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RESUME

Etablir le diagnostic d’une réaction d’hypersensibilité aigué (RHA) peropératoire est difficile du fait
de I’incidence supérieure des diagnostiques différentiels. Les facteurs de risques en sont mal établis. 1l
n’existe pas de signe clinique fiable aidant a un diagnostic rapide. Alors que 25% des explorations
immunologiques classiques ne mettent pas en évidence un mécanisme IgE-médié, des études animales
et humaines suggérent un role des IgG dans ces RHA non caractérisées. Ce travail s’est basé sur deux
cohortes de patients : la premiere pour étudier des phénotypes en lien avec [’apparition d’un
bronchospasme, la seconde pour analyser des marqueurs diagnostiques au bloc opératoire et explorer
un mécanisme alternatif impliquant les IgG. La survenue d’un bronchospasme au cours d’une RHA
peropératoire n’est pas associée a un antécédent d’asthme mais au curare comme agent étiologique. La
mise en évidence de la valeur diagnostique d’une hypocapnie inférieure a 20 mmHg dans le caractére
sévere de la RHA devrait aider les cliniciens a 1’établissement rapide du diagnostic. La présence d’IgG
spécifiques anti-curares était associée a la survenue d’une RHA sévére suggérant une participation des
IgG a la gravité de la RHA en association avec les IgE. En fonction du curare administré, le
mécanisme de la RHA semble différent : implication d’anticorps (IgE et/ou IgG) dans 90% pour
succinylcholine et rocuronium mais uniquement 50% pour atracurium suggérant une importante
contribution de [’histamino-libération dans ces réactions. L’ensemble de ces travaux devraient
permettre d’améliorer les performances diagnostiques en temps réel et a distance lors de la survenue

d’une RHA peropératoire.



ABSTRACT

Diagnosis of intra-anesthetic acute hypersensitivity reactions (AHR) is challenging because of
elevated incidences of differential diagnoses. Risk factors remain mostly unknown and there is no
reliable clinical sign to help physicians in establishing a rapid diagnosis. In 25% of cases,
immunologic exploration cannot identify the culprit agent through the exploration of the IgE-mediated
pathway. Several animal and human studies suggest a role of IgG in the physiopathology of
anaphylaxis, which could explain these uncharacterized AHR. This PhD has focused on two cohorts of
patients: the first cohort allowed the exploration of phenotypic links in relation to bronchospasm
occurrence; the second cohort analyzed clinical markers of severe AHR and the alternative pathway
involving IgG against neuromuscular blocking agents (NMBA). Analysis of risk factors identified a
NMBA as the culprit agent of the intra-anesthetic AHR to be the only factor statistically associated
with bronchospasm. We propose that a hypocapnia below 20 mmHg may be a novel and useful tool for
physicians for the rapid diagnosis of severe intra-anesthetic AHR. Among the second cohort of
patients, NMBA-specific IgG were identified and associated with clinical severity, suggesting that
they may participate in the severity of NMBA-AHR in association with IgE. The chemical structure of
a given NMBA may dictate the mechanism of anaphylaxis to this particular NMBA: an IgE/IgG-
pathway for succinylcholine and rocuronium, whereas atracurium may be rather linked to spontaneous
histamine release mechanisms. Altogether, our results might improve diagnosis efficacy at the time of

the AHR and during immunologic explorations.



PREAMBULE

Le choc anaphylactique peropératoire, qui représente la manifestation la plus séveére d’une réaction
d’hypersensibilit¢ aigué (RHA), est I'un des cauchemars des anesthésistes-réanimateurs. Son
incidence étant relativement faible, son diagnostic n’en est que plus difficile. Cette crainte est
tellement répandue que, lors de mon internat de spécialité, nombre de séniors m’ont expliqué
administrer I’antibioprophylaxie peropératoire uniquement apres intubation du patient (malgré les
recommandations), non seulement pour des raisons pratiques organisationnelles mais aussi car le
patient étant intubé, un éventuel choc anaphylactique serait plus aisé a traiter. Un tel enseignement en

début de formation laisse des traces sur une pratique professionnelle !

Une difficulté majeure dans la prise en charge des RHA peropératoires est leur absence totale de
prévisibilité. Méme si quelques facteurs de risques de mortalité ont été décrits, il n’y a pas de « patient
caractéristique » ni méme de signe clinique du choc pouvant étre relié a tel ou tel antécédent ou
caractéristique démographique. Pourquoi certains vont présenter une évolution favorable a un
traitement par adrénaline alors que d’autres patients évoluent jusqu’a ’arrét cardiaque ? Parmi les
patients en arrét cardio-circulatoire, pourquoi certains vont décéder et d’autres récupérer une activité
circulatoire efficace malgré une prise en charge considérée comme optimale (selon les

recommandations en vigueur) dans les deux situations ?

L’ensemble des explorations allergologiques recommandées conduisent & un diagnostic étiologique
dans 85% des cas. Que faire alors des 15% restants ? Cette absence d’agent responsable identifié
pourrait étre liée a une erreur de diagnostic de l’anesthésiste, a une performance diagnostique
insuffisante des tests allergologiques (sensibilité, spécificité, réalisation) ou a un autre mécanisme non

exploré, qui pourrait a son tour expliquer certaines manifestations cliniques.

Ce sont ces questions et difficultés concretes rencontrées dans ma pratique clinique qui ont motivé la
réalisation de cette thése. Pour y répondre, j’ai utilisé deux approches. La premicre est fondée sur des
analyses cliniques de deux cohortes de patients afin d’étudier d’éventuels liens phénotypiques du choc
ainsi que des potentiels marqueurs diagnostiques au bloc opératoire. La seconde, visant a analyser les
limites de diagnostic étiologique, a été possible griace a mon intégration dans une unité de recherche.
L’objectif était d’explorer ’existence d’un mécanisme alternatif a la voie classique « IgE-
dépendante» chez I’homme impliquant les IgG et leur éventuelle pathogénicité, sur une cohorte de 86
patients ayant présenté une suspicion de RHA peropératoire aux curares. Ces travaux, qui
correspondent aux trois chapitres de cette thése, permettent tout d’abord de proposer aux cliniciens un
outil diagnostique en temps réel face a une suspicion de RHA peropératoire. Ils confirment également
I’existence d’un mécanisme associé a la voie classique « IgE-dépendante», qui pourrait contribuer a la

gravité de la réaction et devrait donc étre associé aux explorations actuellement recommandées.
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INTRODUCTION

1 Manifestations et prises en charge des réactions d’hypersensibilité peropératoires

1.1 Définitions

Selon la définition et la classification des réactions d’hypersensibilité historiquement effectuées par
Gell et Coombs, récemment revues par 1’Académie Européenne d’Allergie et d’Immunologie Clinique
(EAACI) [3], lallergie correspond a une réaction d’hypersensibilité immédiate initiée par des
mécanismes immunologiques, médiée par des anticorps (Immunoglobulines E [IgE], IgG, IgM, IgA) ou
par des cellules. Il est ainsi admis que le choc anaphylactique (ou CA) implique deux types de
mécanismes : une voie classique IgE-dépendante et une voie alternative IgE-indépendante. D’aprés
I’EAACI, I’anaphylaxie est définie comme une réaction d’hypersensibilité généralisée, sévere,

menagant le pronostic vital [3].

1.2 Epidémiologie, incidence, terrain, étiologie

La prévalence de ’allergie représente actuellement une problématique de santé publique mondiale. La
World Allergy Organization estime a 1.6% la probabilit¢ d’un individu de présenter une réaction
allergique au cours de sa vie [4]. Les données épidémiologiques des réactions d’hypersensibilité
aigués (RHA) peropératoires proviennent majoritairement d’ Australie, de France, de Grande Bretagne
et de Nouvelle-Zélande, illustrant une politique d’identification et de prévention dans ces pays. A
partir des données du réseau du GERAP (Groupe d’Etude des Réactions Anaphylactiques Per
anesthésiques) et de la pharmacovigilance nationale frangaise, 1’incidence des RHA peropératoires en
France a été estimée entre 1/10 000 et 1/20 000 procédures anesthésiques [5, 6]. Avec une moyenne de
1 500 anesthésies effectuées par an, un anesthésiste a donc la probabilité d’étre confronté a une RHA
tous les 5-10 ans. La mortalité d’un CA est d’autant plus €levée qu’il survient en peropératoire,

estimée a 4.1% [7], par rapport a 0.7/million pour une population admise aux urgences [4].

Parmi les allergénes responsables des RHA per-anesthésiques, les curares sont les plus fréquemment
incriminés (40-60%), suivis du latex (20%), des antibiotiques (18%), des opioides et des colloides (2-
3%) et enfin des hypnotiques (1%) [8-11]. D’autres substances peuvent induire une anaphylaxie en
cours d’anesthésie : aprotinine, chlorhexidine [12], protamine, papaine, héparine, bleu patente, bleu de
méthyleéne... Ces incidences ont évolué au cours du temps, avec une diminution de 1’incidence du
latex, probablement liée a son éviction de certains blocs opératoires. Parmi les curares, la
succinylcholine est 1’agent le plus souvent en cause (61%), suivi de 1’atracurium (20%), du cis-

atracurium (6%), du vecuronium (5%) puis du rocuronium (4%) [8]. Chez les patients ayant présenté



une RHA peropératoire, un antécédent d’atopie est observé dans 25.4% des cas (avec une incidence
supérieure dans les allergies au latex [10]) et d’asthme dans 8.6%. Une prédominance féminine est
observée (environ 2/3 des cas), quel que soit ’agent incriminé. Une lien entre allergie médicamenteuse
et risque de test cutané (TC) et de test d’activation des basophiles (TAB) aux curares positif a été
rapporté par une équipe [13]. La littérature ne rapporte ainsi pas de terrain clinique caractéristique
¢tabli du patient qui va présenter une RHA peropératoire,. Et méme si certains liens peuvent étre
retrouvés comme cité précédemment pour I’atopie, ils sont hétérogénes en fonction des séries et en

fonction des allergenes étudiés.

1.3 Manifestations cliniques

Selon la classification de Ring et Messmer, les RHA ont des manifestations cliniques de gravités

croissantes (Tableau 1). Un CA correspond a une RHA de grade III ou IV.

Tableau 1 : Grades de sévérité des RHA peropératoires

Grades de sévérité Signes cliniques

I Manifestations cutanées généralisées avec ou sans cedéme angioneurotique
I Atteinte cutanée, cardiovasculaire, respiratoire, sans menace vitale

11 Atteinte multiviscérale avec menace vitale

v Arrét respiratoire et/ou circulatoire

Les critéres diagnostiques d’un CA ont été¢ modifiés en 2006 (Tableau 2) [14]. Cependant, ces critéres
diagnostiques ne sont pas parfaitement adaptés a la situation peropératoire. En effet, le diagnostic
d’une RHA peropératoire est difficile compte-tenu de la pauvreté des signes cliniques, de
I’impossibilité de diagnostiquer certains signes (comme 1’érythéme a cause des champs opératoires ou
de son apparition secondaire lors de la restauration d’une activité circulatoire efficace, les signes
gastro-intestinaux ou la sensation de malaise) ou de I’importance des diagnostiques différentiels dont
I’incidence est trés élevée (i.e. hypotension artérielle secondaire aux agents anesthésiques). Ces

difficultés peuvent expliquer la mortalité élevée du CA peropératoire.

Tableau 2 : Nouveaux critéres diagnostiques d’anaphylaxie, d’apreés [14], avec autorisation.

Anaphylaxis is highly likely when any one of the following 3 criteria are fulfilled:

. Acute onset of an illness (minutes to several hours) with involvement of the skin, mucosal tissue, or both (eg, generalized hives, pruritus or
flushing, swollen lips-tongue-uvula)
AND AT LEAST ONE OF THE FOLLOWING
a. Respiratory compromise (eg. dyspnea, wheeze-bronchospasm, stridor, reduced PEF, hypoxemia)
b. Reduced BP or associated symptoms of end-organ dysfunction (eg, hypotonia [collapse], syncope, incontinence)
. Two or more of the following that occur rapidly after exposure to a likely allergen for that patient (minutes to several hours):
a. Involvement of the skin-mucosal tissue (eg, generalized hives, itch-flush, swollen lips-tongue-uvula)
b. Respiratory compromise (eg, dyspnea, wheeze-bronchospasm, stridor, reduced PEF, hypoxemia)
c. Reduced BP or associated symptoms (eg, hypotonia [collapse], syncope, incontinence)
d. Persistent gastrointestinal symptoms (eg, crampy abdominal pain, vomiting)
3. Reduced BP atter exposure to known allergen for that patient (minutes to several hours):
a. Infants and children: low systolic BP (age specific) or greater than 30% decrease in systolic BP*
b. Adults: systolic BP of less than 90 mm Hg or greater than 30% decrease from that person’s baseline

[

PEF, Peak expiratory flow; BP, blood pressure.
#*Low systolic blood pressure for children is defined as less than 70 mm Hg from 1 month to 1 year, less than (70 mm Hg + [2 % age]) from 1 to 10 years,
and less than 90 mm Hg from 11 to 17 years.



Les manifestations cliniques des RHA peropératoires ont été décrites dans 1’Annexe 2. [15]. Parmi les
formes cliniques des RHA peropératoires, les atteintes respiratoires via I’cedéme des voies aériennes
supérieures, 1’cedéme lésionnel pulmonaire et le bronchospasme, défini par une élévation de la
pression des voies aériennes secondaire a une contraction des muscles lisses des bronches distales,
sont particuliérement craintes car 1’arsenal thérapeutique est assez mince et le pronostic vital est

directement mis en cause en cas d’insuffisance prolongée d’apport d’oxygene.

1.4  Prise en charge thérapeutique des réactions d’hypersensibilité peropératoires

Le traitement repose sur une prise en charge en urgence avec un monitorage régulier pendant 24
heures (pour plus de détails voir la revue en Annexe 2) [15-19]. Les pivots du traitement sont
I’interruption de 1’administration de [’allergéne suspecté, le remplissage vasculaire [16, 17, 20] et
I’adrénaline par voie intraveineuse (posologie basée sur la gravité de la réaction), 1’objectif étant la
restauration d’une hémodynamique efficace. Certaines études animales et humaines ont mis en
évidence une association entre le retard d’administration d’adrénaline (et donc d’établissement du
diagnostic) et un pronostic défavorable au cours des RHA peropératoires [21, 22] mais aussi avec un
risqué augmenté d’admission a 1’hopital et de déceés au cours des allergies alimentaires [23-26];
L’étude in vitro de Vadas et al suggere une fenétre thérapeutique étroite de 10-15 minutes d’efficacité
de D’adrénaline, probablement par un effet d’amplification de la réaction anaphylactique (que
I’adrénaline pourrait arréter/atténuer) et/ou une mauvaise tolérance d’un débit cardiaque trés bas

(vasodilatation hyper-aigué€ suivie d’hypovolémie sévére et d’altération de la fonction cardiaque) [27].

Pour les atteintes respiratoires, seuls les béta2-agonistes (par voie inhalée ou intraveineuse), les
inhibiteurs de phosphodiestérase comme I’aminophylline ou 1’adrénaline peuvent étre proposés (en
paralléle d’une intubation oro-trachéale pour sécuriser la perméabilité des voies aériennes supérieures
et d’une ventilation en F;0, 100%) [28]. Les autres mesures comprennent la suspension ou non du
geste chirurgical, une éventuelle antagonisation (comme 1’héparine par la protamine ou le rocuronium
par le suggamadex méme si ce dernier reste controversé [29]), et le glucagon pour les patients traités
par bétabloquants. En derniére ligne, les corticoides peuvent &tre utilisés pour diminuer 1’incidence des
manifestation tardives [18], 'utilisation d’antihistaminiques n’étant plus recommandée. En cas de

choc réfractaire, divers autres mesures d’exception ont été proposées (voir I’ Annexe 2).

1.5 Bilan allergologique aprés suspicion de réaction d’hypersensibilité peropératoire

Tout patient présentant une RHA peropératoire doit bénéficier d’une investigation immédiate et a
distance dans un centre spécialisé [30] pour déterminer le type de réaction (IgE-dépendante ou non),
I’agent causal et, le cas échéant, une sensibilisation croisée [31]. Le diagnostic est fondé sur une triade
associant une symptomatologie clinique évocatrice, les résultats de la mesure des concentrations

plasmatiques de médiateurs au moment de la réaction, et du bilan allergologique spécialisé¢. Méme si



certaines sociétés savantes suggerent une possibilité de réaliser ce bilan dans les suites immédiates de
la RHA [32, 33], le délai recommandé par les Sociétés Frangaises d’ Anesthésie-Réanimation (SFAR)
et d’Allergologie (SFA) est de 6 a 8 semaines, les faux négatifs étant importants lors d’une réalisation
précoce. L’accident doit étre référencé dans le dossier du patient et déclaré au Centre Régional de

Pharmacovigilance.

Le bilan allergologique recommandé analyse la voie IgE dépendante. Il porte sur la recherche de
médiateurs libérés par les mastocytes et les basophiles activés par les IgE et sur le dosage des IgE
spécifiques [34]. Parmi les deux médiateurs explorés, la cinétique de concentration d’histamine
plasmatique présente un pic trés précoce, dés la premiere minute suivant le choc (demi-vie
d’élimination de 15-20 minutes). Son élévation peut étre liée a un mécanisme d’hypersensibilité
immédiate IgE-médié¢ ou non. Cependant, plus la réaction est grave, plus le pic va étre élevé. Compte-
tenu d’une grande variation interindividuelle, la tryptase sérique est mesurée au moment du choc, a 2
heures et a 24 heures post-choc. Son élévation franche (supérieure a 3 fois la valeur normale) est en
faveur d’un mécanisme IgE-dépendant. Récemment, certains auteurs ont recommandé d’évaluer la
concentration de tryptase au moment du choc par rapport a la tryptase de base du patient ; ainsi celle-ci
sera considérée positive si elle est supérieure a (2 pg/L + 1.2 x tryptase de base) [35]. Les
concentrations de tryptase présentent également de grandes variations interindividuelles. Evaluer la
positivité de la tryptase par rapport a la valeur de base du patient permet de prendre en compte ces
variations mais aussi de s’affranchir des faux positifs en cas de mastocytose par exemple. Bien que
peu sensibles, la recherche d’IgE spécifiques dans le sérum du patient qui a présenté une RHA
peropératoire concerne principalement I’ammonium quaternaire (AQ, qui est théoriquement 1’épitope
commun des curares), le thiopental, le latex, les béta-lactamines et la chlorhexidine. Elle est réalisée au
moment du choc et lors de la consultation d’allergo-anesthésie. En effet, les concentrations des IgE
anti-AQ au moment du choc et lors de cette consultation ne présentent pas de différences
statistiquement significatives [36, 37]. Les tests cutanés sont 1’un des pivots de 1’établissement du
diagnostic de la voie IgE [30, 38-40]. Lors de la consultation d’allergo-anesthésie, toutes les
substances administrées aux patients sont testées, les dilutions et conditions de réalisation ayant été
publiées dans de nombreuses revues afin de permettre une homogénéisation des techniques et des
diagnostics. Ces tests cutanés ne peuvent étre interprétés qu’en fonction des renseignements cliniques
chronologiques et détaillés fournis par I’anesthésiste ainsi que des résultats des bilans sanguins au

décours de la réaction.

2 Curares

2.1  Définition, classification, mode d’action et propriétés des curares

Le mot « curare » est issu d’un mot d’une langue indigéne « ourari » qui signifie « la mort qui tue tout



bas ».

Les curares sont des médicaments dont 1’usage est presque exclusivement réservé aux

anesthésies. Ils inhibent la jonction neuromusculaire au niveau du récepteur nicotinique a

I’acétylcholine post-synaptique, entrainant un relachement musculaire complet.

Sur le plan fonctionnel, il existe deux catégories de curares :

Les curares non-dépolarisants parmi lesquels se trouvent les curares stéroidiens, issus du
pancuronium, et les benzylisoquinolines, dérivées de la d-tubocurarine. En fonction de leur
durée d'action clinique, on distingue des curares : de courte durée d'action (8 & 20 minutes)
comme le mivacurium, de durée d'action intermédiaire (20 a 50 minutes), comme
I’atracurium, le cisatracurium, le vécuronium, ou le rocuronium et des curares de longue durée
d'action (plus de 50 minutes) comme le pancuronium qui n’est plus commercialisé en France
depuis 2012. Ce sont des molécules hydrosolubles diffusant mal en dehors du secteur hydrique

extracellulaire en raison de leur ionisation a pH physiologique.

Les curares dépolarisants sont des agonistes de I’acétylcholine se fixant sur les sous-unités o
du récepteur a I’acétylcholine sur la plaque motrice. Le seul curare de cette classe est la
Célocurine® (ou succinylcholine ou suxaméthonium). Alors que I'acétylcholine est rapidement
détruite par I'acétylcholinestérase, la succinylcholine va rester plusieurs minutes au niveau de
la fente synaptique, réagissant de facon répétée avec les récepteurs cholinergiques en les

maintenant ouverts.

Cela permet de mettre en évidence trois types de structures de curares tres distinctes: la

succinylcholine, les benzylquinolones et les curares stéroidiens (Figure 1). Des réactivités croisées

entre

les différents curares existent dans 50-75% des cas, principalement au sein des curares

stéroidiens. Le métabolisme est hépatique pour les curares stéroidiens, par la voie d’Hofmann

(métabolisme enzymatique plasmatique) pour I’atracurium et le cis-atracurium et par des

pseudocholinestérases plasmatiques pour le mivacron. Leur élimination est rénale.
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Figure 1 : Structures des trois curares utilisés chez les patients de I’étude NASA/IPAAQ : A/Succinylcholine (290 g/mol),

B/Atracurium (929 g/mol), et C/Rocuronium (530 g/mol). A pH physiologique, I'amine tertiaire du rocuronium est protonée.

2.2 ldentification des anticorps anti-curares

2.2.1 Différents antigenes utilisés dans la détection des anticorps anti-curares

Sur le plan chimique, les curares comportent tous a pH physiologique deux groupements AQ par

lesquels ils se fixent aux récepteurs a ’acétylcholine. Des analyses basées sur la structure des



antigénes responsables des réactions d’hypersensibilité aux curares ont établi ces groupements AQ
comme les épitopes communs des curares impliqués dans les CA [41]. Afin d’identifier les IgE
spécifiques anti-AQ, différentes structures porteuses de groupement ammonium tertiaire (AT) ou AQ,
ont été testées depuis 30 ans chez des patients ayant présentés des RHA a différents curares
(alcuronium, d-tubocurarine, pancuronium, succinylcholine, decaméthonium et gallamine) (Figure 2)
[41-45]. Avant les années 1980, la détection d’IgE anti-AQ était effectuée via la liaison des curares
eux-mémes (le plus souvent la succinylcholine ou I’alcuronium) a des billes de sépharose activées ou a
des disques pour les tests radioallergosorbants (méthode RAST) [46]. Dans la suite, divers composés,
porteurs de groupements AT ou AQ, ont été testés afin d’évaluer leur performance globale par rapport
a celle de chaque curare individuellement. La triéthylamine est un composé chimique fréquemment
utilisé en synthése organique comme agent solubilisant, catalyseur ou solvant extractif car il constitue
I’amine tertiaire symétrique le plus simple a température ambiante (Figure 2A). Son utilisation
permettait d’augmenter a 100% la sensibilité du test aprés RHA a la succinylcholine et a la gallamine
(curare non dépolarisant mis au point en 1946, aux effets anticholinergiques et au potentiel allergique

majeurs) [47].

CH,— CHj,4 CH
A / HaC. 7/ 3
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Figure 2 : Structure biochimique A/ de la triéthylamine N(CH.CH:)s,
B/ de la choline CsH;4NO et C/ de la morphine C;,H;sNOs.
La choline, alcool aminé présent dans l’alimentation (Figure 2B), a été proposée en 1984 pour
identifier les IgE anti-succinylcholine, avec une positivité pour 90% des patients aux tests cutanés
positifs [42]. Différents modes de couplage et dérivés de la choline ont été étudiés. Tout d’abord la
fixation de choline et de triéthylcholine a des billes de sépharose activées via un groupement éther
permettant une sensibilit¢ diagnostique supérieure aux tests RAST spécifiques (contre succinylcholine,
alcuronium, décaméthonium ou gallamine) [45, 46, 48]. Mais aussi la p-aminophenylphosphoryl-
choline (PAPPC) a des billes d’agarose, permettant la création d’un test avec une sensibilité de 97%,
une spécificité de 97% et une valeur prédictive positive (VPP) de 94% [49, 50]. Alors que la morphine
(Figure 2C), avait déja été utilisée dans des tests d’inhibition [43, 45], les premicres utilisations
comme allergéne sur des surfaces solides pour détecter des IgE anti-curares datent de 1990 [47]. Les
tests de radio-immunoassay avec la morphine comme antigéne représentaient un meilleur test
diagnostic pour la présence d’IgE anti-curares que les tests spécifiques de chaque molécule avec une
meilleure concordance avec les tests cutanés [51-53]. La mise au point d’un test par

immunofluorescence (morphine couplée a de la poly-L-lysine secondairement couplée a des billes de
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cellulose activées) pour utilisation sur ImmunoCAP® avec I’antigéne ¢260 (Phadia AB, Uppsala,
Sweden) [54] a permis d’obtenir pour la détection d’IgE anti-QAM (Quaternary Ammonium —
Morphine) un test d’une sensibilité de 84% pour les patients avec un test cutané positif aux curares,
avec un intérét diagnostique particulier chez les patients présentant un test cutané négatif (24.6% de
patients positifs) [55]. Les études ultérieures ont montré une excellente sensibilité de ce test [56]. En
2002 et en 2005, la SFAR recommandait 1’utilisation des tests de RIA avec un analogue de la choline
(SAQ-RIA) et de la PAPPC pour la détection d’IgE anti-curares [57]. Dans I’actualisation de 2011, les
recommandations n’ont pas changé, suggérant tout de méme 1’utilisation possible du test InmunoCAP

C260 dont les résultats « donneraient une approximation » des deux précédents [19].

2.2.2 Relation structure du curare et potentiel allergique

Quel que soit le curare considéré, les deux groupements AQ sont séparés par une structure lipophile de
taille variable. La distance entre les deux atomes d'azote est comprise entre 10-11 atomes pour les
curares stéroidiens et 18-21 atomes pour les benzylisoquinolines [58]. Des études réalisées chez des
patients allergiques a la succinylcholine ont montré que la libération in vitro d’histamine pouvait étre
obtenue par des sels de diammonium, et ce de facon dépendante de la longueur de la chaine entre les
deux groupements : pour une chaine inférieure ou égale a 4 atomes, aucune libération d’histamine ne
pouvait étre observée, avec une longueur optimale (pour la libération d’histamine) supérieure ou égale
a 6 atomes [59]. De plus, un groupement rigide entre les 2 AQ (comme pour le pancuronium)
entrainait moins de libération de médiateurs que des molécules plus souples comme la

succinylcholine.

Les études d’inhibition des RAST-alcuronium utilisant des sels d’alkylammonium ont montré que le
dérivé tétra était trois fois plus efficace que les dérivés ethyl ou dodecyl et cing fois plus que le dérivé
hexadecyl, suggérant une longueur optimale de la chaine entre les deux AQ de huit carbones (les
dérivés a 3-7-11 carbones n’ayant pas été testés) [43] (Figure 3). La longueur des chaines carbonées
adjacentes a I’AQ est également déterminante puisque le sel de tétraméthylammonium était 27 et 58

fois plus efficace en inhibition que les dérivés tétrapropyl et tétrapentyl.

+
{CH; 33 NCH,CH,0COCH,
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Acetylcholine bromide

+
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Alkyltrimethylammenium bromides

R = methyl (CHjy)

R = octyl (CgHyq)

R= decyl ((.‘10H11)

R = dodecy! (Cyz Hyg)

R = hexadecyl (Ci¢Hs;)

Figure 3 : Dérivés de sels d’alkylammmoniumtestés, d’aprés [43]
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2.3  Mécanismes physiopathologiques des réactions d’hypersensibilité aux curares

Il existe deux types de réactions « adverses » générées par les curares: 1/ un mécanisme
immunologique, classiquement décrit via les IgE résultant d’une interaction antigéne-anticorps [60], 2/
une histamino-libération non spécifique par action pharmacologique directe sur la membrane des
mastocytes et les basophiles, déclenchée majoritairement par deux benzylisoquinolones, 1’atracurium
et le mivacurium, et absente pour les curares stéroidiens [61]. Le cisatracurium est le premier curare
parmi les benzylisoquinolones quasiment dénué d'effets histamino-libérateurs aux posologies usuelles.
Cette histamino-libération non-anticorps dépendante survient méme sans exposition antérieure au
produit. Elle est favorisée par la vitesse d'injection du curare, la dose, ainsi que I'existence d'un terrain
atopique. La traduction clinique d'une histamino-libération non spécifique est habituellement moins
sévere que lors d'une réaction immunologique car la libération d'histamine est moins massive. Il a
cependant été démontré in vitro que tous les curares sont des inhibiteurs de 1’histamine-N-

méthyltransférase, pouvant ainsi expliquer certaines manifestations cliniques prolongées [62, 63].

2.4 Difficultés diagnostiques de ’anaphylaxie aux curares

Comme évoqué précédemment, le diagnostic positif d’allergie aux curares est actuellement fondé sur

I’association de signes cliniques évocateurs et d’un mécanisme IgE-dépendant [64].

Les tests cutanés sont considérés comme le gold standard du diagnostic de 1’allergie aux curares avec
une sensibilité supérieure a 95% [65-67], avec une bonne reproductibilité méme a plusieurs années
d’intervalle. Le risque de réaction systémique est a peu prés nul lorsque les tests cutanés sont faits
selon les recommandations. Ils peuvent étre délicats a interpréter dans le cas d’histamino-libération
non spécifique notamment par 1’atracurium ou d’utilisation de concentrations trop €levées de curares
pouvant entrainer des faux positifs [68, 69]. Alors que certaines équipes leur attribuent une excellente
valeur prédictive négative [39, 67, 70], quelques cas de chocs anaphylactiques suite a I’injection d’un
curare sur les données d’un test cutané négatif font débat dans la littérature [71, 72]. De par leur place
centrale dans 1’algorithme diagnostique du mécanisme IgE, les performances des autres tests (dosage

des IgE spécifiques ou TAB) sont calculées en fonction des résultats des tests cutanés.

Quel que soit I’allergéne considéré, les limites majeures du dosage des IgE spécifiques dans le
diagnostic de I’allergie médicamenteuse sont leurs faibles sensibilité et valeur prédictive négative [73].
Ainsi, dans la population générale, la prévalence de patients avec des IgE anti-QAM va de 5% [54] a
9.7% [55], alors qu’elle est de 66.7% chez les patients ayant fait un choc anaphylactique avec TC
positif aux curares. Les TAB, réalisés a partir de sang total, analysant par cytométrie en flux des
marqueurs de surface des basophiles en présence de curare, ont une spécificité excellente, mais dont la

sensibilité varie de 36 a 60% selon les études [74, 75].

L’un des problémes est 1’absence de consensus quant aux critéres diagnostiques d’une voie IgE
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dépendante dans I’allergie aux curares. La triade « TC, TAB et IgE spécifique » est le plus souvent
analysée. Mais alors que certaines équipes valident une voie IgE sur un seul critére positif [8, 76],
d’autres ne la retiennent que lorsque deux ou trois critéres le sont [77]. 1l serait souhaitable que ces
critéres diagnostiques soient affinés car, si on considére par exemple 1’étude de Leysen et al sur les
RHA au rocuronium, que 1’on considére un seul ou plus de deux critéres nécessaires, 1’incidence des
mécanismes IgE varie considérablement, respectivement de 82% a 57% [76]. De plus, de nombreuses
études soulignent les difficultés diagnostiques, notamment en terme de sensibilité, des IgE anti-QAM
particulierement envers le diagnostic d’allergie a 1’atracurium [39, 56]. Ce sont pour ces raisons que
les recommandations d’experts soulignent I’intérét des IgE spécifiques et du TAB dans les situations
de patients avec des tests cutanés négatifs malgré une histoire clinique trés évocatrice d’'une RHA
peropératoire [19]. Ces limites illustrent la difficulté d’établir 1’agent responsable dans les RHA aux
curares si 1’on se restreint & I’analyse de la voie IgE dépendante. D’autres voies pourraient étre en

cause, non explorées par les tests classiques, expliquant cette absence de diagnostic.

3 Voies alternatives des réactions d’hypersensibilité aigué

Comme précédemment évoqué, la physiopathologie de I’anaphylaxie est complexe et non parfaitement
¢lucidée, impliquant deux types de mécanismes : une voie classique IgE-dépendante dans 72% des cas
et une voie alternative IgE-indépendante dans 28% des cas, la premiére nécessitant moins d’antigénes
et d’anticorps que la seconde [78, 79]. La voie « classique » a été bien explorée dans différents
modéles animaux et chez ’homme. Les IgE se fixent sur leurs récepteurs de forte affinité hFceRI,
présents chez ’homme de fagon constitutive sur les mastocytes et les basophiles, sur lesquels ils sont
fixés, méme en absence d’antigéne. Lors de I’introduction d’un allergéne, celui-ci peut étre capturé par
les IgE spécifiques de cet allergene fixées a la surface de mastocytes, dans les tissus, et de basophiles,
dans le sang. La reconnaissance par au moins deux IgE spécifiques d’un méme allergéne (du méme
épitope ou non) entraine [’agrégation des hFceRI, la phosphorylation de leurs sous-unités
intracytoplasmiques et 1’activation des cellules conduisant a la libération de médiateurs pré ou
néoformés, parmi lesquels I’histamine et la tryptase participant aux manifestations cliniques. Les voies
alternatives sont décrites depuis de nombreuses années, sans que leur physiopathologie ne soit
¢lucidée. Plusieurs arguments soutiennent 1’hypothése d’un role des IgG anti-allergéne chez I’homme

dans ces manifestations dites atypiques de RHA.

Le premier argument se base sur des mode¢les de souris, dont certains expriment des FcR humains
(récepteurs aux immunoglohulines). Chez la souris, le modele le plus représentatif de I’homme est
I’anaphylaxie systémique active (ASA) ou, apres plusieurs semaines d’immunisation, le méme
allergéne est injecté a I’animal (voir revue en Annexe 3) [80]. Ces derniéres années, un role central des

polynucléaires neutrophiles (PN), des monocytes/macrophages et des IgG a été suggéré chez la souris
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(ainsi qu’une contribution plus modeste des basophiles). En effet, ’anaphylaxie était absente chez des
souris déficientes en récepteurs activateurs aux IgG ou en PN murins, mais restaurée aprés transfert de
PN humains [81]. Des modeles de souris, déficientes en récepteurs murins activateurs mais
transgéniques pour un seul récepteur humain aux IgG (dont la distribution d’expression cellulaire est
trés proche de celle observée chez ’homme [82, 83]), ont permis de souligner le role central de deux
des récepteurs activateurs aux IgG : le hFcyRI [84] et le hFcyRIIA (Jonsson, Mancardi et al. 2012)[85]
(voir détails a la section 4.2), avec un rdle des neutrophiles dans les deux modéles et des
monocytes/macrophages en addition dans le second. De méme, chez des souris transgéniques
déficientes en récepteurs murins aux IgG et exprimant la majorité des récepteurs humains (hFcyRl,
hFcyRIIA, hFcyRIIB, hFcyRIIIA et hFcyRIIIB), I’injection d’IgG intraveineuses humaines (IVIg)
agrégées a la chaleur — mimant des complexes immuns - induisait une anaphylaxie [83]. Il est
intéressant de noter que ces agrégats d’IgG sont potentiellement fixés par tous les hFcyRs. Méme si
ces ¢études se confinent a des modéles précliniques particuliers, et nécessiteraient d’étre reproduites
dans d’autres modeles, les [gG semblent participer dans des modéles de souris humanisées quant a

leurs FcRs a I’anaphylaxie notamment via I’activation des PN.

Le second argument soutenant 1’existence d’une voie IgG médiée chez ’homme est basé sur les
résultats des études sur le PAF (« Platelet Activating Factor »). Le PAF est sécrété principalement par
les PN [86, 87], mais aussi par les mastocytes [88], les monocytes, les macrophages alvéolaires, les
basophiles, et les plaquettes [89]. Les modeles animaux soulignent le réle pivot du PAF dans
I’anaphylaxie, particuliérement lorsqu’elle est [gG-médiée : altération de 1’induction du CA chez des
souris déficientes en récepteurs du PAF (PAF-R) [90], protection contre le CA avec réduction de la
mortalité par administration de recombinants de la PAF acétylhydrolase (PAF-AH, enzyme
responsable de 1’hydrolyse d’un résidu du PAF, entrainant son inactivation), d’antagonistes du PAF ou
du PAF-R [81, 91]. Chez I’homme, la concentration de PAF est corrélée a la sévérité du CA, avec une
corrélation inverse a I’activité de la PAF-AH [92]. L’échec de la PAF-AH a inactiver le PAF pourrait
ainsi contribuer a la sévérité du choc [92]. La corrélation sévérité clinique / concentration du PAF n’est
pas retrouvée pour I’histamine et la tryptase [93]. Sur le plan clinique, le PAF entraine :
bronchoconstriction, vasoconstriction coronarienne (responsable d’une altération de 1’inotropisme),
agrégation plaquettaire, migration/activation/lyse leucocytaire, induction de production de NO
(entralnant vasodilatation et hypotension artérielle) [27]. Le PAF étant impliqué dans 1’amplification
de I’activation des mastocytes [94] mais aussi des PN, des cellules endothéliales, des plaquettes, des
monocytes/macrophages, participerait a la sévérit¢ de la manifestation clinique. Le PAF étant
¢galement libéré lors de I’activation mastocytaire aprés stimulation de la voie IgE-FceRI, les deux
voies seraient impliquées dans la production de PAF, avec cependant une contribution prédominante

des IgG.

Enfin, le dernier argument quant a ’existence d’une voie IgG dans les RHA chez I’homme est apporté
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par I’analyse des réactions observées aprés administration d’anticorps thérapeutiques [95]. Leur
utilisation dans les pathologies néoplasiques, inflammatoires ou auto-immunes est croissante depuis
une dizaine d’années [96]. Bien qu’elle soit variable, I’incidence ¢élevée de réactions d’hypersensibilité
a ces traitements représente un probléme majeur dans leur utilisation [96]. Ainsi DI’infliximab
(anticorps monoclonal chimérique humain/souris anti-IgG1 dirigé contre le TNF-a) entraine des
réactions d’hypersensibilité dans 10% des cas et qui sont sévéres dans 1%. Le mécanisme de ces
réactions fait débat dans la littérature. Certaines équipes soutiennent I’hypothése de dérégulation
immunitaire, leur raisonnement reposant notamment sur la possibilité d’une réaction dés la premicre
injection (méme si cette survenue est rare) et sur la fréquente présence d’anticorps chez des patients ne
présentant pas de réactions d’hypersensibilité. La présence d’anticorps anti-infliximab de faible
affinité pourrait cependant expliquer leur présence sans manifestations cliniques. D’autres équipes
évoquent une origine allergique a ces réactions d’hypersensibilité. Bien que relativement peu
explorées dans ce contexte, peu d’équipes reléve I’existence d’IgE spécifiques [97] ou de
concentration de tryptase élevée [98]. Deux études suggerent, parmi des patients ayant présenté¢ une
réaction d’hypersensibilité a I’infliximab, une positivité des tests cutanés a 1’infliximab dans 30% des
cas (associés dans 86% et 100% des cas a la présence d’IgE spécifiques), ceux-ci étant négatifs si
réalisés au bout de 8 mois suggérant une disparition de ces IgE spécifiques au cours du temps. Ces
équipes suggerent un role dominant des IgE dans ce contexte, soulignant notamment que la survenue
de nouvelles réactions d’hypersensibilité serait plus fréquente chez les patients dont les tests cutanés
contre I'infliximab étaient positifs que chez les autres (71% versus 12%) [99]. Ces auteurs ont
cependant également identifié (en sus d’IgM spécifiques) respectivement 77% et 73% d’anticorps dont
I’isotype n’était pas identifié, suggérant qu’il puisse s’agir (en partie ou totalement) d’IgG anti-
infliximab [99, 100]. En effet, les IgG anti-infliximab ont été mis en évidence par de trés nombreuses
études [101-105]. Un suivi de 106 patients montre une incidence croissante du développement d’IgG
dirigés contre I’infliximab : 13% aprés la 2éme injection, 30% a 3 mois et 44% a 6 mois [106]. Leur
présence est associée a une diminution de I’efficacité du traitement [106], une augmentation de la
clairance de I’infliximab et de I’incidence des RHA [102, 107]. Des mesures variées ont été proposées
face a la présence des IgG et I’incidence des réactions d’hypersensibilité : une désensibilisation a
I’infliximab, sans que la présence d’IgE ou d’IgG spécifiques n’ait été évaluée dans ces études [108-
110], une diminution des posologies, entrainant une diminution des concentrations d’IgG spécifiques
sans déclencher de nouvelle réaction, un traitement immunosuppresseur associ¢ par méthotrexate
(diminuant la quantité d’anticorps ou prévenant leur formation selon les séries) [111] ou un
changement de classe de biothérapie. Aprés administration d’autres biothérapies comme 1’adalimumab
(IgG1 monoclonale humaine anti-TNFa), la présence d’IgG spécifiques a également été retrouvée
chez 15 a 25% des patients, avec une corrélation entre la présence de ces anticorps et une moindre
efficacité du traitement [107, 112, 113]. Ce modéle de réactions d’hypersensibilité est un modele avec

une forte concentration d’antigéne qui favorise la présence d’une réaction IgG médiée, présentant des
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analogies avec les modéles murins d’ASA [79]. La contribution des IgE par rapport aux IgG dans les
réactions d’hypersensibilité aux anticorps thérapeutiques n’est pas tranchée dans la littérature, ce
d’autant que ces ¢tudes descriptives ne mettent pas en évidence de corrélation biologique, pour I’une
comme pour l’autre des voies, entre présence d’anticorps, activations cellulaires, libérations de

médiateurs et manifestations cliniques.

La conclusion raisonnable a apporter a toutes ces études est que ’existence d’une voie IgG médiée
chez ’homme est probable, aussi bien pour les allergénes peptidiques que non peptidiques. Tout
comme dans les réactions d’hypersensibilité aux anticorps thérapeutiques ou les IgE spécifiques sont
peu étudices, les IgG spécifiques ne sont pas explorées dans la plupart des études sur 1’allergie. Et il
est donc difficile d’affirmer que ce mécanisme n’existe pas si on ne le recherche pas. Il est
envisageable que ces deux voies puissent coexister chez [’homme, ['une prenant probablement le
dessus par rapport a 1’autre dans des circonstances qui restent a déterminer. Des études cliniques sont
nécessaires afin de valider leur existence et surtout leur implication dans la physiopathologie des

manifestations cliniques observées.

