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RESUME .-- 

Notre travail avait pour but la mise en évidence d'une 

modulation de la dégranulation mastocytaire par un extrait para- 

sitaire. Nous avons utilisé pour cela deux techniques, l'une 

in vitro et l'autre in vivo. 

Les méthodes courantes de mesure de la dégranu- 

lation mastocytaire in vitro nous ont paru difficilement appli- 

cables à notre étude car peu précises et reproductibles. Nous 

avons donc tout d'abord mis au soint une méthode de mesure de 

la dégranulation consistant à évaluer la libération de sérotoni- 

ne tritiée par les mastocytes préalablement marqués. Le pour- 

centage de sérotonine tritiée libérée est en corrélation étroi- 

te avec le pourcentage de mastocytes dégranulés. Nous avons 

étudié les conditions optimales pour obtenir le maximum de libé- 

ration après activation soit par des agents chimiques, soit 

par une réaction anaphylactique. Cette méthode s'est avérée très 

précise; rapide et facile à manier. Elle nous a permis d'étudier 

l'effet du produit d'incubation de vers adultes de Schisto- 

soma mansoni sur la dégranulation mastocytaire. 

La fraction dialysable de cet incubat présente une 

activité inhibitrice de la dégranulation qu'elle soit induite 

par des agents chimiques ou une réaction anapl~ylactique. Cette 

activité se retrouve dans la fraction thermostable. L'inhiai- 

tion est irréversible par lavage des cellules. Avec de fortes 

concentrations, cette fraction est cytotoxique, mais aux doses 

utilisées pour mettre en évidence l'effet inhibiteur, aucune 

action ni cytotoxique, ni cytostatiqu. vis-à-vis de cellules 

en culture n'est observée. 

L'effet inhibiteur de cette fraction a été apprécié 

in vivo par la technique de PCA. Le même effet inhibiteur est 

observé. L'efficacité de ce facteur au cours de l'infection 

reste à démontrer. mais il pourrait être une des ex~lications 

d'un certain dysfonctionnement de l'activité des mastocytes 

observé à certaines périodes de l'infection. 
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INTRODUCTION 

Le parasite et l'hôte réalisent une association biolo- 

gique dominée par la tolérance réciproque. Sur le plan imu- 

nologique, la longue survie des parasites chez leurs hôtes ret 

présente un paradoxe inexpliqué, car l'organisme tolère la 

présence d'une quantité d'antigène considérable. Pourtant 

l'hôte réagit à l'invasion parasitaire en développant une 

réponse immune composée de différents mécanismes effecteurs. 

Ces mécanismes mettent en cause des anticorps humoraux, des 

cellules sensibilisées et l'interaction d'anticorps avec dif- 

férents types cellulaires comme les macrophages, les éosino- 

philes ou les mastocytes. 

Malgré la diversité des phénomènes de défense mis en 

oeuvre, le parasite se maintient dans l'organisme même si 

chez certains hôtes il est partiellement rejeté. Depuis peu 

de temps, l'étude des modalités de survie du parasite a sus- 

cité un grand intérêt et il s'avère que le parasite dispose 

de plusieurs moyens lui permettant d'échapper à la réponse 

de l'hôte. L'acquisition d'antigènes d'hôte et la variation 

antigbnique constituent pour le parasite deux mécanismes 

possibles. Mais le parasite est également capable d'inter- 

férer au niveau central de la réponse immune de l'hôte et 

de modifier le comportement de cellules immunocompétentes. 

Dans cette vaste perspective de l'étude des relations 

hôte-parasite, nous nous sommes intéressés, dans le modèle 

d'infection par S. mansoni, aux phénomènes de régulation 

pouvant intervenir sur le ~astocyte. En effet, le mastocyte 

constitue un élément important de la réponse immune de l'h6- 

te. D'une part l'activation de cette cellule conduit à la 

libération de granules mastocytaires contenant des amines 

vasoactives et responsables de l'hypersensibilité immédiate. 

D'autre part le mastocyte intervient au niveau des mécanismes 

effecteurs de l'immunité puisque récemment il a été observé 

dans l'infection du rat par S. mansoni que le-mastocyte 



était indispensable 3 l'expression de la cytotoxicité par 

éosinophiles. L'activité cytotoxique des éosinophiles contre 

des schistosomules sensibilisés par des anticorps IgGa est 

considérablement amplifiée par la présence des mastocytes. 

La transposition des phénomènes observés in vitro à 

la réalité biologique permet de penser que les activités 

mastocytaires sont modulées au cours de l'infection. En 

effet, le mécanisme de cytotoxicité impliquant les éosino- 

ohiles- mastocytes- IgGa n'apparait efficace que pendant 

certaines périodesde l'infection alors que la production 

d'anticorps anaphylactiques capables d'activer le mastocyte 

se poursuit. 

Par ailleurs, l'infection par S. mansoni s'accompagne 

d'une forte production d'IgE dont seul un faible pourcentage 

a une spécificité parasitaire. Cette situation devrait con- 

duire à une dégranulation massive des mastocytes au cours 

de l'infection avec pour conséquence des symptômes d'hyper- 

sensibilité immédiate importants. Au contraire, la fréquen- 

ce des manifestations allergiques est faible compte tenu 

de l'amplitude de la réponse réaginique. Il semble même 

que les sujets parasités soient moins susceptibles aux phé- 

nomènes allergiques. 

L'ensemble de ces éléments suggère une modulation des 

phénomènes d'activation mastocytaire au cours de l'infection. 

Trois éléments peuvent expliquer cette limitation de la dé- 

granulation: une quantité d'antigène trop faible pour induire 

une dégranulation, une compétition au niveau du récepteur 

mastocytaire par des anticorps IgE de spécificité différente 

ou des complexes immuns bloquants et une altération de la 

fonction mastocytaire. La première hypothèse est peu proba- 

ble car plusieurs auteurs ont montré la libération d'aller- 

gènes en quantité suffisante au cours de l'infection. L'effet 

compétitif des IgE ou des complexes immuns bloquants est une 

hypothèse couramment admise mais pour plusieurs auteurs elle 



ne constitue qu'une explication partielle.  éventualité d'une 

altération de la fonction mastocytaire n'est -lus hypothétique 

depuis la mise en évidence de la libération de facteurs régu- 

lateurs de l'activation cellulaire par les schistosomes et par 

d'autres parasites. Ces facteurs immunodépresseurs ou activa- 

teurs polyclonaux agissent directement sur les lymphocytes. Pour 

tenter de vérifier cette hypothèse, l'effet d'un extrait para- 

sitaire de S. mansoni sur la dêgranulation mastocytaire a été 

étudié in vitro et in vivo, 

Le premier temps de notre travail a consisté à mettre 

au point une méthode de mesure de la dégranulation in vitro 

reproductible et standardisée. Puis nous avons recherché l'ef- 

fet de substances d'origine parasitaire sur l'activation masto- 

cytaire in vitro et in vivo. Avant de procéder à l'exposé de 

ces travaux, il est toutefois nécessaire de rappeler le mécanis- 

me de l'activation mastocytaire et la place occupée par le mas- 

tocyte dans les relations hote-parasite. 





CHAPITRE 1 : LE MASTOCYTE ET SON ACTIVATION 

En 1877, EHRLICH décrit la présence dans le tissu 

conjonctif de cellules présentant des granulations importantes 

et une coloration métachromatique. EHRLICH étudie la morpho- 

logie du mastocyte, sa localisation, ses propriétés de colo- 

ration et la solubilité des granules dans l'eau. Les masto- 

cytes se retrouvent dans pratiquement tout le règne animal, 

(RILEY, 1959), avec une quantité beaucoup plus importante chez 

les vertébrés supérieurs. On les retrouve principalement dans 

le tissu interstitiel, autour des vaisseaux sanguins, dans 

la cavité pgritonéale et dans le thymus (HARRIS,1900),(STA!Y- 

MLER, 1921; RILEY, 1959; BENDITT et LAGUNOFF, 1963). Ces 

cellules se présentent sous forme ovoïde ou allongée (BENùITT, 

1957; BLOOM, 1960) avec un diamètre d'environ 12,6 pm. La cel- 

lule est remplie de granules (environ 500 granules par cellule 

chez le rat) (UVNAS, 1964) limités par une membrane périgranu- 

laire (GROSSBERG et GARCIA-AROCHA, 1954). 

JORPES et al. (1937) établissent que l'héparine se 

colore métachromatiquement avec le bleu de toluidine comme le 

mastocyte puis démontrent l'existence d'une corrélation entre 

le nombre de mastocytes et la quantité d'héparine d'un tissu. 

L'héparine est localisée au niveau des granules (OLIVER et al., 

1947). Les études biochimiques ont nontré l'existence en quan- 

tités importantes d'héparine, d'histamine (RILEY, 1953) et de 

5-hydroxytryptamine, de même que la présence d'un grand nombre 

d'enzymes (BENDITT et al., 1955). Histamine et héparine forment 

au niveau des granules des complexes dont la stabilité est as- 

surée par le zinc,(KERP et STEINHAUSER, 1961). 

Le mastocyte est capable de libérer ces complexes 

après activation par différents stimuli. La libération d'amines 

vasoactives est responsable des manifestations de l'hyper- 

sensibilité immédiate. 



II- Bypersensibilité immédiate ......................... 
----------.-----TL-------- 

L'interaction d'un allergène et d'anticorps cytotro- 

pes fixés à la surface de mastocytes ou de polynucléaires ba- 

sophiles entraine leur dégranulation et la libération d'anines 

vasoactives responsables des effets locaux et généraux de 

l'hypersensibilité immédiate. L'anaphylaxie qui est une de ces 

manifestations (PORTIER et RICHET, 1902) apparait dans des 

conditions bien précises. Après une première injection dite 

sensibilisante d'antigène et une période de latence variant 

de 1 semaine à 1 mois, la seconde injection dite déclenchante 

est suivie immédiatement d'un état de choc. La symptomatolo- 

gie du choc anaphylactique dépend de l'organe cible sur les- 

quels vont agir les médiateurs libérés par les mastocytes. 

Ces médiateurs entraînent principalement une augmentation de 

la perméabilité capillaire et une contraction des muscles 

lisses. Certains de ces organes, variables suivant les espèces 

mais constants pour une espèce donnée, vont réagir de façon 

plus intense et entraîner la mort de l'animal. Les sympto- 

mes sont atténués par l'administration d'antihistaminiques. 

L'anaphylaxie est transmissible par le sérum. C'est une r5ac- 

tion dépendante de certains anticorps. Ces anticorps sont ap- 

pelés anticorps anaphylactiques. Le processus par lequel l'an- 

ticorps anaphylactique et l'allergène activent le mastocyte 

est extrêmement complexe. 

111 - Mécanisme de l'activation mastocytaire --------_----------------------------- 

Signal d'activation 

C'est généralement l'interaction d'un anticorps ana- 

phylactique et de l'antigène correspondant à la surface du masto- 

cyte qui induit une dégranulation mais celle-ci peut également 

être déclenchée par certaines substances pharmacologiques. 



1. Bégranulation zar des agents chimigues - - - - - - -  - - - - - - - - -  - - 

De nombreux composés basiques ont la propriété d'ac- 

tiver les mastocytes. Le composé 48/80 (produit de condensa- 

tion de p-methoxyphenylethylmethylamine avec le formaldehyde) 

a été particulièrement étudié (MC INTOSH et PATON, 1949). Ce 

composé à très faible dose (1 pg) produit une libération d'his- 

tamine et des changements morphologiques comparables à ceux 

produits par une réaction anaphylactique. L'octylamine (NOTA, 

1959), la decylamine (HOGBERG et WNAS, 1960) et la polymyxi- 

ne (LAGUNOFF, 1972) ont également une action de dégranulation 

des mastocytes. 

La lysolecithine est capable d'induire une dégranu- 

lation seulement dans un milieu dépourvu d'albumine, afin 

d'éviter l'adsorption sur celle-ci et l'inactivation de la 

lecithine (KELLER, 1964a). Certains métabolites tels que 1'ATP 

et 1'ADP ont également une action directe de dégranulation sur 

les mastocytes (KELLER, 1964b) . L'utilisation de ~ a + +  iono- 
phore provoque une dégranulation, ce qui a permis de monter 

l'importance du ~ a + +  dans ce processus (FOREMAN et al., 1973). 

La phospholipase A et l ' d  chymotrypsine activent 

le mastocyte (HOGBERG et UVNAS, 1957; KELLER, 1961). Le rôle 

de ces deux enzymes dans le mécanisme de la dégranulation ana- 

phylactique a été avancé par ces auteurs mais n'a jamais pu 

être clairenent démontré. 

2- Bégranulation induite par des anticorps anaphylac- . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
tiques - - - 

In vivo, l'activation du mastocyte résulte de l'in- 

teraction d'un anticorps anaphylactique avec l'antigène à la 

surface de la cellule. Suivant les espèces, différentes sous- 

classes d'immunoglobulines G ont cette propriété, mais ce sont 

surtout les anticorps de classe IgE retrouvés chez de nombreu- 

ses espèces qui ont été étudiés et qui apparaissent les plus 

efficaces. 



La mise en évidence d'un transfert de la sensibilisa- 

tion par le sérum a été rapportée par PRAUSNITZ et KUSTNER en 

1921. PRAUSNITZ s'injecta dans la peau du bras le sérum de KUS-  

TNER allergique au poisson et Qn extrait de poisson ce qui dé- 

clencha une réaction immédiate. Cette réaction est dépendan- 

te de la présence d'anticorps. Ces anticorps se fixent for- 

tement au niveau du point d'injection et y persistent plu- 

sieurs semaines (COCA et GROVE, 1925). 

Ces anticorps responsables des phénomènes d'aller- 

gie furent appelés anticorps réaginiques. Ils ont pour pro- 

priétés: 

n thermolabilité: l'activité anaphylactique est détruite par 
chauffage à 56OC 

% sensibilité au 2-mercaptoéthanol 

n inaptitude à fixer le complément. 

Ces anticorps sont dits "homocytotropes" car ils ne 

sensibilisent pas la peau d'autres espèces. Le faible taux sé- 

rique de ces réagines explique la difficulté de leur identi- 

fication. C'est seulemen? en 1966 ~u'ISHIZAKA et al. isolent 

et caractérisent ces réagines. Elees appartiennent à une classe 

d'immunoglobulines différentes de celles déjà identifiées 

et £urent appelées IgE (du nom de l'allergène E vis-àwis 

duquel les anticorps réaginiques étaient dirigés). L'étude 

de l'interaction de 1'IgE avec le mastocyte a pu être réalisée 

grâce à la découverte de myelomes à IgE tout d'abord chez 

l'homme (ISHIZAKA et al., 1970a) puis chez une souche de rat 

(BAZIN et al., 1974) 

- Fixation de 1'IgE: 
% Structure de 1'IgE nécessaire à la fixation: 

La réaction de PRAUSNITZ-KUSTNER est inhibée par 

une IgE myelomateuse humaine et seul le fragment Fc présente 

cette activité (STANWORTH et al., 1968).  activité homo- 

cytotropique est liée aux domaines constants CE3 et/ou CG4 

(BENNICH et al., 1976) . 



f Etude du réce-teur IgE: 

Cette spécificité étroite de la fixation de 1' IgE 

sur le mastocyte fait appel à la présence au niveau de la mem- 

brane cellulaire d'une structure complémentaire ou récepteur 

(ISHIZAKA et al., 1970a)(sULLIVAN et al., 1971). 

Les premières études ont été réalisées sur des poly- 

nucléaires basophiles humains avec de 1'IgE myelomateuse hu- 

maine (ISHIZAKA et al., 1970a). L'isolement d'une IgE myelo- 

mateuse par BAZIN et a1.(19749) a permis de poursuivre les 

études chez cet animal. Ce système présente l'avantage de per- 

mettre d'obtenir et d'isoler plus facilement des mastocytes 

(BACH et al., 1971a). D'autre part, l'existence d'une lignée 

de cellules de leucémie basophile de rat a permis la mise en 

culture de cette lignée et l'utilisation de ces cellules in - 
vitro pour l'étude du récepteur mastocytaire (ECCLESTON et - 
al., - 1973). 

.Nombre: Les premières études menées parallèlement sur 

les basophiles humains et les cellules normales ou leucémi- 

ques de rat ont permis d'apprécier le nombre de récepteurs 

présents à la surface des cellules. 

Pour les basophiles humains, il varie de 40 à 100. 

103 (ISHIZAKA et al., I973), pour les basophiles de rat leucé- -- 
mique de 600 à 1000.10~ (KULCZYCKI et METZGER, 1974), et pour 

les mastocytes péritonéaux de rat 300.103 (CONRAD et al., 1975). 

Les basophiles humains ayant un diamètre 2 à 3 fois plus 

petit que les mastocytes péritonéaux, la densité des récep- 

teurs par unité de surface cellulaire est comparable. 

. Caractéristiques de fixation: La liaison 1gE-récep- 
teur est réversible. Des basophiles normaux incubés préala- 

blement avec de 1'IgE marquée puis avec de 1'IgE froide,libè- 

rent lentement de 1'IgE marquée dans le milieu.(ISHIZAKA et 

a., 1973). La liaison entre 1'IgE et le récepteur mastocytaire 
est dissociée à pH acide (ISHIZAKA et ISHIZAKA, 1974). 



L'association de 1'IgE avec son récepteur varie de 

façon linéaire avec la température. La fixation de 1'IgE est 

indépendante de ia présence d'ions Ca++ mais exige du ~ g + +  

(KULCZYCKI et METZGER, 1974). Elle est également inhibée par 

des complexes immuns comportant de 1'IgGa mais ne l'est pas 

par de 1'IgGa monomère dans le cas de cellules leucémiques 

de rat (HALPER et METZGER, 1976). Ce dernier point est contes- 

té par BACH et a1.(1971b) qui obtient avec des cellules norma- 

les de rat une inhibition de la fixation de 1'IgE par des 

anticorps IgGa. 

La constante d'équilibre de la réaction a été es- 

timée à 0,5 - 1 ,3.109 l.mole-1 dans le cas de basophiles hu- 
mains (ISHIZAKA et al., 1973), 9.109 l.mole-1 dans le cas 

de cellules leucémiques (KULCZYCKI et IIETZGER, 19741, 1 - 1,5 
log 1 .mole-1 pour les cellules péritonéales de rat (CONRAD 

et al., 1975). Dans les trois modèles étudiés, les valeurs 

élevées de la constante d'équilibre reflètent la forte affinité 

de 1'IgE pour le récepteur mastocytaire et expliquent les fai- 

bles quantités d'IgE nécessaires à la sensibilisation de la 

cellule-cible de même que la persistance de cette immuno- 

globuline au niveau des tissus. 

. Distribution des récepteurs: La distribution des ré- 
cepteurs pour 1'IgE à la surface du mastocyte peut étre aopré- 

ciée en incubant la cellule avec de 1'IqE radiomarquée ou 

rendue fluorescente. L'incubation de mastocytes avec de I'IgE 

montre une distribution régulière des récepteurs sur la sur- 

face cellulaire (ISHIZAKA, 1976)(MENDOZA et METZGER, 1976) 

(SCHLESSINGER et al., 1976). L'addition d'anti IgE divalent 

induit une redistribution des récepteurs: les molécules se 

regroupent en amas puis avec de plus fortes concentrations 

d'anti IgE se retrouvent à un pole de la cellule (phéno- 

mène de "cappingW)(BECKER et al., 1973).La libération d'hista- 

mine peut être obtenue avec de l'anti IgE mais seulement avec 

des doses très faibles qui n'induisent pas de "cappingW.(ISHI- 

ZAKA, 1976). 



L o r s  du "cappinu" ,  dans  l e  c a s  d e  b a s o p h i l e s  hu-nains, 

l e s  r é c e p t e u r s  l i b r e s  migren t  avec  l e s  r é c e p t e u r s  occupés 

p a r  l ' I g E ,  ce q u i  l a i s s e  supposer  s o i t  de f o r t e s  l i a i s o n s  

e n t r e  l e s  d i f f é r e n t s  r é c e p t e u r s ,  s o i t  l e u r  m u l t i v a l e n c e  (ISHI- 

ZAKA, 1976) .  Avec d e s  c e l l u l e s  normales e t  t umora l e s  de r a t  

e t  d e  s o u r i s ,  MENDOZA e t  METZGER (1976) montrent  que l e  r b -  

c e ~ t e u r  Dour 1'IsE es t  monovalent e t  i n d é ~ e n d a n t  mais  i l s  

n ' e x c l u e n t  Qas des  i n t e r a c t i o n s  avec d ' a u t r e s  s t r u c t u r e s  ~nem- 

b r a n a i r e s .  SCHLESSINGER e t  a l .  (1976) dans  l e  même modèle 

o n t  é t u d i é  n a r  des  t e c h n i q u e s  de  f l u o r e s c e n c e  q u a n t i t a t i v e  l a  

m o b i l i t é  d e s  complexes IgE- r é c e p t e u r s .  Seulement 50 3 80% 

de c e s  complexes s o n t  mobi les ;ces  a u t e u r s  c o n c l u e n t  é g a l e -  

ment que l e  r é c e p t e u r  IgE est monovalent.  La m o b i l i t é  es t  

a b o l i e  quand un an t i sé rum a n t i  IgE i n d u i t  l e  "capping".  

Par c o n t r e  e l l e  n ' e s t  p a s  modi f iée  dans  les  c o n d i t i o n s  d e  dé- 

g r a n u l a t i o n ,  ce q u i  suggère  une r e d i s t r i b u t i o n  l i m i t é e  e t  

beaucoup moins é tendue  que pour l e  "cappingn .  

. Nature  du r é c e p t c u r :  L e  t r a i t e m e n t  d e s  mas tocy tes  

par  l a  neuraminidase  i n h i b e  l a  d é g r a n u l a t i o n  médiée par  1 ' I g E  

a l o r s  que l a  phosphol ipase  C est  i n a c t i v e  (BACH e t  BRASHLER, 

1973) ce q u i  suggère  que c e  r é c e p t e u r  e s t  d e  n a t u r e  glyco-  

p r o t é i q u e .  

L ' i so l emen t  e t  l a  p u r i f i c a t i o n  du r é c e p t e u r  o n t  per-? 

m i s  d e  p r é c i s e r  l e s  p r o p r i é t é s  physico-chimiques  d e  c e  

r é c e p t e u r .  La l y s e  du mas tocy te  p a r  d e  l ' e a u  d i s b i l l é e  n e  

d é t r u i t  pas  l a  c a p a c i t é  d e  f i x a t i o n  d e s  IgE s u r  l es  f r a g -  

ments c e l l u l a i r e s  (BACH e t  BRASHLER, 1973) .   action d 'un  

d é t e r g e a n t ,  l e  Nonidet  P40, permet d ' o b t e n i r  d e s  s t r u c t u r e s  

c a p a b l e s  de  f i x e r  1 ' I g E .  

