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Les mdthodes immuno-chimiques, telles que l'im- 
muno-diffusion et l'immuno-dlectrophor~se, dans les- 
quelles on utilise comme rdactif chimique des anti- 
corps provenant d'animaux immunisds, ont dtd em- 
ploydes pour le contrSle qualitatif des extraits 
allergdniques ; elles rdvglent la composition anti- 
gdnique des extraits et, dans les eas oh l'on dispose 
d'antieorps monospdcifiques eontre les allergbnes, 
elles peuvent permettre le eontrSle de la puissance 
de ces extraits. L'immuno-dlectrophorbse quantitative 
rdv~le h la lois la qualitd (composition antigdnique) 
et la puissance (concentration) de chacun des prin- 
cipaux allerg~nes pourvu qu'ils aient gtd prgalable- 
ment identifids au moyen de la radio-immuno-dlee- 
trophorgse eroisge. 

Les avantages et limites de ces techniques ont dtd 
discutds y compris sous l'angle de leur sensibilitd, 
variabilitd et corrdlation avec les autres mgthodes 
valables de contrble des extraits allergdniques. Une 
expdrience pratique du eontrble de la puissance et 
de la qualitd des extraits allergdniques par rapport 
h des standards bien dgfinis et en utilisant l 'immuno- 
dlectrophorgse quantitative combinde avee d'autres 
mdthodes in vivo et in vitro a $tg prgsentde. Ce 
modble de standardisation des allerggnes (DAS 76) a 
permis de standardiser des extraits allergdniques en 
termes de composition, concentration en allerggnes 
majeurs, activitd allerggnique totale in vivo, in vitro 
et stabilitd. 

L'analyse de la puissance et de la qualitd des 
extraits allergdniques peut comporter h la fois !'uti- 
lisation de mdthodes physico-ehimique, chimique et 
biologique. 

Aucune mdthode ne permet aujourd'hui de don- 
ner seule une rdponse satisfaisante h c e s  diverses 
questions et il est done prgfgrable d'en utiliser plu- 
sieurs en les combinant pour qu'elles se compl~tent 
mutuellement. 
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Ci-apr~s, je vais done insister sur les m~thodes 
immuno-ehimiques qui sont toutes des outils eom- 
mundment utilisds dans la chimie des protdines. 

Mon objeetif est de presenter les avantages po- 
tentiels et les ]imites de quelques-unes des mdthodes 
immuno-ehimiques utilisdes pour le eontrSle de la 
qualit~ et la d~termination de la puissance des al- 
lerg~nes, d'dtablir leur relation avee les autres m~- 
thodes utilisdes, de rapporter les expdrienees sur la 
ddfinition d'un extrait allergdnique standard et leur 
application au eontrfle de la qualit~ et de la puis- 
sance des extraits allerg~niq-ues. 

Rappelons, h titre d'introduetion, quelques don- 
n~es relatives aux antig~nes et aux allerg~nes : les 
~pitopes moldeulaires (les ddterminants) peuvent 
erder une augmentation du taux des antieorps de 
n'importe quelle elasse d'immuno-globu!ines produits 
par n'importe quel animal, y compris l'homme. Ae- 
tuellement, peu d'exemples ont dtd ~tablis d'une 
production limit~e h une elasse d'immunoglobulines 
dirigde eontre un gpltope unique. Cette situation 
est due h la capaeitg gdndtique variable des syst~mes 
de production d'immunoglobulines de reeonnahre 
les antig~nes h faibles doses et dans leur condition 
aetuelle d'exposition (naturelle ou artifieielle, dans 
le cadre d'un programme d'immunisation). I1 n'y 
a eependant aucune preuve seientifique qui permette 
de distinguer entre les d~terminants allerg~niques (re- 
connus par les IgE) ou antig~niques (reeonnus par 
les IgG). Cela implique ~galement que tous les  al- 
lerg~nes peuvent ~tre des antigbnes et vice-versa 
mais dgalement, en thdorie, qu'il est possible de  
produire des antieorps eontre tous les allerg~nes po- 
tentiels. 

