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RESUMES

Le choc anaphylactique est I'expression la plus sévere des réactions d’hypersensibilité
immeédiate. Les mécanismes conduisant a ces réactions sont encore mal compris et pourraient
impliquer les plaquettes, notamment dans les formes les plus sévéres.

Nos résultats indiquent que, bien que les plaguettes ne soient pas un effecteur primaire au
cours des réactions anaphylactiques médiées par les Igk, elles contribuent de maniére
significative a moduler la sévérité de la réaction dans différents modeles expérimentaux
d’anaphylaxie, avec une réponse différente selon le mécanisme a I'origine de la réaction. Les
mécanismes responsables de cet effet ne sont pour I'heure pas identifiés. Le ciblage du
récepteur du Platelet Activating Factor semble étre intéressant d'un point de vue
thérapeutique. Une meilleure caractérisation des modeles utilisés et des mécanismes
responsables des réactions chez I’'Homme devrait permettre de mieux comprendre la

contribution des plaquettes a la sévérité du choc anaphylactique.

Mots clés: Anaphylaxie, Plaquettes, Neutrophiles, FceRl, Platelet Activating Factor

Anaphylactic shock is the most severe expression of immediate hypersensitivity reactions. The
mechanisms leading to these reactions are still poorly understood and may involve platelets,
especially in the most severe forms.

Our results indicate that, although platelets are not a primary effector during IgE-mediated
anaphylactic reactions, they contribute significantly to modulate the severity of the reaction
in different experimental models of anaphylaxis, with a different response depending on the
mechanism of the reaction. The mechanisms responsible for this effect are not yet identified.
Targeting the Platelet Activating Factor receptor seems to be interesting from a therapeutic
point of view. A better characterization of the models used and the mechanisms responsible
for the reactions in humans should allow a better understanding of the contribution of

platelets to the severity of anaphylactic shock.

Key words: Anaphylaxis, Platelets, Neutrophils, FceRl, Platelet Activating Factor
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1. Introduction

L’anaphylaxie est un événement rare mais dont I'incidence est en constante augmentation
dans la population générale. L’anaphylaxie peut prendre plusieurs formes, allant d’'une simple
éruption cutanée a un état de choc anaphylactique, voire a I'apparition inaugurale d’un arrét
cardio-respiratoire. La prise en charge de ces réactions est empirique et repose
principalement sur l'utilisation de traitements symptomatiques, dont I’adrénaline. Certaines
formes d’anaphylaxie sont réfractaires a ces traitements, avec pour conséquence une
morbidité et une mortalité significative, notamment dans des situations a haut risque comme
la période périopératoire.

De nombreux mécanismes ont été proposés pour expliquer ces réactions anaphylactiques,
souvent sur la base d’études in vitro et/ou sur des modeles animaux, avec un recours de plus
en plus fréquent a des modeles de souris transgéniques. Le mécanisme allergique, impliquant
la production d’IgE spécifiques contre un antigéne et I'activation synchrone des mastocytes et
des basophiles lors de la réexposition a cet antigéne, est le plus largement décrit mais ne
permet pas d’expliquer toutes les situations vues en pratique clinique. D’autres mécanismes
impliquant une production d’lgG spécifiques ou une activation directe des mastocytes par un
antigéne ont été évoqués mais la validation de ces mécanismes chez I'Homme fait encore
défaut, notamment en raison de I'absence d’outils diagnostics valides permettant de les
identifier. La physiopathologie des formes réfractaires a I’adrénaline n’est pour I’heure pas
connue mais pourrait comporter des boucles d’amplifications de la réaction, impliquant
notamment les plaquettes sanguines.

Ainsi les plaquettes pourraient avoir un réle pivot en contribuant a 'amplification de ces
réactions lorsqu’elles s’activent et libérent leur contenu granulaire. L’activation des
plaquettes pourrait étre a I'origine de I'apparition de formes réfractaires aux traitements
utilisés actuellement. L’identification et la caractérisation du role des plaquettes dans
I'anaphylaxie pourrait ouvrir de nouvelles perspectives diagnostiques et thérapeutiques afin

d’améliorer la prise en charge des patients.

2. Définition de I'anaphylaxie
L’anaphylaxie est définie par I'académie européenne de I'allergie et de 'immunologie
clinique (European Academy of Allergy and Clinical Immunology - EAACI) comme une réaction

d’hypersensibilité immédiate systémique et sévere, mettant potentiellement en jeu le
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pronostic vital. Il s’agit d’une définition clinique ne prenant pas en compte le mécanisme de
la réaction, elle englobe donc les réactions d’origine immunologique et celles d’origine non-

immunologique.

3. Mécanismes a l'origine des réactions anaphylactiques

Plusieurs mécanismes peuvent étre responsables d’une réaction anaphylactique, certains
ayant une cause immunologique (réaction médiée par les IgE ou les 1gG), d’autres une cause
non-immunologique (histaminolibération non-spécifique, activation de la phase contact,
activation mastocytaire directe, activation du systéme kinine-kallicréine)?. Ces mécanismes ne
sont pas différentiables cliniquement et un bilan allergologique est nécessaire pour tenter
d’identifier les causes de la réaction. Malgré un bilan parfois étendu, il n’est pas toujours
possible d’identifier le mécanisme en cause, et de fait, la substance impliquée dans la réaction.
C’est particulierement vrai dans I'allergie médicamenteuse, et notamment au cours de la
période périopératoire ol la substance a I'origine de la réaction n’est pas identifiée dans prés
de 40% des cas®. L'impact clinique est important car rendant un conseil sir pour les
anesthésies futures, exposant ainsi le patient a un risque de récurrence de la réaction.
Plusieurs mécanismes ont été proposés pour expliquer ces réactions a bilan négatif.
L'hypothése d’un mécanisme médié par les IgG, expliquant alors I'absence d’IgE spécifiques,
ou celle d’une activation des mastocytes par le biais d’'une interaction directe entre un
médicament et le récepteur MRGPRX2 (Mas-related G-protein-coupled receptor X2) ont été
proposées sur la base de données expérimentales mais les données cliniques font cruellement

défaut a I’heure actuelle pour valider ces hypothéses®.

3.1. Réactions d’hypersensibilité immédiate médiées par les IgE
Ce type de réaction, aussi appelé « réaction allergique », est le plus connu et le plus largement
décrit. Il s’agit de la réaction d’hypersensibilité immédiate de type | décrite par Gell &
Coombs® ©. Ces réactions se décomposent en deux phases distinctes :
- Une phase de sensibilisation suite a un contact préparant : I'allergéne est capturé et
internalisé par des cellules présentatrices d’antigene puis présenté a des lymphocytes
T naifs via le complexe majeur d’histocompatibilité de type II’. Les lymphocytes T vont
en réponse activer des lymphocytes B qui, une fois devenus plasmocytes, vont

produire des anticorps de type IgE, spécifiquement dirigés contre I'allergene. Ces
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anticorps vont venir se fixer sur leur récepteur a haute affinité FceRl, présent a la
surface des mastocytes et des basophiles. Cette phase de sensibilisation dure entre 10
et 15 jours et est totalement silencieuse.

- Contact déclenchant : lorsque le patient est a nouveau exposé a I'antigene, celui-ci va
venir se fixer sur les IgE présentes a la surface des basophiles et des mastocytes,
entrainant une dimérisation des récepteurs FceRl et une transduction du signal. Il en
résulte une libération massive et synchrone de médiateurs préformés, présents dans
les granules des mastocytes et des basophiles, ainsi qu’une synthése et une libération
de nouveaux médiateurs.

Bien qu’ayant un role bien identifié dans I'asthme, les polynucléaires éosinophiles

n’ont pas de réle clairement identifié dans I'anaphylaxie.®

3.2. Réactions d’hypersensibilité immédiate médiées par les IgG
Ce mécanisme a été évoqué il y a de nombreuses années pour expliquer des réactions liées a
certains médicaments comme les dextrans et I'aprotinine® 0, puis de nouveau étudié depuis
qguelgues années afin de tenter d’expliquer certaines réactions pour lesquelles le bilan
allergologique classique ne permettait pas d’identifier la substance en cause.

Ce mécanisme implique la production d'immunoglobulines de type G (IgG) dirigées
contre I'antigene. Ces IgG solubles vont reconnaitre I'antigene, former des complexes immuns
et interagir avec le récepteur FcyRIIA/CD32A% Ce récepteur est présent a la surface de
nombreuses cellules, notamment les neutrophiles, les basophiles et les plaquettes. Ces
éléments cellulaires seraient les principaux effecteurs des réactions médiées par les IgG avec
une sécrétion particulierement importante de myeloperoxydase (MPQ) par les neutrophiles
ainsi que du Platelet Activating Factor (PAF) et de la sérotonine par les neutrophiles et les
plaquettes!!!3, Ces médiateurs sont a leur tour responsables de la symptomatologie
observée.

Ce mécanisme a été largement décrit sur la base de modeéles expérimentaux de souris
transgéniques humanisées pour le récepteur FcyRIIA. Cependant, I'implication de cette voie
en clinigue humaine reste a démontrer. En effet, de nombreux patients indemnes de toute

réaction clinique lors de I'exposition a un antigéne ont des IgG dirigées contre cet antigéne 4.

14



De plus, les situations cliniques ayant le plus d’argument pour une activation de la voie I1gG
étaient celles ol la probabilité d’avoir une activation de la voie IgE était également la plus
forte!*. Les outils permettant de différencier ces voies font cruellement défaut et il s’agit

toujours d’un sujet en cours d’investigation.

3.3. Réactions d’histaminolibération non-spécifique

Ces réactions sont liées a la libération d’histamine par les basophiles sanguins suite a un
contact direct avec un produit. Il n’y a pas de phase de sensibilisation et la présence
d’anticorps spécifiques n’est pas nécessaire. Ce type de réaction survient en général lors d’'une
exposition a des médicaments basiques, chargés positivement, qui vont induire une libération
d’histamine par interaction directe au niveau de la membrane des basophiles!™ 6, Ces
réactions ne peuvent pas étre distinguées cliniquement des autres types de réactions
anaphylactiques méme si elles sont volontiers moins séveres.

Parmi les médicaments fréguemment impliqués, on trouve les curares de type
benzylisoquinolines (atracurium, mivacurium), la morphine ou la vancomycine!” 18, Ce type de
réaction est favorisée par un terrain atopique, une vitesse d’injection élevée ou I'utilisation

d’une substance hyperosmolaire.

3.4. Activation de la phase contact

Ce mécanisme a été décrit suite a une épidémie de réactions anaphylactiques apres
exposition a de I’héparine sodique contaminée par de la chondroitine hypersulfatée!® 2°, |l en
résultait une activation de la phase contact, mais aussi du complément et du systeme kinine-
kallicréine entrainant une production importante de bradykinine et une augmentation trés
importante de la perméabilité vasculaire?!.

L'activation de la phase contact a également été rapportée comme un mécanisme
secondaire a I'activation mastocytaire (par voie directe ou via le récepteur FceRl) a I'origine
d’une libération de polyphosphates et d’héparine contenus dans les granules du mastocyte.
Ces médiateurs entrainent une auto-activation du facteur XII (FXIl) puis, par cascade, une
formation de bradykinine?? 23, Ce mécanisme serait, en outre, responsable de I"laugmentation

de la perméabilité vasculaire observée au cours de I"'anaphylaxie.
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3.5. Activation mastocytaire directe via le récepteur MRGPRX2

Le Mas-related G-protein coupled receptor X2 (MRGPRX2) est un récepteur présent au
niveau de la surface membranaire des mastocytes. |l serait également présent a la surface des
basophiles et les éosinophiles?*. Ce récepteur, décrit pour la premiére fois par McNeil et col.
en 2015, peut entrainer une libération du contenu granulaire mastocytaire sans implication
des anticorps de type IgE?>. Ce récepteur est principalement activé par des molécules
cationiques, dont certaines sont utilisées en pratique clinique, notamment en anesthésie
(atracurium, mivacurium, fluoroquinolones)?® 27,

Il s’agit de travaux expérimentaux et il n’y a pour I’"heure pas de preuve de son implication
en clinique humaine. Les outils pour diagnostiquer ce type de réaction en routine sont
inexistants. De plus, les mastocytes de personnes saines sont capables de s’activer in vitro, via
le récepteur MRGPRX2, en réponse a I’exposition a certains médicaments alors méme que le
patient ne présente pas de symptomes lors de I'exposition a ces médicaments. Cela pose la
qguestion de la réalité clinique de ce mécanisme. La dégranulation mastocytaire ne serait
d’ailleurs que partielle lorsque le mastocyte est stimulé via le MRGPRX2 et de cinétique

beaucoup plus lente?®,

3.6. Médiateurs de I'anaphylaxie

De nombreux médiateurs vont étre libérés au cours de I'anaphylaxie, que ce soient des
médiateurs préformés stockés dans les granules des mastocytes ou des basophiles et des
médiateurs néo-synthétisés au moment de la réaction.

L’histamine est un médiateur important au cours de I'anaphylaxie?®. Libérée par les
mastocytes et les basophiles, elle va interagir avec ses récepteurs (de Hi a Ha) présents sur de
nombreux types cellulaires, expliquant son effet pléiotrope. En agissant sur les cellules
musculaires lisses vasculaires, I’histamine induit une vasodilatation et donc une hypotension
artérielle. L’histamine exerce un effet inverse sur les cellules musculaires lisses bronchiques
en induisant une bronchoconstriction. Elle contribue également a une augmentation de la
perméabilité vasculaire en interagissant avec I'endothélium. Enfin, I’histamine a un effet au
niveau cardiaque, entrainant des modifications de I'inotropisme, de la conduction cardiaque
et du flux sanguin coronaire®°.

D’autres médiateurs sont également stockés dans les granules des mastocytes, comme

des chymases, en particulier la tryptase, des carboxypeptidases et de ’héparine?.
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Certains médiateurs sont produits au moment de la réaction, notamment les médiateurs

lipidiques :

- Activation de la cyclo-oxygénase 3% 32: production de prostaglandines D2 par les
mastocytes et de thromboxane A2 par les plaquettes a |'origine d’une modification de
la contractilité des muscles lisses vasculaires et utérins, d’'une augmentation de
I’agrégation plaquettaire et d’une augmentation de la perméabilité vasculaire. Ces
médiateurs contribuent également au prurit décrit dans certaines réactions.

- Activation de la 5-lipo-oxygénase33 : production de leucotriénes LTB4, LTCa, LTD4, LTE4
responsables d’une bronchoconstriction, d’une vasoconstriction coronaire et d’un
effet inotrope négatif.

- Production de PAF : la distribution des récepteurs au PAF est large et implique de
nombreux éléments cellulaires34. Le PAF est responsable d’une vasodilatation, d’'une
augmentation de la perméabilité vasculaire, d’'une agrégation plaquettaire mais est
aussi capable d’activer les mastocytes, notamment au niveau pulmonaire3> 3¢, La
concentration circulante en PAF est d’autant plus élevée que la réaction est sévére ce
qui en fait une cible thérapeutique particulierement intéressante3” 38,

Comme vu précédemment, la réaction anaphylactique s’accompagne d’une génération
importante de bradykinine par activation de la phase contact via une auto-activation du
facteur XIl. D’autres médiateurs sont encore impliqués comme le monoxyde d’azote (NO)
produit en grande quantité, notamment par la NO-synthase endothéliale3® 4%, Le NO est un
puissant vasodilatateur et contribue a I’hypotension artérielle observée au cours du choc
anaphylactique. La sérotonine pourrait également jouer un role dans ces réactions (cf ci-

dessous).

4. Quelles sont les lacunes dans notre connaissance de I'anaphylaxie en 2021 ?

4.1. Mécanisme d’initiation de la réaction

De nombreux mécanismes ont été proposés pour expliquer les réactions anaphylactiques,
souvent sur la base d’études in vitro et/ou sur des modeles animaux, avec un recours de plus
en plus fréquent a des modeéles de souris transgéniques. Si ces études permettent d’ouvrir le
champ des possibilités en clinique humaine, la validation de ces mécanismes chez 'Homme
fait encore défaut, notamment en raison de I'absence d’outils diagnostics valides permettant

de les identifier.
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Le mécanisme IgE-médié est bien étayé par des données expérimentales et cliniques et
peut étre clairement identifié chez de nombreux patients, notamment dans les situations
d’allergie a une protéine, comme les allergies alimentaires ou les allergies aux venins
d’hyménopteres. La situation est beaucoup moins claire concernant les allergies
médicamenteuses. En effet, dans 40 a 50% des réactions d’hypersensibilité immédiate a un
médicament, le mécanisme et la substance responsable ne peuvent étre formellement
identifiés en raison de données négatives ou discordantes. Certaines réactions, parfois
séveres, ne sont pas associées a une hausse de la concentration circulante en marqueurs
d’activation mastocytaire (tryptase, histamine), soulevant la question d’une activation
d’autres éléments cellulaires par des voies différentes*!.

Le mécanisme méme de sensibilisation et de déclenchement de la réaction en cas
d’allergie médicamenteuse est remis en cause, notamment en raison de la taille de ces
molécules, trop petites pour induire a elles seules une sensibilisation. La formation de
complexe médicament-protéine plasmatique (hapténe) a été proposée mais la formation de
ce complexe prend du temps et ne concorde pas avec la cinétique de déclenchement de la
réaction. D’autres hypothéses comme la formation de liaisons non-covalentes avec ces
protéines (par les forces de van der Waals notamment) pour expliquer la cinétique de
déclenchement de la réaction ou I'interaction directe avec certains récepteurs (P-I concept -
pharmacological interaction with immune receptor) pour expliquer la sensibilisation aux
médicaments ont également été proposées*®’. Les données permettant de valider ces
hypothéses sont pour I'instant insuffisantes.

Les outils diagnostiques pour explorer les réactions d’hypersensibilité immeédiate
médicamenteuses ne permettent pas actuellement d’apporter une réponse fiable. Le dosage
des IgE spécifiques constitue une aide en cas de tests cutanés non contributifs mais il manque
de sensibilité et de spécificité, notamment pour les antibiotiques et les curares. Une des
difficultés vient du fait que les IgE « actives » sont celles fixées sur leur récepteur a haute
affinité FceRl et non pas les IgE circulantes, qui pourraient au contraire, neutraliser I'antigéne
en formant des complexes immuns captés par le récepteur FceRIl/CD23%3 44,

Il en est de méme pour le test d’activation des basophiles qui, bien que sa performance
diagnostique semble meilleure, manque encore de fiabilité et de reproductibilité entre les
laboratoires. Le test d’activation mastocytaire, décrit récemment, semble plus prometteur

mais est compliqué par la nécessité de récolter des progéniteurs mastocytaires CD34+ dans le
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sang, d’induire leur différentiation in vitro et de les garder en culture®. Cette procédure est
longue et couteuse et risque de limiter sa diffusion en pratique clinique. De plus, ces
techniques d’activation cellulaire ne prennent pas en compte la complexité des interactions
cellulaires in vivo et occultent la possible coopération de différents éléments cellulaires,
nécessaire au déclenchement de la réaction. Ces techniques ne considerent pas non plus les
différences phénotypiques des mastocytes dans |‘organisme, les mastocytes cutanés
semblant se comporter différemment des mastocytes pulmonaires3®, ce qui pourrait expliquer
I’absence de réaction cutanée lors du bilan de réaction authentiquement liée a une activation

mastocytaire.

4.2. Mécanisme a l'origine de la sévérité de la réaction

Les mécanismes conduisant, pour une méme dose d’antigéne, a des réactions de sévérité
différente ne sont pas clairement identifiés.

La variation de la densité en IgE spécifiques fixés a leur récepteur FceRl a la surface des
mastocytes et des basophiles pourrait contribuer a faire varier la sévérité de la réaction mais
cela est difficile a évaluer car ce n’est pas forcément corrélé a la concentration en Igk
spécifiques circulantes.

La variation de la concentration relative en IgE et IgG spécifiques d’un antigéne pourrait
également jouer un réle : une concentration élevée en IgE et faible en IgG orienterait la
réaction vers une voie IgE, une concentration élevée en IgG avec une forte concentration
d’antigene orienterait vers une voie IgG et un équilibre entre les deux conduirait a une
neutralisation mutuelle de la réaction*®. Ce concept est pour I’heure encore mal validé.

La coexistence d’autres conditions (comme une infection latente par exemple) pourrait
également étre nécessaire a la réaction, ou venir I'aggraver, et contribuer ainsi a la variation
phénotypique de I"anaphylaxie (hypothése du « double hit »)*’.

L’évolution vers un état de choc réfractaire au traitement par adrénaline est encore mal
comprise et pourrait étre liée a I'activation secondaire d’autres éléments cellulaires comme
les neutrophiles et les plaquettes. Ces cellules pourraient s’activer de maniere directe ou
indirecte dans les formes les plus séveres d’anaphylaxie et contribuer a la gravité des
symptomes observés en libérant leur contenu granulaire, riche en MPO (neutrophiles) et
sérotonine (plaquettes), produire du PAF (neutrophiles et plaquettes) et entrer en NETose

(neutrophils extracellular traps).
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4.3. Moyens thérapeutiques en cas d’anaphylaxie réfractaire a I’adrénaline

Les moyens thérapeutiques utilisés classiquement au cours du choc anaphylactique sont
développés plus loin (paragraphe 6.3). Il n’existe pas pour I’heure de traitement
« étiologique » permettant de stopper la réaction une fois celle-ci déclenchée. Une nouvelle
classe de molécule, de la classe pharmacologique des DARPins (Designed Ankyrin Repeat
Proteins), interagissant avec la partie distale du récepteur FceRla, a été récemment décrite.
Ces DARPins ont une affinité trés forte pour le complexe IgE- FceRl, permettant ainsi de
dissocier les IgE de leur récepteur FceRl dans un laps de temps trés court. Elles ont également
la propriété de neutraliser les IgE circulantes en neutralisant le site de reconnaissance pour le
FceRl. Ces molécules semblent prometteuses mais ne sont pour I’heure pas disponibles en
clinique et leur capacité a stopper une réaction en cours reste discutée®®. Les anticorps
monoclonaux anti-IgE, comme I'omalizumab, sont régulierement utilisés, notamment en
traitement des asthmes allergiques, mais leur mode d’action rend leur utilisation inutile une
fois la réaction anaphylactique déclenchée. lls pourraient néanmoins garder une place dans la
prévention des réactions anaphylactiques®.