A p a r t i r  de  ces p r é p a r a t i o n s ,  un complexe IgE-ré- 

c e p t e u r  a  pu ê tre  i s o l é .  Le r é c e p t e u r  pour 1 ' I g E  es t  une g ly -  

c o p r o t é i n e  d e  50000 comprenant d e s  hexosamines e t  d e  l ' a c i -  

d e  s i a l i q u e ,  d é t r u i t e  complètement p a r  l a  p ronase  e t  l a  PeP- 

s i n e ,  p a r t i e l l e m e n t  p a r  l a  t r y p s i n e  (CONRAD e t  al., 1976) 

(KULCZYCKI e t  a l . ,  1976) . 



L'immunisation d'animaux par ces complexes récep- 

teurs IgE a permis d'obtenir des anticorps possédant une Ca- 

pacité de liaison avec le récepteur mastocytaire et indui- 

sant la dégranulation (ISHIZAKA et al., 1977)(CONRAD et al., 

1978) . 

-Induction de la dégranulation: 

Le problème posé est de savoir comment l'inter- 

action de 1'IgE avec le mastocyte et l'antigène déclenche 

l'activation du mastocyte et la libération de médiateurs. 

Une condition nécessaire pour obtenir ce signal est l'in- 

teraction de deux molécules d'IgE par un antigène qui doit 

donc être au moins divalent. En effet les haptènes monova- 

lents n'induisent pas d'activation (LEVINE et REDMOND, 1968) 

(l'?ECK et SCHNEIDER, 1972). L'anti IgE doit être nécessaire- 

ment bivalent pour obtenir une réaction d'hypersensibilite 

(ISHIZAKA et ISHIZAKA, 1969). La même réaction peut avoir 

lieu avec des F(ab8) 2 ants mais jamais avec des F(abl) mo- 

nomères. Cette théorie a encore été renforcée par les tra- 

vaux de SIRAGANIAN et al. (1975) sur le rôle d'haptènes ;no- 

novalents ou bivalents. Des lapins sont immunisés avec un 

conjugué benzyl pénicilline- ovalbumine (BPO-OA). Si les 

leucocytes de ces animaux sont mis en présence de BPO-NU- 

(CH2)6-NH-BPO, on observe une libération d'histanine. Si la 

chaîne carbonée est plus courte ou si l'haptène est mono- 

valent, la libération d'histamine est supprimée. Seuls les 

haptènes au moins bivalents induisent une libération d'his- 

tamine. La distance entre les deux groupements hapténiques 

est un facteur très important. Si l'haptène est bivalent mais 

de double spécificité antigénique, la réaction ne peut avoir 

lieu que si le répondeur a été immunisé avec les deux types 

d'haptènes; ceci montre que l'activation se produit par in- 

teraction de deux IgE avec un antigène bivalent. L'étude des 

complexes immuns préformés a permis de montrer que seuls les 

complexes formés en léger excès d'antigène possèdent une acti- 

vité anaphylactique; les complexes de formule Ag2AC n'ont Pas 

cette activité, alors que les complexes possédant deux anti- 



corps ou plus ont une activité; le signal serait donc le rappro- 

chement de deux molécules d'anticor~s par l'antigène (ISHIZA- 

KA et ISHIZAKA, 1968). L'utilisation d'IgE aggrégées de façon 

chimique par la benzidine diazotée a renforcé cette hypothèse. 

L'IgE aggrégée est capable d'induire une réaction anaphylac- 

tique, de même que des fragments Fc aggrégés (ISHIZAKA et al., 

1970b). La quantité minimale d'anticorps IgE nécessaire pour 

induire une dégranulation est insuffisante pour que ces anti- 

corps soient adjacents à la surface du mastocyte. Cependant 

l'hypothèse de l'interaction de deux IgE par l'antigène reste 

plausible. La membrane se trouve dans un état de "mosaïque 

fluide" (SINGER et NICHOLSON, 1972). On peut donc imaginer que 

la liaison d'une molécule d'IgE avec l'antigène soit suivie 

d'une migration du récepteur; l'ensemble peut--alors se cornbi- 

ner à un autre com~lexe 1gE-récenteur et induire le sisnal 

d'activation. 

Les travaux très récents dtISHIZAKA et a1.(1977) -- 
ont fait évoluer cette théorie. L'isolement des réceptears 

mastocytaires a permis d'obtenir des anticorps anti-ré~ep - 
tevrs. Ces anticorps ont la propriété d'induire une libéra- 

tion d'histamine et par conséquent de reproduire le signal 

d'activation antigénique. Ce fait suggère que le rapproche- 

ment des deux récepteurs plut6t que l'interaction de deux IgE 

induise l'activation du mastocyte. 

b) Autres anticorps anaphylactiques 

Bien que la majorité des réactions anaphylactiques 

soit induite par des anticorps de classe I g E ,  il existe d'au- 

tres classes d'anticorps anaphylactiques. Ce sont des anti- 

corps de classe IgG, IgGa chez le rat (MORSE ek\al., 19691, -- 
IgGl chez la souris (NUSSENWEIG et al., 1964) et le cobaÿê 

(BENACERAFF et al., 1963), IgGq chez l'homme (STANWORTH et 

SMITH, 1973). 

La dégranulation induite par le système IgGa chez 

le rat a été étudiée par BACH et al. (1971a,b). Ces antic 



corps présentent une affinité plus faible pour le mastocyte 

que 1'IgE. Ils persistent beaucoup moins longtemps que 1'IgE 

au niveau des tissus. 11 semble que le récepteur mastocytaire 

soit le même pour les deux types d'anticorps puisqu('i1 existe 

une compétition entre des complexes à IgGa et 1'IgE (HALPER 

et METZGER, 1976) ou 1'IgGa monomère et 1'IgE (BACH et al., 

1971) , mais aucune fixation directe de 1'IgGa sur ce récep- 
teur n'a pu être mise en évidence. 

Chez la souris, les anticorps IgG1 présentent éga- 

lement une nlus faible affinité que 1'IgE pour le mastocyte 

car leur durée de vie tissulaire est faible. Il semble que 

les récepteurs mastocytaires pour ces deux immunoglobulines 

soient distincts (SOUZA et al., 1974) (LEHRER, 1977). 

On peut actuellement difficilement apprécier l'im- 

portance de ces anticorps dans l'anaphylaxie, et le rôle 

compétitif qu'ils jouent vis-à-vis de 1'IgE. 

3. Dégranulation induite par des anaphylatoxines - _ - - - - - - - - - - _ - - - - _ - - - - -  

Le complément n'intervient pas dans l'activation 

des mastocytes par 1'IgE niais ilpeuty participer indirecte- 

ment. Les anaphylatoxines C3a et C5a sont des constituants 

capables de provoquer une libération d'histamine à partir 

des mastocytes (MULLER-EBERHARD, 1975). Ces anaphylatoxines 

sont générées après activation du complément par la voie 

classique ou alterne. In vitro, l'induction de la dégranu- 

lation par les anaphylatoxines est dépendante de la présence 

d'ions ~ a + +  et de la température (PETERSSON et al., 1975) . 
L'importance de ce processus in vivo n'est pas établie, 

d'autant plus qu'il existe dans le sérum un inactivateur 

des anaphylatoxines èxtrêmement puissant (BOKISH et MULLEX- 

EBERHARD, 1970). 



Les n e u t r o p h i l e s  a p r è s  a c t i v a t i o n  p a r  d e s  complexes  

immuns e t  complément s o n t  éga lement  c a p a b l e s  d e  l i b é r e r  d e s  pro- 

t é i n e s  c a t i o n i q u e s  à a c t i v i t é  a n a p h y l a c t i q u e  (SEEUERS e t  JA- 

NOFF,  19661. 

4. segs&b&&&sat&on-hétérologg~ 

I l  e s t  p o s s i b l e  d e  s e n s i b i l i s e r  pass ivement  un 

an imal  a v e c  oes A c  p r o v e n a n t  d ' u n e  e s p è c e  d i f f é r e n t e .  Les  mani- 

f e s t a t i o n s  a n a p h y l a c t i q u e s  s o n t  les  m ê m e s  ma i s  l a  n a t u r e  d e s  Ac 

e s t  d i f f é r e n t e .  C e  s o n t ,  e n  g é n é r a l ,  d e s  Ac i n a c t i f s  chez  l ' e s -  

p è c e  du donneur ,  p a r  exemple 1 9 ~ 2  d e  s o u r i s  a c t i f s  chez d ' a u t r e s  

e s p è c e s .  C e t t e  p r o p r i é t é  a d ' a i l l e u r s  é t é  e x p l o i t é e  pour l a  dé-  

t e c t i o n  d ' A c  a n a p h y l a c t i q u e s  d a n s  d e s  sérums humains en u t i l i s a n t  

d e s  c e l l u l e s  d e  r a t  (PERELMUTTER e t  LIAKOPOULOU, 1971) 

B - Mécanisme d e  l a  d é g r a n u l a t i o n  

Les mécanismes d e  t r a n s m i s s i o n  du  s i g n a l  à l ' i n t é r i e u r  

d e  l a  c e l l u l e  e t  l a  séquence  d ' évènements  q u i z o n d u i t  à l a  l i b é r a -  

t i o n  d e s  m é d i a t e u r s  s o n t  e n c o r e  mal connus .  C ' e s t  un p r o c e s s u s  

dépendan t  d e  l a  p r é s e n c e  d e  ~ a + +  e t  d ' é n e r g i e  (KELLER, 1964)  . 
Pour c e r t a i n s ,  l e  f l u x  d e  ~ a ' +  à l ' i n t é r i e u r  d e  l a  c e l l u l e  s e r a i t  

l e  p r e m i e r  évènement  d ' a c t i v a t i o n  du p r o c e s s u s  (FORE-m~ e t  a l . ,  1973 . - 

D ' a u t r e s  p e n s e n t  que  d e s  évènements  p l u s  p r é c o c e s  i n t e r v i e n n e n t .  

HOGBERG e t  U V ~ A Ç  (1957)  o b s e r v e n t  une  i n h i b i t i o n  d e  l a  d é g r a n u l a t i o r  

p a r  i n a c t i v a t i o n  d e s  p h o s p h o l i p a s e s  q u i  p o u r r a i e n t  a i n s i  ê t r e  l e  

p r e m i e r  m a i l l o n  d e  l a  c h a î n e .  Pour BECKER ET AUSTEN (196 4 )  ce se- 

r a i t  p l u t ô t  l ' a c t i v a t i o n  d ' u n e  s é r i n e  e s t é r a s e .  L ' a c t i v a t i o n  d e  l a  

p r o e s t é r a s e  e n  e s t é r a s e  se f a i t  s o u s  l a  dépendance  du  ~ a + + .  On a  

éga lement  mont ré  l a  dépendance  du phénomène v i s - à - v i s  d e s  n u c l é o -  

t i d e s  c y c l i q u e s .  L ' a u g m e n t a t i o n  d'AMPc provoque une i n h i b i t i o n  d e  

l a  d é g r a n u l a t i o n  a l o r s  que  ce l le  du GMPc f a v o r i s e  l e  phénomène 

( S U L L I V A N ' ~ ~  a l . ,  1 9 7 5 ) .  C e t t e  modLla t ion  a pour  consSquence 

une  a g g r e g a t i o n  d e s  m i c r o t u b u l e s .  (KALINER,  1 9 7 7 ) .  



KALINER e t  AUSTEN (1973) d é c r i v e n t  5 é t a p e s  succes s ives  : l ' a c -  

t i v a t i o n  de  l a  p r o e s t é r a s e  en  e s t é r a s e  due au rapprochement d e s  

r é c e p t e u r s  m a s t o c y t a i r e s ,  une é t a p e  dépendante d ' é n e r g i e ,  l ' u t i -  I l 
! 

l i s a t i o n  du ~ a + +  i n t r a c e l l u l a i r e  q u i  condu i t  à une m o d i f i c a t i o n  du 

t a u x  d e s  n u c l é o t i d e s  i n t r a c e l l u l a i r e s  ce q u i  permet l ' a g g r é g a t i o n  

d e s  mic ro tubu le s ,  e t  l ' e x t r u s i o n  d e s  g r a n u l e s  cytoplasmiques .  

C - Médiateurs  l i b é r é s  

Deux t y p e s  de  média teurs  s o n t  l i b é r é s  l o r s  de  l ' a c -  

t i v a t i o n .  L e s  uns  p r é e x i s t e n t  e t  s o n t  s t o c k é s  dans  les g r a n u l e s ,  

les a u t r e s  s o n t  s y n t h é t i s é s  l o r s  de  l ' a c t i v a t i o n  (méd ia t eu r s  néo- 

formés) . 

1. Médiateurs  préformés ----------- -------- 

a )  Histamine 

C ' e s t  l e  média teur  l e  p l u s  impor tan t  chez l e s  mam- 

m i f è r e s ,  mais d e s  d i f f é r e n c e s  t r è s  marquées en q u a n t i t é  d ' h i s t a m i n e  

e x i s t e n t  e n t r e  les e s p è c e s  (FELDBERG, 1956 ; PATON, 1 9 5 8 ) .  E l l e  

es t  s tockée  dans  les g r a n u l e s  (WEST, 1955) .  Chez l e  r a t ,  on r e t r o u v e  

env i ron  2 0  pg d ' h i s t a m i n e  p a r  c e l l u l e  (KELLER, 1962) .  L 'h i s t amine  

es t  s y n t h é t i s é e  à p a r t i r  de  l ' h i s t i d i n e  p a r  a c t i o n  d ' u n e  décarboxy- 

lase (SCHAYER, 1956) cytoplasmique e t  forme e n s u i t e  d e s  complexes 

avec l ' h é p a r i n e .  

L 'h i s t amine  a d e s  a c t i o n s  v a s o d i l a t a t r i c e s ,  provoque 

l a  c o n t r a c t i o n  d e s  muscles l i s s e s .  E l l e  a  également d e s  p r o p r i é t é s  

chemotact iques  pour  les é o s i n o p h i l e s ,  mais c e c i  n ' a  pour l ' i n s t a n t  

é t é  observé  que i n  v i t r o .  (TURNBULL e t  a l . ,  1977) .  

b )  Sé ro ton ine  

E l l e  a é t é  i d e n t i f i é e  chez l e  r a t  p a r  BENDITT e t  a l .  

en 1955. La c o n c e n t r a t i o n  e n  s é r o t o n i n e  ehez l e s  mas tocy tes  p é r i -  

tonéaux de r a t  r e p r é s e n t e  env i ron  l e  1/10e au  1/20e d e  c e l l e  d e  



l'histamine (BENDITT -- et al., 1956). Elle est localisée dans les 

granules (BARNETT et al., 1958) et libérée avec l'histamine 

(BHATTACHARYA et LEWIS, 1956). On la retrouve également chez 

la souris (FURTH et al., 1957). Elle est synthétisée dans le 

cytoplasme à partir de 5-hydroxytryptophane-décarboxylase (HA- 

GEN et LEE, 1958). Les mast6cytes des animaux d'autres espèces 

ne semblent pas contenir ce médiateur (SJOERDSMA et al., 1957). 

c) ECF-A (Eosinophil chernotactic factor of anaphyl.axis) 

Ce facteur chemotactique pour les éosinophiles a été 

décrit par KAY et AUSTEN (1971) chez le cobalre et 1 'kiomrne. 

L'ECF-A est totalement préformé et stocké dans les grailules 

( ~ASSERMAN et al., 1974) des basophiles et mastocytes humains, 

et également dans les mastocytes péritonéaux de rat. 

Il s'agit de deux tétrapeptides Val-Gly-Ser-Glu 

[ Ala-Gly-Ser-Glu (GOETLZ et AUSTEN, 19 7 

un troisième peptide analogue de synthèse a également cette pro- 

priété chemotactique : Val-Gly-.Asp-Glu. 

L'ECF-A et l'histamine présentent des activités chernotactiques 

in vitro quand incubés seuls mais présentent une action antagoniste 

annulant la réaction lorsqu'ils sont incubés simultanément 

(TURNBULL et al., 1977). D'autre part, des éosinophiles mis en con- 

tact avec de ~'EcF-A ne peuvent plus rénondre à une deuxième stimu- 
\\ 6 1 

lation par 1'ECF-A, le même phénomène de déactivation se produisant 

avec l'histamine. Par contre, la réaction croisée ne provoque pas 

de désensibilisation (WASSElUiAN et al., 197 5). Ces faits suggèrent 

une interaction complexe entre ces deux médiateurs. TURNBULL pro- 

pose le mécanisme suivant : les éosinophiles activés par 1'ECF-A 

migrent au site de la réaction, l'histamine permettant alors la 

stabilisation de ces cellules. 



L'ECF-A joue un rôle dans l'activation des struc- 

tures de liaison du C 3  sur la membrane des éosinophTles mais 

n'intervient pas sur les récepteurs IgG (ANWAR et KAY, 1 9 7 7 ) .  

C'est la première démonstration d'un rôle direct de facteur chemo- 

tactique au niveau de la membrane cellulaire. 

Le recrutement des éosinophiles par ce facteur 

chemotactique se traduit par une activation de ces cellules 

avec une augmentation de la phagocytose. Les éosinophiles sont 

en particulier capables d'ingérer des granules mastocytaires 

(IJELSH et GEER, 1 9 5 9 ) .  Les éosinophiles activés libèrent des 

enzymes ca?ables de dégrader certains médiateurs mastocytaires 

et exercent ainsi une action de régulation de la dégranulation. 

d) Neutrophil chernotactic factor ou NCF 

Cette protéine de ooids moléculaire supérieur à 

160.1)00 possède une activité chemotactique vis-à-vis des neutro- 

philes (LEWIS et al., 1 9 7 5 ) .  Ce facteur est libéré par les cellu- 

les de poumon de cobaye ou d'homme, (WASSERMAN et al., 1 9 7 4 )  et 

par les mastocytes péritonéaux de rat. Ce recrutement de neu- 

trophiles par un médiateur mastocytaire souligne le rôle du mas- 

tocyte dans les réactions inflammatoires. 

e) Héparine 

Elle se trouve associée aux amines avec qui elle 

forme des conplexes stabilisés par le zinc (KERP et STEINHAUSER, 

1961). On connaît le rôle de l'héparine commerciale dans l'ac- 

tivation du complément et la coagulation sanguine, mais le rôle 

de l'héparine libérée par les mastocytes reste enc3re inconnu. 
L I 

2. Médiateurs néoformés ------ ----- --------- 

a) SRS-A 

Ce nom de "slow reacting substance of anaphylaxis" 

est lié à la contraction prolongée du muscle lisse qu'elle provo- 

que par O-position à celle de l'histamine qui est de courte durée. 



Cette substance est mise en évidence dans les tissus (BROCKLE- 

HURST, 1960) (ORANGE et al., 1974) et dans les cellules (LEWIS 

et al., 1974) seulement après activation imnunologique immédia- 

tement avant sa libération. Chez le rat, la libération de SRS-A 

induite par les anticorps IgGa et l'antigène n'est pas liée aux 

mastocytes mais aux polynucléaires (3IORSE et al,, 1968). Il y 

a production de SRS-A par llIgGa, et 1'IgE chez le rat, IgG et 

IgE chez le cobaye, IgE chez l'homme. La SRS-A produite par ac- 

tivation avec 1'IgE semble liée aux mastocytes (ORANGE et al., -- 
1970) . 

La mise en évidence de la production de SRSTA par 

le macrophage vient encore renforcer l'origine multiple de cette 

substance aussi bien en ce qui concerne la cellule productrice 

que l'immunoglobuline activatrice. La SXS-A soluble dans l'étha- 

nol et stable en milieu basique possède un poids moléculaire d'en- 

viron 400 (ORANGE et al., 1973). Elle est caractérisée par la 

présence d'un groupement sulfate ester sensible à l'hydrolyse par 

les arylsulfatases d'éosinophiles (ORANGE et al., 1974). -- 

b) PAF 
1 

Il est libéré par des leucocytes sensibilisés avec 

un antigène spécifique ; le basophile sensibilisé par 1'IgE pro- 

duit ce médiateur (SIRAGANIAN et OSLER, 1971) (BENVENISTE et al., 

1972). Il n'a pu être identifié dans les cellules non stimulées 

(LEWIS et al., 1975), ce qui suggère sa synthèse après activation 

immunologique. Ce comoosé de poids moléculaire 300-400 est de 

structure lipidique. Il est sensible à l'action de la phospholi- 

pase libérée par les éosinophiles. Il a la propriété de provo- 

quer l'aggrégation des plaquettes et la libération de leurs amines 

(BENVENISTE et al., 1975). Récemment, XENCIA-HUERTA et aï. (1978) 

ont montré que le PAF serait également produit par les macrophages. 

Il semblerait donc que les deux médiateurs néoformés SRS-A et PAF 

puissent avoir plusieurs origines dont vraisenblablement les 

mastocytes. 



D- Techniques de mesure de la dégranulation 

Deux groupes de méthodes peuvent être utilisées: 

l'observation morphologique des cellules altérées ou le dosage 

des médiateurs libérés. 

L'observation microscopique des mastocytes après 

coloration métachromatique permet de mesurer le pourcentage 

de cellules altérées (MOTA et DIAS DA SILVA, 1960) (UVNAS, 1961) 

(KELLER, 1966)(BENVENISTE et al., 1976). Cette technique fas- 

tidieuse ne fournit qu'une information semiquantitative et n'est 

valable que si la cellule est fortement altérée. 

La quantité de médiateurs libérés peut être détermi- 

née soit par mesure de la contraction de l'iléon de cobaye en 

comparaison avec une solution standard (UVNAS et THON, 1959) soit 

par dosage fluorimétrique de la sérotonine (SNYDER et al., 1965) 

ou de l'histamine (SHORE et al., 1959). Un dosage radioimqu- -- 
nologique de la sérotonine a également été mis au point (PESKAR 

et SPECTOR, 1973). Ces méthodes d~nnent des résultats quantita- 

tifs mais exigent du temps et de l'expérience. De plus des inter- 

férences avec d'autres substances biologiques sont toujours pos- 

sibles. 