Des techniques hnmuno-ehimiques rarities, utili- 
sant des immunoglobulines animales eomme rdaeti[, 
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ont 6t6 employdes depuis de nombreuses anndes pour 
la caractdrisation et la quantification des extraits al- 
lergdniques. Los anticorps sont produits par l 'immu- 
nisation des animaux avec l'extrait allergdnique sd- 
lectionn6. Les essais peuvent 6tre fondds sur l'emploi 
d'anticorps mono-spdcifiques, comme dans le cas de 
l'immuno-diffusion radiale simple (technique de 
Mancini) dans laquelle la surface de l 'anneau de 
diffusion, formd par l'antig~ne prdcipit6 dans le gel 
contenant l'anticorps, est corrdl6e avec la quantitd 
d'antig~ne utilisde. Dans l'immuno-dlectrophor~se en 
rocket (61ectro-immuno essai) la hauteur du prdci- 
pitd, form6 par l'antig6ne et ayant subi l'immuno- 
61ectrophor~se dans un gel contenant des anticorps, 
est proportionnelle h la concentration d'autigbne. Les 
deux mdthodes permettent de quantifier des compo- 
sants simples ; leur sensibilitd peut atteindre 
1-100 ng de chaque composant par millilitre avec 
un dcart maximum h la moyenne de -+ 10 p. cent. 

Simplieit6 et rapidit6 d'exdcufion sent les princi- 
paux avantages de cos mdthodes ; le fait d'obtenir 
un contr61e acceptable par la ddtermination de la 
concentration de l 'un des allerg~nes majeurs reprd- 
sentant 90 p. cent de l'activit6 allergdnique pent 
6tre eritiqu6. Pour le eontr61e des extraits allerg6- 
niques, il est done prdfdrable de procdder h une 61d- 
vation quantitative de tous los antig6nes majeurs 
mais dgalement h une estimation qualitative gros- 
sibre de tous les composants mineurs. L'immuno- 
61ectrophor~se eroisde, rdalisde suivant la technique 
de Clark et Freeman, qui combinent l'immuno- 
dlectrophor~se de Grabar et Williams avec l'61ectro- 
immuno essai de Laurell, rdsout ces probl~mes : 
une ~lectrophorbse ordinaire en gel d'agarose est 
suivie d'une 61ectrophorbse rdalisde dans un gel con- 
tenant des anticorps, perpendiculairement h la pre- 
mi6re. L'dlectrophor~se en gel d'agarose &ant rdali- 
sde h pH 8,6 avec une faible 61ectro-endosmose, les 
anticorps de lapins ne migrent pas et il se forme 
des prdcipit6s qui d$1imitent une zone dont les ca- 
raetdristiques peuvent 6tre rapport6es h la concen- 
tration des diffdrents antigb, nes. La sensibilit6 peut 
atteindre, pour ehaque antighnc, 10-100 ng/ml  avec 
un 6cart maximum h la moyenne de ± 10 p. cent. 
Uu grand pouvoir de rdsolution, la possibilit6 d'une 
quantification relative de chaque fraction allerg6- 
nique sans sdparation pr6alable et la grande stabilitd 
de rdactifs (les anticorps)constituent les principaux 
avantages de cette technique. Sa prineipale limite 
se situe an niveau de la possibilit6 de produire des 
antieorps contre t ous l e s  al!erg6nes potentiels, de 
fair : 

1) La matibre premi6re utilisde pour obtenir l'im- 
munisation correspond-t-elle h celle qui a sensibilis6 
le malade ? 

2) Les capacitds gdn6tiques de l 'animal utilisd 
sont-elles rdvdlatrices de la rdponse hnmaine h cette 
source d'allerg~nes ? 

Comparativement h !'iso-61ectrofocalisation, le pro- 

blbme de la surcharge protdique ne pose pas de pro- 
bl6mes rdels puisqu'elle est normalement compens6e 
par des titres 61evds d'anticorps contre los antigSnes 
majeurs. 

