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Les travaux de Parrot (4, 6) ont demontre que la capacite
du serum des allergiques de capter rhistamlne sur la fraction
gamma-globuline est habituellement abaissee. Ce phenomene,
la diminution de rhistaminopexie, parait etre un facteur im-
portant parmi les perturbations de l'homeostase qui creent le
« terrain allergique » ( i , 7).

Parrot utilisait dans ses rechercbes le test biologique, ce qui
entrame divers desavantages metbodologiques. Thoiivenot et
coll. ( i o ) , pour diminuer ces difficultes, travaillent avec une
metbode cbimique, dont le principe est le suivant (3, 9) :

Une solution de gamma-globuline, isoiee par rel,irf;af;e du seiiim examine, est
raelangee avec de rhistamine et dialysee coiitre une solution d'histamine de meme
ci>ncentration. La gamma-glohulins, pour aiitant qu'elle possede la capacite
d'histaminopexie, attire la partie correspoiidante de Thistamine a travers la mem-
brane stmi-permealile et, en consequence, la concentration dc I'histamine va
augmenter du cote de !a solution des gamma-globulines. L'histamine sera ensuite
dosee par la para-nitroauiliue diazotee.

Le principe de cette methode est satisfaisant; la methode
donne des resultats reproductibles, niais elle exige de noni-
breuses manipulations et surtout, la dialyse des proteines a
isoler est une operation qui prend du temps. Notons en outre
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que certains auteurs ( i ) ont pu normaliser Tbistaminopexie
du sang d'allergiques par la dialyse prolongee, on peut sup-
poser que la preparation compliquee des gamma-globulines,
necessaire pour effectuer la methode de Thouvenot, pourrait
I'exposer a certains ecarts. C'est pourquoi, nous avons cherche
a elaborer une methode plus simple et mieux adaptee aux im-
peratifs des examens courants.

P R I N C I P E

Notre methode remplace la dialyse par la filtration rapide
du serum a examiner et de Thistamine qui y a ete ajoutee, par
un filtre moleculaire qui separe l'histamine fixee sur la pro-
teine d'avec l'histamine demeuree libre. Nous nous servons de
la tecbnique de colonne en travaillant avec le G-25 Sepbadex
(Pharmacia, Uppsala), ralentissant le passage de toutes les
molecules jusqu'au poids moleculaire de 5.000.

PREPARATION DE LA COLONNE

La substance seche de Sephadex est humectee par le l'eau distlllee, les fins
granules sont enleves par decantation et le sediment est lave k l'eau distillee. A
partir du get ainsi forme, on prepare la colonne de 20 cm de hauteur et de 1,8 cm
de diametre, qu'avant son emploi il faut laver a plusieurs reprises a l'eau. Pour
chaque recherche, nous preparons deux colonnes: I'une servira k effectuer la
separation de l'histamine fixee et de l'histamine libre, tandis que dans i'autre,
qui doit servir de temoin, nous ferons passer ta meme quantite de serum sans y
avoir ajoute d'histaraine.

P R E P A R A T I O N DU S E R U M

Nous prclevons 5 a 10 ml de sang que nous laissons coaguler durant 30 minutes
k la temperature du laboratoire. On separe le serum du caillot par centrifugation
k 3,000 tours/min, pendant 15 minutes. Si la recherce ne peut etre effectuee
immediament, il faut conserver le serum a 10° C.

T E C H N I Q U E DE R E C H E R C H E

On depose i ml de serum dans deux tubes a agglutination et, au premier on
ajoute 300 /ig de chlorure d'histamine (Merck) dilues dans 0,1 ml d'eau, et au
second, 0,1 ml d'eau distillee. On laisse ensuite reposer les deux tubes pendant
5 minutes a la temperature du lahoratoire. L'incubation terminee, on depose les
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deux serums avec precaution a la surface des deux colones de Sephadex, on les
y laisse imbiber et on y ajoute encore l'eau distillee avec laquelle les tubes ont
ete rinces - chaque tube I'ayant ete a deux reprises avec i ml d'eau distillee. A
la fin, on fait I'elution des colonnes imbibees par de l'eau distillee et on recolte de
chacune 15 k 16 fractions h 3 ml,

D O S A G E DE L ' H I S T A M I N E

L'histamine reagit avec la para-nitroaniline diazotee en
milieu alcalin en donnant une coloration rouge quj peut etre
evaluee au pbotometre.

