le sérum pendant 'ultra-rush thérapie

(n=24).

ARN messager

Nous avions pour objectifs d’étudier I’évolution en ARN messager de SHIP-1 et des différents

récepteurs a I’histamine pendant 'ultra-rush dans des basophiles triés par cytométrie en flux

et dans le sang total. Malheureusement nous avions trés peu d’ARN messager extrait et nous

n’avons pu analyser que I’évolution de 'ARN messager SHIP-1 dans les basophiles et du

récepteur de type 4 a I’histamine.

Concernant SHIP-1, nous n’avons pas observé de modification significative dans I'expression

de son ARN messager par l'ultra-rush thérapie mais une légere tendance a I'augmentation

75



nous amene a nous poser la question de I'intérét d’une étude sur un groupe plus important

de patients (p = 0.7704) (Figure 14).
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Figure 14 : Evolution de 'ARN messager de SHIP-1, normalisé par rapport a I’expression de GAPDH, pendant l'ultra-rush
(n=12).

Concernant le récepteur de type 4 a I'histamine, aucune différence n’a été observée

pendant 'ultra-rush (p =0.6293) (Figure 15)
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Figure 15 : Evolution de ’ARN messager du récepteur de type 4 a I'histamine, normalisé par rapport a I”expression de
GAPDH, pendant l'ultra-rush (n =11).
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Discussion

Les études s'intéressant aux mécanismes impliqués aux premiers instants de la
désensibilisation sont rares. Celles qui sont transversales et qui sont réalisées a partir de
prélevement in vivo chez I’'homme le sont d’autant plus. C'est pourquoi nous avons donc
décidé d’inclure dans cette étude un nombre significatif de patients, 30 initialement prévus,
a lintroduction d’une désensibilisation aux venins d’hyménoptéres par ultra-rush dont
I'efficacité ne fait pas débat et est quasi constante par rapport aux autres désensibilisations
(17) et d’étudier les modifications précoces dans le sang dans les différentes populations
cellulaires du systéme immunitaire. Le choix de l'ultra-rush qui atteint la dose cible de la
désensibilisation en 3h30 permettait sur des prélévements réalisés dans un délai court
d’étudier a la fois les mécanismes de la tolérance précoce a l'allergéne induite par le
protocole d’augmentation rapide des doses mais aussi les mécanismes initiant la tolérance a
long terme qui s’engage tres précocement comme cela avait déja été démontré (104) et les

possibles liens entre les deux.

Cette étude a permis de confirmer certaines hypothéses concernant les mécanismes de la
désensibilisation, mais aussi de mettre en évidence des éléments non connus et inattendus

ainsi que poser de nouvelles hypothéses.

Tout d’abord, elle confirme la bonne tolérance de la désensibilisation par ultra-rush et donc
son efficacité pour atteindre rapidement la dose cible étant donné qu’aucun patient n’a eu
d’effets indésirables immédiats. Ensuite I'dge moyen des patients désensibilisés est
comparable a ce qui est connu avec un age un peu en dessous de 50 ans (16,105,106),
I'allergie aux venins d’hyménoptére étant plutét une pathologie touchant I'adulte et peu les
enfants. La prédominance de réaction sévere est également connue (16), méme s’il existe
peut-étre un biais, les patients ayant expérimenté une réaction sévere étant plus motivés
pour consulter et suivre le traitement de désensibilisation. La prédominance de I'allergie a la
guépe vespula par rapport a I'abeille (16) est également connue et sans doute liée au

caractere plus agressif des guépes par rapport aux abeilles. Le Sex ratio est quant a lui tres
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variable selon les études et étant donné que la plupart d’entre elles sont mono-centriques
sans doute lié a des caractéristiques culturelles modifiant le risque de se faire piquer selon le

sexe de l'individu.

Nous avions posé I’hypothése que la désensibilisation par ultra-rush conduit a un mécanisme
inhibant la dégranulation des basophiles. Nos résultats tendent a confirmer cette hypothese.
En effet, la diminution de I'expression de CD63 a la surface des basophiles, que nous avons
pu observer par diminution de la MFI de CD63 entre le début de la désensibilisation et avant
la derniere dose, signe une diminution de la dégranulation de ceux-ci, CD63 étant exprimé a
la surface des basophiles lors de leurs dégranulation (107). Le mécanisme conduisant a cette
inhibition n’est toutefois pas élucidé. Nous avions posé I'hypothése d’une implication de
SHIP-1, mais nous n’avons pas pu le confirmer méme si une légere tendance non statistique
nous amene a penser que ce serait possible. En effet nous voulions étudier I'expression de
ARN messager de SHIP-1 dans les basophiles triés, mais nous n’avions pas assez de
matériels chez beaucoup de patient pour avoir une PCR interprétable. Nous aurions pu
analyser la protéine SHIP-1, plutét que son ARN messager, analyser la phosphatation de son
site de fixation sur les motifs ITIM des différents récepteurs inhibiteurs ou utiliser la
technique du « Single Cell gPCR » qui permet de réaliser une PCR sur une seule cellule. Au vu
de nos résultats, il nous semble important que ces éléments puissent étre étudiés lors

d’études ultérieures.