La radio-immuno-61ectrophor~se croisde (CRIE), 
propos6e par LOWENSTEIN et WEEKE, relie le profil de 
prdcipitation d'un extrait allergdnique avee les IgE 
sp6eifiques du s6rum de malades, en identifiant ainsi 
les allerg~nes. L'autoradiographie, obtenue en lais- 
sant le prdcipit6 crois6 initial rdagir avec les IgE 
sdriques puis en ajoutant des anti-IgE marqudes h 
l'iode 125, permet d'identifier les allerg~nes. Les 
applications du CRIE sont, d'une part, la ddtermi- 
nation du profil de rdponses IgE des malades h cha- 
que ddterminant d'extraits complexes et, d'autre part, 
en s'appuyant sur un ensemble de telles ddtermina- 
tions rdalis6es sur un groupe de malades, l'identi- 
fication des ailerg~nes majeurs et mineurs. Ces con- 
naissances peuvent maintenant 6tre utilisdes pour la 
standardisation et le contr61e des extraits allergd- 
niques. C'est ainsi, par exemple, qu'a 6td raise en 
6vidence la rdponse IgE du sdrum de sujets al!er- 
giques aux ambrosia, en fonction des diffdrents 
composants allergdniques contenus clans un extrait 
de pollen, et qu'a 6t6 dtabli l'allergogramme. D'apr~s 
le nombre de malades rdagissant h ehaque ddtermi- 
nant il est possible de d6finir les allerg~nes majeurs. 

Le terme immuno-dlectrophor~se quantitative 
(QIE) a 6td choisi comme ddnomination commune 
pour un certain nombre de modifications techniques 
de l'immuno-dlectrophor6se croisde (tableau I). La 
famille QIE de mdthodes immuno-dleetrophordtiques 
rapides et h fort pouvoir rdsolutif rdunit des techni- 
ques qui sont toutes quantitatives on semi-quantita- 
fives. Les mdthodes QIE ont dt6 largement utilisdes 
pour le contrSle des extraits allerg6niques. Citons, 
h titre d'exemples, les 6tudes de : 

- -  reproductibilitd, 
- -  stabilit6, 
- -  extraction, 
- -  conservation au cours des diverses dtapes de 

purification, 
- -  d4gradation enzymatique, 
- - d d t e r m i n a t i o n  de param~tres physico-chimi- 

ques, 
- -  identification, 
- -  standardisation. 

Les mdthodes QIE peuvent 6tre utilisdes h la fois 
pour un contrSle qualitatif (c'est-h-dire composition 
allerg6nique) et pour la ddtermination de la puis- 
sance des extraits allergdniques (c'est-h-dire concen- 
tration des allerg6nes). Ces mdthodes montrent une 
bonne corrdlation avec la ddtermination de la puis- 
sance au moyen de l'inhibition du RAST. Cepen- 
dant, h la diffdrence des mdthodes basdes sur le 
RAST, elles permettent d'obtenir des donndes indd- 
pendantes de la composition des extraits allergdni- 
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TABLEAU I 

I~]~TEODES QIE AVEC REFERENCES SP~CIALES A LA REfiHERCtIE ALLERGa~NIQUE 

E~%ITRAITS 
IV~I~THODES APPLICATIONS D'ALLERG~NES UTILIS~S 

CIE (LAURELL antigone/an£icorps 
CIE d'apr&s CLARKE et FREEMAN) 

l~ocket immuno-~lectrophor ~se 
(~lectro-immuno-essai) 

Tandem-CIE 

CLIE 

CIE avec un gel i n t e r m 6 d i a i r e  

~ Fused ~> rocket 
immuno-~lectrophor~se 

Imlnuno-~lectrophor~se d'affinitd 
crois6e 

Caract6risation et quantification des antig~nes 
l'aide d'anticorps polysp6eifiques ; 6rude de 

l'h6t6rog6n6itd mol6culaire des antig~nes. 

Quantification des antig~nes el1 utilisant des C, H. 
anticorps mono-sp6cifiques. 

Comparaison des antig6nes. 
Ddtermination de rdactions d'identit6 partielles. 