On ajoute a chaque fracti(}n collectee de la colonne 3 ml d'acide trichloracetique
k 20 pour cent, on agite le contenu des tubes et on les laisse pendant 24 heures au
refrigerateur a +4° C. L'histamine se libere en 24 heures de Ia proteine preci-
pitee dans la solution. I.e contenu des tubes est ensuite filtre et complete a 10 ml
par de I'acide trichloracetique a 10 pour cent. Les tubes contenant le filtrat sont
places dans un bain glace et, pendant ce temps, on prepare sous refrigeration la
para-nitroaniline diazutee en melangeant 10 ml de solution de para-nitroaniline
k t pour cent avec i ml de nitrite de soude k 4 pour cent fraichement prepare.
On ajoute i ml de la solution preparee au filtrat refroidi et puis, progressivement,
du carbonate de sodium a 20 pour cent, par doses de 0,05 ml pour atteindre un
pH de 7,5. (Nous controlons la reaction a Faide de papier indicateur PHAN). 11
faut approximativement 2,3 a 2,5 ml de carbonate pour obtenir le pH desire et
il est indispensable de I'ajouter petit a petit, dose par dose, parce que la neutrali-
sation, en Hberant le CO2, s'accompagiie d'une vive effervescence. II est en effet
indispensable de maintenir constant le pH si Ton desire obtenir des resultats re-
productibles. Apres la neutralisation, on ajoute a chaque tube 3 ml d'isobutanol et
on agite energiquement. Les phases se s^parent, la superieure, a isobutanol, con •
tenant le produit colore de la reaction. On la decante et on la met de cote dans
un tube sec. On ajoute ensuite, a nouveau, 3 ml d'isobutanol a la prise d'essai
primaire, on agite et on ajoute la nouvelle phase superieure a la premiere qui
avait ele mise a part. Pour obtenir de bons resultats, il faut travailler avec un
isobutanol de purete anahtique et qui aura ete agite au prealable avec le tampon
de Michaelis (0.1 M, pH 7,5).

Le dosage de I'histamine est effectue au colorimetre en employant un graphique
calibre de 10 a 100 fig. Nous travaitlons avec le spectrophotometre Coleman-
Junior et adaptons la densite optique a la longueur d'onde 510 nm.

DOSACiE DES P R O T E I N E S

Ndur determinons la concentration des proteines par la methtide de Loivry (5)
oil en mesurant le degre de I'absorption dans la zone de 280 nm au UV-spectro-
photometre Zeiss,
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Le graphique I A represente la determination de l'histaminopexie dans le serum
d'un patient. En ordonnees, les valeurs de la proteine et de l'histamine, en

abscisse le nombre des fractions collectees de la colonne.
Le graphique i B represente I'examen de Ia colonne de controle.

R E S I" L T A T S E T I N T E R P R E T A T I O N

Le pouvoir histaminopexique est represente par l'addition
des quantites d'histamine de toutes les fractions contenant de
la proteine.

La Fig. I represente les resultats d'une determination. Le
graphique A (serum incube avec histamine) montre que le
sommet de la courhe de I'histaniine fixee se trouve pres du
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sommet de celle de la proteine mais que les deux sonimets ne
coincident pas. Ce phenomene est du vraisemhlahlement a Taf-
finite de l'histamine pour la substance de la colonne, le pas-
sage par la colonne du complexe proteine-histamine etant ainsi
ralenti.

Nous avons estime necessaire de faire parallelement des
epreuves de controle parce que le serum peut contenir des
substances qui, comnie Thistamine, donnent des derives de co-
loration semblable avec la para-nitroaniline. Nous avons re-
trouve cette coloration au cours de ces epreuves de controle
et, hien qu'elle fut minime, nous l'avons deduite du resultat de
repreuve-meme pour conserver a celle-ci toute la precision de
la methode. Le graphique B {Fig. i) montre la relation quan-
titative entre ces substances pertubatrices et la reaction de
rhistamine.

