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RESUME 

L'ImmunoThérapie Spécifique (ITS) des sujets présentant une hypersensibilité au 
venin d'hyménoptère selon la procédure accélérée (rush) est le moyen le plus efficace 
actuellement pour mettre ces personnes à l'abri d'un choc anaphylactique potentiellement 
mortel. Cependant, le mode d'action de l'ITS reste mal connu, de nombreuses hypothèses 
humorales et cellulaires ont été proposées mais aucune de ces hypothèses ne corrèle avec 
l'amélioration clinique. Notre travail de thèse s'inscrit dans l'exploration des hypothèses 
tendant à expliquer les mécanismes impliqués dans l'efficacité de l'ITS au venin 
d'hyménoptère. 

Nous avons démontré, après ITS accélérée, une inversion du profil de cytokines de 
type Th-2 (IL-4) vers un profil de type Th-1 (IFN-y) au niveau des cellules T de sujets 

allergiques au venin. Parallèlement, une abolition rapide de la prolifération lymphocytaire 

antigène spécifique a été observée, mais elle ne s'accompagne pas d'une diminution 

d'expression de la molécule costimulatrice CD28. Néanmoins, ces modifications sont tardives, 
suggérant l'intervention d'autres mécanismes dans la tolérance précoce observée à la fin des 
3h30 du rush. Le basophile, cellule impliquée dans la phase précoce des réactions allergiques 
représente la cible de choix. Nous nous sommes donc intéressés aux chimiokines histamino
régulatrices (IL-8, MCP-1, RANTES) et nous avons observé une diminution générale de ces 
chimiok.ines par les cellules mononucléées (CMN) de sujets allergiques au venin au cours de 
l'ITS. Pour le RANTES, dès le premier jour du rush, une augmentation a été observée. De ce 

fait, nous avons mesuré l'effet au cours du rush, de chimiokines histamino-libératrices 
(RANTES, MCP-3 et MCP-1) sur les basophiles et l'on constate que le RANTES et le MCP-
3 n'induisent plus de libération d'histamine dès la 4ème heure du rush suggérant une 

désensibilisation de leurs récepteurs par une production précoce de RANTES. Ce RANTES 
qui semble être d'origine plaquettaire désensibiliserait les basophiles au RANTES lui-même en 
empêchant la libération d'histamine induite par le RANTES produit ultérieurement par les 
CMN. Ce mécanisme constitue un début d'explication à la tolérance clinique observée dès les 

premières heures du traitement. 
Finalement, l'étude de la régulation de la synthèse d'IgE au cours du rush a montré que 

seule une augmentation d'expression du transcrit productif pour l'IgE est observée corroborant 

l'augmentation paradoxale des IgE spécifiques observée au premier rappel du traitement, 
suggérant une stimulation des lymphocytes B mémoires et non narfs. 

Ces résultats permettront de mieux appréhender les mécanismes impliqués dans 
l'établissement de la tolérance allergénique vis-à-vis du venin, et à plus long terme de 
proposer d'autres solutions thérapeutiques aux maladies allergiques, dénuées d'effets 
secondaires. 
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-------------..Introduction---------~-----

L'allergie représente un sérieux problème de santé publique, elle touèhe environ 20% de 

la population dans les pays développés. La grande majorité des symptômes survenant au 

cours des manifestations allergiques est la conséquence d'une réaction d'hypersensibilité de 

type 1. Cette réaction est dite immédiate parce que les phénomènes qui en résultent 

apparaissent quelques minutes après un second contact avec l'allergène auquel le patient est 

sensible. Différents organes peuvent être la cible de la réaction d'hypersensibilité immédiate 

(HSI) comme par exemple la muqueuse bronchique dans l'asthme extrinsèque, la muqueuse 

rhinosinusienne dans la rhinite allergique et la peau dans l'urticaire et dans le cas particulier de 

la dermatite atopique. Enfin, une expression systémique de l'HSI survient après injection de 

substances étrangères telle que le venin d'hyménoptères. 

Au cours de la thèse, nous nous sommes particulièrement intéressés à 

l'hypersensibilité aux venins d'hyménoptères notamment à l'étude des mécanismes 

physiopathologiques impliqués au cours de la désensibilisation spécifique aux venins. 



_____________ -.~.ntroduction ---------------

1- HYPERSENSIBILITE AUX VENINS 
D'HYMENOPTERES 

Le premier accident mortel connu, consécutif à une piqûre d'insecte, remonte au 

troisième millénaire avant Jésus Christ, avec le décès du pharaon Ménès I d'Egypte, à la suite 

d'une piqûre de frelon. L'origine allergique des accidents fut suspectée par Waterhouse en 1914 

et selon les études, environ 5% de la population présentent des réactions allergiques 

systémiques vis-à-vis de piqûres d'hyménoptères. Ces accidents surviennent surtout en 

période chaude et pendant la journée. 

L'hypersensibilité aux venins d'hyménoptères représente actuellement un réel sujet de 

préoccupation tant en fréquence qu'en gravité. En France, on déplore ainsi une dizaine de 

décès par an, à la suite de piqûres d'hyménoptères, la plus redoutable des réactions allergiques 

étant le choc anaphylactique mortel. 

1.1- Les hyménoptères 

L'ordre des insectes aux "ailes membraneuses" (signification grecque du terme 

Hyménoptère) comprend plus de 200 000 espèces dans le monde. Les hyménoptères ayant 

une importance médicale sont représentés par les abeilles, et les guêpes [Gervais, 1971]. 

Seules les femelles possèdent un appareil reproducteur qui va se transformer en aiguillon relié 

à un système de glande à venin. En Europe, les 3 groupes d'hyménoptères dotés d'un aiguillon 

sont les abeilles, les guêpes et les frelons (voir tableau 1). 

--------------------------------------------------------~4 



--------------..J.ntroduction -----------------

Tableau 1 :Classification des Hyménoptères (D'après [Charpin et Vervloet, 1992]) 

. HYMENOPTERES PIQUEURS 

t 
Ordre HYMEN OPTERA 

t 
Sous-ordre APOCRITES 

t 
Section ACULEATES 

/ ~ 
Super-famille APOIDEA VESPOIDEA 

/ / "" 
Famille APIDAE FORMICIDAE 

(fourmis) 
VESPIDAE 

(guêpes sociales) 
EUMENIDAE MASARIDAE 

(guêpes solitaires) 

Sous-famille 

Genre APIS 
(abeilles) 

Sous-genre 

Espèce Apis mellifera 

/ 
VESPINAE 

t ~ 
BOMBUS VESPULA THOMSON (bouroon/ l VESPA 

(Vrais frelons) 

VESPULA 
(guêpes) 

DOLICHOVESPULA 
(faux frelons) 

/~ 
V. vulgaris V. rufa 
V. germanica V. squamosa 
V. flavopilosa V. sulfurea 
V. pensylvanica V. atropilosa 
V. maculifrons 
V. vidua 

~ 
Dv. maculata 
Dv. arenaria 
Dv. media 
Dv. geeri 
Dv. si/vestris 
Dv. norvegica 

V. crabo 
V. orientalis 
V. m andarinia 
V. tropicalis 

-------------------------------5 

POLISTINAE 
(po listes) 

P. gallicus 
P. nimpha 
P. biglumis 
P. annularus 
P.exclamans 
P. apachus 
P.fuscatus 



_____________ ..~.ntroduction ---------------

1.1.1- Les vespides (famille des vespidae) 

Les guêpes sont facilement reconnaissables par leurs bandes jaunes et noires sur 

l'abdomen, elles se nourrissent de liquide sucré, fruits et détritus et affectionnent les fruits. Les 

guêpes possèdent un aiguillon finement barbelé et peuvent piquer plusieurs fois. On distingue 

plusieurs familles parmi lesquelles on isole : 

- Les vespines. de grosse taille, à l'abdomen tronqué en avant, avec en chef de 

file Vespula vulgaris et Vespula germanica, et accessoirement le frelon, Vespa crabo, plus 

rarement impliqué en clinique. 

-Les polistes, guêpes de petite taille, à l'abdomen effilé, retrouvées surtout 

dans la moitié de la France et notamment dans le midi méditerranéen. 

1.1.2- Les abeilles (famille des apidae) 

Les abeilles sont moins agressives que les guêpes, elles s'en différencient par 

une plus petite taille, un abdomen velu marron rayé de noir; leur sac à pollen est accroché à 

leur dernière paire de pattes. Les abeilles piquent surtout en cas de menace ou d'attaque et leur 

dard, qui a la forme d'un harpon demeure dans le derme après la piqûre, provoquant la mort de 

l'insecte par éviscération. Elles se nourrissent de nectar et de pollen. Il en existe à peu près 

20000 espèces. L'espèce la plus rencontrée en Europe est Apis mellifica. 

1.2- Les venins d'hyménoptères 

Les microsolutions venimeuses sont complexes par leur composition, par leurs 

activités pharmacologiques et par leur pouvoir immunologique. Les venins représentent un 

groupe de produits allergéniques et il est possible de les standardiser avant leur utilisation 

commerciale. 

1.2.1- Composition chimique du venin 

La nature des composants du venin varie selon les espèces, ce qui pose le 

problème de l'identification de l'hyménoptère piqueur en cas d'allergie. La proportion des 

composants d'un venin est différente selon les périodes de l'année, ce qui pose le problème de 

l'activité antigénique des lots récoltés. Les venins d'hyménoptères contiennent des substances 

pharmacologiques, biochimiques et allergéniques comprenant des amines biogènes, des 

enzymes et des protéines (voir Tableau 2). 

-------------------------------------------------------------6 



--------------Jntroduction ----------------

Tableau 2 : Composition chimique des venins d'hyménoptères 

Abeille Guêp_e Frelon 

Amines vasoactives 

Histamine + + + 

Sérotonine + + 

Acétylcholine + 

Dopamine + + + 

Ephédrine + + 

NoréEhédrine + + + 

Enzymes 

Phospholipase Al (PLAI) Ag (Ves rn 1; Ves v 1; Ag (Dol rn 1; Vesp c 1) 

Polal;Polel) 

Phospholipase A2 (PLA2) Ag (Api rn 1; Born p 1) 

Phospholipase B (PLB) Ag Ag 

Hyaluronidase Ag (Api rn 2) Ag (V es rn 2; V es v 2; Pol a 2) Ag (Dol rn 2) 

Phosphatase acide (AP) Ag Ag Ag 

Cho Iinestérase + 

Histidine décarboxylase + 

Protéases Ag (Born p 4) + + 

Glucidases + + + 

Lipases + + + 

N-Gl,:r:-Pro-~1-amidase Ag Ag Ag 

Polypeptides et protéines 

Antigène 5 (Ag 5) Ag (V es g 5; V es rn 5; V es s Ag (Dol rn 5; Dol a 5; 

5; Ves v 5; Pole 5) Vesp c 5) 

MCD* peptide + 

Minimine + 

Mellitine Ag (Api rn 4) 

Apamine + 

Bradykinine + + 

Cardiopep + 

AntiSjène ~HM~* ASj 

* MCD : dégranulant les cellules mastocytaires, HMW: haut poids moléculaire 

Ag: Activité antigénique (D'après[King et al, Allergen Nomenclature, 1995c]). 

------------------------------1 



---------------Introduction----------------

Chez les sujets sensibles aux venins d'hyménoptères, toutes les protéines 

induisent des réponses IgE spécifiques mais à des degrés variables. Les peptides, à l'exception 

de la mellitine, n'ont pas d'activité immunogénique chez l'homme. Les peptides ont des 

activités kinines, des activités dégranulant les mastocytes et des activités neurotoxiques, 

tandis que les protéines ont des activités enzymatiques bien connues, phospholipase, 

hyaluronidase et phosphatase acide (revue dans [King, 1987a]). 

1.2.2- Toxicité du venin d'hyménoptère 

Les venins d'hyménoptères contiennent des substances toxiques constituant un 

poison pour certaines espèces. Les quantités injectées lors d'une piqûre sont minimes pour 

l'homme et provoquent simplement une réaction locale érythémateuse, œdémateuse et 

douloureuse. L'effet toxique des venins est dû à l'action combinée des substances 

pharmacologiquement actives qu'ils contiennent. 

Les amines biogènes agissent sur la perméabilité, les vaisseaux, les fibres 

lisses et les terminaisons nerveuses. Elles contribuent également à provoquer une réaction 

locale cutanée inflammatoire et douloureuse. 

Les peptides et les petites protéines agissent indirectement par histamino et 

sérotonine- libération notamment pour la mellitine. Ils agissent par contre directement sur la 

perméabilité capillaire, les muscles lisses et les terminaisons nerveuses. L'apamine possède 

une action neurotoxique. 

Enfin, les enzymes telles que la hyaluronidase pourrait agir sur la perméabilité 

du tissu conjonctif amplifiant la pénétration et la diffusion du venin. La phospholipase A agit 

directement sur la perméabilité et la tension artérielle, elle peut agir indirectement par 

l'apparition de lysolécithine, sur les hématies, les fibres musculaires et les mastocytes. 

1.2.3- Caractérisation des allergènes 

Les allergènes sont classés en deux catégories, d'une part, les allergènes majeurs 

définis comme les antigènes purifiés se liant aux IgE spécifiques présentes dans les sérums de 

plus de 50% de patients sensibles à cet allergène et donnant des réactions immédiates 

positives en tests cutanés; d'autre part, les allergènes mineurs réagissant avec les IgE 

spécifiques chez moins de 50% des patients sensibilisés. 
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2.3.1- Activité allergénique du venin d'hyménoptère 

Les venins constituent des sources d'allergènes responsables du 

développement de la sensibilisation. Ces molécules à pouvoir allergénique ont été mises en 

évidence par électrophorèse, immuno;,.électrophorèse, diffusion sur gel, ultracentrifugation et 

chromatographie d'affinité. Certains de ces antigènes sont spécifiques de l'espèce, d'autres sont 

susceptibles de donner des réactions croisées avec les antigènes d'autres espèces du groupe des 

hyménoptères. Différents travaux ont été consacrés aux antigènes contenus dans les venins 

d'hyménoptères et ont permis de préciser leur rôle allergénique. Ces protéines allergéniques 

ont été isolées et caractérisées par leur poids moléculaire, leur charge électrique (pHi) et leur 

degré de glycosylation. Les séquences en acides aminés de certaines de ces molécules 

spécialement les allergènes majeurs (glycoprotéines d'un poids moléculaire de 10 à 50 kDa) 

ont été établies par séquençage protéique ou par clonage de l'ADNe de ces protéines, ce qui a 

permis d'étudier la cartographie épitopique et l'activation des cellules T allergène spécifiques. 

La connaissance de la séquence primaire de ces protéines allergéniques a permis d'établir des 

homologies de séquence avec d'autres protéines allergéniques ou non. Certaines de ces 

protéines peuvent avoir une activité biologique enzymatique qui est cytotoxique 

(phospholipases) ou qui favorise la pénétration des toxines dans les tissus (hyaluronidase). 

De plus, l'obtention de molécules allergéniques recombinantes permet d'obtenir de grandes 

quantités de molécules pures. Ceci va permettre de mieux définir l'importance clinique des 

allergènes individuels. A titre d'exemple, alors que 99% de patients avec des tests cutanés 

positifs au venin d'abeille entier réagissent aussi à la PLA2 purifiée, il n'y a que 94% qui sont 

positifs à la PLA recombinée, ceci pourrait être lié à la conformation de ces molécules. 

2.3.2- Allergènes du venin d'abeille 

Des techniques de chromatographie par échange d'ions et de filtration 

sur gel montrent que les allergènes majeurs du venin d'abeille sont la phospholipase A2, 

l'hyaluronidase, la phosphatase acide et la mellitine [Müller, 1989]. 90% des patients 

allergiques au venin d'abeille ont des IgE spécifiques vis-à-vis de la PLA2 [Kemeny, 1983]. La 

cartographie épitopique et la réponse cellulaire T ont été focalisées sur les allergènes majeurs 

notamment la PLA2, l'allergène dominant dans le venin d'abeille. 
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Cartographie épitopique de la PLA2 et réponse cellulaire T 

La PLA2 est une glycoprotéine de poids moléculaire de 14-16 kDa, 

composée de 134 acides aminés et dont la structure primaire et cristalline tridimensionnelle 

sont connues (revue [King, 1987a, Scott, 1990, Shipolini, 1974]. Différentes études ont été 

consacrées à la cartographie épitopique de la PLA2 aussi bien chez l'homme [Carballido, 

1993, Dhillon, 1992] que chez la souris [Specht, 1997]. Chez l'homme, Dhillon et al ont 

démontré que la cartographie des épitopes T effectuée avec 12 peptides synthétiques 

chevauchants de la PLA2 révèle 2 épitopes immunodominants. Ces épitopes correspondent 

aux séquences d'acides aminés 50-69 (peptide 6) et 83-97 (peptide 9) de la PLA2. La réponse 

des cellules Tau peptide 6 est restreinte par DQ du complexe majeur d'histocompatibilité de 

classe II (CMH II), et celle du peptide 9 par DP. Pour vérifier si les épitopes dominants 

restent les mêmes chez des individus à HLA (antigène des leucocytes humains) de classe II 

différents, Carballido et al ont étudié la cartographie des épitopes T au niveau des clones T ou 

des CMN de patients allergiques au venin d'abeille et de sujets sains. Ils ont isolé 3 épitopes 

dominants en position 81-92, 113-124 et 45-62 au niveau de la molécule PLA2. Ces épitopes 

sont reconnus par les clones cellulaires T spécifiques d'allergène isolés chez des sujets 

allergiques et d'autres non allergiques, en association avec les molécules de CMH de classe II 

différentes (HLA-DP, HLA-DQ et à un moindre degré HLA-DR). 

En plus, au niveau de la production d'IL-4 et d'IFN-y (deux cytokines 

jouant un rôle majeur dans la régulation de la synthèse d'IgE) par les cellules T spécifiques 

d'allergène, la stimulation avec l'antigène entier (PLA2) ainsi qu'avec les peptides 

immunodominants (peptide 6 et peptide 9) et la toxine tétanique (TT) induit des taux élevés 

d'IL-4 tandis que seule la TT induit la production d'IFN-y. La réponse proliférative des sujets 

allergiques aux peptides immunogènes est extrêmement importante. Par contre, la prolifération 

aux mêmes fragments est abolie chez les sujets hyposensibilisés ce qui suggère une tolérance 

des cellules T en conséquence de contact répété avec l'allergène. Donc, les épitopes 

potentiellement immunogènes sont également fortement tolérogènes [Carballido, 1992, 

Dhillon, 1992]. 

La plupart des déterminants antigéniques de la PLA2 dépendent 

probablement de sa forme native parce que la forme dénaturée (obtenue par réduction et 

carboxyméthylation des liaisons disulfure) diminue fortement l'histaminolibération 

leucocytaire [King, 1976]. En effet, dans une étude récente, chez la souris, deux protéines 

recombinantes ont été isolées à partir de la PLA2 : une native à activité enzymatique, et une 
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mutante inactive enzymatiquement (changement d'un acide aminé au mveau du site 

enzymatique). Il a été démontré que la PLA2 sous sa forme native, permet la production d'IL-

4 par les mastocytes. In vivo, les injections répétées de faibles doses de la forme active de la 

PLA2 aux souris induisent la synthèse d'IgE spécifiques de la PLA2 tandis qu'il n'y a pas 

d'IgE détectées avec la forme inactive. Les deux formes de la PLA2 sont immunogéniques 

quand elles sont injectées à forte dose [Dudler, 1995]. D'où l'hypothèse qu'avec des faibles 

doses de la PLA2, l'activation enzymatique des basophiles 1 mastocytes induit une production 

paracrine d'IL-4 qui conduit les lymphocytes T helper activés par l'Ag vers une différenciation 

Th2. Ceci favoriserait finalement l'activation des lymphocytes B pour la synthèse d'IgE. Pour 

démontrer que la non immunogénicité de la forme mutante de PLA2 n'est pas dûe à un épitope 

T altéré ou perdu dans le site actif, la cartographie des épitopes T et la stimulation des cellules 

T avec des peptides chevauchants ont été réalisées. Il a été démontré que les épitopes T de 

PLA2 reconnus par la souris sont en dehors du site enzymatique et que d'autres paramètres 

immunologiques peuvent donc être responsables de l'immunogénicité différente de la forme 

native et mutante [Specht, 1997]. 

Les épitopes T dominants d'un allergène peuvent donc varier chez 

chaque patient à cause de la spécificité de la restriction de CMH de classe Il On peut imaginer 

qu'un mélange d'épitopes T puisse être utilisé pour l'immunothérapie spécifique (ITS). 

Cependant, la cartographie de tous les épitopes T reconnus par des individus différents est 

très difficile à réaliser. L'approche consistant à utiliser des fragments chevauchants qui 

ensemble constitueraient les épitopes T d'un allergène reconnu par tous les individus pose le 

problème de l'allergénicité de ces fragments. 

PLA2 et réponse humorale 

Comme les autres allergènes, la PLA2 peut éliciter des réponses Ac de 

différents isotypes [Aalberse, 1983, Kemeny, 1987]. La sélection des isotypes est contrôlée 

par les cytokines dérivées des cellules T [Finkelman, 1990]. Soloway et al ont démontré que 

la substitution d'un seul acide aminé dans un épitope T suffisait à abolir l'hypersensibilité 

associée à l'IgE et l'IgG 1 dans différentes souches de souris [Soloway, 1991]. 

Certains travaux avec des dérivés de la PLA2 modifiés chimiquement suggèrent que la réponse 

anticorps aux différents déterminants antigéniques est variable [King, 1976]. 
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2.3.3- Allergènes du venin des vespines 

Quatre allergènes majeurs ont été décrits dans le venin des vespides, la 

phospholipase Al et B, l'hyaluronidase et l'antigène 5 dont la fonction biologique n'est pas 

encore connue [Hoffman, 1985]. Les quantités de ces protéines sont différentes d'une espèce à 

l'autre. Tous les patients sensibles à ce genre de venin présentent des IgE et des IgG allergènes 

spécifiques. Des études récentes ont été focalisées sur ces molécules allergéniques et 

spécialement l'Ag 5. 

L'Ag 5 dont le poids moléculaire est de 25 kDa apparaît comme la 

protéine allergénique la plus puissante pour la libération d'histamine. L'Ag 5 de la guêpe 

(vespula vulgaris) cloné et exprimé dans des bactéries, contient 204 acides aminés, la structure 

primaire de l'Ag 5 de différentes espèces de guêpes et de frelons a été identifiée [Hoffman, 

1993, Lu, 1993]. Il possède 69% et 60% d'homologie avec son homologue de frelon 

(Dolichovespula maculata) et de guêpe (Polistes annularis) respectivement. L'Ag 5 ou Dol rn 

V pourrait être considéré comme un allergène majeur spécifique du frelon (Dolichovespula 

maculata). La fonction biochimique de l'Ag 5 est mal connue. l'Ag 5 présente des homologies 

avec d'autres protéines de l'environnement. En effet, il possède une homologie partielle de 

séquence avec la protéine testiculaire dépendante de l'androgène chez les mammifères [King, 

1997, Lu, 1993]. Cette protéine testiculaire possède une activité enzymatique hyaluronidase 

[Gmachl, 1993] et est impliquée dans la liaison œuf 1 sperme dans le stade précoce de la 

fertilisation [Lin, 1993]. 

Il existe 3 isoformes de d'Ag 5 (Dol rn 5): Dol rn 5.01, Dol rn 5.02 (204 

acides aminés), et Dol rn 5.03. Les isoformes Dol rn 5.02 et Dol rn 5.03 ont été exprimés dans 

les bactéries [Fang, 1988] ou les cellules d'insectes [Tomalski, 1993] en utilisant des vecteurs 

d'expression. 

La cartographie épitopique T et B des venins de guêpes et de frelons a 

fait l'objet de travaux récents. Chez la souris, la cartographie épitopique de l'Ag 5 (Dol rn 5.02) 

a été réalisée et parmi les 20 peptides utilisés, 3 seulement représentent les épitopes T 

majeurs de Dol rn 5 car ils sont reconnus par toutes les souris testées [King, 1997]. 

D'un autre côté, les réponses cellulaires T et B aux protéines naturelle et 

recombinante de Dol rn 5.02 ainsi que celles des fragments recombinants de cette protéine ont 

été étudiées par king et al [King, 1995a]. La réponse cellulaire T est similaire pour les 3 
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formes de Dol rn 5.02. En effet, les épitopes T de la forme naturelle sont retrouvés dans les 

fragments recombinants et ils sont aussi immunogéniques que la protéine naturelle pour 

induire la réponse T. Ceci peut être dû au fait que les épitopes T sont continus (des résidus 

d'acides aminés séquentiels et adjacents). Par contre les épitopes B peuvent être continus 

(séquentiels) ou discontinus (topographiques) et la spécificité des 3 formes de Dol rn 5.02 

pour la réponse anticorps est différente entre les formes recombinantes et la forme naturelle. 

La forme naturelle de Dol rn 5.02 induit principalement des IgG spécifiques pour ses épitopes 

B discontinus et à un moindre degré pour ses épitopes B continus, tandis que la forme 

recombinante et les fragments recombinants induisent uniquement des anticorps spécifiques 

des épitopes B continus communs avec ceux de la protéine naturelle. Les anticorps 

spécifiques des épitopes B discontinus montrent une plus forte affinité de liaison aux 

épitopes que ceux spécifiques des épitopes B continus. La différence dans les propriétés 

immunogéniques entre les formes naturelle et recombinante ou les fragments recombinants 

pour les réponses T et B pourrait être liée à leur conformation. 

Ces résultats suggèrent la possibilité d'une utilisation potentielle de 

mélanges de ces fragments chevauchants comme agents immunothérapeutiques chez l'homme. 

L 'hyaluronidase et la phospholipase Al de guêpe (Vespula vulgaris) 

contiennent respectivement 331 et 300 acides aminés et montrent 92 et 67% d'identité de 

séquence avec leurs homologues de frelon (Dolichovespula maculata) [King, 1996]. Les 

structures primaires de l'hylaluronidase de frelon (Dolichovespula maculata) [Lu, 1995], des 

phospholipases de 2 espèces de guêpes (Vespula maculifrons et V. squamosa) et 2 espèces de 

frelons (D. maculata et Vespa crabo) [Hoffman, 1994b, Hoffman, 1994a, Soldatova, 1993] 

sont connues. King et al ont réalisé le clonage et l'expression de l'hyaluronidase (V es v 1) et de 

la phospholipase (Ves v 2) de vespula vulgaris [King, 1996]. L'hyaluronidase du venin de 

vespides et d'abeilles possède la même spécificité enzymatique [King, 1987b]. 

Ces molécules présentent des homologies de séquence avec d'autres protéines de 

l'environnement, telle que les lipases pour la phospholipase A 1, l'hyaluronidase de venin 

d'abeille et la protéine testiculaire des mammifères pour l'hyaluronidase. 

La caractérisation des épitopes Tet B de ces molécules allergéniques de 

guêpes et d'abeilles est d'une importance majeure dans l'efficacité de 1'/TS. L'établissement de 

la cartographie épitopique semble essentiel à la compréhension des interactions entre les 
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allergènes et le CMH II des CP A, les allergènes et le TCR, les allergènes et les IgE liés aux 

cellules B, aux cellules effectrices comme les mastocytes et les basophiles, aux CP A. 

En conclusion, les venins modifiés permettront de réduire les réactions 

secondaires sans modifier l'allergénicité du venin. 

2.3.4- Réactions croisées entre les venins d'hyménoptères 

Un patient allergique aux piqûres d'hyménoptères, présente souvent des 

tests positifs avec plusieurs venins. La question est de savoir si ces tests sont dûs à des 

sensibilités multiples ou à des réactions croisées. Selon des études in vitro, les réactions 

croisées sont bien marquées entre les différents venins de vespides, surtout entre Vespula, 

Dolichovespula et Vespa (75 %d'homologie) [Reisman, 1982a], tandis qu'elles sont moins 

prononcées entre ces trois et les polistes (50% d'homologie) [Reisman, 1982b]. Les épitopes 

continus (linéaires) des venins de guêpe montrent des réactions croisées plus importantes que 

ceux discontinus. Au contraire, les réactions croisées sont rares entre le venin d'abeille et celui 

des vespides et apparemment largement limitées à l'hyaluronidase. En présence de tests 

fortement positifs avec les deux venins, le test d'inhibition de RAST révèle une réaction 

croisée dans seulement environ 10%. En pratique, il est donc conseillé de traiter avec les deux 

venins quand les tests sont positifs avec l'abeille et la guêpe. Cependant, les études concernant 

les réactions croisées entre les deux venins restent contradictoires [Reisman, 1984]. 

Si l'insecte agresseur est identifié avec précision ou s'il y a une différence 

nette dans le degré de la réactivité des tests cutanés, une monothérapie est possible, malgré la 

présence de tests positifs à différents venins. Une étude sur l'immunothérapie avec un seul 

venin confirmerait l'efficacité de cette approche [Reisman, 1992]. 

1.2.4- Standardisation des préparations allergéniques 

Les extraits allergéniques commercialisés à des fins diagnostiques et 

thérapeutiques, préparés à partir des sources naturelles d'allergènes, restent difficiles à 

standardiser. Ces sources d'allergènes contiennent de multiples constituants : glycoprotéines, 

lipides, pigments et acides nucléiques. Les molécules allergéniques contenues dans un extrait 

présentent une réactivité plus ou moins importante suivant le sujet testé. En outre, les 

techniques de préparation des extraits allergéniques telles que extraction et purification vont 

influencer la nature, la quantité et l'activité des molécules allergéniques présentes. Par contre, 

en ce qui concerne les venins d'hyménoptères, la composition physicochimique des extraits 
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allergéniques est bien identifiée, d'où la réussite de la standardisation des extraits allergéniques. 

L'avantage d'utiliser des venins d'hyménoptères purs et standardisés est que l'allergène, dans 

ce genre de maladies allergiques, sauf à quelques rares exceptions, est bien le venin. Ces venins 

purs correspondent à un réel progrès par rapport aux broyats de corps d'insectes. Les 

préparations du venin utilisées pour le diagnostic et l'immunothérapie sont dérivées d'une 

seule espèce d'abeille (Apis mellifera), et de 2 espèces individuelles de frelons (Dolichovespula 

maculata et Dolichovespula arenaria). Les préparations de guêpes (Vespula) contiennent un 

mélange de 8 espèces et celles de polistes de 6 espèces (Dome Hollister Stier Laboratories, 

Spokane, U.S.A.). 

1.3- Les manifestations cliniques 

La connaissance des hyménoptères est extrêmement importante car elle permet, face à 

un accident de : 

- formuler le diagnostic d'allergie 

- identifier parfois l'insecte piqueur 

- apprécier le degré immédiat de la réaction. 

Parmi les manifestations cliniques que peuvent provoquer les hyménoptères, on 

distingue 3 types de réactions : 

1- les réactions locales normales 

2- les réactions toxiques 

3- les réactions allergiques vraies 

- les réactions locales étendues (1) 

- les réactions généralisées légères (2) 

-les réactions généralisées fortes (3) 

-les réactions généralisées sévères ( 4) 

-le choc anaphylactique (5) 

1- Les réactions locales normales 

Ce sont des réactions inflammatoires normales rencontrées chez tout individu, 

même non sensibilisé, associant douleur, érythème, prurit et induration. Elles disparaissent 

rapidement: l'œdème ne persiste que 2 à 3 heures. 
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2- Les réactions toxigues 

Elles surviennent à la suite d'un très grand nombre de piqûres simultanées, 

parfois capables de déclencher une réaction anaphylactoïde difficile à différencier d'une 

réaction allergique vraie. Plus souvent, ces réactions systémiques toxiques sont retardées, 

pouvant réaliser par exemple une néphropathie aiguë secondaire à une hémolyse et une 

rhabdomyolyse. 

- Pour les abeilles, une piqûre correspond à l'injection d'environ 50 Jlg de 

venin, la dose léthale étant atteinte avec 300 à 600 piqûres. 

- Pour les frelons, il suffit de 10 à 20 piqûres. 

3- Les réactions aller~igues vraies 

Les réactions allergiques vraies surviennent chez des sujets prédisposés qui se 

sont sensibilisés à la suite d'une ou plusieurs piqûres. 

Les réactions locales étendues 

L'œdème est beaucoup plus important que dans la réaction locale 

normale. Sur un membre, cet œdème atteint au moins 2 articulations et peut persister 

plusieurs jours. Il sera particulièrement grave en cas de localisation bucco-pharyngée. Peu de 

sujets ayant présenté une réaction locale étendue présenteront des manifestations systémiques 

lors d'une nouvelle piqûre [Abrecht, 1980, Green, 1980]. 

Les réactions généralisées immédiates 

Elles peuvent apparaître dans un délai de quelques minutes à une heure 

après la piqûre, et peuvent rapidement évoluer vers une issue fatale en l'absence de traitement 

d'urgence. Ces mécanismes sont sous la dépendance d'un mécanisme d'hypersensibilité de 

type 1, médié par l'IgE. L'on distingue 4 stades de gravité dans les réactions généralisées selon 

la classification de Mueller [Mueller, 1966]: 

Stade 1 ou réqction ~énéralisée lé~ère associe une urticaire généralisée, 

un prurit, un malaise et une anxiété. 

Stade II ou réaction ~énéralisée (orte à laquelle s'ajoutent de façon 

variable un œdème angioneurotique, des vertiges, une oppression thoracique, des douleurs 

abdominales, des sifflements, des nausées, des vomissements, diarrhée et paresthésies des 

extrémités, ou un prurit palmo-plantaire. 
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Stade III ou réaction ~énéralisée ~rave associant les symptômes de la 

réaction généralisée forte à un œdème de Quincke laryngé, un œdème bronchique avec dyspnée 

asthmatiforme, dysphonie, apparition de dysphagie, gêne à la parole, un état de confusion 

avec impression de mort subite imminente. 

Stade IV ou choc anavhylactique avec vasodilatation généralisée, 

tachycardie, refroidissement des extrémités, pouls petit et filant, hypotension, perte de 

connaissance, syncope, incontinence, risque de mort très rapide ou après un coma prolongé. 

Dans les cas extrêmes, la mort survient en 15 à 30 minutes avec obstruction du tractus 

respiratoire. Seuls 40 à 60% des sujets ayant eu des réactions systémiques préalables auront 

de telles réactions lors d'une piqûre ultérieure [Hunt, 1978]. 

Les réactions retardées 

Les réactions de type retardées ne sont pas toujours précédées d'une 

réaction initiale immédiate. Elles peuvent survenir de quelques heures à quelques jours après la 

piqûre. Elles sont encore mal comprises et ne relèvent pas d'un mécanisme à IgE. La 

symptomatologie de ces réactions est très variée [Light, 1977] : maladie sérique, atteintes du 

système nerveux pouvant réaliser au maximum une encéphalite mortelle, troubles 

cardiovasculaires sanguins, rénaux et cutanés à répétition. 

1.4- Diagnostic 

Le diagnostic d'allergie au venin repose sur la confrontation de 3 groupes de critères : 

l'anamnèse, les tests immunologiques in vitro et in vivo. 

1.4.1- L'anamnèse 1 l'interrogatoire 

Elle permet par la description des manifestations symptômatiques et les 

conditions de leur survenue (le terrain atopique, les accidents antérieurs et leur gravité 

respective, le type d'insecte piqueur, le nombre et la localisation des piqûres, la chronologie 

des troubles locaux et généraux et leur intensité), d'écarter les accidents toxiques (piqûres 

multiples) et de préciser la gravité de l'accident, élément essentiel pour décider d'une 

sensibilisation. Cet interrogatoire minutieux doit permettre de conclure à l'opportunité d'un 

bilan complémentaire. 
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1.4.2- Diagnostic paraclinique 

4.2.1- Les tests cutanés 

Les tests cutanés occupent une place essentielle dans le diagnostic de 

l'allergie aux venins d'hyménoptères. Ils sont réalisés à l'aide d'extraits purifiés et standardisés 

de venin. Le sujet étant sous perfusion, on commence par un prick-test à la concentration de 

0,1 J..Lg/ml et si la réaction est négative, on effectue les tests par voie intra-dermique en 

injectant 2/lOOe d'une solution à lo-3 J..Lg/ml de venin, puis cette concentration augmente de 10 

en 10 jusqu'à l'obtention d'une papule supérieure à 5 mm et d'un érythème supérieur ou égal à 

15 mm dans les 15 min qui suivent. La dose maximale de venin testé est de 1 J..Lg/ml. La plupart 

des études montrent une corrélation entre les tests cutanés et l'histoire clinique [Bousquet, 

1982], cependant, certaines discordances imposent la réalisation d'autres examens. 

4.2.2- Dosage des IgE spécifiques 

Le dosage des IgE spécifiques s'effectue par la méthode du RAST 

(Radio Allergo Sorbent Test), surtout lors d'une histoire clinique évocatrice avec des tests 

cutanés négatifs. Un RAST de classe 1 est douteux, de classe 2 est faiblement positif, de 

classe 3 est positif, de classe 4 est très positif. La positivité des RASTs implique la présence 

d'IgE spécifiques dans le sang circulant. 

1.5- Traitements 

1.5.1- Traitement de l'accident allergique 

Il existe plusieurs types de traitement des maladies allergiques. Brièvement, les 

traitements symptomatiques des phénomènes allergiques comprennent certaines drogues 

inhibant l'action des mastocytes 1 basophiles comme les anti-histaminiques de type Hl 

(antagonistes compétitifs de l'histamine au niveau de ses récepteurs Hl) et des anti

inflarnmatoires comme les glucocorticoïdes qui diminuent la réaction inflammatoire tardive. 

Dans le cas d'allergie aux venins d'hyménoptères, les conduites à tenir sont différentes en 

fonction de la gravité de la réaction après piqûre. Si la réaction est locale et étendue, un anti

histaminique ou éventuellement un corticoïde peuvent être envisagés. Par contre, si la réaction 

est générale, il faut immédiatement en apprécier la gravité, traiter les patients avec des 
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corticoïdes et des anti-histaminiques ainsi qu'avec l'adrénaline et surveiller l'éventuelle 

apparition d'un choc anaphylactique. 

1.5.2- Traitement de fond ou désensibilisation spécifique 

Les modalités d'injection des allergènes et l'efficacité à long terme de 

l'immunothérapie spécifique restent controversées. La qualité des extraits allergéniques utilisés 

lors de la désensibilisation spécifique a souvent été mise en cause lors d'échecs de la 

désensibilisation. Néanmoins, cette technique donne des résultats incontestables pour certains 

allergènes comme le venin d'hyménoptère. 

En cas d'allergie aux venins d'hyménoptères, une fois l'indication posée, un 

traitement désensibilisant en utilisant les extraits de venin purs lyophilisés et standardisés sera 

mis en route. Il existe différents types de protocoles de désensibilisation accélérée (ou rush) 

aux venins d'hyménoptères qui se déroulent sur 3 jours [Nataf, 1984], 6h [van der Zwan, 

1983] ou 3h 30 [Birnbaum, 1993]. Ils ont tous pour but d'atteindre une dose d'entretien 

mensuelle au moins égale à 100 J.lg de venin (100 J.lg =dose d'entretien correspondant à deux 

fois la quantité du venin d'abeille injectée lors d'une piqûre). Ce traitement est efficace (96 %) 

[Hunt, 1978]. Dans notre travail, tous les patients ont subi le protocole de type "ultra rush" 

qui s'effectue en 3h 30. Il consiste en l'injection, le premier jour, de quantités croissantes de 

venin standardisé, jusqu'à une dose finale de 40 J.lg au bout de 3h 30 (dose cumulative de 100 

J.lg). Puis cette dose est reçue en deux injections au jour 15, et réinjectée en dose d'entretien 

tous les mois. 

Le déroulement de trois protocoles de désensibilisation standard est détaillé dans le tableau 3. 

La technique de désensibilisation rapide comporte plusieurs avantages : (1) atteinte de 

la dose protectrice en 3h30; (2) moins de déplacement pour le patient; (3) elle peut être 

pratiquée à toute période de l'année. 

Malgré tous ces avantages, quelques inconvénients restent à craindre et sont 

représentés par la survenue d'incidents au cours de l'ascension des doses injectées. Ces 

incidents sont plus fréquents avec le venin d'abeille qu'avec le venin de guêpe. 

Les mécanismes immunologiques impliqués dans l'efficacité de l'ITS aux 

venins d'hyménoptères seront détaillés dans le chapitre Ill 
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Tableau 3: Horaires des injections et doses injectées en microgrammes (f.lg) 

de venin. (D'après [Bimbaum, 1993]). 

Horaire des Jour 1 Jour 1 Jour 1 Jour2 Jour3 Jour4 
injections 

0 lQ-1 1Q-5 1Q-4 0,1 10 50 

Oh30 1 1Q-4 1Q-3 1 50 100 

lb 10 1Q-3 1Q-2 2 80 

lb 30 20 1Q-2 0,1 4 100 

2h 1Q-1 0,2 8 

2h 30 30 0,5 0,4 10 

3h 1 0,8 20 

3h 30 40 5 1 40 

4h 10 50 

4h30 20 

5h 30 

5h 30 60 

6h 100 

Rush sur 3h30 Rush sur 6h Rush sur 4 jours 

Jours de 

rappel 

7 100 

10 100 

15 50 50 100 

50 50 

45 100 100 100 
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ll- MECANISMES IMMUNOLOGIQUES 
DE LA REACTION ALLERGIQUE 

La réaction d'hypersensibilité immédiate survenant chez les sujets prédisposés après 

un second contact avec l'allergène est fortement liée à une production exagérée 

d'immunoglobulines d'isotype E (IgE). L'ensemble des manifestations locales et générales 

résulte de la dégranulation explosive de cellules spécialisées dites effectrices, les basophiles et 

les mastocytes, sensibilisés par des IgE. Cette réaction immédiate dépendante de l'IgE est 

souvent suivie, chez certains patients, d'une réaction retardée survenant 6 à 10 heures plus 

tard. Un afflux de cellules inflammatoires est alors observé avec en particulier un recrutement 

de cellules effectrices telles les éosinophiles et les neutrophiles, et de cellules 

immunorégulatrices que sont les lymphocytes. Il apparaît actuellement que toutes les cellules 

intervenant dans la réaction allergique sont mobilisées dès la pénétration de l'allergène dans 

l'organisme. 

Ces dernières années, différents travaux ont été consacrés à la compréhension des 

mécanismes immunologiques intervenant dans la réaction d'hypersensibilité immédiate et la 

réaction retardée à composante inflammatoire. Schématiquement, ils font intervenir 4 

éléments: 

- les allergènes. 

- les anticorps d'isotype IgE spécifiques d'allergènes. 

- un réseau complexe de cellules effectrices et régulatrices. 

- des médiateurs. 

Dans ce chapitre, nous allons étudier successivement chacun de ces éléments. 
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11.1- Les allergènes 

Les allergènes se définissent comme des antigènes induisant chez les patients 

allergiques une production d'IgE spécifiques et une réaction d'hypersensibilité immédiate. Les 

sources d'allergène sont nombreuses, on distingue les allergènes inhalés ou pneumallergènes 

(allergie oculaire et respiratoire), les allergènes ingérés ou trophallergènes (allergie à localisation 

digestive ou extradigestive), les allergènes injectés (médicaments, venins d'insectes). Ils sont 

responsables de l'immunisation puis du déclenchement de réactions anaphylactiques. Les 

caractères d'exposition conditionnent la localisation clinique de l'allergie. Cependant en cas de 

sensibilisation extrême, un choc peut être déclenché par toute voie d'introduction. Le nombre 

des sources d'allergènes auxquels les patients se sensibilisent augmente avec le temps. 

11.2- Les anticorps 

La réaction allergique permet de différencier les anticorps réaginiques d'isotype E (IgE) 

et d'autres non réaginiques appartenant à une sous-classe d'lgG variable selon l'espèce. Ces 

immunoglobulines sont fortement impliquées dans les réactions d'hypersensibilité de type 1. 

11.2.1- Les immunoglobulines d'isotype E (IgE) 

De toutes les classes d'immunoglobulines, l'IgE est celle dont la compréhension 

du rôle biologique a été la plus enrichie au cours des dernières années. Elle a un rôle protecteur 

dans le cas des maladies parasitaires et une fonction néfaste dans les maladies allergiques 

[Dessaint, 1993]. L'IgE est présente chez les sujets sains en quantité infime. Cependant, les 

sujets atopiques ont généralement une réponse IgE élevée et persistante et en présence d'une 

stimulation allergénique, développent des IgE spécifiques d'allergène. Une nouvelle exposition 

à l'allergène provoquera chez ces sujets une réponse plus intense et persistante. Les causes de 

la production exagérée d'IgE chez les patients allergiques restent mal connues. Citons 

l'importance du terrain génétique (antécédents familiaux) et des facteurs environnementaux 

(nature de l'allergène, dose et fréquence d'exposition à l'allergène). La durée de demi-vie de l'IgE 

est de 2 à 3 jours dans le sérum et de plusieurs mois quand les IgE sont fixées à la surface des 

cellules porteuses de récepteurs spécifiques. 

2.1.1- Les récepteurs de l'IgE (Figures la, lb) 

L'IgE (anticorps cytophile) exerce ses effets biologiques par 

l'intermédiaire de récepteurs membranaires au niveau de différentes populations cellulaires 
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cibles. En effet, ces récepteurs possèdent une certaine affinité pour la chaîne lourde des IgE (le 

fragment Fcê) et sont appelés le FcêRI (récepteur de forte affinité pour l'IgE) et le FcêRII 

(récepteur de faible affinité pour 1 'IgE). Un troisième récepteur peut également fixer l'IgE, il 

s'agit d'une glycoprotéine de la famille des lectines appelée IgE-BP (binding protein) ou Mac-

2. La liaison de l'IgE avec le FcêRI est une caractéristique essentielle de l'inflammation 

allergique. 