4 1gG : structures et récepteurs

4.1 Structure des IgG et particularités au sein des sous-classes

Les IgG sont les immunoglobulines les plus abondantes dans le sérum, environ 75%, avec une
concentration de 10-15 g/l. Leur poids moléculaire moyen est de 150kDa. Les IgG comprennent deux
chaines lourdes et deux chaines légéres (lambda ou kappa) (Figure 4) [114-116]. Chaque chaine
posséde un groupement NH2 terminal variable et au minium un groupement COOH-terminal
constant : un pour les chaines légéres, trois pour les chaines lourdes (CH1, CH2 et CH3). La région

Fab (« Fragment Antigen Binding ») contient la région spécifique de 1’antigeéne.

Figure 4 : Représentation 2D d’une IgG. H=chaine lourde. L=chaine légére. N=portion NH2 terminale.
C=portion COOH terminale. S-S=pont disulfure [116], avec autorisation.

La région Fc (« Fragment Crystallisable ») permet les intéractions avec le systéme du complément et

les cellules effectrices, entrainant les effets anticorps-dépendant [117]. La mobilité, la flexibilité et
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I’envergure du fragment Fab sont sous la dépendance du domaine CHI et du nombre de ponts
disulfures inter chaines [115]. Les IgG humaines présentent quatre sous-classes découvertes dans les
années 1960, numérotées en fonction de leur abondance dans le sérum de sujets sains (19G1, 2, 3 et 4),
représentant respectivement 60-70%, 20-30%, 5-8%, 1-4% des 1gG totales. Leur demi-vie est de 21
jours, hormis pour 1gG3 qui est de 9 jours. Les IgG peuvent de plus présenter des allotypes au sein
d’une méme sous-classe (cing pour IgG1, un pour IgG2 et 13 pour IgG3). Ces quatre sous-classes
présentent plus de 90% d’homogénéité de séquence d’acides aminés [118]. La majorité des 10% de
différence se trouve dans la région charniere et la région CH2. Les différentes propriétés structurelles
expliquent les différences de propriétés fonctionnelles d’une sous-classe a une autre [119], entre autre
a cause des différences de fixations aux hFcyRs, au récepteur Fc néonatal (hFcRn ; responsable de la
longue demi-vie des IgG et de 1’albumine) mais aussi au complément (Tableau 3). Ainsi, a I’interface
des régions CH2 et CH3, les modifications du site de glycosylation de la position 297 entrainent des
expositions plus ou moins fortes du site de fixation aux hFcyRs, et donc des modulations de la réponse
immunitaire chez I’homme. Une particularité des IgG4 en position 235 de la région charniére explique
¢galement qu’elle soit la seule sous-classe a ne pas fixer le complément. L’ordre décroissant de
flexibilit¢ des bras Fab des sous-classes d’IgG est: IgG3 > IgGl > IgG4 > IgG2 [120, 121]. La
flexibilit¢ du bras Fab permet une meilleure fixation aux hFcyRs, au complément, aux antigénes et
module la capacité a former des complexes immuns (complexes formés par 1’antigéne et I’anticorps).
Les IgG3 se caractérisent par une région charniére particulierement longue, ceci étant di a la
duplication d’un exon, qui, alors qu’il n’est exprimé qu’une fois dans les autres sous-classes, 1’est
jusqu’a quatre fois chez les IgG3 (Figure 5). C’est ce qui explique la particularité des IgG3 en termes
de déclenchement des fonctions effectrices et de fixation du complément. Les IgG2 présentent une
région charniére courte de 12 acides aminés, quatre pont disulfures et I’absence d’un résidu glycine,

ces caractéristiques participant a I’absence de flexibilité de leur segment Fab [120].

Tableau 3 : Différence entre les différents allotypes d’IgG (* en fonction de I’allotype)

Sous-Classe IgG1 1gG2 1gG3 1gG4
Abondance dans le sérum 67% lgG 22% 1gG 7% IgG 4% IgG
Poids (kDa) 146 146 170 146
Demi-vie (jours) 21 21 7-21 % 21
Nombre d’allotypes 5 1 13 0
Nombre d’AA de la région charniére 15 12 62* 12
Nombre de ponts disulfures inter-chaines 2 4 11* 2
Fixation du complément Oui Oui Oui (forte) Non

Schématiquement, les IgG1l sont particulierement impliquées dans la réponse anti-bactérienne,

I’activation du complément et des cellules phagocytaires, expliquant leur place de choix comme
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anticorps thérapeutique [122]. Elles sont, avec les IgG3, particuliérement impliquées dans 1’induction
de la cytotoxicité cellulaire. La réponse IgG2 est majoritairement tournée vers les antigénes
carbohydrates présents a la surface des bactéries, comme Streptococcus pneumoniae [123],
Haemophilus influenzae type b, ou Neisseria meningitidis, une faible concentration en IgG2 étant
associée a des formes plus graves dans les pathologies impliquant ces bactéries [124]. Les 1gG2
possédent la capacité de former des diméres covalents in vivo, participant ainsi & augmenter la
protection de ’organisme (Figure 5). Les IgG3 représentent la sous-classe la plus efficace en terme
d’activation du complément et de médiation de certaines fonctions des hFcyRs comme la phagocytose
[125, 126]. Elles ont également un réle notable dans la neutralisation des virus, supérieur aux IgGl,
probablement grace a une flexibilité accrue, améliorant 1’accés des anticorps aux virus et aux

interactions avec le complément, qui sont nécessaires dans la lutte contre les pathogenes [127, 128].
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Figure 5 : Représentation schématique des sous-classes d’IgG et de leurs isoméres [118], avec autorisation.

Les IgG4 présentent de nombreuses singularités, en faisant une catégorie a part [126]. Elles sont
notamment capables in vivo de fixer deux antigénes différents grace a un phénomeéne d’ « échange de
bras Fab », entrainant la présence dans le sérum de patients sains de 20 a 30% d’IgG4 contenant deux
chaines légeres différentes, aboutissant a des anticorps bispécifiques (Figure 5) [129-132]. Des
spécificités conformationnelles sont a 1’origine de son absence de fixation au complément mais
¢galement de la faculté & former des agrégats via leur segment Fc qui sont impliqués dans de
nombreuses pathologies auto-immunes, notamment les 1gG4-RD (IgG4-related systemic disease ou
pathologies associées aux 1gG4, se caractérisant notamment par un envahissement des tissus par des

plasmocytes producteurs d’IgG4) [133, 134]. 11 est également proposé qu’une exposition répétée a un
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antigéne entraine un switch vers la production d’IgG4 spécifiques. C’est le cas durant les protocoles de
désensibilisation allergique (ou immunothérapie orale spécifique) [135-137], pour lesquels le taux
d’IgG4 spécifiques de ’allergéne cible correle avec I’efficacité de la désensibilisation. L’hypothese
majeure est la compétition entre les IgE et les IgG4 pour la fixation de 1’allergene. En effet les
épitopes reconnus par ces IgG4 seraient sensiblement les mémes que ceux reconnus par les IgE, mais
différents de ceux reconnus par les IgG1 par exemple qui sont présents chez de nombreux sujets

allergiques et atopiques.

Les conséquences cliniques des modifications quantitatives d’une ou plusieurs sous-classes ne sont pas
parfaitement élucidées. Ces déficits sont difficiles a définir, puisque les valeurs d’IgG varient
notamment en fonction du sexe, de I’age ou de la présence d’une pathologie chronique. On estime a
20% la fréquence de patients présentant un déficit d’une ou plusieurs sous-classes. Le déficit en 19G2
est la principale cause d’infections récurrentes chez 1’enfant [138], avec une résolution spontanée a
I’age adulte dans la majorité des cas. Certains patients présentent un déficit complet en plusieurs sous-
classes sans conséquences cliniques notables [139, 140] alors méme que, chez d’autres patients, la
diminution de la concentration d’une sous-classe d’IgG peut étre associée a une augmentation de la
fréquence et de la sévérité des infections, particulierement des voies respiratoires. Cette baisse de
concentration n’est donc considérée comme pathologique que lorsqu’elle s’accompagne par une
altération des fonctions anticorps dépendantes, c’est a dire d’infections récurrentes ou d’inefficacité

vaccinale.

4.2  Expressions cellulaires des récepteurs humains aux IgG et fixation des sous-classes

Il y a dix récepteurs aux IgG chez I’homme : cinq activateurs : hFcyRI (CD64), hFcyRIIA (CD32a),
hFcyRIIC (CD32c), hFcyRIIIA (CD16a) et hFcyRIIIB (CD16b), un inhibiteur hFcyRIIB (CD32b),
deux récepteurs apparentés (hFCRL4 (CD307d) et hFcRL5 (CD307e¢)), le hTRIM21 (récepteur
intracytoplasmique) et le hFcRn (Figure 6) (voir revue en Annexe 3) [80, 141, 142]. Apres fixation des
IgG sur leurs récepteurs via leur fragment Fc, ceux-ci ne seront activés que lors de leur dimérisation
[143]. Hormis le hFcRL4, ces récepteurs ne fixent que les IgG. Leur capacité a fixer les anticorps,
leurs niveaux d’expression cellulaire et leurs implications dans les pathologies sont modulés par
I’existence de polymorphismes (voir revue en Annexe 1) [144]. Certains d’entre eux (hFcyRI et
hFcyRIITA) nécessitent pour étre fonctionnels d’étre associés avec la sous-unité FcRy qui posséde un
motif intracellulaire activateur nommé ITAM (« Immunoreceptor Tyrosine-based Activation Motif »).
Ces récepteurs ont des profils d’expression cellulaires différents, des affinités distinctes pour les
différentes sous-classes et donc des propriétés différentes (Figure 6). Parmi certaines des fonctions
effectrices des récepteurs activateurs, se trouvent I’internalisation des complexes immuns liés aux
récepteurs, 1’amplification de la présentation antigénique, de la cytotoxicité cellulaire médiée par les

anticorps (ADCC) et de I’activation cellulaire [118].
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Name FcyRI FcyRIA FcyRIIB FcyRIIC FcyRIIA FcyRIIB FcRn TRIM21
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Figure 6 : Représentation schématique des récepteurs humains aux IgG a la surface cellulaire, en association avec leurs sous-unités
intra-cellulaires, en fonction de leur variant allélique. La partie supérieure du tableau présente les affinités des récepteurs pour les
différentes sous-classes d’IgG (en gras : haute affinité ; ND : non disponible). La partie inférieure représente leur expression
cellulaire ( + : expression ; +/_ : expression sur une sous-population; [+] : expression inductible; ? : inconnu; 1 : détectable dans une
sous population exprimant le codon stop Fcgr2c et dans une rare sous-population de lymphocytes NK. ITAM : « immunoreceptor
tyrosine-based activation motif”’; ITIM : “immunoreceptor tyrosine-based inhibitory motif”’; Ag pres : présentation de I’antigéne.
Adapté de [142], avec autorisation.

Le hFcyRI est le récepteur présentant les plus hautes affinités pour certaines des sous-classes d’IgG, et

peut fixer des monomeéres d’IgG1, d’IgG3 et d’IgG4. 11 peut également fixer des complexes immuns
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de ces trois sous-classes mais ne fixe pas les IgG2 (Figure 6). Les autres récepteurs aux IgG ont une
affinité 100-1000 fois moindre, ne pouvant donc fixer que des complexes immuns. Le FcRn est une
exception, puisqu’il ne fixe pas les IgG a pH physiologique mais uniquement a pH acide, comme dans
les endosomes ; dans ce cas son affinité augmente drastiquement et il fixe les IgG monomériques
[142]. Le hFcyRIIA est le récepteur le plus largement exprimé sur les cellules myéloides, hormis sur
les lymphocytes et fixe I’ensemble des sous-classes (Figure 6), et de fagon significative les 1gG2
(fixation plus efficace pour le variant 131H que pour le variant 131R). Le hFcyRIIB est le seul
récepteur inhibiteur aux IgG. En effet, grice a son motif intracellulaire nommé ITIM
(« Immunoreceptor Tyrosine-based Inhibition Motif»), la co-aggrégation du hFcyRIIB avec un
récepteur activateur entraine une inhibition des fonctions effectrices de ce dernier [145]. La fixation
des IgG au hFcyRIIB est systématiquement la plus faible pour chaque sous-classe parmi les
interactions IgG-hFcyR, sauf pour 1’'lgG4. Du coup, le hFcyRIIB fixe de maniére similaire les IgG1,
I1gG3, 1gG4 et de maniére trés faible les IgG2. En particulier tous les hFcyR de faible affinité ont la
méme affinité pour les IgG4, mettant ainsi sur un pied d’égalité le hFcyRIIB avec les hFcyR
activateurs, ce qui pourrait étre une des causes des propriétés modulatrices anti-inflammatoires de
cette sous-classe d’IgG. Le hFcyRIIC n’est exprimé que dans 20% de la population a cause d’un
polymorphisme allélique entrainant un codon stop (Figure 6). Le hFcyRIIIA posséde deux allotypes, le
F158 et le V158, ce dernier ayant une affinité supérieure au F158 pour toutes les sous-classes d’1gG.
La fixation au hFcyRIIIA est particulicrement dépendante de la fucosylation du site N297 (fixation 50
fois supérieure en I’absence de fucosylation). Il est le principal récepteur impliqué in vitro dans
I’ADCC. Le hFcyRIIIB posséde trois variants - NA1, NA2, SH - dont le premier, NA1 présente une
meilleure capacité d’opsonisation des complexes immuns [IgG1/IgG3+antigene]. Le hFcRn permet le
transport des IgG dans 1’organisme, la transmission materno-feetale et joue un role majeur dans le
recyclage des IgG (il y a quatre fois plus d’IgG recyclés par le hFcRn que d’IgG nouvellement
synthétisées). Il est le seul a se fixer aux anticorps a la jonction des domaines CH2 et CH3 dans une
région riche en histidine [146], ce qui explique la courte demi-vie des IgG3 a cause d’un
remplacement de 1’histidine par de I’arginine en position 435 [147]. Le récepteur TRIM21 (récepteur
intracellulaire) fixe des IgG opsonisées sur des virus et particules une fois internalisées, et représente
un systeéme de défense intra-cytosolique contre des pathogénes, notamment viraux, activant leur
neutralisation via le protéasome mais également 1’induction des voies de I’inflammation [148]. Enfin,
les récepteurs FcRL4 et FcRLS sont deux récepteurs appartenant a la superfamille des
immunoglobulines et possédent également des motifs intracellulaires ITIM, avec un réle supposé dans

la régulation de I’activation des lymphocytes B [149].

Chaque récepteur aux IgG présente donc des profils d’expression cellulaire différents et des capacités
de fixation de sous-classes d’IgG distinctes. Analyser le role d’IgG spécifiques au cours d’une

pathologie peut donc étre proposée par I’étude de la distribution en sous-classes, permettant par
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déduction d’appréhender les hFcyRs et les types cellulaires impliqués.
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OBJECTIFS

Les RHA peropératoires représentent une incertitude pour les cliniciens, tant dans la difficulté
diagnostique que dans 1’appréhension de son évolution ou dans la recherche de I’agent responsable. 1l
n’existe pas de facteurs de risque établis de survenue de RHA per-anesthésique, hormis peut-étre un
antécédent d’allergie médicamenteuse [13]. De plus, les signes diagnostiques des RHA peropératoires
peuvent &tre masqués ou différés, rendant 1’établissement du diagnostic difficile. Hors, la rapidité
d’instauration du traitement par adrénaline (et donc du diagnostic) conditionne le pronostic de la
réaction, tant dans les modeles animaux que dans les études cliniques [21-26][27]. Dans 20 a 33% des
cas, les explorations ne permettent pas de confirmer une voie IgE responsable et de confirmer le
diagnostic, en dépit de la suspicion clinique [55]°*% L’objectif de ce travail de thése était
d’appréhender quelques-unes des particularités de 1’endotype et du phénotype des RHA, permettant

d’explorer 1’établissement du diagnostic et la confirmation du mécanisme et de 1’étiologie.

- Article 1 : L’hypothéese de travail a la base de cette analyse rétrospective de 106 patients issus
du GERAP ayant présenté une RHA peropératoire était que la survenue du bronchospasme au
cours des RHA était associée a un antécédent d’asthme, celui-ci ayant été associé a un sur-
risque de mortalité. De fagon surprenante, aprés analyse multivariée, parmi les réactions IgE
médiées, seul un curare comme agent étiologique de la RHA (quelle que soit la molécule) était
associ¢ a la survenue du bronchospasme, suggérant un mécanisme physiopathologique

différent entre le bronchospasme induit par une RHA et par une pathologie asthmatique.
Cet article a été publié dans « Allergy » en 2015, sous forme de « Brief communication ».

- Article 2 : L’objectif était de confirmer la role du CO, télé-expiratoire dans 1’établissement
rapide du caractére sévere d’une RHA peropératoire, cette donnée ayant été suggérée en 2011
mais non validée [28]. Pour cela, nous avons analysé les caractéristiques cliniques des RHA
des 86 patients inclus dans 1’étude multicentrique NASA. Cela nous a permis 1/de valider une
hypocapnie inférieure a 20 mmHg comme outil diagnostique fiable et accessible de RHA
sévere dans cette cohorte de patients avec une suspicion de RHA aux curares, 2/de souligner
I’écart de prise en charge par rapport aux recommandations notamment en ce qui concerne le

remplissage vasculaire ou ’utilisation d’adrénaline comme premier agent vasoconstricteur.
Le manuscrit correspondant est en cours de soumission a « Anesthesiology ».

- Article 3 : L’objectif de cette étude est d’analyser le role d’IgG spécifiques (en plus d’IgE
spécifiques) anti-curares chez les patients de 1’étude NASA. Nous souhaitons examiner la
possibilité d’une corrélation entre présence d’IgG anti-curare et gravité de la réaction clinique
observée, voire méme d’expliquer des réactions non-IgE dépendantes par la présence d’IgG
spécifiques et ainsi d’un axe IgG-FcyR dans I’anaphylaxie médicamenteuse. Par méthodes

ImmunoCAP et ELISA, nous avons mis en évidence la présence d’IgG spécifiques anti-
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curares, dont la présence est associée a la survenue d’une RHA sévére. De méme qu’il existe
des réactions IgE médic¢es pures, il existe également des réactions IgG sans présence de
marqueurs de la voie IgE. Alors que les patients ayant présenté une RHA a la succinylcholine
semblent présenter dans la grande majorité des cas une réaction médiée par les anticorps, ceux
présentant une réaction a ’atracurium ne présenteraient cette voie que dans la moitié des cas,

I’autre moitié serait donc associée a d’autres mécanismes.

Le manuscrit a été rédigé dans une forme préliminaire pour ce manuscrit de thése. Des
expériences supplémentaires doivent étre réalisées d’ici la fin 2016 afin de permettre sa

soumission. Cible : « Journal of Allergy and Clinical Immunology ».

24



ARTICLE 1

25



EUROPEAN JOURNAL OF ALLERGY :%
AND CLINICAL IMMUNOLOGY EAACI

Allergy

Anaphylactic bronchospasm during general anesthesia is
not related to asthma

A. Gouel-Chéron’, C. Neukirch?, B. Aubier’, P. Montravers’, P. Nicaise®, S. Chollet-Martin®,
P.-M. Mertes*, M. Aubier? & D. Longrois’

BRIEF COMMUNICATION

"Département d'Anesthésie-Réanimation, Hopital Bichat-Claude Bernard, Paris, France; 2Service de Pneumologie, Hopital Bichat-Claude
Bernard, Paris, France; Laboratoire d'lmmunologie “Auto-Immunité et Hypersensibilités”, Hopital Bichat-Claude Bernard, Paris, France;
4Service d'Anesthésie-Réanimation, Nouvel Hopital Civil, CHU de Strasbourg, Strasbourg, France

To cite this article: Gouel-Chéron A, Neukirch C, Aubier B, Montravers P, Nicaise P, Chollet-Martin S, Mertes P-M, Aubier M, Longrois D. Anaphylactic
bronchospasm during general anesthesia is not related to asthma. Allergy 2015; 70: 453-456.

Keywords Abstract

anaphylaxis; asthma; atopy; bronchospasm;

general anesthesia In the general population, a history of asthma (HA) is associated with a higher

risk of mortality of anaphylactic shock (AS), but it is unknown whether this asso-
ciation remains valid for intra-operative AS. The goal of this retrospective study
was to investigate whether a HA was associated with a higher risk of broncho-
spasm during intra-operative AS. We analyzed 106 patients (January
2009-December 2012) with intra-operative AS: 57% of them had a confirmed
IgE-mediated reaction and 27% had a HA. On logistic regression, the only factor
statistically associated with bronchospasm was a neuromuscular blocking drug,
with both IgE- or non-IgE-mediated reactions. These results suggest that the
mechanisms of bronchospasm in AS may be different from those of asthma and
that, in the presence of bronchospasm during anesthesia, AS should be consid-
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As defined by the EAACI, ‘anaphylaxis is a severe, life-
threatening, generalized or systemic hypersensitivity reaction’
(1). The estimated incidence of anaphylactic shock (AS) dur-
ing anesthesia is 1/10 000 anesthetic procedures (2). AS can
lead to rapid death even in previously healthy individuals (3).
According to postmortem studies, death after AS was caused
by asphyxia in 50% of cases (pharyngolaryngeal edema,
bronchoconstriction) (4). In the general population, asth-
matic patients who develop AS are considered to be at higher
risk for more severe clinical manifestations and mortality (5).
To our knowledge, the relationship between a history of
asthma (HA) and clinical manifestations of intra-operative
anaphylaxis has not been described. The purpose of this
study was to test the hypothesis that a HA modifies the inci-
dence of bronchospasm in patients who develop AS during
general anesthesia.

Material and methods

The patients of this cohort are included in the epidemio-
logical studies of the GERAP approved by the Strasbourg
Hospitals ethics committee. We retrospectively analyzed

ered to be the most likely cause.

adults with AS during general anesthesia admitted to one
single anesthetic allergy reference center for testing from
January 2009 to December 2012 [using a standardized diag-
nostic protocol (6)]. Patients without a detailed report of
the reaction were excluded (n = 32). Demographic data,
HA [according to (7)], atopy [defined as in (1)], allergy [to
food, drugs, venom, mites, dust (1)], characteristics of AS
severity (8), bronchospasm defined as elevated airway pres-
sures or ventilation difficulties marked in the anesthesia/
medical records, treatment and mortality were recorded.
IgE-mediated anaphylaxis was diagnosed on the basis of
skin tests (9-11) and/or circulating specific IgE (12), other-
wise a diagnosis of non-IgE-mediated reaction was
adopted. Skin tests were performed for hypnotics, NMBD
(suxamethonium, (cis)atracurium, rocuronium), antibiotics,
and latex (6).

Comparisons were performed using a t-test and chi-
squared test, as appropriate. Logistic regression analyses
(bronchospasm as the dependent variable) were performed. A
P-value < 0.05 was considered significant. Statistical analyses
were performed with R version 3.0.2 software (R foundation
for Statistical Computing, Vienna, Austria).
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Pathophysiology of anaphylactic bronchospasm

Table 1 Patient characteristics and features of anaphylactic shock

Gouel-Chéron et al.

HA (n = 29) No HA (n=77)

All patients IgE-mediated Non-IgE-mediated IgE-mediated Non-IgE-mediated

(n=106) reactions reactions reactions reactions
Age, years 48 + 15 52 + 13 45 + 10 51 + 15 45 + 16
Female gender, % 69 93 50 69 66
Atopy, % 36 80* 50 27 22
Time to onset of shock after 5 (3; 10) 3(3;5) 5(3;9) 3(3;10) 10 (3; 90)
induction (min)
Bronchospasm, % 33 47 36 42 12
Arterial hypotension, % 58 53 43 73 47
Hypoxemia, % 10 27 7 8 0
Skin symptoms, % 70 67 57 69 78
Causal agent: NMBD, % 43 60 NA 75 NA

NMBD, neuromuscular blocking drugs; HA, History of asthma.

Results are expressed as mean + SD, median (with interquartile range), or proportions according to the distribution.

*¥P < 0.05 asthma vs no asthma in IgE-mediated reactions.

TP < 0.05 asthma vs no asthma in non-lgE-mediated reactions (no observations).

Results

Of the 106 patients included, 57% had a confirmed IgE-med-
iated reaction and 27% had a HA. Bronchospasm occurred
as the single manifestation in 3% of AS cases and associated
with other signs in 30% of cases. The severity of AS was
grade 2 in 50% of cases, grade 1 or 3 in 24% of cases, and
grade 4 in 5% of cases. No differences in terms of the grade
severity of AS and clinical signs were observed between
patients with or without a HA, regardless of the mechanisms
considered. Patient characteristics and features of AS are pre-
sented in Table 1. A statistically significant association was
observed between atopy and a HA on univariate but not on
multivariate analysis. The only parameter associated with
bronchospasm during AS was NMBD as causal agent
(Table 2).

Discussion
In the general population, asthmatic patients experiencing

AS are considered to be at higher risk for respiratory mani-

Table 2 Univariate analysis and logistic regression according to the
presence of bronchospasm in patients with AS

Univariate analysis Logistic regression

(n=106) (n=106)

OR 9%%Cl P OR 9% ClI P
HA 1.7 07;4 026 22 08;6 0.1
Causal agent: 4 1.7,9.7 0.001 4 1.1, 16.7 0.04

NMBD

IgE mechanisms 3.1 13,8 0.01 12 03;46 0.7
Atopy 0.7 03;17 05
Causal agent: ATB 0.2 0.01; 1.1 0.1

Cl, confidence interval; NMBD, Neuromuscular Blocking Drug;
ATB, antibiotic; HA, History of asthma.

festations (5). However, few data are available concerning
the relationship between asthma, bronchospasm, and intra-
operative AS (3). The incidences of bronchospasm (2, 11,
13), IgE-, and non-IgE-mediated reactions (14) in this study
were similar to those reported in other studies. After logistic
regression, NMBD as the causal agent was the only factor
statistically associated with bronchospasm. Asthma incidence
in our population is higher than in the general French
population, which has been reported of 10.2% in 2006
(15).However, our study investigated patients consulting in
an allergo-anesthetic center which may not be representative
of the general population.

Autopsy studies of cases of fatal asthma revealed a signifi-
cantly decreased distribution of lymphatics (16) and increased
expression of FceRI and mast cells in the lungs (17), which
at least theoretically suggest an increased risk to mount IgE-
mediated and histamine reactions. In the present study, one
possible explanation for the lack of association between a
HA and bronchospasm during AS could be that in previous
study (5) the differences between asthmatic and nonasthmatic
patients on the incidence of anaphylaxis and clinical manifes-
tations concerned respiratory signs globally (both the upper
and the lower airways), whereas in the present study, the
patients being trachealy intubated, we only analyzed the inci-
dence of bronchospasm between patients with vs without a
HA. The incidence of respiratory signs was similar in the
study of Gonzalez-Perez et al. (5) and in our study (approxi-
mately 40%), but they could not differentiate between upper
and lower respiratory signs, whereas we only focused on
lower respiratory signs.

To our knowledge, the association between bronchospasm
and NMBD has been poorly described in previous studies.
One explanation for the association observed in this study
would be that some NMBD injection leads to mast cell
degranulation and release of bronchoconstricting mediators
such as histamine and leukotrienes (18). Indeed, injection of
antihistamines can abolish some of the bronchoconstrictor

454 Allergy 70 (2015) 453-456 © 2015 John Wiley & Sons A/S. Published by John Wiley & Sons Ltd
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effects of NMBD in rabbits (19). Secondly, NMBD-induced
bronchospasm may be related to blockade of M2 muscarinic
receptors on prejunctional parasympathetic nerves, leading to
vagus nerve-induced bronchospasm (via increased release of
acetylcholine, activation of M3 muscarinic receptors and air-
way smooth muscle constriction) (20). This last pathophysio-
logic link has been proven for rapacuronium [which has been
retrieved from the American market for the major incidence
of bronchospasm (21, 22)] and may not be a clinical observa-
ble effect of the other NMBD.

One limitation of this study is that it only considered a
HA, without providing any more detailed information on
severity, as performed by Gonzalez-Perez et al. (5). It was
difficult during allergic consultation to have more accurate
details of previous asthma episodes. We may hypothesize that
bronchial hyper-reactivity may be different in population
with active asthma under treatment than with former epi-
sodes of asthma. Nevertheless, anesthesiologists consider a
HA to be a risk factor for respiratory complications and do
not consider all the details of previous asthma to classify the
patient’s risk. Only considering a previous HA is by conse-
quence of clinical relevance. Although based on only a small
sample size, the fact that data were collected by the same
physician in a single-center study supports the reliability of
these data. Another limitation is that the standardized diag-
nostic protocol to identify the allergen did not include IgG
assays and neutrophil counts, which could be relevant in

Pathophysiology of anaphylactic bronchospasm

Conclusion

These results suggest that a HA may not be related to the
development of bronchospasm or the severity of intra-opera-
tive AS. We can speculate that asthma and AS are due to
different mechanisms of increased airway resistance. This also
suggest that bronchospasm occurring during anesthesia
should be consider to be due to AS rather than to a HA.
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Abstract

Background. The prompt diagnosis of intra-anesthetic acute hypersensitivity reaction (AHR)
is challenging because of the possible absence of usual signs of AHR and the much higher
prevalence of alternative diagnoses. Their under- and delayed-diagnosis may be responsible
for delayed epinephrine infusion, which is related with poor prognosis. The clinical utility of
the information “low end-tidal C0, (etC0,)” (known to be linked to cardiac output) to confirm

intra-anesthetic AHR is not known.

Methods. Clinical data from the 86 patients of the NASA multicentric study (“Neutrophil
Activation in Systemic Anaphylaxis”) were analyzed. Any patient with clinical signs
consistent with intra-anesthetic AHR to neuromuscular blocking agent, that signed consent,
was included. Anesthesia/surgery/AHR characteristics were recorded. A severe AHR was
defined as a grade 3-4 according to Ring and Messmer classification. Etiologic explorations

were performed as recommended.

Results. Among the 86 patients included, half presented a severe AHR and 76% had an IgE-
mediated pathway confirmed. Three patients died. Occurrence of arterial hypotension,
hypocapnia and hypoxemia and their minimum values were significantly different among the
four severity grades groups. However, only a low etC0, was able to distinguish a mild
(median value 26; IQR [24;29]) from a severe AHR (median value 18 IQR [12;23]), without
overlap in IQR values. Among the 41% of patients that received epinephrine, only half

received it as the first line therapy despite international guidelines.

Conclusions An etC02 lower than 20 mmHg could be useful for fast diagnosis of severe
intra-anesthetic AHR and be a strong argument for early injection of titrated doses of

epinephrine.



Introduction

The second symposium on the definition and management of anaphylaxis defined anaphylaxis
as “a serious allergic reaction that is rapid in onset and may cause death” and updated its
clinical criteria.*”®* Although applying to the majority of clinical situations of anaphylaxis, they
have limitations for intra-anesthetic anaphylaxis, which is often severe and life-threatening®

(grade 3 or 4 according to the Ring and Messmer classification®).

Indeed, acute hypersensitivity reactions (AHR) during general anesthesia (GA) may be
difficult to diagnose because of the impossibility to detect classic signs such as erythema
(because of surgical dressing) and/or the absence of other clinical signs (such as anxiety,
dyspnea, and abdominal pain). Finally, major signs of AHR (e.g. arterial hypotension,
tachycardia) can have many other causes induced by anesthesia and surgery, which occur with
much higher prevalence.® Under- and delayed-diagnosis of intra-anesthetic severe AHR may
be responsible for inadequate epinephrine infusion: absent, as a second line treatment or
delayed.*"® Epinephrine infusion may also be delayed because of its perceived/real risk if
AHR is not the accurate diagnosis. Although these difficulties are known for many decades,
no simple attempt to improve the diagnosis process of intra-anesthetic AHR has been

proposed.

Early diagnosis of AHR and rapid epinephrine infusion are key elements to improve

prognosis. In patients with food allergy, delayed epinephrine injection is associated with an

2

increased risk of death and hospital admission®*?; in perioperative anaphylaxis, delayed

I*® and clinical

epinephrine is also associated with poor prognosis in some experimenta
studies.*** Despite regularly updated guidelines on the management of anaphylaxis, only one
third of the junior physicians in United Kingdom know the correct dose and route of

epinephrine infusion.” In a large study involving three countries in Europe, only 13% of the

patients that presented a severe anaphylactic reaction received epinephrine (less than half of



the grade 4 patients received epinephrine), whereas half of them received histamine receptors
antagonists and glucocorticoids.’® All these elements underline the recognized difficulties to

diagnose and then correctly manage intra-anesthetic AHR.

From clinical experience, we have hypothesized that end-tidal CO, (etC0,), a nearly
universally available clinical parameter in the operating room (OR), could improve clinical
reasoning when AHR is a possible diagnosis in patients under GA. Although there are no
specific prospective data on this topic, values below 20 mmHg (with a plateau, proof of
bronchial permeability*’) after insertion of the intratracheal tube, have been proposed as a tool

to diagnose a severe AHR reaction.™®

The main objective of this study was to evaluate the potential role of etC0O, value in the early
diagnosis of severe intra-anesthetic AHR in a prospective cohort of patients with a suspected
AHR to neuromuscular blocking agent (NMBA). We subsequently wanted to analyze the
implementation of international guidelines on the management of intra-anesthetic AHR, with
a focus on the hemodynamic treatment in order to estimate whether the use of the information
“low etCO,” could be used to facilitate both early diagnosis and early epinephrine

prescription upon occurrence of a severe grade AHR.



Methods

Study design

The multicentric NASA (“Neutrophil Activation in Systemic Anaphylaxis™) study involved 11
anesthesia departments in the Ile-de-France region in France

(https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT01637220). The purpose of the NASA study was to

evaluate the role of neutrophils during AHR to NMBA in humans through a case / control
design, with 6-8 weeks follow-up in cases. We took advantage of this cohort to analyze in
depth the clinical data associated with NMBA-induced anaphylactic shocks. We included
from October 2012 to June 2014 any patient aged over 17 years with clinical signs consistent
with intra-anesthetic AHR to NMBA whatever the grade of the reaction. The only patient
aged under 18 had a consent signed by his parents. As case patients were not in a medical and
psychological state to provide consent to participate in the study during occurrence of the
AHR, their consent was obtained as soon as they were judged able to understand, allowing
further investigations. If the patients did not recover the day after the AHR, consent was
obtained from a next of kin. Non-inclusion criteria were the absence of consent. As
recommended’®, case patients benefited from an allergology-anesthesia visit 6-8 weeks

following occurrence of the AHR, in order to identify the culprit agent.

Clinical and biological data were collected. Data collection comprised demographic (age and
gender) and anesthesia/surgery characteristics (type, NMBA used, status of infection,
scheduled or urgent surgery), medical information (history of atopic events, asthma, allergy to
food, drugs or other compounds, comorbidity factors and surgeries, previous chronic drug
treatments with focus on beta-blockers, ACE inhibitors and calcium-channel blockers, drugs
known to alter the response to AHR). All clinical signs of AHR, their chronology and
outcome after the shock were recorded. Interventions/drugs initiated in the OR before

occurrence of the first clinical sign of AHR were collected (nature of antiseptic, volume


https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT01637220

expansion, anesthetic and other drugs used, in order to identify the culprit agent), as well as
the specific treatment of the AHR. Patients were retrospectively classified in severity grades
according to the Ring and Messmer classification by two independent evaluations of clinician
experts. A severe AHR was defined as a grade 3 or 4 (i.e. a severe organ failure or a

cardiac/respiratory arrest).

The protocol was approved by local ethics committees (committee for the protection of
Individuals “Ile-de-France X"). It was prospectively registered at ClinicalTrials.gov
(Identifier: NCT0163722). The biological collection was approved and labeled by the
National Health Authority. These collections had also been registered within the French

Ministry of Research and ARH (“Agences Régionales de I'Hospitalisation”).

Biological exploration of the anaphylactic reaction

As recommended by International/National Guidelines'®?!

on management of perioperative
AHR, a venous blood sample was collected 30 minutes following the onset of the AHR when
the patient’s condition had been stabilized, two hours after the AHR and during the

allergology-anesthesia visit 6-8 weeks post-AHR.

During the allergology-anesthesia visit, immediate reading intra-dermal tests were performed
on the forearms and arms of the patients. These skin tests explore a possible involvement of
the “classical” IgE-mediated, mast cell-dependent pathway of AHR. Results were interpreted
after 20 minutes using as internal controls histamine (positive control) and saline (negative
control). Skin tests included drugs used during GA, in particular of the NMBA family, with
different dilutions as recommended by the practice guidelines?, but also, depending on the
cases, other perioperative compounds/substances (antibiotics, volume expansion solutions,

antiseptics...). A latex prick test was systematically performed in all the patients.

The following circulating parameters were assessed as previously described®®, immediately

following the AHR and during the allergology-anesthesia visit: histamine (EIA, Immunotech,
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Beckman Coulter), tryptase (FEIA, ImmunoCAP 250 Phadia, Thermofisher) and anti-
quaternary ammonium-specific IgE (N<0.35 kU/L) (FEIA, ImmunoCAP 250 Phadia,
Thermofisher). Tryptase levels were considered increased when greater than (1.2 x [baseline
tryptase level] + 2ug/L) as recently suggested.?*? A histamine concentration above 20nmol/L

was considered significantly increased.

Clinical signs and management during the hypersensitivity allergic reaction

All clinical signs occurring during the AHR were prospectively recorded. Arterial
hypotension, tachycardia and bradycardia were defined as a systolic arterial pressure (SAP)
and a heart rate (HR) under/above 20% of baseline. Hypocapnia and hypoxemia were defined
respectively as an etC0, under 34 mmHg and a Sp0, under 94%. Bronchospasm was defined
as increased airway pressures or ventilation difficulties as reported by the clinicians on the
anaesthesia flow chart. When a sign appeared first, the minimum or maximum numeric value
was obtained, i.e. minimum etCO, for hypocapnia, minimum/maximum HR for
bradycardia/tachycardia, lowest BP for arterial hypotension, minimum Sp0, for hypoxemia.
Additional values were retrospectively obtained from patients included in two of the centers
(corresponding to 12 patients). All patients that suffered an AHR were treated following the

French and international practice guidelines.'®0%°

Statistical analyses

The number of patients to include in the NASA study had been calculated based on the
primary endpoint. In order to observe a difference of 50% in the mean percentage of activated
neutrophils between cases and controls patients, with a type 11 error of 10 % and a type | error
of 5%, the minimum number of patients per group was 79. We finally included 86 cases

patients.



Variables were described according to their distribution as appropriate (median and
interquartile range for variables with non-Gaussian distributions; frequency and percentage
for category criteria). Comparisons were respectively performed with a Mann & Whitney U
test or an exact Fisher test. To perform an analysis in sub-groups of patients, defined by the
severity of the AHR, we used for continuous data, a Kruskal-Wallis test, followed by a post-
hoc analysis by a Dunn test, whereas an exact Fisher test was performed for categorical data.
Statistical tests were bilateral and the risk of first degree was fixed at 5%. Statistical analyses
were performed with R version 3.0.2 software (R foundation for Statistical Computing,

Vienna, Austria).



Results

Patient’s inclusion and clinical presentation of the AHR

We included 86 case patients. The characteristics of the patients are presented in Table 1.
Among the AHR cases, 7 (8%) were classified grade 1, 36 (42%) grade 2, 33 (38%) grade 3
and 10 (12%) grade 4. The clinical features of the AHR are depicted in Table 2. The AHR
occurred in a median delay of 5 minutes following onset of anesthesia induction (defined as

the injection of the first anesthetic drug), independently of the grade of the reaction.

Immunologic exploration

Out of the 86 cases, 74 benefited from the Allergology-Anesthesiology visit (9 patients were
lost to follow-up and 3 died). Among these 74 patients, 43 (58%) had a positive skin test: 38
(88%) to one or several NMBA, 3 (7%) to beta-lactams, one (2.5%) to plasmion and one
(2.5%) to hypnovel. Among the NMBA-positive-ST patients, 15 (39%) displayed a positive
QAM-specific IgE. The overall median histamine and tryptase concentration were 54
[10;100] nmol/L and 16.2 [5;38] ug/L, respectively. According to the criteria mentioned
above, 55 (64%) patients had a positive tryptase and 49 (57%) a positive histamine (notably,
histamine could not be measured in 5 (6%) patients because of a hemolysed blood sample),
with only 3 (3%) patients positive for histamine only. Among all case patients with a skin test
results, only 18 had neither a positive skin test nor a positive tryptase or histamine or specific

IgE.

Values of hemodynamic variables during hypersensitivity allergic reaction

Although occurrence of clinical signs was available for all patients, only two third of the
numerical values of the hemodynamic variables of the AHR were recorded. The occurrence of
clinical signs was significantly different among the 4 severity grades groups, mainly with

hypotension, hypocapnia and hypoxemia being significantly more frequent in severe AHR as
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compared to lower severity grades (Table 2). When analyzing the numerical values, the
minimum value of SAP and etCO0, were significantly different between mild and severe AHR,
with the major difference concerning etCO, (Figure 1). When analyzing these values with a
Dunn post-hoc test, only a low etC0O, was able to distinguish a grade 2 from a grade 3

(p=0.04) and a grade 4 (p=0.005).

Three patients died between day 1 and day 5 after anesthesia (the patients that died on day 5
had been scheduled for cardiac surgery and benefited from an extracorporeal life support as

soon as the severe AHR was considered refractory to conventional therapy) (Table 3).

Therapeutic management

Only one patient with a grade 1 AHR benefited from IV histamine receptors antagonist
injection. Thirteen patients, that all presented bronchospasm, received beta-2 adrenergic-
agonists mainly by inhalation (only one had an IV injection). None of the other 15 patients
with bronchospasm benefited from any specific treatment. Twenty (23%) patients received an
IV injection of glucocorticoids, 40% of which presented a grade 2 and 45% a grade 3 AHR

(Table 2).

Hemodynamic management was heterogeneous: 23 (27%) patients did not receive any
vasoconstrictors during the reaction; seven of them suffered from a grade 1 and 16 a grade 2
reaction. The 19 (22%) patients that received only ephedrine and/or phenylephrine suffered

from a grade 2 AHR. (Table 2)

Epinephrine was administrated in 35 (41%) patients; all but one presented a severe AHR.
When considering epinephrine, the injection was preceded for 19 (54%) patients by ephedrine
and/or phenylephrine injection. For only 13 (37%) patients, epinephrine was administrated as
the first line treatment, and it was associated with norepinephrine for 3 (9%) patients. The
sequences of injection of vasoconstrictors were significantly different among the severity

grades groups (p<0.0001). Although there was a tendency for a grade 4 reaction to receive
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epinephrine as the first line treatment and for a grade 3 as the second line, vasoconstrictors
therapy administration was not statistically different between grade 3 and 4 groups (data not

shown).