L'association d’autres traitements a l'adrénaline, ciblant des voies de signalisations
différentes, activées au cours de I'anaphylaxie, pourrait étre intéressante. Ainsi, 'usage du
bleu de méthyléne, interagissant avec la voie du NO permet d’accélérer la récupération d’une
pression artérielle correcte en limitant la quantité d’adrénaline nécessaire, diminuant ainsi le

risque d’effets indésirables liés a I'adrénaline°.

5. Arguments pour une implication des plaquettes dans I’anaphylaxie

5.1. Plaquettes et modéles d’anaphylaxie active

Dés les années 70, plusieurs travaux ont évoqué le potentiel role des plaguettes dans
I’'anaphylaxie en utilisant des modeéles d’anaphylaxie active (immunisation de I'animal par une
exposition répété a un antigene associé avec des adjuvants pour stimuler la réponse
immunitaire) chez des animaux préalablement sensibilisés. En 1977, Pinckard et col. ont décrit

I'apparition brutale et transitoire d’une thrombopénie, associée a une neutropénie dans un
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modeéle de choc anaphylactique actif chez le lapin®l. L'utilisation de plaquettes marquées
révélait une séquestration des plaquettes dans le foie et les poumons. L'induction d’une
thrombopénie avant le choc en atténuait la sévérité. En 1986, Pretolani et col. ont confirmé
I’existence d’une thrombopénie associée a une séquestration pulmonaire des plaquettes dans
un modeéle d’anaphylaxie active chez le cochon d’Inde®2. L’utilisation d’un inhibiteur du
récepteur aux leucotriénes (FPL 55712) associé a de la PGI2 empéchait I'apparition d’une
thrombopénie, l'utilisation de PGI2 seule ne permettant que de limiter la séquestration
pulmonaire de plaquettes. En 2002, Yoshida et col. ont observé des résultats similaires dans
un modele d’anaphylaxie active induite par I'ovalbumine chez la souris avec une séquestration
plaquettaire au niveau hépatique et pulmonaire associée a une sécrétion de sérotonine®. L3
aussi, I'induction d’'une thrombopénie avant la réaction a I'aide d’un anticorps monoclonal
atténuait I'intensité du choc anaphylactique. En 2012, Krishnamurthy et col. ont également
observé une thrombopénie dans un modeéle de choc actif induit par la caséine chez la souris,
et rapportaient, en plus, une neutropénie associée une séquestration pulmonaire des

neutrophiles®.

5.2. Plaquettes et modéles d’anaphylaxie médiée par les IgG

Le role des plaquettes dans I'anaphylaxie médiée par les IgG a récemment été décrit sur
la base de travaux s’appuyant sur des modeles de souris transgéniques humanisées pour le
récepteur FcyRIIA%. Ce récepteur est naturellement absent chez les souris sauvages mais il est
présent sur les plaquettes des souris transgéniques. Dans ces modeéles, l'injection
d’'immunoglobulines humaines agrégées a la chaleur (HAIgG) entraine une baisse franche de
la température, parametre de substitution utilisé pour évaluer l'intensité du choc
anaphylactique, et une augmentation de la perméabilité vasculaire 1 >, Une thrombopénie
apparait précocement, des les 5 premiéres minutes suivant I'induction du choc et uniquement
lorsque le FcyRIIA humain est présent a la surface des plaquettes. En présence de ce récepteur,
les plaquettes sont essentielles a la survenue d’une réaction anaphylactique médiée par les
HAIgG. La réalisation d’une déplétion plaquettaire (a I'aide d’un anticorps monoclonal) avant
I'injection d’HAIgG abolit completement la réaction. A I'inverse, la réaction est aggravée par
une thrombocytose (par injection de romiplostime)!’. La réaction est associée a une sécrétion
importante du contenu granulaire plaquettaire en sérotonine et en PF-4. La déplétion du

contenu plaquettaire en sérotonine par de la fluoxétine ou I'utilisation d’un antagoniste des
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récepteurs a la sérotonine (kétansérine) diminue de maniére significative la sévérité de la
réaction dans ce modele®.

L'applicabilité de ces résultats chez I’'humain reste pour le moment limitée. En effet, les
données humaines relatives a I'activation plaquettaire au cours du choc anaphylactique sont
fragiles et souffrent de nombreux biais. De plus, I'existence méme d’une voie IgG dans
I'anaphylaxie humaine reste débattue par manque d’outils permettant de différentier ces
réactions des réactions médiées par les IgE. Dans I'étude NASA (Neutrophil Activation in
Systemic Anaphylaxis), s’intéressant aux réactions anaphylactiques périopératoires, les
réactions avec le plus d’arguments pour une réaction médiée par les IgG étaient également
celles avec le plus d’arguments pour une réaction médiée par les IgE ce qui oriente plus vers

une coexistence des deux voies, notamment dans les formes les plus séveéres'4.

5.3. Réle potentiel des plaquettes dans I'amplification de la réaction

Les plaquettes pourraient jouer un réle dans I'amplification de la réaction mais aussi dans
I'aggravation des symptomes et dans I'apparition d’états de choc réfractaires a I'adrénaline.

Les plaquettes sont riches en PAF et en sérotonine, deux médiateurs ayant des effets
cardiovasculaires et respiratoires similaires a ceux observés au cours de I’'anaphylaxie.

Le PAF est un médiateur lipidique qui a des effets pléiotropes en raison de la présence de
son récepteur a la surface de nombreuses cellules?®.

Le PAF a un effet vasodilatateur et inotrope négatif au niveau cardiovasculaire, broncho
constricteur au niveau respiratoire, il augmente la perméabilité vasculaire et induit une
agrégation et une sécrétion plaquettaire®®. Il est libéré en grande quantité au cours du choc
anaphylactique, avec une concentration d’autant plus importante que la réaction est sévére3,

Ce médiateur semble jouer un roOle essentiel dans les modeéles expérimentaux
d’anaphylaxie médiée par les IgG mais pourrait également contribuer a la symptomatologie
des réactions médiées par les IgE. De maniére intéressante, le PAF semble étre un médiateur
clé de I'interaction entre les plaquettes et les mastocytes, ces derniers pouvant étre activés
par les plaquettes via une sécrétion de PAF dans des contextes inflammatoires (circulation
extracorporelle, anaphylaxie passive)®’. Tous les mastocytes n’ont pas la méme sensibilité au
PAF, avec une sensibilité plus importante des mastocytes pulmonaires®®. Ainsi, la libération

du PAF contenu dans les plaquettes pourrait aggraver la symptomatologie clinique, a la fois
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par l'action directe du PAF sur les organes cibles mais aussi en amplifiant I’activation
mastocytaire.

La sérotonine est principalement contenue dans les granules plaquettaires bien qu’il y en
ait aussi dans les granules mastocytaires®®. L’activation plaquettaire entraine une libération
d’'une grande quantité de sérotonine. L'effet de la sérotonine differe en fonction de la
distribution de ses différents récepteurs®. Elle peut avoir un effet vasodilatateur ou
vasoconstricteur selon le lit vasculaire étudié. La sérotonine a également un réle au niveau
cardiaque, que ce soit dans la fibrillation atriale (via le 5-HTa), dans les valvulopathies (5-HT3)
ou l'angor (5-HT2a). Peu d’études se sont intéressées au réle de la sérotonine au cours de
I’'anaphylaxie. En dehors des modeles décrits ci-dessus, seule une étude a mis en évidence une
libération in vitro de sérotonine en réponse a |I'exposition du sang a un curare chez des
patients ayant présenté une réaction anaphylactique périopératoire®. Comme pour le PAF, la
sérotonine libérée au cours d’une activation plaquettaire pourrait contribuer a I'aggravation
de la symptomatologie.

Le facteur plaquettaire 4 (PF-4) libéré en quantité importante lors de I’activation
plaguettaire, a également la possibilité d’activer les basophiles ce qui pourrait, 1a aussi,
contribuer a 'amplification de la réaction®.

Un facteur important a prendre en compte est I'utilisation systématique d’adrénaline pour
le traitement des réactions anaphylactiques séveres. L'adrénaline est connue pour
potentialiser |'effet des autres agonistes plaquettaires. Ainsi, I'utilisation d’adrénaline pourrait
potentialiser I'activation plaquettaire liée a la réaction anaphylactique elle-méme,
responsable a son tour d’une aggravation de la symptomatologie ce qui pourrait expliquer les

états réfractaires observés en clinique humaine.

5.4. Questionnement autour du role des plaquettes dans I’'anaphylaxie en 2021
Plusieurs points concernant le réle des plaquettes dans I'anaphylaxie humaine nécessitent de
poursuivre les investigations :

- Anaphylaxie médiée par les IgkE : il n’existe pas de données a I’heure actuelle sur

I’existence d’une activation plaquettaire dans des modeles d’anaphylaxie passive IgE-
médiée. En effet, les nombreux modeéles dans lesquelles une thrombopénie a été
observée sont des modeles de sensibilisation active. S’ils ont pendant longtemps été

décrits comme des modeéles d’anaphylaxie médiée par les IgE, les données récentes
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rapportent la production d’lgG spécifiques au cours de la sensibilisation. L’activation
plaguettaire dans ces modeéles pourrait donc résulter d’'une interaction avec les IgG et
non les Ige. Une étude plus approfondie est donc nécessaire pour identifier
I'implication respective des plaguettes selon le mécanisme initiateur de la réaction.

Présence du récepteur FceRl a la surface des plaquettes: le récepteur FceRl est

fréquemment décrit comme présent a la surface des plaquettes. Cependant, peu de
données robustes permettant de I'affirmer sont disponibles. En 1997, Joseph et col.
rapportent I'existence de ce récepteur sur les plaquettes humaines®. A I'aide d’un
anticorps monoclonal dirigé contre la chaine a extracellulaire du récepteur, les auteurs
montrent que ce récepteur serait présent a la surface de 22% des plaquettes, avec une
hétérogénéité tres importante en fonction des sujets. Ces données sont corroborées
par une analyse en RT-PCR qui confirme |'existence d’ARN messagers résiduels des
chaines B et y du FceRI dans les plaquettes. L'exposition des plaquettes a un antigene
apres les avoir incubées avec I'Igk spécifique de cet antigéne était responsable d’une
activation plaquettaire. Cette activation était inhibée par des concentrations
croissantes d’anticorps bloquants contre le FceRl. Des données similaires ont été
rapportées par Hasegawa et col. en 1999 qui montraient la présence des chaines o, R
et y du FceRIl dans les plaquettes en RT-PCR ainsi qu’un marquage de la chaine a du
FceRl a la surface des plaquettes®. De maniére intéressante, ce marquage n’intéressait
que 19% des plaquettes environ et n’était visible qu’avec les clones reconnaissant le
domaine de liaison a I'lge (CRA-2 et CRA-3). L'exposition de plaquettes lavées a
différents activateurs du FceRIl induisait une libération de sérotonine et de RANTES,
indiquant que ce récepteur est fonctionnel. La présence de ce récepteur fonctionnel a
la surface des plaquettes devrait conduire a leur activation au cours de I'anaphylaxie
médiée par les IgE. Ces études souffrent de certains biais, notamment sur la sélection
et I'identification des plaquettes en cytométrie en flux ainsi que sur la purification des
plaquettes pour I'analyse des ARN messagers (absence de contréle de I'absence de
contamination avec d’autres cellules pouvant potentiellement contenir le FceRl) ou
pour les tests fonctionnels. Compte tenu des biais, une nouvelle étude sur la présence

du récepteur FceRl sur les plaquettes humaines parait nécessaire.
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Mécanisme d’activation des plaquettes : en dehors d’une activation plaquettaire

directe via un récepteur aux immunoglobulines, plusieurs autres voies d’activation
plaguettaire sont possibles au cours de I'anaphylaxie et n‘ont pas été explorées :
activation directe par la thrombine générée suite a I'activation de la phase contact,
activation par le PAF produit par les leucocytes ou activation par les polyphosphates
sécrétés par les mastocytes.

Effet amplificateur de I'activation plaguettaire au cours de I'anaphylaxie : le role des

plaquettes dans I"amplification de la réaction, notamment en potentialisant
I'activation des mastocytes n’a pas été étudié dans des modeles d’anaphylaxie active.
Cette voie d’amplification pourrait étre une cible thérapeutique dans les réactions les
plus séveéres.

Effet potentialisateur de I'adrénaline : il n’existe pas a I’heure actuelle d’étude sur

I'effet de I'adrénaline sur I'activation plaquettaire au cours de I'anaphylaxie. Une
meilleure compréhension de ce mécanisme pourrait inciter a favoriser des traitements
alternatifs dans les réactions les plus sévéres pour éviter la mise en place d’un cercle

vicieux.

L’anaphylaxie en pratique clinique

6.1. Epidémiologie de I'anaphylaxie

6.1.1. Dans la population générale

L'anaphylaxie est un événement rare dans la population générale avec une incidence

estimée entre 1,5 & 32 réactions par 100 000 personne-année®. Toutes les tranches d’age

peuvent étre touchées mais la répartition des substances responsables de la réaction change

selon que les patients soient des enfants ou des adultes. Les réactions anaphylactiques chez

I’enfant sont principalement liées aux allergenes alimentaires alors que celles de I'adulte sont

en premier lieu liées aux médicaments ou aux venins d’hyménoptére®.

Les principaux allergénes alimentaires responsables de réactions anaphylactiques sont

les fruits & coque, le lait de vache, les ceufs et les crustacés®. Parmi les médicaments, les

antibiotiques et les anti-inflammatoires sont particulierement représentés. L’allergie aux

venins d’hyménoptére est plus fréquente chez les apiculteurs, avec une fréquence plus élevée

chez les hommes®*.
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L'incidence de I'anaphylaxie est en augmentation réguliére dans la population générale
avec une augmentation du nombre de consultations aux urgences et d’hospitalisations liées a
I'anaphylaxie. Cette augmentation a récemment été estimée a 615% au Royaume-Uni entre
1992 et 2012%. A Taiwan, l'incidence des réactions anaphylactiques a augmenté de 4,79 3
8,20 réactions pour 100 000 personnes-années entre 2001 et 20137, L’incidence des réactions
anaphylactique a été multiplié par 1,7 entre 2010 et 2014 en Corée du Sud et par 2,8 entre
2006 et 2015 en Nouvelle-Zélande®®.

L'augmentation de I'incidence de I'anaphylaxie est accompagnée d’une augmentation
similaire de la prévalence de I'allergie en France et dans le monde et représente un défi pour

la santé publique.

6.1.2. Anaphylaxie en contexte particulier : la période périopératoire

L'incidence de I'anaphylaxie dans la période périopératoire est nettement plus élevée
que dans la population générale. Elle varie de 1/353 a 1/18600 anesthésies, selon le type de
réaction considéré et les méthodes utilisées pour les identifier®. En France, I'incidence de ce
type de réaction a été estimée a 100,6 [76,2-125,3] réactions par million d’anesthésie, avec
une incidence plus importante pour les curares (184,0 [139,3-229,7] réactions aux curares par
million d’anesthésie) et une nette prédominance féminine (250,9 [189,8-312,9] réactions aux
curares par million d’anesthésie)’.

Si toutes les substances utilisées au bloc opératoire peuvent étre responsables d’une
réaction anaphylactique, leur fréquence varie en fonction du pays concerné, de
I’environnement et des pratiques cliniques. En France, les principales substances responsables
de réactions d’hypersensibilité immédiate IgE-médiées sont les curares (60,6% des réactions
IgE-médiées), les antibiotiques (18,2%) et les colorants (5,4%)3.

Parmi les curares, le risque de réaction IgE-médiée n’est pas le méme pour tous les
agents avec un risque supérieur pour le rocuronium (13,8 [9,0-18,6] réactions pour 100 000
ampoules vendues) et la succinylcholine (13,3 [11,5-15,1] réactions pour 100 000 ampoules
vendues) par rapport au cisatracurium (0,4 [0,2-0,6] réactions pour 100 000 ampoules
vendues) sans que la raison de cette différence ne soit identifiée. Les antibiotiques occupent
une part croissante parmi les réactions Ige-médiées, représentant 2% des réactions en 1989
contre 18,2% en 2011-20123. Les R-lactamines sont principalement en cause, avec une
fréquence élevée des réactions aux céphalosporines, et notamment a la céfazoline. Les

colorants sont utilisés en chirurgie, notamment pour le repérage du ganglion sentinelle dans
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la chirurgie carcinologiqgue mammaire. Le bleu patenté (triarylméthane), fréquemment utilisé
dans cette indication, est particulierement pourvoyeur de réaction IgE-médiée® 72,

Les réactions au latex étaient particulierement fréquentes au cours des années 1990-
200072, L’épidémie de Virus de I'lmmunodéficience Humaine (VIH) avait entrainé a I'époque
une forte demande en latex ce qui avait conduit les fabricants a utiliser un latex de moins
bonne qualité, plus riche en protéine. Associé a I'utilisation large de gants poudrés, cela a
conduit a une sensibilisation importante des patients mais aussi du personnel de santé. La
mise en place de mesures de prévention primaire (éviction du latex en chirurgie pédiatrique,
utilisation de gants non poudrés et d’un latex de meilleur qualité) et secondaire (identification
des sujets allergiques au latex, programmation en premiére position au bloc opératoire) a
permis une franche réduction de lincidence de ces réactions puisque celle-ci ne
représentaient plus que 5,2% des réactions en 2011-20123.

Cette épidémiologie est trés différente dans d’autres pays avec, par exemple, une
fréquence élevée des réactions liées a la chlorhexidine au Royaume-Uni et au Danemark alors
que celles-ci sont rares en France®. Les réactions aux antibiotiques sont plus fréquentes aux
Etats-Unis mais les réactions aux céphalosporines y sont beaucoup plus rares. Au Royaume-
Uni, les réactions a la teicoplanine, un glycopeptide, sont particulierement fréquentes alors
qu’elles sont exceptionnelles en France’s.

Ainsi il est important de prendre en compte ces disparités spatiales lorsque I'on étudie
I’épidémiologie de ces réactions, ces disparités étant liées a la fois a des facteurs

environnementaux mais aussi probablement a des facteurs génétiques encore mal évalués.

6.1.3. Réactions anaphylactiques sévéres et mortelles

L'étude des patients admis en réanimation en France suite a une réaction
anaphylactigue montre que les médicaments sont les premiers pourvoyeurs de réactions
séveres. Ainsi, la majeure partie des patients admis en réanimation sont issus du bloc
opératoire et des services de radiologie. Concernant les admissions issues du pré-hospitalier,
les médicaments sont également les premiers responsables, suivis par les aliments et les
venins d’hyménoptéres’.

Le taux de mortalité lié a 'anaphylaxie dans la population générale est faible, allant de
0,002 a 2,51 déces par million de personnes-années selon les études et les pays. Les déces

sont plus fréquents en cas de réaction aux médicaments (0,004-0,56 décés/million de
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personnes-années) ou aux venins d’hyménoptéres (0,02- 0,61 décés/million de personnes-
années)’. En France, le taux de mortalité d’une réaction anaphylactique est estimé a 0,60
[0,52-0,68] % avec un taux plus élevé chez les hommes et chez les personnes de plus de 70
ans’®.

Parmi les patients admis en réanimation, 5% décedent suite a la réaction
anaphylactique’. Un taux similaire est observé au bloc opératoire avec 4,1% de décés en
France en cas de réaction a un curare, 2% des réactions périopératoires aux Etats-Unis et
4,74% au Japon’” 78 || est intéressant de noter que ces décés surviennent dans un milieu trés
controélé, en présence de personnels entrainés, malgré une détection rapide de la réaction et
une administration précoce d’adrénaline. Cela dénote donc I’existence de formes réfractaires
au traitement par adrénaline’* 78,

Plusieurs facteurs de risque de développer une forme sévere de réaction
anaphylactique ont été identifiés, notamment le sexe masculin, I’age avancé, les antécédents
cardio-vasculaires ou la prise d’un traitement par R-bloquant ou inhibiteur du systéme rénine-
angiotensine. Le retard a I'administration de I'adrénaline a également été identifié comme

facteur de risque de développer une forme réfractaire a I’adrénaline’> 76 78-80,

6.2. Formes cliniques de I’'anaphylaxie
Le diagnostic de réaction anaphylactique est un diagnostic uniquement clinique qui va se
baser sur I'association temporelle entre I'exposition a un allergéne et la survenue de
symptémes concordants avec une réaction anaphylactique®!. Les signes cliniques évocateurs

d’une réaction anaphylactique sont détaillés dans le Tableau 1.
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Type d’atteinte

Signes cliniques

Observations

Cutanée

Erythéme diffus
Urticaire généralisée

Edéme

Tres évocateur du diagnostic mais
manquant dans 40% des réactions.
(Edeme potentiellement menagant s'il
intéresse les voies aériennes

supérieures (cedéme de Quincke) *.

