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INTRODUCTION 



Actuellement les accidents survenant après l'administra- 

tion d'une substance médicamenteuse deviennent de plus en plus 

fréquents. Le problème de l'allergie médicamenteuse se pose mê- 

me à l'échelle mondia-le puisque l'organisation Mondiale de la 

Santé y a consacré une étude particulière dans une récente réu- 

nion à Genève. 

En effet les médicaments ou leurs métabolites peuvent 

devenir antigéniques, en dépit de leur faible polds moléculaire, 

par fixation sur une protéine. Différents types d'anticorps 

(irnmunoglobul~.nes G, E ou M) sont donc induits et peuvent être 

responsables d'accidents lors de la réintroduction de l'antigène 

dans l'organisme. Il s'agit de l'hypersensibrllté de type imé- 

diat. Au contraire la réaction immunitaire peut être retardée, 

c'est-à-dire que l'accident apparait 24 à 72 heures après la 

réintroduction de l'antigène. C'est I'hypersensibilité cellulaire 

de type retardé. Il est impossible de préjuger de la survenue 

de l'accident, de sa forme ni de sa gravité. De plus la partie 

antigénique (et de ce fait le déclenchement) peut être comniune à 

toute une "famille de corps". 

Actuellement il n'existe qu'un seul moyen de prévention : 

éliminer totalement de la thérapeutique du malade le médicament 

suspect ainsi que tous les médicaments de la même famille chi- 

mique. Ceci pose quelquefois d'énormes problèmes. 

C'est pourquoi il nous a paru important d'une part de 

tenter de mettre en évidence les IgE sérlques spécifiques anti- 

médicaments qul sont les anticorps dont le rôle pathogène est 

indiscutable et d'autre part d'étudier les réactions immunitaires 

générales anti-médicaments. 



Les tests cutan6s pratiqués chez l'home constituent 

une technique in vivo permettant de mettre en évidence les 

IgE spécifiques mais pour les médicaments presentent un réel 

danger et, de ce fait, ne sont pas utilisSs couramrr~ent. Par- 

mi les techniques in vitro, l'anaphylaxie passive sur tissus 

de primates est une technique sensible. Nous avons donc mis 

au point une technique d'anaphylaxie passive in vitro sur 

poumon de singe. Notre objectif se résumait en quatre points 

essentiels : augmenter la sensibilj-tS du test, assurer une 

bonne reproductibilité, diminuer le nombre de résultats faus- 

sement négatifs, ne pas créer de résultats faussement positifs. 

Cette technique ne met en évidence que les I g E  circulantes. 

Après une revue des connaissances actuelles sur les I g E ,  

nos travaux personnels comprenQront dans la première partie : 

- la mise au point d'une technique permettant de mettre 
en évidence les IgE sériques spécifiques. 

- les résultats portant sur l'étude de 500 sérums de 
malades. 

- une discussion de la technique et de ces résultats. 

La deuxieme partie de ce travail sera consacrée : 

- à l'étude approfondie de 38 cas d'allergie médicamenteuse 

à manifestations cutanées par plusieurs techniques immunologi- 

ques. 

- à une discussion de cette étude. 

Enfin une discussion générale sur les réactions croisées 

terminera ce travail. 



HISTCRIÇUE 



H I S T O R I Q U E  

1 - L'Allergie m6dicaiienteuse : 

Un groupe scientifique de l'Organisation Mondiale de 

la Santé spécialisé en imunologie clinique s'est r6uni à 

Genève en octobre 1971 et a écrit le paragraphe suivant sur 

la seule allergie médicamenteuse : "Drug Allergy : Allergic re- 

actions to drugs are an important hazard in modern clinical 

medicine. It has been estii-nateci that 10 p.100 of hospitalized 

patients suffer £rom one or anotker form of iatrogenic, drug- 

induced, untoward reaction..... Penicillin, sulphonamides, and 

salicylate derivâtives appear to be drugs most frequently cau- 

sing allexgic syrnptorns". 

Il n'en faut pas davantage pour insister sur le pro- 

blème de l'zllergie médicamenteuse devenue de plus en plus fré- 

quente. Ceci peut être du à l'extension de la pharmacopée et 

B la consommation accrue de "cocktails" mêdicamenteux, 

Si les symptômes de l'allergie médicamenteuse peuvent 

revêtir plusieurs formes, il n'y a encore aucun moyen de la 

prévenir et nous verrons le danger qu'elle représente pour le 

patient. 
\ .  Les médicaments incriminés le plus fréquemment sont 

par ordre décroissant : la pénicilline, les dérivés salicyleç, 

les dérivés de la malonylurée, les sulfamides, la glafénine, 

et certains antibiotiques. Il ne s'agit pas là, bien sûr, d'une 

liste exhaustive. 

A titre documentaire, nous indiquerons que différentes 

enquêtes ont tenté d'évaluer la fréquence de l'allergie à la 

pénicilline par exemple : selon de VTECK, la fréquence des 

réactions à la pénicilline dans une population normale est si- 

tuée entre 1 et 2 p. 100 ; d'après une enquête de WELCH portant 

sur 3 ans et d'auressant à 1637 médecins américains, ne préci- 

sant d'ailleurs pas le nombre de traitements, sont rapportes 

1616 accidents dont 1608 peuvent être rattachés à l'allergie. 



La fréquence de lqallergie à l'acide acétylsalicylique 

a été diversement appréciée. IYALTON a retrouvé une allergie à 

l'aspirine 22 fois chez 830 entrants hospitaliers pris au hasard 

(2,3 p,100), GARDNER étudiant un groupe de 457 allergiques con- 

nus (dont 50 p.100 d'asthmatiques) trouve cinq sujets seulement 

ail-ergiques à cette substance médicamenteuse, S-ALEN évalue cette 

fréquence à 8 p.100 chez les asthmatiques. 

L'introduction en 1935 des sulfamides en thérapeutique 

a bouleversé le pronostic de nombreuses infections microbiennes 

mais très vite sont survenus des accidents de sensibilisation, 

notés 'dès 1937 par HAGEMAN et BLAKE. 

II - Manifestations cliniques : 

La symptomatologie de l'allergie médicamenteuse est 

polymorphe. On peut, pour plus de commodité, classer ces acci- 

dents selon les 4 types de GELL et COOMBS. 

a) Type 1 : réactions inmédiates de type afiaphylactique 

(ou allergie humorale) 

\ .  
Les accidents rencontrés sont : 

- le choc anaphylactique 
- l'urticaire généralisée 
- l'oedème de Quincke 
- des manifestations asthmatiformes. 
b) Type II : réactions cytotoxiques. 

Elles semblent liées à l'action conjuguée d'anticorps 

circulants et du complément et réalisent souvent des syndromes 

hématologiques. 

c) Type III : réactions semi tardives liées à l'action 

nocive du complexe antigène-anticorps ou réactions du type de 

la "maladie sérique du 9è jour". 



Ces accidents surviennent du 5è au 9è jour environ 

après le dgbut du traitement. L'administration antérieure 

du médicament peut manquer et la sensibilisation est alors 

induite par le début du traitement. Les manifestations ren- 

contrées sont très polymorphes allant de l'urticaire aux 

toxidermies bulleuses 'gravissimes. 

d) Type IV : réactions d'hypersensibilité retardée : 

Il s'agit d'une allergie purement cellulaire qui rézlise des 

dermites de type "eczéma de contact". 

Quel que soit le type de ma~ifestations allergiques 

rencontrées, nous insistons sur le fait que le médicament en- 

tier peut être responsable des accidents, mais également les 

métabolites de ce médicament. Nous consacrerons un chapitre à 

l'etude des médicaments, de leurs métabolites et des réactions 

croisées entre diverses "familles" médicamenteuses, 

Si les types cliniques des accidents sont bien connus 

il faut néanmoins souligner l'importance de l'interrogatoire 

du malade cherchant à faire préciser d'une part l'allure clini- 

que de l'incident et ses circonstances exactes d'apparition, 

> .  d'autre part, la notion de prises antérieures sensibilisantes. 
,Ces dernières ne sont d'ailleurs pas toujours retrouvées, ce qui 

ne doit pas étonner, étant donné le nombre de médications conte- 

nant de La pénicilline, par exemple, même à doses très faibles 

mais qui sont peut-être plus sensibilisantes : collyres, porrima- 

des, gouttes nasales, suppositoires, vaccins. De plus en ce qui 

concerne la pénicilline, le contact peut être "occulte" : 

produits laitiers, volailles, infections mycosiques. 

Le déclenchement des accidents médicamenteux n'est 

pas le même pour tous les médicaments : ainsi pour la péni- - 
cilline, la voie injectable est, de loin, celle qui entraîne 

le plus grand nombre d'accidents mais il existe cependant des 

observations de choc anaphylactique après la mise en place d'un 



seul suppositoire à la pénicilline. Par contre la voie orale 
semblerait moins déclancher de conflit antigène-anticorps puls- 

qu'on connalt des cas de malades ayant eu des accidents graves 

apr2.s l'administxatioii de pénicilline mais pour lesquels ce mé- 

dicament demeure indispensable et est toléré par voie orale. 

III - Evolution des connaissances : 

En 1921, PRAUSNITZ eut l'idée d'injecter par voie sous- 

cutanée chez un homne normal une petite quantité de sérum de . 

son collaborateur KUSTNER qui était très fortement sensibilisi 

ahpoisson. Le lendemain il injecte exactement au même endroit 

de l'extrait de poisson : une réaction locale faite d'un pla- 

card ortié entoure d'une zone érythémateuse avec douleur et 

chaleur se produisit. Ce fait déinontrait que, sur la peau de 

l'homme normal, s'était fixée une "substance1' transmissible et 

qui entrainait, lors de l'mtroduction de l'antigène, la libé- 

ration de médiateurs chimiques. En effet la réaction locale ob- 

,.semée avaxt toutes les caractéristiques de celle obtenue a~rès 

une injection sous-cutanée d'histamine. 

Il s'agissait donc d'une anaphylaxie cutanée passive 

homme-homme et cette réaction devenue moyen de détection de cette 

"substance" fut dénommée depuis test de PRAUSNITZ-KUSTNER : P.K. 

COCA et GROVE en 1925 appelèrent cette substance "réagi- 

ne", terme qui subsistera pendant 40 ans. 

Des essais de mise en évidence des "réagines" humaines 

furent faits en essayant de les transmettre à différentes espSces 

animales de laboratoire (KABAT, 1961) : mais ce furent des échecs. 

En dehors de la technique de P.K., on pouvait déceler 

l'activité "réaginiquen par une méthode d'anaphylaxie active 

c'est-à-dire en injectant directement l'antigène par scarification : 

c'est la méthode des tests cutanés pratiquée encore couramment. 



V e r s  l e s  années 1963-1966 LAYTON e t  c o l l .  e s s a y è r e n t  de 

t r ansmet t r e  passivement l e s  " réag ineswde  malades s e n s i b i l i s é s  à 

l ' ambro i s i e  à des s inges .  Ce f u t  un succès  : c ' e t a i t  donc une 

s o r t e  de P.R, home-singe. La technique  s e r a  d é c r i t e  p l u s  l o i n .  

Mais l e s  années passant ,  on i g n o r a i t  t o u j o u r s  c e  que 

recouvra i t  l e  mot " réagines"  e t  à q u e l l e  c a t é g o r i e  de corps  e l l e s  

pouvaient appar t en i r .  

Cependant les progrès  dans l a  connaissance des immunoglo- 

b u l i n e s  e t  l e  développement des techniyu-es irnrnunologiques o n t  permis 

de  penser que l e s  " réagines"  s ' apparenta- ien t  aux immunoglobulines. 

En 1962, HEREiiILANS e t  VAF,RMAN o n t  r a p p o r t é  qu'une Exact ion g l o h u l i -  

nique y A de sérum de  malades a top iques  c o n t e n a i t  des  a n t i c o r p s  

réayin iques  e t  o n t  s ~ g g é r é  l a  p o s s i b i l i t S  que l e s  réac;i.nes appax- 

taennent  aux immunoglobulines A. Mais c e t t e  hypothèse f c t  in f i rmée  

p a r  d i f f é r e n t s  t ravaux (ISHIZAKA, 1966) : a i n s i  des  iminunoglobuli- 

nes  A d i r i g é e s  con t re  une substance du groupe sanguin ne s e n s i ü i -  

l i s a i e n t  pas l a  peau humaine, r é a c t i o n  m i s e  en évidence p a r  un 

t e s t  de  P.K. 

Ceci p r o u v a i t  donc que l ' a c t i v i t é  " réagin ique"  d e v a i t  
\ .  

être r e l i é e  à une a u t r e  c l a s s e  d'immunoglobulines plasmatiques.  

E t  c ' e s t  en 1966 que ISHIZAKA e t  c o l l .  i d e n t i f i e n t  l e s  immuno- 

g lobul ines  E. 

Les immunoglobulines Y ou I q E  : 

E l l e s  c o n s t i t u e r o n t  l ' e s s e n t i e l  deblotre é tude  c a r ,  

si l e u r  r ô l e  physiologique e s t  encore  inconnu, l e u r  r ô l e  patho- 

logique  e s t  i n d i s c u t a b l e .  Leur i d e n t i f i c a t i o n  e s t  donc r é c e n t e  

e t  s 'est f a i t e  grâce  aux t ravaux d1ISH1ZAKA e t  c o l l .  En e f f e t  

C?es auteurs  (1966) immunisèrent des  l a p i n s  avec un sérum de  malade 



très sensibilisé à l'ambroisie. L'imun-sérum étant absorbé 

avec les IgG, les IgA, les IgD et les IgM, ils constatèrent, 

par immu~~oélectropl . iorèse~ que le surnageant donnait une bande 

de précipitation 1 avec une fraction du sérum sensibilisé à Y 
l'ambroisie. Par radioimmunoélectrophorSse, avec de l'ambroisie 

marquée ils montrèrent que la 1 globuline avait une activité 

dg anticorps, 
Y 

En même temps, ces mêmes auteurs ont fait agir, sur un sérum 

de malade sensibilisé à l'ambroisie, des anti--IgG, anti-IgA, 

anti-IgD et anti-IgM. La fraction sérique restante donnait tou- 

jours une réaction de PRAUSNITZ-KUSTNER sur la peau d'un horrzne 

norma 1. 

Donc les déterminants antigéniques spécifiques n'etant pas 

décelablec dans les autres classes ou sous-classes d'imun~gl0- 

bulines, cette protéine fut dénommée alors immunoglobulines E 

ou IgE. 

Parallèlemeilt JOII.ANSSON et BENNICH (1 9 67) déounvraient une 

protéine atypique chez un malade porteur d'un myélome.. En échan- 

geant leurs immun-sérums, ISHIZAIG et JOXANSSON (1968) purent con-- 

clure qu'il s'agissait de la meme protéine, 
\ .  De plus ISHIZAI(A (1967) a montré qu'une fraction très purifiée 

d'IgE, issue de sérums de malades sensibilisés à l'ambroisie, 

entrahait une importante sensibilisation de la peau mise en 

évidence par la réaction de PRAUSNITZ-KUSTNEX. L6activitë de cette 

fraction disparaissait par précipitation des IgE avec un sérum 

anti IgE. Ces expériences montraient que"llactivité réaginique" 

était due aux IgE et aux IgE seules. 

L'activité "réaginique" associée à la présence dlimnunoglobu- 

line E a été démontrée non seulement chez des sujets sensibilisés 

à des pneumallergènes mais aussi à des médicaments et ceci par 

disparition de l'activité "réaginique" après action d'un s6rum 

anti IgE (ISHIZAKA et ~011.1968) . Parmi les médicaments incriminés, 
le plus fréquent, d'après ILEYINE ( 19 66 ) est la pénicilline. 



Structure et propriétés physico-chimiques des I g E .  

Comme les autres imunoglobulines, les IgE sont composées 

de deux chaînes lourdes et de deux chaînes Légères. Pour étudier 

la structure cles I g E ,  BENNICH et JOHANSSON (1968) ont réduit la 

protéine avec du mercapto-éthanol. ; cette réduction clivant les 

ponts disulfures interchaînes est suivie d'une alkylation par 

de l'iodoacétamide et ainsi deux composants correspondants aux chaînes 

légères et aux chaînes lourdes ont ét6 Isolés. Figure 1. 

Structure des chaînes légères ou L - 
Elles sont communes à toutes les immunoglobulines et 

comportent deux variétés coexistant chez un même sujet : les chahes 

kappa X et lambda . Le poids moléculaire des chaines légères est 
d'environ 22 000. 

,- 

Chaque chahes légère est faite dyune séquence de 214 

acides minés. Elle se divise en deux parties presque égales : 

. un segment V variable de 108 ucides aminés correspondant 
à la moitiS amino-terminale, 

. un segment C constant de 106 ou 107 acides aminés. 
\ .  La différence antigènique qui sSpare les chaenes lambda 

et kappa porte en particulier sur la partie C terminale au voisinage 

du pont disulfure de jonction avec la chaîne lourde. 

' Structure des chaPnes lourdes ou H 

Elles sont appelées 6 , sont polypeptidiques et plus 
longues que celles des immunoglobulines G. Leur poids moléc~laire 

est d'environ 75 GO0 ce qui confère à la molécule dllgE un poids 

moléculaire total d'environ 195 000. Le nombre des ponts disulfures 

intracaténaires est plus élevé pour les IgE que pour les autres 

immunoglobulines puisqu'il est de sept au lieu de quatre. 
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Les chaînes L e t  H s o n t  r e l i s e s  e n t r e  e l l e s  p a r  des  pon t s  d i s u l -  

f u r e s  : i l s  s o n t  s o i t  i n t r a c a t é n a i r e s  é t a b l i s  e n t r e  deux cys té-  

i n e s  é lo ignées  s u r  une même charne polypept id ique  s o i t  i n t e r c a -  

t é n a i r e s  u n i s s a n t  l e s  chaînes l é g è r e s  aux chalnes  lourdes  e t  l e s  

chaînes lourdes  e n t r e  e l l e s .  

Les IgE cont iennent  des r é s i d u s  c y s t é i n e  e t  méthionine. 

La  dGgradation eczymatiyue p a r  l a  papaïne coupe l a  

molé'cuie d t I y E  au mi l i eu  de  l a  cha îne  lourde  en avan t  de l a  ré- 

g ion  c h a r n i è r e  e t  détache 3 £rag~nents  : 2 Fab e t  1 Fc. Chaque 

fragnient Fab e s t  c o n s t i t u é  par  l P a s s o c i a - l ; i ~ n  d'une cha îne  l é g è r e  

e t  de l a  m o i t i é  N-terminale de l a  chazne lo-ilrde, C ' e s t  par l e  

c j  fragment Fab que s e  f a i t  l ' u n i o n  avec l ' a n t i g è n e .  L e  fragment 

Fc e s t  c o n s t i t u é  de" deux m o i t i é s  carboxy-terminales des chaînes 

lourdes r e u n i e s  e n t r e  e l l e s  p a r  d e s  pon t s  in terca t iSnai res .  I l  

d6termine Les p r i n c i p a l e s  f o n c t i o n s  b io log iques  de  l a  m o l ~ c u l e  

en dehors de  son a c t i v i t é  a n t i c o r p s  : il p o r t e  l a  p l u p a r t  des 

g luc ides ,  11 p.cent  pour les IgE ( f i g u r e  2 1 - 
1 .  

