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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 utilis@& pour cela deux techniques, 1'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 a notre &tude car peu précises et reproductibles. Nous
avons donc tout d'abord mis au point une méthode de mesure de
la dégranulation consistant 3j évaluer la libération de sérotoni-
ne tritiée par les mastocytes préalablement marqués. Le pour4
centage de sérotonine tritiée libérée est en corrélation étroi-
te avec le pourcentage de mastocytes dégranulés. Nous avons
€tudié les conditions optimales pour obtenir le maximum de 1ibé-~
ration aprés activation soit var des agents chimiques, soit
rar une réaction anaphylactique. Cette méthode s'est avérée trés
précise; rapide et facile 3 manier. Elle nous a permis d'étudier
1'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 anaphylactique. Cette
activité se retrouve dans la fraction thermostable. L'inhioi-
tion est irréversible par lavage des cellules. Avec de fortes
coOncentrations, cette fraction est cytotoxique, mais aux doses
utilisées pour mettre en évidence l'effet inhibiteur, aucune
action ni cytotoxique, ni cytostatiqug vis-a-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 méme effet inhibiteur est
observé. L'efficacité de ce facteur au cours de l'infection
reste 4 démontrer., mais il pourrait &tre une des exvlications
d'un certain dysfonctionnement de 1l'activité des mastocytes

observé a certaines périodes de 1l'infection.
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INTRODUCTION




INTRODUCTION

Le parasite et 1'hdte réalisent une association biolo-

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

nologique, la longue survie des parasites chez leurs hdtes re=

présente un paradoxe inexpliqué, car l'organisme tolére la
présence d'une quantité d'antigéne considérable. Pourtant
1'hdéte réagit 3 1l'invasion parasitaire en développant une
réponse immune composée de différents mécanismes effecteurs.
Ces mécanismes mettent en cause des anticorps humoraux, Jdes
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 phénoménes de défense mis en
oeuvre, le parasite se maintient dans l'organisme méme si
chez certains hbtes il est partiellement rejeté. Depuis peu
de temps, 1'étude des modalités de survie du parasite a sus-
cité un grand intérét et il s'avére que le parasite dispose
de plusieurs moyens lui permettant d'échapper & la réponse
de 1'hbéte. L'acquisition d'antigénes d'h6te et la variation
antigénique constituent pour le parasite deux mécanismes
possibles. Mais le parasite est &galement capable d'inter-
férer au niveau central de la réponse immune de 1l'h&te et

de modifier le comportement de cellules immunocompétentes.

Dans cette vaste perspvective de 1'étude des relations
hbte-parasite, nous nous sommes inté&ressés, dans le modéle

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

pouvant intervenir sur le mastocyte. En effet, le mastocyte
constitue un é&lément important de la réponse immune de 1'hé-
te. D'une part l'activation de cette cellule conduit 3 la
libération de granules mastocytaires contenant des amines
vasoactives et responsables de 1'hypersensibilité immédiate.
D'autre part le mastocyte intervient au niveau des mécanismes
effecteurs de 1'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
€osinophiles. L'activité cytotoxique des &osinophiles contre
des schistosomules sensibilisés par des anticorps IgGa est
considérablement amplifiée par la présence des mastocytes.
La transposition des phénoménes observés in vitro a
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 E&osino-
vhiles- mastocytes- IgGa n'apparait efficace que pendant
certaines périodesde 1'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 & une dégranulation massive des mastocytes au cours
de l'infection avec pour conséquence des symptbmes d'hyper-
sensibilité immédiate importants. Au contraire, la frégquen-
ce des manifestations allergiques est faible compte tenu

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

que les sujets parasités soient moins susceptibles aux phé-

noménes allergiques.

L'ensemble de ces &léments suggére une modulation des
vhénoménes d'activation mastocytaire au cours de 1l'infection.
Trois €léments peuvent expliquer cette limitation de la dé-
granulation: une quantité d'antigéne 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 premiére hypothése est peu proba-
ble car plusieurs auteurs ont montré la libération d'aller-
génes en quantité suffisante au cours de l'infection. L'effet
compétitif des IgE ou des complexes immuns bloquants est une

hypothése couramment admise mais pour plusieurs auteurs elle




ne constitue qu'une explication partielle, L'éventualité d'une
altération de la fonction mastocytaire n'est nlus hypothétique
depuis la mise en é&vidence 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 hypothése, 1l'effet d'un extrait para-

sitaire de S. mansoni sur la dégranulation mastocytaire a été

étudié in vitro et in vivo,

-

Le premier temps de notre travail a consisté 3 mettre
au point une méthode de mesure de la dégranulation in vitro
reproductible et standardisée. Puis nous avons recherché 1l'ef-
fet de substances d'origine parasitaire sur l'activation masto-

-

cytaire in vitro et in vivo. Avant de procéder 3 1l'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 héte-parasite.
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CHAPITRE 1 : LE MASTOCYTE ET SON ACTIVATION

I- Historigue

En I877, EHRLICH décrit la présence dans le tissu
conjonctif de cellules présentant des granulations importantes
et une coloration métachromatique. EHRLICH &tudie 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 régne 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 pé&ritonéale et dans le thymus (HARRIS,1900), (STAM-
MLER, 1921; RILEY, I959; BENDITT et LAGUNOFF, I963). Ces
cellules se présentent sous forme ovoide ou allongée (BENDITT,
I957; BLOOM, I960) avec un diamétre d'environ 12,6 pm. La cel-
lule est remplie de granules (environ 500 granules par cellule
chez le rat) (UVNAS, I964) limités par une membrane périgranu-

laire (GROSSBERG et GARCIA-AROCHA, I954).

JORPES et al. (I937) établissent que l'héparine se
colore métachromatigquement avec le bleu de toluidine comme le
mastocyte puis démontrent 1l'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.,
I947). Les é&tudes biochimiques ont montré 1l'existence en guan-
tités importantes d'héparine, d'histamine (RILEY, I953) et de
5-hydroxytryptamine, de méme que la présence d'un grand nombre
d'enzymes (BENDITT et al., I955). 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
aprés activation par différents stimuli. La libération d'amines
vasoactives est responsable des manifestations de 1'hyper-

sensibilité immé&diate.




II- Hypersensibilité immédiate

L'interaction d'un allergéne et d'anticorps cytotro-
pes fixés 8 la surface de mastocytes ou de polynucléaires ba-
sophiles entraine leur dégranulation et la libération d'amines
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. Aprés une premiére injection dite
sensibilisante d'antigéne et une période de latence variant
de 1 semaine & 1 mois, la seconde injection dite déclenchante
est suivie immédiatement d'un état de choc. La symptomatolo-
gie du choc anaphylactique dépvend de l'organe cible sur les-
quels vont agir les médiateurs libérés par les mastocytes.

Ces médiateurs entrainent principalement une augmentation de
la perméabilité capillaire et une contraction des muscles
lisses. Certains de ces organes, variables suivant les espéces
mais constants pour une espéce donnée, vont réagir de fagon
plus intense et entrainer 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 ré&ac-
tion dépendante de certains anticorps. Ces anticorps sont ap-
pelés anticorps anaphylactiques. Le processus par lequel 1'an-
ticorps anaphylactique et l'allergéne activent le mastocyte

est extrémement complexe.

A - Signal d'activation

C'est généralement 1l'interaction d'un anticorps ana-

phylactique et de 1'antigé&ne correspondant & la surface du masto-

cyte qui induit une dégranulation mais celle-ci peut également

8tre déclenchée par certaines substances pharmacologiques.




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 particuliérement étudié (MC INTOSH et PATON, 1949). Ce
composé a trés faible dose (1 Pg) produit une libération d'his-
tamine et des changements morphologiques comparables & ceux
produits var une réaction anaphylactique. L'octylamine (MOTA,
1959), la decylamine (HOGBERG et UVNAS, 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 1'adsorption sur celle-ci et l'inactivation de 1la
lecithine (KELLER, 1964a). Certains métabolites tels que 1'ATP
et 1'ADP ont &galement une action directe de dégranulation sur
les mastocytes (KELLER, 1964b). L'utilisation de Cat’ iono-
phore provoque une dégranulation, ce qui a permis de monter
1'importance du Ca*t dans ce processus (FOREMAN et al., 1973).

La phospholipase A et 1'# chymotrypsine activent
le mastocyte (HOGBERG et UVNAS, 1I957; KELLER, 1961). Le r&le
de ces deux enzymes dans le mécanisme de la dégranulation ana-
phylactique a été& avancé par ces auteurs mais n'a jamais pu

étre clairement démontré.

tigues

In vive, l'activation du mastocyte résulte de 1'in-
teraction d'un anticorps anaphylactique avec l'antigéne a la
surface de la cellule. Suivant les espéces, différentes sous-
classes d'immunoglobulines G ont cette propriété, mais ce sont
surtout les anticorps de classe IgE retrouvés chez de nombreu-
ses espéces qui ont &té étudiés et qui apparaissent les plus

efficaces.




a) IgE

La mise en é&vidence 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 un 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 phénoménes d'aller-
gie furent appelés anticorps réaginiques. Ils ont pour pro-
priétés:

% thermolabilité: 1'activité anaphylactique est détruite par
chauffage 3 56°C -
* sensibilité au 2.mercaptoéthanol

-

% inaptitude & fixer le complément.

Ces anticorps sont dits "homocytotropes" car ils ne
sensibilisent pas la peau d'autres espéces. Le faible taux sé-
rique de ces réagines explique la difficulté de leur identi-
fication. C'est seulement en 1966 qu'ISHIZAKA et al. isolent
et caractérisent ces réagines. Elees appartiennent & une classe
d'immunoglobulines différentes de celles déja identifiées
et furent appelées IgE (du nom de l'allergéne E vis-d<vis
duquel les anticorps réaginiques étaient dirigés). L'étude
de l'interaction de 1'IgE avec le mastocyte a pu &tre réalisée
grdce a la découverte de myelomes & IgE tout d'abord chez
l'homme (ISHIZAKA et al., 1970a) puis chez une souche de rat
(BAZIN et al., I974)

~ Fixation de 1'IgE:

% Structure de 1'IgE nécessaire a8 la fixation:

La réaction de PRAUSNITZ-KUSTNER est inhibé&e par
une IgE myelomateuse humaine et seul le fragment Fc présente
cette activité (STANWORTH et al., 1968). L'activité homo-
cytotropique est 1iée aux domaines constants C&3 et/ou CEg4
(BENNICH et al., 1976).




% Etude du récenteur IgE:

Cette spécificité étroite de la fixation de 1' IgE
sur le mastocyte fait appel & la présence au niveau de la mem-
brane cellulaire d'une structure complémentaire ou récepteur
(ISHIZAKA et al., I970a) (SULLIVAN et al., 1971).

Les premiéres 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 al.(1974a) a permis de poursuivre les
dtudes chez cet animal. Ce systéme orésente 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 1l'utilisation de ces cellules in
vitro pour 1'étude du récepteur mastocytaire (ECCLESTON et
al., 1973).

.Nombre: Les premiéres é&tudes menées parallélement sur
les basophiles humains et les cellules normales ou leucémi-
ques de rat ont permis d'apprécier le nombre de récepteurs

pPrésents a3 la surface des cellules.

Pour les basophiles humains, il varie de 40 a 100.
103 (ISHIZAKA et al., 1973), pour les basophiles de rat leucé-
mique de 600 3 1000.103 (KULCZYCKI et METZGER, 1974), et pour
les mastocytes péritonéaux de rat 300.103 (CONRAD et al., 1975).
Les basophiles humains ayant un diamétre 2 & 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 IgE-récep-

teur est réversible. Des basophiles normaux incubés préala-
blement avec de 1'IgE marquée puis avec de 1'IgE froide,libé&-
rent lentement de 1'IgE marquée dans le milieu.(ISHIZAKA et
al., 1973). La liaison entre 1'IgE et le récepteur mastocytaire
est dissociée 3 pH acide (ISHIZAKA et ISHIZAKA, 1974).




L'association de 1'IgE avec son récepteur varie de
fagon lin€aire avec la température. La fixation de 1'IgE est
indépendante de 1la présence d'ions Cat+ mais exige du Mgtt
(KULCZYCKI et METZGER, I1974). Elle est &galement inhibée par
des complexes immuns comportant de 1'IgGa mais ne l'est pas
par de 1'IgGa monomére dans le cas de cellules leucémiques
de rat (HALPER et METZGER, 1976). Ce dernier point est contes-
té par BACH et al.(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'éguilibre de la ré&action a é&té es-—
timée a 0,5 - 1,3.109 l.mole-1l dans le cas de basophiles hu-
mains (ISHIZAKA et al., 1973), 9.109 l.mole~l dans le cas
de cellules leucémiques (KULCZYCKI et METZGER, 1974), 1 - 1,5
102 1.mole-l pour les cellules péritondales de rat (CONRAD
et al., 1975). Dans les trois modéles é&tudiés, les valeurs
€levées de la constante d'&quilibre reflétent la forte affinité
de 1'IgE pour le récepteur mastocytaire et expliquent les fai-
bles quantités d'IgE nécessaires 3 la sensibilisation de la
cellule-cible de méme gque la persistance de cette immuno-

globuline au niveau des tissus.