Cardiovasculaire

Hypotension artérielle voir état de choc
Tachycardie/ Bradycardie

Troubles du rythme

Dysfonction myocardique

Syndrome coronarien aigu

Arrét cardio-respiratoire

Principale source de morbidité au cours
de I'anaphylaxie.

La forme la plus courante associe une
vasodilatation intense et une
hypovolémie profonde par
augmentation de la perméabilité

capillaire®82,

Respiratoire

Bronchospasme
Hypoxémie

Ventilation impossible

Bronchospasme parfois sévere pouvant

évoluer vers une forme asphyxiante®3.

Nausées, vomissements

Digestive Crampes abdominales
Diarrhées
Confusion
Neurologique Obnubilation
Coma

Plus fréquemment rencontrés en cas
d’anaphylaxie dans un contexte pré-

hospitalier.

Tableau 1 : Signes cliniques associés a une réaction anaphylactique.

L’anaphylaxie a été classée en 4 grades de sévérité croissante selon la classification de Ring &

Messmer modifiée®* :

- Grade | : signes cutanés isolés

- Grade ll : apparition de signes cardiovasculaires (tachycardie ou hypotension artérielle

modérée) ou respiratoires (bronchospasme modéré) significatifs mais ne mettant pas

en jeu le pronostic vital

- Grade |ll:

apparition de signes cardiovasculaires (collapsus cardiovasculaire,

tachycardie sévere, bradycardie extréme, troubles du rythme ventriculaire) ou

respiratoires (bronchospasme, hypoxémie) sévéres mettant en jeu le pronostic vital
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- Grave IV : arrét cardio-respiratoire

Si cette classification ne permet pas de différentier les mécanismes impliqués dans la réaction,

elle permet une adaptation du traitement a la sévérité de la réaction.

6.3. Traitement de la réaction

Plusieurs sociétés savantes ont émis des recommandations pour la prise en charge de
I'anaphylaxie, que ce soit en pré-hospitalier, aux urgences ou au cours de la période
périopératoirel 88  Ces recommandations différent selon les sociétés savantes et les pays
concernés et reposent principalement sur des avis d’experts.

En effet, il n'existe que peu de données robustes sur la prise en charge de
I'anaphylaxie, la plupart d’entre elles étant issues d’études expérimentales, les études
cliniques étant rendues trés compliquées par le caractére rare, brutal et imprévisible de ce
type de réaction.

La prise en charge repose sur plusieurs piliers fondamentaux : I'arrét de I'exposition a

I'allergene, 'administration précoce d’adrénaline et le remplissage vasculaire.

6.3.1. Arrét de I'exposition a I'allergéne

Il s’agit d’'une mesure essentielle de la prise en charge du patient. Elle consiste a
soustraire le patient a I'exposition a I’allergene, que ce soit en arrétant une perfusion en cours
ou en éloignant le patient de son environnement lorsque |’exposition est environnementale.
Cette mesure peut étre rendue difficile lorsque par exemple il s’agit d’un allergéne alimentaire
car celui-ci va persister longtemps dans le tractus digestif. Cette mesure est également rendue
compliquée lorsque le patient a été exposé a de nombreuses substances en méme temps,
comme c’est le cas en anesthésie. Il convient alors de contre-indiquer temporairement
I'ensemble des médicaments impliqués dans le protocole utilisé, et ce, jusqu’a la réalisation

du bilan allergologique®> 8¢,

6.3.2. Administration d’adrénaline
L'adrénaline est le traitement de référence pour toute réaction anaphylactique

supérieure au grade |. Par ses mécanismes alpha (vasoconstricteur) et béta-adrénergique
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(inotrope positif, chronotrope positif, bronchodilatateur), I'adrénaline vient s’opposer aux
effets des médiateurs libérés par les mastocytes et les basophiles®>. L’adrénaline aurait
également un effet sur la libération des médiateurs eux-mémes en bloquant la sécrétion
mastocytaire mais cette affirmation repose sur des données anciennes, discordantes et de
faible niveau de preuve®.

Il est impératif d’adapter la dose d’adrénaline a la sévérité de la réaction car I'index
thérapeutique est étroit et les effets secondaires d’une trop forte dose d’adrénaline peuvent
venir contrebalancer le bénéfice de son utilisation®®92,

En I'absence de voie veineuse périphérigue immédiatement accessible, il est
recommandé d’administrer I'adrénaline en intramusculaire (IM), idéalement a I'aide d’un
stylo auto-injecteur, a la dose de 300 pg pour les adultes et 150 pg pour les enfants. Cette
dose peut étre répétée en 'absence d’efficacité 5 minutes aprés 'injection®3.

Dés la voie intraveineuse disponible, celle-ci doit étre privilégiée et la dose adaptée a la
sévérité de la réaction comme suit :

- Gradell : bolus de 10 a 20 pg d’adrénaline, a répéter toutes les 2 a 4 minutes

- Grade lll : bolus de 100 a 200 pg d’adrénaline, a répéter toutes les 2 a 4 minutes

- Grade IV : bolus de 1 mg d’adrénaline, a répéter toutes les 2 a 4 minutes.

En cas de nécessité de répéter les boli d’adrénaline, la mise en route d’une perfusion
continue peut s’avérer utile. Si le patient est traité par -bloquant, il peut étre nécessaire de

majorer les doses pour obtenir le méme effet®.

6.3.3. Remplissage vasculaire

L'hypovolémie au cours du choc anaphylactique est profonde du fait d’une
augmentation brutale de la perméabilité vasculaire. Le remplissage vasculaire est souvent
insuffisant, notamment dans les formes les plus sévéres’. Ainsi, il est recommandé pour
toutes les réactions de grade Il ou plus de réaliser un remplissage vasculaire d’au moins 30
mL/kg de soluté, le plus rapidement possible, en utilisant une voie veineuse de bon calibre®.
Des données expérimentales montrent que I’"hypovolémie persiste malgré un remplissage
vasculaire agressif, ce qui confirme la nécessité d’identifier d’autres voies thérapeutiques pour

limiter 'augmentation de la perméabilité vasculaire 82,
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6.3.4. Autres thérapeutiques

En cas de troubles circulatoires ou respiratoires, la fraction inspirée en oxygéne doit

étre augmentée en utilisant soit des lunettes, soit un masque a haute concentration. Dans les

cas les plus graves, le patient doit étre intubé et placé sous ventilation mécanique.

Les traitements antihistaminiques n’ont pas fait preuve d’efficacité en cas d’atteinte

respiratoire ou hémodynamique et ne doivent donc pas étre utilisés en premiére intention. lls

peuvent néanmoins garder un intérét en cas de prurit intense, dans les réactions de grade |

notamment?®,

Les corticoides sont recommandés afin de limiter la durée de I'inflammation et d’éviter

le risque de récurrence de la réaction. lls doivent donc étre administrés a la dose de 1 a 2

mg/kg de methylprednisolone®.

En cas de situation réfractaire, d’autres traitements ont été proposés :

Le bleu de méthyléne : proposé sur la base de données expérimentales et de quelques
cas cliniques, il semble avoir un effet intéressant notamment par son action
vasoconstrictrice liée a son effet sur la voie du NO. Il s’agit d’un traitement de 2°™e
intention potentiellement bénéfique®® %.

Les R2-mimétiques (salbutamol) peuvent étre intéressants en cas de bronchospasme
isolé mais ne doivent pas se substituer a I’adrénaline dans les autres situations.

La noradrénaline peut étre un complément intéressant a I'adrénaline en cas de
tachycardie trés importante et de vasoplégie intense méme si son efficacité n’a jamais
été évaluée.

La vasopressine est parfois proposée, notamment dans des pays anglo-saxons mais les
seules données expérimentales disponibles font état d’'une surmortalité lors de son
utilisation®”.

La mise en place d’'une ECMO (extracorporeal membrane oxygenation) est parfois
proposée méme si son efficacité reste discutée, notamment en raison des anomalies

importantes de la perfusion sanguine régionale’4.

Certaines formes de choc anaphylactique sont réfractaires a I'ensemble de ces traitements

malgré une détection précoce et une réanimation adaptée. Il est donc capital d’identifier de

nouvelles voies thérapeutiques pour améliorer la prise en charge de ces patients’ 78,
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6.4. Démarche diagnostique
La démarche diagnostique en cas de réaction anaphylactique se décompose en deux étapes
distinctes :

- Confirmer I'activation des mastocytes et des basophiles au cours de la réaction en
étudiant la concentration plasmatique en marqueurs d’activation spécifiques de ces
cellules (histamine et tryptase)®® °°. Cette étape nécessite la réalisation de
prélévements sanguins au moment de la réaction.

- Identifier la substance en cause et le mécanisme a I'origine de la réaction en étudiant
la chronologie entre I'exposition a un allergene et la réaction, en étudiant Ila
concentration en IgE spécifiques de I'antigéne suspecté et en étudiant la réponse du
patient a des tests fonctionnels, soit in vivo (tests cutanés, test de provocation avec
I’allergéne), soit in vitro (tests d’activation des basophiles) 8> 8 100,101,102 Cette étape
doit étre réalisée au plus tot 6 a 8 semaine apreés la réaction afin de limiter le risque de
faux négatif.

Un résultat concordant entre ces tests (délai compatible entre exposition et réaction,
augmentation de la concentration en histamine et/ou tryptase plasmatique, présence d’IgE
spécifiques, tests cutanés voire test de provocation positifs) orientera vers une réaction IgE-
médiée. L’existence de résultats discordants ou négatifs (absence d’augmentation de la
tryptase plasmatique au moment de la réaction, absence d’IgkE spécifique, tests cutanés
négatifs, test d’activation des basophiles négatifs) est fréquente et complique beaucoup le
diagnostic. Il est alors difficile voire impossible d’identifier formellement la substance en cause
ce qui expose le patient a un risque de récurrence de la réaction lors d’une nouvelle
exposition. C'est I'existence de ces réactions a bilan négatif ou discordant qui incite a
poursuivre |'exploration des mécanismes responsables de I'anaphylaxie afin de voir si d’autres
voies peuvent étre responsables de ces réactions. Cependant, les outils utilisables en clinique

humaine font actuellement cruellement défaut.
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7. Objectifs du travail de these

L'objectif principal de cette thése est d’étudier le rble joué par les plaquettes dans

I'anaphylaxie. Plusieurs axes de travail ont été définis :

Etudier la distribution du récepteur FceRI a la surface des plaquettes humaines.
Caractériser I'état d’activation plaquettaire dans un modéle d’anaphylaxie passive
médiée par les IgE.

Evaluer la contribution des plaquettes a I'intensité et la sévérité de la réaction dans un
modeéle d’anaphylaxie passive médiée par les IgE.

Caractériser I’état d’activation plaquettaire dans un modele d’anaphylaxie active létal
chez le rat Brown Norway.

Evaluer la contribution des plaquettes a I'intensité et a la sévérité de la réaction dans
un modele d’anaphylaxie active létal.

Evaluer I'intérét thérapeutique d’un blocage du récepteur au Platelet Activating Factor

dans un modele d’anaphylaxie active létal.
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PARTIE Il

RESULTATS EXPERIMENTAUX
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Article n°1

Les plaquettes humaines n’expriment pas de récepteur FceRl fonctionnel a
leur surface

Manuscrit en préparation

Human platelets do not express a functional FceRl receptor

C. Tacquard®? et al.
1 URMS 1255 EFS-INSERM : Biologie et pharmacologie des plaquettes sanguines, EFS Grand Est

2 Service d’anesthésie-réanimation, Nouvel Hopital Civil, Hopitaux Universitaires de Strasbourg
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1.1. Introduction

Le récepteur FceRl est le récepteur a haute affinité aux immunoglobulines de type
IgE®3, Il s’agit d’un récepteur tétramérique avec une structure afy.. Les IgE circulantes,
produites aprés une phase de sensibilisation, vont venir se fixer sur la portion extracellulaire
du récepteur, au niveau de la chaine a.. En cas de nouvelle exposition a un antigene, la fixation
de celui-ci sur des IgE liées au récepteur FceRl entraine une dimérisation de ce récepteur et la
transduction d’un puissant signal activateur responsable de la libération du contenu
granulaire (notamment de I’histamine, et des protéases, comme la tryptase) et de la synthése
de certains médiateurs (prostaglandines, thromboxane A2, Platelet Activating Factor - PAF)2.

Le récepteur FceRl est présent de maniére constitutionnelle a la surface des
mastocytes et des basophiles, faisant de ces cellules les principaux effecteurs dans les
réactions IgE-médiées, aussi appelées allergiques. Il est également présent de maniéere plus
anecdotique a la surface des éosinophiles et des monocytes sous certaines conditions (atopie).
Certains auteurs ont décrit une implication des plaquettes dans la physiopathologie des
réactions Ige-médiées, notamment sur la base de travaux expérimentaux anciens, sans que le
mécanisme ne soit identifié a ce jour® % 61,

Deux études ont rapporté la présence du récepteur FceRl a la surface des plaquettes
humaines et ont décrit une activation plaquettaire en réponse a la stimulation de ce
récepteur®? 194, Ces études s’appuyaient sur une analyse par cytométrie en flux, par RT-PCR
et sur des tests fonctionnels. Ces études sont anciennes et souffrent de nombreux biais, que
ce soit dans la technique de préparation des plaquettes ne permettant pas d’exclure une pré-
activation ou une contamination par des leucocytes, ou par les techniques d’analyses qui ont
évolué avec le temps.

Nous avons donc entrepris de réaliser une nouvelle étude de maniére a évaluer si le
récepteur FceRl est présent a la surface des plaquettes humaines, et si celles-ci ont la capacité
de s’activer en réponse a une stimulation de la voie IgE.

Pour ce faire, nous avons mené tout d’abord une étude par cytométrie en flux a I'aide
de deux anticorps monoclonaux (CRA-1 et 2) reconnaissant la chaine o du récepteur FceRI.
Nous avons également réalisé une étude par Western Blot avec un anticorps monoclonal (9E1)
reconnaissant le méme site. Nous avons ensuite réalisé plusieurs tests fonctionnels (en

agrégométrie et par cytométrie en flux a I'aide d’une technique dérivée du test d’activation
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des basophiles) visant a évaluer si la stimulation de la voie IgE conduit a I'activation des

plaguettes.
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Human platelets do not express a functional FceRI receptor

Introduction

Anaphylaxis is a severe condition following exposure to an antigen!. Most of these
reactions are due to an allergic mechanism, where specific IgE produced after a period of
sensitization interacts with its high-affinity receptor, the FceRI. FceRl is a tetrameric receptor
with an aBy2 structure?. The IgE-binding site is located on the extracellular domain of the a-
chain while the 3 and y-chains contribute to the signal transduction and to the stabilization of
the a-chain on the cell surface®. When antigens bind to the fab fragment of bound IgE, the
FceRl dimerizes, resulting in a strong activation signal and release of the vesicles content. The
main effector cells of this mechanism are basophils and mast cells?.

Some data in the literature suggest that platelets may contribute to IgE-mediated
anaphylaxis, particularly in the most severe reactions®. However, the mechanism by which
platelets may be activated during anaphylaxis is not clear. Platelet activating factor (PAF) is
secreted during anaphylaxis and its receptor (PAF-R) is present on human platelets®. The
FceRII/CD23 receptor has also been described on human platelets although its role in
anaphylaxis remains unclear and may instead act as a regulator of the IgE-mediated response®.

A direct activation of platelets by FceRl signaling has been proposed by some authors.
Indeed, several studies have reported the presence of a functional FceRIl on the surface of
human platelets. In 1997, Joseph & al. were the first to describe that FceRl was present on the
surface of platelets and megakaryocytes using flow cytometry, RT-PCR and a functional assay,
showing platelet activation in aggregometry using specific antigens on washed platelets’.
These results were corroborated by Hasegawa & al. in 1999 who found similar results using
RT-PCR, flow cytometry, immunoelectromicroscopy and the serotonin/RANTES release assay
after exposure to a FceRI activating antibody?. Interestingly, these two studies reported that
only 22 and 19% of platelets were positive for FceRl in flow cytometry and that the signal was
only slightly different from that obtained with the nonimmune control antibody. Furthermore,
these studies suffered from the same limitations. None of them formally eliminated leukocyte
contamination in their preparations, and platelets can easily form platelet-leukocyte

aggregates upon activation. Since leukocytes, and in particular basophils, have a high density
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of FceRl on their surface, this can be a confounding factor, especially for western blot and RT-
PCR analyses.

As current techniques for platelet isolation and flow cytometry analysis have improved
since the earlier studies, we decided to reassess the actual presence of the FceRI receptor on
the surface of platelets and to evaluate whether this receptor is functional in response to

stimulation of the IgE-FceRI pathway.
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Methods

Blood sampling

Blood samples from healthy donors were obtained from the French national blood donor
service (Etablissement Francais du Sang) after obtaining informed consent from the donors.
Blood samples from allergic patients were obtained in collaboration with the allergology
service of the University Hospitals of Strasbourg after obtaining informed consent from the
patients. Blood was taken using a 3.8% (v/v) sodium citrate (1:9) or acid-citrate-dextrose (ACD)

as the anticoagulant.

Platelet rich plasma
Platelet-rich-plasma (PRP) was prepared by centrifugation of citrated whole blood drawn from

allergic patients at 150 g, 10 min at room temperature.

Platelet washing procedure

Washed platelets were prepared from healthy donors as previously described®. Briefly,
platelets were isolated by differential centrifugation and washed twice at 37°C in Tyrode's
buffer (137 mM NacCl, 2 mM KCl, 12 mM NaHCOs, 0.3 mM NaH;P04, 1 mM MgCl,, 2 mM CaCly,
5.5 mM glucose, 5 mM HEPES, pH7.3, 295 mOsmol), containing 0.35% purified human serum
albumin and 0.5 uM prostaglandin |, (PGl,). Platelets were finally suspended in Tyrode's-
Hepes buffer containing 0.35% human serum albumin and 0.02 U/mL of the adenine
nucleotides scavenger apyrase, a concentration sufficient to prevent desensitization of
platelet responses to ADP 25, but no PGI; and adjusted to 3 x 10° platelets/pL. Platelets were

kept at 37°C throughout all experiments.

Aggregation assays

Aggregation was measured at 37°C by a turbidometric method in a Carat TX4 aggregometer
(Entec GmbH, llmenau, Germany). A 450 pL aliquot of platelet suspension was stirred at 1100
rpm and activated by addition of 50 L of the appropriate agonist: thrombin (1 U/mL), ADP (5
uUM), TNP (2,4,6-trinitrophenol, 1 ug/mL), FceRl activating algE antibody (G7-19; 50 ug/mL) or
specific antigen (VES-V1 10 ng/mL, amoxicillin 100 pg/mL, rocuronium 1 mg/mL,
suxamethonium 5 mg/mL). For the passive sensitization assay, platelets were incubated with

o TNP specific IgE (50 pug/mL) for 1 hour during the second washing step, washed in Tyrode's
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buffer containing 0.35% human serum albumin, before exposition to TNP. The extent of
aggregation was estimated quantitatively by measuring the maximum curve height above

baseline.

Western blot analysis

Washed platelets from healthy donors and transgenic hFceRl mice (kindly provided by P.
Bruhns, Institut Pasteur, Paris) were used for the western blot analysis. Platelets from hFceRI
mice were used as positive control as they express hFceRI on their platelets. Fifty micrograms
of human platelets proteins and 10 pg of mouse platelets proteins were separated on 4%—
15% acrylamide gels (Biorad) then blotted onto nitrocellulose membranes, and processed for
Western blotting.

Nitrocellulose membranes were then incubated with a specific primary monoclonal against
the human FceRI a-chain (9E1, Aviva systems biology, 2.5 pg/mL). The molecular weight of
FceRIl a-chain is approximately 54 kDa. Membranes were finally incubated with 100 ng/mL
peroxidase-conjugated goat anti-mouse IgG (Jackson Immuno Research, PA, USA) resolved by

Clarity Western ECL Substrate (Bio-Rad, Hercules, CA, USA).

Flow cytometry analysis

Expression of FceRl on the surface of human platelets. A double-labeling technic was used to
properly discriminate between specific and nonspecific staining. The protocol was conducted
as described in the Figure 1A and B. Washed platelets (10 pL, 3.10° platelets/uL) from the
same donor were incubated with either 1 ug/mL rat anti-mouse anti-GPlba.-PE (clone RAM.1-
PE) alone or with 1 pg/mL rat anti-mouse anti-GPIba-APC (clone RAM.1-APC) associated with
anti-FceRl a-chain mouse anti-human monoclonal antibodies CRA-1 (AER-37, Biolegend) or
CRA-2 (MAB 7946, Abnova) at different concentration (0, 1, 2 and 5 ug/mL). After a 20 minutes
incubation period at room temperature and a washing step, 20 pL of both platelet suspensions
were mixed and incubated together 20 minutes at room temperature after addition of FITC-
conjugated goat anti-mouse antibody (A11029, Invitrogen) 5 pug/mL. Samples were finally
diluted in 500 pL Tyrode’s buffer for flow cytometry analysis. Samples were analyzed using a

Fortessa X-20 flow cytometer (BD Biosciences) and Diva Software (BD Biosciences). As shown
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in Figure 1C, this technic allows to clearly discriminate between specific and nonspecific
staining with GPIX (ALMA16) used as a positive control.