L ' a c t i o n  de  l a  peps ine  dégrade au c o n t r a i r e  en p e t i t s  

pept ides  l l ex t rémi . t é  C-terminale de l a  molécule en a r r i è r e  de l a  

région c h a r n i è r e r  l i b è r a n l  un g r o s  fragment F (ab ' 2 )  p o r t a n t  

les deux s i t e s  a n t i c o r p s  e t  un fragment pFC dont  l e  po ids  mol6cu- 

l a i r e  e s t  d 'envi ron  30 000 e t  q u i  r e p r é s e n t e  une f r a c t i o n  de l a  

p a ~ t i e  carboxy-terminale des  cha ines  E , p o r t a n t  l e s  déterminants  

an t igéniques  c a r a c t é r i s t i q u e s  du fragment Fc. 

Les IgE s o n t  une 
Y1 

g lycopro té ine  dont  l a  cons tan te  de 

sédimentat ion est  de  8 S. 

E l l e s  s o n t  the rmolab i l e s  : à 5 6 O ~  pendant 4 heures ,  

l e s  I g E  s o n t  inac t ivées .  ISHIZAKA (1967 )  a montré que c e t t e  

température é l evée  pendant 4 heures  e n t r a i n a i t  des  modi f i ca t inns  

de s t r u c t u r e  du fragment Fc de  La molécule l 'empêchant de  s e  f i -  

x e r  s u r  les t i s s u s .  Par c o n t r e  l ' i n t é g r a l i t e  du fragment F ab est  

conservée. 





Les IgE ne fixent pas le complément, ne traversent pas 

la barrisre placentaire. Ce sont des anticorps homocytotropes 

qui se fixent sur les recepteurs cellulaires par le fragment Fc. 

Cette fixation sur les mastocytes tissulaires ou sur les baso- 

philes qui, 11 est admis maintenant, sont des mastocytes clrcu- 

lants (ISHIZAKA, 1970) persiste au moins trois semaines aprSs  

l'introduction de l'anticorps dans lforganlsme. Il s'agit là 

d'un caractère propre aux inmunoglobulines E puisque les I g G  

ne persitent que deux ou trois jours dans l'organisme. La fixa- 

tion des IgE sur les récepteurs cellulaires leur confère leur 

caractère pathologique parcequ'elles ne sont pathologiques que 

si elles scnt flxées. 

C'est cette fixation qui est à la base dês phénomènes 

anaphylactrqucs. Pour que le phénomène anaphylactique se produise 

il faut que deux molécules au molns dlIgE soient réunies spGcifr- 

quement par l'antigène. La combinarson de l'antlgèrte aux szteç 

anticorps provoque probablement une rnodrfication allostérique 

du Fc de 1'IgE responsable d'altérat'ions de la membrane entraz- 

.nant une libération de substances vasoactives : histanine, SRSA : 

sLow reacting substance of anaphylaxis, brâdykininc, héparme, 

ECFA s facteur chernotactique pour les éosinophiles et plus xé- 

\ .  
cemment on a décrit la libération de prostaglandines PGF - 

2 
PGEl - PGEZ ainsi qu'un facteur falsant contracter l'aorte de 

lapin : RACS : rabbit aorta contraction substance. 

D'après ROHLICH, ANDERSON et IJVNAS. (1971) plutôt qu'un 

éclatement de la cellule, il semblerait s'agir d'une extïusion 

des granules par des pertuis creusés à travers la membrane cellu- 

laire. Les substances vasoactives sont alors libérées des granules 

par échange ionique avec le milieu extracellulaire. 



La dégranula t ion  est  déclenchée p a r  une a c t i v a t i o n  

membranaire met tant  en jeu l e  système de  l a  3 ' 5 '  adénosine 

monophosphate cycl ique.  En e f f e t  l e s  subs tances  q u i  é lSvent  

l e  taux i n t r a c e l l u l a i r e  dtXViP c y c l i q u e  i n h i b e n t  l a  déyranu- 

l a t i o n  (OTWNGE e t  c o l l ,  1 9 7 1 ) .  Parmi c e s  subs tances  les 

agents  adrénergiques comme l ' i a o p r é n a l i n e  i n h i b e n t  l a  

l i b é r a t i o n  de l ' h i s t a m i n e  e t  de  l a  SRS-A en a g i s s a n t  s u r  

1'adényYcyclase. I l  en e s t  de m ê m e  de  l a  diéthylcarbamazine 

e t  des méthylxanthines en a g i s s a n t  s u r  l a  phosphodiestérase.  

P a r  con t re  l e s  subs tances  3 bloqu2ntes ,  l e  propanol.01 pa r  I 
exemple, empêchent l V a c t i o n  de  1 5 s o p r é n a l i n e  s u r  l ' i n h i b i t i o n  

de  l a  I ibGra t ion  des  médiateurs .  

1% n 'en  demeure pas moins qu'une p a r t i e  du mEcanisme de  

l i b é r a t i o n  des médiateurs  chimiques r e s t e  encore inconnue. 

Ains i  l a  l i b é r a t i o n  de  l ' h é p a r i n e  es t  s u r t o u t  observée chez 

l e  chien au cours  du choc anaphylact ique.  L I E C F A  es-t l j .bér6 en 

même temps que i ' h i s t a m i n e  chez l e  cobaye a p r è s  a c t i o n  de 

l s a n t i g è n e  s u r  du pouinon s e n s i b i l i s é .  

\ .  

Formation e t  métabolisme -- des IgX : 

A l ' a i d e  d 'une technique d'irnrnunofluorescence, TADA e t  

ISHIZAKA ( 1 9 7 0 )  o n t  e t u d i é  chez l'homrne l e s  l i e u x  de formation 

des IgE : l e s  amygdales e t  les gangl ions  lymphatiques possèdent  

un nombre t r è s  é l e v é  de  c e l l u l e s  p lasmocyta i res  c o l o r é e s  par  

des  anti-IgE. I l  en est  de mêne des  gangl ions  bronchiques,  

p é r i t o n ~ a u x  a i n s i  qve des muqueuses bronchiques,  g a s t r o i n t e s -  

t i n a l e s  e t  des plaques de PEYER, P a r  c o n t r e  il y a u r a i t  peu de  

c e l l u l e s  p roduc t r i ces  d l l g E  dans l a  ra te  e t  l e s  gangl ions  lym- 

phat iques sous-cutanés. 



La demi-vie des IgE e s t  de  deux j o u r s  a l o r s  que c e l l e  

d e s  IgG e s t  de  25 j o u r s  (WALDIAN, 1969) . C e t t e  c o u r t e  demi- 

v i e  des IgE f a i t  penser  que c e s  immunoglobulines s o n t  formées 

de  manière cont inue  e t  que l a  product ion  e s t  s u p é r i e u r e  à l a  

concent ra t ion  dans l e  sérum. Cependant, des  I g E  i n j e c t é e s  dans 

l a  peau de lfhomme ou du s i n g e  p e r s i s t e n t  p l u s  longtemps. Ains i  

s i  on i n j e c t e  dans l a  peau humaine des  IgE marquées à 1' I3l iode  

e t  s i  on mesure l a  r a d i o a c t i v i t é  cu tanée ,  on c o n s t a t e  que l a  

pro tSine  d é c r o i t  rapid,ement de  1 à 5 p.100 de  l a  dose i n i t i a l e  

en 3 à 4 jours .  P u i s  e l l e  p e r s i s t e  e n s u i t e  de 8 à 1 4  jours ,  

1SHIZA.m (1971). 

Des é tudes  s u r  l a  forna t ion  d E I g E  chez d i f f é r e n t e s  especss  

animales on t  é t é  f a i t e s  : a i n s i  chez l e  s i n g e  i n f e s t é  d ' a s c a r i s  

on a c o n s t a t é  des  r é a c t i o n s  p o s i t i v e s  de l a  peau v is -à-v is  de c e  

p a r a s i t e .  D e  p i u s ,  d e s  i n j e c t i o n s  d P a s c a r i s  à c e s  s i n g e s  e n t r a i -  

n e n t  l a  formation d ' a n t i c o r p s  m i s  en évidence p a r  des r é a c t i o n s  

d 'anaphylaxie  pass ive  cutanée : WIRSER e t  c o l l .  1968, ISKIZBXA 
\ 

e t  c o l l .  1969. Le s i n g e  a une p r o t é i n e  q u i  donne une r é a c t i o n  

c r o i s é e  avec du sérum ant i -IgE humaines. Pour confirmer c e t t e  

hypothèse, on a  é t u d i é  l e s  a n t i c o r p s  " réagln iques"  dwns l e  sérum 

d e  chimpanzés i n f e s t é s  pa r  çhistosoma mansoni ou haematobium. 

. L ' a c t i v i t é  r éag in ique  é t a i t  absorbée p a r  du sérum ant i -IgE.  

BLOCH e t  OlDiAN (1971) o n t  é t u d i é  les a n t i c o r p s  hornocytotropes 

chez l e  r a t .  Chez l e s  r a t s  i n f e c t é s  p a r  Nippostrongylus b r a s i l i e n -  

sis, l a  product ion d'immunoglobulines E e s t  t r è s  augmentGe. 

PROWOST-DANON e t  BINAGHI  (1970) o n t  montré qu ' i l .  y a v a i t  

product ion d ' a n t i c o r p s  anaphylac t iques  chez des  s o u r i s  s é l e c t i o n -  

nées génétiquement. C e s  a n t i c o r p s  ne s o n t  pas t r a n s m i s s i b l e s  

d e  l a  mère au foe tus .  



Dosag6 des I g E  sériques totales : 

En raison du taux extrêmement faible des I g E  sériques, 

toutes les techniques in vitro utilisées sont basées sur l'em- 

ploi de traceurs radioactifs. D'autre part, elles nécessitent 

toutes l'emploi dlanti-sérum anti-IgE obtenu par immunisation 

au moyen des protéines provenant d'un des deux cas connus de 

myélome à I y E  ; l'antl-sérum doit conten~r essentiellement des 

antl-epsilon 3 l'exclusion des ant~corps anti-cnaîne lé~ère. 

La technique d'imunodrffusion en gélose de ROWE (1969) 

est une serisibilisatzon de la méthode de K A N C I N I  (1963) : le 

sérum à étudier est mis à diffuser à partlr de réservoirs creusés 

dans une agarose contenant du sérum de lapln anti-IgE humames. 
lr 

Après deux jours d'incubation, les plaques sont lavées avec un 

tarripon phosphate pour éllminex Les protémes non précj-pi tees. 

Cependant les I ç E  b ~ e n  que précipit6es en un anneau d o ~ t  le 

diamètre est fonctron de leur teneur sérique, ne sont pas vi- 

sibles s pour les révSler il faut utiliser un sérum anlmal 

anti-protéine de lapin marqué à l'iode radioactif qui, après 

lavage, révèle l'anneau précipité sur une auto-radiographie. 

Cette technique nécessite un appareillage réduit et 

est donc relativement peu coüteuse mais elle est peu senslble 

car des doses inferleu-res à 100 nginl ne sont pas décelabies. 
\ .  

DE plus elle est longue et la reproductlbllité est difficile. 

Beaucoup plus utilisé actuellement est le dosage radio- 

immunoLogique par la technique du "radio-immunosorSc?;lt test" 

RIST. Décrzt initialement par FdIDE et PORATH (1966) pour le 

dosage d'hormones polypeptidiques, l'application au dosage 

des I g E  a été faite par JOHANSSON, WIDE et EENNICH (1968). 

Des particules de Séphadex recouvertes d'anticorps 

anti-IgE humaines sont mises au contact avec le sérum à étudier 

mélangé à une quantité standard dlIgE purifiées et marquées 
125 

à l'iode radzoactif I . Ainsi un constituant imnunoabsorbant 
en phase insoluble est produit. Il s'établit un équilibre entre 



molécules d11gE marquées et non marquées. A la fin de l'incu- 

batinn, les particules de Séphadex sont centrifugées, lavées 

et la radioactivité qu'elles supportent est appréciée au mo- 

yen d'un compteur à radiations (fig, 3 ) .  Cette radio- 

activité est inversement proportionnelle à la quantité dlIgE 

sériques de l'échantillon. 

Au préalable, une courbe d'étalonnage est étab1i.e en 

présence d'une dose fixe drIgE marquées et d'une g m e  d91gE 

standard non marquées. Une courbe de référence est donc obte- 

nue et pour déduire le taux dlIgE sériques totales de l'échan- 

tillon il suffit de reporter la valeur obtenue sur la courbe 

de ré£ érence. 

Taux drIqE sériques chez l'homme : 

D'a-près J O I A N S S O N  (1968) le taux sérique normal moyen 

dlIgE chez L'adulte sain est de 242 nanograrrmes/ml avec un 

intervalle de confiance de 61 à 1 000 ng/ml. Les résultats 

peuvent être aussi exprimgs en unité internationale pax milli- 

litre (U/ml) : une unité est égal-e 2 2,42 nanogramxxes. 

Des IgE sont présentes dâns le sérum du cordon ombilical 

mais d'après JOHANSSON (1968) le foetus synthétiserait de novo 

ses propres IgE. Chez le nourrisson de un mois à quatre mois 

le taux moyen dlIgE est de 6 0  nanogrammes/ml et il augmente 

progressivement au cours de la croissance pour atteindre le 

taux moyen de l'adulte vers l'âge de 15 ans. 
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Les chiffres dlIgE les plus élevés se rencontrent dans 

les parasitoses (JOI3ANSSON et coll., 1968). 

JOf-IANSSON et coll, (1968)ont rapporté que les enfants de 

certaines populations africaines avaient un taux dTgE 28 fois 

fois plus élevé que celui d'enfants suédois. Les auteurs ont 

pensé que l'élévation du taux drIgE était due à une parasitose, 

en l'occurence infestation par l'ascaris fréquente en Afrique 

alors que les enfants suédois étaient indemnes de toute affect- 

tion parasitaire. 

De son côté ISHTZAKA. (1970) a observé les mêmes faits : un 

taux élevé d'IgE chez des enfants d'Amérique du Sud ayant des 

parasitoses à Schistosoma mansoni. 

Une recente étude sur les IgE sériques totales fûite par 

DRY et coll. (1974) montre que le taux des IgE n'a de sigi~ifica- 

tion que dans la mesure où il est anormalement élevé pour étayer 

le diagnostic d'une atopie. Il est nécessaire d'éliminer aupara- 

vant toute autre cause : parasitose, cirrhose. Le risque d'erreur 

par excés de 4 à 5 p. cent, observé dans la population, doit être 

pris en considération. Une valeur normale ne permet aucune dé- 

duction sur la nature réaginique ou non d'une azfection allergique. 

Aucune méthode ne permet malheureusement de calculer le taux des 
\ .  

IgE fixées sur les mastocytes et impliquées directemen-: dans la 

libération des substances responsables de manifestations patholo- 

giques. 

D'après BRUTTMANN et coll. (1974) le taux dSIyE est en 

moyenne de 518 nanogrammes /ml chez des malades allergiques à 

la poussière mais comme l'écart-type est de 486 on voit donc 

que la dispersion des IgE est trës grande. 
/ 

Si la méthode du RIST pour le dosage sérique des immuno- 

globulines E est une technique rapide, reproductible, elle ne 

peut refléter la spécificité des différentes IgE. 



Mise en Svidence des I g E  spécifiques : 

Si importante que soit la détermination du taux glo- 

bal des IgE, la possibil~té d'apprécier la présence de réa- 

gines spécifiques d'un antigène soupçonné semble d'un inté- 

rêt capital. 

La mise en évidence des I g E  spécifiqxes se fait par 

des techniques in vivo et des techniques in vitro com~renant 

des méthodes irnmunochirniques et immi~nopharnia.cologiques . 
- Techniques ln vivo : 
. Comme les IgE'se fixent sur la peau, elles peuvent 

être mises en évidence par'des tests cutanés à réponse imiié- 

di.ate (10 à 15 minutes) après intrcduction de l'antigène. 

Actuellement on insiste beaucoup sur le danger que 

constitue la pratique de ces épreuves dans le cas de l'aller- 
/ 

gie méd~camenteuse : en effet on connalt un cas mortel après 

une injection intra-dermique de deux unités de pénicillxne. 

Par ailleurs, 1-a négativité des tests n'a pas de valeur ab- 

solue et n'infirme pas la présence d'anticorps. D'autre part 

REDIJIOND et LEVIIU'E (1968)  chez des sujets recevant de la péni- 

cilline et ne présentant pas d'accident a obtenu des tests 
\ .  cutanés positifs. Cette technique ne parait donc pas avoir 

un intérêt primordial pour l'allergie médicamenteuse. 

. Des transferts in vivo peuvent être faits : 
- soit chez l'honune : technique de PRAGSNITZ-XUSTNER qui a été 

dEcrite dans un précédent chapitre. 

- soit chez le singe : LAYTON (1966). Cet auteur a sensibilisé 

par voie intra-dermique des singes avec des sérums de malades 

allergiques à la pénicilline ou à des pneumallergènes. Puis 

on injecte au singe du bleu Evans par voie intra veineuse. 

L'antigène est introduit ensuite soit par scarification au 

lieu d'injection du sérurn, soit par voie orale, sublinguale 

ou sous-cutanée. La réaction est positive si le bleu Evans 



a diffusé au point d'injection du sérum humain. En effet il s'agit 

d'une réaction d'anaphylaxie passlve cutanée avec libération de 

médiateurs chimiques en particulier l'hlstanine. Cette dernière 

entraîne alors au point d'injection une augmentation de la perméa- 

billté capillaire qui se traduit par une extravasation du bleu 

Evans. 

- Techniaues in vitro : 
l0 ) -- Techniques Linmunochimiques - 

. Une technique dérivée de la technique d'agglutination 
mixte de COOMBS (1953) ; 11 slagit du test RCLAAR (red ce11 linked 

antigen antiglobuline reaction). Dans un premier temps l'antigène 

est fixé par photo-oxydation sus des anticorps de lapln a n t ~  - 
hématie humalne. Puls le sérum à étudier est mls en contact et 

S ' L ~  contient des I g E  spScifiques de l'antigène il y a fixation 

de ces - 1 g ~  sur l'allergène. L'agglutination visible est enfin 

obtenue au moyen des immun-serum anti-IgE (fig.4 ) .  Cette réactxon 

a été utilisée pour rechercher des réagines sp5cifiques chez des 

malades souffrant d7asthme au ricin, COOMBS (1968). SL cette 

technique parait de pratique facile pour certaines antigènes, elle 

n'a pas encore été mise au point pour les médicaments. 
\ .  ' . Technique radi~i~unologique ou radioallergosori~ant test 
(RAST) : 

Cette technique décrite par WIDE, BENNICH et JOHANSSON 

(196.7) consiste à coupler l'allergène à des particules de Séphadex 

activées par CN Br ; les anticorps sériques sont ensuite fixés 

sur le support, puis la fixati~n des seules IgE est révélée au 

moyen d'anticorps anti I g E  purifiés et marqués à l'iode radioactif 

(f1g.5 ) .  La radioactivité mesurée est proportionnelle à la quan- 

tité dlIgE spécifiques. 

Le couplage de l'allergène sur les particules de Séphadex 

est possible surtout avec des antigènes de haut poids noléculaire : 

ceci est déjà fait pour la poussière, les pollens, les poils de 

chien ou de chat ainsi que pour les antigènes parasitaires tels 

que Ascaris Lumbricoides, Toxocara canis, Necator americanus, 

Echinococcus (JOHANSSON, 197 1) . 



Al lergène ,-+ Bb 

r Ant icorps de lapin 
'"E.id L anti  - hémat ie  

Photo - oxydation 

Hémat  i c  humaine r'"" 

I g  E humaine , 3 

Anti I g E  1 

Aggtutinat ion 

FIG. 4 





Dans le cas de l'allergie médicanaenteuse, la plüpart 

du temps les antigènes sont des molécules simples, de faible 

poids moléculaire et on risque de les dénaturer lors du couplage. 