Fluid resuscitation, whatever volume expansion solution considered, was more frequent with
severe reactions (Table 2). Although the use of crystalloids and colloids was significantly

different among all the severity grades groups, the median volume transfused did not differ.
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Discussion

The incidence of intra-anesthetic AHR is estimated between 1/6,000-1/20,000 procedures.?’
Translated to individual practice, when performing 1,500 anesthetic procedures a year, an
anesthesiologist has a probability of seeing a case of AHR in his/her practice every 4-15
years. Acquisition and preservation of clinical skills for such rare events are challenging. The
major differences in incidence between differential diagnoses (e.g. severe arterial hypotension
from other causes) and AHR may explain the delayed diagnosis/treatment of AHR during
anesthesia. The pathogenesis of AHR may rely on two distinct (although possibly interacting)
mechanisms: IgE-dependent and IgE-independent. To explore a potential IgE-independent

28,29),

mechanism in humans (one has been described in mice involving 1gG and neutrophils a

multicenter cohort study was performed. The NASA study focused on AHR presumably
caused by NMBA (which is the culprit agent in 60% of the intra-anesthetic AHR cases®*3%).
Among the cases included, 62% were female patients with a median age of 57, which is in
accordance with previous epidemiologic studies.** The clinical results of the NASA study
demonstrate that patients with severe AHR have a much lower etCO, value immediately
following the insertion of the intra-tracheal tube than patients with mild AHR. It is difficult to
estimate in real time the severity of the AHR. A low etCO0, value could allow earlier diagnosis

of both the AHR and its severity and thus contribute to earlier injection of epinephrine titrated

doses as recommended.

In this study, 86% of the patients presented hemodynamic signs during the AHR. The severity
of AHR determined the frequency of arterial hypotension, hypoxemia and hypocapnia. When
considering a mild to a severe AHR, only the minimum value of SAP and etC0O, were
significantly different (Figure 1). SAP is most of the time only available discontinuously in
the OR and Sp0, may be lacking in the acute phase of shock when peripheral vasoconstriction

leads to a non-interpretable or absent photoplethysmographic signal. Moreover, there is a
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large overlap of the IQR values for minimum SAP and Sp0, values, making these parameters
less pertinent for decision-making for individual patients (Figure 1). In contrast, etC0O, was
indeed decreased in severe (18[12;23]) versus mild AHR (26[24;29]), without major overlap.
It is important to note that for the patients presenting with bradycardia (only 14/86 patients),
differences in values between mild and severe AHR could be observed. However, these did
not reach statistical significance probably due to the low occurrence of this sign. Nevertheless

one may consider that HR values lower than 50 could be an additional sign of severe AHR.

A sudden drop of etCO0,, without any changes in ventilation parameters or cell metabolism, is
related to a drop of cardiac output (CO), as shown in animal models as well as in human
studies with a linear correlation between the two parameters during acute hemodynamic
changes.*** The drop of etC0, may even precede arterial hypotension.** In a pig model, etCO,
was a reliable marker of CO in circulatory shock, i.e. hemorrhagic, septic and cardiogenic
shock. When CO was under 80% of the value baseline, the relation between etC0, and cardiac
index was linear.® Although arterial hypotension secondary to AHR was associated with a
proportional decrease in CO** | nicardipine-induced arterial hypotension of similar
amplitude and chronology was associated with preserved CO.*® In ovalbumin sensitized rats,
anaphylaxis was characterized by rapid metabolic modifications leading to anaerobic
glycolysis, participating to the low amount of CO, released in the circulation and to complete
failure of cellular energy.*® In the majority of arterial hypotension episodes occurring during

39-41

anesthesia, there is anesthetic drug overdose™ ™, preserved/moderately decreased CO and

therefore normal etCO..

Our results could be considered as trivial as both low CO and low etCO, are expected in a
shock state that develops within minutes. However, we believe they are of major importance.
Indeed, the severity of AHR is often assessed a posteriori mainly by the occurrence of severe
hemodynamic changes and requirement for epinephrine. This is probably the main reason
why here and in many publications, there is delayed injection of epinephrine. In the OR, a
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sudden and massive drop of etCO,, with a value below 20mmHg, could be the sign that would
allow clinicians to estimate in real time the severity of AHR and thus facilitate the use of

titrated epinephrine doses.*.

The importance of early diagnosis of severe grade of AHR is related to issues of therapeutic

interventions. There is weak evidence for all therapeutic measures recommended to treat AHR

43,44 43
).

(epinephrine™ ™", histamine receptors antagonists, glucocorticoids) (see for a review
Epinephrine acts through the activation of both o and [ adrenergic receptors, leading to
vasoconstriction and positive inotropic and chronotropic effects, allowing restoration of
cardiovascular homeostasis. The beneficial effects of very early (minutes following the onset
of clinical signs) epinephrine injection could be explained by the results of an in vitro study in
a human vascular smooth muscle cell model: epinephrine given before (15 and 7.5 minutes)
allergen exposure but not later was associated with inhibition of platelet activating factor-
induced prostaglandin E2 release, which are major mediators of anaphylaxis.* Among fatal
cases of anaphylaxis in the United Kingdom, although epinephrine was administrated in 62%
of the fatal cases, only 14% or 19%" received it before cardiac arrest. In several series of
severe anaphylactic shock in young patients, 60%° or 87%*3*° of the fatal cases received no
or delayed epinephrine. The authors concluded that “the failure to recognize the severity of
these reactions and to administer epinephrine promptly increases the risk of a fatal
outcome”.% Thus, epinephrine should be promptly administered 1V, with a dose adapted to
the grade of the reaction, by bolus or continuous infusion. #1°2°43%0-2 There are possible
contraindications of epinephrine infusion to patients with heart disease but even in these
patients, and even more so in patients without cardiovascular diseases, the benefits of
epinephrine infusion are much higher than associated risks (although they clearly exist)

during severe AHR, as long as the principle of titrated doses is respected. >

In our study, the first signs of AHR appeared in a median delay of five minutes following
onset of anesthesia induction, with no delay in the onset of treatment. However, despite all the
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recommendations, epinephrine was administrated as the first line therapy in only 50% of
cases. This underlines the major uncertainty of clinicians and the ability to evaluate the

severity. Thus, monitoring of etCO; could be a major tool to guide clinician in their practice.

Aggressive volume expansion is a key-point in the management of severe AHR. In an
ovalbumin-sensitized rat model, capillary leakage started within two minutes after the onset of
anaphylaxis with increasing severity over time.” In a case-report of an anaphylactic shock
during cardiac surgery, allowing close hemodynamic evaluation, volume loss induced by
capillary leakage represented 73% of the total blood volume within 15 minutes.>® During
shock, the choice of fluid for fluid resuscitation is debated.”” In an ovalbumin-sensitized rat
model, although crystalloids and colloids were as effective in terms of hemodynamic
restoration, colloids were the only fluid tested able to restore peripheral tissue oxygen
saturation.”® The authors speculated that rapid hemoconcentration (in the absence of acute
diuresis) during the early phase of an AHR, is highly suggestive of the occurrence of vascular
leak. Human studies on fluid resuscitation do not focus on perioperative AHR. Thus, national
guidelines might differ on the recommendation of the fluid to choose.®**®° In France,
aggressive fluid resuscitation with crystalloids is first recommended until hemodynamic
stability, and then followed if necessary by colloids.”®®* Here, only 63% of the patients
benefited from fluid resuscitation (whatever fluid considered) with a significant difference
among groups. Even if severe AHR benefited more often than mild AHR from a volume
expansion therapy, the rate of fluid resuscitation is surprisingly low, especially when
considering that there was no difference among groups in regard to the volume administrated.
Moreover, the volume of colloids was globally half the volume of crystalloids administrated,

which is not in accordance with the French guidelines.

Although we cannot draw any firm conclusions from a total of three deceased patients (Table
3), some points deserve to be highlighted. First, they were older than the average cohort.
Furthermore, male gender, emergency surgery and beta-blocker treatment have been
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described as risk factors for fatal anaphylaxis.®*®? All three presented at least one of these
factors. Before cardiac arrest, they presented hypocapnia, with a highly decreased etCO0, and
arterial hypotension. Concerning the instituted therapy, two received epinephrine as the
second line therapy whereas only one benefited from a volume expansion, although only

moderate.

Histamine-receptor antagonists were not provided to any of the 86 NASA patients (except for
one), which is in accordance with the absence of evidence-based medicine of such treatment
during anaphylactic reactions.®® As it is the case for histamine receptors antagonists, there has
been no randomized controlled trials underlying the use of glucocorticoids during
anaphylaxis.®* These are usually administrated for the prevention of a biphasic response and
should not be considered a first-line treatment, in particular when considering that dosing and
infusion route are extrapolated from asthma treatment recommendations.®® Here, 23% of the
86 patients received glucocorticoids, without significant variation when comparing severity

grade groups, in accordance with the guidelines.
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Conclusion

The diagnosis and treatment of severe intra-anesthetic AHR represent a challenge because of
its low incidence and the perceived (although not well documented) risk of adverse reactions
to epinephrine if the AHR is not the true cause of the hemodynamic/ventilator abnormalities.
Out of all standard measured parameters during anesthesia, etC0O, may be solely able to
efficiently categorize patients between mild (class 1-2 severity) and severe (class 3-4 severity)
AHR. Indeed, when comparing severity groups, HR values proved non-significantly different,
MAP and Sp0, were significantly different but with large overlaps between severity groups
that may render them less useful to differentiate mild versus severe shock in real time. A low
value of etC0,, below 20 mmHg, could be a useful tool to diagnose severe perioperative
AHR. It should be part of the clinical reasoning to diagnose severe intra-anesthetic AHR and
be a strong argument for early injection of titrated doses of epinephrine, as stipulated by
French guidelines, with foreseeable improved outcomes and reduced mortality. This study
also underlines the difficulty of maintaining clinical skills for the management of rare events

such as severe AHR.
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Figure 1: Clinical parameters comparing mild allergic hypersensitivity reaction (AHR) to severe
AHR. Boxplot representations of heart rate, systolic arterial pressure and end-tidal CO2. Only
statistical differences are indicated (*:p<0.05; Mann & Whitney U test). Of note, analyses could not be
performed for minimum peripheral oxygen saturation, as only two data points were available in the
« mild AHR » group. Although there was a statistical difference between groups for minimum systolic
arterial pressure values (p=0.01), only etCO, was able to distinguish between mild and severe groups
(p=0.002) with a very low overlap.
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Tablel. Patients and surgery characteristics

Variable P(ﬁt:'%g[)s
Female gender 62%
Age (years) 57 [40;66]
Previous general anaesthesia 84%
Medication (ACEI/ARA/BB/CI) 22%
History of allergy
Drugs 13%
Latex 2%
Food 7%
Hymenoptera venom 3%
Pollen/Moth/Animals/Mold 15%
Asthma 12%
Atopy 21%
Type of surgery
Cardio-thoracic, vascular 20%
Maxillo-facial 8%
Orthopedic Neurosurgery 20%
Visceral, Urologic, Gynecologic 52%
Scheduled surgery 92%
Surgery with a context of infection 2.3%
NMBA used during surgery
Succinylcholine 42%
Atracurium 41%
Rocuronium 3.5%

Values are expressed as percentages or as median [25"-75" percentile].

ACEI: Angiotensin-Converting-Enzyme Inhibitor. ARA: Angiotensin Il Receptor Antagonist. BB:

Beta-blocker. ClI: Calcium channel inhibitor. NMBA: Neuro-muscular Blocking Agent.
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Table 2. Clinical signs (and numeric values) during allergic hypersensitivity reaction according to the

severity and therapeutics used during the reaction.

Clinical/Hemodynamic signs Cases Grade 1 Grade 2 Grade 3 Grade 4
(n=86) (n=7) (n=36) (n=33) (n=10) P
Erythema 72% 100% 75% 70% 50% 0.16 *
Tachycardia 51% 14% 50% 70% 20% 0.006 *
Maximum HR, /min (43/17) 130(119:136) 130(115:137) |130(124:131) |170(170;170) | 0.20*
Bradycardia 16% 0% 8% 21% 40% 0.06 *
Minimum HR, /min (14/6) 47(40;50) 52(51;54) 40(39:45) 45(42:48) 0.28*
Arrhythmia 13% 0% 3% 15% 50% 0.002 *
Hypotension 81% 0% 75% 100% 100%  |<0.0001*
Minimum SAP value, mmHg (70/21) 58(48:65) 65(58;73) | 50(48;60) 0 | 45(40:73) 0.03 *
Bronchospasm 32% 0% 33% 30% 60% 0.07 *
Hypoxemia 28% 0% 8% 48% 50% 0.0001 *
Minimum Sp0;, value, % (24/9) 85(82:89) 91(90:92) 87(82:89) | 76(70;82)e | 0.04*
Hypocapnia 38% 0% 17% 57% 80% < 0.0001*
Minimum etC0,, mmHg (33/7) 20(14;25) 26(24;29) 19(17;24) ¢ 11(10;18)e 0.01*
Cardiac arrest 12% 0% 0% 0% 100%  |<0.0001*
Delay between anaesthesia induction and first ) . ) . . #
signs of the reaction (min) 5[5:10] 5[2:5] 10[5;10] 5[5;15] 5[3.5:17] 0.34
Delay between first signs of the reaction and . . ) . . 4
treatment initiation (min) 0[0:2] 0[0:2] 0[0:0] 1{0:2] 1{0:4] 0.06
Therapeutic interventions
Epinephrine IV alone 17% 0% 0% 30% 50% < 0.0001*
Cumulative doses of epinephrine (mg) 2.5[0.95;6] NA NA 1.3[0.5;2] 8[3;11] 0.04%
Norepinephrine 1V alone 204 0% 0% 6% 0% 05 *
Cumulative doses of norepinephrine 1V 1.7[1.6:1.8] NA NA 1.7[1.6:1.9] NA NA
(mg) R R
Epinephrine IV and Norepinephrine 1V 6% 0% 0% 12% 10% 0.13 *
Cumulative doses of epinephrine 1V (mg) 5[2;5] NA NA 3.7[1.5:16] 5[5:5] 1#
Ephedrine and/or phenylephrine IV alone 2204 0% 53% 0% 0% < 0.0001*
Ep_hedrln_e and/or phenylephr!ne 1V, then 26% 0% 3% 51% 40% < 0.0001*
epinephrine and/or norepinephrine 1V
Cumulative doses of epinephrine v (mg) 0.5[0.3;3] NA 0.1[0_1;0] 0.45[0.3;1] 10.6[1;27] 0.14 #
Atropine IV 8% 0% 5% 9% 20% 0.42*
Cumulative doses of atropine 1V (mg) 1[1:1] NA 1[1;1] 1[1;1] NA NA
Beta2-adrenergic agonist IV/inhaled 13% 0% 14% 12% 20% 0.78 *
Glucocorticoids 23% 28% 22% 27% 20% 0.72*
Histamine receptor antagonists 1% 14% 0% 0% 0% 0.08 *
Fluid resuscitation with crystalloids 5504 14% A47% 70% 70% 0.02 *
Cumulative volume of crystalloids (I) | 10.725;:1.75] | 2[2;2] 0.75[0.5:1] 1.5[1;2] 1[1;1.375] | 0.05"
Fluid resuscitation with colloids 2204 0% 11% 42% 10% 0.006 *
Cumulative volume of colloids (m) 0.5[0.5;1] NA 650[500;850] 500[500;1000] |500[500;500] | 0.7 *
Evolution
Surgery cancelled 16% 0% 14% 24% 10% 0.45 *
Admission to ICU 16% 28% 14% 15% 20% 0.7*
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Values are expressed as percentages or as median [25"-75" percentile] when appropriate. In column 1,

within the brackets are expressed the number of observations / the number of missing values.

Analyses were performed with a post-hoc Dunn test with Bonferroni correction. ¢ represented a
significant difference between grade 2 and grade 3. e represented a difference between grade 3 and

grade 4.

etCO0,: end-tidal C02. HR: Heat Rate. ICU: Intensive Care Unit. IV: Intravenous. SAP: Systolic arterial

Pressure. Sp0,: Photoplethysmographic oxygen saturation.

* Kruskal Wallis test. * Exact Fisher test.
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Table 3. Demographic and shock characteristics of the three fatal cases.

Patient 1 | Patient2 | Patient 3
Gender Female Male Female
Age (years) 90 76 67
Urgent surgery No No Yes
Beta-blocker treatment Yes No Yes
Clinical signs
Erythema No Yes No
Tachycardia No No No
Bradycardia No No No
Arrythmia No Yes No
Arterial hypotension Yes Yes Yes
Bronchospasm No No Yes
Hypoxia No Yes Yes
Hypocapnia Yes Yes Yes
Minimal value of etC0O, (mmHQ) 15 10 10
Delay between anaesthesia induction and first signs of the 20 3 10
reaction (min)
Delay between first signs of the reaction and treatment 0 0 0
initiation (min)
Therapeutic interventions
Epinephrine IV alone Yes No No
Cumulative doses of epinephrine 1V 8mg NA NA
Ephedrine and/or phenylephrine 1V, then epinephrine 1V No Yes Yes
Cumulative doses of epinephrine IV NA 20mg 1.3mg
Beta2 agonist IV No No No
Glucocorticoids IV No No No
Volume expansion No No Yes
Delay between shock and death (day post shock) 1 day 4 days 2 days

Patient 3 received 1000ml of crystalloids plus 500ml of colloid. IV: Intravenous. etCO0,: end tidal CO,.

NA: Non Applicable.
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SYNTHESE DES CONJUGUES PROTEINE-CURARE POUR L'ANALYSE DES IGG ANTI-

AQ PAR ELISA

La premiére étape de mon projet de thése avait comme objectif la recherche d’IgG circulantes anti-AQ
des patients de 1’étude NASA. Pour y parvenir, nous avons choisi d’utiliser la méthode ELISA

(« Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay »), pour sa sensibilité, sa reproductibilité et sa faisabilité.

Lors des RHA peropératoires aux curares, les trois molécules les plus impliquées sont :
succinylcholine (33.4%), rocuronium (29.3%) et atracurium (19.3%) (Figure 1).[78] Ces trois curares
sont les plus fréquemment utilisés en pratique anesthésique et correspondent a ceux qui ont été
administrés aux patients de 1’étude NASA. Il n’existe pas de tests ELISA commerciaux permettant la
détection d’anticorps anti-curares. Nous avons développé un ELISA direct reposant sur deux familles

de nouveaux conjugués protéine-curare, molécules clés dans différentes étapes du test:

a. Des dérivés de curare antigéniques destinés a étre adsorbés au fond des plaques ELISA

pour 'étude de leur reconnaissance par les sera de patients.

Des premiers tests ne nous ont pas permis d'adsorber directement les curares sur les plastiques de
plaques dites « ELISA » (MaxiSorp, Fisher Scientific®), méme si plusieurs conditions ont été testées :
plaques aux propriétés d’adsorption différentes (PolySorp, Fisher Scientific®) ou adsorption
intermédiaire avec une protéine a pH acide. Il a donc été nécessaire de préparer des dérivés de curares
capables de former des dépdts stables dans les plaques ELISA. Pour cette application, nous avons

choisi de coupler les curares a de la BSA ou de I’HSA (Bovine / Human Serum Albumin).

b. Des dérivés de curare immunogéniques destinés a obtenir un sérum polyclonal murin

comme contrdle positif.

En effet, des contréles positifs pour nos expériences sont essentiels d’une part pour valider le test de
détection, d’autre part pour I’utiliser en tant que référence interne sur chaque plaque ou set de plaques
utilisés un jour particulier. A cette fin, nous avons choisi d’immuniser des souris contre un curare pour
obtenir du sérum murin polyclonal contenant des IgG réactives contre ce méme curare, alors méme
que les curares ne sont pas directement immunogenes [78]. Afin de pallier I’absence
d’immunogénicité des curares, nous avons couplé ces molécules a une protéine porteuse largement

utilisée pour des applications vaccinales, la KLH (Keyhole Limpet Hemocyanin).

Chaque curare possede, a pH physiologique, deux groupements AQ, qui constituent (théoriquement)
leurs épitopes immunogenes communs. Il est admis que ce double groupement AQ est a 1’origine non
seulement des propriétés effectrices des curares au niveau de la jonction neuro-musculaire mais
¢galement de leur potentiel allergique. Pour chaque curare, nous avons congu l'ensemble des

conjugués de facon a conserver l'accessibilité stérique d'au moins 1’un des groupements AQ pour leur
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interaction avec les anticorps.

La synthese des différents conjugués a €té réalisée en collaboration avec 1’équipe du Dr. Sylvie Bay

(unité de Chimie des Biomolécules, Institut Pasteur).
Préambule

Notre unité de recherche a importé des souris transgéniques de 1’unité du Pr Michel Cogné (Université
de Limoges, France) qui produisent des IgG chimériques souris-homme : ces souris, appelées
« gammaprim », possédent des loci sauvages codant pour les régions variables des immunoglobulines
(régions VDJ) et la chaine légére des immunoglobulines (Igl), mais un locus modifié¢ codant pour la
chaine lourde des immunoglobulines (IgH). La modification porte sur le remplacement de la région
permettant le switch vers les IgM (Sp) par le géne codant la chaine lourde des IgG1 humaines (y1).
Ces souris produisent ainsi des IgG chimériques souris-homme ayant pour région constante (région
Fc) la séquence des IgGl humaines, détectables par les mémes anticorps secondaires anti-IgG
humaine que ceux que nous utilisons pour la révélation des ELISA anti-curares dans 1’analyse des sera

de patients.

Les résultats ELISA qui vont étre présentés ci-dessous ont tous été obtenus par ELISA soustractif en
soustrayant au signal obtenu envers le conjugué curare-protéine porteuse le signal obtenu envers la
protéine porteuse seule. L’anticorps de révélation est un anti-hIgG couplé a ’HRP (Horseradish

peroxidase) a la concentration de 1/20 000.

1 Synthese des intermédiaires des curares

1.1  Synthése du dérivé du rocuronium Figure7 : Squelette commun
des stéroides.

Le rocuronium appartient a la famille des stéroides qui se caractérise par un squelette carboné de type
cyclopentanophénanthreéne hydrogéné (Figure 7). Le rocuronium dispose d’un groupement OH réactif
en position C3 du cycle A (Figure 1). L’ajout d’anhydride succinique sur le rocuronium, catalysé par la
dimethylaminopyridine, a permis de fonctionnaliser ce curare avec un acide carboxylique, par le biais
d'un bras espaceur (Figure 8). Cette réaction a été suivie par chromatographie sur couche mince
(CCM). La purification par chromatographie sur une colonne de phase inverse C18 (élution des
fractions selon leur polarité) a conduit au produit rocuronium-COOH. L'identité et la pureté du produit
ont ét¢ confirmées par la combinaison de plusieurs techniques d'analyses: CCM, résonance
magnétique nucléaire RMN), spectrométrie de masse (I’analyse du spectre RMN a été réalisée par
Frederic Bonhomme de I’Unité de Chimie des Biomolécules, Institut Pasteur [150]). Le rendement de
la réaction n’a pas pu étre précisément calculé car seule une fraction du composé a été purifiée,
permettant de réaliser les couplages ultérieurs. Tel que réalisé, le rendement de la réaction est

actuellement de 36% mais peut étre optimisé par purification de I’ensemble du composé ainsi qu’en
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purifiant une seconde fois les fractions contenant du produit pur et du produit de départ.

Figure 8 : Réaction de production de rocuronium--COOH : mise en présence de rocuronium et d’anhydride succinique .

L’ajout de ce bras fonctionnalisé permet certes de conserver les deux groupements AQ de la molécule
princeps, mais il modifie I’environnement du groupement morpholinium en position C2 du cycle A.
Ceci peut avoir un impact négatif sur l'efficacité de la reconnaissance par des anticorps [66, 151],
¢lément a prendre en compte pour l'interprétation des résultats ultérieurs. Il faut noter cependant que
notre stratégie de synthése permet de conserver au moins un AQ bien accessible, i.e. le pyrolidinium

en position C16 du cycle D.

1.2  Synthése du dérivé de la succinylcholine

La succinylcholine ne posséde malheureusement aucun groupement réactif permettant le couplage
direct aux protéines porteuses. Nous avons tiré avantage de sa symétrie et utilisé une hémi-molécule

pour aboutir a la succinyl-monocholine, fonctionnalisée avec un acide carboxylique [152].
o]
+ —N SN OH
R

Figure 9 : Synthése de la succinyl-monocholine : mise en présence d’anhydride succinique et de choline.

Le chauffage de choline en présence d’anhydride succinique a 140°C a conduit au dérivé carboxylé
avec un rendement de 93% (Figure 9). Les analyses en spectrométrie de masse et en RMN (Figure 10)

confirment la présence de succinyl-monocholine pur.
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Figure 10 : Spectre RMN de a la succinyl-monocholine.

29



2 Couplage protéique

2.1  Généralités

La réaction de couplage entre les curares et les protéines porteuses repose sur ’activation préliminaire
du groupement carboxyle des dérivés de curares par un agent de couplage, 'EDC (1-éthyl-3-(3-
diméthylaminopropyl)carbodiimide), permettant dans un second temps le couplage lui-méme avec les
groupements amines de la BSA/HSA ou de la KLH (Figure 11). Un lien amide covalent stable est alors
obtenu entre le curare et la protéine. Un agent stabilisant, du sulfo-NHS (N-hydroxysulfosuccinimide),
a été utilisé lors de la phase d’activation du groupement carboxyle. Pour permettre les réactions de
couplage, les calculs d’équivalent ont été effectués a partir de la protéine porteuse, en prenant en
compte la présence de 58 et 59 lysines sur la BSA et ’"HSA. Ainsi, une réaction de rocuronium-COOH

a 3 équivalents aura pour une molarité X de BSA une molarité de rocuronium-COOH 58 * 3 * X.
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Figure 11 : Schéma de la réaction de couplage amine-ester [153].

2.2  Couplage protéique du rocuronium-COOH

Les premiéres réactions de synthése de rocuronium-COOH puis de couplage avec de la BSA et de la
KLH ont été réalisées par Caitlin Gillis alors qu’elle était étudiante en thése dans 1’unité. Son premier
conjugué a été préparé avec un protocole contenant 11 équivalents de rocuronium-COOH par
molécule de BSA (rocuronium(« 11eq »)-BSA). Celui-ci m’a permis de débuter les analyses de
présence d’IgG anti-rocuronium dans les sera des patients de 1’¢tude NASA (Figure 12A).
Malheureusement, a ce stade, nous n'avions pas pu mesurer le nombre de molécules couplées par
protéine porteuse. La réaction réalisée par Caitlin Gillis initialement n’a jamais pu étre reproduite a
cause de I’apparition d’un précipité massif. Pour minimiser cette précipitation probablement due & une
trop forte densité de curare sur la protéine, j'ai diminué le réactif a 1 équivalent de rocuronium-
COOH, mais le conjugué obtenu (rocuronium(« leq »)-BSA), n’a pas permis de reproduire les

résultats précédemment obtenus (Figure 12B).
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Figure 12 : ELISA IgG humaines anti-rocuronium. (A) Analyses réalisées avec le conjugué rocuronium(« 11eq »)-BSA ; (B) Analyses
réalisées avec le conjugué rocuronium(« leq »)-BSA. Le controle positif (courbe verte) est un sérum de souris gammaprim
immunisée par du KLH-rocuronium (produisant des IgG1 humaines anti-Rocuronium). Le contrdle négatif (courbe grise) est un
sérum de souris gammaprim non immunisée. Les courbes bleues et rouges représentent les mémes patients qu’analysés en A.
Les résultats obtenus avec rocuronium(« 1leq»)-BSA (Figure 12A) et rocuronium(« leq »)-BSA
(Figure 12B) montrent que les concentrations d’anticorps anti-rocuronium présentes dans le sérum des
souris gammaprim immunisées sont suffisamment élevées pour que la détection par ELISA soit
similaire, quel que soit le niveau de couplage de molécules de curares sur la protéine porteuse. En
revanche, les sérums des patients ne reconnaissent pas le rocuronium(« leq »)-BSA. La densité de

molécules de curare couplées par molécule de BSA semble donc déterminante pour la détection des

IgG anti-curare dans le sérum des patients (Tableau 4).

Tableau 4 : Tableau récapitulatif des différences de protocoles des couplages réalisés.

Conjugué Tampon de | Contréle du Précipité (délai Ratio molaire Reconnaissance, en
dilution pH d’apparition) curare/protéine” ELISA®

rocuronium(« 11eq »)-BSA PBS Non Non Inconnu Oui
rocuronium(« leq »)-BSA PBS Non Non 4 Non
rocuronium(« leq »)-HSA PBS Non Non 9.5 Non
rocuronium(« Seq »)-HSA PBS Non Oui, 15 minutes Non applicable Non applicable
rocuronium(« 4eq »)-HSA MES Oui Oui, pendant dialyse 19.2 Oui
rocuronium(« Seq »)-HSA MES Oui Oui, a 1h30 22.1 Oui

* Le nombre de curare par protéine porteuse est évalué par MALDI-TOF MS.

® La capacité des sera de 2 patients sélectionnés a reconnaitre les conjugués curare est analysée par ELISA.

Afin d’optimiser le protocole, et de mesurer précisément l'efficacité de couplage, j’ai développé des

échanges avec les chercheurs de I’UPR 2301 du CNRS au sein de I’Institut de Chimie des Substances
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Naturelles a Gif sur Yvette. Ceux-ci ont effectué des analyses des conjugués curare-protéine par
spectrométrie de masse MALDI-TOF (« Matrix Assisted Laser Desorption Ionisation - Time of
flight »). Cette technique repose sur un spectrométre de masse avec une source d’ionisation laser
assistée par matrice et un analyseur a temps de vol. Les échantillons sont déposés sur une matrice que
des tirs lasers pulsés viennent désorber, entrainant une ionisation de 1’échantillon par transfert de
charge. Soumises a des différences de potentiels, les molécules ionisées sont accélérées puis
transférées dans I'analyseur TOF qui va permettre leur séparation en fonction de leur rapport masse sur
charge (m/z). Les ions de rapport m/z les plus petits arriveront en premier au détecteur, qui
enregistrera un signal, sous forme d'un spectre de masse. Cette technique analytique bénéficie d’une
meilleure résolution qu’une analyse par spectrométrie de masse seule. La technique la plus sensible
pour mesure de masse résolutive est l'electrospray. Malheureusement, les essais avec cette technique
ont ét¢ infructueux sur nos couplages a cause de I'hétérogénéité des échantillons. Le conjugué
Rocuronium(« leq »)-BSA (Figure 12B) a permis en fait le couplage de quatre molécules de
rocuronium-COOH par molécules de BSA (Figure 13). Ce taux est relativement faible car la BSA

contient 59 sites NH, de couplages potentiels .
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Figure 13 : Spectres MALDI-TOF de la
BSA (ligne bleue) et du conjugué
rocuronium(«leq»)-BSA (ligne rouge). Le
delta de masse correspond a 4 molécules de
rocuronium-COOH par molécule de BSA.
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Bien qu’il s’agisse d’une réaction chimique assez classique, le couplage du rocuronium-COOH était
confronté a I’apparition d’un précipité blanc assez dense, et ce de facon plus ou moins rapide (Tableau
4). Comme attendu, plus le nombre d’équivalents de rocuronium-COOH par rapport a la protéine
porteuse était élevé (dans un objectif d’augmenter la quantité de rocuronium fixée par molécule de
protéine), plus le précipité était dense et apparaissait rapidement. Ainsi, la réaction réalisée avec cinq
équivalents de rocuronium-COOH entrainait un précipité massif et quasi-total dés la mise en présence
des réactifs. L’hypothése est que, dans ces conditions de réaction, 1’adjonction d’une quantité

supérieure a un équivalent de rocuronium-COOH a la BSA entrainait une déstabilisation du conjugué,
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corrélée en quantité et en vitesse a la concentration de rocuronium-COOH.

L'objectif a ce stade était donc d'obtenir le meilleur compromis pour la densité du rocuronium au sein
du conjugué : suffisamment importante pour son antigénicité mais pas trop ¢levée de facon a garantir
sa stabilité. Dans ce but, j’ai d’une part changé la molécule porteuse en travaillant sur ’HSA. D'autre
part, j'ai optimisé les conditions de couplage. En effet, méme si la BSA et ’HSA sont deux molécules
qui possedent 76% d’homologie de séquence, certaines de leurs caractéristiques différent [154].
Lorsqu’elle est activée, la BSA présente plus d’auto-agrégation que I’HSA [155]. Différentes études
spectroscopiques ont également montré que la liaison de petites molécules est responsable de forces
intra-moléculaires pouvant entrainer des changements conformationnels de la protéine [154]. L'HSA
contient 58 sites NH,. Le méme protocole a un équivalent de rocuronium-COOH a néanmoins permis
de coupler 9.5 molécules de rocuronium-COOH par molécule d’HSA (rocuronium(« leq »)-HSA)
(Figure 14), soit deux fois plus que sur la BSA en utilisant le méme protocole, et sans engendrer de
précipités. A cinq équivalents, bien que le précipité apparaisse de facon légérement différée (15

minutes), il entraine la majorité de la protéine, avec une protéine indosable (Tableau 4).
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Figure 14 : Spectre MALDI-TOF du conjugué
rocuronium(«leq»)-HSA.

Le delta de masse correspond 2 9.5 molécules de
rocuronium-COOH par molécule de HSA.
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En s'appuyant sur la littérature, notamment des couplages de nanoparticules, j'ai également proposé la

modification de plusieurs paramétres [153, 156, 157] :

- Augmentation de la quantité de sulfo-NHS, jusqu'a une quantité molaire supérieure a celle du
rocuronium-COOH, afin d’améliorer la stabilité de l'intermédiaire réactionnel [158-161].

- Modification du tampon de la réaction. Le protocole initial utilisait du PBS a pH 7.2 tout au
long de la réaction. J’ai choisi d’effectuer la premiére phase d’activation du rocuronium-
COOH par I’EDC dans un tampon MES (MES 0.1M + NaCl 0.5M, pH 5.6) [156]. Le pH de
cette solution a ensuite été amené a 7.2, avant de I’ajouter a la solution de la protéine porteuse
(elle-méme toujours diluée dans du PBS a pH 7.2).

- Controle et ajustement du pH au cours de la seconde phase de la réaction car la précipitation
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des conjugués est largement liée au pH.
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Figure 15 : Spectre MALDI-TOF du conjugué Rocuronium(« 4eq »)-HSA dans le protocole amélioré.
Le delta de masse correspond a 19.1 molécules de rocuronium-COOH par molécule d’HSA.

Grace aux différentes améliorations apportées au protocole, les réactions réalisées a quatre et cing
équivalents de rocuronium-COOH ont permis d’obtenir des conjugués HSA couplés respectivement
avec 19.2 et 22.1 molécules de rocuronium-COOH (Figure 15). Lorsque I’on observe les différents
spectres MALDI-TOF, on remarque aisément que plus la quantité de rocuronium-COOH est élevée,
moins le spectre est fin. Lorsque la densité est faible, le pic est remarquablement étroit démontrant une
dispersion trés limitée du taux moyen de couplage. Par exemple, pour le rocuronium(« leq »)-BSA,
les molécules de BSA sont couplées avec 3 a 5 molécules de rocuronium avec une moyenne a 4, ce qui
entraine peu de différence de masse et donc une base du pic étroite (Figure 13). Par contre, lorsque la
densité du curare est élevée, il y a plus de dispersion des moyennes de molécules couplées par
protéines porteuses entrainant une distribution des masses et une base du pic plus larges. Les
conjugués issus de ces deux couplages ont permis de reproduire les résultats ELISA obtenus avec le

sérum des patients : identification des mémes sérums « positifs » et « négatifs » (Figure 16).
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Les modifications du protocole ont donc permis d’améliorer la stabilité des intermédiaires réactionnels
et du conjugué final. Le changement pour du tampon MES semble avoir favorisé un intermédiaire plus
stable. La seconde phase de la réaction a été réalisée dans une solution contenant pour moiti¢ du PBS
et pour moiti¢ du MES au pouvoir tampon supérieur, limitant ainsi les variations de pH au cours de la
formation de conjugués. Les résultats des tests ELISA valident également la présomption initiale, a
savoir que la capacité a détecter une « positivité » pour un sérum de patient donné est directement lié¢ a

la densité de molécules de curares a la surface de la protéine porteuse.

2.3 Couplage protéique de la succinylmonocholine

Grace aux améliorations du protocole décrites en 2.2, les couplages avec BSA puis avec HSA ont été
rapidement performants. Comme attendu, les densités moyennes obtenues sont supérieures a celles des
conjugués rocuronium, en raison de la taille nettement plus faible de la succinyl-monocholine. Le
protocole originel & 1 équivalent avait permis de coupler 18.5 molécules de succinylmonocholine par

molécule de BSA.

Les couplages avec de ’HSA dans le protocole amélioré ont permis de coupler a 1, 5 et 10 équivalents
respectivement une moyenne de 12.7, 32.7 et 42.3 molécules de succinylmonocholine par molécule de
HSA en moyenne (Erreur ! Source du renvoi introuvable.). En considérant un patient qui présentait
un signal positif en ELISA IgG anti-succinylmonocholine, on observe un effet dose du taux de
couplage (et donc de groupements AQ présentés) et de 1’intensité du signal (Figure 17). Un couplage
<16 est insuffisant pour une détection positive, alors qu’un couplage >32 molécules de
succinylmonocholine par molécule d’HSA semble donner une réponse maximale, au plateau (au moins

pour le patient DC09001).
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3 Conclusion

L’optimisation du protocole, ainsi que les analyses ont permis d’obtenir des couplages protéiques

efficaces , avec un contrdle qualit¢ des conjugués finaux. Ces éléments constituent des atouts
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importants pour le développement d'un test ELISA fiable et robuste. L'obtention d'un sérum polyclonal
murin grace a la série de conjugués KLH nous a permis de valider la fiabilité et la robustesse de notre
test ELISA. Chez I’homme, 1’effet dose du nombre de molécules de curare couplées et de 1’intensité
du signal par ELISA soutiennent 1’hypothése de ce travail de thése : existence d’IgG anti-curare chez

des patients ayant souffert d’'une RHA peropératoire.
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Specific 1gG are associated with clinical severity

of Neuro-Muscular Blocking Agent-dependent Anaphylaxis
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INTRODUCTION

Anaphylaxis is the most severe form of acute hypersensitivity reactions (AHR) whose
incidence increases worldwide and that can be of fatal consequence. Intra-anesthetic AHR are
relatively rare (1:3,000 to 1:20,000 patients that are subject to anesthesia) but potentially very serious
(4.1% mortality rate).? Neuromuscular blocking agents (NMBA) are responsible for 60% of the intra-
anesthetic AHR in France.> * The current paradigm states that AHR is mediated by a pathway
involving allergen/antigen-specific IgE, which leads to the release of preformed and/or newly
synthesized mediators by mast cells and basophils in a patient sensitized to that particular
allergen/antigen. Those mediators are thought to be responsible for the clinical signs of the reaction.
Thus, the recommended allergology investigations of the reaction include dosage in serum of allergen-
specific serum IgE (SIgE) and of mast cell-secreted mediators tryptase and histamine, skin tests (ST) to
the suspected culprit agents (only during the allergology-anesthesia visit 6 to 8 weeks post-reaction),
and cellular assays, i.e. ex vivo basophil activation test (BAT) in the presence of the suspected
compound.® Based on the medical history of the patients and on the results of these immunological
tests, the allergologist and/or the anesthetist will draw conclusions and recommendations for the
patient on the possibility to use, or the definitive ban to use, that specific anesthetic drug.”

AHR against drugs of the NMBA family are peculiar as they have been reported in patients
with no previous exposure to NMBA, and that cross-reactions to various NMBA exist.” NMBA share
indeed a common antigenic structure composed of two quaternary ammonium (QA) groups that have
been shown to be responsible for their “allergenic” properties (Figure 1A).® Current dosage and
identification of NMBA-specific IgE involve NMBA mimetopes containing an AQ structure; e.g.
automatic immunofluorescence assays using the ImmunoCAP method (Phadia®, Uppsala, Sweden) are
based on a morphine derivative which contains a single ammonium group (Figure 1A), termed
guaternary ammonium morphine (QAM). The QAM assay has been validated in clinical practice for
suspected NMBA hypersensitivity.”** Nevertheless, in approximately 20% of cases, the highly
suggestive clinical history does not correlate QAM assay results, mediator measurements and
immunological tests performed, suggesting the existence of other pathways and mechanisms leading
to NMBA-AHR."

Experimental models of anaphylaxis support the existence of other pathways than the IgE-
mast cell/basophil-histamine pathway for the induction of anaphylaxis. Two main protocols have been
employed to induce experimentally anaphylaxis: passive systemic anaphylaxis (PSA) is elicited by
injection of antigen-specific antibodies followed 2-24 hours later by the injection of the same antigen;
active systemic anaphylaxis (ASA) is elicited by antigen challenge in mice previously immunized with
the same antigen with or without adjuvant. As expected, IgE-induced PSA in mice is dependent on

mast cells, the expression of the high-affinity IgE receptor FceRI and histamine. 1gG1-, 1gG2a- and



IgG2b-induced PSA all rely predominantly on the expression of the activating 1gG receptor FcyRlIlI,
on neutrophils, and on both histamine and platelet-activating factor (PAF). In addition, basophils (and
possibly mast cells) contribute to 1gG1- and 1gG2b-induced PSA, whereas monocytes/macrophages
contribute to 1gG2a- and 1gG2b-induced PSA.**** ASA models that generate a polyclonal antibody
response against allergen resembles human anaphylaxis and, in particular, drug-induced anaphylaxis.
Surprisingly, neither IgE, nor FceRI, nor mast cells, nor basophils, nor both cells are mandatory for the
induction of ASA in mice.”® In wt mice, neutrophils, the two activating 1gG receptors FcyRIIl and
FcyRIV, and PAF contribute predominantly to anaphylaxis.*® PAF is also responsible for anaphylaxis
induction in mice expressing either the human activating IgG receptors hFcyRI/CD64 or
hFcyRIIA/CD32A (in place of all endogenous activating 1gG receptors), with a contribution of
neutrophils in both cases, but of monocytes/macrophages only in the latter.'” *® Finally in a novel
knock-in mouse model of the hFcyR locus in place of the mouse FcyR locus, anaphylaxis relied
predominantly on neutrophils and hFcyRIIA, and on both histamine and PAF." Supporting a role for
PAF in anaphylactic reactions in the clinical setting, serum PAF levels (but not histamine levels)
correlate with the severity of anaphylactic shocks.?’ Human neutrophils express activating 19G
receptors hFcyRIIA and hFcyRINIB, and produce PAF in response to IgG receptor aggregation by

immune complexes made of antigen-specific IgG and antigen.?