Basophil and platelet activation test. Citrated whole blood from allergic patients was
incubated 10 minutes at 37°C with IL-3 10 ng/mL (A2919 Preproteck) than 30 minutes at 37°C
with either buffer alone, FceRI activating algE antibody (G7-19; 50 ug/mL), with platelet
specific FcyRIIA activating aCD9 mAb or 3 different concentrations of the specific antigen.
Blood for basophil analysis was then incubated 20 min at 4°C with algE-488 antibody 25
ug/mL, a.CD203c-647 antibody 25 pg/mL and alCD63-PE 25 pg/mL then 10 minutes at 4°C with
a lysing solution. Phosphate buffered saline (PBS) 1 mL was added to the solution. The sample
was centrifuged 5 minutes at 300g then resuspended in 300 uL PBS for flow cytometry
analysis. Basophils were defined as IgE+/CD203c+ cells and 500 events were required. For
platelets analysis, blood was incubated 20 minutes at room temperature with rat anti-mouse
anti-GPlba antibody 1 pg/mL and either FITC-conjugated PAC-1 (5 pg/mL, BD Bioscience) or
FITC-conjugated oP-selectin mAb (1/21%* Beckman Coulter) and their respective immune
control. After the incubation period, samples were diluted in Tyrode’s buffer 500 L for flow
cytometry analysis using a Gallios flow cytometer and Kalusa Software (Beckmann Coulter,

Villepinte, France).
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Results
Study of the presence of FceRl on human platelets

Flow cytometry analysis using two different monoclonal antibodies against the FceRl
a-chain (aFceRIA - CRA-1; n=3 and CRA-2; n=2) on washed platelet preparations from healthy
donors showed no evidence of presence of the FceRl receptor on the platelet surface (Figure
1D). The results of the titration of aFceRIA antibodies CRA-1 and CRA-2 are available in
supplementary material (Figure S1 A and B). Western blot analysis on washed platelets using
an aFceRIA antibody (9E1; n=2) showed that FceRI was not present in human platelets from

healthy donors whereas it was present in platelets from hFceRI transgenic mice (Figure 1 E).
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Figure 1: The FceRl receptor is absent in human platelets from healthy donors. (A-D) Flow
cytometry analysis on washed human platelets from healthy donors using a double-labeling
method to distinguish between specific and nonspecific staining. (A) Experimental protocol
(B) Gating for labeled and unlabeled platelets (C) Staining with aGPIX mAb (ALMA16) as
positive control. (D) Staining with two aFceRIA mAb, CRA-1 and CRA-2. (E) Western blot
analysis of washed platelets from human (H - 50 pg proteins) and transgenic mice expressing
human FceRI on their platelets (TG — 10 ug proteins) with an aFceRIA antibodies 9E1 and its

immune control IgG2b.
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Study of the platelet functional response to IgE-FceRI stimulation

To evaluate whether platelets were able to respond to stimulation of the IgE pathway, we
performed several functional assays with human platelets from healthy donors and allergic
patients stimulated with IgE.

Using a standard turbidimetric aggregation assay on washed platelets (300,000/pL) from
healthy donors, ADP (5 uM) stimulation resulted in a reversible aggregation (Figure 2A),
whereas incubation of washed platelets with aTNP specific IgE (50 ug/mL) for 1 hour, followed
by stimulation with TNP (1 ug/mL) did not induce platelet aggregation (Figure 2B). Stimulation
of platelet rich plasma from allergic patients with ADP (5 uM) resulted in 84 [69-94] % of the
maximal aggregation response, whereas stimulation with a FceRl activator algE antibody (G7-
19; 50 pg/mL) or stimulation with specific allergens on platelets from allergic patients did not
result in platelet aggregation (2.8 [2.4-4.9] and 7.3 [6.2-9.0] % of maximal aggregation
response, respectively) (Figure 2 C-D-E-F).
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Figure 2: Human platelets from healthy donors and allergic patients do not aggregate in
response to an IgE-FceRI pathway stimulation. (A and B) Aggregation assay by turbidimetry
on human washed platelets (300,000/uL) from healthy donors after stimulation with ADP (5
uUM) (A) and after 1-hour incubation with aTNP specific IgE (50 pg/mL) followed by a washing
step, and stimulation with TNP (1 ug/mL) (B). (C, D, E and F) Aggregation assay by turbidimetry
on platelet rich plasma from allergic patients after stimulation with ADP (5 uM), FceRI
activating allgE antibody (G7-19; 50 pug/mL) and specific allergen (hymenoptera venom n=2;

amoxicillin n=2; rocuronium n=2; suxamethonium n=2).
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In vitro exposure of citrated whole blood from allergic patients (hymenoptera venom n=3;
peanut n=2; amoxicillin n=1) to FceRl activating algE antibody (G7-19) or their specific allergen
led to significant activation of basophils as shown by the significant increase in CD63
expression on the surface of basophils (Figure 3A, B and C) while no increase in P-selectin or
activation of allbB3 glycoprotein (PAC-1) was observed on platelets (Figure 3D). Conversely,
stimulation with a platelet specific aFcyRIIA activating antibody (CD9 mADb) as a positive
control resulted in a significant increase in P-selectin expression and significant activation of

allbp3 glycoprotein (Figure 3D).
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Figure 3: Human platelets from allergic patients do not respond to a stimulation of the IgE-
FceRI pathway. Flow cytometry analysis of whole blood from allergic patients (hymenoptera
venom n=3; peanut n=2; amoxicillin n=1). (A, B and C) Expression of basophil activation marker
CD63 on IgE*/CD203c* cells at resting state, after stimulation with FceRI activating algE
antibody (G7-19) or with the specific antigen. (D) Expression of P-selectin and the activated
form of allbB3 (PAC-1) on human platelets at resting state, after stimulation with platelet
specific FcyRIIA activating antibody (aCD9 mAb), with FceRI activating algE antibody (G7-19)

or with the specific antigen.
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Discussion

Contrary to what has been published previously, our results clearly indicate that
platelets do not possess a functional FceRI receptor on their surface. Furthermore, our results
also indicate that platelets are not able to directly respond to stimulation of the IgE pathway.

As discussed above, previous studies published by Joseph & al. and Hasegawa & al.
suffered from several limitations” 2. Flow cytometry is a very sensitive detection method, but
it requires careful sampling and analysis methods to avoid introducing bias and drawing false
conclusions. In these studies, the FceRl receptor was detected in only 22 and 19% of platelets
respectively and with only a moderate increase in mean fluorescence compared with the
nonimmune control. Besides mast cells and basophils, eosinophils and monocytes (under
certain conditions, especially in atopic patients) also express the FceRl receptor®. Slight
variations in sample preparation or sample preactivation leading to platelet-leukocyte
aggregate formation could have led to false positive detection of the receptor on the platelet
surface. For example, Hasegawa et al. incubated platelets on ice for 1 hour, a condition that
is known to activate platelets, and thus, may have altered the pre-analytical conditions®. Some
previous work has also demonstrated human FceRI receptor mRNA by RT-PCR on human
platelets 7. However, it should be noted that only traces of mRNA are present in platelets as
they are anucleate cells. Furthermore, it is almost impossible to isolate blood platelets without
leukocyte contamination. Thus, in the absence of a negative RT-PCR control of leukocyte
specific mRNA, the possibility of leukocyte contamination cannot be excluded, weakening the
robustness of these results. Platelet isolation techniques have evolved over time and require
a very careful process to avoid activation or contamination by other cells. The present study
was carried out according to a very rigorous method using a technique of preparation of
washed platelets validated and mastered for a long time by our team, thus allowing to isolate
platelets in their resting state®. Flow cytometry analyses were performed according to the
state-of-the-art and using a method allowing to control non-specific staining. We performed
several functional assays to evaluate whether platelets could respond to IgE antigen
stimulation in an FceRIl-dependent manner, but also possibly in a non-FceRI-dependent
manner. Neither direct stimulation of the FceRI receptor with an activating aFceRlI mAb (G7-
19) nor stimulation with a specific aTNP IgE and its antigen (TNP) was able to induce platelet

activation of healthy donors.
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Thus, although we do not completely rule out the possibility that trace amounts of
mMRNA could be found in residual platelet nucleic acid, we can reasonably conclude that the
FceRl receptor is not present on the surface of human platelets from healthy donors.

As the presence of IgE is known to stabilize the FceRI receptor on the surface of mast
cells and basophils!®, we thus hypothesized that allergic patients could have a higher
probability of expressing the FceRI receptor on their platelet surface. Therefore, we evaluated
whether platelets from these allergic patients might respond differently than those from
healthy donors. Platelets from allergic patients did not aggregate in response to an activating
mAb aFceRI (G7-19) or to the antigen responsible for the patient's allergy. Using a technique
derived from the basophil activation test and flow cytometry analysis, we did not detect
platelet activation after incubation of whole blood with an activating mAb aFceRI (G7-19) or
the specific antigen, whereas platelets were able to activate upon stimulation of the FcyRIIA
receptor. Overall, these results indicate that neither platelets from healthy donors nor those

from allergic patients respond directly to IgE stimulation.

In conclusion, our results indicate that the FceRl receptor is not present on the surface
of human platelets. Our results also indicate that platelets are not activated by stimulation of
the IgE pathway. These results do not rule out a contribution of platelets to IgE-mediated

anaphylaxis, but this contribution can only be indirect, potentially involving other players.
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human platelets. Titration of aFceRIA mAb CRA-1 (A —n=3) and CRA-2 (B — n=2)
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1.3. Conclusion

Grace a une analyse fine par cytométrie en flux sur plaquettes humaines lavées, nous
observons que le récepteur FceRl n’est pas présent a leur surface. Ces données sont
corroborées par I'analyse par Western Blot, qui ne met pas en évidence la présence de la
chaine a du récepteur FceRI dans les plaquettes humaines lavées. Cependant, en I'absence de
controle par RT-PCR et en raison d’une sensibilité limitée des analyses par Western Blot, il ne
peut étre totalement exclu que le récepteur FceRl ou son ARN messager soit présent en trés
petite quantité en intracellulaire.

Les tests fonctionnels confirment que les plaquettes n’ont pas la capacité de s’activer
directement en réponse a une stimulation IgE, que ce soit sur plaquettes lavées en
agrégométrie ou en sang total par cytométrie en flux. Aucun signe d’activation plaquettaire
n’a été observé en présence d’un anticorps activateur aFceRI ou d’un couple IgE aTNP et TNP
(sensibilisation passive) ou encore suite a I'exposition des plaquettes issues de patients
allergiques a leur allergene respectif. Les plaguettes humaines n’ont donc pas la capacité de
s’activer en réponse a une stimulation médiée par les IgE, que ce soit via le récepteur FceRl ou
via d’autres voies potentielles.

Ces travaux permettent donc de conclure que les plaguettes ne sont pas des acteurs
de premiere ligne en cas de réaction médiée par les IgE. Cela n’exclut pas I'activation des
plaguettes de maniere secondaire, suite a l|’activation initiale des mastocytes et des
basophiles et donc, par ce biais, une contribution des plaquettes a la symptomatologie et a la
sévérité de la réaction. D’autres études sont nécessaires pour évaluer le role des plaquettes

dans les réactions médiées par les IgE.
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A differential role of platelets and neutrophils depending on the initiating
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2.1. Introduction

Le choc anaphylactique est la forme la plus sévere des réactions d’hypersensibilité
immédiate®!. Plusieurs mécanismes peuvent étre a l'origine de ce type de réaction?. Le
principal mécanisme identifié est le mécanisme IgE-médié, qui implique une production d’Igk
spécifiques dirigées contre un antigéne et le récepteur FceRl présent a la surface des
mastocytes et des basophiles. Un second mécanisme immunologique, impliquant une
production d’IgG spécifiques et le récepteur FcyRIIA, a récemment été décrit sur la base
d’études expérimentales murines impliquant des souris transgéniques exprimant le récepteur
humain FcyRIIA/CD32A mais la réalité en clinique humaine de cette voie d’activation reste a
démontrert® 14,

Plusieurs auteurs ont décrit une modification de la numération plaquettaire au cours
du choc anaphylactique dans des modeéles expérimentaux d’anaphylaxie active, avec une
séquestration pulmonaire de plaquettes® >% %1, Dans ces modéles, une déplétion plaquettaire
diminuait l'intensité de la réaction. Le mécanisme par lequel les plaquettes pourraient
contribuer a la sévérité de la réaction n’est pas connu mais pourrait impliquer certains
médiateurs comme la sérotonine ou le Platelet Activating Factor (PAF)>® 0, Bien que ces
modeles soient étiquetés comme étant IgE-médiés, le mécanisme immunologique réel
conduisant a la réaction est inconnu. Il n’existe actuellement pas de travaux expérimentaux
ayant étudié la fonction plaquettaire spécifiqguement au cours des réactions médiées par les
IgE.

En parallele, les plaquettes semblent étre des actrices majeures des réactions médiées
par les IgG. Dans un modele de choc induit par I'injection d’'immunoglobulines humaines
agrégées par la chaleur (HAIgG) chez des souris hFcyRIIA, la déplétion plaquettaire abolit
complétement la réaction'’ >°. Un des médiateurs clés de ces réactions serait le PAF?,

Il n"existe actuellement aucune étude ayant comparé le role des plaquettes au cours
du choc anaphylactique, selon le mécanisme initiateur de la réaction. La présence des
différents récepteurs impliqués dans les réactions anaphylactiques sur les plaquettes differe

selon I'espéce concernée (Tableau 2).
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Récepteurs Souris Rat Lapin Homme
FceRlI - ? + +/-
FcyRIIA/CD32A - ? - +
Récepteur au PAF - - + +

Tableau 2 : Récepteurs impliqués dans I'anaphylaxie et présents sur les plaquettes

selon I'espéce considérée.

Nous avons donc conduit une étude sur I'état d’activation plaquettaire dans différents

modeéles expérimentaux de choc anaphylactique :

- Un modele murin d’anaphylaxie passive médiée par les IgE

- Un modele murin d’anaphylaxie passive induite par les HAIgG chez des souris

hFcyRIIA

- Un modele d’anaphylaxie active a I'ovalbumine chez le rat Brown Norway. Ce

modele de choc létal est particulierement utile car proche de ce qui est observé

chez 'Homme et permet de tester des protocoles thérapeutiques dans des

conditions proches de la clinique humaine.

L’objectif est d’étudier les modifications de la numération et de la formule sanguine induites

par le choc anaphylactique dans différents modéles et de comparer I'effet d’'une déplétion

plaquettaire par un anticorps monoclonal dirigé contre la GPlba (R300 chez la souris, RPM-14

chez le rat) sur I'intensité du choc.
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A differential role of platelets and neutrophils

depending on the initiating mechanism of anaphylaxis

Introduction

Anaphylaxis (AS) is an immediate, systemic, and severe hypersensitivity reaction
following exposure to an antigen!. The incidence of anaphylaxis is low in the general
population, 1.5 to 7.9 reactions per 100,000 person-years?, but is steadily increasing, which
may represent public health concerns. In addition, some situations are associated with a
relatively high risk of severe anaphylaxis, such as the perioperative period. Despite rapid
recognition of the reaction and early administration of epinephrine, the reference treatment,
the mortality rate reaches 4.1% of reactions related to neuromuscular blocking agents in the
perioperative period and 5% of patients hospitalized in intensive care unit for anaphylaxis® 4.
These data indicate that some forms of anaphylaxis are refractory to epinephrine and should
prompt us to seek new therapeutic strategies.
The classical pathway of AS involves activation of mast cells and basophils by FceRlI signaling,
resulting in a massive release of preformed and newly formed mediators, which are ultimately
responsible for the reaction’. Some data in the literature suggest that other cell types may be
involved in anaphylaxis, in particular platelets and neutrophils. Platelets are known to
contribute to various inflammatory processes. Hasegawa et al. reported that FceRl was
present on the cell membrane of human platelets®, suggesting that platelets may be activated
in the same way as basophils and mast cells. Pinkard et al. showed as early as 1977 that
platelet counts decreased during experimental active anaphylaxis in rabbits and that platelets
were trapped in the lungs’. Platelets contain several mediators that may contribute to clinical
signs such as platelet activating factor (PAF) and serotonin. Vadas et al. reported that human
anaphylaxis is associated with a significant release of PAF, with plasma levels correlated with
the severity of the reaction®. In addition, PAF has the in vitro ability to activate pulmonary
mast cells and may contribute to increase the severity of the reaction®. In 1993, Bermejo et al.
showed that serotonin was released from human platelets in vitro in response to
neuromuscular blocking agents exposure in patients with perioperative anaphylaxis'®. More

recently, serotonin has been shown to contribute to the bronchospasm observed in an
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experimental model of active anaphylaxis!!. Altogether, these data suggest that platelets may
play a role during anaphylaxis. However, the detailed mechanisms leading to this activation
are still poorly understood.

Few data are available on the involvement of neutrophils in anaphylaxis. Francis et al. showed
in 2016 that plasma myeloperoxidase (MPO) levels were increased in patients with
anaphylaxis in the emergency department, along with an increase in soluble CD62L, in a
severity-dependent manner, suggesting that neutrophils are activated during anaphylaxis*2.
Platelets and neutrophils have been shown to play a key role in experimental IgG-mediated
anaphylaxis, but data are lacking in humans due to the absence of a validated diagnostic
method to identify these reactions.

Several authors suggest using platelet and neutrophil activation markers as a diagnostic tool
to identify an IgG-mediated reaction'® . However, the contribution of platelets and
neutrophils to IgE-mediated anaphylaxis has never been properly investigated, making it
impossible to ensure that these markers are discriminating between IgE- and IgG-mediated
anaphylaxis.

Therefore, we decided to conduct the present study to evaluate the respective contribution
of platelets and neutrophils in passive models of IgE- and IgG-mediated reactions in mice and
in an active model of anaphylaxis in rats. We hypothesized that platelets and neutrophils may
react differently depending on the mechanism of initiation of the reaction and could

contribute differently to the severity of the reaction.
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Methods

Mouse models of passive systemic anaphylaxis

All mice were housed in the animal facilities of the EFS-Grand Est (agreement number F67 482-
10). Ethical approval for the animal experiments was received from the French Ministry of
Research in accordance with the guidelines of the European Union and the Guide for the Care
and Use of Laboratory Animals. Mice were all maintained under standard conditions

(temperature 21+1°C, light 6 am to 6 pm) and fed a standard diet and water ad libitum.

IgE-mediated passive systemic anaphylaxis. |IgE-mediated passive systemic anaphylaxis (PSA-
E) experiments were performed in 8- to 10-week-old female C57BL6/J mice (Charles River,
L'Arbresle, France). Mice were passively sensitized by intravenous injection of anti-TNP
(trinitrophenyl) IgE (C48-2, BD Biosciences) 100 pg in 200 puL of 0.9% NaCl. Five days later, mice
were anesthetized by intraperitoneal injection of ketamine (100 mg.kg?) and xylazine (20
mg.kg?). Body temperature was maintained at 38.0+0.5°C using a heating pad. Mice were
tracheostomized and mechanically ventilated (Ventelite®, Harvard Apparatus, Holliston,
U.S.A.) to maintain PaCO, between 4.7 and 5.3 kPa. Blood pressure was continuously
monitored with a Millar's SPR-1000 Mikro-Tip® pressure probe (ADInstrument, Paris, France)
inserted into the left carotid artery under binocular microscopy. Arterial pressure was
recorded and analyzed using the 10X2 software (Emka technologies, Paris, France). After a 5
minutes stabilization period, anaphylaxis was induced by an intravenous injection of TNP (100
ug diluted in 100 pL of 0.9% NaCl) (Cosmo Bio) into the right jugular vein. Fifteen minutes

later, mice were sampled and then euthanized.

lgG-mediated passive systemic anaphylaxis. Transgenic mice expressing human
FcyRIIA/CD32A (C57BL6/) background) (McKenzie 1999) were kindly provided by P. Bruhns
(Institut Pasteur, France) and bred in our animal facilities. These animals were crossed with
C57BL6/) mice (JAX™, Charles River) and thus possess all endogenous Fcy receptors in
addition to the FcyRIIA. The presence of the hCD32A transgene was assessed by PCR analysis
of genomic DNA using the primers 5 -CAATTTTGCTGCTATGGGC-3° and 5’-
CTGGTCAAGGTCACATTCTTC-3’. The day of the procedure, mice were mechanically ventilated
and monitored as described above. Passive IgG-mediated systemic anaphylaxis (PSA-G) was

induced by i.v. injection of human intravenous IgGs (Gramunex) heat-aggregated (HAIgG) by
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incubation at 20 mg/mL in borate-buffered saline [0.17 M H3BOs and 0.12 M NaCl (pH 8)] for
1 hour at 63°C and then diluted to 10 mg/mL in 100 pL 0.9% NaCl, resulting in a dose of 50
mg.kg? of body weight. Fifteen minutes after shock induction, mice were sampled and then

euthanized.

Rat model of active systemic anaphylaxis

Rats were housed in the animal facilities of the medical faculty of Strasbourg. Ethical approval
for the animal experiments was received from the French Ministry of Research in accordance
with the guidelines of the European Union and the Guide for the Care and Use of Laboratory
Animals (ref 2018100500047648).