Or sl la mol.écule médicamenteuse est altérée on peut craindre 

alors qu'elle perde ses determinants antigSniques. 

Cette technique semble maintenant utilisée pour la péni- 

cilline, WIDE (1971), de WECK (1974), mais elLe n'est pas encore 

mise au point pour d'autres antigènes méd~camenteux. Par ailleurs, 

il ne s'aglt pas d'un dosage vrai des IgE sériques spé&ifiqir- Ls mais 

d'une présence estimée de O à 4 par rapport à des sérums de refé- 

rence. 

. Très récemment DESSAINT (1974) a mis au point une 
technique permettant le dosage d11gE spécifiques anti-,pa~:asitus. 

Les préparations antigénrques parasitaires sont insc2ubïllsées 

par liaison covalente à une phase sollde selon différentes techni- 

ques. Le sérum est incubé avec cet irnmuno-adsorbant. Les anticorps 

spécifiques sont ensulte élués et les IgE anti-parasites sont dosées 

par la niéthode radnoimmunologiqire (RIST) . 

Cependant, dans le cas de l'allergie médicamenteuse les 

techniques imrnunopharmacologiques sont nécessaires parce qu'en 
\ .  

dehors de la pénicilline, il n'existe pas actuellement d'autres 

techniques permettant de mettre en évidence des IgE sériques 

anti-médicament. 

2. Techniques imrnunopha~macologiques 

Les IgE spécifiques peuvent être mises en évidence soit à 

partir des basophiles sensibilisés du malade soit à partir du 

sérum du malade en utilisant des techniques d'anaphylaxie passive. 

a) IgE fixées sur les basophiles du malade : 

Dès 1940, KATZ a montré une libération d'histamine à partir 

de leucocytes sensibilisés mis au contact de l'antigène. Puls 

ISHIZAKA (1969) et LYAY (1970) ont montré qu'à partir de basophiles 

sensibilisés du malade, on déclenchait une libération d'histamine 

après action de l'antigène. 



b) I g E  - circulantes - : 
Les immunoglobulines E ne se fixant que sur les 

tissus de primates, plusieurs auteurs ont tenté de les 

mettre en évidence en utilisant des techniques dBanaphy- 

laxie passive in vitro sur différents tissus de primates : 

iléon de singe : ROSE et co11.1964 

KOBAYASHI 1967 

WJCKER e t  col.l.1968 

SOUBRqNE et colle 1970 

appendice humain : SOUBRANE et colï.1970 

poumon de singe : GOODFRIEND 1968 

.ASSEN 1968 

,- 

poumon humain : SHEARD 1967 

ASSEN 1968 

PAUL 1969 

peau de singe : ROSE 1964 

GOODFRIEND 1968 

PEDERSEN 19 6 9 

peau humaine : PEDERSEN 1969 

GREAVES et co11.1972 -. 

Un autre test est basé sur la dégranulation des 

mastocytes péritonéaux de rats (PERELKUTTER,1969 ; KOROTZER, 

1971 ; GIL1;E4.ANr 1972) en présence d'antigène et de sérum 

humain. 

Nous en discuterons plus loin. 

Notre principal travail a été la mise au point 

-- d'une technique permettant la mise en évidence a'IgE 
circulantes spécifiques par anaphylaxie passive in vitro 

sur poumon de singe. 
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MISE E N  EVIDENCE DES I g E  SERIQUES 

SPECIFIQUES ANTT-&EDICAJ.IENT. 



A. ANAPHYLAXIE PASSIVE IN VITRO SUR POUfJION DE SINGE. 



CHAPITRE 1 

MISE AU POINT DE LA TECHNIQUE. -- 

L'anaphylaxie passive in vitro, technique mise au point 

par DALE (1913) est basée sur le principe suivant : un tissu 

est sensibilisé passivement par fixation d'antlccrps, lladdi- 

tion de l'antigène déclenche une libération d'histamine et 

l'histamine est dosée par méthode biologiquec 
\ 

Nous avons appliqué ce principe à la mise en évidence 

des IgE sériques humaines en utilisant le tissu pulmonaire 

de singe comme recepteur. 

, 

Ce chapitre comprend 4 paragraphes. 

A. Le dosage de llhistmineo 

B. L'étude du màtéxiel : choix des malades, prélèvement 

du sang, antigènes. 

C. Les conditions d'utilisation du tissu pul-monaire de 

singe avec les résultats permettant ou non cette 

utilisation. 

D. La description détaillée de la technique d'anaphylaxie 

passive in vitro sur poumon de singe. 



A - DOSAGE DE L'HISTAMINE 

Dans tous les cas, l'histamine est dosée par la méthode 

biologique classique sur iléon isolé de cobaye et exprimée 

en dichlorhydrate d'histamine. 

a) l'iléon isolé de cobaye. 

 es animaux utilisés sont des mâles d'un poids compris 
entre 250 et 400 g. Leur nourriture consiste en granulés sÿnthé- 

tiques et est complétée par du chou, des carottes et de l'eau. 

L'animal est sacrifié, après coup sur la tête, par section 

des carotides. Après laparotomie mediane, on prélève deux 

morceaux d'iléon subterminal, juste en amorit d'un léger renfle- 

ment qu'on observe constamment sur la partie terminale ; on en- 

lève le mésentère avec précaution sans jamais tirer sur l'iléon. 

Les fragments retlsés ont environ 3 cm de long. 

A l'aide d'une pipette, on lave soigneusement la lumière 
1% 

de l'iléon avec du llquide de Tyrode à 3 6 "  envlron et on monte 

l'iléon le plus rapidement possible en évitant de le distendre. 

11 faut également éviter au cours de ces opérations de montage 

\ .  de laisser l'iléon trop longtemps hors du liquide de Tyrode. 

b) l'appareil à organe isolé. 

Le bac à organe isolé est une cuve munle d'une résistance 

chauffante, d'un thermostat qui règle la température à + 0,5O - 
et d'un dispositif d'agitation qui est destiné à r~ndre Syale 

la température en tous les points de la cuve. Le bain à organe 

isolé est un tube de verre de 10 cm de haut et de 1 cm Cie large. 

Un barbotage d'an assure à la fois une oxygénation suffisante 

et une agitation qui rend la composition du bain homogène après 

l'introduction des substances à essayer. 

k Composition du liquide de Tyrode : NaCl : 89 ; KCl : 200mg ; 
CaC12 : 200mg ; MgC12 : lOOnig ; NAHCO : lg ; glucose : lg ; 
sulfate d'atropine : 50ncg ; eau disgillée q.s.p. : 1 000ml. 



11 est  p r é f é r a b l e  de  t r a v a i l l e r  à l a  température de 

37OC + - 0,s ; à des températures  p l u s  basses ,  l e s  c o n t r a c t i o n s  

s o n t  p lus  amples mais p l u s  l e n t e s  ; à des  températures  p l u s  

élevées,  les con t rac t ions  son t  p l u s  r a p i d e s  mais p l u s  p e t i t e s  

e t  l ' i l é o n  s u r v i t  moins longtemps. 

La r é s e r v e  du l i q u i d e  de  Tyrode est  conservée dans un 

s e r p e n t i n  d e  v e r r e  s i t u é  dans l e  bac à organe i s o l é  donc main- 

tenue à l a  température du bac s o i t  37*C + - 0,5.  

On t r a v a i l l e  en  i s o t o n i e  e t  l a  t e n s i o n  exercée  s u r  

1 'organe es t  de un gramme, 

L 'enregis t rement  des  c o n t r a c t i o n s  s e  f a i t  s u r  un a p p a r e i l  

PHILIPS p a r  un système é l e c t r o n i q u e  d 'ex tensométr ie .  L ' i lCon 

don t  le  raccourcissement  r e p r é s e n t e  l a  grandeur  à mesurer,  e s t  

r e l i é  pax l ' i n t e r m é d i a i r e  d'une p a u l i e  à un cap teur  d e  deplace- 

ment a l imenté  sous une t e n s i o n  con t inue  : l e  courant  i n d u i t  

est mesuré p a r  1x1 c o n v e r t i s s e u r  de  mesure de  déplacement e t  

t ransmis  à un e n r e g i s t r e u r  potent iométr ique .  

E'auantage d e  ce système r é s i d e  e n  l ' absence  de f r o t t e -  

ment e t  une grande f a c i l i t é  d ' a m p l i f i c a t i o n  permet tant  de  t r a -  

v a i l l e r  avec de f a i b l e s  doses d 'h i s t amine ,  même s i  l e s  i l é o n s  

en expérience sont  r e l a t ivement  peu s e n s i b l e s  à c e t t e  substance.  

\ .  Il nous es t  a i n s i  p o s s i b l e  de v i s u a l i s e r  d e s  c o n t r a c t i o n s  pro- 

d u i t e s  p a r  l ' a d d i t i o n  d e  0,02 mcg d 'h is tûmine  s o i t  2 nanogram- 

m e s  au c o n t a c t  de l ' o rgane .  

c) La gamme d 'h is tamine .  

Le dosage de  l ' h i s t a m i n e  se f a i t  avec une gamme é t a l o n  

d 'h is tamine  prgparée extemporanément. L e  Ciichlcrhydrate d ' h i s -  

tamine u t i l i s é  d o i t  être a u s s i  pur  que p o s s i b l e .  Une s o l u t i o n -  

mère t i t r é e  à L O O  mcg/ml e s t  p réparée  dans. de l ' e a u  d i s t i l l é e  

e t  peut  ê t r e  conservée p l u s i e u r s  semaines à  OC. A p a r t i r  de 

c e t t e  solution-mère,  on prépare  une s o l u t i o n  à 5 mcg/ml dans 

du l i q u i d e  de  Tyrode e t  c ' e s t  c e t t e  d e r n i è r e  s o l u t i o n  q u i  

permet d ' o b t e n i r  une gamme avec d e s  t u b e s  contenant  1, 0,s , 
0 , 2  , 0,l , 0,05 mcg de  d i c h l o r h y d r a t e  d 'h i s t amine  p a r  m i l l i l i t r e .  



d) Technique des essais. 

Avant chaque essax, il est indispensable de s'assurer 

que le niveau du liquide de Tyrode qui baigne l'iléon est 

toujours à la même hauteur, cecl afin d'obtenir une dilution 

identique des lots d'expérience au nrveau de l'iléon, le vo- 

lume du hain étant de 10 ml. 

Il est indispensable de travailler très régulièrement 

en provoquant une contraction toutes les minutes 3 0  secondes 

par exemple. Dans le cas où le travail a été interrompu, 

il est préféraiile d'effectuer un certaln nombre de lavages 

avant de stimuler à nouveau l'organe. Un iléon peut être 

utilisé pendant plusieurs heures. Le temps d'une contraction 

est de 15 secondes envlron, puis la durée du lavage de 30 se- 

condes (quatre à cinq lavages) puis on laisse l'iléûn se re- 

poser 45 secondes : l'iléon est donc exclté toutes les 1'30. 

Le nombre de lavages dolt être le même après chaque contraction 

et l'enreg~strement doit indiquer le retour spcntané à la ligne 

de base. 

Des prrses d'essai sont d'un demi-millilitre. AprSs avolr 

cherché la sensibilité absolue de l'iléon (elle augmente au 
' 

début), on cherche la meilleire sensibilité différentielle : 

il faut que deux doses d'histamine différentes de 10 p. 100 

donnent deux contractlons de hauteur nettement différente. 

Il est préférable de travailler avec de petites contrac- 

tions et une bonne sensibilité différentielle qu'avec de 

grandes contractlons au voisinage de la réponse maximale. 

C'est ce que montre le diagramme action-dose (fig. 6). 



Fig. 6 Diagramme action-dose de l'histamine sur xléon lsolé de Cobaye 

- en abscisses la dose de dichlorydrate d'histamine en 

ng/ml de bain 

- en ordonnées la hauteur des contractions en mm 

- en trait plein - diagramme action-dose en début d'une expérlencl 

- en pointillé .... pour le même iléon, diagramme action-dose deux 
heures plus tard. 



Lorsqu'une s e n s i b i l i t é  d i f f é r e n t i e l l e  e s t  déterminGe 

c ' e s t - à -d i re  p a r  excmple, lo r sque  l a  hauteur  d e s  cont rac-  

t i o n s  obtenues d i f f è r e  de 2 cms pour 0 , 2  e t  0 , 3  mcg de  

d i c h l o r h y d r a t e  d 'h is tamine  a j o u t é ,  il e s t  impor tant  de  t r a -  

v a i l l e r  dans c e t t e  zone. S i  les Gchant i l lons  con t i ennen t  une 

q u a n t i t é  d 'h is tamine  p a r  m i l l i l i t r e  s u p é r i e u r e  à 0,2 , 0,25 

ou 0,3 mcg d 'h i s t amine  pa r  m l ,  mieux v a u t  d i l u e r  l ' é c h a n t i l -  

l o n  p l u t ô t  que de  q u i t t e r  c e t t e  zone de  s e n s i b i l i t é  d i f f é -  

r e n t i e l l e o  Au cours  d 'une même expér ience ,  c e t t e  zone v a r i e  

m a l s  c e  q u i  importe tou jours  c s e s t  d ' m e n e r  l a  q u a n t i t é  d ' h i s -  

tamine a déterminer  dans c e t t e  zonz de  s e n s i b i l i t é  d i f f é r e n -  

t i e l l e .  

S i  l ' h i s t a m i n e  l i b é r é e  n ' e s t  pas dosée à l a  f i n  de  l ' ex-  

pér ience ,  il s u f f i t  d ' a c i d i f i e r  avec de  l ' a c i d e  chlorhydr ique  N 

l e  contenu des  tubes  a f i n  d ' o b t e n i r  un p H  v o i s i n  de  2- Dans 

c e s  cond i t ions  e t  à -20°c, il n ' y  a  n i  d e s t r u c t i o n  n i  format ion  

d 'his tamine.  L a  v é r i f i c a t i o n  a  été f a i t e  expérimentalement. 

\ .  
La c o n t r a c t i o n  h is taminique  e s t  inh ibée  p a r  l a  rnépyramine, 

an t ih i s t amin ique  spéc i f ique .  Lorsque l e  l i q u i d e  de Tyrode ba i -  

gnant l ' i l é o n  de  cobaye c o n t i e n t  de  l a  mépyramine à une concen-$ 

t r a t i o n  de l o m 9  l a  c o n t r a c t i o n  obtenue avec l a  gamme é t a l o n  

est to ta lement  inh ibée  au bout  de  20 minutes de  con tac t .  Dans 

ces cond i t ions  expérimentales ,  les l o t s  d 'expér ience  ne doi-  

v e n t  donner aucune con t rac t ion .  

Cependant avec une dose d 'h i s t amine  2 0  f o i s  s u p é r i e u r e  à 

c e l l e  ayant  é t é  inh ibée ,  l a  c o n t r a c t i o n  de l ' i l é o n  de  cobaye 

est  e n r e g i s t r é e .  Après l e s  essais avec l a  rnépyrainine il f a u t  

l a v e r  abondamment l ' i l é o n  avec du l i q u i d e  de Tyrode e t  r e t r o u -  

ver l a  hauteur  des  c o n t r a c t i o n s  h is taminiques  a n t é r i e u r e s .  



a) Sujets étudiés : 

Deux groupes de sujets ont été étudiés : 

d'une part des malades suspects d'allergie médicamen- 

teuse parce qu'ayant présenté des manifestations de type 

allergique après 1-'administration d'un médicament précis. 

Dans certains cas, ces accidents pouvaient revêtir des formes 

gravissimes telles que choc anaphylactique ou syndrome de 

LyelLe Dans d'autres cas, les manifestations rencontrées 

étaient respiratoj-res avec des crises d'asthme, dyspnée la- 

ryngée, rhinite intense ou toux spasmodique ou des manifesta- 

tions variées : urticaire, eczéma, oedème de Quincke, émp- 

tions cutanées diverses. Dans 1-a majorité des cas il s'agissait 

d'accidents de type imxédiat. 
. d 'autre part des sujets témoins étudiés q?rov&é~nent 

soit de sujets sains soit de malades recevant les médicaments 

Incriminés mais ne présentant aucune manifestation pathologique 

extériorisée dûe à l'administration de ces médicamînts. 

b) Prélèvement du sang : 
> .  Le sérum recueilli après rétraction du caillot peut 

être conservé pendant plusieurs semaines à - 2 0 ' ~ .  Le pré- 

lèvement doit être effectué en dehors de tout traitement 

par les corticoïdes et après un délai de trois semaines 

environ après un choc anaphylactique. 

Pour chaque expérience et pour chaque antigène, 3,5 ml 

de sérum sont préalablement dialysés contre 100 ml environ 

d'une solution isotonique de glucoseX à pH = 7,4. 

Cette dialyse se fait dans des sacs de collodion et dure 

six heures avec changement de la solution de glucose toutes 

les deux heures. 

* Composition de la solution de glucose : glucose 5C gr  ; 
C0311Na 40 mg ; eau distillée q. s.p. 1 000 ml. 



c)' Les ant igènes  : 

Les an t igènes  u t i l i s é s  do iven t  ê t r e  : 

- s o l u b l e s  e t  s t a b l e s  en m i l i e u  aqueux à pH 7 , 6  

- non toxiques  pour l ' i l é o n  d e  cobaye 

- non l i b é r a t e u r s  d 'h i s t amine  

- sans  a c t i o n  propre  ( c o n t r a c t a n t e  ou décon t rac tan te )  

s u r  l a  f i b r e  lisse. 

Tous l e s  an t igènes  s o n t  dil-ués dans du l i q u i d e  de  

Tyrode. La  concen t ra t ion  est  donnée par m i l l i l i t r e  au c o n t a c t  

du poumon de s inge.  

L i s t e  des  pr inc ipaux an t igènes  u t i l i s é s  : c f  Tablaau 1 

Les concen t ra t ions  d P a n t i g è n e  o n t  6té cl io iç ies ,  de façon 

empirique,  en fonction de l a  dose  moyenne quot idienl ie  du mé- 

dicament adminis t ré  e t  de l a  cor lcent ra t icn  sanguine supposée. 



ANTIBIOTIQUES 

P6nici.l-line G 
Tétracycline 
Chlorariiph éni-col 
Sulfate de colisti.ne 
Gentamicine 
Cefalotine 
Spiramycine 
Streptomycine 
Rif anipicine 
Isoniazide 

Sulfamér~zine 
Sulfaguanidine 
To1.bu-t araide 
Glybutaxlide 

200 U.I./ml 
5 mcg/ml 
40 mcg/ml 
200 u.1./m1 
2 mg/ml 
10 mg/ml 
600 ~?i~g/~iil 
LOO mcg/~~il. 
12 rncg/nil 
10 mcg/ml 

, Acide acétyl salicylique 200 mcg/ml 
ANTIPYRETIQUES Antipyrine 12 rncgjrnl 
ANALGESIQUES Phénacétine 20 nscy/inl 
ANTI INFLAMLUTOIRES Phénylbutazone 20 mcg/rnl 

Hydroxychloroquine 6 n!cg/m2 
Gl-af6ni.ne 20 mcg/ml 

ANTIPALUDEENS 
Sulfate de quinine 
Chloroquine 

Phénobarbital 
mDICWiENTS DU S.N.C. Levomépromazine 

Diazépam 
. i .  . . . . . . .C 

ANESTHESLQUES 
LOCAUX 

DIVERS 

Procaïne 
~iynocaïne 

Méthyl-dopa 
Spironolactone 
Aminophÿlline 
Phénindione 
Allopurinol 
Acétazolamide 
Aurothiopropanol 

Tableau 1 



C - CONDITIONS OPTIf4ALES D'UTILISATION DU TISSU PULMONAIRE ---- DE SINGE. 

