N

N

Physiopathologie et explorations des toxidermies
immunoallergiques
Annick 05/05/1959 Barbaud

» To cite this version:

Annick 05/05/1959 Barbaud. Physiopathologie et explorations des toxidermies immunoallergiques.
Biochimie, Biologie Moléculaire. Université Henri Poincaré - Nancy 1, 1998. Francais. NNT:
1998NAN11003 . tel-01748361

HAL Id: tel-01748361
https://hal.univ-lorraine.fr/tel-01748361
Submitted on 29 Mar 2018

HAL is a multi-disciplinary open access L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
archive for the deposit and dissemination of sci- destinée au dépot et a la diffusion de documents
entific research documents, whether they are pub- scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
lished or not. The documents may come from émanant des établissements d’enseignement et de
teaching and research institutions in France or recherche francais ou étrangers, des laboratoires
abroad, or from public or private research centers. publics ou privés.


https://hal.univ-lorraine.fr/tel-01748361
https://hal.archives-ouvertes.fr

UNIVERSITE
DE LORRAINE

AVERTISSEMENT

Ce document est le fruit d'un long travail approuvé par le jury de
soutenance et mis a disposition de I'ensemble de Ila
communauté universitaire élargie.

Il est soumis a la propriété intellectuelle de l'auteur. Ceci
implique une obligation de citation et de réeférencement lors de
I'utilisation de ce document.

D'autre part, toute contrefacon, plagiat, reproduction illicite
encourt une poursuite penale.

Contact : ddoc-theses-contact@univ-lorraine.fr

LIENS

Code de la Propriété Intellectuelle. articles L 122. 4

Code de la Propriété Intellectuelle. articles L 335.2- L 335.10
http://www.cfcopies.com/V2/leg/leg droi.php
http://www.culture.gouv.fr/culture/infos-pratiques/droits/protection.htm



mailto:theses.sciences@scd.uhp-nancy.fr
http://www.cfcopies.com/V2/leg/leg_droi.php
http://www.culture.gouv.fr/culture/infos-pratiques/droits/protection.htm
http://www.culture.gouv.fr/culture/infos-pratiques/droits/protection.htm

UNIVERSITE HENRI POINCARE - NANCY I FACULTE DE MEDECINE DE NANCY

THESE DE DOCTORAT DE L’UNIVERSITE HENRI POINCARE -
NANCY I /G UHP -
Ecole Doctorale : BIOLOGIE ET SANTE

Spécialité : Biologie structurale, moléculaire et cellulaire

PHYSIOPATHOLOGIE ET EXPLORATIONS DES
TOXIDERMIES IMMUNOALLERGIQUES

THESE

Présentée et soutenue publiquement
le 30 Mars 1998
pour l'obtention du titre de

DOCTEUR DE L'UNIVERSITE HENRI POINCARE, NANCY I
par

Annick BARBAUD

Docteur en Médecine
Titulaire du Diplome d’Etudes Approfondies
Microbiologie, Enzymologie et Nutrition

née le 5 Mai 1959

a Drancy
MEMBRES DU JURY
Rapporteurs E. GROSSHANS (Strasbourg) Professeur
J.F. NICOLAS (Lyon) Directeur de Recherche INSERM
Directeur de these ~ M-C. BENE (Nancy) Professeur
Membres G.C. FAURE (Nancy) Professeur

J-L. SCHMUTZ (Nancy)




PUBLICATIONS SE RAPPORTANT A CE TRAVAIL fg*

&

%

0THEQUE

Travaux publiés dans la littérature internationale

Barbaud A. Place of excipients in drug related allergy. Clin Rev Allergol Immunol 1995, 13 : 253-63.

Barbaud A, Béné MC, Schmutz JL, Ehlinger A, Weber M, Faure GC. Role of delayed cellular
hypersensitivity and adhesion molecules in amoxicillin-induced morbilliform rashes. Arch Dermatol

1997, 133 : 481-6.

Barbaud A, Béné MC, Faure G. Immunopathological physiopathology of cutaneous adverse drug
reactions. Eur J Dermatol 1997, 7 : 319-23.

Kohler C, Kolopp-Sarda MN, De March-Kennel A, Barbaud A, Béné MC, Faure GC. Sequential
assessment of cell cycle S phase in flow cytometry : a non-isotopic method to measure lymphocyte

activation in vitro. Analytical Cell Pathol 1997, 14 : 51-9.

Travaux publiés en Francais dans des revues avec comité de lecture.

Barbaud A, Tréchot P, Gillet-Terver MN, Zannad F, Schmutz JL. Investigations allergologiques dans
une toxidermie au diltiazem (Tildiem 300 LPR), Thérapie 1993, 48 : 498-9.

Barbaud A, Schmutz JL, Mougeolle JM. - Réactions immuno-allergiques cutanées dues aux vaccins.

Ann Dermatol Vénéréol 1995, 122 : 129-38.

Barbaud A, Got I, Tréchot P, Noirez V, Schmutz JL. Allergies cutanées et insulinothérapie. Aspects

récents, conduite a tenir. Ann Dermatol Vénéréol 1996, 123 : 214-8.

Travaux acceptés pour publication internationale

Barbaud A, Béné MC, Reichert-Penetrat S, Jacquin-Petit MA, Schmutz JL, Faure GC.
Immunocompetent cells and adhesion molecules in 14 cases of cutaneous drug reactions induced by

antibiotics. Arch Dermatol.

Barbaud A, Reichert-Penetrat S, Tréchot P, Jacquin-Petit MA, Ehlinger A, Noirez V, Faure GC,
Schmutz JL, Béné MC. The use of skin testing in investigation of cutaneous adverse drug reactions.

Br ] Dermatol



INTRODUCTION



Les toxidermies sont des complications cutanéo-muqueuses secondaires a I’administration par
voie entérale, intravasculaire ou intramusculaire de médicaments. Elles représentent les effets
secondaires médicamenteux néfastes les plus fréquents, mais les mécanismes impliqués dans
leur survenue sont nombreux et complexes. Des réponses diverses du systéme immunitaire vis
a vis des médicaments potentiellement antigéniques semblent impliquées et étroitement
intriquées dans de nombreux cas pour lesquels une physiopathologie claire est difficile a
discerner. C'est 2 la définition et a l'explication de ces toxidermies "immuno-allergiques”

qu'est consacré ce travail.

La prise en charge diagnostique et thérapeutique des patients ayant présenté une toxidermie
est également mal codifiée. Pour améliorer cette prise en charge thérapeutique et les
techniques des tests diagnostiques in vivo et in vitro, une meilleure connaissance du
mécanisme physiopathologique, en particulier immunologique, de ces effets secondaires
médicamenteux apparait indispensable (de Weck 1991, Breathnach 1995, Barbaud 1997).

Partant de I'hypothése que différents mécanismes immunologiques sont en cause dans les
toxidermies, nous avons estimé que I'immunophénotypage in situ de biopsies de patients
présentant une toxidermie et/ou des tests cutanés médicamenteux positifs pouvait constituer
une bonne approche de I'exploration des processus physiopathologiques a I’origine de ces
effets secondaires médicamenteux. Ce type d’exploration apparait comme un complément ex
vivo utile aux tests biologiques in vitro proposés, dont la pertinence et I’interprétation restent

sujets de controverses.

Ces investigations, reposant sur une tres rigoureuse méthodologie clinique (Barbaud Arch
Dermatol 1997) de définition des patients ayant développé une toxidermie, peuvent aussi
améliorer la détermination de I’imputabilité de chaque médicament administré au patient et la
méthodologie des tests cutanés et des tests in vitro, six a dix semaines apres la survenue de la
dermatose. Seules d’aussi strictes conditions de prise en charge des patients, telles qu’elles
I’ont été dans ce travail, permettent une interprétation correcte des résultats immunologiques
obtenus sur biopsies cutanées de toxidermies ou de tests médicamenteux cutanés positifs et/ou

des résultats d’études faites sur les cellules circulantes.



Trois grands axes d’études ont ainsi été développés dans ce travail :

* Appréciation de la valeur des tests cutanés en fonction de la sémiologie de la
toxidermie et du médicament responsable

* Exploration des cellules et molécules immunocompétentes potentiellement
impliquées in situ.

* Evaluation des réponses obtenues in vifro a partir des cellules circulantes.

Ce travail rassemble les résultats de recherches cliniques obtenus dans ces trois axes
diagnostiques, apres une série de rappels de I'état des connaissances concernant la sémiologie
et les mécanismes physiopathologiques impliqués dans les toxidermies.

La discussion de ces résultats comporte la proposition d'un protocole d'explorations
permettant de préciser le type d'’hypersensibilité impliqué dans les toxidermies et présente une

série d'autres études envisagées a court terme dans la poursuite de ce travail.



ETAT DE LA QUESTION

CARACTERISTIQUES CLINICO-
HISTOLOGIQUES DES TOXIDERMIES



Les sémiologies des toxidermies immuno-allergiques sont extrémement diverses : urticaire,
prurit, purpura par vascularite leucocytoclasique, érythéme polymorphe, syndrome de Lyell,
pustulose exanthématique généralisée, exanthéme maculo-papuleux, éruption lichénoide,
érytheme pigmenté fixe, photodermatose, Syndrome Babouin ... Chaque aspect clinique
semble avoir ses propres mécanismes immuno-allergiques (de Weck 1991, Breathnach 1995,

Barbaud 1997 Eur J Dermatol).

Apres avoir rappel€ les principales caractéristiques des toxidermies immuno-allergiques et les
principaux mécanismes des réactions immunologiques cutanées, nous ferons la synthése des

connaissances actuelles portant sur la physiopathologie des toxidermies.

CARACTERISTIQUES CLINIQUES DES TOXIDERMIES

(Breathnach 1992, Wolkenstein 1997).

Les aspects cliniques et histologiques des toxidermies sont trés variés. Nous ne nous
intéresserons ici qu’aux toxidermies de mécanisme immuno-allergique et n’aborderons pas les
toxidermies toxiques, idiosyncrasiques, génétiques, ni les réactions de Jarisch-Herxheimer de
la classification de Breathnach et Hintner (1992). Les caractéristiques des toxidermies

immuno-allergiques seront rappelées succintement.

Prurit

Le prurit médicamenteux ne présente aucune caractéristique particuliere. Il se traduit par des

lésions de grattage non spécifiques parfois associées a une hyperéosinophilie sanguine.

L’histologie n’a aucune particularité qui permettrait d’orienter le diagnostic vers une €tiologie

médicamenteuse.



Urticaire et Oedeme de Quincke

L’urticaire est composée de papules de tailles variables (quelques millimetres a plusieurs
centimetres) trés prurigineuses, érythémateuses, oedémateuses, a contours bien limités.
Chaque lésion élémentaire est mobile et fugace. L’urticaire profonde (appelée auparavant
angio-oedeéme) est un oedéme dermo-hypodermique, de couleur normale sans prurit mais avec
sensation de tension cutanée. Si elle atteint les muqueuses oro-pharyngées, ['urticaire
profonde est appelée oedéme de Quincke. Elle peut alors conduire & des troubles de
déglutition et surtout a une dyspnée laryngée asphyxiante. L’urticaire peut étre un signe
d’accident anaphylactique et s’intégrer dans un tableau plus complet et grave, mettant en jeu a
court terme le pronostic vital : le choc anaphylactique. Le choc anaphylactique associe une
urticaire, des troubles digestifs et rapidement un collapsus cardio-vasculaire par vasodilatation

massive sous I’effet d’une importante histaminolibération.

Histologie : 1l existe un oedéme dermique et un minime infiltrat périvasculaire comportant des

cellules T et des polynucléaires €osinophiles.

Exantheme maculo-papuleux (EMP)

IIs apparaissent quelques jours ou quelques heures aprés la prise médicamenteuse responsable.
Brutalement 1’exanthéme se développe sur tout le revétement cutané avec une prédominance
sur le tronc et les membres. Les 1ésions fixes, qui sont parfois prurigineuses ou associées a
une sensation de " cuisson " cutanée, peuvent prendre des aspects variables d’un patient a
I’autre. Les lésions ¢€lémentaires sont maculo-papuleuses d’un diamétre de quelques
millimetres, assez mal limitées, érythémateuses ou rouge violacé, parfois purpuriques.
Certaines Iésions sont punctiformes, chez d’autres patients les éléments ont un diamétre de 1 2
2 centimetres voire confluent en placards érythémato-squameux. Il serait probablement

intéressant de classer ces exanthémes maculo-papuleux qui ont des aspects cliniques variés et

qui peut-étre ont aussi des mécanismes immuno-allergiques sous-jacents différents. Certains



exanthemes sont composés de lésions maculeuses punctiformes assez comparables aux lésions
observées dans les exanthemes liés aux infections virales comme par exemple le " rash " de la
mononucléose infectieuse. Lorsque la cause des EMP est supprimée, ils disparaissent en

quelques jours avec une fine desquamation.