Active systemic anaphylaxis experiments were performed on 10-week-old Brown Norway rats
(Charles River, L'Arbresle, France) previously sensitized by subcutaneous injection of 1 mg of
chicken egg albumin (ovalbumin, Sigma-Aldrich, Saint-Quentin-Fallavier, France) and 4 mg of
aluminum hydroxide (Al(OH)s - Sigma-Aldrich) diluted in 1 mL of 0.9% NaCl on days 0, 7, and
14 as described elsewhere'®. Animals were maintained under standard conditions
(temperature 21+1°C, light 6 am to 6 pm) and fed a standard diet (A04; UAR) and water ad
libitum. On day 21, anesthesia was induced with 4% isoflurane and maintained with 1%
isoflurane combined with an intraperitoneal injection of buprenorphine to provide analgesia.
Rats were tracheostomized and mechanically ventilated with a rodent ventilator (Alpha Lab,
Minerve) to ensure a PaCO; between 4.7 and 5.3 kPa. Body temperature was maintained at
38.0+0.5°C using a heating pad. A fluid-filled polyurethane catheter was inserted into the right
jugular vein for injection of ovalbumin and continuous infusion of 0.9% NaCl at 10 ml.kg*.h*.
A fluid-filled polyurethan catheter was inserted in the left carotid artery and connected to a
strain gauge pressure transducer for continuous pressure monitoring (Labchart® software,
ADInstrument, Paris, France). After a 15 minutes stabilization period, active systemic
anaphylaxis was induced with either 0.1 mg ovalbumin (attenuated anaphylactic shock — AAS)
or 1 mg ovalbumin (lethal anaphylactic shock — LAS) diluted in 1 mL 0.9% NaCl. Rats in the LAS
group generally die within 20 minutes of shock induction, whereas AAS is strictly nonlethal. A
control group received vehicle only (SHAM). Fifteen minutes later, rats were sampled and
euthanized. In 6 rats in the AAS group and the thrombocytopenic AAS group, the experiment

was continued until 30 minutes after the induction of shock.
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Specific cell depletion

Mouse platelets were depleted by i.v. injection of the anti-GPlba mAb cocktail R300 (R300,
0.5 mg/kg in saline) (Emfret) 24 hours before induction of anaphylaxis.

Rat platelets were depleted by i.v. injection of a homemade mouse anti-rat GPIba. mAb (clone

RPM-14, 2 mg/kg in saline) 4 hours before induction of anaphylaxis.

Blood analysis

Platelet and leukocyte counts were determined on whole blood anticoagulated with EDTA (6
mmol.L?) using an Element HT5 automatic cell counter (HESKA®, Les Ulis, France) set to
murine parameters. Blood was obtained by direct cardiac puncture at the end of the
experiment. The thorax was surgically opened, and blood samples were taken successively
from the left ventricle (LV) and then from the right ventricle (RV). Mechanical ventilation
allowed the survival of the animals throughout the procedure. In mice and rats, once
anesthetized, the tails were severed and blood (10 pL) was collected into EDTA (6 mM) before
induction of shock. In order to prepare platelet poor plasma (PPP), blood was centrifuged at
3,500 g for 5 min at 4°C. The supernatant was centrifuged again at 12,000 g for 5 min to obtain

PPP, which was stored at -80°C until use.

ELISA assays

Plasma concentrations of PF4, serotonin, MPO and mouse MCP-1 were determined using
commercial kits (Quantikine” ELISA Mouse CXCL4/PF4 from R&D SYSTEMS™, Serotonin ELISA
Fast Track from LDN®, MPO mouse ELISA Kit from Hycult Biotech and mouse MCP-1 uncoated

ELISA from Invitrogen).

Statistical analysis

Statistical analysis were performed using Prism 9 software (Graphpad, San Diego, CA). Results
were expressed as number and percentage or median and interquartile range. Statistic
comparisons were calculated using non-parametric Mann-Whitney or Kruskal Wallis tests
followed by a Bonferroni post-hoc test. A P-value < 0.05 was considered as statistically

significant.
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Results

Anaphylactic shock in a mouse model of IgE-mediated passive systemic anaphylaxis (PSA-E)
Injection of TNP into sensitized mice resulted in a transient increase followed by a progressive
decrease in mean arterial pressure (MAP) compared with the SHAM group (vehicle injection
only) (Figure 1A). Heart rate (HR) increased significantly after TNP injection to reach its
maximum level (470 [458-513] bpm, p<0.01 vs. SHAM) after 2.5 minutes in the PSA-E group
followed by a slow decline to 349 [289-383] bpm at 15 minutes, while it remained unchanged
in the SHAM group (Figure 1B). PSA-E resulted in a significant increase in blood hemoglobin
(PSA-E 19.4 [17.6-20.5] vs. SHAM 15.0 [14.5-16.8] g.dL}, p<0.01) (Figure 1C) and blood lactate
level (PSA-E 3.7 [3.2-3.8] vs. SHAM 1.6 [1.2-1.6] mmol.L}, p<0.01) (Figure 1D). Absolute
platelet count was not statistically different between groups (PSA-E 1005 [841-1169] vs. 1132
[820-1200] G.L%, p=ns). However, corrected platelet count, normalized to hematocrit to
account for hemoconcentration, was significantly reduced in the PSA-E group compared with
the SHAM group (PSA-E 1692 [1466-1789] vs. 2178 [1981-2482] G.L! respectively, p<0.01)
while corrected neutrophil count remained similar between groups (1.4 [1.0-1.6] vs. 0.8 [0.8-
1.5] G.L}, p=ns) (Figure 1E-F). No difference was observed between the number of neutrophils
in the right and left ventricles (data not shown). A slight lymphopenia was observed in the
PSA-E group (PSA-E 4.2 [2.6-5.8] vs. SHAM 7.1 [6.4-10.0] G.L'}, p=0.02). The corrected
monocyte count was similar between groups (data not shown).

PSA-E was characterized by a significant secretion of MMCP-1, a mast cell activation marker
(45364 [35334-75864] pg.mL?, p<0.01 vs. SHAM) whereas MMCP-1 level remained below the
detection threshold in the SHAM group (detection threshold 117 pg.mL™?) (Figure 1G). PF4 and
serotonin tend to slightly increase in the PSA-E group although the difference with the SHAM
group was not statistically significant (79 [38-107] vs. 16 [13-31] ng.mL?, p=0.13 and 55 [33-
83] vs. 31 [24-49] ng.mL?, p=0.11, respectively). PSA-E was not associated with significant

secretion of MPO.
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Figure 1: Characteristics of IgE-mediated passive systemic anaphylaxis (PSA-E — intravenous
injection of anti-TNP IgE 100 ug followed by i.v. injection of TNP 100 pg/100 uL 5 days later —
n=8) compared with SHAM (i.v. injection of anti-TNP IgE 100 ug followed by injection of NaCl
0.9% 100 uL 5 days later — n=6) evaluated during 15 min following injection of TNP. (A-B)
Evolution of mean arterial pressure (MAP) and heart rate (HR) following injection of TNP (PSA-
E) or vehicle (SHAM) in sensitized mice. (C) blood hemoglobin level, (D) blood lactate level, (E)
corrected platelet count (platelet/hematocrit) (F) corrected neutrophil count

(neutrophil/hematocrit). (G) Mouse Mast Cell Protease 1 (MMCP-1) plasmatic level.

Effect of platelet depletion in PSA-E

Injection of anti-GPIba mAb (R300 0.5 mg.kg™) 24 hours before surgery resulted in a large and
significant decrease in platelet count on the day of surgery (22 [16-33] vs. 1072 [929-1177]
G.L?, p<0.01) (Figure 2A). TNP injection resulted in a significantly more severe reaction in the
thrombocytopenic group (TPSA-E) than in the group with normal platelet count (PSA-E) with
a stronger decrease in MAP (Figure 2B) and a significant increase in blood lactate (TPSA-E 10.7
[8.1-17.2] vs. PSA-E 3.7 [3.3-4.4] mmol.L}, p<0.01) (Figure 2C). TNP injection also resulted in
the death of 3/4 of the mice before T15 minutes in the thrombocytopenic group (Figure 2D).

Hemoglobin was not different between groups.
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Figure 2: Effect of platelet depletion in IgE-mediated passive systemic anaphylaxis (PSA-E —
intravenous injection of anti-TNP IgE 100 ug followed by i.v. injection of TNP 100 pg/100 pL 5
days later — n=8). Thrombocytopenia (TPSA-E — n=4) induced by intravenous injection of R300
0.5 mg.kg* 24 hours before the procedure). (A) Platelet count before induction of the
anaphylactic shock, (B) evolution of the mean arterial pressure during 15 minutes after TNP

injection, (C) blood lactate level 15 minutes after TNP injection, (D) survival analysis.

Anaphylactic shock in a mouse model of IgG-mediated passive systemic anaphylaxis (PSA-
G) and the effect of platelet depletion

Intravenous injection of heat-aggregated IgG (HAIgG) in hCD32A+ mice resulted in a significant
decrease in MAP, which reached 51 [46-66] mmHg at T15 minutes, whereas it remained
constant in the SHAM group (Figure 3A). Heart rate significantly increased after HAIgG
injection to reach its maximum level (427 [427-449] bpm, p<0.05 vs. SHAM) at 2.5 minutes
followed by a slow decline to 332 [313-353] bpm at 15 min, while it remained unchanged in
the SHAM group (Figure 3B). HAIgG injection resulted in a significant increase in hemoglobin
(PSA-G 19.4 [17.2-22.8] vs. SHAM 15.6 [14.7-16.1] g.dL}, p<0.01) and in blood lactate (PSA-G
6.3 [3.7-9.0] vs. SHAM 1.2 [1.1-1.3] mmol.L}, p<0.01) (Figure 3C and D). Absolute platelet
count was significantly lower in the PSA-G group compared with the SHAM group (58 [40-75]
vs. 1254 [1192-1318] G.L'}, p=0.02). Corrected platelet and neutrophil count were significantly
reduced in the PSA-G group compared with the SHAM group (PSA-G 105 [58-142] vs. 2687
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[2650-2822] G.L}, p<0.01 and 0.06 [0-0.08] vs. 3.1 [2.5-5.8] G.L, p<0.01, respectively) (Figure
3E and F). A strong right to left ventricle gradient of neutrophils was observed in the PSA-G
group compared with the SHAM group with a right to left ventricle ratio (RV/LV ratio) at 24
[19-78] (p<0.05 vs. SHAM) (Figure 3G). A lymphopenia was observed in the PSA-G group (PSA-
G 1.7 [1.4-2.7] vs. SHAM 5.9 [4.9-6.5] G.L}, p=0.02). The monocyte count was not statistically
different between groups (PSA-G 0.0 [0.0-0.1] vs. SHAM 0.2 [0.1-0.5] G.L%, p=ns) even if a right
to left ventricle gradient of monocyte was observed in the PSA-G group (RV/LV ratio: PSA-G
18 [5-22] vs. SHAM 0.8 [0.5-1], p=0.02).

PSA-G was characterized by a significant secretion of MPO (PSA-G 9279 [8604-16554] vs.
SHAM 285 [172-310] ng.mL?, p<0.01), serotonin (PSA-G 165 [145-223] vs. SHAM 36 [24-45]
ng.mL?, p<0.01) and PF4 (481 [427-728] vs. 22 [16-26] ng.mL?, p<0.01) (Figure 3H, | and J)

whereas MMCP-1 level remained similar between groups (data not shown).
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Figure 3: Characteristics of IgG-mediated passive systemic anaphylaxis (PSA-G — intravenous
injection of HAIgG 50 mg.kg? in transgenic hCD32A+ mice — n=5) compared with SHAM (i.v.
injection of vehicle —n=5) evaluated during 15 min following injection. (A-B) Evolution of mean
arterial pressure (MAP) and heart rate (HR) following injection of HAIgG (PSA-G) or vehicle
(SHAM) in hCD32A+ mice. (C) hemoglobin level, (D) blood lactate level, (E) corrected platelet
count (platelet/hematocrit), (F) corrected neutrophil count (neutrophil/hematocrit), (G) right
cardiac ventricle to left cardiac ventricle ratio (RV/LV ratio) of neutrophils. (H)

Myeloperoxidase (MPO) plasma level, (I) Serotonin plasma level, (J) PF4 plasma level.
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Injection of anti-GPlba mAb resulted in a large and significant decrease in platelet count on
the day of surgery (32 [22-32] vs. 1100 [796-1270] G.L, p<0.01) (Figure 4A). HAIgG injection
in the thrombocytopenic group (TPAS-G) resulted in a less severe response than in the group
with normal platelet count (PSA-G) with MAP at T15 at 78 [74-88] mmHg in the TPAS-G group
(Figure 4B). The increase in heart rate observed in the PSA-G group was completely abolished
in the TPSA-G group (Figure 4C). Blood lactate concentration was lower in the TPSA-G group
compared with the PSA-G group (2.6 [2.3-3.3] vs. 6.8 [3.7-8.5] mmol.L%, p=0.02) (Figure 4D).
Hemoglobin level was also lower in the TPSA-G group compared with the PSA-G group (16.3
[15.8-17.2] vs. 19.4 [17.2-22.8] G.L!, p=0.03). Neutrophil count and RV/LV ratio were

unchanged in the thrombocytopenic group (data not shown).
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Figure 4: Effect of platelet depletion in IgG-mediated passive systemic anaphylaxis (PSA-G —
intravenous injection of HAIgG 50 mg.kg! in transgenic hCD32A+ mice — n=5).
Thrombocytopenia (TPSA-G — n=5) was induced by intravenous injection of R300 0.5 mg.kg™*
24 hours before the procedure. (A) Platelet count before shock induction, (B) Time course of
mean arterial pressure, (C) Time course of heart rate, (D) Blood lactate level, (E) Hemoglobin

level.
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Anaphylactic shock (AS) in Brown Norway rats

Ovalbumin caused a rapid and significant decrease in mean arterial pressure (MAP) in the
attenuated AS (AAS) and lethal AS (LAS) groups, with a minimum MAP value of 36 [33-55]
mmHg and 22 [19-26] mmHg, respectively (Figure 5A). AS also resulted in a significant increase
in hematocrit in the AAS and LAS groups compared with the SHAM group (respectively 51 [48-
55] %, 60 [55-62] % and 40 [39-41] %; SHAM vs. AAS p=0.02 and SHAM vs. LAS p<0.001) (Figure
5B).
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Figure 5: Description of anaphylactic shock in the lethal anaphylactic shock group (LAS -
ovalbumin injection 1 mg/1 mL — n=5) and the attenuated anaphylactic shock group (AAS -
ovalbumin injection 0.1 mg/1 mL — n=7) compared with the SHAM group (0.9% NaCl injection
1 mL — n=5). (A) Evolution of mean arterial pressure (MAP); (B) Hematocrit 15 minutes after

ovalbumin (or vehicle) injection.
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Hematological characteristics of AS in Brown Norway rats

AS was characterized by a significant decrease in circulating platelet counts in the AAS and LAS
groups compared with the SHAM group (374 [341-443] G.L?}, 323 [299-377] G.L?, and 670
[549-726] G.L?, respectively; SHAM vs. LAS p<0.001 and SHAM vs. AAS p<0.05) (Figure 6A).
This decrease was even larger when correcting for hemoconcentration (539 [480-683], 734
[629-875] and 1586 [1281-1885] G.L* respectively, for a hematocrit at 1). A profound and
significant decrease in the corrected circulating neutrophil count was observed in the LAS
groups (0.00 [0.00-0.04] G.L! vs. SHAM 2.08 [1.41-2.34] G.L'}; SHAM vs. LAS p<0.0001). This
decrease was also important in the AAS group although not statistically significant in
comparison with the SHAM group (Figure 6B). A significant decrease in the number of blood
monocytes and lymphocytes was also observed, but only in the LAS group (Figure 6C and 6D).
Lymphocyte counts tended to decrease in the AAS group compared to the SHAM group,
although this difference did not reach statistical significance.

Comparison of right ventricular (RV) and left ventricular (LV) blood samples showed significant
differences in the number of neutrophils, monocytes and lymphocytes, but only in the LAS
group and particularly marked for neutrophils. The right to left ventricle ratio (RV/LV ratio) for

platelets, neutrophils, monocytes, and lymphocytes is shown in Figure 6E, F, G, H.
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Figure 6: Hematological characteristics of attenuated anaphylactic shock (AAS - 0. 1 mg

ovalbumin —n=5) and lethal anaphylactic shock (LAS - 1 mg ovalbumin — n=5) compared with

the SHAM group (vehicle only — n=7): absolute count of platelets (A), neutrophils (B),

monocytes (C) and lymphocytes (D), and right ventricle (RV)/left ventricle (LV) ratio for

platelets (E), neutrophils (F), monocytes (G), and lymphocytes (H). * p<0.05; ** p<0.01; ***

p<O0.

001.

LAS was also associated with a significant increase in plasma concentrations of serotonin

(Figure 7A) and myeloperoxidase (MPO) (Figure 7B). The peak of plasmatic serotonin was

observed 5 minutes after ovalbumin injection (LAS 40 [29-41] vs. SHAM 19 [18-27] ng.mL?,

p=0.02) while the peak of MPO was observed 15 minutes after ovalbumin injection (T15) (LAS

12632 [8648-13944] vs. SHAM 2497 [2245-2556] ng.mL?, p<0.0001). MPO tended to increase

in the AAS group at T15 although it was not significant (Figure 7C).
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Figure 7: Plasmatic concentrations of serotonin (A) and myeloperoxidase (MPO) (B) 5, 10
and 15 minutes after induction of a lethal anaphylactic shock (LAS — 1 mg ovalbumin)
compared with the SHAM group (injection of vehicle only). (C) Comparison of plasmatic
concentration of MPO between the SHAM group, the attenuated anaphylactic shock group
(AAS - 0. 1 mg ovalbumin) and the LAS group. * p<0.05; *** p<0.001; **** p<0.0001.

Impact of thrombocytopenia on anaphylactic shock in Brown Norway rats

Injection of mouse anti-rat GPIba. mAb (RPM-14, 2 mg.kg) resulted in a significant decrease
in platelet count before induction of AS compared with no injection (37 [21-50] vs. 694 [658-
766] G.L, p<0.001) (Figure 8A). There was no difference in mean arterial pressure at T15
between the LAS group and the thrombocytopenic lethal AS (TLAS) group (data not shown).
Induction of thrombocytopenia before attenuated anaphylactic shock (TAAS) resulted in a less
severe reaction (Figure 8B) with a significantly higher mean arterial pressure 15 minutes after
ovalbumin injection (T15) compared with the AAS group (60 [55-77] vs 36 [33-55] mmHg,
p<0.01). Hematocrit at T15 was not different between the TAAS and AAS groups (data not
shown). Absolute neutrophil count in the left ventricle was significantly increased and the
right to left ventricle ratio (RV/LV ratio) of neutrophils was significantly decreased in the TAAS
group compared with the AAS group (Figure 8C, E). MPO was not different between the AAS
and TAAS groups (4610 [3563-6085] vs. 4711 [4356-7044] ng.mL?, p=ns). The monocyte count
and the RV/LV ratio tended to be modified by thrombocytopenia although it was not

statistically significant (Figure 8D, F).
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Figure 8: Effect of thrombocytopenia on attenuated anaphylactic shock (AAS): (A) platelet

count before AS induction; (B) evolution of mean arterial pressure within the first 30 minutes

after induction of AS in an attenuated anaphylactic shock group (AAS — injection of 0.1 mg

ovalbumin — n=7) and thrombocytopenia in an attenuated anaphylactic shock (TAAS —

intravenous injection of RPM-14 2 mg.kg? followed by an injection of 0.1 mg ovalbumin 4

hours later — n=5); (C) left ventricle platelet count; (D) left ventricle monocyte count; (E)

neutrophil right to left ventricle ratio; (F) monocyte right to left ventricle ratio.
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Discussion

The main findings of this study are (i) both IgE- and IgG-mediated reactions can induce
anaphylactic shock in mice, as evidenced by arterial hypotension in both groups, associated
with tachycardia, hemoconcentration and hyperlactatemia; (ii) both mechanisms are
associated with a decrease in platelet count, but only IgG-mediated reactions are associated
with a severe decrease in platelet count and a concomitant increase in plasma PF4 and
serotonin levels; (iii) only IgG-mediated reactions are associated with a decrease in neutrophil
count, together with an increase in MPO plasma level and a gradient from the right to the left
ventricle of the heart, indicating possible pulmonary trapping of neutrophils during IgG-
mediated reactions; (iv) platelets appear to play an opposite role in IgE- and IgG-mediated
anaphylaxis, with platelets being an aggravating factor in IgG-mediated reaction whereas
platelets appear to limit the severity of the IgE-mediated reaction; (v) active lethal
anaphylactic shock induced by ovalbumin in Brown Norway rats, classically described as IgE-
mediated, is associated with several specific features of IgG-mediated reactions
(thrombocytopenia, neutropenia, right to left ventricular neutrophil gradient) and the
intensity of shock is correlated with these markers; (vi) thrombocytopenia in the rat model is
associated with a decrease in the severity of the reaction, suggesting that platelets may
represent a therapeutic target in these reactions.

Most studies using experimental models of anaphylaxis in mice rely on body
temperature to assess the occurrence and severity of anaphylaxis'® 4 1618 QOnly few studies
assessed arterial pressure in these models'® 29, Although used for a long time, the use of body
temperature as a marker of anaphylaxis is still debated because it does not reflect the clinical
signs observed in humans and no study has ever evaluated the correlation between a decrease
in body temperature and the decrease in MAP2L. Thus, it is not clear yet whether a drop in
body temperature really reflects anaphylactic shock in the absence of measurement of any
other sign. Anaphylactic shock is classically described as arterial hypotension, frequently
associated with tachycardia??. Cellular hypoxia due to decreased arterial O, transportation
leads to a shift to anaerobic metabolism and lactate production. Increased vascular
permeability leads to capillary leakage and hemoconcentration. We show here that both
experimental IgE- and IgG-mediated reactions in mice meet all the criteria for anaphylactic
shock equivalent to a grade Il or lll reaction in humans, according to the modified Ring &

Messmer classification.
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Platelets have previously been described as a key player in IgG-mediated reactions
through FcyRIIA signaling. In mouse models of IgG-mediated anaphylaxis, thrombocytopenia,
FcyRIIA receptor blockade, depletion of platelet serotonin content, or serotonin receptor
antagonism led to a significant reduction in the severity of the reaction (assessed by body
temperature associated to capillary leakage)'® * 23, We confirm here the key role of platelets
in the severity of these reactions as shown by the effect of thrombocytopenia on blood
pressure and blood lactate level.