Comparaison des antig&nes. 
D6termination de r6actions d'identit6 partieltes ; 
absorption des anticorps in situ. 

Comparaison des anticorps. 
]~tude des antieorps k rSaction croisde. 
D 6 t e r m i n a t i o n  des  titres. 

Contr61e des  proe6dures  de fractionnement 
sur  colonne. 

]~tudes d'affinitC K, Pp. 
Prediction au cours du fractionnement de la 
versatilitd des prot~ines immobilis~es - des produits 
de rdactions. 

Ame, Bp, Bw, C, Ch, 
H, Hd, Hu, K, Lp, 
~'v[s, Pp. 

C, H, Pp. 

Ame, Bw, C, Ch, H, 
Hd, Hu, K, Lp, 1VLs, 
Pp. 

Ame, Bw, C, H, Hu, 
Lp, Pp. 

Ame, Ch, H, Hu, Lp, 
Pp. 

CRIE Identification des allerg6nes. Ame, C, I-I, Hu, K, Lp, 
D~termination de la r6p0nse de malades aux iV[s, Pp. 
diff6rents d d t e r m i n a n t s .  

Abr~via t ions  utilisdes pour  les extraits : pollen d'ambrosia (Ame) ; pollen de bouleau (Bp) ; petit lait de vaehe (Bw) ; morue (C) ; C. herbarum 
(Ch) ; poll et squame de cheval (H) ; poussiSre de maison (Hd); poll et squame de ehien (Hu) ; poll et squame de vaehe (K) ; pollen de rye 
grass (Lp) ; farine de b16 (MS) ; pollen de phldole (Pp). 
Abrdoialions utilisdes pour la technique : immuno-61eetrophor6se quantitat ive (QIE) ; immuno-dleetrophor~se eroisde (CIE) ; ligne erois6e 
d'immuno-61eetrophor6se (CLIE) ; immuno-radio-61eetrophor6se erois6e (CRIE). 

ques. I1 reste alors h se demander quelle est la va- 
riation acceptable dans la proportion de chaque d& 
terminant. Nous devons nous poser la question des 
composants isolds. La signification de trop grandes 
variations dans le contenu des ddterminants majeurs 
peut avoir des consdquences aussi importantes que 
les variations dans la puissance totale de l'activitd 
allergdnique. IddalemenL les pr6parations allergd- 
niques gagnent h 6tre d6finies suivant leur contenu 
de composants actifs comme tout autre mddicament 
qui contient un mdlange de substances actives. D'un 
point de rue pratique je dirai que, d'un lot h l'au- 
tre, la concentration relative des ddterminants ma- 
jeurs ne devrait pas varier de plus de 33 h 300 p. 
cent par rapport au produit standard. Dans ees con- 
ditions, la puissance calculde par les m&hodes QIE 
(par exemple, eomme une moyenne pond6r6e du 
total de ehaque d6terminant majeur), devrait se si- 
tuer dans une limite comprise entre 33 et 300 p. 
cent telle qu'elle est eouramment proposde pour 
l'inhibition du RAST. 

En rue de d6finir des extraits standards de r6fd- 
rence, les mdthodes QIE ont 6t6 largement utilisdes 
parall~lement avec d'autres m6thodes dans le cadre 

l~ev. [ran~. AUergol., 1980, 20, 4-5 

d'une 6tude multicentrique, DAS 76, qui a impli- 
qu6 15 hSpitaux et laboratoires diffdrents au Dane- 
mark (fig. 1). Des extraits allergdniques standards 
furent prdpards dam notre laboratoire et utilis6s 
pour !a production d'anticorps. Les m6mes extraits 
furent utilisds dans diffdrents h6pitaux et labora- 
toires suivant diffdrentes proc6dures de diagnostic 
pour la sdlection de malades prdsentant une allergie 
bien ddfinie. Ces malades ont permis : 

1. La d6termination d'une HEP (Histamine Equi- 
valent Prick), 

2. L'identification des allergSnes par le CRIE, 
3. L'dvaluation de la puissance an moyen du 

RAST. 