L'étude de 500 sérums sur 184 poumons de singe pendant 

plus de deux ans nous a permis de constater que certaines 

difficultés rencontrées pour la mise au point d'une telle 

technique, provenaient de la variabilité des poumons de singe 

et de celle du rapport "rdéal" antigène-anticorps. En effet, 

une étude de reproductibilité des résultats a inontré que des 

sérums préalablement trouv6s positifs lors de plusleurs ex- 

périences étalent tous négatifs avec certains pounons. En 

cherchant les circonstances donnant ces résultats faussement 

négatifs, circonstances ne pouvant provenir que du ptjimon 

lui-même, les questions suivantes ont. ét& posées : 

- état du singe donneur, presence ou non de parasites, 
avec ou sans traitement anti-parasitaire. 

- influence de l'anesthésie plus ou molns complete avant 
\ .  le sacrifice. 

- importance du pouvoir histaminasique du poumon. 
- évaluation de sa capacite de libération d'histamine. 

Ce travail préliminal re (BURTIN et SOUBRAIqE (1 973)) a pour 

but de préclser les conditions dans lesquelles un poumon de singe 

est utilisable pour la mise en év~dence des anticorps homocyto- 

tropes humains. 



a) Prélèvement du poumon : 

Les s i n g e s  u t i l i s é s  s o n t  des  papio-papio. C e r t a i n s  

d ' e n t r e  eux o n t  des  p a r a s i t e s  ou sanguins ou l o c a l i s é s  

dans l e  t u b e  d i g e s t i f  ; d ' a u t r e s  o n t  s u b i  un long t r a i t e -  

ment a n t i - p a r a s i t a i r e  ; d ' a u t r e s  e n f i n  semblent indemnes 

de  t o u t e  a f f e c t i o n .  

Les poumons de s inges  t r è s  p a r a s i t é s  l o r s  du s z c r i f i c e  

s o n t . i i ~ u t i l i s a b l e s  pour l a  mise en évidence des IgE humaines. 

Les poumons u t i l i s é s  proviennent  de s i n g e s  p a r a s i t e s  maxs 

ayant  s u b i  un long t r a i t e m e n t  s p é c i f i q u e .  Ces s i n g e s  ne s o n t  

u t i l i s é s  au p l u s  t 6 t  qu'un mois a p r è s  l t a r r 6 t  du t r a i t e m e n t .  

I ls  s o n t  s a c r i f i é s  p a r  s e c t l o n  des c a r o t i d e s  s o i t  sans  

a n e s t h é s i e ,  s o i t  ap rès  une a n e s t h é s i e  au chloro£orns ,  s o l t  

ap rès  i n j e c t i o n  de chlorhydra te  de phencycl ldineg ou de gar-  

dénal  sodique. Quand l e  s i n g e  a  é t é  a n e s t h é s i é  au chloroforme, 

l a  libération d 'h is tamine  p a r  r é a c t i o n  anaphy1actigu.e e s t  in-  

hibée ; il en e s t  de même pour l e  s é d a t i f  (Sernyvet)  a l o r s  

que l a  l i b é r a t i o n  d 'h i s t amine  p a r  l a  n-octylamine n ' e s t  pas  

1 .  
modifiée.  P a r  c o n t r e  l e s  d é r i v e s  de l a  malonylurée s o n t  u t i -  

l i s a b l e s .  Cependant l a  presque t o t a l i t é  des  expgr iences  a  é t é  

e f f e c t u é e  s u r  des  poumons provenant de s l n g e s  s a c r i f i e s  sans  

anes thés ie .  

Les poumons p ré levés  s o n t  m i s  immédiatement dans du 11- 

quide de  Tyrode. S ' i l s  ne s o n t  pas  u t i l i s é s  immédiatement, 

i l s  s o n t  conservés  à + 4 ' ~  mais l e  d é l a i  maximal d ' u t i l i s a t i o n  

est de 48 heures  ap rès  l e  s a c r i f i c e .  

* Sernyvet ,  DE PARKE-DAVIS 



b) Prépara t ion  du poumon : 

Avant t o u t e  expér ience ,  l e  poumon e s t  découpé en morceaux 

de  50mg environ ; ces  fragments s o n t  l a v é s  t r o i s  à q u a t r e  f o i s  

pendant deux heures  avec du l i q u i d e  de  Tyrode j u s q u t à  o b t e n t i o n  

d t u n e  s o l u t i o n  pa r fa i t ement  l impide.  Les morceaux de poumon 

p ré levés  indiffgremrnent s u r  l a  p a r t i e  e x t é r i e u r e  du poumon a u s s i  

b i e n  que d.ans l e s  r ég ions  pér ibronchiques  s o n t  mélangés : en e f -  

£ e t  l ' é t u d e  topographique du poumon n ' a  pas  permis de d i s t inguer  

une d i f f é r e n c e  dans l e s  r é s u l t a t s  d-'expérience. 

c )  Mesurc de 1 ' a c t i v i t é  -- histarninasique : 

Pour mesurer l ' a c t i v i t é  hista-minasique du poumon, s o n t  

c o n s t i t u é s  : 

- des  l o t s  d q h i s t a m i n e  ( l o t s  H)  3 0,4 rncg/ml e t  à 0,04 rncg/nl 

- un l o t  témoin poumon ( l o t  TP) avec 500 mg de pournon 

- des  l o t s  d 'h i s t amine  e t  de poumon ( l o t s  H P )  avec s o i t  

O,$ mcg/ml, s o i t  0,04 mcg/ml d 'h is tamine  e t  500 mg de  poumor 

C e s  d i f f é r e n t s  l o t s  s o n t  p l a c e s  au bain-marie à 3 7 O  C pensant  

. 4 5  minutes pu i s  les  morceaux de poumon r e t i r é s  e t  l ' h i s t a m i n e  

r é s i d u e l l e  e s t  dosée.  L 'his tamine es t  exprimée en d i c h l o r h y d r a t e -  

L a  d e s t r u c t i o n  de l ' h i s t a m i n e  p a r  ï t h i s t a m i n a s e  du >oumon 

est  c a l c u l é e  de l a  façon su ivan te  à p a r t i r  de l ' h i s t a m i n e  h p a r  

m i l l i l i t r e  dans L e s  d i f f é r e n t s  l o t s  : 

100 - lot IIP - du lot TP X 100 = pourcentage de p e r t e .  
h du l o t  H 



Sur 184 poumons de singe étudiés, la plupart des pour- 

centages de perte en histamine, pour la dose de 0,4 mcg 

d'histamine par ml, se situe entre 10 p.cent et 30 p.cent. 

Mais les pourcentages extrêmes vont de O p.cent à 52 p.cent. 

Pour la dose de 0,04 mcg d'histamine par ml, la plupart 

des pourcentages de perte en histamine se situe entre 20 p.cent 

et 40 p.cent avec des variations extrêmes allant de O p.cent 

à 80 p.cent. 

Afin d'éviter des résultats faussement négatifs, il apLDa- 

r a î t  que le poumon nfest pas u-tilisable si l'activité histarni-- 

nasique dépasse 45 p.cent. 

, 

d) Etude de l'histamine libér2ble par la 11-octylarrlne : 

A l'aide d'une g m e  de n-octylamine aliant d.e 40 ncg/nl 

à 800 mcg/~,~l.~ on étudie 1 'histamine liberable. 

Les lots d'expérience sont composés de la fupn suivante 

(par exemple pour la concentration de 800 ncg/ml) : 

- I ml de n-octylamine à 4 mg/ml 

- 4 ml de liquide de Tyrode 
- 10 morceaux de poumon 
avec un tube témoin sans octylamine. 

Ces différents lots d'expérience sont placés au baka- 

marie à 37OC pendant 45 minutes. Puis après avoir retiré les 

morceaux de poumon, l'histamine libérée est dosée. 



Tous témoins faits et déduits, les résultats sont 

exprimés en microgrammes de dichlorhydrate d'histamine 

pur gramme de poumon frais. 

Sur 2 0  poumons de singe étudiés, avec des doses dif- 

férentes de n-octylamine, la dispersion dans la libération 

dBhistamine est très importante (fig. 7 ) 

La libération d'histamine a ét6 étudiée sur 184  pou- 

mons de singe avec 800 ncg de n-octylmine/ml. Le diagramme 

montre que le plus grand nombre de poumons libère entre 15 

-et 20 mcg d'histamine par gramme de poumon (fig. 8 ) .  

Les expériences de reproductibilite ont mcntré qu'un 

poumon donne des résultats faussement négatifs si la quan- 

tité de dichlorhydrate d%ista~ine libérée par 800 mcg/ml 

de n-octylamine est inférieure à 15 mcg par grailme d~ kissu 

frais. De ce fait, un poumon sur trois n'est pas utilisable. 





MCG D'HISTAfL'IINE ( 2 C L H )  F A R  G R A M M E  D E  POUMON 
P A R  L A  N - O C T Y L A F I I I N E  800 M C G / M L  

i )  

F l G . 0  > 



D - TECHNIQUE PROPRE3IENT DITE 

Avant t o u t  début  d 'expér ience  les morceaux de  poumon 

découpés au p r é a l a b l e  e t  l a v é s  pendant deux heures  dans du 

l i q u i d e  de Tyrode s o n t  p lacés  dans une s o l u t i o n  i s o t o n i q u e  

de g lucose  pendant 30 nlinutes. 

La  technique  elle-même se d é r o u l e  en deux temps : 

t o u t  d 'abord  il y a f i x a t i o n  des  a n t i c o r p s  du sérum s u r  l e  

poumon de  s i n g e ,  p u i s  l ' a d d i t i o n  de  l ' a n t i g z n e  s u r  l e  t i s s u  

r é c e p t e u r  s e n s i b i l i s é  déclenche une l i b é r a t i o n  d 'h is tamine .  

ler telnps : f i x a t i o n  des  IgE s u r  Le poumon de  s inqe .  

- C o n s t i t u t i o n  des d i f f é r e n t s  l o t s  d ' expér i ence  : 

t a b l e a u  $ . 
C e s  l o t s  a i n s i  c o n s t i t u é s  s o n t  p l a c é s  au bain-marie à 

3 7 ' ~  pendant deux heures ,  ap rès  a v o i r  v é r i f i é  que l e  p H  e s t  

v o i s i n  de 7 , 5 .  

P u i s  ap rès  a g i t a t i o n  de chaque tube ,  l e s  morceaux de 
\ .  

poumon s o n t  r e c u e i l l i s  e t  l a v é s  t r o i s  f o i s  dans du l i q u i d e  de 

Tyrode avan t  d ' ê t r e  p l a c é s  dans les tubes  correspondants  du 

2è temps. 

S i  l e  2è temps de l a  technique  n ' a  pas  l i e u  inmédiatement, 

on p e u t  conserver  l e s  tubes  a p r è s  les deux heures  passées  au  

bain-marie à   OC pendant 12  à 16 heures .  On l a v e  e n s u i t e  

les morceaux de  poumon avant  l e  2è temps. 



Poumon 
. . . , . ,  . , . ,  

Tableau II : C o n s t i t u t i o n  des  d i f f é r e n t s  l o t s  d ' expér i ence  

e t  des  l o t s  témoins pour l e  l e r  temps de  l a  

technique ; 

S : l o t  d ' expér i ence  avec l e  sérum à étudier 

A : 5 l o t s  témoin ant igSne 

P : 5 l o t s  témoin poumon. 

Sol.ution de glucose : 4 m l  d 'une s o l u t i o n  i s o t o n i q u e  de  g l u c o s e  

Sérum : l e  sSrum r e c u e i l l i  ap rès  d i a l y s e  corresponaant  à 2 m l ,  

1 m l  e t  0 , 5  m l  de sérum i n i t i a l .  

O n  complète, s i  nécessaire, 2 4 m l  avec l a  s o l u t i o n  de g lucc  

Pounion : 10 morceaux de poumon de 50 mg envi ron  chacun 

EDTA : 0 , l  m l  d 'une s o l u t i o n  d ' é t h y l è n e  diamine t é t r a  a c é t a t e  

disodique à lOOmg/ml. 



25 temps : déclenchement de la rdaction antigène-anticorps, 

- Constitution des diffSrents lots d9exp6rience : 
Les poumons des lots d'expérience et des lots eémoins 

antigènes sont placés dans 5 ml de liquide de Tyrode contenant 

la solution antigénique dont la concentration a été donnSe par 

millilitre au contact du poumon de singe. Les morceaux de pou- 

mon du lot témoin-poumon sont placés dans 5 ml de liquide de 

Tyrode. 

Les lots ainsi préparés sont placés au bain-marie à 37'C 

pendant 45 minutes, 

Après agitation de chaque tube, les morceaux de poumon 

sont retirés et l'histccrr~ine libérée est dosSe. 



C e  c h a p i t r e  comprend 2 paragraphes : 

A. L'expression des r é s u l t a t s  

B. Les r é s u l t a t s .  



A - E X P R E S S I O N  D E S  RESULTATS 

Pour l e s  l o t s  témoins,  nous f a i s o n s  l a  moyenne d e s  

5 l o t s  témoin-antigène e t  ca lcu lons  l a  d é v i a t i o n  s t an -  

dard .  Les r é s u l t a t s  s o n t  donnés, pour c e s  témoins, en 

moyenne - 4- 2 d.s .  (ou 2 6 ) .  

Tous témoins f a i t s  e t  d é d u i t s ,  les r é s u l t a t s  s o n t  

exprimés en micrograrnme de d i c h l o r h y d r a t e  d 'h i s t amine  l i b é -  

r é e  p a r  g r m e  de poumon f r a i s .  

- I ls  s o n t  c a l c u l é s  de l a  manière s u i v a n t e  : 

histamine h  l i b é r é e  p a r  m i l l i l i t r e  du l o t  d ' expér i ence  E 

his tamine h  l i b é r é e  p a r  m i l l i l i t r e  des  l o t s  témoin-antigène A : 

m +  2 C .  

(h du l o t  E - h du l o t  A en m 4 2 C P )  x 10 = his tamine  l i b é r é e  par 

gramme de poumon f r a i s  
\ .  

Pour p l u s  de commodité de langage,  nous dés ignerons  p a r  

sérum p o s i t i f  t o u t  sérum dans l e q u e l  des  i m u n o g l o b u l i n e s  E 

s p é c i f i q u e s  auront  é t é  mises en évidence.  I l  s ' a g i t  donc de 

sérum pour l e q u e l  l a  l i b é r a t i o n  d 'h is tamine  aura  é t é  s u p é r i e u r e  

à c e l l e  de l a  moyenne des tubes  témoins + 2 6. 

Nous appe l l e rons  sérum n é g a t i f  t o u t  sérum q u i  a u r a  donné 

une l i b é r a t i o n  d 'h is tamine  é g a l e  ou i n f é r i e u r e  à c e l l e  donnée 

p a r  l a  moyenne des t u b e s  témoins + 2 p .  



B - RESULTATS 

Plus de 500 sérums ont été étudies. 

Au moment où nous avons mis la technique au point, nous 

utilisions une seule quantité de sérum dialysé : 2 ml. Dans 

ce cas, les deux antigènes le plus souvent incriminés étaient 

la pénicilline et l'acide acétyl-salicylique : tableau ZII. 

Médicaments 
étudiés 

Nombre Présence d ' I g E  sériques 
de cas spécif iquzs --- 

,- Non~bre Pourcentage 
- 

Pénicilline 193 61 32 
-- 
Acide acétyl 46 16 37 
Salicylique - 
TOTAL 239 77 35 



Depuis que nous avons modifié la technique en utilisant 

3 volumes différents de sérums, nous avons étudié 210 sérums 

de malades suspects d'allergie médicamenteuse et 80 sensibili- 

sés aux pneumallergènes. 

Les sérums de malades suspects d'allergie mpdicarnen- 

teuse se répartissent ainsi : tableau TV. 

Médicaments 
6tudiés 

Nombre Présence dlIgE sériques 
de cas spécifiques 

Nombre Pourcentage 

Autres anti-, 
biotiques 

Acide acétyl 
salicylique 26 13 50 

Phénobarbital 13 6 4 6 
- 

Sulfamides 5 2 40 

Anesthésiques 
2 2 . . locaux k L :  

Divers 16 12 75 

TOTAL 210 111 . . 
53 
- 



Les r é s u l t a t s  globaux, p o r t a n t  s u r  t o u s  l e s  sérums 

é t u d i é s  avec  l a  v a r i a n t e  de n o t r e  technique,  montrent que, 

pour chaque sérum é t u d i é ,  il y  a t r o i s  va leur s  de  l i b é r a t i o n  

d 'h is tamine  correspondant à 2 m l  ( l o t  A ) ,  1 m l  ( l o t  B) e t  

0,s m l  ( l o t  C )  pour l a  même concen t ra t ion  d 'an t igène .  

Dans 173 cas ,  une des t r o i s  v a l e u r s  au moins a é t é  

p o s i t i v e .  L a  moyenne des  v a l e u r s  ( 2  l ' é c a r t - t y p e )  exprimée 

en microgrammes de d i c h l o r h y d r a t e  d W h i s t a r R i n e  p a r  g r m e  de  

poumon e s t  de  : 

pour 2 m l  de  sérum ( l o t  A) : 0,50 -; O,]-0 

pour 1 m l  de  sérum ( l o t  8 )  : 0,45 i 0,06 

pour 0 , 5  m l  de  sérum ( l o t  C )  : 0,35 2 0 , 0 4  

Cependant l ' a n a l y s e  des  r é s u l t a t s  permet de s é p a r e r  c e s  

sérums en q u a t r e  groupes ( f i g u r e  9 ) : 

L e  groupe 1 comprend 60sérums 06 l e s  v a l e u r s  d e s  l o t s  

A, B e t  C déc ro i s sen t .  Dans 30 cas ,  l e  l o t  C s e u l  e s t  n u l  e t  dans 

1 9  cas,  les l o t s  B e t  C s o n t  nuls .  

Le groupe II comprend 26 sérums où l a  v a l e ü r  du l o t  B est  

\ -  l a  p lus  f a i b l e  ; e l l e  e s t  même n u l l e  dans 1 4  cas .  

L e  groupe III comprend 44  sérums où l e s  v a l e u r s  des  l o t s  

A, B e t  C augmentent. Dans 26  c a s ,  l e  l o t  A s e u l  e s t  n u l ,  e t  

dans 1 6  c a s ,  l e s  l o t s  A e t  B s o n t  nu l s .  

Le groupe I V  comprend 43 sérums où l e  l o t  B a L a  v a l e u r  

l a  p lus  f o r t e .  Le l o t  A est s e u l  n u l  dans 27 c a s  ; l e  l o t  C s e u l  

nul dans 2 2  cas ,  les l o t s  A e t  C s o n t  n u l s  dans 20 cas. 





Légende f i g u r e  9 - : 

En absc i s s e s  : 3 q u a n t i t é s  de sérum d i a ly sé  l o t  A = 2 m l  

l o t  B = 1 m l  

l o t C = 0 , 5 m l  ' 

En ordonnEes : quan t i t é  de dichborhydrate  d 'h is tamine  l i b é r é e  

e t  exprimée en mcg/gramme de  poumono 

Moyenne e t  écar t - type  

,- 

Groupe 1 

Groupe II A > B < ~  

Groupe III A < B < C  

Groupe I V  > C  

Dans l e  cadre 

60  sérums 

26  sérums 

44 sérums 

'43  sérums 

173 s6rums 

Moyenne des  l o t s  A ,  B e t  C s u r  173 mesures. 