. Distribution des récepteurs: La distribution des ré-

cepteurs pour 1'IgE a la surface du mastocyte peut &tre aopré-
ciée en incubant la cellule avec de 1'IqE radiomarquée ou
rendue fluorescente. L'incubation de mastocytes avec de 1'IgE
montre une distribution réguliére 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 i un pble de la cellule (phéno-

méne de "capping") (BECKER et al., 1973).La libération d'hista-
mine peut &tre obtenue avec de l'anti IgE mais seulement avec
des doses trés faibles qui n'induisent pas de "capping".(ISHI-
ZAKA, 1976).




Lors du "cappinga", dans le cas de basophiles humains,
les récepteurs libres migrent avec les récepteurs occupés
par 1'IgE, ce qui laisse supposer soit de fortes liaisons
entre les différents récepteurs, soit leur multivalence (ISHI-
ZAKA, 1976). Avec des cellules normales et tumorales de rat
et de souris, MENDOZA et METZGER (1976) montrent que le r&-
cepteur oour 1'IgE est monovalent et indévendant mais ils
n'excluent nas des interactions avec d'autres structures mem-
branaires. SCHLESSINGER et al. (1976) dans le méme modéle
ont &tudié vwar des techniques de fluorescence quantitative la
mobilité des complexes IgE- récepteurs. Seulement 50 3 80%
de ces complexes sont mobiles;ces auteurs concluent &gale-
ment que le récepteur IgE est monovalent. La mobilité est
abolie guand un antisérum anti IgE induit le "capping".
Par contre elle n'est pas modifiée dans les conditions de dé-
granulation, ce qui suggére une redistribution limitée et

beaucoup moins é&tendue gue pour le "capping".

. Nature du récepteur: Le traitement des mastocytes

par la neuraminidase inhibe la dégranulation médiée par 1'IQE
alors gque la phospholipase C est inactive (BACH et BRASHLER,
1973) ce qui suggére que ce récepteur est de nature glyco-
protéique.

L'isolement et la purification du récepteur ont per=
mis de préciser les propriétés physico-chimiques de ce
récepteur. La lyse du mastocyte par de l'eau distillée ne
détruit pas la capacité de fixation des IgE sur les frag-
ments cellulaires (BACH et BRASHLER, 1973). L'action d'un
détergeant, le Nonidet P40, permet d'obtenir des structures
capables de fixer 1'IgE.

A partir de ces préparations, un complexe IgE~ré-
cepteur a pu &tre isolé. Le récepteur pour 1'IgE est une gly-
coprotéine de 50000 comprenant des hexosamines et de l'aci-
de sialique, détruite complétement par la pronase et la pep-
sine, partiellement par la trypsine (CONRAD et al., 1976)
(KULCZYCKI et al., I1976).




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., I977) (CONRAD et al.,
1978).

~Induction de la dégranulation:

Le probléme posé est de savoir comment 1'inter-
action de 1'IgE avec le mastocyte et 1'antigéne déclenche
l'activation du mastocyte et la libération de médiateurs.
Une condition nécessaire pour obtenir ce signal est 1'in-
teraction de deux molécules d'IgE par un antigéne qui doit
donc étre au moins divalent. En effet les hapté&nes monova-
lents n'induisent pas d'activation (LEVINE et REDMOND, 15968)
(WECK et SCHNEIDER, 1972). L'anti IgE doit &tre nécessaire-
ment bivalent pour obtenir une réaction d'hypersensibilité
(ISHIZAKA et ISHIZAKA, 1969). La méme réaction peut avoir
lieu avec des F(ab')y antif mais jamais avec des F(ab') mo-
noméres. Cette théorie a encore été renforcée par les tra-
vaux de SIRAGANIAN et al. (1975) sur le r8le d'hapténes mo-
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-NH-

(CH2) g-NH-BPO, on observe une libération d'histamine. Si la
chaine carbonée est plus courte ou si 1l'hapténe est mono-
valent, la libération d'histamine est supprimée. Seuls les
hapténes au moins bivalents induisent une libération d'his-
tamine. La distance entre les deux groupements hapténiques
est un facteur trés important. Si 1'hapténe 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'hapténes; ceci montre que l'activation se produit par in-
teraction de deux IgE avec un antigéne bivalent. L'é&tude des
complexes immuns préformés a permis de montrer que seuls les
complexes formés en l&ger excé&s d'antig&ne possé&dent une acti-

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

cette activité, alors gue les complexes possédant deux anti-




corps ou plus ont une activité&; le signal serait donc le rappro-
chement de deux molécules d'anticorpvs par l'antigéne (ISHIZA-
KA et ISHIZAKA, 1968). L'utilisation d'IgE aggrégées de fagon
chimique par la benzidine diazotée a renforcé cette hypothése.
L'IgE aggrégée est capable d'induire une réaction anaphylac-
tique, de méme que des fragments Fc aggrégés (ISHIZAKA et al.,
1970b) . La quantité minimale d'anticorps IgE nécessaire pour
induire une dégranulation est insuffisante pour gque ces anti-
corps soient adjacents a la surface du mastocyte. Cependant
l'hypothése de 1l'interaction de deux IgE par l'antigéne reste
plausible. La membrane se trouve dans un état de "mosaique
fluide" (SINGER et NICﬁOLSON, 1972) . On peut donc imaginer que
la liaison d'une molécule 4'IgE avec l'antigéne soit suivie
d'une migration du récepteur; 1l'ensemble peut alors se combi-
ner a un autre comolexe IgE~récenteur et induire le signal

d'activation.

Les travaux trés récents 4'ISHIZAKA et al.(1977)
ont fait évoluer cette théorie. L'isolement des rééepteﬁrs
mastocytaires a permis d'obtenir des anticorps anti-récep -
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 suggére que le rapproche-
ment des deux récepteurs plutbét que l'interaction de deux IgE

induise l'activation du mastocyte.

b) Autres anticorps anaphylactiques

Bien que la majorité des réactions anaphylactigues

soit induite par des anticorps de classe IgE, il existe d'au-

tres classes d'anticorps anaphylactiques. Ce sont des anti-
corps de classe IgG, IgGa chez le rat (MORSE §§>§£., 1969},
IgGl chez la souris (NUSSENWEIG et al., 1964) et le cobaye

(BENACERAFF et al., 1963), IgG4 chez 1'homme (STANWORTH et

SMITH, 1973).

La dégranulation induite par le systéme IgGa chez
le rat a été &tudiée par BACH et al. (1971la,b). Ces anti-




corns présentent une affinité plus faible pour le mastocyte
que 1'IgE. Ils persistent beaucoup moins longtemps gue 1'IgE
au niveau des tissus. Il semble que le récepteur mastocytaire
soit le méme pour les deux types d'anticorps puisqu'il existe
une compétition entre des complexes & IgGa et 1'IgE (HALPER
et METZGER, 1976) ou 1'IgGa monomére et 1'IgE (BACH et al.,
1971) , mais aucune fixation directe de 1'IgGa sur ce récep-

teur n'a pu étre mise en évidence.

Chez la souris, les anticorps IgGj; présentent éga-
lement une »lus faible affinité gue 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 1'im-
portance de ces anticorps dans 1'anaphylaxie, et le rdle

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

3. Dégranulation induite par des anaphylatoxines
Le complément n'intervient pas dans l'activation

des mastocytes par 1'IgE mais il peuty participer indirecte-
ment. Les anaphylatoxines C3a et Cga sont des constituants
capables de provoquer une libération d'histamine 3 partir
des mastocytes (MULLER-EBERHARD, 1975). Ces anaphylatoxines
sont générées aprés activation du complément par la voie
classique ou alterne. In vitro, 1l'induction de la dégranu-
lation par les anaphylatoxines est dépendante de la présence
d'ions catt et de 1la température (PETERSSON et al., 1975).
L'importance de ce processus in vivo n'est pas é&tablie,
d'autant plus qu'il existe dans le sérum un inactivateur
des anaphylatoxines éxtré&mement puissant (BOKISH et MULLER-
EBERHARD, 1970).




Les neutrophiles aprés activation par des complexes
immuns et complément sont également capables de libérer des pro-
téines cationiques a activité anaphylactique (SEEGERS et Ja-
NOFF, 1966).

I1 est possible de sensibiliser passivement un
animal avec ces Ac provenant d'une espéce différente. Les mani-
festations anaphylactiques sont les mémes mais la nature des Ac
est différente. Ce sont, en général, des Ac inactifs chez l'es-
péce du donneur, par exemple IgG2 de souris actifs chez d'autres
espéces. Cette propriété a d'ailleurs &té exploitée pour la dé-
tection d'Ac anaphyvlactiques dans des sérums humains en utilisant

des cellules de rat (PERELMUTTER et LIAKOPOULOU, 1971)

B - Mécanisme de la dégranulation

Les mécanismes de transmission du signal 3 1'intérieur
de la cellule et la séquence d'événements qui conduit 3 la libéra-
tion des médiateurs sont encore mal connus. C'est un processus
dépendant de la présence de Ca’t et d'énergie (KELLER, 1964).

Pour certains, le flux de Ca’t 3 1'intérieur de la cellule serait

le premier événement d'activation du processus (FOREMAN et al., 1973)
D'autres pensent que des &vénements plus précoces interviennent.
HOGBERG et UVNAS (1957) observent une inhibition de 1la dégranulation
par inactivation des phospholipases qui pourraient ainsi &tre le
premier maillon de la chaine. Pour BECKER ET AUSTEN (196 4) ce se-
rait plutdt 1l'activation d'une sérine estérase. L'activation de 1la
proestérase en estérase se fait sous la dépendance du ca*tt. On a
également montré la dépendance du phénoméne vis-3-vis des nucléo-
tides cycliques. L'augmentation d4'AMPc provogque une inhibition de

la dégranulation alors que celle du GMPc favorise le phénoméne
(SULLIVAN'éi-al., 1975) . Cette modulation a pour conséquence

une aggrégation des microtubules. (KALINER, 1977).




KALINER et AUSTEN (1973) décrivent 5 étapes successives : l'ac-
tivation de la proestérase en estérase due au rapprochement des
récepteurs mastocytaires, une étape dépendante d'énergie, 1l'uti-

*+ jintracellulaire qui conduit & une modification du

lisation du Ca
taux des nucléotides intracellulaires ce qui permet 1l'aggrégation

des microtubules, et l'extrusion des granules cytoplasmiques.

C - Médiateurs libérés

Deux types de médiateurs sont 1libé&ré&s lors de 1'ac-
tivation. Les uns préexistent et sont stockés dans les granules,
les autres sont synthétisés lors de l'activation (médiateurs néo-

formés) .

——— - ———— — o T At e ——— - —

a) Histamine

C'est le médiateur le plus important chez les mam-
miféres, mais des différences trés marquées en quantité d'histamine
existent entre les espéces (FELDBERG, 1956 ; PATON, 1958). Elle
est stockée dans les granules (WEST, 1955). Chez le rat, on retrouve
environ 20 pg d'histamine par cellule (KELLER, 1962). L'histamine
est synthétisée a partir de l1l'histidine par action d'une décarboxy-
lase (SCHAYER, 1956) cytoplasmique et forme ensuite des complexes

avec l1l'héparine.

L'histamine a des actions vasodilatatrices, provoque
la contraction des muscles lisses. Elle a également des propriétés
chemotactiques pour les €osinophiles, mais ceci n'a pour l'instant

&té observé gue in vitro (TURNBULL et al., 1977).

b) Sérotonine

Elle a été identifiée chez le rat par BENDITT et al.
en 1955. La concentration en sé&rotonine ehez les mastocytes péri-

tonéaux de rat représente environ le 1/10e au 1/20e de celle de




l'histamine (BENDITT et al., 1956). Elle est localisée dans les
granules (BARNETT et al.} 1958) et 1ibérée avec l'histamine
(BHATTACHARYA et LEWIS, I956). On la retrouve également chez

la souris (FURTH et al., 1957). Elle est synthétisée dans le
cytoplasme & partir de 5-hydroxytryptophane-décarboxylase (HA-
GEN et LEE, 1958). Les mastdcytes des animaux d'autres espé@ces

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

c) ECF-A (Eosinophil chemotactic factor of anaphylaxis)

Ce facteur chemotactique pour les &osinophiles a été
décrit par KAY et AUSTEN (1971) chez le cobave et 1'homme. .
L'ECF-A est totalement préformé et stocké dans les cranules
(MASSERMAN 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,1975
un troisiéme peptide analogue de synthése a également cette pro-
priété chemotactique : Val-Gly-Asp-Glu.
L'ECF-A et 1l'histamine présentent des activités chemotactiques
in vitro quand incubés seuls mais présentent une action antagoniste
annulant la réaction lorsgqu'ils sont incubés simultanément
(TURNBULL et al., 1977). D'autre part, des éosinophiles mis en con-
tact avec de 1'ECF-A ne peuvent plus répondre 3 une deuxiéme stimu-
lation par 1'ECF-A, le méme phénoméne de\héactivatioﬁlse produisant
avec l'histamine. Par contre, la réaction croisée ne provogue pas
de désensibilisation (WASSERMAN et al., 1975). Ces faits suggérent
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 r6le dans l'activation des struc-
tures de liaison du C3 sur la membrane des éosinophiles mais
n'intervient pas sur les récepteurs IgG (ANWAR et KAY, 1977).
C'est la premiére démonstration d'un r8le direct de facteur chemo-

tactique au niveau de la membrane cellulaire.

