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Annexe 1. Le monde des basophiles et de I’allergie

Basophiles, mastocytes et allergie

Les globules blancs du sang contiennent moins de 1% de polynucléaires
basophiles (que nous appelons basophiles par raccourci). Ces cellules
contiennent des granules (sortes de petits sacs) qui peuvent se déverser a
Pextérieur de la cellule et libérer ainsi leur contenu. Ce phénomene s’appelle la
dégranulation. L’histamine ainsi libérée est responsable de certains des signes de
Pallergie : rougeur (du fait de I'afflux de sang dans les vaisseaux capillaires dilatés
par I’histamine), gonflement local (du a la fuite de liquide depuis le sang vers les
tissus) et picotement et démangeaisons (dus a la stimulation des fibres
nerveuses). D’autres cellules — les mastocytes — possedent ces mémes
caractéristiques. A la différence des basophiles toutefois, les mastocytes sont
situés dans les tissus.

Prenons le cas d’une personne atteinte de « rhume des foins » (ou rhinite
allergique). Les symptomes sont dus a la séquence d’événements suivants : les
pollens irritent la muqueuse nasale, les mastocytes sont alors « stimulés » et
libérent de TIhistamine et d’autres composés qui participent a la réaction
allergique, les basophiles sont attirés sur les lieux de la réaction et accomplissent
également leur « tache » de cellule de I'inflammation en expulsant le contenu de
leurs granules et participent ainsi a la réaction inflammatoire. Dans le cas de la
rhinite allergique, Iinflammation se traduit par des écoulements, des
picotements et des éternuements.

Mais en dehors de lallergie, dira-t-on, 4 quoi « servent » ces cellules puisque
tout le monde, allergique ou pas, posseéde des mastocytes et des basophiles. 1l
est admis aujourd’hui que ces cellules jouent un role dans le contréle du
diameétre des petits vaisseaux (et controlent donc le flux sanguin) et dans les
phases initiales de la réaction immunitaire dans les tissus de l'organisme.
Paradoxalement, leur comportement chez le sujet allergique est mieux connu
que chez le sujet non allergique.

Ces deux types cellulaires, basophiles et mastocytes, sont donc étudiés dans
lespoir de mieux controler les réactions allergiques. Les basophiles ont
I'avantage de pouvoir étre obtenus par un simple prélevement de sang. 1l ont
I'inconvénient toutefois d’étre difficiles a purifier (c’était vrai en tout cas en

1988).
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Un autre actenr de la réaction allergique : I'IgE.

Pourquoi certains sujets sont-ils allergiques et pas d’autres ? Les sujets
allergiques fabriquent facilement (pour des raisons encore en grande partie
obscures) des anticorps particuliers appelés IgE (= immunoglobulines de type
E). Ces anticorps sont synthétisés par le systtme immunitaire lorsque
Porganisme entre en contact avec certaines molécules contenues, par exemple,
dans les pollens, les poils d’animaux, des aliments, etc. Les sujets non allergiques
fabriquent également ces anticorps, mais a des taux considérablement plus
faibles. Les anticorps IgE ont une propriété importante : leur « pied » se fixe a la
surface des basophiles et des mastocytes, tandis que leur « téte » reste disponible
«guettant » la molécule étrangere pour laquelle ils ont été synthétisés (on dit
qu’ils ont une affinité pour cette molécule, qu’ils sont « spécifiques » pour cette
derniere). Lorsqu'une molécule allergénique est dans le voisinage d’une IgE qui
lui est « spécifique », cette derniere la « reconnait » du fait de la complémentarité
de leurs surfaces moléculaires (modéle clé-serrure). Les IgE immobilisent les
allergenes, les fixent, comme le ferait du velcro. La différence importante avec le
velcro est toutefois la spécificité. Ainsi, les IgHE qui «reconnaissent» les
protéines du lait de vache ne sont pas capables de fixer les protéines
allergisantes des pollens. Lorsqu’une IgH a fixé la molécule, d’autres IgE — du
fait de leur mobilité a la surface des basophiles ou des mastocytes — viennent en
contact avec la molécule d’allergene et progressivement un agrégat d’anticorps
se forme autour de lallergéne. Cette immobilisation en grand nombre de
molécules d’IgE est responsable de la mise en route d’activations enzymatiques
dans la cellule qui déclenchent en quelque sorte la « mise a feu » du phénomene
de dégranulation.