Lorsqu'un patient est suspect d'allergie à la pénicilline, 

le sérum est étudié avec de la Spécilline G ; s'il s'agit d'am- 

picilline, l'antigène utilisé est l'ampicilline. I L  en est de 

même pour d'autres pénicillines ou les céphalosporines. Mais 

l'expérience est faite une seconde fois avec de la Spécilline G ; 

dans tous les cas où des im.nunoglobulines E ont été mises en 

evidence, quelle que soit la categcrie de pénicilline utilisée, 

l'expérience s'est révélée aussi positive avec la Spéciliine G. 

Nous utilisons donc maintenant systématiquement la Spécilline G 

pour toutes les recherches d'allergies aux pénicillines et aux 

céphalosporines 

De même ldasque l'antigène suspecté est le phénobar- 

bital (acide éthyl phénylbarbiturique), Le butobarbital 

(acide éthylbutyl barbiturique), le çécobarbital, nous uti- 

lisons le phénobarbital. En effet les expériences faites en 

double avec le phénobarbital ont toujours donné des réactions 

positives lorsque les autres antigènes avaient permis de rnettre 

en évidence des IgE spécifiques. 

Enfin nous avons eu des malades suspects d'allergie 2 

des sulfamides hypoglycémiants type garglybutamide ou à d'autres 

sulfamides antibactériens type sulfaproxyline. Des expériences 

identiques à celles décrites précédemment nous ont permis de 

conclure que pour les allergies aux sulfamides noEs pouvions 

utiliser la gulfamérazine. 



'CHAPITRE III 

Ce chapitre comprend 2 paragraphes : 

A. Discussion de la technique 

B. Dis~ussion des résultats 



A - D I S C U S S I O N  DE LA TECWNIOUE 

Notre o b j e c t i f  technique s e  r é sumai t  en q u a t r e  p o i n t s  

e s s e n t i e l s  : augmenter l a  s e n s i b i l i t é  du t e s t ,  a s s u r e r  une 

bonne r e p r o d u c t i b i l i t é ,  diminuer l e  nombre de r é s u l t a t s  faus- 

sement n é g a t i f s  e t  ne pas  c r é e r  de  r é s u l t a t s  faussement posi-  

t i f s .  C ' e s t  pourquoi nous avons é t é  amenés p e t i t  à p e t i t  à 

modif ie r  l a  technique  a f i n  d ' é l i m i n e r  12s d i f f é r e n t s  f a c t e u r s  

d e  v a r i a b i l i t é  dûs au poumon d 'une  p a r t ,  aux sérums ou aux 

an t igènes  de l ' a u t r e .  

, 

1. Le poumon de  s i n g e  : 

L'ensemble des  r é s u l t a t s  montre que d e  nombreuses précau- 

t i o n s  doivent  ê t r e  p r i s e s  avant  d ' u t i l i s e r  un poumon de s i n g e  

pour l a  mise en évidence d e s  a n t i c o r p s  homocytotropes p a r  ana- 

> .  phylaxie  pass ive .  
Chez les s i n g e s  t r è s  p a r a s i t é s ,  l e  t aux  df1gE s é r i q u e s  

est t r è s  é l e v é  e t  les r é s u l t a t s  d 'anaphylaxie  p a s s i v e  s o n t  

t o u j o u r s  faussement n é g a t i f s .  O r  il es t  impossible  de f a i r e  

une r é a c t i o n  de PITIAUSTNITZ-KUSTNER avec comme receveur  un 

malade myélomateux à IgE. 11 e s t  vra isemblable  q u ' i l  e n  est  

de  même dans l e  cas  des poumons de  s i n g e s  p a r a s i t é s  e t  que 

ceux-ci ne peuvent f i x e r  un supplément df IgE.  

L e  f a i t  qu'une anes thés ie  g é n é r a l e  p a r  é t h e r ,  u ré thane ,  

a l c o o l  é thy l ique  empêche l a  l i b é r a t i o n  d 'h is tamine  p a r  anaphy- 

l a x i e  e s t  connu depu i s  longtemps chez l e  cobaye. I l  en  est de 

même pour l e  s inge ,  a l o r s  que l a  l i b é r a t i o n  d 'h is tamine  p a r  

l a  n-octylamine n ' e s t  pas modifiée.  Seu l s  l e s  d é r i v é s  de  l a  

malonylurée permet tent  l a  l i b é r a t i o n  anaphylact ique.  



Si l'histamine libérée par le poumon est détruite par 

l'histaminase, il est évident que les résultats seront faus- 

sement négatifs. Nous avons tenté d'inhiber cette destruction 

par l'A-aminoguanidine. Mais les témoins supplémentaires 

nécessitent du tissu pulmonaire, et limitent de ce fait le 

nombre d'expériences proprement dites. C'est pourquoi il semble 

préférable d'abandonner ces poumons à fort pouvoir hiçtamina- 

sique. 

Il paraît peu conforme aux données classiques de relier 

la libération d'histamine anaphylactique à l'actinn de la 

n-octylamine. En fait, cette libération d'histamine n'est que 

asure le reflet du taux dihistamine totale du poumon mais sa m,. 

est plus simple et plus rapide. Si le poumon contient peu d'his- 

tamine, la libération anaphylactique qui ne représente qu'une 

faible partie de lPhistamine totale n'est pas mûsurable et crée 

ainsi des résultats faussement négatifs. Un même sérum positif 

étudié dans les mêmes conditions expérimentales sur différents 

poumons donne des taux de libération d%istamine proportionnels 

au taux d'histamine totale du poumon. Il n'est donc pas possible 

de tenir compte de ce taux d'histamine pour une évaluation du 

taux d'anticorps dans un sérum. Les recherches se poursuivent 

actuellement pour tenter d'éliminer ce facteur de variation 

imputable au poumon utilisé. 

Cette étude porte uniquement sur du poumon de singe. Mais 

il est très vraisemblable que des impératifs identiques existent 

lors de l'utilisation du poumon humain, du moins en ce qui con- 

cerne l'anesthésie, le taux d'histaminase, et la quantité d'his- 

tamine libérable. 



Les critères de sélection qui découlent de ce préambule 

peuvent paraPtre sevères. Mais la plupart de nos recherches ont 

été effectuées dans le cas d'allergie médicamenteuse. Le taux 

d'anticorps est en général beaucoup moins élevé que lors d'une 

hypersensibilité classique aux pneumallergènes par exemple ; 

c'est pourquoi il a été nécessaire d'augmenter le plus possible 

la sensibilité du test, sans pour cela risquer de provoquer des 

résultats faussement positifs, 

2, Les sérums : 

La plupart des sérums sont étudiés au moins deux fois. 

Un sérum peut être conservé à -20°C pendant plusieurs semaines 

sans perte des immunoglobulines E. 

Toutes conditions expérimentales respectées, un sérum 

positif est retrouvé positif et un sérum négatif retrouvé ngga- 

tif quel que soit le délai entre les deux expériences. Kais un 

sérum positif ne donne pas d'une fois sur l'autre la même quan- 

tité d'histamine libérée : ceci est dû à la quantité d'histanine 
\ .  

libérable à partir du poumon. 

Le taux d'anticorps variant d'un sérum à l'autre, il nous 

a paru intéressant de mettre en prSsence, sur un même poumon 

et avec une dose d'antigène fixe, des quantités variables de 

sérum et de comparer les libérations d'histamine. C'est pourquoi, 

pour chaque sérum, nous faisons trois tubes d'expérience avec 

2 ml, 1 ml et 0,s ml de sérm. 

Avant tout début d'expérience, le sérum à étudier est préa- 

lablement dialysé contre une soluticn isotonique de glucose parce 

que d'après LIACOPOULOS (1962) la fixation des anticorps en milieu 

non électrolytique est meilleure. 



3.' La technique : 

a) Addition dtEDTA : 

11 nous e s t  a r r i v é  d ' é t u d i e r  des  sérums de  malades 

a topiques  p résen tan t  une a l l e r g i e  confirmSe à l a  pouss iè re  

ou à l a  candidine e t  s u s p e c t s  d ' a l l e r g i e  médicamenteuse 

après  l ' a b s o r p t i o n  d 'un médicament p r é c i s .  Dans c e  cas  nous 

avons tou jours  eu une l i b é r a t i o n  d 'h is tamine  au ler temps 

de l a  technique e t  aucune 1 ibéra . t ion  au 2 è  temps. Nous avons 

a l o r s  supposé que lo r sque  l ' a l l e r g è n e  est  c i r c u l a n t  e t  s ' i l  

est c o n s t i t u é  p a r  une g r o s s e  molécule donc non d i a l y s a b l e  

( c ' e s t  l e  cas  de l a  p o u s s i è r e ) ,  il s u b s i s t e  a l o r s  dans 1-e 

sérum, Au moment de  l a '  f i x a t i o n  des a n t i c o r p s  SUL l e  pounmn, 

il s e  p r o d u i t  une r é a c t i o n  ant igène-ant icorps  avec épuise-  

ment de  l ' h i s t a m i n e  l i b é r a b l e .  E t  OR p e u t  c r a i n d r e  que, au 

moment du 2è tenips de l a  technique ,  l a  q u a n t i t é  d'l-listamine 

l i b é r a b l e  ne s o i t  i n s u f f i s a n t e  e t  a v o i r  a l o r s  un r é s u l t a t  

faussement n é g a t i f .  

C ' e s t  pour é v i t e r  c e t  é c u e i l  que nous a jou tons  aux 

tubes d 'expér ience  du ler temps de l a  technique de L'EDTA : 
\ .  

c ' e s t  un c h é l a t e u r  des  i o n s  calcium e t  a i n s i  on é v i t e  ane 

l i b é r a t i o n  d 'h is tamine  q u i  se p r o d u i s a i t  p a r f o i s  à c e  s t ade .  

E t  on s a i t  depuis  S C H I L D  ( 1 9 6 8 )  que l a  l i b é r a t i o n  d 'h i s t amine  

anaphylactique n ' a  pas  l i e u  en l ' absence  de  calcium. 



b) Importance du pH : 

Nous insistons sur l'importance de ia neutralité des 

sérums au moment du ler temps de l'expérience : en effet, 

nous avons travaillé plusieurs fois avec un pH voisin de 

5,5 et le même sérum positif à pH neutre était négatif 

avec le pH 5 , 5 .  

Avec un pH alcalin supérieur à 8, la quantité d'hista- 

mine libérée était augmentée mais avait créé alors des ré- 

sultats faussement posl-tifs. 

c) Lots témoins : 

Il est ind-içpensable de constituer des lots témoins 

antigène sans sérum : ceci pour éliminer une éventuelle 

sensj.bi3.isation du singe au médicainent .étudié. Nous avons 

eu trois singes sensibilisés à la pénicilline. Ainsi ceci 

permet dséliminer des réactions faussement- positiveso 

Nous faisons 5 lots témoin-antigène parce que nous nous 

sommes aperçus qu'il y avait parfois une dispersion dans la 

\ .  libération d'histamine entre 2 lots témoins pourtant identi- 

ques, cette dispersion pouvant Gtre de 30 p.cent. Pour évi- 

ter des résultats faussement positifs ou faussement négatifs, 

nous avons pensé qu'en faisant 5 lots témoin-antigène, et à 

partir de là, un calcul statistique nous serions à l'abri 

de faux résultats. 

Nous calculons donc la moyenne des 5 lots témoins $ 2 . 
Ainsi toute libération d'histanline supérieure à la moyenne 

5 2 C montre la présence dlIgE spécifiques dans l'échantil- 

lon. 



Preuve ex~érimentale de la libération d'histamine : 

Dans le conflit antigène-anticorps il y a libération de 

médiateurs chimiques, Parmi ceux-ci l'histamine joue un rôle 

important et est mise en évidence par sa propriété de faire 

contracter un muscle lisse, Ici nous l'avons dosée par la 

méthode biologique classique sur iléon de cobaye, d'autres 

la dosent par la méthode fluorinétrique. 

La contraction donnée par les lots d'expérience est 

totalement inhibée lorsque le liquide de Tyrode baignant l'iléon 

de cobaye contient de la mépyramine à IO-'. Il en est de même 

de la contraction histaminique obtenue avec la gamme étalon. 

Ceci prouve donc bien que dans la liberation des médiateurs 

chimiques se trouve 1 'histamine. 

A côté de l'histamine, un autre médiateur chimique est 

libéré, la "slow reacting substance 05 anaphylaxis" SKS--A. 

La SRS-A libérée fait également contracte; les muscles lisses 

mais contrairement à l'histamine la contraction ne survient 

qu'après un temps de latence de 30 secondes. Dans nos conditions 

expérimentales, nous ne l'avons pas étudiée. 

' .  e) Expériences prouvant qu'il s'aqit d'une réaction - 
d'anaphylaxie : 

L'anaphylaxie passive in vitro constitue un moyen suscep- 

tible de permettre une étude approfondie des phénomènes d'hyper- 

sensibilité de type immédiat, Elle présente des avantages sur 

l'anaphylaxie passive in vivo car les conditi-ons expérimentales 

peuvent varier à une échelle irréalisable in vivo. 

Pour se produire, la réaction nécessite une température 

de 37O et la présence de calcium. Des sérums dont la mise en 

évidence dlIgE spéci£iques étaient certaines dans les conditions 

requises par la réaction anaphylactique, ont été étudiés, à la 

température du laboratoire et/ou en présence dtEDTA : chélateur 

des ions calcium. Dans ces cas, nous n'avons pas eu de libération 

d'histamine. 



f) Expériences prouvant qu'il s'agit des immunoglobulines E 

. Une des principales caractéristiques des IgE étant la 

thermolabilité du fragment Fc, nous avons donc fait chauffer à 

5 6 O ~  pendant quatre heures des sérums trouvés précédemment po- 

sitifs. La technique de nouveau appliquée n'a pas permis de met- 

tre en évidence une libération d'histamine. Les immunoglobulines 

par suite de la destruction de leur fragment Fc n'ont pas pu se 

fixer sur les tissus. 

Nous avons fait chauffer des sérums à 5 6 O ~  pendant 30 

minutes : à cette température, le complément est détruit. Mais 

il a été tout de même possible de mettre encore en évidence des 

I g E  spécifiques : donc le conplement n'est pas indispensable. 

Et en effet les immunoylobulines E ne fixent pas 1-e complément. 
, D'autre part, avec un sérum contenant des IgE anti- 

médicament mises en évidence préalablement par la technique 

spécifique, on sensibilise des morceaux de poumon. Sur ce tissu 

sensibilisé si on ajoute au 2è temps de la technique du sérum 

anti IgE de chèvre à la place de l'antigène, il se produit une 

libération d'histamine prouvant que ce sont bien des IgE qui 

\ .  se sont fixées sur le poumon de singe. Cependant cette preuve 
de mise en évidence ües IgE tout en restant très valable est 

moins bonne que la précédente. En effet les immunoglobulines E 

du sérum se sont bien fixées sur le poumon mais il peut exister 

dans le sérum du sujet des I g E  qui ne soient pas exclusivernerit 

dirigées contre le médicament. 

Une des propriétés des immunoglobulines E est leur fi- 

xation sur les parois cellulaires, notamment sur les mastocytes 

de primates. Cette fixation persiste après trois lavages en 

liquide de Tyrode ce qui nqest pas le cas pour les IgG qui sont 

éliminédaprès le premier lavage : c1est pourquoi il ne peut y 
1 

avoir d'interférence avec les autres immunoglobulines et que ce 

sont bien des immunoglobulines E qui sont mises en évidence. 



En conclusion, cette technique mise au point petit à 

petit dans notre laboratoire, permet la détection d'immunoglo- 

bulines E sériques vis-à-vis d'un antigène précis. 

Cette technique est sensible parce que, comme nous le 

verrons plus loin, il nous est possible de détecter de l'ordre 

de 60 nanogrammes d'immunoglobulines E. En effet cela a été 

possible avec un sérum contenant des IgE spécifiques mises en 

évidence par cette technique et pour lequel il a été effectu- 

un dosage d'IgE totales. 

Cette technique n'est pas quantitative; en effet le taux 

d'histamine libérée, pour un meme séruni et un niême antigène, 

n'est pas le même d'un poumon 2 l'autre et, comme nous l'avons 

déjà dit, ceci est dû L la quantité d'histamine libérable à 

partir du poumon. La libération d'histamine du lot d'expérience 

n'est donc pas proportionnelle au taux d'anticorps du sérum. 

Csest pourquoi nos résultats sont seulement exprimés par la oo- 

tion de présence ou d'absence dlIgE spécifiques. 



B - DISCUSSION DES RIJSULTATS 

La comparaison des tableaux@ et IV met bien en évi- 

dence qu'à partir du moment où nous avons fait varier la quan- 

tité de sérum présente dans chaque lot, nous avons augmenté 

le pourcentage de résultats positifs alors que le recrutement 

des malades demeurait inchangé. En effet, pour la pénicilline 

les pourcentages passent de 32 p.cent à 52 p.cent et pour l'aci- 

de acétyl sal.icylique de 37 p.cent à 50 p-cent. 

On peut penser que, la dose d'antigène étant fixe et le 

taux dknticorps variant pour chaque lot d'expérience, les con- 

centrations "optimales" antigène-anticorps sont plus facilement 

atteintes. 

En utilisant 3 quantités diffSrentes de sérums, nous 

avons donc diminué indiscutablement lc norrbre de résultats faus- 

sement négatifs. L'analyse de la figure 9 confirme ce fait. En 

effet pour le groupe 11Idans 26 cas sur 44,  soit 59 p.cent, le 

lot A correspondant à 2 ml de sérum dialysé a une valeur nulle. 

En employant cette seule et unique quantitg de sérum, coinrfie nous 

le faisions au tout début de la mise au point de la technique, 

\ .  nous aurions eu 26 résultats faussement négatifs. 

Il en est de même avec le groupe XVoù dans 27 cas sur 43, 

soit 62 p.cent, le Potlia est seul nul. 

Laanalyse du groupeIIest assez complexe : pourquoi les 

lots A (2 ml de sérum) et C (0 ,5  ml de sérum) sont-ils positifs 

alors que B (1 ml de sérum) est inférieur ? S'agirait-il d'une 

libération d'histamine qui se traduirait par une courbe diphasi- 

que entraînant alors la positivité des lots A et C ? Mais c'est 

une simple hypothèse. 



Par con t re  dans l e  groupe I V  on peu t  penser  que pour l e  

l o t  B (1 m l )  ayant  l a  l i b é r a t i o n  d 'h i s t amine  l a  p l u s  impor tante ,  

l e  r a p p o r t  " i d é a l "  an t igène-ant icorps  e s t  a t t e i n t ,  a l o r s  que 

l e  l o t  A et/ou l e  l o t  C peu t  ê t r e  nul .  L a  l i m i t e  de  p o s i t i v i t é  

se t rouve  a l o r s  t r è s  é t r o i t e .  