Le recrutement des éosinophiles var ce facteur
chemotactique se traduit par une activation de ces cellules
avec une augmentation de la rnhagocytose. Les éosinophiles sont
en particulier capables d'ingérer des granules mastocytaires
(WELSH et GEER, 1959). Les &osinophiles activés lib&rent des
enzymes capables de dégrader certains médiateurs mastocytaires

et exercent ainsi une action de régulation de la dégranulation.
d) Neutrophil chemotactic factor ou NCF

Cette protéine de voids moléculaire supérieur a
160 .000 posséde une activité chemotactique vis-3a-vis des neutro-
philes (LEWIS et al., 1975). Ce facteur est 1ibéré par les cellu-
les de poumon de cobaye ou d'homme, (WASSERMAN et al., 1974) et
par les mastocytes péritonéaux de rat. Ce recrutement de neu-
trophiles par un médiateur mastocytaire souligne le rdle du mas-

tocyte dans les réactions inflammatoires.
e) Héparine

Elle se trouve associée aux amines avec qui elle
forme des complexes stabilisés par le zinc (KERP et STEINHAUSER,
1961) . On connait le rdle de 1l'héparine commerciale dans l'ac-
tivation du complément et la coagulation sanguine, mais le rdle

de 1'héparine libérée par les mastocytes reste encore inconnu.

2. Médiateurs néoformés

—— . . . — (ki St v s

Ce nom de "slow reacting substance of anaphylaxis"
est 1ié a la contraction prolongée du muscle lisse qu'elle provo-

que par opposition d 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 aprés activation immunologique immédia-
tement avant sa libération. Chez le rat, la libération de SRS-A
induite par les anticorps IgGa et l'antigéne n'est pas l1iée aux
mastocytes mais aux polynucléaires (MORSE et al,, 1968). Il y

a production de SRS-A par 1'IgGa, et 1'IgE chez le rat, IgG et
IgE chez le cobaye, IgE chez 1'homme. La SRS-A produite par ac-
tivation avec 1'IgE semble liée aux mastocytes (ORANGE SE,E&;'
1970) .

La mise en évidence de la production de SRS—<A par
le macrophage vient encore renforcer l'origine multiple de cette
substance aussi bien en ce qui concerne la cellule productrice
que 1l'immunoglobuline activatrice. La SRS—-A soluble dans 1'étha-
nol et stable en milieu basique posséde un poids moléculaire d'en-
viron 400 (ORANGE et al., 1973). Elle est caractérisée par la
présence d'un groupement sulfate ester sensible a 1'hydrolyse par

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

b) PAF

Il est libéré par des leucocytes sensibilisés avec
un antigéne spécifique ; le basophile sensibilisé par 1'IgE pro-
duit ce médiateur (SIRAGANIAN et OSLER, 1971) (BENVENISTE et al.,
1972). I1 n'a pu étre identifié dans les cellules non stimulées
(LEWIS et al., 1975), ce qui suggl@re sa synth@se aprés activation
immunologique. Ce composé de poids moléculaire 300-400 est de
structure lipidique. Il est sensible 3 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, MENCIA-HUERTA et al. (1978)
ont montré que le PAF serait également oroduit par les macrophages.
I1 semblerait donc que les deux médiateurs néoformés SRS-A et PAF
puissent avoir plusieurs origines dont vraisemblablement les

mastocytes.




D- Techniques de mesure de la dégranulation

Deux groupes de méthodes peuvent étre utilisées:
1'observation morphologique des cellules altérées ou le dosage

des médiateurs libérés.

L'observation microscopique des mastocytes aprés
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 gu'une information semiquantitative et n'est

valable que si la cellule est fortement altérée.

La gquantité de médiateurs 1libé&rés peut étre détermi-
née soit par mesure de la contraction de 1'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 radioimmu-
nologique de la sérotonine a également été mis au point (PESKAR
et SPECTOR, 1973). Ces méthodes donnent des résultats guantita-
tifs mais exigent du temps et de l'expérience. pe plus des inter-
férences avec d'autres substances biologiques sont toujours pos-

sibles.

L'utilisation de traceurs radiocactifs constitue
la dernieére possibilité. L'incorporation de sérotonine exogéne
au niveau des mastocytes a été décrite par ERANKO et JANSSON
(1967). L'utilisation de sérotonine marquée au tritium a permis
d MORRISON et al., (1974) de décrire une méthode de mesure de
la dégranulation. De méme YURT et al. (1977) utilisent 1'hépa-
rine 355 mais 1'héparine n'est pas a proprement parler un média-
teur de 1l'anaphylaxie. L'héparine est associée & 1'histamine dans
l1se granules mais la corrélation entre la quantité& d'héparine

libérée et l'importance de la dégranulation n'a pas encore é&té
établie. gp conclusion, la mesure de la quantité de sérotonine

libérée par les mastocytes semble &tre une méthode intéressante.

C'est celle que nous avons choisie de développer.




CHAPITRE 2
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CHAPITRE\QL;BOLE DU MASTOCYTE DANS LES RELATIONS HOTE-PARASITE

Les infections & helminthes sont caractérisées par
une production d'IgE massive (JARRETT et BAZIN, 1974). Ce phé-
noméne 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 précedem-
ment, ces anticorps ont la pronriété d'activer les mastocytes
avec pour conséquences les manifestations de 1l'hypersensibilité
immédiate. Ces réactions d'hypersensibilité sont le plus souvent
néfastes pour 1l'individu. Cependant il est étrange que la
production d'IgE qui est sous la dépendance étroite de mécanis-
mes différenciés dont le contrble génétique soit un phénoméne
totalement inutile ou nocif. C'est nourcuoi plusieurs auteurs
ont cherch& a connaitre le rbdle joué par les IgE et leurs inter-
actions avec les mastocytes dans l1'immunité antiparasite. Trois
modéles varasitaires ont été plus particuliérement étudiés dans

cette perspective.

I- Modéle Nippostrongylus brasiliensis

Cette infection, comme beaucoup d'infections a hel-—
minthes, est caractérisée par une forte augmentation de la pro-
duction de réagines (OGILVIE, 1967) et une infiltration de mas-
tocytes ou de basophiles au site de 1l'infection (WELLS, 1962)
(WHUR, 1966, 1967). Des amines sont libérées par interaction
des IgE et des allergénes parasitaires, ou par induction d'une
dégranulation par un faeteur parasitaire (UVNAS et WOLD, 1967).
En liaison avec ces faits exp@rimentaux, BARTH et al.(1966)
URQUHART et al. (1965) démontrent que les amines libérées par
les mastocytes jouent un rbéle facilitant dans l'accessibilité
des anticorps antiparasite & leur cible. Ce mécanisme vpourrait
exoliquer le reijet des vers. MURRAY et al.(1971) montrent qu'il
existe une corrélation étroite entre le déclenchement de 1l'ex~
pulsion des vers, l'infiltrétion des mastocytes dans l'intes-
tin et l'apparition d'anticorps réaginiques. Au cours du

vrocessus d'expulsion des vers, 1l'étude en microscopie




€lectronique montre une libération de granules mastocytaires

(MILLER et al., 1968). Certaines substances inhibitrices de 1la
libération des amines ou de leur action ultérieure sont égale-
ment inhibitrices de l'expulsion des vers. Ces travaux sont en
faveur d'un rble direct des amines libérées par les mastocytes

dans l1l'expulsion des vers.

Cependant, des travaux plus récents ont montré que
dans certaines situations (rats nouveaux-né& 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 &té
observée (KELLER, 1971). Ces deux phénoménes apparaissent donc
dissociables. KELLER et OGILVIE (1972) puis KELLY et DINEEN (1972)
ont montré la difficulté d'interpré&tation des expériences utili-
sant des drogues modifiant la libération des amines. En effet, ces
drogues agissent en général d plusieurs niveaux et tré&s souvent
modifient ou suppriment 1l'activité lymphocytaire. De plus, KELLER
et OGILVIE ont montré qu'un accroissement de la concentration en
histamine dans la lumiére 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
r8le direct des amines mastocytaires dans 1'expulsion des vers,
mais il est possible que ces amines jouent un réle coopératif

avec les lymphocytes sensibilisés.

II- Modéle Trichonstrongylus colubriformis et

Trichinella spiralis

Le rble des amines dans l'immunité vis-a-vis de

Trichinella spiralis et Trichonstrongylus colubriformis a

€galement ét& étudié. L'action d'inhibiteurs d'amines pro-
longe considérablement ces deux infections (CAMPBELL et al.,
1963) (ROTHWELL et al., 1971). L'injection d'amines ou de leurs
précurseurs accélére au contraire l'expulsion des vers (ROTH-
WELL et al.,1971). ROTHWELL et al. (1974) ont montré que la

sérotonine modifie le métabolisme des glucides du parasite,




Ce qui pourrait ainsi expliquer 1'élimination des vers aprés
dégranulation mastocytaire. L'utilisation d'un modéle biologique
impliquant un rejet trés rapide des vers aprés leur transplan-
tation permet d'écarter 1l'hypothése d'une coopération avec des
lymphocytes sensibilisés. Le mécanisme de rejet n'est pas clai-

rement explicité, mais c'est dans 1'infection par Trichostrongylus

colubriformis que le r&le direct des amines est le plus clairement

démontré.

ITI - Modéle Schistosoma mansoni

Deux études suggérent une intervention des mastocytes
dans 1'immunité antiparasite. HSU et HSU (1976) ont réalisé des
biopsie de peau de singes immunisés avec des cercaires irradiés.
Ils trouvent des vésicules contenant des mastocytes et des éosi-
nophiles entourant les schistosomules provenant d'une infection
de rappel. DEAN et al. (1976) suggérent dans leurs résultats pré-
liminaires un r6le des mastocytes dans 1l'immunité & la réinfec-

tion des souris infectées par S. mansoni. Le traitement des souris

par injection de composé 48/80 réduit de 95 % cette immunité. Ce
sont, a notre connaissance, les seuls travaux réalisés in vivo
sur le rdle des mastocytes. SHER (1976) a montré in vitro la
capacité des mastocytes & adhérer aux schistosomules par 1'inter-

médiaire de complément.

Les anticorps anaphylactiques pourraient aussi jouer
un rbéle protecteur et bénéfique. Chez le rat infecté, il existe
un_parallélisme entre le taux d'IgE sériques et 1'immunité a la
réinfection (CAPRON et al.,1977 ). Ces AC sont également impli-
qués dans des mécanismes de cytotoxicité in vitro faisant inter-
venir des macrophages (CAPRON et al., 1975, 1977 )et conduisant

34 la mort des schistosomules.

D'autres mécanismes de cytotoxicité faisant intervenir
les €osinophiles ont été décrits dans plusieurs modéles expérimen-
taux. BUTTERWORTH et al. (1975, 1977) utilisant des éosinophiles

humains et du sérum de malades infectés par S. mansoni ont montré




l'existence d'une cytotoxicité anticorps dépendante contre des
schistosomules. Le méme mécanisme est effectif chez le babouin
(BUTTERWORTH et al., 1976) et chez le rat (MACKENZIE et al., 1977) |
Chez le rat, ce mécanisme de cytotoxicité a é&té &tudié en détail
par CAPRON et al. (1978). L'anticorps impliqué est 1'IgGa seconde
classe d'Ac anaphylactique chez le rat. L'éosinophile est 1la
cellule effectrice de ce mécanisme mais le mastocyte est indis-
pensable et sert de cellule amplificatrice, sa dégranulation étant
responsable de l1l'activation de 1'é&osinophile (CAPRON et al., 1978).
Ce mécanisme est efficace avec des cellules d'animaux infectés
mais son importance in vivo n'a pas encore été établie, de méme

que la relation avec le systéme macrophage-IgE.

Des relations entre mastocytes et immunité antiparasiteg
existent donc, mais la nature et l'importance de ces relations
n'ont pas été clairement démontrées et sont variables suivant le
modéle parasitaire étudié. On peut s'étonner pourtant que la pré&-
sence d'Ac anaphylactiques . en quantités importantes chez les
sujets parasités ne soit pas responsable de phénomé&nes plus mar-
quants gue ce soit au niveau de 1'immunité antiparasite mais aussi
au niveau de l'hypersensibilité immédiate. En effet, la potentia-
lisation de 1l'ensemble de la réponse réaginique (ORR et BLAIR, 1969
JARRETT et STEWART, 1972) devrait aboutir & une sensibilité par-
ticuliére aux allergies dans les zones endémiques. Une corrélation
entre la frégquence de sujets asthmatiques et la présence de cer-
tains parasites intestinaux a &té décrite wmar TULLIS (1970) et
CHACKO (1970). Elle n'a jamais pu étre confirmée par d'autres au-
teurs (VAN DELLEN et THOMPSON, 1971) (ALCASID et al., 1973) (CHEAH
et KHAN, 1972) (TURNER et al., 1975). Au contraire, ANDERSON (1974)
et GODFREY (1975) ont montré la rareté des manifestations asthma-
tiques ou allergiques dans les zones tropicales oll le parasitisme
est endémique. Dans les modéles expérimentaux chez des rats in-

fectés plus d'une fois par Nippostrongylus brasiliensis, le taux

d'anticorps IgE est trés élevé et cependant les symptdmes d'ana-
phylaxie sont fortement atténués (OGILVIE, 1967). Il semble donc




gqu'il y ait une relation inverse entre la orésence de parasites
et 1'allergie. Ces constatations aménent a penser a une régula-
tion de la dégranulation mastocytaire. Nous avons vu précédemment
quelles pouvaient étre les explications possibles de cette régu-

lation et 1'hypothése que nous avons tentée de vérifier.
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CHAPITRE 3 : MATERIEL ET METHODES .