Histologie :

L’épiderme est normal ou siege d’une discréte exocytose lymphocytaire avec quelques
altérations monocellulaires des kératinocytes de 1’assise basale. Dans le derme, les infiltrats
périvasculaires sont principalement composés de cellules T parfois associées a des

polynucléaires éosinophiles.

Erytheme pigmenté fixe

C’est la seule dermatose dont l’origine est toujours induite par une intolérance
médicamenteuse, qu’il s’agisse d’une sensibilisation au principe actif ou & un des excipients
du médicament. Il est caractéris€ par la survenue, quelques heures aprés la prise du
médicament responsable, d’une dermatose, le plus souvent symétrique, prédominant aux
extrémités, constituée de lésions ovalaires, bien limitées, érythémateuses parfois violacées,
papuleuses, pouvant étre bulleuses en leur centre, qui guérissent en laissant une pigmentation
persistante séquellaire. Les 1ésions peuvent €tre indolores, prurigineuses ou donner une
sensation de briilure cutanée. En cas de reprise du médicament responsable, les lésions

réapparaissent sur les mémes sites cutanés, associées éventuellement a de nouvelles

localisations.

Histologie : 11 existe un infiltrat cellulaire périvasculaire, une exocytose (Civatte 1982)
lymphocytaire T et une vacuolisation des cellules de ’assise basale épidermique pouvant
aboutir & une nécrose et une apoptose kératinocytaire. L’infiltrat cellulaire périvasculaire

prédomine dans le derme papillaire et est composé principalement de cellules T.



Erytheme polymorphe, syndrome de Stevens-Johnson et syndrome de Lyell

Dans I’érytheme polymorphe et le syndrome de Stevens-Johnson, aprés une phase
prodromique pseudo-grippale, des Ilésions maculo-papuleuses ou pseudo-urticariennes
apparaissent sur ’ensemble du revétement cutané, associées a des lésions en cocarde.
L’atteinte muqueuse, constante dans le syndrome de Stevens-Johnson, associe un érythéme et
des érosions douloureuses. Une atteinte conjonctivale peut &étre observée. Une altération de
I’état général, une fievre, des arthralgies et une atteinte pulmonaire peuvent aussi survenir. Un
signe de Nikolsky peut étre positif. Dans le syndrome de Stevens-Johnson, les décollements
épidermiques, s’ils existent, demeurent limités 2 moins de 10% de la surface corporelle.

Le syndrome de Lyell est la forme la plus sévere des toxidermies bulleuses épidermolytiques.
Apres une phase de quelques heures d’exanthéme maculo-papuleux avec altération de 1’état
général et sensation de "cuisson" cutanée, un décollement bulleux, en lambeaux
épidermiques survient, pouvant aboutir & une épidermolyse quasi-généralisée, donnant au
patient I’aspect d’un "ébouillanté ". Les muqueuses buccale, génitale voire conjonctivale,
oesophagiennes et trachéobronchique sont atteintes avec érythéme et érosions profuses
douloureuses. La fievre est constante, aggravant les déperditions hydro-électrolytiques.
Malgré les mesures de réanimation qui ont amélioré le pronostic, le déces peut survenir encore
dans 30% des cas environ par pneumopathie, coagulation intravasculaire disséminée mais le
plus souvent par surinfection. La guérison est lente en environ 4 semaines, plus lente encore
sur les muqueuses, avec des séquelles non exceptionnelles comme une alopécie, une

hyperpigmentation ou des taies cornéennes.

Histologie : 1.’ aspect est celui d’une nécrose kératinocytaire avec clivage épidermique voire

destruction totale de I’épiderme.
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Pustulose aigué exanthématique généralisée (Roujeau 1991)

Chez un patient, avec ou sans antécédent psoriasique, elle survient quelques heures apres la
prise du médicament responsable. Elle est caractérisée par la rapide extension d’un exanthéme
érythémateux scarlatiniforme vite recouvert d’un semis de petites pustules aseptiques de faible
diametre (moins de 5 mm), non folliculaires, parfois associées a un purpura, des pseudo-
cocardes ou des bulles. Une fievre, une hyperleucocytose a polynucléaires neutrophiles et une
angmentation de la vitesse de sédimentation y sont associées. Son évolution est rapidement

favorable en moins de 2 semaines.

Histologie : Les pustules spongiformes sous-cornées ou intra-épidermiques, composées de
polynucléaires neutrophiles, sont parfois associées a une nécrose focale kératinocytaire. Le
derme papillaire est oedémateux, les infiltrats périvasculaires sont riches en polynucléaires
neutrophiles parfois associés a des éosinophiles et/ou a une vascularite pouvant étre

leucocytoclasique.

Vasculites d’hypersensibilité médicamenteuse (Hannedouche 1986).

La peau est rarement le seul organe atteint dans ces pathologies. Les manifestations cutanées
comportent un purpura aggravé par I’orthostatisme, infiltré, palpable, parfois nécrotique et/ou
bulleux. Un purpura muqueux peut étre observé. D’autres lésions cutanées peuvent y €tre
associées : papules érythémateuses annulaires, nodules, placards urticariens.

Certaines éruptions pseudo-urticariennes, discrétement purpuriques, peuvent &tre dues a une
vasculite d’hypersensibilité. Dans ce cas les 1ésions papuleuses, oedémateuses, sont plus fixes
(durent plus de 24 heures), que dans la véritable urticaire.

Ces vasculites d’hypersensibilité associent fréquemment les signes cutanés a une fievre, des
arthralgies, une atteinte rénale (hématurie, protéinurie, insuffisance rénale) et plus rarement a
une atteinte pulmonaire, digestive (douleurs abdominales, hémorragie digestive), une

neuropathie ou une myocardite.
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La vasculite peut étre associée a un syndrome inflammatoire, une hyperleucocytose 2
polynucléaires neutrophiles, une augmentation des complexes immuns circulants et une

consommation du complément.

Histologie : 11 existe une vascularite leucocytoclasique. Les vaisseaux ont une paroi épaissie
(nécrose fibrinoide) et sont entourés d’un infiltrat riche en polynucléaires neutrophiles a noyau
pycnotique, comportant souvent des polynucléaires éosinophiles. L’extravasation d’hématies

est fréquente et d’importance variable.

Syndrome d’hypersensibilité (Callot 1996).

C’est une toxidermie grave, caractérisée par la survenue brutale d’un exanthéme maculo-
papuleux généralisé et/ou d’une érythrodermie, pouvant s’accompagner d’un oedéme du
visage. L’éruption peut étre parsemée de pustules. Cet exanthéme, souvent associé a un
énanthéme, est accompagné d’une fievre élevée, d’une altération de I'état général, d’une
polyadénopathie et d’une hépatosplénomégalie.

Une hyperleucocytose avec hyperlymphocytose et hyperéosinophilie est retrouvée trés souvent
associée a une cytolyse hépatique. L’évolution est lentement favorable en plusieurs semaines,

conditionnée par I’ atteinte hépatique qui dans certains cas est létale.

Histologie : L’infiltrat dermique lymphocytaire est trés dense pouvant prendre un aspect

pseudo-lymphomateux.

Réactions eczémateuses, érythrodermies

Des placards eczémateux peuvent €tre observés au point d’injection de certains médicaments
(insuline, vaccins, héparines), qu’ils soient li€s au désinfectant utilisé avant I’injection, au
matériel d’injection, au produit actif ou a un des excipients de la préparation médicamenteuse

injectée.
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Des éruptions généralisées eczémateuses, erythémato-squameuses peuvent tre observées dans
des cas d’intolérance médicamenteuse. Les éruptions les plus profuses peuvent aboutir & un
état €rythémateux et squameux de tout le revétement cutané : I’érythrodermie (Sigurdsson

1996).

Histologie : la spongiose et I’exocytose lymphocytaire épidermiques sont associées a des

infiltrats d’importance modérée, périvasculaires, principalement composés de lymphocytes.

Photoallergie médicamenteuse (Roujeau 1989)

Il s’agit d’une €ruption eczémateuse si€geant sur les régions cutanées photoexposées (visage,
cou avec respect du V sous mentonnier, sillon rétro-auriculaire, avant-bras, dos des mains,
jambes), n’atteignant pas les régions cutanées protégées par les vétements. Si la prise
médicamenteuse est poursuivie, le test Saidman, c’est a dire la détermination de la dose

érythémale minimale (DEM) sur le dos du patient, est diminué.

Histologie : 11 existe une spongiose et une exocytose lymphocytaire dans 1’épiderme.

Syndrome Babouin

Décrit en 1987 par Andersen et coll. avec ’amoxicilline, il s’agit d’une dermatose
érythémateuse, siégeant sur les fesses et le pelvis, parfois associée a une atteinte flexurale
(creux poplités, plis des coudes, sillons sous-mammaires) survenant lors de I’administration
d’un médicament chez un sujet ayant présenté antérieurement un eczéma de contact en
manipulant ce méme médicament. Le syndrome Babouin peut étre déclenché également par
des substances non médicamenteuses comme le nickel et le mercure.

On peut en rapprocher des toxidermies flexurales (Wolf 1993) sans atteinte des fesses.
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Histologie : 1’ épiderme peut étre le siége d’une spongiose et d’une exocytose lymphocytaire.
L’infiltrat dermique est périvasculaire, riche en lymphocytes. Il peut s’y associer une

vascularite leucocytoclasique.
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LE SYSTEME IMMUNITAIRE CUTANE
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La peau est un organe doté d’un systéme immunitaire original, parfois appelé SALT (Skin
Associated Lymphoid Tissue), présentant des analogies, mais aussi des différences avec le
tissu lymphoide associé aux muqueuses, et clairement différencié du syst¢me immunitaire

systémique profond (Bos 1997).

DIFFERENTES CELLULES IMMUNOCOMPETENTES ENTRENT EN
JEU DANS LE SALT.

Les kératinocytes

Riches en kératine qui leur confére leur réle de barriére mécanique, ils ont en outre des
fonctions extrémement importantes de cellules immunocompétentes susceptibles de sécréter
de nombreuses cytokines (Ansel 1990). Activés, ils expriment a leur surface I'Intercellular
Adhesion molecule 1 (ICAM 1) et les antigénes d’histocompatibilit¢ de classe II (Singer
1989). L’expression de ces molécules de surface est modulée par des cytokines dont les
principales sont l'interféron gamma (IFN v) (Barker 1989, Caugham 1990) et le Tumor
Necrosis Factor-béta (TNF B) (Ansel 1990, Krutmann 1990).

Les cellules dendritiques présentatrices d’antigene et cellules de

Langerhans (Thivolet 1988, Headington 1990, Meunier 1993, Meunier 1995, Grabbe
1996).

Elles sont d’origine médullaire et ont un réle majeur dans la captation d’un antigéne (ag)
parvenu dans la peau, son transport sur le lieu de présentation antigénique aux lymphocytes T

(peau et ganglion lymphatique de drainage) et I’activation des cellules T.

Les cellules de Langerhans contiennent la protéine S100, elles expriment a leur surface les
antigénes HLA de classe II, CD1 et CD11a/CD18. Elles sont essentiellement localisées dans

I’épiderme, entre les kératinocytes et forment un réseau sur toute la surface cutanée.
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Les cellules dendritiques dermiques, d’individualisation plus récente dans la peau,
représentent en fait une population polymorphe (Meunier 1993). Parmi elles, les cellules
dendritiques pseudo-Langerhansiennes paraissent avoir un rdle majeur. Il s’agit de cellules
CDla+ et HLA DR+ qui expriment également CDlc, parfois d’autres molécules comme le
facteur XIII, CD1b et CD32 mais qui sont CD36 négatives (Meunier 1993).

Ce type de cellules dendritiques dermiques pourrait avoir un rdle important dans la
présentation antigénique aux lymphocytes T. Des cellules dendritiques dermiques CDla+ et
HLA DR+ ont été observées dans la dermatite atopique. Leur nombre est trés diminué apres
traitement par ultraviolets (UV) Al (Grabbe 1996). Les nombres de cellules CD1la+ CDlc+
HLA DR+ CD36- sont tres diminués dans les modeles in vitro d’irradiation de suspensions
cellulaires de cellules dermiques et épidermiques (Meunier 1995). II n’est pas déterminé
actuellement s’il s’agit de cellules de Langerhans en migration de 1’épiderme vers les voies
sanguines et lymphatiques ou de précurseurs des cellules de Langerhans migrant dans l'autre

sens.