Il peu t  ê t r e  c r i t i c a b l e  d l a f f i r m e r  l a  p o s i t i v i t é  d 'un 

test à p a r t i r  du moment où. l ' h i s t a m i n e  l i b é r é e  p a r  un l o t  

dkexpérience e s t  s u p é r i e u r e  à c e l l e  i i b é r é e  pa r  l e  l o t  témoin, 

Les taux  d 'h i s t amine  donnés p a r  l a  moyenne 5 2 C d e s  l o t s  

témoins ant igène  v a r i e n t  d 'un  poumon à l ' a u t r e  e t ,  pour un m ê m e  

poumon, d 'un an t igene  à un a u t r e .  Toute l i b é r a t i o n  d 'h i s t amine  

s u p é r i e u r e  à c e l l e  de La moyenne 2 d e s  l o t s  témoins donne 

un r é s u l t a t  rée l lement  p o s i t i f ,  

Quant aux sérums ayan t  donné une r é a c t i o n  négat ive ,  plu-  

s i e u r s  hypothèses peuvcnt ê t r e  envisagées : i l s  ne con t i ennen t  

pas  dPimrnunoglobulines E s p é c i f i q u e s  : c e  s o n t  de  v r a i s  n é g a t i f s  

ou e l l e s  s o n t  au-dessous du s e u i l  de  mesure ou la p r o p o r t i o n  

ant igène-ant icorps  n ' e s t  pas  opt imale : c e  s o n t  de Eaux n é g a t i f s ,  



AUTWS TECHNIQUES --- 

A. Anaphylaxie cutanée passive chez le singe 

B. Degranulation des mastocytes de Rat 



A) Anaphylaxie cu t anée  p a s s i v e  chez l e  s i n g e  : 

Comme les iinn~unogl-obulines E s o n t  d e s  a n t i c o r p s  homo- 

c y t o t r o p e s ,  l e u r  rr.ise en  évidence s e ra i t  a i s é e  p a r  d e s  tes ts  

c u t a n é s  a p r è s  t r a n s f e r t  du sérum du malade à un r e c e v e u r  s a i n  : 

c 'est  l a  r é a c t i o n  de  PFdUSNITZ-KUSTNER. Mais en p r a t i q u e  c e t t e  

méthode n ' e s t  pa s  u t i l i s é e  en r a i s o n  de  l a  d i f f i c u l t é  d e  t r o u -  

ver d e s  r eceveur s  e t  du r i s q u e  de  t r a n s m i s s i o n  d ' h é p a t i t e  v i r a l e .  

C ' e s t  pourquoi  nous avons a p p l i q u é  pour c e r t a i n s  sérums 

d e  malades l a  t echn ique  d é c r l t e  p a r  LAYTON (1963) .  L e s  a u t e u r s  

o n t  sensibilisé l a  peau d e  Macaques avec  d e s  sérums de  ma,aàes 

a top iques  con tenan t  d e s  a n t i c o r p s  a n t l - p o l l e n s  e t  a n t i - p é n i c i l l i -  

ne.  P u i s  &près  i n j e c t i o n  i n t r a v e i n e u s e  de  Bleu Evans,  l ' a n t i g è n e  

est. a d m i n i s t r é  p a r  v o i e  o r a l e ,  i n t r a d e r m i q u e  ou sous-cu tanée .  

La r é a c t i o n  a p p a r a i t  dans  les 5 minutes  s u i v a n t e s  e t  s e  t r a d u i t  

pax une e x t r a v a s a t i o n  du c o l o r a n t .  

S i x  babouins  o n t  é t é  m i s  à n o t r e  d i s p o s i t i o n X  e t  nous 

avons pu é t u d i e r  q u a t r e  sérums par  s i n g e .  

TECHNIQIJE 
Les s i n g e s  p e s a n t  5 kg e n v i r o n  s o n t  r a s é s  dans  l a  r é g i o n  

t h o r a c i q u e  e t  abdominale.  

Dans un le r  temps,  l e  sérum du malade e s t  i n j e c t é  p a r  

v o i e  i n t r ade rmique  à d i f f é r e n t e s  d i l u t i o n s  : 1/10è,  1/100è, 1/1000è 

sous  un volume de 0 , l  m l .  

P u i s  24  h e u r e s  a p r è s ,  4 m l  d ' u n e  s o l u t i o n  de  b l e u  Evans 

a 1 p. c e n t  s o n t  i n j e c t é s  p a r  v o i e  i n t r a v e i n e u s e .  

R Nous tenons  spSc ia lement  à r emerc i e r  Monsieur CHAUMONT, C h e f  

de L a b o r a t o i r e  de  l ' I n s t i t u t  P a s t e u r  e t  son  équ ipe  d o n t  l a  c o l -  

l a b o r a t l o n  nous a  é t é  p r é c i e u s e  pour  t o u t e s  ces e x p é r i e n c e s .  



L'antigène : 0,l ml d'une solution de pénicilline G à 

100 U/ml est introduit par voie intradermique aux différents 

points d'injection des sérums- 

Les témoins : pour chaque singe, par voie intradermique 

sont injectés : 0,l ml de la solution antigénique en dehors 

des points d'injection des sérums, 0,l ml de la solution tam- 

pon et 0,l ml d'une solution d'histamine 2 100 mcg/ml. 

Toutes les dilutions ont été faites dans une solution fie 

ClNa 0,15 M + tampon phosphate à pH 7,4 et stérilisées par fil- 

tration sur filtre Millipore de 0,45 rr.icrons. 

Dans nos expériences, nous avons utilisé poux chaque singe 

3 sérums contenant des IgE spécifiques anti-pénicilline mises 

en êvidcnce par la technique d'anaphylaxie passive in vitro 

sur poumon de singe et/ou 1 sérum ne contenant pas d"gE anti- 

pénicilline servant de sérum témoin ou 1 des sérums contenant 

des IgE sp6cifiques anti-pénicilline mais qui avait été prcaia- 

blement chauffé à 56OC pendant 4 heures. 

La lecture se fait dans la plupart des cas dix minutes 

après l'administration de la soluLion antigénique. 

Avec liinjection intradermique de 10 mcg d'histamine, 

nous avons obtenu une papule bleue de 1 cm de diamètre environ, 

Avec les différents sérums dits positifs des papules de 

diamètre inférieur ont été observées, le diamètre étant sans 

corrélation avec les dilutions sériques. Dans 2 cas, les papules 

étaient à peine visibles. 

Avec les sérums dits négatifs ou les sérums chauffés aucune 

papule n'a été obtenue. 

Les témoins antigène et la solution tampon n'ont donné 

aucune réaction. 



DISCUSSION 

Ces résultats confirment donc bien la présence d'immuno- 

globulines E spécifiques dans les sérums étudiés, IgE ayant 

été mises en évidence par la technique d'anaphylaxie in vitro 

sur poumon de singe. 

Cette technique qur est une sorte de PRAUSNITZ-KUSTNER 

homme-singe est donc assez satisfaisante mais, en aucun cas, elle 

peut 'devenrr une technique de routine pour la ml.se en évldence 

des I g E  sériques spécifiques. 

< 

En effet les singes sont coûteux et fraglles et après une 

de nos expérience un singe a dû être sacrifié. Les analyses 

histologiques ont montré des lésions rénales de type glom6rulo- 

néphrite. Le bleu Evans en était-il la cause ? C'est la ralson 

pour laquelle nos essais ont dû être I-nterrompus. 



B )  Déqranulatlon des mastocytes de Rat : 

Parmi les techniques in vitro permettant de mettre en 

évidence des ~munoglobul~nes E spécifiques, nous avons déjà 

cité la dégranulation des mastocytes de rat. 

Des mastocytes de rat sont mis en présence de sérum humain 

et de l'antigène responsable. Une dégranulation des mastocytes 

se produit s'il y a présence d'IgE spécifiques entraînant une 

liberation d'histamine qui est dosée par la méthode b~ologique 

classique. 

Nous avons essayé de pratiquer cette technique qui semblait 

simple et rapide d'aprss certains auteurs : PEKELMUTTIII et KHERA 

(1969), G I L L L U N  et WRDDA11 (1972) . Sur 8 rats nous crvons étudi6 

4 sérums contenant des Igp antl-pgnicilline et 4 s6rums pour 

lesquels la mise en év~dence de ces IgE avait ét6 négatrve. 

Description de la technique : 

Des rats mâles lihistar sont anesthesiés par du chloroforme 

\ .  
ou de l'éther et tués rapidement par saignée totale. Dix ml de 

Milieu 199 (Institut Pasteur, Paris) contenant de l'acide éthy- 

lènediamine tétraacétique ( 0 , 5  mg/rt~l) sont injectés dans la 

cavité peritonéale du rat. Le pH de cette solution est ajusté 

à 6,8 - 7. Après avoir massé doucement l'abdomen du rat pen- 
dant 90 secondes, le péritoine est incisé et la suspension masto- 

cytaire recueillie dans des tubes en polystyrène est centrifugée 

à frold à 170 g. pendant 10 minutes. 

Le culot est repris par 6 ml de Milieu 199 et à partir de 

cette suspension mastocytaire (SM) les différents lots sont 

constitués dans des tubes à hémolyse en polystyrène (tableaux ) . 
Une numération est effectuée. 

Ces lots ainsi constitués sont placés au bain-marie à 37'~ 

pendant 15 minutes, puis centrifugés 3 froid à 170 g. pendânt 

8 minutes. 



Tableau : V C o n s t i t u t i o n  des  d i f f é r e n t s  l o t s  témoins e t  des 

l o t s  d  'expér.i.ence (en m l )  

S M = 1 m l  d e  suspension mavtocyta i re  

S = 0,2 m l  du sérum de  malade 

A = 0,l m l  de p é n i c i l l i n e  à 800 U/lr.l 

T = l i q u i d e  de  Tyrodeen m l  

t ube  no 1 = t ube  témoin 

tube  no 2 = tube  témoin a n t i g è n e  

tube  no 3 = tube  témoin s6rum 

t u b e  no .4 = tube  d 'expér ience  sérum + a n t i g è n e  



Dans le surnageant de chaque tube l'histanine est dosée 

par ,a méthode biologique S U T  ~'6on isolé de cobaye. 

Le culot de chaque tube est étalé sur au moins deux la~es 

et coloré suivant la methode de MAY-GRUNWALD-GIEMSA, On évalue 

le pourcentage des mastocytes intacts sur 2000 éléments cellu- 

laires. La reconnaissance des mastocytes est très facile 

puisquPil s'agit d1zne cellule isolée, sphérique de 15 à 30 

microns de diamètre. Elle est caractérisée principalement par 

la présence de volumineuses granulations bleues foncé, sans 

cytoplasme ni noyau visible. 

Sur chaque tube d'expérience sont étudiés parallèlement 

la libération d'histamine dans le surnageant et le comptzge 

des mastocytes intacts sur les lames. 

'Avec les tubes témoins-pénlcllline seuis, nous avons ob- 

tenu une dégranulation de façon inconstante. 

Avec les tubes témoxns-sérums, qu'il s 'agisse dzs sérums 

avec IgE spécifiques ou des sérums sans IgE anti-pénicilline, 

nous avons observé également une dégranulation des mastocytes 

de façon inconst-ante. 

\ .  Avec les tubes contenant sérum et antigène, une üégranu- 

lation a toujours été observée quel que soit le sérum étudié. 

DISCUSSION 

Cette technique n'est pas valable d'une part en raison de 

la dégranulation spontanée observée dans les tubes témoins et 

d'autre part parce qu'une différenciation entre sérums positifs 

et négatifs est impossible. 

Nos résultats sont donc opposés à ceux de PERELMUTTER mais 

il faut signaler qulHADDAD ( 1972 ) ,  par la suite, a reconnu ob- 

tenir une dégranulation avec les sérums seuls. De plus PLAUT, 



LICHTENSTEIN et BLOCH (1973) ont essayé sans SUCC~S d'appliquer 

cette technique. Ils ont utilisé d.es sérums de sujets sensibi- 

lisés à l'ambroisie. Ils ont également fait agir sur les masto- 

cytes de rat la protéine du myélome à IgE et des anticorps de 

lapin anti-IgE pour essayer de déclencher une lil~ération d'his- 

tamine : ils ne l'ont pas obtenue. 

On peut se demander si vraiment les IgE humaines, malgré 

leur caractère homocytotrope, se fixent sur les mastocytes de 

rat ou bien si le complexe IgE-antigène provoquerait la dégra- 

nulation des mastocytes. 

,Après ces échecs, nous avons voulu voir si, à l'inverse, 

des IgE de rat se fixeraient sur du tissu de Primates, 

En appliquant la technique d'anaphylaxie passive in vitro 

décrite précedemment, nous avons essayé avec UR s9rum de rat 

riche en I~E' (10 mg/rnl) de fixer ces immunoglobulines E sur 

des morceaux de poumon de singe. Le déclenchement a lieu avec 

\ .  
du sérum de bouc anti-IgE de rat, puis l'histamine 1ibésSe e s t  

dosée. 

Tous témoins faits et déduits, la libération d'histamine 

des lots d'expérience n'était pas supGrieure à celle des lots 

témoin - poumon seul ou témoin anti-IgE seul. 

Il ne semble donc pas y avoir d'identité entre les immuno- 

globulines E humaines et les immunoglobulines E de rat. 

2 Nous remercions vivement le Docteur BAZIN du laboratoire de 

Monsieur HEREPIAXS qui a bien voulu nous procurer les IgE de 

r a t  e t  le sérum anti-IgE de rat. 



I I h e  PARTIE 



Nous venons donc de voir que dans l'allergie médica- 

menteuse de type immédiat un certain type d'anticorps était 

souvent rfiis en cause, Mais à côte des irnmunoglobulineç E 

sériques d'une part et fixées de l 'autre, il y a d'autres 

types d'anticorps intervenant dans les manifestations aller- 

giques. C'est pourquoi il nous a paru intéressant d'étudier 

l'allergie médicâmenteuse à manifestations uniquement cutu- 

nGes en cherchant à mettre en évidence d'autres réactions 

imunitaires. Cette étude porte sur 38 cas. 



CHOIX DES MALADES : 

Cette étude a porté sur 38 cas d'accidents cutanés 

récapitulés dans Le tableau X . La responsabilité du mé- 
dicament a été évaluée de + à +++ selon les criteres sui- 
vants : plusieurs médicaments pris conjointement peuvent 

être responsables de l'accident (+) ; un seul médicament 

peut être suspecté (++) ; une réintroduction fortuite a 

déterminé une récidive (+++) . 
Sujets témoins : chacun des médicaments a été étudié 

chez des sujets indemnes de toute sensibilisation. L'adminis- 

tration du médicament etait interrompue 30 jours avant l'exa- , 

men. 

ANTIGENES UTILISES : 

Les 38 cas de toxidermies se répartissent de la 

façon suivante : tabLeauVZ 

Médicaments étudiés Nombre de ccs 

Pénicilline - Ampicilline 9 

Acide acétylsalicylique 

Phénobarbital 

Sulfamides 

Sulfate de quinine 

lopurinol 

Sulfate de colistine 

Cyclines 

Aurothiopropanol . 
. . 



Pour chaque cas, à côté de l'étude clinique 

analytique des lésions cutanees des toxidermies et d'un 

examen histopathologiquc portant sur chaque type de lé- 

sion, une exploration in vitro a été faite en utilisant 

essentiellemcnt 3 tests de signification distincte, 

- Recherche d11gE spécifiques sériques par ana- 
phylaxie passive in vitro destinée à expl-crer P'hypersen- 

sibilité humorale de type anaphylactique. 

- Test de migration leucocytaire qui a été adapté 
à cet effet aux antigènes médicamenteux et qui térnoiqîe- 

rait d'une hypersensibilite de type cellulaire. 

- Test de transformation lymphoblastique qui ex- 
plore à la fois llinununité cellulaire et humorale. 

De plus dans certains cas un dosage drIgE totales 

a été pratiqué ainsi qu'une hémagglutination passive pour 

la pénicilline. 

\ .  
Nous ne reviendrons pas sur la technique d'anaphy- 

laxie passive in vitro sur poumon de singe qui a été étudiée 

en détail dans la lère partie de cette these, Nous signalons 

cependant qu'une recherche dlIgE spécifiques sériques a été 

faite, dans la plupart des cas, le ler jour de l'accident 

cutané et le 30è jour après la survenue de l'accident. La 

technique pratiquée a été celle décrite plus haut et les 

concentrations antigéniques celles indiquées aussi précé- 

demment. 



A) Tes t  de migrat ion Leucocyta i re  (T-M.L.) : 

La migra t ion  spontanée e t  n a t u r e l l e  des  l eucocy tes  

c i r c u l a n t s  humains hors  d 'un t u b e  c a p i l l a i r e  où i l s  o n t  é t é  

p lacés  peut  ê t r e  spécifiquement i n h i b é e  pa r  l ' i n t r o d u c t i o e  

dans l e  mi l i eu  de  c u l t u r e  d P u n  a n t i g è n e  auquel 3.e s u j e t  e s t  

s e n r i b i ï i s 6 .  

La technique u t i l i s é e  e s t  v o i s i n e  de c e l l e  d S c r i t e  

pa r  SGBORG e t  BENDIXEN ( 1 9 6 7 ) -  E l l e  a ét.6 adaptée à l ' a l l e r - -  

g i e  médicamenteuse p a r  SAUmT (1.373) . 
,- 

Quarante à so ixan te  m l  de  sang s o n t  r e c u e i l l i s  s u r  

héparine non phénolée e t  sgdimentent heure à 3 7 ' ~ .  On pré- 

l ève  l e  surnageant  contenant l e s  c e l l u l e s  blanches q u i  e s t  

c e n t r i f u g é  5 minutes  à 800 tpm ; l a  plasma e s t  a s p i r é  e t  l e  
\ .  c u l o t  c e l l u l a i r e  l avé  3 f o i s  dans du m i l i e u  de Hanks à 37'C. 

Les éléments c e l - l u l a i r e s  son t  a l o r s  remis en suspens ion  dans 

1 m l  de  Mil ieu 1 9 9  contenant  10 p .cen t  de sérum de  poula in .  

La  suspension, ramenée à 30 000 000 de  c e l l u l e s  b lancnes  p a r  

ml, est r e p r i s e  dans des  tubes  à microhématocri te  s t é r i l e s ,  

cen t r i fugée  à 2 000 tpm pendant 5 minutes.  On s e c t i o n n e  1 mm 

au-dessus du c u l o t  c e l l u l a i r e  chaque t u b e  à microhématocri te  

e t  on l e  p l a c e  dans une chambre de  migra t ion  en v e r r e  s i l i c o n é  

s t é r i l e  où il est maintenu p a r  de l a  g r a i s s e  s i l i c o n é e .  Les 

chambres son t  remplies  de Mil ieu 199 contenant  10 p .cen t  de 

sérum de  poula in  s e u l  (témoin) ou add i t ionné  d e s  an t igènes  à 

concent ra t ions  v a r i a b l e s .  L ' o b t u r a t i o n  des  chambres p a r  des  

laniel les  s t e r i l e s  est immédiate e t  to ta lement  hermgtique. 

La migrat ion dure  18 heures  à 3 7 " ~ .  L'ensemble de  l a  manipu- 

l a t i o n  a é t é  r é a l i s é e  l e  p l u s  s t é r i l e m e n t  p o s s i b l e ,  sous  h o t t e .  



Pour la lecture, une loupe binoculaire avec chambre 

de lecture est utilisée ce qui permet à la fois dgétudier 

morphologiquement l'aspect de lfaire de migration, de s'assu- 

rer objectivement de l'absence de toute faute technique, de 

dessiner enfin avec précision la circonférence de l'aire de 

migration qui est alors mesurée au planimètreo On compare 

ainsi la moyenne des aires dâns la sErie avec antigène pour 

chacune des concentrations, 
, . Le pourcentage d'inhibition correspond au rapport : 

100 - 100 (surf .migr, - avec Ag) 
surfemigr. sans Ag 

/ Sont considérés conme positifs les test.s donnant une 

inhibition supérieure à 2 5  p.cent par rapport à la moyenne 

des migrations témoins. 

Les antigènes utilisés sont prgparés extemporanément 

et les dilutions intermédiaires sont réal-i.sées dans du Milieu 

199 contenant 10 p.cent de sérum de poulain. 

Les produits suivants ont été employés : 

- Benzylpénicillinate de sodium (500, 1000, 10 000, 
20 000 et 100 000 U/ml) . 