Le protocole d'immunisation utilisé est celui de JARRETT
et STEWART (1974). Il permet la formation préférentielle d4d'IgE.
Des rats Hooded-Lister mdles (180-200 g) (Animal suppliers, London)
sont immunisés par injection intrapéritonéale d'une dose de 10 P9
d'ovalbumine (Miles Laboratories) et une ampoule de vaccin anti-
coquelucheux (5.10° germes Bordetella pertussis, 0,1% hydrate
d'alumine (Perthydral, Institut Pasteur, Paris). Les animaux
sont saignés au quatorziéme jour. Il est possible d'induire une
réponse secondaire par injection de rappel au trentiéme jour. Une
dose de 1 P9 d'ovalbumine en solution dans l'eau physiologigue est
injectée par voie intrapéritonéale. Quatre jours aprés 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 manson]

La souche de S. mansoni utilisée au laboratoire est

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

L'hote intermédiaire est un mollusque Biomphalaria glabrata,

variété albinos. L'h&éte définitif est le hamster doré (Mesocricetus

auratus).




Chaque mollusgque est infecté par 10 miracidiums obtenus
aprés éclosion des oeufs prélevés chez les hamsters infectés.
Aprés 21 jours, les mollusques exposés a la lumiére et & une
tempé&rature de 30°C libérent les furcocercaires, forme infectante
pour 1'hdte vertébré. Les hamsters sont infectés par baignade
dans de 1l'eau désionisée contenant environ 900 furcocercaires.

Les furcocercaires aprés pénétration transcutanée, se transforment
en schistosomules qui atteignent le stade adulte en 35 & 40 jours.
La ponte débute alors et les oeufs se logent dans le foie et les
intestins du hamster infecté. Les vers adultes sont collectés

par perfusion du foie et des veines mésentériques aprés 45 jours

d'infection.

B - Infestation des rats

Les rats sont maintenus en décubitus dorsal. Sur 1l'ab-
domen rasé et mouillé & 1l'eau, on applique un cylindre métallique
de 2 cm de diamétre maintenu par une bande adhésive. Dans ce
cylindre, on place une suspension aqueuse contenant environ 800
furcocercaires. Le passage transcutané s'effectue pendant environ

trente minutes.

C - Prélévements sanguins

Ils sont éffectués soit au niveau du sinus rétro-orbital,
soit par ponction cardiague, si les animaux sont en fin d'expé-

rience.

A - Ag hydrosolubles de S. mansoni (CAPRON et al., 19638)

Les vers adultes, récoltés par perfusion de hamsters
infectés depuis 45 jours sont lavés plusieurs fois en eau physio-
logique. Ils sont broyés dans une solution de chlorure de sodium

1 %o pendant 15 minutes puis congelés a -30°C. L'extraction de




l'antigéne se fait par décongélation et broyage mécanique au
mortier du matériel congelé&. Cette opération est rénétée cing

fois. La préparation est ensuite centrifugée a 40.000 g une heure

4 4°C. Le surnageant est dialysé& 24 heures contre de l'eau dis-

tillée puis lyophilisé.

B - Produits d'incubation du schistosome

(DESSAINT et al., 1977)

Dix mille vers adultes obtenus par perfusion de hamsters
infectés depuis 40 jours sont incubés dans 10 ml d'eau bidistillée
d 30°C pendant 3 heures. Apré&s décantation, le surnageant obtenu
constitute 1l'incubat. Celui-ci est centrifugé 10 min. & 1000 g
pour éliminer les débris particulaires, filtré sur filtre Millipore
0,45 pm et mis en dialyse 24 heures & 4°C. Le liquide de dialyse
ainsi que la fraction non dialysable sont lyophilisé&s et concen-

trés 10 x lors de leur utilisation.

IV - Technigues_d'anaphylaxie cutanée passive (PCA)

A - Principe

Cette technique consiste a sensibiliser passivement 1'a-
nimal par injection intradermique du sérum. L'injection simultanée
d'Ag et de colorant (aprés un délai variable tenant compte de la
demi-vie tissulaire des IgG et IgE) permet d'apprécier au niveau
du point d'injection intradermique l'importance de la réaction ana-
phylactique par l'apparition d'une tache colorée, de surface pro-
portionnelle a la dose d'Ac injectée (OVARY, 1958). Le titre PCA
d'un sérum correspond d la plus grande dilution donnant une tache
bleue d'au moins 5 mm. Nous avons utilisé cette technique d'une
part pour évaluer le titre en réagines des sé&rums antiovalbumine,
d'autre part pour étudier l'effet inhibiteur des produits d'incu-

bation du schistosome sur cette réaction.




B - Titration des sérums

Ces réactions ont été effectuées chez des rats Wistar
miles (180-200 g) (Janvier, Le Genest). On injecte var voie intra-
dermique dans le dos rasé du rat receveur, 0,1 ml des différentes
dilutions du sérum a doser. Aprés une période de latence de 48 a
72 heures, on injecte dans la veine caudale 5 mg d'ovalbumine
additionnée de 4 mg de Bleu d'Evans en solution dans 0,5 ml d'eau
physiologique. Trente minutes plus tard, les rats sont sacrifiés

et les réactions sont examinées du c6té interne de la peau.

C - Inhibition de la réaction d'anaphylaxie cutanée passive

La fraction dialysable des produits d'incubation du
schistosome (100 Pl) est injectée par voie intradermique 15 minutes
avant l'injection intraveineuse de Bleu d'Evans. Les témoins sont

constitués par une injection d'eau physiologigue.
P J phy gig

Les substances ayant une action de dégranulation sur les
mastocytes in vitro peuvent é&galement induire une réaction positive
in vivo . Deux substances ont &té utilisées : le composé 48/80
a une concentration de 1 et 0,1 Pg/ml et la polymyxine B sulfate
4 une concentration de 10 Pg/ml. Ces substances (lOO‘Pl) ayant une
action immédiate doivent é&tre injectées par voie intradermique

en méme temps gue l'injection intraveineuse de 4 mg de Bleu d'Evans

en solution dans 0,5 ml d'eau physiologique.
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100 Pl de sérum réaginique (antiovalbumine ou sérum de

rat infecté par S. mansoni) sont injectés par voie intra-dermique

et les points d'injection sont soigneusement repérés. 48 h plus
tard, lOO‘Pl de dialysat ou d'eau physiologique sont injectés aux

mémes points de sensibilisation. Puis 15 minutes plus tard, on




injecte le Bleu d'Evans (4 mg) et l'ovalbumine (5 mg) ou l'Ag
hydrosoluble S. mansoni 1 %, (2 mg) en solution dans 500 pl

d'eau physiologique.

L'action inhibitrice du dialysat a été testée vis—-a-vis
de lymphocytes spléniques de souris CBA femelles (CNRS, Orléans).
Les souris sont sacrifiées par dislocation cervicale. La rate est
prélevée stérilement et dilacérée au moyen de pinces courbes
dans du milieu RPMI additionné extemporanément de glutamine
(2 nM) et de tripeptide Gly-His-Lys acétate (Eurobio) (20 Pg/ml)
(PICKART et al., 1973). Afin d'obtenir une meilleure stimulation,
on éliminekles cellules adhérentes. Les cellules sont placées
dans des boites de Pétri & 37°C pendant 2 heures de fagon a sé-
parer les cellules adhérentes. Le surnageant est prélevé et cen-
trifugé. Les cellules sont numérées dans un hémocytométre de
Thoma par un test d'exclusion du Bleu Trypan en solution a8 0,02 %
en tampon véronal pH 8,7. La suspension est ajustée & une concen-

tration de 107 lymphocytes/ml.

2. Mitogénes

Les mitogénes utilisés pour induire une stimulation

lymphocytaire sont la concanavaline A extraite de Concanavalia

ensiformis (Industrie biologique francaise) aux doses de 0,5 et

1 Pg/lOO Pl et la phytohemaglutinine extraite de Phaseolus
vulgaris (Wellcome) diluée au 1:100€

La culture est réalisée en plaques de microtitration

(Nunclon, Danemark). Les cellules sont réparties dans chaque puits




6 cellules/puits. La fraction dialysable de

d raison de 0,5.10
1'incubat de vers adultes est ajoutée sous un volume de lO‘pl.
On ajoute &galement les mitogénes, le volume final étant dans

chaque puits de 200 Pl'

48 heures plus tard, 1 ?Ci de 3H Thymidine tritiée est
ajoutée dans chaque puits. On mesure l'incorporation de la thy-
midine aprés une nuit de contact. Les cellules sont lavées, puis
lysées par de la soude 1N pendant 10 minutes & 56°C. Le matériel
acidoprécipitable est obtenu aprés addition de 2 ml d'acide tri-
chloracétique froid. Aprés incubation de 15 minutes a 4°C et
centrifugation, le précipité est dissous dans la soude 1IN et les
échantillons sont placés dans des fioles de comptage. Le liquide
scintillant utilisé est du Picofluori?® (HEWLETT-PACKARD) . Les
échantillons sont comptés dans un spectromé&tre a scintillation

Nuclear Chicago (Isocap 300).

B - Cultures de cellules en lignée continue

Les lignées utilisées pour les tests de cytotoxicité
sont : une lignée monocytaire humaine J111(American culture type
collection) (CCL 24) et une lignée Hela. Les cellules sont culti-
vées en boites de Pétri dans du MEM (Minimum essential medium)
additionné de 15 % de sérum de veau foetal inactivé par chauffage.
Aprés 24 heures de culture en présence de dialysat, les cellules
sont remises en suspension par action de versene- trypsine et cen=-
trifugées. Le culot est repris dans du MEM et numéré. On mesure
aussi la viabilité cellulaire par test d'exclusion du bleu Trypvan

(0,02 2).

L'incorporation de thymidine est mesurée de la méme

fagon que pour les cultures de lymphocytes.




(CAPRON M. et al., 1978)

A'J‘Prépération des schistosomules

Les schistosomules sont récoltés in vitro aprés passage
des cercaires a 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 minimum
essential medium (Institut Pasteur Production, Paris) auquel on
rajoute 1 % de sérum de veau inactivé par chauffage et 20 ng/ml
de triveptide 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 & des rats Fischer males (Iffa Credo, 1'Arbresle,
France). 48 & 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'hévarinate de calcium. Les cellules
péritonéales sont centrifugées & 1800 rpm et lavées deux fois
dans le milieu de culture. On enrichit cette population en &osi-
nophiles en laissant adhérer les cellules dans des boites de Petri
(7.106 cellules/ml dans des boites de 3 cm de diamé&tre). Aprés
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, Suéde) (Wasserman et al., 1974).




-

Aprés centrifugation & 1000 x g pendant 15 minutes, les cellules
de 1l'interface sont prélevées et lavées dans le milieu. Cette
population contient environ 50 % d‘'éosinophiles et moins de 1 %

de mastocytes.

La technique de purification des mastocytes sera décrite

ultérieurement.

E - Test de cytotoxicité

50 schistosomules en suspension dans 100 Pl de milieu
de culture sont déposés dans les alvéoles d'une plaque de micro-
titration (Nunclon) et sont incubé&s une nuit avec 100 Pl de sérum

de rat infecté par Schistosoma mansoni, inactivé par chauffage,

d une dilution finale de 1 : 16. Les schistosomules sont ensuite
lavés avec le milieu de culture et remis en suspension dans IOO‘Hl
de milieu. On ajoute 100 Fl de la suspension cellulaire effectrice
de facon a obtenir un rapport de 4000-6000 cellules effectrices
pour un schistosomule. Le pourcentage de cytotoxicité est déter-
miné par observation microscopique (CLEGG et SMITHERS, 1972)

aprés une incubation de 48 heures.

A - Obtention des cellules néritonéales de rat

Les cellules utilisées pour le test sont obtenues par
lavage de la cavité péritonéale de rats Wistar miles (180-200 g)
(Janvier, Le Genest, 200 g) avec 20 ml de milieu de Eagle (M.E.M.)
(Institut Pasteur Production, Paris). A ce milieu ont &t& ajoutés
préalablement de la glutamine (2 mM), de 1l'héparinate de calcium
50 U/ml (Choay, Paris) et le tripeptide Gly-His-Lys acétate
(Eurobio) 20 Pg/ml (PICKART et al., 1973). L'exsudat p@ritonéal
contient en moyenne 10°® mastocytes, ce qui représente 2 & 5 %
des cellules totales. Les cellules sont centrifugées 5 min. a
1000 x g. Les mastocytes sont colorés au bleu de toluidine et

numérés dans un hémocytométre de Fuchs Rosenthal.




B - Incorvoration de 3H sérotonine

Une solution de 5-Hydroxy G 3H tryptamine créatinine
sulfate (10 Ci/mmol) (Amersham) a été utilisée pour le margquage
des cellules. L'exsudat péritonéal est incubé& 30 min. & 37°C avec
2 pCi de 3H sérotonine pour 10® mastocytes. La suspension cellu-
léire est ensuite lavée 4 fois dans 5 ml de milieu pour éliminer

l'excés de sérotonine marquée.