* Le FcêRI est un complexe tétramérique monovalent d'environ 80 

kDa formé de 3 chaînes a, ~. et y et qui fixe exclusivement l'IgE (Figure 1 a). 

a 

COOH 

Figure la: Structure schématique du FceRI humain présentant les sous

populations a,~. y2. Les cercles en vert représentent les motifs impliqués dans l'activation 

cellulaire (1 TA M: lmm unoreceptor Tyrosine based Activation Motif). TM: région 

TransMembranaire de cha ue sous-unité. (D'a rès [Scharenber et Kinet, 1997J). 
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La partie extracellulaire de la chaîne a est constituée de deux domaines 

al et a2 organisés à la manière des immunoglobulines, la chaîne~ comporte 4 domaines trans

membranaires et les chaînes y forment un homodimère uni par deux ponts disulfures. Le 

tétramère a~y2 présente donc sept domaines transmembranaires. La chaîne a lie l'IgE avec 

une très forte affinité tandis que les chaînes ~ et y sont impliquées dans la transduction du 

signal [Bonnefoy, 1993a]. Ce récepteur de très forte affinité pour l'IgE est exprimé 

classiquement à la surface des basophiles et des mastocytes [Ishizaka, 1970, Tomioka, 1971], 

des cellules de Langerhans [Bieber, 1992a], des éosinophiles [Gounni, 1994], des monocytes 

[Maurer, 1994], des cellules dendritiques [Maurer, 1996] et récemment, ce récepteur a été 

démontré à la surface des plaquettes [Joseph, 1997]. La présence de ce récepteur à la surface 

de ces populations cellulaires amène à reconsidérer la physiopathologie de la réaction 

allergique d'hypersensibilité immédiate. Ainsi, dans les maladies allergiques, la mobilisation de 

ce récepteur au niveau des basophile~ induit le relargage de médiateurs intervenant dans les 

étapes précoces de l'hypersensibilité immédiate de type I, incluant les prostaglandines, les 

leucotriènes ainsi que les cytokines et les chimiokines qui ont un rôle dans la régulation de la 

réaction immune [Kulmburg, 1992, Wodnar Filipowicz, 1989] Le cross linking de FccRI 

induit la production et l'expression d'ARNm codant pour les cytokines de type Th-2 et plus 

particulièrement l'IL-4 [Plaut, 1989, Wodnar Filipowicz, 1989]. Des travaux effectués aussi 

bien chez l'homme que chez la souris, ont montré que des cellules non-T et non-B et 

exprimant le FcERl peuvent produire telles cytokines. Au niveau des monocytes, Maurer a 

démontré la présence ainsi que la surexpression de FcERI chez les sujets allergiques, 

cependant, seules les chaînes a et y ont été détectées dans le monocyte, la chaîne ~ n'ayant 

pas été mise en évidence. Malgré cela, le FcERI apparaît fonctionnel sur le monocyte puisque 

le cross linking du FcERI induit un flux calcique [Maurer, 1994] et une sécrétion de PGE2 

[Takenaka, 1995]. Au niveau des éosinophiles, une étude récente a rapporté une diminution de 

l'expression protéique de FcERI par les éosinophiles, sous l'effet de l'IL-4, l'IL-5, IFN-y et du 

CD23s [Capron, 1997]. Au niveau des plaquettes, la mobilisation de FcERI est inhibée par le 

CD23s et les Ac anti-CD23 suggérant un rôle régulateur négatif du FcERII sur l'expression de 

FcERl. 

L'expression de FcERI sur les leucocytes humains a été mise en évidence 

en cas d'atopie, d'asthme et de rhinite allergiques (revue dans [Grant, 1997]). En effet, au 

niveau des biopsies bronchiques, nasales ainsi que durant la réaction allergique cutanée tardive, 

le nombre de cellules exprimant le FcERI augmente, suggérant un rôle possible de chacune de 
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ces cellules dans le développement de l'inflammation dépendante de l'IgE dans l'atopie et 

l'asthme. De plus, une étude très récente a démontré que l'expression de la chaîne a du FceRI 

augmente après stimulation par l'allergène chez des sujets rhinitiques avec une co-localisation 

de ce récepteur sur les mastocytes, les macrophages, les éosinophiles et les cellules 

dendritiques [Rajakulasingam, 1997]. 

* Fonctions de Fcê.Rl 

Le FceRI possède une activité tyrosine kinase qui est augmentée par 

l'agrégation du récepteur à la membrane cellulaire [Eiseman, 1992]. Des études in vitro ont 

démontré que l'interaction entre l'IgE et le FceRI est médiée par la chaîne a du récepteur 

[Blank, 1991, Hakimi, 1990, Riske, 1991]. Cependant, l'expression en surface de F ceRI 

nécessite la présence des 3 sous-unités a~ et y [Blank, 1989, Ra, 1989]. Les deux chaînes y et 

~de ce récepteur peuvent être phosphorylées. En effet, l'agrégation de FceRI à la surface des 

mastocytes initie les modalités de transduction du signal intracellulaire incluant la 

phosphorylation tyrosine des protéines cellulaires, l'hydrolyse des phosphoinositides, 

l'augmentation du calcium intracellulaire et l'activation de la protéine kinase C (PKC). Ces 

signaux sont impliqués dans la libération de médiateurs inflammatoires comme les amines 

vasoactives, les cytokines et les métabolites lipidiques. 

D'un autre côté, il a été récemment décrit que l'expression de FceRI peut 

être régulée par le FcyRII [Daëron, 1995a], en effet, une régulation négative de différents 

récepteurs incluant le FceRI des mastocytes a été récemment observée, elle se révèle liée à la 

présence d'une séquence particulière dans le domaine intracellulaire de FcyRII appelée ITIM 

(Immunoreceptor Tyrosine-based Inhibition Motif). 

Pour étudier la contribution relative de FceRI dans la génèse de 

l'anaphylaxie in vivo, des souris déficientes en FceRI ont été générées. Dombrowicz et al ont 

démontré que des souris déficientes pour le FceRI expriment un nombre normal de mastocytes 

mais sont résistantes à l'anaphylaxie cutanée et systémique suggérant que le FceRI est 

nécessaire à l'initiation des réactions anaphylactiques dépendantes de l'IgE [Dombrowicz, 

1993]. Dans une autre étude très récente, des souris knock-out pour le FceRI, après infection 

avec schistosoma mansoni montrent une augmentation de la fibrose hépatique révélant que 

l'interaction entre l'IgE et son récepteur n'est pas essentielle pour le développement d'une 

réponse Th-2 ou la résistance à l'infection primaire mais joue un rôle significatif dans la 

réduction de la pathologie [Jankovic, 1997]. De plus, des souris transgéniques pour la chaîne 
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a du FceRI ont été générées, révélant que le cross linking de FceRI transgénique avec l'IgE 

humaine et l'antigène, entraîne l'activation et la dégranulation mastocytaire. 

* Le F ceRI/ ou CD23 est une structure transmembranaire de type 

lectinique ( 45-50 kDa) [Peterson, 1985], dont il existe deux isoformes A et B qui diffèrent 

uniquement par leur domaine intracytoplasmique, notamment par leurs 6 acides aminés en N 

terminal. Il s'agit d'un complexe moléculaire trimérique, trivalent, dont les "têtes" globulaires 

responsables de la liaison sont supportées par des "tiges" hélicoïdales enroulées sur elles

mêmes. Le CD23 est exprimé à la surface des basophiles et des mastocytes, des monocytes 1 

macrophages [Melewicz, 1980, Pforte, 1990], des lymphocytes Tet B [Armitage, 1989, 

Chen, 1981, Fournier, 1991], des cellules de Langerhans [Bieber, 1989], des cellules NK 

[Galli, 1982], des éosinophiles [Capron, 1981], des neutrophiles [Truong, 1993a], et des 

plaquettes [Joseph, 1986]. Les lymphocytes B naïfs n'ont que très peu de CD23 (CD23A) 

mais les lymphocytes B activés expriment les deux isoformes du CD23 [Yokota, 1988]. 

Jusqu'à maintenant, c'est l'isoforme B qui est retrouvé à la surface des autres cellules. Le CD23 

est exprimé constitutivement à la membrane des cellules dendritiques folliculaires, dans la zone 

claire apicale du centre germinatif, et donc accessible aux centrocytes issus de la zone claire 

basale [Johnson, 1986, Masuda, 1989]. Il permet d'impliquer également ces populations 

cellulaires dans les réactions allergiques dépendantes de l'IgE. Le CD23 peut s'associer à 

plusieurs molécules telles que le CD21 [Aubry, 1992], à une tyrosine kinase de la famille Src 

kinases [Maekawa, 1992] et à des molécules HLA-DR [Bonnefoy, 1988a]. Le CD21 est 

exprimé sur les cellules B, les cellules dendritiques folliculaires et les cellules T. Il peut se lier à 

différentes molécules, en particulier le C3b inactivé, l'EBV et le CD23. Les sites de liaison de 

l'IgE et du CD21 se chevauchent sur le CD23, d'où compétition possible entre ces deux 

molécules. L'IL-4 augmente l'expression de CD21 sur les lymphocytes B activés. Des Ac anti

CD21 et anti-CD23 bloquent l'interaction entre les cellules Tet les cellules B [Aubry, 1993], 

ce qui suggère la possibilité d'interactions engrènant le CD23 des lymphocytes B et le CD21 

des lymphocytes T ou vice versa. Cette interaction peut avoir d'autres effets 

indépendamment de la régulation d'IgE. En effet, elle joue un rôle dans la survie des centres 

germinatifs des cellules B, sur la différenciation des cellules B en plasmocytes [Bonnefoy, 

1993b], et sur la production d'histamine par les basophiles après stimulation [Bacon, 1993]. 

L'administration de Fab d'anticorps anti-CD23 entraîne une inhibition de 90% d'une réponse 
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IgE chez le rat par blocage des interactions entre le CD23 et ses divers ligands physiologiques 

[Flores Romo, 1993]. 

forme a 

- ponts disulfu re 
D sites de N-glycosylation 

séquence d'adhésion DGR 
régions fixant l'IgE 

CJ résidus hydrophobes de la tige 

Figure lb: Représentation schématique du FcERII ou CD23 indiquant les deux 
isoformes A et B. La forme de 45kDa se clive par autoprotéolyse en différents fragments de 
poids moléculaire différents (3 7kDa, 25 ou 27kDa et 15kDa. Les fragments de 3 7 et 25kDa 
conservent la capacité de fixer l'IgE mais avec une très faible affinité par rapp011 à la molécule 
native. (D'après [Letellier, 1989, 1990]) 
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*Fonctions de FceRJI 1 CD23 

Dans les processus allergiques, l'activation de CD23 par l'IgE induit la 

libération de multiples médiateurs proinflammatoires: des cytokines (IL-l, IL-6 et TNF-a), 

des métabolites de l'acide arachidonique et des radicaux libres [Borish, 1991, Dugas, 1995, 

Gosset, 1992, Joseph, 1980, Paul Eugene, 1992]. En particulier, l'expression du CD23 à la 

surface des lymphocytes B est due à l'engagement de CD40 par son ligand et à l'action de l'IL-

4 ou de l'IL-13 [Banchereau, 1992, Bonnefoy, 1993c, Zurawski, 1994]. Cette action est 

renforcée par l'IL-2 ou l'IL-5, et inhibée par les interférons (IFN-y, IFN-a) et le facteur de 

croissance transformant (TGF-~). Le CD23 joue un rôle dans la présentation de l'Ag aux 

lymphocytes T. En effet, le CD23 à la surface des lymphocytes B fixe les immuns complexes 

IgE 1 Ag, le complexe CD23 1 IgE 1 Ag est internalisé, l'Ag est transformé en peptides et 

présenté aux lymphocytesT [Mudde, 1990]. Ces cellules T vont induire la production d'IgE 

par les B [Mudde, 1995]. Différentes études in vivo et in vitro ont démontré que le blocage de 

CD23 par un anticorps monoclonal inhibe la production d'IgE [Heyman, 1993, Sarfati, 1988a, 

Sherr, 1989]. 

Les voies de transduction du signal de CD23 varient selon le degré de 

maturité et le type cellulaire. Ainsi, chez les monocytes 1 macrophages la mise en 

fonctionnement du CD23 est suivie d'une augmentation de l'adénosine monophosphate 

cyclique (AMPc) mais non d'une production d'inositol phosphates. Par contre, chez les 

lymphocytes B, la liaison de CD23 et d'un anti-CD23 provoque la mobilisation du calcium 

intracellulaire, l'hydrolyse des phosphoinositides et l'augmentation de l'AMPc 

intracytosolique [Kolb, 1993, Paul Eugene, 1992]. La stimulation des monocytes humains 

par un complexe IgE-allergène provoque l'augmentation rapide de la guanosine 

monophosphate cyclique (GMPc) [Paul Eugene, 1995a]. L'augmentation de la GMPc précède 

celle de l'AMPc et serait secondaire à une mise en activité d'une NO synthase responsable 

d'une production de monoxyde d'azote [Kolb, 1994]. La stimulation de CD23 induit une 

activation du facteur nucléaire-kB et des proto-oncogènes ( c-myc et c-jun). Par contre, elle 

bloque l'expression de c-myb [Ouaaz, 1994]. 

Chez les souris transgéniques, le CD23 pourrait jouer un rôle dans la 

régulation de la synthèse d'IgE. D'un autre côté, des souris déficientes pour le CD23 ont été 

générées, et il a été démontré que ces souris ne présentent pas de différences concernant le 

développement des cellules T et B et l'expression de CD21 par comparaison aux souris 
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contrôles. Ceci suggère l'existence d'autres structures que le CD23 qui lient l'IgE telles le RcyR 

[Takizawa, 1992]. 

Une fraction soluble dérivant du CD23 membranaire par clivage 

protéolytique (CD23s de 28 kDa) [Letellier, 1990] semble réguler positivement la production 

d'IgE [Sarfati, 1988a, Sarfati, 1984] en synergie avec l'IL-4 chez l'homme [Saxon, 1990]. Le 

relargage de CD23s est induit par l'IL-4 [Bonnefoy, 1988b], augmenté par l'IL-5 et inhibé par 

l'IFN-y [Pene, 1988a]. Puisque la fixation d'IgE sur le CD23 membranaire stabilise ce dernier 

et régule négativement le relargage de CD23s [Delespesse, 1989a, Delespesse, 1989b], l'IgE 

crée une sorte de boucle régulatrice de sa propre production. On peut imaginer que l'altération 

de ce phénomène régulateur permettrait la production exacerbée d'IgE dans l'allergie chez 

l'homme. 

* Le récepteur IgE-BP ou Mac-2 

Une glycoprotéine de 29 à 35 kDa de type lectinique, est présente à la 

surface des basophiles de rat [Liu, 1984], des éosinophiles [Truong, 1993b], des neutrophiles 

[Truong, 1993a], des cellules de Langerhans [Bieber, 1992b], des mastocytes et des 

macrophages [Frigeri, 1992, Liu, 1993]. Ce récepteur ne possède pas de portion 

transmembranaire, et peut être sécrété dans le milieu extracellulaire [Frigeri, 1993]. 

L'expression de ce récepteur sur les mastocytes et les macrophages peut être augmentée par 

l'activation des mastocytes à travers le FcêRI [Frigeri, 1992]. Chez la souris, il est trouvé en 

petite quantité sur les macrophages résidents, son expression augmente sur les macrophages 

provoqués par un stimulus inflammatoire. L'expression de Mac-2 augmente sur les basophiles 

du rat après l'interaction des récepteurs de haute affinité aux IgE et les complexes immuns IgE

allergène. Le rôle de ce récepteur est encore mal connu. Il pourrait intervenir dans la 

prolifération ainsi que dans les interactions cellulaires. 

2.1.2- Induction et régulation de la synthèse d'IgE 

La spécificité de liaison entre un antigène et une molécule 

d'immunoglobuline (Ig) est déterminée par l'extrémité NH2 terminale des chaînes lourde et 

légère d'Ig qui est très variable. Par contre, l'extrémité COOH terminale de la chaîne lourde 

possède une séquence d'acides aminés constante qui détermine les fonctions effectrices de la 

molécule d'Ig en se fixant aux récepteurs de différents types cellulaires entraînant leur 

activation. 
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Durant la réponse immune, les lymphocytes B expriment différents 

isotypes de chaîne lourde qui se substituent à la chaîne 1-l tout en conservant la même région 

variable (VDJ). La commutation de classe "switch" a lieu en seconde moitié de réponse 

primaire et se produit lors de l'initiation des réponses secondaires. La commutation isotypique 

est l'apanage des réponses anticorps thymo-dépendantes, ce qui suggère le rôle crucial des 

cellules T inductrices (T helper). En plus, il permet à un clone cellulaire B de produire des Ac 

qui retiennent la spécificité de la région variable en association à un gène de région CH 

différente avec des fonctions effectrices différentes. 

*La commutation isotypique 

Les domaines variables et constants des chaînes lourdes 

d'immunoglobulines sont codés par des gènes distincts. Le phénomène de commutation 

isotypique se déroule normalement dans l'ordre des gènes sur le chromosome. Sur le 

chromosome 14, les 9 gènes constants CH correspondant aux isotypes de chaîne lourde, sont 

regroupés en aval du gène réarrangé codant pour le domaine variable (VDJ) [Hofker, 1989]. Le 

gène CI-l proximal est initialement transcrit lors de l'activation du lymphocyte B naïf donnant 

naissance aux IgM. Les lymphocytes B mûrs synthétisent des IgM et des IgD possédant la 

même spécificité Ac. Les ARNm codant pour ces deux molécules sont issus par épissage 

différentiel d'un même transcrit primaire (VDJ 1 CI-l ou Co). Un réarrangement génique 

supplémentaire est nécessaire à l'expression des autres classes d'immunoglobulines. Cette 

commutation s'effectue dans des régions de structure particulière dites séquences répétitives 

(S pour switch), situées en 5' de chaque gène de partie constante de chaîne lourde (CH), à 

l'exception du gène o (Co) [Davis, 1980]. 

La commutation isotypique permute les segments de gènes codant pour 

les domaines constants de la chaîne lourde d'Ig par une procédure de recombinaison 

intrachromosomique qui apparie les séquences du switch (S), en un temps ou parfois par 

switchs successifs [Zhang, 1994] et qui juxtapose le gène CH situé en aval à la région VDJ. 

Les séquences du gène CH intermédiaires sont délétées. Ce mécanisme est intempestivement 

sollicité chez les allergiques pour générer des anticorps de classe IgE vis-à-vis des allergènes de 

l'environnement. Deux réarrangements de l'ADN sont nécessaires pour la synthèse d'IgE, une 

recombinaison VDJ (VDJ recombination) indépendante du contact de l'organisme avec 

l'allergène et une commutation isotypique (switch recombination) contrôlée par les 

lymphocytes T spécifiques d'allergène après leur contact avec cet allergène [Purkerson, 
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1992b]. Le gène Ce très distal, est précédé par son promoteur, par un exon initial (le) et par 

une séquence switch (Sê), complémentaire de séquences SH homologues localisées en amont 

des autres gènes CH [Gauchat, 1990]. La commutation de classe procède par trois étapes 

susceptibles d'être régulées de manière distincte. La commutation se réalise par recombinaison 

des gènes CH, qui échange le gène CJl pour assurer la transcription d'un gène Ce distal (figure). 

La première étape est l'activation du gène Ce distal et sa transcription en un ARNm qui n'est 

pas traduit (germline ou ARNm stérile de 1 ,8 Kb) [Gauchat, 1990], car il inclut l'ex on initial lê 

comportant un codon stop dans les 3 cadres de lecture. L'altération par manipulation 

génétique du segment d'ADN contenant un exon lê empêche la commutation vers l'IgE, ce qui 

montre l'importance de l'étape d'activation transcriptionnelle, dont on pense qu'elle expose la 

séquence switch Se, la rendant accessible à la recombinase. En effet, la seconde étape apparie 

les séquences switch du gène CJl proximal (SJl) et du gène Ce distal activé (Sê), ce qui forme 

une boucle avec l'ADN intermédiaire incluant l'exon lê distal et les gènes CH proximaux. La 

troisième étape consiste en l'excision de cette boucle et la partie variable déjà réarrangée (VDJ) 

se trouve transloquée au devant du gène Ce après appariement des séquences SJl et Se. Le 

lymphocyte B synthétise alors un nouvel isotype (E) de chaîne lourde en gardant la spécificité 

Ac. Un mécanisme d'épissage différentiel rend compte de l'expression des deux formes, 

membranaires et sécrétées, de l'immunoglobuline E. En effet, chaque locus Ce comprend 4 

exons correspondant à chaque domaine constant de l'Ig et deux exons supplémentaires (Ml et 

M2) qui codent respectivement pour les parties intramembranaire et intracytoplasmique de 

l'Ig. Selon la voie d'épissage, la forme membranaire de l'Ig ou la forme sécrétée sera synthétisée 

[Ishida, 1982, Max, 1982]. Le transcrit stérile apparaît avant le transcrit productif (2 Kb) 

pour lequel l'excision de la boucle d'ADN a emporté l'exon le, permettant la synthèse de la 

chaîne lourde ê [Zhang, 1994]. Les transcrits stériles sont plus courts que ceux matures (200 à 

300 pb) puisque l'exon I est plus court que l'exon VDJ. L'analyse de l'ADN réarrangé et des 

cercles d'ADN résultant de la recombinaison montre que la commutation vers l'IgE se fait le 

plus souvent en un temps (commutation directe Jl-ê), ou parfois de manière séquentielle, en 

deux voire en trois temps, avec transcription d'isotypes intermédiaires [Thyphronitis, 1993, 

van der Stoep, 1994, Zhang, 1994]. Un schéma récapitulatif des trois étapes de la 

commutation isotypique vers l'IgE est présenté dans la Figure 2. 
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Figure 2: Les trois étapes de la commutation isotypique vers l'IgE. Les gènes 

constants sont ordonnés de CJ..L à Ca2 sur le chromosome 14. Le gène Ce est proche de Cy4 et 

Ca2. Hormis Co, les gènes constants sont précédés par une séquence switch de longueur 

variable (seuls SJ..L, Se et Sa2 sont représentées ici). L'appariement entre la séquence Se et la 

séquence SJ..L proximale forme une boucle dont l'excision entraîne la perte de l'ADN 

intermédiaire et assure la jonction du gène Ce au gène variable (VHDHJH). Le choix du gène Ce 
est dicté par son activation transcriptionnelle, à l'origine d'un transcrit stérile, car l'exon initial 
lê inclut un codon stop. L'exon le est éliminé par la recombinaison, si bien que le transcrit final 

est productif, codant pour la chaîne lourde ê. (D'après [Dessaint, 1995]) 
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*Les centres germinatifs du follicule lymphoïde, sites de la 

commutation de classe 

Les plasmocytes qui se développent en situation extra-folliculaire ne 

produisent que des IgM. Dans les follicules lymphoïdes convergent l'Ag et les lymphocytes T 

et B spécifiques, donnant naissance aux centres germinatifs. Dans la zone sombre, les cellules 

B se dépouillent de leurs Ig membranaires et prolifèrent avant de migrer vers la zone claire, 

basale puis apicale. C'est au niveau de la zone claire du centre germinatif que la commutation 

isotypique se révèle par la réexpression à la membrane de la nouvelle classe d'Ig. En cas de 

commutation vers l'IgE, les lymphocytes B acquièrent des IgE de membrane puis se 

différencient pour la plupart en pro-plasmocytes qui quittent le centre germinatif pour se 

domicilier dans la moelle et le revêtement cutané ou muqueux, où ils terminent leur maturation 

en plasmocytes sécrétant les Ac IgE. D'autres lymphocytes Bê sont des cellules mémoires qui 

permettront la réponse IgE anamnestique. A toutes les étapes de leur parcours, les cellules B 

sont ainsi en contact étroit avec les lymphocytes T activés par l'antigène et les cellules 

dendritiques folliculaires. Ces microenvironnements stratifiés délivrent aux cellules B activées 

une séquence ordonnée de signaux synergiques, par contact direct et par des cytokines (revue 

dans [Dessaint, 1995]). 

*Signaux nécessaires à la commutation isotypique vers l'IgE 

La commutation isotypique est régulée par des agents mitogènes et des 

lymphokines. Ces agents peuvent contrôler la commutation en modulant l'accessibilité des 

régions S spécifiques à une recombinase commune putative. Dans le cas de l'IgE, la 

commutation isotypique est initiée par un contact intercellulaire engrènant le CD40 

membranaire des lymphocytes B et son ligand (CD40L) présent à la surface des lymphocytes 

Tet orientée vers l'IgE par l'activation préalable du gène Ce en réponse à l'IL-4 ou à moindre 

degré l'IL-13. 

Les 2 signaux nécessaires pour la commutation isotypique vers les IgE 

sont délivrés aux cellules B par l'intermédiaire des cellules T à travers une série complexe 

d'interactions. Les cellules B spécifiques d'allergène captent l'antigène par leurs 

immunoglobulines de surface, l'intemalisent, le transforment (processing) en peptides qui sont 

représentés à la surface des cellules Ben association avec les molécules de CMH classe II. La 

reconnaissance du complexe CMH II 1 antigène par le récepteur des cellues T (TCR /CD3) 

conduit à 2 évènements cruciaux, d'une part, la sécrétion des lymphokines, en particulier l'IL-4 
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qui fournit le premier signal pour l'induction des IgE [Vercelli, 1989a] et d'autre part, 

l'expression du CD40 ligand (CD40L). L'engagement de CD40 1 CD40L délivre le deuxième 

signal qui déclenche la recombinaison switch vers l'IgE [Rousset, 1991a]. D'autres molécules 

dites accessoires peuvent intervenir dans l'augmentation de la synthèse d'IgE. 

Successivement, nous allons présenter les signaux nécessaires pour 

induire la commutation isotypique vers l'IgE. 

Signal] : IL-4 et commutation isotypique vers l'IgE 

In vitro, il est actuellement bien établi que l'IL-4 est fortement 

impliquée dans la commutation isotypique vers l'IgE ou l'IgG4 aussi bien chez l'homme que 

chez la souris [Coffman, 1986, Del Prete, 1988, Gascan, 1991, Lundgren, 1989, Pene, 

1988b, Snapper, 1987, Vercelli, 1989c]. Chez l'homme, l'incubation des lymphocytes B avec 

l'IL-4 recombinante induit le transcrit ARN Cê stérile (2 Kb) mais pas l'ARNm productifPê 

de (2,2 Kb) [Gauchat, 1990]. L'IL-4 contrôle la commutation isotypique vers l'IgE en 

modulant l'accessibilité de la région du switch (Sê) à une recombinase commune putative. L'IL-

4 est donc nécessaire mais pas suffisante pour l'induction de la synthèse d'IgE par les 

lymphocytes B. Le germline est détectable après 2 jours de culture des cellules B avec l'IL-4, 

tandis que le productif n'est détectable qu'après 7 jours de culture [Gauchat, 1990]. 

L'interaction entre l'IL-4 et son récepteur délivre le premier signal pour la commutation 

isotypique vers l'IgE. L'IL-4 sous sa forme recombinante est capable d'induire la synthèse 

d'IgE in vitro. Un anticorps anti-IL-4 abolit la production d'IgE chez les souris infectées par 

un parasite [Finkelman, 1986]. In vivo, le récepteur pour l'IL-4 existe non seulement à la 

surface des cellules mais également sous une forme circulante soluble. Le domaine 

extracellulaire recombinant de ce récepteur bloque la commutation isotypique vers l'IgE en 

bloquant les interactions IL-4 1 IL-4R [Sato, 1993]. Le même résultat a été obtenu en utilisant 

de l'IL-4 mutante dans laquelle une tyrosine en position 124 a été remplacée par de l'acide 

aspartique [Kruse, 1992]. La mutation permet de préserver la capacité de liaison au récepteur 

d'IL-4 mais abolit la capacité à transmettre le signal [A versa, 1993]. Elle bloque également la 

synthèse d'IgE et d'IgG4 par les cellules B sigD+ cultivées en présence d'anti-CD40 ainsi que 

l'expression de CD23 sur les cellules B induite par l'IL-4 [Kruse, 1992]. D'autres études sur 

des souris knockout pour le gène codant pour IL-4 montrent qu'elles sont incapables de 

produire l'IgE et à un moindre degré de l'IgG 1 tandis que la production d'autres isotypes n'est 

pas affectée [Kuhn, 1991]. 
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IL-13 et commutation isotypique vers l'IgE 

L'IL-13 induit la synthèse d'IgE par les CMN ainsi que par les 

cellules B purifiées cultivées en présence des clones T CD4+ activés ou leurs membranes 

[Punnonen, 1993]. En addition, l'IL-13 induit la prolifération des cellules B et la 

différenciation en cellules sécrétant l'IgE en présence de CD40L [Cocks, 1993]. Elle induit 

également la synthèse d'IgG4 et des IgM. 

Plus récemment, il a été démontré que l'IL-13 et L'IL-4 partagent 

plusieurs activités biologiques. Elles inhibent la production des cytokines inflammatoires et 

des chimiokines par les monocytes [Minty, 1993, Zurawski, 1994], augmentent l'expression 

de VCAM-1 sur les cellules endothéliales [Bochner, 1995] et initient la prolifération et 

l'activation des cellules B humaines [Cocks, 1993, Defrance, 1994, Punnonen, 1993]. L'IL-13 

comme l'IL-4 active le gène Cë et la commutation isotypique vers l'IgE [McKenzie, 1993, 

Zurawski, 1994]. Elle induit une synthèse d'IgE indépendante de l'IL-4. En effet, un Ac 

neutralisant anti-IL-4 n'inhibe pas la synthèse d'IgE induite par l'IL-13 [Punnonen, 1993]. 

L'IL-13 agit également sur les monocytes humains et prolonge leur vie [McKenzie, 1993]. En 

addition, l'IL-13 induit le changement phénotypique et affecte la synthèse de cytokines par les 

monocytes d'une façon similaire à celle de l'IL-4 [de Waal Malefyt, 1993]. L'IL-13 inhibe la 

production du TNF-a et d'IL-12 par les monocytes [de Waal Malefyt, 1993], donc 

favoriserait un profil de type Th-2 [Mosmann, 1989, Zurawski, 1994]. La similitude d'effet 

avec l'IL-4 est due à l'existence d'une chaîne a commune au récepteur de l'IL-4 et de l'IL-13 et 

de facteurs de transcription communs dans le lymphocyte B [Callard, 1996, He, 1995, 

Zurawski, 1993]. L'IL-13 n'a pas d'effet sur les lymphocytes T humains et les lymphocytes B 

et T murins [Zurawski, 1994]. En effet, dans une étude citée précédemment, l'IL-4 mutante 

[Kruse, 1992] qui se lie fortement à l'IL-4 Re inhibe d'une façon compétitive la liaison de l'IL-

4 et de l'IL-13 à leurs récepteurs et bloque l'induction de la réponse IgE par ces deux cytokines 

[Aversa, 1993, Zurawski, 1993]. 

Signal 2 :Interactions CD40 1 CD40L 

La glycoprotéine de la classe de différenciation (CD) 40 (50 kDa) 

est un constituant normal de la membrane des lymphocytes B. Il constitue un membre de la 

superfamille des récepteurs du TNF. Elle est également exprimée par les monocytes activés 

par des cytokines et les cellules dendritiques folliculaires, les cellules épithéliales mais pas par 

les cellules T (revue dans [Banchereau, 1994]. Les lymphocytes T expriment la protéine 
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complémentaire de CD40 ou ligand de CD40 (CD40L). Le CD40L est une glycoprotéine 

membranaire (de 261 acides aminés) exprimée de manière transitoire à la surface des cellules T 

activées [Armitage, 1992], des basophiles et des mastocytes [Gauchat, 1993] et d'une façon 

constitutive à la suface des éosinophiles [Gauchat, 1995]. Expérimentalement, on savait que 

l'initiation de la commutation de classe nécessite le contact avec des lymphocytes T activés ou 

leurs préparations membranaires. Ce signal est mimé par des Ac monoclonaux anti-CD40 qui 

empêchent les cellules B activées de mourir par apoptose [Tsubata, 1993] et génèrent des 

transcrits stériles de différents isotypes. L'interaction CD40 1 CD40L délivre le deuxième 

signal nécessaire à la production d'IgE par les cellules B. En effet, les cellules transfectées avec 

le CD40L induisent la synthèse d'IgE en présence de l'IL-4 tandis que la protéine de fusion 

soluble CD40-Ig inhibe cette synthèse dans les CMN humaines [Fanslow, 1992]. La relevance 

du couple CD40 1 CD40L est solidement étayée in vivo par l'étude du syndrôme hyper IgM, 

un déficit immunitaire primitif caractérisé par l'absence des centres germinatifs et un déficit 

des autres classes d'lg, anomalies liées à l'incapacité des lymphocytes T activés à exprimer le 

ligand du CD40. Ceci révèle le rôle crucial de l'engrènement CD40-CD40L pour l'initiation de 

la commutation isotypique [Fuleihan, 1993]. Le CD40L peut être exprimé par les cellules T 

y/ô et a/~ activées [Homer, 1995]. Les cellules Ta~ sont plus efficaces que les Tyô dans 

l'induction de la synthèse d'IgE, et ceci à cause de l'expression plus forte de CD40L sur les T 

a~ que sur les T yô. Les cellules T yô peuvent induire la synthèse d'IgE in vitro en présence 

de l'IL-4 exogène. Wen et al ont démontré que chez la souris déficiente congénitalement en T 

a~, les cellules B produisent des Ig de tous les isotypes avec des niveaux élevés d'IgE et 

d'IgG, suggérant que lesT yô peuvent diriger la commutation isotypique in vivo [Wen, 1994]. 

Le rôle potentiel des T yô dans l'induction de la synthèse d'IgE est confirmé dans une autre 

étude où les Tyô sont montrés capables de distinguer précocément dans l'infection entre les 

agents pathogènes induisant une réponse Th-1 ou Th-2. Les cytokines produites par les T yô 

peuvent aider à l'élimination directe de ces agents pathogènes et contribuent à la différenciation 

des cellules T CD4+ en Th-1 ou Th-2 [Ferrick, 1995]. Par contre, Mc Menamin et al ont 

démontré une inhibition de la synthèse d'IgE médiée par les Tyô et ceci après inhalation de 

l'antigène. Ces cellules T yô stimulées in vitro avec l'antigène spécifique produisent de grandes 

quantités d'IFN-y [McMenamin, 1994]. Donc, le rôle des T yô dans la régulation de la réponse 

IgE est différent selon le modèle étudié. 
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Certaines études ont démontré que le contact entre les T et les B 

par d'autres interactions que le TCR et le CMH 1 Ag peut également induire la synthèse d'IgE 

induite par l'IL-4 [Parronchi, 1990]. D'un autre côté, il existe des activateurs des lymphocytes 

B pour la synthèse d'IgE induite par l'IL-4 et ceci indépendamment des lymphocytes T. En 

effet, la stimulation avec l'IL-4 et l'EBV induit la synthèse d'IgE par les cellules B humaines 

d'une façon indépendante des T [Jabara, 1990a, Thyphronitis, 1989]. La costimulation des 

cellules B purifiées avec IL-4 recombinante et l'Ac monoclonal anti-CD40 induit la synthèse 

des taux élevés d'IgE chez les non-atopiques tandis que chez les atopiques, le CD40 seul 

pourrait augmenter la production d'IgE, ce qui reflète l'exposition à l'IL-4 in vivo [J ab ara, 

1990b, Zhang, 1991]. Les glucocorticoïdes ont des effets complexes sur la production d'IgE. 

L'hydrocortisone augmente la synthèse d'IgE induite par l'IL-4 par les CMN normales [Wu, 

1991] mais inhibe l'expression de CD23. De plus, il a été démontré que les lymphocytes B 

(exprimant les IgE à leur surface) dérivés de sujets non-atopiques produisent de l'IgE après 

stimulation par l'hydrocortisone et l'IL-4 recombinante [Jabara, 1991]. Ces différentes 

observations in vitro fournissent une base immunologique aux observations in vivo montrant 

que les patients atopiques possèdent des taux élevés d'IgE sériques durant les 2 premières 

semaines après une thérapie systémique aux stéroïdes [Hiratsuka, 1996]. 

Régulation de la réponse IgE 

Différents travaux ont montré que des molécules accessoires (telles que 

CD28 1 CD80 (B7.1) ou CD86 (B7.2), CD23 1 CD21, LFA-1 1 ICAM-1, CD2 1 CD58) 

participaient aux interactions B 1 T conduisant à la synthèse d'IgE. 

Le couple CD28 1 CD80, CD86 joue un rôle majeur dans ces interactions comme démontré 

chez des souris knockout CD28 où il y a une diminution des niveaux de base d'Ig ainsi qu'une 

baisse de commutation de classe après infection virale (par exemple le virus de la stomatite 

vésiculaire) [Shahinian, 1993]. L'engagement de CD40 entraîne l'expression de B7 1 BB1 sur 

les cellules B [Ranheim, 1993]. D'un autre côté, l'engagement de CD28 entraîne l'augmentation 

de l'expression du CD40L sur les cellules T ainsi que la sécrétion de l'IL-4 [Klaus, 1994] et la 

différenciation Th-2, en particulier quand la molécule B7.2 est impliquée dans la costimulation 

[Freeman, 1995, King, 1995b]. Une étude récente a montré que la synthèse d'IgE est inhibée 

par l'Ac anti-CD28 bloquant [Life, 1995]. Concernant les autres molécules accessoires, les 

interactions entre l'ICAM-1/LF A-1 et entre CMH IIITCR complémentent l'aide aux cellules B 
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fournie par le couple CD40/CD40L [Poudrier, 1994]. Par contre, l'engagement de CD58 

semble indépendant du modèle CD40 [Diaz Sanchez, 1994]. 

La synthèse d'IgE peut être induite indirectement par l'interaction entre 

le CD21 (récepteur du complément C3a et de l'EBV) [Aubry, 1992] et le CD23 qui sont 

exprimés à la surface des cellules T et B respectivement. L'IL-4 module positivement 

l'expression du CD23 par les cellules B [de Vries, 1991]. Après la commutation isotypique 

vers l'IgE, l'interaction entre le CD23 et le CD21 intervient dans la réponse IgE. Le CD23 

réalise sur le lymphocyte B un pontage des IgE membranaires et du CD21, entraînant 

l'activation des cellules Be. Le pontage peut être réalisé soit par le CD23 membranaire soit par 

le CD23 soluble. Le CD23 soluble ou des Ac anti-CD21 peuvent se substituer aux cellules T 

pour permettre la production d'IgE en présence d'interleukines appropriées (IL-4 et IL-13) 

[Bonnefoy, 1993c]. Les IgE peuvent se fixer au FceRII sous forme de complexes immuns, 

protégeant de la sorte le récepteur vis-à-vis de la protéolyse et peut bloquer son interaction 

avec le CD21 ou les IgE de la membrane des lymphocytes Be, d'où l'effet inhibiteur des 

complexes immuns à IgE sur la synthèse de l'IgE (boucle de feed-back négatif). 

De plus de nombreuses cytokines modulent cette production d'IgE 

induite par l'IL-4. Une inhibition de la synthèse a été décrite par les interférons (IFN-a, IFN

y) [Pene, 1988b], l'IL-8 [Kimata, 1992], l'IL-12 [Kiniwa, 1992], le TGF-~ [Gauchat, 1992] et 

l'IL-10 [Punnonen, 1993a]. Inversement, l'IL-2 [Miyajima, 1991], l'IL-5 [Pene, 1988a], l'IL-6 

[Vercelli, 1989b] et le TNF-a [Gauchat, 1992] augmentent cette production. La PGE2 

augmente la synthèse d'IgE stimulée par l'IL-4 [Ohmori, 1990], tandis qu'en présence d'Ac 

anti-CD40 comme signal costimulateur, l'inhibe [Armerding, 1993a]. 

Très récemment, il a été démontré que la régulation de la transcription de 

l'ARNm stérile codant pour l'IgE (le germline) pourrait s'effectuer par la BSAP (B-Cell

Specific Activator Protein) [De Monte, 1997]. Cette protéine est spécifique des cellules B, en 

effet, elle est exprimée dans les cellules pro-B, pré-B et les B matures [Adams, 1992]. Ainsi, 

des souris knock out BSAP montrent un blocage de la différenciation des cellules B [Urbanek, 

1994]. Des sites de liaison de cette protéine sont localisés en aval des séquences S 

responsables de la commutation isotypique au niveau du gène de la chaîne lourde d'Ig. La 

BSAP pourrait réguler l'activité du promoteur du gE humain mais pas sa répression. Parmi les 

facteurs de transcription, seule la BSAP régule l'expression du germline parce qu'elle intervient 
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dans l'intersection des deux signaux (l'IL-4 et le CD40) nécessaires à la commutation 

isotypique et à la synthèse d'IgE. 

Les cellules T CDS interviennent également dans la régulation de la 

synthèse d'IgE. Les CDS peuvent produire de l'IL-4, exprimer le CD40L et se substituer in 

vitro aux cellules CD4 pour aider à la production d'IgE. Mais les cellules T CDS peuvent 

produire également de l'IFN-y [Paliard, 1988a] et par conséquent, exercer une fonction 

suppressive sur la réponse IgE. En effet, dans le syndrôme hyper IgE, il a été démontré que 

les cellules T CDS+ sont capables d'inhiber la transcription du gène Ce [Claasen, 1991]. 

Kemeny et al se sont intéressés à l'étude du rôle des cellules T CDS+ dans la régulation de la 

synthèse d'IgE. Ils ont démontré que chez le rat, la déplétion des T CDS+ avant 

l'immunisation avec de l'OV A inhibe la réponse IgE tandis que la déplétion des cellules T 

CDS+ après immunisation entraîne une augmentation de production d'IgE. L'inhibition de la 

production d'IgE suggère l'existence de plusieurs types de lymphocytes T CDS+ régulatrices. 

De plus, ceci a été confirmé par l'observation que les cellules T CDS+ inhibent la 

différenciation des T CD4+ Th-1 et Th-2 ainsi que la prolifération des T CD4+ induite par 

l'IL-4 mais pas par l'IL-2 [Kemeny, 1995]. McMenamin et al ont démontré que la réponse 

immune à l'OV A chez des animaux présentant de faibles taux d'IgE comporte des cellules T 

CDS+ [McMenarnin, 1993]. 

Les mastocytes ou les basophiles infiltrant les tissus lors de la réaction 

allergique tardive peuvent sécréter diverses cytokines, parmi lesquelles l'IL-4, l'IL-5, l'IL-6 et 

le TNF-a [Arock, 1993]. Les mastocytes représentent une des sources cellulaires de 

cytokines détectables dans les tissus exposés à l'allergène chez les sujets atopiques [Bradding, 

1993]. Ces cytokines peuvent aider les lymphocytes T mémoires à se différencier en Th-2 qui 

sont dépendantes de l'IL-4, et les lymphocytes B proches à sécréter localement des IgE. Donc, 

les basophiles et les mastocytes sécrétant l'IL-4, l'IL-13 [Burd, 1995, Li, 1996, Ochensberger, 

1996, Schroeder, 1994a, Schroeder, 1994b],et exprimant le CD40L [Gauchat, 1993] peuvent 

remplacer les cellules T et fournir les 2 signaux nécessaires pour la synthèse d'IgE. En effet, les 

mastocytes et les basophiles activés s'avèrent capables d'exprimer le CD21 et le CD40L, ils 

fournissent directement aux lymphocytes B l'aide par contact qui complète l'aide fournie par 

la sécrétion IgE-dépendante d'IL-4, dans une boucle locale de feed back positif. Cette boucle 

peut être influencée par d'autres évènements localisés, comme le rôle régulateur des 
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macrophages exprimant le CD23 [Dessaint, 1993] et contre-balancée par la production de 

cytokines tissulaires inhibitrices comme le TGF-~. Donc, cette boucle permet d'évoquer une 

régulation locale de la production d'IgE qui vient compléter et amplifier la régulation 

systémique d'aval et pourrait expliquer les manifestations allergiques dans certains territoires 

de l'organisme. 

11.2.2- Les immunoglobulines d'isotype G4 (IgG4) 

les IgG4 apparaissent en réponse secondaire à un antigène et leur taux augmente 

après une exposition prolongée à l'antigène. Les allergènes et les parasites sont les principales 

cibles d'Ac d'isotype G4. Chez les atopiques, on observe une proportion plus importante 

d'IgG4 totales [Gwynn, 1979, Shakib, 1977]. Les IgG4 peuvent jouer différents rôles dans la 

réaction allergique, ils peuvent être bloguants capables d'entrer en compétition avec l'IgE lors 

de sa fixation à l'antigène circulant ou sur le FceR à la surface des basophiles/mastocytes 

[Nakagawa, 1987, Tsai, 1991], ou anaphylactigues capables d'entraîner une activation 

cellulaire en présence de l'antigène spécifique. Dans ce dernier cas, les IgG4 peuvent 

sensibiliser les cellules effectrices de la réaction allergique [N akagawa, 1983] et des anticorps 

anti-IgG4 sont capables d'induire une histaminolibération [Fagan, 1982, Jimeno, 1992] 

A l'inverse de l'IgE, la régulation de la synthèse des IgG4 reste très peu étudiée. 

Cependant, il est connu que l'IL-4 ainsi que l'IL-13 induisent in vitro, un synthèse 

concomitante d'IgE et d'IgG4 [Ishizaka, 1990, Nusslein, 1990, Punnonen, 1993]. Certains 

travaux rapportent seulement la sécrétion d'IgG4 [Lundgren, 1989] tandis que d'autres, au 

contraire, mentionnent la sécrétion d'IgG 1, lgG3 et lgG4 qui semblerait corrélée d'une part à 

l'induction de transcrits stériles yl, y3 et y4 par l'IL-4 seule, et d'autre part à l'induction de 

cercles yl-Jl, y3-J.L et y4-J.L après stimulation via le CD40 en présence d'IL-4 [Fujieda, 1995]. 