- Phénobarbital (sel sodique à 20, 40, 80, 160, 320 

et 640 mcg/ml) . 
- Sul£amérazine sodique : 20, 40, 80 mcg/ml. 
- Colistine métnane sulfonate de sodium : 40, 80, 160 mcg/i 
- Formiate basique de quinine : 20, 40, 80 et 160 mcg/ml. 



- Rolitétracycline : 30, 60, 120, 180 mcg/ml 
- Aurothiopropanol sulfonate de sodium : 100, 400, 800, 

2 000, 4 000, 10 000 mcg/ml. 

Le pH des différenler solutions est ajusté à 7,4. 

Pour les 38 toxiderrnies étudiées, le T.M,L. a ét6 

pratiq116 le 30è jour après I @accident. 

I3) Test de -2ransfomnation I~nnpfiobl~stiqu (T .TeI , .  ) : - - 

Son principe repose sur la "r.econnaissance" par les lymj-110- 

cytes de llantigSne responsable de la sensibilisation. Cette "re- 

connaissance" détermine une "dépression" du petit lymphocyte tra- 

duite par des modifications morphologiyues caractéristiques (trans- 

formation lymphoblastique) et comportant d'importantes activitês 

de synthèse (qae 180n peut objectiver en incorporant au milieu des 

précurseurs marqués) . 
\ .  

A côté de cette mémoire dut-lymphocyte sensibilisé vis-à- 

vis de l'antigène, de nombreuses substances peuvent induire Les 

mêmes phénomènes de transformation par des mécanismes non spé- 

cifiques, souvent purement pharmacologiques. Cette notion impliqoe 

la nécessité de pratiquer pour chaque nouveau produit utilise une 

série de témoins éliminant une telle possibilité. 



On u t i l i s e  l a  technique de P A P I E R N I K  (1970). 

Cinq à d i x  m l  de sang s o n t  p r é l e v ê s  s u r  s e r i n g u e  héparinSe 

avec l e s  p récau t ions  d ' a s e p s i e  d 'une  hémoculture. On l a i s s e  séd i -  

menter pendant 1 à 2 heures  à l ' é t u v e  à 37O p u i s  on décan te  l e  

plasma exsudé r i c h e  en lyn~phocyte::. On l e  r é p a r t i t  dans envi ron  

6 tubes  de Barski-Leighton 2 r a i s o n  généralement de  0,s n l  de 

plasma pax tube.  On a j o u t e  e n s u i t e  1,s m l  de Mil ieu 199 a i n s i  que 

l ' a n t i g è n e  à d i f f é r e n t e s  concen t ra t ions .  

Chaque tube  e s t  ob tu ré  e t  m i s  2 1 *é tuve  à 3 7 ' ~ .  La durée 

d t i n c u b a t i o n  e s t  en g é n é r a l  de  4 jours .  A l a  f i n  d e  l a  pé r iode  

d ' incuba t ion ,  on t r a n s v a s e  l e  contenu de chaque t u b e  dans un 

tube  conique d e  c e n t r i f u g a t i o n  e t  on c e n t r i f u g e  à 8 0 0  tprri pen- 

d a n t  1 0  minutes. On décan te  de l i ca tement  l e  surnageant ,  l e  c u l o t  

c e l l u l a i r e  r e s t a n t  dans l a  p a r t i e  d i s t a l e  e f f i l é e ,  OE f a i t  t r o i s  

f r o t t i s  pour chaque c u l o t  q u i  s o n t  c o l o r e s  se lon  l a  méthode de 

May-Grünwald-GZcms~. 

La l e c t u r e  est  opt ique  : m i l l e  c e l l u l e s  au moins s o n t  

comptées s u r  chaque lame. Seules  l e s  v r a i e s  c e l l u l e s  b l a s t i q u e s  

s o n t  r e t enues  (grande t a i l l e ,  g r o s  nuc léo les ,  cytoplasme b l e u t é ) ,  

Un T.T.L. est considgré comne p o s i t i f  quand à l a  f o i s  
\ .  

d'une p a r t  l e  pourcentage de  c e l l u l e s  b i a s t i q u e s  dans un ou 

p l u s i e u r s  tubes  contenant  l e s  d i l u t i o n s  ant igéniques  est  au 

moins deux f o i s  p l u s  é l e v é  que c e l u i  du tube  témoin e t  d ' a u t r e  

part que c e  pourcentage est s u p é r i e u r  à 3 p.100. 

Les an t igènes  o n t  é té  u t i l i s e s  aux doses s u i v a n t e s  : 

- Benzyl p é n i c i l l i n a t e  de  sodium : 250,500, 750, 1000 U/rnl.  

- Phénobarb i t a l  ( s e l  sodique)  : 5, 10, 20, 4 0  rncg/ml 

- Acide a c é t y l  s a l i c y l i q u e  (sel de l y s i n e )  : 10, 15,  20, 

40, 100 mcg/ml. 



- Sul faméraz ine  sodrque : 25, 50, 1 000 mcg/ml 

- ~ o l i ç t i n e  méthane s u l f o n a t e  de  sodium : 2 5 ,  100, 250 U / m l  

- Formzate bas ique  de  q u i n i n e  : 10, 20, 4GI 100 mcg/ml 

- R o l i t é t r a c y c l i n e  : 60, 120 mcg/ml 

- A l l o p u r i n o l  : 2 ,  4 ,  10, 20, 40 ,  100 mcg/ml 

- Auroth iopropanol  : 5 ,  10, 20,  50, 100 mcg/ml. 

Pour les 38 taxidermies é t u d i é e s ,  l e  T.T.L. a é t 6  p r a t i q u é  

l e  30è jou r  a p r è s  l a  survenue de l ' a c c i d e n t .  

C) Dosage des IgE t o t a l e s t :  

Dans l a  p l u p a r t  d e s  c a s ,  un dosage d ' i ~ u n o g l o b u l i n e s  E 

t o t a l e s  a  é t é  p r a t i q u é  d è s  l e  p remie r  j o u r  e t  l e  30è j o u r  a p r è s  

3': survenue de l ' a c c i d e n t .  Ce dosage e s t  f a i t  s u i v a n t  l a  techni-que 

du RIST  q u i  a é t é  d é c r i t e  dans  l a  l è r e  p a r t i e  de  ce t r a v a i l .  

~ n f i n  dans  c e r t a i n s  c a s ,  une hémagglu t ina t lon  p a s s i v e  (I-I.G.P.) 

a é té  p r a t i q u é e .  I l  s ' a g i t  d ' une  t e c h n i q u e  p e r m e t t a n t  de  d é t e c t e r  

d e s  immunoglobulines G ou  M. 

La t echn ique  a p p l i q u é e  es t  cel le  d e  WECK (1964) : 

sur d e s  hémat ies  humaines du groupe O on f i x e  l a  p é n i c i l l i n e  e t  

on observe  une a g g l u t i n a t i o n  de  ces hémat ies  l o r s q u e  l e  sérum du 

malade est  a j o u t é  s i  c e l u i - c i  c o n t i e n t  d e s  a n t i c o r p s  antl-médicament.  

D e s  d i l u t i o n s  c r o i s s a n t e s  du sérum décomplémenté du malade s o n t  

m i s e s  en c o n t a c t  avec les hémat ies  e t  on n o t e  l a  d e r n i è r e  d i l u t i o n  

pour l a q u e l l e  une hémagglu t ina t ion  es t  observée .  

2 Nous remerc ions  vivement Monsieur l e  P r o f e s s e u r  Agrégé F r a n ç o i s  RUFF 

q u i  a b i en  vou lu  p r a t i q u e r  les dosages  d e s  IgE s e r i q u e s  t o t a l e s .  



Cette technique n'est pratiquement utilisable 

que pour la pénicilline qui a la propriété de fariner 

des li-aisons covalentes in vitro avec les hémati-es. 

La plupart des autres médicaments ne forment pas de 

telles liaisons et requièrent l'introduction de techni- 

ques indirectes de fixation ce qui rena les résultats 

moins reproductibles. La présence d 'anticorps I g G  ou 

IgM différenciés par l'action du mercaptoéthanol n'est 

pas nécessairement pathogène. En effet de nombre~~x su- 

jets ayant reçu un traitement pénicilliné possèdent ces 

anticorps sans avoir fait d'accident cliniquement 

décelable. 

L'hémagglutination passive a eté pratiquée sur 

le sérum de sujets sensibilisés uniquement à la pénicil- 

line le 30è jour après l'accident. 



R E S U L T A T S  

Données f o u r n i e s  p a r  les é tudes  immcin~~ogiques spéc i -  

f i q u e s  du médicament : 

a)  Anticorps homocytotropes : -- -- 

Sur 38 cas ,  il a  é t é  r e t r o u v é  34 f o i s  des a n t i c o r p s  c i r cu -  

l a n t s  homoc:7totropes anti-médicm-ent dans l e  pr6lèveinent du l e r  

ou du 306 j o u r ,  

Dans 2 3  c a s  l a  recherche  e s t  e f f e c t u é e  l e  ler e t  l e  3 0 e  

j ou r  chez l e  aême mal-ade. 

Dans 11 c a s  l e  r é s u l t a t  est  p o s i t i f  l e  l e r  e t  12 30è jour .  

Dans 7 cas  l e  prélèvement i n i t i a l  es t  néga t i f  e t  l e  secozid 

p o s i t i f ,  

. Dans 4 cas  l e  prélèvement i n i t i a l  est  p o s i t i f  e t  le second 

n é g a t i f ,  

Dans un c a s  e n f i n  l e s  deux prélèvements s o n t  i ~ é y a t i f - S .  

C e s  d i f f é r e n c e s  ne semblent c o r r é l é e s  n i  avec un type  

\ .  
p a r t i c u l i e r  d ' acc iden t s  c l i n i q u e s  n i  avec une augmentation ou 

une diminut ion du t aux  des  ISE t o t a l e s  e n t r e  l e  l e r  e t  l e  22 

prélèvement. Tableau VIT 

b) IgE T o t a l e s  : 

Actuellement l e  t a u x  normal moyen d e s  IgE t o t a l e s  est  

é g a l  ou i n f é r i e u r  à 200 U / m l .  

Les IgE s é r i q u e s  t o t a l e s  s o n t  5 f o i s  augmentées, 11 f o i s  

normales l e  l e r  jour  ; 4 f o i s  augmentées e t  1 6  f o i s  normales l e  

30è jour. Lorsque l e  dosage a  é t é  p r a t i q u é  chez l e  même malade 

l e  l e r  e t  l e  30è j o u r  ( 9  cas )  il n ' a  é t é  observée que dans 3 c a s  

une diminut ion e n t r e  l e  premier  e t  l e  second p r é l è v e m e n t . ~ a h l e a u  VI11 



TABLEAU VII 
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c)  Test de migration leucocytaire (T.M.L.) : 

Les résultats obtenus pour chacun des médicaments 

sont donnés au tableau X (récapitulatif), 

Sur 38 cas, 14 tests sont positifs : 4 pour la péni- 

cilline, 3 Pour l'acide acétyl salicylique, 4 pour le phéno- 

barbital, un pocr les sulfamides, un pocr le sulfate de colistine, 

un pour l'aurothiopropanol 

d) - Test de transformation l~ymplzobl.astique (T.T.L.) : Tableau 1 

Sur les 38 tests effectués, 25 sont positifs : 5 pour 

la p6nïcilline, 6 pour l'acide acétyl salicylique, 7 pour le 

phCnoharbltal, 2 pour les sulfamides, 2 pour ka quinine, un 

pour l'allopurinol, un pour le sulfate de colistine, un pour 

1 'aurothiopropanol. 

e) Hémagglutination passive : 

Sur les 9 accidents dûs à la pénicilline ou à l'an~picil- 

line, 6 H , G . P .  ont été réalisées au 30è jour.   eux cas seule- 
ment sont positifs. 

\ .  

Les résultats des différentes techniques appliqué, PS sur 

ces 38 cas de toxidermies sont comparés dans un tableau récapi- 

tulatif . 
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D I S C U S S I O N  

Les r6sultats de l'étude y in vitro de 38 cas de 

toxidermies peuvent être discutés selon deux modaiit.és 

distinctes. On considérera d'une part l'apport de cette 

étude du diagncstic dkccidents medicamenteux et. d'autre 

part les déductions pathogéniques qu'elle autorise. 

1. Valeur des tcsts utili.sés : 
--.a ----- 

Le tableau X montre que des trois tests util-isés 

le plus scns3ble est, de loin, Ea recherche d'ILg sspécifiqucç 

sériquzs 1-orsque celle-ci est répétée à deux re~rises le ;or 

et le 30è jour au décours de l'accident clinique : en effet 

sur 38 cas, 34 sont positifs soit 87 p.cent. La technique 

utilisée scm5le extre%ement sensible puisque, alors que les 

taux dlIgE totales circulantes n'étaient parfois que de 30 U/ml 

(c'est-à-dire environ 60 nanogrammes), La technique a nean- 

moins permis de déceler des IgE anti-médicament dont le tanv 
\ .  

&ait donc égal ou inférieur à 60 nanogranines. 

Dans 9 cas, le dosage des I g E  totales a été pratiqué 

chez le même malade le ler et le 30è jour après la survenue 

de l'accident. Dans 3 cas seulement une diminution du taux 

total entre le premier et le second prélèvement a été observée 

et cette diminution ne peut s'expliquer par le traitement 

puisqu'aucun des malades de notre série n'a reçu des corticoï- - 
des ou des immunodépresseurs. 



Les immunoglobulines E s6r1-ques totales sont inconstamment 

élevées et il n'est pas possible d'établir un parallélisme 

entre la présencc d'IgE spécifiques et 1-a variation des IgE 

totales. Donc un taux normal d'IgE ~e permet pas d'exclure la 

présence d'une sensibilisation vis-à-vis d'un médicament précis. 

LE~nhibition du T.M.L. témoignerait d'une sensibilisation 

de type purement cellulaire. La corr6latïon du T,M.L. avec 

l'hype~içensibilité à médiation cellulaire (H.M.C.) est admise 

par la plupart des auteurs. L'utilisation de cette technique 

en allergie médicamenteuse a été jusqu'ici très limitée. L e  

travail pr6sent6 icx montre l1i.ntéxê-t du test dans cette inai- 

cation. 

L& T.M.L. a été retrouvé 14 fois positif sur 3 8  cas, soit 

a peine 37 p. cent. Il ne parait pas représenter une méthode 
adaptee aux problèmes de dépistage des accidents médicarnûnteux. 

Le faible pourcentage du T.M.L. poçxtif pourralt srexpli- 

quer par des problèmes d'ordre technique : 

la plupart des médicaments sont utilisés sous forme soluble 

\ -  et l'on sait que le T.M.L. est moins maniable lorsquron emploie 

des antigènes non particulaires. 

Ltutilisatlon des médicaments sans couplage préalable à 

une.protéine peut constituer un obstacle puisque l'haptène seul 

ne peut entraîner une hypersensibilité à médiation cellulaire. 

Cependant il est permis de penser qu'un couplage préalable n'est 

pas absolument souhaitable. Il est possible en effet que la 

combinaison nécessaire se produise dans le milieu pendant le 

temps d'incubation en présence des différents éléments cellu- 

lalres. Le couplage préalable du médicament à une protéine 



pourra~t peut-Gtre contrarier cette combinaison. D'autre part 

sauf pour la pénicilline, les connaissances sur les mStabolites 

responsables des sensibilisations médicamenteuses sont limitées, 

ce qui rend difficile le choix du produst à coupler. Des médi- 

caments non coiiplés sont cornunément employés dans le sytème du 

test de transformatlon lymphoblastique et des transformations 

sp6cifxques sont obtenues. De leur côté ROCXLIN et DAVID (1971) 

ont montré que les lymphocytes de sujets sensibilisés pouvalent 

libérer du M.I.F. en présence de médicament non coupl6. 

Ces problèmes techniqu2s ne semblent pas cependant seuls 

en cause et il est possible que la négativité du T.M.L, dans 

un grand nombre de cas art une significatxon immunolog~que qui 

sera envisagée plus loin. 

Le test de transformatlon lymphoblast~que est posrtxf 

dans 24 cas sur 38, soit 68 p. cent. Ce pourcentage est infér~eur 

aux chlffres habituellement publiés et rend compte vraisemblable- 

ment de la méthode de lecture puisque ne sont retenus que les 

blastes vrais. 
\ La signification immunologi-que de la transformat~on lympho- 

blastique est complexe. Il est généralement admis (dans les 

conditions techniques habituelles de réalisation en allergle 

médlcamenteuse) que le T.T.L. puisse témoigner à la fois d'une 

sensibilisation de type humoral et de type cellulaire et ne per- 

mette pas de distinguer 1 'une de l'autre. L'induction d'une 

transformation blastique spécifique par le médicament suspect 

sur les lymphocytes d'un sujet permet donc d'affirmer qu'une 

réaction immunitaire dirigée contre ce médrcament a eu lreu chez 

le sujet. Elle n'implique aucunement que cette réaction i~munitaire 

soit pathogène. 



Au t o t a l ,  l ' enqug te  i n  v i t r o  l o r s q u ' e l l e  a s s o c i e  

p l u s i e u r s  t e s t s ,  confirme t o u j o u r s  l ' impress ion  c l i n i q u e  

de s e n s i b i l i s a t i o n  médicamenteuse, mais e l le  permet su r -  

t o u t ,  au s e i n  d'une a s s o c i a t i o n  de p l u s i e u r s  p r o d u i t s ,  de  

d é c e l e r  l a  drogue responsable .  Cependant une en.quête n$ga- 

t i v e ,  s u r t o ü t  s i  e l l e  ne comporte qu'un t e s t ,  ne s a u r a i t  

en aucune façon permet t re  d ' e x c l u r e  l a  s e n s i b i l i . s a t i o n .  

II, Déductions pathogSniq'11es : - 
,- 

Une remarque p r é l i m i n a i r e  s 'impose : il convient  de ne 

pas se méprendre s u r  l a  s i g n i f i c a t i n n  des  t e s t s  i n  v i t r o .  Comme 

on l ' a  soul igné  p lus  haut ,  l a  p o s i t i v i t é  de  c e s  t e s t s  ne s i g n i -  

f i e  pas  que l a  s e n s i b i l i s a t i o n  q u ' i l s  o b j e c t i v e n t  s o i t  responsa- 

b l e  d e s  t r a u b l e s  c l i n i q u e s  observés.  Dans un b u t  d iaçnos t iquê ,  

l a  c o n s t a t a t i o n  p a r a l l è l e  d 'un acc iden t  q u i  semble ê t r e  dEclench6 
\ .  par  un médicament e t  d 'une s e n s i b i l i s a t i o n  à c e  médicament, ob- 

j e c t i v é e  pa r  l e s l t e s t s  i n  v i t r o ,  permet de  penser  qüe l a  s e n s i b i -  

l i s a t i o n  e s t  responsable  d e  l P a c c i d e n t .  D'un p o i n t  de  vue t h é o r i -  

que une t e l l e  e x t r a p o l a t i o n  e s t  c r i t i c a b l e  puisque l a  preuve f o r -  

melle du c a r a c t è r e  pathogène de  l a  s e n s i b i l i s a t i o n  manque souvent.  

C e  probl-ème théor ique  é t a n t ,  en l ' é t a t  a c t u e l  des  techniques,  

d i f f i c i l e  à résoudre ,  l a  d i s c u s s i o n  pathogénique e s t  basée  s u r  

des arguments d e  p r o b a b i l i t é  dont  deux nous p a r a i s s e n t  impor tants  : 

- d'une p a r t  l ' e x i s t e n c e  d 'un  type  p a r t i c u l i e r  de sens i -  

b i l i s a t i o n  chez des s u j e t s  f a i s a n t  un a c c i d e n t  médicamenteux 

a l o r s  que ce  t y p e  de s e n s i b i l i s a t i o n  manque chez l e s  s u j e t s  

recevant  l e  médicament sans  i n c i d e n t .  