L'histamine libre reste fixee dans la colonne. On peut s"en
assurer en effectuant Ia reaction a la para-nitroaniline sur la
colonne elle-meme. La quantite d'histamine qui sort avec les
proteines du meme serum de la colonne demeure constante
meme si, comme nous l'avons fait, on en ajoute une plus
grande quantite dans la reaction; la capacite de la colonne est
suffisante pour capter toute Fhistamine libre.

L'ecart de la methude n'est pas grand. Nous l'avons deter-
mine en repetant dix fois la recherche de l'histaminopexie dans
le serum d'un meme donneur. (Ce patient po.ssedait un pou-
voir moyen d'histaminopexie, captant en moyenne 2^5,82 pour
cent d'histamine, en comptant conime 100 pour cent les 300 /Ag
d'histamine que nous ajoutons a i ml tlu ;;erum). En raison
de la petite dispersion des determinations particulieres {'^ ^
2,9525 pour cent a^ = '^2953 pour cent), on peut accepter
comme veridiques les valeurs nioyennes constatees.

Parce que nous travaillons, a la difference de la methode
de Thouvenot, avec le serum complet et non pas avec des glo-
bulines isolees, il a fallu que nous nous assurions si les autres
fractions proteiniques du serum sanguin ne participaient pas,
elles aussi, a la fixation de l'histamine, etant capables even-
tuellement de la capter mais sans pouvoir en inactiver les ef-
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Fig. 2.
Le graphique represente la division chromatographique des proteines seriques,
avec l'histamine qui y est fixee sur la colonne de DEAE cellulose. Au dessus de
I'abscisse, lea valeurs de la proteine, exprlmees en UV absorption; au dessous,
les valeurs de i'histamine. Les sommets sont designes par les lettres a a f, la

gamma-globuline correspondant surtout au sommet a.

fets. C'est pourquoi, nous avons effectue plusieurs essais de
separation des proteines des serums mcubes avec l'histamine
sur la colonne de DEAE-cellulose, en employant Ia methode
de Sober et coll. ( 8 ) .

5 ml de serum, apres dialyse pendant i8 houres contre un tampon phosphate
(0,005 M, pH 7,1), sont incubes avec 1,5 mg d'histamine et portes sur la colonne
DEAE-cellulose aux dimensions de 2,5 X 50 cm. La division s'opere par le
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L'histogramme montre la distribution des valeurs de l'histaminopexie chez les
temoins sains (au dessus de l'axe) et chez les allergiques (au dessous}. La valeur

moyenne chez les sains et 68,97 pour cent (3 = 14,64. "^^ =3>5S)i chez les
allergiques 29,70 pour cent (0 = 14,88, a^ = 3,61).

gradient progressif du tampon phosphate et par concentration ascendante de
NaCI. On recolte des fractions de 10 ml de la colonne et dans chacune, les pro-
teines et I'histamine sont dosses.

Le resultat est indique sur le graphique (Fig. 2). La gamma-
globuline ne se fixe sur la colonne que tres faiblement, et en
est eluee sous l'effet d'une solution faible (0,005 ^ ^1^2 M,
tampon phosphate a pH 6-7). On note aussi que Thistamine
sort de la colonne en sa totalite avec la fraction gamma-glo-
buline. II est probable que meme la mminie quantite d'hista-
mine, qu'on aper^oit dans les zones des sommets b et c, est
fixee a la gamma-globuline, parce qu'on peut aussi deceler, par
electrophorese ou par immunoprecipitation, de petites quanti-
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tes de gamma-globuline dans ces fractions. On peut en con-
clure, qu'en dehors des gamma-globulines, les autres fractions
proteiniques du serum sanguin nc modifient pas les resultats
de notre methode.

Celle-ci a ete verifiee entre temps par une serie d'exaniens
comprenant 17 allergiques (Tableau i) et 17 individus sains.