Here we propose to analyze the existence, nature and pathological nature of NMBA-specific
antibodies of the IgG class in patients that suffered from anaphylaxis to NMBA as a model of drug-
induced anaphylaxis. As detection and dosage of anti-NMBA antibodies are restricted in the clinical
practice to IgE antibodies, we designed novel ELISA and purification methods for the detection and
isolation of anti-NMBA 1gG antibodies. We obtained serum samples from the cohort of the
multicenter “NASA” study (“Neutrophils Activation in Systemic Anaphylaxis”) that focused on
demonstrating in humans the existence of a neutrophil-FcyR-PAF pathway in patients suffering from
intra-anesthetic AHR caused by NMBA. In this ancillary study, entitled IPAAQ (“ldentification and
Pathogenicity of Antibodies against Quaternary Ammonium), we compared NMBA-specific ELISA
and ImmunoCAP for three different NMBAs, and established conditions for the purification of
Rocuronium-specific 1gG antibodies from patient samples, and identification of 1gG subclasses among
them. This study provides evidence of anti-NMBA 1gGs that may explain anaphylaxis induction in

patients with no positive immunological tests, i.e. no sIgE, negative BAT, negative ST.



METHODS

Main study design

The NASA study was multicenter and involved 11 anesthesia and intensive care departments
in the lle-de-France region in France. The purpose of the NASA study was to evaluate the role of
neutrophils during AHR to NMBA in humans through a case / control design, with 6-8 weeks follow-
up in cases. We included from October 2012 to June 2014 any patient aged over 18 years with clinical
signs consistent with intra-anesthetic AHR to NMBA whatever the grade of the reaction. As cases
patients were not in a medical and psychological state to provide consent to participate to the study
during occurrence of the AHR, their consent was obtained as soon as they were judged able to
understand, allowing further investigations. If the patients did not recover the day after the AHR,
consent was obtained from a next of kin. Non-inclusion criteria were the absence of consent. As
recommended, cases patients benefited from an allergology-anesthesia visit 6-8 weeks following
occurrence of the AHR, in order to identify the culprit agent.??

For each case, one control was included until June 2015, in two centers (Bichat-Claude
Bernard Hospital, Paris, and Beaujon Hospital, Clichy, France). Controls patients were > 18 years of
age and hospitalized for a surgical intervention necessitating NMBA injection, without developing an
AHR. They were informed of the details of the study and had consented to participate in the study
before surgery. They were paired to cases based on five criteria: 1/ type of surgery, 2/ infectious status,
3/ age (with more or less five years to the matched case), 4/ gender, 5/ pharmacological class of the

NMBA used for surgery. For control patients, the study lasted only the day of surgery.

Clinical and biological data were collected for all cases and controls. Data collection
comprised demographic (age and gender) and anesthesia/surgery characteristics (type, NMBA used,
status of infection, scheduled or urgent surgery), medical information (history of atopic events,
asthma, allergy to food, drugs or other compounds, comorbidity factors and surgeries, previous
chronic drug treatments with focus on beta-blockers, angiotensin-converting-enzyme inhibitor and
calcium-channel blockers, drugs known to alter the response to AHR). For cases, all clinical signs of
the AHR, their chronology and outcome after the shock were recorded. All patients who had signs
consistent with an AHR were treated following the French and International practice guidelines.> %%
Information on interventions/drugs initiated in the operating room before occurrence of the first
clinical sign of AHR was collected, as well as the specific treatment of the AHR. Patients were
retrospectively classified in severity grade according to the Ring and Messmer classification by two
clinician experts.””> A severe AHR was defined as a grade 3 or 4 (i.e. a severe organ failure or a

cardiac/respiratory arrest).



The protocol was approved by a local ethic comity (comity for the protection of Individuals
“Ile-de-France X"). It was prospectively registered at ClinicalTrials.gov (ldentifier: NCT0163722).
Storage and exploitation of the samples of the different anonymized patients were allowed. The
biological collection was approved and labeled by the National Health Authority. These collections
had also been registered within the French Ministry of Research and ARH (“Agences Régionales de

'Hospitalisation”).

Ancillary studies design

The IPAAQ study (“ldentification and Pathogenicity of Antibodies against Quaternary
Ammonium”) was an ancillary study that focused on the analyses of NMBA-sIgG. Specific signed
consent was obtained from the case patients during the Allergology-anesthesia visit in order to obtain
an additional blood sample of 10ml on “dry” tube. Another ancillary study entitled NASAmAbs
(“NASA monoclonal Antibodies”) enabled the selection of one volunteer patient from the NASA
cohort with high NMBA-sIgG titer that was asked to make a blood donation of 250ml after signed
consent. These two ancillary studies were submitted and approved by the local ethic committee
(numbers 2013-fev-13163 and 2015-juillet-13950).

Biological exploration of the acute hypersensitivity reaction

As recommended by International/National Guidelines on management of intra-anesthetic
AHR? % 28 3 venous blood sample was collected 30 minutes following the onset of the AHR when
the patient’s condition had been stabilized, two hours after the AHR and during the allergology-
anesthesia visit 6-8 weeks post-AHR. For the NASA study, two additional blood samples of 10ml
each (one in lithium heparinate for the cell-based study and one on “dry” tube) were collected 30
minutes after the onset of AHR and during the allergology-anesthesia visit (with one supplemental
“dry” tube in the latter case for the patients included in the IPAAQ ancillary study). Serum samples
were immediately extracted from the “dry” tubes to allow the constitution of a serum repository and
further retrospective experiments. The time points “30 minutes after AHR” will be referred to as V1
and time point during the allergology-anesthesia visit as V2. Controls only had blood samples
collected specifically for this study following the injection of NMBA and before surgical incisions, to

mimic the chronology of blood sampling in cases patients.

The following mediators were assayed as previously described™, immediately following the
AHR and during the allergology-anesthesia visit: histamine (EIA, Immunotech, Beckman Coulter),
tryptase (ImmunoCAP ¢250, Phadia), QAM-sIgE (N<0.10 kU/L) (ImmunoCAP c260, Phadia) and
succinylcholine-sIgE (N<0.10 kU/L) (ImmunoCAP c202, Phadia). Tryptase levels were considered



increased when greater than (1.2 x [baseline tryptase level] + 2ug/L) as recently suggested.”” 2 A

histamine concentration above 20 nmol/L was considered significantly increased.

During the allergology-anesthesia visit, immediate readings of intra-dermal tests were
performed on the forearms and arms of the patients. Results were interpreted after 20 minutes using as
internal controls histamine (positive control) and saline (negative control). Skin tests included drugs
used during general anesthesia, in particular of the NMBA family, with different dilutions as
recommended by the practice guidelines®, but also, depending on the cases, other perioperative
compounds/substances (antibiotics, volume expansion solutions, antiseptics...). A latex prick test was

systematically performed in all the patients.

NMBA-slgG and sIgE measurements by ImmunoCAP or ELISA

Phadia provided anti-rocuronium-specific IgE and anti-atracurium-specific IgE ImmunoCAP
systems, and detection reagents to adapt the standard QAM-sIgE detection to a QAM-slgG detection,
including hapten-carrier coupled BSA-QAM.

As NMBA cannot be adsorbed directly on ELISA microtitre plates, we performed a hapten-
carrier coupling through an amino-ester reaction using as the carrier protein, either KLH (Keyhole
Limpet Hemocyanin) or BSA/HSA (Bovine/Human Serum Albumin) (Figure 1). First, we produced
succinylcholine- and rocuronium-derivatives that possess a carboxyl group. For that purpose, we
modified the rocuronium molecule by adding a carboxyl group and, for succinylcholine, we
synthetized a half-molecule, termed succinylmonocholine® (see supplementary methods and
supplementary Figure 1). These NMBA-derivatives could be coupled to carrier protein (see
supplementary methods). In order to generate polyclonal serum containing anti-NMBA human 1gG
antibodies, we immunized transgenic mice able to produce human IgG1 antibodies (gammaprim mice)
with KLH-NMBA. BSA-NMBA or HSA-NMBA were used in ELISA experiments as coating
reagents. Thus, the ELISA (and the ImmunoCAP) experiments referred as anti-succinylcholine and
anti-rocuronium will be performed using BSA/HSA-succinylmonocholine and BSA/HSA-rocuronium
derivative reagent respectively (the atracurium ImmunoCAP is also using an atracurium derivative

constituted with half of the molecule).

Microtiter plates (96 wells, Nunc Maxisorp, Sigma-Aldrich®, Munich, Germany) were devised
in two parts: the first was coated with BSA and the second with previously described BSA coupled to
NMBA-derivatives at defined concentrations (coating buffer: carbonate buffer pH 9.6). Plates were
incubated at room temperature for two hours. All subsequent incubations steps were performed by
washing three times manually with PBS 1X + Tween 0.05% (PBS-T). Plates were blocked overnight
at 4°C with PBS-T + fetal beef serum ultra-low 1gG 10%. All the subsequent steps were performed at

room temperature. Each serum sample was exposed to a range of dilutions in PBS-T + BSA 2%,
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started at 1/100 for human serum or at 1 pg/ml for antibodies, then a 3-fold lower for a total of seven
dilution steps . Each serum sample was analyzed twice, once for BSA alone and the second for BSA
coupled to NMBA-derivatives, and were incubated for two hours. Internal negative and positive
controls (see supplementary methods) were added to all test plates to define a background value and a
“value 1 in arbitrary units (AU), respectively. Detection antibodies for human IgG (Horseradish
Peroxidase [HRP] conjugated to anti-human IgG, Bethyl®, Montgomery, United States; diluted in
PBS-T + BSA 2%) was incubated during one hour. The substrate solution (SIGMAFAST-OPD [o-
Phenylenediamine dihydrochloride], Sigma-Aldrich®, Munich, Germany) was freshly prepared
according to manufacturer’s recommendations. To develop the plate, this solution was added to the
plate, stored in the dark until the reaction occurred. The reaction was stopped with H,SO, 2N.
Absorbance was measured at 492nm and 620nm. The lower detection limit was set as two times the
background absorbance value of the buffer control. The background absorbance measured in wells
coated with BSA only was subtracted from value measured in hapten-BSA coated wells, to obtain the

specific anti-hapten (NMBA) signal.

Note: due to serum quantity issues, ImmunoCAP and ELISA measurements could not be performed
on the same time point: ImmunoCAP was performed at the V1 time point; ELISA at the V2 time

point.

Statistical analyses

The number of patients to include in the NASA study had been calculated based on the
primary endpoint. In order to observe a difference of 50% in the mean percentage of activated
neutrophils between cases and control patients, with a type Il error of 10 % and a type | error of 5%,
the minimum number of patients per group was 79. We finally included 86 cases patients. Variables
were described according to their distribution as appropriate (median and interquartile range for
variables with non-Gaussian distributions; frequency and percentage for category criteria).
Comparisons were respectively performed with a Mann & Whitney U test or an exact Fisher test. An
analysis in sub-groups of patients has been performed, according to the severity of the AHR or to the
NMBA infused. Statistical tests were bilateral and the risk of first degree was fixed at 5%. Statistical
analyses were performed with R version 3.0.2 software (R foundation for Statistical Computing,

Vienna, Austria).



RESULTS

Patient’s inclusion and clinical presentation of the acute hypersensitivity reaction

From October 2012 until June 2014, 101 cases patients were included. 15 had to be excluded
because of absence of inclusion criteria or of consent. We were finally able to include 86 cases and 86
control patients in the NASA study (Figure 2). Among them, 66 were included in the IPAAQ ancillary
study, with available blood samples. One patient aged 17 benefited from a special consent from her
parents. For controls, two deviations to the protocols had to be done, in order to match with the
infectious status criterion. The characteristics of the cases and control patients are presented in Table
1. There were no differences between cases and control patients, except for the prevalence of food
allergy, that was significantly (p=0.03) higher among the cases patients. Seven (8%) of them suffered
from a grade 1 AHR, 36 (42%) a grade 2, 33 (38%) a grade 3 and 10 (12%) a grade 4. When
considering mild versus severe AHRs, there was 43 patients by group. Considering the NMBA used
during surgery, although a majority of patients received only one agent, some of them received both
succinylcholine and atracurium (respectively 14% and 8% for cases and controls patients) and one
control patient received both rocuronium and atracurium (Table 1).

Immunologic exploration

Out of the 86 cases, 74 benefited from the allergology-anesthesiology visit (nine patients were
lost to follow-up and three died). Among the 74 cases patients, 43 (58%) had positive ST: 38 (88%) to
one or several NMBA, 3 (7%) to beta-lactams, one (2.5%) to modified fluid gelatin (Plasmion,
Fresenius®) and one (2.5%) to midazolam. The median histamine and tryptase concentrations were 54
[10;100] nmol/L and 16.2 [5;38] pg/L respectively. According to criteria mentioned above, 55 (64%)
patients had increased tryptase and 49 (57%) increased histamine (histamine levels could not be
measured in 5 (6%) patients because of a hemolysis of blood samples), with only 3 (3%) patients
positive for histamine only. Among all cases with a ST investigation, only 18 had neither a positive ST

nor an elevated tryptase or histamine.

Mimetope QAM-sIgE and QAM-slgG measurements by ImmunoCAP and ELISA

Dosage of QAM-sIgE was significantly higher in patients compared to controls, and in severe
AHR patients compared to mild AHR patients. When setting the threshold of positivity at 0.35 KU/L,
only 6 controls tested positive versus 33 in mild+severe patients (Figure 3). Among those, 29 patients
had received succinylcholine during anesthesia; 4 patients had received atracurium but were among
the less positive QAM-sIgE values (i.e. between 0.12 and 0.56 kU/L; Supplementary Figure 2). Sub-

analyses with the patients that had received rocuronium were not performed, as only three of such



cases were included in the study. Among controls, maximum detection values reached 3 KUI/L,
whereas among patients, they reached 80 kU/L, with 50% of positive patients > 3 kU/L, suggesting
that a QAM-sIgE dosage value >3 kU/mL may be predictive of a risk of anaphylaxis to NMBA.

Dosage of QAM-slgG was significantly higher in severe AHR patients compared to controls
or compared to mild AHR patients using both techniques, ImmunoCAP and ELISA (Figure 3).
ImmunoCAP QAM-slgG was higher in controls compared to mild AHR patients, and inversely,
ELISA QAM-slgG lower in controls compared to mild AHR patients. QAM-slgG can thus be detected
at a high frequency in controls and patients, and irrespectively of the NMBA administered during
anesthesia (Supplementary Figure 2). Using both detection methods, the spread of QAM-slgG values
was important in each group, and the overlap among groups suggesting that this parameter cannot be
used as a predictive value for risk of NMBA anaphylaxis. Finally, the concentrations of QAM-slgG
were also significantly higher in patients that had received succinylcholine compared to those that had
received atracurium group (data not shown & Supplementary Figure 2). Thus, even though no
predictive value of risk of NMBA-anaphylaxis can be proposed for QAM-slgG, high values correlate

with severe anaphylaxis cases.

NMBA-specific IgE and IgG measurements by ImmunoCAP and ELISA

None of the controls were detected positive for succinylcholine-sIgE, whereas 20 patients
were positive: 18 severe and 2 mild AHR patients. Dosage of succinylcholine-sIgE in mild AHR
patients was weakly increased compared to controls, but was highly increased in severe AHR patients
compared to other two groups (Figure 3B). Supporting these results, 17 patients that had positive
succinylcholine-sIgE received succinylcholine during anesthesia. Only two patients that had received
atracurium and one that had received rocuronium tested positive for succinylcholine-sigE
(Supplementary Figure 2), indicative of cross-reaction between NMBA and/or of patients with
hypersensitivity to several NMBA. Most controls and patients were detected positive for
succinylcholine-slgG with both techniques. The large spread of values among controls restricts usage
of succinylcholine-slgG dosage as a predictive value of succinylcholine-anaphylaxis. No difference
among the three groups was observed using succinylcholine-based ELISA, and succinylcholine-based
ImmunoCAP showed weakly higher dosage among severe AHR patients compared to controls and
mild AHR patients. In addition, the succinylcholine-slgG dosage was not correlated to the NMBA
infused during anesthesia (Supplementary Figure 2). Thus elevated succinylcholine-sIgE values, but
not elevated succinylcholine-sigG values, may be considered a predictive value of risk to

succinylcholine-anaphylaxis.

Rocuronium-sige values in severe and mild AHR patients were significantly increased

compared to controls, and among each other. However, the three patients that had received rocuronium



during anesthesia were not among the highest detected values, and not considered positive compared
to threshold values published in the literature (>0.13kU/L using ImmunoCAP*) (Figure 3C).
Rocuronium-sigG values measured by ImmunoCAP could not discriminate between controls and
patients, even though severe AHR patients had slightly higher 1gG titers than mild AHR patients.
However, rocuronium-slgG values measured by ELISA were significantly increased in both patient
groups compared to controls, but not among each other. Using both techniques, one can consider that
most values are low/background and that mainly four values are “high” per technique. The four
highest rocuronium-sigG values measured by ELISA (>0.8 A.U.) include patients that received either
succinylcholine or atracurium, whereas the four highest values measured by ImmunoCAP (>20 mg/L)
correspond to two controls that received atracurium (without developing anaphylactic symptoms) and
to two patients that received either succinylcholine or atracurium. No differences of rocuronium-sigG
dosage could be detected between the patients that had received atracurium or succinylcholine during
anesthesia. By ELISA, the three patients infused with rocuronium displayed high IgG titers,

suggesting an involvement of the IgG pathway in rocuronium-anaphylaxis.

Anti-atracurium antibodies were only detected using ImmunoCAP, as no method could be
identified to bind atracurium to a carrier protein or to bind atracurium to the surface of an ELISA
plate. Atracurium-sigE values were slightly higher in mild and severe AHR patients compared to
controls, but not among each other (Supplementary Figure 3). Nevertheless, as previous studies had
defined a threshold for atracurium-sigE positivity of 0.35kU/L*, only one severe AHR patient who
did not receive atracurium but succinylcholine can be considered positive for atracurium-sigE.
Atracurium-slgG values showed no differences among the three groups, with five control patients
displaying the highest values (Supplementary Figure 3). Importantly, none of the patients that received
atracurium were tested positive in either dosage. Thus, neither atracurium-slgE nor atracurium-slgG
detection demonstrates capacity to discriminate among patient groups and between the NMBA used

during anesthesia.

We investigated the specificity of these tests using inhibition-ELISA in the presence of free
NMBA or analogues. Rocuronium-slgG ELISA was dose-dependently inhibited by free rocuronium,
but not by 5-alpha-dihydro-testostérone that has an identical chemical structure than rocuronium
except for the ammonium groups (Figure 4A). At the same concentration, free succinylcholine
inhibited rocuronium-slgG ELISA to a lesser (>5-fold) extent than free rocuronium. Similarly,
succinylcholine-slgG ELISA was dose-dependently inhibited by free succinylcholine, but not by
diisopentyl succinate (Figure 4B). At the same concentration, free rocuronium or free atracurium
inhibited succinylcholine-slgG ELISA to a lesser (>5-fold) extent than free rocuronium. Therefore,
both rocuronium-slgG ELISA and succinylcholine-sigG ELISA could be dose-dependently inhibited
by their respective free NMBA. That other NMBA inhibit to a lesser extent these ELISA may be
attributable to cross-reactivity among anti-NMBA 1gG.
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Identification of anti-rocuronium IgG from an NMBA-anaphylaxis patient

Among the anti-NMBA 1gG considered, anti-rocuronium IgG detected by ELISA had a
predictive value for some at-risk individuals (Figure 3C). As this test identified four positive patients,
we sought to obtain additional serum from those patients (under ancillary study “NASAmADbs”™) to
perform anti-rocuronium IgG purification and subsequent analyses of their specificity for NMBA,
their distribution among 1gG subclasses, their ability to form immune complexes with NMBA, and the
ability of these IgG-NMBA complexes to bind and activate 1gG receptor-expressing cells. We could
include only one patient (female, 43-years old) that had suffered from a grade 2 AHR after receiving
atracurium, and that had positive (>0.8 A.U.) rocuronium-IgG ELISA results. Her clinical picture
classified her as “IgE anaphylaxis™ patient, as both tryptase and atracurium skin tests were positive
(plus a positive mivacurium skin test), whereas histamine and QAM-sIgE ImmunoCAP were negative.
She was found to consistently have low values in ImmunoCAP-based QAM-sIgG (2.4 mg/L),
atracurium-slgG (2.38mg/L), succinylcholine-slgG (1.25 mg/L) and rocuronium-sigG (4.67 mg/L)
that we identified here as being non-predictive tests for being at-risk to NMBA-anaphylaxis. However,
this patient was detected positive in ELISA-based anti-lgG NMBA (0.91 A.U.), supporting the initial
hypothesis of the NASA study that anti-NMBA 1gG may be responsible for some/most NMBA-

induced anaphylactic events.

IgG fractions obtained from serum fractionation on HSA-rocuronium-bound sepharose tested
positive in rocuronium-slgG ELISA, at 10-fold lower dilutions than the serum before purification,
whereas the serum after purification was negative, indicating exhaustion of rocuronium-sigG in the
serum (Figure 5A). We extrapolated from the quantity of anti-rocuronium purified 1gG per ml of
serum that initial concentration was approximately 2ug/ml. Importantly, rocuronium-slgG ELISA
results using these purified fractions could be inhibited by free rocuronium, but not by its analogue,
and poorly by free succinylcholine (Figure 5B), reminiscent of results obtained using non-purified
serum for NASA patients (Figure 3C). In addition, the anti-rocuronium IgG fractions tested negative
in rocuronium-sigE by ELISA (data not shown), demonstrating that ELISA and inhibition ELISA
results cannot be attributed to contaminating IgE antibodies among IgG. Electrophoresis analysis
(SDS-PAGE) of the purified fractions was in agreement with human IgG at ~150kD and with glycine
present in the elution buffer at 55kD (Supplementary Figure 5C). Anti-rocuronium IgG fractions were
tested by ELISA against a panel of common antigens and allergens to determine possible cross-
reactivity or even polyreactivity. Only antigens containing an ammonium group gave positive results,
i.e. BSA/HSA-rocuronium, KLH/HSA-succinylcholine, BSA-QAM, BSA-DNP and BSA-TNP (2,4-
Dinitrophenyl and 2,4,-Trinitrophenyl, respectively) but not carrier proteins alone (KLH, BSA, HSA)
nor major clinical allergens such as amoxicillin, peanut extract, Bet v 1 or chicken egg aloumin (OVA)
(Figure 5D). Anti-rocuronium-purified 1gG were bound by transfectants cells expressing the human

high-affinity activating IgG receptor hFcyRI/CD64, demonstrating that these fractions contained
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structurally intact 1gG, and other 1gG subclasses than IgG2 that are not bound by this receptor (Figure
5E). Incubation of anti-rocuronium IgG with HSA-rocuronium, but not with HSA, enabled human
low-affinity IgG receptor hFcyRIIIA/CD16A(Viss) expressed by transfectants cells to bind anti-
rocuronium 1gG, demonstrating that anti-rocuronium IgG formed immune complexes with HSA-
rocuronium, but not with HSA (Figure 5F).
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DISCUSSION

Etiologic diagnosis of intra-anesthetic AHR is based on medical history and immunologic
explorations of the IgE-mast cell-histamine pathway, including ST, concentration of tryptase and
histamine mediators, sIgE measurement and BAT.? However, an IgE mediated pathway is not
confirmed in 20% to 33% of the reported cases considered to be consistent with an AHR.* *3* This
may be explained by the involvement of an alternative pathway which is not explored by these tests, as
hypothesized by animal models.®*® * The purpose of the NASA study was to evaluate the
contribution of neutrophils and NMBA-slgG in AHR caused by NMBA. Among the case patients
included in the NASA study, 62% were females with a median age of 57, which is in accordance with
previous epidemiologic studies.” The results presented in this manuscript highlight the presence of
NMBA-slgG in the serum samples of patients, and a propensity of rocuronium-anaphylaxis cases to be
linked to IgG. Purified anti-rocuronium 1gG were not contaminated by IgE antibodies, bound none of
the tested unrelated allergens and showed increased specificity for rocuronium than other NMBA in
competition assays. Importantly, they could form immune complexes with rocuronium in vitro,
suggesting the same ability in vivo. To our knowledge, this is the first study reporting concomitant
assessment of sIgE and slgG against NMBA (rocuronium, succinylcholine and atracurium) and QAM,
and the achievement of purified rocuronium-slgG from a patient who had an intra-anesthetic AHR.
Finally, our study suggests that the nature or chemical class of NMBA determines the pathway of
anaphylaxis: IgE-pathway in succinylcholine-anaphylaxis, 1gG-pathway in rocuronium-anaphylaxis,
and mixed pathway (half of them being non-classified) in atracurium-anaphylaxis that may highlight a

predominant histamino liberating action of this drug.

QA groups have long been shown to be responsible for the allergenic properties of NMBA.®
The QAM-sIgE and succinylcholine-sIgE assays have been validated in clinical practice’, but are
highly criticized, mainly in regard to their low sensitivities.*> The same issues are reported with
rocuronium-sIgE and atracurium-sIgE assays, which are only available for research purposes.®® *’
Recommendations suggest their usage only in cases of negative skin test in a highly suggestive clinical
form of AHR and not as an individual risk marker, as some studies have reported the safe use of
rocuronium in patients who displayed a positive rocuronium-sigE immunoassay.® Indeed, NMBA-
sIgE ImmunoCAP have a sensitivity from 28.6%*" * to 91%>" * and a specificity from 85.7%° to
100%*" *, QAM-sIgE sensitivity varies from 14.2%% to 68%°’ and specificity from 85.7% to
100%%. It has been suggested that the QAM-sIgE may be relevant for the detection of succinylcholine

and rocuronium-sIgE, but not atracurium-sigg®" *

, Which is partly in agreement with the our results
that succinylcholine-sIge is predictive, but not rocuronium-sigE. Indeed, QAM-sIgE and
succinylcholine-sIgE assays allowed for the identification of sIgE predominantly or exclusively,
respectively, in patients compared to controls, with a difference between groups (Figure 3A-B). The

more severe the AHR was, the higher the slgE-measured values were. All but one of the 25 patients
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with a positive succinylcholine-sIgE were positive for QAM-sIgE ImmunoCAP assay, underlying the
cross-reactivity of the sIgE identified on this curare mimetope. When using the thresholds previously
published for rocuronium (> 0.13 kU/L) and atracurium (> 0.35 kU/L) sIgE ImmunoCAP¥,
respectively 90 sera (27 controls and 63 patients with 50% having a positive NMBA ST) were tested
positive, which underlines issues regarding specificity of the first test and sensitivity of the second
(Figure 4C and supplemental Figure 3 and 4). Thus, sIgE detection for rocuronium or atracurium does
not appear relevant for clinical practice.

IgG against QAM, succinylcholine and rocuronium could be detected in the serum samples of
the patients and controls of the NASA study whether using ImmunoCAP or ELISA, suggesting the
presence of NMBA-specific 1gG and/or cross-reactive antibodies with an affinity for QA-containing
molecules. Because ImmunoCAP was performed on V1 samples and ELISA on V2 samples, no
correlation test between the two techniques could be performed. Importantly, among the severe AHR
patients, 10 (91%) of the 11 patients with the highest QAM-slgG values in ImmunoCAP performed on
V1 samples were also the highest values in ELISA performed on the V2 samples, suggesting long-
lasting anti-NMBA 1gG production in patients and potential correlation between the two techniques.
Inhibition ELISA however revealed a high specificity of the antibodies towards NMBA and not
towards chemical analogues, with nevertheless cross-reactivity among NMBASs. Altogether these
results strongly support the existence of anti-NMBA specific antibodies that may recognize NMBA

through recognition of their ammonium groups.

The analysis of the results provided by slgG assays are challenging as, to our knowledge, no
such experiments have been reported before and thus no thresholds have been set. Moreover, a gold
standard test to validate an 1gG-mediated pathway, such as skin tests for validating an IgE-mediated
pathway, has not been proposed. When considering results using the morphine mimetope, QAM-slgG
measurements were significantly different among groups and correlate with severity. An unpublished
study (Chollet-Martin et al, personal communication) on a cohort including healthy controls and intra-
anesthetic AHR patients (without restriction to any culprit allergen) has defined a threshold of 2 mg/L
for QAM-slgG ImmunoCAP positivity. When applying this threshold value, 70% of the patients that
suffered from a severe AHR (30/43) were considered QAM-slgG positive, but also 49% (49/86) in the
control group. Similarly, when applying the threshold value, 42% (18/43) of the patients that suffered
from a severe AHR were considered QAM-sIgE positive. In the severe AHR group, 14 patients fall
into both categories, having positive QAM-sIgE and positive QAM-slgG. However, considering the
low sensitivity of the QAM-sIgE immunoassay, we also considered a positive ST and an elevated
tryptase to assess an IgE-pathway. In the severe AHR group, 35/43 patients had an IgE-pathway,
representing 81% (35/43) of severe NMBA-induced AHR. Thus, 74% (26/35) of patients
characterized as demonstrating clinical evidence of a “classical” IgE-pathway in severe-NMBA-

anaphylaxis also present evidence of a “non-classical” IgG-pathway, the relative importance of each
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still remaining unknown. This study also identifies 62% (5/8) of severe AHR patients without positive
IgE-pathway markers but with high QAM-sIgG either by ELISA or by ImmunoCap, suggesting that
some patients may experience NMBA-anaphylaxis uniquely through an IgG-pathway.

Whereas the results of the QAM-slgG assays were in accordance with each other, this may not
be the case for succinylcholine-slgG. Indeed, a large number of patients displayed succinylcholine-
slgG by ELISA, without any difference between groups. By ImmunoCAP, the incidence of
succinylcholine-slgG was higher in the control than in the severe AHR patients group, highlighting
issues about the specificity of this test. Surprisingly, the two control patients who displayed the highest
succinylcholine-slgG ImmunoCAP values also displayed the highest values in all the slgG
ImmunoCAP assays. Unfortunately, they were not included in the ELISA assay, as they did not match
patients included in the IPAAQ ancillary study. As QA are presents on a large number of molecules in
the environment, such as cosmetics, house products, disinfectants, or drugs such as pholcodine, these
products are thought to be responsible for the immunization of the patients against NMBA." ***? The
antibodies identified and suspected to be responsible for the induction of the AHR may not be
specifically targeted against NMBA but against other compounds that share chemical structure
analogy. Thus, the succinylcholine-slgG assays may not be specific and recognize others compounds,
rendering this assay neither valid nor informative for clinical practice. When considering rocuronium-
slgG measurements, although a large majority of patients were negative by ELISA, the ELISA assay
discriminated four positive patients at a positivity threshold of 0.8 A.U. (Figure 4C) and the
ImmunoCAP assay two positive controls and two positive patients at a positivity threshold of 20mg/L.
For rocuronium-slgG detection, we conclude that ImmunoCAP should not be applied, as only ELISA
enabled to identify retrospectively the three rocuronium-anaphylaxis patients of the cohort. The
rocuronium ELISA also enabled the identification of four high slgG titers patients, mainly one

atracurium-anaphylaxis patient from which we could purify anti-rocuronium IgG.

This study also allows analyzing the detection of anti-NMBA IgE or IgG antibodies of the
NASA patient cohort according to the NMBA infused. To address this question, we focused on
patients infused with a single NMBA. When considering the 36 only-succinylcholine-infused patients,
only four (11%) of them did not display an IgE-mediated pathway marker (ST or elevated tryptase), a
large majority of them also presenting with positive QAM-slgG dosage, as discussed earlier in the
paragraph above. In contrast, among the 35 only-atracurium-infused patients, 17 (49%) had no IgE-
pathway marker. Six of those (35%) had positive QAM-sIgG by ImmunoCAP. These discrepancies
according to the NMBA infused raise two main hypotheses. First, the chemical structure of NMBA
dictates the immune response: no antibody response or an antibody response, and if so an IgE
response, an 1gG response, or both. Atracurium and QAM are for example highly different in their
chemical structure, which could explain the inability of the atracurium-specific antibodies (if such

antibodies exist) to recognize the QAM antigen. However, this is in contrast with the very low
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incidence of succinylcholine-sIgE among the patients that received atracurium. Indeed, the atracurium
antibodies may recognize the “simple” epitope provided by a single carbohydrate chain linked to a QA
group. Second, we may hypothesize that the pathophysiology of shock is different dependent of
different NMBA molecules. Whereas succinylcholine-AHR may be caused by an antibody-mediated
reaction (IgE and/or IgG), atracurium-AHR may in 50% of cases involve another mechanism such as
severe non-antibody mediated mast cell activation or complement activation.*® Consistent with this
hypothesis, when considering the clinical signs of the AHR according to the NMBA received, there
was a significant difference regarding hypoxemia and hypocapnia (defined respectively as an end tidal
CO0, under 34 mmHg and a peripheral oxygen saturation under 94%) that were more frequent with
succinylcholine infusion than atracurium infusion (respectively p=0.0001 and p=0.007, Fisher exact
test). We recently suggested that hypocapnia may be a severity marker of intra-anesthetic AHR to
NMBA (Gouel-Cheron et al, under submission). Together with the results from sIgE and slgG
evaluations, these considerations suggests that patients who received succinylcholine would suffer a
higher severity reaction with detectable specific slgE and slgG (probably both contributing to the
reaction) than patients who received atracurium, whose AHR-induced mechanisms may not entirely or

even not at all rely on antibodies.

The purification processes we developed were successful for the identification of rocuronium-
slgG, without contamination by rocuronium-sigE. The rocuronium-slgGs were cross-reactive against
other compounds with QA groups, but not toward clinically relevant allergens such as peanut extract,
amoxicillin or Bet v 1 (Figure 5D). Rocuronium-slgG antibodies were able to bind as monomers to the
high-affinity human IgG receptor hFcyRI/CD64 and as immune complexes with rocuronium to the
low-affinity human IgG receptor hFcyRIIIA/CD16A(Visg). These results demonstrate that these 1gG
antibody fractions contained structurally intact IgG, and other IgG subclasses than 1gG2 that are not
bound by hFcyRI. They also demonstrate that anti-rocuronium IgG formed immune complexes with
rocuronium, suggestive of a similar mechanism in vivo, leading to hFcyR-expressing cells, like

neutrophils and monocytes as proposed by animal models of anaphylaxis.

In conclusion, our data indicate that NMBA-slgG may participate in the severity of NMBA-
AHR, potentially amplifying the IgE pathway induced by the presence of anti-NMBA IgE antibodies
in the same patients (with a severe AHR). These results are supported by the ability of purified
rocuronium-slgG to bind not only rocuronium, but most NMBA and QA-containing molecules, and
thus to generate NMBA-anti-NMBA immune complexes in vivo. Analysis of the distribution of
specific-NMBA 1gG among IgG subclasses may help to understand the sensitization mechanism of
these patients that were not exposed to NMBA before. Finally this study suggests that the chemical
structure of a given NMBA may dictate the mechanism of anaphylaxis to this particular NMBA: IgE-
pathway for succinylcholine, lgG-pathway for rocuronium and probable histamino liberating

mechanisms for atracurium.
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Figure 1: Chemical structure of the NMBA and carrier protein to NMBA coupling protocol.
AJ/Chemical structures of the three NMBA infused in the patients of the NASA study and of the QAM
used to detect specific IgE in the ImmunoCAP system: I/Succinylcholine, Il/Atracurium,
I11/Rocuronium and 1V/QAM. B/Schematic representation of protein coupling to neuro-muscular
blocking agents (NMBA) derivatives. Carrier proteins were bovine/human serum albumin or keyhole
limpet hemocyanin. EDC: 1l-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimide.  sulfoNHS: N-
hydroxysulphosuccinimide.
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Figure 2: Flowchart of the NASA study.
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Figure 4: The succinylcholine and rocuronium-slgG detected by ELISA are specific to NMBA.
Inhibition ELISA performed on two human samples diluted at 1/100. A/ELISA slgG-rocuronium
(patient BR), B/ELISA slgG-succinylcholine (patient AV). Succi: Succinylcholine, Atra: Atracurium,
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Rocu: Rocuronium, 5aDHT: 5-alpha-dihydro-testostérone, DS: Diisopentyl succinate.
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Figure 5: 1gG fractions obtained from serum fractionation were rocuronium specific 1gG which
had the ability to formed immune complexes with HSA-rocuronium and to fix 1gG receptors.
A/Rocuronium-slgG ELISA. The red line represents the serum of the patient before fractionation, the
blue line the flowthrough of the serum after fractionation and the green line the purified antibodies
(dilution started at 1 pg/ml with a 3-fold dilution). B/Rocuronium-slgG inhibition-ELISA with 1ug/ml
concentration of purified antibodies with decreasing concentrations of free NMBA or of analogues.
Inhibition was obtained in a dose-dependent manner by free rocuronium or to a less extent by other
NMBSA, but not the analogue. C/Electrophoresis analysis of the purified fractions with the SDS-
PAGE: protein ladder, commercial human IgG and two batches of the purified antibodies. Results are
in agreement with human IgG at =150kD and with glycine at 55kD present in the elution buffer. D/
ELISA against a panel of common antigens: the purified antibodies were tested (concentration 1
pg/ml) on different antigens plate-bounded (all at the same concentrations of protein carrier), with
positive results only to agents containing ammonium group. E/Bound of anti-rocuronium-purified IgG
to transfectants cells expressing the human high-affinity activating IgG receptor hFcyRI/CD64.
F/Bond of immune complexes of anti-rocuronium IgG with HSA-rocuronium, but not with HAS to
transfectants cells expressing the human low-affinity IgG receptor hFcyRIIIA/CD16A(V1sg).
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SUPPLEMENTARY METHODS

Derivative-NMBA synthesis

The rocuronium molecule possesses a hydroxyl group link to the third carbon of the steroid
architecture. Succinic anhydride was added to rocuronium anhydride in the presence of
dimethylaminopyradine in pyridine. After overnight agitation at room temperature under argon, the
pyridine solvent was removed by vacuum evaporation. After purification by column chromatography,
we obtained a stable rocuronium-derivative that possesses a carboxyl group (Supplementary Figure
1A) which was confirmed by mass spectrometry and MNR analysis.

To realize the succinylcholine-slgG ELISA, we decided to use the half-molecule of succinylcholine,
which is succinylmonocholine (SMC). In a one-step production based on a protocol previously
published®, choline chloride and succinic anhydride were heat up until 140°C to obtain a sticky
compound. After an overnight resting under argon, pure SMC was obtained, confirmed by mass
spectrometry and RMN analysis with a yield of the reaction of 93.4% (Supplementary Figure 1B).

Protein coupling protocol

All the quantities of the products used in the protocol are related to the carrier protein. To achieve the
conjugation of the NMBA-derivatives to the carrier proteins, we added first the NMBA-derivatives (1
until 10 equivalent) to the coupling agent EDC (1-éthyl-3-(3-diméthylaminopropyl)-carbodiimide)
(100 equivalent) in the presence of sulfo-NHS (N-hydroxysulfosuccinimide) (1000 equivalent or
more, in order to be higher to the molarity of EDC) in MES buffer 0.1M + NaCl 0.5M at pH 5.6. After
5 minutes stirring at room temperature (without a magnet bar), pH was increased until 7.2 with NaOH
2N. The mixed solution was progressively added to the carrier protein, diluted in PBS 1X pH 7.2.
After three hours of gentle agitation at room temperature, the conjugated proteins were dialyzed in
PBS 1X. Exact measurement of the concentration of the conjugated proteins was achieved by amino-
acid analysis which is performed, after hydrolysis of the protein, by an analysis of the different picks
of each amino acid in MNR. The amount of NMBA-derivatives coupled to BSA or HSA was
evaluated by a MALDI-TOF mass spectrometry analysis (“Matrix Assisted Laser Desorption
Tonisation” associated to a “Time of Flight” measurement). Yields of the coupling for BSA and KLH

were 76% and 93% respectively.
Generation of negative and positive controls for NMBA-slgG ELISA

To allow reproducibility, internal negative and positive controls were added to all test plates. We used
a model of humanized mice producing human IgGl instead of mice IgM through a class-switch
recombination modification (from Pr. Michel Cogné, Limoges, France; unpublished data). These

human 1gG1 are detectable by the detection antibody used in the ELISA experiments. After
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immunization with KLH-rocuronium, they produced human rocuronium-slgG, that cross-react with
succinylcholine (our results, unpublished data). These immunized or non-immunized mice sera

provided us respectively the positive and the negative value on our ELISA experiments.
Antibodies purification

To extract the specific antibodies against rocuronium, we used CNBr-Activated sepharose 4 Fast Flow
(General Electrics®, Buckinghamshire, England). We performed two different coupling experiments:
one with BSA and the other with BSA-rocuronium. The sepharose beads were washed five times with
a solution of HCI 10°M then two times in PBS 1X. The coupling solutions (i.e. BSA or BSA-
rocuronium) were added with a ratio of coupling solution/medium of 1 and incubated overnight. After
coupling, non-reacted groups on the sepharose beads were blocked with glycine 0.2M pH 8.0 during
six hours. Washing steps used twice alternatively a low pH buffer (0.1M acetate buffer + 0.5M NacCl,
pH 3.0) and a high pH buffer (0.1 M Tris buffer + 0.5M NaCl, pH 8.0). Coupled sepharose beads were
stored in a 0.2M borate buffer + 0.15M Nacl, pH 8.0.

To extract the antibodies, BSA and BSA-Rocuronium sepharose beads were separately packed in
Poly-Pred Chromatography Columns (Bio-Rad®, Hercules, California, US) and washed with PBS 1X
with a volume hundred-fold higher than the column. Human serum, after centrifugation and filtration
with a 0.45 um filter, was passed twice through the column constituted of packed BSA-sepharose
beads. The flow-through serum was then incubated overnight on the BSA-rocuronium sepharose beads
with agitation. After withdrawal of the serum, the column was washed with PBS 1X with the same
volume than previously. Elution was performed with 0.12 M glycine buffer, pH 3.0. Elution fraction
was immediately buffered with 10% of 0.1M Tris, pH 8.0. The BSA-rocuronium sepharose beads
were washed with the same volume of elution buffer, then PBS 1X, then placed in the previous
described borate buffer. These four steps (washing, elution, washing and storage) were performed
equally with the BSA sepharose beads. Antibodies were dialyzed in TRIS buffer 0.1M, pH 8.0, as
suggested after Dynamic Light Scattering analysis performed by the biophysics platform of the

Pasteur Institute on our samples.