Les lymphocytes T

Les cellules T sont des cellules effectrices majeures dans les réactions d’hypersensibilité
retardée a médiation cellulaire. Les lymphocytes T auxiliaires (exprimant CD4), ne
reconnaissent que les antigénes présentés par une molécule HILLA de classe II, par
I'intermédiaire d’un récepteur spécifique (TCR), li€ a la molécule CD3. Activés, ils
synthétisent de nombreuses cytokines. Les lymphocytes T exprimant CD8 sont supresseurs ou
cytotoxiques. Ils reconnaissent, par leur TCR, les antigénes présentés dans un contexte HLA
de classe 1. L’activation des lymphocytes qui conduit a la synthése de cytokines, induit leur

prolifération et I’activation d’autres lymphocytes T, de lymphocytes B, de cellules de la lignée

monocytaire, des kératinocytes, des cellules endothéliales et des granulocytes.

Activés, les lymphocytes T expriment a leur surface différentes formes du récepteur pour
I’interleukine 2 dont la molécule CD25 et certaines molécules d’adhésion dont LFA 1 et la

sélectine L (LECAM 1 - CD62L).
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Les lymphocytes B

IIs sont caractérisés par la présence a leur surface d'immunoglobulines qui constituent leur
systtme de reconnaissance de l'antigéne ou BCR. Ils expriment de nombreuses molécules
associées au BCR dont les antigénes pan-B, CD19 et CD21. Leur activation, qui dépend des
cytokines produites par les lymphocytes T, conduit a leur prolifération générant des cellules
mémoire et des cellules effectrices se différenciant en plasmocytes produisant des

immunoglobulines.

Les granulocytes

Composés des polynucléaires neutrophiles, éosinophiles et basophiles, ils peuvent lorsqu'ils
sont activés étre cytotoxiques et intervenir dans les réactions retardées ou a complexes

immuns circulants. Ils expriment en particulier CD44, LFA1, CD13 et CD15.

Les cellules endothéliales

Elles ont un rble immunitaire important, en particulier elles sont impliquées dans les
phénomeénes de "homing"” cellulaire, terminologie indiquant la capacité de cellules, en
particulier lymphocytaires, de se diriger spécifiquement vers et dans 1’organe ol se situe la
réaction immunitaire répondant a 1’antigéne vis-a-vis duquel ces cellules sont sensibilisées et
donc capables de répondre spécifiquement. Les cellules endothéliales expriment le facteur
VIII. Activées, elles expriment la Sélectine E (CD62E- ELAM 1), la sélectine P (CD62P-
GMP 140), VCAM 1 (CD106) et ICAM 1(CD54), ligand de LFA 1 exprimé en particulier sur
les cellules T activées. La sélectine E (ELAM 1) parait avoir un rdle primordial dans le
"homing" lymphocytaire car elle pourrait €tre le ligand du "cutaneous lymphocyte-antigen” ou
"cutaneous leucocyte antigen" (CLA). CLA semble étre une molécule de homing exprimée
sélectivement par les lymphocytes T se dirigeant spécifiquement dans la peau (De Boer 1994,

Santamaria Babi 1995, Gonzalez 1997).
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Les mécanismes immunologiques d’hypersensibilité cellulaire retardée

peuvent étre schématisés comme suit :

L’antigéne ou I’hapténe, que constitue par exemple un médicament, peut étre combiné aux
protéines de surface kératinocytaires ou présenté par les cellules dendritiques présentatrices
d’antigéne (avec ou sans apprétement) couplé aux molécules HLA de classe I ou II in situ
et/ou dans le ganglion lymphatique de drainage. Cette présentation antigénique induit
I’activation de cellules T, qui, par I'intermédiaire de leurs sécrétions lymphokiniques, vont
entrainer I’inhibition et/ou Dactivation, la prolifération de cellules inflammatoires et/ou
immunocompétentes, avec en particulier une augmentation de I’expression des molécules
d’adhésion a leur surface. L activation des cellules endothéliales et I’expression a leur surface
de molécules d’adhésion, favorisent dans un second temps le "homing" des cellules
inflammatoires vers la peau. L’expression des molécules d’adhésion a la surface des
kératinocytes peut également favoriser leur contact avec les lymphocytes T et la présentation
des antigenes. Si la réponse T générée est de type cytotoxique, elle peut aboutir 2 la
destruction des kératinocytes.

Par ailleurs, les cellules T CD4+ activées et/ou proliférant in situ peuvent accentuer les
phénomenes inflammatoires tissulaires et leur expression clinique.

Il reste toutefois difficile de comprendre comment 1'ingestion ou 1'administration parentérale

d'un médicament peut conduire au développement de réactions cutanées généralisées.

Autres mécanismes

L’activation des cellules T et des cellules B peut également conduire & d’autres mécanismes
immunitaires comme la formation d’IgE ou de complexes immuns circulants.

Les IgE spécifiques de médicaments peuvent étre synthétisées. Elles se fixent par
I’intermédiaire de leur fragment Fc sur leurs récepteurs, présents a la surface des mastocytes et
des polynucléaires basophiles. Lors de la réadministration de 1’hapténe médicamenteux, celui-
ci se fixe sur les IgE, créant un pontage entre plusieurs IgE. Ce pontage des IgE entraine une

dégranulation des mastocytes et des basophiles, avec en particulier, une libération
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d’histamine. Ce mécanisme est en cause dans les accidents anaphylactiques médicamenteux,

les oedemes de Quincke et certaines urticaires.

Le couplage d’une immunoglobuline spécifique a un hapténe médicamenteux, peut conduire a
la formation de complexes immuns circulants de taille intermédiaire, capables de précipiter
dans les vaisseaux. Cette précipitation de complexes immuns circulants entraine une
activation du complément, une libération de médiateurs chimiotactiques pour les
polynucléaires neutrophiles, un afflux de ces polynucléaires et une altération des parois
endothéliales favorisant I’extravasation de cellules inflammatoires et de globules rouges. Ce

mécanisme conduit a des Iésions histologiques de vascularite leucocytoclasique.
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DESCRIPTION ET MECANISMES DES
TOXIDERMIES IMMUNO-
ALLERGIQUES
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Les toxidermies relévent de différents mécanismes physiopathologiques : réaction de Jarisch-
Herxheimer (exanthéme de la mononucléose infectieuse sous ampicilline), idiosyncrasie et
toxicité (alopécie des chimiothérapies), toxicité cumulative (pigmentation aux sels d’or),
toxicité retardée (carcinomes cutanés a [’arsenic), effets facultatifs (candidose sous
antibiotiques) et immuno-allergiques (de Weck 1991, Breathnach 1995 - part 1). C’est a ce
dernier type de toxidermie, qui est le plus fréquent, que nous nous intéressons dans cette
étude. Ce chapitre fait la synthése de I’état actuel des connaissances des mécanismes des
toxidermies immuno-allergiques. Il a fait ’objet d’une publication dans I’ European Journal of

Dermatology (Barbaud 1997).

Les médicaments peuvent induire des toxidermies dont les aspects cliniques sont tres divers
ce qui est peut étre lié au type de réactions immuno-allergiques mises en jeu. Ainsi les
toxidermies urticariennes sont dues, pour un certain nombre d’entre elles a une

hypersensibilité immédiate médiée par les Immunoglobulines E (IgE).

D’autres toxidermies relévent d’un mécanisme d’hypersensibilité cellulaire retardée. Ce
mécanisme serait en cause dans la survenue des exanthémes maculo-papuleux (EMP),
érythémes pigmentés fixes (EPF), toxidermies lichénoides ou eczématiformes, érythémes
polymorphes, syndromes de Stevens-Johnson, syndromes de Lyell ou des toxidermies
bulleuses. Selon Tone et coll. (1992), des caractéristiques histologiques communes sont
retrouvées dans les toxidermies sous-tendues par un mécanisme d’hypersensibilité cellulaire
retardée. L’infiltrat dermique est composé majoritairement de lymphocytes T. Certains de ces
lymphocytes sont en relation étroite avec la jonction dermo-épidermique (JDE) et les
kératinocytes de I’assise basale de I’épiderme. Ceci peut conduire a la liquéfaction, la
vacuolisation et la dyskératose des kératinocytes. On peut observer la présence caractéristique
d’une nécrose cellulaire satellite (“ satellite cell necrosis”), c’est a dire la présence de
kératinocytes nécrotiques en contact étroit avec des lymphocytes T. Dans les formes sévéres
de toxidermie, comme !’érythéme polymorphe, le syndrome de Stevens-Johnson ou I’EPF, la
dyskératose kératinocytaire peut aboutir au clivage épidermique au sein de 1’assise basale des

kératinocytes, ou induire une compléte nécrose toxique de tout I’épiderme.
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CARACTERISTIQUES IMMUNOLOGIQUES GENERALES DES
TOXIDERMIES

Relation entre les facteurs immuno-allergiques et non immunologiques

impliqués dans la physiopathologie des toxidermies.

Dans le déclenchement des toxidermies, les mécanismes immunitaires peuvent é&tre
accompagnés de facteurs non immunologiques (de Weck 1991, Chosidow 1994, Bircher
1995). En particulier les facteurs susceptibles d’augmenter [’intensité des réponses
immunitaires spécifiques du médicament, peuvent aussi jouer un rdle majeur dans le

déclenchement des accidents cutanés médicamenteux immuno-allergiques.

Les capacités de métabolisme médicamenteux, génétiquement programmées, peuvent ainsi
favoriser le développement d’une toxidermie (Koponen 1986, de Weck 1991, Chosidow 1994,
Bircher 1995, Mauri-Helweg 1995, Hertl 1995) en entrainant une accumulation de métabolites
toxiques et/ou immuno-réactifs (par exemple formation d’hydroxylamine dans les toxidermies
bulleuses au sulfaméthoxazole, accumulation d’un métabolite aréne-oxyde de la phénytoine
dans le syndrome d’hypersensibilité aux anti-convulsivants).

Les infections virales peuvent également amplifier les réactions immunitaires indésirables
aux médicaments (Chosidow 1994) en entrainant des perturbations transitoires des systémes
enzymatiques, modifiant ainsi le métabolisme médicamenteux et favorisant 1’accumulation de
métabolites, réactifs immunologiquement. Ce type de mécanisme pourrait expliquer la grande
fréquence des exanthémes maculo-papuleux chez les patients infectés par le virus Epstein-
Barr ou le développement de toxidermies dues aux sulfamides chez 45 & 60% des patients

contaminés par le virus de I’immunodéficience acquise humaine (VIH) (Chosidow 1994).
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Antigenes impliqués dans les toxidermies

La plupart des publications concernant les toxidermies rapportent des sensibilisations vis a vis
de(s) la molécule(s) active(s) composant un médicament plutdt que des sensibilisations aux
excipients entrant dans la formulation des médicaments.

Pourtant, méme si ces causes sont plus rares (Barbaud 1995), les excipients, les
conservateurs, les colorants ont été parfois prouvés responsables d’urticaire, de réaction
anaphylactique voire d’autres formes cliniques de toxidermies. Ces excipients sont le plus
souvent responsables d’accidents médicamenteux de type hypersensibilité immédiate médiée
par les IgE, mais dans un petit nombre d’observations, d’autres mécanismes immunologiques
ont été démontrés comme la formation de complexes immuns circulants (dextran-anticorps
anti-dextran aprés vaccination par le BCG, Cremophor EL-anticorps anti-cremophor EL) ou
I’activation du complément par le Cremophor EL. La saccharine a €t€ mise en cause dans le
déclenchement d’un exanthéme maculo-papuleux, une photosensibilisation due a I’érythrosine
a été publiée (in Barbaud 1995) et enfin une vasculite leucocytoclasique due aux colorants

médicamenteux a été rapportée (Lowry 1995).

Malgré ces quelques cas pour lesquels la responsabilité des excipients a été évoquée, la
plupart des toxidermies sont dues a (aux) la molécule(s) active(s) du médicament. Les
antigenes en cause, et plus spécifiquement les épitopes, impliqués dans les réactions
immunitaires médicamenteuses n’ont pas tous été identifiés. Les épitopes peuvent étre situés
sur la molécule native elle-méme ou sur un de ses métabolites (de Weck 1991, Mauri-Helweg
1995). Une sensibilisation a des métabolites médicamenteux, et non a la molécule mére, a été
récemment démontrée par Popescu et coll. (1996). Par des prick tests et des tests
intradermiques (IDR), réalisés chez 5 patients ayant des antécédents de réactions allergiques
au cyclophosphamide, ces auteurs ont montré que des résultats positifs immédiats a ces tests
cutanés étaient obtenus en testant 2 métabolites du cyclophosphamide mais que les tests

réalisés avec le cyclophosphamide lui-méme demeuraient négatifs.

La plupart des études portant sur les toxidermies par sensibilisation au principe actif d’un

médicament, concernent les déterminants antigéniques des antibiotiques appartenant 2 la
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famille des béta-lactamines (Voorhorst 1980, Adkinson 1990, de Weck 1991, Silviu-Dan
1993, Blanca 1994, Vega 1994, Romano 1995, Torres 1997). Ces antibiotiques sont tous
métabolisés en benzylpenicilloyl (BPO). Le BPO est le déterminant majeur en cause dans les
réactions allergiques induites par les béta-lactamines, mais d’autres métabolites, appelés
déterminants mineurs, peuvent aussi €tre responsables de sensibilisation. Les épitopes
responsables des accidents allergiques aux béta-lactamines sont multiples, avec de
nombreuses variations comme 1’ont montré les analyses des réactions positives immédiates
aux prick tests et aux IDR réalisés avec les béta-lactamines ou les tests in vitro recherchant les
IgE spécifiques anti-béta-lactamines.