Récemment, chez la souris, il a été démontré que certains récepteurs 

mastocytaires de faible affinité pour l'IgG (FcyRIIA) provoquent une libération d'histamine et 

de sérotonine après stimulation, alors que d'autres récepteurs (FcyRIIB) inhibent la sécrétion 

de ces mêmes médiateurs induite par la stimulation des FceRI [Daëron, 1995a]. P. Jeannin et 

al ont mis en évidence une réponse lgG4 spécifique anormale chez les patients allergiques à 

Dermatophagoïdes pteronyssinus (Dpt). En effet, 90% des patients allergiques ont des taux 

d'lgG4 spécifiques de Dpt plus élevés que les sujets sains, et 40% de ces patients ont des 

IgG4 anti-allergènes non relevants [Jeannin, 1994]. Le rôle des lgG4 dans la réaction allergique 

et la raison de leur production augmentée restent mal connus. 
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11.3- Un réseau complexe de cellules effectrices 

Les cellules impliquées dans l'hypersensibilité sécrètent des molécules qui permettent 

la communication des cellules entre elles et l'amplification ou le freinage de toutes les fonctions 

cellulaires mises en jeu dans ces réactions. Dans cette section, nous allons présenter les 

cellules et les médiateurs responsables des manifestations observées. 

11.3.1- Les basophiles et les mastocytes 

Ces cellules ont un rôle "starter" dans les réactions d'hypersensibilité immédiate 

dépendantes de l'IgE parce qu'elles sont les premières cellules à entrer en contact avec 

l'allergène. Elles portent à leur surface des récepteurs de haute et de faible affinité pour l'IgE : 

le FceRI et le FceRII respectivement. Les basophiles sont des cellules circulantes tandis que 

les mastocytes sont exclusivement tissulaires. La population mastocytaire est hétérogène 

[Irani, 1989], on distingue les mastocytes désignés MC Tc (contenant des protéases telles la 

tryptase, chymase, cathepsine G et carboxypeptidase) et MCT (contenant uniquement de la 

tryptase ). Les MC Tc sont localisés sous les épithéliums, dans la peau, les muqueuses gastro

intestinale, nasale et bronchique, tandis que les MCT sont insérés dans l'épithélium. 

L'activation des mastocytes peut être induite par des allergènes liés aux IgE, mais aussi par des 

substances endogènes telles que la substance P [Hagermark, 1978], les anaphylatoxines du 

complément (C5a, C3a) [Gorski, 1979], ou bien des substances exogènes histaminolibératrices 

(HRF). 

L'allergène spécifique, une fois introduit dans l'organisme, interagit avec les 

molécules d'IgE spécifiques fixées sur les récepteurs membranaires des mastocytes. Ces 

derniers sont activés par pontage des récepteurs FceRI. L'activation des mastocytes entraîne 

la libération des médiateurs pharmacologiques dans le foyer de diffusion de l'allergène. On 

distingue les médiateurs préformés contenus dans les granules sécrétoires des mastocytes et 

des basophiles et les médiateurs néoformés nécessitant une synthèse à partir de composés de 

la membrane cellulaire phospholipidique comme les radicaux libres. Après une stimulation 

prolongée par l'intermédiaire de FceRI, des cytokines peuvent également être produites (IL

la, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IL-13, TNF-a, GM-CSF, IFN-y) [Burd, 1995, Gordon, 

1990, Moller, 1993]. Ces substances actives biologiquement augmentent la perméabilité 

vasculaire, la contraction des fibres musculaires lisses et le recrutement de cellules 

inflammatoires. Ainsi la stimulation dépendante de l'IgE des mastocytes pourrait entraîner la 

prolifération et la différenciation des mastocytes du foyer allergique et moduler les fonctions 
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des cellules inflammatoires présentes. Ces mastocytes pourraient également intervenir dans la 

réaction allergique retardée par la libération de facteurs chimiotactiques (ECF-A, NCF-A et la 

LTB4) et de cytokines influençant la mobilisation, l'attraction et l'activation des éosinophiles, 

monocytes et neutrophiles [Plaut, 1989]. 

Les mastocytes sont la source majeure de plusieurs cytokines 

multifonctionnelles. Récemment, les ARNm codant pour l'IL-4 et l'IL-5 ont été démontrés 

comme exprimés par les mastocytes dans les muqueuses nasales après stimulation allergénique 

[Ying, 1993, Ying, 1994 ], tandis que les mastocytes pulmonaires hautement purifiés 

expriment ceux codant pour l'IL-4, -5, -6, et le TNF-a après activation dépendante de l'IgE et 

en présence de SCF (stem cell factor) [Ohkawara, 1992, Okayama, 1994]. L'IL-8 a été 

localisée in situ au niveau des mastocytes cutanés humains 6h après activation dépendante de 

l'IgE [Moller, 1993]. 

Bradding et al ont démontré que les mastocytes MCT produisent des cytokines telles que l'IL-

4, l'IL-5, et l'IL- 6, tandis que les MCTc produisent de l'IL-4 mais pas d'IL-5 et d'IL-6 

[Bradding, 1995]. 

Les basophiles répondent à un grand nombre d'agonistes comme le FMLP, C5a, 

C3a, PAF, à différentes chimiokines (IL-8, MCP-1, MCP-2, MCP-3, MCP-4, éotaxine, 

RANTES et MIP-1a [Li, 1996] ainsi qu'à plusieurs facteurs de croissance (IL-3, IL-5, GM

CSF, NGF) qui augmentent les fonctions effectrices notamment la chimiotaxie et la libération 

des médiateurs. 

Les basophiles et les mastocytes comme nous l'avons déjà dit peuvent fournir 

les 2 signaux nécessaires pour la synthèse d'IgE. 

Grâce à la sécrétion des cytokines et des facteurs chimiotactiques, les 

basophiles et les mastocytes peuvent participer à la pérennisation de la réaction allergique. 

11.3.2- Les éosinophiles 

La présence des éosinophiles dans le sang périphérique est souvent associée à 

des désordres immunologiques. Initialement, dans les manifestations allergiques, il avait été 

démontré que les éosinophiles ont un rôle protecteur en inhibant la libération d'histamine et en 

inactivant les leucotriènes et le PAF [Bass, 1979]. Ultérieurement, différentes études ont 

montré que les éosinophiles activés pouvaient libérer des médiateurs préformés et néoformés 

comme les mastocytes et possédaient des activités pro-inflammatoires [Frigas, 1981, Fukuda, 
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1985]. La présence à leur surface des récepteurs de haute et de faible affinité pour l'IgE ainsi 

que des récepteurs pour l'IgA sécrétoire (IgAs) font des éosinophiles des cellules de l'allergie à 

part entière [Capron, 1986, Gounni, 1994, Lamkhioued, 1995b, Monteiro, 1993]. Les 

éosinophiles ont été impliqués dans les réactions retardées associées à l'asthme [De Monchy, 

1985], et particulièrement à la sévérité de l'asthme [Bousquet, 1990b] et sont capables de 

sécréter un grand nombre de cytokines proinflammatoires contribuant à la chronicité de la 

réaction allergique. Les éosinophiles sont attirés au site inflammatoire par de nombreux 

facteurs chimioattractants comme le PAF [Wardlaw, 1986], la LTB4 [Hakansson, 1987] et 

l'IL-8 et s'accumulent dans la muqueuse bronchique. Lors d'accès aigü, les IgE vont activer les 

éosinophiles en se fixant à leurs récepteurs de surface de faible et de forte affinité et induire 

leur dégranulation. 

La migration des éosinophiles du sang vers les tissus est contrôlée par un grand 

nombre de cytokines et de chimiokines. Ainsi, l'IL-3, l'IL-5 et le GM-CSF sont impliquées 

dans le recrutement et l'activation des éosinophiles [Broide, 1992, Sullivan, 1996]. Ces 

cytokines peuvent agir en synergie avec d'autres signaux d'activation aussi bien in vivo pour 

l'IL-5 et l'éotaxine [Collins, 1995] qu'in vitro pour l'IL-5 et les complexes immuns [Fujisawa, 

1990] et ceci pour induire le recrutement des éosinophiles et la libération de leurs médiateurs 

granulaires. D'un autre côté, les chimiokines ~ de type C-C impliquées dans le recrutement 

tissulaire des éosinophiles médient leurs actions par des récepteurs spécifiques (détaillé dans 

paragraphe chimiokines). Au niveau du site inflammatoire, les éosinophiles dégranulent et 

libèrent d'une part des médiateurs lipidig,ues, ayant des activités bronchoconstrictrices, 

vasoactives et chimiotactiques et impliqués dans la réaction inflammatoire allergique, comme la 

L TC4, la L TD4 et le PAF [Lee, 1984], et d'autre part, des protéines basig,ues cationig,ues 

riches en arginine contenues dans leurs granules [Egesten, 1986] telles que la MBP (major 

basic protein), l'ECP ( eosinophil cationic protein), l'EDN ( eosinophil-derived neurotoxin) et 

l'EPO (eosinophil peroxydase). Ces protéines ont des activités cytotoxiques et sont 

impliquées dans les dommages épithéliaux [Frigas, 1986]. En plus, les éosinophiles peuvent 

être une source potentielle de cytokines. Ils produisent des chimiokines et des facteurs de 

croissance (IL-3, IL-5, GM-CSF, RANTES, MIP-la, IL-16, et éotaxine) [Broide, 1992, 

Costa, 1993, Desreumaux, 1992, Garcia Zepeda, 1996, Kita, 1991, Lim, 1996, Moqbel, 

1991], des cytokines impliquées dans l'inflammation (IL-l, IL-6, IL-8, TNF-a, TGF-a et 

TGF-~) [Beil, 1993, Braun, 1993, Elovic, 1994, Harnid, 1992, Weller, 1993, Wong, 1991, 
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Y ouse fi, 1995] et des cytokines impliquées dans la régulation de la réponse immune (IL-4, IL-

2, IL-10 et IFN-y) [Lamkhioued, 1995a, Levi-Schaffer, 1996, Moqbel, 1995, Nonaka, 1995]. 

11.3.3- Les neutrophiles 

Les neutrophiles ont été impliqués dans les réactions retardées associées à 

l'asthme [Nagy, 1982]. Chez les sujets atteints de rhinite allergique, la stimulation avec 

l'allergène spécifique entraîne un afflux de neutrophiles au niveau de la muqueuse nasale bien 

qu'au niveau de la muqueuse bronchique, leur présence ne soit pas toujours importante [Kay, 

1992, Varney, 1992]. Activés, les neutrophiles sont capables de libérer des médiateurs tels 

que la PGE2, la thromboxane (TX), la L TB4, la 5-HETE, et le PAF. La L TB4 constitue un 

agent autocrine chimiotactique très puissant [O'Byme, 1985]. Chez l'homme, lors d'un test de 

provocation allergénique, une activité chimioattractante pour les neutrophiles (NCF) est 

retrouvée dans les sérums de patients, ainsi qu'une production accrue de médiateurs 

cytotoxiques. 

11.3.4- Les phagocytes mononucléés 

Les monocytes et les macrophages appartiennent au système des phagocytes 

mononucléés. Les macrophages dérivent d'un même précurseur hématopoïétique lequel donne 

naissance aux monocytes qui gagnent les tissus, ils présentent des différences fonctionnelles 

selon leur lieu de résidence. Dans toutes les réactions immunes, le macrophage intervient par 

des effets directs (phagocytose, présentation de l'antigène, et cytotoxicité) et par des effets 

modulateurs de l'ensemble des réactions cellulaires engendrées. Les macrophages alvéolaires 

sont les mieux étudiés chez l'homme en raison de leur collecte possible par lavage 

bronchoalvéolaire (LBA). Dans les réactions d'hypersensibilité [Lee, 1992], ils interviennent 

par la présence à leur surface des récepteurs pour l'IgE. Ces récepteurs permettent la 

présentation de l'antigène aux cellules B et T et entraînent la sécrétion de médiateurs impliqués 

dans la régulation des cellules intervenant dans ces réactions et dans la symptomatologie de 

ces réactions. La présentation de l'Ag aux lymphocytes T est donc une des principales 

fonctions du macrophage. Cette présentation s'accompagne de la sécrétion d'IL-l, qui d'une 

part, stimule la sécrétion d'IL-2 par les cellules Tet d'autre part, entraîne la prolifération et la 

maturation des cellules B. L'IL-2 entraîne la maturation des lymphocytes T qui s'activent et 

sécrètent de l'IL-4, signal essentiel à la sécrétion d'IgE spécifiques par les lymphocytes B. En 

réponse à l'allergène, les macrophages sécrètent des radicaux libres oxygénés [Cluzel, 1987, 
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Joseph, 1980, Lee, 1992], des enzymes lysosomiaux (~-glucuronidase) [Dessaint, 1979, 

Joseph, 1980], du tlE [Arnoux, 1982] et des métabolites de l'acide arachidonigue 

(thromboxane B2, le PGF2, le LTB4, PAF-acéther, ECF, NCF) [Damon, 1987, Gosset, 1984, 

Joseph, 1983, M'Rini, 1994, M'Rini Puel, 1993, Rankin, 1982, Rouzer, 1982]. Un taux élevé 

de 5-lipooxygénase et de la cyclooxygénase est observé dans les cellules recueillies dans les 

liquides de LBA d'asthmatiques [Funk, 1991]. Les métabolites cyclooxygénés peuvent avoir 

des activités anti-inflammatoires [Goodwin, 1983, Scodras, 1990] et inhibent la synthèse 

d'IgE induite par l'IL-4 et l'anti-CD40 [Armerding, 1993a]. Les macrophages alvéolaires 

sécrètent des cytokines telles que l'IL-6 et le TNF-a [Gosset, 1992], l'IL-8, le GM-CSF, l'IL

S [Chanez, 1992]. Les monocytes stimulés par un IgE-anti-IgE sécrètent de l'IL-l et du TNF

a. Ils sécrètent également, du GM-CSF [Howell, 1989], de l'IL-6, IL-8, IL-10 et du monoxyde 

d'azote [Mossalayi, 1994]. Alors que les monocytes de sujets allergiques sécrètent l'IL-l en 

réponse à l'IgE, leurs macrophages alvéolaires en apparaissent incapables dans les mêmes 

conditions, et libèrent au contraire un inhibiteur de l'IL-l [Gosset, 1988], indiquant soit une 

régulation locale dépendante de l'IgE distincte du contrôle systémique, soit une désactivation 

in vivo des macrophages exposés in sitit à l'allergène. 

11.3.5- Les plaquettes 

A côté de leur rôle dans l'hémostase, les plaquettes sanguines par le biais de leur 

récepteur de faible [Cines, 1986, Joseph, 1986] et de forte affinité pour l'IgE [Joseph, 1997] 

participent aux réactions allergiques et sont actuellement considérées comme des cellules 

effectrices dans les réactions d'hypersensibilité dépendantes de l'IgE [Durham, 1985, Knauer, 

1981]. Les plaquettes de patients allergiques ou de sujets sains préincubées avec le sérum d'un 

patient allergique, libèrent après contact avec l'allergène auquel le patient est sensible (ou avec 

un Ac anti-IgE), des médiateurs cytotoxiques pour des larves de parasites, ainsi que des 

radicaux libres [Dessaint, 1991]. Différentes observations suggèrent l'implication des 

plaquettes dans l'allergie: des plaquettes ont été retrouvées dans le LBA immédiatement après 

un challenge allergénique et pendant la phase retardée [Metzger, 1985]. De plus, chez le lapin, 

il avait été démontré qu'après induction d'un choc anaphylactique dépendant de l'IgE, il y a 

une libération de PAF [McManus, 1979] et qu'une déplétion plaquettaire entraînait une 

abolition de ce choc anaphylactique [Halonen, 1981]. Chez des patients asthmatiques, des 

biopsies post-mortem ont permis de mettre en évidence de nombreux mégacaryocytes dans les 
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poumons [Slater, 1985]. Après stimulation par l'allergène, elles relarguent des médiateurs 

cytotoxiques et des métabolites de l'oxygène (PF4, PAF, HRF). 

11.4- Lymphocytes T immunorégulateurs 

Les lymphocytes T présentent des récepteurs de surface (TCR) spécialisés dans la 

reconnaissance de l'antigène. Ces récepteurs sont spécifiques de l'antigène et sont associés au 

CD3 (marqueur de surface) qui transmet le signal d'activation du TCR à la cellule. Les 

lymphocytes T aident les lymphoctytes B à produire des anticorps. 

Les molécules CD4 et CDS sont exprimées de manière mutuellement exclusive à la 

surface des lymphocytes T matures. Elles sont présentes à la surface des cellules et sont 

impliquées dans la reconnaissance de l'antigène par les lymphocytes T. L'antigène est présenté 

aux lymphocytesT sous la forme de peptides, en association avec le complexe majeur 

d'histocompatibilité (CMH). Le complexe peptide-CMH est reconnu par le TCR des 

lymphocytes T. Toutes les cellules de l'organisme présentent à leur surface des molécules de 

CMH de classe I. Après infection par un agent pathogène, les cellules vont présenter des 

antigènes du non soi associés à des molécules du CMH I. Les lymphocytes T CDS+ définis 

comme cytotoxiques vont reconnaître ce complexe antigène-CMH 1 par le complexe TCR

CDS, et détruisent la cellule pathologique par cytolyse. Les molécules de classe II sont 

exprimées uniquement à la surface des cellules présentatrices d'antigène (CPA). Ces cellules 

captent l'antigène, le transforment (processing), puis le présente sous forme de peptides à leur 

surface, en association avec les molécules de CMH II aux lymphocytes T CD4+. Les 

lymphocytesT CD4+ produisent par la suite des cytokines qui vont fournir des signaux 

d'activation à de nombreuses populations cellulaires. Ces populations vont développer des 

moyens de défense vis-à-vis de l'agression antigénique. Ces lymphocytesT CD4+ sont 

appelés des lymphocytes auxiliaires ou T helper car ils induisent des mécanismes effecteurs 

contre l'antigène. 

Dans les situations aller~igues dépendantes de l'I~E. les cellules T immunorégulatrices 

font partie des cellules inflammatoires recrutées au niveau du foyer de diffusion de l'allergène. 

Stimulées par l'intermédiaire de leur récepteur à l'antigène (TCR), elles vont libérer des 

substances immunomodulatrices capables d'activer les cellules effectrices. Celles-ci vont à leur 

tour libérer un certain nombre de médiateurs qui vont contribuer à la pérennisation de 

l'inflammation et aux dommages tissulaires locaux. 
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11.4.1- Concept de polarisation Th-1 1 Th-2 

4.1.1- Sous-populations CD4+ de profil Th-1 et Th-2 (voir Tableau 

4) 

Les sous-populations de type Th-1 et Th-2 ont été en premier lieu 

décrites chez la souris [Cherwinski, 1987, Mosmann, 1986]. En effet, en 1986, Mosmann et 

coll ont mis en évidence chez la souris deux sous-populations de lymphocytes T CD4+ 

helper, les Th-1 et les Th-2 identifiables par leur profil des sécrétion de cytokines. Les Th-1 

synthétisent [Abehsira Amar, 1992]de l'IL-2, de l'IFN-y et du TNP-~ tandis que les Th-2 

produisent de l'IL-4 de l'IL-5, de l'IL-6, de l'IL-lü et de l'IL-13. Ces deux sous-populations 

sécrètent également de l'IL-3 et du GM-CSF et dérivent d'une sous-population commune Th-O 

qui sécrète l'ensemble des cytokines précédemment citées. Ces cellules pourraient être des 

lymphocytes effecteurs à part entière, sécrétant un profil de cytokines non restreint [Kelso, 

1991]. Ces différences dans le profil de sécrétion de cytokines engendrent une dichotomie 

fonctionnelle. En effet, les cytokines de type Th-1, notamment l'IFN-y activent les 

macrophages et les cellules cytotoxiques et sont impliquées dans les réactions 

d'hypersensibilité de type retardée (DTH). La coopération cellules B et Th-1 favorise la 

production d'IgG. A l'inverse, les Th-2 favorisent la différenciation et l'activation des 

éosinophiles notamment par l'IL-5, la synthèse d'immunoglobulines par l'IL-6 et la 

commutation isotypique des lymphocytes B vers la synthèse d'IgE par l'IL-4 et l'IL-13 et 

sont impliquées dans les réactions inflammatoires dépendantes de l'IgE. Ces deux sous

populations s'antagonisent mutuellement, en effet l'IFN-y inhibe la prolifération des cellules 

Th-2 alors que l'IL-lü et l'IL-4 inhibent la production des cytokines par les cellules Th-1. 

Ainsi en fonction de la prédominance de l'une ou de l'autre de ces sous-populations, la réponse 

immunitaire va s'orienter fonctionnellement de façon différente. Citons l'exemple de l'infection 

à Leishmania major où la susceptibilité ou la résistance de différentes souches de souris à 

l'infection est corrélée à la production de cytokines de type Th-1 ou Th-2 respectivement 

[Heinzel, 1993, Sadick, 1990]. 

Chez l'homme. la situation n'est pas aussi tranchée et est plus nuancée 

que chez la souris, et ce n'est que vers les années 90 qu'a commencé à apparaître la notion 

d'une certaine polarisation des réponses immunitaires en fonction de la pathologie. 

L'orientation d'une réponse vers un type Th-1 ou Th-2 dépend d'un grand nombre de facteurs 

dont nous parlerons plus tard. 
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Tableau 4: Caractéristiques des sous-populations Th-1 1 Th-2 
humaines. (D'aErès [S. Roma~nani, 1996J) 

Th-1 Th-2 

Sécrétion de cytokines 
IFN-y +++ 
TNF-p +++ 
ll...-2 +++ ++ 
TNF-a +++ ++ 
GM-CSF +++ ++ 
ll...-3 ++ +++ 
IL-10 ++ +++ 
IL-13 + +++ 
IL-4 +++ 
ll...-5 +++ 
JL..6 +++ 

Hypersensibilité retardée (DTH) +++ 

Collaboration avec les lymphocytes B 
pour la synthèse d'Ac 
IgE,IgG4 +++ 
IgM, lgG1, lgG2, IgG3, IgA 

rapport T:B faible +++ ++ 
rape,ort T:B élevé +++ 

4.1.2- Sous-populations de profil Th-3 et Tr1 

Un profil de type Th-3 a été récemment décrit, notamment, il s'agit de la 

production du TGF-Pl. En effet, chez des patients atteints de sclérose multiple, une maladie 

auto immune caractérisée par un profil de type Th-1, l'administration orale de la myéline 

(contenant de la MBP (myelin basic protein) et de la PLP (protéine protéolipidique)) génère 

des cellules T dites de type Th-3 sécrétant du TGF-Pl spécifique de la MBP et de la PLP. 

Ces cellules sont localisées dans les tissus cibles et supprimeraient l'inflammation locale 

[Fukaura, 1996]. 
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Très récemment, une sous-population de cellules T régulatrices appelée 

Trl a été mise en évidence. Elle est caractérisée par une production élevée d'IL-10 et régule la 

réponse immune spécifique d'Ag [Groux, 1997b]. 

4.1.3- Sous-populations CDS+: Tel et Tc2 

Pendant longtemps, les cellules T ens+ cytotoxiques sécrétant des 

cytokines de type Th-1, ont été considérées comme des cellules T ens+ Th-1-like. 

Actuellement, il a été mis en évidence que, comme les cellules CD4+, les lymphocytes T 

CDS+ peuvent être divisés en 2 sous-populations : les Tel et les Tc2. Ces deux sous

populations ont été identifiées aussi bien chez l'homme que chez la souris [Coyle, 1995, 

Croft, 1994, Sad, 1995, Salgame, 1991]. Les Tel produisent de l'IL-2 et de l'IFN-ytandis que 

les Tc2 produisent de l'IL-4, de l'IL-5 et de l'IL-10. L'IL-12 et l'IFN-y encourageraient la 

différenciation des cellules précurseurs en cellules Tel, tandis que l'IL-4 induirait la génération 

des cellules Tc2. Il a été démontré qu'une fois la différenciation des cellules T CDS+ en Tel ou 

Tc2 est établie, aucune conversion du profil de sécrétion de cytokines ne pourrait-être 

produite [Sad, 1995]. 

Les travaux concernant les lymphocytes T ens+ restent très 

controversés. Chez des sujets asthmatigues, lesT CDS+ produisent de l'IL-5 et de l'IFN-y 

[Del Prete, 1993a]. D'un autre côté, les lymphocytes T ens+ produisant un profil de 

cytokines de type 2 (IL-4, IL-5 et pas d'IFN-y) ont été démontrés au niveau cutané chez des 

sujets infectés par le VIH [Romagnani, 1994]. 

11.4.2- Déterminants de la polarisation Th-1 ou Th-2 

En fait, la séparation Th-1 et Th-2 n'est pas aussi simple que cela, et les 

différents facteurs polarisant la réponse immune vers un profil de type Th-1 ou Th-2 ont été 

largement étudiés chez la souris et chez l'homme. L'attention a été plus particulièrement 

portée à l'étude du rôle possible de l'antigène, du TCR, des CP A, des molécules 

costimulatrices et de l'environnement en cytokines. 

4.2.1- Rôle de l'antigène 

Parmi les facteurs de l'environnement, un rôle majeur dans l'induction 

d'une réponse de type Th-1 ou Th-2 a été attribué à la voie d'administration de l'Ag, sa forme 

physique, le type d'adjuvant utilisé et la dose de l'antigène. Les allergènes et quelques 
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antigènes parasitaires induisent préférentiellement une réponse de type Th-2 [Parronchi, 

1991]. D'autre part, dans les situations allergiques, il semblerait que la dose de l'allergène 

pourrait influencer le profil de réponse et ceci en fonction des cytokines produites. Mais les 

résultats sont très contradictoires. Ainsi, chez l'homme, des études in vitro, sur des clones 

lymphocytaires T CD4+ anti-PLA2 dérivés de patients allergiques au venin d'abeille 

produisent de l'IL-4 et de l'IFN-y en réponse à de fortes doses d'allergène, tandis que les 

faibles doses d'allergène induisent uniquement l'IL-4 [Carballido, 1992]. Secrist et al ont 

démontré que les faibles concentrations d'allergène, en présence des cellules B comme CP A, 

induisent des taux élevés d'IL-4 [Secrist, 1995]. Par contre, des fortes doses d'allergènes 

induisent la production de peu ou pas d'IL-4, ceci supporte l'observation que les cellules B 

présentent avec efficacité l'allergène quand la concentration est faible [Constant, 1995, 

Lanzavecchia, 1985, Malynn, 1985]. 

D'un autre côté, l'hypothèse d'une restriction spécifique de CMH de 

classe II chez les sujets allergiques a été illustrée par Wierenga et al [Wierenga, 1990a]. L'étude 

de différents allergènes a montré qu'ils présentent de nombreux épitopes Tet qu'il y a peu de 

différences d'utilisation du répertoire T et de la restriction de CMH Il entre les sujets 

allergiques et non allergiques [van Neerven, 1996]. 

4.2.2- Rôle du récepteur des cellules T (TCR) 

Dans le cas de l'antigène parasitaire Leishmania major, les TCR sont 

identiques au niveau des clones Th-1 et Th-2 [Reiner, 1993]. Par contre, l'engagement du TCR 

et son implication directe dans la polarisation Th-1 1 Th-2 ont été précisés par Pfeiffer et al on 

[Pfeiffer, 1995]. En effet, les complexes peptide 1 CMH qui se lient fortement et avec une très 

forte densité au TCR favoriseraient la génération d'une réponse de type Th-1 tandis que ceux 

qui se lient faiblement favoriseraient une réponse de type Th-2. Dans les situations 

allergiques, des lymphocytes T CD4+ spécifiques de D. pteronyssinus ou D. farinae utilisent 

un répertoire restreint de gènes variables du récepteur T à l'Ag (VaS et V~3 sont dominants 

malgré les différences de restriction par HLA) et persistent plusieurs années chez l'allergique 

[Wedderburn, 1993], ce qui renforce l'idée que l'atopique entretient des lymphocytes T CD4+ 

biaisés vers le profil Th-2 et l'aide à la production d'IgE, mais montre aussi combien le 

répertoire des cellules T vis-à-vis des épitopes potentiels d'un allergène donné est limité. 

Récemment, Parronchi et al ont démontré in vitro chez des sujets rhinitiques allergiques, que la 

présence de l'IFN-a favoriserait le développement des cellules T spécifiques d'allergène en 
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clones Th-1 produisant de l'IFN-y. En addition, ces clones T sont spécifiques d'un seul 

peptide allergénique et présentent un répertoire TCR V~ restreint (V~2+, V~ 1 7+, V~22+) 

[Parronchi, 1996]. Dans un modèle murin de sensibilisation allergique, il a été démontré in 

vivo, que le développement d'une réaction d'hypersensibilité immédiate est dépendant de la 

voie de sensibilisation ainsi que de la stimulation de certaines cellules T exprimant le TCR Vj3. 

Ainsi, des allergènes différents pourraient stimuler des cellules T TCR V~ différentes avec un 

modèle différentiel de fonctions effectrices [Renz, 1993]. 

4.2.3- Rôle des Cellules Présentatrices d'Antigène 

Différentes cellules de l'organisme ont le pouvoir de présenter l'antigène, 

parm1 ces cellules, citons les cellules dendritiques (CD), les lymphocytes B, et les 

macrophages. Mais les cellules Th répondent différemment à l'antigène et ceci en fonction de 

la cellule qui le présente. Les CD représentent le point primaire du contact entre l'allergène et 

le système immunitaire [Holt, 1989]. Les patients atopiques et asthmatiques possèdent des 

quantités plus élevées de CD intra-épithéliales que les sujets non-asthmatiques [Semper, 

1996]. Le rôle des CD dans la polarisation Th-2 spécifique d'allergène reste à identifier. 

Katamura et al ont démontré, in vivo, que la PGE2 produite par les CPA comme les CD 

[Kurland, 1978] et les macrophages [Heinen, 1986] faciliterait la différenciation des T CD4+ 

de type Th-2, en cas de stimulation primaire des cellules T naïves [Katamura, 1995, 

Snijdewint, 1993]. Les cellules de Langerhans expriment à leur surface des récepteurs de forte 

et de faible affinité [Bieber, 1992a, Bieber, 1989] pour l'IgE, et favoriseraient la différenciation 

Th-2 [Bieber, 1992a, Bieber, 1989, Hauser, 1989] et seules les cellules dont le récepteur est 

occupé par l'IgE apparaissent capables de présenter des allergènes d'acariens aux lymphocytes 

T chez l'eczémateux atopique [Bieber, 1994]. Quand l'Ag est présenté par les cellules B, c'est 

la dose de l'Ag qui détermine le profil de sécrétion de cytokines [Secrist, 1995]. Les 

monocytes et les macrophages humains expriment aussi le FcERI et le FcERll, ce qui favorise 

la capture de l'allergène complexé aux Ac IgE et sa présentation aux lymphocytesT CD4, il y a 

là une boucle vicieuse où les IgE peuvent favoriser l'emballement de la réponse IgE [van der 

Heijden, 1993]. 

4.2.4- Rôle des molécules costimulatrices 

Lors de la présentation de l'antigène aux cellules T, différentes molécules 

de surface du lymphocyte T entrent en contact avec leurs ligands à la surface des CP A, 
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entraînant une activation des cellules T. Le CD28 est présent à la surface des lymphocytes T 

[June, 1994], il présente 2 ligands à la surface des CPA, le CD80 (B7.1) et le CD86 (B7.2). 

Une autre molécule appelée CTLA4 présente à la surface des cellules T peut lier le CD80 et le 

CD86 [Brunet, 1987]. Le CD86 est exprimé de façon constitutive à la surface des CPA 

notamment les macrophages et les cellules dendritiques [Lenschow, 1993], il est exprimé 

fortement par les lymphocytes B après activation [Hathcock, 1994]. Le CD80 est faiblement 

exprimé par les macrophages et les cellules dendritiques, il est également exprimé par les 

lymphocytes B [Koulova, 1991]. Ces molécules costimulatrices pourraient intervenir dans 

l'orientation de la réponse vers un profil de type Th-1 ou Th-2 [Guerder, 1995]. D'un autre 

côté, le CD86 (B7.2) pourrait activer les lymphocytes de type Th-2 tandis que le CD80 

(B7.1) orienterait la réponse vers un profil de type Th-1 [Freeman, 1995]. L'induction 

préférentielle d'un profil de type Th-1 ou Th-2 par l'activation de CD80 ou CD86 

respectivement, a été démontrée in vivo dans le cas de la maladie autoimmune 

(encéphalomyélite allergique) [Kuchroo, 1995]. La différence de profil induite par les 2 

molécules CD80 et CD86 pourrait trouver une explication dans le fait qu'elles se fixent sur des 

régions différentes du CD28 et de CTLA4 [Linsley, 1994]. 

D'autre part, la relevance de la costimulation notamment par le biais du 

CD28 et les molécules de la famille B7 sur le développement des cellules Th-2 dans les 

maladies allergiques a été étudiée in vitro et in vivo. L'activation via le CD28 augmente 

l'expression des ARNm codant pour des cytokines de type Th-1 [Lindstein, 1989] mais 

également de type Th-2 [de Boer, 1993, Seder, 1994, Walter, 1994] et aide à la synthèse 

d'IgE [Life, 1995]. Il a été démontré in vitro, que la stimulation par de fortes doses de peptide 

d'acariens induit une abolition de la prolifération des lymphocytes T spécifiques d'allergène 

qui est associée à une forte baisse de l'expression de CD28 [Lake, 1993]. D'une façon très 

intéressante, dans un modèle murin, Keane-Myers et al ont démontré que le blocage de 

l'interaction entre les couples CD28 1 CTLA4 et CD86 1 CD80 exprimés respectivement sur 

les CPA et les cellules T [Linsley, 1990], inhibe le développement vers une réponse Th-2 

ainsi que la réaction asthmatique [Keane Myers, 1997]. 

4.2.5- Rôle des cytokines 

L'importance des cytokines dans la différenciation des cellules T CD4 + 

a été largement illustrée dans un grand nombre d'études. Les principales cytokines impliquées 

dans la polarisation Th-1 1 Th-2 sont les suivantes : 
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* L'IL-4 

Différentes populations cellulaires produisent l'IL-4, notamment les 

cellules T, les basophiles [Schroeder, 1994a], les mastocytes [Bradding, 1992] et les 

éosinophiles [Moqbel, 1995]. Plusieurs études effectuées in vivo [Gross, 1993, Kopf, 1993] 

et in vitro chez l'homme et chez la souris, ont été consacrées au rôle primordial joué par l'IL-4 

dans la différenciation des lymphocytes T CD4+ précurseurs en lymphocytes de type Th-2 

[Abehsira Amar, 1992, Seder, 1994, Seder, 1992, Swain, 1990]. Ainsi, chez l'homme, l'IL-4 

induit in vitro une réponse de type Th-2 en favorisant le développement des clones T (CCT) 

spécifiques de PPD (purified protein derived) en CCT capables de produire de l'IL-4 et 1 ou 

l'IL-5 en addition à l'IFN-yet l'IL-2 [Abehsira Amar, 1992, Maggi, 1992, Seder, 1994, Seder, 

1992, Swain, 1990]. 

D'un autre côté, l'origine cellulaire de l'IL-4 est variée. Puisque les 

mastocytes, les basophiles et les éosinophiles sécrètent de l'IL-4, il a été suggéré que l'IL-4 

produite par ces cellules non-T pourrait biaiser le développement d'une réponse de type Th-2 

spécifique d'allergène. Ces trois types cellulaires expriment le FcêRI et la fixation de l'IgE 

induit la libération de l'IL-4 par les basophiles et les mastocytes in vitro. Ces cellules 

pourraient fournir un signal costimulateur pour la différenciation des cellules T naïves en 

cellules de type Th-2. 

Les mécanismes moléculaires par lesquels l'IL-4 initie le développement 

des lymphocytes T naïfs en T effecteurs de type Th-2 ont été étudiés. La fixation des 

cytokines à leurs récepteurs entraîne la phosphorylation tyrosine des facteurs de transcription 

et de transduction du signal (STATs). Parmi ceux-ci, le STAT 6 est sélectivement activé par 

l'IL-4 [Palmer-Crocker, 1996] . En effet, il a été démontré que chez les souris knock out 

STAT 6, une impossibilité à induire une réponse Th-2 a été observée [Kaplan, 1996b]. 

Récemment, chez les atopiques, Marsh et al ont reporté la liaison des 

IgE sériques totales à des marqueurs sur le chromosome 5, en particulier à une région du gène 

codant pour l'IL-4 humaine [Marsh, 1994]. Ainsi, une relation entre le polymorphisme du 

promoteur d'IL-4 ainsi que celui des facteurs de transcription correspondants et la 

prédisposition génétique à l'atopie a été mise en évidence [Rosenwasser, 1995, Song, 1996]. 

Le proto-oncogène c-maf est un facteur de transcription exprimé dans des clones de type Th-2 

mais pas Th-1, il est responsable de l'expression tissulaire de l'IL-4 [Ho, 1996]. En outre, le c

mafagit en synergie avec le facteur nucléaire des cellules T activées (NF-ATp) pour initier la 
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production d'IL-4 endogène par les cellules B. En effet, des souris knockout NF-ATp 

montrent une absence de transcription d'IL-4 [Hodge, 1996]. 

L'IL-13 qui partage plusieurs fonctions biologiques avec l'IL-4 pourrait 

favoriser une réponse de type Th-2 en diminuant la production de l'IL-12 et de l'IFN-a [de 

Vries, 1995]. L'IL-4 représente la cytokine la plus importante dans l'induction du profil de 

type Th-2 d'autant que l'IL-13 n'agit pas sur les cellules T [de Vries, 1996]. 

* L'IFN-r 

L'IFN-y, cytokine produite essentiellement par les cellules T CD4+ et 

CD8+, les cellules NK [Sher, 1993, Trinchieri, 1989], et les éosinophiles [Lamkhioued, 

1995a], elle favoriserait une réponse de type Th-1 et inhiberait le développement d'une · 

réponse de type Th-2 [Gajewski, 1989]. Chez l'homme, elle est considérée comme un facteur 

majeur d'induction d'un profil de type Th-1 [Maggi, 1992]. En effet, l'IFN-y ou la 

neutralisation de l'IL-4 permettent la différenciation des CCT spécifiques de Der p I en CCT 

capables de produire de l'IL-4 et de l'IFN-y ou de l'IFN-y seul. D'autres études ont démontré 

que les CMN du sang périphérique en présence d'IFN-a et de TGF-~ réduisent la production 

d'IL-4 et d'IL-5 par des lignées cellulaires T spécifiques de seigle [Ricci, 1993]. De plus, il 

serait possible de suggérer que l'IL-4, l'IFN-y, l'IFN-a et TGF-~ possèdent des effets 

régulateurs réciproques sur la différenciation des clones Th-1 et Th-2. Ainsi, l'origine cellulaire 

de l'IFN-y (les cellules Tet les cellules NK), et de l'IFN-a (les macrophages) doit en principe, 

orienter la réponse vers un profil de type Th-1 en diminuant la réponse de type Th-2. 

*L'IL-JO 

Cytokine produite essentiellement par les lymphocytes T, elle est 

également produite par les lymphocytes B et les macrophages activés par du LPS [Moore, 

1990]. Récemment, il a été démontré que l'IL-l 0 est produite par une sous-population T 

CD4+ régulatrice nommée Tri [Groux, 1997b]. Chez l'homme, elle est produite par les 

lymphocytes Th-1 et Th-2, elle possède une activité anti-inflammatoire et inhibe aussi bien 

les fonctions des cellules de type Th-2 que celles de type Th-1 [Del Prete, 1993b, Y ssel, 

1992]. Chez l'homme et chez la souris, l'IL-l 0 inhibe la production de cytokines par les 

macrophages, en particulier l'IL-12 [D'Andrea, 1993, Murphy, 1994], l'IL-l , le TNF -a et l'IL

lü elle-même [de Waal Malefyt, 1991, Fiorentino, 1991, Fiorentino, 1991, Ralph, 1992]. Elle 
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est également capable d'inhiber la production d'IFN-y par les lymphocytes T humains, et ceci 

en supprimant la synthèse d'IL-12 par les CMN activées [D'Andrea, 1993]. 

* L'IL-12 

Initialement appelée NK-CSF (Natural Killer Cell Stimulatory Factor), 

l'IL-12 stimule les cellules NK et induit la production de l'IFN-y par ces cellules, mais 

également par les cellules T [Chan, 1991]. Cette cytokine, produite par les macrophages et les 

CD [D'Andrea, 1992, Macatonia, 1995] est un puissant inducteur de cellules de type Th-1 

[Hodgson, 1996, Macatonia, 1995, Manetti, 1993, Trinchieri, 1993]. Cependant, il semble que 

l'IL-12 soit incapable d'induire cette réponse de type Th-1 en absence d'IL-2 [Seder, 1993]. 

L'action de l'IL-12 sur la prolifération et la production des cytokines par les cellules de type 

Th-1 se ferait en synergie avec l'activation du CD28 [Kubin, 1994]. 

De même que pour l'IL-4, les mécanismes moléculaires par lesquels l'IL-

12 initie le développement des lymphocytes T naïfs en T effecteurs de type Th-1 ont été 

étudiés. La fixation de l'IL-12 à son récepteur entraîne sélectivement la phosphorylation 

tyrosine d'un facteur de transcription et de transduction du signal, le STAT 4 [Bacon• 1995al 

* IL-6 

Récemment, il a été démontré que l'IL-6 produite par les CPA est 

capable de polariser les cellules T naïves en cellules de type Th-2 effectrices en induisant la 

production d'IL-4 par les cellules T CD4+ [Rincon, 1997]. L'IL-6 serait au niveau des CPA 

l'équivalent pour la réponse de type Th-2 de l'IL-12 pour la réponse de type Th-1. 

* TGF-{3 (Transforming Growth Factor) 

Le TGF-~ a également été proposé comme un facteur polarisateur vers 

une réponse type Th-1 [Swain, 1991], mais les résultats des différentes études restent 

contradictoires. 

4.2.6- Marqueurs de différenciation des cellules T 

Les cellules T qui se polarisent vers un profil de type Th-1 ou Th-2 

montrent une expression préférentielle de certains marqueurs d'activation tels que le CD30 

(membre de la famille du récepteur de TNF) et le LAG3 (gène 3 d'activation des lymphocytes 

et membre de la superfamille d'Ig). La costimulation CD30 favorise in vitro, une réponse de 
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type Th-2 spécifique d'antigène tandis que le blocage de l'interaction CD30 avec son ligand 

exprimé sur les CPA (CD30L) inhibe le développement des cellules T mémoires en Th-2 [Del 

Prete, 1995]. Les cellules Th-2 CD30+ sont présentes dans la circulation chez les patients 

allergiques durant l'exposition à l'allergène saisonnier (revue par [Romagnani, 1994]. 

Cependant, l'expression de CD30 à la surface des cellules T activées reste controversée. En 

effet, une étude récente a rapporté l'expression de CD30 sur les cellules T de type Th-O, Th-1 

et Th-2 sans relation avec la polarisation Th-1 1 Th-2 [Hamann, 1996]. Concernant le LAG3, 

il est associé aux cellules de type Th-1, son expression est augmentée par l'IFN-yet diminuée 

par l'IL-4 [Annunziata, 1996]. 

D'autres marqueurs de différenciation des cellules T sont la chaîne ~ du 

récepteur d'IFN-y et la chaîne ~2 du récepteur d'IL-12. En effet, d'une part, des clones T de 

type Th-O et Th-2 expriment constitutivement à leur surface la chaîne~ du récepteur d'IFN-y 

mais pas les clones de type Th-1. H. Groux et al ont démontré très récemment que les niveaux 

d'expression de cette chaîne à la surface des clones de type Th-2 sont identiques en présence 

d'IL-4 et d'IFN -y à ceux observés en présence d'IL-4 seule. Donc, l'IFN -y ne peut pas moduler 

l'expression de son récepteur [Groux, 1997a]. D'autre part, la chaîne ~2 du récepteur d'IL-12 

est exprimée à la surface des cellules T de type Th-1 mais pas les cellules T de type Th-2 

[Rogge, 1997]. Cette expression est régulée par les cytokines telles que l'IL-4 et l'IFN-y 

[Szabo, 1997]. En effet, l'IL-4 inhibe l'expression de la chaîne ~2 du récepteur d'IL-12 tandis 

que l'IFN-y maintient cette expression. 

D'autre part, il a été rapporté que le CCR3 (récepteur de l'éotaxine) 

décrit en principe sur les éosinophiles et les basophiles est également exprimé par les cellules 

T CD4+ de type Th-2 [Salluste, 1997]. 

11.4.3- Les lymphocytes Th-1 et Th-2 en pathologie allergique 

Chez l'homme, la polarisation Th-2 1 Th-1 n'est pas aussi bien tranchée que 

chez la souris. Dans des situations allergiques, un certain nombre d'études effectuées in vitro 

et in vivo a pu établir une prédominance préférentielle d'une réponse de type Th-2 [Peltz, 

1991]. Ces cellules de type Th-2 jouent donc un rôle très important dans la pathogénèse des 

maladies allergiques de part leur spectre de cytokines dont le rôle a été détaillé auparavant. 

L'implication des cellules de type Th-2 en pathologie allergique a été argumentée sur des 

données in vitro et in vivo. 
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IN VITRO 

Les allergènes induisent préférentiellement l'expansion des cellules de type Th-

2. En effet, des clones cellulaires T (CCT) CD4+ spécifiques d'allergène, chez des sujets 

atopiques ou allergiques, produisent de l'IL-4 et de l'IL-5 après stimulation par l'Ag spécifique 

et peu ou pas d'IFN-y [Del Prete, 1993a, Ebner, 1995, Maggi, 1991, Parronchi, 1991, 

Wierenga, 1990a, Wierenga, 1990b, Yssel, 1992]. Ces CCT spécifiques d'allergène et 

capables de produire l'IL-4 peuvent induire la synthèse d'IgE par les cellules B en présence de 

l'allergène et dans des conditions restreintes du CMH [Del Prete, 1993a, Parronchi, 1991, 

Wierenga, 1990a]. D'un autre côté, bien que tous les CCT spécifiques de PPD (protein 

purified derived) des sujets atopiques et non-atopiques produisent de l'IFN-y, leur production 

d'IL-4 montre une nette différence entre les deux groupes. En effet, une production d'IL4 et 

d'IL-5 par des lignées cellulaires T spécifiques de PPD et de streptokinase (SK) est observée 

chez les atopiques, mais pas chez les non-atopiques [Parronchi, 1992]. 