Antibodies, reagents, and cells

BSA, HSA, dried rocuronium, EDC, sulfo-NHS and 5-alpha-dihydrotestosterone were obtained from
Sigma-Aldrich. Diisopentyl succinate was from Ak Scientific. KLH was from ThermoFisher. Soluble
succinylcholine, rocuronium and atracurium were respectively from Biocodex, MSD France and
GlaxoSmithKline. We used CHO transfectant cells expressing comparable levels of FLAG-tagged

human IgG receptors variants, as previously described.*
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Flow cytometry analyses

To analyze the ability of the purified antibodies to fix human IgG receptors in a monomeric form, we
incubated hFcyRI CHO transfectant cells during 15 minutes at 4°C with the antibodies. After two
washing steps with MACS buffer, cells were incubated during 30 minutes at 4°C with a secondary
antibody (Goat anti-Human IgG (H+L), Alexa Fluor® 647, ThermoFisher) allowing FACS analysis
after additional washing steps. For Immune Complexes (IC) fixation, hFcyRIIIA V158 CHO
transfectant cells were incubated during 30 minutes at 4°C with preformed IC (made of rocuronium-
slgG 4 pg/ml and HSA-Rocuronium-FITC labeled 2 pg/ml agitated during 30 minutes at 37°C). After
two washing steps with MACS buffer, fixations were analyzed by FACS (Supplemental Figure 6).
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Supplementary Figure 1: Protocols of NMBA-derivative synthesis and chemical structure of the
analogues. A/Succinic anhydride was added to rocuronium anhydride in the presence of
dimethylaminopyradine in pyridine to allow the production of a stable rocuronium-derivative that
possesses a carboxyl group. B/Heat up of choline chloride and succinic anhydride leads to the
synthesis of succinylmonocholine. Chemical structure of the analogues of rocuronium and

succinylcholine: C/5 alpha dihydrotestosterone and D/Diisopentyl succinate.
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Supplementary Figure 2: Specific antibodies displayed different incidences according to the
neuromuscular blocking agent infused. Evaluation of sIgg and slgG ImmunoCAP and ELISA
measurement against A/QAM, B/Succinylcholine, C/Rocuronium and D/Atracurium according to the

NMBA infused during anesthesia and according to the severity group.
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Supplementary Figure 3: ImmunoCAP measurement of slgE and slgG against atracurium.
Analyses were performed using the Mann & Whitney U test. * p<0.05.
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DISCUSSION

1 Endotype et phénotype des réactions aigués d’hypersensibilité

Lallergie et les pathologies atopiques sont devenues un probléme majeur de santé publique, avec une
incidence croissante depuis les 20 derniéres années. Devant ces enjeux, des efforts en termes de
caractérisation des pathologies concernées ont été réalisés. Le probléme majeur constitu¢ par les
allergies est leur absence de prévisibilité et leur variabilité intra et inter-individuelle. On parle
d’endotype pour décrire les mécanismes physiopathologiques d’une pathologie, alors que le phénotype
représente 1’expression clinique d’une maladie. Plusieurs endotypes peuvent avoir un méme
phénotype, et inversement. A ce jour, il n’existe pas d’endotype défini décrit précisément dans la
littérature concernant les pathologies allergiques, hormis pour certaines catégories d’asthme [162].
Certaines équipes préférent méme évoquer un « endotype complexe » soulignant 1’ensemble des
interactions et facteurs contribuant au développement d’une pathologie allergique (Figure 18) [163].
Les explorations allergologiques classiques analysent un nombre limité d’éléments de 1’endotype
(comme les IgE ou les mastocytes via les tests cutanés). Hors ces €éléments ne sont qu’un fragment de
I’endotype et ne permettent pas toujours de faire le diagnostic positif avec identification de 1’allergéne
responsable d’un phénotype. Certaines hypothéses a 1’origine de cette distinction endotype/phénotype

dans I’allergie font 1’objet de cette section.
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Figure 18 : Facteurs intervenant dans I’endotype d’une pathologie allergique [163].

1.1 Présence d’anticorps et manifestation clinique d’hypersensibilité

La présence et la quantité d’IgE spécifiques ne sont pas les seuls facteurs intervenant aussi bien in
vitro dans la libération d’histamine par des basophiles humains [164] qu’in vivo dans les
manifestations clinique chez ’homme. De méme, la présence de tests cutanés positifs n’est pas
strictement corrélée avec une expression clinique de I’allergie [165]. C’est pour cela que d’apres

I’ensemble des recommandations internationales, le diagnostic d’allergie est établi d’apres les résultats
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des explorations in vitro et/ou in vivo mais en prenant en compte 1’anamnése et les signes cliniques. La
seule information « présence d’IgE » n’est donc ni la seule composante d’un endotype ni la seule

condition suffisante a I’induction d’une manifestation clinique.

Les études s’accordent pour affirmer que la sensibilisation a des antigénes de 1’environnement
augmente avec I’age (Figure 19A) [1, 166]. Hors cette évolution n’est pas en faveur d’une relation
entre sensibilisation IgE et certaines pathologies atopiques dont I’incidence est décroissante avec 1’age,
comme |’eczéma, 1’asthme ou la dermatite atopique, faisant donc débat dans la littérature (Figure 19B)
[2, 166]. .Dans [I’allergie alimentaire, les données ¢pidémiologiques concordent avec une
sensibilisation plus importante dans I’enfance ainsi qu’une incidence de 1’allergie alimentaire environ

2,6 fois plus fréquente chez I’enfant [167], avec également un sur-risque d’anaphylaxie [168].
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Figure 19 : A/ Sensibilisation en fonction de ’dge dans une cohorte de 193 patients, définie par la présence d’IgE spécifiques
supérieures a 0.35 kU/L. Foods = ceufs, lait de vache. HDM (House Dust Mite) = Acariens. Animals = chien, chat, cheval. Moulds =
moisissures. Pollen = bouleau, ambroisie, herbe. [1], avec autorisation. B / Prévalence de I’eczéma, de I’asthme et de la rhinite dans
des données combinées provenant de deux cohortes incluant au total 9801 enfants. [2], avec autorisation.

1.2.1 Hypothése hygiéniste dans le développement de I’allergie

L’hypothése hygiéniste suggeére que la diminution de I’incidence des infections pendant 1’enfance
favorise le développement de pathologies auto-immunes et d’allergies [169]. Toutes les pathologies
atopiques semblent concernées, mais aussi le diabéte de type 1, qui surviendrait de fagon plus précoce,
ou la sclérose multiple. Cette hypothése a été basée notamment sur des modéles animaux, mais aussi
sur des analyses épidémiologiques réalisées sur des populations humaines ayant migrées: des
populations dans un environnement peu allergique devenaient allergiques dés la premiére génération
dans un environnement avec une incidence forte d’allergies. Les études épidémiologiques montrent
des relations inversement proportionnelles entre 1’incidence de 1’allergie et les infections chez 1’enfant
(notamment par le virus de I’hépatite A, les parasitoses et les gastroentérites aigués). Parmi les autres
facteurs pouvant influer 1’augmentation de 1’incidence/prévalence des allergies, ont été évoqués
I’amélioration des conditions sanitaires (et donc la diminution de 1’exposition précoce a différents
allergénes), les facteurs socio-économiques (relation proportionnelle entre le PIB et I’incidence de
I’asthme), la pollution aérienne, I’exposition au tabac, 1’alimentation maternelle pendant la vie in-utero

mais aussi individuelle (avec un effet du microbiote intestinal sur le développement du systéme
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immunitaire et D’intégrit¢ de la barriére intestinale) ou encore une trop faible exposition a la

vitamineD.

Pour étayer cette hypothése, des études épidémiologiques multicentriques internationales ont été
réalisées. Une exposition précoce, méme anténatale, & une vie a la ferme permettait de diminuer
I’incidence de I’asthme, du rhume des foins et de I’immunisation a des allergénes aériens (acariens,
graminées, bouleau, poils de chat, vache) [170, 171]. De plus, la prévalence d’IgE dirigées contre
« Fel d 1 » (glycoprotéine fel d1, sécrétée par les glandes lacrymales, sébacées, salivaires et péri-anales
des chats), responsable d’allergie aux chats et d’asthme, était plus importante parmi les familles ne
possédant pas de chats dans leur foyer, suggérant que 1’exposition précoce a cet allergéne induisait une
tolérance immunitaire ne passant pas par les IgE [172]. Récemment, une étude isra¢lienne a montré
qu’une exposition précoce répétée a des extraits de cacahuete chez des nouveau-nés a risque diminuait

le risque de développement de pathologies atopiques [173].

1.2.2 Epigénétique et allergie

L épigénétique étudie les modifications de I’ADN, induites par 1’environnement, responsables de
modifications d’expression des genes, transmises au cours des divisions cellulaires (et donc au cours
de la reproduction), réversibles mais dont certaines peuvent étre pérennes, sans modifications de la
séquence de I’ADN. A [D’origine de I’hypothése d’une implication épigénétique dans I’allergie, se
trouvent les études épidémiologiques suggérant une incidence plus importante des pathologies
atopiques ou des sensibilisations/allergies alimentaires parmi les enfants nés en automne ou en hiver
[174]. Récemment, des chercheurs ont montré que la saison de naissance, et donc 1’environnement,
entraineraient des différences de méthylation de I’ADN, acquises en post-natal, reliées a une
prédisposition au développement de pathologies atopiques [175]. De nombreuses modifications
épigénétiques, toutes distinctes, ont été identifiées dans 1’allergie alimentaire [176-178], 1’asthme
allergique [179] ou I’eczéma [180]. L’épigénétique n’est probablement qu’une des expressions d’une
influence environnementale majeure. Plus que ces modifications, je pense que les expositions précoces
aux pathogenes, microbiens ou non, sont déterminantes sur le développement des pathologies

atopiques.

Ensemble, ces données soutiennent un role effectif de 1’environnement dans la participation aux
endotypes complexes de 1’allergie. Comme évoqué précédemment, la liste des facteurs impliqués est
extrémement longue. Il est trés probable que ceux-ci aient des répercussions, tant sur I’endotype que
sur le phénotype du choc des patients analysés dans 1’étude NASA. Celle-ci n’ayant pas été congue
dans cet objectif, la seule conclusion que nous pouvons raisonnablement faire est que les facteurs
environnementaux ont probablement une influence dans les réactions observées chez nos patients, sans

que nous ne puissions en évaluer leurs effets.
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1.3  Affinité des anticorps et déclenchement d’une réaction d’hypersensibilité

Lors de la maturation des lymphocytes B produisant des anticorps spécifiques, 1’augmentation
d’affinité de ces anticorps pour leur cible (un antigéne par exemple) est une étape majeure. La réponse
immunitaire chez ’homme est, par essence, polyclonale : production et sécrétion d’anticorps dont
chacun a sa propre affinité pour I’antigéne. Ceci conduit a des répertoires d’anticorps différents, méme
s’ils sont dirigés contre le méme antigene. Il est de plus reconnu qu’une exposition antigénique peut
entrainer non seulement la production d’IgE mais aussi d’IgG spécifiques. Le rdle des IgE par rapport
au role des IgG dans ’allergie fait débat dans la littérature [181, 182]. Chez des patients présentant un
asthme allergique, la quantité d’IgG spécifiques étaient 10 a 500 fois supérieure a celle des IgE
spécifiques [183, 184]. Néanmoins, le fait que les IgG soient protégées du catabolisme par le récepteur
FcRn, alors que les IgE ne le sont pas, peut expliquer cette différence quantitative. En effet, la demi-
vie d’une IgG sérique est estimée entre 14 et 21 jours alors que celle de I’IgE sérique est estimée entre
2 et 4 jours. L’absence totale d’IgE ou d’IgG spécifiques anti-allergéne est donc nettement plus

informative qu’une différence de concentration sérique entre ces deux classes d’anticorps.

Laffinité d’un anticorps se mesure par sa constante d’association KA pour un antigéne donné ou par
sa constante de dissociation KD (I’une étant I’inverse de ’autre). Plus la constante de dissociation est
forte, plus I’affinité est faible, et inversement. Une forte ou une faible affinité des anticorps pour leur
antigéne cible pourrait étre responsable de la présence ou de I’absence d’effets cliniques lors de
I’introduction de I’antigéne. Beaucoup d’études s’accordent pour dire qu’en plus de I’affinité, la
diversité du répertoire IgE, et donc d’épitopes reconnus, est associée a une influence plus importante
sur la symptomatologie clinique [185-188]. La spécificité et la diversité du répertoire des IgG anti-AQ,

et notamment de son acquisition, font I’objet de la section 2 de cette discussion.

La présence d’IgE spécifiques d’un allergéne est nécessaire a 1’induction d’une activation des cellules
effectrices/cibles exprimant des récepteurs pour les IgE (FceRI) en présence decet allergéne. Ainsi,
chez des patients asthmatiques ou allergiques aux acariens (antigéne « Der p 2 »), la sensibilité des
basophiles humains (définie comme la concentration la plus faible d’antigéne capable d’induire la
libération d’une concentration donnée d’histamine) était associée a 1’affinité des IgE spécifiques
présentes dans le sérum/plasma de ces patients. La réactivité des basophiles (définie comme la
concentration maximale d’histamine libérée par une concentration donnée d’antigéne) n’était pas
influencée par les modifications d’affinité des IgE vis a vis de l’allergéne [189, 190]. De facon
intéressante, la présence d’une seule IgE de haute affinité était nécessaire pour former un complexe
capable d’activer les basophiles. De méme, il a été proposé que I’affinité des IgE soit associée a la
positivité des tests cutanés chez des patients allergiques a I’ambroisie et aux acariens [191]. Il semble
donc que des IgE de forte affinité mais en faibles quantités soient suffisantes a 1’induction d’une
réaction allergique, méme si les dosages sériques ne permettant pas d’évaluer ce paramétre. Si

I’affinité des IgE joue un réle limitant dans I’induction de la réaction clinique, on peut envisager son
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role important dans la distinction endotype/phénotype en distinguant des patients sensibilisés des

patients allergiques.

La grande majorité des études ont démontré une affinité des IgE pour I’allergéne supérieure a celle des
IgG, avec des facteurs allant de 10 a 10 000 en fonction des études, concernant : 1’ambroisie (antigéne
«AmbaS»et«Amba l»)[192, 193], le pollen (antigéne « Phl p 5a »), le bouleau (antigéne « Bet v
la») [194], ou les poils et squames de vache [183, 184]. Cependant, la trés grande supériorité en
termes de concentration sérique des IgG par rapport aux IgE (1000-10000 fois) pourrait compenser les
différences d’affinité observées dans la littérature entre ces deux types d’anticorps, sauf si un « seuil »
d’affinité existe pour chaque antigéne (voir paragraphe précédent) et détermine si une interaction
antigéne-anticorps résulte en une activation cellulaire. Cette question n’est a ce jour pas résolue et
nécessite probablement 1’application de technologies a haut-débit de caractérisation des anticorps

circulants afin d’y répondre [195].
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Figure 20 : Représentation schématique du réle des concentrations relatives en antigénes (Ag) et en anticorps (Ab) déterminant une
réaction d’hypersensibilité IgE et/ou IgG-médiée [79], avec autorisation.

Finkelman et al/ ont proposé quatre situations déterminant I’induction d’une voie IgE et/ou IgG-médiée

aboutissant a une réaction anaphylactique (Figure 20) : A/ une faible exposition a 1’allergéne (Ag) d’un

patient ayant peu d’anticorps anti-allergéne entraine une réaction de type IgE, B/ une faible exposition

a l’allergéne d’un patient ayant eu une forte induction d’anticorps ne va pas générer de réaction

clinique : I’allergéne est « absorbé » par 1’excés d’anticorps, C/ I’exposition forte a 1’allergéne et la

forte présence d’anticorps entrainent une réaction de type IgG, D/ une exposition trés forte a
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I’allergéne et une forte présence d’anticorps, mais avec une concentration supérieure d’allergénes,
permet une réaction mixte IgE et IgG, car tous les allergénes ne sont pas « absorbés » par les IgG, et
permettent aux IgE d’en capter [79]. La prise en considération dans ce modéle de ’affinité des IgG
complexifie I’analyse et rend une réaction IgG médiée encore plus rare. En effet, si ’affinité des IgG
est tres faible, la situation C va plutot engendrer une réaction de type IgE. Une réaction médiée par les
IgG n’apparaitrait donc chez ’homme que si, non seulement les quantités d’anticorps et d’antigénes

sont élevées, mais aussi si I’affinité des IgG est forte.

Comme évoqué précédemment, la réponse immunitaire chez ’homme se caractérise par un répertoire
d’anticorps polyclonaux d’affinités différentes. Au sein d’un méme individu, se pose alors la question
des relations entre manifestations cliniques et affinité des différents isotypes et sous-classes pour
I’allergéne. En analysant les patients avec une allergie aux protéines de lait de vache, les patients
devenus tolérants aux protéines chauffées (ce qui est considéré comme une forme de désensibilisation)
avaient des concentrations d’IgE spécifiques supérieures aux patients devenus tolérants, mais leurs
concentrations en [gG4 spécifiques étaient comparables. Par contre, les patients allergiques avaient des
IgE qui possédaient non seulement un répertoire plus large, mais également une affinité supérieure,
celle-ci étant associée a la sévérité clinique de leur pathologie [196]. De fagon comparable, au cours
d’un suivi pendant neuf ans, des enfants devenus tolérants aux protéines de lait de vache présentaient
une réduction d’affinité et de diversité du répertoire des IgE spécifiques de facon concomitante a une
augmentation de I’affinité et du répertoire des IgG4 spécifiques [197]. Dans le cadre de I’allergie a
I’ambroisie, des auteurs ont analysé les caractéristiques d’IgE, d’IgG1 et d’1gG4 spécifiques parmi des
patients atopiques avec ou sans allergie a I’ambroisie (groupes A et B) et des patients non atopiques
(groupe C) [193]. Les patients des trois groupes présentaient des IgG spécifiques, alors que seuls les
patients du groupe A avaient des IgE spécifiques. Dans le groupe A, les IgE spécifiques étaient de trés
haute affinité alors que les IgG1 et IgG4 avaient une affinité 10 fois inférieure. Les affinités des 1gG4
des groupes B et C étaient supérieures a celles du groupe A. Les IgG1 spécifiques du groupe C avaient
une affinité comparable aux IgE spécifiques du groupe A. Néanmoins, le fait que ces études soient
réalisées a partir de sérum de patients, contenant donc des IgG polyclonaux, pourrait expliquer ces
résultats, ce d’autant que les concentrations d’IgG spécifiques ne sont pas évaluées. Par ailleurs, il
s’agit principalement d’études d’immunofluorescence d’inhibition, sans vraie mesure des KD ou KA.
Ce sont ces hypothéses qui ont conduit a proposer I’éviction alimentaire comme stratégie
thérapeutique dans 1’allergie. Aprés primo-immunisation, les lymphocytes B mémoires spécifiques
sont présents dans la circulation permettant, lors de la réintroduction de 1’allergéne, une réponse plus
rapide avec production d’anticorps d’affinité croissante. L’éviction alimentaire permettait en évitant
de nouvelles stimulations des lymphocytes B de diminuer I’affinité des anticorps et ainsi 1’intensité
des réactions cliniques. Ensemble, ces résultats suggerent que [’efficacité des thérapies de

désensibilisation puisse passer, non seulement par la production d’IgG4, mais aussi par des
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modifications des affinités entre isotypes. La compétition entre IgE et IgG de faibles ou de fortes

affinités pourrait étre responsable des manifestations cliniques observées.

Ces considérations sur les différences d’affinités entre classes d’anticorps et la reconnaissance croisée
d’épitopes avec une répercussion clinique notamment au cours de la désensibilisation, qu’elle soit
spontanée ou médicale, soulévent quelques questions quant aux patients de 1’étude NASA/IPAAQ.
Dans I’étude NASA, la quasi-totalité des patients présentent des IgG anti-SMC, sans distinctions ni
entre patients t€émoins et patients cas, ni en fonction des grades des réactions observées, ce qui pourrait
étre expliqué par I’hypothése d’une faible affinité de ces IgG. La présence d’IgG anti-SMC ne
générerait d’effet clinique lors de I’introduction de 1’allergéne que chez les patients ayant des anticorps
de haute affinité, ce qui ne peut étre évalué de maniére discriminative aisément par des tests ELISA. 1l
serait donc intéressant de caractériser les IgG anti-curare des patients cas ou témoins (qui en ont les
titres les plus élevés) : I’idéal serait d’obtenir une quantité de sérum suffisante de sérum pour purifier
les anticorps afin de réaliser les études de leurs propriétés méme si ces études portent sur des lots
d’IgG purifiés polyclonaux: site de liaison, affinité, sous-classes... On pourrait en effet faire
I’hypotheése que I’absence de réactions cliniques chez les patients avec des fortes concentrations d’IgG
anti-SMC puisse étre liés a une sous-classe majoritaire d’IgG4 jouant un réle protecteur comme cela
est proposé lors de la désensibilisation allergique. On pourrait également supposer un déséquilibre
entre [gG1/3 et IgG4 anti-curare entre les patients cas de grades 1 (IgG4>IgG1/3) par rapport a ceux
de grades 4 (IgG1/3>IgG4), ce qui contribuerait a la gravité de la manifestation clinique. D’autre part,
I’acquisition d’anticorps de haute affinité se faisant au cours de la maturation de la réponse immune,
on peut supposer que le développement d’une haute affinité en réponse a des stimulations antigéniques
répétées se fasse de facon paralléle pour les IgE et pour les IgG. La présence d’une haute affinité
participerait donc a la gravité de la manifestation clinique, tant en augmentant la stimulation de la voie
IgE que celle de la voie IgG dans les situations de fortes présences en allergéne et en anticorps

(situations C et D de la Figure 20).

Au bloc opératoire, la raison pour laquelle un patient va présenter un choc grave, un arrét cardio-
circulatoire, un bronchospasme ou juste un érythéme représente une réelle interrogation en pratique
clinique. Pouvoir explorer les spécificités des anticorps d’un patient permettrait peut-étre de relier ces
informations a une définition mécanistique des éveénements cellulaires conduisant au choc
anaphylactique de ce patient. De nombreuses interrogations persistent quant aux différents signes
cliniques observés lors des RAH et a leurs mécanismes sous-jacents. Ainsi, alors que 95% des patients
de 1’é¢tude NASA présentent des manifestations hémodynamiques (définies par tachycardie,
bradycardie ou hypotension artérielle), seuls 33% et 32% dans nos deux cohortes indépendantes de
patients (respectivement NASA et dans I’étude sur le lien bronchospasme et asthme au cours des
RAH) présentent un bronchospasme [198]. L’'une des hypothéses apportées dans la discussion de ce

dernier était la possibilit¢ d’un rdle particulier des curares au niveau des récepteurs muscariniques
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bronchiques. Or, 1’absence d’une incidence plus élevée dans une étude congue pour inclure des
patients avec une réaction aux curares (étude NASA) ne semble pas soutenir cette hypothése. Lors des
RAH aux anticorps thérapeutiques, des réactions différentes ont été rapportées pour des mémes
patients mais a des moments différents. Il est cependant probable que certains médiateurs soient plus
ou moins impliqués dans certaines manifestations cliniques, nécessitant des explorations
physiopathologiques sur les médiateurs lipidiques (PAF, leukotrienes, ...) et protéiques (enzymes,

cytokines, chemokines) responsables et/ou favorisant les chocs.

2 Sensibilisation aux ammoniums quaternaires : I’hypothése de I’environnement

Les différentes séries rapportent que 40 a 50% des patients en Australie [51] et 19% en France [199]
présentant une RAH aux curares n’y avaient jamais été exposés. Cette constatation s’opposant au
dogme en immunologie de la primo-exposition responsable de la production d’anticorps spécifiques,
I’hypothése d’une sensibilisation par des composés de I’environnement a été développée des le début
des années 1980. Elle se base notamment sur les capacités de sensibilisation via la peau ou les
muqueuses démontrées tant pour la cacahuete [200], la viande via les piqures de tique [201, 202], que

pour les vaccins [203-205].

2.1 La présence des groupements ammonium quaternaires dans I’environnement

De par la présence d’une charge électrique positive, les AQ possédent des propriétés tensio-actives
importantes. Cela leur confére également un pouvoir bactéricide, fongicide, virucide, voire algicide.
Au niveau bactérien, I’action se fait par adsorption au niveau de I’enveloppe externe des bactéries a
gram positif qui est chargée négativement (ils ont une activité moindre sur les bactéries a gram
négatif). Ces différentes caractéristiques expliquent leur utilisation large tant dans les nettoyants
ménagers comme industriels, les antiseptiques hospitaliers (de surface tout comme des instruments
médicaux) que dans des antiseptiques cutanéo-muqueux (peau saine avant chirurgie par exemple
comme peau lésée), dans des sprays antiseptiques nasaux/oraux ou méme dans des pastilles
antiseptiques pour la gorge. L’utilisation comme conservateur explique également leur abondance dans

les cosmétiques, les préparations pharmaceutiques ou les médicaments [38].
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Figure 21 : Formule chimique du chlorure de benzalkonium.

Le chlorure de benzalkonium est 1’un des composés le plus répandu (Figure 21). 1l est notamment
retrouvé dans des collyres ophtalmiques, des solutions de conservation de lentilles, des antiseptiques

nasaux, des bains de bouches, des crémes spermicides, des antiseptiques cutanés ou des agents de
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stérilisation d’instruments médicaux.

Pour exemple, la marque Anios® qui est largement présente dans le milieu hospitalier comporte des
composés porteurs de groupements AQ dans la grande majorité de ses produits. La large présence de
ces composés dans I’environnement et la possibilit¢ d’immunisation par voie cutanée, muqueuse
comme aérienne pourrait donc expliquer la présence d’anticorps anti-AQ chez des patients n’ayant
jamais recu de curares. Dans 1’étude NASA, 85% des patients avaient déja subi une anesthésie
générale. 11 est trés rarement possible d’obtenir par les patients I’information « exposition antérieure
aux curares ». Cependant, on peut supposer que celle-ci soit relativement élevée compte-tenu de la tres
large utilisation des curares lors d’une anesthésie générale. Cette proportion élevée de pré-exposition

est donc en accord avec ce qui avait été précédemment décrit dans la population frangaise.
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Figure 22 : Structure chimique de la pholcodine.

Une autre hypothése avancée quant a la sensibilisation aux AQ est liée a la présence de pholcodine
(Figure 22), un dérivé de morphine, dans la composition de sirops anti-tussifs, dont 1’efficacité est
reconnue, particulierement chez les enfants. Son réle comme agent de sensibilisation aux curares a été
suggéré a partir d’études épidémiologiques comparatives révélant une incidence 10 fois supérieure en
Norvege qu’en Suéde de ’incidence des RAH aux curares et de la présence d’IgE anti-AQ [54]. Son
retrait du marché en Norvege a permis une diminution de I’incidence des chocs anaphylactiques aux
curares [206], les auteurs recommandant 1’éviction des sirops en contenant dans d’autres pays [207].
L’¢tude multicentrique ALPHO (« Allergy to Neuromuscular Blocking Agents and Pholcodine
Exposure ») est en cours afin d’évaluer ces relations en France. Les détracteurs de I’hypothése de la
pholcodine soulignent 1’absence de démonstration de réels liens biologiques directs dans une étude
purement épidémiologique, ainsi que 1’absence de corrélation entre présence d’IgE anti-AQ et risque
allergique [208, 209]. 1l est a noter que ces études ne considérent pas la possibilité de participation des
IgG anti-AQ, ce qui diminue la protée de cette absence de corrélation entre IgE anti-AQ et risque
allergique. De méme, les opposants de I’hypothése environnementale de sensibilisation aux AQ
soulignent la rareté des réactions allergiques directes aux produits ménagers ainsi que des allergies a la
morphine. Cependant, afin de développer une réaction allergique, qu’elle soit IgE ou IgG, une certaine
quantit¢ d’exposition a 1’antigéne/allergéne est nécessaire. Il est probable que les doses
environnementales d’AQ ne suffisent pas a induire des symptomes cliniquement détectables.
Cependant, comme lors des désensibilisations, on peut envisager qu’une exposition répétée et
réguliére puisse augmenter les concentrations et les affinités des anticorps, conduisant donc a une

manifestation clinique lors de I’introduction d’une quantité suffisante d’antigéne, comme lors d’une
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anesthésie générale. Concernant la morphine, les opioides sont des médicaments histaminolibérateurs
non spécifiques, pouvant également entrainer, via la stimulation du systéme nerveux parasympathique,
une bradycardie et une hypotension artérielle, pouvant rendre difficile la distinction entre réactions
d’hypersensibilité allergique et non allergique. Les allergies vraies a la morphine sont extrémement
rares, sans que les raisons n’en soient €¢lucidées [210]. C’est cette rareté qui rend possible 1’utilisation
de la morphine comme antigéne de détection des anticorps anti-AQ. Les propriétés histamino-
libératrices de la morphine sont par ailleurs responsables de grandes difficultés diagnostiques des
vraies allergies [gE-médiées a la morphine avec une insuffisance diagnostique des tests cutanés [211].
Bien que la physiopathologie reste a déterminer, I’hypothése environnementale de I’immunisation aux

AQ semble donc argumentée.

2.2 L’identification d’anticorps anti-ammonium quaternaires et des réactions croisées

De nombreuses études rapportent I’existence de réactions croisées entre des anticorps de patients ayant
présenté des RAH aux curares et des composés porteurs de groupements ammonium tertiaires ou AQ.
Ces réactions croisées sont largement décrites au sein de la famille des curares [56, 77, 212]. Des IgE
anti-succinylcholine identifiées chez des patients apres survenue d’un choc anaphylactique a ce curare
avaient des réactions croisées a cinq substances riches en AQ (trois cosmétiques et deux désinfectants
contenant cetrimide et benzalkonium) [213]. Récemment, une étude a mis en évidence une
concentration environ cinq fois supérieure d’IgE anti-AQ (mesurée par méthode de radio-
immunoassay a la choline, avec inhibition spécifique par la succinylcholine) chez des coiffeurs
(exposés notamment aux chlorures de benzalkonium et aux polyquaternium) par rapport a des
professions de boulangers/patissiers ou a une population contréle [214]. Une cohorte francaise de 258
patients rapporte une incidence de 9% de sensibilisation IgE aux AQ (TC et/ou IgE anti-AQ positifs),
parmi lesquels 67% avaient des antécédents d’anesthésie générale mais un seul avait présenté une
RAH aux curares [215]. L’étude NASA est concordante avec, parmi les témoins inclus, 6% présentant
une immunisation de type IgE aux AQ. Les concentrations d’IgG anti-AQ sont difficiles a évaluer
compte-tenu de 1’absence de valeur seuil établie. L’équipe du Pr Sylvie Chollet-Martin (Hopital Bichat
et Faculté de Pharmacie, Chatenay-Malabry) a établi une valeur seuil & 3 mg/ml d’apres une analyse
par courbe ROC (« Receiver Operating Characteristic ») sur une cohorte de patients ayant présenté une
RAH aux curares et des patients sains (données non publié¢es). En prenant en compte cette valeur seuil,

31% des patients cas comme des témoins de I’étude NASA présentent des IgG anti-AQ.

Notre unité a utilisé un modele de souris produisant des IgG1 humaines a la place des IgM de souris,
appelées Gammaprim (provenance : Pr Michel Cogné, Université de Limoges; non publié),
immunisées contre le rocuronium. Ces souris présentaient toutes des IgG1 humaines anti-rocuronium
mais leur concentration pouvait varier d’'un facteur 1000 d’une souris a ’autre. Ces hlgGl anti-

rocuronium présentaient toutes des réactions croisées d’amplitude variable avec la succinylcholine.
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Sur les six souris testées, seule une présentait une réaction croisée avec 1’atracurium. Ces observations
sont intéressantes, car elles suggeérent que, méme dans un modéle standardisé¢ avec des animaux
nourris et ¢levés de facon identiques, exposés aux mémes composés, au patrimoine génétique
identique, la réponse anticorps varie, tant dans son amplitude que dans I’importance de son répertoire.
Le développement d’un modele de choc anaphylactique au rocuronium chez ses souris est en cours de
développement dans notre unité. Il serait intéressant d’y évaluer la sévérité du choc en fonction des

caractéristiques observées des hlgG1 anti-curare, tant en intensité qu’en réactions croisées.

Chez des patients présentant une allergie documentée par tests cutanés et/ou test d’activation de
basophiles (TAB) aux quinolones (molécules porteuses d’au moins deux groupements ammonium
tertiaire), une immunisation croisée aux AQ était retrouvée chez 53% des patients [216]. Lors des tests
ELISA d’inhibitions effectués sur les IgG anti-curares identifiées dans 1’étude NASA/IPAAQ, une
inhibition spécifique du signal était obtenue de facon concentration dépendante avec le curare
concerné et non avec son analogue (molécule chimique de méme configuration mais ne comportant
pas de groupement AQ ; ex : rocuronium et 5-alpha-dihydrotestostérone). Une analyse spécifique a été
réalisée pour le rocuronium a pH 9.6 pour induire la présence de groupements tertiaires, permettant
d’observer également une inhibition dose dépendante du signal (ce qui est en accord avec des
précédentes publications sur la reconnaissance des AT comme des AQ par ces anticorps) [43, 45]. Le
suggamadex (Bridion®) est une cyclodextrine dont 1’'une des propriétés est la réversion de la
curarisation induite par le rocuronium par encapsulation lors des anesthésies générales [217]. Il serait
intéressant d’utiliser du suggamadex lors des ELISA d’inhibition des IgG anti-rocuronium purifiées
(article n°2), pour rechercher si cette encapsulation bloque également la reconnaissance par les IgG

anti-rocuronium des groupements AQ du Rocuronium.
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Figure 23 : Représentations des ELISA IgG anti-succinylcholine, anti-AQ et anti-rocuronium en fonction du
curare administré (2 Ia dilution de 1/100).
Les IgG identifiées chez les patients de 1’étude NASA présentent également d’importantes réactions
croisées, les ELISA anti-SMC ou anti-AQ n’étant pas différent que le patient ait recu de la
succinylcholine ou de D’atracurium (tous patients cas confondus, résultats identiques par mesure
ImmunoCAP) (Figure 23). La quasi-totalit¢ des patients présentent des IgG anti-SMC, sans
distinctions ni entre patients témoins et patients cas, ni en fonction des grades des réactions observées.

La SMC greffée sur la BSA étant constituée uniquement d’une courte chaine carbonée avec un
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groupement AQ (Figure 9) pourrait représenter un épitope largement présent et reconnu par une
réaction croisée d’anticorps résultant d’une sensibilisation contre un autre antigéne présentant un
groupement similaire. Lors de la réalisation des ELISA d’inhibition, le sérum du patient ou les
anticorps purifiés sont incubés dans les puits des plaques en méme temps qu’un curare a une
concentration donnée. Il s’agit d’un test de compétition pour les anticorps entre 1’antigéne adsorbé sur
la plaque et I’antigene soluble. Les tests ELISA d’inhibition avec la SMC réalisés dans 1’étude
NASA/IPAAQ sont consistants avec une reconnaissance spécifique des groupements AQ. Cependant,
ils sont peu spécifiques compte-tenu des structures chimiques non spécifiques de la succinylcholine et
de son hémi-molécule La SMC représente donc un outil de travail imparfait pour la détection
d’anticorps anti-curare, puisqu’elle ne contient que la moitié de la structure de la succinylcholine.
Cette limite des ELISA IgG anti-SMC est d’autant plus évidente quand on la compare a la capacité
discriminative de I’ELISA IgG anti-rocuronium. Ce dernier permet d’identifier quatre patients parmi
toute la cohorte, significativement positifs, alors méme que ces patients n’avaient pas recu de
rocuronium.. Lors des tests ELISA de spécificité réalisés sur les anticorps purifiés anti-rocuronium,
seuls les antigénes adsorbés porteurs de groupements AQ présentaient une réponse IgG positive : le
dérivé morphinique, la succinylcholine et le rocuronium, mais aussi le DNP (2,4,6-Dinitrophenyl) et le
TNP (2.,4,6-Trinitrophenyl), tous couplés a différentes protéines porteuses (BSA, HSA ou KLH).
Inversement, le bouleau, les extraits de cacahuéte, 1’amoxicilline ou les protéines porteuses seules
¢taient négatifs. Les IgG purifiés anti-rocuronium dans notre étude sont donc spécifiques du curare

avec une réaction croisée pour les groupements AQ d’autres molécules.

Dans I’étude NASA/IPAAQ, des réactions croisées sont identifiées pour les IgE mesurées par
ImmunoCap. Les IgE spécifiques des patients ayant présenté une RAH aprés administration de
succinylcholine sont polyréactifs, tant sur la succinylcholine, I’AQ que le rocuronium (mesure par
immunoCAP). L’'ImmunoCAP anti-atracurium ne semble pas étre spécifique, aussi bien en fonction du
curare administré que de la gravité (Figure 24). En revanche, les patients ayant présenté une RAH

aprés administration d’atracurium semblent avoir des niveaux d’IgE trés faibles, avec une trés faible
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Figure 24 : Représentations des ImmunoCap IgG anti-succinylcholine, anti-AQ, anti-rocuronium
et anti-atracurium en fonction du curare administré.

Alors que chez les patients de la cohorte NASA ayant présenté une RAH a la succinylcholine les IgE

et IgG anti-curares identifiées sont polyréactives, ceux ayant présenté une RAH a I’atracurium ont
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principalement des IgG polyréactives et des concentrations trés faibles en IgE. Le test de référence
pour le diagnostic d’allergie aux curares est le test cutané, notamment a cause de la faible sensibilité
des dosages in vitro d’IgE spécifiques et de 1’utilisation du dérivé de la morphine dans sa réalisation.
Cependant, si on utilise comme critéres de mécanisme IgE-dépendant un test cutané positif et/ou une
tryptase positive (selon les critéres diagnostics récents [35]), 44% des patients ayant présenté une
RAH a I’atracurium présentent une voie IgE-médiée contre 67% pour les patients ayant recu de la
succinylcholine (Tableau 5). Soit respectivement 56% versus 33% des patients qui auraient donc soit
une voie IgG médiée exclusive soit une absence de diagnostic (sans différence entre les incidences de
grades de choc dans cette sous-population). Ces observations pourraient tout d’abord étre lices a
I’échantillonnage de patients dans la cohorte ou a la sensibilité des tests utilisés. L’atracurium ayant
des propriétés histamino-libératrices non spécifiques pourraient induire des signes évocateurs sans
réaction allergique vraie. Les types et contenus des granules libérées apres activation des mastocytes
dépendent en effet du stimulus initial, I’engagement du FceRI engendrant des granules au contenu
inflammatoire associées a des manifestations systémiques, alors que d’autres entrainent la libération
de granules a effet local [218]. L’histamino-libération non spécifique ne pourrait étre responsable de
défaillance d’organe, de bronchospasme ou d’arrét circulatoire, comme c’est le cas pour certains des
patients ayant recu de 1’atracurium sans diagnostic IgE (grades 3-4). On pourrait également supposer
que la sensibilisation a I’atracurium, qui a une composition chimique éloignée de la succinylcholine,
puisse se faire par des composés de I’environnement différents, plus enclins a 1’induction d’une
immunisation de type IgG. Cette hypothése est difficile a explorer mais si cette hypothése était
validée, I’analyse des patients ayant présenté une RAH a 1’atracurium pourrait étre particuliérement

intéressante dans un objectif d’études des réactions aux curares [gG-médiées.

Tableau 5 : Résultats des explorations des tests cutanés et de la tryptase des patients de I’étude NASA, selon le curare administré.

Test cutané aux | Test cutané aux Test cutané aux ,
. .. .. Test cutané aux
curares positif et | curares positifet | curares négatifet | .
. . .. béta-lactamines | Autres (n=33)
tryptase positive | tryptase négative | Tryptase positive ositif (n=6)
(n=29) (n=11) (n=7) p
Patient t d
,a ients ?yan recu de 5 g 5 p 27
I’atracurium (n=47)
Pati 1
atle'nts ayanfc recu de la 23 5 3 ’ 15
succinylcholine (n=48)
Pati
atlents.ayant recu du ) 0 0 0 !
rocuronium (n=3)

Ensemble, ces résultats de 1’étude NASA confirment la co-existence d’IgE et d’IgG anti-curares chez
les patients étudiés ; les deux types d’anticorps présentant des réactions croisées aux curares mais
¢galement aux molécules porteuses de groupements AQ. Les résultats obtenus par les ELISA IgG anti-

QAM et anti-rocuronium sont particulierement intéressants, méme si une meilleure caractérisation de
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ces anticorps, notamment en termes d’affinité, permettrait d’aider a 1’exploration de leur implication

dans la physiopathologie des RAH.

3 Participation des 1gG et des polynucléaires neutrophiles dans les réactions

d’hypersensibilité aigué peropératoires

3.1 Apport des modeles animaux

Les études physiopathologiques sur 1’anaphylaxie sont difficiles & conduire chez I’homme a cause de
I’imprévisibilité de survenue des RHA ainsi que des délais trés variables entre exposition a ’allergene,
le début des manifestations cliniques et la récupération d’échantillons biologiques qui permettent de
confirmer la RHA et la/les substances responsables mais aussi de réaliser des analyses biologiques
supplémentaires. Les mod¢les animaux, malgré toutes leurs limites, sont donc une étape importante
dans I’amélioration des connaissances des mécanismes physiopathologiques, notamment grace a
I’existence de souris transgéniques. Les IgG et leurs récepteurs partagent certaines analogies entre
I’homme et la souris mais différent également par certains aspects (voir détails en Annexe 3). Comme
précédemment évoqué, 1’anaphylaxie peut étre induite de deux fagons chez la souris : I’anaphylaxie
systémique passive (PSA), ou un anticorps spécifique est administré (24-48 heures pour les IgE ou 2-3
heures pour les IgG) avant induction d’une éventuelle anaphylaxie par injection intraveineuse de ce
méme antigéne/allergéne et I’ASA (voir Section 3). La survenue d’une anaphylaxie est évaluée par
mesure de la température rectale (et par I’amplitude de I’hypothermie induite) et par analyse du

comportement de la souris.

Chez la souris, ’induction de PSA par les IgE est dépendante des IgE, du mFceRI [219], des
mastocytes [220] et de I’histamine [221]. L’induction de PSA par des IgE ou des IgG entraine une
anaphylaxie de méme sévérité. Chez la souris, la réponse immunitaire induite par des antigenes
peptidiques produit principalement des IgG1 qui peuvent se fixer sur les récepteurs activateurs de
faible affinité mFcyRIII, présents a la surface d’un grand nombre de cellules myéloides [222], et sur
les récepteurs inhibiteurs de faible affinit¢é mFcyRIIB [142]. L’induction de PSA par les IgG1 était
inhibée chez des souris déficientes en mFcyRIIL, avec une contribution du mFcyRIIB suggérant une
implication de ces deux récepteurs. L’induction de PSA par les IgG1 n’était pas inhibée chez les souris
déficientes en mastocytes [220] ou en basophiles [223], suggérant une implication d’autres types
cellulaires dans ce modéle. Les PN murins expriment deux types de récepteurs activateurs aux IgG,
les mFcyRIIl et mFcyRIV, alors que les mastocytes et les basophiles n’expriment que le mFcyRIII
comme récepteurs activateurs. Les études ont montré que le modéle de PSA induite par les [gG2 était
dépendant des PN via I’activation du mFcyRIV [81]. Ces résultats suggérent donc un role d’autres

types cellulaires, et notamment des PN, dans 1’anaphylaxie (voir revue en Annexe 3).
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En effet, ni les IgE [224], ni le mFceRI [220], ni les mastocytes [219, 225], ni les basophiles, ni les
deux types cellulaires [225] ne sont nécessaires a I’induction de I’ASA chez la souris. Alors que chez
des souris sauvages, I’ASA induite aprés immunisation par BSA est 1étale, celle-ci est abolie chez des
souris déficientes en récepteurs aux IgG, et plus particuliérement aprés traitement par des anticorps
bloquant spécifiquement mFcyRIII et mFcyRIV. Chez des souris déficientes pour 5 FcR (5-KO) qui
n’expriment qu’un seul récepteur activateur pour les IgG, mFcyRIV, exprimé uniquement par les
monocytes/macrophages et les PN, une ASA se développe avec la méme intensité et avec une
mortalité identique aux souris sauvages [226]. Chez ces souris n’exprimant pas de FcR activateurs, le
transfert de PN murins ou humains restaure le choc anaphylactique, avec une contribution plus
modeste des basophiles mise en évidence [227]. Dans un autre modele, I’ASA était médiée par

’activation des monocytes/macrophages via mFcyRIII [228].

