Activite de dilutions d’histamine
sur la dégranulation des basophiles

Les basophiles sont des cellules sanguines poly-
nucléaires caractérisées par leurs granules cytoplas-
miques
préformés, dont histamine, et ayant une affinité
pour les colorants basiques [voir figure 28]. Outre
leur implication dans la réaction d’hypersensibilité
immédiate, le réle pro-inflammatoire majeur des
basophiles est aujourd’hui clairement démontré.

contenant de nombreux médiateurs

Figure 28 - Basophile
Photographié au microscope électronique. Le noyau est composé
de plusieurs lobes ; des granules fortement colorés sont présents
dans le cytoplasme

Lhypersensibilité immédiate est une réaction normale
de défense de l'organisme, devenant pathologique
lorsque ses mécanismes de régulation sont dépassés.
Elle est médiée par les immunoglobulines E, anticorps
de faible concentration qui ont une haute affinité
pour des récepteurs présents sur la membrane plas-
mique de nombreuses cellules parmi lesquelles les
éosinophiles, les cellules de Langerhans, les mastocytes
et les basophiles.

Les principales étapes de l'activation de basophiles
sont les suivantes [voir figure 29] :

1. Des IgE spécifiques sont synthétisées a la suite
d’un premier contact avec 'antigeéne.

2. Gréce A leur haute affinité, elles se fixent aux récep-
teurs présents sur la membrane des basophiles.

3, Lors du second contact avec le méme antigene,
celui-ci peut se lier 2 plusieurs molécules d’IgE fixées
sur leurs récepteurs.

4, Lagrégation des récepteurs induit leur modifica-
tion structurale et activation des basophiles via une
cascade de médiateurs intracellulaires : synthese d’a-
dénosine monophosphate cyclique (AMPc), augmen-
tation de la concentration en calcium dans le cytosol.

5. Il en résulte une migration des granules et la fusion
avec la membrane plasmique. Cette dégranulation
conduit 4 la libération des médiateurs initialement
présents dans les granules (en particulier I’histamine).
Lactivation cellulaire induit également la synthese
de médiateurs néo-formés (comme les peptido-
leucotriénes).

La réaction d’hypersensibilicé immédiate est soumise,
in vivo, 3 des mécanismes de régulation trés com-
plexes. Citons le rétro-controle négatif de la libéra-
tion de 'histamine induit par elle-méme et par de
nombreux agonistes via les récepteurs H, présents sur
la membrane du basophile.

Lintérét de 'étude des basophiles est multiple :

- Il S'agit d’'un matériel d’origine humaine, relative-
ment facile 4 obtenir par simple prélévement sanguin.
Il est aujourd’hui admis que la réactivité in wvitro
du basophile est un bon reflet du status immun de
Lallergique.



4. Activation cellulaire :
synthése d'AMPc
et augmentation du Ca
intracellulaire

5. Dégranulation
et libération de médiateurs
de l'inflammation

Histamine

Figure 29 - Schéma représentatif de la dégranulation des basophiles
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- Ce modtle expérimental est trés reproductible et
permet de réaliser un grand nombre d’expériences.

- Il rend possible I'investigation des principes de 'ho-
méopathie. Linfinitésimal peut étre facilement abordé
en mettant les cellules en contact avec des souches
homéopathiques diluées 4 volonté. La similitude peut
éure érudiée en utilisant des souches correspondant
aux allergenes responsables de I'hypersensibilité ou
aux médiateurs de l'allergie.

Lactivation des basophiles peut étre étudiée expérimen-
talement 4 Paide de plusieurs techniques ; trois d’entre
elles ont été utilisées dans les études présentées ici :

1. Le dosage de I'histamine libérée dans le milieu
extracellulaire (nous parlerons du test d’histamino-
libération).

2. La coloration : lorsqu’ils sont activés, les basophi-
les perdent leur affinité pour les colorants basiques,
du type bleu de toluidine ou bleu alcian (nous parle-
rons de test de dégranulation des basophiles).

3. Lexpression de marqueur membranaires : exocy-
tose des granules s'accompagne de 'augmentation de
I'expression de marqueurs (comme le CD63, initiale-
ment présent 4 I'intérieur des granules et quasi absent
de la membrane du basophile au repos).

Nous parlerons de test d’activation des basophiles.