L'utilisation de traceurs radioactifs constitue 

la dernière possibilité. L'incorporation de sérotonine exogène 

au niveau des mastocytes a été décrite par ERANKO et JANSSON 

(1967). L'utilisation de sérotonine marquée au tritium a permis 

à MORRISON et al., (1974) de décrire une méthode de mesure de 

la dégranulation. De même YURT et al. (1977) utilisent l'hspa- 

rine 3 5 ~  mais l'héparine n'est pas à proprement parler un média- 

teur de l'anaphylaxie. L'héparine est associée à l'histamine dans 

lse granules mais la corrélation entre la quantité d'héparine 

libérée et l'importance de la dégranulation n'a pas encore été 

En conclusion, la mesure de la quantité de sérotonine 

libérée par les mastocytes semble être iine méthode interessante. 

C'est celle que nous avons choisie de développer. 





CHAPITRE .2 : ROLE DU MASTOCYTE DANS LES RELATIONS HOTE-PARASITE 
* .  . -. 

Les infections à helminthes sont caractérisées par 

une production d'IgE massive (JARRETT et BAZIN, 1974). Ce phé- 

nomène résulte de la potentialisation des différentes réponses 

réaginiques déclenchée par la présence du parasite (CARSON et al. 

1975) (JARRETT et STEWART, 1972). Comme nous l'avons vu precedem- 

ment, ces anticorps ont la propriété d'activer les mastocytes 

avec pour conséquences les manifestations de l'hypersensibilité 

immédiate. Ces réactions d'hypersensibilité sont le plus souvent 

néfastes pour l'individu. Cependant il est étrange que la 

production d'IgE qui est sous la dépendance étroite de mécanis- 

mes différenciés dont le contrôle génétique soit un phénomène 

totalement inutile ou nocif. C'est nournuoi plusieurs auteurs 

ont cherche à connaftre le rôle joué par les IgE et leurs inter- 

actions avec les mastocytes dans l'immunité antiparasite. Trois 

modèles parasitaires ont été plus particulièrement étudiés dans 

cette perspective. 

1- Modèle N i p ~ o ~ t l o n g y l ~ ~  brasiliensls 

Cette infection, comme beaucoup d'infections à hel-- 

minthes, est caractéris6e par une forte augmentation de la pro- 

duction de réagines (OGILVIE, 1967) et une infiltration de mas- 

tocytes ou de basophiles au site de l'infection (WELLS, 1962) 

(WHUR, 1966, 1967). Des amines sont libérées par interaction 

des IgE et des allergènes parasitaires, ou par induction d'une 

dégranulation par un fiacteur parasitaire (UVNAS et WOLD, 1967) . 
En liaison avec ces faits expérimentaux, BARTH et a1.(1966) 

URQUHART et al. (1965) démontrent que les amines libérées Tar 

les mastocytes jouent un rôle facilitant dans l'accessibilité 

des anticoros antinarasite à leur cible. Ce mécanisme ~ourrait 

exnliquer le rejet des vers. MURRAY et a1.(1971) montrent qu'il 

existe une corrélation étroite entre le déclenchement de l'exy 

pulsion des vers, l'infiltration des mastocytes dans l'intes- 

tin et l'apparition dlanticorpS réaginiques. Au cours du 

orocessus d'expulsion des vers, l'étude en microscopie 



électronique montre une libération de granules mastocytaires 

(MILLER et al., 1968). Certaines substances inhibitrices de la 

libération des amines ou de leur action ultérieure sont égale- 

ment inhibitrices de l'expulsion des vers. Ces travaux sont en 

faveur d'un rôle direct des amines libérées par les mastocytes 

dans l'expulsion des vers. 

Cependant, des travaux plus récents ont montré que 

dans certaines situations (rats nouveaux-nés par exemple) le 

rejet des vers peut intervenir sans qu'il y ait infiltration de 

mastocytes (KELLY et OGILVIE, 1973). La situation inverse, 

infiltration de mastocytes sans rejet de vers, a également été 

observée (KELLER, 197 1) . Ces deux phénomènes apparaissent donc 
dissociables. KELLER et OGILVIE (1972) puis KELLY et DINEEN (1972) 

ont montré la difficulté d'interprétation des expériences utili- 

sant des drogues modifiant la libération des amines. En effet, ces 

drogues agissent en général à plusieurs niveaux et très souvent 

modifient ou suppriment l'activité lymphocytaire. De plus, KELLER 

et OGILVIE ont montré qu'un accroissement de la concentration en 

histamine dans la lumière intestinale avait un effet d'inhibition 

sur l'expulsion des vers. Cet ensemble de résultats est en contra- 

diction avec les travaux de MURRAY et exclut la possibilité d'un 

rôle direct des amines mastocytaires dans l'expulsion des vers, 

mais il est possible que ces amines jouent un rôle coopératif 

avec les lymphocytes sensibilisés. 

II- Modèle Trichonstrongylus colubriformis et 

Trichinella s~iralis 

Le rôle des amines dans l'immunité vis-à-vis de 

Trichinella spiralis et Trichonstrongylus colubriformis a 

également été étudié. L'action d'inhibiteurs d'amines pro- 

longe considérablement ces deux infections (CAMPBELL et al., 

1963) (ROTHSmLL et al., 1971). L'injection d'amines ou de leurs 

précurseurs accélère au contraire l'expulsion des vers (ROTH- 

WELL et a1.,1971). ROTKdELL et al. (1974) ont montré que la 

sérotonine modifie le métabolisme des glucides du parasite, 



C e  q u i  p o u r r a i t  a i n s i  e x p l i q u e r  l ' é l i m i n a t i o n  d e s  v e r s  a p r è s  

d é g r a n u l a t i o n  m a s t o c y t a i r e .  L ' u t i l i s a t i o n  d ' u n  modèle b i o l o g i q u e  

i m p l i q u a n t  un re je t  t r è s  r a p i d e  d e s  v e r s  a 2 r è s  l e u r  t r a n s p l a n -  

t a t i o n  pe rmet  d ' é c a r t e r  l ' h y p o t h è s e  d ' u n e  c o o p é r a t i o n  a v e c  d e s  

lymphocytes s e n s i b i l i s é s .  Le mécanisme d e  re je t  n ' e s t  p a s  c l a i -  

rement  e x p l i c i t é ,  m a i s  c ' e s t  d a n s  l ' i n f e c t i o n  p a r  T r i c h o s t r o n g y l u s  

c o l u b r i f o r m i s  que l e  r ô l e  d i r e c t  d e s  amines  e s t  l e  p l u s  c l a i r e m e n t  

démontré .  

III - Modèle Schis tosoma mansoni 

Deux 6 t u d e s  s u g g è r e n t  une i n t e r v e n t i o n  d e s  m a s t o c y t e s  

d a n s  l ' i m m u n i t é  a n t i p a r a s i t e .  H S U  e t  H S U  (1976) o n t  r é a l i s é  d e s  

b i o p s i e  d e  peau  d e  s i n g e s  immunisés a v e c  d e s  c e r c a i r e s  i r r a d i é s .  

I l s  t r o u v e n t  d e s  v é s i c u l e s  c o n t e n a n t  d e s  m a s t o c y t e s  e t  d e s  é o s i -  

n o p h i l e s  e n t o u r a n t  les s c h i s t o s o m u l e s  p rovenan t  d ' u n e  i n f e c t i o n  

d e  r a p p e l .  DEAN e t  a l .  (1976) s u g g è r e n t  d a n s  l e u r s  r é s u l t a t s  p r é -  

l i m i n a i r e s  un r ô l e  d e s  m a s t o c y t e s  d a n s  l ' i m m u n i t é  à l a  r é i n f e c -  

t i o n  d e s  s o u r i s  i n f e c t é e s  p a r  S .  mansoni .  Le t r a i t e m e n t  d e s  s o u r i s  

p a r  i n j e c t i o n  d e  composé 48/80 r é d u i t  d e  95 % cet te  immunité .  C e  

s o n t ,  à n o t r e  c o n n a i s s a n c e ,  l e s  s e u l s  t r a v a u x  r é a l i s é s  i n  v i v o  

s u r  l e  r ô l e  d e s  m a s t o c y t e s .  SHER (1976)  a  montré i n  v i t r o  l a  

c a p a c i t é  d e s  m a s t o c y t e s  à a d h é r e r  aux s c h i s t o s o m u l e s  p a r  1 ' i n t e r -  

m é d i a i r e  d e  complément. 

L e s  a n t i c o r p s  a n a p h y l a c t i q u e s  p o u r r a i e n t  a u s s i  j o u e r  

un r ô l e  p r o t e c t e u r  e t  b é n é f i q u e .  Chez l e  r a t  i n f e c t é ,  il existe 

u n - n a r a l l è l i s m e  e n t r e  l e  t a u x  d ' I g E  s é r i q u e s  e t  l ' i m m u n i t é  à l a  

r é i n f e c t i o n  (CAPRON e t  a1 . ,1977 ) .  C e s  AC s o n t  éga lement  i m p l i -  

q u é s  d a n s  d e s  mécanismes d e  c y t o t o x i c i t é  i n  v i t r o  f a i s a n t  i n t e r -  

v e n i r  d e s  macrophages (CAPRON e t  a 1 . , 1 9 7 5 ,  1977 ) e t  c o n d u i s a n t  

à l a  m o r t  d e s  s c h i s t o s o m u l e s .  

D ' a u t r e s  mécanismes d e  c y t o t o x i c i t é  f a i s a n t  i n t e r v e n i r  

les é o s i n o p h i l e s  o n t  é t é  d é c r i t s  dans  p l u s i e u r s  modèles expér imen-  

t a u x .  BUTTERWORTH e t  a l .  (1975,  1977) u t i l i s a n t  d e s  é o s i n o p h i l e s  

humains e t  d u  sérum d e  malades  i n f e c t é s  p a r  S. mansoni o n t  montré 



l ' e x i s t e n c e  d ' u n e  c y t o t o x i c i t é  a n t i c o r p s  dépendan te  c o n t r e  d e s  

s c h i s t o s o m u l e s .  L e  m ê m e  mécanisme es t  e f f e c t i f  chez  l e  babou in  

(BUTTERWORTH e t  a l . ,  1976) e t  chez  l e  r a t  ( M A C K E N Z I E  e t  a l . ,  1977) 

Chez l e  r a t ,  ce mécanisme d e  c y t o t o x i c i t é  a  é t é  é t u d i é  e n  d é t a i l  

p a r  CAPRON e t  a l .  ( 1 9 7 8 ) .  L ' a n t i c o r p s  impl iqué  e s t  1 ' I g G a  seconde  

c l a s s e  d 'Ac a n a p h y l a c t i q u e  chez  l e  r a t .  L ' é o s i n o p h i l e  e s t  l a  

c e l l u l e  e f f e c t r i c e  d e  ce mécanisme mais  l e  m a s t o c y t e  e s t  i n d i s -  

p e n s a b l e  e t  sert d e  c e l l u l e  a m p l i f i c a t r i c e ,  s a  d é g r a n u l a t i o n  é t a n t  

r e s p o n s a b l e  d e  l ' a c t i v a t i o n  de  l ' é o s i n o p h i l e  (CAPRON e t  a l . ,  1978) 

C e  mécanisme es t  e f f i c a c e  a v e c  d e s  c e l l u l e s  d 'animaux i n f e c t é s  

m a i s  son  i m p o r t a n c e  i n  v i v o  n ' a  p a s  e n c o r e  é t é  é t a b l i e ,  d e  même 

que l a  r e l a t i o n  a v e c  l e  sys tème macrophage-IgE. 

D e s  r e l a t i o n s  e n t r e  m a s t o c y t e s  e t  irrtmunité a n t i p a r a s i t  

e x i s t e n t  donc ,  m a i s  l a  n a t u r e  e t  l ' i m p o r t a n c e  d e  c e s  r e l a t i o n s  

n ' o n t  p a s  é t é  c l a i r e m e n t  démont r ses  e t  s o n t  v a r i a b l e s  s u i v a n t  l e  

modèle p a r a s i t a i r e  é t u d i é .  On p e u t  s ' é t o n n e r  p o u r t a n t  q u e  l a  2rS-  

s e n c e  d ' A c  a n a p h y l a c t i q u e s  e n  q u a n t i t é s  i m p o r t a n t e s  chez  les  

s u j e t s  p a r a s i t é s  ne s o i t  p a s  r e s p o n s a b l e  d e  phénomènes p l u s  mar- 

q u a n t s  que  ce s o i t  au  n i v e a u  d e  l ' i m m u n i t é  a n t i p a r a s i t e  m a i s  a u s s i  

au  n i v e a u  d e  l l h y ? e r s e n s i b i l i t é  immédiate .  En e f f e t ,  l a  p o t e n t i a -  

l i s a t i o n  d e  l ' e n s e m b l e  d e  l a  r é p o n s e  r é a g i n i q u e  (ORR e t  B L A I R ,  196 

JARRETT e t  STEWART, 1972) d e v r a i t  a b o u t i r  à une s e n s i b i l i t é  p a r -  

t i c u l i è r e  aux  a l l e r g i e s  d a n s  l e s  zones endémiques.  Une c o r r é l a t i o n  

e n t r e  l a  f r é q u e n c e  d e  s u j e t s  a s t h m a t i q u e s  e t  l a  p r é s e n c e  d e  cer- 

t a i n s  p a r a s i t e s  i n t e s t i n a u x  a  é t é  d é c r i t e  p a r  TULLIS (1970)  e t  

CHACKO ( 1 9 7 0 ) .  E l l e  n ' a  j amais  pu ê t re  c o n f i r m é e  p a r  d ' a u t r e s  au-  

t e u r s  (VAN DELLEN e t  THOMPSON, 1971) (ALCASID e t  a l . ,  1973)  (CHEAH 

e t  KHAN, 1972)  (TURNER e t  a l . ,  1975) . Au c o n t r a i r e ,  ANDERSON (1974 

e t  GODFREY (1975)  o n t  mont ré  l a  r a r e t é  d e s  m a n i f e s t a t i o n s  asthma- 

t i q u e s  ou a l l e r g i q u e s  d a n s  les  zones  t r o p i c a l e s  où  l e  p a r a s i t i s m î  

e s t  endémique.  Dans les modèles  expér imentaux  chez  d e s  ra ts  i n -  

f e c t é s  p l u s  d ' u n e  f o i s  p a r  N i ~ ~ o s t r o n g y l u s  b r a s i l i e n s i s ,  l e  t a u x  - 
d ' a n t i c o r p s  IgE e s t  très é l e v é  e t  c e s e n d a n t  les symptômes d ' a n a -  

p h y l a x i e  s o n t  f o r t e m e n t  a t t é n u é s  ( O G I L V I E ,  1967) .  I l  semble donc  



q u ' i l  y  a i t  une r e l a t i o n  i n v e r s e  e n t r e  l a  p r é s e n c e  de  p a r a s i t e s  

e t  l ' a l l e r g i e .  C e s  c o n s t a t a t i o n s  amènent  à p e n s e r  à une  r é g u l a -  

t i o n  de l a  d é g r a n u l a t i o n  m a s t o c y t a i r e .  Nous avons  vu précédemment  

q u e l l e s  p o u v a i e n t  être les  e x p l i c a t i o n s  p o s s i b l e s  d e  ce t te  régu-  

l a t i o n  e t  l ' h y p o t h è s e  q u e  n o u s  avons  t e n t é e  d e  v é r i f i e r .  





CHAPITRE 3 : MATERIEL ET METHODES, 

Immunisation et production d'antisérums antiovalbumine 1 - ---------------- ..................................... ...................................................... 

Le protocole d'immunisation utilisé est celui de JARRETT 

et STEWART (1974). Il permet la formation préférentielle d'IgE. 

Des rats Hooded-Lister mâles (180-200 g) (Animal suppliers,  ond don) 

sont immunisés par injection intrapéritonéale d'une dose de 10 p43 
d'ovalbumine (Miles Laboratories) et une ampoule de vaccin anti- 

coquelucheux (5. log germes Bordetella pertussis, 0 ,1% hydrate 

d'alumine (Perthydral, Institut Pasteur, Paris). Les animaux 

sont saignés au quatorzième jour. Il est possible d'induire une 

réponse secondaire par injection de rappel au trentième jour. Une 

dose de 1 pg d'ovalbumine en solution dans l'eau physiologique est 

injectée par voie intrapéritonéale. Quatre jours après la seconde 

injection, les animaux sont saignés par ponction cardiaque. Le 

titre des Ac réaginiques est estimé par réaction d'anaphylaxie 

cutanée passive. 

A - Entretien du cycle expérimental de Schistosoma mansor 

La souche de S. mansoni utilisée au laboratoire est 

d'origine sud-américaine et a été isolée en Guyanne Hollandaise. 

L'hôte intermédiaire est un mollusque Biomphalaria glabrata, 

variété albinos. L'hôte définitif est le hamster doré (Mesocricetus 

auratus) . 



Chaque mol lusque  es t  i n f e c t é  p a r  10  m i r a c i d i u m s  o b t e n u s  

a p r è s  é c l o s i o n  d e s  o e u f s  p r é l e v é s  chez  l es  h a m s t e r s  i n f e c t é s .  

Après 2 1  j o u r s ,  l es  mol lusques  e x p o s é s  à l a  l u m i è r e  e t  à une 

t e m p é r a t u r e  d e  30°C l i b è r e n t  l e s  f u r c o c e r c a i r e s ,  forme i n f e c t a n t e  

pour  l ' h ô t e  v e r t é b r é .  Les h a m s t e r s  s o n t  i n f e c t é s  p a r  b a i g n a d e  

d a n s  d e  l ' e a u  d é s i o n i s é e  c o n t e n a n t  e n v i r o n  900 f u r c o c e r c a i r e s .  

Les  f u r c o c e r c a i r e s  a p r è s  p é n é t r a t i o n  t r a n s c u t a n é e ,  s e  t r a n s f o r m e n t  

e n  s c h i s t o s o m u l e s  q u i  a t t e i g n e n t  l e  s t a d e  a d u l t e  e n  35 à 40 j o u r s .  

La p o n t e  d é b u t e  a lo rs  e t  l e s  o e u f s  se l o g e n t  d a n s  l e  f o i e  e t  l e s  

i n t e s t i n s  du  h a m s t e r  i n f e c t é .  Les v e r s  a d u l t e s  s o n t  c o l l e c t é s  

p a r  p e r f u s i o n  du f o i e  e t  d e s  v e i n e s  m é s e n t é r i q u e s  a p r è s  4 5  j o u r s  

d ' i n f e c t i o n .  

B - I n f e s t a t i o n  d e s  r a t s  

Les r a t s  s o n t  m a i n t e n u s  e n  d é c u b i t u s  d o r s a l .  S u r  l ' a b -  

domen r a s é  e t  m o u i l l é  à l ' e a u ,  on a p p l i q u e  un c y l i n d r e  m é t a l l i q u e  

d e  2 c m  d e  d i a m è t r e  ma in tenu  p a r  une bande a d h é s i v e .  Dans ce 

c y l i n d r e ,  on p l a c e  une  s u s p e n s i o n  aqueuse  c o n t e n a n t  e n v i r o n  800 

f u r c o c e r c a i r e s .  Le p a s s a g e  t r a n s c u t a n é  s ' e f f e c t u e  p e n d a n t  e n v i r o n  

t r e n t e  m i n u t e s .  

C - P r é l è v e m e n t s  s a n g u i n s  

I l s  s o n t  e f f e c t u é s  s o i t  au n i v e a u  du s i n u s  r é t r o - o r b i t a l ,  

s o i t  p a r  p o n c t i o n  c a r d i a q u e ,  s i  les animaux s o n t  en  f i n  d ' e x p é -  

r i e n c e .  

A - Ag h y d r o s o l u b l e s  d e  S.  mansoni (CAPRON e t  a l . ,  1 9 6 3 )  

Les v e r s  a d u l t e s ,  r é c o l t é s  p a r  p e r f u s i o n  d e  h a m s t e r s  

i n f e c t é s  d e p u i s  4 5  j o u r s  s o n t  l a v é s  p l u s i e u r s  f o i s  e n  e a u  phys io -  

l o g i q u e .  I ls  s o n t  b r o y é s  d a n s  une  s o l u t i o n  d e  c h l o r u r e  d e  sodium 

1 p e n d a n t  15 m i n u t e s  p u i s  c o n g e l é s  à -30'~.  extraction d e  



l ' a n t i g è n e  se f a i t  p a r  d é c o n g é l a t i o n  e t  broyage  mécanique au 

mortier d u  m a t é r i e l  c o n g e l é .  C e t t e  o p é r a t i o n  e s t  r é p é t é e  c i n q  

f o i s .  La p r é p a r a t i o n  es t  e n s u i t e  c e n t r i f u g é e  à 40.000 g  u n e  h e u r e  

à 4OC. Le s u r n a g e a n t  est  d i a l y Ç é  24 h e u r e s  c o n t r e  d e  l ' e a u  d i s -  

t i l l 5 . e  p u i s  l y o p h i l i s é .  

B - P r o d u i t s  d ' i n c u b a t i o n  du s c h i s t o s o m e  

(DESSAINT e t  a l . ,  1977) 

Dix m i l l e  v e r s  a d u l t e s  o b t e n u s  p a r  p e r f u s i o n  d e  h a m s t e r s  

i n f e c t é s  d e p u i s  40 j o u r s  s o n t  i n c u b é s  d a n s  1 0  m l  d ' e a u  b i d i s t i l l é e  

à 3 0 ' ~  p e n d a n t  3  h e u r e s .  Après  d é c a n t a t i o n ,  l e  s u r n a g e a n t  o b t e n u  

c o n s t i t u t e  l ' i n c u b a t .  C e l u i - c i  es t  c e n t r i f u g é  10 min.  à 1000 g  

p o u r  Gl i rn iner  les  d é b r i s  p a r t i c u l a i r e s ,  f i l t r é  s u r  f i l t r e  M i l l i p o r e  

0 , 4 5  y m  e t  m i s  en  d i a l y s e  24 h e u r e s  à 4OC.  Le l i q u i d e  d e  d i a l y s e  

a i n s i  que  l a  f r a c t i o n  non d i a l y s a b l e  s o n t  l y o p h i l i s é s  e t  concen- 

trés 10 x lors  d e  l e u r  u t i l i s a t i o n .  