Ces modéles ont bien siir d’importantes limites, ne serait-ce que par ’absence de profils d’expression
des hFcyR sur les différents types cellulaires superposables entre ’homme et la souris transgénique.
De plus, la présence d’un seul récepteur au lieu des sept exprimés chez ’homme ne peut refléter la
complexité du modéle humain, ce surtout en I’absence du récepteur inhibiteur. Du point de vue du
clinicien, les rapports des doses administrées entre I’homme et la souris peuvent paraitre stupéfiants.
Apres enquéte dans notre unité, la plupart des chercheurs utilisent dans le modele d’ASA une
immunisation par injection intra-péritonéale de 10ug d’antigéne (pour 1’ovalbumine, la BSA, ou du
KLH-rocuronium) associé¢ a un adjuvant, ce qui rapporté au poids de la souris fait 0.5 mg/kg. Quant a
I’induction de I’anaphylaxie, elle est déclenchée le plus souvent par injection de 500ug par voie
intraveineuse ou intrapéritonéale, soit 25mg/kg ! Pour les modéles d’ASA aux extraits de cacahuéte,
I’immunisation est obtenue par gavage par voie orale de 10mg (soit 500 mg/kg) avec induction de
I’ ASA par injection par voie intrapéritonéale de Smg (soit 250 mg/kg). Ces doses sont considérables,
méme comparées aux injections intraveineuses pour induction de 1’anesthésie chez 1’homme ou la
dose recommandée de succinylcholine par exemple est de 1mg/kg. Cependant, pour I’infliximab, les
posologies sont de 3 a 5 mg/kg (selon les indications) par voie intraveineuse a des fréquences variables
suivant les pathologies, étant donc supérieures (mais sans adjuvant) aux doses d’immunisation chez la
souris. Comme évoqué précédemment (Figure 20), la présence conjointe de grande quantité
d’antigenes et d’anticorps est connue pour induire une voie IgG médiée, ce d’autant que les souris ont
le plus souvent ét¢é immunisées avec un adjuvant favorisant la production d’IgGl ou d’IgG2a. Ces
situations ne refletent donc que partiellement la physiopathologie humaine. En effet, une souris qui
bénéficie d’une immunisation est élevée dans un environnement controlé avec une alimentation stricte
et n’est donc stimulée que par un seul antigéne. Une équipe de chercheurs de 1’université de Stanford a
ainsi récemment fait une analogie entre le systéme immunitaire d’une souris de laboratoire et celui
d’un nouveau-né¢ a cause de son absence d’exposition a des pathogenes [229, 230]! Lors de

I’induction du choc anaphylactique, la souris posséde une grande quantité d’anticorps spécifiques
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disponibles. Inversement, non seulement la date de la primo-exposition chez I’homme n’est pas
¢valuable et est probablement ancienne, mais de plus il n’a pas subi de « rappels » pour augmenter le
taux d’anticorps et il a été exposé a de nombreux autres antigénes. Une étude dans notre unité, réalisée
par Carlos Castillon, étudiant en thése, montre que, chez la souris, lors d’une premicre série
d’immunisation avec un antigéne suivi d’une seconde série d’immunisation avec un autre antigene, il
y a une disparition quasi-totale des plasmocytes spécifiques du premier antigene dans la rate a la fin de
la seconde série. La capacité d’induction d’ASA au premier antigéne n’a pas encore été évaluée dans
ce modele. Cependant, rapporté a 1I’homme, il refléte bien la faible quantit¢é de plasmocytes
producteurs d’IgG spécifiques a distance de I’immunisation. Malgré toutes ces limites, 1’intérét de ces
modeles est justement d’exagérer les mécanismes afin d’observer un effet biologique exacerbé. Si le
modele utilisé produisait IgE et IgG et impliquait plusieurs types cellulaires, on ne conclurait que
difficilement a une participation des IgG. Au contraire, ces études suggerent un mécanisme IgG tout en
reconnaissant qu’elles apparaissent dans certaines circonstances chez la souris. Enfin, la mise en
perspective de ces résultats par rapport aux études sur le PAF et sur les RHA aux anticorps
thérapeutiques chez 1’homme (Section 3) permettent de proposer une hypothése soutenue par

différentes approches.

3.2 Relation IgG spécifiques et sévérité de la réaction d’hypersensibilité aigué

Afin de tenter de répondes aux problématiques exposées précédemment, nous avons congu 1’étude
NASA afin d’évaluer la contribution des PN et des IgG dans un modele de RHA médicamenteuse
(plus particuliérement aux curares) chez 1’homme. Lorsqu’une cellule est activée par la dimérisation
des récepteurs FcyR ou FceR aprés fixation de complexes immuns anticorps/antigéne, ceux-ci sont
internalisé€s, entrainant une diminution de 1’expression des récepteurs a la surface de la cellule. Les
expériences suivantes ont €té réalisées par Friederike Jonsson, qui est chargée de recherche CNRS
dans notre unité, sur les échantillons sanguins prélevés a 30 minutes du choc des patients de 1’étude
NASA. D’expression du hFceRI a la surface des basophiles était diminuée de fagon significative, avec
association entre la diminution de 1’expression et la sévérité du choc, suggérant 1’activation de ces
cellules par les IgE (Figure 25A). A la surface des PN, I’expression des récepteurs activateurs
hFcyRIIA était diminuée de fagon significative, avec également association avec le stade de gravité de
la RHA (Figure 25D). De facon intéressante, I’expression de ce récepteur n’était pas diminuée a la
surface des monocytes suggérant donc une implication particuliére des PN (Figure 25B). De plus,
I’expression du second récepteur activateur exprimé de fagon constitutive sur les PN (hFcyRIIIB) était
¢galement diminuée de facon significative chez les patients ayant les RHA les plus séveres (Figure
25C). L’activation des PN par interactions avec d’autres cellules, comme les mastocytes ou lors d’un
processus inflammatoire via le relargage de cytokines, entraine une baisse d’expression de nombreux

récepteurs [231], semblant cependant épargner les hFcyRIIA [232].
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Figure 25 : Expression du hFceRI A/sur les polynucléaires éosinophiles, du FcyRIIA sur B/les monocytes et
C/les PN et D/du FeyRIIIB sur les PN des patients cas de I’étude NASA 30 minutes aprés le choc, et des patients
témoins, mesurée par cytométrie en flux, avec représentation en fonction des grades de choc.
Des analyses rétrospectives ont été réalisées par Luc de Chaisemartin, MCUPH, et Vanessa Granger,
¢tudiante en thése, dans le service d’Immunologie de 1’Hopital Bichat — Claude Bernard mettant en
¢vidence une diminution significative de 1’activité de la PAF-AH corrélée avec la sévérité de la RHA ,
venant corroborer les études publiées par Vadas et al [92, 93]. La diminution de 1’expression des
récepteurs aux IgE sur les basophiles et des récepteurs aux IgG sur les PN, associée a une présence
significativement plus élevée d’IgE anti-QAM et d’IgG anti-QAM chez les patients ayant présenté une
RHA sévére, suggere la présence d’une implication des deux voies IgE- et IgG- médiée chez ces

patients.

3.3  Neutrophil Extracellular Traps

Alors que les PN jouent un réle essentiel dans la réponse anti-infectieuse et la résolution de
I’inflammation, les médiateurs qu’ils libérent sont également toxiques pour 1’environnement local

[233]. La formation de réseaux extracellulaires par les neutrophiles principalement, mais aussi par les
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mastocytes et les éosinophiles, constitue un mécanisme récemment découvert de I’immunité innée
[234-237]. Au cours de ce phénoméne appelé nétose, qui dépend de ’explosion oxydative, les PN
libérent des filaments d’ADN extracellulaires (Neutrophil Extracellular Traps ou NETs) dont la
premiere propriété rapportée est de piéger les microorganismes. Ces filaments de chromatine sont
parsemés de protéines issues des différents compartiments cellulaires (noyau, cytoplasme,
granulations...). La citrullination des histones est la signature biologique de la nétose et est
indispensable au désenroulement de la chromatine [238, 239]. La translocation nucléaire de
myéloperoxydase (MPO) et d’¢lastase provenant des granulations est également essentielle, afin de
permettre les modifications enzymatiques a I’origine de I’extrusion d’ADN hors de la cellule [240].
Récemment, des observations dynamiques in vivo ont suggéré que les PN porteurs de NETs
conserveraient leurs capacités migratoires en étant donc déléteres a distance [241, 242]. A ce jour, la
fonction physiologique la mieux connue des NETs semble étre leur capacité a piéger et détruire les
microorganismes grace a la forte concentration locale de composants antimicrobiens, en particulier des
protéases [243, 244]. IIs peuvent également présenter un role pathologique, en étant impliqués dans la
genese et I’entretien de maladies auto-immunes comme les vascularites ou le lupus systémique [245-
248], mais aussi avec une toxicité cellulaire et tissulaire dans le sepsis ou les hépatopathies aigués
[249-251]. L’un des organes les plus exposés aux NETs semble étre le poumon, comme dans le
syndrome de détresse respiratoire aigu ou le TRALI (« Transfusion Related Acute Lung Injury », qui

est une détresse respiratoire aigué causée par des transfusions sanguines) [252-255].
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Figure 26 : Mesure de la libération de NETs chez les patients de ’étude NASA en fonction du stade de gravité de la RHA.

Chez la souris, I’engagement des FcyR exprimés a la surface des PN par des complexes immuns
IgG/antigéne induit la formation de NETs [256]. Chez des patients de 1’étude NASA, une libération de
NETs a été mise en évidence, avec une corrélation entre 1’intensité de la libération, quel que soit le

marqueur utilisé (¢lastase, MPO, ou mesure d’ADN extracellulaires), et la sévérité de la RHA (

Figure 26), apportant un argument supplémentaire quant a 1’activation des PN dans les RHA. Sur le
plan clinique, la présence de NETs était uniquement associée a la survenue d’un arrét cardiaque, c’est

a dire a la survenue d’un grade 4. Dans I’étude NASA, I’incidence du bronchospasme était de 32%,
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soit 28 patients, en accord avec la littérature. Au cours d’un mod¢le expérimental de choc
anaphylactique, une infiltration pulmonaire de neutrophiles a été observée [257]. Comme évoqué
précédemment, la survenue d’un bronchospasme au cours d’une RHA ne semble pas reposer sur les
mémes mécanismes physiopathologiques que la pathologie asthmatique. Le poumon étant I'une des
cibles des NETs, il pourrait étre intéressant d’étudier dans un modele animal si la présence de NETs au
niveau pulmonaire pourrait expliquer 1’incidence du bronchospasme, notamment a cause d’une

toxicité cellulaire et tissulaire locale.
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Grace a des expériences réalisées par Luc de Chaisemartin, a la Faculté¢ de Pharmacie de Chatenay
Malabry, nous avons pu analyser la libération de NETs par des PN humains purifiés en réponse au
stimulus représenté par des complexes immuns Anticorps anti-rocuronium purifiés / HSA-rocuronium
(Figure 27). Celle-ci était présente avec une différence significative par rapport au bruit de fond
(résultats basés sur 4 expériences, a partir d’'un méme lot de purification d’anticorps). D’autres
analyses sont prévues, avec la mesure de médiateurs comme 1’¢lastase ou de réactifs de 1’oxygene,
ainsi que la vérification de la reproductibilité de ces résultats a partir d’autres anticorps purifiés. Les
NETs générés par les complexes immuns produits a partir des anticorps anti-rocuronium purifiés sont
inférieurs a ceux induits en réponse au stimulus représenté par les complexes immuns IgG anti-
ovalbumine / ovalbumine. Cependant, ces derniers sont des anticorps monoclonaux, hautement
spécifiques, de haute affinité, produits dans le laboratoire de Luc de Chaisemartin rendant les
comparaisons difficiles. Comme évoqué précédemment, les PN peuvent étre activés indirectement.
Ces résultats sont des arguments en faveur de I’hypothése que les IgG identifiées sont capables
d’activer directement les PN, et donc de fagon plus élargie dans I’implication potentielle des PN via

les IgG spécifiques dans les manifestations cliniques des RHA médicamenteuses séveres.

L’activation directe des PN par les complexes immuns anticorps anti-rocuronium purifiés / HSA-
rocuronium est en cours de mise au point dans notre unité, pour évaluer I’expression, en réponse a ce
stimulus, de certains marqueurs de surface, comme le CD11b et le CD62L, ainsi que la production de

ROS. Dans le cadre de la caractérisation des anticorps purifiés, il est prévu d’évaluer la répartition en
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sous-classes, [258]. Les analyses de sous-classes étant techniquement difficiles, nos résultats seront a
pondérer par un biais possible induit par notre systéme de purification d’anticorps ou a cause des
anticorps secondaires anti-sous-classes, dont la spécificité est souvent insuffisante (nous en avons a ce
jour déja testé trois sans succes). Chez la souris, I’induction de PSA par les différentes sous-classes
d’IgG est sous la dépendance de types cellulaires et de médiateurs différents [259]. Les résultats treés
préliminaires de 1’étude NASA/IPAAQ semblent indiquer une proportion importante d’IgG3 (environ
1/3), le reste semblant constituer d’IgG1. Ces expériences doivent étre optimisées et validées trés
prochainement afin de permettre d’évaluer, en fonction des sous-classes majoritaires, les différents

types cellulaires chez I’homme qui pourraient étre impliqués dans les RHA impliquant des IgG.

3.4 Interactions plaquettes et IgG

Dans un modele d’ASA (immunisation a la caséine dans 1’alum), une neutropénie et une
thrombocytopénie profonde était observée, en corrélation avec la sévérité de la réaction [257]. Des
études réalisées par Héloise Beutier, étudiante en thése dans notre unité, dans un modele de souris
transgéniques exprimant uniquement le hFcyRIIA, seul récepteur activateur humain des IgG exprimés
a la surface des plaquettes, montrent une thrombocytopénie majeure induite par I’anaphylaxie passive
chez la souris. Les plaquettes de ces souris transgéniques sont capables in vivo de fixer les IgG sous
formes de complexes immuns [260]. Ex vivo, les plaquettes humaines, via le hFcyRIIA, sont capables
d’internaliser ces complexes immuns permettant une présentation secondaire aux phagocytes pour
permettre 1’élimination de ces complexes [260]. Au cours du sepsis, il a été démontré que les
plaquettes étaient impliquées dans la présentation et I’¢limination des pathogénes avec une association
entre thrombopénie et mortalité au cours du sepsis sévére [261-263]. Les plaquettes sont participent
donc au transport et a la présentation des anticorps pour permettre leur clairance, quitte a entrainer la
destruction des plaquettes [264]. Des analyses préliminaires de 1’étude NASA sur les numérations
plaquettaires réalisées par Friederike Jonsson montrent également une thrombocytopénie chez les
patients, avec une association avec la sévérité de la réaction observée. La principale hypothése est
qu’au cours des RHA séveres, les plaquettes sont activées par les complexes immuns, entrainant la
libération de médiateurs comme le PAF et de nombreux médiateurs lipidiques, stimulent la production

de NETs par les neutrophiles, participant ainsi a la sévérité de la manifestation clinique.

3.5 Patients de I’étude NASA sans marqueurs d’activation de la voie IgE

Dans 1’étude NASA, la classification des patients a été particuliérement difficile. Il n’y en a en effet
pas de consensus dans la littérature sur la définition d’un mécanisme IgE-médié. Si la libération
d’histamine suite a D’activation directe des mastocytes par des substances pharmacologiques
(vancomycine, morphine ou atracurium) ne fait pas débat, celle de tryptase est controversée [265,

266]. Dans une étude de 2003, dans le diagnostic de RHA peropératoire IgE médiée (critére diagnostic
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reposant sur un test cutané positif), la VPP de la tryptase était de 92.6% et sa VPN de 54.3%.
L’histamine possédant une demi-vie treés courte, et les délais d’obtention des échantillons n’étant pas
tous identiques dans I’étude NASA, celle-ci n’a pas été considérée pour la classification sur I’existence
d’une voie IgE-médiée des patients NASA. Ont été considérés comme RHA avec une voie IgE-médiée
les patients qui ont présenté un test cutané positif a un agent auquel ils ont été exposés, une tryptase
¢levée (par rapport a la valeur de base [35]) ou, pour les patients n’ayant pas eu de consultation
d’allergo-anesthésie, une tryptase supérieure a 14 pg/L selon les anciennes recommandations [267]. Ce
dernier critére a été pris en compte devant les valeurs extrémement élevées de tryptase des six patients
concernés (médiane a 127 ug/L [51 ; 274]), associées a des IgE anti-QAM positives pour cinq d’entre

Cux.

Au total, 31 patients n’avaient, selon ces critéres, pas de marqueurs d’une voie IgE-médiée (Figure
28). Les valeurs d’histamine de ces patients étaient faibles, avec une médiane a 11.1 nmol/L [6.2 ;
17.2] (seuls cinq patients présentaient une valeur supérieure a 20 nmol/L, sans IgE anti-QAM
associées). Les caractéristiques démographiques de patients avec ou sans voie IgE-médiée n’étaient
pas différentes, tant en ce qui concerne I’age, le sexe que les antécédents. Sur le plan clinique, la
présence d’un marqueur de la voie IgE était associé a la survenue d’'une RHA grave (p=0.02, test exact
de Fisher), avec notamment une hypocapnie, une hypoxie (p<0.0001, test exact de Fisher) et une

hypotension artérielle (p=0.004, test exact de Fisher).

86 patients cas NASA

v

Présence d’un ou plusieurs marqueurs
de la voie IgE-médiée

v v

55 patients 31 patients
Présence d’IgG anti-QAM Présence d’IgG anti-QAM
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Figure 28 : Flowchart des patients cas de I’étude NASA en fonction de I’identification d’un mécanisme IgE-
médiée et de la détection d’IgG anti-QAM par ImmunoCAP.

Comme évoqué précédemment, 1’incidence des RHA sévéres parmi les patients sans voie IgE
documentée n’était pas négligeable puisque 8 patients (soit 19%) ont présenté une RHA grade 3 ou un

grade 4. La présence d’une RHA a la succinylcholine était supérieure dans le groupe IgE-médié, alors
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que I’injection d’atracurium était supérieure dans le groupe non IgE-médié. De fagon intéressante, la
survenue d’une RHA sans marqueur de la voie IgE ne corréle pas avec une augmentation des
marqueurs IgG. En effet, parmi les 31 patients sans marqueurs d’une voie IgE médiée, non seulement
les IgG anti-QAM par ELISA et par ImmunoCAP étaient inférieurs (p=0.003, test U de Mann &
Whitney), mais aussi 1’expression de hFcyRIIA et hFcyRIIIB a la surface des PN était également
supérieure (p=0.03, test U de Mann & Whitney) par rapport au groupe avec voie IgE médiée. Méme
en considérant les 10 patients avec des IgG anti-QAM positifs (seuil a 2 mg/L), I"expression de
hFcyRIIA et de hFcyRIIIB a la surface des PN n’était pas différente par rapport aux patients sans IgG
anti-QAM.

Au sein des patients inclus dans 1’étude NASA, les RHA survenant en 1’absence de marqueurs d’une
voie IgE-médiée ne semblent donc pas étre associées a la présence exclusive d’une voie IgG-médiée
d’aprés les marqueurs étudiés. Confirmant les résultats de I’article 3, les RHA induites par
I’atracurium sont plus fréquentes dans ces réactions non-IgE médiées. On ne peut évoquer une erreur
de diagnostic avec une incidence aussi importante, ce d’autant devant la présence de RHA de grades 3
ou 4. D’autres mécanismes n’ont pas été recherchés dans I’étude NASA, notamment I’influence du

complément, pouvant peut-étre expliquer ces RHA atypiques.
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CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES

En explorant sous différents aspects les RHA peropératoires, ce travail de thése a permis de répondre a
quelques questions mais en a soulever beaucoup d’autres dans un méme temps. Alors qu’un
antécédent d’asthme est un facteur de risque de mortalité au cours des RHA, il ne semble pas étre
responsable d’une survenue d’un bronchospasme dans la symptomatologie clinique peropératoire.
Cela souligne, chez les patients asthmatiques, la nécessité d’évoquer rapidement le diagnostic de RHA
devant I’apparition d’un bronchospasme et d’inciter a I’administration d’adrénaline le cas échéant. En
vue d’un diagnostic rapide, nous avons également identifi¢ une valeur de CO, télé-expiratoire
inférieure 2 20 mmHg comme un marqueur de sévérité devant faire évoquer, dans un contexte
clinique, une RHA de grade 3 ou 4. Méme si des validations dans d’autres cohortes sont nécessaires,
ces aides au diagnostic rapide des formes sévéres de RHA sont essentielles, car la rapidité

d’instauration du diagnostic et du traitement spécifique conditionne le pronostic des patients.

De fagon intéressante, sur le plan mécanistique, ces RHA sévéres sont associées a la présence
d’anticorps spécifiques IgE et IgG. Nous avons en effet démontré que non seulement les IgG
spécifiques sont présentes aux cours des RHA, mais qu’ils sont aussi associées a des formes séveéres et
sont capables d’activer les PN aprés avoir été purifiés. Ces résultats, associés a ceux de 1’activation des
PN au cours des RHA, évoquent fortement I’implication des PN et des IgG dans les manifestations
séveres. Il est possible que la prévalence élevée des IgG anti-QAM sans effet pathologique au cours
des RHA modérées soit liée a une affinité plus faible de ces anticorps, cette hypothése restant a
confirmer. La distinction de deux types de RHA, notamment en fonction du curare administré, souléve
des interrogations tant sur le plan physiopathologique que sur le plan clinique. Le caractére plus sévéere
des RHA a la succinylcholine devrait-il inciter les cliniciens a une prise en charge plus agressive ou a
tester des traitements anti-PAF si le role des IgG et des PN devait étre confirmé ? 1l serait intéressant
de réaliser une étude au méme design que 1’é¢tude NASA mais incluant des patients bénéficiant de
I’injection d’anticorps thérapeutiques afin d’évaluer la contribution des différents types d’anticorps et
de cellules dans les réactions observées. Il est peu probable que dans les allergies alimentaires, ou les
allergénes sont en faibles quantité, les IgG soient impliqués, méme si une telle présomption doit Etre
vérifiée. Il semble que I’on puisse distinguer plusieurs mécanismes des RHA en fonction du curare
administré : succinylcholine (et probablement rocuronium) engendrant dans la grande majorité des cas
des réactions médiées par les anticorps et atracurium avec 50% de réactions médiées par les anticorps
et 50% non encore identifiées. Un nombre important de RHA a I’atracurium reste donc toujours non
caractérisé sur le plan physiopathologique, ainsi que les patients sans mécanisme IgE et/ou IgG mis en

évidence, représentant tout de méme un quart des patients de la cohorte de 1’étude NASA.
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The biological activities of human IgG antibodies predominantly rely on a family of
receptors for the Fc portion of 1gG, FcyRs: FcyRI, FcyRIIA, FcyRIIB, FcyRIIC, FeyRIIA,
FcyRIIIB, FcRL5, FcRn, and TRIM21. All FcyRs bind IgG at the cell surface, except
FcRn and TRIM21 that bind IgG once internalized. The affinity of FcyRs for IgG is deter
mined by polymorphisms of human FcyRs and ranges from 2 x 10% to 8 x 10’ M~".
The biological functions of FcyRs extend from cellular activation or inhibition, 1gG-
internalization/endocytosis/phagocytosis to IgG transport and recycling. This review
focuses on human FcyRs and intends to present an overview of the current understanding
of how these receptors may contribute to various pathologies. It will define FcyRs and
their polymorphic variants, their affinity for human IgG subclasses, and review the associ-
ations found between FcyR polymorphisms and human pathologies. It will also describe
the human FcyR-transgenic mice that have been used to study the role of these receptors
in autoimmune, inflammatory, and allergic disease models.

Keywords: IgG receptors, transgenic mice, anaphylaxis, autoimmune diseases, genetic polymorphisms and disease
association, human IgG receptors
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INTRODUCTION ON HUMAN FecyRs: DEFINITION AND BASIC
FUNCTIONS

Human myeloid cells, NK cells, and B cells are equipped with a
variety of receptors that enable their interaction with monomeric
or aggregated immunoglobulins, antigen—antibody immune com-
plexes, and opsonized (antibody-coated) particles, cells, or sur-
faces. Most of these receptors bind the Fc portion of immunoglob-
ulins (receptors for the Fc portion of immunoglobulins, FcR) and
endow these cells with the capacity to interact with IgM, IgA, IgG,
and/or IgE. This review will focus on IgG-binding human FcRs,
FcyRs.

Humans express nine FcyRs: the six classical FcyRs, FcyRI,
FcyRIIA, FcyRIIB, FcyRIIC, FcyRIIIA, and FcyRIIIB; as well as
FcRn, FcRL5 (1, 2), and TRIM21 (3) (Figure 1). These FcyRs
all bind IgG on the surface of the cells expressing them, except
FcRn (4, 5) and TRIM21 (6, 7) that bind IgG once internal-
ized. Notably, all IgG receptors bind at least two human IgG
subclasses, albeit with varying binding affinity: the association
constants (Ku ) of [gG—FcyR interactions range from 8 x 107 down
to 2 x 10* M1 (8) (Figure 1). Historically, FcyRs were catego-
rized as either low-affinity receptors that can only bind IgG when
present in an immune complex, aggregated, or opsonized; or high-
affinity receptors that can also bind free or monomeric IgG. This
terminology has become rather obsolete considering reports of
high- and low-affinity interactions for a single receptor toward

different Ig subclasses. Furthermore, although the prevailing belief
was that occupancy of high-affinity receptors with pre-bound
monomeric IgG prevents their participation in immediate IgG-
dependent reactions; this has recently been refuted in vivo (9).
Adding to this complexity, human FcyR polymorphisms that mod-
ulate affinity for some human IgG subclasses have been described
(8) (refer to part 2; Figure 1).

Human FcyR expression on different cell types has been fairly
comprehensively described, mostly by the use of FcyR-specific
monoclonal antibodies (mAb) but also from data using mRNA
profiling (Figure 2). Generally, the following observations can be
made: hFcyRI (CD64) is restricted to monocytes/macrophages
and dendritic cells and is inducibly expressed on neutrophils (10)
and mast cells (11); hFcyRIIA (CD32A) is expressed on all myeloid
cells but not on lymphocytes; hFcyRIIB (CD32B) is expressed
at high levels only on B cells (12) and basophils (13). It is also
expressed on tissue macrophages and dendritic cells (12), but only
at low levels on 20% of circulating monocytes and 4% of cir-
culating neutrophils (12, 14), and is not expressed on primary
skin mast cells (15); hFcyRIIC (CD32GC; refer to Section “Human
FcyR Polymorphisms” for its “stop;3” polymorphism) is expressed
on NK cells (16), monocytes, and neutrophils (17); hFcyRIIIA
(CD16A) is expressed on NK cells and monocytes/macrophages;
hFcyRIIIB (CD16B) is highly expressed on neutrophils and at low
levels on some basophils (18). TRIM21 (aka Ro52) was described
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Human IgG receptors
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FIGURE 1 | Human IgG receptor family. Alleles are identified by the “No allelic variants have yet been described that affect binding affinity.
amino acid variant in the protein (e.g., Hs), or by the name of the #Associates with integrins. ITAM, immunoreceptor tyrosine-based
allelic variants (NA1, NA2, or SH). Binding affinities for the various activation motif; y,, dimer of FcRy subunits; ITIM, immunoreceptor
immunoglobulin subclasses are given as M. High-affinity tyrosine-based inhibitory motif; GPI, glycosyl-phosphatidylinositol;
interactions are indicated in bold. -, no binding; ND, not determined; B,m, B,-microglobulin.

to be widely expressed among lymphoid and myeloid populations,
but also on endothelial cells (19). FcRL5 has been reported to be
restricted to B cells (2).

These expression patterns highlight that hFcyRIIA is the only
activating IgG receptor constitutively expressed by mast cells,
basophils, neutrophils, and eosinophils, and that FCRL5 is the
only activating IgG receptor constitutively expressed by B cells.
Importantly, signal transduction events induced by human acti-
vating IgG receptors may be negatively regulated by hFcyRIIB
only in B cells, dendritic cells, and basophils, and rare fractions
of monocytes and neutrophils. Indeed, mast cells, NK cells, and
most neutrophils and monocytes do not express this inhibitory
receptor. hFcRn has been reported in dendritic cells, mono-
cytes/macrophages (21), neutrophils (22), and endothelial cells
(23), but expression on platelets and mast cells has not been
examined so far.

These patterns correspond to the expression of FcyRs in healthy
individuals. These may be modified during pathological condi-
tions or following therapeutic treatments. Certain cytokines for
example have been reported to up-regulate or down-regulate some
hFcyRs; e.g., B cells express higher levels of hFcyRIIB following
IFN-y but lower levels following IL-4 stimulation, whereas oppo-
site effects have been reported for monocytes [reviewed in Ref.
(24)]. On the latter cells, expression of hFcyRIIA is increased fol-
lowing IFN-vy and decreased following IL-4 stimulation (25). IL-3
stimulation, however, induces higher expression of both recep-
tors (activating hFcyRIIA and inhibitory hFcyRIIB) on basophils

(13). Mucosal mast cells express hFcyRI upon IFN-y stimulation
(11). Surprisingly, IL-3 stimulation of primary monocytes did
not modify hFcyRI expression, but increased its ability to bind
IgG-immune complexes and to induce intracellular activation
signals (26).

Activating FcyRs signal through an immunoreceptor tyrosine-
based activation motif (ITAM) that is either present in their
intracytoplasmic domain or in associated signaling subunits, such
as the FcRy chain (Figure 1), the FcRP chain (exclusively in
mast cells and basophils), or the CD3g chain (exclusively in NK
cells). These ITAM-containing structures allow FcyRs, once aggre-
gated by multimeric ligands, to activate signaling cascades via
SRC family kinases and spleen tyrosine kinase (SYK) leading to
cell activation, cytokine/chemokine production, and cell migra-
tion (27-29). The inhibitory receptor FcyRIIB possesses instead
an immunoreceptor tyrosine-based inhibition motif (ITIM) in
its intracytoplasmic domain (30), which allows this receptor,
once co-engaged with an activating FcyR, to recruit the inosi-
tol polyphosphate-5-phosphatase SHIP1 (31) that counteracts the
signaling cascades initiated by activating FcyRs (24). FcRL5 pos-
sesses both an ITAM and two ITIMs; however, it has been reported
to exert mainly negative regulatory functions (32). IgG receptors
devoid of both ITAM and ITIM may induce cell activation by asso-
ciating with other receptors at the cell membrane, for example the
glycophosphatidylinositol-anchored FcyRIIIB (33, 34) associates
with integrins (35); or by activating transcription pathways or
proteasome-related mechanisms as does TRIM21 (7, 36).
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FIGURE 2 | Human IgG receptor expression pattern. + indicates
expression; (+), inducible expression; +, very low percentages or
rare subsets express the receptor; —, no expression; and NA, not
analyzed; Mono/Macro, monocytes, and/or macrophages. *Refer

to the review by Guilliams et al. for specific expression on human
DC subtypes (20). “In Fcgr2c-ORF persons (17). *Detectable and
functional expression in non-conventional Fcgr2c-Stop

persons (17).

Internalization of antibodies, and of the antigens they are
bound to, represents the only shared function of IgG receptors
expressed at the cell surface (that is, all except FcRn and TRIM21),
whether ITAM-bearing, ITIM-bearing, or neither. FcyRs thereby
enable antigen capture and internalization by all FcyR-expressing
nucleated cells, as well as phagocytosis of opsonized bacteria,
viruses, or cells by phagocytes. FcRn is the only receptor enabling
transcytosis of 1gG or I1gG-IC by polarized cells (23). Enhanced
uptake of antibody-bound antigen enables antigen-presenting
cells to activate antigen-specific T cells considerably more effi-
ciently than free antigen (37), signifying the pivotal role of FcyRs
in the initial phase of humoral and cellular immune responses.
Receptors that bind IgG only when it has already been internal-
ized, FcRn (the topic of this review series) and the ubiquitously
expressed intracellular receptor TRIM21, may possibly contribute
to this phenomenon [reviewed in Ref. (20)].

HUMAN FcyR POLYMORPHISMS

DEFINITIONS

The multiplicity of human FcyRs (Figure 1) is increased by a
series of genetic polymorphisms, for which we will describe herein
only those leading to known functional modifications. These are
summarized in Table 1.

FeyRIIA
A polymorphism resulting in the presence of a histidine or
an arginine residue at position 131 may also be referred to

as low-responder (H;j3;) or high-responder (Ryz;) (38). The
FcyRIIA-H;3; allotype was originally reported to allow binding
to IgG2 (53), subject to ethnic variation (54, 55), and was later
described to also have increased binding for IgG3 (39). More
recently, we have identified that only the binding to IgGl and
IgG2 are increased for H;3; compared to Ry3; (8).

A novel splice variant of FCGR2A, FcyRIIA-exon 6*, contain-
ing an expressed cryptic exon 6* was identified in 2013 (41),
and is associated with increased neutrophil sensitivity to 1gG
stimulation (56).

FcyRIIB

Single-nucleotide polymorphisms (SNPs) at positions 386 [IIB-
386 (G/c)] and 120 [IIB-120 (T/a)], collectively constitute the 2B.4
promoter haplotype, which displays increased binding capacity for
transcription factors GATA4 and Yin-Yang], resulting in increased
promoter activity and higher expression of FcyRIIB on monocytes,
B lymphocytes, neutrophils, and myeloid DCs (24, 42).

A polymorphism encoding an isoleucine to threonine substi-
tution at position 232 in the transmembrane domain of FcyRIIB
(T,3,) may disable receptor function via exclusion from lipid rafts
(43, 57).

FeyRIIC
In 20% of individuals FCGR2C encodes for a glutamine at posi-
tion 13 (Qp3 or ORF) and FcyRIIC is expressed; but in 80% of
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Table 1 | Summary of human FeyR polymorphisms.

Receptor Variant Effect Reference
FcyRIIA H/R131 Hiz1: 2 binding of IgG2 and IgG1 (8, 38-40)
7 Immune complex-opsonization
FcyRIIA-exon 6* 7 Activation following IgG stimulation (41)
FcyRIIB —386G/c 7 promoter activity: thus, 2 FcyRIIB expression (24, 42)
—120T/a
1/To32 Taz2: N\ inhibitory function (43)
FcyRIIC Q/stop13 Q13: expression on NK cells, monocytes, neutrophils (17)
7 1gG-induced cell activation
CNV Correlation with protein expression levels (44)
FeyRINA V/F1s8 Visg: 2 binding to IgG1, 1gG2, 1gG3 (8, 45, 46)
2 Cell activation
CNV Correlation with protein expression levels; impaired NK cell cytotoxic function (47)
FcyRIIIB NAT/NA2/SH NA1: 2 phagocytosis of IgG-immune complexes (48-51)
SH: 7 FcyRIIIB expression levels
CNV Correlation with protein expression levels (52)

individuals a SNP generates a stop codon (stop;3), in which case
FCGR2C represents a pseudogene (16).

A subset of individuals carrying FCGR2C-ORF do not express
FcyRIIC due to splice-site mutations and loss of exon 7. Inversely,
this polymorphism leads to the expression of inhibitory hFcyRIIB
expression on NK cells that has been shown to negatively regulate
IgG-induced NK cell activation (17).

FcyRIIIA

A SNP determines the presence of a valine or phenylalanine at posi-
tion 158 (45). The FcyRIITA-V1sg variant demonstrates increased
affinity for IgG1, 1gG2, and 1gG3, and increased IgG-induced cell
activation and elimination of immune complexes (8, 46, 58).

FeyRIlIB

FcyRIIIB bears the neutrophil antigen (NA) in its membrane-
distal Ig-like domain, generating three variants termed NA1 (R3¢
Negs Azg Dga Vios), NA2 (S36 Ses A7s Ngo Tigs) (48, 59), and SH
(S36 Sg5 D78 Ngo I106) (50) that do not demonstrate detectable
differences in affinity for hIgG subclasses (8). The NA1 allotype
was, however, reported to increase phagocytosis of IgG-opsonized
particles (49). The SH allotype has been associated with higher
FcyRIIIB expression levels (51).

Gene copy number variation (CNV)

Recognized as an important indicator for inter-individual differ-
ences, can alter the expression of activating IgG receptors. The
balance between activating and inhibitory FcyRs can therefore be
perturbed, altering cellular responses toward IgG-immune com-
plexes. CNV of FCGR2C, FCGR3A, and FCGR3B (Table 1) have
been shown to correlate with protein expression levels. Duplica-
tions of the gene encoding FCGR3B can lead to the expression
of the three different FcyRIIIB variants (NA1, NA2, and SH) in a
single individual (51). CNV in FCGR3A (deletion of one allele)
correlated with a reduced expression of FcyRIIIA on NK cells and

impaired cytotoxic function (47). Deletion of a large portion of
the FCGR locus, including FCGR2C and FCGR3B, also resulted
in abnormal expression of FcyRIIB on NK cells, presumably due
to deletion of upstream regulatory elements. Expression of this
inhibitory receptor enabled negative regulation of IgG-induced
NK cell activation (17). To the extent of our knowledge, CNV of
the FCGR2A and FCGR2B genes have not been reported (47).

ASSOCIATION WITH DISEASE SUSCEPTIBILITY AND/OR SUCCESS OF
ANTIBODY-BASED THERAPIES

Several FCGR polymorphisms modify the affinity between FcyRs
and human IgG, and therefore the efficacy of immune complex
clearance can be affected. Reduced immune complex clearance is
indeed a risk factor for diseases like Systemic Lupus Erythemato-
sus and Wegener’s granulomatosis (60, 61). Other polymorphisms
may favor detrimental inflammatory responses and thus predis-
pose to autoimmunity. Diseases that have been associated with
FcyR polymorphisms are presented in Table 1.

FcyR polymorphisms may also influence patients’ response
to treatment with intravenous immunoglobulin and therapeutic
mAb. Almost all mAb used in therapy are based on human IgGl
antibodies, either chimeric mouse/human or fully human, allow-
ing their interaction with all human FcyRs (8, 62). The first report
to assess the predictive value of FcyR polymorphisms in responses
to antibody therapies associated homozygous FCGR3A-V/Visg
individuals with better clinical responses to anti-CD20 therapy
(Rituximab) in the treatment of non-Hodgkin lymphomas (63).
Homozygous FCGR3A-V/V5g individuals have since been found
to have improved biological responses to anti-CD20 therapy in
immune thrombocytopenia (64) and rheumatoid arthritis (RA)
(65); and anti-TNF-a therapy (Infliximab) to treat Crohn’s dis-
ease (66, 67); compared to carriers of one or two FCGR3A-Fsg
alleles. In arthritis patients, however, findings are controver-
sial regarding the association of FCGR3A polymorphisms with
clinical response to TNF-a inhibitors (infliximab, adalimumab,
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etanercept): although one study describes a better clinical response
in FCGR3A-F/Fsg patients (68); another, larger study with a more
homogenous patient cohort found no association (69). Homozy-
gous FCGR3A-V/V5g individuals were more likely to experience
complete remission from immune thrombocytopenia following
medication, but conversely remission rates after splenectomy were
higher in homozygous FCGR3A-F/Fisg or heterozygous individu-
als (70). The FCGR2A-H131 variant associates with susceptibility
to Kawasaki Disease (Table 1), whereas responsiveness to IVIG
therapy in Kawasaki Disease patients is strongly associated with
the FCGR3B genotype: the NA1 variant significantly decreases the
odds of an appropriate clinical outcome (71). Similarly, CNV of
both FCGR3B and FCGR2C were associated with Kawasaki Dis-
ease susceptibility and influenced IVIG treatment response (72).
Furthermore, the FCGR2B minor alleles (IIB-386¢ and I1B-120a)
conferring increased promoter activity were positively correlated
to IVIG therapeutic response, although with limited statistical
power over a small sample size (73). Each of these genetic asso-
ciations is also constrained by unequal polymorphic variation
between the different ethnic groups studied.

Altogether, particular FcyR polymorphisms have been
described to be associated with the induction or severity of
antibody-related disease, or patient responsiveness to antibody-
based therapies. Nonetheless one should keep in mind that most
FcyR-encoding genes are located within the 1q23 locus (FCGR2A,
FCGR3A, FCGR2B, FCGR2C, FCGR3B) and may display a high
degree of linkage disequilibrium, as reported for FCGR2A and
FCGR3A (74) and for FCGR2C and FCGR3B (44). Association
studies of FcyR-encoding genes should therefore include analyses
of all FcyR-encoding genes from the 1923 locus, and not focus on
one particular gene.

IN VIVO ROLES OF HUMAN FcyRs: LESSONS FROM MOUSE
MODELS'

TRANSGENIC MOUSE MODELS EXPRESSING hFcyR(s)

Transgenic mouse studies have greatly enhanced our understand-
ing of the in vivo function of hFcyRs. In particular, these stud-
ies have highlighted the respective contributions of hFcyRs to
antibody-mediated inflammatory and allergic diseases (refer to
Section “Understanding the Role of hFcyRs In vivo Using Trans-
genic Mouse Models: Illustrated in Autoimmune, Inflammatory,
and Allergic Diseases”). Over the last two decades, various trans-
genic mouse strains have been generated that carry single or
multiple hFcyR-encoding genes (Table 2). Transgenic strains were
initially generated on a wild-type mouse background; however,
later studies have examined transgene expression in mice defi-
cient for multiple endogenous mFcyRs, to specifically study the
function of the transgenic human receptor.

The common approach to reproduce hFcyR expression pat-
terns in mice is to use the genuine human promoter to drive
transgene expression (Table 2). Whereas this strategy was suc-
cessful for hFcyRIIA'" and hFcyRIIIB' mice, both hFcyRI% mice
and hFcyRIIB'® mice exhibit somewhat abnormal expression [dis-
cussed in Ref. (62)]. hFcyRI® mice, for example, constitutively

Note: for the sake of clarity, this section will use the terminology “hFcyR” for
human IgG receptors, and “mFcyR” for mouse IgG receptors.

express substantial amounts of this receptor on neutrophils (37),
while in humans hFcyRI is only inducibly expressed on neu-
trophils in contexts of inflammation, infection and during partic-
ular therapies [reviewed in Ref. (62)]. An alternative strategy con-
sists of using a cell-specific promoter to drive hFcyR expression.
hFcyRIIA'S, hFcyRIIIB'S, or double-transgenic mice were gener-
ated using the human MRP8 promoter to express these receptors
on neutrophils and, abnormally for hFcyRIIIB, on a proportion
of monocytes (34). Finally, efforts made to cross the five single
hFcyR-transgenic mouse strains with mFcyR™!! mice — lacking
mFcyRL IIB, I11, and IV — yielded a mouse model expressing most
human IgG receptors — hFcyRI, IIA, 1IB, IIIA, and IIIB — that
preserves most human expression patterns (119) (Table 2).