Par ailleurs, nous avons observé une diminution de I'expression de FceRl a la surface des
Basophiles. Ce résultat pourrait étre expliqué par une internalisation du récepteur. Il a été
démontré une internalisation de FceRl lors de I'utilisation d’un protocole de désensibilisation
rapide (palier de 30 min) dans des mastocytes de souris (108), mais il s’agit a notre
connaissance de la premiére étude in vivo suggérant un tel mécanisme chez 'homme. S'il
existe une internalisation de FceRI, cela diminue la coagrégation des récepteurs entre eux et
favorise la formation d’'une coagrégation entre FceRl et FcyRIlb qui est inhibitrice (90). Ce

résultat permet aussi d’expliquer I'absence de diminution, voir I'augmentation de Ia

78



dégranulation des basophiles observée lors du TAB en réponse a l'allergéne et aux antis Igk
et la diminution de la dégranulation en réponse a fMLP. En effet FcyRlIIb fixe des complexes
immuns et non des IgG isolées (109). Le TAB ne favorise pas la formation de ces complexes
immuns, il n’y a alors plus que la coagrégation des récepteurs FceRl entre eux qui est
possible et donc la voie activatrice, ce qui peut expliquer notre résultat. L'utilisation de fMLP
n’active pas les polynucléaires basophiles par la voie des récepteurs aux immunoglobulines,
il ne modifie donc pas la phosphorylation des motifs ITIM présents sur la partie
intracellulaire de ces récepteurs. Les signaux inhibiteurs engagés, tel que par exemple le
recrutement de SHIP-1, sont donc conservés, et vont ainsi pouvoir moduler la réponse au
fMLP. Il est donc normal de voir une diminution de la dégranulation pendant |'ultra-rush

thérapie lors son utilisation.

Nos résultats sont donc concordants avec un mécanisme de régulation active des basophiles
impliquant une internalisation des récepteurs FceRl de la surface des basophiles par de

faibles concentrations d’allergene lors des premiéres injections de I'ultra-rush.

L'ultra-rush thérapie est la premiéere étape de mise en place de la tolérance sur le long terme
et fait intervenir également les cellules de I'immunité dite adaptative comme il a déja été
suggéré (104). Nos résultats confirment cette hypothése. Il a déja été démontré que les
cellules dendritiques ont un réle primordial dans la régulation et I'orientation de la réponse
immune en orientant la réponse lymphocytaire T vers une réponse de type régulatrice ou
Th2 (73-77). L'augmentation de leur population dans le sang que nous avons observé est le
signe d’'une mobilisation et d’une circulation de celles-ci, ce qui confirme leur implication
des cette phase tres précoce de la désensibilisation. Les cellules dendritiques n’agissent
toutefois pas seules mais en régulant les lymphocytes T. Nous avons pu observer que ceux-ci
sont engagés précocement, avec une augmentation des populations mémoires et naives, et
non effectrices, montrant plutét une initiation sur le long terme d’une réponse T plutét
gu’une simple activation de ces cellules pendant 'ultra-rush. Trés peu de données sont

disponibles sur le role des lymphocytes T pendant la phase d’initiation de l'ultra-rush, seule
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une étude a montré une augmentation de la sécrétion aprées stimulation in vitro d’IL-10 et
d’interféron y des lymphocytes alors qu’il existait une diminution de leur sécrétion en IL-4 et
en IL-13 pendant l'ultra-rush (104). Ces résultats ne sont pas contradictoires avec les notres
qui montrent une augmentation de toutes les populations Th1, Th2, Th17 et T CD4" CD25"e"
cD127"°" Foxp3" car leur circulation dans le sang ne préjuge pas de leur état d’activation que
nous n’avons pas étudié, et au contraire confirme un engagement tres précoce des

lymphocytes T CD4" et T CD8" dans la désensibilisation aux venins d’hyménoptéres qui

demanderait a étre étudié plus en détail.

En dehors d’une étude qui a observé une diminution de RANTES (CCL5) (110) pendant un
traitement de type rush aux venins d’hyménopteéres, il s’agit a notre connaissance de la seule
étude observant I'évolution des chimiokines pendant la phase d’ascension des doses de la
désensibilisation. Non seulement nous confirmons la diminution de RANTES, et montrons
que celle-ci est trés précoce dés les 90 premieres minutes de la désensibilisation, mais nous
montrons en plus une diminution tout aussi précoce de tout un ensemble de chimiokines
dans le sérum des patients désensibilisés. En effet nous montrons également une diminution
des 90 min d’ultra-rush soit 30 min apres la dose cumulée de 1.1ug de venin, une diminution
de MCP-1 (CCL2), de MIP-1a (CCL3), de MIP-1B (CCL4) et de SDF-1a (CXCL12). Nous n’avons
pas observé de résultats significatifs pour 'EOTAXINE (CCL11) et IP10 (CXCL10) mais il
semble y avoir une tendance a la baisse également. Il semble également y avoir une
tendance a la baisse pour le TNF-a mais pas pour L'interferon-y. L'ensemble des chimiokines
qui diminuent au cours de la rush-thérapie, sauf SDF-la, sont impliquées dans le
recrutement des lymphocytes et des cellules innées dans les tissus inflammatoires (111),
leurs diminution est donc probablement le marqueur d’un processus anti-inflammatoire.
L'augmentation, plus tardive des populations cellulaires dans le sang peut étre secondaire a
ce recrutement moins important dans les tissus. Nous pouvons également poser I'hypothese
gue ces cellules sont en cours de transit des tissus vers le sang puis des organes lymphoides