C - Mesure de la libération de sérotonine

La réaction est réalisée en plagues dz microtitration
a fonds plats (Linbro, Flow Lab.). Les différentes substances
testées activatrices ou inhibitrices sont mises en contact avec
50 Pl de la suspension cellulaire & 10® mastocytes/ml. Aprés un
temps d'incubation variable suivant le cas étudié, la plaque est
centrifugée 5 min. a 1000 x g. 50 Pl de surnageant sont trans-
férés dans une fiole de comptage. Le traitement des cellules par
SO'Pl de digestine (Merck) permet de mesurer la quantité tota-

le de radioactivité incorporée dans les cellules.

D - Mesure de la radioactiviteé

10 ml de liquide scintillant (Toluéne triton 1 : 1 (v/v)
butyl PBD 7g/1) sont ajoutés dans chaque fiole de comptage. La
radioactivité est mesurée dans un spectrométre & scintillation
(Isocap 300, Nuclear Chicago, Illinois) avec une efficacité de
50,1 % pour le 3H. L'extinction de fluorescence (gquenching) est
corrigée par la mé&thode des rapports de canaux, & partir de courbes

étalons obtenues avec des échantillons d'activité constante.

E - Produits utilisés

Le composé 48/80, la polymyxireB sulfate, 1'ATP, l'«
chymotrypsine, la L « lysophosphatidylcholine, le dicoumarol et




la papavérine proviennent de Sigma Chemicals Company (St Louis,
Missouri), l'ovalbumine de Miles Lab. Le cromoglycate de sodium

nous a été offert pvar Fisons Ltd pharmaceutical division.

F - Contrdle morohologique de la dégranulation

50 Pl de bleu de Toluidine 0,1 % (I.C.N. Laboratories,
Cleveland) sont ajoutés aux cellules activé&es. Le pourcentage
de mastocytes dégranulés est déterminé par observation microsco-
pigue avec un grossissement de 40 x 10 (modéle Reichert, Autriche).
Pour chague détermination, trois cent cellules au moins ont été

observées.

G - Etude ultrastructurale

Les cellules sont fix&es par une solution de glutaral-
déhyde 2,5 % en tampon cacodylate de sodium O,1 M pH 7,2 & 4°C
puis lavées en tampon cacodylate. On postfixe les cellules par le
tétroxyde d'osmium & 1 % dans l'eau distillée pendant 1 heure.
Une déshydratation & 1'ac&tone suivie d'une inclusion en Araldite
est ensuite réalisée. L'observation est faite avec un microscope

électronique Hitachi HU 12,

H - Purification des mastocytes

La technique utilisée a été décrite par SULLIVAN et al.
(1975). Les cellules sont déposées sur une solution de s3rumal-
bumine bovine (SAB) 38 % (poids/volume). Aprés 30 min. & tempé-
rature ambiante, les cellules sont centrifugées a 450 g 20 min.
Les mastocytes se trouvent alors dans la couche de SAB. Le surna-
geant. et l'interface sont &liminés et la couche inférieure est lavé
plusieurs fois avec le milieu de culture. La préparation de masto-
cytes obtenue est pure & 99 % avec un rendement d'environ 75 %.
L'observation microscopique confirme l'inté&grité structurale des

mastocytes purifiés.
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CHAPITRE IV : RESULTATS ET DISCUSSION

A - Incorporation de sérotonine par la suspension cellulaire

1. Localisation _de_ la_sérotonine_marguée_au_niveau

oty ety st g st g~y gl gt Pl ghuihp s S Bt guuiimc i i L Lt

Seuls les mastocytes et les plaguettes ont la propriété
d'incorporer la sérotonine exogéne (JANSSON, 1970). Les plaquettes

en faible proportion dans l'exsudat péritonéal sont éliminées par

le premier lavage des cellules, ceci étant confirmé lors de l'obser-

vation microscopique. Cependant, pour démontrer la localisation
de la sérotonine marquée au niveau des mastocytes, une préparation
de mastocytes purifiés a &té comparée a la population péritonéale
totale. L'exsudat péritonéal est marqué par la sérotonine tritiée,
puis un aliquot est prélevé en vue de la purification. A concen-
trations égales en mastocytes, la quantité totale de radiocactivi-
té incorporée est la méme dans la préparation contenant 5 % de
mastocytes et dans celle contenant 95 % de mastocytes. La courbe
de libération de sérotonine sous l'action du composé 48/80 est
rigoureusement identique pour les deux préparations (figure 1).
Ces faits expérimentaux démontrent 1l'incorporation sélective de
la sérotonine au niveau des mastocytes. Ceci renforce 1'intérét
de la méthode en permettant l'utilisation de populations non pu-
rifiées.

2. Intégrité structurale aprés_marguage

L'observation microscopique ainsi gque 1'étude en micros-
copie électronique montrent que le margquage par la sérotonine
tritiée n'affecte pas 1'intégrité structurale des membranes et des

granules mastocytaires (figure 2).
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CONTROLE ULTRASTRUCTURAL DE MASTOCYTES APRES

FIGURE 2

a- mastocyte avant marquage (x 19000)
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B - Action du composé 48/80

Ce composé a été choisi pour son aptitude a faire dé-
granvler les mastocytes avec une amplitude importante, ce qui
facilite l'observation morphologique et la détermination optique

du pourcentage de mastocytes dégranulés.

Les cellules sont incubées 15 minutes & 37°C avec des
concentrations de composé 48/80 allant de 1 mg & O,1 Pg/ml. On
mesure d'une part la libération de sérotonine tritiée, d'autre
part le pourcentage de mastocytes dégranulés obtenu par obser-—

vation microscopique.

La lib&ration spontanée de sérotonine tritiée représente
1 a5 % de la radicactivité totale incorporée dans les mastocytes.
Chague concentration est testée en triple exemplaire et le pour-
centage de libération de sérotonine est calculé d'aprés la for-

mule suivante :

8 = ———— x 100

¢t radioactivité totale de 1'échantillon
S : radiocactivité libérée spontanément

radioactivité totale incorporée (libérée aprés action de la

digestine).

Le composé 48/80 présente une activité a partir d'une
concentration de 1 Pg/ml. La courbe dose réponse présente une
allure sigmoide. L'activité maximale correspondant a 75-86 % de
sérotonine libérée est obtenue pour une concentration de 100 Pg/ml

de composé 48/80 (figure 3).

Un parallélisme étroit s'établit entre les résultats
obtenus par la méthode isotopique et 1'observation microscopique.
L'étude de corrélation donne un coefficient r = 0,9935 (p< 0,001)

(figure 4).
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C - Action d'autres activateurs chimiques

Plusieurs composés ayant la proprié&té d'induire une
dégranulation mastocytaire ont été testés dans les mémes con-
ditions que le composé 48/80. La polymyxine B sulfate, 1'« chy-
motrypsine, la L o« lysophosphatidylcholine et 1'ATP induisent
une libération de sérotonine (figure 5). Les courbes dose-réponse
sont concordantes avec celles observées par les méthodes clas-
siques. Les doses nécessaires pour induire une dégranulation
sont plus importantes qu'avec le composé 48/80. La polymyxine B
sulfate induit une libération de sérotonine & partir de 10 Pg/ml,
la chymotrypsine 100 Pg/ml et 1'ATP SOOlpg/ml. Avec 1'ATP le pour-
centage de sérotonine libérée reste limité & 20 % dans la gamme

de concentrations étudiées.

D - Inhibition de la dégranulation var des agents chimiques

Deux types d'inhibiteurs de la dégranulation ont été
décrits (GARLAND et MONGAR, 1976). Le premier type d'inhibiteur
inhibe 1'étape d'activation membranaire. Ce sont des substances
qui interviennent au niveau des nucléotides cycliques en provogquant
une augmentation de 1'AMPc intracellulaire par inhibition de 1la
phosphodiesterase. C'est par ce mécanisme qu'agissent par exemple

le dicoumarol ou le cromoglycate de sodium.

Le second type d'inhibiteur agit directement au niveau
du métabolisme intracellulaire. C'est le cas par exemple de la

pPapaverine.

Nous avons testé l'effet du dicoumarol et de la papave-
rine sur une dégranulation induite par la polymyxine B. Les cellules
sont d'abord incubées 30 minutes a 37°C avec les inhibiteurs; la
dégranulation est induite par action de polymyxine B sulfate

-~

(100 Pg/ml) 15 minutes 4 37°C (tableau 1). Avec une dose de
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Echantillons % sérotonine libéréexx %2 inhibition
Polymyxine B (100 Fg/ml) 56,1 b 6,4
Papaverine 1074m * 14 ¥ 2,1 75 %

+ polymyxine B

)+

Dicoumarol 107 °M ¥ 6,4
+ polymyxine B

*¥ 50 Fl de la suspension cellulaire sont incub&s 30 minutes

-

a 37°C avec 50 pl de la solution d'inhibiteur, puis on ajoute

50 Fl de Polymyxine B (100 pg/ml) -

%% Moyenne de trois expériences.

Tableau 1 : Inhibition de la dégranulation mastocytaire

par des agents chimiques.

(REEES
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100 Pmole/l de papaverine, 1'inhibition est de 75 % ; avec
]L)fmmle/l de dicoumarol, elle est de 89 %. Ces composés sont
donc actifs sur la dégranulation mastocytaire et la libération

de sérotonine tritiée.

E - Dégranulation induite par une réaction antigéne-anticorps

L'interaction des mastocytes avec un allergéne et 1'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 1'intéré&t d'une
méthode plus précise que l'observation microscopique. Nous avons
donc recherché les conditions optimales de dégranulation induite

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

1. Recherche du temps optlmal de sensibilisation

La fixation des IgE a la surface du mastocyte nécessite
un temps de contact avant que la dégranulation puisse étre induite
par addition de l'antigéne. 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 a
2 heures, puis mis en contact avec 1l'antigéne pendant 15 minutes
(figure 6). Ni 1l'antigéne, ni 1l'antisérum n'induisent de libéra-
tion de sérotonine supérieure au témoin. Quand l'antigéne est
ajouté simultanément & l'antisérum, aucune dégranulation n'est
induite méme si 1'on prolonge les temps d'incubation, ce qui
rend 1'étape de sensibilisation absolument nécessaire. Elle peut
étre cependant de courte durée puisqu'on obtient le maximum de

libération de sérotonine avec un temps de contact de 15 minutes.
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Cinguante Pl de suspension cellulaire (106 mastocytes/ml)
sont incubés avec 50 Fl de sé&rum our (titre PCA 1:128) »>uis

mis en contact avec 50 ’11 d'ovalbumine (1 mg/ml) 15 min. 3 37°C




2. Influence de la concentration en antigéne
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Nous avons &tudié une gamme de concentrations de 1 &
1000 Pg/ml soit en concentrations finales de 0,05 & 50 pg- Les
cellules sont mises en contact 15 minutes a 37°C avec 50 Pl de
sérum pur, puis incubées 15 minutes avec les différentes concen-
trations d'antigéne (tableau 2). Dans la gamme de concentrations
testées, la libération de sérotonine s'accroit avec la concen-—
tration en antigéne. Pour l'ensemble des expériences, nous avons

donc utilisé la concentration la plus forte, soit 50 pg par puits.

3. Sensibilité de la méthode

Les sérums des rats Hooded-Lister immunisés contre 1l'o-
valbumine présentent des titresen PCA variant de 64 & 512. Nous avons
testé un sérum de titre 128 & différentes dilutions (figure 7). On
peut induire une libération de sérotonine avec ce sérum jusqu'a
une dilution de 1/4, mais dans ce cas seulement 5 % de la sérotonine
incorporée se retrouve dans le surnageant. Le sérum pur induit 1la
libération de 20 % de la sérotonine, ce qui reste faible et néces-
site 1'utilisation du s&rum non dilué pour toutes les expériences.
Les sérums utilisés pour la sensibilisation passive devront avoir
un titre PCA supérieur a 128. Cette limite n'est pas imputable au
test lui-méme mais 3 la difficdulté de sensibiliser passivement des

mastocytes in vitro.

4. Caracterlsthues de la dégranulation anaphylactique

Deux propriétés des IgE ont été& utilis@es pour vérifier
que la libération de sérotonine fait suite 3 l'interaction des IgE
avec les récepteurs mastocytaires : ce sont la thermolabilité des
IgE et la forte affinité de 1'IgE vour le récepteur mastocytaire.

- Thermolabilité : le sérum anti-ovalbumine de titre PCA 128 est
chauffé 3 heures & 56°C. Ce sé&rum pur est incubé 15 minutes &
37°C avec des mastocytes marqués dans les conditions de sensi-
bilisation passive (tableau 3). Aprés addition d'antigéne, il n'y
a aucune libération de sérotonine alors que le méme sérum non

chauffé induit une libération de 21,9 % de sé&rotonine tritiée.




Concentration en %

% sé&rotonine libérée
ovalbumine (Fg/ml)

1000 45,8 £ 7,3
100 14,9 7 3,8
10 5,6 £ 1,4

1 N.g B¥¥

# 50 Pl de la suspension cellulaire sont incubés 15 min.
a 37°C avec 50 Fl 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 apré&s 15 minutes d'incubation & 37°C.
%% Moyenne de trois expériences.

%%% Non significativement différent de la libération spontanée.

Tableau 2 : Influence de la concentration en antigéne

sur la libération de sérotonine.
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Cinquante pl de suswoension cellulaire (106 mastocytes/ml)

=

sont incubés 15 min. & 37°C avec 50 Pl de sérum antioval-

bumine (S anti OA) »uis avec 50 Fl d'ovalbumine (OA) (1 mg/ml)
15 min. 3 37°C.