La plupart des patients sont sensibilisés a la BPO, mais certains sujets ne reconnaissent que
les déterminants mineurs, ou que les épitopes portés par les chaines latérales A des
pénicillines A (Voorhorst 1980, Adkinson 1990, Silviu-Dan 1993, Blanca 1994, Romano
1995, Hertl 1995, Torres 1997), ou a la fois la BPO et des déterminants mineurs par des tests
réalisés in vivo (Silviu-Dan 1993) ou in vitro (Torres 1997). Parmi 21 patients sensibilisés aux
béta-lactamines et explorés par des prick tests, 8 avaient des réactions positives seulement
avec les prick tests réalisés avec la BPO, 10 patients seulement aux prick tests réalisés avec
les déterminants mineurs des chaines latérales et 3 patients a la fois aux prick tests réalisés
avec la BPO et avec les déterminants mineurs (Silviu-Dan 1993). Par technique d’inhibition
de RAST et d’inhibition d’ELISA (pour I’étude des IgG), Torres et coll. (1997) ont
récemment démontré, chez 7 patients sensibles aux béta-lactamines que ces sujets avaient des
IgE et des IgG anti-BPO et/ou anti épitopes de la chaine latérale de I’amoxicilline et que chez
un méme sujet les épitopes reconnus par les IgE n’étaient pas forcément les mémes que les
spécificités des IgG anti béta-lactamines. Parmi 54 patients ayant développé des réactions
anaphylactoides a I’amoxicilline, Vega et coll. (1994) ont démontré que la sensibilisation était
liée a la chaine latérale spécifique des pénicillines A sans allergie au BPO (63% des patients
avaient des prick tests positifs a I’amoxicilline sans allergie au BPO). Certains patients sont
sensibilisés spécifiquement aux épitopes en position C7 de la chaine latérale des
céphalosporines sans allergie démontrée aux autres béta-lactamines (Blanca 1994).

Un patient ayant présenté un exanthéme scarlatiniforme induit par I’ampicilline avait des tests
épicutanés positifs aux dérivés des béta-lactamines ayant une conformation comportant le
radical D(-)-alpha-amino-benzyl, mais ces patients avaient des tests négatifs quand ceux-ci
étaient réalisés avec des molécules béta-lactamines contenant le radical L(+)-alpha-aminé

(Voorhorst 1980).
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La sensibilisation aux béta-lactamines peut donc étre li€e & un ou plusieurs déterminants

antigéniques et pourrait méme étre stéréoisomérique pour un épitope donné.

Reconnaissance des antigenes sensibilisants par les lymphocytes T

Activation lymphocytaire T (Koponen 1986, Bell 1989, de Weck 1991, Chosidow 1994,
Hertl 1995, Brander 1995)

La réponse cellulaire T peut étre induite par les antigénes médicamenteux soit sous forme
native soit sous une forme liée aux protéines. Par définition, les hapténes non conjugués ne
peuvent pas induire la prolifération des lymphocytes T sensibilisés (de Weck 1991). La
stimulation des lymphocytes T ne peut étre déclenchée que par des €pitopes réactifs, couplés
aux molécules HLA de classe I ou de classe II, présentés de facon efficace a la surface

membranaire des cellules présentatrices d’antigéne (CPA).

Bell et coll. (1989) et Brander et coll. (1995) ont étudié s’il était nécessaire qu’un apprétement
cellulaire (internalisation et transformation de [I’antigéne a Dintérieur de la cellule
présentatrice) des hapténes des béta-lactamines par les CPA ait lieu, pour déclencher une
stimulation lymphocytaire T spécifique. Ils ont utilis€é des CPA normales ou des CPA
préalablement fixées par le glutaraldéhyde, donc capables de présenter 1’antigéne mais ayant
perdu leur capacité d’apprétement. Les pénicillines comportant des radicaux réactifs aminés
ou hydroxylés (qui peuvent se lier aux protéines membranaires cellulaires) peuvent déclencher
une stimulation lymphocytaire T spécifique si elles sont présentées couplées a des molécules
HLA a la surface des CPA. Selon Brander ef coll. (1995), la pénicilline G native peut étre
présentée par des CPA qui ont été préfixées par le glutaraldéhyde, et ne requiert donc pas de
" processing " cellulaire préalable a cette présentation pour stimuler spécifiquement les
lymphocytes T. La pénicilline G peut se lier aux molécules HLA de classe I ou de classe II
(Brander 1995). La pénicilline G pourrait méme étre présentée par des cellules activées
(comme les cellules T activées elles-mémes qui expriment des molécules HLA 2 leur surface)
sans I’intervention des CPA classiques (Brander 1995). A I'inverse, la BPO liée a la sérum

albumine humaine (BPO-SAB) nécessite un " processing" par les CPA pour devenir
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immunogene vis a vis des lymphocytes T. En effet la fixation préalable des CPA par le

glutaraldéhyde abolit la stimulation des lymphocytes T par la BPO.

Les molécules HLA de classe I ou de classe II sont impliquées dans la stimulation des
cellules T par les médicaments (Koponen 1986, Hertl 1993, Chosidow 1994, Hertl 1995,
Brander 1995). Les regles classiques des restriction de classe I et de classe II s’appliquent aux
processus d’activation clonale des cellules CD8+ ou CD4+ par la pénicilline G (Brander
1995). La pénicilline G peut se lier aux molécules HLA de classe I ou de classe II mais on ne
sait pas si la pénicilline se lie a la molécule HLA elle-méme ou & un peptide antigénique situé
dans la niche a peptide (Brander 1995). Selon Bell ef coll. (1989), la réponse lymphocytaire T
pourrait €tre dirigée contre les molécules HLA modifiées par la fixation de I’hapténe
(" modified-self response "). En effet la pénicilline G inhibe spécifiquement la fixation de
certains anticorps dirigés contre des molécules HLA comme les anticorps anti-Aw32, anti-
B15 ou anti-B40 (Koponen 1986). De plus, certaines molécules HLA pourraient étre liées a un
risque accru de développer une toxidermie comme les spécificités HLA A29, B12 et/ou HLA
DR?7 dans les syndromes de Lyell induits par les sulfamides (Mobini 1993), I’antigéne HLA
B40 dans les syndromes de Lyell (Paquet 1994), faisant évoquer la possibilité que la fixation
des hapténes médicamenteux puisse étre spécifique d’alleéle ou que ces hapténes prennent une
orientation particuliere dans la niche a peptides. Drouet et coll. (1997) ont, de plus,
récemment montré dans une étude préliminaire, que la fréquence de I’haplotype HLA
DRB1*1301 DQB1*0603 était augmenté dans les exanthémes maculo-papuleux (20 cas), le
phénotype HLA BS51 était augmenté dans la PEAG (14 cas) mais de facon non significative

par rapport a une population controle de la méme région géographique.

La stimulation des lymphocytes T par un tel * soi modifié ” pourrait aussi étre en cause dans
le déclenchement de certains exanthémes viraux (Bell 1989). Cette parenté des mécanismes
immunitaires pourrait rendre compte en partie des similitudes parfois observées cliniquement
entre les exanthémes maculo-papuleux médicamenteux et les éruptions survenant au cours

d’infections par le virus Epstein-Barr.
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Les cellules effectrices : les lymphocytes T (Koponen 1986, de Weck 1991, Chosidow 1994,
Hertl 1995, Brander 1995).

Différentes techniques ont été utilisées pour étudier la nature des lymphocytes T impliqués
dans le déclenchement des toxidermies. Les cellules T peuvent étre phénotypées in sifu sur
des biopsies cutanées réalisées sur des toxidermies ou sur des tests cutanés médicamenteux
positifs. Les lymphocytes circulants peuvent €tre phénotypés et/ou clonés avec ou sans
stimulation par le médicament in vitro. Les lymphocytes infiltrants peuvent étre aussi extraits
de I’épiderme comme 1’ont rapporté Hertl et coll. (Hertl et Bohlen 1993, Hertl et Gerstel
1995).

Sur des séries de patients, limitées, avant notre étude, I’immunophénotypage réalisé sur des
biopsies de toxidermies supposées de mécanisme immunitaire cellulaire retardé mettent en
évidence un infiltrat périvasculaire composé majoritairement de lymphocytes CD4+ (Hertl
1993, Warrington 1993, Miyauchi 1991). Si les lymphocytes T infiltrant 1’épiderme sont
majoritairement CD8+ dans I’érythéme polymorphe, le syndrome de Stevens-Johnson, le
syndrome de Lyell et I’érythéme pigmenté fixe (Miyauchi 1991, Villada 1992, Hertl 1993), ils
sont CD4+ dans le trés petit nombre de cas d’exanthéme maculo-papuleux ot ils ont été
étudiés (Warrington 1993). Selon Hertl ez coll. (1995, 1993) quelle que soit la présentation
clinique de la toxidermie étudiée, les lymphocytes, extraits de 1’épiderme puis clonés, sont
toujours de phénotype CD8+. Selon ces auteurs ces résultats ne seraient pas consécutifs a un
artéfact technique car avec la méme méthode, les cellules T extraites d’épiderme provenant de
biopsies de tests épicutanés positifs au fragrance mix sont de phénotype CD4+. Hertl ez coll.
(Hertl et Gerstel 1993) ont démontré chez des patients atteints de toxidermies bulleuses
séveres induites par les béta-lactamines, que les cellules T CD8+ isolées de I’épiderme étaient
cytotoxiques vis a vis des kératinocytes et des lymphocytes B. Les clones provenant de ces
lymphocytes T CD8+ isolés de I'épiderme, synthétiseraient plutdt de I’interféron gamma
(IFN7y) que de I'interleukine 4 (IL4). Or la sécrétion d’IFNY régule positivement I’expression
de I’intercellular adhesion molecule 1 (ICAM 1/CD54) a la surface des cellules endothéliales
et des kératinocytes, ce qui pourrait favoriser le " homing " cutané des lymphocytes T. Cette
expression épidermique d’ICAM 1 pourrait aussi augmenter 1’adhésion des cellules T CD8+
aux kératinocytes, permettant ainsi la cytotoxicité et le développement de " satellite cell

necrosis ". Les infections virales peuvent entrainer une activation polyclonale, non spécifique
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du virus, des cellules T CD8+ et conduire ainsi a I’émergence de lymphocytes T spécifiques
d’un médicament. Ce mécanisme est suspecté dans le développement des exanthémes
survenant chez des patients prenant de 1’ampicilline lors des infections par le virus Epstein-
Barr et dans les toxidermies dues aux sulfamides chez les patients contaminés par le VIH

(Chosidow 1994).

Les études portant sur les lymphocytes T circulants de patients ayant présenté une toxidermie
aux béta-lactamines rapportent des résultats hétérogeénes d’une publication a I’autre. Dans des
modeles de cultures lymphocytaires bréves, Koponen ef coll. (1986) ont mis en évidence une
augmentation du taux des lymphocytes CD4+ Leu8+, alors que Perez et coll. (1991) ont
montré une augmentation des cellules T spécifiques des béta-lactamines de phénotype CD4+
CD45 RO+. Inversement, dans des cultures prolongées suivies de clonage, Hertl et coll.
(1993) ont obtenu 7/7 clones, tous de phénotype CD8+, a partir du sang de patients ayant
présenté des exanthémes maculo-papuleux dfis aux béta-lactamines. Dans les tests de
transformation lymphocytaire, Brander et coll. (1995) ont démontré que les lymphocytes T
spécifiques stimulés par la pénicilline G étaient principalement de phénotype CD4+, durant la
premiere semaine de culture, mais que le nombre de cellules T CD8+ augmentait pour
atteindre un pourcentage de 25% si les cultures étaient prolongées (avec 1’adjonction d’IL2
dans le milieu de culture). A I'inverse, la BPO-SAB stimulerait principalement les cellules
CD4+, méme dans les cultures prolongées durant plus d’une semaine.

Des clones de cellules T CD8+ provenant du sang de 2 patients allergiques aux béta-
lactamines produisaient, aprés stimulation, de I’'IL.2 et de I'TFNy (Hertl 1993).