Les tests de diagnostic de l'allergie

Cette réaction peut étre réalisée localement au niveau de la peau du sujet
allergique. En effet, méme si le contact initial entre Pallergéne (le pollen) et
lorganisme a lieu dans les muqueuses nasales (dans le cas de la rhinite
allergique), les IgE fabriquées par le systéeme immunitaire se répandent dans tout
Porganisme et se fixent sur tous les mastocytes et les basophiles, quelle que soit
leur localisation dans 'organisme. Si P'allergéne auquel il est sensible est introduit
dans la peau dun sujet allergique, les IgE spécifiques «reconnaissent »
Pallergene et le maintiennent a la surface des mastocytes présents dans le derme
cutané. Comme nous I'avons décrit ci-dessus, ’histamine et d’autres substances
sortent des mastocytes et provoquent a endroit de la piqire une petite réaction
inflammatoire avec une rougeur (les capillaires se dilatent), formation dune
papule qui souleve I’épiderme (c’est 'cedéme dd a la fuite de liquide hors des
capillaires) et démangeaison (les terminaisons nerveuses sont stimulées). Cette
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méthode est a4 la base d’une méthode de diagnostic utilisée par les médecins
allergologues (tests cutanés).

Les biologistes aiment reproduire 7z vifro ce qui se passe dans I'organisme de
fagon a manipuler et étudier facilement le systéme biologique auquel ils
s'intéressent. Ainsi, placons ensemble dans un tube maintenu 2 37°C: 1) du
sang d’un sujet allergique au pollen ; 2) Pallergéne auquel le sujet est allergique. 11
s’agit en fait d’un extrait de pollen pouvant étre acheté commercialement ; ce
sont ces extraits qui servent également a faire des tests cutanés d’allergie. Apres
une quinzaine de minutes, nous pouvons mesurer la présence d’histamine a
Pextérieur des cellules. Bien entendu, si nous procédons a la méme manipulation
sans ajouter Iallergéne, nous n’observons pas d’histamine en dehors des cellules.
Cette variante de expérience est ce que 'on appelle un contréle. Il permet de
vérifier que c’est bien 'allergéne qui est responsable de la sortie d’histamine hors
des cellules et que ce n’est pas, par exemple, simplement le fait d’avoir placé les
cellules a 37°C. Cette notion de controle peut sembler évidente. Elle Iest
effectivement dans un exemple aussi simple. Elle est néanmoins extrémement
importante dans toute procédure expérimentale. C’est une obsession constante
dans la recherche de se demander si ce que 'on observe est bien « réel » et n’est
pas simplement créé par Pexpérimentation. Cette notion de contréle est capitale
pour bien comprendre certains des arguments avancés au cours de la polémique
des hautes dilutions.

La coloration des basophiles et lenr dégranulation

Les granules de basophiles ont la propriété d’étre colorés par certains
colorants (appelés colorants basiques). Le bleu de toluidine en fait partie. C’est
précisément parce que les basophiles « aiment » les colorants basiques qu’ils ont
été nommés ainsi. Pour des raisons de charges électrostatiques, le bleu de
toluidine se fixe sur les structures qui ont de nombreuses charges négatives, ce
qui est le cas des granules de basophiles. Lorsqu’on observe au microscope ces
structures colorées par le bleu de toluidine, elles apparaissent en rouge brique.
Ce virement de la couleur bleue du colorant au rouge est appelé métachromasie.
Au microscope, les basophiles sont colorés par le bleu de toluidine et
apparaissent en rouge, ce qui permet de les dénombrer.

Que se passe-t-il lorsque le basophile « dégranule » ? En plus d’une sortie de
I’histamine hors de la cellule, le basophile ne se colore plus en rouge. Cest la
base du test de dégranulation des basophiles qui peut étre utilisé dans un but
diagnostique ou pour la recherche expérimentale. En particulier, il existe une
sorte « d’allergene universel » qui permet de faire dégranuler les basophiles
comme le ferait un allergéne. 1l s’agit d’un antiserum anti-IgE qui contient des
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anticorps capables de se fixer aux IgE placées a la surface des basophiles. Cette
fixation des anticorps aux IgE « mime » I'effet de I'allergene.

Comment mesurer la dégranulation ¢

Comment procéde-t-on lorsqu’on désire provoquer une dégranulation des
basophiles, par un allergene ou un antiserum anti-IgE par exemple ? Dans un
premier temps, quelques manipulations simples (sédimentation du sang, recueil
des surnageants, centrifugation) — que nous ne développerons pas — permettent
d’obtenir un concentré de globules blancs dans un milieu physiologique adapté.
Rappelons que ce concentré contient environ 1 basophile pour 100 globules
blancs. De petits volumes de ce concentré sont placés dans des tubes ou plus
souvent dans les puits de plaques prévues pour la culture cellulaire et trés
utilisées dans les laboratoires de biologie (plaques « 96 puits »). Puis 'allergene
(ou l'antiserum anti-IgE) est placé a différentes dilutions dans chacun des puits.
On place alors le tout dans une étuve 2 37°C pendant une demi-heure.