#* Non significativement différent de la lib&ration so>ontance.
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Echantillons x

sérotonine libérée

Sérum non dilué
(titre PCA 1 : 128) + OA

Sérum chauffé
(3 hr 56°C) + OA

I+
w
-
ot

21,9

Sérum non dilué

(titre PCA 1 : 128) + OA 23,7 t 4,7
Sérum non dilué_ lavages — OA 20,2 ¥ 0,9
Sérum non dilué
(titre PCA 1 : 512) + OA 46,1 ¥ 3,5
%% Sérum non dilué
+ cromoglycate (1 mg/ml) + OA 31,2 £ 4,4 (33 % inhibition)

% 50 Fl de la suspension cellulaire sont incubés 15 minutes

a 37°C avec 50 Pl de sérum réaginique puis mis en contact

15 minutes avec 50 pl d'ovalbumine (1 mg/mlxgpo

%% le cromoglycate de sodium est ajouté 30 minutes avant 1'ad-

dition du sérum

*%x% N.S. : non significativement différent de la libération

spontanée.

Tableau 3 : Caractéristiques de la dégranulation

anaphylactique.




La destruction des IgE par chauffage inhibe totalement la
dégranulation ultérieure, ce qui confirme que c'est un phé-

noméne dépendant des IgE fixées a 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, aprés la sen-
sibilisation passive, laver les cellules et induire une dégra-

nulation avec l'antigéne.

Les cellules marquées sont incubées avec un sérum anti-
ovalbumine de titre PCA 128 15 minutes a 37°C puis sont lavées
3 fois dans le milieu de culture. BO‘Pg d'antigéne sont ensuite
ajoutés . On mesure la libération de sérotonine aprés 15 minutes
d'incubation. (tableau 3). Sans étape de lavages ce sérum induit
une libération de 23,7 %. Aprés 3 lavages entre la sensibilisation
par 1'IgE et 1'addition de 1l'antigéne, 20,2 % de la sérotonine
est libérée ; on préserve donc la sensibilisation des mastocytes

par lavage, ce qui confirme l1l'interaction d'IgE avec le mastocyte.

5. Action du cromoglycate de sodium

Le cromoglycate de sodium est une drogue utilisé&e dans
le traitement-de certaines allergies. Son action se situe au ni-
veau de la dégranulation ; ce composé est un inhibiteur de 1la
phosphodiesterase qui dégrade 1'AMPc en AMP ; par conséquent il
inhibe le signal d'activation intracellulaire gui conduit a la

dégranulation.

Les cellules marguées sont incubé&es 30 minutes & 37°C
avec 50 pg de cromoglycate de sodium avant d'étre soumises a
1'action du sérum et de 1'antigéne. Avec le sérum utilisé, la
libération de sérotonine est de 46,1 %. Lorsque ces cellules
sont nréincubées avec le cromoglycate, on obtient 31,2% soit

une inhibition de 33% (tableau 3). La possibilité d'inhibgtion




par le cromoglycate de sodium confirme que la libération de
sérotonine mesurée est la conséquence d'un processus actif.
d'animaux immuns
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Il &tait intéressant de voir si les mastocytes des
animaux immunisés contre l'ovalbumine présentaient a leur sur-
face des IgE antiovalbumine et par conséquent s'il était possible

d'induire une dégranulation par action de 1l'owalbumine.

On étudie d'une part la dégranulation des mastocytes
de ces rats immuns gquand mis en contact direct avec l'antigéne,
d'autre part la dégranulation induite par les sérums de ces rats
aprés sensibilisation passive de mastocytes de rats sains. Un
groupe de rats est immunisé contre 1l'ovalbumine. Aprés l'injec-
tion de rappel, le sérum des animaux est prélevé et titré en PCA.
D'autre part, les cellules péritonéales de ces rats sont recueil-

lies dans le milieu de culture.

Ces mastocytes sont marquées par incubation avec de la
sérotonine tritiée, lavés et mis en contact avec SO‘Pg d'ovalbu-
mine pendant 1 heure 3 37°C. On mesure alors le pourcentage de

sérotonine libérée.

Les sérums des rats immunisés sont testés dans les

conditions habituelles (tableau 4).

On observe une concordance entre la réactivité des
cellules des animaux immunisés et le titre en réagines de leurs
sérums, bien que la proportionnalité ne soit pas toujours ri-
goureusement respectée. La production d'anticorps IgE chez un
animal est associée & la présence d'IgE spécifiques a la surface

de ses mastocytes.




Animaux Titre PCA sérum % sérotonine libérée
sensibilisation dégranulation
passive avec sérums % active #xx
Rat témoin - N.S. xx% N.S.
n° 1 64 1,5 £ 1,3 5,6 © 2,4
2 256 30,9 ¥ 2,0 35,2 T 1,2
3 256 20,1 T 6,5 23,3 £ 2,0
4 512 25,4 1 2,2 49,3 * 5,9
% Les sérums des animaux immunisés sont testés vis—-a-vis de

xx

xxx

mastocytes de rats sains. Les cellules sont incubées 15
minutes & 37°C avec 50 Pl de sérum puis 15 minutes avec 50 Pl

d'ovalbumine (1 mg/ml) 15 minutes & 37°C.

Les mastocytes des animaux immunisés sont prélevés et marqués
3 la sérotonine. Ils sont incubés avec 50 Pl d'ovalbumine

(1 mg/ml) 30 minutes a 37°C.
N.S. : non significativement différent de la libération

spontanée.

Tableau 4 : Dégranulation de mastocytes

d'animaux immuns.
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F - Discussion

La mise au point de cette méthode nous permet d'appré-
cier d'une maniére quantitative l'importance de la dégranulation
induite d'une part par des activateurs chimiques, d'autre part

par un systéme anaphylactique.

La rapidité d'incorporation de la sérotonine marqguée
permet d'éviter des altérations de la structure cellulaire. L'é-
tude en microscopie électronique nous a permis de confirmer 1'in-

tégrité structurale des cellules.

Aprés trois lavages, tout l'excés de sérotonine est
€liminé. La libération spontanée de sérotonine par les mastocytes
correspond environ a 1-5 % de la sérotonine incorporée. BACH et al.
(1971a§obtiennent, par dosage d'histamine, une libération sponta-
née de 0 a 5 %. Le bruit de fond mesuré est donc tout & fait
normal et confirme que les conditions expérimentales utilisées
pour marquer les cellules respectent leur intégrité, et ne per-

turbent pas leur activation ultérieure.

L'incorporation sélective du marqueur au niveau des
mastocytes permet d'éviter la purification des cellules, tout au
moins dans le cas ol les interactions avec les autres types cellu-
laires n'interférent pas dans la libération des médiateurs. Cette
possibilité d'éviter 1'étape de purification des cellules repré-
sente d la fois un gain de temms et une garantie de meilleur état
des cellules. La mesure de la libération de sérotonine semble &tre
une bonne technique de mesure de la dégranulation. En effet,
l'activation des mastocytes par certaines substances chimigues
induit une libération du marqueur avec une courbe dose-réponse
comparable a celle obtenue par dosage d'histamine ou contrdle
morphologique. La courbe obtenue par action du composé 48/80 est
identique aux résultats de MORRISON et al. (1974). De méme, les
autres activateurs chimiques induisent une dégranulation avec des
doses optimales du méme ordre de grandeur que celles précédemment

décrites.




L'utilisation d'inhibiteurs du métabolisme ou de l'ac-
tivation membranaire nous a permis de montrer que la lib&ration

de sérotonine correspond d& un processus métabolique actif.

L'induction d'une dégranulation de cellules sensibilisées
passivement in vitro a posé beaucoup de problémes méthodologiques.
BACH et al. ont &tudié en détail les conditions optimales d'obten-
tion d'une libération d'histamine in vitro a partir de cellules

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'antigéne.
Nousi avons confirmé ce fait puisqu'il est impossible d'induire une
dégranulation lorsque les anticorps et 1l'antigéne sont ajoutés
simultanément. Il est probable gue 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 ISHIZAKA (1968) ont montré gqu'il faut un
excés d'antigéne pour induire une dégranulation in vitro. L'utili-
sation de concentrations croissantes d'antig@ne nous a montrZ que
le pourcentage de dégranulation augmente avec la dose d'antigéne.
La dose utilisée pour induire une dégranulation optimale correspond

effectivement &8 un excés d'antigéne.

La guantité d'Ac réaginiques nécessaire pour sensibiliser
passivement des mastocytes est beaucoup plus grande in vitro gu'in
vivo (BACH et al., 1971 a). Ces auteurs induisent une libération
d'histamine avec des quantités d'Ac huit fois supérieures in vitro
d celles nécessaires in vivo en technique de PCA. Nous avons &gale-
ment observé cette difficulté de sensibilisation passive des cellules
Pour obtenir une dégranulation dans le syst@me ovalbumine et dans
nos conditions expérimentales, il faut un sérum de titre PCA supé-

rieur 3 128, ce qui est considérable.




La destruction des IgE par chauffage abolit complétement
la libération de sérotonine, Par contre, elle est maintenue si
les cellules sont lavées aprés la sensibilisation passive par le
sérum réaginique. Ces deux faits expérimentaux confirment qu'il
s'agit d'une dégranulation anavhylactique dont le signal est 1'in-
teraction de 1'IgE avec son récepteur sur le mastocyte. L'inhi-
bition de la dégranulation par le cromoglycate de sodium confirme
gque 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'aprés sensibilisation passive.

De nombreuses méthodes de dosage de la concentration
sérigue 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 1l'absence d'infor-
mation sur le pouvoir anaphylactique de ces IgE. La technique
d'anavhylaxie cutanée passive permet au contraire d'analyser le
pouvoir 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
1'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 fagon 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 1l'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 ravide pourrait étre‘appli—
quée dans tous les cas ol la technique de dégranulation mastocy-
taire convient pour la détection des IgE et la caractérisation

de réactions anaphylactiques.




A - Inhibition de la dégranulation in vitro

1. Inhibition de la dégranulation induite par_ un

—————————————————————————————————————— s e o e ——
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Des mastocytes péritonéaux de rat marqués a la séroto-
nine sont incubé&s avec la fraction dialysable et non dialysable
de 1l'incubat a différentes concentrations. Aprés 45 minutes de
contact, on induit une dégranulation par action d'un sérum réa-
ginique antiovalbumine et ovalbumine dans les conditions habituel-
les. Des doses de dialysat de 10-50 jpl sont testées. On mesure
d'une part la libé&ration de sérotonine en présence de dialysat
seul de facon d contrdler l'effet cytotoxique de cette substance,
d'autre part la libé&ration de sérotonine aprés activation par le
systéme anaphvlactique (figure 8). A de faibles concentrations
(10-30 jul) la fraction dialysable de 1l'incubat inhibe de fagon
significative la dégranulation mastocytaire. Cette inhibition est
fonction de la dose puisqu'on obtient 54 % avec 10 pl et 70 %
avec ZO‘Pl. Avec 30 Pl 1'inhibition est de 49 % mais une libéra-
tion spontanée de sérotonine commence a apparaitre a cette dose,
ce qui peut expliquer la plus faible inhibition obtenue avec cette
concentration. Aux plus fortes concentrations (40 et 50 Pl)’ la
libération spontanée de sérotonine augmente de fagon considérable.
Elle est presque totale avec 50 pl de dialysat (87 %), ce qui
correspond non pas a un processus actif mais trés certainement a
une cytotoxicité& du dialysat & ces concentrations. La fraction non

dialysable ne présente pas d'action inhibitrice.

2. Inhibition_de_ la dégranulation_induite par_des_agents

I1 était intéressant de voir si cette substance a la

propriété d'inhiber de facon trés générale le processus de
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FIGURE 8: INHIBITION DE LA DEGRANULATION ANAPHYLACTIQUE PAR DES

ZXTRAITS PARASTITAIRES. o
©

5.104 mastocytes margués sont incubés 45 min. 3 37°C avec les
fractions dialysable (D) et non dialysable (ND) de 1'incubat
de vers adultes. 50 Pl de s3rum antiovalbumine (S aOA) sont

ajoutés et incubés 15 min. avant 1'addition de 50 /ul d'ovalbumine
(0A) (1 mg/ml)
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5.104 mastocytes marqués sont incub&s 1 h. & 37°C avec la frac-

tion dialysable de l'incubat puis avec 50 }Jl de compbosé 48/30

(5 Pg/ml) ou de Polymyxine (50 ].1g/ml)




dégranulation, ou si cette inhibition est spécifique d'une dégra-
nulation induite par des réactions antigéne-anticorps. Pour cela,
nous avons mis en contact des mastocytes marqués avec 1l'incubat,
puis nous avons induit une dégranulation par action de composé

48/80 ou de polymyxine B sulfate.

Les doses de ces composés utilisées pour faire dégranu-
ler les mastocytes sont des doses infra-optimales de fagon a limiter
la lyse cellulaire qui résulte d'une dégranulation explosive
(figure 9). Avec le composé 48/80 (5 Pg/ml) le pourcentage de
libération de sérotonine est de 17,1 %. La préincubation avec 10 Pl
de fraction dialysable réduit ce pourcentage a 15,1 % ; avec ZO‘Pl
on obtient 10,4 %. L'inhibition obtenue avec 20 pl est de 39%.

Bien que statistiquement significative, (p<0,05), elle reste
cependan't limitée.