IV - Techn iques  d ' a n a p h y l a x i e  cu~anEe-~assi~e (KA) ---------------------------------------- 

C e t t e  t e c h n i q u e  c o n s i s t e  à s e n s i b i l i s e r  p a s s i v e m e n t  l ' a -  

n i m a l  p a r  i n j e c t i o n  i n t r a d e r m i q u e  du sérum. L ' i n j e c t i o n  s i m u l t a n é e  

d'Ag e t  d e  c o l o r a n t  ( a p r è s  un d é l a i  v a r i a b l e  t e n a n t  compte d e  l a  

demi-vie t i s s u l a i r e  d e s  IgG e t  I g E )  pe rmet  d ' a p p r é c i e r  a u  n i v e a u  

du  p o i n t  d ' i n j e c t i o n  i n t r a d e r m i q u e  l ' i m p o r t a n c e  d e  l a  r é a c t i o n  ana-  

p h y l a c t i q u e  p a r  l ' a p p a r i t i o n  d ' u n e  t a c h e  c o l o r é e ,  d e  s u r f a c e  p ro -  

p o r t i o n n e l l e  à l a  d o s e  d 'Ac i n j e c t é e  (OVARY, 1 9 5 8 ) .  Le t i t r e  PCA 

d ' u n  sérum c o r r e s p o n d  à l a  p l u s  g r a n d e  d i l u t i o n  donnan t  u n e  t a c n z  

b l e u e  d ' a u  moins 5  mm. Nous avons  u t i l i s é  c e t t e  t e c h n i q u e  d ' u n e  

p a r t  pour  é v a l u e r  l e  t i t r e  e n  r é a g i n e s  d e s  sérums a n t i o v a l b u m i n e ,  

d ' a u t r e  p a r t  pour  é t u d i e r  l ' e f f e t  i n h i b i t e u r  d e s  p r o d u i t s  d ' i n c u -  

b a t i o n  du  s c h i s t o s o m e  s u r  ce t te  r é a c t i o n .  



B - T i t r a t i o n  d e s  sérums 

C e s  r é a c t i o n s  o n t  é t é  e f f e c t u é e s  chez  d e s  r a t s  W i s t a r  

mâles  (180-200 g)  ( J a n v i e r ,  L e  G e n e s t ) .  On i n j e c t e  F a r  v o i e  i n t r a -  

dermique dans  l e  dos  r a s é  du r a t  r e ceveu r ,  0 , l  m l  d e s  d i f f é r e n t e s  

d i l u t i o n s  du sérum à d o s e r .  Après une p é r i o d e  de  l a t e n c e  d e  48 3 

7 2  h e u r e s ,  on i n j e c t e  dans  l a  v e i n e  cauda l e  5  mg d 'ovalbumine 

a d d i t i o n n é e  d e  4 mg de  Bleu d 'Evans  en  s o l u t i o n  dans  0 , 5  m l  d ' e a u  

phys io log ique .  T r e n t e  minu tes  p l u s  t a r d ,  les  r a t s  s o n t  s a c r i f i é s  

e t  les  r é a c t i o n s  s o n t  examinées du c ô t é  i n t e r n e  de  l a  peau.  

C - I n h i b i t i o n  d e  l a  r é a c t i o n  d ' a n a ~ h v l a x i e  c u t a n é e  ~ a s s i v  

La f r a c t i o n  d i a l y s a b l e  d e s  p r o d u i t s  d ' i n c u b a t i o n  du 

sch i s tosome (100 pl) est  i n j e c t é e  p a r  v o i e  i n t r ade rmique  15  minu t e s  

a v a n t  l ' i n j e c t i o n  i n t r a v e i n e u s e  d e  Bleu d 'Evans .  L e s  témoins  s o n t  

c o n s t i t u é s  p a r  une i n j e c t i o n  d ' e a u  phys io log ique .  

1. Act ion  de  composés chimiques --------- ---- ---------- --- 

L e s  s u b s t a n c e s  a y a n t  une a c t i o n  de d é g r a n u l a t i o n  s u r  l e s  

mas tocy t e s  i n  v i t r o  peuvent  également  i n d u i r e  une r é a c t i o n  2 o s i t i v e  

i n  v i v o  . Deux s u b s t a n c e s  o n t  é t é  u t i l i s é e s  : l e  composé 48/80 

à une c o n c e n t r a t i o n  de 1 e t  0.1 pg/ml e t  l a  polymyxine B s u l f a t e  

à une c o n c e n t r a t i o n  de  10 pg/ml. C e s  subs t ances  (100 pl)  a y a n t  une 

a c t i o n  immédiate d o i v e n t  ê t r e  i n j e c t é e s  p a r  v o i e  i n t r a d e r m i q u e  

en même temps que l ' i n j e c t i o n  i n t r a v e i n e u s e  de  4 mg d e  Bleu  d 'Evans  

en  s o l u t i o n  d a n s  0 , 5  m l  d ' e a u  phys io log ique .  

2 .  I n h i b i t i o n  d e  l a  d é g r a n u l a t i o n  i n d u i t e  p a r  un sys tème ------------------- ------------------- ------- ----- 

100 pl de  sérum r é a g i n i q u e  (an t iova lbumine  ou sérum de  

r a t  i n f e c t é  p a r  S. mansoni)  s o n t  i n j e c t é s  p a r  v o i e  i n t r a -de rmique  

e t  les  p o i n t s  d ' i n j e c t i o n  s o n t  soigneusement  r e p é r é s .  4 8  h p l u s  

t a r d ,  100 1 d e  d i a l y s a t  ou d ' e a u  phys io log ique  s o n t  i n j e c t é s  aux P 
m E m e s  p o i n t s  de s e n s i b i l i s a t i o n .  P u i s  15 minu tes  p l u s  t a r d ,  on 



i n j e c t e  l e  Bleu d 'Evans  ( 4  mg) e t  l ' ova lbumine  ( 5  mg) ou  U'Ag 

hyd roso lub l e  S. mansoni 1 % O  42 m g )  en s o l u t i o n  dans  500 p l  
d ' e a u  phys io log ique .  

A - C u l t u r e  de  lymphocytes 

L ' a c t i o n  i n h i b i t r i c e  du d i a l y s a t  a é t é  t e s t é e  v i s - à - v i s  

de  lymphocytes s p l S n i q u e s  d e  s o u r i s  CBA f e m e l l e s  (CNRS, O r l é a n s ) .  

L e s  s o u r i s  s o n t  s a c r i f i é e s  p a r  d i s l o c a t i o n  c e r v i c a l e .  L a  r a t e  es t  

p r é l e v é e  s t é r i l e m e n t  e t  d i l a c é r é e  au  moyen de  p i n c e s  c o u r b e s  

dans  du  m i l i e u  RPMI a d d i t i o n n é  extemporanément d e  g lu t amine  

( 2  nM) e t  d e  t r i p e p t i d e  Gly-His-Lys a c é t a t e  (Eurobio)  ( 2 0  ~ l g / m l )  

(PICKART e t  a l . ,  1 9 7 3 ) .  Af in  d ' o b t e n i r  une m e i l l e u r e  s t i m u l a t i o n ,  

on é l i m i n e  les c e l l u l e s  a d h é r e n t e s .  L e s  c e l l u l e s  s o n t  ? l a c é e s  

dans  d e s  b o î t e s  d e  P é t r i  à 3 7 ' ~  pendant  2  h e u r e s  de  f açon  à s é -  

p a r e r  les  c e l l u l e s  a d h é r e n t e s .  L e  su rnagean t  e s t  p r é l e v é  e t  cen- 

t r i f u g é .  Les c e l l u l e s  s o n t  numérées dans  un hémocytomètre de  

Thoma p a r  un t e s t  d ' e x c l u s i o n  du Bleu  Trypan e n  s o l u t i o n  à 0 , 0 2  % 

en  tampon v é r o n a l  pH 8 , 7 .  La suspens ion  e s t  a j u s t é e  à une concen- 

t r a t i o n  de 107 lymphocytes/ml. 

2 .  Mitogènes  ---- ---- 

Les mi togènes  u t i l i s é s  pour  i n d u i r e  une s t i m u l a t i o n  

lymphocyta i re  s o n t  l a  concanava l i ne  A e x t r a i t e  d e  Concanava l ia  

e n s i f o r m i s  ( I n d u s t r i e  b i o l o g i q u e  f r a n ç a i s e )  aux d o s e s  d e  0 , 5  e t  

1 pg/100 p l  e t  l a  phy tohemaglu t in ine  e x t r a i t e  de  Phaseo lu s  

v u l g a r i s  (Wellcome) d i l u é e  a u  l : l Q O e  

La c u l t u r e  est  r é a l i s é e  en  p l a q u e s  de  m i c r o t i t r a t i o n  

(Nunclon, Danemark). Les c e l l u l e s  s o n t  r é p a r t i e s  dans  chaque p u i t s  



à r a i s o n  d e  0 ,5 .106  c e l l u l e s / p u i t s .  L a  f r a c t i o n  d i a l y s a b l e  d e  

l ' i n c u b a t  d e  v e r s  a d u l t e s  e s t  a j o u t é e  s o u s  un volume d e  1 0 ~ 1 .  

On a j o u t e  é g a l e m e n t  les  m i t o g è n e s ,  l e  volume f i n a l  é t a n t  d a n s  

chaque  p u i t s  d e  2 0 0  )il. 

4 8  h e u r e s  p l u s  t a r d ,  1 uCi d e  3~ Thymidine t r i t i é e  e s t  
I 

a j o u t é e  d a n s  chaque p u i t s .  On mesure  l ' i n c o r p o r a t i o n  d e  l a  t h y -  

m i d i n e  a p r è s  une n u i t  d e  c o n t a c t .  Les c e l l u l e s  s o n t  l a v é e s ,  p u i s  

l y s é e s  p a r  d e  l a  s o u d e  1 N  p e n d a n t  10 m i n u t e s  à 56OC. L e  m a t é r i e l  

a c i d o p r é c i p i t a b l e  e s t  o b t e n u  a p r è s  a d d i t i o n  d e  2 m l  d ' a c i d e  t r i -  

c h l o r a c é t i q u e  f r o i d .  Après  i n c u b a t i o n  d e  1 5  m i n u t e s  à 4OC e t  

c e n t r i f u g a t i o n ,  l e  p r é c i p i t é  e s t  d i s s o u s  d a n s  l a  soude  1N e t  l es  

é c h a n t i l l o n s  s o n t  p l a c é s  d a n s  d e s  f i o l e s  d e  comptage.  L e  l i q u i d e  

s c i n t i l l a n t  u t i l i s é  e s t  du  ~ i c o f l u o r l ~  (HEXLETT-PACKARD) . L e s  

é c h a n t i l l o n s  s o n t  comptés  d a n s  un s p e c t r o m è t r e  à s c i n t i l l a t i o n  

N u c l e a r  Ch icago  ( I s o c a p  300) .. 

B - C u l t u r e s  d e  c e l l u l e s  e n  l i a n é e  c o n t i n u e  

L e s  l i g n é e s  u t i l i s é e s  p o u r  l e s  tests d e  c y t o t o x i c i t 5  

s o n t  : une l i g n é e  m o n o c y t a i r e  humaine J111 (:American c u l t u r e  t y p e  

c o l l e c t i o n )  (CCL 24) e t  une l i g n é e  Hela. L e s  c e l l u l e s  s o n t  c u l t i -  

v é e s  e n  b o î t e s  de  P é t r i  d a n s  du  ?EM (Minimum e s s e n t i a l  medium) 

a d d i t i o n n é  de 15 % de sérum d e  v e a u  f o e t a l  i n a c t i v é  p a r  c h a u f f a g e .  

A p r è s  24 h e u r e s  d e  c u l t u r e  e n  p r é s e n c e  d e  d i a l y s a t ,  les c e l l u l e s  

s o n t  remises e n  s u s p e n s i o n  p a r  a c t i o n  d e  v e r s e n e - . t r y p s i n e  e t  c e n L  

t r i f u g é e s .  Le c u l o t  es t  r e p r i s  d a n s  du I E f 4  e t  numéré. On mesure  

a u s s i  l a  v i a b i l i t é  c e l l u l a i r e  p a r  t es t  d ' e x c l u s i o n  du b l e u  Trypan 

( 0 , 0 2  % ) .  

L ' i n c o r p o r a t i o n  d e  t h y m i d i n e  e s t  mesurée  d e  l a  même 

f a ç o n  que  p o u r  l e s  c u l t u r e s  d e  lymphocy tes .  



VI - cytotoxicité mastocyte-eosino~hile dépendante . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
(CAPRON M. et al., 1978) 

A '2 préparation des schistosomules 

Les schistosomules sont récoltés in vitro après passage 

des cercaires à travers la peau abdominale isolée de souris Swiss 

(CLEGG and SMITHERS, 1972) . 

B - Milieu de culture 

Le milieu de culture utilisé est le MEM : Eagle's minimul 

essential medium (Institut Pasteur Production, Paris) auquel on 

rajoute 1 % de sérum de veau inactivé par chauffage et 20 ng/ml 

de tripeptide Glycyl-histidyl-lysine (Calbiochem., San Diego, Ca.) 

(PICKART et al., 1973) . 

C - Preparation des cellules 

10 ml d'eau physiologique sont injectés par voie intra- 

péritonéale à des rats Fischer mâles (Iffa Credo, llArbresle, 

France). 48 à 72 heures plus tard, les cellules sont prélevées 

par lavage de la cavité péritonéale avec 20 ml de milieu de cul- 

ture contenant 25 IU/ml d'héparinate de calcium. Les cellules 

péritonéales sont centrifugées à 1800 rpm et lavées deux fois 

dans le milieu de culture. On enrichit cette population en éosi- 

nophiles en laissant adhérer les cellules dans des boîtes de Petri 

(7.106 cellules/ml dans des boîtes de 3 cm de diamètre). Après 

2 heures, les cellules non adhérentes sont prélevées et numérées. 

La population obtenue contient environ 45 % d'éosinophiles et 

10 % de mastocytes. 

D - Purification des cellules 

Pour éliminer la contamination due aux mastocytes, la 

population cellulaire obtenue est déposée sur une solution de 

Ficoll 35 % (Pharmacia, Uppsala, Suède) (Wasserman et al., 1974). 



Après  c e n t r i f u g a t i o n  à 1000 x g pendant  15 m i n u t e s ,  les  c e l l u l e s  

d e  l ' i n t e r f a c e  s o n t  p r é l e v é e s  e t  l a v é e s  d a n s  l e  m i l i e u .  C e t t e  

p o p u l a t i o n  c o n t i e n t  e n v i r o n  5 0  % d ' é o s i n o p h i l e s  e t  moins d e  1 % 

d e  m a s t o c y t e s .  

La t e c h n i q u e  d e  p u r i f i c a t i o n  des m a s t o c y t e s  sera d é c r i t e  

u l t é r i e u r e m e n t .  

E - T e s t  d e  c y t o t o x i c i t é  

5 0  s c h i s t o s o m u l e s  e n  s u s p e n s i o n  d a n s  100 p l  d e  m i l i e u  

d e  c u l t u r e  s o n t  d é p o s é s  d a n s  les a l v é o l e s  d ' u n e  p l a q u e  d e  micro-  

t i t r a t i o n  (Nunclon) e t  s o n t  i n c u b é s  une n u i t  a v e c  100 pl d e  sérum 

d e  r a t  i n f e c t é  p a r  ~ c h i s t o s o m a  mansoni , i n a c t i v é  p a r  c h a u f f a g e ,  

à une d i l u t i o n  f i n a l e  d e  1 : 16 .  L e s  s c h i s t o s o m u l e s  s o n t  e n s u i t e  

l a v é s  a v e c  l e  m i l i e u  d e  c u l t u r e  e t  remis  e n  s u s p e n s i o n  d a n s  100 Pl 
d e  m i l i e u .  On a j o u t e  100 p l  d e  l a  s u s p e n s i o n  c e l l u l a i r e  e f f e c t r i c e  

d e  façon  à o b t e n i r  un r a p p o r t  d e  4000-6000 c e l l u l e s  e f f e c t r i c e s  

p o u r  un s c h i s t o s o m u l e .  Le  p o u r c e n t a g e  d e  c y t o t o x i c i t é  e s t  d é t e r -  

miné p a r  o b s e r v a t i o n  m i c r o s c o p i q u e  (CLEGG e t  SMITHERS, 1972)  

a p r è s  une i n c u b a t i o n  d e  4 8  h e u r e s .  

A - - O b t e n t i o n  d e s  c e l l u l e s  p é r i t o n é a l e s  de  r a t  

L e s  c e l l u l e s  u t i l i s é e s  pour  l e  t e s t  s o n t  o b t e n u e s  p a r  

l a v a g e  d e  l a  c a v i t é  p é r i t o n é a l e  d e  r a t s  W i s t a r  m â l e s  (180-200 g )  

( J a n v i e r ,  Le G e n e s t ,  200 g) a v e c  20 m l  d e  m i l i e u  d e  E a g l e  ( M . E . M . )  

( I n s t i t u t  P a s t e u r  P r o d u c t i o n ,  P a r i s ) .  A ce m i l i e u  o n t  é t é  a j o u t é s  

p r é a l a b l e m e n t  d e  l a  g l u t a m i n e  ( 2  mM), d e  l ' h é p a r i n a t e  d e  c a l c i u m  

50 U / m l  (Choay,  P a r i s )  e t  l e  t r i p e p t i d e  Gly-His-Lys a c é t a t e  

( E u r o b i o )  20  ~ l g / m l  (PICKART e t  a l . ,  1 9 7 3 ) .  L ' e x s u d a t  p é r i t o n é a l  

c o n t i e n t  e n  moyenne 106 m a s t o c y t e s ,  ce q u i  r e p r é s e n t e  2 à 5 % 

d e s  c e l l u l e s  t o t a l e s .  Les  c e l l u l e s  s o n t  c e n t r i f u g é e s  5 min .  à 

1000 x g .  L e s  m a s t o c y t e s  s o n t  c o l o r é s  au  b l e u  d e  t o l u i d i n e  e t  

nurnérés d a n s  un hémocytomètre d e  Fuchs R o s e n t h a l .  



B - I n c o r p o r a t i o n  d e  3~ s é r o t o n i n e  

Une s o l u t i o n  d e  5-Hydroxy G 3~ t r y p t a m i n e  c r é a t i n i n e  

s u l f a t e  (10 Ci/mmol) (Arnersham) a é t é  u t i l i s é e  p o u r  l e  marquage 

d e s  c e l l u l e s .  L ' e x s u d a t  p é r i t o n é a l  es t  incubé  30 min. à 37°C a v e c  

2 vCi d e  3~ s é r o t o n i n e  pour  106 m a s t o c y t e s .  La s u s p e n s i o n  c e l l u -  *, 
l a i r e  e s t  e n s u i t e  l a v é e  4 f o i s  d a n s  5  m l  d e  m i l i e u  pour é l i m i n e r  

l ' e x c è s  d e  s é r o t o n i n e  marquée. 

Mesure d e  l a  l i b é r a t i o n  d e  s é r o t o n i n e  

La r é a c t i o n  e s t  r é a l i s é e  e n  p l a q u e s  d2 m i c r o t i t r a t i o n  

à f o n d s  p l a t s  ( L i n b r o ,  Flow Lab. )  . L e s  d i f f é r e n t e s  s u b s t a n c e s  

t e s t é e s  a c t i v a t r i c e s  ou i n h i b i t r i c e s  s o n t  m i s e s  e I i  c o n t a c t  avec  

50 1 d e  l a  s u s p e n s i o n  c e l l u l a i r e  à 106 mastocytes /ml .   près un Y 
temps d ' i n c u b a t i o n  v a r i a b l e  s u i v a n t  l e  c a s  é t u d i é ,  l a  p l a q u e  e s t  

c e n t r i f u g é e  5  min. à 1000 x  g .  5 0  1 d e  s u r n a g e a n t  s o n t  t r a n s -  Y 
f é r é s  d a n s  une f i o l e  d e  comptage.  L e  t r a i t e m e n t  d e s  c e l l u l e s  s a r  

50 pl  d e  d i g e s t i n e  (Merck) permet  d e  mesurer  l a  q u a n t i t é  t o t a -  

- l e  d e  r a d i o 2 c t i v i t é  i n c o r p o r é e  d a n s  l es  c e l l u l e s .  

D - Mesure d e  l a  r a d i o a c t i v i t é  

10 m l  d e  l i q u i d e  s c i n t i l l a n t  (Toluène  t r i t o n  1 : 1 (v /v )  

b u t y l  PBD 7 g / l )  s o n t  a j o u t é s  d a n s  chaque f i o l e  d e  comptage.  La 

r a d i o a c t i v i t é  es t  mesurée  d a n s  un s p e c t r o m è t r e  à s c i n t i l l a t i o n  

( I s o c a p  300, Nuc lea r  Chicago,  I l l i n o i s )  a v e c  une e f f i c a c i t é  d e  

5 0 , l  % pour  l e  3 ~ .  L ' e x t i n c t i o n  d e  f l u o r e s c e n c e  ( q u e n c h i n g )  e s t  

c o r r i g é e  p a r  l a  méthode d e s  r a p 2 o r t s  d e  canaux,  à p a r t i r  d e  c o u r 8 e s  

é t a l o n s  o b t e n u e s  a v e c  d e s  é c h a n t i l l o n s  d ' a c t i v i t é  c o n s t a n t e .  

E - P r o d u i t s  u t i l i s é s  ' 

Le composé 48/80, l a  2olyrnyxireB s u l f a t e ,  l 'ATP, l ' d  

c h y m o t r y p s i n e ,  l a  L  d lysophosphatidylcholine, l e  d icoumaro l  e t  



l a  p a p a v é r i n e  p r o v i e n n e n t  d e  Sigma Chemicals  Company ( S t  L o u i s ,  

M i s s o u r i ) ,  l ' o v a l b u m i n e  d e  M i l e s  Lab. Le c romoglyca te  d e  sodium 

nous  a  é t é  o f f e r t  p a r  F i s o n s  L t d  p h a r m a c e u t i c a l  d i v i s i o n .  

F  - C o n t r ô l e  morphologique  d e  l a  d é g r a n u l a t i o n  

50 y1 d e  b l e u  d e  T o l u i d i n e  0 , l  % (1 .C.N.  L a b o r a t o r i e s ,  

C l e v e l a n d )  s o n t  a j o u t é s  aux c e l l u l e s  a c t i v é e s .  Le p o u r c e n t a g e  

d e  m a s t o c y t e s  d é g r a n u l é s  est  d é t e r m i n é  p a r  o b s e r v a t i o n  mic rosco-  

p i q u e  a v e c  un  g r o s s i s s e m e n t  d e  40 x  10 (modèle R e i c h e r t ,  A u t r i c h e ) .  

Pour chaque d é t e r m i n a t i o n ,  t r o i s  c e n t  c e l l u l e s  a u  moins o n t  é t é  

o b s e r v é e s .  

G - Etude  u l t r a s t r u c t u r a l e  

L e s  c e l l u l e s  s o n t  f i x é e s  p a r  une s o l u t i o n  de  g l u t a r a l -  

déhyde 2 , 5  % e n  tampon c a c o d y l a t e  d e  sodium 0 , l  M pH 7 , 2  à 4OC 

p u i s  l a v é e s  e n  tampon c a c o d y l a t e .  On p o s t f i x e  les c e l l u l e s  p a r  l e  

t é t r o x y d e  d'osmium à 1 % d a n s  l ' e a u  d i s t i l l é e  p e n d a n t  1 h e u r e .  