I faut remarquer que les résultats obtenus par Brander et coll. (1995) sont plus hétérogenes.
Ces auteurs ont étudié le phénotype des lymphocytes impliqués dans la réponse cellulaire T
chez 10 patients allergiques ayant présenté une urticaire ou un exanthéme maculo-papuleux dii
aux béta-lactamines. Dix clones spécifiques de la pénicilline G ont été isolés (provenant de 2
patients allergiques aux béta-lactamines) : 2 clones produisaient de forts taux d’IL4 et d’IL5 ;
3 clones produisaient de forts taux d’IFNy, dTL4 et d'IL5. Ces clones avaient un profil de

sécrétion de cytokines qui ne permet pas de les classer de facon stricte en Th1 ou Th2.

La recherche d'une éventuelle clonalité de la réponse lymphocytaire dans les toxidermies peut
aussi étre appréciée par l'analyse du répertoire du récepteur pour I’antigéne (T cell receptor =

TCR) des cellules T. Par une technique de culture cellulaire in vitro, sur les cellules T
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circulantes CD4+ et CD8+ d’un patient allergique aux sulfamides, Mauri-Helweg et coll.
(1995) ont observé une prolifération préférentielle des cellules exprimant un récepteur de type
VB17, 9 jours aprés une stimulation cellulaire in vitro par le sulfaméthoxazole. Ces résultats
suggerent que les cellules T spécifiques du médicament ont une restriction d’usage de certains
génes V du TCR (Mauri-Helweg 1995). Inversement dans les travaux de Brander et coll.
(1995), 6 clones de cellules T spécifiques de BPO-SAB, isolés & partir des cellules circulantes
de 2 patients allergiques aux béta-lactamines n’exprimaient pas de restriction d’usage de

certains génes V du TCR.
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CARACTERISTIQUES IMMUNOLOGIQUES DE TOXIDERMIES
SPECIFIQUES.

Urticaire, oedeme de Quincke, réactions anaphylactiques.

(Koponen 1986, Silviu-Dan 1993, Hertl 1993, Blanca 1994, Vega 1994, Hertl 1995, Romano
1995, Brander 1995).

Ces toxidermies peuvent étre déclenchées par les principes actifs ou les excipients des
médicaments sous leur forme commercialisée.

Selon Hertl et coll. (1995) les lignées cellulaires T isolées a partir des cellules circulantes des
patients ayant présenté une urticaire due a la pénicilline sont majoritairement CD4+. Ces
lignées CD4+ produisent de I'ILA4, de faibles taux d’IL2 et pas d’IFNY (profil de production
cytokinique de type Th2). Ces cellules CD4+ n’ont pas de capacité de cytotoxicité vis a vis
des lymphocytes B ou des kératinocytes (Hertl 1995).

Pour Brander et coll. (1995), le profil de sécrétion cytokinique des clones de cellules T
spécifiques de la Pénicilline G (méme ceux qui proviennent de cellules circulantes de patients
qui présentent une synthése d’IgE spécifiques de pénicilline G) est hétérogéne. Aucune
prédominance d’un profil cytokinique quelconque n’a été mis en évidence par cette équipe.
L’exposition sporadique a un allergéne médicamenteux n’est peut étre pas suffisante pour
déclencher une réponse avec profil cytokinique Th2 mais des cellules ThO pourraient €tre en
cause dans ces accidents médicamenteux allergiques immédiats. Les cellules avec un profil
ThO peuvent sécréter de faibles taux d’IL4 qui peuvent étre suffisants pour déclencher une
commutation de classe (" switch ") vers les IgE.

D’autres mécanismes immunologiques et inflammatoires peuvent étre en cause dans certains
cas d’urticaire, comme la formation de complexes immuns circulants ou une dégranulation
mastocytaire induite par I’activation du complément (in Barbaud Clin Rev Allergol Immunol
1995).

Erythéme polymorphe, syndrome de Stevens-Johnson, syndrome de Lyell
et toxidermies bulleuses

(Tagami 1983, Roujeau 1985, Miyauchi 1991, Heng 1991, Tone 1992, Hagdrup 1992, Hertl
1992, Chosidow 1994, Friedmann 1994, Paquet 1994, Moncada 1994, Rasmussen 1995,
Wolkenstein 1996, Paul 1996).
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Ces toxidermies séveres aboutissant a la cytolyse des kératinocytes, ne sont pas uniquement
dues a des réactions immunologiques dirigées contre un médicament. A leur origine
interviennent beaucoup d’autres facteurs (Chosidow 1994) comme des prédispositions
génétiques, par exemple une capacité génétiquement programmée du métabolisme
enzymatique médicamenteux, des prédispositions HLA de présentation d’antigénes
immunocompétents particuliers et des infections virales. Une cytotoxicité kératinocytaire
directe de certaines drogues est peut €tre aussi en cause.

Les mécanismes inflammatoires impliqués dans ces toxidermies sont similaires a ceux
intervenant dans les réactions de maladie du greffon contre I’hdte, avec une réaction
immunitaire cellulaire retardée médiée par des cellules T CD8+. Un trés petit nombre
d’épitopes responsables de ces toxidermies graves ont été étudiés en raison de I’absence de
modele permettant de les reproduire in vitro et de 1’habituelle négativité des tests cutanés
médicamenteux (Wolkenstein 1996) quand ils sont réalisés chez les patients qui les ont
développées. Les résultats de I'immunophénotypage in situ dépendent du délai avec lequel est
pratiquée la biopsie cutanée apres le déclenchement de la toxidermie.

Quelques cellules de Langerhans CD1+ ont été€ observées dans I’épiderme et le derme (Villada
1992, Friedmann 1994, Paquet 1994) tandis qu’un assez grand nombre de cellules
dendritiques (Facteur XIII+, HLA DR+) et de macrophages a ét€ observé dans les infiltrats
périvasculaires et I’épiderme (Friedmann 1994).

Les cellules dendritiques sécrétent du Tumor Necrosis Factor ol (TNFo) qui peut augmenter
les réactions de cytotoxicité lymphocytaire dirigées contre les kératinocytes. Le TNFo est
abondant dans 1'épiderme des patients atteints de ces toxidermies graves (Roujeau 1985,
Paquet 1994, Heng 1991).

L'activation des cellules endothéliales, avec une forte expression des molécules d'adhésion
comme ICAM 1/CD54, ELAM 1/CD62E (endothelial leukocyte adhesion molecule 1), et de
VCAM 1/CD106 (vascular cell adhesion molecule 1) pourrait jouer un role important dans le
"homing " cutané des lymphocytes (Friedmann 1994). L’intégrité des cellules endothéliales
est conservée comme en témoigne la fixation demeurant normale de la lectine Ulex

Europeanus 1 sur ces cellules (Friedmann 1994).

Les processus d’activation des lymphocytes T dans ces toxidermies ne sont pas élucidés.
Dans le syndrome de Lyell induit par la salazopyrine, Hagdrup et coll. (1992) ont observé
une diminution précoce du taux des lymphocytes circulants, avec une diminution rapide mais
transitoire du rapport CD4+/CD8+. Selon ces mémes auteurs (Hagdrup 1992), ces anomalies
pourraient €tre dues a une extravasation précoce des cellules T CD4+. En effet les infiltrats
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périvasculaires contiennent principalement des cellules T CD3+, CD45 RO+ et CD4+
(CD4+/CD8+ > 3) (Miyauchi 1991, Villada 1992, Hertl et Bohlen 1993, Friedmann 1994,
Paquet 1994, Hertl 1995, Rasmussen 1995). Un trés faible pourcentage de ces cellules T
exprime CD25 (Récepteur de I'IL2) (Friedmann 1994, Paquet 1994). Les lymphocytes
infiltrant I’épiderme sont plutdt de phénotype CD8+ (CD8+/CD4+ d’environ 4) (Villada
1992, Friedmann 1994, Paquet 1994, Heng 1991) avec expression de CD25 sur 25% de ces
cellules (Friedmann 1994). Selon les travaux de Hertl ef coll. (1992, 1993) les clones de
cellules T isolés de lymphocytes épidermiques provenant de patients ayant développé des
toxidermies bulleuses dues aux béta-lactamines expriment toujours CD3, CD8, HLA DR et le
TCR o/B. Les lignées de cellules T CD8+ obtenues chez deux patients qui avaient présenté un
exantheme bulleux induit par I’amoxicilline, exprimaient une activité cytotoxique mais pas
d’activité suppressive apres stimulation mitogénique par la concavaline A (Hertl 1992).

Dans les réactions cutanées bulleuses induites par les béta-lactamines, les clones de cellules
T CD8+ isolés a partir des lymphocytes infiltrant I’épiderme proliférent en présence de CPA
autologues modifiées par la fixation de I’hapténe médicamenteux (Hertl et Bohlen 1993). Ces
cellules T clonales ont un profil de sécrétion de cytokines de type Thl aprés activation par le
médicament et une activité cytotoxique contre les kératinocytes. Ces clones de cellules T
induisent I’expression d’ICAM 1 a la surface des kératinocytes, ce qui pourrait favoriser le
développement de I’adhésion cellule T-kératinocyte et de " satellite cell necrosis ". Les études
immunohistochimiques de la nécrose épidermique ont mis en évidence une régulation positive
avec expression d’ICAM 1 et de HLA DR a la surface des kératinocytes (Miyauchi 1991,
Villada 1992, Hertl et Bohlen 1993, Hertl 1995, Rasmussen 1995). La nécrolyse
kératinocytaire est consécutive a des modifications de la membrane cellulaire, des flux
calciques intracellulaires et de la polymérisation des perforines qui entrainent un
élargissement des pores membranaires puis la cytolyse. Une augmentation d’expression de
I’ARN messager des perforines a été récemment mise en évidence dans les cellules T CD8+
cytotoxiques (Moncada 1994). La lyse des kératinocytes pourrait donc &tre initi€e par
différents mécanismes : la cytotoxicité des cellules T CD8+ infiltrant 1’épiderme vis & vis des
kératinocytes, la libération de TNFa et/ou une action toxique directe de la drogue elle-méme.
Le TNFa peut également €tre initiateur d'apoptose, or l'apoptose comme mécanisme de la
mort kératinocytaire vient d'étre mise en évidence dans le syndrome de Lyell (Paul 1996).

Exanthéme maculo-papuleux (Bruynzeel 1985, Koponen 1986, Tone 1992, Hertl et
Gersel 1993, Bircher 1995, Warrington 1993, Hertl 1995, Romano 1995, Brander 1995,
Barbaud Arch Dermatol 1997)

(Note : les résultats se rapportant a la référence bibliographique " Barbaud Arch Dermatol

1997 " seront détaillés ultérieurement dans le manuscrit).
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Plusieurs études soutiennent 1’hypothése de I'existence de mécanismes immunitaires
cellulaires retardés a 1'origine des exanthémes maculo-papuleux médicamenteux.
L’exanthéme apparait 1 2 10 jours aprés I'introduction du médicament, les tests cutanés
médicamenteux sont en général négatifs lors des lectures précoces a 30 minutes mais peuvent
étre positifs sur les lectures tardives & 24 heures des tests épicutanés (Bruynzeel 1985,
Bruynzeel 1987, Warrington 1993, Blanca 1994, Romano 1995, Barbaud Arch Dermatol
1997). 1l sera intéressant de comparer ces résultats a ceux obtenus sur des tests intradermiques
ou des des prick tests médicamenteux avec positivité retardée.

Le nombre de cellules de Langerhans CD1+ épidermiques est augmenté selon Dascalu et coll.
(1992) ou normal (Barbaud Arch Dermatol 1997). Selon Brander er coll. (1995), les
exanthémes maculo-papuleux induits par les béta-lactamines surviennent apres stimulation de
lymphocytes T spécifiques du médicament qui sont de phénotype CD4+ ou CD8+. Hertl et
coll. (1993, 1995) pour leur part, a partir des cellules périphériques de 2 patients atteints
d’exanthéme maculo-papuleux induits par les béta-lactamines, ont isolé des clones de cellules
T spécifiques du médicament, tous de phénotype CD8+ et ayant un effet suppresseur sur la
mitogénese induite par la Concavaline A. Ces clones de cellules T CD8+ prolifeérent en
présence de béta-lactamines et ont un profil de sécrétion de cytokines de type Thl. Les
cytokines Th1 peuvent étre impliquées dans la régulation positive d’expression de HLA DR et
d’ICAM 1/CD54. La recherche d’expression épidermique de HLA DR et de CD54/ICAM 1
devra donc étre étudiée chez nos patients. Le rdle majeur que certains auteurs font jouer aux
cellules T CD8+ dans le déclenchement des exanthémes maculo-papuleux médicamenteux
doit étre discuté car, dans plusieurs études, les infiltrats périvasculaires observés sont
composés majoritairement de lymphocytes CD4+ (Tone 1992, Hertl 1995, Warrington 1993,
Barbaud Arch Dermatol 1997) avec un rapport CD4+/CD8+ égal a 3 (Barbaud Arch Dermatol
1997). Il nous parait nécessaire d’étudier sur de plus grandes séries de patients, et ce in situ, la
nature de ces cellules T. Selon Koponen et coll. (Koponen 1986) chez 3 patients ayant eu un
exanthéme maculo-papuleux, 7 jours aprés une stimulation cellulaire in vitro par une béta-
lactamine, 90% des lymphocytes issus du sang périphérique étaient de type CD4+. Parmi ces
cellules CD4+, plus de 50% exprimaient Leu8, et étaient des cellules inductrices de
suppression. Il nous parait également nécessaire d’étudier I’expression des molécules
d’adhésion sur les cellules endothéliales, qui jouent un role majeur dans le " homing " cutané
des cellules inflammatoires.