Les lymphocytes T du sang périphérique de sujets asthmatiques produisent 

des cytokines de type Th-2 capables de maintenir la survie des éosinophiles in vitro. Cette 

activité est due à l'IL-3, l'IL-5, et le GM-CSF [Walker, 1991]. Récemment, des clones T 

obtenus à partir de biopsies bronchiques et nasales de sujets atopiques [Del Prete, 1993a], ont 

montré une sécrétion de cytokines de type Th-2 après stimulation par l'allergène. Des 

résultats similaires ont été retrouvés au niveau des clones T dérivés de biopsies cutanées de 

sujets sensibles aux acariens, produisant de l'IL-4 et peu d'IFN-y. Ces clones Th-2 sont 

capables d'induire la synthèse d'IgE [Sager, 1992, van Reijsen, 1992]. 

IN VIVO 

Les Th-2 s'accumulent préférentiellement dans les tissus cibles chez les sujets 

atopiques et peuvent orchestrer la réponse inflammatoire allergique. Différentes études 

effectuées in vivo, au niveau tissulaire ou périphérique, ont permis la mise en évidence que la 

stimulation avec l'allergène spécifique entraîne une activation locale et un recrutement des 

cellules de type Th-2 (revue dans [Romagnani, 1994 ]). A l'inverse de la réaction 

d'hypersensibilité cutanée de type retardée (DTH) induite par la tuberculine qui s'accompagne 

d'un profil préférentiel de type Th-1 [Tsicopoulos, 1994, Tsicopoulos, 1992], Kay et al ont 

détecté, par la technique d'HIS, au niveau des biopsies cutanées de sujets atopiques, un profil 

de sécrétion de cytokines de type Th-2 caractérisé par l'expression des ARNm codant pour 

l'IL-3, l'IL-4, l'IL-5 et le GM-CSF et ceci 24h après injection cutanée de l'extrait allergénique, 
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suggérant que les réactions cutanées allergiques contiennent l'équivalent des cellules Th-2 

murines [Kay, 1991]. La prédominance préférentielle d'un profil de réponse de type Th-2 a 

été également démontrée chez les sujets asthmatiques, au niveau des muqueuses bronchiques 

ou nasales ainsi que dans des LBA [Bentley, 1993, Durham, 1992, Robinson, 1992]. Ces 

cytokines de type Th-2 et notamment l'IL-S réguleraient la fonction des éosinophiles dans 

l'asthme [Hamid, 1994]. La majorité des cellules exprimant ces ARNm sont des lymphocytes 

T avec une minorité d'éosinophiles et de mastocytes [Robinson, 1993a, Ying, 1993]. Avec le 

challenge local, il a été démontré une augmentation du nombre des éosinophiles infiltrant le site 

inflammatoire et exprimant les ARNm codant pour le GM-CSF et l'IL-S [Broide, 1992]. En 

plus, Il a été mis en évidence dans des LBA [Wilson, 1992] et des biopsies bronchiques 

[Azzawi, 1990], que des cellules T CD4+ sont activées dans les voies aériennes des 

asthmatiques. Les proportions des cellules de LBA exprimant l'ARNm codant pour l'IL-4 et 

l'IL-S peuvent être reliées au nombre d'éosinophiles dans le LBA suggérant une liaison entre 

les cytokines de type Th-2 et la maladie [Robinson, 1993b]. 

D'autre part, la comparaison des biopsies bronchiques de patients atteints 

d'asthme allergique et d'asthme non allergique au toluène révèle chez les seconds un infiltrat de 

lymphocytes T CDS+ producteurs d'IL-2, d'IFN-y et d'IL-S mais pas d'IL-4 [Maestrelli, 

1994]. Ainsi, dans l'asthme non allergique, les biopsies sont caractérisées également par un 

grand nombre d'éosinophiles et des cellules T activées [Bentley, 1992]. Des cytokines telles 

que l'IL-2, l'IL-S mais pas l'IL-4 sont produites dans ce contexte [Walker, 1992]. Par contre, 

récemment, différents travaux dans le cas d'asthme intrinsèque non allergique, ont démontré au 

niveau des biopsies bronchiques une production et une expression des cytokines de type Th-2 

telles l'IL-4 et l'IL-S, notamment par les cellules T CD4+ et CDs+, les éosinophiles et les 

mastocytes [Humbert, 1996a, Ying, 1997]. 

Toutes ces données suggèrent que l'accumulation dans les organes cibles et 

l'activation des cellules Th-2 spécifiques d'allergènes peuvent jouer un rôle central dans la 

maladie inflammatoire allergique, en particulier, par le recrutement des cellules effectrices et 

notamment les éosinophiles. 
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11.5- Médiateurs impliqués dans la réaction allergique 

11.5.1- Médiateurs préformés et néoformés 

On distingue deux types de médiateurs, les préformés et les néoformés. Ces 

médiateurs ont des actions pharmacologiques variées à l'origine des manifestations de 

l'hypersensibilité immédiate : augmentation de la vasoperméabilité, contraction des muscles 

lisses, chimiotactisme des polynucléaires éosinophiles et neutrophiles, et agrégation des 

plaquettes. Si les basophiles et les mastocytes sont les principaux producteurs de ces 

médiateurs, ceux-ci peuvent être également produits par d'autres types de cellules, notamment 

les plaquettes, les macrophages, les éosinophiles et les neutrophiles. Ce point ayant été 

abordé dans les chapitres précédents, seul un tableau récapitulatif est présenté (voir tableau 

5). 

11.5.2- Cytokines 

Les cytokines sont des médiateurs solubles sécrétés par de nombreux types 

cellulaires dont les cellules du système immunitaire. Leur rôle général est de permettre la 

communication intercellulaire interagissant avec des récepteurs spécifiques à la surface des 

cellules. Ces récepteurs sont, selon les cytokines, soit exprimés de façon constitutive, soit 

inductibles par la cytokine elle-même ou par d'autres cytokines. Leur synthèse a lieu de novo, 

après activation de la cellule productrice par un antigène, un agent mitogène, ou une autre 

cytokine, etc ... Leur mode d'action est autocrine, paracrine ou même endocrine. Les cytokines 

intervenant dans la réaction allergique ayant été également détaillées précédemment, nous 

avons réduit ce chapitre à un tableau résumant leurs principales propriétés dans le contexte de 

la réaction allergique (voir tableaux 6a, 6b). 
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Tableau 5: Médiateurs de la réaction allergique inflammatoire. 

Médiateurs 
Histamine 

Sérotonine 

LTB4 

LT (C4, E4, D4) 

PGE2 

PG (F2, D2) 

Source Fonctions 
mastocytes, basophiles vasodilatateur, vasoperméabilité, bronchospasme, 

........ pr9~l1(;!i()rl.<!t!I11!!_(;~~~t:ti!:_Ï!_ _____________ _ 

mastocytes, plaquettes vasodilatation, vasoperméabilité, bronchoconstriction 

mastocytes, neutrophiles, macrophages 

neutrophiles, éosinophiles, monocytes, 

inflammation des voies aériennes, attire les neutrophiles 

et les éosinophiles, augmente la synthèse d'IL-5 par les 

lymphocytes T et l'expression de CD23 ind11ite p_a!:J:IL-4 __ 

bronchoconstriction prolongée, vasoperméabilité, 

macr()ph(lges œdème, sécrétion du mucus, hyperré_(lc;tivitt?.._~roncl:!!gue 

neutrophiles, monocytes augmente la synthèse d'IgE en présence d'IL-4 mais 

l'inhibe en présence d'Ac anti-CD40 

monocytes, macrophages, fibroblastes, 

cellules endothéliales, cellules musculaires 

lisses, et pulmonaires, 

vasodilatation, vasoperméabi lité, bronchospasme 

TX (A2, B2) neutrophiles, monocytes, macrophages vasoconstriction, agrégation plaquettaire, bronchospasme 

PAF acéther basophiles, mastocytes, neutrophiles, monocytes, agrégation plaquettaire, vasoperméabilité, 

macrophages, cellules endothéliales, bronchospasme, œdème muqueux, hyperréactivité 

éosinophiles, plaquettes bronchique, attire les éosinophiles 

MBP, ECP, EDN, EPO éosinophiles activité cytotoxique, dommages des cellules 

épithéliales bronchiqu(;!S et Èespneumocytes 

VIP mastocytes, neutrophiles, cellules nerveuses 

NCF,ECF mastocytes, macrophages 

vasodilatation, potentialisation de l'œdème dû à la 

bradykinine et au C5a, chimiotattractant des lymphgcytes T 

chimiotactique des neutrophiles et des éosinophiles 

respectivement, inflammation des voies aériennes 

Protéases (chymase, tryptase) mastocytes lésions tissulaires, production de C3a et de C5a 

LT : Leucotriènes. PG : Prostaglandines. TX : Thromboxane. PAF : Facteur d'Activation Plaquettaire. MBP : Protéine basique majeure. ECP : Protéine 
cationique éosinophilique. EDN : Neurotoxine dérivée d'éosinophile. EPO : Peroxydase éosinophilique. VIP : Peptide Vasoactif Intestinal. NCF : 
Neutrophil Chemotactic Factor. ECF : Eosinophil Chemotactic Factor. 



Tableau 6a : Cytokines dans la réaction allergique 

Cytokines 

IL-l 

IL-2 
IL-3 

IL-4 

IL-5 

IL-6 

IL-JO 

Fonctions 
cytokine pro-inflammatoire, stimule les lymphocytes (Le) T, induit la 

production de PG par les cellules endothéliales, les fibroblastes, 

les macrophages, les cellules pulmonaires et musculaires lisses, induit la 

production de PAF par les monocytes et les cellules endothéliales, augmente 

l'e}{pression de molécules d'adhérence à la surface des cellules endothéliales 

favorise la prolifération des Le 

favorise la différenciation des mastocytes à partir des cellules souches 

hématopoïétiques, favorise le recrutement et l'activation des éosinophiles 

au niveau du site inflammatoire, augmente l'adhérence des basophiles aux 

cellules endothéliales 

favorise la synthèse d'IgE, d'IgG4 et l'expression de CD23 par les Le B, 

favorise la réponse de type Th-2 et empêche la production d'IFN-y par les Le T 

de type Th-1, augmente l'expression de C023 sur les monocytes et l'expression 

de FceRI sur les éosinophiles, facteur de croissance de mastocytes en synergie 

avec I'IL-3, augmente l'adhérence des basophiles aux cellules endothéliales 

favorise la synthèse d'IgE par les Le B, 

facteur de différenciation et de maturation des éosinophiles 

chimioattractant et activateur des éosinophiles 

favorise la synthèse d'IgE par les Le B, 

induit la polarisation vers un profil de type Th-2 

cytokine anti-inflammatoire, inhibe la production d'IgE induite par I'IL-4, 

inhibe la production de cytokines par les Le T de type Th-1 et Th-2 chez 

l'homme, inhibe la production de cytokines par les macrophages (IL-l, IL-10, 

IL-12, et TNF-a.), diminue la production d'IFN-ypar les LeT humains en 

supprimant l'IL-12 par les CMN activées 

IL-(1, 2, 3, 4 , 5, 6, 1 0) : InterLeukine. PAF : Platelet Activating Factor. PG : prostaglandine 

D'après [Cavaillon, 1996]; (Les autres références sont citées dans le texte). 

Sources 
monocytes activés, mastocytes et basophiles, 

cellules de Langerhans, éosinophiles 

Le T, éosinophiles 

cellules T de type ThO, éosinophiles, mastocytes et basophiles 

LeT C04+ de type Th-2 et cos+ de type Tc-2, mastocytes 

(MTc) et basophiles activés, éosinophiles 

LeT Co4+ de type Th-2, LeT cos+ de type Tc-2, 

éosinophiles, mastocytes (MT), basophiles 

LeT C04+ de type Th-2, éosinophiles, mastocytes (MT), 

basophiles, monocytes, macrophages alvéolaires, neutrophiles, 

cellules épithéliales bronchiques!_g(!II11Ies de I,-angerhans 

Le T de type Th-1 et Th-2 chez l'homme, T cog+ de type Tc2, 

Le B, monocytes, macrophages activés, éosinophiles 



Tableau 6b: Cytokines dans la réaction allergique 
(suite) 

Cytokines 

IL-12 

IL-13 

IL-15# 

IL-16# 

IL-18# 

IFN-y 

TGF-{3 

TNF-a# 

GM-CSF 

Fonctions 
inhibe la synthèse d'IgE induite par I'IL-4, stimule la production d'IFN-y par les 

cellules NK et les LeT, favorise une réponse de type Th-len présence d'IL-2, 

inhibe la production d'IL-l 0 et d'IL-4 par des clones T spécifiques d'allergène 

favorise la synthèse d'IgE et d'IgG4 et l'expression de C023 par les Le B, 

induit la prolifération et la différenciation des cellules B, favorise une réponse 

de type Th-2 en diminuant la production d'IL-12 et d'IFN-a mais n'agit pas sur 

les cellules T, augmente l'expression de VCAM-1 sur les cellules endothéliales 

induit la production de MCP-1 et d'IL-S par les monocytes humains, augmente la 

prolifération et la production d'IFN-y par des cellules T C04 + activées 

chimioattractant des cellules T co4+, éosinophiles, monocytes 

induit par l'histamine 

en présence d'IL-12, induit la protuction d'IFN-y par les cellules Tet B activées, 

inhibe la production d'IgE et d'IgG 1 et augmente la production d'IgG2a par les B 

inhibe la synthèse d'IgE induite par l'IL-4 et l'expression de C023, favorise 

une réponse de type Th-1, inhibe le développement d'une réponse de type Th-2 

inhibe l'expression de CD23 par les lignées éosinophiliques et monocytaires, 

inhibe la production d'IL-4 et d'IL-5 

cytokine pro-inflammatoire favorise la contraction des fibres musculaires lisses, 

la sécrétion des métabolites de l'acide arachidonique et l'expression de certaines 

molécules d'adhérence 

induit le recrutement et l'activation des éosinophiles 

Sources cellulaires 

macrophages, cellules dendritiques, NK 

LeT C04+ de type Th-2, éosinophiles, mastocytes et basophiles, 

monocytes 1 macrophages, lignées cellulaires épithéliales et de 

fibroblastes 

LeT C04+ et cos+, mastocytes, éosinophiles, cellules 

épithéliales bronchiques 

macrophages activés, kératinocytes murins, ostéoblastes 

LeT C04+ de type Th-1, et T cos+ de type Te-l, mastocytes 

et basophiles, cellules NK, éosinophiles 

LeT, éosinophiles, plaquettes 

mastocytes et basophiles, monocytes, macrophages alvéolaires, 

neutrophiles, cellules épithéliales bronchiques, cellules de 

Langerhans 

Le T de type ThO, éosinophiles, mastocytes et basophiles, 

monocytes, macrophages alvéolaires, neutrophiles, cellules 

épithéliales bronchiques 

IL-(12, 13, 15, 16, 18): Interleuline. IFN-y: Interféron-gamma. TGF: Transforming Growth Factor. TNF-a: Tumor Necrosis Factor. GM-CSF: Granulocyte Macrophage-Colony Stimulating 

Factor.#: IL-15 [Badolato, 1997; Seder, 1996]; IL-16 [Center, 1996; Laberge, 1996; Lim, 1996]. IL-18 [Yoshimoto, 1997] 

D'après [Cavaillon, 1996]. (Les autres références sont citées dans le texte). 
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11.5.3- Chimiokines 

Les réactions allergiques sont accompagnées par une infiltration tissulaire par 

les éosinophiles, les lymphocytes et les neutrophiles. Elles peuvent causer des dommages 

tissulaires à travers la libération de certains médiateurs cytotoxiques à partir de leurs granules, 

des métabolites oxygénés, des cytokines et des médiateurs lipidiques comme le PAF et la 

L TC4. Le recrutement des cellules inflammatoires au niveau du site inflammatoire implique 

une série d'évènements incluant l'adhésion aux cellules endothéliales, la migration 

transendothéliale et le mouvement chimiotactique suivant. Ces processus sont régulés par la 

libération de certains médiateurs et de cytokines dans lesquelles les chimiokines ont un rôle 

significatif. 

Depuis ces dix dernières années, les chimiokines ont fait l'objet de nombreux 

travaux. Les chimiokines représentent une famille de cytokines chimiotactiques de poids 

moléculaires compris entre 6 et 15 kDa. Leur classification est basée sur une homologie de 

séquence, à savoir la conservation de quatre résidus cystéine (C) formant des ponts disulfures 

à l'intérieur de la molécule, et la position relative de deux de ces résidus. En effet, si les deux 

cystéines sont séparées par un autre acide aminé, la chimiokine appartient à la sous-famille 

des C-X-C chimiokines (appelées chimiokines a) alors que si les deux cystéines sont l'une à 

côté de l'autre, la chimiokine fait partie de la sous-famille des C-C chimiokines (appelées 

chimiokines ~). La différence entre ces deux sous-familles est aussi fonctionnelle puisqu'il 

semble que les membres de la famille des chimiokines a agissent préférentiellement sur les 

neutrophiles et les lymphocytes, alors que l'action des chimiokines ~est plutôt portée sur les 

monocytes et dans certains cas sur les éosinophiles et quelques sous-populations 

lymphocytaires. La découverte de deux nouvelles molécules nommées lymphotactine et 

fractalkine suggère que les chimiokioes peuvent avoir deux sous-familles supplémentaires, 

celle des chimiokines C [Kelner, 1994] et celle des chimiokines CX3C [Bazan, 1997]. La 

lymphotactine a été isolée à partir des cellules pro-T et ne possède que 2 résidus Cystéines. 

Elle est produite par les cellules NK et possède une activité chimiotactique pour les T CDS+ 

ainsi que les cellules NK in vivo [Hedrick, 1997]. La fractalkine possède une activité 

chimioattractante vis-à-vis des lymphocytes et des monocytes et favorise l'adhérence 

leucocytaire à l'endothélium [Bazan, 1997]. 

De nombreuses études ont montré que les chimiokines sont impliquées dans les 

réactions inflammatoires et allergiques, et en particulier dans le recrutement leucocytaire au 

niveau du site inflammatoire. Une de leur propriété consiste à agir en tant que facteurs 
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histamino-libérateurs (HRF). Ces facteurs sont libérés par de nombreux types cellulaires tels 

que les cellules mononucléées, les macrophages pulmonaires, les neutrophiles et les plaquettes 

(revue dans [Kaplan, 1994]. Ils agissent sur les mastocytes et les basophiles en provoquant 

une libération d'histamine. D'un autre côté, les chimiokines peuvent agir comme des facteurs 

inhibiteurs de la libération d'histamine (HRIF) au niveau du basophile [Baggiolini, 1994, 

Kaplan, 1994]. 

Les principales chimiokines participant à ces différentes fonctions sont les suivantes : 

** IL-8 : elle appartient à la sous-famille des chimiokines CXC de type a. 

Cette chimiokine peut être synthétisée par une variété de cellules telles que les lymphocytes 

[Schroder, 1988], les monocytes [Matsushima, 1988], les mastocytes [Müller, 1993], les 

éosinophiles [Braun, 1993]. Elle a des activités chimiotactiques vis-à-vis des neutrophiles 

[Lindley, 1988], des lymphocytes [Larsen, 1989], des basophiles [Leonard, 1991] et des 

éosinophiles [Warringa, 1991]. En addition à ses activités chimiotactiques, l'IL-8 permet la 

libération des enzymes lysosomiales par les neutrophiles, l'augmentation de l'adhérence des 

neutrophiles aux cellules endothéliales. 

Marini et al ont mis en évidence l'implication de l'IL-8 dans les réactions 

allergiques, en démontrant que les cellules épithéliales bronchiques de sujets asthmatiques 

libèrent l'IL-8 [Marini, 1992]. Ceci a été confirmé par d'autres études sur des biopsies 

bronchiques de sujets asthmatiques [Redington, 1993], des liquides de LBA [Yousefi, 1995] 

et dans les sécrétions nasales [Sim, 1995]. De plus, Gosset et al ont démontré qu'après 

stimulation allergénique en cas de rhinite allergique, l'IL-8 est exprimée dans les lavages nasaux, 

mais un anticorps neutralisant anti-IL8 inhibe faiblement l'activité chimiotactique des 

neutrophiles dans les liquides de lavages nasaux suggérant que l'IL-8 agirait en connection avec 

d'autres facteurs chimiotactiques pour le recrutement des neutrophiles [Gosset, 1997]. 

L'influence de l'IL-8 sur la chimiotaxie des éosinophiles reste controversée. Bien que plusieurs 

auteurs ont trouvé que les éosinophiles des sujets atopiques ont une réponse chimiotactique à 

l'IL-8 [Shute, 1994, Shute, 1995, Warringa, 1993], Schroder et al n'ont pas observé cette 

activité [Schroder, 1996]. D'autres études ont démontré que l'administration nasale d'IL-8 à 

des volontaires normaux induit une infiltration de leucocytes dans les muqueuses nasales des 

sujets atopiques et non atopiques notamment des neutrophiles et à moindre degré des 

éosinophiles [Douglass, 1994]. Ceci suggère que l'IL-8 peut induire le recrutement des 

éosinophiles d'une façon indirecte. 
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L'IL-8 est également capable d'inhiber la libération d'histamine des basophiles à 

des faibles concentrations [Kuna, 1991] mais elle est également capable d'induire cette 

libération quand les basophiles sont stimulés par les cytokines et notamment l'IL-3 

[Dahinden, 1989]. L'IL-8 peut inhiber sélectivement la synthèse d'IgE induite par l'IL-4 

[Kimata, 1992]. De plus, elle peut inhiber la synthèse spontanée d'IgE et d'IgG4 par des 

cellules B présentant à leur surface des IgE (IgEs+) et des IgG4 (IgG4s+) chez des sujets 

atopiques, et ceci en inhibant la production endogène d'IL-6 et de TNF [Kimata, 1995]. 

** RANTES : le RANTES est une chimiokine ~ spécifique des cellules T 

mémoires, des monocytes, des éosinophiles et des basophiles [Alam, 1993, Bischoff, 1993, 

Schall, 1990]. Cette chimiokine est produite par les cellules T [Schall, 1988], les plaquettes 

[Kameyoshi, 1992], les cellules endothéliales [Marfaing-Koka, 1995] et les éosinophiles 

[Ying, 1996]. Egalement, le RANTES peut être exprimé par les fibroblastes [Rathanaswami, 

1993], et par les cellules épithéliales bronchiques [Heeger, 1992]. Le RANTES joue un rôle 

majeur dans l'inflammation allergique. Des études effectuées in vitro, ont démontré que le 

RANTES augmente la migration transendothéliale des éosinophiles activées par l'IL-5 

[Ebisawa, 1994]. Il induit l'adhérence des cellules endothéliales à la lignée basophilique 

humaine (KU812) stimulée par l'IL-5 [Bacon, 1994]. In vivo, des études ont permis la mise en 

évidence du RANTES dans les polypes nasaux, dans les liquides de LBA de sujets 

asthmatiques [Alam, 1996, Beek, 1996], en cas de conjonctivite allergique [Chihara, 1995] et 

de dermatite atopique [Schrëder, 1996]. Plus récemment, par la technique d'hybridation in situ 

sur des biopsies cutanées obtenues chez des sujets atopiques, une augmentation d'ARNm 

codant pour le RANTES a été observée 6h après stimulation allergénique [Ying, 1995]. 

Ègalement, des sujets asthmatiques atopiques et non atopiques montrent une augmentation 

d'expression de RANTES au niveau des biopsies bronchiques [Humbert, 1997, Powell, 1996]. 

Les glucocorticoïdes utilisés pour le traitement de l'asthme et de la dermatite atopique 

diminuent la libération de RANTES par les lignées épithéliales [Kwon, 1995, Stellato, 1995] 

ainsi que par les cellules épithéliales bronchiques des sujets asthmatiques[Wang, 1996]. 

En plus de son activité chimiotactique vis-à-vis des basophiles, le RANTES 

joue le rôle d'un HRF [Kuna, 1992b]. Bien que le RANTES soit capable d'induire la libération 

d'histamine, il est, comme l'IL-8, capable d'inhiber cette libération [Alam, 1992] induite par 

d'autres chimiokines telles que le MCP-1 et le RANTES lui-même [Kuna, 1995, Kuna, 

1992b]. Récemment, il a été démontré in vitro, que le RANTES est également impliqué dans la 
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régulation de la synthèse d'IgE et d'IgG4 [Kimata, 1996]. En effet, le RANTES augmente la 

production d'IgE et d'IgG4 par les cellules B présentant à leur surface des IgE (IgEs+) et des 

IgG4 (IgG4s+). Une corrélation entre les taux élevés de RANTES et ceux d'IgE et d'IgG4 a été 

également mise en évidence. 

** Eotaxine 

Chimiokine de type C-C, elle possède des homologies de séquence en acides 

aminés avec le MCP-1 (64,5 %), le MCP-2 (64,5 %) et le MCP-3 (57,7 %). L'éotaxine 

représente le facteur chimiotactique spécifique des éosinophiles aussi bien in vivo qu'in vitro 

[Garcia Zepeda, 1996, Ponath, 1996]. En effet, l'injection intradermique de cette chimiokine à 

des singes entraîne l'infiltration des éosinophiles au niveau du site d'injection. De plus, ils ont 

démontré que la réactivité de l'éotaxine est localisée au niveau de l'épithélium dans des 

biopsies nasales. Donc, l'éotaxine peut être considérée comme un médiateur puissant pour le 

recrutement des éosinophiles au niveau du site inflammatoire dans l'allergie. 

** MCP-1,-2,-3,-4,-5 : Ces chimiokines font partie de la sous-famille des 

chimiokines ~.Elles ont été initialement décrites comme molécules chimioattractantes pour les 

monocytes 1 macrophages. Ultérieurement, il a été démontré qu'elles peuvent exercer des 

effets chimiotactiques sur plusieurs leucocytes. L'activité de MCP-1 est restreinte aux 

monocytes [Leonard, 1991], basophiles [Oppenheim, 1991] et lymphocytes [Carr, 1994], il 

représente le plus puissant facteur chimiotactique et activateur des monocytes [Leonard, 

1991]. Le MCP-1 est produit par les CMN stimulées par la PHA (phytohémagglutinine) et 

l'IL-l [Yoshimura, 1989a, Yoshimura, 1989b] et les monocytes au repos sécrètent 

constitutivement du MCP-1 [Rollins, 1989]. L'activité chimiotactique du MCP-1 s'effectue 

également vis-à-vis des basophiles [Oppenheim, 1991]. Le MCP-1 représente le plus puissant 

facteur libérateur d'histamine des basophiles [Bischoff, 1992, Kuna, 1992a]. 

Dans l'asthme allergique, il a été démontré une augmentation d'expression de MCP-1 au niveau 

des biopsies bronchiques ainsi que dans les liquides de LBA des sujets asthmatiques [Alam, 

1996, Sousa, 1994]. D'un autre côté, les chimiokines MCP-2 et MCP-3 sont chimiotactiques 

vis-à-vis des monocytes, des basophiles et des éosinophiles [Alam, 1994, Carr, 1994, 

Matsushima, 1989, Noso, 1994]. Parmi les chimiokines chimiotactiques vis-à-vis des 

monocytes, seul le MCP-3 est fortement impliqué dans les réactions allergiques. Cette 

chimiokine possède des homologies de séquence en acides aminés avec le MCP-1 et le MCP-2 
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de 71% et 58% respectivement [Opdenakker, 1993]. Elle partage les activités de MCP-1 et de 

RANTES. Comme le MCP-1, le MCP-3 est capable d'induire la libération d'histamine par les 

basophiles, et comme le RANTES, il est chimiotactique pour les basophiles et les 

éosinophiles [Dahinden, 1994]. Le MCP-3 est 15 fois plus puissant que le MCP-2 et 15 fois 

moins puissant que le RANTES dans l'activité chimioattractante vis-à-vis des éosinophiles 

[Van Damme, 1992]. En addition à ces propriétés chimiotactiques, le MCP-3 est capable 

d'activer les basophiles purifiés mais d'une façon plus faible que le MCP-1, ainsi que les 

éosinophiles, il induit une augmentation du calcium intracellulaire, une chimiotaxie, une 

libération d'histamine et de LTC4 [Alam, 1994, Dahinden, 1994], Sun Ying et al ont démontré 

que 6h après stimulation avec l'allergène, une augmentation d'expression d'ARNm codant pour 

le MCP-3 est observée au niveau des biopsies cutanées chez des sujets atopiques [Ying, 

1995]. Egalement, des sujets asthmatiques atopiques et non atopiques montrent une 

augmentation d'expression de MCP-3 au niveau des biopsies bronchiques [Humbert, 1997, 

Powell, 1996]. D'autres populations cellulaires sont capables d'exprimer l'ARNm codant pour 

le MCP-3 comme par exemple les plaquettes et les mastocytes [Kulmburg, 1992, Power, 

1995]. 

Récemment, le MCP-4 a été décrite comme une chimiokine de type C-C. Elle 

présente des similarités de séquence avec les autres chimiokines notamment les MCP et 

l'éotaxine. Avec la même efficacité que le RANTES, le MCP-3 et l'éotaxine, le MCP-4 

possède une activité chimiotactique puissante vis-à-vis des éosinophiles, des lymphocytes et 

des monocytes [U guccioni, 1996]. 

Une autre chimiokine de type CC a été récemment décrite chez la souris, il 

s'agit du MCP-5 qui est chimioattractante pour les monocytes, les lymphocytes et les 

éosinophiles et possède 66 % d'homologie de séquence en acides aminés avec le MCP-1 

[Sarafi, 1997]. Le MCP-5 peut jouer un rôle dans l'inflammation allergique pulmonaire, en 

effet, G.Q. JIA et al ont démontré que la neutralisation de MCP-5 au cours de la réaction 

inflammatoire allergique entraîne une diminution du nombre des éosinophiles recrutés au 

niveau du poumon [Jia, 1996]. 

5.3.1- Rôle des chimiokines dans la polarisation Th-1 1 Th-2 

Très récemment, le rôle possible des chimiokines dans la polarisation 

Th-1/Th-2 a été illustré dans deux études. Dans la première, l'analyse de la réponse des 

cellules T humaines à un antigène bactérien a démontré une corrélation entre l'expression des 
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chimiokines telles le MIP-1a, le MIP-1~, et le RANTES et une réponse de type Th-1 

[Schrum, 1996]. Dans la deuxième étude, Karpus et al se sont plus intéressés au rôle des 

chimiokines telles le MIP-1 a et le MCP-1 dans la régulation de la production des cytokines 

par les cellules Th et ceci chez des souris transgéniques pour le TCR. Ils ont observé que le 

MIP-1a entraîne une augmentation de production d'IFN-y tandis que le MCP-1 celle d'IL-4 

par les cellules T naïves ou stimulées par l'OVA ou l'Ac anti-CD3 [Karpus, 1997]. 

Toutes ces données ont permis de mettre en évidence la contribution de 

ces chimiokines dans la réaction allergique. Deux tableaux récapitulatifs des différentes 

chimiokines de type CC et CXC sont proposés (voir tableaux 7a, 7b). 
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Tableau 7: Classification des chimiokines 

a) Chimiokines de type CXC 

Chimiokines 

/L-8/NAP-1 * 
Fonctions 

chimioattractante et activatrice des neutrophiles, des 

lymphocytes (Le), des basophiles et des éosinophiles 

GROa 1 MGSA * chimioatttactant et activateur des neutrophiles. 

stimule la prolifération des mélanocytes humains, 

augmente la concentration du calcium cytoplasmique 

NAP-2 * 
(CTAP/Jl 1 f3 TG)* 

ENA-78* 

PF4* 

/P-10 * 

chimioattractant et activateur des neutrophiles et des basophiles, 

chimioattractant et activateur des neutrophiles 

chimioattractant des neutrophiles et des fibroblastes 

chimioattractant et activateur des neutrophiles, des monocytes et 

des LeT, initie l'adhérence des LeT aux cellules endothéliales 

Sources cellulaires 

monocytes 1 macrophages, LeT, fibroblastes, neutrophiles, 

éosinophiles, mastocytes, cellules endothéliales, kérainocytes, 

et cellules épithéliales 

monocytes 1 macrophages, LeT, fibroblastes, neutrophiles, 

cellules épithéliales bronchiques, plaquettes, cellules 

endothéliales et cellules des mélanomes et sarcomes 

plaquettes 

cellules épithéliales alvéolaires (A549), plaquettes, monocytes 

et cellules endothéliales 

plaquettes 

monocytes, cellules endothéliales, fibroblastes, kératinocytes, 

et Le T activés 

mig_jj_ -· _ _ _ chi_miQ_attrac:t~p.t ~t et activateur des Le T monocytes 1 macrophages 

* IL-8 1 NAP-1 : interleukin-8/neutrophil activating peptide-!. GRO : granulocyte activating factor . MGSA : melanocyte growth stimulatory activity; CT APIII 1 ~ TG : 
connective tissue activating peptide III 1 ~-thromboglobulin. ENA: epithelial neutrophil activating peptide. PF4: platelet factor. IP-10: interferon y-inducible protein 10. (D'après 
[Teran et Davies, 1996]; [Haskiii, 1990; Geiser, 1993]; [Liao, 1995]). 



Figure 7b : Chimiokines de type CC 

Chimiokines 

RANTES* 

MIP-la* 

MIP-1[3 * 

MCP-1* 

MCP-2 * 
MCP-3 * 

MCP-4 * 

Fonctions 

chimioattractant des lymphocytes (Le) T mémoires, des monocytes, 

et des éosinophiles, chimioattractant et activateur des basophiles, 

induit la libération d'histamine par les basophiles 

chimioattractant des monocytes, des Le T CD8+, des cellules NK, et des 

éosinophiles, libérateur d'histamine à partir des basophiles et des 

éosinophiles, stimule l'adhérence des Le T aux cellules endothéliales, 

Sources cellulaires 

Le T mémoires, monocytes 1 macrophages, plaquettes, 

éosinophiles, fibroblastes, cellules endothéliales, et cellules 

épithéliales bronchiques 

Le T et B, monocytes, fibroblastes, mastocytes 

inhibe la er()li~_ra!!()tl_pré~()~~~e~~~l_ltllessol!~hes hématapoïétiques ____ _ ______ _ 

chimioattractant des monocytes et des LeT CD4+ LeT et B, monocytes, fibroblastes, mastocytes murins 

induit l'adhérence des Le T via les intégrines b aux cellules endothéliales 

chimioattractant des monocytes, des basophiles et des Le, régule monocytes 1 macrophages, fibroblastes, Le T et B, cellules 

l'expression des molécules d'adhérence et la production des cytokines musculaires lisses, cellules endothéliales et épithéliales 

pa!:J~~_I!lo_!!g~)'!~s1 )11~_llit Ja.Ji~éra,tion_~'h!~tal!linepar les basophil~s ·- ----·--·-------

chimioattractant des monocytes, des basophiles et des éosinophiles 

chimioattractant des monocytes, basophiles, lymphocytes, et 

éosinophiles, induit la libération d'histamine par les basophiles 

chimioattractant des monocytes, des LeT et des éosinophiles 

monocytes et cellules d'osteosarcome 

exprimé par les plaquettes, les mastocytes, les cellules 

d'osteosarcome 

exprimée par les cellules endothéliales et épithéliales activées 

MCP-5 * chimioattractant des monocytes, des Le T et des éosinophiles macrophages activés in vivo et in vitro et cellules musculaires 

active la libération d'histamine par les basophiles lisses au niveau du poumon 

MDC * chimioattractant des monocytes, des cellules dendritiques et des NK macrophages 

Eotaxine chimioattractant des éosinophiles in vitro et in vivo cellules épithéliales des polypes nasaux et cellules endothéliales 

Eotaxine-2 chimioattractant des éosinophiles et des basophiles, permet la libération ADNe isolé des monocytes humains activés 

d'histamine et deL TC4 par les basophiles stimulés avec IL-3 

DC-CK1 chimioattractant des lymphocytes T naïfs CD45RA + cellules dendritiques 

HCC-1 active les monocyt~s _ _ _ _ _ _ exprimée par les tissus noflt1_aux et le plasma humain 

* RANTES: regulated on activation-normal T expressed and secretion. MIP-1 :monocyte inflammatory peptide-!. MCP: monocyte chemotactic peptide. MDC: macrophage-derived 
chemokine. D'après [Teran et Davies, 1996]; [Stellano, 1995]; [Garcia-Zepeda, 1996]; [Godiska, 1997]; [Forssmann, 1997], [ Adema, 1997]. 
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5.3.2- Récepteurs des chimiokines 

Les chimiokines exercent leurs fonctions grâce à des récepteurs 

spécifiques et non spécifiques à la surface de certaines populations cellulaires. Ces récepteurs 

sont des glycoprotéines à 7 domaines transmembranaires couplées à la protéine G [Baggiolini, 

1992, Bischoff, 1993, Sozzani, 1991], présents à la surface des leucocytes. Ces récepteurs 

peuvent lier une ou plusieurs chimiokines différentes d'où l'existence des réactions croisées 

entre ces molécules et la difficulté de les classer [Ahuja, 1994, Schall, 1994]. Les interactions 

entre les différentes chimiokines pourraient expliquer 1' augmentation ou la diminution de la 

libération d'histamine par les basophiles [Baggiolini, 1994, Kun a, 1995]. Donc, des 

phénomènes d'auto-désensibilisation ou de désensibilisation croisée de récepteurs de certaines 

chimiokines ont été mis en évidence in vitro. 

Ces récepteurs ont été classés en trois groupes, on distingue les récepteurs a 

des chimiokines CXC qui peuvent être spécifiques ou non spécifiques, les récepteurs 6 des 

chimiokines CC qui sont actuellement considérés comme non spécifiques et enfin les 

récepteurs a6 liant les 2 types de chimiokines a et P [Teran, 1996]. La stimulation des 

leucocytes avec des agonistes chimioattractants entraîne précocément, une augmentation 

rapide et transitoire du calcium intracellulaire. Quand le même récepteur est stimulé une 

deuxième fois, pendant une courte durée en saturant les concentrations d'agonistes, on observe 

une inhibition du passage transitoire du calcium intracellulaire due à la désensibilisation des 

récepteurs [Bischoff, 1992, Bischoff, 1993, Dahinden, 1994, Rot, 1992]. Différents travaux 

expérimentaux ont tenté d'évaluer l'usage des récepteurs par les chimiokines au niveau des 

basophiles et des éosinophiles (Figure 3). Une désensibilisation complète a été trouvée en 

réponse secondaire à la même chimiokine utilisée à forte concentration. Dans ces conditions, 

au niveau des basophiles, le MIP-a et le MCP-1 empêchent uniquement leur propre réponse. 

RANTES inhibe sa propre réponse et celle de MIP-1a. Le MCP-3 désensibilise les 

basophiles à toutes les chimiokines testées. Au niveau des éosinophiles, une désensibilisation 

croisée a été observée entre le RANTES et le MCP-3, le MIP-1a inhibe seulement sa propre 

réponse tandis que le MCP-1 n'a pas d'effet. Les différentes classes de récepteurs et leurs 

sources cellulaires seront détaillées dans le tableau 8. 
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Figure 3: Désensibilisation des basophiles et éosinophiles 
humains par stimulation avec des chimiokines CC. 
Les cellules sont stimulées 2 fois à 90 secondes d'intervalle avec 
une chimiokine différente (50 ou lOOnM). Les rectangles 
représentent le degré de sensibilisation par le second stimulus: 
désensibilisation complète (bleu), partielle (vert) ou inexistante 
(jaune). Les réponses cellulaires ont été évaluées par la mesure 
du [Ca2+]i. (d'après [Baggiolini, 1994]). 



Tableau 8 : Classification des récepteurs des chimiokines et spécificité de leurs ligands (D'après C. Mackay, J Exp Med, 184, 799, 1996; B.A. Premack, 

T.J. Schall, Nat Med, 2, 1996; L. M. Teran et D.E. Davies, Clin Exp Allergy, 26, 1005, 1996) 

Classe Sous-classe Nom actuel Nom ancien Ligands Source ( exeression erédominantel 
a spécifique CXCR 1 IL-8 RA, IL-8 R 1 IL-8 Neutrophiles, cellules NK 

CXCR4 fusine/humstr/lestr SDF-1 * Plusieurs populations cellulaires, et en 

particulier les lymphocytes (Le) Tet B 

non-spécifique CXCR2 IL-8 RB, IL-8 R2 IL-8, GRO-a, ENA-78, NAP-2 Neutrophiles, cellules NK, monocytes 

Aucun HVS-ECR3* NAP-2 ORF ECF3 du virus herpes de saimiri 

CXCR3 Aucun IP-10, Mig T activés 

B non spécifique CCR 1 CC CKR 1 RANTES, MIP-1a, HCC-1, Neutrophiles, monocytes, LeT 

MCP-1, MCP-3 éosinophiles et basophiles 

CCR2A,B MCP-1 RA, 8 ou MCP-1, 2, 3, et 4 Monocytes, LeT, et basophiles 

CKR 2A, B 

CCR3 CKR3 Eotaxine, éotaxine-2, RANTES, Eosinophiles, basophiles, neutrophiles, 

MCP-2, MCP-3, MCP-4 monocytes, et Le CD4+ de type Th-2 

CCR4 CKR 4 ou K5-5R MIP-1 a, HCC-1, MCP-1, et Le B et T, monocytes, plaquettes, et 

RANTES basophiles 

CCR5 CC CKR 5 ou chem RANTES, MIP-1 a, MIP-1 ~ Le T CD4+, monocytes 

Rl3 

US28 CMV * RANTES, MIP-1a, ~, MCP-1 Cellules 293 

aB non-spécifique DARC* IL-8, GROa, NAP-2, MCP-1, Erythrocytes et cellules endothéliales 

RANTES, MIP-1 a 

* US28 CMV : protéine 28 de la séquence unique du cytomégalovirus. ECR : récepteur érythrocytaire des chimiokines. DARC : récepteur identique à l'antigène duffy pour les 

chimiokines. SDF -1 : facteur 1 dérivé des cellules souches hématopoïétiques. 
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III- MECANISMES DE LA 
DESENSIBILISATION SPECIFIQUE 

Parmi les diverses armes thérapeutiques disponibles actuellement pour contrôler les 

maladies allergiques, la désensibilisation spécifique représente l'un des traitements de fond. La 

désensibilisation consiste en l'administration de doses croissantes d'allergène permettant 

d'obtenir un état de tolérance immunologique conduisant à l'obtention d'une tolérance clinique 

vis-à-vis d'une exposition allergénique naturelle. Les extraits allergéniques actuels sont bien 

caractérisés, très purifiés et de hautè qualité. En général, les sujets traités présentent une 

amélioration clinique avec diminution ou disparition des symptômes liés à l'exposition 

allergénique. Encore contestée dans certaines indications, notamment l'asthme [Norman, 

1996], la désensibilisation reste le traitement préventif de choix des accidents allergiques 

généraux sévères dans le cas d'hypersensibilité aux venins d'hyménoptères. La prévalence des 

réactions systémiques allergiques après piqûres d'hyménoptères (guêpe et abeille 

essentiellement) varie de 0,15 à 3,3% dans différentes populations [Charpin, 1992, Settipane, 

1972]. Certaines de ces réactions peuvent être mortelles en raison d'un choc anaphylactique 

sévère. La désensibilisation peut se faire sur un mode conventionnel avec augmentation des 

doses sur une période de 3 à 4 mois à raison d'une injection par semaine jusqu'à une dose 

moyenne d'entretien de 100 flg [Graft, 1996] ou sur le mode accéléré (rush) allant de quelques 

heures à quelques jours [Birnbaum, 1993]. La désensibilisation peut être interrompue en 

général après 5 ans s'il ne reste plus de stigmates de sensibilisation (tests cutanés positifs ou 

présence d'IgE spécifiques contre le venin concerné). 

Par rapport à d'autres pathologies d'hypersensibilité dépendantes de l'IgE, l'ITS au 

venin d'hyménoptères présente des caractéristiques intéressantes. Elle est particulièrement 

efficace [Hunt, 1978], en effet, 96% des sujets désensibilisés sont protégés avec une dose de 

100 flg par mois (100 flg =dose d'entretien correspondant à deux fois la quantité du venin 

injectée lors d'une piqûre). Il s'agit d'une pathologie systémique d'où un accès facile aux 
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cellules périphériques. Enfin, elle est rapide, notamment quand il s'agit du protocole 

d'hyposensibilisation accélérée de type "ultra rush" [Bimbaum, 1993] qui s'effectue en 3h30 

(déjà décrit dans le premier chapitre). En plus, cette thérapie peut être pratiquée à toute 

période de l'année et limite les déplacements des patients. 

111.1- Mécanismes physiopathologiques de la désensibilisation 

spécifique 

Bien qu'introduite en 1911 par Noon [Noon, 1911], la désensibilisation spécifique 

reste toujours fondée sur des données empiriques. Malgré les quelques 85 années de recul, les 

mécanismes d'action de la désensibilisation sont restés relativement obscurs jusque récemment 

où d'autres données ont éclairé sous un jour nouveau les modifications immunologiques 

associées à l'efficacité de ce traitement. Différentes hypothèses ont été suggérées notamment 

humorales et cellulaires. 