Une d é s h y d r a t a t i o n  à l ' a c é t o n e  s u i v i e  d ' u n e  i n c l u s i o n  e n  A r a l d i t e  

es t  e n s u i t e  r é a l i s é e .  L ' o b s e r v a t i o n  es t  f a i t e  a v e c  un m i c r o s c o p e  

é l e c t r o n i q u e  H i t a c h i  HU 12 .  

H - P u r i f i c a t i o n  d e s  m a s t o c y t e s  

La t e c h n i q u e  u t i l i s é e  a  é t é  d é c r i t e  p a r  SULLIVAN e t  a l .  

( 1 9 7 5 ) .  L e s  c e l l u l e s  s o n t  d é p o s é e s  s u r  une s o l u t i o n  d e  s s r u m a l -  

bumine b o v i n e  (SAB) 38 % (po ids /vo lume) .  Après  30 min. à tempé- 

r a t u r e  a m b i a n t e ,  l e s  c e l l u l e s  s o n t  c e n t r i f u g é e s  à 450 g  2 0  min. 

L e s  m a s t o c y t e s  se t r o u v e n t  a l o r s  d a n s  l a  couche d e  SAB.  Le s u r n a -  

g e a n t  e t  l ' i n t e r f a c e  s o n t  é l i m i n é s  e t  l a  couche  i n f é r i e u r e  e s t  l a v i  

p l u s i e u r s  f o i s  a v e c  l e  m i l i e u  d e  c u l t u r e .  La p r é p a r a t i o n  d e  masto-  

c y t e s  o b t e n u e  e s t  p u r e  à 9 9  % a v e c  un rendement  d ' e n v i r o n  75 %. 

L ' o b s e r v a t i o n  m i c r o s c o p i q u e  c o n f i r m e  l ' i n t é g r i t é  s t r u c t u r a l e  d e s  

m a s t o c y t e s  p u r i f i é s .  





CHAPITREIV : RESULTATS ET DISCUSSION 

A - I n c o r p o r a t i o n  d e  s é r o t o n i n e  p a r  l a  s u s p e n s i o n  c e l l u l a i r e  

1. L o c a l i s a t i o n  d e  l a  s é r o t o n i n e  marquée au n i v e a u  ................................. ------------- 
des-maçtoc~tsç 

S e u l s  l e s  m a s t o c y t e s  e t  les p l a q u e t t e s  o n t  l a  p r o p r i é t é  

d ' i n c o r p o r e r  l a  s é r o t o n i n e  exogène (JANSSON, 1 9 7 0 ) .  Les p l a q u e t t e s  

e n  f a i b l e  p r o p o r t i o n  d a n s  l ' e x s u d a t  p é r i t o n é a l  s o n t  é l i m i n é e s  p a r  

l e  p r e m i e r  l a v a g e  d e s  c e l l u l e s ,  ceci é t a n t  conf i rmé  l o r s  d e  l ' o b s e r  

v a t i o n  mic roscop ique .  Cependant ,  pour  démontrer  l a  l o c a l i s a t i o n  

d e  l a  s é r o t o n i n e  marquée a u  n i v e a u  d e s  m a s t o c y t e s ,  une p r é p a r a t i o n  

d e  m a s t o c y t e s  p u r i f i é s  a é t é  comparée à l a  p o p u l a t i o n  p é r i t o n é a l e  

t o t a l e .  L ' e x s u d a t  p é r i t o n é a l  es t  marqué p a r  l a  s é r o t o n i n e  t r i t i é e ,  

p u i s  un a l i q u o t  e s t  p r é l e v é  e n  vue d e  l a  s u r i f i c a t i o n .  A concen-  

t r a t i o n s  é g a l e s  e n  m a s t o c y t e s ,  l a  q u a n t i t é  t o t a l e  d e  r a d i o a c t i v i -  

t é  i n c o r p o r é e  es t  l a  m ê m e  d a n s  l a  p r é p a r a t i o n  c o n t e n a n t  5 % d e  

m a s t o c y t e s  e t  dans  cel le  c o n t e n a n t  95 % d e  m a s t o c y t e s .  La c o u r b e  

d e  l i b é r a t i o n  d e  s é r o t o n i n e  s o u s  l ' a c t i o n  du  composé 48/80 e s t  

r i g o u r e u s e m e n t  i d e n t i q u e  p o u r  les deux p r é p a r a t i o n s  ( f i g u r e  1 ) .  

C e s  f a i t s  e x p é r i m e n t a u x  d é m o n t r e n t  l ' i n c o r p o r a t i o n  s é l e c t i v e  d e  

l a  s é r o t o n i n e  au n i v e a u  d e s  m a s t o c y t e s .  C e c i  r e n f o r c e  1 ' i n t é r ê t  

d e  l a  méthode e n  p e r m e t t a n t  l ' u t i l i s a t i o n  d e  p o p u l a t i o n s  non pu- 

r i f i é e s .  

2. I n t é g r i t é  s t r u c t u r a l e  a ~ r è s  margwqg  __-- .......................... 

L ' o b s e r v a t i o n  m i c r o s c o p i q u e  a i n s i  que l ' é t u d e  e n  micros- 

c o p i e  h l e c t r o n i q u e  m o n t r e n t  que l e  marquage p a r  l a  s é r o t o n i n e  

t r i t i é e  n ' a f f e c t e  p a s  l ' i n t é g r i t é  s t r u c t u r a l e  d e s  membranes e t  d e s  

g r a n u l e s  m a s t o c y t a i r e s  ( f i g u r e  2) . 





FIGURE 2: CONTROLE ULTRASTRUCTURAL DE MASTOCYTES APRES 

MARQUAGE. 

a- mastocyte avant marquage (x 19000) tw b- mastocyte marqué après incubation avec la sérotonine 

45 min. à 3 7 O ~  (x 19000) 

c- mastocyte marqué après dégranulation par la polymyxine 

(10 pg/ml) 15 min. à 3 7 O ~  (19000) . 



B - - Action du composé 48/80 

Ce composé a  é t é  c h o i s i  pour son a p t i t u d e  à f a i r e  dé- 

granuler  les mastocytes avec une amplitude importante ,  c e  q u i  

f a c i l i t e  l ' o b s e r v a t i o n  morphologique e t  l a  dé terminat ion  optiquc. 

du pourcentage de mastocytes dégranulés .  

Les c e l l u l e s  s o n t  incubées 15 minutes à 37OC avec des  

concen t ra t ions  de composé 48/80 a l l a n t  de 1  mg à 0.1 pg/ml. On 

mesure d 'une p a r t  l a  l i b é r a t i o n  de  séro tonine  t r k t i é e ,  d ' a u t r e  

p a r t  l e  pourcentage de mastocytes dégranulés obtenu p a r  obser-  

va t ion  microscopique. 

La l i b é r a t i o n  spontanée de séro tonine  t r i t i é e  r ep résen te  

1 à 5 % de l a  r a d i o a c t i v i t é  t o t a l e  incorporée dans l e s  mastocytes .  

Chaque concen t ra t ion  e s t  t e s t é e  en t r i p l e  exemplaire e t  l e  pour- 

centage de l i b é r a t i o n  de séro tonine  e s t  c a l c u l é  d ' a p r è s  l a  f o r -  

mule su ivan te  : 

X - S  
3, = x 100 

T - S  

X : r a d i o a c t i v i t é  t o t a l e  de l ' é c h a n t i l l o n  

S : r a d i o a c t i v i t é  l i b é r é e  spontanément 

T : r a d i o a c t i v i t é  t o t a l e  incorporée ( l i b é r é e  a p r è s  a c t i o n  de l a  

d i g e s t i n e )  . 

L e  composé 48/80 p résen te  une a c t i v i t é  à p a r t i r  d 'une  

concent ra t ion  de l g m l  La  courbe dose réponse p r é s e n t e  une 

a l l u r e  sigmorde. L ' a c t i v i t é  maximale correspondant à 75-86 % de 

sé ro ton ine  l i b é r é e  e s t  obtenue pour une concent ra t ion  de  100 pg/ml 

de composé 48/80 ( f i g u r e  3 ) .  

Un p a r a l l é l i s m e  é t r o i t  s ' é t a b l i t  e n t r e  l e s  r é s u l t a t s  

obtenus pa r  l a  méthode i so top ique  e t  l ' o b s e r v a t i o n  microscopique. 

L'étude de c o r r é l a t i o n  donne un c o e f f i c i e n t  r = 0,9935 ( p < 0 , 0 0 1 )  

( f i g u r e  4 ) .  





% de serotonine libérée 

% de mastocytes dégranulés 

FIGURE 4: CORRELATION ENTRE LE POURCENTAGE DE MASTOCYTES 

DEGRANULES PAR OBSERVATION MICROSCOPIQUE ET LE POURCENTAJE 

DE SEROTONINE TRITIEE LIBEREE. 



C - Action d ' a u t r e s  a c t i v a t e u r s  chimiques 

P l u s i e u r s  composés ayan t  l a  p r o p r i é t é  d ' i n d u i r e  une 

d é g r a n u l a t i o n  m a s t o c y t a i r e  o n t  é t é  t e s t é s  dans  les  mêmes con- 

d i t i o n s  que l e  composé 48/80. La polymyxine B s u l f a t e ,  l'A chy- 

mot ryps ine ,  l a  L 4 l y sophospha t idy lcho l ine  e t  1'ATP i n d u i s e n t  

une l i b é r a t i o n  de  s é r o t o n i n e  ( f i g u r e  5 ) .  L e s  courbes  dose-réponse 

s o n t  concordantes  avec  c e l l e s  observées  p a r  l e s  méthodes c l a s -  

s i q u e s .  Les doses  n é c e s s a i r e s  pour i n d u i r e  une d é g r a n u l a t i o n  

s o n t  p l u s  impor t an t e s  qu ' avec  l e  composé 48/80. La polymyxine B 

s u l f a t e  i n d u i t  une l i b é r a t i o n  de  s é r o t o n i n e  à p a r t i r  de 10 yg/ml, 

l a  chymotrypsine 100 pg/ml e t  1 ' A T P  5OOpg/ml. Avec 1'ATP l e  pour-  

cen tage  de  s é r o t o n i n e  l i b é r é e  r e s t e  l i m i t é  à 20 % dans l a  gamme 

de c o n c e n t r a t i o n s  é t u d i é e s .  

D - I n h i b i t i o n  de  l a  d é g r a n u l a t i o n  p a r  des  a g e n t s  chimiques  

Deux t y p e s  d ' i n h i b i t e u r s  de  l a  d é g r a n u l a t i o n  o n t  é t é  

d é c r i t s  (GARLAND e t  MONGAR, 1976) .  Le premier  t y p e  d ' i n h i b i t e u r  

i n h i b e  1 ' é t a p e  d '  a c t i v a t i o n  membranaire . Ce s o n t  d e s  s u b s t a n c e s  

q u i  i n t e r v i e n n e n t  a u  n iveau  d e s  n u c l é o t i d e s  c y c l i q u e s  en  provoquant  

une augmentation de ~ ' A M P C  i n t r a c e l l u l a i r e  p a r  i n h i b i t i o n  de  l a  

phosphod ie s t e r a se .  C ' e s t  p a r  ce  mécanisme q u ' a g i s s e n t  p a r  exemple 

l e  d icoumarol  ou l e  cromoglycate de sodium. 

Le second type  d ' i n h i b i t e u r  a g i t  d i r ec t emen t  a u  n iveau  

du métabolisme i n t r a c e l . l . u l a i r e .  C ' e s t  l e  c a s  p a r  exemple d e  l a  

papave r ine  . 

Nous avons t e s t é  l ' e f f e t  du dicoumarol  e t  de l a  papave- 

r i n e  s u r  une d é g r a n u l a t i o n  i n d u i t e  p a r  l a  9olymyxine B .  Les  c e l l u l e :  

s o n t  d ' a b o r d  incubées  30 minutes  à 37OC avec  les  i n h i b i t e u r s ;  l a  

d é g r a n u l a t i o n  e s t  i n d u i t e  p a r  a c t i o n  de  polymyxine B s u l f a t e  

(100 g/ml) 15 minu te s  à 37OC ( t a b l e a u  1 ) .  Avec une dose d e  P 



c o n c e n t r a t i o n  ( p g / m l )  

ATP 

FIGUI<E 5: COURBES DOSE--REPONSES DE LA LIBERATION DE SEXOT3NINE 

PAR D I F F E R E N T S  ACTIVATEURS CHIMIQUES.  

Cinquante p l  de chaque concentration indiquée sont ajoutés à 
50pl de la suspension cellulaire (106 mastocytes/nl) et 50 
de milieu et incubés 15 min. à 37OC. r1 



Echantillons % sérotonine libérée '* % inhibition 

Polymyxine B (100 g/ml) Y 
+ 56,l - 6 , 4  

Papaverine 10 -4M * 
+ polymyxine B 

Dicoumarol ~ o - ~ M  % 

+ polymyxine B 

x 50 pl de la suspension cellulaire sont incubés 30 minutes 
à 37OC avec 50 pl de la solution d'inhibiteur, puis on ajoute 

50 pl de Polymyxine B (100 pg/ml) 

%% Moyenne de trois expériences. 

Tableau 1 : Inhibition de la dégranulation mastocytaire 

par des agents chimiques. 



100 mole/l de papaverine, l'inhibition est de 75 % ; avec F 
10 mole/l de dicoumarol, elle est de 89 %. Ces composés sont /U 
donc actifs sur la dégranulation mastocytaire et la libération 

de sérotonine tritiée. 

Dégranulation induite par une réaction antigène-anticorp 

L'interaction des mastocytes avec un allergène et l'Ac 

réaginique correspondant induit une dégranulation mais les alté- 

rations cellulaires sont beaucoup moins importantes que sous 

l'action de composés chimiques, ce qui renforce l'intérêt d'une 

méthodd plus précise que 1 'observation microscopique. Nous avons 

donc recherché les conditions optimales de dégranulation induite 

par un sérum réaginique anti-ovalbumine et l'antigène correspondant 

1. Recherche du temps optimal de sensibilisation 
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -  

La fixation des I g E  à la surface du mastocyte nécessite 

un temps de contact avant que la dégranulation puisse être induite 

par addition de l'antigène. Nous avons donc recherché le temps 

optimal nécessaire pour obtenir la sensibilisation des mastocytes. 

Les mastocytes marqués sont incubés avec l'antisérum 

anti-ovalbumine pendant des périodes variables de 15 minutes à 

2 heures, puis mis en contact avec l'antigène pendant 15 minutes 

(figure 6 ) .  Ni l'antigène, ni l'antisérum n'induisent de libéra- 

tion de sérotonine supérieure au témoin. Quand l'antigène est 

ajouté simultanément à 1' antisérum, aucune dégranulation n'est 

induite même si l'on prolonge les temps d'incubation, ce qui 

rend l'étape de sensibilisation absolument nécessaire. Elle peut 

être cependant de courte durée puisqu'on obtient le maximum de 

libération de sérotonine avec un temps de contlct de 15 minutes. 



Temps d ' incubation avec I 'ant  iserum 

FIGURE 6 :  INFLUENCE DU TEIIPS D' INCUBATION AVEC L E  SERUM 

REAGINIQUE SUR LA LIBERATION DE SZROTONINE. 
811 ç 
LI L i t  

C i n q u a n t e  p l  d e  s u s p e n s i o n  c e l l u l a i r e  (106  m a s t o c y t e s / m l )  O 
s o n t  i n c u b é s  a v e c  50 pl d e  sérum pur ( t i t r e  PCA 1:128) 2 u i s  
m i s  e n  c o n t a c t  a v e c  50 p l  d ' o v a l b u m i n e  (1 mg/ml) 15  min.  2 3 7 O ~  



2. I n f l u e n c e  d e  l a  c o n c e n t r a t i o n  e n  a n t i g è n e  
_ - - _ - - C - - - - _ - _ _ - - - - - -  

Nous avons é t u d i é  une gamme d e  c o n c e n t r a t i o n s  d e  1 à 

1000 g/ml s o i t  en c o n c e n t r a t i o n s  f i n a l e s  d e  0 , 0 5  à 50 . Les r Y 
c e l l u l e s  s o n t  mises  e n  c o n t a c t  15 minu tes  à 3 7 ' ~  a v e c  50 p l  d e  

sérum p u r ,  p u i s  i n c u b é e s  15 m i n u t e s  avec  l es  d i f f é r e n t e s  concen-  

t r a t i o n s  d ' a n t i g è n e  ( t a b l e a u  2 ) .  Dans l a  gamme d e  c o n c e n t r a t i o n s  

testées, l a  l i b é r a t i o n  d e  s é r o t o n i n e  s ' a c c r o î t  a v e c  l a  concen-  

t r a t i o n  en a n t i g è n e .  Pour  l ' e n s e m b l e  d e s  e x p é r i e n c e s ,  nous  avons  

donc u t i l i s é  l a  c o n c e n t r a t i o n  l a  p l u s  f o r t e ,  s o i t  5 0  p g  p a r  p u i t s .  

3 ,  S e n s i b i l i t é  d e  l a  méthode 
- - - - - - A - - - - - -  

L e s  sérums d e s  r a t s  Hooded-Lister  immunisés c o n t r e  l ' o -  

valbumine  p r é s e n t e n t d e s t i t r e s e n  PCA v a r i a n t  d e  64 à 512. Nous avons  

t e s té  un sérum de t i t r e  128  à d i f f é r e n t e s  d i l u t i o n s  ( f i g u r e  7 )  . On 

p e u t  i n d u i r e  une l i b é r a t i o n  d e  s é r o t o n i n e  a v e c  ce sérum j u s q u ' à  

une d i l u t i o n  de 1 / 4 ,  m a i s  d a n s  ce c a s  seu lement  5 % d e  l a  s é r o t o n i n e  

i n c o r p o r é e  se r e t r o u v e  d a n s  l e  s u r n a g e a n t .  Le sérum pur  i n d u i t  l a  

l i b é r a t i o n  d e  20 % d e  l a  s é r o t o n i n e ,  ce q u i  reste f a i b l e  e t  n é c e s -  

s i te  l ' u t i l i s a t i o n  d u  sérum non d i l u é  pour  t o u t e s  l e s  e x p é r i e n c e s .  

Les sérums u t i l i s é s  p o u r  l a  s e n s i b i l i s a t i o n  p a s s i v e  d e v r o n t  a v o i r  

un t i t r e  PCA s u p é r i e u r  à 128. C e t t e  l i m i t e  n ' e s t  p a s  i m p u t a b l e  a u  

t e s t  lui-même mais  à l a  d i f f i d u l t é  d e  s e n s i b i l i s e r  p a s s i v e m e n t  des 

m a s t o c y t e s  i n  v i t r o .  

4 ,  C a r a c t é r i s t i q u e s  d e  l a  d é g r a n u l a t i o n  a n a p h y l a c t i q u e  

Deux p r o p r i é t é s  d e s  IgE o n t  é t é  u t i l i s é e s  pour  v é r i f i e r  

que  l a  l i b é r a t i o n  d e  s é r o t o n i n e  f a i t  s u i t e  à l ' i n t e r a c t i o n  d e s  IgE 

a v e c  les r é c e p t e u r s  m a s t o c y t a i r e s  : ce s o n t  l a  t h e r m o l a b i l i t é  d e s  

IgE e t  l a  f o r t e  a f f i n i t é  d e  1 ' I g E  p o u r  l e  r é c e p t e u r  m a s t o c y t a i r e .  

- T h e r m o l a b i l i t é  : le  sérum an t i -ova lbumine  d e  t i t r e  PCA 1 2 8  e s t  

c h a u f f é  3 h e u r e s  à 5 6 O ~ .  Ce sérum p u r  es t  i n c u b é  15  m i n u t e s  à 

37OC avec  d e s  m a s t o c y t e s  marqués d a n s  les c o n d i t i o n s  d e  s e n s i -  

b i l i s a t i o n  p a s s i v e  ( t a b l e a u  3 ) .  Après a d d i t i o n  d ' a n t i g è n e ,  il n ' y  

a aucune l i b é r a t i o n  d e  s é r o t o n i n e  a l o r s  que  l e  m ê m e  sérum non 

c h a u f f é  i n d u i t  une l i b é r a t i o n  d e  21,9 % d e  s é r o t o n i n e  t r i t i é e .  - 



Concentration en 

ovalbumine (pg/ml) * 
%% 

% sérotonine libérée 

%%% 
N.S. 

t 50 pl de la suspension cellulaire sont incubés 15 min. 

à 37OC avec 50 pl d'un sérum antiovalbumine (titre PCA 1 : 

512) puis on ajoute 50 pl de chacune des solutions d'o- 

valbumine indiquées. On mesure la libération de séroto- 

nine après 15 minutes d'incubation à 37OC. 

R f  Moyenne de trois expériences. 

* k t  Non significativement différent de la libération spontanée. 

Tableau 2 : Influence de la concentration en antigène 

sur la libération de sérotonine. 



t % de sérotonine libérée 

30 

FIGURE 7: LIBERATIOTJ DE SEXOT0,QINE PAR UiJE 2EACTION 3 E  

TYPE ANAPHYLACTIQUZ. 

Cinquante pl de sus?ensj.on cellulaire (106 mastocytes/ml) 

sont incubés 15 min. à 37°C avec 50 1 de sérum antioval- F 
bumine (S anti OA) ~ u i s  avec 50 pl d'ovalbumine (OA) (1 mg/ml) 

15 min. à 37OC. 

+ Non significativement différent de la 1ibSration s-ontange. 



E c h a n t i l l o n s  zs: 

- 53 - 

% s é r o t o n i n e  l i b é r é e  

Sérum non d i l u é  

( t i t r e  PCA 1 : 128) + OA 

Sérum c h a u f f é  

( 3  h r  56°C) + OA 

Sérum non d i l u é  

( t i t r e  PCA 1 : 128) + OA 23,7 f 4,7 

Sérum non d i l u é +  l a v a g e s  3, OA + 20,2 - 0 , 9  

Sérum non d i l u é  

( t i t r e  PCA 1 : 512) + OA 
+ 4 6 , l  - 3,5  

%% Sérum non d i l u é  

+ cromoglycate  (1 mg/ml) + OA 31,2 2 4 , 4  ( 33  % i n h i b i t i o n )  

+ 5 0  p l  d e  l a  suspens ion  c e l l u l a i r e  s o n t  i ncubés  15 minu t e s  

à 37OC a v e c  50 pl  d e  sérum r é a g i n i q u e  p u i s  m i s  en  c o n t a c t  

15 minu tes  avec  50  p l  d 'ovalbumine (1 mg/ml)(@fl) 

*+ l e  cromoglycate  d e  sodium es t  a j o u t é  30 minu t e s  a v a n t  l ' a d -  

d i t i o n  d u  sérum 

a%+ N.S. : non s i g n i f i c a t i v e m e n t  d i f f é r e n t  d e  l a  l i b é r a t i o n  

spon t anée .  