secondaires. Nous n’avons toutefois pas pu étudier I'évolution de chimiokines les recrutant
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vers ces organes lymphoides secondaires. SDF-1 a est quant a elle impliquée dans le

maintien des cellules dans la moelle osseuse (111).

Nous avons également observé une diminution, parfois drastique, des lymphocytes NK. Il
s’agit, a notre connaissance, de la premiére observation d’une telle diminution pendant une
désensibilisation, mais le réle de ces cellules dans I'allergie a été peu étudié. Il a été décrit un
role des lymphocytes NK dans la modulation de la réponse des cellules dendritiques et
gu’elles pouvaient avoir un réle régulateur (112). Si elles sont engagées dans cette
modulation de la réponse des cellules dendritiques qui a lieu dans les organes lymphoides
secondaires, il est normal de voir une diminution dans le sang de ces cellules plutot que
I’augmentation observée pour les autres cellules engagées par |'ultra-rush thérapie. En effet
le «réservoir principal » des lymphocytes NK est le sang alors qu’il s’agit des tissus

périphériques ou des organes lymphoides pour les populations cellulaires qui augmentent.

Nous pouvons également discuter le choix de points de prélévement. Le prélevement avant
début de désensibilisation permet d’avoir un point de départ et était indispensable. Nous
avons choisi de réaliser un prélevement intermédiaire et afin de savoir si les modifications
observées étaient précoces, tardives, ou progressives et nous avons choisi le point a 1 heure
30 minutes car avant les doses sont multipliées par 10 avant chaque injections puis elles sont
ensuite uniguement augmentées de 10 ug par injection. Les temps entre les injections sont
également de 30 minutes avant et de 1 heure aprés. Ce point correspond donc a un
changement dans le rythme de I'ultra-rush. Nous avons également choisi de prélever avant
la derniére injection plutét qu’apres, car nous nous intéressions plus a savoir pourquoi elle
était bien tolérée plutét qu’a connaitre ses effets. Concernant les effets a long terme nous
avons posé I'hypothése que ceux-ci étaient déja engagés avant cette injection, plus de la

moitié de la dose totale de 'ultra-rush ayant déja été administrée (61.1 pug sur 101.1 pg).

Nous avons analysé les populations par cytométrie directement, c’est-a-dire sans stimulation
ou traitement in vitro aprés les préléevements sanguin (en dehors du test d’activation des

basophiles), de méme que les différentes cytokines et chimiokines présentent dans le sang.
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Notre objectif était éviter tout risque de modifier secondairement les populations cellulaires
afin de pouvoir observer, avec le moins d’interférences possibles, ce qu’il se passe
réellement in vivo chez ’homme pendant I"ultra-rush. Ce choix a eu plusieurs conséquences.
Tout d’abord, dans le sérum nous ne pouvons pas identifier les sources de sécrétions des
différentes chimiokines et cytokines, ensuite notamment en ce qui concerne les cytokines,

les taux sanguins étaient malheureusement trop faibles pour étre détectés par le Luminex®.

Au regard des résultats obtenus nous souhaiterions toutefois réaliser des tests de stimulaton
in vitro sur des cellules différenciées a partir de sang de donneur ou sur modéles animaux. Il
nous faudrait aussi tester sur ces modeles différents inhibiteurs ou agonistes notamment de
SHIP-1 spécifiques de la voie des récepteurs au immunoglobulines pour étudier plus en

profondeur les mécanismes impliqués.

En conclusion, cette étude permet de confirmer la bonne tolérance de l'ultra-rush, de
I’expliquer par un mécanisme d’autorégulation des basophiles, via une internalisation des
récepteurs FceRl secondaire a des doses qui sont sous le seuil de dégranulation, conduisant
a une inhibition de celle-ci. Ensuite, l'ultra-rush permet un engagement trés précoce
d’éléments de régulation du systéme immunitaire tels que les cellules dendritiques et les
lymphocytes NK, ainsi que des différentes populations lymphocytaires CD4" et CD8"
mémoires et naives, via une diminution trés précoce de certaines chimiokines. Toutefois les
interactions cellulaires ainsi que la source de ces chimiokines n’ont pas pu étre étudiées et
donc d’autres études complémentaires sont nécessaires afin d’élucider I'ensemble des
mécanismes immunologiques engagés par le traitement de désensibilisation de type ultra-

rush.
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