UNDERSTANDING THE ROLE OF hFcyRs IN VIVO USING TRANSGENIC
MOUSE MODELS: ILLUSTRATED IN AUTOIMMUNE, INFLAMMATORY,
AND ALLERGIC DISEASES

FcR-mediated uptake of immune complexes and subsequent anti-
gen presentation is a critical aspect of the immune response to
foreign pathogens. Targeting of antigen to hFcyRI in hFcyRI"%
mice induced a strong antibody response, suggesting that hFcyRI
on myeloid cells is capable of mediating antigen uptake and pre-
sentation in vivo (37, 120, 121). Various studies have demonstrated
the capacity for hFcyRI and hFcyRIIIA to mediate cytotoxicity
in the form of anti-tumor activity when engaged by bi-specific
antibodies or antibodies with enhanced FcR binding, highlighting
the effectiveness of such engineered antibody therapeutics in vivo
(122-125). The role of FcyR in mediating anti-tumor therapies
has recently been well-reviewed elsewhere (126, 127) and will not
be discussed further in this review. hFcyR-transgenic mice have
been useful both in understanding the in vivo function of these
receptors and dissecting pathological mechanisms of disease; for
illustration this section will describe results obtained in models of
autoimmune thrombocytopenia, anaphylaxis, inflammation, and
RA. Clearly, the biological responses to immobilized IgG are a
function of their location, structure, and deposition, determin-
ing the subsequent recruitment and FcyR-mediated activation of
immune cells: hFcyR-transgenic mice can assist us also in under-
standing the cell-specific role of FcyR in recruitment and immune
complex clearance.

Autoimmune thrombocytopenia

Mice deficient for the FcRy-subunit that is necessary for the
expression of all mouse activating FcyRs are resistant to antibody-
mediated platelet destruction, demonstrating the importance of
activating FcyRs in this model of autoimmune thrombocytopenia
(128). Using transgenic mice, both hFcyRI and hFcyRIIA were
found to be independently sufficient for platelet clearance (9, 129).
In hFcyRI® mice, thrombocytopenia was mediated by mono-
cyte/macrophages outside of the spleen (9), whereas in hFcyRIIA'®
mice, splenectomy was found to provoke a more severe phenotype
of thrombosis and systemic shock when thrombocytopenia was
induced by activating anti-platelet antibodies (130). Importantly,
hFcyRIIA is the only FcyR expressed on platelets, in humans and
hFcyRITA' mice. It is likely, therefore, that the presence of this
FcyR on the platelets themselves contributes to antibody-induced
intravascular platelet activation that is most efficiently resolved
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Table 2 | Association of FcyRs receptor variants with chronic inflammatory or immunological diseases.

Gene SNP Disease Reference
FCGR2A Hizq GBS, Kawasaki disease, idiopathic pulmonary fibrosis, and, for homozygous genotypes, MG, (75-79)
and children chronic ITP
R131 Bronchial asthma and allergic rhinitis, Still disease, Behget's disease, refractory ITR WG, MS, (55, 60, 80-94)
SLE, lupus nephritis, antiphospholipid syndrome, giant cell arteritis, rheumatic fever, ITR and
IgA nephropathy
FcyRlla-exon 6* Anaphylaxis in patients with hypogammaglobulinemia, common variable immunodeficiency (41)
FCGR2B T3 SLE, anti-GBM disease (57, 95-99).
—386C/—120A SLE, chronic inflammatory demyelinating polyneuropathy (42,100, 101)
FCGR2C  CNV ITR Kawasaki disease (44, 72)
FCGR3A Fiss SLE, Crohn's disease, Behget's disease, severe GBS, bullous pemphigoid, WG relapses, RA, (45, 60, 67, 70, 77, 93,
and for homozygotes, chronic ITP, and nephritis 102-105)
V15 For homozygotes: RA susceptibility and severity, idiopathic inflammatory myopathies, and IgA (90, 106-108)
nephropathy
CNV Anti-GBM disease, RA (109, 110)
FCGR3B NA1 For homozygotes: anti-neutrophil cytoplasmic antigen systemic vasculitis, chronic ITP in (75, 77, 111, 112)
children, and severe course of MG
NA2 SLE, severe GBS, Behcet's disease, IgA nephropathy, and MS (85, 93, 105, 111, 113)
SH Alloimmune neonatal neutropenia, transfusion reactions (50)
CNV Glomerulonephritis, SLE, systemic autoimmunity, RA, idiopathic pulmonary fibrosis, systemic (52, 72, 114-118)

sclerosis, and Kawasaki disease

GBM, glomerular basement membrane; GBS, Guillain-Barré syndrome; ITF, idiotypic thrombocytopenic purpura; MG, myasthenia gravis;, MS, multiple sclerosis; RA,

rheumatoid arthritis; SLE, systemic lupus erythematosis;, SNF, single nuclear polymorphism; WG, Wegener's granulomatosis.

by phagocytes in the spleen. These findings have implications for
understanding human immune-mediated thrombocytopenic dis-
orders, such as heparin-induced thrombocytopenia/thrombosis
(HIT/T), a serious complication arising from the clinical use
of heparin. Using hFcyRIIA' mice it was identified that anti-
bodies against heparin—platelet factor 4 complexes are responsi-
ble for hFcyRIIA-mediated platelet activation, thrombocytope-
nia, and thrombi formation in the lung vasculature (131, 132).
Similarly, thromboembolic complications from the use of mono-
clonal antibody therapies may be a result of hFcyRIIA-dependent
platelet activation due to circulating immune complexes (133,
134). Another important outcome of these mouse studies is that
the density of hFcyRIIA expression in the transgenic animal affects
the severity of antibody-induced disease (130), which has critical
ramifications for understanding differences in immune reactions
between individuals. Finally, a therapeutic intervention target-
ing the hFcyRIIA-signaling pathway proved successful for the
prevention of thrombocytopenia in hFcyRIIA™ mice (135).

Anaphylactic reactions

Individuals who have developed antibodies against a given aller-
gen can, upon re-exposure, develop a severe systemic allergic
reaction (anaphylaxis). Allergen re-exposure induces the rapid for-
mation of immune complexes that leads to cellular activation and
release of vasoactive mediators, which drives the phenotype of
systemic shock, including symptoms of hypotension and respira-
tory distress. Although anaphylaxis is classically attributed to an
IgE-mediated mast cell-dependent paradigm of allergic reactivity,
the same systemic symptoms can be reproduced experimentally

in mice by the transfer of specific IgG antibodies and allergen,
of preformed immune complexes (passive systemic anaphylaxis,
PSA), or by repeated immunization with an antigen prior to chal-
lenge (active systemic anaphylaxis, ASA). hFcyRI and hFcyRIIA
expressed in transgenic mice were each individually sufficient to
mediate PSA, the symptoms of which may be alleviated by pre-
treatment with blocking antibodies (9, 136). PSA mediated by
hFcyRIIA was found to be independent of mast cells and basophils,
but rather dependent on neutrophils and monocytes/macrophages
(136). Furthermore, hFcyRI and hFcyRIIA were identified as each
individually sufficient to mediate ASA in transgenic mice, result-
ing in both hypothermia and death (9, 136). hFcyRI-dependent
ASA required neutrophils and the release of platelet activating
factor (9). These data demonstrate that hFcyR expressed on neu-
trophils and monocytes can mediate fatal anaphylactic reactions
in vivo. Furthermore, in hFcyRI®®ITASIIBSIIIASIIIB' mice (on
the mFcyR™! background), administration of aggregated IgG was
sufficient to trigger anaphylaxis (119). In addition, directly tar-
geting either hFcyRI or hFcyRIIA by injection of agonistic mAb
could induce anaphylaxis in transgenic mice (9, 136). Altogether,
these data support the notion that anaphylaxis may also occur in
humans in an hFcyR-dependent manner when allergen-specific
IgGs are produced by an individual.

Immune complex induced inflammation

The formation of immune complexes is a hallmark of many
human diseases, and their accumulation is an important trigger
of inflammation-induced tissue damage. Pathogenic antibodies
may bind directly to host cells, or immune complexes may deposit
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within tissues and trigger activation of local or circulating hFcyR-
expressing cells. Using hFcyRIIA'® mice, it was demonstrated
that hFcyRIIA expressed on skin mast cells could trigger their
activation following intradermal injection of immune complexes
resulting in an inflammatory reaction in the skin (136). Inflam-
mation of the airways due to local formation of immune com-
plexes is characterized by granulocyte infiltration, elevated levels of
myeloperoxidase, and subsequent damage to the lung epithelium,
mimicking symptoms of asthmatic disease in humans. Whereas
FcRy-subunit ™/~ mice are resistant to IC-induced airway inflam-
mation, transgenic expression of either hFcyRI or hFcyRIIA was
sufficient to restore this antibody-mediated pathology (9, 136).

Rheumatoid arthritis

Rheumatoid arthritis is an autoimmune disease in which the for-
mation of immune complexes within the joints drives an inflam-
matory pathology. Autoantibodies directed against joint proteins
such as collagen type II or glucose-6-phosphate isomerase (GPI)
are found in RA patients, and the arthritis pathology may be mod-
eled in mice by either active immunization with joint-associated
components or by passive antibody transfer. hFcRn'® mice pro-
vided direct evidence for the role of this receptor in serum per-
sistence and transport of antibodies into tissues (23). Indeed,
mFcRn~/~ mice are resistant to passive arthritis induction, and
transgenic expression of hFcRn could restore arthritis susceptibil-
ity (137, 138); suggesting that greater IgG serum persistence may
have implications for many autoimmune and inflammatory condi-
tions (139). Surprisingly, transgenic expression of hFcyRIIA-R13;
on a wild-type mouse background was associated with the spon-
taneous development of an RA-like joint pathology (140). Expres-
sion of hFcyRIIA indeed renders mice highly susceptible to various
models of arthritis (140, 141), even if its expression is purposely
restricted to neutrophils (142). Small inhibitors designed to bind
antagonistically to hFcyRIIA were found to be protective (143),
proposing a hFcyR-targeted therapy for RA. Besides hFcyRIIA'
mice, other hFcyR-transgenic mice do not exhibit spontaneous
joint inflammation. Nevertheless, hFcyRI'® mice demonstrated
that this receptor is sufficient to mediate arthritis induction in
transgenic mice, dependent on the presence of both neutrophils
and monocytes/macrophages (9). Therapeutic elimination of
inflammatory macrophages by an hFcyRI-targeting immunotoxin
inhibited the progression of experimental arthritis in hFcyRI® rats
(144), and resolved cutaneous inflammation (145).

Cell-specific function of FcyR

Studies using hFcyR" mice have enabled the description of spe-
cific in vivo functions not only for these IgG receptors, but also
the cells that express them. Neutrophils are a particularly relevant
example: the two main human neutrophil IgG receptors, hFcyRIIA
and hFcyRIIIB, were found to individually and cooperatively pro-
mote IC-induced neutrophil recruitment and accumulation in the
tissues. hFcyRIIA alone, however, promoted associated injury and
inflammation in multiple models of antibody-dependent autoim-
munity. Importantly, neutrophil recruitment occurred despite the
absence of FcyR expression on other cell types such as mast
cells and macrophages, indicating a prominent role for hFcyRs
on neutrophils in IC-induced recruitment (34). Furthermore,

specialized functions may be attributed to these two neutrophil
FcyR: hFcyRIIIB seems to play an important role in homeostatic
clearance of immune complexes deposited within the vasculature,
whereas in a complex environment of immune complex deposi-
tion within the tissue and the vasculature, hFcyRIIA was required
for the formation of neutrophil extracellular traps (NETs) (146).
Collectively, these data in hFcyR' mice demonstrate the value of
a transgenic approach to appreciate the role of human FcyR and
the cells expressing them.

FINAL CONSIDERATIONS

Although, it is tempting to draw conclusions from genetic asso-
ciation studies performed in humans, it would be overreaching
to delineate causal relationships between particular FcyR vari-
ants and antibody-mediated human disease. Importantly, all the
human FcyR-transgenic mouse strains that have been reported
express a single polymorphic variant of each FcyR (Table 3).
Thus, no comprehensive study can compare today the proper-
ties of a given polymorphism in mouse models of disease. Novel
mouse models based on the exchange of the entire FCGR locus
with that of humans may allow these comparison studies, or
transgenic/knock-in mice expressing different polymorphic vari-
ants than the transgenic mice already reported, but remain to be
generated. Still, when taking into account published data from
both humans and animal models (referenced in Tables 2 and 3)
several parallel observations have been described:

- Expression of hFcyRIIA (Rj3;) renders mice susceptible to
arthritis and autoimmune pathologies including thrombocy-
topenia (Table 3); and expression of hFcyRIIA-R;3; allotype
is similarly associated with inflammatory diseases, thrombocy-
topenia, and autoimmunity in humans (Table 2). The FcyRIla-
exon 6* polymorphic variant, which confers increased neu-
trophil sensitivity to IgG stimulation (Table 1) was also associ-
ated with anaphylactic responses in patients upon IVIG therapy
(Table 2); consistent with data obtained in hFcyRIIA® mice
indicating that neutrophils can contribute to IgG-dependant
anaphylaxis mediated by FcyRIIA.

- The NA1 allotypic variant of FcyRIIIB confers increased phago-
cytosis of IgG-immune complexes, and is associated with throm-
bocytopenia in humans; whereas FcyRIIIB-NA2 and CNV
are associated with inflammatory and autoimmune conditions
characterized by immune complex deposition. These data are
congruent with findings in NA2-hFcyRIIIB'*® mice (Table 2),
demonstrating an important role for this receptor in mediat-
ing neutrophil recruitment as well as homeostatic clearance of
immune complexes.

While genetic association studies identify important risk factors
and inform on the involvement of FcyR in human disease; hFcyR'S
mice allow us to more precisely dissect pathological mechanisms,
and describe the role of human FcyR and the cells expressing
them in various clinically relevant pathologies. Together, these
data in humans and transgenic models highlight the contribution
of hFcyR to antibody-mediated diseases, and open avenues for
understanding pathogenic mechanisms. Such data will continue
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Table 3 | hFcyR-transgenic mouse models: description and main results obtained.
Promoter Expression Variant Strain In vivo findings Reference
CD64 (hFcyRlI)
FCGR1 Monocytes, macrophages, FVB/N Bi-specific mAb-dependent hFcyRI-triggered killing (in vitro) (122)
DCs, neutrophils FVB/N Anti-hFcyRI mAb immunization elicits higher Ab responses (37)
FVB/N hFcyRI-mediated binding and phagocytosis of opsonized RBCs ~ (147)
? Antigen targeting to hFcyRl increased vaccination potency (120)
FVB/N Weak antigen targeting to hFcyRI enhances immunogenicity (121)
FVB/N Immunotoxin targeting of hFcyRI reduces inflammation (145)
5KO (B6 F6) hFcyRI-dependent arthritis, thrombocytopenia, airway 9)
inflammation, and anaphylaxis (PSA and ASA)
CD32A (hFcyRIIA)
FCGR2A Monocytes, macrophages,  Riaq FcRy™~ (B6xSJL)  Immune thrombocytopenia can be induced via hFcyRIIA (129)
neutrophils, eosinophils, FcRy '~ (B6) hFcyRIIA-dependent thrombosis and shock (130)
basophils, mast cells, DCs, hPF419 (B6) hFcyRIIA-dependent Heparin-induced thrombocytopenia (131)
megakaryocyte, platelets C57BL/6 Increased active and passive collagen-induced arthritis (140)
FcRy™~ (B6xSJL)  hFcyRIIA mediates experimental immune hemolytic anemia (148)
hPF4'9 |o/hi (B6) PF4-hFcyRIIA-dependent Heparin-induced thrombocytopenia (132)
C57BL/6 x SJL F1  hFcyRIIA-dependent platelet activation by Bevacizumab IC (133)
C57BL/6 x SJL F1  Small chemical entities inhibit collagen-induced arthritis (143)
C57BL/6 x SJL F1  hFcyRIIA-dependent platelet activation by CD40L IC (134)
C57BL/6 x SJL F1  Increased sensitivity to autoimmune arthritis (141)
C57BL/6 Inhibition of hFcyRIIA-signaling pathway to inhibit thrombosis (135)
and thrombocytopenia
FcRy~/~,5KO hFcyRIIA induces anaphylaxis and airway inflammation (136)
C57BL/6J hFcyRIIA cooperates with integrin signaling in platelets (149)
MRP8 Neutrophils, some R131 FcyR~/~ hFcyRIIA-dependent nephritis, Arthus reaction, neutrophil (34)
monocytes recruitment and tissue injury
FcyR™/~ Neutrophil hFcyRIIA is sufficient for arthritis induction (142)
FcyR~/~ hFcyRIIA-dependent NETosis in Arthus reaction (146)
CD32B (hFcyRIIB)
FCGR2B B cells, splenic CD11c l232 C57Bl/6 Crosslinking hFcyRIIB and CD19 suppresses humoral immunity  (150)
DCs, monocytes, in systemic lupus erythematosus
neutrophils, eosinophils FcRy /= or hFcyRIIB-enhanced immunostimulatory and anti-tumor activity ~ (151)
FcyRIIB—/~ of chimeric mouse-human agonistic anti-CD40 Abs
CD40~/~ Anti-tumor activity of agonistic anti-TNFR Abs requires (152)
differential hFcyRIIB coengagement
CD16A (hFcyRIIIA)
FCGR3A NK cells, macrophages Fiss B6XCBAFI Promoter/expression analysis (153)
? NK cells and ? ? SCID Glycoengineering of a humanized anti-EGFR Ab leads to (125)
enhanced ADCC through hFcyRIIIA
CD16B (hFcyRIIIB)
FCGR3B Neutrophils ? B6xCBAFI Promoter/expression analysis (153)
MRP8 Neutrophils, some NA2 FcRy '~ hFcyRIIIB is sufficient for NTS nephritis, cutaneous RPA (34)
monocytes reaction and promotes neutrophil recruitment
FcRy '~ hFcyRIIIB mediates neutrophil tethering to intravascular (146)
immune complexes and their uptake
CD32A (hFcyRIIA) + CD16B (hFcyRIIIB)
MRP8 Neutrophils, some lA:Riz1  FcRy™/~ hFcyRIIA and hFcyRIIIB cooperate to induce nephritis and (34)
monocytes I11B:NA2 cutaneous Arthus reaction
(Continued)
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Table 3 | Continued
Promoter Expression Variant  Strain In vivo findings Reference
FcyR-HUMANIZED MICE (INTERCROSS OF hFcyRIt9, lIA9, IIB'9, IIIA'S AND IlIBt¢ MICE)
FCGR1 Please refer to single | mFcyRI=/~ Antibody-mediated FcyR-dependent cell depletion (B cells, T (119)
FCGR2A  transgenic mice lIA-R131  mFcyRIIB™/~ cells, platelets), and B16-F10 lung metastasis clearance
FCGR2B [1B-lgz  mFcyRINI~— FcyR-mediated IC-induced systemic anaphylaxis
FCGR3A NIA-Fiss  mFcyRIV—/~
FCGR3B [1B-?
hFcRn
FCGRT Intestine and ? mFcRn~/~ hFcRn expression restores serum half life of higG in mFcRn~~  (154)
mice
mFcRn~/—; higG with engineered high FcRn binding affinity has enhanced (137)
mFcRn~/~ half life in vivo; inhibition of the binding of pathogenic Abs to
FcyRIIB/~ hFcRn ameliorates arthritis
mFcRn~/~ Blocking hFcRn using a peptide antagonist increases hlgG (155)
mp2m~/~ catabolism
hFcRn' hp2m!'9
6KO (B6 F6) hFcRn restores arthritis susceptibility in 6KO mice (138)

?, information unavailable in the original publication.

to impact on therapeutic choices and potentially identify new
interventional targets.
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M Key points

Diagnosis of anaphylactic shock occurring during anesthesia is challenging because of altered
clinical signs and confounding diagnoses (e.g. arterial hypotension).

A major sign of clinical severity in the presence of arterial hypotension is a low end-tidal O,
concentration (below 20 mmHg).

Acute hemoconcentration (increase of hemoglobin concentrations) is highly suggestive of vascular
leak triggered by anaphylactic shock.

Guidelines for management of anaphylactic shock occurring during anesthesia are based on
withdrawal of the suspected allergen, airway control, increased cardiac preload by the Trendelen-
bourg position and volume expansion, epinephrine, glucocorticoids and monitoring for 24 hours,
although evidence for the efficacy of these therapeutic interventions is absent or very weak.
Refractory anaphylactic shock although not defined could be characterized by persistent clinical
signs after more than 10 minutes of adequately managed resuscitation. It should trigger enhanced
cardiac monitoring through echocardiography to detect primary myocardial dysfunction and alert
for extracorporeal life support.

Drugs that may be used for refractory anaphylactic shock in addition to epinephrine are glucagon,
norepinephrine, vasopressin, methylene blue but there are only animal studies where these drugs
were compared to epinephrine.

Follow-up after resuscitation includes patient information on the drugs given before occurrence of
clinical signs, scheduled allergology investigation, pharmacovigilance report and recovery of the
conclusions of allergology investigation with clear decisions on the identification of the culprit
agent and subsequent avoidance. All these conclusions have to be traced in the medical record and
shared with the patient.
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B Points essentiels <
Prise en charge du choc anaphylactique au bloc opératoire g.
Le diagnostic clinique de choc anaphylactique per-anesthésique peut étre difficile a poser, du fait
de l'atténuation des signes cliniques ainsi que de l'importante incidence des diagnostics différ-
entiels (comme I'hypotension artérielle).
L'un des principaux signes de gravité clinique en association avec une hypotension artérielle est
une diminution de la fraction expirée de (O, (inférieure a 20 mmHg).
L'hémoconcentration aigué (élévation de I'hémoglobinémie) est hautement suggestive d'une
fuite capillaire induite par le choc anaphylactique.
Les recommandations pour la prise en charge du choc anaphylactique pendant une anesthésie
reposent sur le retrait de I'allergéne suspecté, le controle des voies aériennes supérieures,
'élévation de la précharge par la position de Trendelenbourg et I'expansion volémique, I'adrén-
aline, les glucocorticoides et le monitorage pendant 24 heures.
En absence de définition précise, le diagnostic de choc anaphylactique réfractaire peut étre
évoqué devant la persistance des signes cliniques 10 minutes apres l'initiation de thérapeutiques
selon les recommandations. Cela doit inciter au monitorage de la fonction cardiaque par
échocardiographie afin de détecter des dysfonctions primaires et d'alerter les équipes d'assis-
tance circulatoire.
Bien que basées sur des études réalisées chez I'animal, les alternatives thérapeutiques d
I'adrénaline lors d'un choc anaphylactique réfractaire sont le glucagon, la noradrénaline, la
vasopressine et le bleu de méthyléene.
Aprés la réanimation, le suivi du patient doit comprendre l'information du patient sur les
médicaments possiblement incriminés, la date du rendez-vous d'allergo-anesthésie, la signal-
isation de I'évenement d la pharmacovigilance ainsi que la récupération des résultats des
investigations allergologiques avec les conclusions claires sur I'agent responsable et les conduites
a tenir. Ces résultats doivent étre notifiés dans le dossier médical du patient.
Definition from minor to death as classified by Ring and Messmer in 1977
Anaphylaxis has been defined in 2006 as "a serious allergic ~ (table Il) [2]. The occurrence of an anaphylactic reaction during
reaction that is rapid in onset and may cause death" [1]. The ~ anesthesia increases the diagnostic difficulties because of:
clinical criteria for diagnosing anaphylaxis have been recently ~ * the absence of some clinical signs, such as anxiety, dyspnea,
revised (table I). The severity of anaphylactic reactions can vary abdominal pain;
« the impossibility to detect existing signs (erythema) if surgical
dressing covers the patient;
 major signs of anaphylactic shock (AS) (e.g. arterial hypoten-
sion, tachycardia) can have many other causes during anes-
Glossary thesia and surgery;
ACLs  advanced cardiovascular life support + anesthesia per se alters the compensatory mechanisms that
?gls tharg?g:;gtrl;aslﬁ(i)fceksupport an awake individual would mobilize during an anaphylactic
ECPR extracorporeal cardiopulmonary resuscitation reaction.
EDRF  endothelium-derived relaxing factor This could explain the much higher fatality rate of AS during
:e;coz ier:ﬂ;ltj'ﬂggﬁ%u"n anesthesia (4.1%) [3], as compared to thz?t of patiepts admitted
[\ intravenous to emergency departments for anaphylaxis (approximately 0.7/
vV LEFT Ventricular ) million population) [4].
:xBA 25';'(022&';;“'3' blgckingfagent The specificities of anaphylaxis/AS during anesthesia and sur-
PAF  platelet activating factor gery, the object of this article, are related to the fact that within
PHT  pulmonary hypertension minutes, the anesthesiologist must recognize signs of anaphy-
SVR  systemic vascular resistance laxis that can also much more frequently occur because of other
causes (e.g. arterial hypotension), evaluate the severity of these
Iz presse. _ Ay
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TasLE |
Clinical criteria for diagnosing anaphylaxis [1]

Anaphylaxis is highly likely when any one of the following 3 criteria are fulfilled
Acute onset of an illness (minutes to several hours) with involvement of the skin, mucosal tissue, or both (e.g., generalized hives, pruritus or

flushing, swollen lips-tongue-uvula) and at least one of the following

Respiratory compromise (e.g., dyspnea, wheeze-bronchospasm, stridor, reduced PEF, hypoxemia)

Reduced BP or associated symptoms of end-organ dysfunction (e.g., hypotonia [collapse], syncope, incontinence)

Two or more of the following that occur rapidly after exposure to a likely allergen for that patient (minutes to several hours)

Involvement of the skin-mucosal tissue (e.g., generalized hives, itch-flush, swollen lips-tongue-uvula)

Respiratory compromise (e.g., dyspnea, wheeze-bronchospasm, stridor, reduced PEF, hypoxemia)

Reduced BP or associated symptoms (e.g., hypotonia [collapse], syncope, incontinence)

Persistent gastrointestinal symptoms (e.g., crampy abdominal pain, vomiting)

Reduced BP after exposure to known allergen for that patient (minutes to several hours)

Infants and children: low systolic BP (age specific) or greater than 30% decrease in systolic BP'

Adults: systolic BP of less than 90 mmHg or greater than 30% decrease from that person's baseline

PEF: peak expiratory flow; BP: blood pressure.

"Low systolic BP for children is defined as less than 70 mmHg until 1 year, less than 70 mmHg from 1 to 10 years, and less than 90 mmHg from 11 to 17 years.

TasLe Il

Severity scale of anaphylactic shock, according to the Ring and Messmer classification [2]

Grade Symptoms

1 Skin symptoms: erythema, urticaria localized or extended with or without angiogenic edema

1] Moderated organ failure: arterial hypotension, tachycardia, cough, dyspnea, wheezing, digestive troubles (nausea, vomiting, diarrhea)
n Severe organ failure: hemodynamic collapse, cardiac arrhythmia, bronchospasm, severe digestive signs

v Cardiac or respiratory arrest

reactions, make differential and positive diagnosis, identify the
possible allergen (based on epidemiology and the chronology of
suspected allergen administration for that patient), initiate
therapy, titrate it in order to avoid severe side effects (e.qg.
for catecholamines), evaluate the efficacy (or lack) of therapy
and initiate the positive diagnostic approach. In cases of refrac-
tory AS or cardiac arrest, last resort rescue measures such as
extracorporeal life support (ECLS) must be rapidly initiated.

Finally, a major challenge is the fact that the evidence for all

therapeutic measures recommended in AS (epinephrine, hista-

mine receptors antagonists, glucocorticoids) is absent of very

weak (see for a review [5]).

The purposes of this article are:

* to review the pathophysiology of AS with a focus on the clinical
signs and therapeutic decisions (as opposed to mediators and
mechanisms that are only helpful a posteriori but not during
the resuscitation of AS);

« to briefly review the international quidelines on therapy of AS
occurring during anesthesia and surgery;

« to provide a Diagnostic and Therapeutic Pathway Checklist that
could be helpful upon occurrence of AS.

Epidemiology of AS occurring during
anesthesia and surgery

Globally, the incidence of allergy is increasing worldwide with
the lifetime risk of anaphylaxis being at least 1.6% [4]. The
incidence of perioperative anaphylaxis is estimated between 1/
10,000 and 1/20,000 anesthesia procedures [6]. Translated to
individual practice when performing 1500 anesthetic proce-
dures a year, an anesthesiologist has a probability of seeing a
case of severe anaphylaxis in his/her practice every 5-10 years.
Acquisition and preservation of clinical skills for such rare events
is challenging. For comparison, the incidence of severe arterial
hypotension (defined as a decrease of more than 50% of
systolic/mean arterial pressure) occurs in approximately 5-
10% of anesthetic procedures. These major differences in inci-
dence may explain the delayed diagnosis of AS during
anesthesia.
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The most frequent allergens responsible for AS during anesthe-
sia are neuromuscular blocking agents (NMBA) (40-60% of the
cases) followed by latex (20%), antibiotics (18%), opioids/
colloids (2-3%) and hypnotics (1%) [7,8]. Chlorhexidine is also
increasingly recognized as an allergen [9]. These epidemiology
data are important when attempting to identify the possible
allergen.

Among the NMBA, suxamethonium is the most frequently
incriminated (61%), followed by atracurium (20%), cis-atracu-
rium (6%), vecuronium (5%) and rocuronium (4%) (proportion
in consideration of the market share) [7]. Cross-reactivity
between NMBAs is observed in 50-75% of the cases, mostly
with the steroids drugs. A large number of AS related to NMBA
occurred in patients who had never been previously exposed to
NMBA (previous exposure being most frequently suspected
based on a history of surgical/anesthetic procedures). Substi-
tuted ions ammoniums have long been considered as the most
likely epitope for the binding of specific immunoglobulin E. The
main hypothesis for the sensitization is the exposure to com-
pound with a tertiary or quaternary ammonium, such as cough
syrup with pholcodine [10], cosmetics, household products,
disinfectants, food or industrial materials [11]. The important
message from this information is that first time exposure to an
allergen (because of cross-reactivity) is consistent with the
diagnosis of AS.

Physiopathology

In humans, the predominant organs affected by life threatening
anaphylaxis are the respiratory and the cardiovascular systems
[12]. For those reasons, anaphylaxis might be particularly severe
in patients with underlying cardiovascular diseases, although
the presence of profound myocardial depression has also been
described in healthy patients [13,14].

Cardiac anaphylaxis

"Cardiac anaphylaxis" is a term not properly defined in the
literature. It may refer either to:

« the mainly or isolated cardiac manifestations of anaphylaxis
without the other cardinal signs;

documented transient or persistent alteration of myocardial
systolic function (several cases of allergy to protamine have
revealed acute right ventricular failure secondary to highly
increased pulmonary vascular resistance attributed to platelet
activating factor [PAF]) [15];

severe cardiac complications (e.g. myocardial infarction,
refractory cardiac arrest) following AS and resuscitation with
epinephrine.

Classical or reverse Takotsubo syndromes have been reported
after resuscitation of AS [16,17].

The Kounis syndrome refers to allergy-associated acute coronary
syndrome [18]. Type | is a vasospasm in healthy coronary
arteries; type Il a destabilization of a previously present coronary

tome 45 > n°9 > September 2016

atheroma plaque; type Ill an intrastent thrombosis [18,19].
Anaphylaxis mediators can either trigger cardiac complications
(as suggested by Kounis) or reveal subclinical cardiac patholo-
gies. The weight of evidence is that anaphylaxis reveals sub-
clinical cardiac diseases. This could explain why patients with
documented cardiac diseases are at increased risk of death upon
occurrence of AS [3]. Whatever the mechanisms, myocardial
damages detected by increased cardiac troponin concentrations
have been reported [18]. There is convincing evidence that
cardiac manifestations of AS are not limited to Kounis syndrome
and this is why we prefer the term "cardiac anaphylaxis".

Low cardiac output during AS related to decreased
preload

Classically, AS presents as partially and rapidly overlapping
pathophysiological mechanisms [20]. Initially a distributive
shock, characterized by reduced systemic vascular resistance
(SVR), low left ventricular (LV) afterload and tachycardia can be
observed although this may be very transient. Secondarily,
volume loss due to increased capillary permeability decreases
venous return and cardiac flow, corresponding to a hypovolemic
shock. In this case, the heart should be "empty".

Other mechanisms of low cardiac output during AS

Alteration of the systolic/diastolic myocardial function
Alteration of the systolic/diastolic myocardial function, either
from the onset of AS or following initiation of its therapy, could
occur, even in healthy hearts through several mechanisms
(figure 1):

« epicardial coronary vasospasm secondary to cardiac mast cells
degranulation (histamine in patients with vasospastic angina
[21], prostaglandin D2 [PGD2], angiotensin I, leukotriens)
with subsequent myocardial ischemia;

+ a direct negative inotropic effects of some mediators (lipid
mediators such as leukotrienes or prostaglandins [22,23]);

« secondary to treatment (epinephrine, other vasoconstrictors)
either by coronary vasoconstriction or increased myocardial
oxygen consumption.

It is probable that in patients with previous cardiac diseases, the
presence of an increased number of mast cells within the cardiac
tissue [24] increases both the concentrations of mediators
within the myocardial tissue and the consequences of their
secretion as well as lower the tolerance to arterial hypotension
and treatment of AS.

Pulmonary hypertension and right ventricular failure

The major model for this presentation is the AS induced by
protamine, which incidence is around 0.19% [25]. The most
common factor predisposing to an anaphylactic reaction to
protamine sulfate is prior treatment with neutral protamine
hagedorn. Protamine sulfate is used in order to reverse the
anticoagulant effects of heparin, mainly after bypass for cardiac
surgery. Protamine has major systemic side effects: drop of
SVR leading to hypotension, increased myocardial oxygen
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Preformed mediators (mastocytes/basophils):

Histamine, heparin, tryptase, chymase, TNF-a

Pre-existent cardiovascular
and pulmonary diseases

Newly rapidly generated mediators
(mastocytes/basophils, platelets, eosinophils,

neutrophils, monocytes/macrophages, endothelial cells,

other cell types): PAF, NO, TNF-a, COX and LOX
products of arachidonic acid metabolism (PGD2,

Severe cardi
hypotension/shock) through:

ions (arterial

- Decreased venous return/cardiac output® secondary
to hypovolemia secondary to extravasation**
(increased capillary permeability)

- Venodilation**#*, hepatic veins constriction,
decreased SVR, altered systolic myocardial function

PGE2, LTC4, LTD4, LTE4)

Severe respiratory manifestations (hypoxemia,

bronchospasm****) through:

Newly slowly generated mediators
(mastocytes/basophils, other cells)

Allergen-immune or non-immune recognition
Mastocytes, Leucocytes, Cytokines cascade

IL-4,IL-5, IL-6, IL-13, IL-10, GM-CSF
C3a, C4a

-Bronchial smooth muscle cells constriction

-Large/small airway edema secondary to increased
capillary permeability or congestion of
bronchial/pulmonary circulations

Delayed reactions

FIGURE 1

simplified diagram of the cell types and non-cellular mediators involved in the clinical manifestations of severe forms of anaphylaxis

The main mechanisms of cardiovascular and respiratory manifestations of severe forms of anaphylaxis documented in humans (and also of delayed reactions) are statistically
related (although not causally demonstrated) to the mediators in bold characters (modified from [60]). Pathophysiologic mechanisms and mediators described in animal models
but not documented in humans are not represented. Signs that can facilitate diagnosis: *: decreased end-tidal CO,; “*: hemoconcentration as attested by acutely increased

hemoglobin values; **

*. decreased cardiac filling pressures except in patients with pre-existent cardiac disease;

increased airway pressure values. Abbreviations: TNF-o:

tumor necrosis factor alpha; PAF: platelet activating factors; NO: nitric oxide; COX: cyclooxygenase; LOX: lipoxygenase; PG: prostaglandin; LT: leukotriens; IL: interleukin; GM-CSF:

granulocyte/monocyte cell stem factor; (3a/C4a: respective complement fraction.

consumption, cardiac output, and heart rate. It can also lead to
catastrophic pulmonary vasoconstriction and be responsible for
anaphylactoid reactions [15]. Protamine is a major vasodilatator
agent, through the activation of the endothelium-derived relax-
ing factor (EDRF)/nitric oxide (NO) (EDRF/NO). The major
hypothesis to the pulmonary vasoconstriction induced by hista-
mine is the release of thromboxane or others constrictive auta-
coids in individuals who lose the ability of releasing EDRF/NO in
the pulmonary circulation because of pre-existent lesions or
reperfusion lesion in the pulmonary endothelium, which indu-
ces catastrophic pulmonary vasoconstriction and pulmonary
hypertension (PHT) [15]. Severe PHT leads very quickly to right
ventricular failure, which requires an immediate treatment.

Evaluation of fluid loss

There are few pathognomonic signs of anaphylaxis. In this
context, one could assert that acute hemoconcentration as
assessed by the increase concentration of hemoglobin (in the
absence of acute diuresis) is highly suggestive of the occurrence
of anaphylaxis (and vascular leak). Consequently, correction of
hemoconcentration may attest the efficacy of volume expan-
sion. This has been demonstrated by our group in an animal
study [26].

Altered cerebral blood flow

Whereas cerebral blood flow is conserved during pharmacologi-
cally-induced arterial hypotension, one study showed a linear
relationship between cerebral cortical blood flow and blood
pressure during hypotension in AS in a rat model [27]. AS
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resulted in severe impairment of cerebral blood flow and oxy-
genation, beyond what could be expected from the level of
arterial hypotension. It was also demonstrated that for compa-
rable effects on correction of arterial hypotension, the use of
epinephrine was associated with better brain oxygenation (at
least initially) as compared to the use of arginine vasopressin.
This was interpreted as potentially related to the beta2-adren-
ergic vasodilatory cerebral effect of epinephrine [28]. These
observations probably reflect the specific pathophysiology of
AS and suggest that therapeutic goals during AS may go beyond
correction of severe arterial hypotension especially in patients
with pre-existent alterations of cerebral circulation reserve (i.e.
stenosis on cerebral arteries).

Other clinical signs (bronchospasm or digestive
signs)

One of the ways of performing differential /positive diagnoses
of AS is to interpret the clinical signs by taking into account the
patient's medical history. In this context, our group has investi-
gated the hypothesis that a documented history of asthma (past
or active) could be associated with an increased probability of
having bronchospasm occurring during AS [29]. Such a hypoth-
esis would have credibility based on the common mechanisms
that underlie asthma and bronchospasm during anaphylaxis.
During AS with a hemodynamic component, this associations
does not exist and this probably reflects the complexity of
bronchospasm (congestion of the bronchial wall) as a predomi-
nant mechanism [29]. Persistent gastrointestinal symptoms
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(e.g., crampy abdominal pain, vomiting) are criteria of anaphy-
laxis, as defined by [30]. Under anesthesia, patients can not
report them. However, vomiting might be a sign of severity, as
related to the drop of arterial blood pressure.

Consequences for clinical practice

In clinical practice, many of the cardiac risk factors may be
unknown and therefore the relevant messages are as follows:
isolated/predominant cardiac signs (arrhythmia, ST segment
modifications, hemodynamic signs of altered systolic function,
echocardiographically-documented alteration of systolic func-
tion or increased cardiac troponin concentrations) can be the
only/major manifestation of anaphylaxis;

in a clinically "complete" picture of anaphylaxis, inefficient
therapy with the classical regimen (volume loading, epineph-
rine) may be explained by myocardial contractile dysfunction
or increased right ventricle afterload and this must be docu-
mented by echocardiography (either transthoracic or
transoesophageal);

the documentation of severe myocardial dysfunction or refrac-
tory cardiac arrest should be treated promptly with ECLS,
although this technique is still controversial [3], at least in
hospitals that perform cardiothoracic surgical procedures.
Occurrence of cardiac complications during/after AS must also
trigger post-event investigations to find a previously undiag-
nosed cardiac disease (the most frequent being coronary ather-
oma given the present of mast cells in the atheroma plaque)
[31].

International guidelines for the treatment of
anaphylactic shock
The American Heart Association and the French society of anes-
thesiology and intensive care published recommendations
about the treatment of AS [5,32-34]. The most difficult issue
before initiating treatment is recognition of AS as the cause of
the alteration of cardiovascular/respiratory functions. There are
several clues to early recognition of AS:

« the concomitant occurrence of skin, however inconstant, car-
diovascular and respiratory signs minutes after infusion of a
substance documented to provoke AS;

« the presence of arterial hypotension and very low concentra-
tions of end-tidal CO, (etC0,).

Although there are no specific prospective data on this topic,

values below 20 mmHg just after insertion of tracheal tube with

a plateau (that are the proof of acceptable bronchial permeabil-

ity) are major signs of the severity of arterial hypotension

related to the decrease in cardiac output. We proposed a diag-
nostic and treatment pathway checklist for AS, inspired by the

model from trauma resuscitation (table II/).

Every patient with suspected AS has to be closely monitored.

The first step is to retrieve the suspected agent immediately.

Direct antagonisation (through chemical interactions) has been

described for protamine anaphylaxis with heparin being able to
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create complexes with protamine. Reports on rocuronium AS
withdrawn with sugammadex are controversial [35].

After having informed the surgical and anesthesia teams and
increased the inspired oxygen fraction to 1, the specific treat-
ment will be quided by the severity of the reaction (table I). In
grade | reaction, these actions might be enough. Whatever
grade is considered, the use of H2-antihistamines is not based
on solid evidence [5]. Although there are no human trials
establishing the role of epinephrine or preferred route of admin-
istration in AS [5], epinephrine should be administered in grade
Il or 1l by intravenous (IV) bolus infusion every 1 or 2 minutes of
10 ug or 100 ug respectively, until mean arterial pressure is
higher than 60 mmHg. A continuous IV infusion of epinephrine
at 0.05-0.1 ug/kg/min might be useful and should be started
immediately in severe forms. Pathophysiologic arguments favor
the continuous infusion because of the modulatory effects of
epinephrine on the release of mediators. Intramuscular admin-
istration is also possible (0.2 to 0.5 mq), preferably in the vastus
lateralis muscle if accessible and should be repeated every 5-
10 minutes in the absence of clinical improvement (i.e. correc-
tion of arterial hypotension). Aggressive fluid resuscitation with
crystalloids has to be continued to counter the vasogenic shock
until hemodynamic stability [32,33]. Volume loss can concern up
to 70% of the blood volume [36]. As colloids have been shown
to be more effective than crystalloids in a rat model [37],
colloids could be useful if the cumulative volume of crystalloids
is above 30 mL/kq. If a colloid was already infused before the
occurrence of signs of AS, that type of colloids should not be
used for resuscitation of AS, because it has to be considered as a
potential allergen. For patients under B-blockers, epinephrine
may need to be increased (first IV bolus of 100 pug followed by
bolus of 1 to 5mg every 1-2 minutes). Glucagon could be
proposed (1-2 mg IV every 5 minutes, and if necessary continu-
ous infusion of 5-15 ug/min or 0.3-1 mg/h).

