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Abstract-This report concerns the plasma factor responsible for the decrease of the bio- 
logical activity of histamine on the isolated guinea-pig ileum.’ The results presented 
prove that its plasma factor combines with histamine.2 The combination between 
histamine and our protein causes a decrease in its inhibitory effect: the histamine bound 
to the plasma factor cannot be determined either by a fluorimetric or biological method, 
and acid hydrolysis is necessary to release the histamine from its complex. 

DANS UNE publication ant&ewe (Durand et aZ.),3 nous avons expose un plan de 
purification du facteur plasmatique capable de diminuer l’activite biologique de l’hist- 
amine sur l’ileon is016 de Cobaye. Ce compose macromoleculaire est une glyco- 
proteine qui, soluble dans l’acide phytique 0,I N, presente: (1) WI poids molecuiaire 
d’environ 150.000 ([ Ve/Vo] entre 1,30 et 1,58 sur Sephadex G-200), (2) une grande 
mobilitt! Clectrophoretique $I pH 8,6 (albuminique ou prealbuminique), (3) un point 
isoilectrique de 4,0 f 0,l. 

La description de ces proprietes a et& grandement facilitke dans la mesure ou la 
glycoproteine possedait une activitt! pharmacologique aisement mesurable. C’est 
d’ailleurs la seule determination de cette activite qui nous a permis de &parer les 
fractions actives air la protkine &it presente, des fractions inactives oh la proteine 
&it absente. Ii s’agit dune activitt? in~ibitri~ vis-&-vis de i’action contra~turante de 
l’histamine sur l’ileon isole de Cobaye et c’est dans ce sens p&is que, dans la suite 
de I’expose, nous utiliserons l’expression “activite pharmacologique inhibitrice”. 

Parallelement, nous nous sommes attaches a connaitre ie mode d’action de ce 
facteur tant au niveau des recepteurs de l’ileon qu’en presence d’histamine. Pour cela, 
nous avons cherche a prouver, in vitro par une technique physico-chimique, que cette 
glycoproteine est capable de se lier a l’histamine. 

En effet, nous avons tte frappcis par la mise en evidence d’une augmentation 
considerable de l’activite globale mesurde sur l’ileon des preparations obtenues par ie 
relargage par le sulfate d’ammonium et par electrophorese de zone en gradient de 
densite. 

Ceci pouvait Ctre dQ B ~~limination de composes plasma~ques, soit inhibiteurs du 
phenomene pha~acolo~que, soit ii& intimement a la proteine etudiee. Cette r&&a- 
tion dune activit& dissimulee n’entrainant pas une diminution du poids molkulaire, 
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nous avons Bmis l’hypothese qu’elle pouvait &tre due a l’elimination de petites molecules 
comme l’histamine que des methodes de fractionnement “drastiques” detachent de la 
proteine. Ceci lib&e des sites actifs de la proteine et augmente sa capacite soit pour 
l’histamine, soit pour les recepteurs de l’ileon. Nous avons done, dans un premier 
stade d’etude, cherche a prouver l’existence dune combinaison entre I’histamine et le 
facteur etudie. Or, il nous est difficile de realiser ces experiences avec la proteine 
purifiee: la repetition des essais entraine en effet une consommation de mat&e 
premiere. On se trouve limit6 par les rendements decrits et la faible teneur des plasmas 
en principe actif (5 a 10 mg/l.). 

En attendant d’obtenir une quantite stisante de prod& pur, nous avons prefer-e 
travailler non pas sur le strum, mais sur des preparations proteiques tres actives encore 
hCtCrog&nes obtenues par diafiltration directe de serums humains. La formation et 
l’isolement de la combinaison histamine-proteine sont suivis avec precision par la 
mesure de la radioactivite Bmise par le carbone 2 du cycle imidazole (Feger).” 

Le but poursuivi est de prouver que l’histamine se combine in vitro avec certaines 
proteines seriques et que cette liaison entraine une diminution de l’activite inhibitrice 
de ces preparations. 

Le facteur Btudit sera done defini: (1) par son activite pharmacologique, inhibitrice 
c’est-a-dire en appreciant, sur l’ileon isole de Cobaye, la diminution maximale 
(environ 20 pour cent) de l’action contracturante de l’histamine sur ileon isole de 
Cobaye; (2) par sa capacite de combinaison a l’histamine (nanomoles d’histamine 
fixees par mg de proteine). 