Dans nos études nous rapporterons I’étude de I’expression des molécules d’adhésion sur les
cellules endothéliales et discuterons leur rdle dans le recrutement des lymphocytes T dans la

peau.
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Erytheme pigmenté fixe (Visa 1987, Hindsen 1987, Shiohara 1989, Smoller 1991,
Teraki 1994, Komatsu 1996).

L’érythéme pigmenté fixe pourrait relever de mécanismes immunitaires retardés a médiation
cellulaire. Les infiltrats dermiques sont composés de cellules T CD4+ et CD8+ en proportions
égales (Visa 1987, Hindsen 1987). Les cellules T infiltrant ’épiderme sont observées
principalement dans les assises basales et suprabasales et sont de phénotype CD8+. Une
persistance anormalement prolongée de ces cellules T CD8+ dans I’épiderme a été observée
dans des biopsies cutanées faites sur les sites pigmentés séquellaires, 3 semaines aprés la
phase inflammatoire d’erythémes pigmentés fixes (Hindsen 1987). Le role de ces cellules T
persistant de fagon prolongée dans 1’épiderme pourrait étre majeur pour expliquer les poussées
caractéristiques, toujours situées aux mémes sites de I’EPF. Komatsu et coll. (1996) ont isolé
et cultivé ces cellules T persistant dans 1’épiderme a partir de biopsies réalisées chez 2 patients
ayant un EPF. Ces cellules T avaient un phénotype CD8+ chez un des patients mais CD4+
chez I’autre, et ne proliféraient pas en présence du médicament responsable de I’EPF. Des
analyses portant sur ’expression des familles des génes Vo et VP ont montré que les cellules
T isolées des infiltrats épidermiques utilisaient un répertoire restreint de ces familles de génes,
par rapport a la variété plus grande utilisée par les lymphocytes circulants analysés chez les
mémes patients (Komatsu 1996). La récidive des lésions sur des sites toujours identiques chez
un méme patient pourrait étre liée a une activation localisée de cellules T ayant un potentiel
cytolytique et persistant de fagon prolongée dans I’épiderme.

Sur les sites inflammatoires, les kératinocytes des assises basales et suprabasales expriment
fortement ICAM 1 et HLA DR (Shiohara 1989, Smoller 1991, Teraki 1994, Hertl 1995) en
particulier en regard des infiltrats dermiques denses (Shiohara 1989, Smoller 1991). Aprés un
test de provocation orale, sur les sites inflammatoires, I’expression d’ICAM 1 par les
kératinocytes est précoce, intense et persistante (6 a 10 jours) (Teraki 1994) tandis que
I’expression de HLA DR est transitoire (Shiohara 1989). Chez le méme patient, aprés un test
de provocation orale, aucune expression d’ICAM 1 ou de HLA DR n’est observée sur les
biopsies cutanées prélevées sur des sites non inflammatoires (Teraki 1994). In vitro, aprés
exposition a la drogue responsable, les kératinocytes prélevés en zones l€sionnelles expriment
ICAM 1/CD54 plus rapidement et plus intensément que ne le font les kératinocytes prélevés
en zones non-inflammatoires (Teraki 1994). La dissociation, localisée aux sites
inflammatoires, entre 1’expression kératinocytaire des marqueurs d’activation ICAM 1/CD54
et HLA DR pourrait &tre liée a une anomalie localisée de réponse des kératinocytes a I'TFNy
(Shiohara 1989) ou au TNFaq, cytokines qui pourraient elles-mémes &tre produites par des
cellules T cutanées activées.
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RATIONALE
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L'objectif majeur de ce travail est d'approfondir la compréhension des mécanismes
immunologiques impliqués dans les toxidermies et améliorer leur exploration clinique et

paraclinique.

11 est nécessaire de déterminer si la réponse aux tests médicamenteux cutanés et in vifro
dépend de la sémiologie de la toxidermie et/ou du médicament. Une meilleure connaissance

des mécanismes des toxidermies permettrait d'améliorer les méthodes de tests in vitro.

La démarche générale a été une inclusion prospective de 310 patients ayant présenté une
toxidermie et/ou un accident cutané aprés une vaccination, avec un bilan initial strict
permettant de déterminer les criteres d'imputabilité de chaque médicament ou solution
vaccinale administrés, dans le déclenchement de la dermatose observée.

La plupart de ces patients ont bénéficié de biopsies cutanées de la toxidermie initiale. S1 une
biopsie pouvait étre réalisée avant toute administration d'un médicament immuno-modulateur,
cette biopsie était conservée en congélation pour effectuer un immunophénotypage.

Six a 10 semaines apres la disparition de la toxidermie, des tests cutanés et des tests in vitro
médicamenteux étaient réalisés. En cas de positivité de ces tests cutanés médicamenteux des

biopsies étaient réalisées.

Les méthodes de tests cutanés médicamenteux ne sont pas codifiées dans I'exploration des
toxidermies. La mise au point de ces tests, une évaluation de ces techniques, la détermination
de leurs criteres de lecture pour déterminer leur sensibilité et leur spécificité dans les
différents types de toxidermie et avec différents médicaments a été un des premiers objectifs

de ce travail.

Une étude in situ par immunophénotypage des biopsies cutanées de toxidermie et/ou de
tests cutanés médicamenteux positifs est une des approches de I'exploration des mécanismes
immunologiques en cause dans les toxidermies.

Sur les biopsies cutanées, plusieurs techniques ont été appliquées pour explorer différents
aspects des mécanismes immunitaires éventuellement en jeu dans ces accidents

médicamenteux.
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La recherche de dépdts d'immunoglobulines et de complément in situ, de complexes immuns
circulants avait pour objectif d’étudier I’éventuelle participation des complexes immuns dans
la pathogénése de la toxidermie.

Le phénotypage des cellules T présentes dans la peau servait a déterminer la sous-population
prédominante dans les différents secteurs cutanés : infiltrats dermiques, cellules sous-
épidermiques voire intra-épidermiques.

La recherche de marqueurs d'activation des cellules T permettait d’apprécier leur état
fonctionnel d'activation.

La caractérisation des cellules dendritiques épidermiques et dermiques avait pour objet de
déterminer les caractéristiques de ces cellules présentatrices d'hapténes.

L'étude de l'expression des molécules d'adhésion leucocytaires et vasculaires a permis de
déterminer l'importance des phénomenes de recirculation cellulaire et/ou de chimiotactisme
local.

Enfin nous avons recherché si les cellules T recrutées dans la peau lors des toxidermies

subissaient une apoptose apres leur activation.

Sur les infiltrats lymphocytaires T in situ nous avons étudié par PCR DGGE si la réponse

cellulaire T dans les toxidermies est monoclonale ou non.

Les techniques d'exploration in vitro des toxidermies, autres que les urticaires, sont peu
évaluées dans la littérature. Il était nécessaire d'étudier les réponses obtenues avec 2 voies
d'approches différentes : les tests de dégranulation des basophiles humains (TDBH) et les

tests d'activation lymphocytaire (TAL).

Cette approche diagnostique des toxidermies a été appliquée dans un premier temps pour

I'exploration des exanthémes maculo-papuleux induits par I'amoxicilline.

Les résultats d'immunophénotypage observés sur les biopsies cutanées de ces patients atteints
d'EMP induits par l'amoxicilline et sur leurs tests cutanés médicamenteux positifs ont été
comparés aux résultats obtenus chez 14 autres patients atteints d'EMP ou d'érythrodermie
induits par des antibiotiques appartenant ou non au groupe pharmacologique des béta-
lactamines. L'objectif était de préciser si les premiers résultats obtenus étaient applicables a

des toxidermies de méme sémiologie (exanthéme maculo-papuleux) mais déclenchées par
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d'autres antibiotiques ou d'une autre sémiologie supposée étre également due a une

hypersensibilité cellulaire retardée (érythrodermie par exemple).

Deux toxidermies particulicres ont ét€ plus précisément détaillées car elles soulevent des
problémes interprétatifs spécifiques. Il s'agit d'un érythéme polymorphe induit par le
Lamisil ®250 comprimé, sans sensibilisation prouvée a la terbinafine et un syndrome

Babouin induit par 1'administration de veinoglobulines.

Enfin l'exploration des accidents cutanés séveres apres vaccination a été abordée de fagon
isolée car ils peuvent étre dus, comme les toxidermies, a des stimulations hapténiques du
systéme immunitaire mais également a une stimulation non spécifique de I''mmunité humorale

et/ou cellulaire (Barbaud Ann Dermatol Vénéréol 1995).

39



MATERIEL ET METHODES
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PATIENTS

Tous les patients consultant pour une dermatose évocatrice de toxidermie ou de réaction
cutanée anormale apres une vaccination, examinés dans le service de Dermatologie du CHU
de Nancy de Janvier 1993 a Juillet 1997, ont ét€ inclus dans ce travail.

A ce jour 310 patients ont été étudiés. Pour chaque patient 1’analyse de la toxidermie a €été
réalisée selon la méthode détaillée dans la section “ Méthodes ™.

Parmi ces patients :

* Cing patients ont fait 1’objet d’une premiere étude portant sur I’immunophénotypage des
exanthémes maculo-papuleux induits par I’amoxicilline et des tests médicamenteux cutanés

positifs réalisés chez les mémes patients.

*Soixante douze patients présentant une toxidermie pour laquelle un médicament avait une

imputabilité trés probable selon les criteres de Bégaud et coll. (1985) ou Moore et coll.
(1985) dans sa survenue, et qui de plus ont bénéficié de tests épicutanés, voire de prick-tests
et/ou d’IDR avec ce médicament, ont ét€ inclus dans une analyse de la valeur et de la

spécificité des tests médicamenteux cutanés dans les toxidermies.

* Des résultats particuliers ont été observés chez deux patientes (un érythéme polymorphe di
au Lamisil®250 cp et un syndrome Babouin dii aux veinoglobulines). Les investigations et

hypothéses soulevées par ces observations sont détaillées.

* Trente et un patients ayant une imputabilité probable ou trés probable d’un médicament
lors de la survenue de leur toxidermie ont bénéficié de tests médicamenteux in vitro : TDBH
et/ou TAL avec les médicaments suspectés. Ces résultats ont ét€ comparés a ceux obtenus

avec les tests cutanés médicamenteux chez les mémes patients.

* Quatorze patients ayant présenté une toxidermie (exanthéme maculo-papuleux ou
érythrodermie) pour laquelle il a ét€ d’une part possible de déterminer qu’un antibiotique avait
une imputabilité probable ou trés probable dans sa survenue, d’autre part d’obtenir une
biopsie cutanée avant toute administration de médicament immunomodulateur ont bénéficié

d’une étude immunohistologique approfondie :
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*Recherche de dépdts d’immunoglobulines et/ou de complément traduisant la
participation des complexes immuns circulants.

* Phénotypage des cellules T présentes dans la peau pour déterminer les sous-populations
prédominantes dans les différents territoires concernés: infiltrats, cellules sous-
épidermiques voire intraépidermiques.

*Recherche d’expression de marqueurs d’activation des cellules T traduisant leur état
fonctionnel.

* Caractérisation des cellules dendritiques épidermiques et dermiques.

*Molécules d’adhésion leucocytaires et vasculaires pour déterminer I’importance des
phénomenes de recirculation cellulaire et/ou de chimiotactisme local.

* Comportement des cellules T recrutées dans la peau vis a vis de 1’apoptose déclenchée
par leur activation (étude de I’expression de 2 marqueurs d’apoptose : Bcl2 et CD95).

* Etude de la clonalité éventuelle de I’infiltrat lymphocytaire T.

* La biopsie cutanée d’une patiente ayant présenté une toxidermie due a la pristinamycine
avec une expression épidermique de CD62L sans expression lymphocytaire dermique de cette
sélectine, a été utilisée pour la détermination de la masse moléculaire de la molécule

épidermique reconnue par I’anticorps CD62L dans les toxidermies.