Des rdactifs spdcifiques pour le eontr61e des fu- 
turs extraits allergdniques sont maintenant disponi- 
bles, h savoir : 

1. Pool d'anticorps de lapins pour le contrSle de 
la composition antigdnique et de la concentration 
des ddterminants majeurs au moyen du QIE, 

2. Pool de s6rums humains pour Ie contrble de 
l'activit6 allergdnique totale au moyen de l'inhibi- 
tion du RAST, 
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C}E/CRIE 

Antibody 

Skin test ~1~ f f ~  ~' 
Provocation ~ ~ ~' 

RAST ~ # ~  

::l:determin" ~i ~ ~i 

DAS76 

Lab 

Hosp 

Lab 

i Contro~ 

QIE antigenic composit. RAST INH Skin test conc. of major allergens total allergenic activity 

Fie. 1. - -  Le DAS 76 (programme danois de standard~sation 
des allerg~nes 1976) est une proeddure ayant pour objet la 
d~finition d'un extrait standard, la prdparation de rdaetifs 
spdcifiques et leur emploi pour la d&ermination de la 
puissance, le eontr61e de la qualit~ et de la stabilit~ des 
futurs extraits allergdniques. Les extralts allerg~niques 
standards sont prSpards clans notre laboratoire et utilisds 
pour la production d'antieorps eontre ees extraits standards. 
Les m~mes extraits sont utilis~s dans diffdrents laboratoires 
et h6pitaux au eours de diffdrentes proeddures de diagnos- 
tic pour la sdleetion de malades souffrant d'une allergic 
blen ddfinie : la ddtermination d'une HEP (Histamine 
Equivalent Prick), l'identifieation des allerg~nes par la 
CIE (immuno-~leetrophorSse erois~e) et CRIE (radio- 
immuno-~leetrophorbse erois~e) et la puissance des extralts 
par le RAST furent d&ermindes en r~fdrenee h ees malades. 
Des rdaetifs spdeifiques pour le eontr61e des futurs extraits 
allergdniques sont maintenant disponibtes, h savoir : 
1. pool d'antieorps de lapins pour le eontr61e de la eompo- 
sltlon antigdnique et de la eoneentratlon des allerg~nes 
majeurs du QIE (immuno-dleetrophorSse quantitative), 
2. pool de s6rums humains pour la ddtermination de l'aetl- 
vltd allergdnlque totale au moyen de l'inhibition du RAST, 
3. sdleetion de quelques malades pour vdrifier la rdaetivit~ 
eutande des extraits. 
Ces trois re&bodes permeuent de rapproeher ees rdsu'ltats 
de eeux obtenus avee le produit de rdffdrenee, 
Voir le texte pour plus de d&ails. 

3. Groupes de quelques malades pour le contrSle 
de la rdaetivitd eutange de ces extraits. 

Les rdsuhats fournis par  ces trois re&bodes pour 
le produit  h contrSler furent  rapprochds de ceux 
obtenus avec le produit  standard. 

II  a dtd produit  dans des conditions reproductibles, 
par extraction, filtration, centrifugation, dialyse et 
lyophilisation, des extraits allergdniques devant com- 
porter toutes les fractions allerg6niques sans altdra- 
tion de structure et aprgs dlimination des composds 
de faible poids moldculaire. L 'extract ion des matig- 
res premieres allergdniques fur rdalis~e dans les m& 
mes conditions physico-chimiques que pour 1'extrac- 
tion des pollens ou des squames humaines,  e'est-h- 
dire approximativement  avec une puissance ionique 
comprise entre 0,1 et 0,25 et h un  pH d 'environ 
7,3. Cependant,  pour se mettre h l 'abri  des d~gra- 
dations protdo!ytiques, l 'extraction fur eonduite h 
basse tempdrature (c'est-h-dire 4 °C). Sa durde fur 
choisie pour  rdaliser un compromis permet tant  une  
ddgradation protgolytique minimale  et un  rendement  
maximal.  La QIE  rut  utilisde pour dtudier les chan- 
gements qualitatif et quantitatif ,  intervenant  au 
cours de l 'extraetion en la compl&ant  par d 'autres 
m&hodes telle que le RAST pour  s 'assurer que l'es- 
sentiel des produits allerg~niques &ait extrait. Les 
immunoglobulines de lapins contre les extraits al- 
lergdniques furent  obtenues par immunisat ion,  sai- 
gnde et purification. La caractgrisation des extraits 
fut  conduite au moyen de m&hodes physico-chimi- 
ques et d ' immuno-dleetrophorgse quantitative. Les 
malades furent  sglectionngs en fonction de l 'anam- 
n~se, des tests cutands, des dpreuves de provocation 
et du RAST,  en utilisant les extraits allergdniques 
mentionnds ei-dessus. 