Avec la polymyxine B sulfate (50 ug/ml) on obtient
29,8 %. En préincubant avec 10 Pl de dialygat, on a 19,5 % ; avec
20 Pl 13,5 %, ce qui correspond respectivement a 35 et 55 % d'inni-
bition. On peut donc inhiber plus facilement une dégranulation in-

duite par de la polymyxine B que par le composé 48/80.

3. Caractéristiques_du_facteur_inhibiteur

a) Thermostabilité

La fraction dialysable de 1l'incubat de vers adultes est
chauffé 1 heure & 100°C puis mise en contact avec les mastocytes
marqués. On compare l'inhibition de la dégranulation anaphylactique
obtenue avec les fractions chauffée et non chauffée. On obtient
avec 10 Fl de dialysat respectivement 54 et 56 % d'inhibition. Il

s'agit donc d'un composé& thermostable (figure 10a)
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FIGURE 10a: CARACTERISTIQUES DE LA FRACTION INHIBITRICE.

~

5.104 mastocytes margués sont incubés lh. 3 37°C avec 10 Pl de
la fraction dialysable de 1'incubat chauffée (Da) ou non chauffae

(D) puis avec un sérum antiovalbumine (S aOA) 15 min. avant

l'addition de 50 Fl d'ovalbumine (OA) (1 mg/ml) .
Bus
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b) Caractére irréversible de 1'inhibition par lavage

Nous avons recherché si 1l'inhibition de la dégranu-
lation pouvait étre levée par lavage des cellules aprés leur

mise en contact avec la fraction inhibitrice.

Les cellules marguées sont incubées 45 minutes avec
10 Fl de dialysat puis lavées trois fois dans le milieu de cul-
ture. On induit une dégranulation soit par action de Polymyxine B

sulfate soit par action d'un sérum antiovalbumine et d'ovalbumine.

Avec le systéme anaphylactique, on obtient 30,3 % de
libération de sérotonine. Avec 10 Pl de dialysat, on obtient
13,3 % s'il n'y a pas d'étape de lavages et 19,5 % lorsque les
cellules sont lavées entre 1'incubation avec le dialysat et la
sensibilisation passive avec le sérum réaginique. On ne peut

donc pas restaurer la réponse normale par ces lavages (figure I0Ob)

Avec la wmolymyxine B sulfate (10 Pg/ml), la dégranu-
lation est de 23,9 %. En préincubant avec le dialysat, on obtient
sans lavage 19,9 % ; avec l'étape des lavages on obtient 22,0 %
pour le témoin et 12,7 % avec le dialysat, ce qui correspond &
34 et 42 & d'inhibition. On obtient le méme résultat que précé-
demment avec la réaction anaphylactique. Il semble gque le dialy-
sat induise un signal inhibiteur irréversible méme lorsqu'il est

ensuite éliminé par lavages

c) Non-cytotoxicité de cette substance

L'action de la fraction dialysable de 1'incubat de vers
a déja été étudiée vis-a-vis de 1ymphocytes stimulés par des mi-
togénes (DESSAINT et al., 1977). Cette fraction s'est montrée
inhibitrice de la prolifération lymphocytaire. Bien que les tests
de cytotoxicité réalisés sur les cultures de lymphocytes aient été
négatifs, il é&tait nécessaire de voir si cette fraction posséde
un caractére de toxine cellulaire, c'est-d-dire si elle induit
une cytotoxicité ou cytostaticité des cellules quelle que soit

la lignée choisie.
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FIGURE 10b: CARACTERISTINUES DE LA FRACTION INHIBITRICE

5.104 mastocytes marou2s sont incub®s avec 10 )Jl de fraction

=~

dialvsable 1h. 3 37°C. Puis les cellules sont lavées dans le

milieu de culture et mises en contact avec le systéme ananhy-
lactique antiovalbumine ou avec la volymyxine dans les condi-

tions précédemment décrites (a)




Nous avons étudié deux lignées de cellules en culture
continue. La premiére est la lignée Hela. Ce sont des cellules
tumorales du col utérin n'ayant pas de compétence immunologique
particuliére. La seconde est la lignée monocytaire humaine J111.
Nous avons &tudié l1l'action du dialysat sur des lymphocytes stimulés
par des mitogénes ainsi que sur ces deux lignées cellulaires.

La cytotoxicité est mesurée par test d'exclusion au bleu trypan
accompagnée d'une numération en hémocytométre de Thoma. L'inhibi-
tion de croissance est évaluée par la mesure de l'incorporation

de 3H Thymidine (Thy).

Les lymphocytes spléniques de souris CBA sont mis en
culture conformément 3 la technique décrite précédemment en pré-
sence de 10 pl de dialysat et de mitogénes PHA (dilution 1/100)
et Con A (llpg). On mesure 1l'incorporation de 3H Thy au bout de
72 heures de culture. La dose de lo.Pl de dialysat s'avére ex-
trémement efficace vis-a-vis de lymphocytes stimulés par des mito-
génes. L'inhibition est de 96 % c'est-a-dire que la stimulation
mitogénique est totalement abolie. L'incorooration de base de la
thymidine en présence ou en absence de dialysat est la méme, ce

gui suggére qu'il ne s'agit pas d'une action cytotoxique (tableau 5)

Les cellules Hela et les monocytes sont mis en culture
conformément & la technique décrite précédemment. Le test au bleu
Trypan permet d'évaluer le pourcentage de cellules mortes lorsque
celles-ci ne sont pas lysées. Un effet toxique pourrait entrainer
une lyse cellulaire, c'est pourquoi il est nécessaire de faire
également une numération de fagon & connaitre le nombre de cellules
viables. Avec les cellules Hela aucune différence de comportement
n'est observée entre les cellules témoin et les cellules cultivées
en présence de dialysat. Aprés 72 heures de culture les cellules
se sont multipliées et forment un tapis confluent®; 1l'inhibition
de contact limite la prolifération cellulaire ce qui explique la

plus faible incorporation de thymidine en fin de culture (tableau 6)
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Incorporation de 3 Thy par les lymphocytes

de souris

Stimulation Témoin cpm ¥ et * Dialysat 10 Pl cpm Xi et
— 15848 T 4463 15850 ¥ 2421
+ +
Con A 1 ) 237643 -~ 8632 24896 - 9235
(1.7.%* = 15) (I.T. = 1,6)
PHA 1/100 206224 ¥ 58231 22469 T 3656
(I.T. = 13) (I.7. = 1,4)

% Nombre de coups par minute (cpm)

* écart-type (et)

%% I.T. : index de transformation

Tableau 5 : Incorporation de thymidine par des

lymphocytes stimulés en présence de

dialysat.
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Temps Témoin Dialysat 10 Pl
(1) Numération 4,6. 105 +0.5. 105 4,9, 105 & o,9. 105
3 H 2
(2) SH Thy 23114 ¥ 9477 30040 * 11177
(cpm T et)
g H Numération 4,1. 10° + 1,0. 105 3,0.10° T 0,4.10°
3H Thy + +
(com * et) 17847 T 1675 19629 * 977
24 H Numération 7,7.105 ¥ 0,4.105 5,6.10° ¥ 0,5.10°
34 Thy
+ + +
(cpm T et) 22719 T 651 21873 T 1550
72 H Numération 21,6.10° t 3,8.105 22,0.10° * 3,0.10°
3H Thy

(cpm ¥ et)

5726 & 386

6015 © 1764

(1)

(2)

Numération en hémocytométre de Thoma aprés test

d'exclusion du bleu Trypan

Incorporation de 3H Thy exprimée en coups par minutes

(cpm) ¥ écart-type (et).

Tableau 6 : Action du dialysat sur la viabilité et

la croissance de cellules Hela.




Le méme 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'hypothése d'une toxine cellulaire semble donc écartée.
Aux doses couramment utilisées pour mettre en évidence des effets
inhibiteurs, la fraction dialysable de 1'incubat ne présente pas

d'action toxique sur les cellules quelle que soit leur origine.

B — Inhibition de la dégranulation in vivo

1. PCA_induite_par des_agents_chimigues

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 étre 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 0,1 Pg/ml, pour la
polymyxine de 10 Pg/ml.

Le dialysat est injecté 10 minutes avant l'induction de
la dégranulation & raison de 100 Pl par injection,par voie intra-
dermique. Simultanément, on injecte le Bleu 4'Evans par voie
intraveineuse et le 48/80 ou la polymyxine par voie intradermique.
Les témoins positifs sont constitués par une premiére injection
d'eau physiologique puis une seconde de 48/80 ou de polymyxXine.

On observe aprés 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)
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Témoin Dialysat 10‘pl
(1) Numération 2,6.10° ¥ 0,2.10° 2,3.10° * 0,2.10°
24 H
(2) 3H Thy
(cpm * et) 5262 ¥ 835 3693 1 255
Numération 3,5.10° * 0,2.10° 3,8.10° * 0,3.10°
48 H 3
H. Thy
(com T et) 17483 T 1431 14736 © 2211

(1) Nombre de cellules évalué par numération dans un
hémocytométre de Thoma aprés test d'exclusion au bleu Trypan
(2) Incorporation de 3n Thymidine exprimée en coups par minute

(cpm)  &cart-type (et).

Tableau 7 : Action du dialysat sur la viabilité et
la croissance de monocytes humains (J111)

en culture continue.
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FIGURE 11 : INHIBITION DE PCA INDUITE PAR LE COMPOSE 48/80.

FIGURE 12 : INHIBITION DE PCA INDUITE PAR LE COMPOSE 48/80
OU LA POLYMYXINE B.
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2. PCA_induite_par_une_réaction_anaphylactigue

———————————— e kXLt it s Pu oo gty ——

a) Sérum antiovalbumine et ovalbumine

Nous avons induit une réaction d'anaphylaxie cutanée
passive en utilisant un s@&rum antiovalbumine de titre PCA 1 : 128.
Les animaux sont sensibilisé&s par le sérum réaginique dilué au
1 : 64. Aprés 48 heures de sensibilisation, le dialysat est in-
jecté au méme point, une injection d'eau physiologique consti-
tuant le té&moin 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 13)

b) Sérum de rat infecté et antigéne hydrosoluble de

S. mansoni

Un deuxiéme systéme anaphylactique a &té choisi : con-
trairement aux expériences 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 45éme jour de l'infection c'est-d-dire a 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 d4'Ag hydrosoluble S. mansoni et de bleu d'Evans amé&ne

une forte réaction positive pour le témoin. Celle-ci est totalement
abolie avec le dialysat. On confirme les ré&sultats obtenus avec
les composés chimiques, l'inhibition &tant méme plus marquée

dans le cas de la réaction anaphylactique. (Figure 14)

C- Inhibition du systéme de cvtotoxicité mastocvte-

€osinophile dépendant

Le mécanisme de cette réaction de cytotoxicité a été

décrit par Capron et al. (1978). Les éosinophiles mis en contact




FIGURE 14 : INHIBITION DE PCA INDUITE PAR UN SERUM
ANTIOVALBUMINE ET OVALBUMINE.

FIGURE 15 : INHIBITION DE PCA INDUITE PAR UN SERUM DE RAT
INFECTE (J45) ET L'AG HYDROSOLUBLE DE S. MANSONI.




avec des schistosomules sensibilisés par des Ac IgGa sont capables
d'enrober et de tuer ceux—-ci. La présence de mastocytes ou de sur-
nageants de mastocytes dégranulés s'avére indispensable pour qu'il
y ait cytotoxicité. Il est probable que les mastocytes activés

par des complexes a IgE ou IgGa libérent des produits d'activation
des éosinophiles. Ceux-ci sont alors capables de détruire les
schistosomules. Il était donc intéressant de voir si la fraction
dialysable de l'incubat de vers adultes était capable en bloguant

les mastocytes d'inhiber cette réaction de cytotoxicité.