* Treize patients ayant présenté une réaction cutanée anormale aprés une vaccination ont été
étudiés.
- Cinq patients ont bénéficié d’investigations aprés la survenue d’une urticaire
consécutive a une vaccination anti-hépatite B.
- Un patient a présenté une réactivation d’un trés ancien purpura rhumatoide, un autre
une urticaire aprés une vaccination anti-grippale.
- Six patients ont bénéficié d’investigations complémentaires aprés la survenue de
réactions d’intolérance cutanée aprés vaccination anti-tétanique, anti-diphtérique et

anti-poliomyélitique.
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METHODES

Analyse clinique des toxidermies - Tests cutanés médicamenteux -

Imputabilité médicamenteuse

Toutes les interprétations des résultats immuno-allergologiques cutanés réalisés chez les
patients inclus dans ce travail, qu'il s'agisse des tests médicamenteux cutanés ou des
investigations immunologiques in sifu sur biopsie ou sériques, nécessitent une analyse trés
rigoureuse de tous les dossiers de patients suspects de toxidermie.

La détermination stricte de 1'imputabilité d'un ou plusieurs médicaments dans la survenue des
toxidermies est une base indispensable pour toutes les interprétations ultérieures des études
immuno-allergiques.

Cette détermination repose sur des données anamnestiques, chronologiques, sémiologiques et
paracliniques recueillies dans un dossier que nous avons créé dans I'optique de cette étude

prospective.

Données cliniques

Apres recueil des antécédents, en particulier d'allergie médicamenteuse, la dermatose est
décrite en détaillant les 1ésions primaires, leur localisation, I'atteinte muqueuse associée. Des
photographies sont prises et jointes au dossier du patient.

Chronologie des prises médicamenteuses

Les criteres chronologiques sont des arguments centraux dans 1'imputabilité d'un médicament
a l'origine d'une toxidermie. Le délai d'apparition de la toxidermie aprés 1'administration du
médicament, I'évolution apres I'arrét du traitement voire aprés une réintroduction accidentelle
de ce méme médicament doivent Etre précisés (Begaud 1985, Shear 1990, Roujeau 1990).

La chronologie des prises médicamenteuses est déterminée par un interrogatoire trés précis
avec analyse des ordonnances du patient. Le recueil des données est rapporté de deux fagons :
- sur un schéma chronologique

- sur un tableau d'informations portant sur les médicaments administrés : ces données
completent le schéma chronologique. Nom commercial, forme galénique, DCI, posologie,
dates de début et d'arrét d'administration permettront :

- de calculer la dose totale de drogue recue,
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- d’étudier la responsabilité du principe actif mais également des excipients d’un médicament
commercialisé (Barbaud Clin Rev Allergol Immunol 1995).

L'évolution clinique immédiate
Apres éviction de(s) la drogue(s) imputée(s), I'évolution de la toxidermie spontanée ou sous

traitements locaux et généraux, qui sont notifiés, est décrite.

Examens complémentaires biologiques

Devant toute toxidermie les explorations biologiques prescrites sont :

* La numération formule sanguine-plaquettes, la vitesse de sédimentation, le dosage de la
protéine C réactive (PCR), les bilans rénal et hépatique. IIs permettent de rechercher
I’existence d’une hyperleucocytose et/ou d’une hyperéosinophilie associées, un syndrome
inflammatoire, I’existence d’anomalies rénales en particulier lors des vasculites allergiques
médicamenteuses ou d’anomalies du bilan hépatique puisque, par ordre de fréquence, le foie
est aprés la peau le second organe atteint lors des accidents immuno-allergiques

médicamenteux (Tréchot 1996).

* Enfin I’étude du statut immunitaire du sujet est exploré selon trois versants :

- 'immunité humorale : dosage pondéral des immunoglobulines (Ig) G, A, M, E.

- les pathogénies a complexes immuns circulants (CIC) : recherche de CIC, dosages du
complément total (CH50), de ses fractions C3, C4. Des anomalies peuvent étre observées dans
les vasculites allergiques médicamenteuses.

- I'immunité cellulaire : sous-populations lymphocytaires circulantes.

* L’hypothése d’une réaction cutanée post infectieuse est explorée par la réalisation de tests
sérologiques viraux et bactériens vis a vis d’Herpes hominis type 1 et II, Mycoplasme,
Cytomegalovirus, Chlamydiae, Rickettsiae, Epstein-Barr virus, Haemophilus influenzae b,
Parvovirus B 19, Coxsackie virus, Enterovirus, complétés par la recherche des

antistreptolysines, antistreptokinases et antistreptodornases.



Examen anatomo-pathologique et immuno-histologique de la biopsie cutanée de
toxidermie

Les prélévements réalisés par biopsie-suture ou punch-biopsie, sont examinés
histologiquement dans le laboratoire d’anatomopathologie des Professeurs A. Duprez et J-M
Vignaud de I'Hopital Central du CHU de Nancy.

La seconde biopsie, immédiatement congelée dans l'azote liquide est transportée au
laboratoire dTmmunologie du CHU de Nancy (Prs M.C. Béné et G. Faure). Le premier
examen immuno-histologique est réalis€ en immunofluorescence directe pour rechercher
d'éventuels signes de vascularite avec dépdts cutanés vasculaires d'immunoglobulines et/ou de
complément. Les pieces biopsiques sont également conservées en congélation a -80°C pour

les techniques ultérieures d’immuno-histochimie par techniques d'immuno-fluorescence

indirecte.

Bilan dermato-allergologique

Il est réalisé 6 a 10 semaines aprés la disparition de la toxidermie, dans le Secteur de
Dermato-Immuno-Allergologie du service de Dermatologie, sous la responsabilité du Dr A.
Barbaud.

Il comporte une étude du statut dermato-allergique du sujet :

* recherche d'un terrain atopique par prick tests aux pneumallergénes courants,

* mise en évidence de sensibilisation de contact par tests épicutanés de la batterie
standard européenne

* tests cutanés médicamenteux.

Tests épicutanés (Patch-tests) aux médicaments(s).
Outre la batterie standard ICDRG (International Contact Dermatitis Research Group) (Adams
1990), des tests épicutanés avec le ou les médicament(s) imputé(s) sont réalisés (Barbaud

1993).

Ces tests sont réalisés :
- avec le médicament sous sa forme commercialisée : comprimé pil€, contenu de gélules,

solution injectable ou buvable... Aprés étre réduits en poudre au mortier, les comprimés
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pulvérisés sont testés tel quels et dilués a 30% dans I’eau et dans la vaseline. Pour la
préparation dans la vaseline la poudre de médicament est incorporée trés progressivement
dans la vaseline pour obtenir un mélange homogene. Le contenu des capsules est testé tel
quel, dilué a2 30% dans I’eau et dans la vaseline. L’enveloppe des gélules est testée telle quelle
aprés avoir été humidifiée. Les médicaments commercialisés en solution sont testés tels quels
et dilués a 30% dans I’eau.

Si le test épicutané avec le produit commercialisé est positif, un détail du test est nécessaire.
Contact est pris avec la firme pharmaceutique produisant le médicament pour obtenir les
différentes molécules le composant. Dés I'obtention de ceux-ci, produit actif et excipients sont

testés individuellement aux concentrations et dans les véhicules adéquats.

- Si le produit actif pur est disponible dés le premier testage, il est testé pur et dilué a 30%
dans différents excipients, apres étude de miscibilité faite par I'équipe de la Pharmacie des
Hopitaux Maringer-Villemin-Fournier. En général le principe actif est testé dilué dans I'eau et
la vaseline pour les produits présentés sous forme de poudre. En cas de non miscibilité du
principe actif dans ces véhicules, d'autres excipients sont parfois utilisés (alcool,
propyleneglycol ...). Les produits actifs qui ont pu étre testés purs sont rapportés dans le
tableau 1.

- Un grand nombre d’excipients et de conservateurs contenus dans les spécialités
pharmaceutiques ont été également testés en poudre sous forme pure (tableau 2).

La concentration de 30% dans la vaseline, I’eau ou les autres excipients utilisés pour les tests
épicutanés a été choisie car pour la plupart des médicaments se présentant sous forme de
poudre cette concentration était la plus haute qui permettait d’avoir une bonne distribution de
la drogue dans la vaseline et donc une homogénéisation de la préparation utilisée pour le test

épicutané.
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La lecture des tests épicutanés, mis en place sur le dos du patient, sur des supports
d'aluminium avec adhésif hypoallergénique (Finn Chamber sur adhésif Scanpor®, Epitest Ltd
oy, Tuusula, Finlande) est faite 2 20 minutes, 48 et 96 heures et si possible, en cas de
négativité de ces tests apreés une semaine. Les critéres de positivité sont ceux définis par
I'ICDRG :

0 : test négatif

IR : test irritatif avec érythéme

+ : test positif avec érythéme et papule

++ : test positif avec érythéme, papule et vésicules

+++ : test positif avec érythéme, confluence de vésicules ou bulle.

Deux types de toxidermies bénéficient d'investigations particuliéres :

- dans I'érythéme pigmenté fixe, les tests épicutanés sont posés sur le dos mais également sur
le site de 1'éruption initiale, aisément repérable puisqu'il est le siége d'une pigmentation
séquellaire (Alanko 1987).

- Dans les photoallergies médicamenteuses (Jeanmougin 1986), outre les patch-tests
médicamenteux simples, des photopatch-tests de la batterie standard des photoallergénes et
avec le ou les médicament(s) suspecté(s) sont réalisés. Vingt quatre heures aprés la pose des
tests épicutanés, ceux-ci sont 6tés et le site est irradié par des UVA (10 Joules). La lecture des
tests est effectuée a la 72¢me heure avec les critéres de positivité des épidermotests définis par
I'TICDRG.

Une punch-biopsie des tests positifs est réalisée pour différencier un test positif d'une
irritation (IR) qui ne reléve pas d'un mécanisme allergique. Dans cette étude ce prélevement

est conservé a -80°C, dans I’optique d’études immuno-histochimiques ultérieures.

Les Prick-tests médicamenteux :

Les prick-tests sont réalis€s avec le produit pur ou le(s) médicament(s) suspecté(s) tel quel ou
ses (leurs) différent(s) composant(s) (principes actifs et excipients) sur la face antérieure de

l'avant-bras grace a des microlancettes (Microlancetter®, Bayer).
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Les tests sont réalisés avec les comprimés réduits en poudre, le contenu pur et au travers de
I’enveloppe des gélules, les solutions et les poudres telles quelles. Quand cela est possible le
produit actif et les excipients du médicament suspecté sont testés séparément sous la forme
pure utilisée pour les tests épicutanés. Si le bilan est motivé par la survenue d'une urticaire
médicamenteuse, les prick tests sont réalisés avec des dilutions séquentielles du médicament
suspecté avec les mémes préparations que celles utilisées pour les IDR 2 107, 107, 107" puis
avec la forme pure.

En dehors des investigations que nous avons réalisées avec ’amoxicilline et dans un cas
d’exanthéme maculo-papuleux dii a la pseudoéphédrine, les prick tests ne sont pas réalisés
quand les tests épicutanés (ou les photopatch tests) médicamenteux sont positifs. Les prick
tests sont considérés positifs quand le diametre de la papule de réaction du prick-test
médicamenteux a un diametre supérieur a celui obtenu avec le témoin négatif (sérum
physiologique a 0,9%) sur la lecture réalisée a 20 minutes. Dans tous les cas les prick tests
sont également lus 24 heures apres leur réalisation.

Un témoin positif des prick tests médicamenteux est réalisé avec une solution de phosphate de

codéine a 9%.

Les intradermo-réactions (IDR) médicamenteuses :

Les tests médicamenteux intradermiques (IDR) sont réalisés seulement quand les prick tests
ont des résultats négatifs sur la lecture effectuée 20 minutes apres le test avec le médicament
suspect.

Les IDR ne sont jamais réalisées chez des patients qui ont présenté un érytheme polymorphe,
un syndrome de Lyell ou ayant un aspect de vascularite leucocytoclasique sur I’examen
histologique.

En I’absence de possiblité d’obtenir des formes stériles de josamycine, pristinamycine ou
acide pipémidique lors de la réalisation de nos investigations il n’a pas été possible de
pratiquer des IDR avec ces produits chez nos patients.

Les médicaments sous forme commercialis€e et leur composition, les molécules pures actives

et les excipients testés chez nos patients sont rapportés dans les tableaux 1 et 2.
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Les regles et recommandations suivies lors de la pratique des IDR médicamenteuses sont

les suivantes :

1) les dilutions sont pratiquées sous hotte a flux laminaire, dans les 2 heures qui précédent
I’administration des IDR.

2) toutes les précautions sont prises pour que puisse €tre mis en route, si nécessaire, un
traitement d’urgence d’une réaction anaphylactique. Les patients ayant des IDR
médicamenteuses sont hospitalisés durant les 24 heures qui suivent la réalisation de ces tests
cutanés. Une voie d’abord veineuse est mise en place avant de débuter les IDR, avec une
perfusion de soluté glucosé a 5%. Cette perfusion est laissée en place 2 heures aprés la
réalisation de la derniére IDR si les résultats sont négatifs mais au moins 6 heures apres la
derniére IDR si les résultats sont positifs. La mesure de la tension artérielle, du pouls et du
débit expiratoire de pointe (technique du peak-flow) est pratiquée réguliérement durant les 24
heures d’hospitalisation.