Pour  permettre : 

1. La d&erminat ion d 'une  H E P ,  

2. L' identifieation des allerg~ncs par  la CRIE ,  

3. La d&crminat ion de la puissanee par le RAST,  
les patients furent  s~lectionn~s d'aprbs quelques cri- 
tbres partieuliers ; pour &re inclus dans le groupe 
les malades devaient avoir prdsentd une hypersen- 
sibilitd de type I depuis au moins 5 ans, un  score 
de 2 points pour  au moins 1 ou une somme d 'au  
moins 4 points dans les quatre essais suivants : 
tests cutands, provocation, anamnSse et RAST (n& 
gatif : 0 ; douteux = 1 ; positif : 2 points). Les 
eritbres d'exclusion furent  : t rai tement par les anti- 
histaminiques,  les pommades  stdro'ides, le cromogly- 
eate et une immunothdrapie  sp&ifique. Les allerg~nes 
majeurs  furent  identifi~s en r~alisant une  radio- 
immuno-dlectrophorbse croisde, CRIE .  La stabilit~ 
des extraits allergdniques rut  &udi~e h diff~rentes 
tempdratures,  concentrations et pour  diffdrents sol- 
rants  au moyen d' immuno-dlectrophorSse quantita- 
tive QIE.  

Rev. [rang. Allergol., 1980, 20, 4-5 
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AG # % ~os. CRIE PIV[ (daltons) p I  

3 19 < 10 000 3,9 
4 33 54 000 4,6 

15 33 37 000 4,6 
19 30 15 000 4,9 
25 53 15 000 4,5 

20A/27  53 82 000 5,2 
30/37 40 33 000 9 ,4 /8 ,9  

CLASSES DE RIST 0 - 1 2 3 - 4 

IkTOMBRE DE PTT 1 1 50 

Concen t r a t i on  de pro t4 ines  : 46 % (p/v)  ; 1 H E P  : 170 
mg.1-1 ; corr41ation en t re  S I I H E P  e t  I~2~ST : r : 0,64, 
p < 0,001. 

°C COCA 50 ~o ADSORPTION 
GLYCEROL SUR A1 (OH)3 

P o u r c e n t a g e  
d ' ac t iv i t6  20 11 28 ,~  100 
m a i n t e n u e  
apr~s 5 79 40 ~ 100 
2 ann4es  de 
conse rva t ion  - -  20 62 75 

FIG. 2. - -  Elle mont re  les principales donn~es permet tan t  de caractdriser 
l 'extrait  standard.  L ' image  situde tout en hau t  h gauche prdsente le 
profil en immuno-dlectrophorSse crois4e du produit  s tandard et, h c6td, 
un exemplc du profil CRIE obtenu avec le s4rum d'un seul malade. 
Pour plus amples informations sur cos donnges se rapporter au texte. 

Les futurs extraits allergdniques peuvent dordna- 
vant ~tre eontrSlds par comparaison avec nos extraits 
standards d4finis eomme suit : 

1. Concentration de ehaque antigone y compris des 
allerg~nes h l 'aide d 'une immuno-dlectrophorSse croi- 
s4e et du pool d' immunoglobulines de lapins, 

2. Ddtermination de l'aetivit4 allergdnique globale 
en utilisant l ' inhibition du RAST et le pool de sd- 
rums de malades, 

3. Recherche de l'activitd h l 'aide de 1' (( Histamine 
Equivalent Prick )), 

4. Etude de la stabilit4 dans le cadre du d41ai de 
conservation indiqu4. 

Pour illustrer la ddfinition d 'un extrait standard de 
rdfdrenee et son utilisation pour le eontrSle de la qua- 
lit4 et de la puissance des extraits allerg4niques, nous 
avons choisi l 'extrait de phl4ole dont la composition 
est assez simple. 