Tableau 3  : C a r a c t é r i s t i q u e s  d e  l a  d é g r a n u l a t i o n  

a n a p h y l a c t i q u e .  



La destruction des IgE par chauffage inhibe totalement la 

dégranulation ultérieure, ce qui confirme que c'est un phé- 

nomène dépendant des IgE fixées à la surface du mastocyte. 

- affinité de 1'IgE : les IgE présentent pour le récepteur mas- 
tocytaire une forte affinité. La fixation de 1'IgE est irré- 

versible par lavage des cellules. On peut donc, après la sen- 

sibilisation passive, laver les cellules et induire une dégra- 

nulation avec 1 ' antigène. 

Les cellules marquées sont incubées avec un sérum anti- 

ovalbumine de titre PCA 128 15 minutes à 37OC puis sont lavées 

3 fois dans le milieu de culture. 50 pg d'antigène sont ensuite 

ajoutés . On mesure la libération de sérotonine après 15 minutes 
dlincubation.(tableau 3). Sans 6tape de lavages ce sérum induit 

une libération de 23,7 % .  Après 3 lavages entre la sensibilisation 

par 1'IgE et l'addition de l'antigène, 20,2 % de la sérotonine 

est libérée ; on préserve donc la sensibilisation des mastocytes 

par lavage, ce qui confirme l'interaction d'IgE avec le mastocyte. 

5.Action du cromoglycate de sodium 

Le cromoglycate de sodium est une drogue utilisée dans 

le traitement.de certaines allergies. Son action se situe au ni- 

veau de la dégranulation ; ce composé est un inhibiteur de la 

phosphodiesterase qui dégrade 1'AMPc en AMP ; par conséquent il 

inhibe le signal d'activation intracellulaire qui conduit à la 

dégranulation. 

Les cellules marquées sont incubées 30 minutes à 37'~ 

avec 50 g de cromoglycate de sodium avant d'être soumises à P 
l'action du sérum et de l'antigène. Avec le sérum utilisé, la 

libération de sérotonine est de 46,l % .  Lorsque ces cellules 

sont nréincubées avec le cromoglycate, on obtient 31,2% soit 

une inhibition de 33% (tableau 3) . La pc>ssibilité d'inhibstion 



p a r  l e  cromoglycate de sodium confirme que l a  l i b é r a t i o n  de  

s é r o t o n i n e  mesurée es t  l a  conséquence d ' un  processus  a c t i f .  

6 .  ~ é q r a n ~ l l a t i o n  de  - - - -  mastocytes- - -  d  ' animaux immuns - - -  - - - - -  

I l  é t a i t  i n t é r e s s a n t  d e  v o i r  s i  l e s  mas tocy tes  d e s  

animaux immunisés c o n t r e  l ' ova lbumine  p r é s e n t a i e n t  à l e u r  su r -  

f a c e  d e s  IgE ant iovalbumine e t  p a r  conséquent s ' i l  é t a i t  p o s s i b l e  

d ' i n d u i r e  une d é g r a n u l a t i o n  p a r  a c t i o n  de  l 'ovalbumine.  

On é t u d i e  d ' u n e  p a r t  l a  dég ranu la t ion  d e s  mas tocy tes  

de c e s  r a t s  immuns quand m i s  en c o n t a c t  d i r e c t  avec l ' a n t i g è n e ,  

d ' a u t r e  p a r t  l a  d é g r a n u l a t i o n  i n d u i t e  p a r  l e s  sérums d e  ces r a t s  

a p r è s  s e n s i b i l i s a t i o n  p a s s i v e  de  mas tocy tes  de r a t s  s a i n s .  Un 

groupe de r a t s  e s t  immunisé c o n t r e  l 'ovalbumine.  Après l ' i n j e c -  

t i o n  de  r a p p e l ,  l e  sérum d e s  animaux e s t  p r é l e v é  e t  t i t r é  en PCA. 

D ' au t r e  p a r t ,  les c e l l u l e s  p é r i t o n é a l e s  de  c e s  r a t s  s o n t  r e c u e i l -  

l i e s  dans  l e  m i l i e u  de  c u l t u r e .  

C e s  mas tocy tes  s o n t  marquées p a r  i ncuba t ion  avec  de  l a  

s é r o t o n i n e  t r i t i é e ,  l a v é s  e t  m i s  en  c o n t a c t  avec 5 0 p g  d ' ova lbu -  

mine pendant  1 heure  à 3 7 ' ~ .  On mesure a l o r s  l e  pourcen tage  de  

s é r o t o n i n e  l i b é r é e .  

L e s  sérums d e s  ra t s  immunisés s o n t  t e s t é s  dans  l e s  

c o n d i t i o n s  h a b i t u e l l e s  ( t a b l e a u  4 )  . 

On observe  une concordance e n t r e  l a  r é a c t i v i t é  d e s  

c e l l u l e s  d e s  animaux immunisés e t  l e  t i t r e  en r é a g i n e s  d e  l e u r s  

sérums, b i e n  que l a  p r o p o r t i o n n a l i t é  ne s o i t  pas  t o u j o u r s  r i -  

goureusement r e s p e c t é e .  La p roduc t ion  d ' a n t i c o r p s  IgE chez un 

animal  es t  a s s o c i é e  à l a  p résence  d ' IgE  s p é c i f i q u e s  à l a  s u r f a c e  

de ses mas tocy tes .  



Animaux Titre PCA sérum % sérotonine libérée 

sensibilisation dégranulation 

passive avec sérums % active R% 

Rat témoin - N.S. %k% N.S. 

2 Les sérums des animaux immunisés sont testés vis-à-vis de 

mastocytes de rats sains. Les cellules sont incubées 15 

minutes à 37OC avec 50  pl de sérum puis 15 minutes avec 50 

d'ovalbumine (1 mg/ml) 15 minutes à 37OC.  
Pl 

*f Les mastocytes des animaux immunisés sont prélevés et marqués 

à la sérotonine. Ils sont incubés avec 50 pl d'ovalbumine 

(1 mg/ml) 30 minutes à 37OC.  

f % %  N . S .  : non significativement différent de la libération 

spontanée. 

Tableau 4 : Dégranulation de mastocytes 

d'animaux immuns. 



F - D i s c u s s i o n  

L a  m i s e  a u  p o i n t  d e  ce t te  méthode nous permet  d ' a p p r é -  

cier d ' u n e  m a n i è r e  q u a n t i t a t i v e  l ' i m p o r t a n c e  d e  l a  d é g r a n u l a t i o n  

i n d u i t e  d ' u n e  p a r t  p a r  d e s  a c t i v a t e u r s  ch imiques ,  d ' a u t r e  p a r t  

p a r  un  sys tème a n a p h y l a c t i q u e .  

La r a p i d i t é  d ' i n c o r p o r a t i o n  d e  l a  s é r o t o n i n e  marquée 1 

permet  d ' é v i t e r  B e s  a l t é r a t i o n s  d e  l a  s t r u c t u r e  c e l l u l a i r e .  L ' é -  1 
1 

1 
t u d e  e n  m i c r o s c o p i e  é l e c t r o n i q u e  nous  a p e r m i s  d e  c o n f i r m e r  l ' i n -  1 

l 
t é g r i t é  s t r u c t u r a l e  d e s  c e l l u l e s .  

Après  t r o i s  l a v a g e s ,  t o u t  l ' e x c è s  d e  s é r o t o n i n e  e s t  1 
é l i m i n é .  La l i b é r a t i o n  s p o n t a n é e  d e  s é r o t o n i n e  p a r  ].es m a s t o c y t e s  

c o r r e s p o n d  e n v i r o n  à 1-5 % d e  l a  s é r o t o n i n e  i n c o r p o r é e .  BACH e t  a l . ,  

( 1 9 7 l a j o b t i e n n e n t ,  p a r  dosage  d ' h i s t a m i n e ,  une l i b é r a t i o n  spon ta -  

n é e  d e  O à 5 %. Le b r u i t  d e  fond  mesuré  e s t  donc t o u t  à f a i t  

normal  e t  c o n f i r m e  que  l es  c o n d i t i o n s  e x p é r i m e n t a l e s  u t i l i s é e s  

p o u r  marquer  les  c e l l u l e s  r e s p e c t e n t  l e u r  i n t é g r i t é ,  e t  n e  pe r -  

t u r b e n t  p a s  l e u r  a c t i v a t i o n  u l t é r i e u r e .  

L ' i n c o r p o r a t i o n  s é l e c t i v e  du marqueur a u  n i v e a u  d e s  

m a s t o c y t e s  pe rmet  d ' é v i t e r  l a  p u r i f i c a t i o n  d e s  c e l l u l e s ,  t o u t  a u  

moins d a n s  l e  cas où les  i n t e r a c t i o n s  avec  les  a u t r e s  t y p e s  c e l l u -  

l a i r e s  n ' i n t e r f è r e n t  p a s  d a n s  l a  l i b é r a t i o n  d e s  m é d i a t e u r s .  C e t t e  

p o s s i b i l i t é  d ' é v i t e r  l ' é t a p e  d e  p u r i f i c a t i o n  d e s  c e l l u l e s  r e p r é -  

s e n t e  à l a  f o i s  un g a i n  d e  temps e t  une g a r a n t i e  d e  m e i l l e u r  é t a t  

d e s  c e l l u l e s .  La mesure  d e  l a  l i b é r a t i o n  d e  s é r o t o n i n e  semble  ê t r e  

une bonne t e c h n i q u e  d e  mesure d e  l a  d é g r a n u l a t i o n .  En e f f e t ,  

l ' a c t i v a t i o n  d e s  m a s t o c y t e s  p a r  c e r t a i n e s  s u b s t a n c e s  ch imiques  

i n d u i t  une l i b é r a t i o n  du  marqueur a v e c  une c o u r b e  dose - réponse  

comparable  à celle o b t e n u e  p a r  dosage  d ' h i s t a m i n e  ou  c o n t r ô l e  

morphologique .  La c o u r b e  ob tenue  p a r  a c t i o n  du composé 48/80 e s t  

i d e n t i q u e  a u x  r é s u l t a t s  d e  MORRISON e t  a l .  ( 1 9 7 4 ) .  D e  m ê m e ,  l es  

a u t r e s  a c t i v a t e u r s  ch imiques  i n d u i s e n t  une d é g r a n u l a t i o n  a v e c  d e s  

d o s e s  o p t i m a l e s  du même o r d r e  d e  g r a n d e u r  que  cel les  précédemment 

d é c r i t e s .  



L'utilisation d'inhibiteurs du métabolisme ou de l'ac- 

tivation membranaire nous a permis de montrer que la libération 

de sérotonine correspond à un processus métabolique actif. 

L'induction d'une dégranulation de cellules sensibilisées ~ 
passivement in vitro a posé beaucoup de problèmes méthodologiques. 1 
BACH -- et al. ont etudié en détail les conditions optimales d'obten- ~ 
tion d'une libération d'histamine in vitro à partir de cellules l 

i 
sensibilisées passivement. Ces auteurs ont en particulier constaté ' 
la nécessité d'une sensibilisation préalable des cellules par les 

anticorps réaginiques avant la mise en contact avec l'antiqèns. 

Nous avons confirmé ce fait puisqu'il est impossible d'induire une 

dégranulation lorsque les anticorps et l'antigène sont ajoutés 

simultanément. Il est probable que dans ce cas les complexes immuns ~ 
formés avant la fixation sur le mastocyte ne sont pas dans le 

rapport ou dans la configuration nécessaire pour induire une dé- 

granulation. 

ISHIZAKA et IÇHIZAKA (1968) ont nontré qu'il faut un 

excès d'antigène pour induire une dégranulation in vitro. L'utili- 

sation de concentrations croissantes d'antigène nous a montrS que 

le oourcentage de dégranulation augmente avec la dose d'antigène. 

La dose utilisée pour induire une dégranulation optimale correspond 

effectivement à un excès d'antigene. 

La quantité d'Ac réaginiques nécessaire pour sensibiliser 1 
1 passivement des mastocytes est beaucoup plus grande in vitro qu'& ~ 

vivo (BACH et al., 1971 a). Ces auteurs induisent une libération i 

d'histamine avec des quantités d'Ac huit fois supérieures in vitro 

à celles nécessaires in vivo en technique de PCA. Nous avons égale- -- 1 
l 

ment observé cette difficulté de sensibilisation passive des cellules/ 

Pour obtenir une dégranulation dans le système ovalbumine et dans 

nos conditions expérimentales, il faut un sérum de titre PCA supé- 

rieur à 128, ce qui est considérable. 



La destruction des IgE 2ar chauffage abolit conplètement 

la libération de sérotonine, Par contre, elle est maintenue si 

les cellules sont lavées après la sensibilisation passive par le 

sérum réaginique. Ces deux faits expérimentaux confirment qu'il 

s'agit d'une dzgranulation anaphylactique dont le signal est l'in- 

teraction de 1'1g~ avec son récepteur sur le mastocyte. L'inhi- 

bition de la dégranulation par le cromoglycate de sodium confirme 

que la mesure de la libération de sérotonine est dans nos con- 

ditions une bonne méthode d'évaluation de la dégranulation aussi 

bien en anaphylaxie active qu'après sensibilisation sassive. 

De nombreuses méthodes de dosage de la concentration 

sérique en IgE ont été décrites : la technique du RAST est pré- 

cise mais son principal inconvénient réside dans la nécessité 

d'insolubiliser de grandes quantités d'Ag et l'absence d'infor- 

mation sur le pouvoir anaphylactique de ces IgE. La technique 

d'anaphylaxie cutanée passive permet au contraire d'analyser le 

p13uvoir biologique de ces anticorps, mais elle exige de nombreux 

animaux et une période de sensibilisation de 48 heures. La tech- 

nique in vitro de dégranulation mastocytaire est satisfaisante 

dans son principe, mais les méthodes couramment utilisées pour 

l'évaluation de la dégranulation sont peu adéquates. L'observa- 

tion au microscope optique est peu reproductible surtout lorsque 

le pourcentage de cellules dégranulées est faible ou lorsque les 

altérations cellulaires sont minimes. C'est une information sub- 

jective et de toute façon semiquantitative. Les dosages physico- 

chimiques de médiateurs (histamine ou sérotonine) permettent d'é- 

viter ces inconvénients en fournissant une information quantitative 

mais ils exigent du temps et de l'expérience. La méthode de mesure 

de libération de sérotonine tritiée que nous avons développée 

semble éviter tous ces inconvénients, en évitant la caractérisa- 

tion physicochimique d'un médiateur tout en donnant un résultat 

quantitatif. Cette méthode simple et rapide pourrait être apsli- 

quée dans tous les cas où la technique de dégranulation mastocy- 

taire convient pour la détection des I g E  et la caractérisation 

de réactions anaphylactiques. 
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sys tème a n a p h y l a c t i q u e  - ----------- ------ -- 

D e s  m a s t o c y t e s  p é r i t o n é a u x  d e  r a t  n a r q u é s  à l a  s é r o t o -  

n i n e  s o n t  i n c u b é s  a v e c  l a  f r a c t i o n  d i a l y s a b l e  e t  non d i a l y s a b l e  

d e  l ' i n c u b a t  à d i f f é r e n t e s  c o n c e n t r a t i o n s .  Après 45 m i n u t e s  d e  

c o n t a c t ,  on  i n d u i t  une  d é g r a n u l a t i o n  p a r  a c t i o n  d ' u n  s é r u n  r é a -  

g i n i q u e  a n t i o v a l b u m i n e  e t  ovalbumine d a n s  l es  c o n d i t i o n s  h a b i t u e l -  

l e s .  Des d o s e s  d e  d i a l y s a t  d e  10-50 pl  s o n t  t e s t é e s .  On mesure  

d ' u n e  p a r t  l a  l i b é r a t i o n  d e  s é r o t o n i n e  e n  p r é s e n c e  d e  d i a l y s a t  

s e u l  d e  f a ç o n  à c o n t r ô l e r  l ' e f f e t  c y t o t o x i q u e  d e  c e t t e  s u b s t a n c e ,  

d ' a u t r e  p a r t  l a  l i b é r a t i o n  d e  s é r o t o n i n e  a p r è s  a c t i v a t i o n  p a r  l e  

sys tème a n a p h y l a c t i q u e  ( f i g u r e  8 ) .  A d e  f a i b l e s  c o n c e n t r a t i o n s  

(10-30 pl) l a  f r a c t i o n  d i a l y s a b l e  d e  l ' i n c u b a t  i n h i b e  d e  f a ç o n  

s i g n i f i c a t i v e  l a  d é q r a n u l a t i o n  m a s t o c y t a i r e .  C e t t e  i n h i b i t i o n  e s t  

f o n c t i o n  d e  l a  d o s e  p u i s q u ' o n  o b t i e n t  54 % a v e c  10 p l  e t  7 0  % 

a v e c  2 0 ~ 1 .  Avec 30  p l  l ' i n h i b i t i o n  e s t  d e  49 % m a i s  une l i b é r a -  

t i o n  s p o n t a n é e  d e  s é r o t o n i n e  commence à a p p a r a î t r e  à c e t t e  d o s e ,  

ce q u i  p e u t  e x p l i q u e r  l a  p l u s  f a i b l e  i n h i b i t i o n  o b t e n u e  a v e c  ce t t e  

c o n c e n t r a t i o n .  Aux p l u s  f o r t e s  c o n c e n t r a t i o n s  ( 4 0  e t  50 pl), l a  

l i b é r a t i o n  s p o n t a n é e  d e  s é r o t o n i n e  augmente d e  f a ç o n  c o n s i d é r a b l e .  

E l l e  e s t  p r e s q u e  t o t a l e  a v e c  50 p l  d e  d i a l y s a t  (87  % )  , ce q u i  

c o r r e s p o n d  non p a s  à un p r o c e s s u s  a c t i f  m a i s  t r è s  c e r t a i n e m e n t  à 

une  c y t o t o x i c i t é  d u  d i a l y s a t  à ces c o n c e n t r a t i o n s .  La f r a c t i o n  non 

d i a l y s a b l e  n e  p r é s e n t e  p a s  d ' a c t i o n  i n h i b i t r i c e .  

Il é t a i t  i n t é r e s s a n t  d e  v o i r  s i  cet te  s u b s t a n c e  a l a  

p r o p r i é t é  d ' i n h i b e r  d e  f a ç o n  très g é n é r a l e  l e  p r o c e s s u s  d e  
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F I S U X E  8: I N H I B I T I O N  D E  LA DEGXANULATION ANAPHYLACTIQUE P A 3  D E S  

Qd 
5. 104 mastocytes marqués sont incubés 45 min. à 37Oi avec les 

fractions dialysable ( D )  et non dialysable (ND)  de l'incubat 

de vers adultes. 50 ~1 de szrum antiovalbumine ( S  a O A )  sont 

ajoutés et incubés 15 min. avant l'addition de 50 pl d'ovalbui~iine 
(DA) (1 mg/ml) 



1 % d e  sérotonine libérée 

F I G U R E  9:  I N H I B I T I O N  PAR UN E X T R A I T  P A R A S I T A I R E  D E  L A  D E G 2 A L W L A T I O N  

I N D U I T E  P A R  D E S  A G E N T S  C H I Y I Q U E S .  
blSS 
L ~ C L ~  

t i o n  d i a l y s a b l e  d e  l ' i n c u b a t  ~ u i s  avec  50 p l  d e  con- Inosé 48/30 

O 
5 . 1 0 ~  mas tocy t e s  marqués s o n t  i n c u b i s  1 h. à 37'~ a v e c  l a  f r a c -  

( 5  fig/ml) ou de  Polymyxine (50 rg /ml )  
- --- - -- 



d é g r a n u l a t i o n ,  ou s i  cet te  i n h i b i t i o n  es t  s p é c i f i q u e  d ' u n e  dégra -  

n u l a t i o n  i n d - u i t e  p a r  d e s  r é a c t i o n s  a n t i g è n e - a n t i c o r p s .  Pour  c e l a ,  

nous avons  m i s  e n  c o n t a c t  d e s  m a s t o c y t e s  marqués a v e c  l ' i n c u b a t ,  

p u i s  n o u s  avons  i n d u i t  une d é g r a n u l a t i o n  p a r  a c t i o n  d e  composé 

48/80 o u  d e  polyrnyxine B s u l f a t e .  

Les d o s e s  d e  ces composés u t i l i s é e s  pour  f a i r e  dégranu-  l 

l e r  l e s  m a s t o c y t e s  s o n t  d e s  d o s e s  i n f r a - o p t i m a l e s  d e  façon  à l i m i t e r  , 

l a  l y s e  c e l l u l a i r e  q u i  r é s u l t e  d ' u n e  d é g r a n u l a t i o n  e x p l o s i v e  

( f i g u r e  9 ) .  Avec l e  composé 48/80 ( 5  pg/ml) l e  p o u r c e n t a g e  d e  

l i b é r a t i o n  d e  s é r o t o n i n e  e s t  d e  17,l % .  La p r é i n c u b a t i o n  a v e c  10 pl 
d e  f r a c t i o n  d i a l y s a b l e  r é d u i t  c e  p o u r c e n t a g e  à 1 5 , l  % ; a v e c  20,u l  

on o b t i e n t  1 0 , 4  % .  L ' i n h i b i t i o n  o b t e n u e  a v e c  20 pl e s t  d e  3 9 % .  

Bien que  s t a t i s t i q u e m e n t  s i g n i f i c a t i v e , ( p < O , O 5 ) ,  e l l e  r e s t e  

c e p e n d a n t  l i m i t é e .  

Avec l a  polymyxine B s u l f a t e  ( 5 0  ug/ml) on  o b t i e n t  
l' 

29 ,8  % .  En p r é i n c u b a n t  a v e c  10 p l  d e  d i a l y s a t ,  on a  1 9 , 5  % ; avec  

20 1 1 3 , 5  %, ce q u i  c o r r e s p o n d  r e s p e c t i v e m e n t  à 35 e t  55 % d ' i n n i -  P 
b i t i o n .  On p e u t  donc i n h i b e r  p l u s  f a c i l e m e n t  une d é g r a n u l a t i o n  i n -  

d u i t e  p a r  d e  l a  polymyxine B que p a r  l e  composé 48/80. 