111.1.1- Mécanismes humoraux de la désensibilisation 

1.1.1- Les anticorps de classe IgE 

Les manifestations d'hypersensibilité immédiate sont médiées par les anticorps 

de classe IgE qui vont permettre l'interaction de l'allergène avec les mastocytes et les 

basophiles aboutissant à la libération de médiateurs responsables des manifestations cliniques 

immédiates. Très rapidement les auteurs se sont intéressés à l'évolution des IgE au cours de la 

désensibilisation. Dès 1940 l'on savait que la désensibilisation entraînait à long terme une 

diminution de l'activité "réaginique" (l'IgE n'avait pas encore été découverte) [Loveless, 1940] 

du sérum, à l'époque évaluée par la réaction de Prausnitz-Kustner (transfert passif in vivo de 

sérum de sujet allergique). Une atténuation de l'augmentation saisonnière des anticorps 

réaginiques observée en période pollinique avait été également retrouvée chez les sujets 

désensibilisés [Norman, 1968]. L'identification de l'IgE comme principale réagine chez 

l'homme fût rapidement suivie par la mise au point de tests de dosage qui confirmèrent les 

données initiales [Evans, 1976]. De nombreuses études ont alors suivi essayant de corréler 

l'efficacité clinique à cette baisse des IgE, ce qui a été dans l'ensemble assez décevant [Norman, 

1981]. Cependant cette diminution n'intervient qu'à long terme, en effet on a, à l'inverse, une 
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augmentation des IgE spécifiques pendant les premiers mois suivant l'instauration de la 

désensibilisation. S'il existe bien une diminution des IgE spécifiques à long terme, celle-ci est 

toujours postérieure à l'amélioration clinique [McHugh, 1990]. Alternativement il pourrait y 

avoir des changements fonctionnels de l'IgE non reflétés par les concentrations sériques. Une 

seule étude est en faveur de cette hypothèse. Ainsi le relargage d'histamine par les basophiles 

est diminué pendant la phase précoce de la désensibilisation, alors que l'on constate une 

augmentation de l'IgE fixée aux cellules [Malling, 1988]. 

1.1.2- Les anticorps bloquants 

Très vite, il est apparu que le sérum de patients désensibilisés contenait des 

facteurs capables d'inhiber la réaction de Prausnitz-kustner ou le relargage d'histamine induit 

par la stimulation allergénique de leucocytes sensibilisés [Loveless, 1940]. Ainsi, au cours de 

désensibilisations spécifiques réalisées avec plusieurs sources d'allergènes tels que les pollens 

[Starr, 1970, van der Giessen, 1976], les acariens [Leynadier, 1986, Nakagawa, 1987] et les 

venins d'hyménoptères [Golden, 1982, Müller, 1989], une augmentation d'Ac bloquants 

d'isotype G et spécifiques d'allergènes a été mise en évidence. Des Ac bloquants de classe IgA 

ont été également rapportés au niveau de sécrétions nasales de patients désensibilisés aux 

pollens [Platts-Mills, 1976] et au niveau des cellules mononucléées périphériques de sujets 

désensibilisés aux acariens [Sparholt, 1992]. 

Une certaine corrélation avec l'amélioration clinique a surtout été observée dans le cadre de la 

désensibilisation aux venins d'hyménoptères. En effet, sur une cohorte de 109 patients, un 

taux d'IgG spécifiques supérieur à 3 J..Lg/ml était prédictif d'un faible pourcentage de réactions 

systémiques lors d'une piqûre ultérieure (1 ,6 %) alors qu'un taux inférieur était associé avec un 

plus fort pourcentage de réactions systémiques (16%) [Golden, 1992]. Cependant, certaines 

études ne retrouvent pas de corrélation entre le taux d'IgG et la protection vis-à-vis d'une 

piqûre d'insecte [Ewan, 1993, Müller; 1989]. L'importance des sous-classes avait également 

été invoquée avec un rapport IgG 1 1 IgG4 élevé corrélant avec l'efficacité de la 

désensibilisation [Djurup, 1985]. Cependant, d'autres études ont au contraire montré une 

association entre l'augmentation des IgG4 et l'amélioration clinique [Nakagawa, 1987, Tsai, 

1991]. Le mécanisme d'action invoqué était celui de la capture antigénique de Patterson avec 

une compétition sélective entre IgE et IgG spécifiques pour l'allergène. En fait, il a été montré 

récemment chez la souris que les IgG induisent une diminution de l'activation mastocytaire 

dépendante de l'IgE par un mécanisme d'inhibition par l'intermédiaire du récepteur FcyRII 
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[Daëron, 1995b, Takai, 1996]. La co-ligation du FceRI au FcyRII par un ligand multivalent 

rend les mastocytes anergiques. La corrélation entre amélioration des symptômes cliniques et 

taux d'IgG spécifiques reste cependant faible [Bousquet, 1990a]. En pratique courante, le suivi 

clinique des patients sur le taux d'lgG spécifiques est décevant et n'est presque plus utilisé. 

1.1.3- Les Ac anti-idiotypes (AAI) 

Quand un antigène est introduit dans l'organisme, il va activer un réseau 

cellulaire conduisant à la production d'anticorps. Chaque anticorps comporte au niveau de sa 

région variable des idiotypes pouvant eux-même donner lieu à une réponse anticorps (appelés 

AAI de 2ème génération). Lorsque ces anticorps sont dirigés contre le site de reconnaissance 

de l'antigène, ils vont alors former ce que l'on appelle l'image interne de l'antigène et pouvoir se 

fixer en lieu et place de l'antigène au niveau de cellules porteuses d'un récepteur pour cet 

antigène. Il a pu être montré que ces AAI peuvent diminuer la synthèse d'IgE [Blaser, 1981a, 

Stadler, 1992]. Plusieurs études ont évalué l'induction de ces AAI au cours de la 

désensibilisation [Bose, 1986, Castracane, 1988, Hebert, 1990]. La plupart des travaux 

montrent une augmentation de ces anticorps qui est cependant relativement tardive survenant 

entre 6 et 10 mois après le début de la désensibilisation. Certains autres ne retrouvent pas 

d'autoanticorps anti IgE après désensibilisation [Kemeny, 1990]. La corrélation entre la 

présence d'AAI et l'efficacité de la désensibilisation n'est pas établie. 

111.1.2- Mécanismes cellulaires de la désensibilisation 

Comme on l'avait dit précédemment, la réaction d'hypersensibilité immédiate 

dépendante de l'IgE faisant intervenir les mastocytes et les basophiles est souvent suivie d'une 

réaction retardée survenant 6 à 10 heures plus tard. Un afflux de cellules inflammatoires est 

alors observé avec en particulier un recrutement de cellules effectrices telles les éosinophiles et 

les neutrophiles, et de cellules immunorégulatrices que sont les lymphocytes. Les 

lymphocytes T stimulés par l'intermédiaire de leur récepteur à l'antigène vont libérer des 

substances immunomodulatrices capables d'activer les cellules effectrices. Celles-ci vont à leur 

tour libérer un certain nombre de médiateurs qui vont contribuer à la pérennisation de 

l'inflammation et aux dommages tissulaires locaux. 

L'effet de la désensibilisation sur les réactions retardées a été étudié au niveau 

cutané [Fling, 1989, Hamid, 1997, Nish, 1994, Pienkowski, 1985] et au niveau bronchique 

[Van Bever, 1989]. Il a pu être montré dans les deux cas une diminution voire une abolition 
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complète de la réaction retardée après stimulation allergénique dans 2/3 des patients traités. 

Cependant, si la désensibilisation est arrêtée précocément (après un an), la réaction retardée 

revient à son niveau de base d'avant traitement [Van Bever, 1990]. Par ailleurs une diminution 

significative de l'hyperréactivité bronchique non spécifique a été observée chez des patients 

asthmatiques désensibilisés au chat [Hedlin, 1991, Ohman, 1984]. 

L'ensemble des cellules effectrices et régulatrices impliquées dans les réactions IgE

dépendantes ont été évaluées individuellement comme cible potentielle d'action de la 

désensibilisation. 

1.2.1- Les cellules effectrices 

* Les mastocytes et les basophiles 

Porteuses du récepteur de forte affinité pour l'IgE, les mastocytes et les 

basophiles sont les premières cellules à entrer en contact avec l'allergène. Quand l'allergène 

interagit avec les IgE spécifiques liés à la cellule, des substances biologiquement actives telles 

que l'histamine, certaines cytokines, les prostaglandines ou les leucotriènes sont relarguées à 

partir de la membrane phospholipidique et des granules des mastocytes et basophiles. Ces 

substances augmentent la perméabilité vasculaire, la contraction des fibres musculaires lisses 

et le recrutement de cellules inflammatoires. 

L'effet de la désensibilisation sur la réaction immédiate dépendante de 

l'IgE a été évalué au niveau des tests cutanés. Un certain nombre d'études retrouvent une 

baisse de la réactivité cutanée après désensibilisation à des allergènes variés tels que le le poil 

de chat [Ohman, 1984, Van Metre, 1989], le venin d'hyménoptère [Tsicopoulos, 1990a], et les 

pollens de graminées [Bousquet, 1987, Varney, 1993]. Cependant, d'autres études ne 

montrent pas de changements [Jute!, 1995a]. Dans des études effectuées contre placebo, la 

désensibilisation aux pollens induit une diminution des médiateurs d'origine mastocytaire 

recueillis par lavage nasal après test de provocation nasale à l'allergène [Iliopoulos, 1991], 

notamment de la prostaglandine D2, de l'histamine, des dérivés des kinines, de la T AME 

esterase (N-a-p-tosyl-L-arginine methyl ester), parallèlement à l'amélioration du score 

clinique. Ces effets pourraient être liés à la diminution significative du nombre de mastocytes 

au niveau de la muqueuse nasale qui a été observé 3 à 6 mois après désensibilisation [Otsuka, 

1991]. 
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En ce qui concerne les basophiles du sang circulant, les études de l'effet 

de l'ITS sur cette population cellulaire sont plus contradictoires, avec des effets inhibiteurs de 

l'histaminolibération variable selon les études [Mahmood, 1982, Nusslein, 1985]. Dans le cas 

de la désensibilisation spécifique aux venins d'hyménoptères, plusieurs mois après 

administration de la dose de maintenance du venin, il semblerait qu'il y ait une diminution de 

l'histamine totale libérée par les basophiles, peut-être par diminution du nombre des 

basophiles, sans que la désensibilisation n'altère la réactivité du basophile en terme de 

pourcentage d'histaminolibération induit par l'allergène [Bernstein, 1989, Stephan, 1989]. 

Récemment, Jutel et al ont confirmé ces observations en démontrant que l'ITS induirait en 

plus de la diminution de la libération d'histamine totale, une diminution de la production de la 

leucotriène (LTC4) par les basophiles alors que la réactivité des basophiles à un stimulus IgE

dépendant n'est pas affectée par la désensibilisation [Jutel, 1996]. 

* Les neutrophiles et les éosinophiles 

Les neutrophiles et les éosinophiles ont été impliqués dans les réactions 

retardées associées à l'asthme [De Monchy, 1985, Nagy, 1982], et les éosinophiles à la 

sévérité de l'asthme [Bousquet, 1990b]. Les médiateurs éosinophiliques telles que les 

protéines cationiques ont été impliquées dans les dommages épithéliaux [Frigas, 1986]. Les 

éosinophiles sont capables de sécréter un grand nombre de cytokines proinflammatoires 

contribuant à la chronicité de la réaction allergique. 

Dans une étude contre placebo étudiant 28 patients allergiques aux 

acariens, la désensibilisation par le principe actif s'accompagnait d'une diminution de l'activité 

chimioattractante pour les neutrophiles (NCA) des sérums de patients [McHugh, 1989]. Ces 

résultats ont également été retrouvés dans un autre travail chez des patients désensibilisés aux 

pollens de bouleau, où de façon concomitante était retrouvée une abolition de l'activité 

chimiotactique sérique vis-à-vis des éosinophiles lors de la saison pollinique par rapport à un 

groupe non traité [Rak, 1990]. Cette abolition de l'activité chimiotactique pour les 

éosinophiles a été retrouvée aussitôt que 4 semaines après désensibilisation accélérée [Nagata, 

1994]. Là également, la désensibilisation s'accompagne d'une diminution du nombre 

d'éosinophiles lors de la saison pollinique que ce soit au niveau du lavage bronchoalvéolaire 

[Rak, 1991] ou du lavage nasal de sujets traités par rapport à des sujets non traités [Furin, 

1991]. Une étude récente, au niveau des muqueuses nasales de sujets allergiques au pollen de 
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graminées, a démontré que l'ITS inhibe l'infiltration des éosinophiles qui représente une 

caractéristique de la réponse tardive induite par l'allergène spécifique [Durham, 1996]. 

*Les plaquettes 

Les plaquettes sanguines interviennent dans les manifestations 

anaphylactiques et allergiques dépendantes de l'IgE, notamment par le biais du récepteur pour 

l'IgE. Après stimulation par l'allergène, elles relarguent des médiateurs cytotoxiques et des 

métabolites de l'oxygène. Cette activation plaquettaire est dépendante de la dose d'allergène et 

spécifique de cet allergène. Plusieurs travaux effectués dans le laboratoire ont montré une 

diminution de la réactivité plaquettaire induite par l'allergène spécifique au cours de la 

désensibilisation dans le modèle de l'hypersensibilité aux venins d'hyménoptères 

[Tsicopoulos, 1988]. Cette abolition n'est pas spécifique d'allergène parce que, si on 

désensibilise un patient polysensibilisé vis-à-vis du venin d'hyménoptère, on constate une 

abolition de la cytotoxicité plaquettaire également vis-à-vis des autres allergènes [Tsicopoulos, 

19 8 8]. En étudiant les effets de sérums de patients désensibilisés sur les plaquettes de 

patients non traités, un facteur sérique a été retrouvé capable d'inhiber, de façon dépendante 

de la dose, la cytotoxicité plaquettaire dépendante de l'IgE. Ce facteur n'est pas spécifique 

d'allergène et possède les mêmes caractéristiques qu'une lymphokine de 25 kDa, la PASL 

(Platelet Activity Suppressive Lymphokine) décrite par Pancré et al [Pancre, 1986]. Cette 

désactivation plaquettaire n'est pas liée à la présence d'Ac IgG bloquants spécifiques de 

l'allergène [Tsicopoulos, 1989]. Par contre, elle est associée à une diminution de la sensibilité 

des tests cutanés 6 semaines après ITS [Tsicopoulos, 1990a]. Par ailleurs, dans le cadre de 

l'ITS, il a été démontré que les lymphocytes T ens+ produisent un facteur de 25 kDa capable 

d'inhiber les fonctions cytotoxiques plaquettaires [Tsicopoulos, 1990b]. 

D'un autre côté, il a été démontré que des surnageants lymphocytaires 

obtenus chez des sujets désensibilisés et traités par un anticorps anti-TGF-~ perdent leur 

activité inhibitrice de la plaquette. Ce qui suggère que le TGF -~ pourrait être la P ASL, en effet, 

le TGF -~ inhibe de façon dépendante de la dose, la cytotoxicité plaquettaire dépendante de 

l'IgE. 

1.2.2- Les lymphocytes T immunorégulateurs 

La reconnaissance par le récepteur pour l'antigène des lymphocytes T de 

complexes peptide 1 molécules du complexe majeur d'histocompatibilité (CMH) déclenche une 
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série de signaux intracellulaires entraînant la sécrétion par les lymphocytes T de différentes 

cytokines possédant des activités pléiotropes et permettant la différenciation, l'expansion et 

l'activation de diverses populations cellulaires. 

* Diminution de la réactivité lymphocytaire T à l'allergène 

L'interaction de l'antigène avec son récepteur spécifique au mveau du 

lymphocyte T (TCR) va entraîner une expansion clonale de celui-ci. Après désensibilisation 

spécifique vis-à-vis de pneumallergènes ou de venin d'hyménoptère, l'on constate une 

diminution de la prolifération lymphocytaire T spécifique d'allergène, voire une abolition 

complète [Hiratani, 1981, Ledru, 1988, Rocklin, 197 4]. Cette inhibition a été également 

démontrée par Van Bever et al, et ceci 6 mois après ITS à Dermatophagoides pteronyssinus 

(Dpt) chez des enfants asthmatiques. D'une façon intéressante, cette abolition de la 

prolifération persiste même après stimulation des cellules T avec un agent activateur comme 

l'IL-2 [van Bever, 1993]. Cette tolérance lymphocytaire T qui est précoce a été confirmée 

dans une étude récente effectuée par Akdis et al, au niveau des cellules mononucléées de sang 

périphérique des sujets allergiques au venin d'abeille avant et 2 mois après ITS. En effet, ils 

ont démontré après ITS, une suppression de la prolifération lymphocytaire T spécifique des 

épitopes T de la molécule allergénique (la PLA) et pas de changement dans la prolifération 

induite par la toxine tétanique [Akdis, 1996]. Une étude effectuée par Lack et al a confirmé la 

suppression de la prolifération cellulaire T spécifique d'allergène chez des sujets allergiques à 

Dpt et ceci après immunothérapie spécifique de type rush [Lack, 1997]. Cependant, une 

étude effectuée par Cavaillon et al a montré que la prolifération lymphocytaire T ne varie pas 

entre les sujets contrôles et les sujets hyposensibilisés vis-à-vis du Dermatophagoïdes farinae 

(Der fI) avant et 5 à 24 mois après ITS [Cavaillon, 1988]. 

Pour induire une réponse spécifique d'antigène, les lymphocytes T doivent 

recevoir deux signaux de la cellule présentatrice d'antigène (CPA). Le premier consiste en 

l'interaction entre le TCR et l'antigène associé au CMH, le deuxième est constitué par 

l'interaction de cosignaux additionnels entre les deux cellules. Si l'antigène est présenté en 

l'absence de ces signaux costimulateurs une non-réactivité des lymphocytes T spécifique de 

l'antigène est induite, conduisant à un mécanisme de tolérance [Jenkins, 1987]. Un de ces 

signaux est représenté par le couple CD86 1 CD80 : CD28 1 CTLA4 exprimés respectivement 

sur les CPA et les lymphocytes T [Linsley, 1990]. Il a été montré in vitro que la stimulation 

par de fortes doses de peptide d'acarien induit une abolition de la prolifération des 
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lymphocytes T allergène-spécifiques qui est associée à une forte baisse de l'expression de 

CD28 [Lake, 1993]. Dans ce cadre, nous avons recherché une diminution de l'expression de 

CD28 à la surface des cellules T de sujets allergiques après désensibilisation spécifique. Cette 

étude sera détaillée dans le RESULTAT II [Tsicopoulos, 1996]. 

* Les sous-populations lymphocytaire Tau cours de la désensibilisation 

Afin de déterminer le type de sous-population T impliqué, diverses études ont 

étudié les variations de phénotype de surface des lymphocytes T au cours de la 

désensibilisation spécifique. La plupart des études n'ont pas montré de variation du nombre de 

cellules CD4+ ou CDS+ au niveau du sang périphérique ou du lavage broncho-alvéolaire 

[Dominguez, 1983, Lesourd, 1987, Matloff, 1983, Rak, 1993, Tilmant, 1989]. Par contre 

lorsque ces sous-populations sont évaluées sur le plan fonctionnel en terme de prolifération 

spécifique de l'antigène, on note après désensibilisation une diminution de la réactivité des 

CD4+ et inversement une augmentation de la réactivité des CDS+ vis-à-vis de l'allergène 

[Hsieh, 1984]. 

L'association de certains marqueurs de surface cellulaire à une fonction, 

permettant le partage des lymphocytes T en sous-populations jouant un rôle régulateur 

distinct, a permis de mettre en évidence des fluctuations phénotypiques au cours de la 

désensibilisation spécifique. Ainsi, il a été observé une variation inverse de deux sous

populations CD4, avec une augmentation significative des CD4+CD45R+ et une diminution 

concomitante des CD4+CDw29+ [Tilmant, 1989]. Ces modifications apparaissaient 

précocément au 3ème jour de la désensibilisation pour disparaître au bout de 2 semaines. Les 

cellules CD4+CD45+ représentent l'état naïf et ont des effets inhibiteurs sur la réponse 

anticorps et la maturation des cellules effectrices. Quant aux cellules CD4+CDw29+, 

représentatives de l'état ultime de maturation induit par l'antigène, elles ont des effets 

amplificateurs sur la réponse IgE et sur la maturation des cellules effectrices. Donc, les cellules 

T CD4+CD45R+ correspondent à une population ayant une fonction suppressive, tandis que 

les CD4+CDw29+ à une population ayant une fonction helper. 

* Génération de cellules T suppressives 

Dans les années 80, il a été postulé que l'un des mécanismes majeurs de la 

désensibilisation était lié à la génération de cellules T suppressives. La première étude publiée, 

montra qu'après désensibilisation à l'ambrosia des cellules suppressives spécifiques de 
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l'allergène étaient capables d'inhiber la prolifération lymphocytaire allergène spécifique 

[Rocklin, 19SO]. Ces données furent confirmées par Nagaya qui montra que la sous

population suppressive appartenait aux cellules T CDS+ [Nagaya, 19S5]. Les CDS+ ont 

également été impliquées dans l'effet sur la synthèse d'IgE in vitro. En effet la déplétion de 

cellules CDS+ aboutit à une augmentation de la synthèse d'IgE in vitro chez des patients 

désensibilisés à l'ambrosia alors qu'elle n'a aucun effet chez des patients avant traitement 

[Tamir, 19S7]. Un autre exemple est représenté par l'abolition de l'activation plaquettaire 

après désensibilisation au venin d'hyménoptère qui est elle aussi liée à un facteur inhibiteur de 

25 kDa produit par les T CDS+ [Tsicopoulos, 1990b]. Récemment, il a été démontré que le 

nombre des cellules T CDS+ augmente après immunothérapie spécifique chez des sujets 

allergiques à Dpt et notamment un à deux jours après injection de la dose d'entretien [Lack, 

1997]. 

Cette notion de cellules suppressives a été ensuite rejetée par les 

immunologistes qui y voyaient des artefacts de laboratoire. Ce concept est actuellement 

replacé dans le contexte de la polarisation Th-1 1 Th-2, où l'on admet qu'il existe un équilibre 

entre ces deux sous-populations mutuellement inhibitrices l'une de l'autre. 

* Th-1 1 Th-2 et désensibilisation spécifique 

A la lumière de ces travaux, la question qui s'est posée a été la suivante : La 

désensibilisation spécifique pourrait-elle réorienter la réponse Th-2 vers une réponse Th-1? 

Des premières expériences effectuées in vitro ont montré qu'un tel switch pouvait être obtenu 

en stimulant des clones T humains spécifiques de Der p 1 par de fortes doses de peptide. 

Durant l'induction de la tolérance, une augmentation d'IL-4 a été observée alors qu'au moment 

de la phase établie de tolérance, la production d'IFN-y augmente et la production d'IL-4 

diminue [O'Hehir, 1991]. Puis il a été montré que chez des sujets désensibilisés aux pollens de 

graminées, l'injection intradermique de l'allergène modifiait le profil de réponse cutanée avec 

induction d'ARN messager codant pour des cytokines de type Th-1 notamment l'IFN-y et 

l'IL-2 sans modification d'expression d'ARNm codant pour les cytokines de type Th-2 telles 

que l'IL-4 et l'IL-5 par rapport aux biopsies prélevées avant désensibilisation [Varney, 1993]. 

Le même profil d'expression de cytokines est retrouvé au niveau des biopsies nasales obtenues 

24hr après un test de provocation allergénique nasale. En effet, une augmentation significative 

d'expression d'ARNm codant pour l'IFN-y a été observée chez les sujets désensibilisés un an 

après ITS [Durham, 1996]. Une diminution d'Il-4 sécrétée par les lymphocytes T CD4+ 
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circulants a également été rapportée chez des sujets rhinitiques désensibilisés aux graminées 

par rapport à un groupe non traité, mais là sans modification de l'IFN-y. La diminution de l'IL-

4 se fait proportionnellement à la durée de la désensibilisation [Secrist, 1993]. D'un autre côté, 

l'IL-12, une cytokine induisant la différenciation Th-1 [Hsieh, 1993, Manetti, 1993] a 

également été retrouvée au niveau de biopsies cutanées obtenues chez des patients, 4 ans 

après désensibilisation aux pollens. De plus, les cellules qui expriment l'ARNm codant pour 

l'IL-12 corrèlent positivement avec celles exprimant celui codant pour l'IFN -y et inversement 

avec celles exprimant l'ARNm codant pour l'IL-4 [Hamid, 1997]. Enfin, il a été démontré une 

augmentation dans la production de l'IFN -y particulièrement par les cellules T CD4 + au cours 

du protocole rush vis-à-vis de Dpt corrélant avec la réduction de la réactivité cutanée [Lack, 

1997]. 

C'est dans la désensibilisation aux venins d'hyménoptères que les résultats sont 

le plus tranchés. Ainsi, dans 3 travaux concordants dont le notre (voir RESULTAT 1), une 

baisse de la production et de l'expression d'ARN messager codant pour l'IL-4 et l'IL-5 et une 

augmentation de la production et de l'expression d'ARN messager codant pour l'IFN-yont été 

démontrées chez des sujets allergiques au venin d'hyménoptères après ITS par le protocole 

rapide "ultra rush" en 3h 30 [Akoum, 1996, Jutel, 1995b, McHugh, 1995]. De plus, une étude 

très récente montre également une réorientation du profil de type Th-2 vers un profil de type 

Th-1 après ITS au venin de guêpe ou d'abeille par un protocole accéléré. De plus, il a été 

observé une abolition de la prolifération spécifique du venin ainsi qu'une diminution 

d'expression du récepteur d'IL-4, de FcêRII, de CD40 et de CD40L. Par contre une 

augmentation de production et d'expression d'IL-l 0 a été démontrée. L'IL-l 0, une cytokine à 

fonction immunosuppressive pourrait contrôler l'expansion des cellules de type Th-1 parce 

qu'un anticorps neutralisant anti-IL-10 induit une restauration de la prolifération spécifique 

d'allergène et augmente davantage la production d'IFN-y, sans affecter la diminution d'IL-4 

[Bellinghausen, 1997]. 

Bien que l'hypothèse Th-1 1 Th-2 soit séduisante pour expliquer les 

modifications immunologiques induites par la désensibilisation, des études sont nécessaires 

pour les corréler avec l'efficacité clinique. 
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111.2- Divers 

* * Chimiokines et désensibilisation spécifique 

Comme nous l'avons déjà décrit précédemment, les HRF libérés par plusieurs types 

cellulaires tels que les cellules mononucléées, les macrophages alvéolaires, les neutrophiles et 

les plaquettes, agissent sur les mastocytes et les basophiles en provoquant une libération 

d'histamine. Après désensibilisation spécifique, une diminution de la réactivité des basophiles 

et des mastocytes, cellules précocément impliquées dans les réactions allergiques, a été mise 

en évidence entraînant une diminution de la libération des médiateurs tels que l'histamine 

[Jutel, 1996, Mahmood, 1982, Pruzansky, 1968, Wantke, 1993]. L'on sait actuellement que 

ces HRF appartiennent en majorité à la superfamille des chimiokines [Baggiolini, 1994, 

Kaplan, 1994]. Au cours de la désensibilisation, plusieurs études effectuées en double aveugle 

contre placebo ont montré une diminution de la production spontanée et induite par l'allergène 

de ces HRF par les cellules mononucléées du sang circulant pendant la saison pollinique 

[Brunet, 1992, Kuna, 1989]. Une étude récente a démontré que 2 ans après désensibilisation 

d'enfants asthmatiques aux acariens, une diminution spontanée de la production de RANTES 

et de MCP-1 par les CMN et une augmentation de production d'IL-8 sont observées [Hsieh, 

1996]. 

Dans le cas de la désensibilisation aux venins d'hyménoptères, la tolérance clinique 

précoce observée rapidement après les 3h 30 du traitement "ultra rush", suggère des 

processus régulateurs de la réponse immune qui pourraient s'effectuer au niveau des cellules 

effectrices telles que les basophiles. Les chimiokines pourraient donc jouer un rôle important, 

cette étude fait partie de nos travaux et sera détaillée dans les RESULTATS III et IV. 
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-------------Cadre et objectifs--------------

L'ImmunoThérapie Spécifique (ITS) ou désensibilisation consiste en l'administration de 

doses croissantes d'allergène permettant l'obtention d'un état de tolérance immunologique 

conduisant à l'obtention d'une tolérance clinique vis-à-vis d'une exposition allergénique 

naturelle. Largement utilisée depuis le début du siècle, contestée par certains, la 

désensibilisation souffre d'une méconnaissance des mécanismes (humoraux et cellulaires) 

pouvant expliquer la tolérance induite. Diverses modifications ont été observées telles une 

baisse des IgE spécifiques, une augmentation des anticorps IgG bloquants, une baisse de la 

réactivité des cellules effectrices que sont les mastocytes, basophiles et éosinophiles. 

L'intervention de cellules régulatrices lymphocytaires suppressives a également été mise en 

évidence. Aucune de ces modifications, considérée séparément ne permet d'expliquer les 

mécanismes d'action de la désensibilisation. 

Dans le cas de l'hypersensibilité aux venins d'hyménoptères (HSVH), la 

désensibilisation spécifique est le moyen le plus efficace actuellement pour mettre ces 

personnes à l'abri d'un choc anaphylactique potentiellement mortel. Cependant, le mode 

d'action de cette ITS reste mal connu et les différentes hypothèses proposées ne sont pas 

corrélées avec l'amélioration clinique. 

Depuis plusieurs années, des travaux antérieurs ont été menés dans notre laboratoire sur 

l'ITS accélérée dans le modèle de l'HSVH. En effet, on observe au cours de ce processus une 

réduction significative de l'activité plaquettaire dépendante de l'allergène liée à la présence d'un 

facteur inhibiteur lymphocytaire T. 

Le travail de recherche qui a été mené lors de la thèse s'inscrit dans la poursuite de 

l'exploration des hypothèses tendant à expliquer les mécanismes cellulaires et moléculaires 

impliqués dans l'efficacité de la désensibilisation spécifique au venin d'hyménoptères. Nous 

avons étudié : 

1- le profil de cytokines de type Th-1 (IFN-y) et Th-2 (IL-4) chez les sujets 

allergiques aux venins, parallèlement à l'étude de la prolifération lymphocytaire T spécifique 
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de l'Ag. D'un autre côté, l'expression de CD28 à la surface des cellules T CD4+ et CD8+ a été 

également étudiée dans le but d'évaluer une possible corrélation avec la prolifération 

lymphocytaire T. 

2- les modifications précoces de production et d'expression de chimiokines (IL-8, 

MCP-1, RANTES) par les CMN de sujets allergiques au cours de l'ITS spécifique au venin. 

Dans la poursuite de ces travaux, l'effet du RANTES et du MCP-3 sur l'histaminolibération 

basophilique a été appréhendé. 

3- la régulation de la synthèse des Ac d'isotype E au cours de l'ITS spécifique, en 

analysant notamment l'expression des transcrits stériles (gE) et productifs (pE) pour l'IgE ainsi 

que celle des cytokines régulatrices de la synthèse d'IgE (IL-4, IL-13) et la production d'IL-13. 
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ARTICLE 1 

PROFIL DES CYTOKINES AU COURS DEL 'IMMUNOTHERAPIE 

SPECIFIQUE AUX VENINS D'HYMENOPTERES 

Ce travail a fait l'objet d'une publication parue dans Immunology (1996, 87: 593) et 

insérée ci -après. 

L'ImmunoThérapie Spécifique (ITS) ou désensibilisation des sujets présentant une 

hypersensibilité au venin d'hyménoptère (HSVH) est le moyen le plus efficace actuellement 

pour mettre ces personnes à l'abri d'un choc anaphylactique potentiellement mortel. 

Cependant, le mode d'action de l'ITS reste mal connu, de nombreuses hypothèses humorales 

et cellulaires ont été proposées mais aucune de ces hypothèses ne corrèle avec l'amélioration 

clinique. Notre travail de thèse s'inscrit dans l'exploration des hypothèses tendant à expliquer 

les mécanismes cellulaires et moléculaires impliqués dans l'efficacité de la désensibilisation 

spécifique au venin d'hyménoptères. 

Il est maintenant bien connu que lors des réactions allergiques, un profil préférentiel de 

type Th-2 est observé avec en particulier une production d'IL-4 impliquée dans la synthèse 

d'IgE et d'IL-5 intervenant dans la différenciation des éosinophiles par opposition au profil 

Th-1 où une synthèse d'IL-2 et d'IFN-y est retrouvée. La question posée était de savoir si 

l'efficacité de l'ITS aux venins d'hyménoptères, pouvait être liée à un changement de l'équilibre 

Th-1 1 Th-2 avec une évolution d'un profil de type Th-2 vers Th-1. Ainsi, dans le but 

d'évaluer l'influence de l'ITS, réalisée selon la technique ultrarapide (rush), sur le profil T 

helper (Th-1 et Th-2), nous avons étudié la production et l'expression de l'IL-4 (cytokine de 

type Th-2) et de l'IFN-y (cytokine de type Th-1) par les lymphocytes T purifiés à partir du 

sang périphérique de 12 patients sensibles au venin d'hyménoptère, avant (à JO) et après 

traitement au venin (à 115 et J90). 7 sujets contrôles ont été inclus dans l'étude. La 

prolifération des cellules T spécifiques d'antigène a été également étudiée. La production (par 

ELISA) et l'expression (par Hybridation in situ) de ces cytokines ont été évaluées au niveau 
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des lymphocytes T, après 24h de culture, soit avec le milieu, soit avec le venin, soit avec un 

Ag non spécifique. 

En terme de prolifération, on observe très rapidement (à J15 correspondant au premier 

rappel) une abolition de la réactivité spécifique d'antigène des lymphocytes T (Figure 1, 

ARTICLE 1). La production et l'expression d'ARNm pour l'IL-4 par les cellules T stimulées 

diminue à partir de J15 pour être minimale à J90 (Figure 2, ARTICLE 1). Par contre pour 

l'IFN-y on observe à l'inverse une augmentation de la production et de l'expression spontanée 

de cette cytokine, mais seulement à J90 après le rush (Figure 3, ARTICLE 1). De plus, 

l'abolition précoce de la prolifération spécifique de l'Ag ne corrèle pas avec l'augmentation 

tardive de l'IFN-y. 

L'ensemble de ces résultats suggèrent que l'induction de la tolérance 

spécifique à l'Ag est associée, mais non exclusivement liée, à la correction du 

déséquilibre Th-1 1 Th-2. Au total, une inversion du profil des cytokines est 

observée après désensibilisation accélérée, mais qui se produit après abolition de 

la réactivité lymphocytaire T vis-à-vis de l'allergène, suggérant l'intervention 

d'autres mécanismes dans l'induction de la tolérance précoce. 
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ARTICLE 1 

Venom immunotherapy modulates interleukin-4 and interferon-y messenger 
RN A expression of peripheral T lymphocytes 

H. AKOUM,* A. TSICOPOULOS,*t H. VORNG,* B. WALLAERT,*t J. P. DESSAINT,t M. JOSEPH,* 
Q. HAM ID§ & A. B. TONNEL*t *Unité INSERM U416, Institut Pasteur de Lille. tService de 

PneumolmmunoAllergologie, Hôpital Calmette, Lille, tService d'Immunologie, Centre Hospitalier Regional Universitaire. Lille. 
France, §MacGill University, Meakins Christie Laboratories Montreal, Quebec, Canada 

SUMMARY 

The mechanism by which specifie immunotherapy exerts its beneficiai effect remains unclear. In 
order to evalua te the influence ofvenom immunotherapy on the T-cell cytokine pattern of allergie 
reactions, wc studied interleukin-4 (IL-4) and interferon-y (IFN-y) mRNA expression of 
peripheral T lymphocytes from 12 patients undergoing rush venom desensitization, before 
treatment at Day 0 (DO), at Day 15 (D 15) and Day 90 (D90) after treatment, and from seven 
controls. Antigen-specific T-cell proliferation was also determined. Cytokine mRNA expression 
was evaluated using in situ hybridization, 24 hr after culture of peripheral T cells with medium, 
venom, or an unrelated allergen. Allergen-induced T -cell proliferation decreased at D 15 and 090 
of rush immunotherapy (P:::;; 0·02). In venom-stimulated cultures of the patient group, there was a 
decrease in IL-4 mRNA-positive cells at DIS and D90 (P:::;; 0·001). Before desensitization, IFN-y 
mRNA expression was lower in patients than in controls and did not increase after in vitro allergcn 
stimulation. In contrast, after immunotherapy, spontaneous IFN-y mRNA expression increased, 
but only at 090 (P:::;; 0·001). The cytokine pattern observed at D90 after immunotherapy was 
similar to that observed in control subjects. In conclusion, vcnom immunotherapy induced an 
altered cytokine mRNA pattern in allergen-stimulated T cells which was dissociated from the carly 
changes of allergen-induced T-cell responsiveness. 

INTRODUCTION 

Specifie immunotherapy has been used for years on empirical 
bases. In the last decade, double-blind placebo-controlled 
studies have shown the efficacy of this form of treatment in 
somc types of allergie reactions. This is the case for 
Hymenoptera venom immunotherapy where the protection 
achieved in allergie patients is around 96%. 1 However, the 
mechanism by which immunotherapy exerts its beneficiai effect 
remains unclear. Different hypotheses have been formulated 
including humoral and cellular mechanisms (reviewed in ref. 2 
and 3) but none of them has been undoubtedly correlated with 
the efficacy of immunotherapy. More recently, in allergie 
reactions, severa! groups of au thors have reported a predomi
nant T helper ccli type 2 (Th2)-type pattern [interleukin-4 
(IL-4) and IL-5 production and mRNA expression] at the leve! 
of peripheral T-cell clones and tissues4

-
7 whereas the Thl-type 

pattern [IL-2 and interferon-y (IFN-y)] was predominantly 
observed in delayed-type hypersensitivity reactions.8

-
10 Indeed, 

Rcceivcd 28 August 1995; revised 1 November 1995; acccpted 26 
November 1995. 

Abbrcviations: DO, Day 0; D15, Day 15; D90, Day 90; IL, 
interleukin; IFN-y, interferon-y; mRNA, mcssenger RNA. 

Correspondence: Dr A. Tsicopoulos, Unité INSERM U416, 
Institut Pasteur de Lille, BP 245, 59019 Lille cedex, France. 
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Th2-type cytokines are potent inducers of IgE synthesis and of 
the differentiation and activation of FceRI-bearing cells impli
cated in IgE-dependent anaphylactic reactions. One hypothesis 
regarding the effect ofimmunotherapy is that hyposensitization 
might alter the cytokine profile observed in allergie reactions by 
down-regulating Th2-type cytokines and/or increasing Th!
type cytokines. Hitherto, two studies have been published on 
this tapie and have shown different results. One found that 
grass pollen immunotherapy in allergie rhinitis induced IL-2 
and IFN-y mRNA expression in allcrgen-clicitcd latc-phase 
cutaneous responses, without changes in IL-4 and IL-5 mRNA 
expression. 11 Using the same immunotherapy mode!, the other 
study showed a decrease in IL-4 production by peripheral 
CD4 + T cells, but no significant changes in IL-2 and IFN-y 
secretion. 12 In order to evalua te the influence ofimmunotherapy 
on the cytokine pattern of allergie reactions wc studied the effect 
of a well-cstablished mode! of protection, i.e. venom immuno
therapy, on the IL-4 (Th2-type cytokine) and IFN-y (Thl-type 
cytokine) mRNA expression by peripheral T cells purified from 
patients undergoing rush venom hyposensitization. 

MATERIALS AND METHODS 

Subjects 
Twelve patients (age 19-63 years) and seven contrais (age 16-
62 years) were included in the study. Ali patients had a history 
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Table l. Patients and control subjccts charactcristics 

Age Clinical Skin test 
Don or (years) Se x Atopy score* reactivityt RASTt 

Patients 28 F 2 10-1 

2 49 F + 2 10 ~ 2 2 
3 48 F 3 10-3 3 
4 23 M + 2 w-2 2 
5 41 F 5 10-1 

6 36 M 4 10-1 1 
7 63 M 3 10-3 2 
8 30 F 5 10-1 2 
9 55 F 3 10-2 2 

10 19 M + 4 10-3 3 
Il 34 F 3 10-1 2 
12 46 M + 3 10-2 3 

/ 
Controls 1 62 F 0 0 

2 16 M + 0 0 
3 50 M 0 0 
4 16 F + 0 0 
5 20 M 0 0 
6 40 F 0 0 
7 62 M 0 0 

*The clinical reactions were classified as follows: (0) local reaction; ( 1) large local reaction; 
(2) slight general reaction; (3) general reaction: any of the above plus two of the following: 
angioncurotic oedema, constriction ofchest, abdominal pain, nausea, vomi ting, diarrhoea; (4) 
severe general reaction: any of the above plus two of the following: dyspnoea, dysphagia, 
hoarseness; (5) shock reaction with fall in blood pressure and/or unconsciousness. 

t Venom concentration giving a positive skin test (wh cal;,. 5 mm). 
t Specifie IgE are expressed as RAST score 0-4. 

of systemic anaphylactic reactions after Hymenoptera stings, 
positive intradermal tests and radioallergosorbent tests 
(RAST). Eleven were sensitive to Vespula germanica and one 
to Apis mel/ifica. Control subjects had ali been stung by 
Hymenoptera, but experienced only normal reactions and had 
negative venom skin tests and RAST. Table 1 presents the 
main characteristics of the subjects. Clinical reactions were 
classified according to Mueller classification. 13 

11111111/!lotherapy regimen 
The method used for treatment was the ultrarush method as 
described by Birnbaum et a/. 14 Briefty, at day 0, increasing 
doses of vcnom wcrc injected evcry 30 min for 3 hr 30 min to 
reach a final dose of 40 jJ.g (cumulative dose, 100 Jl.g). At day 15, 
and every mon th afterwards 100 jJ.g of venom were injected 
subcutaneously. Rush immunotherapy was weil tolerated in the 
12 patients, with only local reactions. 

A/lergens, antibodies and mitogens 
Venom allergens were purchased from Dome Hollister Stier 
Laboratories (Elkhart, IN). The same aliquoted batches of 
vcnoms were uscd throughout the study. Grass pollen and house 
dust mite allergens were supplied by Laboratoire des Staller
gènes (Fresnes, France) and were used as unrelated allergens 
according to the results of the skin prick tests. Fluorescein 
isothiocyanate (FITC)-conjugated anti-CD3 monoclonal anti
bodies (mAb) and anti-CD14 mAb were purchased from 
Becton Dickinson (San Jose, CA), phytohaemagglutinin (PHA) 

from Difco (Detroit, MI) and tetanus toxoid was a kind gift 
from A. Tartar (Institut Pasteur de Lille). 

IgE levels 
Total serum IgE and specifie IgE antibody (AlaSTAT, Behring 
Diagnostic, Rueil-Malmaison, France) were measured succes
sively at day 0 (DO), day 15 (D 15) and day 90 (D90) of the 
immunotherapy protocol. 

Preparation of T cells 
Venous blood was collected on calcium heparinate (Choay, 
France) at DO, D 15 and D90 of the rush protocol. Blood 
samples were collected bcfore the venom injections. The 
blood was diluted with an equal volume ofO·Ol M phosphate
buffered saline (PBS) and layered over Ficoli-Hypaque 
gradient (Pharmacia, Uppsala, Sweden). After centrifu
gation, peripheral blood mononuclear cells (PBMC) were 
harvested and washed three times in PBS. T cells were 
purified by E-rosetting PBMC with AET-treated sheep red 
blood cells (SRBC). Rosetting was carried out at 4° for 1 hr 
using 1 ml of SRBC for 4 x 106 PBMC/ml. After roset ting, 
the cells were resuspended, layered over Ficoli-Hypaque, 
and centrifuged for 35 min. The SRBC-T-cell pellet was 
collected and washed. SRBC were lysed using hypotonie 
sodium chloride, and the resulting T cells were washed 
twice. Purity of the T-cell population was assessed by cyto
ftuorometry using FITC-conjugated CD3 antibody. PUrity 
was 82 ± 3·6% CD3 + cells. The contamina ting cells were 

(t;) 1996 Blackwcll Science Ltd, Immwwlogy, 87, 593-598 



Venom immunotherapy and T-cell cytokine pattems 595 

mainly monocytes as determined by Giemsa staining and 
fluorcsccnce-activated cel! sorter (FACS) analysis, and allowed 
antigen presentation to T cells. There was no basophil 
contamination. 

Pro!(jàation assays 
Enriched T cclls ( l 05 cellsjwell) were incubated at 37° in 96-well 
flat-bottomed microculture plates (Nunc, Roskilde, Denmark) 
in 5% COz, in the presence of optimal venom concentration 
( l ngjml), an unrelated allergen (grass pollen or ho use dust mite), 
PHA (l/1000), tctanus toxoid (l pg/ml) and medium. The 
optimal vcnom concentration was dctcrmined in prcliminary 
cxperimcnts by performing dose-rcsponses. We chose the 
venom concentration which gave optimal proliferation as 
evidenced by comparison with control subjects (i.e. l ng/ml). 
Cells wcrc cultured in cndotoxin-frce RPMI-1640 supplemcnted 
with 2 mM glutamine, penicillin, streptomycin, sodium pyruvate, 
5 x lü- 5 M /1-mcrcaptoethanol and 5% autologous serum. After 
5 da ys of incubation, cells were pulsed with fHJthymidine 
(fHJTdR) (0·5 pCi/well) for 18 hr bef ore harvesting. Prolifer
ation as correlated with ['H]TdR incorporation was measured by 
liquid scintillation spectrometry. Triplicate values for each assay 
were general! y within 20% of the SEM. Results were expressed 
as stimulation index (SI) (mean c.p.m. value of stimulated 
cultures/mean c.p.m. value of unstimulated cultures). 