Lorsque le temps s’est écoulé, une solution fixante et colorante a base de
bleu de toluidine est alors ajoutée dans chacun des puits. Cette solution permet
également de se débarrasser des globules rouges contaminants qui génent le
comptage. Les basophiles sont ensuite comptés au microscope. Comme nous
cherchons a évaluer quel pourcentage de basophiles ont dégranulé par rapport
au témoin (C’est a dire un puits préparé exactement dans les mémes conditions
mais a la seule différence qu’il ne contient d’allergene), il est tres important de
compter les basophiles qui correspondent au méme volume. Ceci est réalisé en
utilisant un ustensile appelé hématimetre qui permet de dénombrer les cellules
correspondant a un volume précis. Un petit volume du contenu d’un puits est
placé sous la lamelle de ’hématimetre et les cellules sont comptées sur la surface
délimitée par un quadrillage gravé dans le verre. Voici, a gauche, a quoi
ressemble cette lame de verre épais placé sous le microscope. On distingue
chacune des deux surfaces que 'on recouvre d’une lamelle avant de placer les
cellules dans chacune des deux chambres ainsi délimitées (entre lame et lamelle).
A droite est représenté le quadrillage vu au microscope, ici a un faible
grossissement.

Sur le coté de la lame, deux rainures sont destinées a recueillir le liquide en
cas de trop plein. Pour chacun des puits les basophiles sont comptés en
parcourant la surface de fagon systématique grace au quadrillage.
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Supposons que les résultats suivants aient été obtenus (bien entendu en
comptant a chaque fois la méme surface). Pour simplifier nous supposons que
chaque point expérimental n’a été réalisé qu’une fois.

Puits 1 : controle 60 basophiles
Puits 2 : allergene dilué 1/100 42 basophile

Puits 3 : allergene dilué 1/1000 30 basophiles
Puits 4 : allergene dilué 1/10.000 48 basophiles
Puits 5 : allergene dilué 1/100.000 59 basophiles

Nous constatons que, comparé au contrdle, le nombre de basophiles a
diminué selon les dilutions d’antiserum anti-IgE. Nous pouvons présenter les
résultats sous cette forme, mais il est souvent plus parlant de les exprimer en
pourcentages de dégranulation, c’est-a-dire en pourcentage de basophiles qui ne
sont plus visibles. Pour cela il suffit de calculer la différence de basophiles entre
le contrdle et le puits considéré puis de diviser par le nombre de basophiles du
puits controle. Par exemple pour le puits 1/100, le calcul donne : (60 — 42)/60
= 30%. Pour rendre les résultats visuellement interprétables, un graphique est
souvent tres utile. Voici ce que cela donne pour cet exemple. En ordonnée nous
indiquons les différents pourcentages de dégranulation correspondant aux
différentes dilutions.

Puits 2 : antiserum anti-IgE dilué 1/100 30% de dégranulation
Puits 3 : antiserum anti-IgE dilué 1/1000 50% de dégranulation
Puits 4 : antiserum anti-IgE dilué 1/10.000 20% de dégranulation
Puits 5 : antiserum anti-IgE dilué 1/100.000 2% de dégranulation

On peut également en compliquant légerement ce modele biologique étudier
leffet de médicaments dont on espere qu’ils vont permettre de controler la
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réaction allergique. On ajoute alors dans des puits contenant l'allergene (ou
Panti-IgE) le produit a tester et on compare le résultat obtenu aux puits
contenant lallergene seul (ou lanti-IgE)