3. C a r a c t é r i s t i q u e s  du f a c t e u r  i n h i b i t e u r  

a )  T h e r m o s t a b i l i t é  

La f r a c t i o n  d i a l y s a b l e  d e  l ' i n c u b a t  d e  v e r s  a d u l t e s  e s t  

c h a u f f é  1 h e u r e  à 100°C p u i s  m i s e  e n  c o n t a c t  a v e c  les  m a s t o c y t e s  

marqués.  On compare l ' i n h i b i t i o n  d e  l a  d é g r a n u l a t i o n  a n a p h y l a c t i q u e  

o b t e n u e  a v e c  les  f r a c t i o n s  c h a u f f é e  e t  non c h a u f f é e .  On o b t i e n t  

a v e c  10 y1 d e  d i a l y s a t  r e s p e c t i v e m e n t  54 e t  5 6  % d ' i n h i b i t i o n .  Il 

s ' a g i t  donc d ' u n  composé t h e r m o s t a b l e  ( f i g u r e  10a) 





b )  Carac tère  i r r é v e r s i b l e  de l ' i n h i b i t i o n  pa r  lavage 

Nous avons recherché s i  l ' i n h i b i t i o n  de  l a  dégranu- 

l a t i o n  pouvai t  ê t r e  levée  pa r  lavage des c e l l u l e s  après  l e u r  

mise en c o n t a c t  avec l a  f r a c t i o n  i n h i b i t r i c e .  

Les c e l l u l e s  marquées son t  incubées 4 5  minutes avec 

10 p l  de d i a l y s a t  p u i s  lavées  t r o i s  f o i s  dans l e  mil ieu de cu l -  

t u r e .  On i n d u i t  une dégranula t ion  s o i t  p a r  a c t i o n  de Polyrnyxine B 

s u l f a t e  s o i t  par  a c t i o n  d 'un sérum antiovalbumine e t  d'ovalbumine. 

Avec l e  système anaphylact ique,  on o b t i e n t  30,3 % de 

l i b é r a t i o n  de sé ro ton ine .  Avec 10 p l  de d i a l y s a t ,  on o b t i e n t  

1 3 , 3  % s ' i l  n ' y  a  pas  d ' é t a p e  de lavages e t  19,5 % lorsque  l e s  

c e l l u l e s  s o n t  l avées  e n t r e  l ' i n c u b a t i o n  avec l e  d i a l y s a t  e t  l a  

s e n s i b i l i s a t i o n  pass ive  avec l e  sérum réaginique.  On ne peu t  

donc pas r e s t a u r e r  l a  réponse normale c a r  ces  lavages ( f i g u r e  IOb) 

Avec l a  polymyxin~ B s u l f a t e  (10 pg/ml), l a  dégranu- 

l a t i o n  e s t  de  23.9 % .  En pré incubant  avec l e  d i a l y s a t ,  on o b t i e n t  

s a n s  lavage 1 9 , 9  % ; avec l ' é t a p e  des lavages on o b t i e n t  2 2 , O  % 

pour l e  témoin e t  12,7 % avec l e  d i a l y s a t ,  ce q u i  correspond 2 

, 3 4  e t  4 2  % d ' i n h i b i t i o n .  On o b t i e n t  l e  même r é s u l t a t  que s r é c é -  

demment avec l a  r é a c t i o n  anaphylact ique.  I l  semble que l e  d i a l y -  

s a t  indu i se  un s i g n a l  i n h i b i t e u r  i r r é v e r s i b l e  même l o r s q u ' i l  e s t  

e n s u i t e  é l iminé  p a r  lavages  

c )  Non-cytotoxicité de c e t t e  substance 

L ' ac t ion  de l a  f r a c t i o n  d i a l y s a b l e  de l ' i n c u b a t  de v e r s  

a déjà é t é  é t u d i é e  vis-à-vis  de lymphocytes s t imulés  p a r  des  m i -  

togènes (DESSAINT e t  a l . ,  1977) .  Ce t t e  f r a c t i o n  s ' e s t  montrée 

i n h i b i t r i c e  de l a  p r o l i f é r a t i o n  lymphocytaire. Bien que l e s  tests 

de c y t o t o x i c i t é  r é a l i s é s  s u r  l e s  c u l t u r e s  de lymphocytes a i e n t  é t é  

n é g a t i f s ,  il é t a i t  n é c e s s a i r e  de v o i r  s i  c e t t e  f r a c t i o n  possède 

un c a r a c t è r e  de t o x i n e  c e l l u l a i r e ,  c ' e s t - à - d i r e  s i  e l l e  i n d u i t  

une c y t o t o x i c i t é  ou c y t o s t a t i c i t é  des c e l l u l e s  q u e l l e  que s o i t  

l a  l ignée  c h o i s i e .  
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5. 104 mas tocy t e s  marqu5s s o n t  incub5s  avec  10 1 d e  f r a c t i m  t= 
d i a l y s a b l e  lh. à 37OC.  P u i s  l e s  c e l l u l e s  s o n t  l a v g e s  dans  l e  

il L L ~ .  
m i l i e u  d e  c u l t u r e  e t  m i s e s  e n  c o n t a c t  avec  l e  sys tème  ana$~y-  0 
l a c t i q u e  a n t i o v a l b u m i n e  ou avec  l a  oolymyxine d a n s  les  cond i -  

t i o n s  précédemment d é c - r i t e s  (a) 



Nous avons  é t u d i é  deux l i g n é e s  d e  c e l l u l e s  en  c u l t u r e  1 
c o n t i n u e .  La p r e m i s r e  es t  l a  l i g n é e  Hela. C e  s o n t  d e s  c e l l u l e s  

t umora l e s  du  c o l  u t é r i n  n ' a y a n t  p a s  d e  compétence imrnunologique 

p a r t i c u l i è r e .  La seconde e s t  l a  l i g n é e  monocyta i re  humaine J111. 

Nous avons é t u d i é  l ' a c t i o n  du d i a l y s a t  s u r  d e s  lymphocytes s t i m u l é s  

p a r  d e s  mi togènes  a i n s i  que s u r  c e s  deux l i g n é e s  c e l l u l a i r e s .  

La c y t o t o x i c i t é  es t  mesurée p a r  t e s t  d ' e x c l u s i o n  a u  b l e u  t r y p a n  

accompagnée d ' u n e  numérat ion e n  hémocytomètre de  Thoma. L ' i n h i b i -  

t i o n  de  c r o i s s a n c e  e s t  éva luée  p a r  l a  mesure de  l ' i n c o r p o r a t i o n  

de  3 ~  Thymidine (Thy) . 

L e s  lymphocytes s p l é n i q u e s  de  s o u r i s  CBA s o n t  m i s  e n  

c u l t u r e  conformément à l a  t e chn ique  d é c r i t e  précédemment e n  p r é -  

s ence  de  10 p l  de  d i a l y s a t  e t  de  mi togènes  PHA ( d i l u t i o n  1/100) 

e t  Con A (1 p g )  . On mesure l ' i n c o r p o r a t i o n  de  3 ~  Thy au b o u t  de  

7 2  h e u r e s  d e  c u l t u r e .  La dose  de  10pl de  d i a l y s a t  s ' a v è r e  ex- 

trêmement e f f i c a c e  v i s - à - v i s  de  lymphocytes s t i m u l é s  p a r  des mi to -  

gènes .  L ' i n h i b i t i o n  es t  de  9 6  % c ' e s t - à - d i r e  que l a  s t i m u l a t i o n  

mi togsn ique  es t  t o t a l e m e n t  a b o l i e .  L ' i n c o r - o r a t i o n  de  b a s e  d e  l a  

thymidine  e n  p r é s e n c e  ou en absence  de  d i a l y s a t  e s t  l a  m ê m e ,  ce 

q u i  suggère  q u ' i l  ne  s ' a g i t  p a s  d ' u n e  a c t i o n  c y t o t o x i q u e  ( t a b l e a u  5 

Les  c e l l u l e s  H e l a  e t  l es  monocytes s o n t  m i s  en  c u l t u r e  

conformément à l a  t e c h n i q u e  d é c r i t e  précédemment. Le tes t  a u  b l e u  

Trypan permet  d ' é v a l u e r  l e  pourcen tage  de  c e l l u l e s  mor tes  l o r s q u e  

celles-ci ne s o n t  p a s  l y s é e s .  Un e f f e t  t o x i q u e  p o u r r a i t  e n t r a î n e r  

une l y s e  c e l l u l a i r e ,  c ' es t  pourquoi  il e s t  n é c e s s a i r e  d e  fa i re  

également  une numéra t ion  d e  façon  à c o n n a î t r e  l e  nombre d e  c e l l u l e s  

v i a b l e s .  Avec les  c e l l u l e s  Hela aucune d i f f é r e n c e  de comportement 

n ' e s t  obse rvée  e n t r e  les c e l l u l e s  témoin e t  les c e l l u l e s  c u l t i v é e s  

en  p r é sence  d e  d i a l y s a t .  Après 7 2  h e u r e s  d e  c u l t u r e  les  c e l l u l e s  

se s o n t  m u l t i p l i é e s  e t  forment  un t a p i s  c o n f l u e n t  ; l ' i n h i b i t i o n  

d e  c o n t a c t  l i m i t e  l a  p r o l i f é r a t i o n  c e l l u l a i r e  ce q u i  e x p l i q u e  l a  

p l u s  f a i b l e  i n c o r p o r a t i o n  de  thyrnidine en  f i n  d e  c u l t u r e  ( t a b l e a u  6 



Incorporation de "H Thy par les lymphocytes 

de souris 

% 
, Stimulation Témoin cpm 5 et Dialysat 1 0  y1 cpm *+ et 

Con A 1 rg 2 3 7 6 4 3  ? 8 6 3 2  

(I.T. "" = 15) 

2 4 8 9 6  ? 9 2 3 5  

(I.T. = 1,6 )  

- - - - 

PHA 1/100 2 0 6 2 2 4  2 5 8 2 3 1  

(I.T. = 13) 

2 2 4 6 9  2 3 6 5 6  

(I.T. = 1,4 )  

* Nombre de coups par minute (cpm) ? écart-type (et) 

%f I.T. : index de transformation 

Tableau 5 : Incorporation de thymidine par des 

lymphocytes stimulés en présence de 

dialysat . 



Temps Témoin D i a l y s a t  10 P l  

(cpm 5 e t )  

8 Numération 4 , l .  1 0 5  * I . O . ~ ~ O ~  3 , 0 . 1 0 5  ? 0 , 4 . 1 0  5 

3H Thy + + (cpm - e t )  1 7 8 4 7  - 1 6 7 5  1 9 6 2 9  f 9 7 7  

24  Numération 7 J . 1 0 5  2 0 , 4 . 1 0 5  5 , 6 . 1 0 5  f 0,5.10 5 

3H Thy 
+ (cpm - e t )  2 2 7 1 9  6 5 1  2 1 8 7 3  2 1 5 5 0  

72  H  Numération 2 1 , 6 .  lo5 2 3 , 8 . 1 0 5  2 2 , 0 . 1 0 5  f 3 , 0 , 1 0  5  

3~ Thy 
+ + 5 7 2 6  - 386  

+ (cpm - e t )  6 0 1 5  , 1 7 6 4  

(1) Numération e n  hémocytomètre d e  Thoma a p r è s  t es t  

d ' e x c l u s i o n  du b l e u  Trypan 

( 2 )  I n c o r p o r a t i o n  de 3~ Thy exprimée en coups p a r  minutes  
+ (cpm) - é c a r t - t y p e  ( e t ) .  

Tableau 6  : Action du d i a l y s a t  s u r  l a  v i a b i l i t é  e t  

l a  c r o i s s a n c e  d e  c e l l u l e s  Hela. 



Le même résultat a été obtenu avec la lignée mono- 

cytaire J111. La multiplication cellulaire est plus lente mais 

en 48 heures, on observe cependant une augmentation du nombre 

de cellules, cette augmentation étant identique avec et sans 

dialysat (tableau 7) . 

L'hypothèse d'une toxine cellulaire semble donc écartée. 

Aux doses couramment utilisées pour mettre en évidence des effets 

inhibiteurs, la fraction dialysable de l'incubat ne présente pas 

d'action toxique sur les cellules quelle que soit leur origine. 

B -. Inhibition de la dégranulation in vivo 

Le composé 48/80 et la polymyxine sont capables d'in- 

duire in vivo une réaction positive lorsqu'ils sont injectés par 

voie intradermique. La réaction est instantanée, c'est pourquoi 

1' injection intraveineuse de Bleu d'Evans doit être faite simul- 

tanément. La dilution limite donnant une réaction positive est 

déterminée pour chacun de ces composés sur une série de rats 

témoins. Pour le composé 48/80, il s'agit de 0,l pg/ml, pour la 

polymyxine de 10 pg/ml 

Le dialysat est injecté 10 minutes avant l'induction de 

la dégranulation à raison de 100 pl par injection,par voie intra- 

dermique. Simultanément, on injecte le Bleu d'Evans par voie 

intraveineuse et le 48/80 ou la polymyxine par voie intradermique. 

Les témoins positifs sont constitués par une première injection 

d'eau physiologique puis une seconde de 48/80 ou de polymyxine. 

On observe après injection du dialysat une nette diminution de 

l'intensité de la réaction que ce soit avec le composé 48/80 

ou avec la polymyxine. (Figure 11 et 12) 



Témoin D i a l y s a t  10 pl 

(1) Numération 2,6.105 I 0 ~ 2 . 1 0  5 2 ,3 . i o5  5 0 , 2 . 1 0  5 

24 H 
( 2 )  3~ Thy 

(cpm 5 e t )  + 5262 - 835 3693 2 255 

Numération 3 ,5 . i o5  2 0 ~ 2 . 1 0  5 3,8.105 i 0 ,3 .10  5 

48 
3~ Thy 

+ (cpm - e t )  17483 + - 1431 14736 + - 2211 

(1) Nombre d e  c e l l u l e s  é v a l u é  p a r  numérat ion dans  un 

hémocytomètre de  Thoma a p r è s  tes t  d ' e x c l u s i o n  au  b l e u  Trypan 

( 2 )  I n c o r p o r a t i o n  de  3~ Thymidine exprimée en coups  p a r  minute  

(cpm) f é c a r t - t y p e  ( e t ) .  

Tableau 7 : Act ion  du d i a l y s a t  s u r  l a  v i a b i l i t é  e t  

l a  c r o i s s a n c e  d e  monocytes humains (J111) 

en  c u l t u r e  c o n t i n u e .  



I 

PIOURB 12 : INHIBITIW DE PCA ILPDUITE PAR QE CCN!@DGB 48/80 



2. PCA induite par une réaction anaphylactique 
,-----,-,---L------------------- - ----- ,, 

a) Sérum antiovalbumine et ovalbumine 

Nous avons induit une réaction d'anaphylaxie cutanée 

passive en utilisant un sérum antiovalbumine de titre PCA 1 : 128. 

Les animaux sont sensibilisés par le sérum réaginique dilué au 

1 : 64. Après 48 heures de sensibilisation, le dialysat est in- 

jecté au même point, une injection d'eau physiologique consti- 

tuant le t6moin positif. L'ovalbumine est injectée par voie 

intraveineuse avec le bleu d'Evans. Une forte réaction positive 

est obtenue avec le sérum réaginique. Cette réaction est prati- 

quement totalement abolie si le dialysat a été injecté au préa- 

lable. (Figure 1 3 )  

b) Sérum de rat infecté et antigène hydrosoluble de 

S. mansoni 

Un deuxième système anaphylactique a été choisi : con- 

trairement aux expgriences in vitro, il est possible d'obtenir 

une réaction positive avec un sérum de rat infecté par S. mansoni - 
lorsqu'on utilise la technique de PCA. Le sérum de rat infecté 

est pris au 45ème jour de l'infection c'est-à-dire à la période 

la plus favorable pour l'obtention d'IgE spécifiques anti- 

S. mansoni. Le sérum (titre PCA 1 : 8) est injecté pur par voie 

intradermique 48 heures avant l'injection de dialysat. L'injection 

intraveineuse d'Ag hydrosoluble S. mansoni et de bleu d'Evans amènc 

une forte réaction positive pour le témoin. Celle-ci est totalemenl 

abolie avec le dialysat. On confirme les résultats obtenus avec 

les composés chimiques, l'inhibition étant même plus marquée 

dans le cas de la réaction anaphylactique-(Figure 14) 

C- Inhibition du système de cytotoxicité mastocvte- 

éosinophj le dépenda.nt 

Le mécanisme de cette réaction de cytotoxicité a été 

décrit par Capron et al. (1978). Les éosinophiles mis en contact 





avec des  s ch i s to somules  s e n s i b i l i s é s  p a r  d e s  Ac IgGa s o n t  capables  

d ' en robe r  e t  de  t u e r  ceux-ci .  La présence  de  mas tocy tes  o u  de  s u r -  

n a g e a n t ~  d e  mas tocy te s  dég ranu lé s  s ' a v è r e  i n d i s p e n s a b l e  pour  q u ' i l  

y  a i t  c y t o t o x + c i t é .  I l  es t  p robab le  que l e s  mastocytes  a c t i v é s  

p a r  des  complexes à IgE ou IgGa l i b è r e n t  d e s  p r o d u i t s  d ' a c t i v a t i o n  

d e s  é o s i n o p h i l e s .  Ceux-ci s o n t  a l o r s  capab le s  de  d é t r u i r e  l e s  

sch is tosomules .  I l  é t a i t  donc i n t é r e s s a n t  de  v o i r  s i  l a  f r a c t i o n  

d i a l y s a b l e  de  l ' i n c u b a t  de  v e r s  a d u l t e s  é t a i t  -capable en b loquan t  

les  mastocytes  d ' i n h i b e r  ce t te  r é a c t i o n  d e  c y t o t o x i c i t é .  

10 y 1  de  f r a c t i o n  d i a l y s a b l e  s o n t  déposés  au c o n t a c t  

d e s  sch is tosomules  s e n s i b i l i s é s  en  même temps que les  c e l l u l e s  

obtenues  a p r è s  adhérence de  deux heu res .  Le pourcentage d e  s c h i s -  

tosomules mor t s  a p r è s  4 8  h e u r e s  d e  c u l t u r e  est  dé te rminé .  La ?rS- 

sence de  l a  f r a c t i o n  d i a l y s a b l e  d e  l ' i n c u b a t  f a i t  tomber l e  pour- 

cen tage  de  c y t o t o x i c i t é  de  6 3  % à 17 %, s o i t  une i n h i b i t i o n  de  

74 %. La f r a c t i o n  d i a l y s a b l e  a g i t  t r è s  probablement au n i v e a u  

d e s  mastocytes  m a i s  il e s t  également p o s s i b l e  q u ' e l l e  a g i s s e  s u r  

les é o s i n o p h i l e s .  C ' e s t  pourquoi  une deuxième e x p é r i e n c e  a c o n s i s -  

t é  à incuber  p réa l ab l emen t  d e s  mas tocy tes  p u r i f i é s  avec l a  f r a c -  

t i o n  d i a l y s a b l e  p u i s  à a j o u t e r  c e s  mas tocy tes  à d e s  é o s i n o p h i l e s  

p u r i f i é s  e t  d e s  s ch i s to somules  s e n s i b i l i s é s .  Le pourcen tage  de  

c y t o t o x i c i t é  q u i  é t a i t  de  1 4  % tombe à 3 % l o r s q u e  l e s  mas tocy te s  

o n t  é t é  p ré incubés  avec l a  f r a c t i o n  d i a l y s a b l e .  On r e t r o u v e  l e  

même pourcentage d ' i n h i b i t i o n ,  b i e n  que l e  témoin p o s i t i f  s o i t  

beaucoup p l u s  f a i b l e .  Ceci  suggère  que l ' a c t i o n  d e  il f r a c t i o n  

d i a l y s a b l e  s e  s i t u e  au  n iveau  d e s  mas tocy tes .  (Tableau 8 )  

La f r a c t i o n  d i a l y s a b l e  d e  l ' i n c u b a t  de v e r s  a d u l t e s  

S. mansoni p r é s e n t e  v i s - à - v i s  de  l a  dég ranu la t ion  m a s t o c y t a i r e  

une a c t i o n  i n h i b i t r i c e .  Les expé r i ences  e f f e c t u é e s  i n  v i t r o  nous 

o n t  montré que c e t t e  f r a c t i o n  e s t  capable  d ' i n h i b e r  l a  dég ranu la -  

t i o n ,  q u ' e l l e  s o i t  i n d u i t e  p a r  un système anaphylac t ique  o u  p a r  

d e s  a g e n t s  chimiques .  L ' u t i l i s a t i o n  de  l a  méthode i s o t o p i q u e  de  

mesure de  l a  d é g r a n u l a t i o n  permet d ' a p p r é c i e r  t r è s  exactement  

l ' i n h i b i t i o n .  Lorsque l a  d é g r a n u l a t i o n  es t  i n d u i t e  pa r  l ' a c t i o n  



d ' u n  sérum ant iovalbumine e t  de  l ' a n t i g è n e  cor respondant ,  d e s  doses  

de 10 à 30 pl s o n t  r e sponsab le s  d ' u n e  i n h i b i t i o n  c r o i s s a n t e  de  l a  

l i b é r a t i o n  de  s é r o t o n i n e .  Avec de p l u s  f o r t e s  c o n c e n t r a t i  ons ,  un 

e f f e t  cy to tox ique  a p p a r a i t .  La l y s e  c e l l u l a i r e  ou t o u t  au  moins 

l ' a l t é r a t i o n  de  l a  mehbrane c e l l u l a i r e  e n t r a î n e  une l i b é r a t i o n  

spontanée de  s é r o t o n i n e .  C e t t e  mesure de  l a  l i b é r a t i o n  spontanée  

de  s é r o t o n i n e  c o n s t i t u e  a i n s i  un bon i n d i c a t e u r  de l a  c y t o t o x i c i t é  

é v e n t u e l l e  du d i a l y s a t .  I l  est  à n o t e r  que c e t t e  c y t o t o x i c i t é  aux 

f o r t e s  c o n c e n t r a t i o n s  n ' e s t  pas  su rp renan te  e t  correspond aux Ca- 

r a c t é r i s t i q u e s  d ' u n  grand nombre d e  subs t ances  b i o l o g i q u e s .  L e  

même e f f e t  i n h i b i t e u r  es t  observé l o r s q u e  l a  d é g r a n u l a t i o n  e s t  

i r i du i t e  p a r  l a  polymyxine B. Cet e f f e t  e s t  beaucoup p l u s  d i f f i c i l e  

à m e t t r e  en év idence  l o r s q u ' i l  s ' a g i t  du composé 48/80. C e c i  p e u t  

s ' e x p l i q u e r  p a r  l e  f a i t  que l a  d é g r a n u l a t i o n  i n d u i t e  p a r  l e  composé 

48/80 s e r a i t  l a  conséquence d 'un mécanisme d i f f é r e n t  de  c e l u i  de  

l ' a c t i v a t i o n  c l a s s i q u e .  P a r  exemple, l a  dépendance de  l a  dégranu- 

l a t i o n  v i s - à - v i s  du t a u x  d e  n u c l é o t i d e s  c y c l i q u e s  i n t r a c e l l u l a i r e s  

n ' a  pu être démontrée l o r s q u ' e l l e  es t  i n d u i t e  p a r  l e  composé 48/80 

(JOHNSON e t  a l . ,  1974) ( D I A M A N T ,  1 9 6 7 )  a l o r s  q u ' e l l e  a  é t é  c l a i -  

rement démontrée dans  l e  mécanisme g é n é r a l  d e  l a  d é g r a n u l a t i o n  

(KALINER e t  AUSTEN, 1974) .  La p o s s i b i l i t é  d ' i n h i b e r  une d é g r a n u l a t i o r  

i n d u i t e  p a r  un agen t  chimique t e l  que l a  polyrnyxine B suggère  q u e  

le d i a l y s a t  a g i t  p a r  i n h i b i t i o n  d ' u n  s i g n a l  d ' a c t i v a t i o n  i n t r a c e l l u -  

l a i re  p l u t ô t  que p a r  d e s  phénomènes de  compét i t ion  au n iveau  d e s  

r é c e p t e u r s  pour 1 ' I g E .  