Ccl/ cultures and in situ h)!bridi:ation 
T cells (2 x 106/ml) wcre .incubatcd with venom, an unrelatcd 
allcrgen and medium, as described above. Cel! viability was 
greater than 96% as evaluated by trypan blue exclusion test. 
Aftcr 24-hr culture cells were cytocentrifuged on poly-L-lysine
coated RNAase-free slides and immediately fixcd in 4% 
paraformaldehyde and thcn washcd in 15% PBS/sucrose. 
Slides were stored with silica gel at -80° un til used. 

ln situ hybridization was performed as previously 
described. 15

•
16 Briefly, cytospins were hybridized with 35S

labelled riboprobes (l x l 06 c.p.m. per section) in hybridization 
buffer containing 50 mM dithiothreitol (DIT; Promega, Madi
son, Wl). Cytospins wcrc hybridizcd ovcrnight at 50° and 
washed in high stringency conditions (50°, 0·1 x SSC). A 
peripheral blood T-lymphocyte clone obtained from a patient 
with the hyper IgE syndrome, which expressed mRNA for IL-4 
was used as a positive control. PHA-stimulated blood mono
nuclear cells were used as I FN-y + con trois. For negative 
controls, cytospins were hybridized using sense probes for the 
relevant cytokines. Additional cytospins were treated with 
RNAase-A bcfore the prchybridization step with antisense 
probes. Specifie hybridization was recognized as clear dense 
deposits of silver grains in the emulsion overlying cells in the 
cytospin preparations. Cells were identified as dense, discrete, 
wcll-circumscribed a reas of silver grains. When hybridized cells 
were in close proximity, their numbers were determined by 
visualizing the number of individual nuclei, using dark field 
illumination. Cytospins corresponding to different time-points 
of the rush, for a given patient, were processed ali together for 
cach probe. The cclls cxpressing mRNA for cach lymphokine 
wcre enumerated using an eyepiece graticule. Slides were 
counted blind. For each condition, at !east three cytospins 
wcre hybridizcd with the probes. Results were expressed as the 
number of positive ecUs per 1000 cells. The within-observer 
cocHicicnt of variation was < 5%. 

© 1996 Blackwell Science Ltd, Jmmuno/ogy, 87, 593-598 

Statistica/ analysis 
Rcsults were expressed as mean ± SEM. Comparisons bctween 
results obtained for a single subject in different conditions of 
stimulation at one particular timc point werc performed using 
paired !-tests. Comparisons between results observcd in the 
control group and the patient group studicd before immuno
therapy were performed using unpaired /-tests. Finally, 
comparisons within results obtaincd at ditferent time-points 
for a partieular type of stimulation were donc using one-way 
analysis of variance. Statistical analysis was performed by using 
the computer program StatView. 

RESULTS 

Modulation of IgE production 

Total and venom-specific IgE were measured in serum obtained 
from the patients at DO, D 15 and 090, and from the con trois. 
and were expressed as KUI/L and RAST units respectively. 
Total IgE levels wc re 298 ± 129 at DO, 262· 3 ± 99·6 at D 15, 
and 243·7 ± 116·3 KUI/L at D90, and 222·8 ± 92·8 in the 
controls. There was no statistical difference betwecn the 
different lime-points in the patients, and between the controls 
and the patients at DO. Venom-specific IgE increascd at D 15 
(7·09 ± 1·9 RAST units) compared with DO (3·14 ± 0·8 RAST 
units) (P ~ 0·04) and was 6·1 ± 2·5 RAST units at D90. 

Abolition of venom-specifie T -lymphocyte proliferation aftcr 
rush immunotherapy 

We chose to study T cells rather than total mononuclear ecUs, 
because in a previous study, we showed that enriched T cells 
gave better results in terms of venom-induced proliferation 
than total mononuclear cells. 17 Who le venom was used sincc 
the majority of the patients were sensitive to yellow jacket 
venom which does not contain one major allergen like bee 
venom but severa! allergenic components recognized differently 
according to the patients. In order to determine the optimal 
vcnom dose for T-ccll proliferation, dose-responses werc 
performed in patients and controls. A biphasic curve was 
observed in the patients with a peak at 1 ng/ml and a second 
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Figure 1. Evolution of anligcn-induccd T-ccll proliferation in patients 
undergoing rush vcnom immunotherapy comparcd with controls. 
Rcsults are expressed as mean Stimulation index (mean c.p.m. value of 
stimulated cultures/mean c.p.m. values of unstimulated cultures) ± 
SEM. 
* P::;:; 0·05 at DO (paired /-lest). 
** P::;:; 0·02 within DO D 15 D90 (one way analysis of variance). 
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Figure 2. IL-4 mRNA expression by enriched T lymphocytes from 
patients undcrgoing rush vcnom immunotherapy compared with 
con trois. Results are expressed as number of positive cells per 1000. 
* P ~ 0·0 1 at DO (paired !-test). 
** P ~ 0·001 within DO DIS D90 (one way analysis of variance). 

increase at 1 {lg/ml. Since we observed sorne proliferation at 
1 ;Lg/ml venom dose in a few control subjects, we chose the 
1 ng/ml dose. Unrelated allergens were defined as giving a 
negative skin prick test. Venom-stimu!ated T lymphocytes from 
the control group as weil as unrelated allergen-stimulated T 
lymphocytes from the patient group showed only background 
proliferation (Fig. 1 ). On the other hand, at DO of rush 
immunotherapy, vcnom-stimulated T lymphocytes from aller
gie patients showed enhanced proliferation compared with 
unrelated allergen-stimulated T cells (P ~ O·OS). At DIS and 
D90, allergen-specific T-cell proliferation was totally abolished 
with low doses ofvenom (Fig. 1). Analysis of variance showed 
significant differences within the different time points for 
venom-specific T-cell proliferation (P ~ 0·02). The positive 
controls used for T-cell proliferation were PHA and tetanus 
toxoid stimulation. There were no statistical differences within 
the observed proliferations at the different time-points of the 
rush (For PHA DO, 31·88 ± 12·7; DIS, 30·24 ± 13·S4; D90, 
2S·72 ± 13 x 103 c.p.m.; for tetanus toxoid DO, 6·48 ± 1·9; 
D !S, 5·85 ± 2·2; D90, 5·64 ± 1·7 x 103 c.p.m.). 

Modulation of IL-4 mRNA expression during immunotherapy 

In the control group, IL-4 mRNA expression after venom 
stimulation was at the background leve!, similar to that of non 
stimulated T cells (Fig. 2). 

In the patient group, at DO, IL-4 mRNA expression was at 
baseline levels after culture with medium only, and after 
unrclated allergen stimulation. On the other hand,stimulation 
with the !ow venom dose used induced significant increases in 
IL-4 production mRNA expression (P,;:; 0·01). After the initia
tion of rush immunotherapy, in non-stimulated conditions, no 
significant variation of the spontaneous IL-4 mRNA expres
sion was observed. After specifie venom stimulation, there was 
a significant decrease in the number of positive cells at DIS and 
D90 compared with DO (P ~ 0·001). 

lncrease in IFN-y mRNA expression during immunotherapy 

At baseline, IFN-y mRNA expression was higher in cells from 
controls than from patients at DO (P ~ 0·001) (Fig. 3). 
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Figure 3. IFN-y mRNA expression by enriched T lymphocytes from 
patients undergoing rush vcnom immunotherapy compared with 
con trois. Results are expressed as number of positive cells per 1000. 
•• P ~ 0·001 within DO DIS D90 (one way analysis of variance). 

Whatever the group or the time-point, the stimulation of T 
cells with the specifie venom at low concentration did not 
induce increased IFN-1• mRNA expression, as comparcd with 
baseline. In non-stimulated conditions the re was no I FN-y 
modification at D 15 in terms of mRNA expression. However, 
at D90, an increase in spontaneous IFN-y mRNA expression 
was observed which reachcd the leve! observed in the control 
group. The difference within the di!Terent time-points for 
spontaneous IFN-y mRNA expression was statistically sig
nificant (P ~ 0·001). After venom stimulation, a similar 
significant increase in the number of IFN-y mRNA-positive 
ce lis was observed within the different time-points (P,;:; 0·00 1 ). 

DISCUSSION 

T-cell modifications induced by immunotherapy have been 
described as early as the 1970s. Reduction of antigen-specific 
proliferation was the first to be specified 18 and si nec, has been 
confirmed in other studies. 17

•
19

-
21 In this study we also 

observed thal venom immunotherapy abolished antigen
specific T-cell proliferation. The striking point was that this 
effect was observed earl y at D 15 of the rush, th us correlating 
with the efficacy of rush venom immunotherapy which is rapid, 
since patients can tolera te high doses ofvenom at the end of the 
rush. This clinical tolerance was therefore reflected at the leve! 
of T cells which became very quickly unresponsive to the 
specifie antigen, at !east at the low dose of venom th at we used. 
The fact that a low dose of antigen was able to induce T-cell 
proliferation is probably related to the presence of monocytes 
as antigen-presenting cells, which have been recently shown to 
favour allergen-specific T-cell proliferation as compared with B 
cells, even at low allergen concentration. Low allergen concen
trations have also been shown to be more efficient in triggering 
IL-4 mRNA expression and synthesis than high doses of 
allergen.22 

T cells, through secretion of lymphokines, are potent 
cells that regulate specifie and non-specifie immune responses. 
For instance, IL-4 and IFN-y reciprocally antagonize the 
actions of each other on B cells, in particular at the leve! of 
IgE synthcsis,23 and cach inhibits the dilfcrcntiation of naïve 
T cells into secretors of the other cytokine. 24

•
25 Thus, in many 

experimental systems, cytokines serve as potent down
modulators of lymphocyte differentiation and activation, with 
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Venom immunotherapy and T-cell cytokine patterns 597 

IL-4 exerting an inhibitory effect on Thl-Iike responses, and 
IFN-y doing the same to Th2-like responses. These obser
vations raise the possibility that cytokine regulation plays a 
role in antigen-specific tolerance in vivo. However, in the case 
ofvenom immunotherapy, the changes observed in IFN-y and 
IL-4 mRNA expression were not concomitant to the carly 
lymphocyte unresponsiveness, ruling out a role for these 
cytokines in this event. An increase in spontaneous IFN-y 
mRNA expression was observed at D90 but not at Dl5. 
This increase was also observed in sorne patients studied at 
D45 (data not shown). The expression of IFN-y obtained at 
D90 was similar to that of con trois, suggesting that venom
allcrgic patients had at baseline a defect in IFN-y, as has been 
previously reported in atopic patients.26

-
28 Moreover, among 

the controls, two were atopic and exhibited higher IL-4 and 
lower IFN-)• mRNA expression than the non-atopic con
trois. Among venom-sensitive patients, there was no differ
ence whether they wcre atopic or not. The delayed IFN-y 
elevation does not preclude the intervention, at an earlier 
stage, of other cytokines known to trigger IFN-y, like IL-12, 
which is a iso able to inhibit the development of IL-4-producing 
T cells.29 

Mcssenger RNA is not equivalent to protein translation, 
and indeed we first mcasured by ELISA, cytokine production 
in the culture supernatants harvested at the same time as 
cell recovering. However, owing to a wide variability between 
patients and to the low levels of IL-4 which could be detected, 
results were dilficult to interpret. We therefore chose to use a 
more sensitive method of detection, i.e. in situ hybridization. 
looking at the gene Ievel. It is of note that in a recent 
study, using a culture system allowing the amplification of 
allergen-specific T cells, decreases in IL-4 and increases in 
lFN-1• have been confirmed at the protein leve! in allergen
stimulated mononuclear cells during bee venom immuno
therapy.30 

Our study did not address the exact cell origin of the 
cytokine production. Although we used enriched T cells, we 
did not separa te CD4 + from CDS+ ce lis and it is known that 
IFN-)' and IL-4 can be produced by both sub-populations31

•
32 

and by natural killer cells. CDS+ cclls have been involved in 
the mechanisms of immunotherapy. During hyposensitization, 
they have bcen shown to suppress antigen-specific T-cell 
proliferation,33 antigen-specific platelet reactivity,34 and in 
vitro IgE synthesis. 35 It is therefore of interest that, in the 
study that did not find changes in IFN-y after immunotherapy, 
T cc lis bad been depleted in CDS+ ce lis 12 and that in the other 
study whcre there was an increase in IFN-y, CDS+ cell counts 
were elevated. 11 

After rush immunotherapy, the rapid induction of antigen 
unresponsiveness in tenns of T-cell proliferation was the only 
parameter associated with the establishment of the clinical 
tolerance. Albeit rush immunotherapy was able to modulate 
IL-4 and IFN-y expression by peripheral T lymphocytes, it 
appeared that both phenomena were not simultaneous, 
suggesting that the induction of the carly antigen-specific 
tolerance was not linked to the modification of the IL-4/IFN-y 
balance. The very carly clinical protection obtained within a 
few hr following rush immunotherapy, suggests that additional 
regulatory pharmacological processes might operate at the 
leve) of the effector cells involved in the triggering of the 
anaphylactic reaction. 

© 1996 Blackwell Science Ltd, Immunology, 87, 593-598 
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---------------·1\.'ésultats ______________ _ 

ARTICLE 2 

MODULATION DE L'EXPRESSION DE CD28 

AU COURS DEL 'IMMUNOTHERAPIE SPECIFIQUE 

AUX VENINS D'HYMENOPTERES 

Ce travail a fait l'objet d'une publication parue dans Clin. Exp. Allergy (1996, 26: 

1119) et insérée ci-après. 

Pour induire une réponse spécifique d'antigène, les lymphocytes T doivent recevoir 

deux signaux de la cellule présentatrice d'antigène (CPA). Le premier consiste en l'interaction 

entre le TCR et l'antigène associé au CMH. Ce signal est nécessaire mais il n'est pas suffisant 

pour induire l'activation et la prolifération des cellules T. Le deuxième est constitué par 

l'interaction de cosignaux additionnels entre les deux cellules. Ces molécules costimulatrices 

jouent un rôle critique dans l'induction de la prolifération des cellules T, la sécrétion de 

cytokines et la fonction effectrice. C'est le cas de CD2S, un récepteur de surface du 

lymphocyte T qui interagit avec le couple CDSO 1 CDS6 exprimés sur les CP A. Le blocage de 

l'interaction entre ces molécules accessoires empêche l'activation du lymphocyte T par 

l'antigène spécifique créant ainsi un état d'anergie, anergie qui est observée au cours de l'ITS. 

Dans notre modèle d'étude, l'immunothérapie spécifique aux venins d'hyménoptères, nous 

ainsi que d'autres auteurs avons également retrouvé cette inhibition de la prolifération des 

lymphocytes T après stimulation avec le venin spécifique et ceci dans les premières semaines 

après le début du traitement par la technique rapide "le rush". Dans la présente étude, 

l'hypothèse était de savoir si cette abolition de la prolifération est liée à une diminution 

d'expression des molécules costimulatrices. Nous nous sommes intéressés plus 

particulièrement à l'étude de l'expression de CD2S au niveau des sous-populations 

lymphocytaires T CD4+ et T CDs+ du sang périphérique chez dix patients allergiques aux 

venins d'hyménoptères. Le sang périphérique a été prélevé avant le début du traitement (à JO), 

à la fin des 3h30 du rush (à 11), au premier et au deuxième rappel (à 115 et 145) du traitement. 

L'expression de CD2S a été analysée par la technique du F ACS avec un double marquage des 

sous-populations lymphocytaires CD4+ et CDS+. 
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---------------.1\.,ésultats---------------

Chez les patients avant ITS, on constate une augmentation de l'expression en base du 

cn2s par rapport aux sujets contrôles (p:s;0,04) et en particulier de la sous..:population ens+ 

cn2s+ (p:s;O,O 1) reflétant une diminution de la sous-population suppressive ens+ Cn2s

(Table 2; ARTICLE 2). Au cours de l'ITS, la population des cellules T cn2s+ totales ne varie 

pas ainsi que la sous-population CD4+ cn2s+; seule une diminution mais non significative de 

la sous-population CDs+cn2s+ est observée à partir de J15 (Table 3; ARTICLE 2). 

Les résultats observés dans ce travail, suggèrent que la signalisation via le 

CD28 est probablement impliquée dans le développement des réactions 

allergiques, cependant au niveau phénotypique, aucune diminution d'expression 

de CD28 n'a été retrouvée ex vivo sur les lymphocytes T de patients désensibilisés 

aux venins d'hyménoptères. 
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CD28 expression is increased in venom allergie patients but 
is not modified by specifie immunotherapy 

A. TSICOPOULOS*t, M. LABALETTEt, H. AKOUM*, C. DUEZ*, 
B. WALLAERT*t, J. P. DESSAINTt and A. B. TONNEL*t 

*Unill! INSERM U416, Institut Pasteur de Lille, tSenice de PneumoinmllmoAI!ergo/ogie. Hôpital Calmette. 
tSerl'ice d'Immunologie, Centre Hospitalier Régional et Unil'ersitaire, Lille, France 

Summary 

Background Recognition of antigen bound to the major histocompatibility complex 
by the T cel! receptor is insufficient to lead toT cel! proliferation and cfTcctor function, 
which require co-stimulatory signais, such as those resulting from the interaction of 
CD28 expressed on T lymphocytes and CD80/CD86 cxprcssed on APCs. Lack of 
interaction between these accessory molecules during antigen stimulation leads to a 
state of antigen-specific lymphocyte unresponsiveness. Previous studies have shown 
that rush venom immunotherapy decreases venom-specific T cel! proliferation very 
earl y after the initiation of the rush. 
0/~jectil·e In order to sec whether this hyporeactivity was associated with a down 
regulation of accessory molecules, we studied CD28 surface expression on T lympho
cytes from 10 non-atopic con trois and from 10 non-atopic patients undergoing rush 
venom immunotherapy. 
Metlwds Peripheral blood samples were collected before the rush (day 0), at the end 
of the rush (day 1), at day 15 and at day 45. CD28 expression was analysed 
using flow cytometry with double labelling of the CD4+ and cos+ lymphocyte 
subpopulations. 
Resu!rs At baseline CD28 was expressed at a higher leve! on T lymphocytes from 
allergie patients than from control subjects (P < 0.04), and in particular on the CDS 
subsct (P < 0.01 ), reftecting a decrease in the suppressive CD8+CD28- subpopulation. 
No changes were found in the percentages of total CD28+ T cells, CD4+CD28+ or 
cos+co2s+ cells at the different time points after the initiation of immunotherapy. 
Conclusion These results suggest that the CD28 pathway is probably involved in the 
development of allergie reactions, but at !east at the phenotypic leve!, CD28 expression 
remained unchanged after rush venom immunotherapy. 

Ke.J'll'ords: rush venom immunotherapy, tolerance, CD28, T lymphocyte 

Clinicat and Experimental Allergy. Vol. 26, pp. 1119-1124. Submitted 8 November 
1995: revised 8 March 1996: accepted 24 April 1996. 

Introduction 

To induce an antigen-specific response, T lymphocytes 
must receive two signais from the APC. The first signal, 
the interaction bctween the TCR complcx and antigen 
associated with MHC, is necessary but not sufficient for 
T cel! activation. The outcome of TCR engagement is 

Corrcsponùcncc: Dr A. Tsicopoulos. Unité INSERM U416, Institut 
Pasteur de Lille. BP 245. 59019 Lille cedex, France. 

determined by additional signais, termed co-stimula tory, 
provided by cel! surface molecules expressed on APCs, 
which are critical for the induction of maximal T cel! 
proliferation, cytokine secretion and effector function. 
Therefore, when antigen is presented without appropriate 
co-stimulation, functional unresponsiveness (anergy) of 
antigen-specific T lymphocytes is induced and may 
represent a mechanism of non-deletional tolerance 
in I'ÎVD ( !j. 

C 1996 Blackwell Science Ltd 1119 
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One such critical co-stimulatory signal is the CD86/ 
CDSO: CD28/CTLA4 ligand-receptor pair expressed on 
APC and T lymphocytes respectively [2-4]. This complex 
prevents the induction of antigen-specific tolerance [5] 
and its blocking induces in l'itro antigen-specific hypo
responsiveness [6, 7] and in l'ivo long lasting tolerance to 
human xenoantigen [8]. CD28 is expressed on ali CD4+ 
and around 50% of CDS+ human T lymphocytes, and 
also on Th 1- and Th2-type clones in mice as weil as in 
humans [9, 10]. Signalling via CD28 enhances cytokine 
gene transcription and mRNA stabilization ofThl-type 
cytokines (IL-2, IL-3, GM-CSF, IFN-1') [Il] but also 
en ha nees the secretion ofTh2-type cytokines [12-15] and 
help for IgE synthesis [16]. CD28 knock-out mice show 
impaired lymphokine secretion after T cell stimulation 
and also defects in humoral immune response [ 17]. 

Specifie immunotherapy has been used for years on 
empirical bases. In the last decade, double-blind placebo
controlled studies have shown the efficacy of this fonn of 
treatment in some types of allergie reactions. This is the 
case for venom immunotherapy where the protection 
achieved in allergie patients is a round 96% [ 18]. Severa! 
studies have shown that immunotherapy decreases spe
cifie antigen-induced T cell proliferation [ 19-22]. Recent 
studies have shown that venom immunotherapy, using 
an accelerated schedule, strongly inhibits venom-specific 
T lymphocyte proliferation in the first weeks after the 
beginning of the rush [23,24,25]. 

In order to see if this hyporesponsiveness was related 
to a down regulation of co-stimulatory molecules, we 

Table 1. Patients characteristics 

Don or Age Se x Atopy 

1 31 M 
2 69 M 
3 19 F 
4 70 M 
5 70 F 
6 30 M 
7 57 F 
8 45 F 
9 ?.7 M 

10 64 F 

studied CD28 expression on peripheral T lymphocytes 
from patients undergoing rush venom immunotherapy 
before and at different time points after the initiation of 
the treatment. 

Materials and methods 

Subjccts 

Ten non-atopic venom allergie patients (age, 19 to 70 
years) were included in the study. Ail patients bad a 
history of systemic anaphylactic reactions after Hyme
noptera stings, positive intradermal tests and RASTs. 
Nine were sensitive to Vc.1pu/a germanica and 1 to Apis 
mcl/ifcra. Table 1 presents the main characteristics of the 
subjects. Clinical reactions were classified according to 
M ueller classification. Ten non-atopic controls, se x- and 
age-matched (19 to 70 years) were also included. They 
had no history of allergie disease, negative skin prick 
tests to inhaled allergens, negative intradermal tests to 
venom and normal IgE levels. 

lmmunothcrapy regimcn 

The method used for treatment was the ultrarush method 
as deseribed by Birnbaum and coworkers [26]. Briefiy, at 
day 0, increasing doses of venom were injected every half 
an hour for 3 h 30 min to reach a final dose of 40 JLg 
(cumulative dose: l0011g). At day 15. and every month 
afterwards 100 J.lg of venom were injected subcutaneously. 

Clinical Skin test 
score* rcactivityt RAST~ 

5 w-3 4 
5 10-3 

4 w-3 3 
4 w-1 1 
5 10-2 3 
4 w-2 1 
4 w-3 4 
4 10-3 3 
4 10-3 3 
4 w-1 2 

*The clinical reactions werc classified as follows: (0) local reaction; ( 1) large local reaction; (2) slight general reaction; (3) general 
reaction: any of the above plus two of the following - angioneurotic oedema, constriction of chest, abdominal pain. nausea, 
vomi ting. diarrhoea; (4) Severe general reaction: any of the above plus two of the following- dyspnoea. dysphagia. hoarseness; (5) 
Shock reaction with fall in blood pressure and/or unconsciousness. 
t Venom concentration (ttg/ml) giving a positive skin test (wheal ~5mm). 
~Specifie IgE are expressed as RAST score 0-4. 

,D 1996 Black weil Science Ltd. Cliuiml mu/ E.\'/h'I'ÙII<'IItal Allergy. 26. 1119-1124 



None of the patients included in this study had adverse 
systemic reactions during the rush or the maintenance 
doses. 

lv!onoclona/ antibodies 

Anti-CD2S antibody conjugated with PE was purchased 
from Coulter Immunology (Hialeah, FL). FITC-conju
gated anti-CD4 and -CDS antibodies were obtained 
from Becton Dickinson (Mountain View, CA). 

Blood preparation and amiboc~r staining 

Five millilitres of peripheral blood were collected in 
EDTA Vacutainer tubes (Becton Dickinson, Meylan, 
France) before the first injection of venom (day 0), half 
an hour a ft er the last injection of venom on the sa me day 
(called day 1), then at days 15 and 45 before the main
tenance dose injections. One hundred microliters of 
whole blood diluted 1 : 2 in phosphate-buffered saline 
(PBS) were incubated with 2-5 !Jg antibody for 10 min at 
room temperature and washed twice with PBS. Incuba
tion with the second labelled antibody was performed 
under the same conditions. Then, the cells were treated 
with 1 ml oflysing detergent and fixed in 250 !JI of fixative 
solution (Coulter) and analysed by flow cytometry. 

Tll·o-co/our.f!oll' cytometric cmalysis oflymphocyte subsets 

Data were collected on 10 000 cellsfsample using an 
Epies C cytofluorograph equipped with the manufac
turer's filters for ftuorescein (525 nm band-pass) and 
phycoerythrin (575mn band-pass), photomultiplier tubes 
(run between 950 to 1100 V) and argon ion laser (4SS nm). 
Logarithmic amplification was used for fluorescence 
measurement on 1024 channe1s for one-co1our ana1ysis 
and 64 x 64 channels for two-co1our fluorescence analy
sis. Calibration was checked each day using 10 ,am grade 
II fluorescent beads (Cou1ter). Stained cells were gated 
on live lymphocytes as determined by forward scatter, 
which is proportional to ccli sizc to cxclude any dead 
cclls, and right angle scatter. Non-specifie staining by 
irrelevant isotype-matched antibodies was <2% and 
subtracted from raw data. Fluorescence histograms 
were further analysed by using cyto1ogical software 
(Coulter) after normalization to 10 000 stained ce lis. 

Analysis of data 

In a previous study we showed that there was no 
significant variation in lymphocyte counts during rush 
venom immunotherapy over a period of 73 days [27]. 
Using an ultra rush schedu1c with a low cumulative dose 

C D28 expression in l'enom (t//ergic patients 1121 

( 100 pg) does not affect the yield of peripheral blood 
mononuclear cell recovery, contrary to other protocols 
where a decrease in lymphocyte counts has been 
observed immediately a ft er rush [25]. Therefore, resul ts 
are given as percentagcs of single or doublc-stained 
lymphocyte subsets. Comparisons between untreated 
patients and controls were performed using an unpaired 
t-test (n = 10 subjects in each group). One-way analysis 
of variance was used to compare time-related variations 
(for seven patients since tll!'ec patients wcre missing at 
day 45). 

Results 

CD28 expression by peripheral T lymphocyte 
.wb-populations in lllttreated \'enom allergie patients 
and non-atopic cm1trols (Table 2) 

The percentage of CD2S+ T lymphocytes was higher in 
the untreated non-atopic venom allergie patients than 
in the non-atopic controls (P < 0.04). Within the T cell 
population, essentially ali CD4+ T lymphocytes co
expressed CD2S, both in allergie patients and in controls. 
Within the CDS subset, both CD28+ and CD28- cclls 
were observed; however, the percentage of double 
stained CDS+CD2s+ cel!s was higher in the allergie 
patients than in the non-atopic controls (P < 0.01). 

E1•olution of CD28 expression during rush renom 
inununotherapy (Table 3) 

No changes were found in the percentage of total CD2S+ 
T lymphocytes at the different time points after the 
initiation of immunotherapy, by comparison with the 
pre-treatment values (ns using one way analysis of 
variance). Within the CD4+ T lymphocyte sub-population, 

Table 2. Basal levels of percentages of CD28 positive cells in 
allergie patients and controls 

Patients Controls p 

Number 10 10 
Age (ycar ± SEM) 48.2 ± 6.3 46.4 ± 5.9 IlS 

Sex (M/F) 5/5 5/5 
CD28+ (%)* 65.3 ± 3.3 57.9 ± 2.3 <0.04 
CD4+CD28+ (%) 96.7 ± 1.1 96.6 ± 0.7 IlS 

cns+cn2s+ (%) 65.3 ± 5.4 50.3 ± 3.1 <0.01 

Patients and controls were sex- and age-matched. 
*Results are given as percentages of single or double-stained 
lymphocyte subsets. 
ns: not significant. 

,<;; 1996 Blackwell Science Ltd. Clinicat and Expaimenra/ A/lcrgy, 26, 1119-1124 
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Table 3. Perccntagcs of expression of the CD28 marker within the dill'erent T ccli sub-populations in 
patients undergoing rush desensitization 

T cel! 
sub-populations* Day 0 Day 1 Day 15 Day 45 

CD28+ 65.3 ± 3.3 69.9 ± 2.5 64.0 ± 3.4 62.7 ± 3.3 
CD4+CD21\+ 96.7 ± 1.1 97.7 ± 0.7 96.6 ± 1.4 96.8 ± 1.3 
CD8TCD28+ 65.3 ± 5.4 66.7 ± 5.7 56.8 ± 5.2 60.2 ± 6.6 

* Results are given as percentages of single or double-stained lymphocyte subscts. 

the double stained CD4+CD28+ population remained 
remarkably stable during the course of immunotherapy 
(ns). 

Within the CDS+ T lymphocyte sub-population a 
small decrease of the cos+co28+ population was 
obscrved by day 15 which did not reach statistical 
significance using one way analysis of variance (for 7 
patients). 

Discussion 

T cell modifications induced by immunotherapy have 
been described as early as in the 1970s. Reduction of 
antigen-specific proliferation was the first to be specified 
[20] and si nee bas been confirmed in other studies [21 ,22]. 
In a recent study we also observed that rush venom 
immunotherapy decreased antigen-specific T cell prolif
eration [23]. The striking point was that this effect was 
observed early at day 15 of the rush. Another recent 
study has even shown that a decrease in venom-specific 
proliferation was observed immediately after the rush 
(day 1) [25] th us correlating with the efficacy of rush 
venom immunotherapy which is rapid, since patients can 
tolera te high doses of venom at the end of the rush. 

CD28 has been associated with allergen-specific lym
phocyte hyporesponsiveness of activated human CD4+ 
clones anergized with high doses of specifie peptide [28]. 
In the latter study, the induction of anergy was asso
ciated with a profound dawn-regulation of CD28, both 
at the leve! of mRNA and surface expression of the 
mature protein. Therefore, this in vitro mode! of anergy 
induction with high doses of peptide in Th2-type clones is 
theoretically very similar to the induction of lymphocyte 
hyporesponsiveness by the high doses of venom injected 
in l'ii'O during venom immunotherapy. 

We chose to study whole T cells rather than allergen
specific clones because of the ad van tage of evalua ting the 
entire repertoire of allergen-specific responses and of 
allowing sequential studies to look at effects of therapy. 
On the other band. the increased expression of the 

CD28+ T cell population in allergie patients is consistent 
with the recent report of the involvcment of CD28 in the 
up-regulation of human IgE synthesis [ 16], and in the 
enhancement ofTh-2 type cytokine secretion. Indeed, an 
increase in IL-5, IL-10 and IL-13 [12-15] bas been 
reported, as weil as in 1 L-4 (through the induction of 
CD40L) [12], this production being preferentially co
stimulated by CD86 (87-2) [29,30]. However, we did 
not observe changes in the cell surface expression of 
CD28 on CD4+ cells during immunotherapy. This does 
not completely rule out a possible role for the CD28 
pathway at the leve! of CD4+ cclls. 

Different explanations can be suggested. First, kinetics 
experiments showed that CD28 surface expression in 
activated CD4+ T cells decreased by 12 to 24 h after 
ligand binding to CD28, leading to a state of unrespon
siveness to CD28 signalling. CD28 expression returned 
to initial or higher levels by 48 h although T cells 
remained unresponsive [31]. In our work CD28 expres
sion was studied bef ore the rush, at the end of the rush, 
i.e. 4 h aftcr the initiation, and at the first maintenance 
dose (day 15). Wc could thcrefore have missed the 
possible transient clown-regulation of CD28 on CD4+ 
cells. Secondly, the CD28 co-stimulatory pathway 
involves severa! other molecules such as CTLA-4 [32] 
and their ligands CD86 (87-2) and CD80 (87-1 ), which 
may also be involved in antigen-specific hyporesponsive
ness. Indeed, antigen presentation in the absence of 
CD86/CD80 co-stimulation leads to T cell anergy [3,7]. 

The absence of changes in CD28 expression might also 
reflect the fact that only a small part of the T cell 
repertoire was concerned, i.e. allergen-specific T cells. 
However, although ubiquitous, an increase in CD28 
expression was observed in non-atopic venom-allergic 
patients compared to non-atopic non-venom allergie 
controls. Moreover, changes induced by immunotherapy 
and concerning only venom-specific T cells have been 
observed at the leve! of the who leT cell population, such 
as an increase in IFN-1 and a decrease in IL-4 mRNA 
expression and secretion [23,24,25]. 
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Within the cos+ sub-population, the Cos+co2s
subset is present in normal adult human peripheral blood 
(50.6% of cos+ ce Ils) and is thought to representa type 
of memory population [33). Previous studies have impli
cated the COS+C02S- T cells in the suppression of 
antigen-specific proliferation of human T cell clones 
[34). In our study, this sub-population was clearly of 
smaller size in the untrcated allergie patients than in the 
non-atopic controls, suggesting a lack of negative 
regulation in allergie patients. However, rush immuno
therapy did not induce significant size variations in the 
cos+co2s- subpopulation. 

In conclusion, the up-regulation of C02S expression 
in allergie patients implicates this pathway in the devel
opment of allergie reactions. However, at !east at the 
phenotypic leve!, CD2S expression remained unchanged 
after rush venom immunotherapy. 
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ARTICLE3 

MODIFICATIONS DE LA PRODUCTION ET DE 

L'EXPRESSION DES CHIMIOKINES AU COURS 

DEL 'IMMUNOTHERAPIE SPECIFIQUE 

AUX VENINS D'HYMENOPTERES 

Ce travail a fait l'objet d'un article soumis pour la publication (1997) et inséré ci-après. 

Les résultats rapportés dans la première partie de ce travail suggèrent que l'ITS aux 

venins d'hyménoptères selon la procédure accélérée "rush" induit une abolition précoce de la 

prolifération cellulaire T spécifique d'Ag et favorise une inversion du profil de type Th-2 (IL-

4) vers un profil de type Th-1 (IFN-y). Néanmoins, les modifications observées dans la 

production et l'expression de l'IL-4 et de l'IFN-y sont tardives et dissociées de l'établissement 

précoce de la tolérance clinique observée en l'espace de quelques heures. Ceci suggère que des 

processus régulateurs additionnels doivent être impliqués au niveau des cellules effectrices 

déclenchant les réactions anaphylactiques dépendantes de l'IgE. Les basophiles et les 

mastocytes, cellules précocément impliquées dans ce type de réaction systémique représentent 

donc une cible de choix de l'ITS aux venins d'hyménoptères. De plus, les lymphocytes T sont 

capables d'induire la maturation et la différenciation des mastocytes et des basophiles et 

d'activer les basophiles grâce à des médiateurs dits facteurs histaminolibérateurs (HRF : 

histamine releasing factors). La production de ces HRF diminue au cours de l'ITS. Les 

chimiokines sont douées de propriétés histaminolibératrices (HRF) mais aussi sont des 

inhibiteurs de cette libération (HRIF). Dans le cas de la désensibilisation aux venins 

d'hyménoptères, plusieurs travaux ont démontré une diminution de la libération d'histamine. 

Nous nous sommes donc intéressés à la production (par ELISA) et à l'expression d'ARNm 

(par RT-PCR semi-quantitative) des chimiokines RANTES, IL-8 et MCP-1, à différents 

temps du "rush". Le RANTES et le MCP-1 sont histaminolibérateurs alors que l'IL-8 est 

inhibiteur sauf en cas de présensibilisation des cellules productrices par l'IL-3. Les cellules 

mononucléées (CMN) ont été prélevées à JO, J4h Guste après les 3h30), J15 (premier rappel) 

et J45 (deuxième rappel) du rush et stimulées ou non par l'allergène pendant 24hr. L'ARNm 
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d'une partie de ces CMN a été extrait immédiatement pour étudier les modifications induites 

ex vivo. 

Nous avons observé dès J4h une augmentation du RANTES en protéine (Figure lA, 

ARTICLE 3) et en ARNm (TABLE 1, ARTICLE 3), qui diminue ensuite à 115 et 145. Par 

contre pour l'IL-8 et le MCP-1, alors qu'il existe une augmentation de l'expression d'ARNm 

codant pour L'IL-8 (TABLE 2, ARTICLE 3) et une expression constitutive de celui codant 

pour le MCP-1 (TABLE 3, ARTICLE 3), au niveau protéique, une diminution est observée 

tout au long de l'ITS (Figure lB, lC, ARTICLE 3), suggérant un mécanisme de régulation 

post-trans cri ptionnelle. 

Ces résultats suggèrent que l'ITS aux venins de guêpe ou d'abeille est 

associée à une diminution générale de production et d'expression de chimiokines 

par les CMN observée au cours du rush, sauf pour le RANTES, qui augmente dès la 

fin des 3h 30 du rush puis diminue progressivement à JJ5 et J45. Les modifications 

observées pour les chimiokines étudiées, pourraient contribuer à expliquer 

l'efficacité clinique tardive du rush cependant que les mécanismes conduisant à la 

protection précoce restent obscurs. Nous avons été intrigués par l'augmentation 

précoce de RANTES observée à J4h alors qu'aucun des patients n'a présenté de 

manifestations adverses, ce qui aurait pu être attendu étant donné les propriétés 

histaminolibératrices du RANTES. Ceci nous a conduit à poursuivre nos 

recherches pour mieux comprendre l'implication des chimiokines (notamment le .. 

RANTES) au cours de la phase précoce de l'ITS aux venins d'hyménoptères. 
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ABSTRACT 

The mechanism by which specifie immunotherapy exerts its beneficiai effect remains 

unclear. Chemokines are implicated in inflammatory and allergie diseases, in particular via their 

ability to induce histamine release from basophils, a potential early target of rush venom 

immunotherapy (RVIT). In this study, we evaluated ex vivo RANTES, IL-8 and MCP-1 

production and mRNA expression by mononuclear cells (MNC) from nine patients 

undergoing a 3h30 ultra rush treatment, before treatment at Day 0 (DO), at the end of the 3h30 

of the rush at Day 4h (D4h), at Day 15 (D 15) and Day 45 (D45) after treatment. Increased 

RANTES release and mRNA expression were observed in 24h culture of peripheral blood 

MNC collected at D4h. This was followed by a decrease in the production of RANTES, IL-8 

and MCP-1, 45 days after initiation of RVIT. The same pattern was observed after in vitro 

venom stimulation ofMNC. At the mRNA leve!, similar profiles were observed except for IL-

8 mRNA which inversely increased during RVIT. These results suggest that RVIT is 

associated with a general decrease in chemokines which may explain, in part, the clinical 

efficacy of specifie immunotherapy. 
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INTRODUCTION 

Specifie immunotherapy has been used for years on empirical bases. In the last decade, 

double blind placebo-controlled studies have shown the efficacy of this treatment in sorne 

types of allergie reactions, including Hymenoptera venom immunotherapy (VIT), where the 

protection achieved in allergie patients is around 96% 1. Basophils and mast cells are the first 

cells involved in IgE-dependent anaphylactic reactions and might be an early target of rush 

venom immunotherapy (RVIT). T lymphocytes play a major role in the immediate type 

allergie reaction through IgE synthesis regulation and through the release of cytokines able to 

induce the maturation and differenciation of mast cells and basophils 2. T cells can also 

directly activate basophils by mediators termed Histamine Releasing Factors (HRFs). HRFs 

have been described in various type 1 hypersensitivity reactions like allergie rhinitis and 

asthma 3, 4. Severa! previous studies have shown that production of HRFs by mononuclear 

ce lis is impaired during specifie immunotherapy 5-7. In venom immunotherapy, although 

HRFs have not been studied, severa! studies have shown a decrease in the amount of 

histamine release 8-10. It is now established that members of the chemokine superfamily 

con tri bute most! y to the HRF activity 11 • 12. IL-8, a potent chemotactic factor for 

neutrophils 13, lymphocytes 14, 15, basophils 16 as well as for primed eosinophils 17' 18 has 

been shown to inhibit histamine generation from basophils 19, 20, but to promote its release 

when applied to cytokine-primed cells 21. On the other hand, MCP-1 is a potent chemotactic 

and activating factor for monocytes, lymphocytes, and basophils 22-24. This chemokine has 

been identified as a powerful HRF for human basophils, with a kinetics and potency similar to 

those observed with well-established agonists, such as anti-IgE and C5a 25-27. MCP-3, which 

combines activities of MCP-1 and RANTES, is a member of the ~ chemokine subfamily, and 

is 71% homologous with MCP-1. MCP-3 is as effective as MCP-1 in inducing mediator 

release from basophils, and as RANTES as a chemoattractant for basophils and eosinophils 

28. RANTES was first purified as a product of activated T cells 29 and is a powerful 

chemoattractant for basophils 30 and eosinophils 31. Additionally, it is now evident that 

RANTES is produced by platelets 3 2 and eosinophils 3 3. Furthermore, RANTES is also 

chemotactic for memory T lymphocytes and monocytes 34. 
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We therefore evaluated the kinetics of chemokine production, in particular RANTES, 

IL-8 and MCP-1, during rush venom immunotherapy. A general decrease in their secretion and 

expression by mononuclear cells was observed along the desensitization process except for 

RANTES which increased as soon as the end of the rush, i.e., at the 4th hour, and then 

declined progressively up to day 45. 
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MATERIALS AND METHODS 

Subjects 

Nine patients were selected for RVIT on the basis of a history of systemic 

anaphylactic reaction after Hymenoptera stings. Ali patients were sensitive to Vespula 

germanica, and had positive intradermal skin tests to wasp venom and positive 

radioallergosorbent tests (RASTs). 

Immunotherapy regimen 

The method used for treatment was the ultrarush method as described by Birnbaum 

and coworkers 4 7. Briefly, at day 0, increasing doses of venom were injected every half an 

hour for 3h30 to reach a final dose of 40J.Lg (cumulative dose : 1 OOJ.Lg). At day 15, and every 

month afterwards 100J.Lg of venom were injected subcutaneously. None of the patients 

experienced adverse reactions during or after the rush procedure, and no medication was given 

to them either before or during the desensitization. Venom allergens were purchased from 

Dome Hollister Stier Laboratories (Spokane, W A). The same aliquoted batches of venoms 

were used throughout the study. 

Mononuclear cel/s experiments 

Cel/ isolation 

Venous blood was collected on calcium heparinate (Choay, Gentilly, France) before the 

first injection ofvenom (DayO), halfan hour after the last injection ofvenom on the same day 

(Day 4h), then at Days 15 and 45 before the maintenance dose injection. Platelet rich plasma 

was obtained by centrifugation (120 g, 15min) and was discarded. Platelet contamination never 

exceeded 5%. The platelet-depleted blood was diluted with an equal volume of 0.01M PBS 

and layered onto a Ficoll-Hypaque gradient (Pharmacia, Uppsala, Sweden). After 

centrifugation, PBMC were harvested, washed three times in PBS and part of the cells was 

immediately homogeneized in RNazol (Bioprobe systems, Montreuil-sous-bois, France) and 

stored at -80°C. The remaining cells were resuspended in RPMI 1640 supplemented with 

2mM glutamine, penicillin, streptomycin, sodium pyruvate, 5 x 1 o-5 M ~ mercaptoethanol 
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and 5% autologous serum. PBMC (3 x 106 cells/well) were incubated at 37°C in 24-well flat

bottomed microcultures plates (Nunc-Roskilde, Denmark) in 5% C02, in the presence oftwo 

venom concentrations (111g/ml and I0-31-lg/ml) and medium. Preliminary kinetics experiments 

were performed with the se two doses of venom in comparison with baseline, to determine the 

optimal time point of production for the three chemokines. PBMC were cultured with venom 

for 6h, 24h and 48h. The RANTES production by MNC was maximal at 24h and decreased at 

48h. The IL-8 level was maximal at 24h and 48h after allergen stimulation. Conceming MCP-1 

secretion, there was a slight production at 24h but the maximallevel was observed at 48h after 

specifie allergen stimulation. As we wanted to simultaneously evaluate mRNA expression, we 

choose the 24h time point where supematants and cells were collected. 

Chemokine production 

Supematants were aliquoted and stored at -80°C. Chemokine production was assessed 

using commercial ELISA kits according to the manufacturer's recommendations. Each sample 

was measured in duplicate. Sensitivities of the ELIS As were 2.5 pg/ml for RANTES (Research 

and Diagnostics Systems, Minneapolis, USA), 5 pg/ml for MCP-1 (Research and Diagnostics 

Systems) and 4-8 pg/ml for IL-8 (Tebu, CLB, Amsterdam). Care was taken to test the MNC 

supematants corresponding to the different time points of the rush immunotherapy for a 

given patient all together during the same experiment. 

Chemokine mRNA expression 

Mononuclear cells were homogeneized in RNazol and total RNA was extracted 

according to the manufacturer's instructions (Bioprobe systems, Montreuil-sous-bois, 

France). Briefly, pelleted PBMC were lysed with RNAzol and chloroform; the aqueous phase 

was then precipitated with isopropanol (v/v), washed in 70 % alcohol, and resuspended in 

RNAse free water. RNA concentration and purity was ascertained spectrophotometrically 

and the integrity of the RNA was determined by visualizing the 18S and 28S ribosomal RNA 

bands with ethidium bromide after electrophoresis on a 2% formaldehyde gel. mRNA 

expression was assessed by using a semi-quantitative Reverse Transcription-mediated 
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Polymerase Chain Reaction technique. mRNAs were reverse transcribed by using Moloney 

Murine Leukemia Virus (MMLV) reverse transcriptase (Life Technologies, Paisly, Scotland) 

and digoxigenin-labelled nucleotid (Boehringer, Mannheim, Germany, as previously described 

48, 49. Briefly, the resultant cDNAs were used as templates for each PCR reaction in a 25 111 

reaction mixture containing 10011M of dATP, dCTP, dGTP, 95!lM of dTTP and 10 11M of 

digoxigenin-11-dUTP (Boehringer, Mannheim, Germany), 1.25U Ampli Taq polymerase 

(Perkin Elmer, Saint Quentin, France), 0.5JlM primers, and 2mM MgC12. Reactions were 

carried out with a denaturation step at 94°C for 1 min, annealing at 55°C for 1 min, and 

extension at 72°C for 1 min followed by 7 min extension at noe using a cyclone DNA 

thermal cycler. Primers used were as following : GAPDH (glyceraldehyde phosphate 

dehydrogenase) sense primer 5'-GTCTTCACCACCATGGAG-3', GAPDH antisense primer 

5'-CCAAAGTTGTCATGGATGACC-3'; RANTES sense primer 5 '-

TCCCCA TA TTCCTCGGAC-3 ', RANTES antisense primer 5 '-

GATCTACTCCCGAAGCCA-3'; IL-8 sense primer 5'-TTGGCAGCCTTCCTGATT-3', 

IL-8 antisense primer 5'-AACTTCTCCACAACCCTCTG-3'; MCP-1 sense primer 5'-

TCCAGCATGAAAGTCTCTGC-3', MCP-1 an ti sense primer 5,-

TGGAATCCTGAACCCACTTC-3'. The number of cycles for each chemokine was 

determined to provide a linear correlation between the amount of input eDNA and the final 

product. 21 cycles were performed for GAPDH, 22 for MCP-1, 25 for RANTES and IL-8. 