MATERIEL ET METHODES 

Mesure de l’activitt! pharmacologique inhibitrice. On mesure la diminution de 
l’activite biologique de l’histamine par la proteine sur l’ileon is016 de Cobaye selon la 
methode d&rite par Laborde et a1.5 et modifiee par Lebe1.3-6 

On utilise l’ileon isole de Cobaye maintenu en survie dans du liquide de Tyrode. 
On etalonne les contractions de l’ileon avec une gamme d’histamine et on mesure les 
contractions d’un melange d’histamine et de proteine a Studier. Par comparaison avec 
la gamme, on peut chiffrer la diminution d’activite de l’histamine en presence dune 
quantite determinee de preparation. 

Rappelons que l’unit6, ou dose minimale d’activite inhibitrice (D.M.A.I.) est le 
poids minimum de preparation (en nanogrammes) qui, dissoute dans un ml de liquide 
de Tyrode, au contact de l’ileon isole de Cobaye, diminue au maximum l’activite 
biologique de l’histamine, soit environ de 20 p. 100. 

Dosage du dichlorhydrate d’histamine. L’histamine est dosee par deux methodes 
differentes: (a) par mesure de radioactivite j3 Bmise par le 14 C place en position 2 du 
cycle imidazole. L’activite specmque du dichlorhydrate d’histamine est de 51,3 mCi/ 
mM et 1 ml de solution utilisee dans nos experiences renferme 5,13 &i ou 0,l PM; 
(b) par son activite biologique sur l’ileon is016 de Cobaye. Le materiel est le mQme 
que celui mis en oeuvre lors de la determination de l’activite pharmacologique des 
proteines. 

Obtention des preparations proteiques. 20 ml de drum humain sont diluds dans 280 
ml dune solution de chlorure de sodium a 9 p. 1000. Ce volume est introduit dans une 
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cellule de filtration Amicon* 402 de 200 ml reliee a un reservoir contenant 3 1. d’une 
solution de chlorure de sodium a 9 g/l. 

La partie inferieure de la cellule est Bquipee dune membrane selective Amicon XM 
300 de 76 mm de diametre qui, sous une pression d’azote de 0,7 bar et a une tempera- 
ture de + 4”, retient la proteine Btudiee et elimine des proteines inactives et de plus 
faible poids moleculaire (Golovtchenko).’ 

TABLEAU 1. ACXWIT~COMPAREE DESPROT~IESSERIQUESPRESENTESDANSLACELLULEAVANTETAPRES 

DIAFILTRATION 

Serum 
Fraction retenu 

sur XM 300 

1,67 x lo3 598 811 x lo3 P = 1,340 g 

2 0,50 x 106 550 x 106 P = 1,100 g 

P, gramme de produit lyophilid. 
x, D.M.A.I. (nanogramme). 
l/x, nombre de D.M.A.I. par milligramme de produit lyophilise. 
P/x, nombre de D.M.A.I. par echantillon lyophilisd. 

En effet, si nous comparons (Tableau 1) le nombre d’unites contenues dam la 
preparation avant et apres diatitration, nous constatons une augmentation globale 
d’activite de 665 fois. Le passage de 10 volumes d’une solution saline sur un volume de 
solution proteique semble agir en deplacant du principe actif des molecules qui 
traversent la membrane XM 3OO.t L’enrichissement du retenu de diafrltration en 
proteine active qui est de 835 est essentiellement du a la revelation de l’activite 
potentielle qui Btait dissimulee dans le serum natif. 

Prkparation de la combinaison histamine-protkine. (a) Dans trois ml de liquide de 
Tyrode, 150 mg des Bchantillons proteiques obtenus par diafiltration sur membrane 
XM 300 sont mis en contact 24 heures a 22” avec: (1) 0,2 PM de dichlorhydrate 
d’histamine radio marquee, (2) et 0,025 mM de dichlorhydrate d’histamine froide. 

(b) Apres ce temps d’incubation, la combinaison histamine-proteine est separee 
de l’histamine libre par filtration sur gel de Sephadex G-25 gonfle en eau distillee. 
L’enregistrement en continu de la densite optique de l’eluat a 270 nm permet de 
localiser le clocher proteique: apres avoir recueilli dans un collecteur de fractions, on 
determine, sur un ml de chaque tube, la radioactivite /3 Bmise par le 14C de l’histamine. 
On recueille l’eluat correspondant a la superposition de ces deux clochers et on le 
lyophilise. 