Les c a r a c t é r i s t i q u e s  de l a  subs t ance  i n h i b i t r i c e  s o n t  les 

mêmes que c e l l e  du f a c t e u r  i n h i b i t e u r  de  l a  p r o l i f é r a t i o n  lymphocy- 

t a i r e ,  c ' e s t - à - d i r e  t he rmos tab l e  (1 h  - 1 0 0 ' ~ )  e t  de  f a i b l e  p o i d s  

mo lécu la i r e  (< 10 000) . Par  c o n t r e ,  1 ' i n h i b i t i o n  es t  i r r é v e r s i b l e  

p a r  l avage  d e s  c e l l u l e s ,  con t r a i r emen t  à c e  q u i  a é t é  observé  avec  

les  lymphocytes. C e  r é s u l t a t  suggère  que l e  d i a l y s a t  i n d u i t  au n ivea i  

de  l a  c e l l u l e  un s i g n a l  i n t r a c e l l u l a i r e  q u i  empêche l ' a c t i v a t i o n  u l -  

t é r i e u r e ,  p a r  exemple e n  b loquan t  une é t a p e  du métabblisme n é c e s s a i r e  

a u  p roces sus  d e  l a  d é g r a n u l a t i o n .  On ne p e u t  t o u t e f o i s  e x c l u r e  pour  

e x p l i q u e r  ce phénomène i r r é v e r s i b l e  l a  p o s s i b i l i t é  d ' une  l i a i s o n  

de  f o r t e  a f f i n i t é  e n t r e  l e  mastocyte  e t  l e  f a c t e u r  i n h i b i t e u r .  Les 



c a r a c t é r i s t i q u e s  énumérées  précédemment s o n t  b i e n  i n s u f f i s a n t e s  

pour a f f i r m e r  q u ' i l  s ' a g i t  du  même f a c t e u r  a g i s s a n t  s u r  les 2 

t y p e s  c e l l u l a i r e s  lymphocytes  e t  m a s t o c y t e s .  Cependant ,  il é t a i t  

i n t é r e s s a n t  d e  v o i r  s i  l a  f r a c t i o n  d i a l y s a b l e  de  l ' i n c u b a t  p o s s è d e  

une a c t i o n  g é n é r a l e  s u r  l e  développement  e t  l a  v i a b i l i t é  d e  c e l l u -  

les q u e l l e  que s o i t  l e u r  o r i g i n e .  L e s  tes ts  e f f e c t u é s  s u r  d e s  

c e l l u l e s  Hela  e t  les monocytes humains e n  c u l t u r e  c o n t i n u e  nous  o n t  

montré q u e  l e  d i a l y s a t  n e  p r é s e n t e  aucune a c t i v i t é  c y t o t o x i q u e  ou  

c y t o s t a t i q u e  s u r  ces c e l l u l e s ,  aux d o s e s  u t i l i s é e s  pour m e t t r e  e n  

é v i d e n c e  un e f f e t  i n h i b i t e u r  s u r  les  lymphocytes ou l e s  m a s t o c y t e s .  

Le d i a l y s a t  d a n s  les c o n d i t i o n s  u t i l i s é e s  n ' e s t  p a s  une t o x i n e  

c e l l u l a i r e  m a i s  p o s s è d e  une a c t i o n  s p é c i f i q u e  v i s - à - v i s  d e  c e r t a i n s  

t y p e s  c e l l u l a i r e s  d o n t  les lymphocytes  e t  l es  m a s t o c y t e s .  

L ' u t i l i s a t i o n  d e  l a  t e c h n i q u e  de  PCA nous  a  p e r m i s  d e  

c o n f i r m e r  i n  v i v o  l e  r ô l e  i n h i b i t e u r  joué p a r  l e  d i a l y s a t .  L e s  

composés ch imiques  48/80 e t  polymyxine B p r é s e n t e n t  l ' a v a n t a g e  

d ' i n d u i r e  une r S a c t i o n  p o s i t i v e  immédiate  s a n s  p é r i o d e  d e  s e n s i -  

b i l i s a t i o n ,  ce q u i  a f a c i l i t é  les  e x p é r i e n c e s  dans  un p r e m i e r  t e ~ n p s  

Le même nombre d ' i n j e c t i o n s  est  e f f e c t u é  p o u r  chaque p o i n t  ( e a u  

p h y s i o l o g i q u e  ou d i a l y s a t ) ,  ce q u i  permet  d ' é l i m i n e r  l ' h y p o t h è s e  

d ' u n e  i n h i b i t i o n  due  a u  t r aumat i sme  d e  l ' i n j e c t i o n  i n t r a d e r m i q u e .  

Le d i a l y s a t  s e u l  n ' i n d u i t  p a s  d e  r é a c t i o n  p o s i t i v e .  S i  l ' a c t i o n  

du d i a l y s a t  c o n s i s t a i t  e n  une l é s i o n  t i s s u l a i r e  au  p o i n t  d ' i n j e c t i o  

il est p r o b a b l e  q u ' i l  e n  r é s u l t e r a i t  une  l y s e  d e s  m a s t o c y t e s  a v e c  

l i b é r a t i o n  d e  m é d i a t e u r s  e t  v a s o d i l a t a t i o n  donc  une r é a c t i o n  

p o s i t i v e  a v e c  l e  d i a l y s a t  s e u l .  L ' absence  d e  r é a c t i o n  a v e c  l e  

d i a l y s a t  permet  d e  d i r e  q u ' i l  ne  s ' a g i t p a s  d ' u n e  s imple  r é a c t i o n  

c y t o t o x i q u e .  La p r é s e n c e  d u  d i a l y s a t  e n t r a î n e  une f o r t e  a t t é n u a t i o n  

d e  l a  r é a c t i o n  provoquée  p a r  le  48/80 ou l a  polymyxine.  Une i n h i -  

b i t i o n  p r e s q u e  t o t a l e  e s t  o b s e r v é e  d a n s  l e  sys tème a n a p h y l a c t i q u e  

q u ' i l  s ' a g i s s e  d ' u n  sérum a n t i o v a l b u m i n e  ou d ' u n  sérum d e  r a t  

i n f e c t é  p a r  S. mansoni .  Le f a i t  que l e  d i a l y s a t  s o i t  i n j e c t é  a p r è s  



1 ' é t ape  de s e n s i b i l i s a t i o n  con£ irme 1 ' hypothèse é laborée  ap rès  l e s  

expériences i n  v i t r o  : l e  d i a l ÿ s a t  n ' e n t r e  pas en compétit ion avec 

l e s  IgE pour l a  f i x a t i o n  au niveau du récep teur  mastocyta i re  mais 

a g i t  probablement au cours  d e s  é t a p e s  u l t é r i e u r e s  en bloquant  un 

s t a d e  de l ' a c t i v a t i o n  c e l l u l a i r e .  

Le système de c y t o t o x i c i t é  d é c r i t  pa r  CAPRON e t  a l .  (1978 

e s t  un mécanisme e f f e c t e u r  f a i s a n t  i n t e r v e n i r  deux types c e l l u l a i r e s  

l e  mastocyte e t  l ' é o s i n o p h i l e .  Le d i a l y s a t  e s t  capable d ' i n h i b e r  

c e t t e  r é a c t i o n  de c y t o t o x i c i t é ,  e t  l e s  r é s u l t a t s  p r é l i m i n a i r e s  mon- 

t r e n t  que l e  d i a l y s a t  a g i t  seulement au niveau des  mastocytes e t  ne 

p résen te  pas  d ' a c t i o n  d i r e c t e  au niveau des  éos inoph i l e s  ou des  

schis tosomules .  Bien que l ' e f f i c a c i t é  de ce  mécanisme i n  vivo ne 

s o i t  pas é t a b l i e ,  l e  r ô l e  des  éos inoph i l e s  en coopérat ion avec l e s  

mastocytes a  é t é  montré dans p l u s i e u r s  modèles p a r a s i t a i r e s  

(ANSARI e t  WILLIAMS,  1976) (WEBER e t  R U B I N ,  1958).  On pense que des  

f a c t e u r s  s o l u b l e s  lymphocytaires o n t  l a  p r o p r i é t é  de s t i m u l e r  l a  

d i f f é r e n c i a t i o n  de c e l l u l e s  souches en éos inoph i l e s  (COLLEY, 1973) .  

D 'aut re  p a r t ,  l ' a c t i v a t i o n  des  mastocytes  par  l e s  a n t i c o r p s  ana- 

phylac t iques  e t  l e s  a l l e r g è n e s  p a r a s i t a i r e s  condui t  à l a  l i b é r a t i o n  

de p l u s i e u r s  f a c t e u r s  chernotactiques pour l e s  éos inoph i l e s  ce q u i  

permet l a  l o c a l i s a t i o n  de c e s  c e l l u l e s  au vois inage  de l a  c i b l e .  

L ' éos inoph i l e  s e r a i t  a l o r s  capable de  d é t r u i r e  l e  p a r a s i t e  s o i t  par  

a c t i o n  de  phospholipase B (OTTOLENGHI, 1970) ou p a r  production de 

superoxyde (TAUBER e t  a l . ,  1976) .  Ce mécanisme proposé p a r  GOETZL 

e t  AUSTEN (1977) n ' e s t  encore qu 'hypothét ique mais tous c e s  argu- 

ments f o n t  penser  que l a  r é a c t i o n  de c y t o t o x i c i t é  d é c r i t e  p a r  

CAPRON e t  a l .  dans l e  modèle S. mansoni e s t  un mécanisme e f f e c t e u r  

e f f i c a c e  i n  v ivo .  La p o s s i b i l i t é  pour l e  d i a l y s a t  d ' i n h i b e r  c e t t e  

r é a c t i o n  s ' a v è r e  donc d'une grande importance. 

Bien des  p o i n t s  observés r e s t e n t  à é c l a i r c i r  a u  s u j e t  de 

c e t t e  subs tance .  Tout d 'abord ,  l e  mécanisme d ' a c t i o n  r e s t e  t o u t  à 

f a i t  inconnu. L e  f a i t  que c e  f a c t e u r  p a r a s i t a i r e  pu i s se  i n h i b e r  l a  

dégranu la t ion ,  q u ' e l l e  s o i t  i n d u i t e  p a r  un système anaphylact ique 



S c h i s t o s o m u l e s  s e n s i b i l i s é s  % c y t o t o x i c i t é  % i n h i b i t i o n  

p a r  SRI (1) 

C e l l u l e s  s u r n a g e a n t e s  2h. 63,6 * 9 , 9  

( E o s i n o p h i l e s  + M a s t o c y t e s )  

C e l l u l e s  s u r n a g e a n t e s  

+ 10 p l  d e  d i a l y s a t  

E o s i n o p h i l e s  p u r i f i é s  + 1 3 , 9  f 5 , l  

20% M a s t o c y t e s  

Eos inoph i l . e s  p u r i f i é s  + 
20 % N a s t o c y t e s  + 
10 p l  d e  d i a l y s a t  

(1) SRI: serum d e  r a t  i n f e c t é  J 35 ( c h a u f f é  5 6 ' ~ )  

( 2 )  R é s u l t a t  s t a t i s t i q u e m e n t  non s i g n i f i c a t i f  e n  r a i s o n  du f a b l e  

e f f e c t i f .  

T a b l e a u  8: I n h i b i t i o n  d e  l a  r é a c t i o n  d e  c y t o t o x i c i t é  m a s t o c y t e -  

L u b a t .  é o s i n o p h i l e  d é p e n d a n t e  p a r  l a  f r a c t i o n  d i a l y s a b l e  d e  l ' i n -  



ou p a r  d e s  a g e n t s  chimiques,  suggère  une i n t e r v e n t i o n  a u  n i -  

veau du métabolisme c e l l u l a i r e  dans  l ' u n e  des  é t a p e s  de  l ' a c -  

t i v a t i o n  condu i san t  à l a  d é g r a n u l a t i o n .  O n  p o u r r a i t  pense r  que 

l ' a c t i o n  du d i a l y s a t  s e  s i t u e  non p a s  au rLiveau d u  mastocyte ,  

m a i s  a g i t  p a r  d e s t r u c t i o n  d e s  méd ia t eu r s  l i b é r é s .  L ' u t i l i s a t i o n  

de l a  mesure de  l a  s é r o t o n i n e  t r i t i é e  l i b é r é e  é c a r t e  c e t t e  hy- 

po thèse  car l a  r a d i o a c t i v i t é  es t  d e  t o u t e  façon mesurée même s i  

l a  s é r o t o n i n e  l i b é r é e  a  é t é  u l t é r i e u r e m e n t  dégradée.  

La p u r i f i c a t i o n  d e  c e t t e  subs t ance  a p p o r t e r a i t  des  

renseignements  impor t an t s  s u r  s a  n a t u r e ,  son mécanisme d ' a c t i o n  

e t  son i d e n t i f i c a t i o n  i n  v i v o .  D ' a u t r e  p a r t ,  e l l e  p e r m e t t r a i t  

de d é t e r m i n e r  s i  c e t t e  subs t ance  p r é s e n t e  un i n t é r ê t  pharmaco- 

l og ique  dans  l e  t r a i t e m e n t  d e s  phénomènes a l l e r g i q u e s .  L e  p o i n t  

l e  p l u s  impor t an t  e s t  évidemment de  dé te rminer  s i  ce f a c t e u r  

possède un r ô l e  e f f e c t i f  a u  c o u r s  d e  l ' i n f e c t i o n .  A c e t  é g a r d ,  

l ' i n f e c t i o n  p a r  Taenia  t a e n i a e f o r m i s  p r é s e n t e  d e  grandes  s i m i -  .- 

l i t u d e s  avec  l ' i n f e c t i o n  p a r  S. mansoni. L E I D  ( 1 9 7 7 )  d a n s  une 

revue g é n é r a l e ,  d é c r i t  l ' i m p o r t a n c e  d e s  deux c l a s s e s  d ' a n t i c o r p s  

anaphy lac t iques  IgE e t  IgGa au  c o u r s  de  l ' i n f e c t i o n .  I l  senible 

que les mas tocy te s  s o i e n t  a c t i v é s  dans  l a  première  phase p a r  

1' IgGa e t  dans  une seconde phase  p a r  1 ' IgE .  Ceci  concorde avec 

l e  modèle S. mansoni où l ' o n  pense que le  mécanisme IgGa- 

é o s i n o p h i l e  e s t  e f f e c t i f  au  cou r s  d e  l a  première  pé r iode  de  

l ' i n f e c t i o n  a l o r s  que l e  système IgE-macrophage l ' e s t  a u  cou r s  

de  l a  seconde pé r iode .  LEID a cependant  c o n s t a t é  que b i e n  que 

les c o n d i t i o n s  d ' a c t i v a t i o n  s o i e n t  r empl i e s ,  il e x i s t e  d e s  p é r i o  

de  l ' i n f e c t i o n  où l ' o n  observe  une n e t t e  d iminu t ion  de l a  p o s s i -  

b i l i t é  d ' a c t i v e r  les mas tocy tes .  On  p e u t  évidemment p e n s e r  que 

les  r é c e p t e u r s  m a s t o c y t a i r e s  de  ces animaux s o n t  s a t u r é s  p a r  les 

IgE p r o d u i t e s  de  façon massive  au  cou r s  d e  l ' i n f e c t i o n  m a i s  il e 

é t r a n g e ,  compte-tenu de  l a  p e r s i s t a n c e  d e s  IgE à l a  s u r f a c e  d e s  

mas tocy te s ,  que cette i n h i b i t i o n  s o i t  s p é c i f i q u e  de  c e r t a i n e s  

p é r i o d e s  e t  s o i t  r é v e r s i b l e  au  c o u r s  du temps. TURNER e t  a l .  ( 1 9  

o n t  e x p l o r é  cette hypothèse .  Leurs  r é s u l t a t s  montrent  que  l e  phé 

nomène d e  compé t i t i on  d e s  d i f f é r e n t e s  IgE v i s - à -v i s  du mas tocy te  

n 'es t  p a s  responsable l  d ' une  d iminu t ion  de  l a  r é a c t i v i t é  mastocyt  

des 

ç t  

78)  
- 

a i r  

- 



L'hypothèse  d ' u n  c o n t r ô l e  e x e r c é  p a r  l e  p a r a s i t e  d i r e c t e m e n t  a u  

n iveau  d e  l a  d é g r a n u l a t i o n  semble donc t o u t  à f a i t  p l a u s i b l e  e t  

p o u r r a i t  e x p l i q u e r  cet te f a i b l e  a c t i v a t i o n  à c e r t a i n e s  p é r i o d e s  

d e  l ' i n f e c t i o n .  On p e u t  imaginer  que chez l e  r a t  l e  r e j e t  d e s  v e r s  

i n d u i t  p a r  l e  mécanisme d e  c y t o t o x i c i t é  à é o s i n o p h i l e  e n t r a î n e  

l a  l i b é r a t i o n  de  nombreuses m o l ~ c u l e s  d ' o r i g i n e  p a r a s i t a i r e  d o n t  

e n  p a r t i c u l i e r  le  f a c t e u r  i n h i b i t e u r  de  l a  d é g r a n u l a t i o n .  C e l u i - c i  

e n  b loquan t  l a  d é g r a n u l a t i o n  permet l e  ma in t i en  d ' u n e  f a i b l e  

p a r t i e  de  l a  p o p u l a t i o n  p a r a s i t a i r e .  

I l  a p p a r a î t  donc u r g e n t  de  con f i rmer  d ' u n e  p a r t  dans  

l e  modèle S .  mansoni l ' e x i s t e n c e  d ' u n e  i n h i b i t i o n  d e  l a  dégranu-  

l a t i o n  au c o u r s  d e  l ' i n f e c t i o n  e t  d e  dé t e rmine r  à q u e l l e  p é r i o d e  

e l l e  se s i t u e  ; d ' a u t r e  p a r t  de  v o i r  s i  ce t t e  i n h i b i t i o n  p e u t  ê t re  

imputée p a r t i e l l e m e n t  ou t o t a l e m e n t  à l a  p r o d u c t i o n  p a r  l e  pa ra -  

s i t e  d ' un  f a c t e u r  c a p a b l e  d ' i n h i b e r  ou d e  l i m i t e r  l a  d é g r a n u l a t i o n ,  





CONCLUSION 

Le but de notre travail était de voir si, compte- 

tenu de la présence de grandes quantités d'anticorps anaphy- 

lactiques, la faible amplitude des phénomènes allergiques Obser- 

vée au cours des helminthiases et la limitation de l'efficacité 

des mécanismes de cytotoxicité ne peuvent pas s'expliquer par 

une modulation de la dégranulation au cours de l'infection. La 

production par le parasite de facteurs interférant avec la ré- 

ponse immune de l'hôte s'avère maintenant être un mécanisme 

général expliquant la survie possible du parasite chez un hôte 

immunologiquement compétent. Par consSquent, la production par le 

parasi te de substance (s) capable (s) d' interférer avec la dSgranu- 

lation mastocytaire était à envisager pour expliquer le dysfonc- 

tionnement de l'activation mastocytaire. Nous nous proposions donc 

d'étudier la dégranulation de mastocytes in vitro et in vivo en 

présence d'un extrait parasitaire. 

L'étude in vitro a été réalisée grâce à une méthode 

de mesure de la dégranulation que nous avons tout d'abord adap- 

tée à nos exigences. Cette méthode consistant à mesurer la libé- 

ration de sérotonine tritiée préalablement incorporée dans les 

mastocytes s'est avérée extrêmement facile à manier, rapide et 

précise par comparaison aux méthodes couramment utilisées in 
vitro. Sa précision nous a permis d'une part d'utiliser un 

système de sensibilisation passive avec lequel la dégranu- 

lation est faible donc difficile à mesurer, d'autre part d'éva- 

luer des effets inhibiteurs de faible amplitude. 

L'extrait parasitaire constitué par l'incubation de 

vers adultes dans un milieu hypotonique présente une action inhi- 

bitrice sur la.dégranulation in vitro induite par composé chi- 

mique ou par système anaphylactique. L'activité inhibitrice est 

contenue dans la fraction dialysable donc de faible poids molé- 

culaire, thermostable et subsiste après lavage des cellules. La 

même inhibition est observée in vivo en technique de PCA dans un 



système anaphylactique ovalbumine ou S. mansoni. Le parasite est 

donc capable d'interférer avec la dégranulation mastocytaire. Le 

fait que l'incubat soit également capable d'inhiber le mécanisme 

de cytotoxicité à éosinophile souligne l'importance que pourrait 

jouer cette substance dans la régulation des mécanismes effecteurs. 

L'isolement et la purification du facteur inhibiteur 

permettrait d'étudier plus facilement son mécanisme d'action dont 

on peut simplement dire qu'il ne s'agit pas d'un phénomène de com- 

pétition vis-à-vis des IgE mais plutôt d'un bloquage de l'activatioi 

cellulaire. Cela permettrait également de déterminer plus facilemeni 

si ce mécanisme d'inhibition est réellement efficace in vivo tout 

au moins à une période précise de l'infection. 

L'existence de cette inhibition de la dégranulation 

constitue un résultat de plus dans la compréhension des relations 

hôte-parasite et en particulier pourrait être un mécanisme suppl5- 

mentaire de survie du parasite chez son hôte. 
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