The role of platelets during IgE-mediated reactions is less known. Several studies in
experimental models of active anaphylaxis have shown that the platelet count decreased
during anaphylaxis due to pulmonary trapping and that platelet depletion may reduce the
intensity of the reaction” 2422, However, since all these studies were based on a process of
active sensitization of the animals, the production of specific IgE could have been associated
with the production of specific IgG against the antigen and thus both pathways could have
been activated at the same time, preventing any definite conclusion on the role of platelets
following activation of the IgE-FceRI pathway. Our results indicate that platelets are activated
during IgE-mediated anaphylaxis but to a lesser extent than in IgG-mediated anaphylaxis.
Since mouse platelets do not express the FceRl receptor on their surface, the mechanism
leading to platelet activation during IgE-mediated reaction is still unknown and further
investigations are needed. Interestingly, platelet depletion led to an opposite effect to the
lgG-mediated reaction, with increased severity in the thrombocytopenic group of mice,
resulting in the death of several mice. These results are difficult to interpret but indicate that
platelets may have an influence on the severity of IgE-mediated anaphylactic shock. The
underlying mechanism is still unknown, but similar effects have been described in
experimental models of septic shock?®. One of the main hypotheses is that platelets may help
maintain vascular integrity by counteracting increased vascular permeability during
anaphylactic shock or by preventing spontaneous bleeding in a highly pro-inflammatory
environment. The mechanisms and receptors involved in this process remain to be identified
with mice lacking receptors described to be key for the role of platelets in hemostasis and in
preventing spontaneous bleeding in the context of a strong pro-inflammatory environment3%
32 Another hypothesis is that the FceRII/CD23 receptor, described as present on the surface
of platelets in humans, may play a role in limiting the severity of the reaction. Indeed, the

function of the FceRII/CD23 receptor albeit not well understood is thought to have a
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regulatory effect on the FceRI-induced response®. Further research is needed to assess
whether the FceRII/CD23 receptor is present on rodent platelets. Regarding the difference
between IgE- and IgG-mediated reactions, the prominent role of platelets in the initiation and
amplification of the IgG-mediated reaction via FcyRIIA signaling may completely mask a similar
protective effect of platelets in this inflammatory shock model.

Neutrophils do not appear to have a direct role in IgE-mediated anaphylaxis but appear
to be directly involved in IgG-mediated anaphylaxis. Several studies have shown that
neutrophils play a key role, along with platelets, in IgG-mediated reactions'* 33, IgG-mediated
reactions are associated with neutrophil activation and secretion. Interestingly, we observed
that IgG-mediated reactions are associated with a significant neutrophil gradient between the
right and left heart ventricles, indicating possible pulmonary neutrophil trapping. The
contribution of neutrophil activation and pulmonary sequestration to the severity of the
reaction remains to be studied, but similar pulmonary neutrophil sequestration has been
described in other pathological conditions, particularly related with lung inflammation such
as severe acute respiratory distress syndrome 3% 3>,

Plasma markers of platelet (serotonin and PF4) and neutrophil (MPO) secretion were
increased only in IgG-mediated reactions, whereas MMCP-1, a marker of mast cell secretion,
was increased only in IgE-mediated reactions. Thus, comparative study of the concentration
of these markers in plasma may be of interest to distinguish these mechanisms.

Ovalbumin-induced anaphylactic shock in the Brown Norway rat is a well-described
and widely used active systemic anaphylaxis model®¢-38, The advantage of this model is that it
allows for resuscitation measures similar to those in humans, which allows for testing of new
therapeutic strategies. Moreover, this model is fatal in less than 20 minutes without
treatment, making it possible to study the most severe forms of anaphylactic shock.

This model has been described as mainly IgE-mediated, although ovalbumin-specific
IgGs have also been detected after the sensitization period®**!. Our results indicate that
platelets and neutrophils are activated in this model with characteristics similar to those
observed in the passive IgG-mediated anaphylaxis model. Interestingly, the increase in plasma
MPO concentration appears later than the increase in plasma serotonin, which may indicate
sequential platelet and neutrophil activation.

Two hypotheses can be drawn from all these observations: either the IgG pathway

contributes to, or is responsible for, the reaction, or the passive IgE-mediated anaphylactic
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shock was not severe enough to demonstrate the involvement of neutrophils in this pathway
and to induce a more significant thrombocytopenia. Given the attenuation of the severity of
the reaction in thrombocytopenic rats, the contribution of an IgG pathway to the severity of
the reaction seems likely, although the involvement of the IgG pathway alone is unlikely,
because thrombocytopenia did not alter the course of the shock in the LAS group.
Interestingly, neither the IgE- nor the IgG-mediated passive reaction alone was severe enough
to be lethal. The development of very severe or lethal anaphylactic shock may require the
simultaneous contribution of these two different pathways, exceeding the organism's ability
to compensate. This is particularly interesting to study because these situations are those that
occur in humans with epinephrine-refractory anaphylactic shock, making the testing of new
therapeutic strategies in this rat model particularly appropriate. Regardless the mechanism
involved, our results indicate that platelets may represent a therapeutic target in this active
systemic anaphylactic shock model. Further research is needed to assess the effect of
antiplatelet therapies such as aspirin of P2Y1, receptor inhibitors in this model.

A major limitation of this study is the difficulty of relating observations on passive
models of anaphylaxis to observations on active models of anaphylaxis. Passive models are
useful for understanding the underlying mechanisms of anaphylaxis but do not represent the
full complexity of active anaphylaxis. On the other hand, models of active sensitization are
closer to what is observed in humans, but these models may suffer from some biases related
to the sensitization process. The adjuvant used to simulate the immune response (aluminum
hydroxide, Freund's adjuvant) could artificially orient the immunization process towards the
pathway mediated by either Ige or IgG, which would make extrapolation to humans
guestionable. A major effort must be made to better understand the underlying mechanism
of sensitization in both active animal models and patients with anaphylaxis to ensure that our
models accurately reflect this pathology. Another limitation is the use of HAIgG to mimic IgG-
mediated reactions. Although HAIgGs are able to activate FcyRs, they do not reflect the
complexity of the interaction between antigens and specific IgGs, and the formation of
immune complexes, which is required to initiate a reaction. The development of new models
of passive IgG-mediated reactions, based on passive sensitization with specific I1gG, appears
essential.

In conclusion, our results show that the role played by platelets in anaphylaxis is

complex and differs according to the model used and the mechanism tested. Platelets are
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essential for the initiation and amplification of IgG-mediated reactions whereas they appear
to prevent severe hemodynamic impairment in IgE-mediated reactions. Neutrophils are
mainly involved in IgG-mediated reactions with rapid and intense right to left ventricle
gradient. Further research is warranted to determine whether this gradient is related to
pulmonary sequestration and whether this sequestration contributes to the severity of the
reaction. The anaphylactic shock induced by ovalbumin in Brown Norway rats seems to
involve, at least partially, an activation of the IgG pathway. Targeting platelets to develop new

therapeutic strategies in this model seems to be of interest for further research.
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2.3. Conclusion

Les 3 modeles utilisés dans ce travail remplissent les conditions d’un état de choc
anaphylactique avec la survenue rapide d’une hypotension artérielle, d’'une hyperlactatémie
et d’'une hémoconcentration dans les suites de I’exposition a un antigene ou a des HAIgG.

De maniere intéressante, les profils cellulaires et les concentrations en marqueurs
spécifiques de I'activation mastocytaire, plaquettaire et des neutrophiles, sont différents
entre les réactions médiées par les IgE et les réactions médiées par les IgG. Les réactions
médiées par les IgE sont marquées par une thrombopénie modérée, sans anomalie franche
de la formule leucocytaire, et par une augmentation franche de la concentration en MMCP-1
(mouse mast cell protease 1), un marqueur d’activation mastocytaire, sans sécrétion de MPO.
Le niveau de sérotonine et de PF4 tendait a augmenter en cas de réaction IgE, sans pour autant
étre statistiquement différent des animaux contrdles. A 'inverse, les réactions médiées par
les IgG sont caractérisées par la survenue précoce d’une thrombopénie importante associée
a une neutropénie profonde, une monocytopénie et une lymphopénie. La MPO est sécrétée
en quantité abondante, tout comme la sérotonine et le PF4. Il existe un gradient important de
polynucléaires neutrophiles entre le ventricule droit et le ventricule gauche, évocateur d’'une
séquestration pulmonaire. Ces éléments sont également retrouvés dans le modele
d’anaphylaxie active induite par I'ovalbumine chez le rat Brown Norway avec, la aussi, une
thrombopénie importante, une neutropénie associée a un gradient pulmonaire de
neutrophiles et une sécrétion de marqueurs plaquettaires et des neutrophiles.

L’effet de la déplétion plaquettaire s’est avéré différent selon le mécanisme considéré
avec une aggravation de la symptomatologie et le décés de la plupart des animaux dans le
modele IgE qui s’oppose a une diminution de I'intensité de I’état du choc anaphylactique dans
le modele d’anaphylaxie IgG. De maniere intéressante, la déplétion plaquettaire était aussi
associée a une réduction de la sévérité de la réaction chez le rat Brown Norway, mais
uniguement en cas de réaction atténuée, non létale.

Ces données indiquent que la contribution des plaquettes a la sévérité de la réaction
dépend du mécanisme initiateur. L'effet observé dans le modeéle IgE n’est pour I'heure pas
expliqué. Il pourrait impliquer le récepteur a faible affinité aux Igg, FCERII/CD23, qui pourrait
jouer un role de régulateur en cas de réaction allergique*®. Ce récepteur a été décrit comme

étant présent a la surface des plaquettes sanguines mais la vérification de cette information
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est nécessaire. L'effet observé pourrait également étre lié a un réle des plaquettes dans le
maintien de I'intégrité vasculaire, en contribuant a limiter 'augmentation de la perméabilité
vasculaire ou les saignements spontanés en contexte inflammatoire.

Nos données confirment que les plaquettes sont un effecteur clé dans les réactions
IgG-médiées. Les données issues du modele d’anaphylaxie active chez le rat Brown Norway
sont plus difficiles a interpréter mais pourraient indiquer soit une composante IgG dans ce
modele décrit de longue date comme IgE, soit mettre en évidence une conséquence d’une
activation tres intense de la voie IgE.

De maniere intéressante, aucun modele passif n’était spontanément létal et
I'apparition d’un état de choc réfractaire pourrait nécessiter la mise en jeu concomitante des
voies IgE et IgG.

L’extrapolation de ces données vers d’autres modeles et vers ’'THomme reste difficile
en raison des méconnaissances actuelles sur les mécanismes impliqués dans les réactions

anaphylactiques chez 'Homme.
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3.1. Introduction

Le choc anaphylactique est I'expression la plus sévere des réactions d’hypersensibilité
immédiate®!. La période périopératoire est associée a un risque particulierement élevé de
choc anaphylactique, notamment en raison de l'utilisation concomitante de nombreux
traitements, injectés en intraveineux, et dont certains sont associés a une fréquence élevée
de réactions allergiques®. La mortalité des réactions périopératoires est élevée, estimée a
4,1% en France en cas de réaction impliquant un curare, et ce, malgré une reconnaissance
rapide de la réaction et I'administration trés précoce d’adrénaline, le traitement de
référence’®. L'existence de ces formes mortelles de choc anaphylactique en dépit d’un
traitement bien conduit nous indique que certains chocs anaphylactiques sont réfractaires au
traitement par adrénaline et qu’il est nécessaire d’identifier de nouvelles cibles
thérapeutiques pour prendre en charge ces patients.

Plusieurs études ont rapporté une augmentation de la concentration circulante de
Platelet Activating Factor (PAF) au cours du choc anaphylactique, avec une concentration
d’autant plus élevée que la réaction est sévére3®, Le PAF a des effets cardiovasculaires
(vasodilatation, diminution de la contractilité ~myocardique) et respiratoires
(bronchoconstriction) qui pourraient contribuer a la symptomatologie observée au cours du
choc anaphylactique. Le PAF est produit par de nombreuses cellules mais principalement par
les plaguettes et les polynucléaires neutrophiles. Le PAF est dégradé par une enzyme, la PAF-
acetylhydrolase3” °®,

L'ABT-491 est un antagoniste spécifique du récepteur au PAF, bien décrit dans la
littérature et déja testé dans des modeéles d’allergie a I'arachide et de rhinite allergique®>-107,
Il n’a cependant jamais été testé en traitement dans un modeéle de choc anaphylactique.

L'objectif de ce travail était, d’'une part, de confirmer la sécrétion de PAF au cours du
choc anaphylactique dans un modele l|étal de choc anaphylactique actif induit par
I'ovalbumine chez le rat Brown Norway et, d’autre part, sur la base d’une caractérisation fine
des atteintes hémodynamiques dans ce modeéle, d’évaluer I'effet d’un traitement par ABT-491
seul ou en association avec I'adrénaline.

Pour ce faire, des rats préalablement sensibilisés a I'ovalbumine étaient anesthésiés,
trachéotomisés et ventilés de maniére mécanique. Un cathéter était inséré dans la carotide

interne gauche pour mesurer la pression artérielle en continu. Une sonde de Millar était
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insérée dans le ventricule gauche via la carotide droite afin de mesurer les pressions
ventriculaires et d’en déduire des indices de contractilité, notamment de dP/dt maximal. La
fonction ventriculaire gauche était également évaluée par échographie trans-thoracique. Un
cathéter veineux central était inséré au niveau de la veine jugulaire droite pour
I'administration des traitements. Le choc anaphylactique était induit par I'administration
intraveineuse d’ovalbumine. Plusieurs groupes étaient comparés : groupe témoin (pas de
choc), groupe CHOC sans traitement, traitement par ABT-491 (1 mg/kg), adrénaline (10

ug/kg/min en perfusion continue) et association ABT-491 et adrénaline.
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TACQUARD ET AL.

1 | INTRODUCTION

Anaphylactic shock (AS) is a severe systemic hypersensitivity reac-
tion following exposure to an antigen. In Europe, the incidence of
anaphylaxis is estimated at 1.5-32 for 100 000 person-years.! During
anaesthesia, the incidence of perioperative anaphylaxis ranges from
1/1250 to 1/18 600 procedures.2 Mortality rate of perioperative
anaphylaxis ranges from 0% to 1.4% in Western Australia (2000-
2009),% to 4% in USA and Japan.*® In the US, 500 to 1000 deaths
are attributed to anaphylaxis every year.® Interestingly, Reitter et al
reported a 4.1% mortality rate after neuromuscular blocking agent
(NMBA\) related anaphylaxis, despite fully monitored patients and
rapid injection of epinephrine.” Epinephrine is the recommended
first-line treatment in cases of anaphylaxis. The level of evidence for
its use is low, based mainly on expert opinion and experimental stud-
ies.® Its use was extrapolated from other clinical situations where
high doses are currently questioned.”'° During AS, the injection of
high doses of epinephrine; especially intravenously, is associated
with severe complications such as arrhythmia, myocardial infarc-
tion and stress cardiomyopathy.}**? Epinephrine should therefore
be carefully titrated according to dosing recommendations for AS,
to restore adequate circulation and by IM or IV administration as
clinically appropriate.

The relatively high mortality rates indicate that some AS is re-
fractory to epinephrine and new therapeutic strategies are needed.
Combined therapy with an agent which has a synergistic effect with
epinephrine appears to be a good way to reduce epinephrine dose
and thereby unwanted side-effects.

Platelet-activating factor (PAF) is a potent phospholipid that plays
a central role in immune and inflammatory responses. PAF is massively
released during anaphylaxis by numerous cells including platelets, ba-
sophils and mast cells and contributes to hypotension due to its vaso-
dilator and negative inotropic effects.’® In human anaphylaxis, serum
PAF levels are correlated with the severity of the reaction whereas
PAF-acetylhydrolase levels (PAF-AH), which partially controls circulat-
ing PAF activity by hydrolysing PAF into a biologically inactive form,
are inversely correlated to severity.!* Blockade of the PAF-receptor
(PAF-R) has not previously been tested during AS resuscitation.

The goal of our study was to assess the hemodynamic effects
of ABT-491, an antagonist of PAF-R, alone or in combination with
epinephrine, in a rodent model of lethal ovalbumin-induced anaphy-
lactic shock.

2 | METHODS

All animal procedures and care were performed in accordance with the
European Communities Council Directive of 2013 (Directive 2010/63/
EU), the official recommendation of the French Ministry of Agriculture
(Paris, France) and the recommendations of the Helsinki Declaration.
This study was ethically reviewed and approved by the ethical com-
mittee of Strasbourg (File AL/105/112/02/13). Ten-week-old Brown
Norway rats weighing 250-350 g (Charles River Laboratories France)

were used for this experiment. Animals were kept under standard con-
ditions (temperature 21°C + 1°C; lights from 6:00 am to 6:00 pm) and
given a standard diet (A04; UAR) and water ad libitum. Rats were sensi-
tized by subcutaneous administration of 1 mg intravenous (IV) chicken
egg albumin, ovalbumin, (OVA; Sigma-Aldrich) and 4 mg aluminium hy-
droxide (Al(OH),; Sigma) diluted in 1 mL 0.9% saline solution on days O,
7 and 14, as described previously.*

The surgical procedure was performed on day 21 following the
initial sensitization. Anaesthesia was induced with 4% isoflurane and
maintained with 1% isoflurane. Rats were tracheostomized and me-
chanically ventilated with 100% oxygen using a rodent respirator
(Alpha Lab, Equipement Vétérinaire Minerve). Tidal volume and respi-
ratory rate was adjusted to maintain PaCO, between 5.1 and 5.6 kPa at
the beginning of the experiment. Rectal temperature was maintained
at 38.0°C £ 0.5°C by a heating pad during the whole experiment. A flu-
id-filled polyurethane catheter was inserted into the right jugular vein
for ovalbumin injection and drug administration. A continuous infusion
of 0.9% saline was started at TO at 30 mL kg’1 h™'in all shocked groups.

A fluid-filled polyurethane catheter was inserted into the left
carotid artery for pressure monitoring. Systolic (SAP), diastolic
(DAP) and mean arterial pressure (MAP) were recorded continu-
ously using a strain gauge pressure transducer linked to Powerlab
(ADInstrument). A polyimide Mikro-Tip pressure catheter (SPR-
320NR, Millar Inc) was inserted into the right carotid artery and
moved into the left ventricle for continuous pressure monitoring.
Max dP/dt, which reflects left ventricle inotropy,s was calculated
with the LabChart 7 software (ADInstrument).

Left ventricular function was assessed at TO (just before ovalbu-
min injection), then at T2.5 (2.5 minutes after ovalbumin injection),
T5, T10, T15, T20 and then every 10 minutes after ovalbumin injec-
tion with cardiac echography (Vivid 7, GE healthcare France) using
a 12S probe. Left ventricular end-diastolic diameters (LVEDD) were
assessed in the short-axis view. The image was considered valid if
the left ventricle appeared circular with a visualization of papillary
muscle. Left ventricular shortening fraction (LVSF) was calculated as
follows: (LVEDD-LVESD)/LVEDD x 100.

A flexible Clark-type polarographic oxygen (pO, Microprobe
200 mm, Integra LifeScience) connected to a Licox system (Integra
LifeScience) was inserted into the left gastrocnemius muscle for
PtiO, measurement.

After a fifteen-minute stabilization period following the end of
the surgical procedure, anaphylactic shock was induced by intrave-
nous injection of 1 mg ovalbumin. Animals were randomly assigned
to five different groups:

e SHAM (non-shocked group): vehicle only.

e SHOCK: no treatment, saline infusion only.

e ABT: injection of 1 mg/kg ABT-491 (Sigma-Aldrich) diluted in 1 mL
0.9% saline at T3.

e EPI: injection of 2 boluses of epinephrine (Adrenaline Aguettant)
2.5 pg diluted in 0.5 mL 0.9% saline at T3 and T5 followed by a
continuous infusion of epinephrine started at 10 pg kg™ min™* as

described previously.*® Epinephrine continuous infusion was then
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reduced by 0.5 ug kg™ min™* each five minutes if MAP was above
100 mm Hg for at least 5 minutes.

e EPI-ABT: combined treatment group, ABT-491 was injected with
the first bolus of epinephrine. Epinephrine treatment protocol

was the same as in the EPI group.

The dose of 1 mg/kg of ABT-491 was based on previously pub-
lished pharmacological studies.!”

MAP, dP/dt and PtiO, were recorded at the following time-
points: TO (before ovalbumin injection), T1, T2.5, T5, T7.5, T10, T15,
T20 and then every 5 minutes until T60.

Arterial blood samples were taken from each animal before
shock induction and at the end of the experiment for measurement
of arterial blood gas and haematocrit.

At the end of the experiment, after the last blood sampling, rats
were killed by an anaesthetic overdose. As described previously,
without treatment, AS is lethal within 20 minutes after shock induc-
tion.'® In the SHOCK group, rats were all killed at T15. Rats in the
remaining groups were killed at T60.

The PAF-acetylhydrolase (PAF-AH) hydrolyzes and inactivates
PAF. The PAF-AH activity is inversely correlated with plasma PAF
levels in humans.** In order to confirm the secretion of PAF in our
model, we measured extracellular PAF-AH activity in SHAM and
SHOCK groups using a commercial chromogenic kinetic kit (Abcam).
Briefly, hydrolysis of a modified substrate (2-thio-PAF) by the plasma
PAF-AH released a coloured product after conjugation with 5,5'-dith-
iobis-2-nitrobenzoic acid (DTNB). Optical absorbance was measured
at 414 nm once every 30 seconds to get 10 time-points. Results
were calculated using the following formula: [PAF-AH (umol min™
mL™) = AA414 min™ x 0.225 mL/10.66 nM/0.01 mL x sample dilution].