Depuis maintenant plus de vingt ans, une, puis plu-
sieurs équipes de chercheurs étudient I'action de dilu-
tions infinitésimales d’histamine sur la dégranulation
des basophiles. De nombreux résultats ont été obte-
nus ; les principales données issues des études
publiées sont présentées ici.
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Effet de dilutions d'histamine sur le
test de dégranulation des basophiles

Méthodes

2

Des basophiles humains, isolés & partir de préleve-
ments sanguins, sont passivement sensibilisés 4 un
allergéne donné (ici 'acarien Dermatophagoides ptero-
nyssinus) par incubation en présence de plasma riche
en IgE spécifiques prélevé chez des sujets allergiques
aux acariens. Les cellules sont ensuite incubées en
présence des dilutions d’histamine  étudier. La dégra-
nulation est induite par addition d’une concentration
optimale de I'allergéne dans le milieu réactionnel. Les
basophiles sont finalement colorés par le bleu alcian ;
seules les cellules n'ayant pas réagi a lallergene se
colorent puisque les granules des cellules activées ont
perdu leur affinité tinctoriale. Le pourcentage de
basophiles activés est calculé par rapport 2 un témoin
sans allergene ; le pourcentage d’inhibition par com-
paraison de deux tests de dégranulation avec ou sans
dilution d’histamine.

Figure 30 - Inhibition de la dégranulation
des basophiles

(moyenne +/- s.e.m.) pour des dilutions d'histamine de 5 3 60 CH
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* dégranulation significativement inhibée par rapport au contrdle
sans histamine. Moyenne de 10 expériences.

Résultats

Une gamme trés large de dilutions d’histamine est
étudiée (5 2 60 CH). 1l apparait que certaines d’en-
tre elles réduisent significativement la dégranulation
des basophiles alors que d’autres sont inefficaces [voir
figure 30]%. Cet effet est spécifique puisqu’il n'est pas
retrouvé avec des dilutions d’histidine, chimique-
ment proche de I'histamine mais ne possédant pas ses
propriétés pharmacologiques’. Ces données confir-
ment des résultats préliminaires similaires' ; leur
régularité lors de la reproduction en grandes séries a
permis une modélisation mathématique de cet effer”.

Confirmation de l'effet de dilutions
d’histamine sur le test de
dégranulation par une ¢tude
multicentrique

Méthodes

Lactivation des basophiles peut étre provoquée par
l'allergene spécifique, comme pour les expériences
précédentes, mais peut également étre induite par des
stimuli non spécifiques tels que des anticorps anti-
IgE. Cette technique présente 'avantage de ne pas
nécessiter de phase de sensibilisation passive.

Ces études ont été conduites en deux étapes :

1. Vérification de I'activité biologique inhibitrice des
dilutions d’histamine sur la dégranulation des baso-
philes induite par un and-IgE [voir figure 31]".

2. Réalisation d’une étude européenne multicen-
trique : cette étude avait pour but de confirmer la
reproductibilité de leffet observé dans différents
laboratoires avec plusieurs expérimentateurs. Ceci
parait particulitrement intéressant dans le cas de I'étude
des dilutions homéopathiques dont Deffet reste
encore trés controversé. Les tests sont réalisés, en
aveugle, dans quatre laboratoires différents.



Le contrdle de P'étude ainsi que la préparation des
dilutions sont effectués dans un cinqui¢me labora-
toire. Enfin, l'analyse statistique est réalisée par un
statisticien indépendant. Des dilutions d’histamine
(15, 16, 17, 18 et 19 CH) sont étudiées comparati-
vement aux dilutions correspondantes d’eau distillée.

Figure 31 - Inhibition de la dégranulation

des basophiles
{moyenne) induite par des anti-IgE et mesurée par coloration.
Action des dilutions d’histamine de 7 4 19 CH
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* inhibition significative. Moyenne de 10 expériences

Résultats

Sur I'ensemble des données recueillies par les quatre
laboratoires (3 906 mesures !), les dilutions d’hista-
mine inhibent significativement la dégranulation des
basophiles par rapport a un témoin H,O (p=<0,0001).

Cette étude multicentrique menée en aveugle
confirme les résultats du premier laboratoire® ™.
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Confirmation par des techniques
différentes

Test d'activation des basophiles
(expression du CD63)

Méthodes

Une méthode automatisée a été mise au point au
début des années 1990, fondée sur I'analyse par cyto-
métrie* en flux’. Le rapport de cellules exprimant le
CD63 dans les lots controles et traités permet de
calculer le pourcentage d’inhibition de I'activation.