(c) Une nouvelle determination de la radioactivite /3 est entreprise sur 1 mg de 
l’echantillon lyophilise, prealablement dissous dans 1 ml d’eau. En tenant compte de 
la dilution isotopique, nous calculons la quantite de dichlorhydrate d’histamine 
contenue dans un ml de preparation. Nous appelons F1, Fz; FJ et FS, F6 les combinai- 
sons histamine-proteine obtenues apres incubation avec l’histamine de fractions 

* Distribd par Meca Vigor, 88 Rue de la Folie Mericourt, Paris lleme. 

t Les constituants du dia6ltrat n’ont pas ettt Studies. Une concentration prklable aurait ete 
nkessaire et pouvait entrainer une denaturation des constituants presents et en particulier des amines 
que nous soupconnons &tre l&s a la protelne. 
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prodiques pharmacologiquement actives retenues par une membrane XM 300 lors 
d’une diafiltration. Fq, la combinaison histamine-proteine obtenue apres incubation 
d’un Bchantillon proteique d&rue de toute activite pharmacologique inhibitrice. 

Hydrolyse chlorhydrique. Dix mg de la combinaison histamine-proteine sont 
hydrolyses par 5 ml dune solution d’acide chlorhydrique 6 N sous vide a 100” et 
pendant 24 h. Apres ce temps, on Climine l’acide chlorhydrique par evaporation a set 
de l’hydrolysat dans un bain-marie a 100”. Apres avoir elimine l’acide chlorhydrique, 
le residu set est dissous dans 5 ml de liquide de Tyrode. Un dosage biologique de 
l’histamine est effectue sur cette solution. 

DiaJiltration sur une membrane Amicon PM 30. Six mg de la combinaison histamine- 
proteine sont dissous dans 6 ml de liquide de Tyrode. Introduite dans une cellule 
Amicon 8 MC Cquipee dune membrane PM 30 de 25 mm de diamttre, cette solution 
est “diafiltree” par 60 ml dune solution de Tyrode. Le liquide diafiltre est recueilli par 
fractions de 2 ml dans un collecteur de fractions. 

La filtration de l’histamine est suivie par la mesure en scintillation liquide de 1 ml 
de chaque tube. 

La quantite d’histamine retenue est determinee dans 1 ml du volume non diafiltre. 
Sur ce retenu de diafiltration, deux etudes paralleles sont entreprises. On determine 
dune part son activite pharmacologique et on Ctudie d’autre part la possibilite 
qu’ont les proteines retenues de fixer a nouveau l’histamine; le protocole operatoire est 
alors analogue a celui d&-it plus haut. 

Au prealable, nous avons etudie, sur une membrane PM 30 la diafiltration de 
l’histamine en suivant la radioactivite /3 Bmise par le 14C. Nous constatons que 
l’histamine n’est pas retenue par cette membrane et que le volume de liquide necessaire 
pour Bliminer cette amine est a peine superieur a celui necessaire a l’elimination du 
chlorure de sodium (Blatt et aZ.).* 

RESULTATS 

Nous realisons trois experiences d’incubation de dichlorhydrate d’histamine et de 
preparations proteiques do&es d’activite pharmacologique inhibitrice tres variable. 
Parallelement, nous Ctudions une fraction proteique dentree de tout pouvoir de 
dissimuler l’activite biologique de l’histamine sur l’ileon isole de Cobaye. 

Par milligramme de chaque khantillon (F, B F4), nous comparons la quantite de 
dichlorhydrate d’histamine fkee au nombre de D.M.A.I. (Tableau 2). Nous pouvons 

TABLEAU 2. ETUDE DE L'ACTIVITI? PHARMACOLQGIQUE ET DU POUVOIR DE FIXATION DE DIFFERENTES 
FRACTIONS PROtiIQUES 

F, F2 F3 F4 

l/x 
Nanomoles de dichlor- 

hydrate d’histamine 
fix&s par mg de F 

l/xl 

10 x 105 16 x lo5 0,3 x lo5 Inactive 

0,33 0,53 0,29 0,Ol 
1,6 x lo5 3,3 x 105 0,05 x 105 Inactive 

P, gramme de produit lyophilise. 
x. D.M.A.I. (nanogramme). 
I/x, nombre de D.M.A.I. par milligramme de produit lyophilid. 
l/xl, nombre de D.M.A.I. par milligramme de produit lyophilise aprks fixation d’histamine. 
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constater un certain parallelisme entre l’activite pharmacologique inhibitrice de cette 
glycoproteine et sa capacite de fixer I’histamine. 