—e— allergéne (ou anti-IgE) seul
—O— + produit inhibiteur

60
‘0 /\

20 A\
o

Exemple fictif

% de dégranulation

0 T T T T
1 2 3 4 5 6

Dilutions allergéne (ou anti-IgE) au 1/10

Sortie d’histamine et dégranulation

Bien entendu les choses ne sont jamais aussi simples que dans les livres. Et
s’'intéresser a ce qui n’est pas encore dans les livres est une définition possible de
ce quest la « recherche ». En particulier, nous avions montré au laboratoire que
dans certaines situations expérimentales que nous ne détaillerons pas, il était
possible d’obtenir une « dégranulation » en microscopie sans qu’il y ait une
sortie d’histamine concomitante. Autrement dit, les granules des basophiles
restaient en place avec leur contenu d’histamine, mais les granules perdaient les
propriétés de fixer le colorant. Nous avons fait ’hypotheése — qui n’avait rien de
révolutionnaire — que cette diminution de la « colorabilité » des basophiles était
liée a ce que 'on appelle des mouvements ioniques. Chacun sait par exemple
que la dépolarisation des cellules nerveuses est due — schématiquement — a une
entrée d’ions sodium dans la cellule nerveuse. Cette entrée de sodium est un
exemple de ce que 'on appelle un mouvement ionique. Il existe de nombreux
modeles cellulaires ou une des premieres étapes de « I'activation cellulaire » est
une entrée d’ions dans la cellule par le biais de «canaux ioniques». Notre
hypothese était que dans le cas d’une « dégranulation » sans sortie d’histamine,
nous mettions en fait en évidence une entrée d’ions mais que l'activation de la
cellule restait incompléte, n’allant pas jusqu’a la sortie d’histamine qui exigeait
des « stimuli forts ». Nous ne sommes pas parvenus a démontrer completement
cette hypothese. Néanmoins cette voie de recherche nous a permis de réaliser
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plusieurs études qui ont été publiées concernant en particulier 'effet inhibiteur
du sodium extracellulaire sur la libération d’histamine et sur les canaux ioniques
présents a la surface des basophiles.!

Comme décrit dans ce texte, nous avons constaté que la dégranulation
provoquée par les hautes dilutions ne s’accompagnait pas de sortie d’histamine.
Si cela avait été le cas, la reproduction du phénomeéne par d’autres laboratoires
aurait été plus confortable. 11 a alors été proposé que les hautes dilutions
faisaient partie de ce que nous appelions des « stimuli faibles », ces derniers
étaient capables de provoquer une modification physico-chimique du granule se
traduisant par une perte d’affinité pour le colorant sans pour autant conduire a
une sortie d’histamine. C’est ce qui est constaté le plus souvent chez les sujets
allergiques aux médicaments par exemple. Ceci n’empéche pas les cliniciens
d’utiliser le test de dégranulation pour le diagnostic de [lallergie
médicamenteuse.

L’utilisation du terme de dégranulation a été reprochée au moment de la
parution de larticle de Nature. Pour certains, une « vraie » dégranulation doit par
définition s’accompagner d’une sortie (dite aussi libération) d’histamine. Par la
suite nous avons forgé le terme « achromasie » qui était purement descriptif sans
préjuger du mécanisme sous-jacent et d’une éventuelle sortie d’histamine
concomitante.

Comment fabrigue-t-on des « hautes dilutions »

Les dilutions homéopathiques sont exprimées traditionnellement en CH
(centésimales hahnemanniennes ou DH si ce sont des décimales) c'est-a-dire en
dilutions au 1/100. On pourrait aujourd’hui, avec nos connaissances en
physique, exprimer les concentrations en moles par litre, mais rapidement cette
notation n’a guere de sens (pourtant on l'utilise fréquemment) car la notation
molaire se réfere a un nombre de molécules. On calcule en effet — c’est le point
de friction principal a propos des hautes dilutions — qu’il y a moins de 1
molécule a partir d’'un certain nombre de dilutions. Prenons par exemple le cas
de Panti-IgE a haute dilution qui a fait objet de l'article de Nature de 1988.
Partant d’un antisérum contenant 1 mg/ml d’anti-IgE, on calcule qu’a partir de
la dilution 1/10%, il y a moins d’une molécule dans I’essai.

C’est pour cette raison que 'on préfére exprimer ce que 'on obtient (la
«dilution ») faisant référence ainsi a un processus expérimental qui ne préjuge
pas des molécules présentes (ou non). Le terme « hahnemannien » correspond a
un mode de préparation particulier : entre chaque dilution, les solutions sont
agitées violemment. En pratique dans les laboratoires, on utilise un agitateur
rotatif (souvent appelé « vortex ») qui permet un mélange rapide des solutions.
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Cet ustensile est trées répandu dans les laboratoires de biologie. Pour les
homéopathes, cette agitation est trés importante et est une condition
indispensable a la fabrication des dilutions homéopathiques.
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Notes de fin de chapitre

UF. Beauvais e/ al. | Allergy Clin Immunol 1991 ; 87 : 1020 ; | Allergy Clin Immunol 1992 ;5 90
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