To account for variability in starting eDNA concentration and integrity among the samples, 

eDNA from ali samples were amplified concomitantly for the chemokines and the 

housekeeping gene "GAPDH". PCR products were visualized by gel electrophoresis in 1,5% 

agarose after ethidium bromide staining, Southem blotted on a nylon membrane and detected 

using a digoxigenin nucleic acid detection kit (Boehringer, Mannheim, Germany) according to 

the manufacturer protocol. The intensity of each spot was determined by densitometry 

analysis (Vilbert Lourmat, Torcy, France). Results were expressed as percentage of GAPDH 

optical density. To ascertain the specificity of the amplified products, oligonucleotide probes 

were labelled using a digoxigenin oligonucleotide 3' end labelling kit (Boehringer) and 

hybridized with the Southem blotted PCR products. Detection was performed as described 
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above. The sequence ofthe oligonucleotide probe for MCP-1 was 5'- GCT-GCT-ATG-AGC

AGC-AGG-CAC-AGA-AGG-GCG -3' and for RANTES was 5'- CAG-TGG-GCG-GGC

AAT-GTA-GGC-AAA-GCA-GCA -3'. The 30-mer oligonucleotide probe for IL-8 has been 

previously described 50. 

Statistical analysis 

Results were expressed as mean ± SEM. Comparisons between results obtained for a 

single subject in different conditions of stimulation at one particular time point were 

performed using paired t-test. Comparisons within results obtained at different time points 

(DO, Dl, DIS and D45) for a particular type of stimulation were done using one-way analysis 

ofvariance. p values of<0.05 were considered statistically significant. 
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RESULTS 

Modulation of RANTES production (Figure lA) and mRNA expression (Table 1) by 

mononuclear cells during immunotherapy 

In ex vivo conditions, the spontaneous RANTES production and mRNA expression 

by PBMC increased at the end of the rush (at D4h) compared with DO and then decreased at 

D 15 and D45 which correspond respectively to the first and second maintenance dose 

injections. These variations within the different time points of RVIT were statistically 

significant (p~0.01 for protein and mRNA using one way analysis of variance). The in vitro 

stimulation of mononuclear cells with the specifie venom induced a significant increase in the 

RANTES production and mRNA expression compared to that of non stimulated MNC at all 

time points (p~0.05). The same profile was observed after stimulation with a lower dose of 

specifie venom (10-3 f.Lg/ml) (data not shown). To evaluate the influence of culture on the 

expression of RANTES mRNA, the latter was also assessed without culture after immediate 

extraction ofMNC at the different time points. Again, the same pattern was observed. 

Modulation of IL-8 production (Figure lB) and mRNA expression (Table 2) by 

mononuclear cells during immunotherapy 

The general pattern of IL-8 production was different from RANTES with a decrease 

starting as soon as the end of the rush until day 45 (p~0.02 using one way analysis of 

variance). The in vitro stimulation of MNC with 1 11g/ml of specifie venom induced a 

significant increase in the IL-8 production and mRNA expression compared to that of non 

stimulated MNC at ali time points (p~0.05). The same decrease of IL-8 secretion was 

observed after specifie venom stimulation at the different time points (p~0.01 using one way 

analysis of variance). 

In terms of mRNA expression, surprisingly, the results obtained were completely different 

from those observed with IL-8 protein. There was a significant increase in spontaneous IL-8 

mRNA expression beginning at D4h until D45 (p~0.04 using one way analysis of variance). 

The same profiles of protein secretion and mRNA expression were observed with the low 
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venom dose (lQ-3 11g/ml) (data not shown). Concerning RNA extracted from freshly purified 

cells, the same increase in IL-8 mRNA expression was observed along VIT (p:::;0.04). 

Modulation of MCP-1 production (Figure le) and mRNA expression (Table 3) by 

mononuclear cells during rush venom immunotherapy 

No modification in spontaneous MCP-1 production was observed until D45 where a 

significant decrease occurred (p:::;0.03). The incubation of MNC with different concentrations 

of specifie venom did not stimulate MCP-1 production or mRNA expression at 24h as 

compared with baseline. Concerning mRNA expression, spontaneously, after venom 

stimulation, and after immediate extraction, MCP-1 mRNA was not modulated whatever the 

time point (p=NS). 

A representative pattern of chemokine mRNA expression in PBMC obtained from a single 

patient is shown in Figure 2. 
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Figure 1. Modulation of chemokine production by 24h cultured PBMC during RVIT. 
RANTES (A), IL-8 (B) and MCP-1 (C) were measured in supematants from PBMC cultured during 24 h with medium 
alone (0) or venom c•) and expressed as ng/ml. 
* :Ail variations within different time points were statistically significant (p~0.03, using one way analysis ofvariance). 

# : Venom stimulation induced significant increases as compared with baseline (p~0.05, using paired t-test). 
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Figure 2. Chemokine mRNA expression by PBMC from a venom 

allergie patient during RVIT. 
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PBMC were isolated at different time points of the rush treatment (DO, D4h, D15 and D45) 

and RNA was extracted either immediately, or after 24h culture in the medium alone. mRNA 

was reverse transcribed and eDNA was amplified by PCR, using digoxigenin-labelled 

nucleotides. PCR products were Southern blotted and detected using alkaline phosphatase 

labelled anti-digoxigenin antibodies. Data were analysed by densitometry and expressed as 

percent of GAPDH, used as internai standard. 
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TABLE 1. Modulation of RANTES mRNA expression by mononuclear 

cells during venom immunotherapy. 

Culture conditions 

immediate extraction 

medium (24h) 

venom (24h) 

Patients 

DayO Day 4h Day 15 

68.13 ± 8.80 100.40 ± 23.50 74.00 ± 13.80 

63.74 ± 14.42 102.44 ± 11.30 67.45 ± 16.40 

74.83 ± 14.80# 133.11 ± 22.0# 87.17 ± 16.4 # 

Day45 

43.67 ± 9.20 

34.75 ± 7.70 

58.33 ± 11.9# 

Mean values ofRANTES mRNA expression by MNC from patients undergoing rush venom 

immunotherapy after 24 h MNC culture with medium only or with the specifie venom (1 

J..Lg/ml) or without culture after immediate RNA extraction. 

Results are expressed as percentage of GAPDH optical density. 

# : venom stimulation induced significant increases as compared with baseline (p~0.05 using 

paired t-test). 

Significant variations within the different time points were observed in all conditions (p~O.Ol) 

using one way analysis of variance. 

TABLE 2. Modulation of IL~8 mRNA expression by mononuclear cells 

during venom immunotherapy. 

Culture conditions Patients 

DayO Day 4h Day 15 Day45 

immediate extraction 72.53 ± 8.90 105.12 ± 11.50 110.5 ± 11.85 101.55 ± 9.04 

medium (24h) 63.95 ± 7.38 83.44 ± 10.17 93.56 ± 12.63 99.83 ± 17.80 

venom (24h) 73.82 ± 11.2# 93.44 ± 11.19# 115.8 ± 18.7# 121.13 ± 20.86# 

Mean values of IL-8 mRNA expression by MNC from patients undergoing rush venom 

immunotherapy after MNC culture with medium only or with the specifie venom (1 flg/ml) or 

without culture after immediate RNA extraction. 

Results are expressed as percentage of GAPDH optical density. 

# : venom stimulation induced significant increases as compared with baseline using paired t

test (p~0.05 ). 

There were significant variations within the different time points using one way analysis of 

variance (p~0.04 in all conditions). 
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TABLE 3. Modulation of MCP-1 mRNA expression by mononuclear cells 

during venom immunotherapy. 

Culture conditions Patients 

Da~ 0 Da~4h Da~ 15 Da~45 

immediate extraction 71.25 ± 8.30 77.88 ± 11.60 79.00 ± 7.50 78.00 ± 11.90 

medium (24h) 88.44 ± 4.80 83.78 ± 7.00 92.11 ± 9.80 83.11 ± 11.50 

venom (24h) 88.44 ± 8.20 94.88 ± 3.70 102.89 ± 15.10 91.22 ± 9.89 

Mean values of MCP-1 mRNA expression by MNC from patients undergoing rush venom 

immunotherapy after MNC culture with medium only or with the specifie venom (1 ~-tg/ml), 

or without culture after immediate RNA extraction. 

Results are expressed as percentage ofGAPDH optical density. 

There was no difference whatever the conditions (p=NS). 
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DISCUSSION 

Among chemokines susceptible to modulate histamine release from basophils or mast 

cells, the most potent HRF is represented by MCP-1, immediately followed by RANTES, 

while the role of IL-8 is more controversial : although first described as an inhibitor of 

histamine release 19, 20, it is also able to promote it when applied to IL-3 primed basophils 

21, cytokine present in the allergie tissues 35-3 7. The kinetics of production and mRNA 

expression of these three chemokines was evaluated in the course of a rush IT procedure in 

patients sensitive to Hymenoptera venom. 

For MCP-1, in contrast with the two other chemokines, in vitro allergen stimulation 

did not induce its production or mRNA expression by MNC, probably related to the 24 h 

time point stimulation which was not optimal in the kinetics experiments. However the lack 

of modification of MCP-1 during the first 15 da ys after RVIT suggests that this chemokine is 

not primarily involved in the early events of RVIT, but may have a role at later stages of 

immunotherapy as suggested by its decrease at D45. A decrease of MCP-1 has also been 

observed in a recent immunotherapy study, after two years oftreatment 38. 

Contrasting results were obtained when IL-8 protein secretion and mRNA expression 

by PBMC were compared. Indeed, the decrease of the IL-8 protein product observed at D4h 

was accompanied by an enhanced mRNA expression. This phenomenon, which was observed 

at all time points of RVIT, suggests that post transcriptional regulatory events occurring 

during RVIT may lead to decreased IL-8 production. Similar observations have previously 

been reported using an in vitro model of anergy induction in allergen-reactive T cell clones, 

which may mimic the mechanisms underlying successful allergen immunotherapy 39. In these 

cells, anergy was followed by a decrease in IL-8 production by a post transcriptional 

regulation mechanism. In contrast, Hsieh et al have recently demonstrated that IT increases 

the production ofiL-8 by MNC from asthmatic children 38. The difference with our results 

might be related to the time of MNC culture orto the type and period of immunotherapy. 

Indeed, in the la ter study, all the patients had been treated by a conventional IT shedule for 

more than 2 years while, in our study, the patients were treated using a rush protocol and 

evaluated during the first 45 days. 
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An increase in RANTES secretion and mRNA expression occurred in 24h cultured 

PBMC collected at D4h. This increase was not related to contamination of MNC 

preparations by platelets which are known to release large quantities of RANTES 32. We 

took care to eliminate most of the plate lets from mononuclear cells leading to a contamination 

of less than 5 %. This contamination could account for a small part of the RANTES secreted 

product, but not for the increased RANTES mRNA expression at D4h, since platelets do not 

have nuclei and contain very little mRNA species. For RANTES, mRNA expression was 

strictly parallel to protein secretion. Our results showing enhanced RANTES mRNA 

expression in freshly purified cells, suggest that this chemokine is involved in the initial events 

underlying RVIT. Unexpectedly, this early increase in RANTES was not associated with 

clinical side effects, as might be expected from its known HRF activity. At later time points, a 

decrease in RANTES was observed, in agreement with the above described study of Hsieh et 

al38. 

Therefore, a general decrease in chemokine levels was observed at D45, as opposed to 

DO, with sorne variations depending on the chemokine considered. This decrease is 

reminiscent of the state of antigen-specific tolerance of T cells after immunotherapy, which 

has been associated with a down-regulation in the production of a number of cytokines, except 

interferon-y 40-43. This decrease could lead to decrease HRF activity, but also to decrease 

chemotaxis, cytokine release and cell proliferation 44-46, chemokine properties known to be 

involved in allergie reactions. 

In conclusion, the general decrease in chemokine levels during RVIT may explain, in 

part, the clinical efficacy of immunotherapy, although the mechanisms leading to the very 

early clinical tolerance during rush procedures remain to be investigated. 
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ARTCLE4 

DESENSIBILISATION DES BASOPHILES 

PAR LE RANTES AU COURS DEL 'IMMUNOTHERAPIE 

SPECIFIQUE AUX VENINS D'HYMENOPTERES 

Ce travail a fait l'objet d'un article soumis pour la publication (1997) et inséré ci-après. 

Dans notre étude, les résultats rapportés jusqu'à maintenant, révèlent que la tolérance 

clinique observée rapidement dès la 4ème heure après le début du rush, ne peut être expliquée 

par des phénomènes de régulation lymphocytaire qui prennent du temps à s'établir mais doit 

plutôt être liée à des mécanismes de type pharmacologique empêchant les cellules effectrices 

notamment les mastocytes et les basophiles de libérer leurs médiateurs anaphylactogènes. 

On sait que le RANTES est capable d'empêcher l'action histaminolibératrice du MCP-

1, du MCP-3 et du RANTES lui-même au niveau du basophile, par désensibilisation de leurs 

récepteurs. Etant donné les résultats précédents, nous avons testé la capacité 

histaminolibératrice de ces 3 chimiokines sur des leucocytes emichis en basophiles avant (JO) 

et juste après le rush (J4h). Nous avons observé qu'à la fin d'une désensibilisation sur 3h30, le 

RANTES et à un moindre degré le MCP-3, mais pas le MCP-1, ne sont plus capables 

d'induire une histaminolibération basophilique (FIGURE la, 1 b, le; ARTICLE 4). Cette 

inhibition suggère une désensibilisation pharmacologique des récepteurs basophiliques pour 

ces chimiokines par du RANTES libéré précocément au cours du rush. 

En effet, lorsque l'on évalue la cinétique d'apparition de chimiokines à partir des 

sumageants de sang total hépariné prélevé immédiatement avant et 4h après le début du rush, 

et stimulés pendant 30 min avec l'allergène, on observe parallèlement à une libération 

d'histamine, une libération de RANTES dès 30min de stimulation par l'allergène à JO. Par 

contre, 4h après le rush, en condition de stimulation allergénique spécifique, une baisse 

significative du RANTES est observée (FIGURE 2a, 3a; ARTICLE 4). Aucune production 

d'IL-8 et de MCP-1 n'est retrouvée au niveau du sang total. Deux candidats potentiels sont 

capables de libérer des médiateurs pré-formés, le basophile et la plaquette. Nous avons donc 
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analysé la libération de RANTES par ces deux types cellulaires lors d'une activation 

dépendante de l'IgE. La lignée basophilique humaine KU812 produit très tardivement une 

faible quantité de RANTES (à 24h de stimulation) alors que les plaquettes exprimant des 

récepteurs pour l'IgE en produisent abondamment, dès 30min de stimulation. Des plaquettes 

purifiées à partir d'échantillons sanguins prélevés avant et après le rush, montrent un profil de 

sécrétion de RANTES identique à celui observé en sang total (FIGURE 2b; ARTICLE 4). 

Nos résultats suggèrent qu'au cours du rush, la libération précoce de RANTES par les 

plaquettes pourrait désensibiliser les récepteurs des chimiokines au niveau des basophiles et 

secondairement empêcher l'histaminolibération induite par d'autres chimiokines produites 

ultérieurement notamment par les CMN (Figure lA, ARTICLE 3). 

Le RANTES pourrait contribuer aux mécanismes impliqués dans 

l'établissement de la tolérance clinique observée à la fin du rush, notamment en 

empêchant la libération d'histamine induite par certaines chimiokines à partir des 

basophiles, qui sont fortement impliqués dans les réactions d'hypersensibilité 

immédiate. 
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Abstract 

Venom sensitive patients treated by 3h30 rush immunotherapy protocol tolerate a venom 

dose equivalent to one Hymenoptera sting without si de effects. The mechanisms of this very 

early tolerance are poorly understood. Chemokines are implicated in inflammatory and allergie 

diseases, in particular via their ability to induce histamine release from basophils, a potential 

early target of RVIT (rush venom immunotherapy). Here we report that RVIT inhibits 

histamine release induced by RANTES and, to a lesser extent, by MCP-3, but not MCP-1, as 

early as 4h (D4h) after the initiation ofRVIT. In vitro venom stimulation ofwhole blood cells 

from untreated patients induced RANTES release, which was accounted for by platelet 

production. At D4h, venom stimulation was not longer able to induce RANTES generation 

from purified platelets. In a previous study, we have observed an increased RANTES release 

and mRNA expression in 24h culture of peripheral blood mononuclear cells (PBMC) collected 

at D4h. This was followed by a decrease in RANTES, IL-8 and MCP-1, 45 da ys after 

initiation of RVIT. These findings suggest that the rapid induction of tolerance to venom by 

RVIT might be in part related to a change in chemokine-induced reactivity ofbasophils. 
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Introduction 

Specifie immunotherapy has been used for years on empirical bases. In the last decade, double 

blind placebo-controlled studies have shown the efficacy of this treatment in sorne types of 

allergie reactions, including Hymenoptera venom immunotherapy (VIT), where the protection 

achieved in allergie patients is around 96% (1). Very rapid immunotherapy protocols are now 

available allowing to reach a venom concentration equivalent to one bee sting in less than 4h 

without side effects (2). However, the mechanism by which immunotherapy exerts its 

beneficiai effect remains unclear. Although different hypotheses have been formulated, 

including humoral and cellular mechanisms (for review see (3, 4)), none of them has been 

undoubtely correlated with the efficacy of immunotherapy. Hymenoptera venom 

hypersensitivity is different from allergie asthma and rhinitis in the sense that it involves 

systemic anaphylactic reactions affecting the vascular compartment. We have previously 

shown that rush venom desensitization induced an early decrease in antigen-induced T cell 

proliferation and favoured the shift toward a Th1-type cytokine mRNA expression (5). 

Nevertheless, these cytokine modifications were not associated with the rapid clinical 

tolerance, suggesting that additional regulatory processes might operate at the level of the 

effector cells involved in the triggering of the anaphylactic reaction. Basophils and mast cells 

are the first cells involved in anaphylactic reactions and might be an earl y target of rush venom 

immunotherapy (RVIT). It has been shown that basophil total histamine is diminished after 

VIT (6-8), and that histamine releasing factors (HRF) are impaired during specifie 

immunotherapy (9, 10). HRF and histamine release inhibitory factors (HRIF) modulate the 

release of basophil-derived mediators, and it is now established that members of the 

chemokine superfamily contribute mostly to this activity (11, 12). IL-8, a potent chemotactic 

factor for neutrophils ( 13 ), lymphocytes ( 14, 15), basophils (16) as well as for primed 

eosinophils (17, 18) has been shown to inhibit histamine generation from basophils (19, 20), 

but to promote its release when applied to cytokine-primed cells (21 ). On the other hand, 

MCP-1 is a potent chemotactic and activating factor for monocytes, lymphocytes, and 

basophils (22-24). This chemokine has been identified as a powerful HRF for human 
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basophils, with a kinetics and potency similar to those observed with well-established 

agonists, such as anti-IgE and C5a (25-27). MCP-3, which combines activities ofMCP-1 and 

RANTES, is a member ofthe p chemokine subfamily, and is 71% homologous with MCP-1. 

MCP-3 is as effective as MCP-1 in inducing mediator release from basophils, and as 

RANTES as a chemoattractant for basophils and eosinophils (28). RANTES was first 

purified as a product of activated T cells (29) and is a powerful chemoattractant for basophils 

(30) and eosinophils (31 ). Additionally, it is now evident that RANTES is produced by 

platelets (32) and eosinophils (33). Furthermore, RANTES is also chemotactic for memory T 

lymphocytes and monocytes (34). Among these chemokines, the most potent HRF are 

represented by MCP-1, MCP-3, and RANTES. Although able to induce histamine release, 

RANTES has been reported to inhibit the release of histamine induced by other chemokines, 

in particular MCP-1, and also to prevent further basophil activation by itself (35-37). Cross 

or homologous desensitization involving interactions between different chemokines may lead 

to enhanced or decreased histamine release by basophils (11, 28, 37). 

In the present study, we examined chemokine-induced basophil histamine release 

before and after RVIT. A rapid release of RANTES, likely from platelets, was detected upon 

allergen stimulation of whole blood cells collected before RVIT, but not at the end of the 4h 

treatment. This phenomenon was accompanied by a marked reduction in RANTES- and, to a 

lesser extent, in MCP-3-induced histamine release from basophils. 
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Materials and Methods 

Subjects and Immunotherapy regimen 

Nine patients were selected for RVIT on the basis of a history of systemic anaphylactic 

reaction after Hymenoptera stings. All patients were sensitive to Vespula germanica, and had 

positive intradermal skin tests to wasp venom and positive radioallergosorbent tests 

(RASTs). The method used for treatment was the ultrarush method as described by Bimbaum 

et al. (2). Briefly, at day 0, increasing doses of venom were injected every half an hour for 

3h30 to reach a final dose of 401lg (cumulative dose : 100Jlg). At day 15, and every month 

afterwards 100Jlg ofvenom were injected subcutaneously. None ofthe patients experienced 

adverse reactions during or after the rush procedure, and no medication was given to them 

either before or during the desensitization. Venom allergens were purchased from Dome 

Hollister Stier Laboratories (Spokane, WA). The same aliquoted batches ofvenoms were used 

throughout the study. 

Isolation of peripheral blood leukocytes and histamine release 

In order to avoid alterations in the basophil response related to purification procedures, 

mediator release was studied in total leukocyte preparations obtained after dextran 

sedimentation of erythrocytes. Several studies have shown that, under these conditions, 

chemokine-induced histamine release is similar in totalleukocytes and in purified basophils. 

Histamine being only released by basophils and not other cell types. V enous blood was 

collected on EDTA before the first injection ofvenom (DO), and 30 min after the last injection 

of venom on the same day (D4h). The procedure for leukocyte isolation has been described 

previously (38). Briefly, the cells were prepared by dextran sedimentation [0.6% dextran, 

0.6% glucose, 0.02M EDTA], the basophil-containing layer was washed twice with N-2-

hydroxyethylpiperazine-N-2-ethanesulfonic acid buffered saline (HBS) containing 0.3% 

human serum albumin (HSA), and the cells were resuspended at 30 x 106 cells/ml in HBS

HSA containing 2mM CaCI2 and 2mM MgCI2. The percentage of basophils was between 
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1.07% and 2.5 % at DO and between 0.98 % and 2.1 % at D4h, as determined by alcian blue 

staining. Aliquots of 20).!1 of recombinant human (rh) RANTES (Research and Diagnostics 

Systems, Minneapolis, MN), ofrhMCP-1 or ofrhMCP-3 (Pepro Tech Inc., Rocky Hill, NJ), 

at concentrations ranging from 1 o-8 to 1 o-6 M were incubated with 1 00).!1 of the leukocyte 

suspension for 45min, at 3 7°C. After incubation, the supernatants were separated by 

centrifugation at 650g for 5min, at 4°C and histamine release was measured using a specifie 

radioimmunoassay (Immunotech, Luminy, France), according to the manufacturer's 

instructions. Total basophil histamine content was determined after boiling the cell pellets for 

10 min. The results were expressed as percent of total histamine content. Spontaneous 

histamine release from the cells was less than 5% and was subtracted from the calculated 

histamine release. 

Whole blood experiments 

Whole blood was collected at DO and D4h of the rush protocol and further incubated with 

different concentrations of specifie venom (from 1 o-1 to 1 )lg/ml) in round bottomed microtiter 

plates (Nunc-Roskilde, Denmark). After 30min incubation at 37°C, plates were centrifuged 

for 5min at 1500g, at 4°C. Supernatants were collected and stored at -20°C until histamine and 

chemokine quantification. Chemokine release was determined using commercial ELISA kits, 

according to the manufacturer's recommendations. Each sample was measured in duplicate. 

Sensitivities of the ELISAs were 2.5 pg/ml for RANTES (Research and Diagnostics Systems), 

5 pg/ml for MCP-1 (Research and Diagnostics Systems) and 4-8 pg/ml for IL-8 (Tebu, CLB, 

Amsterdam, The Netherlands). Since optimal mediator release was obtained at 10-1 )lg/ml 

venom, this concentration was selected to express the results on whole blood experiments. 
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Platelets and KU812 basophil cellline experiments 

Venous blood was collected on ACDC (citric acid/trisodic dextrose/citrate) (39) at DO and 

D4h. Plate let rich plasma (PRP) was obtained by centrifugation ( 120g, 15 min) and plate lets 

were then washed three times by repeated centrifugations (2000g, 15min) in 0.9 % NaCl 

(saline) supplemented with citric acid (36mM), glucose (5mM), calcium (2mM), magnesium 

(lmM), BSA (0.35%), and prostaglandin El (lOOnM). After counting, 7.5 x 107 platelets were 

suspended in Eagle's MEM containing 10% autologous sera and cultured in flat bottomed 

microplates (Nunc-Roskilde) with medium only or with specifie venom, at the optimal 

concentration of IO-l!lg/ml, in a final volume of 200!ll. Kinetics experiments performed on 

platelets from allergie patients showed that RANTES was released as early as 30min after 

venom stimulation and reached a peak at 3h. This latter time point was selected to recover 

platelet supernatants by centrifugation at 700g and to quantify RANTES by ELISA. 

When the human basophilie cellline KU812 was used, 2.5xlü6 cells/ml were cultured in flat 

bottomed microplates (Nunc, Roskilde) in the absence or in the presence of 10!lg/ml ofhuman 

monoclonal IgE (provided by Dr. H. Spiegelberg, La JoUa, CA) followed by 1 OOng/ml of an 

anti-IgE antibody (Goat IgG fraction to human IgE, Cappel, Turnhout, Belgium). The 

supernatants were harvested at 30min, 2h, 5h and 24h by centrifugation at 700g and were 

stored at -20°C until the measurement of RANTES. 

Statistical analysis 

Results were expressed as mean± SEM. Comparisons between results obtained for a single 

subject in different conditions of stimulation at one particular time point were performed 

using paired t-test. Comparisons within results obtained at different time points for a 

particular type of stimulation were done using one-way analysis of variance. P values < 0.05 

were considered as statistically significant. 
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Results 

Effect of venom immunotherapy on chemoldne-induced histamine release from basophils 

Basophil responsiveness to the histamine-releasing chemokines, MCP-1, MCP-3 and 

RANTES, was evaluated before and immediately after the 3h30 rush protocol. 

Before treatment (DO), ali the chemokines studied induced a dose-dependent histamine release. 

In contrast, at the end of the 3h30 rush protocol, a significant reduction in histamine secretion 

was observed after stimulation with ali concentrations of RANTES (p<0.05) (maximal 

inhibition of 83.08 % at IQ-7M) (fig. la), after MCP-3 stimulation at l0-7 and I0-6 M 

(p<0.05) (maximal inhibition of 67.75 % at l0-6M) (fig. lb). Comparable amounts of 

histamine were measured in response to MCP-1 stimulation before and at the end of the rush 

(fig. le). 

Effect of allergen stimulation on chemokine release from who le blood and platelets 

In order to elucidate the possible role of preformed chemokines released very earl y after the 

begining of RVIT, their production in whole blood was evaluated concomitantly to that of 

histamine. At DO, stimulation ofwhole blood cells with specifie venom for 30min induced an 

increase in RANTES production, as compared with baseline (respectively, 6.24 ± 1.00 and 

4.68 ± 0.94 ng/ml; p<0.05), but not at D4h (respectively, 3.59 ± 0.67 and 3.22 ± 0.44 ng/ml). 

Moreover, venom-induced RANTES release was significantly lower at D4h than at DO (fig. 

2a). In contrast, levels ofiL-8 and MCP-1 in whole blood from allergie patients were very low 

and they were not modified by specifie venom stimulation (respectively, 0.05 ± 0.02 and 0.06 

± 0.03 ng/ml IL-8; 0.48 ± 0.13 and 0.51 ± 0.1 ng/ml MCP-1 ), suggesting that there is no earl y 

release ofiL-8 or MCP-1 during RVIT .. 

In order to determine the cellular origin of the earl y released RANTES, two cell types 

known to contain preformed mediators, i.e. basophils and platelets, were used. IgE-dependent 

stimulation of the human basophilie cellline KU812 failed to induce early RANTES release, 
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although a delayed but low production (less than 50 pg/ml) was observed at 24h. In contrast, 

significantly higher amounts of RANTES were generated at DO by venom-challenged as 

opposed to non stimulated platelets from allergie patients (respectively, 14.44 ± 2.76 ng/ml 

and 10.2 ± 1.89 ng/ml, p<0.01) (fig. 2b). At D4h, venom stimulation did no longer induce 

RANTES release (venom versus baseline: 9.67 ± 2.07 and 9.51 ± 2.18 ng/ml, NS). Venom

induced RANTES release was significantly decreased at D4h, as compared to DO (p<0.04). 

No changes in spontaneous RANTES level were observed before and after treatment. 

Allergen stimulation ofwhole blood induces a similar leve! of histamine release at ali time 

points 

Histamine release as expressed as percent of total histamine content (fig. 3a) increased after 

venom stimulation both at DO (venom versus baseline : 49.50 ± 21.53 and 7.46 ± 1.67 %, p < 

0.05), and at D4h (40.05 ± 6.40 and 8.90 ± 2.60 %, p < 0.02). There was no statistical 

difference in venom-induced histamine release when values obtained at DO and D4h were 

compared. In contrast, when the absolute amount of total histamine was evaluated (fig. 3b ), a 

significant decrease was observed at D4h versus DO (p<0.04), showing that although RVIT 

induced a decrease in the absolute amount of histamine, it did not affect IgE-dependent 

basophil release capacities. 
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FIGURE 1. Chemokine-induced histamine release from basophils in patients 
undergoing RVIT. 
Before (DO, 8]) and after (D4h, œ) rush treatment, leukocytes were challenged with RANTES (a), MCP-3 (b) 
and MCP-1 (c), at concentrations ranging from Io-6 to Io-8 M for 45 min, at 37°C and the percent of histamine 
release was determined. Results are expressed as means ±SEM (n = 6 patients). 

* p < 0.05. as compared with values obtained at DO (paired t-test). 
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Discussion 

The early clinical tolerance obtained within hours with fast RVIT protocol suggests 

desensitization of effector cells primarily involved in systemic anaphylactic reactions, such as 

mast cells and basophils. W e examined the ability of different chemokines known to exert 

potent histamine-releasing activities, such as MCP-1, MCP-3 and RANTES (27, 28, 36), to 

promote histamine release from blood leukocytes obtained from venom allergie patients bef ore 

and after rush treatment. Although considered as basophil activators, recent in vitro 

experiments have shown that chemokines can inhibit basophil histamine release in response to 

other chemokines, via homologous or cross desensitization of their receptors (28, 35, 37). 

Consistent with the phenomenon of homologous desensitization observed with ligand

receptors interactions that are coupled to G protein, RANTES can desensitize basophils to 

itself (36). 

In the present study, we demonstrated that RANTES-induced histamine release from 

blood leukocytes was strongly inhibited after rush, suggesting a possible homologous 

desensitization as a consequence of in vivo RANTES release during immunotherapy. Previous 

studies have shown that when using total leukocyte preparations obtained after dextran 

sedimentation of erythrocytes, all the histamine is derived from basophils (37, 40). Moreover, 

the pattern of histamine release inhibition observed in chemokine desensitization experiments 

is similar in mixed leukocytes and in purified basophils (37). A decreased responsiveness, 

although less pronounced, was also observed towards MCP-3, a chemokine also known to 

induce basophil desensitization to itself (11). On the one hand, this finding argues for a release 

of MCP-3 during the rush and suggests that, as shown for RANTES, this chemokine might be 

stored as a preformed mediator in certain cell types. In confirmation, the expression of MCP-

3, but not MCP-1, has been previously identified in platelets (41) and mast cells (42). On the 

other hand, MCP-3 has been shown to desensitize basophils to MCP-1, but during RVIT, 

MCP-1 was still able to induce histamine release. Opposite results have been obtained in the 

litterature about basophil desensitization to MCP-1 by RANTES. In terms of histamine 

release, studies have shown that RANTES could induce desensitization to MCP-1 (35, 37), 
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while in terms of changes in intracellular calcium, this effect was not observed (11, 30). In 

contrast to what we have observed with RANTES and MCP-3, no basophil desensitization 

towards MCP-1 occurred after rush treatment. This finding would also argue against basophil 

cross desensitization between RANTES and MCP-1, at least in this clinical situation. Our 

results suggest a mechanism involving chemokine receptors, thus it would be interesting to 

evaluate their expression during RVIT. However, the interpretation would be difficult since 

surface receptors can be expressed without being functional (43). 

Although we have shown basophil desensitization during rush RVIT in terms of histamine 

release, production of other mediators might also be down-regulated. This would be the case 

for leukotriene C4, which is released concomitantly to histamine in response to chemokine 

stimulation, and which has been shown to be decreased after RVIT (7). 

RANTES was also generated in whole blood from venom allergie patients immediately 

after allergen stimulation, suggesting its release as a preformed mediator. Among different cell 

types, basophils and platelets are good candidates as a source of preformed RANTES, since 

they are able to be activated by IgE-dependent stimuli (44). Our results show that venom 

stimulation of platelets from allergie patients induced earl y (DO) but not late (D4h) RANTES 

production, suggesting that they became unresponsive to the allergen following the rush 

procedure. These results agree with those previously reported, showing that RVIT decreased 

IgE-dependent platelet reactivity as evidenced by the release of oxygen metabolites and 

cytocidal mediators ( 45). Although not completely assimilable to peripheral blood cells, 

basophils derived from the hurnan cellline KU812 failed to show rapid RANTES release upon 

IgE-dependent stimulation. Furthermore, the pattern of histamine release from these ce Ils was 

different from that of RANTES in whole blood. It is of note that although the basophil 

absolute histamine amount was decreased at the end of the 3h30 rush, the venom-specific 

basophil reactivity was not reduced. This indicates that RVIT does not affect the IgE

dependent reactivity of basophils at earl y time points, as already suggested (7). 

In a previous study, at the lev el of PBMC, we have demonstrated a general decrease in 

chemokine levels (in particular RANTES, IL-8, and MCP-1) at D45, as opposed to DO, with 

sorne variations depending on the chemokine considered ( 46). This decrease is reminiscent of 
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the state of antigen-specific tolerance of T cells after immunotherapy, which has been 

associated with a dawn-regulation in the production of a number of cytokines, except 

interferon-y(5, 47-49). Surprisingly, RANTES increased as soon as the end ofthe rush, i.e., at 

the 4th hour and then declined progressively up to day 45. This suggests that RANTES is 

involved in the initial events underlying RVIT. 

Thus, during RVIT, early basophil desensitization likely related to RANTES 

production by antigen-stimulated platelets, might be able to prevent further basophil 

activation by RANTES itself originating from other cell types, particularly PBMC. This 

hypothesis needs to be evaluated by further experiments, and remains presently speculative. 

This area might be of wider interest, since RANTES receptor is expressed not only on 

basophils, but also on eosinophils, monocytes and T lymphocytes. Desensitization through 

the RANTES receptor has been described in human monocytes, leading to an inhibition of the 

chemotactic response to RANTES itself (50) and in eosinophils with cross desensitization 

between RANTES and MCP-3 (28). Even though homologous desensitization has not been 

investigated in T lymphocytes, the ability of RANTES to activate these cells within minutes 

through two different signaling pathways, one leading to chemotaxis, and the other to cytokine 

release and cell proliferation, has been documented (51). Therefore, it would be of interest to 

investigate the effect of rush desentization on RANTES-induced recruitment and activation of 

cells expressing its receptor. 

In conclusion, a reduction in the release of preformed histamine by RANTES

stimulated leukocytes observed within the first hours of desensitization indicates that 

basophil is a target for RVIT. The rapid tolerance induction to venoms by RVIT might thus be 

in part related to a change in the chemokine-dependent reactivity ofbasophils. 
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REGULATION DE LA SYNTHESE D'IgE 

AU COURS DEL 'IMMUNOTHERAPIE SPECIFIQUE 

AUX VENINS D'HYMENOPTERES 

Objectifs de l'étude 

On sait depuis longtemps que l'ITS induit une augmentation initiale des IgE spécifiques 

d'antigène, avant qu'une diminution puisse être observée à long terme après établissement de la 

tolérance clinique. Dans notre modèle d'étude, l'ITS aux venins d'hyménoptères selon la 

procédure accélérée "rush" sur 3h 30, une augmentation des IgE sériques spécifiques est 

observée au premier rappel après rush (à 115) et une diminution à partir du deuxième rappel (à 

145). Dans cette partie de notre travail, nous avons essayé de préciser les facteurs et les 

mécanismes responsables de cette amplification de synthèse d'Ac à 115 du rush. Ainsi, une 

étude de la régulation de la synthèse d'IgE a été réalisée au cours de l'ITS au venin de guêpe ou 

d'abeille. Il faut rappeler que la synthèse d'IgE est sous l'étroite dépendance de l'IL-13, et de 

l'IL-4 qui stimulent l'expression d'ARNm stérile pour l'IgE (germline (g) eRNA), lui-même 

permettant la transcription d'ARNm productif pour ces immunoglobulines (productif (p) 

eRNA). Des observations in vivo dans un modèle murin ont montré que lors d'une réponse 

primaire, la stimulation de cellules B naïves par un Ac anti-IgD induit la commutation 

"switch" vers l'IgE ainsi qu'une faible sécrétion d'IgE, alors que lors d'une réponse secondaire 

obtenue par l'injection consécutive d'Ac anti-IgD et d'Ac anti-lgE aboutit à une intense 

sécrétion d'IgE. Lors de la réponse primaire, 3 jours après injection d'Ac, l'augmentation 

d'expression d'ARNm codant pour 1'IL-4 est suivie 24h après, d'une expression de ge et 1 à 2 

jours plus tard, par un accroissement de l'expression de pe. Lors de la réponse secondaire, 

l'augmentation de pe et des IgE sériques s'accompagne d'une faible augmentation d'IL-4 et de 

-------------------------------153 



----------------ft'ésultats---------------

ge. Néanmoins, alors qu'un Ac neutralisant anti-IL-4 bloque l'expression de ge dans les 2 cas 

de réponses primaire et secondaire, la production de pê et des IgE sériques n'est pas affectée 

par cet Ac en cas de réponse secondaire. En conclusion, il semble donc que l'IL-4 et le ge ne 

sont pas nécessaires à la production d'IgE par les B qui expriment les IgE à leur surface 

(lymphocytes BIgE+) [Thyphronitis et al, 1993]. 

Dans notre modèle d'étude, la détection des transcrits stérile et productif pour l'IgE 

devrait permettre de savoir si l'augmentation d'IgE après désensibilisation provient de cellules 

B n'ayant pas encore exprimé l'IgE à leur surface ou de cellules B ayant déjà commuté vers 

l'IgE. Donc, afin d'étudier l'effet de l'ITS sur la régulation des transcrits pour l'IgE, une étude 

cinétique de l'apparition des ARNm codant pour l'IL-13, l'IL-4, ainsi que celle du gE et du pê a 

été réalisée sur les CMN de sujets allergiques aux venins d'hyménoptères avant (à JO) et à 

différents temps après traitement (à J4h, 115 et J45). De plus, en parallèle, le niveau de 

production de l'IL-13 par les CMN a été également étudié. 
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Matériels et méthodes 

1-Patients 

9 patients ayant présenté des réactions anaphylactiques systémiques après piqûre 

d'hyménoptère ont été inclus dans l'étude. Tous présentaient des tests cutanés positifs et 

avaient des IgE spécifiques (RAST) vis-à-vis du venin d'hyménoptère. 8 étaient sensibilisés 

au venin de guêpe (Vespula germanica) et 1 au venin d'abeille (Apis mellifica). 

2- Hyposensibilisation spécifique accélérée ou ultra rush 

Elle a été réalisée en 3h 30 selon le protocole déjà décrit [Birnbaum, 1993]. Il consiste 

en l'injection sous-cutanée aux patients à JO, de quantité croissante de venin standardisé 

(Dome Hollister Stier, Spokane, U.S.A.), à une demi-heure d'intervalle jusqu'à une dose finale 

de 40 )lg au bout de 3h 30 (dose cumulative= 100 )lg). Puis cette dose est reçue en deux 

injections en sous-cutanée, au jour 15 (J15), et réinjectée en dose d'entretien tous les mois. 

3- Préparations cellulaires 

Le sang veineux de 9 patients allergiques aux venins d'hyménoptères a été prélevé sur 

héparinate de Ca++ à JO, J4h (30 min après les 3h 30 du rush), J15 et J45 du rush. Les 

prélèvements s'effectuent avant l'injection d'allergène. Après élimination des plaquettes par 

centrifugation à 120g pendant 15min, le sang est dilué au demi dans un tampon phosphate 

(PBS 0,01M) et centrifugé à 400g pendant 30 min à 15°C, sur gradient Ficoll-Hypaque 

(Pharmacia). Les cellules mononucléées (CMN) recueillies à l'interface et lavées 3 fois en PBS 

sont re suspendues en RPMI 1640 complété avec de la glutamine (2mM) et du p- 2 

mercaptoéthanol (5x10-5M). Sur une partie des CMN, une extraction d'ARNm dans le 

RNAzol a été effectuée immédiatement (ex vivo). Le reste des cellules a été incubé avec le 

milieu ou avec le venin spécifique. Après 24hr de culture, les cellules sont centrifugées à 500g 

pendant 7 min et les surnageants correspondants récupérés aliquotés et conservés à -80°C 

pour le dosage de l'IL-13 réalisé par ELISA (Kit de dosage immunoenzymatique commercial 

dont la sensibilité est de 1,5 pg/ml (Immunotech)). 
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4- Extraction de l'ARNm 

Les CMN sont lysées dans le RNAzol (Bioprobe systems, Montreuil-sous-bois, 

France) (1ml pour 10x106 cellules) pendant 5 min à température ambiante; 200 ,.d de 

chloroforme sont ensuite ajoutés. Suite à une centrifugation 15 min à 12000g à 4°C. L'ARN, 

présent dans la phase aqueuse, est précipité par l'isopropanol (1 0 min à température 

ambiante). Après centrifugation 10 min à 12000g, le culot est lavé dans l'éthanol à 75% 

(centrifugation de 7500g pendant 5 minutes), séché sous vide puis dissous dans l'eau 

apyrogène. La quantité d'ARN obtenue est dosée par spectrophotométrie puis congelés à 

-80°C jusqu'à rétrotranscription en ADNe. La qualité de l'échantillon est vérifiée par 

électrophorèse sur gel d'agarose à 1 ,5% en présence de bromure d'éthidium. 

5- RT-PCR semi-quantitative 

La rétrotranscription s'effectue sur un volume correspondant à 1 11g d' ARN auquel 

sont ajoutés des amorces oligo-dT à 0, 1j.tg/rnl (Boehringer), et de la RNAsine à 4U/!ll 

(Promega). Cette solution est laissée 5 min à 70°C puis 5 min dans la glace. Par la suite, au 

mélange est ajouté du tampon Sx (Life technologies), de la RNasine à 4U/!ll, du dithiotréitol 

(DTT) à 0,1M (Gibco BRL), de l'enzyme MMLV-transcriptase reverse (mouse moloney 

leukemia virus, Gibco BRL) à 200U/j.tl, et du dNTP (Pharmacia) à 10mM. L'ensemble est 

incubé 1h à 42°C puis chauffé Smin à 95°C. La solution finale correspond à 50 111 d'ADNe qui 

peuvent être utilisés de suite pour les expériences de PCR ou conservés à -20°C jusqu'à 

utilisation. 

L'ADNe est amplifié en présence d'amorces soit de GAPDH (Glycéraldéhyde 

Phosphate Déshydrogénase), soit des cytokines (IL-4 et IL-13), soit des transcrits stériles et 

productifs pour l'IgE (Eurogentec) dans une réaction de PCR de volume final de 25 111 

contenant: 100 11M de dATP, dCTP, dGTP et 95 11M dTTP (Pharmacia); O,l!lM digoxigenin-

11-dUTP (Boehringer); 0,5 11M des amorces; 1,25U/!ll de Taq polymérase (Perkin Elmer) 

2mM de MgCl2 (Perkin Elmer). Toutes ces étapes se déroulent dans la glace puis les tubes 

sont placés dans un amplificateur (Cyclone Integra Biosciences). Les séquences de ces 
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différentes amorces sont les suivantes : GAPDH sens : 5'-GTCTTCACCACCATGGAGA-

3'; anti-sens 5'-CCAAAGTTGTCATGGATGACC-3'. IL-4 sens : 5'-

TGCCTCCAAGAACACAACTG -3'; anti-sens: 5'- AACGTACTCTGGTTGGCTTC -3'. 

1 L -13 sens 5'- GAGTGTGTTTGTCACCGTTG -3'; anti-sens 

TACTCGTTGGCTGAGAGCTG 

AGGCTCCACTGCCCGGCACAGAAAT 

ACGGAGGTGGCATTGGAGGGAATGT 

- 3 '. 

-3'; 

AAGGAACCCTGGTCACCGTCTCC -3'; 

g ê. sens 

an ti-sens 

- 3 '. p ê. sens 

an ti-sens 

5'-

5'-

5'-

5'-

5 '-

GACGCTGAAGGTTTTGTTGTCG -3'. Le gène codant pour la GAPDH est un gène dit 

domestique (housekeeping gene) dans la mesure où il est exprimé constitutivement dans toute 

cellule et que son expression n'est pas modulable. Pour ces raisons, la GAPDH est considérée 

comme témoin interne des expériences de PCR. 