In severe forms, advanced airway management should not be
delayed (if not already secured) and might need endotracheal
intubation, given the potential for the rapid development of
oropharyngeal or laryngeal edema. Beta2-adrenergic agonists,
such as salbutamol, relieve bronchospasm (but not upper airway
obstruction or shock). They could be delivered by inhalation or IV
in case of severe form (bolus of 100-200 ug and, if necessary,
continuous IV infusion of 5-25 pg/min). However, the intrave-
nous administration should be avoided in case of hypotension
because it may increase the severity of the shock.

Grade IV anaphylaxis reaction, i.e. cardiac arrest secondary to
anaphylaxis, should be treated with standard advanced cardio-
vascular life support (ACLS): upper airway management,
mechanical ventilation, cardiopulmonary resuscitation/chest
compression, fluid challenge, epinephrine by IV bolus (1 mg
every 1-2 minutes) and infusion.

Corticosteroids (hydrocortisone 200 mg every 6 hours) are used
to decrease the late manifestations of anaphylaxis but the

la Presse
Médicale

Update

779




Update

780

A. Gouel-Chéron, A. Harpan, P-M Mertes, D. Longrois

Taste I

Diagnostic and treatment pathway checklist for anaphylactic shock (issued from the model from trauma resuscitation)

Yes No N/A Reasons for
variance
Initial diagnostic phase
Several clinical signs consistent with AS | O O
Suspected substance identified and stopped O O O
Severity (grade) of AS according to severity defined O O O
Initial therapy
Time count initiated from the first signs O O O
Airway control and Fi0, = 1 O O O
Volume expansion initiated O O O
Trendelenbourg position or other (e.g. pregnant patient) O O O
Injection of epinephrine titrated on initial severity of hemodynamic alterations O O O
and response to therapy
Bronchodilator given and adjustment of ventilation to avoid hypoventilation/ O O O
hypercapnia if severe bronchospasm
ACLS initiated if cardiac arrest recognized O O O
Histamine receptors antagonists O O O
Corticoids O O O
Consider antagonist (e.g. heparin for protamine, sugammadex for rocuronium) O O O

After 10 minutes from start of resuscitation, consider diagnosis of refractory anaphylactic shock

Consider echocardiography O O O
Consider alerting the ECLS team O O O
Decisions on the procedure for which the patient was anaesthetized O O O
Blood samples for histamine, tryptase and other laboratory measurements O O O
Second line measures (first 24 h)
Monitoring in ICU/PACU for 24 hours O O
Subsequent blood samples a O O
Documents provided to the patient concerning suspected drugs/substances O O
until the allergy investigation confirms it
Events/therapy traced in the medical /anaesthesia files | O O
Allergology follow-up visit scheduled O O O
Pharmacovigilance report O O O
Results of allergology investigation obtained a O O
Results traced in the medical/anaesthesia records and recommendations for O O O
future anesthesia traced
Patient informed on the decisions/diagnosis. Card and recommendations O O O

provided in a written document to the patient

AS: anaphylactic shock; ECLS: extracorporeal life support; 1CU/PACU: intensive/peri-anesthesiology care unit.

evidence base is absent [5]. After recovery, a close monitoring
has to be maintained during 24 hours, because of the risk of a
second late manifestation (bi-phasic evolution).

Refractory anaphylactic shock

There are no universally accepted definitions of refractory AS
[38]. In the literature, lack of effect of as little as 100 ug of
epinephrine is diagnosed as refractory AS. From the point of
view of timing of resuscitation, more than 10 minutes of ade-
quately managed resuscitation (volume expansion, more than
1mg of epinephrine) [39] could be the trigger to initiate
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transoesophageal echocardiography (see previous discussion
of "cardiac anaphylaxis"), potential use of alternatives to epi-
nephrine and to initiate the alerts on the ECLS teams given the
fact that even when ECLS is available in an institution, it requires
a minimum of 20 minutes before insertion and effective cardio-
vascular support.

Vasopressin

Arginine vasopressin is a potent vasoconstricting substance that
has been in the focus of interest in the treatment of cardiac
arrest during several years. It has been integrated into the ACLS
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resuscitation guidelines as an alternative vasopressive agent in
the treatment of cardiac arrest. It has also been reported for
treating catecholamine resistant hypotension during cardiopul-
monary bypass and septic shock [40]. Moreover, it has been
suggested that vasopressin enhances the effects of o-adrener-
gic stimulation in animals and human both in vitro and in vivo
[41]. In an experimental setting, Tsuda et al. demonstrated that
the addition of vasopressin to epinephrine reverses histamine-
induced vasodilatation of human internal mammary arteries
[42]. The hypothesis is that epinephrine only partially reverses
histamine-induced vasodilatation, whereas vasopressin, meth-
ylene blue, and drugs involved in the inhibition of NO and
prostaglandin generation lead to a complete reversal of the
vascular relaxation [42].

Vasopressin has been successfully used in few patients with
anaphylaxis (with or without cardiac arrest): cardiac arrest after
insects' stings [43], refractory hypotension to phenylephrine
after aprotinin anaphylaxis during cardiac surgery [44], several
surgeries [45-47]. Doses reported were very different in those
studies, from 21U IV to 40 IU plus infusion. In animal models,
vasopressin has similar systemic effects than epinephrine but
delays restoration of cerebral tissue oxygen pressure as com-
pared to epinephrine [27,28]. The clinical consequences of these
results are not known but underline the importance of taking
into consideration regional circulations when assessing the
efficacy of vasoconstrictors used in the resuscitation of AS.

Methylene blue

Methylene blue has been proposed during AS as it blocks
accumulation of cGMP (guanylate monophosphate) by compet-
itively inhibiting the enzyme guanylate cyclase. Methylene blue
increases SVR and reverses shock in animal models [15,48]. In
the previous experimental study of Tsuda et al. reported, meth-
ylene blue, L-NMA, and indomethacin were only partially effec-
tive [42], suggesting that they may offer a potential
complementally therapeutic option in the treatment of hista-
mine-induced vasodilatory shock. It has indeed been reported in
numerous cases of vasoplegia after cardiac surgery and cardio-
pulmonary bypass [49-51]. Some reports provide descriptions of
severe refractory anaphylaxis, in which the use of methylene
blue was associated with a significant clinical response
[15,48,52,53]. In a rat model, the association of methylene blue
to epinephrine was the best treatment to restore hemodynamic
stability and to prevent brain ischemia [38].

Other alpha-agonists

For refractory hemodynamic shock or cardiac arrest to epineph-
rine, norepinephrine, terlipressine, metaraminol, or methox-
amine may be considered [5]. No randomized controlled
trials have evaluated epinephrine versus the use of those drugs
for cardiac arrest due to anaphylaxis.
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Extracorporeal life support

In case of refractory cardiac arrest, ECLS must be considered as it
delivers the best cardiac flow, myocardial perfusion and aortic
pressure. Even in the absence of sufficient evidence of extracor-
poreal cardiopulmonary resuscitation efficacy for patients with
cardiac arrest, the American Heart Association guidelines update
for cardiopulmonary resuscitation considered the possibility of
extracorporeal cardiopulmonary resuscitation during cardiac
arrest, but only in cases where it can be rapidly implemented
and for select patients with a reversible suspected etiology of
the cardiac arrest [54].

ECLS has been successful in isolated case reports of refractory AS
to conventional treatment before cardiac surgery [55], chole-
cystectomy [56], liver transplantation [57] or during coronary
intervention [58]. It has also been reported in an Australian
series of 23 patients in charge for cardiac surgery, all of whom
(except one) recovered successfully from surgery after the
instauration of ECLS [59]. Its efficacy in this indication is still
under discussion [3], explaining that use of these advanced
techniques may only be considered in clinical situations where
the required professional skills and equipment are immediately
available.

Conclusion

Perioperative AS is life threatening with a mortality rate of 4.1%.
Thus, although it may be challenging because of altered signs,
an early diagnosis of AS is essential to recognize clinical severity
signs and to initiate therapy. The cardiovascular system is one of
the predominant organ affected by a perioperative AS. What-
ever mechanisms are involved, this explains why the time
frame of the AS can be so quick and dramatic for the evolution
of the patient, moreover when associated with decreased cere-
bral blood flow and bronchospasm. Recommended treatments
are mainly based on retrieval of the culprit agent, epinephrine
and volume expansion. Others treatment, such as vasopressin,
methylene blue or ECLS, need to be also considered and would
benefit from multicentric studies. Thanks to better knowledge of
pathophysiology of AS from animal models and in humans,
some specific treatment targeted against the mediators
involved such as PAF might also be of interest in few years.
none.
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Synonyms

Allergic shock; Systemic type I immediate hyper-
sensitivity reaction

Anaphylaxis: Definition and Historical
Perspectives

Anaphylaxis is a severe and potentially fatal sys-
temic allergic reaction that occurs immediately
after contact with the provocative substance
(allergen). The most common causative agents
are food and drugs; however, an equivalently
large proportion of cases (20 %) are idiopathic.
Although there continues to be a dramatic
increase in prevalence of anaphylaxis worldwide
(Koplin et al. 2011), our understanding of the
responsible immune mechanisms remains incom-
plete. As a clinical condition, variable
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presentation and heterogeneity in terminology,
criteria, and definitions have led to inconsistent
diagnoses of anaphylaxis, and further confound
attempts to understand the underlying pathogen-
esis. Recent efforts to define the diagnostic
criteria for an anaphylactic reaction consider the
involvement of multiple organ systems: primarily
the skin or mucosal tissue, since 80 % of cases
experience cutaneous symptoms such as hives,
itch, or flush, with simultaneous respiratory or
cardiovascular compromise, or persistent gastro-
intestinal symptoms.

The classical paradigm considers anaphylaxis
to be an immediate hypersensitivity reaction to an
allergen mediated by IgE antibodies, in a patient
previously sensitized to that particular antigen,
resulting in the release of granular mediators by
mast cells and basophils. These mediators induce
vasodilatation, increased vascular permeability,
and bronchoconstriction, leading to a state of
“shock”: a drop in arterial pressure, tachycardia,
bronchospasm, and digestive troubles. Death can
result from subsequent cardiac failure, asphyxia,
or pulmonary edema following major broncho-
spasm with respiratory distress. Altogether, cur-
rent treatments for allergic anaphylaxis remain
primarily limited to prophylactic allergen avoid-
ance and medications to reverse the physiological
effects of mediator release, such as adrenaline. It is
therefore necessary to understand the underlying
immune mechanisms, to target these pathways to
alleviate shock or even ameliorate the allergic
state of the individual.


Allergic shock
Systemic type I immediate hypersensitivity reaction
Systemic type I immediate hypersensitivity reaction

2 Anaphylaxis (Immediate Hypersensitivity): From Old to New Mechanisms

Our understanding of the phenomenon of ana-
phylaxis began with the findings of Nobel prize-
winner Charles Richet and Paul Portier in 1902,
working with toxins isolated from the sea anem-
one Actinia sulcata (reviewed by Cohen and
Zelaya-Quesada (2002)). They found that dogs
which had recovered from receiving an injection
of the toxin experienced sudden and fatal reac-
tions after subsequent injection, even at a weaker
dose. Others had previously observed that injec-
tion of a foreign protein into laboratory animals,
although initially well tolerated, upon repeat
injection may give rise to unanticipated adverse
effects, systemic shock, and death. Indeed,
63 years earlier Magendie had noted that rabbits
developed sudden and fatal collapse upon
repeated injection of egg albumen. Portier and
Richet identified these reactions that they
observed in dogs to be a result of a pathological
phenomenon behaving in a similar yet opposite
manner to immunity. The initial inoculation,
rather than inducing antigen tolerance as
expected, specifically sensitized the animals to
subsequent exposure. Richet coined the term
“aphylaxis,” to indicate a lack of protection, a
term subsequently modified to anaphylaxis for
the sake of euphony. In 1907 Richet went on to
observe that the serum of inoculated dogs
contained anaphylactogenic properties, and that
transferring blood from an affected animal to a
healthy one could elicit hypersensitivity in the
recipient.

The passive transmission of hypersensitivity
was recapitulated in humans in 1921: conceived
as a test for patient allergy, Prausnitz and Kiistner
demonstrated that a serum factor or “reagin”
from an allergic patient could transfer antigen
sensitivity when injected intradermally into a
healthy recipient, manifesting as a skin reaction
after challenge with the antigen in question
(Prausnitz and Kiistner 1921). Indeed, the
Prausnitz-Kiistner reaction (P-K test) was there-
after used not only as an assay for patients’ aller-
gic status but also as a test to determine the
component of serum responsible for sensitiza-
tion. New analytical methods for serum protein
fractionation facilitated the identification of the
“reaginic” portion of allergic serum as a new

immunoglobulin class, subsequently designated
to be IgE (Ishizaka et al. 1966). At the same time,
an IgE-producing myeloma was identified, and
this myeloma-derived IgE protein was demon-
strated to block the induction of a Prausnitz-K-
istner reaction if injected prior to sensitization
with allergic serum, providing the experimental
proof that this was an IgE-mediated phenome-
non. Furthermore, the Fc fragment of the mye-
loma protein was sufficient to inhibit the P-K test,
indicating that the reaction proceeds through
binding to Fc receptors. Indeed the high-affinity
FceRI is expressed on mast cells in the skin, and
receptor-mediated mast cell activation leading to
degranulation and histamine release can induce
local inflammation. The current consensus of
anaphylaxis induction is that upon antigen sensi-
tization, specific IgE antibodies are produced and
bind to FceRI expressed on mast cells and baso-
phils. When an individual is reexposed to the
allergen, the binding of antigen to these specific
IgE-prebound receptors leads to rapid cellular
activation and the release of preformed media-
tors, such as histamine and mast cell-specific pro-
teases, chemokines, and cytokines, which
mediate anaphylactic symptoms and shock. The
mechanisms controlling antigen sensitization, or
the induction of an allergic state, remain incom-
pletely defined.

The discovery of IgE was critical to advances
in the field of allergy: antigen-dependent activa-
tion of tissue mast cells that have specific IgE
bound to their surface is the central event in many
acute allergic reactions (Galli 2005). Importantly,
however, the P-K test exemplifies a passive cuta-
neous model of anaphylaxis, with a specific sen-
sitization protocol and route of allergen exposure.
Anaphylaxis may results from exposure at cuta-
neous surfaces (insect stings), at mucosal linings
(gut epithelium) and on a systemic level (inject-
able drugs). Considering that food and drug expo-
sure accounts for the majority of anaphylactic
reactions, and studies have indicated that drug-
induced anaphylaxis is the most common cause
of anaphylaxis fatalities, it is necessary to under-
stand the immunological mechanisms underlying
these systemic reactions. Indeed IgE represents
only a very minor proportion of the total systemic
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immunoglobulin, present in the serum at concen-
trations less than 0.002 mg/mL, and with a very
short half-life of several hours in circulation. IgG
on the other hand is the most dominant antibody
subclass and exhibits the highest synthetic rate
and longest biological half-life: IgG antibodies
are present at serum concentrations of
5-12 mg/mL with a half-life of 14-21 days.
Both IgE and IgG have been implicated as medi-
ators of anaphylactic events. Mast cells and baso-
phils express IgG receptors as well as IgE
receptors, and furthermore other antibody
receptor-expressing cell types have the capacity
to produce vasoactive mediators.

Structure and Functions

Antibodies and their receptors: The immuno-
globulin protein backbone consists of two identi-
cal heavy and two identical light chains. The
amino-terminal regions of the heavy and light
chains exhibit highly variable amino acid com-
position, and these variable regions are involved
in antigen binding and determine the specificity
of the antibody. Five classes of immunoglobulins
(IgG, IgA, IgM, IgD, and IgE) have been distin-
guished on the basis of antigenic determinants in
regions of highly conserved amino acid
sequences in the constant regions of their heavy
chains. Four distinct heavy chain subgroups of
human IgG are defined as IgG subclasses 1, 2,
3, and 4 based on their relative concentration in
normal serum. The “constant” regions of the anti-
body heavy chain determine their effector func-
tions: complement fixation and ability to cross

cell membrane (gray bar) and their association or not to
the FcRy-chain dimer (black). ITAMs are represented by
green boxes and ITIMs by a white box

membranes and to bind to antibody receptors
(FcR).

FcR induce biological responses within the
cell via activating or inhibitory signaling motifs
contained within the cytoplasmic portion of the
receptor molecule, or associated signaling chains.
Upon binding of antigen-antibody complexes,
receptor aggregation triggers intracellular signal-
ing pathways in a process referred to as receptor
cross-linking. Humans express a single high-
affinity activating receptor for IgE (hFceRI), sev-
eral activating receptors for IgG (hFcyRlI,
hFcyRIIA, hFeyRIIC, and hFcyRIIIA), a single
inhibitory IgG receptor (hFcyRIIB), and a
glycophosphatidylinositol-linked receptor
hFcyRIIB (Fig. 1). Mice express both IgE and
IgG immunoglobulins; however, the murine anti-
body receptor family is not a replicate of the
human (Fig. 2). In both species, each of these
receptors exhibits differential affinity for their
respective antibody binding (Table 1) and vari-
able expression on different cellular subsets
(Table 2; Bruhns 2012). Interestingly, inhibitory
mFcyRIIB and activating mFcyRIII and
mFcyRIV in the mouse also have low affinity
for binding IgE (Mancardi et al. 2008).

Studies of anaphylaxis in human patients are
extremely difficult due to the rapid rate of onset
and lethal potential of the reaction, as well as
large variability in the type and amount of aller-
gen and route of exposure. Early treatment of
shock is essential, and agents such as adrenaline
can mask subsequent signs and symptoms. The
investigation of anaphylaxis in the clinic has also
been severely impeded by the difficulties in diag-
nosis and absence of reliable laboratory
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Anaphylaxis (Immediate Hypersensitivity): From
Old to New Mechanisms, Fig. 2 Mouse IgE and IgG
receptors. Schematic representation of mouse FcRs at the

biomarkers to confirm the clinical impression.
Therefore, to elucidate the underlying cellular
and molecular mechanisms of the anaphylactic
reaction, while avoiding the complications of
clinical studies, several animal models of ana-
phylaxis have been developed. Genetically mod-
ified mice, including gene-deficient or knockout
(KO) strains, have enabled the identification of
different ligands, receptors, and cells necessary
for the induction of anaphylaxis in specific exper-
imental protocols. While results obtained in ani-
mal models are not necessarily applicable to
humans, they provide a framework for under-
standing the mechanisms at work.

IgE-induced passive systemic anaphylaxis
(PSA) is elicited by injecting mice systemically
with IgE antibodies 24-48 h before an intrave-
nous (i.v.) challenge with specific antigen. The
anaphylactic shock which develops within
minutes can be easily assessed by monitoring
the decrease in body temperature. IgE-induced
PSA observed in wild-type (wt) mice was abro-
gated in mice deficient for mFceRI, the high-
affinity IgE receptor expressed by mast cells and
basophils (Dombrowicz et al. 1993) and in mast
cell-deficient W/W" mice (Miyajima et al. 1997).
It was also abrogated in histidine decarboxylase-
deficient mice, which lack histamine, and in mice
injected with histamine receptor antagonists. Fur-
thermore, an i.v. injection of histamine alone can
induce anaphylactic symptoms in mice. These
findings altogether demonstrate the mandatory
role of mFceRI and mast cells in IgE-induced
PSA and emphasize the contribution of

cell membrane (gray bar) and their association or not to
the FcRy-chain dimer (black). ITAMs are represented by
green boxes and ITIMs by a white box

histamine, contained within mast cell granules,
which are rapidly released upon the cross-linking
of IgE molecules bound to the mast cell surface
via mFceRI. This IgE-dependent mechanism
mediated by mast cells and the release of hista-
mine has been widely accepted as the paradigm
of the anaphylactic reaction (reviewed by Galli
(2005)).

IgG-induced PSA is elicited by injecting
mice systemically with IgG antibodies 2-24 h
before an i.v. challenge with specific antigen.
Alternatively, preformed IgG-immune com-
plexes (IC), consisting of antibody bound to sol-
uble antigen, can be injected i.v. Both IgE- and
IgG-induced PSA develop with similar symp-
toms and comparable kinetics.

IgG1 is the dominant antibody subclass raised
during humoral responses to protein antigens in
mice, and passively administered IgG1-IC are
sufficient to induce anaphylaxis. The
low-affinity IgG receptor mFcyRIII is the only
activating FcyR in mice that can bind mouse
IgG1 (Table 1), and since mFcyRIII can mediate
mast cell activation in vitro and passive cutane-
ous anaphylaxis in vivo, these receptors are con-
sidered to mediate IgG1l-induced PSA. Indeed,
IgG1-induced PSA was abrogated in mFcyRIII-
deficient mice. Inhibitory mFcyRIIB that binds
mouse I[gGl negatively regulates mFcyRIII-
dependent IgGl-induced PSA (reviewed by
Bruhns (2012)).

Surprisingly, IgGl-induced PSA was not
abrogated in mast cell-deficient mice (Miyajima
et al. 1997) and although reportedly absent in
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Anaphylaxis (Immediate Hypersensitivity): From Old to New Mechanisms, Table 1 Affinity of binding of

human and murine Fc receptors to 1gG and IgE subclasses

g subiass | WFOR! | PECIIA | WIS | ORIO | REGRUA | MRS |
hlgG1 ++ + + + + + -
higG2 - + +/— +/— + - -
higG3 ++ + + + ++ + -
hlgG4 ++ + + + + - -
higE - - - - - ++
migG1 - + - - - - -

migG2a + + +/— +/— T - -
mlgG2b + + + + ? - -
mlgG3 + = = = = = =
migE = = = = = = ++
Ig subclass | mFcyRl | mFcyRIIB [ mFeyRIlIl | mFeyRIV mFceRI
hlgG1 ++ + + + =
hlgG2 = + + + =
hlgG3 ++ + + + =
hlgG4 ++ + + + =
higE - - - - -
mlgG1 - + + - -
mlgG2a ++ + + ++ -
mlgG2b + + + ++ -
migG3 + - - - -
migE - +/— +— + ++
++ : High-affinity binding
+ : low-affinity binding
+/- : weak/barely detectable binding
- : no binding
wild-type mice after basophil depletion abrogate the reaction (Jonsson et al. 2011).

(Tsujimura et al. 2008), IgG1-induced PSA was
normal in genetically basophil-deficient mice
(Ohnmacht et al. 2010). These data suggest that
mFcyRIII-expressing cells other than mast cells
and basophils can contribute to IgGl-
induced PSA.

Neutrophils can contribute to IgG-induced
PSA: in a model of polyclonal IgG-induced
PSA, neutrophil depletion was sufficient to

Whereas mouse mast cells and basophils express
mFcyRIII as their only activating FcyR, mouse
neutrophils express both mFcyRIII and mFcyRI-
V. Neutrophils are also necessary for IgG2-
induced PSA mediated via mFcyRIV. Upon
activation, mouse neutrophils and basophils rap-
idly release granular mediators, including hista-
mine, but also lipid-derived mediators such as
platelet-activating factor (PAF). Like histamine,
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Anaphylaxis (Immediate Hypersensitivity): From Old to New Mechanisms, Table 2 Human and mouse FcR

expression pattern

HUMAN

FCYRIA FcyRIIB  FeyRIIC*

FcyRIIA FcyRIIIB FcRn FceRI

FeyRI

B cell - +

T cell —

*%k

NK cell -

+/—

Monocyte/Macro. +

+|+]1
I

Neutrophil +/—

+ |+ |+
I
+

+ |+ +]1
+
++

Dendritic cell +

Basophil -

+
~
|
|

Mast cell

+ ||+ +]| |+
+

Eosinophil —

Endothelium -

+
|

Platelet —

|

|

|
~|+]| 1

|

Intestine epithelium — — —

Syncytiotrophoblast — — -

MOUSE FcyRIIB

FcRn FceRI

FeyRI

B cell +

FeyRlll FcyRIV

T _

T cell -

NK cell —

Monocyte/Macro. -

Neutrophil -

+|+]1

Dendritic cell +3

+ |+ |+
|

Basophil -

Mast cell —

I
Ee 1N
+ |+

4|+ |+]|+]1

Eosinophil —

|||+
I

Endothelium -

|
|
+
|

Intestine epithelium —

|
|
+
|

(+) : Inducible expression
+/— : Some subsets express the receptor
* : In Fcgr2c-ORF individuals

*E : Detectable and functional expression in non-conventional Fcgr2c-Stop individuals

¥ : In atopic/allergic individuals

§ : Monocyte-derived dendritic cells, but not conventional dendritic cells

' : On splenic B cells only

PAF can reproduce the clinical signs of anaphy-
lactic shock when injected into naive animals,
and PAF, but not histamine, was shown to be
responsible for IgGl-induced PSA and IgG2-
induced PSA. Altogether these findings indicate
that IgG1-IC and IgG2-IC induce anaphylaxis
mediated by the release of PAF, probably by
aggregating mFcyRIIl on basophils and
mFcyRIIl and mFcyRIV on neutrophils
(reviewed by Bruhns (2012) and summarized in
Table 3).

Active systemic anaphylaxis (ASA) is
elicited by injection of allergen/antigen into
mice immunized with the same allergen/antigen
and is therefore a better model of anaphylaxis that
arises in humans who have been previously sen-
sitized to a specific allergen. Different routes of
exposure will mimic different human patholo-
gies: in particular, intravenous antigen challenge
resembles drug-induced anaphylaxis. Although
similar symptoms develop during ASA and
PSA, a greater proportion of animals die during



Anaphylaxis (Immediate Hypersensitivity): From Old to New Mechanisms 7

Anaphylaxis (Immediate Hypersensitivity): From Old to New Mechanisms, Table 3 Contribution of specific
pathways to experimental anaphylaxis models. A pathway is represented by a cell type, the antibody class, and the
mediator released. ASA models describe BSA-immunized mice challenged with BSA (BSA-ASA) and goat IgG anti-
mouse IgD-immunized mice challenged with goat IgG. If identified, the responsible FcRs are indicated

PSA ASA
Goat IgG
IgE 1gG1 19G2b BSA anti-IgD
M Il /IgE / Hi i VES
ast cell / Ig istamine (FceRI) NO n.a NO NO
. ] YES
Basophil / IgG / PAF NO disputed n.a. (FeyRIN) n.a.
Macrophage / IgG / PAF NO NO n.a NO YES
. 5 YES YES
Neutrophil / IgG / PAF ? NO (FORIV) | (FEyRINI+IV) NO

n.a :notanalyzed.

ASA. Perhaps unsurprisingly, however, results
obtained from active models of anaphylaxis do
not correlate with most results from passive
models. Neither IgE nor mFceRI, mast cells,
basophils, nor both cells are mandatory for the
induction of ASA (reviewed by Bruhns (2012)).

Antibody-dependent ASA develops in mice
that have been immunized with protein antigen
(bovine serum albumin, BSA) in Freund’s adju-
vant prior to intravenous challenge: BSA-ASA is
lethal in wt mice but does not affect mice that
lack expression of activating FcRs. Studies using
this model have demonstrated important roles for
IgG, neutrophils, and PAF in the induction of
ASA. Even though antigen-specific IgG and IgE
are both present in immunized mice at the time of
challenge, the IgG receptors mFcyRIII and
mFcyRIV are responsible for ASA induction,
demonstrated by the abolition of the reaction in
mice treated with mFcyRIII- and mFcyRIV-
specific blocking antibodies. Neutrophils were
the dominant cell type responsible for the induc-
tion of shock, since neutrophil depletion
prevented ASA-associated death, while basophils
played a minor role: the contribution of basophils
was observable only in the absence of

neutrophils. Importantly, the transfer of human
neutrophils restored ASA in resistant mice
(Jonsson et al. 2011). In an alternate model of
ASA induced by i.v. injection of goat IgG in mice
immunized with goat IgG anti-mouse IgD
(GaMD-ASA), the reaction was determined to
proceed via mFcyRIII, monocyte/macrophage
activation, and the release of PAF (Strait
et al. 2002). Although a role for monocytes/mac-
rophages was not detectable in BSA-ASA, PAF
receptor antagonists also strongly inhibited
BSA-ASA, while a histamine receptor antagonist
had little effect. Altogether, data from these ani-
mal models support a mandatory role for IgG and
IgG receptors in ASA and the downstream pro-
duction of PAF that mediates the physiological
symptoms (summarized in Table 3).

Intestinal models of anaphylaxis to food
have been difficult to develop with the elicitation
of systemic symptoms. Studies in the mouse
intestine examining local allergic manifestations
in response to food allergens have highlighted the
contribution of classical mast cell- and
IgE-mediated mechanisms. A recent study of a
murine model of oral antigen-induced anaphy-
laxis with intestinal and systemic symptoms
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found that some symptoms, namely, diarrhea and
hypothermia, were attenuated in mFceRI-
deficient mice compared to controls. The severity
of these symptoms was also found to correlate
with levels of intestinal mast cells. Airway hyper-
responsiveness, however, occurred indepen-
dently of the IgE/mFceRI/mast cell pathway
(Ahrens et al. 2012). Most animal models of
food allergy involve the generation of both
antigen-specific IgE and IgG; however, the spe-
cific role of IgG in these models has not been well
addressed.

Deleterious Effects of Activated Neutrophils:
A Role for Extracellular Traps in Anaphylaxis?
If neutrophils are activated during anaphylactic
shock in patients, they may also contribute to the
deleterious pulmonary and cardiovascular symp-
toms of the shock. Indeed, while neutrophils play
an essential role in fighting infection and in the
resolution of inflammation, neutrophil-derived
products such as reactive oxygen species, pro-
teases, lipid mediators, and pro-inflammatory
cytokines can induce tissue damage and toxicity
in the local environment (Borregaard 2010). Tis-
sue pathology induced by these mediators has
been associated with the clinical manifestation
of other acute inflammatory reactions, including
acute respiratory distress syndrome of the adult,
acute alcoholic hepatitis, and heat shock. Neutro-
phils, as well as mast cells and eosinophils, may
contribute to tissue pathology under conditions of
inflammation by the formation of extracellular
traps. These filamentous structures consist of a
backbone of DNA, and histones presenting
numerous granular mediators are extruded fol-
lowing cell activation and constitute a novel
death mechanism called NETosis. Whereas the
role of NETs (Neutrophil Extracellular Traps) in
the anti-infectious response is well documented,
the interactions of NETs with the cellular envi-
ronment of the host are little understood. Some
reports, however, describe a deleterious effect of
NETs constituents for tissues, in particular of
histones on endothelial cells during sepsis, of
proteases on bronchial epithelia in asthma, or of
procoagulation molecules that induce thrombo-
sis. It can be hypothesized that during a severe

systemic anaphylactic reaction, NETs may be
released by neutrophils following their activation
by IgG receptors in the presence of allergen and
specific IgG; these NETs cause damage to tis-
sues, endothelial surfaces, and vasculature and
may contribute to respiratory distress.

Pathological Relevance

Clinical Aspects

Anaphylactic reactions are unpredictable and
life-threatening and therefore represent an emer-
gency situation for medical staff. As discussed
above, there are a great variety of eliciting com-
pounds to which allergic individuals can be
exposed via different routes of contact and at
varying distances from hospital and treatment,
rendering clinical studies difficult to conduct. In
cases of anaphylaxis arising in a clinical setting,
however, more homogenous groups of patients
may facilitate clinical studies. Immediate hyper-
sensitivity reactions during the perioperative
period have been reported with increasing fre-
quency in most developed countries and may be
attributable to anesthetic drugs, antibiotics, latex,
antiseptics, radiocontrast agents, colloids for
intravascular volume expansion, blood products,
or disinfectants. The most common causes of
anaphylaxis in this setting are neuromuscular
blocking agents (60-70 %) followed by latex
(12-18 %) and antibiotics (8—-15 %) (Mertes
et al. 2011).

Any suspected anaphylactic reaction must be
investigated to provide precise recommendations
for future procedures. The severity of anaphy-
laxis can vary from a simple cutaneous rash to
cardiac failure and eventually death. Reactions
are therefore classified as a function of their
severity: grade 1, generalized cutaneous signs;
grade 2, moderate cardiovascular or bronchial
dysfunction that does not require a specific treat-
ment; grade 3, dysfunction with vital threat that
would not have recessed in the absence of symp-
tomatic treatment; grade 4, cardiorespiratory
arrest; and grade 5, corresponding to death. Cuta-
neous signs may be absent in more severe grades
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of anaphylaxis or appear only when an adequate
perfusion pressure has been reestablished.

Since the classical immunological mechanism
of anaphylaxis implies the immediate release of
mediators by mast cells and basophils sensitized
by specific IgE (Galli 2005), when anaphylactic
shock is suspected in the clinic, levels of circu-
lating histamine and of tryptase (a mast cell-
specific protease) are measured to confirm the
diagnosis. If the patient survives the shock,
immunological tests are performed during a phy-
sician’s appointment 6—8 weeks later. To identify
the allergenic compound the patient reacted
against, these tests include skin tests (prick test
and/or intradermal test), measurement of
allergen-specific IgE in the patient’s serum, and
ex vivo basophil degranulation in the presence of
the “suspected allergen.” In view of the patient’s
medical history and the results of the immuno-
logical tests, recommendations to avoid the
“suspected allergen” may be given to the patient
to prevent future occurrences of anaphylaxis.
Clinical reactions observed can, however, also
be a result of nonimmune-mediated events, such
as the nonspecific release of histamine, a phe-
nomenon referred to as an “anaphylactoid” reac-
tion, and reportedly accounting for 3040 % of
hypersensitivity reactions. The use of the term
“anaphylactoid,” however, is discouraged by the
European Academy of Allergy and Clinical
Immunology. Clinically, these two terms are
indistinguishable in presentation, and rather
such a distinction disregards the potential contri-
bution of as yet unrecognized immunological
mechanisms to the anaphylactic response, or pro-
cesses for which reliable laboratory biomarkers
are not yet established.

None of the cutaneous or immunological tests
performed reach a sensitivity or specificity of
100 %. The situation is particularly difficult
with drugs in the neuromuscular blocking drug
family because anaphylactic shocks to neuromus-
cular blocking drugs have been reported in
patients that have never received them before,
and cross-reactions to various neuromuscular
blocking drugs exist (Mertes et al. 2008). To
comfort a diagnosis of neuromuscular blocking
drug-induced anaphylaxis, the following set of

immunological tests have to be positive: skin
test, presence of specific IgE, and ex vivo baso-
phil activation in the presence of neuromuscular
blocking drugs. Specific neuromuscular blocking
drug-reactive IgE can be quantified using a chem-
ical structure, a quaternary ammonium, which
represents a common antigenic determinant of
the family of neuromuscular blocking agents
(e.g., suxamethonium, rocuronium). Yet in
around 10 % of cases of anaphylaxis to neuro-
muscular blocking drugs, the clinical reaction
does not correlate with the levels of mediators
in the serum (histamine and tryptase) and the
immunological tests performed, suggesting
another mechanism leading to anaphylactic
shocks (Laroche et al. 2011). In agreement with
this, animal models suggest that antibodies other
than IgE and, probably, cell populations other
than mast cells and basophils can mediate
anaphylaxis.

Data published by different groups on differ-
ent animal models of anaphylaxis (refer to Struc-
ture and Function) compile a rather complicated
picture on the different cell types, antibody recep-
tors, and mediators involved in systemic anaphy-
laxis. That neither mast cells nor IgE, but rather
neutrophils and/or macrophages and IgG, con-
tribute to some of these models is unexpected
and opens novel areas of research in human ana-
phylaxis. That PAF is a major responsible medi-
ator for active systemic anaphylaxis in murine
models should prompt a reevaluation of the con-
tribution of PAF to human anaphylaxis. In two
human studies, serum PAF concentrations were
shown to correlate with the severity of anaphy-
lactic shocks (Vadas et al. 2008; 2013). Certainly,
clinical application of the findings of animal
models requires close consideration of the appro-
priateness of the model used; in particular, human
anaphylactic reactions are essentially always
“active.” In order to be better able to extrapolate
to the human conditions, efforts have been made
to develop humanized models of anaphylaxis, by
using mice expressing human IgE or IgG
receptors.
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“Humanized” Models of Anaphylaxis

The role of the human high-affinity receptor for
IgE, hFceRI, was first investigated in IgE-PSA in
the mouse. Mice deficient for mFceRI and trans-
genic for hFceRI developed IgE-PSA, but not
mice that did not carry the human transgene
(Dombrowicz et al. 1996). This pioneering work
demonstrated that anaphylaxis could be
reconstituted in an “FcR-humanized” mouse.
Notably, however, this reaction was dependent
on the injection of antigen-specific mouse IgE
that bound to hFceRlI in vivo.

Recently, the transfer of human neutrophils
has been reported to restore anaphylaxis in
anaphylaxis-resistant mice, that is, mice deficient
for activating FcRs (Jonsson et al. 2011). Human
neutrophils from normal donors constitutively
express the low-affinity activating IgG receptor
hFcyRIIA: hFcyRIIA is the most widely
expressed FcR in humans (Tan Sardjono
et al. 2005), possesses its own activating motif
in its intracytoplasmic domain, and is not associ-
ated to the FcRy subunit that enables the other
activating IgG (and IgE) receptors to signal
(Fig. 1). hFcyRIIA binds all four human IgG sub-
classes (Bruhns et al. 2009), as well as mouse
IgGl1, IgG2a, and IgG2b subclasses (Jonsson
et al. 2012). Mice transgenic for the Fcgr2a gene
have been generated that recapitulate the expres-
sion of hFcyRIIA in humans (McKenzie
et al. 1999). hFcyRIIA was found to be sufficient
to induce fatal ASA when expressed on a trans-
genic mouse background deficient in endogenous
murine FcR. hFcyRIIA-dependent IgG-induced
PSA relied on neutrophils and monocyte/macro-
phages, but not on mast cells and basophils.
Human mast cells, monocytes, and neutrophils
can produce anaphylactogenic mediators follow-
ing hFcyRITA engagement. hFcyRIIA may there-
fore contribute to allergic reactions and
anaphylaxis in humans (Jonsson et al. 2012).

Human neutrophils from atopic and allergic
patients also express hFceRI  (Gounni
et al. 2001). Neutrophils may therefore contribute
with mast cells and basophils to IgE-dependent
allergic reactions in these individuals. In addi-
tion, neutrophils can express the activating high-
affinity IgG receptor hFcyRI under several

pathological (e.g., multiple myeloma, rheuma-
toid arthritis, bacterial infection, sepsis, and
inflammatory bowel disease) and therapeutic con-
ditions (e.g., treatment with recombinant G-CSF or
chemotherapy). Mice transgenic for the Fcgria
gene have been generated that recapitulate the
expression of hFcyRI in humans (Heijnen
et al. 1996). hFcyRI was found to be sufficient to
induce IgG-induced PSA and fatal ASA when
expressed on a transgenic mouse background defi-
cient in several endogenous murine FcRs. hFcyRI-
dependent ASA relied on neutrophils, but not on
monocyte/macrophages. Human neutrophils can
produce anaphylactogenic mediators following
hFcyRI engagement, and hFcyRI-dependent ASA
was strongly inhibited following treatment with
PAF receptor antagonists. hFcyRI may therefore
contribute to allergic reactions and anaphylaxis in
humans that express this high-affinity IgG receptor
on their neutrophils (Mancardi et al. 2013).

Thus, like mouse IgE receptor mFceRI and
mouse IgG receptors mFcyRIIl and mFcyRIV,
human IgE receptor hFceRI and human IgG
receptors hFcyRIIA and hFcyRI are sufficient to
trigger IgE- and IgG-induced systemic anaphy-
laxis, respectively, when expressed in mice. Yet
these results have been obtained in mice
expressing only one human hFcR, in the absence
of inhibitory hFcyRIIB, and in the absence of
other hFcyRs, that may regulate or contribute to
anaphylaxis, respectively. If other hFcyRs play a
role in anaphylaxis in humans, other cell types
than those identified so far may contribute to, or
even be responsible for, the induction of anaphy-
laxis. The use of mouse models expressing mul-
tiple or, preferably, all hFcyRs (Smith et al. 2012)
may be necessary to fully understand their rela-
tive contribution to anaphylaxis and the role of
the cells expressing them.

In addition, cross-species binding of mouse
IgE or mouse IgG to hFceRI and hFcyRI and
hFcyRIIA enabled the use of mouse monoclonal
antibodies to induce anaphylaxis in mice
transgenic for these receptors (Dombrowicz
et al. 1996; Jonsson et al. 2012; Mancardi
et al. 2013). Several hFcyRs, however, do not
bind (or very poorly) mouse IgG (Table 1). In
particular, only hFcyRIIA cross-binds the
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predominant mouse IgG subclass, mlgGl,
whereas all human FcyRs bind the predominant
human IgG subclass, hIgG1 (Bruhns 2012). Of
note, hFcyRIIIB that is very highly expressed on
human neutrophils does not detectably cross-bind
mouse IgG. hFcyRIIIB has nevertheless been
reported to play specialized roles in these cells
using murine models transgenic for this human
receptor, demonstrating expression on neutro-
phils, as well as on monocytes (Chen
et al. 2012; Tsuboi et al. 2008). Investigating
the role of most human hFcyRs in anaphylaxis
in mouse models using mouse IgG may therefore
lead to conclusions irrelevant to human physio-
pathology of hFcyRs and of human IgG. Models
integrating mice expressing hFcyR and produc-
ing human/chimeric IgG would be more physio-
logically relevant, but no report of this kind has
been made so far.

Interactions with Other Processes
and Drugs

Atopic individuals, such as those with asthma or
other allergies, are identified to be at high risk of
anaphylactic episodes. Overall, anaphylaxis is
more common in females than in males, yet for
unknown reasons 95 % of deaths from insect sting
anaphylaxis occur in males. Patterns of exposure
influence relative anaphylaxis risk: seasonal
changes in insect populations relate to risk of
insect sting anaphylaxis, multiple surgery proce-
dures increase risk factors for allergic periopera-
tive reactions, and professional exposure to latex
increases predisposition to latex allergies. Other
medications can predispose to anaphylaxis or
interfere with treatment, for example, -blockers
can interfere with the action of adrenaline and
increase severity of symptoms or duration of the
reaction. Delayed access to adrenaline is a consis-
tent risk factor for fatalities following anaphylaxis.
Deficiencies in PAF acetylhydrolase, the enzyme
that degrades PAF, were found to inversely corre-
late with anaphylaxis severity (Vadas et al. 2008),
which emphasises a contribution of this mediator
to human anaphylactic reactions.
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