Results were expressed in nmol min™t mL™%.

3 | STATISTICAL ANALYSIS

Variables were expressed as mean * standard deviation then com-
pared between all groups using ANOVA. Gaussian distributions were
assessed graphically and by using Shapiro-Wilk's test.

Post hoc analyses were performed for the significant variables in
ANOVA to determine which groups differed from each other, using
Tukey's Honest Significant Difference test.

Linear mixed models enabled us to evaluate the evolution of vari-
ables over time for each group, by fitting a polynomial of degree 2
for the time.

The significance level was set at 5%.

Statistical analyses were performed using the R software version
3.4.0.

4 | RESULTS

Fifty 10-week-old brown Norway rats were randomly allocated into

the five groups (n = 10 per group).
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FIGURE 1 Time course of mean arterial pressure in SHAM
(vehicle only, no shock), SHOCK (shock, no treatment), ABT
(treatment with ABT-491), EPI (treatment with epinephrine) and
EPI-ABT (treatment with both epinephrine and ABT-491) groups
(n =10 per groups). Ovalbumin was injected at TO. A sharp decrease
was observed in all shocked groups while MAP remained stable
during the whole experiment in the SHAM group. All rats treated
with ABT-491 (ABT) survived until the end of the experiment.
Treatment with epinephrine and ABT-491 (EPI-ABT) resulted in a
significant improvement in MAP when compared with treatment
with epinephrine only (EPI) (P = .01 at T15 and T30). Results are
represented as mean + SEM

4.1 | PAF-AH activity

The level of PAF-AH activity was significantly lower in the
SHOCK group when compared with the SHAM group (respec-
tively 8.7 £ 2.6 vs 10.3 = 1.5 nmol min~* mL™; P = .001) indicating
that PAF is secreted during ovalbumin-induced anaphylaxis in our

model.

4.2 | Hemodynamic parameters

All parameters remained constant during the whole experimentation
period in the SHAM group. In the SHOCK, ABT, EPI and EPI-ABT
groups, ovalbumin injection resulted in a similar severe decrease in
MAP and dP.dt™? at T3 before treatment injection (p = ns) (Figures 1
and 2).

After ovalbumin injection, MAP reached a minimal value of
30 =+ 6 mm Hg in the SHOCK group at T15 and stabilized around
44 + 15 mm Hg in the ABT group. In this group, all rats survived until
the end of the experiment. In the EPI and EPI-ABT groups, after a
transient increase in MAP due to epinephrine boluses, MAP progres-
sively increased to reach a maximum value of 118 + 18 mm Hg in the
EPI group and 136 + 14 mm Hg in the EPI-ABT group (P < .05). At the

end of the experiment, MAP remained low in the ABT group, with a
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FIGURE 2 Time course of max dP/dt in SHAM (vehicle only,
no shock), SHOCK (shock, no treatment), ABT (treatment with
ABT-491), EPI (treatment with epinephrine) and EPI-ABT (treatment
with both epinephrine and ABT-491) groups (n = 10 per groups).
Ovalbumin was injected at TO. A sharp decrease was observed

in all shocked groups while max dP/dt remained stable during

the whole experiment in the SHAM group. At T15, max dP/dt

was not statistically different between SHOCK and ABT groups
(P = .8). The combination of epinephrine and ABT-491 (EPI-ABT)
resulted in a significantly higher max dP/dt at T15 when compared
with epinephrine alone (EPI) (P < .01). Results are represented as
mean + SEM

value of 50 + 17 mm Hg. Time to reach 100 mm Hg was significantly
shorter with EPI-ABT vs EPI alone (13 + 5 minutes vs 23 £ 7 min-
utes, P < .001). Total epinephrine consumption was significantly
lower with the EPI-ABT group than with EPI alone (314 + 67 ug/kg
vs 475 + 69 ug/kg, P < .001).

Baseline max dP/dt was similar between groups before
ovalbumin injection (Figure 2). Max dP/dt remained stable
during experimentation in the SHAM group with a value of
12 527 + 5684 mm Hg/s at the end of the experimentation. Max
dP/dt reached 2120 + 1260 mm Hg/s at T15 (P < .001 vs SHAM) in
the SHOCK group. In the ABT group, max dP/dt reached its min-
imum at T15 and then stabilized at 4150 £ 1520 mm Hg/s until
the end of the experiment. In the EPI and EPI-ABT groups, max
dP/dt reached their minimum before treatment injection at T3
(respectively 5460 + 2380 and 6400 + 3560 mm Hg/s; p = ns).
In the EPI group, after a transient effect of epinephrine boluses,
max dP/dt progressively increased to reach a maximum at T30
(17 270 = 6760 mm Hg/s). In the EPI-ABT group, the maximum
value of dP/dt was reached at T20 (21 730 + 10 710 mm Hg/s).
Time to reach 10 000 mm Hg/s was significantly shorter in the
EPI-ABT group than in the EPI group (5 # 1 minute vs 14 + 6 min-
utes; P < .01). At T60 minutes, no significant differences were
observed between the SHAM, EPIl and EPI-ABT groups. In the ABT
group, max dP/dt remained significantly lower in comparison with
the SHAM group (P < .001).

4.3 | Echocardiography parameters

In all shocked groups, left ventricular end-diastolic diameters
(LVEDD) severely decreased just after shock induction to reach a
minimum value of 3.9 £ 0.7 mm in the SHOCK group, 4.2 £ 0.8 mm in
the ABT group, 4.0 £ 0.7 mm in the EPI group and 4.3 £ 0.5 mm in the
EPI-ABT group (Figure 3A). In all treated groups, LVEDD was not sta-
tistically different at any time during the experiment. In the SHOCK
group, left ventricular shortening fractions (LVSF) showed a marked
decrease at T10 and was at 36% + 9% at T15 (vs SHAM 48% + 5%;
P < .05) (Figure 3B). In the ABT group, LVSF remained similar to the
SHAM group during the whole experiment. In epinephrine treated
groups (EPI and EPI-ABT), LVSF increased after epinephrine injection
and remained significantly higher than for the SHAM group through-
out the whole experiment (P < .01 for both groups). There were no

significant differences between the EPI and EPI-ABT groups.

4.4 | Metabolic parameters

Muscular PtiO, remained stable during the whole experiment in the
SHAM group (Figure 4). In the SHOCK, ABT, EPI and EPI-ABT groups
amarked decrease in PtiO, was observed after shock induction. The
minimal level of PtiO, was 12 + 12 mm Hg in the SHOCK group,
14 + 12 mm Hg in the ABT group, 11 + 10 mm Hg in the EPI group
and 19 + 14 mm Hg in the EPI-ABT group. In treated groups, PtiO,
progressively increased to reach 27 + 18 mm Hg in the ABT group,
14 + 14 mm Hg in the EPI group and 27 + 14 mm Hg in the EPI-ABT
group at T60 without significant difference. Interestingly, muscular
PtiO, showed a tendency to improve in groups treated with ABT-
491 (ABT and EPI-ABT) at the end of the experiment.

No significant differences were observed before shock induction
in blood gases parameters (Table 1). In the absence of treatment,
shock was characterized by a sharp increase in blood lactate level
(7.5 + 1.4 mmol/L) at T15. Compared with the SHOCK group at T15,
the lactate increase at T60 was lower in the ABT, EPI and EPI-ABT
groups, with respectively 4.4 + 1.2, 5.0 + 1.9 and 3.7 £ 0.9 mmol/L
(P < .001). Lactate was not statistically different between treated
groups at T60.

5 | DISCUSSION

AS is classically described as a distributive shock, with a sharp de-
crease in peripheral vascular resistance and severe microvascular
leakage, leading to profound hypovolaemia. These elements are
responsible for a severe decrease in MAP and cardiac output (CO).
Exploring beyond this description of AS, our study brings new in-
sights into the pathophysiology of AS and revealed that early cardiac
dysfunction is present during AS, shown by the severe drop in max
dP/dt and LVSF in the SHOCK group.

Low end-tidal CO, (EtCO,) has recently been proposed as a se-

verity marker to identify severe AS during anaesthesia.'? Our study
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FIGURE 3 Time course of echocardiography parameters in SHAM (vehicle only, no shock), SHOCK (shock, no treatment), ABT (treatment
with ABT-491), EPI (treatment with epinephrine) and EPI-ABT (treatment with both epinephrine and ABT-491) groups (n = 10 per groups). A,
left ventricular end-diastolic diameters (LVEDD). While LVEDD remained stable during the whole experiment in the SHAM group, ovalbumin
injection (TO) resulted in a significant decrease in LVEDD in all shocked groups (SHOCK, ABT, EPI, EPI-ABT) (P < .01 in comparison with

the SHAM group). Despite subsequent vascular filling, LVEDD remained lower in all treated groups when compared with the SHAM group

(P < .01 at T60). Results are represented as mean + SEM. B, left ventricular shortening fraction (LVSF). Ovalbumin injection resulted in a
decrease in the LVSF after 10 minutes in the untreated group (SHOCK) (P < .05 in comparison with SHAM). Treatment with ABT-491 alone
(ABT) prevented the alteration of the LVSF (P = .01 at T15 in comparison with SHOCK). Treatment with epinephrine (EPI and EPI-ABT)
resulted in a significant higher LVSF during the whole experiment (P < .01 at T60 in comparison with SHAM). The combination of epinephrine
and ABT-491 was not statistically different than with epinephrine alone. Results are represented as mean = SEM

suggests that the low EtCO, observed during AS is not only due to
a low cardiac output, but also due to a lack of exchange between
the adaptive compartments, especially the muscles and the vascular
compartment. PaCO, was reduced in the SHOCK group while ven-
tilation parameters remained constant. This low PaCO, could result
from a reduction in extraction of CO, from the muscular compart-
ment. While PaO, remained high, we observed a severe decrease in
muscular PtiO, indicating that (a) exchange between the two com-
partments was impaired and (b) energy consumption was aberrantly
persistent in non-working muscle. In a previous study using microdi-
alysis, our group has shown that this persistent energy consumption
led to a complete failure of cellular energy production, with an in-
creased lactate/pyruvate ratio which could contribute to rapid organ
dysfunction.!® Our results confirm the need to monitor EtCO, during
AS in intubated patients, which reflects simultaneously the alter-
ation of cardiac output and the perfusion of adaptive compartments.

Epinephrine is currently the recommended treatment for AS.
As expected, treatment with epinephrine improved MAP, max dP/
dt and LVSF indicating that epinephrine remains the first-line treat-
ment for anaphylaxis (Figures 1, 2 and 3B). However, high doses of
epinephrine were necessary to reach our hemodynamic goals in the
EPI group, exposing animals to epinephrine-related complications.
Moreover, epinephrine was unable to improve the perfusion of the
muscular compartment (Figure 4).

Many mediators have beenimplicated in anaphylaxis. Histamine

was one of the first identified mediators in anaphylaxis, but the

treatment of anaphylaxis with histamine receptor antagonists was
disappointing and did not result in improved survival.?® Conflicting
results have also been observed with blockers of the NO pathway,
which is involved in anaphylaxis pathophysiology.m'21 While PAF
has long been recognized as a mediator of anaphylaxis, interest in
this molecule as a therapeutic target has increased with the pub-
lication of studies showing a correlation between the plasma level
of PAF and the severity of the reaction.?? Several studies have
successfully tried PAF-R antagonist as pretreatment in experimen-
tal models of anaphylaxis.23*24 For the first time, we have tested
experimentally ABT-491, a selective PAF-R antagonist,?® as a
treatment of AS, alone or in combination with epinephrine. The ef-
fect of ABT-491 on the PAF-R has been well studied, and ABT-491
has a good specificity for the PAF-R.} A recent structural study
showed that ABT-491 stabilizes the PAF-receptor in an inactive
state by locking helices Il and IV in an inward conformation, thus
decreasing the receptor's ability to signal via G protein.?® PAF is
an unstable lipid mediator, which is therefore difficult to measure.
However, the decrease in PAF-AH activity in the SHOCK group
confirmed that, in our model, PAF is secreted during anaphy-
laxis. Although our study was not designed to assess mortality, all
shocked rats in the ABT group survived until 60 minutes, whereas
rats classically die within 20 minutes after shock induction if left
untreated.!®

Only a few data are available on cardiac dysfunction during AS

27

and most of them are case reports of coronary spasm“’ or stress
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cardiomyopathy.?® Among other mediators released by myocardial
mast cells during AS, PAF is known to have a direct negative inotropic
effect and could play an important role in this cardiac dysfunction.?”%°
Ovalbumin injection resulted in a decrease in the LVSF after 10 min-
utes in the untreated group (SHOCK) (P < .05 in comparison with
SHAM). Treatment with ABT-491 alone (ABT) prevented the initial al-
teration of the LVSF (P = .01 at T15 in comparison with SHOCK). This
may have been due to a specific action on cardiomyocytes by prevent-
ing cardiac dysfunction. Throughout the experiment, LVSF values in

the ABT group were not statistically different from those in the SHAM
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FIGURE 4 Time course of the right gastrocnemius muscular PtiO,,
in SHAM (vehicle only, no shock), SHOCK (shock, no treatment),
ABT (treatment with ABT-491), EPI (treatment with epinephrine)

and EPI-ABT (treatment with both epinephrine and ABT-491) groups
(n = 10 per groups). Ovalbumin injection (TO) resulted in a sharp
decrease in muscular PtiO, in all shocked groups (SHOCK, ABT, EPI,
EPI-ABT). Neither ABT-491, epinephrine or a combination of the two
treatments was successful in restoring muscular PtiO,. Muscular
PtiO2 in groups treated with ABT-491 (ABT and EPI-ABT) showed a
tendency towards improvement at the end of the experimentation
period. Results are represented as mean + SEM

PaO, PaCO,
Groups Time pH kPa kPa
SHAM TO 7.37 £0.04 28.8+8.8 53+1.8
T60 7.37 +0.06 35.7+13.1 55+1.8
SHOCK TO 7.39 £0.03 27.1+104 51+0.7
T15 7.27 £0.03 34.8+17.7 3.0+1.5*
ABT TO 7.37 £0.02 197 +6.9 54+29
T60 7.28 £0.04 15.3+2.8 53+28
EPI TO 7.33+0.03 23.1+8.0 57+3.2
T60 712 +0.10 20.8+9.2 7.3+1.7*
EPI-ABT TO 7.36 £0.02 17.2+29 52+27
T60 7.16 +0.06 15.2+4.4 7.6 £ 4.0*

group which may seem to contradict values of max dP/dt. However,
LVSF is strongly influenced by cardiac after-load, which is greatly re-
duced during anaphylaxis. In the SHOCK group, LVSF only decreased
10 minutes after shock induction, while the maximum dP/dt decreased
very rapidly after shock induction. This could be due to the after-load
decrease that will prevent the earlier reduction in the LVSF. LVSF was
only decreased in the SHOCK group at an advanced stage of cardiac
dysfunction when the negative inotropic effect observed in anaphy-
laxis exceeds the decrease in after-load. By its action on PAF-receptor,
ABT-491 could prevent this last step, thus avoiding a decrease in LVSF.

The haemodynamic effects of ABT-491, especially on MAP,
were insufficient to consider its use without epinephrine.
Treatment with epinephrine (EPI and EPI-ABT) resulted in a sig-
nificantly higher LVSF during the whole experiment (P < .01 at T60
in comparison with SHAM). The combination of epinephrine and
ABT-491 allowed a marked decrease in epinephrine requirements
and a significant reduction in the time to reach baseline MAP. ABT-
491 also enhanced the effect of epinephrine on cardiac function
with a significant and early improvement in maximal dP/dt. The use
of combined therapy led to a reduction in the duration of hypo-
tension, which in turn could reduce neurological morbidity during
AS, where the cerebral autoregulation is impaired. Davidson et
al showed that cerebral blood flow decreased linearly with a de-
crease in MAP, making the time to restore an adequate MAP criti-
cal to avoid cerebral lesions. 8

The use of lower doses of epinephrine during AS, could also reduce
the risk of epinephrine-related adverse effects that might lead to sig-
nificant morbidity, especially when the injected dose is high. During
cardiac arrest, high doses of epinephrine, as currently recommended,
may actually be harmful and ineffective.?**? During anaphylaxis, high
doses of intravenously injected epinephrine have been reported to
cause cardiovascular complications including arrhythmia, myocardial
infarction and stress cardiomyopathy.!'*? Several authors are report-
ing cases of stress cardiomyopathy following anaphylaxis, which could
be attributed to the anaphylaxis itself, or to inappropriately high doses

of epinephrine.zg'33 Epinephrine remains the first-line treatment of

TABLE 1 Blood gas parameters of

gT Lma,;t;;i SHAM (vehicle only, no shock), SHOCK

° (shock, no treatment), ABT (treatment

39+4 21+1.0 with ABT-491), EPI (treatment with

40+3 1.5+0.7 epinephrine) and EPI-ABT (treatment with

3943 19408 both epinephrine and ABT-491) groups
(n =10 per group)

54+ 6 75+14

40+ 2 1.7+0.6

42+ 3 44 +1.2

383 20+0.9

46+ 6 50+19

37+3 20+0.8

43+2 3.7+0.9

Note: Results are expressed as mean + SD. TO corresponds to ovalbumin injection. HT, haematocrit.

*P < .05 vs SHAM at T60.
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anaphylactic shock, but the dose should be strictly adjusted according
to severity and titrated to clinical response.

Our results show that, neither ABT-491, epinephrine, nor a com-
bination of the two, were able to restore basal muscular PtiO,. This
incomplete reperfusion of the muscular compartment could be due
to persistent and profound hypovolaemia, as shown by the per-
sistently low LVEDD on echocardiography, despite vascular filling
with 30 mL/kg of crystalloids, over 1 hour, in all treatment groups.
PAF is known to increase vascular permeability,*® so we hypothe-
sized that microvascular leakage could be reduced by PAF-R antag-
onists thus improving cardiac preload and muscle perfusion. The
moderate effect observed of PAF-R blockade on PtiO, and LVEDD
could be due to the delay between shock occurrence and ABT-491
administration or due to the impact of mediators other than PAF on
vascular permeability.

As with any animal studies, any extrapolation to humans should
be made carefully. However, clinical studies on human anaphylaxis
are particularly difficult to design due to the rare and unpredictable
occurrence of this complication, combined with the ethical issues
of introducing a new treatment. Animal models therefore still have
an important place, when testing new therapies for AS. PAF-R an-
tagonists have already been tested in humans for indications other
than anaphylaxis and showed a good safety profile, apart from in
one study, which showed an increased risk of intra-cranial bleeding
after subarachnoid haemorrhage.34 Our study was not designed to
assess the safety profile of ABT-491 but we did not observe signifi-
cant bleeding during experimentation.

In conclusion, our study further explores new aspects of the
pathophysiology of anaphylaxis. The existence of early cardiac dys-
function was confirmed. The perfusion of muscular compartments
was severely impaired and resulted in a reduction in CO, extraction
that may be contributing to the low EtCO, observed in human
anaphylaxis.

Blockade of PAF, using a PAF-R antagonist appeared to be ben-
eficial during AS. The effect of PAF-R antagonism was synergistic
with epinephrine, reducing the duration of hypotension and the epi-
nephrine dose needed to treat anaphylaxis.
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3.3. Conclusion

Dans ce modéle de choc anaphylactique Iétal induit par I'ovalbumine chez le rat Brown
Norway, l'injection d’ovalbumine entrainait une baisse rapide et importante de la pression
artérielle associée a une diminution franche de la contractilité myocardique (baisse de la
fraction d’éjection ventriculaire gauche et du dP/dT maximal). La baisse de I’activité de la PAF-
acétylhydrolase dans le plasma indique la sécrétion de PAF au cours de la réaction.

L'utilisation de ’ABT-491 seule ne permettait pas d’améliorer de maniere significative la
pression artérielle mais réduisait la dysfonction cardiaque observée au cours du choc
anaphylactique. De plus, le traitement par ABT-491 permettait la survie des animaux jusqu’a
la fin de I'expérimentation (60 minutes), alors que ce modele est classiquement létal en 15 a
20 minutes.

L’association du traitement par ABT-491 et par adrénaline permettait une restauration
plus rapide de la pression artérielle et de la fonction ventriculaire gauche, en réduisant de
maniére importante les besoins en adrénaline pour atteindre cet objectif, ce qui indique au
minimum un effet additif entre ces deux traitements. L'effet de ’ABT-491 pourrait étre sous-
estimé car les plaquettes de rats sont dépourvues de récepteur au PAF. A l'inverse de ce qui
est observé chez I’'Homme, les plaquettes de rat ne peuvent pas s’activer en réponse a une
stimulation par le PAF. Or cette voie pourrait étre impliquée dans I'amplification de la réponse
plaguettaire au cours du choc anaphylactique chez ’'Homme. La comparaison de I'effet de
I’ABT-491 dans des modeles actifs de choc anaphylactique dans d’autres espéces pourrait étre
intéressante.

Ces résultats nous indiquent néanmoins que le PAF est un médiateur important du choc
anaphylactique dans le modeéle actif de choc anaphylactique induit par I'ovalbumine, ce qui
est un argument supplémentaire en faveur d’un réle des plaquettes et des neutrophiles dans
ce modele. Le PAF semble étre une cible thérapeutique intéressante, notamment en cas de
forme sévére, nécessitant des doses importantes d’adrénaline.