Résultats

Létude de I'inhibition de I'activation des basophiles
par des dilutions d’histamine montre que cette inhi-
bition est significative pour les dilutions allant de 15 2
18 CH (moyenne de 36 expériences)® [voir figure 32].

Figure 32 - Pourcentage d'activation des basophiles
aprés incubation avec i'anti-IgE et en absence ou

en présence de différentes dilutions d'histamine
(les chiffres se rapportent aux concentrations molaires théoriques)
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Les données représentent la moyenne de 36 expériences réalisées

trois fois chacune. L'activation des basophiles a été déterminée

par la mesure du pourcentage de cellules exprimant le CD63 en

cytométrie de flux. Toutes les dilutions testées, a I'exception de
10 M, sont significativement différentes du contréle d’apres le

test de Wilcoxon (p < 0,01)
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Test d'histamino-libération

Un dosage de I'histamine libérée aprés dégranulation
des basophiles est réalisé dans le milieu extra-cellulaire.
Ceci a permis de confirmer, par une troisiéme tech-
nique, que des dilutions d’histamine diminuaient
Pactivation des basophiles [voir figure 33]".

Figure 33 — Effet sur le relargage de I'histamine

de pré-incubation avec des dilutions d'histamine
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Les résultats représentent la moyenne +/- s.e.m. de 14 expériences.
La concentration en anti-IgE était de 0,2 pg/ml. Pour chaque
dilution d’histamine, il existait une différence significative par
rapport au contrdle selon le test de Kruskal-Wallis (p < 0,001).
Une autre analyse par le test de comparaisons multiples de Dunn
montre une différence significative par rapport au contréle de
toutes les dilutions testées (10° - 10 M} (*p < 0,05, **p<0,001)

Modulations de I'action
de I'histamine

A laide des différentes techniques décrites ci-dessus,
il a été possible d’étudier la modulation pharmacolo-
gique des dilutions d’histamine.

Action de I'histaminase

Lhistaminase est une enzyme susceptible de lyser
I’histamine. La technique de coloration des basophiles
a permis de montrer que I'histaminase, & concen-
tration pharmacologique, inhibe I'action de I'histamine
4 forte concentration (5 4 8 CH) mais pas celle des
hautes dilutions d’histamine [voir figure 34]°.

Figure 34 - Inhibition de la dégranulation des basephiles
(moyenne +/- s.e.m.) mesurée par coloration, pour des dilutions

d’histamine de 5 a2 20 CH, en présence et en absence
de cimétidine
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Action d'antagonistes des récepteurs H,
a I'histamine
a) par test de dégranulation des basophiles

A concentration pharmacologique, I'histamine exerce
un rétrocontrdle, sur sa propre libération, via les
récepreurs H,. Des études réalisées par coloration des

basophiles [voir figure 35]°.

Figure 35 — Inhibition de la dégranulation
des basophiles par I'histamine

{moyenne +/- s.e.m.} mesurée par coloration, pour des dilutions
d'histamine de 5 4 20 CH, en présence et en absence d'histaminase
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b) par test d’activation des basophiles Tableau 7 - Comparaison du pourcentage
o de dégranulation en présence et en absence
Des résultats similaires ont été obtenus pour les de dilutions d'histamine
hautes dilutions puisque leur action est en partie (moyenne +/- s.e.m.) pour un nombre de mesures n dans
inhibée par un antagoniste H, la cimétidine [Voir les 4 laboratoires. La dégranulation est induite par 0,04 pg/ml
’ .. d'anti-IgE
figure 36]° et ont montré des résultats similaires pour ?
les hautes dilutions puisque leur action est en partie Tous contrles  Toutes dilutions d'histamine
inhibée par un antagoniste H,, Laboratoire 1 46,2 + 0,96 341257
- par un laboratoire avec la cimétidine ; (n=54)
- par un autre laboratoire avec la cimétidine et la rani- Latzor??é')'e 2 503:082 478+242
. g - N=
tabl . -
tidine [voir tableau 7} Laboratoire 3 51,3+ 094 7316
(n=93)
Figure 36 — Dégranulation des basophiles Laboratoire 4 464129 34214
(moyenne +/- s.e.m.} mesurée par cytométrie, dans les conditions (n=75)

contrdles et pour des dilutions d’histamine de 15, 16 et 17 CH
en présence et en absence de cimétidine

* significativement différent du contréle correspondant

m Histamine
257 @ Histamine + Cimétidine

Contrdle 15 16
Dilution CH

* significativement différent du groupe sans cimétidine
Moyenne de 10 expériences
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