- d'autre part la corrélation entre la survenue d'un 
type anatomocllnique d'accident et l'existence d'un type par- 

ticuller de sensibilisation. 

signification de la présence d11crE sériques snéciL3-ques --. -22- -5i- ---- - 
Le rôle pathogène des I y E  antixnédicament est probable 

dans 1.a mesure 0-2 la "fonction" de ces anticorps est de sen- 

sibiliser les tissus. Les contrôles pratiqués jusqu'lci chez 

des sujets recevant le rnédicament sans incident ont été négatifs. 

11 nous semble donc que la présence d'IgE sériques spéci- 

fiques du medicament puisse être considerce comme très probable- 

ment pathogène. 

Les IgE spécifiques ont été retrouvées dans tous les 

groupes anatomocliniques. On peut penser qu'un mécanls~.e de type 1 

(selon la ~~assiflcation de Gel1 et Coombs) est probablement lm- 

pliqué isolément ou conjointement 2 d'autres mécanj-smes dans tous 

les accidents allergiques médicament.eux cutanés qu'ils rentrent 

ou non dans ce groupe d'hypersensibilité de type 1. 

b) signlficatlon d'un test de mlqration leucocytaire positif - 
On a déjà signalé que le T.M.L. explorart probablement 

l'hypersensibilité à médiatron cellulaire (H.M.C.). Le rôle patho- 

gène de 1'H.M.C. anti médicament est pratiquement inconnu, excep- 

tion faite des dermites de contact. 

ROCXLIN et DAVID (1971) ont montré (en utilisant la techni-- 

que d'inhibition de la migration des macrophages péritonéaux de 
cobaye par des surnageants de culture lyrnphocytalre en présence 

de médicament), que 1'H.M.C. anti médicament pouvait accompagner 

des accidents médicamenteux succédant à une administration du 

produit par voie générale. 



L e s  séries de T.M.L. que nous avons faites chez des 

sujets ayant rccu de lra.cide acétyl salicylique et de la 

pénicilline sans manifester d'intolérance n'cnt pas révélé 

de résultats positifs. 11 semble cependant prématuré de conclure 

à partir de ces seuls crguments sur la valeur du T.M.L. dans 

l'affirmation du caractère pathogène de la 

E W P E K N  (1972) a montrC q u e  le test 6tai.t  presqi-le tou- 

jours positif chez les sujets ayant présenté un accident clini- 

que alors que le résultat était négatif en lPabsence d'accident. 

Nos constatations personnelles confirment ces notions. Etant 

donné les incertitudes qui persistent quant à la signification 

irnrnunologique du test, il seniole aussi prématuré d'affirnier que 

la positivité d'un T.T.L. traduise à la fois la sensibilisation 

d'un sujet et le caractère pathogène de cette sensibilisation. 
\ .  



DISCUSSION 



L a  pl-upart  des médicaments s o n t  des  haptèncs : l e u r  

pouvoir immunogène, donc s e n s i b i l i s a n t ,  p r o v i e n t  de l e u r  

f i x a t i o n  à des p r o t é i n e s .  On ignore  l e  pl-us souvent l e  t y p e  

de p r o t é i n e  auquel s e  l i e  l e  médicament o u  un de  s e s  métabo- 

l i t e s  pour deveni r  inmunogène. On ignore  a u s s i  souvent l e  ou 

les métabol i te  (s) du m6di.cment q u i  e n t r e  ( n t )  dans c e t t e  

l i a i s o n  e t  qui r e p r é s e n t e  (nk) l e s  dé terminants  ant igéi l iques.  

Il y a d 'un  c ô t é  l e  pouvoir ant igéniqi ie  q u i  peu t  ê t r e  

d i f f 6 r e n t  pour une même " fami l l e"  de  corps.  

De I ' a u t r c  c ô t é  l e  déclenclicment de l a  r é a c t i o n  ant igène-  

a n t i c o r p s  chez ie s u j e t  s e n s i b i l i s é  p e u t  s e  f a i r e  par t o u t e  une 

s é r i e  de corps ayant  une "parent8" chimique : c ' e s t  1-e problrme 

des r é a c t i o n s  c r o i s é e s .  

Chaque groupe de médicaments sera é t u d i 6  sous l e  double 

ang le  de  l t a n t i g é n i c i t 8  d 'une p a r t  e t  de  l a  r é a c t i o n  c r o i s é e  

de déclenchesent  de  l g a u t r e .  i1it.i 



Problème des reactions croisées : 
-*-- - 

A - Les ~Gnicil.lines et les céphaIosporines : 
Conune nous l'avons dit au chapitre des résultats, les 

sérums de sujets suspects d'allergie à un type quelconque de 

pénicilline sont toujours étudiés avec de la Spécilline G. 

En eLfet l'étude des pénicillines naturelles ou synthé- 

tiques montre que le noyau chimique de base commun est i'acide 

6 amino - pénicillanique formé par l'union de 2 cycles : 
béta-lactame et thiazolidine. Le radiczl R varie avec les diffé- 

rents types de pénicilline. 

)3 lactame t h iazol id ine  

Acide 6 amino-pénicillanique 

De ce noyau peu antigénique naissent spontanément, par 

ouverture du cycle béta-lactame, des dérivés pénicilloyl qui 

se comportent comme des haptènes et ne sont antigEniques 

qu'après fixation sur une protéine. C& pénicilloyl- 

protéine qui représente le déterminant antigénique majeur de 

l'allergie aux Déta-lactamines, dérive du noyau de l'acide 

6 amino-pénicillanique. 



protéine 

Groupement pénicilloyl - protéine. 

La format.i..on de ce groupernerit pénicilloyl - protgine 3 

partir du noyau de l'acide 6 amino - pénicillaniquê peut se 
faire selon trois voies métabcliques : 

- soit directement à partir de la pénicilline 

- soit à partir de l'acide péni-cillanique 

- soit à partir du disulfide de cet acide. 
\ .  

BATCHELOR et coll. (1967) ont trouvé dans les prepara-tions 

commerciales de pénicilline une impureté protéique pénicilloylée 

qui provenait probablement des procédés de préparation de la 

pénicilline (souche dWEscherichia Coli). Ils ont alors pensé 

diminuer de façon considérable les accidents allergiques en 

utilisant une benzyl-pénicilline purifiée. Ils semblent même 

l'avoir prouvé par des tests cutanés. Mais cette opinion n'est 

pas admise par tous. 



Par ailleurs l'anipicilline est réputée très sensibili- 

sante et donne de réelles réactions croisées avec la penicil- 

line. 

Elle possède le noyau comrnun 2 toutes les pénicillines 

et le radical R est le suivant : 

Le radical R de la pénicilline G est : 

Pour certains, les accidents allergiques à l'ampicilline 
\ .  seraient dûs à la structure chimique propre de ce corps et à 

sa tendance particulière à subir une polymérisation interne. 

On peut aussi se demander si l'ampicilline ne serait pas plus 

, antigénique que les autres pénicillines à cause du radical 

NHZ libre qui favoriserait alors la fixation sur une protéine. 

Mais c'est une simple hypothèse de notre part. 



Il est généralenient admis qu'il y a des rt5actions 

allergiques croisées entre les pénicillines et les cé- 

phalosporines, La structure chimique de ces dernières 

est la suivante : 

Céphalospcrine : acide 7 amino-céphalosporéniq~c* 

Le radical R1 

Le radical Rs, par exemple, pour la céphalotine, sera 

Les céphalosporines paraissent certes moins allergi- 

santes, mais leur utilisation est beaucoup moins répandue 

que celle des pénicillines et de l'ampicilline en particulier. 

Lorsqu'un sujet possède des iminunoglobulines E circu- 

lantes anti-pénicilline, le déclenchement de la réaction 

anaphylactique peut se faire par l'introduction dans l'orga- 

nisme aussi bien d'une pénicilline, de l'ampicilline ou d'une 

céphalosporine et inversement. 



Enf in  il es t  un d e m e r  p o i n t  q u ' i l  nous p a r a i t  impor t an t  

de  s i g n a l e r  : c e r t a i n s  a c c i d e n t s  a l l e r g i q u e s  o n t  é t é  s i g n a l é s  

à l a  s u l t e  d'injection d e  p é n i c i l l i n e  r e t a r d .  O r  l e  véhicu1.e 

r e t a r d  eniployé e s t  souvent  l a  p r o c a ï n e ,  subs t ance  q u i ,  comme 

nous l ' a v o n s  vu ,  es t  elle-même a l - l e r g i s a n t e .  I l  e s t  donc i m -  

p o r t a n t  dans c e  c a s  de  dé t e rmine r  l a  r e s p o n s a b i l i t é  d e  l ' u n e  

ou de l ' a u t r e  subs t ance  médicamenteuse, chacune pouvant  i m -  

p l l q u e r  une s é r i e  de  r é a c t i o n s  c r o ~ s é e s .  

B. Les barb2- tur lques  

Nous igno rons  t o t a l e m e n t  q u e l  e s t  Le mode de l i a i s o n  des 

rnalonylurées pour  d e v e n i r  a n t i g è n i q u e s .  I l  est  permrs d e  p e n s e r ,  

é t a n t  donné l a  grande consomrnatson d e s  b a r b i t u r i q u e s ,  que  c e s  

corps  s o n t  peu ~mmunoyènes. i l s  provoquent cependant  un c u r t a x n  

. nombre d ' a c c i d e n t s .  

C e  s o n t  d e s  corps  d é r i v é s  de  l a  malonylurée  q u i  o n t  t o u s  

en comun  l a  s t r u c t u r e  s u i v a n t e  : 



Les IgE formées seront donc dirigées contre ce noyau. 

commun, les radicaux R1, R2, R et X variant selon chaque 3 
corps. 

Comme nous lPavons déjà dit, nous étudions les sérums 

suspects d'allergie aux dérivés de la malonylurée avec du 

phénobarbital qui est la phényléthylmalonylurée ou acide 

éthyl 5 - phényl 5 barbiturique, 

Un sujet allergique au phénobarbital présentera vraisem- 

blablement une allergie aux différents barbituriques puisqu'ils 

possèdent tous une structure commune. De mêrne la plupart des 

anesthésiques généraux possèdent aussi cette structure o ainsi 

\ .  le thiopental : 

Nous n'avons pu le vérifier expérimentalement étant donné 

l'action toxique du penthotal sur l'iléon de cobaye. 



C - Les sulfamides : 

L'antiqgnicité relativement importante des sulfamides 

est reconnue par tous. La plupart de ces corps possédant un 

radical NH2 libre en positron. para, la liaison avec une pro- 

télne semble alors très facile. Ceci met aussi en évidence 

lfantigénicit6 de tous les corps ayant une fonction amine en 

position pava : tous les sulfamides bactéricides, certains 

sulfamides hypoglycémia.i~ts, certains anesthésiques locaux et 

certaines matières colorantes. 

Groupe para 

Y 

Rudolf MAYER (cit6 par Pasteur VALLERY-IUDOT et coll. ) 

a montré en 1928 que tous ces corps du groupe para Iibéra~ent 

dans l'organxçme le même dérlvé qulnonlque. Ceci explique qu'un 

sujet pulsse fort bien présenter un accident lors d'une première 

' .  absorption d'une de ces substances, le patient ayant été "préparé" 

par l'lngestlon d'un autre produit chimiquement apparenté. 

Nous avons dit précédemment que les sérums suspects d'allergie 

aux sulfamides étaient étudiés en présence de sulfamérazine dont 

la formule est la suivante : 



En effet chez des malades ayant présente des manifestations 

de type allergique après absorption des différents sulfamides, 

nous avons pu mettre en évidence des IgE spécifiques. Dzns ce 

cas, le sérum était mis en présence ensuite systEmati.quement 

avec de la sulfamérazine et des IgE anti-sulfamérazinz Gtaient 

détectEes : cecl prouvait donc bien que les IgE étaient dirigées 

contre une partie de la molécule qui devait être commune à tous 

les sulfamides. 

En effet un autre groupe de sulfamides a éte aussi étudia : 

il s'agit des sulfamides hypoglycémiants type tolglybutamide 

dont la formule est la suivante : 

Nous pouvons alors constater que la partie conunune de ces 

deux types de sulfamides est la suivante : 

et que les immunoglobulines E détectées sont dirigees contre ce 

groupement de molécules. En effet ce cycle benzénique et les 

radicaux S 0 2  - NH se retrouvent dans tous les sulfamides si bien 
qu'un sujet ayant présenté des manifestations allergiques après 

l'absorption d'un certain sulfamide aura vraisemblablement toutes 

les chances de développer des I g E  anti-sulfamide quel qu'il soit. 



Par contre l'étude de la molécule d%n autre sulfamide 

hypoglycémiant : garglybutamide permet de constater qu'il 

présente un radical amine en pos~tlon para sur le cycle benzCnc. 

Donc cette catégorie de corps peut donner des réacticns 

croisées avec presque tous les sulfamides et la partie coinmune 

devient alors : 

Par ailleurs il est très important de connaître la posçi- 

bilité de réactxons croisées entre les sulfamides et les anzs- 

thésiques locaux. En effet certains de ces derniers, ont une 

\ .  sensibilité les uns par rapport aux autres et possèdent en com- 
mun le même squelette chimique : 

Cette structure chimique rend compte de parentés antlgéni- 

ques entre certains anesthésiques locaux et d'autres produits 

médicamenteux (sulfamldes) ou non (paraphénylène diamine, colorants 

diazolques) . 
La formule d'un colorant dlazoïque usuel est la suivante : 



11 existe par contre tout un groupe d'anesthésiques locaux 

qux  sont de structure chimique différente et qui ne sont en 

cosensibil-ité ni entre eux, nl avec les sulfam~des, ni avec 

les colorants diazoïques. 

En étudiant la molécule de glafénine, nous avons constaté 

qu'il y avalt uneupartie corrunune" avec les dérsvés de la 

chloroquine : 4 - m x n a  7-chloro qul.nolélne. 

Glaf éni.ne 

Chloroquine 



Nous voyons donc que c e s  deux c o r p s  o n t  en  commun l e  noyau 

4--amino 7-chloro q u i n o l é m e .  L e s  im~unog lobu lxnes  E a n t i - q l a f é n l n e  

d ' une  p a r t  e t  a n t l - c h l o r o q u i n e  de l ' a u t r e  ayan t  é t é  mi ses  en  év i -  

dence pour l e  même sérum, on p e u t  a l o r s  penscr  que c e s  a n t ~ c o r p s  

s o n t  d l r l g é s  c o n t r e  l e  iloyau coinrnun : 

N H - R  
8 

Nous insistons donc s u r  l e  problSme des  r G a c t ~ o n s  cro3.sges 

p a r c c q u ' e l l e s  r e p r é s e n t e n t  un r ee l  danger  pour  l e  s u j e t  s e n s i -  

, . b i l i s é  à une s t r u c t u r e  chiinique donnée. 





Le premier but de ce travail est de mettre en évidence 

des rrnrnunoglobul.ines E sériques spécifiques en utilisant une 

technique d'anaphylaxi-e passive in vitro sur poumon de singe. 

La mise au point de la technique a été faite grâce 2 

l'étude de 80 sérums de malades sûrement sensibilisés aux 

pneumallergènes. 

Avant tout début d'expérience, le poumon de singe est 

étudié seul et. dolt rgpondre à certaines conditions avant 

d'être utilisé pour la mise en évidence des IgE spécifiques. 

En effet,le poumon, issu d'un singe indemne de parasites di- 

gestifs ou sanguins et sacrlfié sans anesthésie, ne doit pas 

avoir une activité histaminasiyue supérieure à 45 p. cent de 

perte en histamine. De plus la libération d!histanziric par la 

n-octylamine (800 mca/ml) doit être supérieure 2 15 mcg par 

gramme de poumon. Ces conditions dozvent être respectées to- 

talement afin d'éviter un grand nombre de résultats faussen~ent 

' négatifs. 

La technique se déroule en deux temps : d'abord la fixation 
\ .  

des anticorps du sérum sur le tlssu pulmonazre, puis le déclen- 

chement de la réaction antigène-anticorps traduit par la libé- 

ration d'histamine après introduction de l'antigène. La fixation 

des IgE sur le poumon se fait à 3 7 O ~  pendant deux heures et en 

l'absence de calcium, le déclenchement de la réaction antigène- 

anticorps à 3 7 ' ~  pendant 45 minutes et en présence de calclum. 

L'histamine libérée est dosée par la méthode biologique 

classique sur iléon isolé de cobaye. 

Un sérum contient des IgE spécifiques 1-orsque le taux 

d'histamine donné par un lot d'expérience est supérieur 5 celui 

donné par la moyenne - + 2 C d e s  lots témoins poumon-antigène. 



Plus de 500 sérums ont été étudies ; les antighes mis 

en cause sont par ordre de décroissance c pénicilline et autres 

antibiotiques, acide acétyl salicylique, pliénobarbital, sulfa- 

mides. Les résultats montrent que des immunoglobulines E ont été 

retrouvées dans 52 p.cent des cas pour la pénicilline, 50 p.cent 

pour l'acide salicylique, 46 p-cent pour le phénobarbital et 

40 p. cent pour les sulfamides, 

Toutes les recherches d.'allergies aux pénicillines et aux 

céphalosporines sont faites avec de la Spécilline G : il a été 

démontré expérimentalement qu-1 y avait reaction croksée entre 

ces deux types de corps, Chez un sujet sensibilisé aux pénicilli- 

nes quelles quelles soient, le àécleiichement de la réac.tion alizphy- 

lactique pourra avoir lieu avec une pén~cillïne ou une céphalospo- 

rine et inversement. 

, Il en est de même lorsque l'antigène suspecté est un dérivé 

de la malonylurée, nous utilisons le phenobarbital (acide éthyl- 

' .  phényl barbiturique) car celui-ci possède la structure chimique 

commune à tout ce type de corps. 

Nous avons également pu constater que, pour les allergies 

aux sulfamides, nous pouvons utiliser systématiquement la sulfa- 

mérazine qui possède la structure chimique commune à tous les 

sulfamides bactéricides, un certain nombre de sulfamides hypogly- 

cémiants, d'anesthésiques locaux ou de matières colorantes. 



Dans la seconde partie de notre travail, nous avons 

étudié 38 cas d'allergie médicamenteuse à manifestations 

uniquement cutan6e.s en cherchant à mettre en évidence, 2 cCté 

de la présence d11gE spécifiques, d'autres réactions inmilni- 

taires. Chez ces malades, un dosage dllgE totales sériques, 

un test d'inhibition de la migration des leucocytes (T.M.L. ) , 
un test de transformation lymphoblastique (T.T.L.) ont été 

pratiyués. 

Sur 38 cas, des IgE spécifiques ont 6té retrouvees 

dans 34 cas soit 87 p.cent. Le T.Pj.L, a éiê positif dans 

14 cas soit à peine 37 p.cent, Le T.T.L. positif dans 24 cas 

soit 68 p.cent. 

Quai~t aux IgE totales, elles. sont inconstament éle- 

vées et il n'est pas possible d'établir un paraLZélisme entre 

La présence dlIgE spécifiques et la variation 6es IgE totales. 
\ 

Ainsi donc, dans la batterie de tests nécessaires actuel- 

lement pour l'étude de l'allergie médicamenteuse, la mise au 

point d'une technique de semi-routine pour la mise en évidence 

des IgE sériques spécifiques est notre apport principal. Cette 

technique est reproductible, sensible, relativement aisée et 

peut s'appliquer à presque taus Les médicaments. 
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