Pour completer cette experience, nous calculons la quantite de dichlorhydrate 
d’histamine presente dans les kchantillons F,, F2, F3 non plus par mesure de la radio- 
activite, mais par la methode biologique. Le Tableau 3 permet de comparer les rest& 
tats obtenus par deux techniques de dosage tout a fait differentes, l’une dosant la 
molecule d’histamine marquee presente dans la combinaison, I’autre appreciant 
l’activite contracturante de celle-ci. 

TABLEAU 3. ETUDE COMPARATIVE DE LA QUANTITE DE DICHLORHYDRATE 
D'HISTAMINE (NANOMOLES) FIXEEP~ MILLIGRAMME DE F AVANT ET APRIS~ 
HYDROL~~EDETERMMEEPAI~LA~~~~~DEBIOL~~SIQ~EET~AR~IE~U~DELA 

RADIOACTTVITI? 

Avant hydrolyse 

Par Par methode 
radioactivite biologique 

Aprb hydrolyse 

Par methode 
biologique 

Fl 0,33 0,16 0,35 
F2 0,53 0,lO 0.41 
F3 0,29 0,lO 431 

Les echantillons proteiques F1, F2, F3 sont alors trait& par une solution d’acide 
chlorhydrique 6 N. Apres elimination de cet acide et reprise du residu par le liquide de 
Tyrode, nous procedons a une nouvelle determination de l’histamine par la methode 
biologique sur l’ileon isole de Cobaye (Tableau 3). 

TABLEAU 4. DIAFILTRATION SUR UNE MEMBRANE PM 30 DES COMBINAISONS HISTAMINE-PROT~INE 

F* FS F6 

l/X Inactive 
Nanomoles de dichlorhydrate d’histamine fix&e 

par mg de F 0,Ol 
l/xl Inactive 

Diafiltration sur PM 30 
l/X2 Inactive 
Nanomoles de dichlorhydrate d’histamine fix&z 

par mg de F 0,001 
Nanomoles de dichlorhydrate d’histamine fixte 

par mg de F apres une nouvelle incubation 
l/x3 

0,33 x lo6 1,6 x 10’ 

0,60 0,18 
0,16 x lo6 1 x 106 

0,33 x lo6 3 x 106 

0,26 0,Ol 

0,50 0,21 
0,lO x lo6 0,80 x 106 

x, D.M.A.I. (nanogramme). 
l/x, Nombre de D.M.A.I. par milligramme de produit lyophilisb. 
l/xl, Nombre de D.M.A.I. par milligramme de produit lyophilid apres incubation. 
l/x2, Nombre de D.M.A.I. par milligramme de produit lyophilist apr&s diafiltration sur membrane 

PM 30. 
l/x3, Nombre de D.M.A.I. par milligramme de produit lyophilise apt& incubation du retenu avec 

l’histamine. 
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Dans une dernitre &ape, nous Btudions la diafiltration sur une membrane PM 30 
des combinaisons histamineprodine obtenues (F4, FS et F,). Une partie de l’histamine 
est ultrafltree; une fraction non negligeable est retenue. Le deplacement de l’histamine 
des proteines seriques s’accompagne d’une augmentation de l’activite pharmacologique 
inhibitrice des Cchantillons. Ce retenu remis en contact avec une solution d’histamine 
en capte a nouveau une certaine quantite et la combinaison obtenue presente une plus 
faible activite pharmacologique (Tableau 4). 

Une etude paralltle est entreprise sur F, (echantillon proteique de pourvu d’activiti 
pharmacodynamique). La trts faible quantite d’histamine qu’il lie est entitrement 
deplacee par diafiltration. 

DISCUSSION 

De tous ces resultats, il apparait qu’un melange de proteines seriques est capable de 
fixer in oitro l’histamine. Trois preuves formelles d’une telle liaison sont apportk au 
tours de ce travail: 

(1) La presence d’histamine radiomarquee dans la fraction exclue au volume mort 
dune colonne de Sephadex G-25 ne peut rbulter que dune association entre l’hist- 
amine, petite molecule et les proteines, composes macromoleculaires. L’excds d’hist- 
amine libre diffuse largement dans les mailles du gel et est Blue plus tardivement. 