10 Pl de fraction dialysable sont déposés au contact
des schistosomules sensibilisés en m&me temps que les cellules
obtenues aprés adhérence de deux heures. Le pourcentage de schis-
tosomules morts aprés 48 heures de culture est déterminé. La pré-
sence de la fraction dialysable de l'incubat fait tomber le pour-
centage de cytotoxicité de 63 % a 17 %, soit une inhibition de
74 %. La fraction dialysable agit tré&s probablement au niveau
des mastocytes mais il est également possible qu'elle agisse sur
les éosinophiles. C'est pourquoi une deuxiéme expérience a consis-
té€ & incuber préalablement des mastocytes purifiés avec la frac-
tion dialysable puis a ajouter ces mastocytes 3 des &osinophiles
purifiés et des schistosomules sensibilisés. Le pourcentage de
cytotoxicité qui était de 14 % tombe 4 3 % lorsque les mastocytes
ont &té& préincubés avec la fraction dialysable. On retrouve le
méme pourcentage d'inhibition, bien que le témoin positif soit
beaucoup plus faible. Ceci suggére que l'action de 1la iraction

dialysable se situe au niveau des mastocytes. (Tableau 8)

D- Discussion

La fraction dialysable de l'incubat de vers adultes

S. mansoni présente vis-a-vis de la dégranulation mastocytaire

une action inhibitrice. Les expériences effectuées in vitro nous
ont montré que cette fraction est capable d'inhiber la dé&granula-
tion, qu'elle soit induite par un systéme anaphylactique ou par
des agents chimiques. L'utilisation de la méthode isotopique de
mesure de la dégranulation permet d'apprécier tré&s exactement

l'inhibition. Lorsque la dégranulation est induite par 1l'action




d'un sérum antiovalbumine et de l'antigéne correspondant, des doses
de 10 a 30 Pl sont responsables d'une inhibition croissante de la
libération de sérotonine. Avec de plus fortes concentrations, un
effet cytotoxique apparait. La lyse cellulaire ou tout au moins
1'altération de la membrane cellulaire entraine une libération
spontanée de sérotonine. Cette mesure de la libération épontanée

de sérotonine constitue ainsi un bon indicateur de la cytotoxicité
éventuelle du dialysat. Il est &8 noter que cette cytotoxicité aux
fortes concentrations n'est pas surprenante et correspond aux ca-
ractéristiques d'un grand nombre de substances biologiques. Le

méme effet inhibiteur est observé lorsque la dégranulation est
induite par la polymyxine B. Cet effet est beaucoup plus difficile
a mettre en évidence lorsqu'il s'agit du composé 48/80. Ceci peut
s'expliquer par le fait que la dégranulation induite par le composé
48/80 serait la conséquence d'un mécanisme différent de celui de
l'activation classique. Par exemple, la dépendance de la dégranu-
lation vis-3a-vis du taux de nucléotides cycliques intracellulaires
n'a pu étre démontrée lorsqu'elle est induite par le composé 48/80
(JOHNSON et al., 1974) (DIAMANT, 1967) alors gqu'elle a été clai-
rement démontrée dans le mécanisme général de la dégranulation
(KALINER et AUSTEN, 1974). La possibilité d'inhiber une dégranulation
induite par un agent chimique tel que la polymyxine B suggére gue

le dialysat agit par inhibition d'un signal d'activation intracellu-
laire plutdt que par des phénoménes de compétition au niveau des

récepteurs pour 1'IgE.

Les caractéristiques de la substance inhibitrice sont les
mémes que celle du facteur inhibiteur de la prolifération lymphocy-
taire, c'est-a-dire thermostable (1 h =100°C) et de faible poids
moléculaire (< 10 000). Par contre, 1l'inhibition est irréversible
par lavage des cellules, contrairement a8 ce qui a été& observé avec
les lymphocytes. Ce résultat suggére que le dialysat induit au niveau
de la cellule un signal intracellulaire qui empéche 1l'activation ul-
térieure, par exemple en bloguant une étape du métabdlisme nécessaire
au processus de la dégranulation. On ne peut toutefois exclure pour
expliquer ce phénoméne irréversible la possibilité d'une liaison

de forte affinité entre le mastocyte et le facteur inhibiteur. Les




caractéristiques énumérées précédemment sont bien insuffisantes
pour affirmer qu'il s'agit du m@me facteur agissant sur les 2

types cellulaires lymphocytes et mastocytes. Cependant, il était
intéressant de voir si la fraction dialysable de 1l'incubat posséde
une action générale sur le développement et la viabilité de cellu-
les quelle que soit leur origine. Les tests effectués sur des
cellules Hela et les monocytes humains en culture continue nous ont
montré gue le dialysat ne présente aucune activité cytotoxique ou
cytostatique sur ces cellules, aux doses utilisées pour mettre en

€vidence un effet inhibiteur sur les lymphocytes ou les mastocytes.

Le dialysat dans les conditions utilisées n'est pas une toxine
cellulaire mais posséde une action spécifique vis-a-vis de certains

types cellulaires dont les lymphocytes et les mastocytes.

L'utilisation de la technique de PCA nous a permis de
confirmer in vivo le rdle inhibiteur joué par le dialysat. Les
composés chimiques 48/80 et polymyxine B présentent l'avantage
d'induire une réaction positive immédiate sans période de sensi-
bilisation, ce qui a facilité les expériences dans un premier temps.
Le méme nombre d'injections est effectué pour chaque point (eau
physioclogique ou dialysat), ce qui permet d'é@liminer 1l'hypothése
d'une inhibition due au traumatisme de l'injection intradermique.

Le dialysat seul n'induit pas de réaction positive. Si l'action

du dialysat consistait en une lésion tissulaire au point d'injection,
il est probable gu'il en résulterait une lyse des mastocytes avec
libération de médiateurs et vasodilatation donc une réaction
positive avec le dialysat seul. L'absence de réaction avec le
dialysat permet de dire gu'il ne s'agit pas d'une simple réaction
cytotoxique. La présence du dialysat entraine une forte atténuation
de la réaction provoguée par le 48/80 ou la polymyxine. Une inhi-
bition presque totale est observée dans le systéme anaphylactigue
gqu'il s'agisse d'un sérum antiovalbumine ou d'un sérum de rat

infecté par S. mansoni. Le fait que le dialysat soit injecté aprés




1'étape de sensibilisation confirme 1'hypothé&se &laborée aprés les
expériences in vitro : le dialysat n'entre pas en compétition avec
les IgE pour la fixation au niveau du récepteur mastocytaire mais
agit probablement au cours des étapes ultérieures en bloquant un

stade de l'activation cellulaire.

Le systéme de cytotoxicité& décrit par CAPRON et al. (1978}
est un mécanisme effecteur faisant intervenir deux types cellulairest
le mastocyte et 1'@osinophile. Le dialysat est capable d'inhiber
Cette réaction de cytotoxicité, et les résultats préliminaires mon-
trent que le dialysat agit seulement au niveau des mastocytes et ne
pPrésente pas d'action directe au niveau des &osinophiles ou des
schistosomules. Bien que l'efficacité de ce mécanisme in vivo ne
soit pas établie, le rb&le des éosinophiles en coopération avec les
mastocytes a é€té montré dans plusieurs modéles parasitaires
(ANSARI et WILLIAMS, 1976) (WEBER et RUBIN, 1958). On pense que des
facteurs solubles lymphocytaires ont la propriété de stimuler la
différenciation de cellules souches en é&osinophiles (COLLEY, 1973).
D'autre part, l'activation des mastocytes par les anticorps ana-
phylactiques et les allerg@nes parasitaires conduit 3 la libération
de plusieurs facteurs chemotactigues pour les éosinophiles ce gui
permet la localisation de ces cellules au voisinage de la cible.
L'€osinophile serait alors capable de détruire le parasite soit par
action de phospholipase B (OTTOLENGHI, 1970) ou par production de
superoxyde (TAUBER et al., 1976). Ce mécanisme proposé par GOETZL
et AUSTEN (1977) n'est encore gu'hypothétique mais tous ces argu-
ments font penser que la réaction de cytotoxicité décrite par

CAPRON et al. dans le modéle S. mansoni est un mécanisme effecteur

efficace in vivo. La possibilité pour le dialysat d'inhiber cette
réaction s'avére donc d'une grande importance.

Bien des points observés restent a é&claircir au sujet de
cette substance. Tout d'abord, le mécanisme d‘'action reste tout a
fait inconnu. Le fait que ce facteur parasitaire puisse inhiber 1la

dégranulation, qu'elle soit induite par un systéme anaphylactique




Schistosomules sensibilisés % cytotoxicité % inhibition

par SRI (1)

i+
O
~
\e)

Cellules surnageantes 2h. 63,6

(Eosinophiles + Mastocytes)

Cellules surnageantes 16,6 + 14,1 74% (p<0,05)
+ 10 Pl de dialysat

é
Eosinophiles purifiés + 13,9 £ 5,1 |
20% Mastocvtes
Eosinophiles purifiés + 3,5 1,2 75% (2)

20 % Mastocytes +
10 Pl de dialysat

(1) SRI:sérum de rat infecté J 35 (chauffé 56°C)
(2) Résultat statistiquement non significatif en raison du faible
effectif.

Tableau 8: Inhibition de la réaction de cytotoxicité mastocyte-

€osinophile dépendante par la fraction dialysable de 1l'incubat.

f?l'/_‘;
UL({ .




ou par des agents chimiques, suggére une intervention au ni-~
veau du métabolisme cellulaire dans 1l'une des &tapes de 1'ac-
tivation conduisant & la dégranulation. On pourrait penser que
l1'action du dialysat se situe non pas au niveau du mastocyte,
mais agit par destruction des médiateurs libérés. L'utilisation
de la mesure de la sérotonine tritiée 1ibérée écarte cette hy-
pothése car la radioactivité est de toute fagon mesurée méme si

la sérotonine libérée a été ultérieurement dégradée.

La purification de cette substance apporterait des
renseignements importants sur sa nature, son mé&canisme d'action
et son identification in vivo. D'autre part, elle permettrait
de déterminer si cette substance présente un intéré&t pharmaco-
logique dans le traitement des phénoménes allergiques. Le point
le plus important est &videmment de déterminer si ce facteur
posséde un rdle effectif au cours de 1'infection. A cet égard,

l'infection par Taenia taeniaeformis présente de grandes simi-

litudes avec l'infection par S. mansoni. LEID (1977) dans une

revue générale, décrit 1l'importance des deux classes d'anticorps
anaphylactiques IgE et IgGa au cours de 1l'infection. Il semble
que les mastocytes soient activés dans la premiére phase par
1'IgGa et dans une seconde phase par 1'IgE. Ceci concorde avec

le modéle S. mansoni oll 1'on pense que le mécanisme IgGa-

€osinophile est effectif au cours de la premidre période de
1l'infection alors que le systéme IgE-macrophage l'est au cours
de la seconde période. LEID a cependant constaté gue bien que
les conditions d'activation soient remplies, il existe des périodes
de l'infection oll 1'on observe une nette diminution de la possi-
bilité d'activer les mastocytes. On peut évidemment penser que

les récepteurs mastocytaires de ces animaux sont saturés par les
IgE produites de fagon massive au cours de l1l'infection mais il est
étrange, compte-tenu de la persistance des IgE 3 la surface des
mastocytes, que cette inhibition soit spécifique de certaines
périodes et soit réversible au cours du temps. TURNER et al. (1978)
ont exploré cette hypothése. Leurs résultats montrent que le phé-
nomeéne de compétition des différentes IgE vis-3-vis du mastocyte

n'est pas responsable:d'une diminution de la réactivité mastocytain




L'hypothése d'un contrdle exercé par le parasite directement au
niveau de la dégranulation semble donc tout & fait plausible et
pourrait expliquer cette faible activation a certaines périodes

de l'infection. On peut imaginer que chez le rat le rejet des vers
induit par le mécanisme de cytotoxicité a &osinophile entraine

la libération de nombreuses molécules d'origine parasitaire dont
en particulier le facteur inhibiteur de la dégranulation. Celui-ci
en bloguant la dégranulation permet le maintien d'une faible

partie de la population parasitaire.

I1 apparait donc urgent de confirmer d'une part dans

le modéle S. mansoni 1l'existence d'une inhibition de la dé&granu-

lation au cours de l'infection et de déterminer a4 quelle période
elle se situe ; d'autre part de voir si cette inhibition peut étre

imputée paftiellement ou totalement & la production par le para-

site d'un facteur capable d'inhiber ou de limiter la dégranulation.




CONCLUSTON




CONCLUSION

Le but de notre travail é&tait de voir si, compte-
tenu de la présence de grandes quantités d'anticorps anaphy-
lactiques, la faible amplitude des phénoménes 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
oroduction par le parasite de facteurs interférant avec la ré-
ponse immune de 1'hdte s'avé@re maintenant &tre un mécanisme

général expliquant la survie possible du parasite chez un hbéte

immunologiquement compétent. Par conséquent, la production par le
parasite de substance(s) capable(s) d'interférer avec la dégranu-
lation mastocytaire &tait a envisager pour expliquer le dysfonc-
tionnement de 1l'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 grdce a une méthode
de mesure de la dégranulation que nous avons tout d'abord adap-
tée 3 nos eXigences. Cette méthode consistant & mesurer 1la l1ibé-
ration de sérotonine tritiée préalablement incorporée dans les
mastocytes s'est avérée extrémement facile 3 manier, rapide et
précise par comparaison aux méthodes couramment utilisées in
vifro. Sa précision nous a permis d'une part d'utiliser un
syst@me de sensibilisation passive avec lequel la dégranu-
lation est faible donc difficile 3 mesurer, d'autre part d4'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 systéme anaphylactique. L'activité inhibitrice est
contenue dans la fraction dialysable donc de faible poids molé-
culaire, thermostable et subsiste aprés lavage des cellules. La

méme inhibition est observée in vivo en technique de PCA dans un




systéme anaphylactique ovalbumine ou S. mansoni. Le parasite est
donc capable d'interférer avec la dégranulation mastocytaire. Le
fait que 1'incubat soit &galement capable d'inhiber le mécanisme
de cytotoxicité & €osinophile souligne 1'importance que pourrait

jouer cette substance dans la régulation des mécanismes effecteurs.

L'isolement et la purification du facteur inhibiteur
permettrait d'@tudier plus facilement son mécanisme d'action dont
on peut simplement dire gu'il ne s'agit pas d'un phénoméne de com-
pétition vis-a-vis des IgE mais »lutdt d'un bloguage de 1l'activation
cellulaire. Cela permettrait &galement de déterminer plus facilement
si ce mécanisme d'inhibition est réellement efficace in vivo tout

au moins a une période précise de l'infection.

L'existence de cette inhibition de la dé&granulation
constitue un résultat de plus dans la compréhension des relations
hbte-parasite et en particulier pourrait &tre un mécanisme supplé&-

mentaire de survie du parasite chez son hoéte.
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