La transposition de ces résultats a I’'Homme est encore difficile et nécessite de mieux
identifier les mécanismes impliqués dans le choc anaphylactique dans ce modele mais aussi

chez ’'Homme, afin de s’assurer que ceux-ci sont comparables.

93



PARTIE Il

DISCUSSION GENERALE ET PERSPECTIVES

94



1. Discussion générale

Nos résultats apportent les premiers éléments de réponse sur une implication des
plaguettes au cours du choc anaphylactique et sur leur contribution a la sévérité de la
réaction. Ces données ouvrent la porte a 'utilisation de nouveaux outils diagnostiques pour
caractériser les mécanismes a |'origine de la réaction, mais aussi a I'utilisation de nouveaux
agents thérapeutiques pour prendre en charge les patients les plus graves, ayant un état de
choc anaphylactique réfractaire au traitement de référence, I'adrénaline.

La premiére étape de ce travail a consisté a évaluer si les plaguettes pouvaient étre un
effecteur primaire en cas de choc anaphylactique médié par les Ige. Ce mécanisme est
actuellement le seul mécanisme immunologique a l'origine de la réaction anaphylactique
ayant une base scientifique solide pour justifier de sa réalité en clinigue humainel®®, Le
récepteur FceRl, récepteur clé des réactions IgE-médiées, présent a la surface des mastocytes
et des basophiles, a été décrit il y a de nombreuses années comme étant présent et
fonctionnel a la surface des plaquettes humaines et des mégacaryocytes®? 63193 Une nouvelle
analyse réalisée dans des conditions rigoureuses montre que ce récepteur n’est pas présent a
la surface des plaquettes sanguines et que les plaquettes n’ont pas la capacité de répondre a
une stimulation de la voie IgE. Nos résultats indiquent donc clairement que les plaquettes ne
sont pas un effecteur primaire de la réaction Ige-médiée. Cela ne permet pas cependant
d’éliminer une activation secondaire des plaquettes dans ces réactions. Ces résultats doivent
également nous inciter a la plus grande prudence vis-a-vis de la présence d’un récepteur
FceRII/CD23 a la surface et il apparait nécessaire de mener une étude plus approfondie de ce
récepteur sur les plaquettes sanguines humaines.

Les précédentes études ayant également rapporté la présence du récepteur FceRl a la
surface des mégacaryocytes, il serait intéressant de conduire une étude sur ces cellules, que
ce soit des mégacaryocytes de culture, plus facilement accessibles, mais aussi des
mégacaryocytes issus de moelle humaine afin d’éliminer un artéfact de culture qui pourrait
nous faire conclure a tort a la présence de ce récepteur. En effet, les mégacaryocytes ont des
précurseurs communs avec les mastocytes et les basophiles (cellules CD34+)'%° et la présence
d’ARNm du récepteur FceRl, voire de la protéine, ne pourrait étre que résiduelle, sans modifier

de maniere substantielle la fonction cellulaire.
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La deuxieme étape de ce travail a consisté en I'étude du réle des plaquettes dans
différents modéles de choc anaphylactique. Trois modéles ont été sélectionnés : un modele
d’anaphylaxie passive induite par les IgE, un modele d’anaphylaxie passive testant la voie IgG
(injection d’HAIgG) et un modeéle d’anaphylaxie active induite par I'ovalbumine chez le rat
Brown Norway!? %0, L’objectif était de comparer le réle des plaquettes en fonction du
mécanisme initiateur de la réaction.

Le modele IgG, dont la réaction est médiée par l'activation du récepteur
FcyRIIA/CD32A humain, est le seul dans lequel le réle des plaquettes a déja été clairement
établil¥>>, Le réle des plaquettes sanguines a déja été évoqué dans des modeéles actifs de choc
anaphylactique, qui ont I'avantage d’étre plus proches de ce qui est observé en clinique
humaine, mais pas dans le modeéle de choc anaphylactique induit par I'ovalbumine chez le rat
Brown Norway. Ce modele a, de surcroit, I'avantage d’étre un modeéle de réaction tres sévere,
proche des états réfractaires observés chez 'Homme.

Nos travaux ont permis de montrer que le réle des plaquettes différait selon le modéle
considéré, les plaquettes sanguines ayant un réle franc dans I'aggravation des réactions
médiées par les IgG et, a I'inverse, un potentiel effet régulateur de la sévérité de la réaction
dans les réactions médiées par les IgE. Les plaquettes semblaient avoir un effet aggravant dans
le modeéle de choc actif, mais uniquement lorsque la réaction était atténuée.

Ces données sont complexes a interpréter. L'aggravation de la réaction en cas de
thrombopénie lors d’une réaction Ige-médiée pourrait indiquer que les plaquettes sont
impliquées dans les voies de compensation activées au cours du choc anaphylactique. Le
mécanisme pouvant expliquer ce phénomene n’est pour I’heure pas connu mais pourrait étre
lié¢ a un role des plaquettes dans la régulation de la perméabilité vasculaire ou dans la
prévention des hémorragies spontanées. L'étude de la contribution de différents récepteurs
plaquettaires habituellement impliqués dans I’hémostase, notamment en contexte
inflammatoire, aux effets observés dans les différents modeles de choc anaphylactique
devrait permettre de mieux comprendre les mécanismes impliqués. L'effet régulateur des
plaguettes sanguines pourrait aussi impliquer le récepteur de faible affinité aux IgE,
FceRII/CD23, décrit comme étant présent a la surface des plaquettes, et qui aurait un rdle de
régulateur dans la réaction médiée par les IgE*3. La validation de cette hypothése nécessite en

premier lieu de vérifier la présence de ce récepteur a la surface des plaquettes sanguines,
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murines mais aussi humaines, puis d’évaluer la réponse plaquettaire a la stimulation de ce
récepteur. Cette réponse n’est pour I’heure pas connue.

L’effet de la thrombopénie dans le modele passif IgG est en accord avec ce qui avait
déja été publié sur le méme modele sur la base de mesures de la température corporelle des
souris. Le récepteur FcyRIIA/CD32A plaquettaire semble étre crucial dans l'initiation de ces
réactions, ce qui explique qu’en I'absence de plaquettes, la réaction soit trés atténuée. Cet
effet pourrait étre tellement marqué qu’il pourrait masquer un effet régulateur des plaquettes
en cas de choc inflammatoire, similaire a ce qui est observé dans le modele passif IgE.

La thrombopénie diminuait également I'intensité de la réaction dans le modele de choc
actif chez le rat Brown Norway. L’association de cet effet et des anomalies biologiques décrites
précédemment indique que ce choc pourrait, en partie, impliquer une voie médiée par les IgG.
En effet, bien que ce modéle soit décrit de longue date comme étant médié par des IgE (sur la
base d’un titre élevé d’IgE anti-ovalbumine et d’'une augmentation franche de I'histamine
plasmatique au cours de la réaction), une production d’IgG anti-ovalbumine a été rapportée
dans des modeles similaires de sensibilisation a I'ovalbumine!®, Ce modéle pourrait donc
associer une activation concomitante des voies IgE et IgG. Il semble néanmoins peu probable
gue seule la voie 1gG soit impliquée en raison de I'absence d’effet de la thrombopénie en cas
de réaction tres sévere. Les observations faites chez le rat Brown Norway pourraient
également étre expliquées par un état de choc médié par les IgE beaucoup plus sévére que ce
qui a été observé dans le modeéle d’anaphylaxie passive Ige-médiée et démasquer ainsi
d’autres mécanismes mis en jeu.

Il est trés intéressant de noter que ni le modeéle passif IgE, ni le modéle passif IgG n’était
létal individuellement et qu’une association des deux mécanismes mis en jeu de maniere
concomitante pourrait étre nécessaire pour dépasser les capacités de compensation de
I’'organisme.

Le Platelet Activating Factor (PAF) est un des médiateurs produits au cours du choc
anaphylactique chez ’'Homme, notamment dans les réactions les plus séveres et il pourrait
contribuer de maniére substantielle a la symptomatologie de la réaction3® °¢. Ce médiateur a,
en outre, été décrit comme un des médiateurs clés des réactions anaphylactiques médiées
par les IgG*.

Partant du principe que le choc anaphylactique lié a I'ovalbumine dans le modéle de

rat Brown Norway était en partie lié a une activation de la voie IgG, et de maniere plus
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pragmatique, du principe que du PAF était produit au cours du choc anaphylactique, nous
avons testé I'effet d’un antagoniste spécifique du récepteur au PAF, 'ABT-491, seul ou en
association avec le traitement de référence, I'adrénaline!!!. Le traitement par ABT-491 seul
avait un effet bénéfique sur la survie des animaux et sur la dysfonction ventriculaire gauche.
L'association du traitement par ABT-491 et par adrénaline permettait de raccourcir
significativement le temps nécessaire a la restauration d’un état hémodynamique satisfaisant
et ce, avec une dose significativement plus faible d’adrénaline. Il existe donc, au minimum, un
effet additif entre ces deux traitements suggérant que le récepteur du PAF pourrait étre une
cible thérapeutique d’intérét dans les états de choc anaphylactique les plus séveres,
réfractaires a I'adrénaline, décrits chez 'Homme. De maniére intéressante, I'effet de I’ABT-
491 pourrait étre sous-estimé, les plaquettes de rats étant dépourvues de récepteur au PAF
contrairement a ce qui est observé chez ’THomme. L’'inhibition de la voie du PAF pourrait donc
également avoir un effet supplémentaire chez I'Homme, en réduisant [I'activation
plaguettaire. Cette hypothése nécessite néanmoins d’étre validée par des études humaines.

Il existe encore beaucoup d’incertitude concernant les mécanismes conduisant a la
sécrétion de PAF au cours du choc anaphylactique et surtout sur les cellules responsables de
sa sécrétion. Le PAF a été décrit comme étant un des principaux médiateurs des réactions
médiées par les IgG mais sa production dans les réactions médiées par les IgE n’a pas été
vraiment étudiée*. Le lien entre les modéles passifs et I'effet observé dans le modéle
d’anaphylaxie active est encore insuffisamment établi. La production de PAF doit étre évaluée
dans des modeles strictement Ige-médiés et I'effet de ’ABT-491 doit étre déterminé dans les
différents modeéles passifs afin d’identifier le profil de réponse en fonction du mécanisme
impliqué. Les plagquettes sanguines murines étant dépourvues de récepteur au PAF, son réle
dans ces réactions est probablement largement sous-estimé dans nos modeles et |'utilisation
de souris transgéniques humanisées pour le récepteur au PAF pourrait apporter des éléments
de réponse.

L’extrapolation de ces résultats a ’'Homme est rendue trés compliquée par la difficulté
a identifier le mécanisme responsable de la réaction en clinique humaine. Si I'implication de
la voie médiée par les IgE est plutot bien documentée dans les états de choc anaphylactiques
liés a une protéine (arachide, venin d’hyménoptere, etc.), les mécanismes responsables des
réactions liées aux médicaments, trop petits pour induire a eux seuls une réponse

immunitaire, sont beaucoup plus difficiles 8 comprendre*?. Outre le mécanisme IgE, d’autres
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mécanismes ont été évoqués, que ce soit le mécanisme IgG mais aussi I'activation
mastocytaire directe via le récepteur MRGPRX-2, I'activation de la phase contact ou du
systéme kinine-kallicréine?. Les outils diagnostiques manquent a I’heure actuelle pour pouvoir
discriminer ces mécanismes, ce qui rend tres difficile I'exploration de ces réactions.

Les mécanismes impliqués dans les modeles d’anaphylaxie active sont eux aussi mal
connus. Initialement décrits comme impliquant la production d’IgE spécifiques, il apparait que
la sensibilisation des animaux entraine également la production d’lgG spécifiques, qui
pourraient, au moins en partie, contribuer aux effets observés!!® 12 Le processus de
sensibilisation, impliquant des adjuvants comme I’hydroxyde d’aluminium ou I'adjuvant de
Freund (lipopolysaccharides), pourrait orienter de maniére artificielle la réponse immunitaire
vers une voie IgE ou IgG sans que cela n’ait jamais été vraiment évalué. Le risque d’observer
un artéfact expérimental est donc réel et cette question doit absolument étre abordée dans
les futures études afin de s’assurer que ces modeles reproduisent bien un phénomene
observé en clinique humaine. Dans la méme ligne, I'utilisation d’"HAIgG pour reproduire une
réaction anaphylactique médiée par les IgG est discutable. En effet, bien que les HAIgG soient
un puissant activateur du récepteur FcyRIIA/CD32A, cette approche ne reproduit pas du tout
une interaction in vivo entre des IgG spécifiques et leur antigéne, n’explorant ainsi pas la
complexité de la formation des complexes immuns et celle de leur interaction avec leurs
différents récepteurs. Les futurs travaux devront donc s’attacher a créer un modele
d’'immunisation passive aux IgG, similaire a ce qui est fait dans I'exploration de la voie IgE, afin

de s’assurer que ce qui est observé ne soit pas un artéfact de laboratoire.

Ces travaux suggerent un role des plaquettes au cours du choc anaphylactique, avec
un réle différent selon le mécanisme impliqué dans la réaction. Ces résultats nécessitent
néanmoins d’étre renforcés par des études complémentaires.

Premierement, les modeles expérimentaux doivent étre étudiés de maniere plus
précise afin de s’assurer qu’ils reproduisent effectivement une situation observée en clinique
humaine. Le modeéle d’anaphylaxie passif IgE ne reproduit qu’un état de choc anaphylactique
modéré et il serait intéressant de faire varier le protocole de sensibilisation afin d’obtenir un
état de choc plus sévere afin de voir si cela permet de démasquer d’autres mécanismes mis
en ceuvre au cours de la réaction. Un nouveau modele d’anaphylaxie passive médiée par les

IgG doit étre mis au point, basé sur 'injection d’lgG spécifique puis de I'antigene, afin d’étre
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plus proche de la réalité. Les modeles d’anaphylaxie active doivent étre explorés, que ce soit
chez la souris ou le rat, en étudiant la production respective d’Igk et d’lgG en fonction du
protocole de sensibilisation puis le phénotype de la réaction en fonction de la balance IgE/IgG.
La reproduction de cet équilibre en combinant les deux modeles passifs (IgE + 1gG) pourrait
également étre d’un grand intérét, permettant de faire varier I’équilibre, et donc
potentiellement le phénotype, de maniere contrélée.

La meilleure compréhension du réle des plaquettes dans ces différents modeéles passe

par différentes approches :

- Exploration des marqueurs d’activation plaquettaires dans les réactions Igk et IgG
médiées, que ce soit par le dosage de marqueurs solubles ou par des analyses par
cytométrie en flux.

- Etude de I'effet des variations de la numération plaquettaire dans ces différents
modeles, notamment en explorant I'effet de la thrombocytose (romiplostime) et
de la transfusion plaquettaire.

- Etude de [linhibition pharmacologique des différentes voies d’activation
plaquettaire (thromboxane A2, ADP, thrombine) afin d’identifier les voies
contribuant de maniére significative aux effets observés.

- Utilisation de différents modeéles de souris KO pour les récepteurs plaquettaires
(GPIb, GPVI, P2Y1;, GPllbllla) et ceux contribuant a la relation
plaguettes/endothélium afin d’étudier les voies préférentielles mises en jeux dans
ce phénomene.

- Exploration de la présence du récepteur FceRII/CD23 sur les plaquettes sanguines
murines et humaines et étude de sa fonction.

L’étude de l'interaction entre les plaquettes et les mastocytes d’un coté, et les plaquettes et
les neutrophiles de I'autre, semble étre prometteuse. En effet, des travaux récents font état
d’une interaction importante entre les plaquettes et les mastocytes/neutrophiles notamment
via la sécrétion de PAF>” 113, |’utilisation des techniques de microscopie intravitale bi-
photonique pour visualiser les interactions cellulaires au niveau pulmonaire dans les différents
modeles d’anaphylaxie sera essentielle. Le r6le du PAF dans les interactions entre plaquettes,
neutrophiles et les mastocytes rend d’autant plus intéressante I'utilisation d’antagonistes
spécifiques du récepteur au PAF, comme I’ABT-491, renforgant ainsi les arguments justifiant

de son utilisation chez 'Homme.
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L'identification de certains phénotypes (cellulaires ou biochimiques) spécifiques a
certains mécanismes pourrait permettre de mieux discriminer les différents mécanismes
impliqués chez 'Homme et aider ainsi a l'identification des substances a I'origine de la
réaction, ce qui est essentiel pour prévenir toute récurrence lors d’'une exposition ultérieure.

La validation de ces observations expérimentales chez I'Homme apparait
indispensable. Une étude humaine, menée conjointement par I'UMR-1255 et le service
d’anesthésie-réanimation du Nouvel Hopital Civil des Hopitaux Universitaires de Strasbourg
(étude HEMOCANOPE, NCT04825158) a été débutée en mai 2021 pour une durée de 4 ans,
afin d’explorer I'état d’activation plaquettaire au cours des réactions anaphylactiques
périopératoires, mais aussi les mécanismes impliqués dans ces réactions. Ces résultats

devraient permettre de valider, ou de nuancer, ces résultats expérimentaux.

2. Perspectives

Ces travaux pourraient permettre de mieux caractériser les réactions observées chez
I'Homme. La définition de profils biologiques spécifiques aux réactions médiées par les IgE ou
par les 1gG, sur la base d’un profil cellulaire et du dosage de plusieurs biomarqueurs, pourrait
permettre une meilleure identification du mécanisme a 'origine de la réaction et améliorer
ainsi le conseil diagnostique. Ces travaux devraient notamment nous permettre de savoir si
ces réactions peuvent survenir de maniére distincte chez ’'Homme ou si elles surviennent
systématiqguement de manieére concomitante. Le dosage simultané d’un marqueur
d’activation mastocytaire (tryptase) et d’'un marqueur d’activation des neutrophiles
(myeloperoxydase) en cas de réaction humaine pourrait permettre de répondre a cette
qguestion. L'objectif a terme est d’améliorer le rendement diagnostique pour identifier les
substances a l'origine de la réaction et limiter le risque de récurrence de la réaction. La
confirmation d’une voie IgG chez I’'Homme serait la premiére étape du développement de
nouveaux outils diagnostiques.

Que ces réactions surviennent de manieére distincte ou simultanée, la mise en évidence
d’autres acteurs cellulaires et la description du réle de certains médiateurs, comme le PAF ou
la sérotonine, offre également la possibilité de cibler d’autres voies thérapeutiques dans les
formes les plus séveres de choc anaphylactique, réfractaires a I’adrénaline. Il n’existe pas a

I’heure actuelle d’antagoniste spécifique du récepteur au PAF disponible en clinique humaine.
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Cependant, la rupatadine, un traitement antihistaminique disponible chez 'THomme, posséde
également une activité antagoniste pour le récepteur au PAF!!4, ['utilisation de ce traitement
pourrait alors s’avérer trés intéressante en complément du traitement par adrénaline, a

condition de pouvoir disposer d’'une forme injectable.
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CONCLUSION

Nous avons donc montré que, bien que les plaquettes ne soient pas un effecteur
primaire au cours des réactions anaphylactiques médiées par les IgE car étant dépourvues de
récepteur FceRl a leur surface, elles contribuent de maniere significative a la sévérité de la
réaction dans différents modeéles d’anaphylaxie passive ou active, avec une réponse différente
selon le mécanisme a |'origine de la réaction. Les mécanismes responsables de cet effet,
notamment dans les réactions médiées par les IgE, ne sont pour I'heure pas identifiés. Le
ciblage du récepteur du PAF, un médiateur produit au cours du choc anaphylactique, semble
étre intéressant d’un point de vue thérapeutique. Une meilleure caractérisation des modeles
utilisés et une meilleure compréhension des mécanismes responsables des réactions chez
'Homme devraient permettre de mieux comprendre la contribution des plaquettes a la

sévérité du choc anaphylactique.
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RESUMES

Le choc anaphylactique est I'expression la plus sévere des réactions d’hypersensibilité
immeédiate. Les mécanismes conduisant a ces réactions sont encore mal compris et pourraient
impliquer les plaquettes, notamment dans les formes les plus sévéres.

Nos résultats indiquent que, bien que les plaguettes ne soient pas un effecteur primaire au
cours des réactions anaphylactiques médiées par les Igk, elles contribuent de maniére
significative a moduler la sévérité de la réaction dans différents modeles expérimentaux
d’anaphylaxie, avec une réponse différente selon le mécanisme a I'origine de la réaction. Les
mécanismes responsables de cet effet ne sont pour I'heure pas identifiés. Le ciblage du
récepteur du Platelet Activating Factor semble étre intéressant d'un point de vue
thérapeutique. Une meilleure caractérisation des modeles utilisés et des mécanismes
responsables des réactions chez I’'Homme devrait permettre de mieux comprendre la

contribution des plaquettes a la sévérité du choc anaphylactique.

Mots clés: Anaphylaxie, Plaquettes, Neutrophiles, FceRl, Platelet Activating Factor

Anaphylactic shock is the most severe expression of immediate hypersensitivity reactions. The
mechanisms leading to these reactions are still poorly understood and may involve platelets,
especially in the most severe forms.

Our results indicate that, although platelets are not a primary effector during IgE-mediated
anaphylactic reactions, they contribute significantly to modulate the severity of the reaction
in different experimental models of anaphylaxis, with a different response depending on the
mechanism of the reaction. The mechanisms responsible for this effect are not yet identified.
Targeting the Platelet Activating Factor receptor seems to be interesting from a therapeutic
point of view. A better characterization of the models used and the mechanisms responsible
for the reactions in humans should allow a better understanding of the contribution of

platelets to the severity of anaphylactic shock.

Key words: Anaphylaxis, Platelets, Neutrophils, FceRl, Platelet Activating Factor