(2) Lorsque l’on determine l’histamine accompagnant ces proteines, nous constatons 
que les deux techniques de dosages mises en oeuvre conduisent a des resultats tout a 
fait differents (Tableau 3). Une partie de l’histamine dosee par radioactivite Cchappe 
au dosage biologique; cette fraction dissimulee d’histamine est vraisemblablement 
1iCe ZL la proteine puisqu’une hydrolyse acide est necessaire pour l’en deplacer 
totalement. La faible quantite d’histamine biologiquement active correspond soit it de 
l’histamine libre entrain& au tours de la filtration sur gel Sephadex G-25, soit plus 
probablement B l’histamine libCr6e de la combinaison histamine-proteine lors du 
dosage biologique pour respecter l’equilibre de la reaction HP e H + P. 

(3) Nous pourrions eventuellement imputer cette difference dans les resultats au 
fait que les deux techniques de dosage utilisees font appel a des principes tout a fait 
differents. Par controle prealable d’echantillons temoins, nous observons au contraire 
une concordance parfaite dans les resultats obtenus par ces deux techniques; les 
differences enregistrees lors des determinations de la concentration d’histamine des 
solutions utilisees sont toujours inferieures a 5 pour cent. 

Le dosage biologique demeurant la methode de reference, nous nous sommes 
attaches a trouver un procede qui nous permette de doser par cette technique l’hist- 
amine integralement presente. Par hydrolyse chlorhydrique, qui provoque une 
rupture de liaisons aussi solides que les liaisons covalentes, nous pouvions esperer 
deplacer l’histamine de son site de combinaison. Comme l’illustre le Tableau 3, nous 
constatons en effet que la quantite d’histamine active biologiquement est beaucoup 
plus importante aprb qu’avant hydrolyse et se rapproche des valeurs trouvees par 
determination de la radioactivite. Ces resultats signifient que l’histamine est bien 
lice a certaines prottines prtsentes dans le milieu d’incubation et que cette combinaison 
se traduit par une perte de l’activite contracturante de l’histamine sur l’ileon isole 
de Cobaye. 

Si a ce stade d’etude, nous affirmons l’existence d’une combinaison entre l’hist- 
amine et certaines proteines seriques, nous ne pouvons pas assurer qu’il s’agisse dune 
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liaison specifique entre l’histamine et la proteine d&rite pr6cedemment,3 puisque 
now travaillons avec des preparations proteiques heterogenes. Nous sommes done 
amen& a suivre l’activite pharmacologique inhibitrice des combinaisons histamine- 
proteine obtenues. Nous constatons d’abord qu’un t5chantillon proteique incapable de 
dissimuler l’activite biologique de l’histamine (done ne contenant pas le facteur 
proteique que nous Ctudions), ne fixe que des quantites minimes de cette amine (0,Ol 
nanomoles). 11 semble de plus exister un certain parallelisme entre l’activite pharma- 
cologique inhibitrice d’une preparation et son affinite pour I’histamine in vitro 
(Tableau 2). 

Mais beaucoup plus convaincant est le fait qu’une preparation proteique ayant 
fix6 l’histamine, presente toujours une plus faible activite pharmacologique inhibitrice 
que l’echantillon initial. La combinaison prot&ne-histamine dissimule done moins 
efficacement l’action contracturante de l’histamine sur l’ileon isoli de Cobaye que la 
proteine native. Toutefois, nous ne pouvons pas justifier tous les phenomtnes; dans 
la mesure ob les incubations sont realisees en trts grand excbs d’histamine, nous 
pouvions esperer que tous les sites actifs de la proteine soient satures et que la com- 
binaison ainsi obtenue ne posstde plus aucune activite pharmacologique inhibitrice. 
Or, nous obtenons toujours une activite inhibitrice residuehe. 

Pour mieux comprendre le maintien de cette activite pharmacologique inhibitrice 
residuelle, mdme apres incubation avec un exc& d’histamine, il faut envisager deux 
possibilites d’action: 

(1) Ou bien la proteine Porte deux sites differents de liaison, Pun pour l’histamine, 
l’autre pour le rtkepteur de I’ileon. L’affinite de la proteine pour les recepteurs mus- 
culaires &ant plus grande que celle de la proteine pour l’histamine, la proteine serait 
attiree preferentiellement par les recepteurs tissulaires. 