L'extrait  standard de rdfdrence de phldole (fig. 2) 
eontient 37 antig~nes diff4rents ddeelables par la 
QIE. Au moyen du pool de s4rums, obtenu h partir  de 
malades, il a 4t4 montr4 que 15 d'entre eux s'identi- 
fiaient eomme des allergSnes. Le poids mo14eulaire et 
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le point iso-dlectrique de ces allerg~nes ont dt4 4gale- 
ment ddtermin4s pour permettre de comparer ces don- 
ndes avee celles d'autrcs extraits standards. La m4thode 
de Lowry a permis de trouver un pourcentage de 46 p. 
cent de prot4ines par rapport au poids sec de l 'extrait 
standard. La valeur d 'une HEP,  pour cet extrait, 
rut fixde h 170 ~ l /ml  d'apr~s la r4ponse obtenue sur 
des patients sdlectionnds. Sur 52 sujets, il ne rut trouv4 
qu 'un  RAST de classe 0/1  et un de classe 2. On trouva 
dans ce cas une corrdlation statistiquement signifiea- 
tive entre l ' index cutan4 : d X D / H I S T  (1 m g / m l )  
et les r4sultats du RAST exprim4s en SU. L'activit4 
allerg4nique trouv4e apr~s deux ans de conservation 
dans trois solvants diff4rents et h trois temp4ratures 
diff4rentes fut assez forte. Les extraits glye4rin4s ou 
adsorb4s sur l 'hydroxyde d 'a luminium ne montr~rcnt 
aucune baisse sdrieuse d'activit4, m~me h des con- 
centrations inf4rieures h 10 4 H E P  ; l 'extrait dis- 
sout dans la solution de coca avait conserv4 11, 79 
et 62 p. cent de son activit4 apr~s conservation respec- 
tivement h 20 °C, 5 °C et - - 2 0  °C. 

Le contrSle de la qualitd et de la puissance des 
extraits par rapport h l 'extrait standard a 4t4 r4alis4 
par immuno-41ectrophor~se quantitative. L'extrait  de 
phl4ole de r4f4rence a 4t4 utilis~ h quatre concentra- 
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T A B L E A U  I I  

CONTR6L]~ DE LA PUISSANCE 
D'UN EXTRAIT DE POLLEN DE PHL~OLE 

Iq.APPORT 
CONCENTRATION-ACTIVIT~ 

PAR R~ACTIP 
AU STANDARD DAS 

Q t E  1 RAST 
INI{IBITION 

VALEUR 
EN H E P  

APRAS 
DILUTION 2 

E x t r a i t  1 2,6 3,7 > 3 ;  < 1 

E x t r a i t  2 1,5 1,8 > 3 ; < l 

E x t r a i t  3 1,4 1,7 1 

E x t r a i t  4 2,9 2,3 > 1 ;  < 3 

DAS-s tand .  1 1 1 

1 Moyenne calcul6e sur trois allerg6nes. 
2 Dilu6 en fonction des rdsultats obtenus in vitro. 

tions d 'un lot d'extrait commercial (tableau I I ) .  Apr~s 
avoir identifid quelques allerg~nes (antig~nes n ° 3, 
19 et 25) les zones ainsi ddlimitdes furent mesurdes 
et la concentration correspondante d'extraits stan- 
dards ddterminde. 

