Le test de libération d’histamine

dans la standardisation des allergénes
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Il existe un préalable a la standardisation des
allergénes : mesurer d'une facon précise et repro-
ductible I'activité de chaque allergene, quant a son
pouvoir de déclencher des symptomes d’allergie chez
les sujets sensibles. Une fois cette mesure bien définie
et largement pratiquée, il conviendra alors d’établir
des références pour chaque préparation allergéni-
que.

La mesure, au laboratoire, de Dactivité d’un
extrait allergénique, doit refléter une réalité physio-
logique, transposable sur le plan médical in vivo. 11
est donc nécessaire d’élaborer des méthodes fondées
sur linteraction entre ['allergéne et le matériel bio-
logique responsable du phénomeéne d’hypersensibilité
immédiate, c’est-a-dire faisant intervenir IgE et mas-
tocytes ou basophiles. Les techniques développées en
ce sens sont l'inhibition du RAST et la libération
d’histamine. L’inhibition du RAST fait appel & un
pool d’IgE sériques, la libération d’histamine a des
cellules-cibles recouvertes d’IgE, provenant d’un ma-
lade ou d'un animal sensibilisé. Des travaux effec-
tués avec des extraits de pollens et d’acariens ont
montré qu’il existe une corrélation positive entre
les résultats obtenus avee ces deux tests in vitro et
ceux obtenus avec les tests cutanés quantitatifs [1, 37.
Les méthodes in vitro d’inhibition du RAST et de
libération d’histamine permetient donc d’évaluer
’activité de l’extrait destiné au diagnostic.

Le présent article traite de la mesure de Vactivité
des allergénes par le test de libération d’histamine.
A titre d’exemple, les activités de plusieurs exiraits
d’un méme pollen sont comparées.

Le test de libération d’histamine est réalisé sui-
vant la méthode de May et coll. [5]. Les mesures
des quantités d’histamine libérées se font par une
méthode fluorométrique automatisée [2]. Le seuil
de détection de cette méthode est de 100 pg hista-
mine/ml et 15 ml de sang suffisent pour effectuer
une comparaison de 4 extraits sur les cellules lavées,
en réalisant chaque incubation en deux exemplaires.
Le choix des malades se fonde sur la valeur élevée
du taux d’IgE spécifiques sériques pour I’allergéne
étudié, et une courbe préalable de libération d’hista-
mine est faite avec un extrait de référence afin de
connaitre la zone de sensibilité cellulaire vis-a-vis

de cet allergene (fig. 1).
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L’allure sigmoidale des courbes de libération d’his-
tamine en fonction de la concentration d’allergéne
(fig. 1) permet de déterminer, sur la partie crois-
sante la plus sensible de la courbe, un parameétre
reflétant la « force allergénique » de 'extrait. Ce
parameétre, noté Djo, veprésente la quantité d’aller-
gene induisant une libération d’histamine égale a
la moitié de la libération maximum d’histamine.
Lorsque l'on compare dans une méme expérience
plusieurs - extraits de méme concentraiion (poids/
volume), les valeurs des.Djo obtenus refletent 1’acti-
vité allergénique spécifique de chaque extrait par
rapport a celle d’un exirait de référence.
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Fre. 1. — Pourcentage d’histamine libérée par les basephiles
d'un malade sensible en fonction de la concentration de
Pallergéne dans l'incubation. Comparaison de la force aller-
génique de différents lots (A, B, C, D) d’'un méme extrait
allergénique avec celle de D'extrait pris comme référence.

Actuellement, les extraits allergéniques utilisables
en clinique sont obtenus & partir de procédés
d’extraction trés différents. Ainsi, des facteurs tels
que le pH, la force ionique, la température et la
durée de l’extraction, le soluté extracteur, varient
selon les protocoles de production et peuvent influen-
cer la qualité et I'activité des extraits allergéniques.
Nous avons étudié ici Iinfluence du paramétre
« temps d’extraction » sur les caractéristiques des
exiraits obtenus a partir de Dactylis glomerata. Nous

WEYER A., LE MAO J., LEBEL B., DAVID B. — Le test de
lUbération d'histamine dans la standardisation des allergénes.
Rev. frang. Allergol,, 1980, 20 (n° 4-5), 235-2386.




236

® 4. WEYER ET COLLABORATEURS/

E2 min

E20min

Fic. 2. — Iso-électrofocalisation d’extraits de Dactylis glomerata préparés
par macération du pollen pendant des durées différentes.

avons choisi des extractions de courte durée, sachant
avec quelle rapidité les processus pathologiques se
déclarent chez le pollinique aprés un contact avec le

pollen.

Du pollen de Dactylis glomerata est mis & macé-
rer dans des conditions de pH, de température et
de force ionique bien définies. Des aliquots sont
prélevés aux temps 2 minutes, 20 minutes, 4 heures
et aprés filtration et cenirifugation, les surnageants
constituent les extraits testés (Es mim, Eoymins Fiun)-
Ces extraits sont analysés qualitativement par iso-
électrofocalisation et leur activité allergénique est
mesurée par le test de libération d’histamine.

Liso-élecirofocalisation des 3 extraits étudiés mon-
tre une grande similitude qualitative pour les prépa-
rations obtenues pour des temps d’extraction allant
de 2 minutes & 4 heures (fig. 2).

Des courbes de libération d’histamine ont été
obtenues en utilisant les basophiles de 5 malades
polliniques dans 5 expériences indépendantes. Un
exemple est montré dans la figure 3. Bien que le
spectre des activités anticorps des IgE spécifiques
fixées sur les basophiles ne soit pas identiques chez
ces différents malades, les résultats obtenus avec
plusteurs malades permettent d’évaluer la force
allergénique relative des extraits testés. Le classe-
ment des forces allergéniques des divers extraits
est le méme chez 4 des 5 malades. L activité aller-
génique de lextrait Eo min est inférieure a celle des
extraits Fog min et Egn, ces deux derniers extraits
montrant des activités semblables.

Parallelement, des expériences d’inhibition du
RAST ont été réalisées avec ces mémes extraits et
I'activité allergénique de Ep s a été trouvée infé-
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des extraits de Dactylis glomerata obtenus apres macération
pendant 2 min, 20 min, 4 h.

rieure a celle des deux autres extraits ; Dactivité
allergénique de Ego min est identique a celle de Ey y.

Les résultats obtenus avec les extraits oo min ®t
Esn par ces deux méthodes ont donec montré des
activités allergéniques comparables. Ainsi dans le
procédé d’extraction que nous avons utilisé, 20 mi-
nutes suffisent pour obtenir une activité maximale
et il semble donc inutile d’augmenter le temps
d’extraction au-dela de cette durée. Ces observations
concordent parfaitement avec les travaux de LowEN-
STEIN et MYGIND sur le pollen de phléole [4].
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