3) Les tests intradermiques sont réalisés avec des solutions stériles de(s) la drogue(s)
suspectée(s), diluées de facon séquentielle (10’4, 1073, 10’2, 10'1) dans du sérum physiologique

stérile phénolé (sérum physiologique 2 0,9% dans du phénol 4 0,5%).

4) Les tests intradermiques sont réalisés sur la face d’extension des bras, en injectant un faible
volume (0,04 mL) ce qui entraine 1’apparition d’une papule d’injection d’un diamétre de 4 2 6
mm. Un contrble négatif est réalisé en pratiquant une IDR avec le soluté de dilution du
principe actif. Le résultat des IDR est considéré comme positif si la papule de réaction,
observée a 30 minutes, a un diametre supérieur ou égal a2 10 mm. La premiére IDR est réalisée
avec la dilution 10™. Si les résultats sont négatifs a 30 minutes, les IDR suivantes sont
réalisées, toutes les 30 minutes, avec des concentrations progressivement croissantes jusqu'a la

solution pure, tant que les résultats des IDR précédentes demeurent négatifs.

S) Les lectures des IDR sont faites a2 30 minutes, 6 heures et 24 heures. Si des réactions
tardives sont observées, le diametre de la papule apparue est mesuré. Quand les résultats des
IDR sont négatifs a 24 heures une lecture tardive des tests est programmée une semaine plus
tard. Si le patient ne peut pas €tre revu, un entretien téléphonique avec lui a lieu une semaine
plus tard, pour confirmer la négativité des IDR.
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Une biopsie des IDR médicamenteuses positives est réalisée pour différencier une réaction
positive d'une irritation et les prélevements sont conservés a -80°C aprés congélation
immédiate dans I’azote liquide, pour réaliser secondairement des investigations
immunohistochimiques complémentaires.

Conservateurs, colorants et excipients des médicaments

Les modalités des tests réalisés avec ces composants sont rapportées dans le tableau 2.

Témoiné négatifs pour les investigations immunoallergologiques.

Depuis 1993, nous constituons une banque de données de résultats de tests médicamenteux
chez des " témoins négatifs ".

Les patients prenant plusieurs médicaments, qui ont présenté une dermatose comprenant les
médicaments étudiés dans ce travail (tableau 1), peuvent étre utilisés comme témoins négatifs.
Les patients sélectionnés comme témoins négatifs nécessitaient des tests avec les
médicaments A et B, 6 semaines apreés la survenue de leur toxidermie. La responsabilité du
médicament A dans la survenue de la toxidermie a pu étre retenue. Le médicament B n’était
donc pas responsable de la dermatose. De tels patients ont été retenus comme témoins négatifs
pour déterminer le seuil irritatif des tests cutanés réalisés avec le médicament B.

De plus devant la constatation de trés fréquentes irritations chez nos patients, pour les IDR
réalisées avec la pénicilline G, I’érythromycine et la spiramycine, les concentrations irritantes
ont été contrdlées sur 5 volontaires sains recrutés dans 1’équipe médicale et para-médicale de
notre service.

Tests statistiques

Les analyses statistiques, comparant l’incidence des tests positifs selon les différentes
présentations cliniques initiales des toxidermies ont été réalisées avec le systéme Myosotis
software (Coultronics France, Margency, France) avec un test Khi-2.
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Tableau 1 : Dilutions utilisées pour les tests cutanés

Les préparations pour les tests épicutanés (PT) sont rapportées comme suit. Si les produits étaient obtenus sous forme de poudre, toutes les
préparations ont été testées, telles quelles sous forme de poudre pure, diluée 4 30% dans I’eau et 4 30% dans la vaseline. Si les préparations
obtenues étaient sous forme liquide, elles ont été testées telles quelles et diluées & 30% dans "eau. Les tests intradermiques ont éié réalisés
avec les solutions méres dont les compositions suivent (IDR) et auparavant avec ces solutions méres diluées 2 107, 107, 102 et 107 Les

préparations pures utilisées pour les tests épicutanés sont celles gui ont ét€ utilisées £galement pour les prick tests.

- aciclovir : PT = pur en poudre ;

- amiodarone : Pt et IDR = 50mg/mL dans I’ean

- amoxicilline : PT = pur en poudre; IDR = 1g/2.5mL

- ampicilline : PT = pur en poudre

- articaine : PT et IDR = 72 mg/1.8 mL

- captopril : PT = pur en poudre

- carbamazépine : PT = pur en poudre

- céfadroxil : PT = pur en poudre & partir du contenu de gélules commercialisées contenant lactose, silice et stéarate de
magnésium ; IDR = 100 mg/mL

- céfapirine : PT = pur en poudre; IDR = 0.2g/mL

- cefpodoxime : PT = pur en poudre

- chlormézanone : PT = poudre 2 partir de comprimés commercialisés contenant aussi phosphate calcique, amidon, gélatine,
saccharine.

- cloxacilline : PT = pur en poudre

- co-trimoxazole : PT and IDR = 80 mg/mlL dans I’eau

- cyamémazine : PT and IDR = at 10 mg/mL dans une solution commercialisée contenant de I’acide acétique, acide
ascorbique, polyoxy-éthyléneglycol dans I’ean.

- danazol : PT = pur en poudre

- diltiazem : PT = pur en poudre

- doxycyeline : PT and IDR = 20mg/mL dans I’eau dans une solution commercialisée contenant du chlorure de magnésium,
polyvidone et de I’amino-2-éthanol

- énoxoparine : PT = 100mg/mL dans I’eau

- érythromycine : PT = pur en poudre; IDR = pesitivité spécifique seulement jusqu'a 0.2 mg/mL.

- estradiol : PT = pur en poudre; IDR = 1 mg/ml aprés solubilisation dans I’alcool

- fusafungine : PT = pur en poudre

- fluvoxamine : PT = pur en poudre

- glibenclamide : PT = en poudre & partir de comprimés commercialisés contenant du lactose, amidon, talc, silice et stéarate
de magnésium

- héparine : PT = 25 000 Ul/mL dans ’eau

- hydroquinidine : PT = en poudre 2 partir du contenu d’une gélule commercialisée contenant talc, polyvidone, Eudragit L,
acide méthacrylique et acide stéarique.

- hydroxyzine : PT = 2 50mg/mL dans une solution commercialisée diluée dans de I’hydroxyde de sodium et de I’eau.
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- isoniazide : PT = en poudre dans des comprimés commercialisés contenant lactose, amidon et stéarate de magnésium ; IDR
= a 100mg/mL 2 partir d’une solution commercialisée contenant des parahydroxybenzoates de méthyle et de propyle.

- josamycine : PT = sous forme d’une poudre commercialisée contenant lanrylsulfate de sodium, amidon et aspartam.

- méthoxsaléne (5-MOP) : PT = 2 partir d’une solution commercialisée, dont la dilution est de 0.1g/ml., contenant de
I"alcool éthylique et de I’eau.

- norfloxacine: PT = en poudre 2 partir d’un comprimé commercialisé contenant hydroxycellulose, stéarate de magnésium,
dioxyde de titane.

- paracétamol : PT = pur en poudre; IDR = 0.1 mg/mL avec présolubilisatipon dans 1’alcool.

- pénicilline G : PT = en poudre contenant aussi du citrate de sodium ; IDR = positivité spécifique seulement jusqu'a 5.105
U/ml..

- pholcodine : PT = pur en poudre

- acide pipémidique: PT = en poudre 2 partir d’une poudre commercialisée contenant carboxyméthylcellulose, stéarate de
magnésium, amidon et talc

- pivoxicam : PT = pur en poudre; IDR =20 mg/mL

- pristinamycine : PT = pur en poudre

- pseudoéphédrine : PT = pur en pondre

- simvastatine: PT = en poudre sous une forme commercialisée contenant carboxyméthylcellulose, amidon,
butylhydroxyanisole, acide ascorbique, acide citrique, stéarate de magnésium.

- spiramycine : PT = pur en poudre; IDR = positivité spécifique seulement jusqu'a 375 Ul/mL.

- tétrazépam : PT = pur en poudre; IDR = 10 mg/mL

- triamcinolone : PT = 1% vaseline
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Tableau 2 : dilutions utilisées pour les tests cutanés avec les conservateurs, colorants et
excipients médicamenteux.

Les préparations pour les tests épicutanés (PT) sont rapportées avec la concentration et le véhicule utilisés. Les
tests intradermiques ont été réalisés avec les solutions méres dont les compositions suivent (IDR) et auparavant

avec ces solutions meres diluées 2 107, 107, 102 et 107

- alcool éthylique 95°: PT = a4 70% et 10% dans I’eau

- alcool benzylique : PT = 5% dans la vaseline

- carboxyméthylcellulose : PT = 5% dans I’eau

- cellulose : PT = pur en poudre

- érythrosine : PT = 2% dans la vaseline et 10% dans I’eau

- gélatine : PT = pur en poudre

- lactose : PT = pur en poudre et 50% dans la vaseline

- stéarate de magnésium : PT = pure et 10% dans la vaseline

- parahydroxybenzoate de méthyl : PT = 3% dans la vaseline ; IDR = 1mg/mL (10 témoins
négatifs)

- huile essentielle de néroli : PT = 10% dans la vaseline

- polyoxyéthyléne glycol 1540 : PT = pur en poudre

- propyléne glycol : PT = 5% dans la vaseline et 10% dans I’eau
- saccharine : PT = pur en poudre

- silicate (aérosil 200) : PT = pur en poudre

- amidon = PT = pur en poudre et 10% dans I’eau

- acide stéarique : PT = 5% dans la vaseline

- talc : PT = pur en poudre
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Tests immunologiques in vitro

Tests non spécifiques réalisés durant la phase toxidermique

Complexes immuns circulants (Béné 1997)

Principe

La taille des complexes immuns est dépendante des proportions d'antigenes et d'anticorps les
composant, c'est a dire 2 la fois de la dose d'antigéne qui pénétre dans l'organisme et de
I'intensité de la réponse immunitaire humorale de ce dernier. Les complexes formés par
l'association d'anticorps et d'antigénes sont ainsi le plus souvent éliminés spontanément dans
l'organisme, soit par filtration rénale s'ils sont de petite taille, soit par le systéme phagocytaire
s'ils sont de grande taille.

La détection de complexes antigéne-anticorps de taille intermédiaire, donc potentiellement
pathogénes, peut étre effectuée dans le sérum.

Deux types de techniques sont utilisés. Une technique totalement non spécifique repose sur la
capacité des complexes immuns a précipiter dans une solution de polyéthyléne glycol (PEG) a
3.5%. 11 s'agit en fait d'une rupture de solubilité générée par la structure en mailles de la
solution de PEG. N'importe quel systéme macromoléculaire de taille adéquate peut précipiter
dans ce milieu. En pratique, seuls les complexes immuns circulants remplissent ces conditions
dans le sérum humain.

L'autre type de technique repose sur des bases immunologiques, notamment sur la capacité
des complexes antigéne-anticorps a activer le complément. Des tests basés sur la fixation de
Clq sont utilisés pour détecter une activation de la voie classique. La fixation de conglutinine
permet de détecter I'activation de C3, commune aux voies classique et alterne.

Dans cette étude, les complexes immuns circulants ont été recherchés par précipitation au
PEG, et par la mise en évidence en néphélémétrie de l'agglutination de billes de latex

recouvertes de Clq humain.

Méthode

Test au PEG
Dans une cupule de néphélémétrie, 20 microlitres du sérum a tester dilué au 1/5 sont

additionnés de 100 microlitres d'une solution & 7% de PEG et de 120 microlitres de tampon
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borate de sodium. Aprés agitation, le mélange est incubé a température ambiante pendant 30
minutes. L'intensité du trouble formé est mesurée a l'issue de cette période d'incubation en
néphélémétrie. La valeur obtenue est comparée a une courbe d'étalonnage réalisée avec un
mélange calibré d'IgG humaines agrégées. Les résultats sont exprimés en mg/L. La valeur

seuil de ce test a été fixée a 25 mg/L.

Test de fixation du Clg

Dans une cupule de néphélémétrie, 20 microlitres du sérum a tester sont additionnés de 100
microlitres d'une suspension de billes de latex recouvertes de Clq humain (Behring, Marburg,
Allemagne), de 100 microlitres de tampon glycine et de 20 microlitres de PEG. Apres
agitation, le mélange est incubé a température ambiante pendant 30 minutes. L'intensité du
trouble formé est mesurée a l'issue de cette période d'incubation en néphélémétrie. La valeur
obtenue est comparée a une courbe d'étalonnage réalisée avec un mélange calibré dgG

humaines agrégées. Les résultats sont exprimés en mg/L. La valeur seuil de ce test a été fixée

21.5 mg/L.

Etude