Sur la figure 2, la concentration QIE par rapport 
h l 'extrait standard fut d4terminde en fonction de ces 
trois allerg~nes et l ' inhibition du RAST fut conduite 
par rapport h l 'extrait standard. L'extrait  fut alors 
dilu6 en fonction des rdsutats de la moyenne de ces 
deux rapports concentration-activit6 puis comme con- 
trfle final, l 'extrait fur essay6 en tests eutands paral- 
l~lement h une HEP rdfdrence sur un petit groupe 
de malades. Tous l e s  extraits se situ~rent entre 0,3- 
3 HEP ce qui est, h mon avis, acceptable si l 'on con- 
sid~re la dispersion des rdsuhats du prick. Ainsi 
done, le contrSle qualitatif et la d&ermination de 
la puissance furent rdalisds au moyen de deux m& 
rhodes diffdrentes et inddpendantes, eontrSMs par une 
troisi~me mdthode inddpendante. Dans ce syst~me 
nous n'avons pas pris en considdration l ' importance 
relative de chaque allerg~ne dans l'allergdnicitd totale. 

Les conditions n6cessaires, les informations obte- 
hues et les rdsuhats de cette combinaison d'essais 
utilisde dans notre programme de standardisation, 
sont 6numdrds ci-apr~s. 

IMMUNO-I~LECTROPHORi=SE QUANTITATIVE (QIE] INHIBITION DU RAST 

N4cessite : 

1. antis6rum polysp6cifique avee sp4cificit6 contre 
tous les  ddterminants allergdniques contenus de l'ex- 
trait ; 

2. identification des allerg~nes majeurs, par exem- 
ple au moyen de la CRIE ; 

3. un extrait standard de stabilit6 connue. 

Rend compte de : 

1. la composition antig6nique ; 

2. ]es changements mol6culaires ; 

3. la concentration des allerg~nes majeurs par rap- 
port ~ un produit standard. 

R4alise : 

la QIE des 6ehantillons et du produit standard. 

Ndcessite : 

1. un pool de sdrums de malades prdsentant un 
large spectre ; 

2. un all'ergo-sorbent sur lequel t ous l e s  ddtermi- 
nants allergdniques sont reprdsentds ; 

3. tm extrait standard de stabilit6 eonnue. 

Rend compte de : 

l'activit6 allergdnique totale comparativement h u n  
produit standard. 

R6alise : 

une inhibition du RAST des dchantillons h dtudier 
et du produit standard. 

Rev. [ran~. AllergoI., 1980, 20, 4-5 
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PRICK-TEST 
(d6termination de I'HEP) 

Ndcesslte : 
1. Un extrait standard, dont la concentration cor- 

respondant h une HEP,  a dtd ddtermind par la %ali- 
sation de tests cutands sur un grand nombre de sujets 
allergiques. 

2. Un petit nombre de malades pour la ddtermi- 
nation de la valeur en H E P  du nouveau lot. 

Contr61e : 

L'activitd biologique de l 'extrait allergdnique stan- 
dardisd au moyen du QIE et de l ' inhibition du RAST. 

Rdalise : 
Le prick test d'dchantillons d'activitd prdddtermi- 

nde (par la QIE et l ' inhibition du RAST) dilud pour 
contenir une H E P  et eelui du standard contenant une 
HEP.  

Ces mdthedes ont maintenant dtd utilisdes avee 
succ~s pour le contr61e de la puissance et l 'dtude qua- 
litative d 'au moins 10 diffdrents extraits allergdniques 
de la Compagnie ALK h Copenhague. Je ddsire ce- 
pendanf  gouligner que le parfait usage de ces 3 md- 
thodes implique d'admettre certaines hypotheses, h 
savoir : 

- -  que l 'extrait standard contient t ous l e s  d~ter- 
minants allergdniques potentiels, 

- -  que les anticorps de lapins reconnaissent tous 
ces allerg~nes potentiels, 

- -  que tous ees allerg~nes potentiels soient couplds 
aux disques du RAST et 

- -  que tousles  malades sdlectionnds reconnaissent 
tous les allerg~nes potentiels. 

Nous ne pouvons pas contr61er tous ces diffdrents 
points mais la combinaison des techniques rappeldes 
ci-dessus devrait nous mettre h l 'abri d'erreurs graves. 
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