TABLEAU I
Malades avec affections allergiques : -valeurs de l'histaminopexie.

Nom Age Sexe Diagnostic Valeur de l'his-
taminopexie (%)

I .

3 .

3-

4-

5,
6.

7-

8.

9-
i c .

1 1 .

1 2 .

' 3 -
14.

' 5 .
16.

I 7 .

A.C.

J.II.
F.M.
K.H.

J.K.
A.V.

V.S.

J.N.

B.F.
A.g.
J.g.
M.S.
M.C.
B.S.
M.K.
A.P.

A.n.

58

54

58

53

19

64

64

58

53

64

45

32

32
4 0

45

35

54

2

S
S
S

s
2

s

s
2
$
S
2
2
$
2
2
2

Pyclonephrite chronicjue, Shock
allergique apris Diodon a 35%
(i.v.)
Eczema generalise
Asthrne bronchique
Asthme bronchique
Oedeme de Quincke
Taenia avec urticaire et
arthralgies fugaces

Reaction (fragmentaire) apres
procaine-penicilline, cirrhose
du foie

Reaction (fragmentaire) apres
procaine-pcnicilline, pneumonic
Etat de mal asthmntique
.Asthme bronchique
Asthme bronchique
Oedeme df Quincke
Oedeme de Quincke
Allergie alimentaire
Urticaire
Eczema
Oedeme de Quincke

3,1

40,6

29.5
19,6
30,0

39.3

41,8

53.0

9.3
16,3
24,0
S4.0
34.7
47.0
25,3

13.6
23,8

L'histogramme {Fig. 3) en presente les resultats, temoins
au-dessus, allergiques au-dessous de l'axe. On voit que les va-
leurs de rhistaminopexie des allergiques n'atteignent habitu-
ellement pas 50 pour cent, tandis que chez les normaux, les
serums sont capables de fixer de grandes quantites d'bista-
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mine, depassant meme le taux quon rencontre a I'etat physio-
logique. Tous les intermediaires s'y retrouvent depiiis les va-
leurs les plus hautes jusqu'aux plus basses, ce qui confirme
Topinion dc Benda {2) postulant l'existence d'un « terrain la-
bile ».

C O N C L U S I O N S

La methode est basee sur l'utilisation d'un filtre moleculaire
dextrane (Sephadex) qui, grace a sa structure, possede la ca-
pacite de laisser passer librement les substances macromole-
culaires et de ralentir le passage des micromolecules. L'hista-
mine fixee sur la proteine du serum sanj];uin passera done avec
celle-ci autour des grains du gel du Sephadex; par eontre,
rhistamine iibre sera arretee dans la colonne par l'effet de
deux facteurs: i) ehaque substance mieromoleculaire (le poids
moleculaire de Thistamine est III, 15), qui entre dans Ic re-
seau de la structure dextrane du Sephadex, y est ralentie, 2)
— et c'est Taspect important de notre methode — Ia substance
du Sepbadex, ayant une haute teneur en groupes — OH, pos-
sede un caractere fortement polaire. L'histamine, etant un
compose heterocycHque avee groupes basiques, est dotee d'une
haute affinite pour la substance meme du Sephadex et elle ne
pourra etre eluee de la colonne que par l'application de solu-
tions de puissance ionique plus elevee.

La methode s'avere satisfaisante. Ainsi qu'on peut le consta-
ter, malgre le nombre reduit de nos examens, nos resultats
sont eomparables a ceux obtenus avec d'autres methodes, la
distribution des valeurs s'aceordant, p. ex. avee celle de Benda
(2) et Illa.^ivcovd (3). Elle a surtout l'avantage, en rempla-
qant la dialyse par une filtration moleculaire, de supprimer la
lenteur des methodes actuelles.

Le travail de laboratoire prend Qo minutes, plus 24 heures
pour Textraction de l'histamine de la proteine. L'ecart du do-
sage n'est pas grand.

Nous remercions Mme V. Valisoi'd et Mme M. Seidlovd pour leur collaboration
technique.
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