La GAPDH, les cytokines, le ge et le pê. ont été étudiés conjointement et le nombre de cycles 

permettant une amplification linéaire des produits de PCR a été déterminé dans des 

expériences préliminaires (21 cycles pour la GAPDH; 26 pour l'IL-4 ; 34 pour l'IL-13; 26 

pour le gê. et 30 pour le pê.). Le nombre de cycles a été préalablement défini pour chaque 

molécule par des expériences de cinétique faisant à la fois varier la concentration d'ADNe à 

amplifier et le nombre de cycles d'amplification. Chaque cycle d'amplification est constitué de 

3 étapes: l'étape de dénaturation à 94°C pendant 1min; l'étape d'hybridation à 60°C pendant 

lmin afin de permettre aux amorces de s'apparier au premier brin d'ADNe; l'étape 

d'élongation à noe pendant lmin. La première étape peut être précédée d'une première 

dénaturation (2min à 94°C); de même la troisième étape est généralement suivie d'une 

élongation terminale (7min à noe). Après électrophorèse sur gel d'agarose 1,5%-Bromure 

d'éthidium, les produits de PCR sont transférés sur une membrane de nylon (Boehringer) par 

capillarité et sur la nuit. Après transfert, la membrane est séchée puis fixée aux UV. Les 

ADNe sont révélés par l'intermédiaire d'un anticorps anti-digoxygénine marqué à la 

phosphatase alcaline et un système de chimioluminescence (CDP-star, Boehringer). Les 

résultats sont analysés par densitométrie (Bio-profil; Vilber Lourmat) et exprimés en 

pourcentage de la densité optique obtenue pour la bande de GAPDH correspondante. 
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6- Analyses statistiques 

Les résultats sont exprimés en moyenne ± SEM. Les comparaisons des résultats 

obtenus au même temps du rush et entre différentes conditions de culture sont réalisées par un 

t-test apparié, tandis que celles entre les différents temps du rush pour la même condition de 

culture par analyse de variance unilatérale. p~0,05 est considérée comme statistiquement 

significative. 

----------------------------158 



---------------.n,ésultats---------------

Résultats 

1- Dosage des IgE sériques totales et spécifiques 

Les IgE totales (exprimées en KUI/L) et spécifiques (exprimées en unités RAST) ont 

été dosées dans le sérum de patients à différents temps du rush (JO, J4h, 115 et J45). Les taux 

d'IgE totales étaient de 628 ± 107,5 à JO; 608,28 ± 95,72 à J4h; 681 ± 104,69 à 115 et 613 ± 

99,09 KUI/L à J45. La différence entre ces valeurs n'est pas statistiquement significative. 

Les IgE spécifiques du venin étaient augmentées à J15 (10,76 ± 3,85 Unités RAST) 

par rapport à JO (8,98 ± 3,97) et J4h (8,45 ± 8,34) et commençaient à diminuer à 145 (10 ± 

9,6) (p=0,02 par analyse de variance unilatérale). 

2- Modulation de l'expression d'ARNm codant pour l'IL-4 au cours de l'ITS 

Chez les patients, l'expression spontanée de l'ARNm codant pour l'IL-4 diminue d'une 

façon statistiquement siginficative entre les différents temps du rush (JO, J4h, 115 et J45) 

(p:s;0,02 par analyse de variance). La même diminution est observée quand les CMN ont été 

isolées immédiatement (ex vivo) (p:s;0,05 par analyse de variance unilatérale) (Figure 1). 

3- Modulation de la production et de l'expression d'ARNm codant pour l'IL-13 au 

cours de l'ITS 

Chez les patients allergiques aux venins d'hyménoptères, la stimulation par l'allergène 

spécifique induit une augmentation significative des taux de production et d'expression 

d'ARNm codant pour l'IL-13 (résultats non montrés) par comparaison aux taux observés à 

l'état de base, et ceci quelque soit le temps du rush (pour la protéine : p:::;; 0,04 à JO, J4h, J15 

et J45 et pour l'ARNm : p:s; 0,04 à JO, JI, 115 et J45 par t-test apparié). 

Quand les CMN sont isolées immédiatement (ex vivo), l'expression de l'ARNm codant 

montre un profil identique à celui observé à l'état de base après 24hr de culture des CMN 

(Figure 2). Cependant, on n'a pas observé de variations statistiquement significatives dans 

l'expression de l'IL-13 entre les différents temps du traitement étudiés. 
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4- Modulation de l'expression d'ARNm stérile (ge) codant pour l'IgE au cours de 

l'ITS 

Chez les patients, à l'état de base, on n'observe pas de variations statistiquement 

significatives entre les différents temps du rush. Quand les CMN sont immédiatement isolées 

(ex vivo), le même profil d'expression du transcrit stérile pour l'IgE que celui observé à l'état 

de base après 24hr de culture (Figure 3). 

5- Modulation de l'expression d'ARNm productif (pe) codant pour l'IgE au cours 

de l'ITS 

Chez les patients, à 115 du rush, une augmentation significative d'expression de pê a 

été observée à l'état de base (p~0,05 par analyse de variance unilatérale) qui diminue à J45. Le 

même profil a été observé quand les CMN ont été isolées immédiatement (ex vivo) (p~0,05 

par analyse de variance unilatérale) (Figure 4). 

Un exemple représentatif des résultats obtenus avec un seul patient sont montrés dans 

la figure 5. 
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Figure 1 :Modulation d'expression d'ARNm codant pour l'IL-4 par les 
cellules mononucléées (CMN) de sujets allergiques aux venins 
d'Hyménoptères au cours de l'ITS. 
Valeurs moyennes d'expression d'IL-4 par les CMN, soit après extraction 
immédiate de l'ARN (~ ), soit après 24hr de culture avec le milieu seul (D ). 
Les résultats sont exprimés en pourcentage de densité optique de la GAPDH 
(moyenne± SEM; n=9). 
* : La variation est significative entre les différents temps du rush (p~0,05 
par analyse de variance unilatérale). 
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Figure 2 :Modulation d'expression d'ARNm codant pour l'IL-13 par 
les cellules mononucléées (CMN) de sujets allergiques aux venins 
d'Hyménoptères au cours de l'ITS. 
Valeurs moyennes d'expression d'IL-13 par les CMN, soit après extraction 
immédiate de l'ARN ~ ), soit après 24hr de culture avec le milieu seul (D ). 
Les résultats sont exprimés en pourcentage de densité optique de la GAPDH 
(moyenne ± SEM; n=9). Les différences entre les différents temps du rush 
ne sont pas statistiquement significatives. 
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Figure 3 : Modulation d'expression du transcrit stérile (ge) codant pour 
l'IgE par les cellules mononucléées (CMN) de sujets allergiques aux 
venins d'Hyménoptères au cours de I'ITS. 
Valeurs moyennes d'expression de ge par les CMN, soit après extraction 
immédiate de l'ARN ~ ), soit après 24hr de culture avec le milieu seul (D ). 
Les résultats sont exprimés en pourcentage de densité optique de la GAPDH 
(moyenne+ SEM; n=9). Les variations entre les différents temps du rush ne 
sont pas statistiquement significatives. 
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Figure 4 : Modulation d'expression du transcrit productif (pE) codant 
pour l'IgE par les cellules mononucléées (CMN) de sujets allergiques 
aux venins d'Hyménoptères au cours de l'ITS. 
Valeurs moyennes d'expression de pê par les CMN, soit après extraction 
immédiate de l'ARN ~ ), soit après 24hr de culture avec le milieu seul ( 0 ). 
Les résultats sont exprimés en pourcentage de densité optique de la GAPDH 
(moyenne± SEM; n=9). 
* : la variation est significative entre les différents temps du rush ( p~0,05 
par analyse de variance unilatérale). 
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Figure 5 : Expression des ARNm codant pour I'IL-4 et I'IL-13 ainsi que 
ceux codant pour les transcrits stérile (gE) et productif (pE) pour l'IgE, 
par les CMN de sujets allergiques aux venins d'Hyménoptères au cours 
de I'ITS. 
Les CMN ont été isolées à différents tetnps du rush (JO, J4h, J 15 et J45 ). 
L'ARNm des CMN a été extrait soit itntnédiatetnent, soit après 24h de 
culture avec le milieu seul. Ensuite, l'ARNtn a été rétrotranscrit et l'ADNe a 
été amplifié par la technique de RT-PCR setni-quantitative en présence d'un 
nucléotide marqué à la digoxygénine. Les produits atnplifiés sont transférés 
sur metnbrane de nylon (Southern blot) et détectés au n1oyen d'un anticorps 
anti-digoxygénine tnarqué à la phosphatase alcaline. Les résultats sont 
analysés par densitotnétrie et expritnés en pourcentage de densité optique de 
la GAPDH. 
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En prenant comme modèle l'allergie aux venins d'hyménoptères (guêpe ou abeille), et en 

particulier l'immunothérapie spécifique (ITS) aux venins, trois axes de recherche ont été 

particulièrement développés afin de cerner les mécanismes immunologiques impliqués dans 

l'efficacité de ce traitement désensibilisant. 

1- Profil de cytokines de type Thl ou Th2 et prolifération 

lymphocytaire T spécifique d'allergène 

Dans le premier axe de recherche, notre étude visait à déterminer les conditions de 

régulation de la réponse immune, en quantifiant des cytokines produites par les lymphocytes 

T purifiés à partir du sang périphérique de sujets allergiques au venin d'hyménoptères avant et 

après désensibilisation. Nous avons choisi d'étudier les cellules T purifiées plutôt que les 

cellules mononucléées (CMN) parce que dans une étude antérieure, dans notre laboratoire, il a 

été démontré que les cellules T purifiées donnent de meilleurs résultats en terme de 

prolifération induite par le venin spécifique que les CMN [Ledru, 1988], et l'on sait que le 

nombre de cellules T spécifiques d'allergène est faible. 

La réduction de la prolifération lymphocytaire T spécifique d'antigène au cours de 

l'ITS a été démontrée et confirmée dans plusieurs travaux [Gatien, 1975, Hiratani, 1981, 

Hsieh, 1984, Ledru, 1988]. Dans notre étude, la "tolérance" lymphocytaire T, observée très 

tôt après le début du traitement rush (à J15), correspond à la tolérance clinique obtenue par 

une IT de ce type. En effet, dès la fin du premier jour, les patients tolèrent de très fortes 

doses de venin montrant l'efficacité de ce type de protocole. Cette tolérance clinique est donc 

reflétée au niveau des cellules T qui ne réagissent plus à l'antigène spécifique tout au moins à 

la dose faible du venin qui a été utilisée. Le fait qu'une faible dose du venin est capable 

d'induire une prolifération lymphocytaire T pourrait être lié au fait qu'on a utilisé des 

lymphocytes T purifiés et à la présence d'un certain pourcentage de monocytes contaminants 

--------------166 



------------viscussion-Conclusions -------------

comme CP A. Récemment, il a été démontré que les monocytes favorisent la prolifération 

cellulaire T spécifique d'allergène notamment quand il s'agit de faibles doses d'allergène 

[Secrist, 1995]. 

La tolérance périphérique consiste en un état physiologique acquis où le système 

immunitaire ne réagit pas vis-à-vis de l'organisme étranger. Différents mécanismes ont été mis 

en évidence, notamment la délétion clonale, l'anergie ou la suppression. La délétion c/onale 

périphérique ou élimination physique des cellules T réactives peut être le résultat final d'une 

puissante réponse à l'Ag aboutissant à un processus de mort cellulaire, comme cela a été décrit 

après stimulation par les superantigènes [Mac Donald, 1991]. Dans le cas de l'ITS aux venins 

d'hyménoptères, l'on sait que si l'on arrête le traitement trop tôt, les réactions réapparaissent, 

laissant supposer que les cellules spécifiques d'Ag ne sont pas détruites. Par contre, ce 

mécanisme pourrait intervenir à long terme, en effet après plusieurs années d'ITS, dans ce 

modèle, on assiste à la négativation des tests cutanés et des RASTs. Quant à l'anergie, elle 

consiste en l'absence d'une réactivité des cellules T matures à l'Ag, due à des signaux 

inappropriés des cellules présentatrices d'Ag (CPA) non professionnelles. Ce mécanisme a été 

mis en évidence au niveau des clones T CD4+ spécifiques d'allergène tolérisés in vitro par de 

fortes doses d'allergène [O'Hehir, 1991]. Lors de la stimulation antigène-spécifique des 

lymphocytes T, une absence de costimulation par des molécules accessoires comme le CD28 

entraîne une anergie lymphocytaire. Or, il a été montré in vitro que la stimulation par de fortes 

doses de peptide d'acarien induit une abolition de la prolifération des clones T CD4+ 

spécifiques d'allergène qui est associée à une forte baisse de l'expression de CD28 [Lake, 

1993]. Cet état d'anergie in vitro est théoriquement similaire à l'induction de l'absence de la 

réactivité des lymphocytes T par de fortes doses du venin injectées au cours du protocole 

rush. C'est pourquoi nous avons évalué l'expression du CD28 au cours de la désensibilisation 

accélérée. Nous avons observé une expression élevée de la population cellulaire T CD28+ chez 

les patients allergiques aux venins d'hyménoptères mais nous n'avons pas observé de 

changement dans l'expression de CD28 sur les T CD4+ au cours de l'ITS. Les résultats 

obtenus peuvent avoir plusieurs explications : 
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* Des études cinétiques ont montré que l'expression de CD2S à la 

surface des T CD4+ activées diminue entre 12h et 24h après liaison de CD2S avec son ligand 

entraînant un état de non réponse au signal fourni par le CD2S. Cette expression de CD2S 

retourne à l'état de base à 4Sh bien que les lymphocytes T restent aréactifs [Linsley, 1993]. 

Dans notre étude, l'expression de CD2S a été évaluée avant le début du traitement, juste à la 

fin des 3h30 du rush (à J4h), au premier rappel (à 115) et au deuxième rappel (à J45) et il est 

possible que nous ayons manqué des modifications à 24-4Sh. 

* Une autre explication concerne le modèle de costimulation de CD2S, 

qui implique plusieurs molécules telles que le CTLA4 [Friccius, 1993] et leur ligands comme 

le CDS6 (B 7 .2) et le CDSO (B7 .1) qui peuvent être également impliquées dans la non réponse 

des cellules T à l'antigène spécifique. En effet, la présentation de l'antigène en absence de ces 

autres signaux costimulateurs induit également un état d'anergie des cellules T [Chen, 1994, 

Gimmi, 1991]. 

* L'absence de variation dans l'expression de CD2S pourrait être 

également due au faible nombre de cellules T spécifiques d'allergène. Cependant, bien 

qu'ubiquitaire, une augmentation d'expression de CD2S est observée chez les patients 

allergiques aux venins d'hyménoptères, par rapport aux sujets contrôles, et de plus, dans notre 

précédente étude, nous avons pu mettre en évidence des modifications ne concernant que les 

cellules T spécifiques d'allergène dans une population totale [Akoum, 1996]. 

En ce qui concerne la sous-population lymphocytaire T ens+, des études ont montré 

que les cellules CDS+ CD2S- interviennent dans la suppression de la prolifération spécifique 

d'allergène des clones T humains [Li, 1990]. Dans notre étude, cette sous-population 

lymphocytaire est plus faible chez les allergiques non traités que chez les sujets contrôles non 

atopiques. Bien qu'une légère augmentation soit notée à 115, celle-ci n'était pas statistiquement 

significative. On peut conclure que l'anergie des lymphocytes T observée après ITS aux venins 

d'hyménoptères ne semble pas liée à une diminution d'expression de CD2S. 
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Enfin, la suppression des lymphocytes T spécifiques de l'Ag est un mécanisme de 

tolérance périphérique qui a été déjà démontré dans plusieurs études au cours de l'ITS, 

notamment sur la prolifération lymphocytaire T spécifique d'Ag [Nagaya, 1985, Rocklin, 

1980], sur la synthèse d' IgE [Tamir, 1987] et sur la réactivité plaquettaire [Tsicopoulos, 

1990b]. Dans des résultats non publiés, nous avons mis en évidence que le facteur 

suppresseur de la réactivité plaquettaire pourrait être le TGF-~1. La présence de TGF-~1 a 

été recherchée dans les surnageants lymphocytaires T avant et après ITS aux venins, 

cependant, aucune différence significative n'a été montrée que ce soit au niveau protéique ou 

ARNm. Nous avons également évalué la production d'une autre cytokine potentiellement 

suppressive qu'est l'IL-10. Contrairement à ce que nous attendions , une diminution de 

production de cette cytokine est observée et uniquement à partir de J45 (résultats non 

montrés). En fait, la notion de suppression lymphocytaire T à long terme est probablement à 

replacer dans le contexte de la balance Th-1 1 Th-2 qui se voit modifiée au cours de l'ITS. 

Dans le contexte du profil de cytokines de type Th-1 et Th-2 produites par les 

lymphocytes T de sujets allergiques aux venins d'hyménoptères au cours de l'ITS, nous avons 

choisi l'IL-4 et l'IFN-y dont l'activité antagoniste en particulier au niveau de la synthèse d'IgE 

[Snapper, 1987], confère un rôle critique à l'équilibre des deux sous-populations Th-1 et Th-2. 

Ainsi, l'IL-4 exerce un effet inhibiteur sur la réponse Th-1 et l'IFN -y le même effet sur les Th-

2 [Maggi, 1992, Swain, 1990]. Dans le cas d'liS aux venins d'hyménoptères, les changements 

observés dans la production et l'expression d'ARNm codant pour l'IL-4 (diminution) et l'IFN

y (augmentation) ne sont pas concomitants à la non réponse proliférative des cellules T 

observée précocément après ITS, Sl:lggérant l'intervention d'autres mécanismes de façon 

précoce. 

En ce qui concerne l'IL-4, dans notre étude, à JO, la stimulation des 

lymphocytes T de patients allergiques avec une faible dose de venin (1 ng/ml) induit une 

augmentation de l'expression d'ARNm codant pour l'IL-4 par rapport aux cellules non 

stimulées, ceci est en accord avec une autre étude déjà citée précédemment, où il a été 
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démontré que les faibles doses d'allergène sont plus efficaces que les fortes doses pour la 

synthèse et l'expression d'IL-4. 

D'un autre côté, une expression d'ARNm n'équivaut pas forcément à une production de 

protéines. Dans un premier temps, nous avions dosé l'IL-4 dans les surnageants de culture de 

cellules T aux mêmes moments que l'ARNm, cependant, les résultats étaient difficilement 

interprétables à cause de la grande variabilité entre les patients et aux faibles niveaux d'IL-4 

détectables (résultats non montrés). C'est pourquoi nous avons donc choisi d'utiliser une autre 

approche technique plus sensible : l'hybridation in situ. Il est à noter que Jutel et al ont 

confirmé la diminution protéique d'IL-4 après ITS au venin d'abeille et ceci dans un système 

d'amplification des cellules spécifiques d'allergène [Jutel, 1995b]. 

En ce qui concerne 1'/FN-y, nous avons également dosé cette cytokine dans les 

sumageants de culture de cellules T purifiées, et les résultats obtenus étaient similaires à ceux 

observés en terme d'ARNm codant pour l'IFN-y. L'augmentation d'expression spontanée de 

cette cytokine à partir de trois mois après rush (à J90) et non à J15, à des niveaux similaires à 

ceux des sujets contrôles, est également observée à partir de J45 après le rush. Ces résultats 

suggèrent que les sujets allergiques n'expriment pas l'IFN-y à l'état de base, ceci a été 

également reporté dans d'autres études chez des sujets atopiques [Jujo, 1992, Reinhold, 

1990, Rousset, 1991b]. La modification de la production et de l'expression d'IFN-y est 

relativement tardive et dissociée de l'absence de réponse proliférative des lymphocytes Tau 

venin observée à 115 du rush, suggérant que l'IFN-y n'est pas impliqué dans la tolérance 

initiale induite par le rush mais n'exclut pas l'intervention plus précoce d'autres cytokines telle 

que l'IL-12 qui stimule la production d'IFN-y et inhibe la génération de la réponse Th-2 

[Manetti, 1993]. En effet, dans notre étude, nous avons évalué la production d'IL-12 par les 

lymphocytes T (résultats non montrés). L'IL-12 n'a pas été retrouvée au niveau de ces 

sumageants de lymphocytes T sauf quand il persistait une contamination monocytaire, ce qui 

est en accord avec la littérature car l'on sait maintenant que l'IL-12 n'est pas produite par les 

lymphocytes T. La production d'IFN-y est sous la dépendance directe de l'IL-12 et ceci 

pourrait expliquer l'absence de production d'IFN-y après stimulation par le venin spécifique 
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dans une population cellulaire ne comportant que les lymphocytes T. De plus, ceci peut être 

expliqué par le fait que nous avons utilisé une faible dose de venin (lng/ml), et il a été montré 

que la stimulation de clones T spécifiques par de doses faibles de venin entraîne une 

production d'IL-4 mais pas d'IFN-y,. alors que la stimulation par de fortes doses induit la 

production d'IL-4 et d'IFN-y [earballido, 1992]. 

Par contre, la production spontanée d'IFN-y reflète l'activation in vivo des CMN et 

probablement la production d'IL-12 au cours de la désensibilisation . Dans une étude récente, 

une augmentation d'expression d'ARNm codant pour l'IL-12 au niveau des biopsies cutanées 

obtenues chez des sujets allergiques aux pollens 4 ans après ITS a été rapportée [Hamid, 

1997]. 

Dans notre étude, l'origine exacte de production de ces cytokines n'a pas été 

déterminée. Nous avons utilisé les cellules T totales sans séparation en T CD4+ et T ens+ et 

il est connu que l'IL-4 et l'IFN-y peuvent être produites par les deux sous-populations 

cellulaires [Bendelac, 1991, Taguchi, 1990] ainsi que par les cellules NK. En effet, comme on 

l'a déjà dit précédemment, les cellule~ CDS+ ont été impliquées dans l'ITS. De plus, dans une 

étude déjà citée précédemment [Secrist, 1993], après ITS, les surnageants de lymphocytes T 

déplétés en ens+, ne présentent pas de changement du taux d'IFN-y, alors que dans l'étude 

réalisée au niveau tissulaire [Varney, 1993], a été retrouvée une augmentation de l'ARNm pour 

l'IFN-y ainsi qu'une augmentation du nombre des T CDS+. Cependant, une autre étude très 

récente a montré que dans la désensibilisation accélérée aux acariens, il y a une augmentation 

de la fréquence de cellules T en4+ produisant l'IFN-y tandis que la fréquence des cellules T 

ens+ produisant l'IFN-y ne change pas avant et après rush [Lack, 1997]. Il est cependant à 

noter que le rapport CD4 + : ens+ diminue au cours du rush traduisant une augmentation du 

nombre de T ens+. 

Les résultats obtenus dans notre étude, concernant les deux cytokines (IL-4 et IFN-y) 

ont été également rapportés dans d'autres travaux sur l'ITS aux venins d'hyménoptères 

[Bellinghausen, 1997, Jute!, 1995b, McHugh, 1995]. 
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Cependant ces modifications tardives n'expliquent pas la tolérance clinique très 

précoce qui est observée lors de ces désensibilisations accélérées, puisque celle-ci est acquise 

dès la fin des 3h30 de rush. Nous nous sommes alors intéressés à d'autres mécanismes 

pouvant éventuellement intervenir de façon plus précoce au niveau des cellules effectrices 

déclenchant les réactions anaphylactiques. 
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II- Modifications précoces des chimiokines au cours de I'ITS 

La tolérance clinique observée à la fin des 3h 30 du traitement rush ne peut être 

expliquée par des phénomènes de régulation lymphocytaire qui prennent du temps à s'établir 

mais doit plutôt être liée à des mécanismes de type pharmacologique empêchant les cellules 

effectrices de libérer leurs médiateurs anaphylactogènes. Le mastocyte et le basophile 

représentent une cible de choix. Donc, dans le deuxième axe de ce travail de thèse, nous nous 

sommes intéressés à l'étude des modifications de production et d'expression de chimiokines 

histamino-régulatrices telles l'IL-8, le MCP-1 et le RANTES par les CMN de sujets 

allergiques aux venins d'hyménoptères au cours de l'ITS. 

Nous avons observé que pour l'IL-8 et le MCP-1, alors qu'il existe une augmentation 

de l'expression d'ARNm codant pour L'IL-8 et une expression constitutive de celui codant 

pour le MCP-1; au niveau protéique, ~e diminution est observée tout au long de l'ITS jusqu'à 

J45. Par contre, pour le RANTES, une augmentation du RANTES en protéine et en ARNm 

est observée dès J4h, qui diminue ensuite à J15 et J45 du rush. 

En ce qui concerne le MCP-1, l'étude cinétique montre une production maximale à 48hr 

alors que le temps choisi dans notre étude est 24hr comme celui des autres chimiokines (IL-8 

et RANTES). L'absence de modulation observée à 24hr pourrait être liée à une production 

plus tardive de MCP-1. Cependant, ces résultats suggèrent que le MCP-1 n'est pas impliqué 

dans la tolérance rapide observée juste à la fin des 3h30 du rush. La diminution de production 

de MCP-1 a été également observée dans une autre étude chez des enfants asthmatiques, ceci 

après 2 ans d'ITS [Hsieh, 1996]. 

Pour l'IL-8, un mécanisme de régulation post-transcriptionnel pourrait expliquer la 

différence entre la protéine et l'ARNm au cours de l'ITS. Des résultats similaires ont été 

retrouvés au niveau des clones T spécifiques d'allergène en état d'anergie [O'hehir, 1996]. A 

l'inverse, Hsieh et al ont reporté récemment que l'immunothérapie induit une augmentation de 

production d'IL-8 par les CMN chez des enfants asthmatiques [Hsieh, 1996]. La différence 

avec nos résultats pourrait être due à la durée et aux protocoles d'ITS utilisés ( 45 jours après 

protocole ultrarush dans la notre et 2 ans d'IT conventionnelle dans l'autre). Une autre 
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explication de l'absence de détection d'IL-8 dans les surnageants de culture pourrait être liée 

aux récepteurs d'IL-8 au niveau des CMN comme il a été décrit par Marie et al en cas de 

septicémie [Marie, 1997]. 

Le résultat essentiel de ce travail concerne les modulations de production et 

d'expression de RANTES aux temps précoces de l'ITS. Une augmentation est observée à J4h 

correspondant en fait à J28hr ( 4h de rush + 24h de culture). Les mêmes résultats ont été 

obtenus en condition d'extraction imrrÏédiate des ARNm à partir des CMN, ce qui suggère que 

les changements observés ne sont pas liés aux conditions de culture des CMN. 

De façon surprenante, l'augmentation précoce de RANTES n'a pas été associée à des effets 

cliniques secondaires, comme aurait pû le laisser supposer son activité histaminolibératrice. A 

145, une diminution de RANTES est observée, ceci en accord avec l'étude récente de Hsieh et 

al [Hsieh, 1996]. 

En conclusion, cette diminution générale des chimiokines à J45 pourrait contribuer à 

expliquer l'efficacité clinique de 1'/TS bien que les mécanismes induisant la tolérance clinique 

précoce au cours du rush restent toujours non élucidés. Dans la poursuite de ces travaux, 

suite aux résultats obtenus pour le RANTES, nous avons voulu évaluer l'effet au cours du 

rush, de chimiokines histaminolibératrices sur les basophiles, cellules potentiellement 

impliquées dans la phase précoce des manifestations allergiques. 

En effet, les basophiles sont, dans ce type de réaction systémique, stimulés 

immédiatement par l'intermédiaire de leur récepteur de haute affinité pour l'IgE (FcERI). Une 

inhibition fonctionnelle de ces cellules pourrait expliquer la tolérance observée dans les 

premières heures du rush. Nous nous sommes intéressés à certaines chimiokines (RANTES, 

MCP-1 et MCP-3) qui sont de puissants histaminolibérateurs, mais aussi des inhibiteurs de 

cette libération par des phénomènes de cross- ou d'auto-désensibilisation des récepteurs pour 

ces chimiokines. 
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Dans cette étude, nous avons démontré qu'à la fin d'une désensibilisation au venin sur 

3h 30 (à J4h), certaines chimiokines telles le RANTES et à un moindre degré le MCP-3 ne 

sont plus capables d'induire une histaminolibération par les leucocytes enrichis en basophiles 

chez des sujets allergiques aux venins, ceci contrairement au MCP-1. Si on se réfère aux 

travaux qui ont étudié les phénomènes de désensibilisation des récepteurs basophiliques pour 

les chimiokines [Alam, 1992, Baggiolini, 1994, Dahinden, 1994, Kuna, 1995], ces résultats 

suggèrent pour le RANTES et pour les MCP-3, une désensibilisation homologue possible des 

leucocytes enrichis en basophiles par ces chimiokines elles-mêmes. Cela nécessiterait donc une 

libération précoce de ces chimiokines, par exemple sous forme préformée. Ceci est le cas pour 

le RANTES au niveau des plaquettes et pour le MCP-3 stocké dans certains types cellulaires 

tels les mastocytes [Kulmburg, 1992] et les plaquettes [Power, 1995]. Pour le MCP-1, 

aucune désensibilisation des basophiles n'a été observée au cours du rush, ce qui est 

contradictoire par rapport à la littérature (si l'on considère qu'il y a une libération de 

RANTES) où il a été démontré qu'en terme de libération d'histamine, le RANTES désensibilise 

les basophiles vis-à-vis du MCP-1 [Alam, 1992, Kuna, 1995]. Par contre, en terme de flux 

calcique intracellulaire, cet effet n'est pas observé [Baggiolini, 1994, Bischoff, 1993]. 

Nos résultats suggèrent une désensibilisation des récepteurs de chimiokines au 

cours de la désensibilisation et il serait intéressant d'évaluer leur expression à la surface 

cellulaire au cours du rush. 

L'étape suivante était de démontrer qu'il y avait bien un relargage précoce de 

RANTES au cours du rush. Nous avons donc dosé cette chimiokine dans des surnageants de 

sang total. Chez des sujets allergiques avant désensibilisation, on observe une libération rapide 

de RANTES immédiatement après stimulation allergénique. Par contre, après rush (J4h), la 

stimulation par le venin n'entraîne plus de surproduction de RANTES. Deux candidats 

potentiels sont capables de libérer des médiateurs préformés, ce sont le basophile et la 

plaquette (connue comme une source de RANTES). La production de RANTES par les 

basophiles n'est pas décrite. Afin d'évaluer cette possibilité, nous avons étudié la lignée 

basophilique humaine KU812 après stimulation IgE-dépendante. Une faible production de 

RANTES est obtenue mais seulement après 24h de stimulation alors que des plaquettes 
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purifiées et stimulées dans les mêmes conditions en produisent beaucoup et ce dès 30 min. En 

outre, le profil de libération d'histamine par les basophiles est différent de celui du RANTES 

dans le sang total. Il est à noter que, bien que la quantité absolue d'histamine libérée par les 

basophiles soit diminuée après ITS aux venins d'hyménoptères, la réactivité IgE-dépendante 

des basophiles n'est pas réduite. En ·accord avec une autre observation [Jutel, 1996], ces 

résultats indiquent que l'ITS n'affecte pas précocément la réactivité des basophiles dépendante 

de l'IgE. 

Donc, on peut imaginer que la désensibilisation accélérée induirait (peut-être de 

façon dose-dépendante) un relargage progressif de RANTES par les plaquettes, qui 

désensibiliserait les basophiles au RANTES, ce qui pourrait empêcher le relargage 

d'histamine induit par la production plus tardive de RANTES par les CMN. 

En conclusion, l'induction de la tolérance clinique rapide et précoce au 

cours du rush pourrait être en partie liée au changement de la réactivité des 

basophiles dépendante des chimiokines. 
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III- Régulation de la synthèse d'IgE au cours de I'ITS 

Dans le troisième axe de notre travail, nous nous sommes intéressés à l'étude de la 

régulation de la synthèse d'IgE chez les sujets allergiques au cours de l'ITS aux venins 

d'hyménoptères. En raison de l'augmentation des IgE sériques spécifiques observée au premier 

rappel après rush (à 115), qui ne diminue qu'à partir du deuxième rappel (à J45) après 

désensibilisation, nous avons suivi au cours de l'ITS l'expression d'ARNm codant pour l'IL-4 

et l'IL-13 qui sont fortement impliquées dans la synthèse d'IgE [Vercelli, 1989a, Vercelli, 

1989c, Zurawski, 1994] ainsi que celle d'ARNm stérile (gE) et productif (pE) pour l'IgE, ceci à 

différents temps du rush (à JO, 11 115 et 145) pour essayer de comprendre la raison de cette 

augmentation des IgE spécifiques à 115. 

Nous avons observé le même profil de diminution d'expression d'ARNm codant pour 

l'IL-4 que celui observé dans la première étude au niveau des cellules T. Ces résultats 

suggèrent que l'IL-4 n'est pas impliquée dans l'augmentation des IgE sériques à 115. 

D'un autre côté, pour l'IL-13, la production et l'expression d'ARNm pour l'IL-13 par 

les CMN est identique à tous les temps du rush suggérant que l'IL-13 n'est pas responsable de 

l'augmentation des IgE à 115. 

Dans un modèle murin in vivo, il a été rapporté que dans une réponse primaire, 

l'induction d'IL-4 et de gE sont nécessaires à la production d'IgE, alors que dans une réponse 

secondaire, la synthèse d'IgE peut être induite directement au niveau de pê [Thyphronitis, 

1993]. Dans notre modèle du rush vis-à-vis du venin d'hyménoptères, on est dans le cadre 

d'une réponse secondaire, cependant, chez l'homme, in vivo, on ne sait pas si l'induction d'une 

réponse IgE secondaire passe ou non par l'induction d'un switch. 

Dans notre étude, une augmentation significative du pê est observée à 115 du rush 

corroborant l'augmentation des IgE spécifiques (même faible) observée au même moment. Par 

contre, en ce qui concerne l'expression de gE pour l'IgE, on n'a pas observé de variations aux 

moments des prélèvements suggérant que l'augmentation des IgE au cours du traitement est 
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liée à une production de cellules Be+ préexistantes plutôt qu'à l'induction d'un switch induit 

par le processus de désensibilisation. 

Cependant, nos résultats nécessitent d'être discutés en terme de cinétique. Notre étude 

a été effectuée à 4 heures puis 15 jours et 45 jours après rush, donc il serait possible que les 

modifications du ge, s'il y en a, aient eu lieu entre la fin du rush et le premier rappel. Des 

expériences supplémentaires réalisées quelques jours après le rush sont à mettre en œuvre afin 

d'éclaircir ces points. 

D'autre part, dans notre deuxième axe de recherche (voir RESULTAT III), nous avons 

rapporté une augmentation de RANTES par les CMN juste à la fin des 3h 30 du rush. 

Récemment, il vient d'être démontré que le RANTES est capable d'amplifier la synthèse d'IgE 

de cellules Be+ (ayant déjà switché) de sujets atopiques. Cinétiquement, l'augmentation de 

RANTES dès le premier jour du rush pourrait correspondre à l'augmentation des IgE 

spécifiques à J15. Des expériences de neutralisation sont nécessaires pour déterminer le rôle 

exact du RANTES dans cette production d'IgE. 

En conclusion, l'IL-4 et l'IL-13 ne semblent pas impliquées dans l'augmentation des 

IgE spécifiques du venin observée précocément après ITS selon la procédure accélérée. Les 

observations actuelles rapportées dans notre étude nécessitent d'être approfondies pour 

permettre de dégager une conclusion définitive quant à l'induction ou non d'un switch vers 

l'IgE. . 
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Ainsi, les résultats de ce travail nous ont permis d'appréhender certains 

mécanismes pouvant potentiellement être impliqués dans l'efficacité de la 

désensibilisation spécifique au venin d'hyménoptères. 

Bien que l'hypothèse Th-1 1 Th-2 soit séduisante pour expliquer les 

modifications immunologiques induites par la désensibilisation, des études restent 

nécessaires pour les associer à l'efficacité clinique. Si cette corrélation est établie 

dans le futur, elle pourrait rendre compte de l'amélioration à long terme. Cette 

amélioration à long terme est aussi à mettre en relation avec l'installation d'une 

tolérance immunologique générale reflétée au niveau de la baisse générale d'un 

certain nombre de médiateurs dont les chimiokines. En ce qui concerne la 

tolérance clinique très précoce observée dans les protocoles de désensibilisation, 

notre étude apporte un premier élément de réponse en suggérant un mécanisme 

pharmacologique de désensibilisation des récepteurs aux chimiokines sur les 

basophiles notamment par la libération de RANTES. Cette augmentation de 

RANTES pourrait peut-être également expliquer d'autres phénomènes restés jusque 

là obscurs, telle l'augmentation précoce des IgE spécifiques au cours de la 

désensibilisation spécifique. 
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Bien qu'utilisée depuis des dizaines d'années, la désensibilisation ne commence à être 

mieux comprise sur le plan mécanistique que depuis peu de temps. Les travaux menés au 

cours de cette thèse ont eu pour but d'explorer de nouveaux mécanismes cellulaires et 

moléculaires impliqués dans l'efficacité de la désensibilisation accélérée de type rush chez des 

sujets allergiques aux venins d'hymén<?ptères. 

En perspective, nous envisageons de répondre à certaines questions soulevées par 

l'analyse des résultats précédents dans chacun des différents axes. 

1- Le profil de cytokines Th-1 1 Th-2 au cours de l'ITS aux venins 

d'hyménoptères : Implication des Facteurs de transcription (STAT4 

et STAT6) 

Nous avons montré précédemment que lors de l'ITS aux venins d'hyménoptères, il y 

avait une inversion de la polarisation Th-2 habituellement observée dans les réactions 

allergiques vers un profil de type Th-1. Nous avons observé une diminution de l'expression 

d'IL-4, alors qu'à l'inverse on assiste à une augmentation de l'expression et de la sécrétion 

d'IFN-y par les lymphocytes T périphériques de patients traités par désensibilisation 

accélérée [Akoum, 1996]. 

De nombreuses fonctions cellulaires sont régulées par la signalisation cellulaire induite 

par les cytokines par l'intermédiaire de leurs récepteurs. Ces récepteurs sont associés avec les 

Janus kinases (JAKs) qui permettent la phosphorylation de protéines particulières recrutées 

au niveau du complexe associé au récepteur. En particulier les STATs (signaux transducteurs 

et activateurs de la transcription) représentent une famille particulière de facteurs de 

transcription qui contribuent à la diversité des réponses aux cytokines [Ihle, 1995]. En 

réponse aux cytokines, il y a souvent une certaine spécificité de l'activation des STATs. Ainsi 

au niveau du lymphocyte, l'IL-4 active STAT 6 alors que l'IL-12 active STAT 4. Cette 
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spécificité de fonction a été récemment mise en évidence grâce aux souris knockout Stat 4 et 

Stat 6 qui ont montré l'impossibilité d'induction d'une réponse de type Th-1 pour les Stat 4-/

[Kaplan, 1996a, Thierfelder, 1996] et d'une réponse Th-2 pour les Stat 6-/- [Kaplan, 1996b, 

Shimoda, 1996, Takeda, 1996]. 

Afin d'évaluer l'éventuelle implication de ST AT 4 et ST AT 6 dans les modifications de 

polarisation Th-1 1 Th-2 observée au cours de l'ITS, nous allons étudier leur activation 

cinétiquement au niveau de cellules mononucléées (CMN) avant et après ITS aux venins 

d'hyménoptères. 

Trois approches seront utilisées, d'abord la mise en évidence de la présence de ces deux 

facteurs de transcription sera évaluée par Western blot sur des extraits nucléaires et 

cytoplasmiques, grâce à des Ac anti-ST AT 6 et anti-ST AT 4 (disponibles commercialement). 

D'autre part la mise en évidence de leur activation sera effectuée par retardement sur gel 

(EMSA) sur des extraits nucléaires en utilisant des sondes oligonucléotidiques correspondant 

aux séquences GAS reconnues par les STATs. La spécificité d'interaction sera vérifiée en 

utilisant des compétiteurs et des Ac anti-ST AT. Enfin l'expression de l'ARNm pour STAT 6 

sera évaluée par RT-PCR semi-quantitative. 

La spécificité de ces STATs in vivo et la démonstration de leur éventuelle 

implication dans les modifications induites par l'ITS pourraient conduire à 

envisager leur utilisation thérapeutique (anti-STAT 6) dans les manifestations 

allergiques dépendantes de l'IL-4. 

II- Modifications précoces de la production et de l'expression des 

chimiokines : 

Afin de confirmer la désensibilisation des récepteurs basophiliques au RANTES au 

cours du rush, nous envisageons : 
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1- d'étudier l'expression du récepteur pour le RANTES à la surface des 

leucocytes enrichis en basophiles au cours du rush. Etant donné que les Ac anti-récepteurs 

spécifiques des chimiokines ne sont pas encore commercialisés et que l'on sait que le 

RANTES se fixe sur plusieurs récepteurs différents , nous envisageons d'utiliser une technique 

de "Binding" en marquant le RANTES à la biotine. La fixation de RANTES marqué sera 

évaluée par FACS (Fluorescence-activated cell sorter). Des doubles marquages avec des Ac 

spécifiques de basophiles (Ac anti-récepteur d'IgE) et de lymphocytes T (Ac anti-CD3) et de 

lymphocytes B (Ac anti-CD19) seront effectués afin d'identifier les populations cellulaires 

modifiées. 

2- d'affiner sur le plan mécanistique, la désensibilisation précoce des basophiles 

par le RANTES au cours du rush. La désensibilisation basophilique sera évaluée en analysant 

le flux calcique intracellulaire avant et juste après ITS accélérée. Pour cela, des basophiles 

purifiés à partir de sujets allergiques aux venins d'hyménoptères vont être recrutés avant et 

juste à la fin des 3h 30 du rush. L'approche technique utilisable consiste en l'utilisation d'une 

sonde fura-2 fluorescente. Le taux du calcium sera déduit de l'intensité de la fluorescence 

obtenue. 

3- d'évaluer l'effet de RANTES sur d'autres populations cellulaires exprimant 

un récepteur pour cette chimiokine et prélevées avant et après rush, telles les monocytes, les 

lymphocytes T et les éosinophiles. En effet, l'on sait que les récepteurs pour le RANTES 

sont exprimés non seulement sur les basophiles, mais également sur les éosinophiles, les 

monocytes et les lymphocytes T. La désensibilisation par le récepteur du RANTES a été 

décrite au niveau des monocytes conduisant à une inhibition de la réponse chimioattractante 

vis-à-vis du RANTES lui-même [Wang, 1993] et au niveau des éosinophiles conduisant à une 

inhibition du flux calcique, avec une désensibilisation croisée entre le RANTES et le MCP-3 

[Dahinden, 1994]. Au niveau des lymphocytes T, le phénomène de désensibilisation 

homologue n'a pas été décrit jusqu'à maintenant, cependant, le RANTES active rapidement ces 

cellules par deux voies de signalisation différentes, l'une entraînant la chimiotaxie, l'autre la 
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libération des cytokines (IL-2, IL-5) et la prolifération cellulaire [Bacon, 1995]. L'étude de 

l'effet du rush sur le recrutement et l'activation d'autres cellules induits par le RANTES, et 

exprimant ce récepteur à leur surface serait intéressant dans le cadre des mécanismes précoces 

intervenant dans la désensibilisation accélérée. Donc, nous envisageons d'étudier l'effet du 

RANTES sur la réponse chimioattractante des monocytes de sujets allergiques aux venins 

d'hyménoptères avant et après désensibilisation spécifique accélérée, son effet sera évalué 

également sur les éosinophiles en analysant le flux calcique intracellulaire avant et juste après 

ITS chez les mêmes patients. En ce qui concerne les lymphocytes T, nous envisageons 

d'étudier l'effet du RANTES en analysant la production de cytokines telles que l'IL-2, Il-4, 

IFN-y et l'IL-S ainsi que la prolifération cellulaire, et ceci avant et après rush. 

Enfin, l'ensemble de ces expériences pourraient également être étendues au MCP-3 au 

vu des résultats observés. Sa présence au sein des mastocytes et des plaquettes rend 

hautement probable sa possible implication dans les phénomènes précoces de l'ITS 

III- Régulation de la synthèse d'IgE au cours de l'ITS 

En étudiant la régulation de la synthèse d'IgE au cours du rush, nous avons observé une 

augmentation des IgE spécifiques du venin au premier rappel (à 115) après rush, et nous 

n'avons observé aucune variation d'IL-_4 ou d'IL-13 pouvant expliquer cette augmentation. 

1- Compléter les expériences concernant le gE avec un temps situé entre JO et 

115 pour conclure définitivement sur l'existence ou non d'un switch in vivo, ce qui semble 

cependant peu probable étant donné l'absence de variation de l'IL-4. 

2- L'augmentation de RANTES par les CMN observée à J4h du rush pourrait 

expliquer l'augmentation précoce des IgE spécifiques à 115. En effet, cette chimiokine a été 

récemment décrite comme capable in vitro d'amplifier directement la synthèse d'IgE de cellules 
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Be+ de sujets atopiques, sans autre costimulant mais pas de cellules B n'ayant pas encore 

switché vers l'IgE [Kimata, 1996]. Sur le plan expérimental, nous envisageons de vérifier cette 

hypothèse par utilisation d'anticorps neutralisants anti-RANTES dans un système de 

synthèse d'IgE spécifiques in vitro par des cellules B purifiées et prélevées chez des sujets 

allergiques aux venins d'hyménoptères avant et juste après les 3h 30 du rush. Les cellules B 

seront purifiées par déplétion positive selon la procédure MACS et stimulées dans un 

système IL-4 1 anti-CD40. Les dosages des IgE spécifiques seront effectués par ELISA. 

A titre de contrôle, l'effet d'Ac neutralisants anti-IL-13 et anti-IL-4 dans le système de 

synthèse d'IgE sera également appréhendé. 

Ces travaux permettront de mieux appréhender les mécanismes impliqués 

dans l'établissement de la tolérance allergénique, et à plus long terme de 

proposer d'autres solutions thérapeutiques mais dénuées d'effets secondaires 

dans les maladies allergiques. 
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