(2) Ou bien I’histamine et le recepteur de l’ileon sont en competition pour un mdme 
site, et nous pensons alors qu’au tours de la filtration sur Sephadex G-25 et ii chaque 
plateau theorique, il se produit un deplacement partiel de l’histamine prealablement 
combinke aux proteines. 11 y aurait de ce fait deux sites de fixation de l’histamine sur 
la glycoproteine: (a) un premier labile dont se d&ache l’amine par simple dialyse 
(Durand)g ou par filtration sur gel et qui pourrait entrer en contact avec les kepteurs 
musculaires, (b) un second, plus stable qui ne lib&e l’histamine que lors d’un traite- 
ment plus drastique (relargage, Blectrophorese de zone en gradient de densite, dia- 
filtration). 

Ces deux hypotheses ne s’excluent pas l’une l’autre. Des essais sont en tours pour 
confirmer ou infirmer la premiere Bventualite. 

Par diafiltration, sur une membrane PM 30, des combinaisons histamine-proteine 
isolees par filtration sur Sephadex G-25, nous prouvons deja qu’une fraction de I’hist- 
amine est encore susceptible d’&tre deplacte et que ce phenomene s’accompagne 
(Tableau 4) d’une variation de I’activite pharmacologique inhibitrice de l’echantillon 
retenu. L’affinite plus grande que presente le retenu de diafiltration pour les recepteurs 
de l’ilton n’est pas due a une degradation de la structure tertiaire de la proteine 
rendant certains sites de tixation plus accessibles mais bien a la liberation de sites de 
combinaison prealablement occupes par l’histamine. Si le retenu de ditiltration est 
remis en contact avec I’histamine, nous constatons que les proteines presentes se 
combinent 21 nouveau a une quantite d’histamine Bgale ou voisine de celle initialement 
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fix&e et que cette combinaison s’accompagne toujours d’une diminution de l’activitk 
pharmacologique inhibitrice des prkparations obtenues. 

Ces expkiences de diatitration confirment bien l’hypoth&se de l’existence dans le 
plasma d’une prottine dont les sites de fixation sont d6jja partiellement occupCs par 
l’histamine ou un composC analogue. La ddtermination pharmacologique de l’activitt 
histaminopexique d’un s&rum est en fait le reflet, d’une part de la concentration en 
protkine active de ce strum, d’autre part du nombre de sites libres sur cette prot6ine. 
De faGon plus pratique, on peut dire qu’un plasma contenant un plus grand nombre 
d’unitks qu’un autre peut soit &tre plus riche en prot&ne BtudiCe, soit avoir la mbme 
teneur en un principe actif dont les sites de fixation sont libres. Notons cependant que 
l’absence d’activit6 pharmacologique inhibitrice observke chez certains sujets aller- 
giques n’est pas due g une saturation totale des sites actifs de la protCine puisqu’une 
diafiltration de &rum de tels sujets n’a jamais mis en 6vidence une activit6 initialement 
dissimulke (FCger).4 

CONCLUSION 

A l’issue de ce travail, nous pouvons affirmer l’existence d’une liaison physico- 
chimique entre l’histamine et la glycoprotkine posstdant la propriM pharmacologique 
de diminuer l’activitC biologique de l’histamine sur l’il6on de Cobaye. Nous constatons 
que l’histamine Ii&e & cette glycoprottine Bchappe au dosage biologique. Nous notons 
surtout que l’activitC ,pharmacologique inhibitrice de la combinaison histamine- 
protkine obtenue est toujours plus faible que celle d&erminCe pour la protkine native. 
Cela signifie-t-i1 que la diminution de l’activitk biologique est due ?I la combinaison 
histamine-protdine? Si nous voulons concilier ce travail avec les rkents r&ultats de 
Lebe16 il faut admettre que la protkine 1iCe & l’histamine prdsente alors moins d’affinid 
pour l’ile’on. 

Nous allons maintenant nous attacher g Studier le mkanisme d’action dans la 
cuve B organe is016 au contact de l’ilkon, non plus avec des prdparations protkines 
h&&og8nes, mais avec la protkine pure. 

Prtkisons enfin que la combinaison histamine-prot&ne a BtB observke dans nos 
conditions exp&imentales, c’est-a-dire en pr&ence d’un t&s grand exds d’histamine. 
Ceci repose d’ailleurs le probltme du r61e physiologique de cette glycoprotkine qui 
est prksente ZI une tr& faible concentration dans le plasma et se trouve toujours en 
contact avec des quantitks minimes d’histamine. 

Compte tenu de nos connaissances actuelles, il faut done se garder d’extrapoler les 
rdsultats de nos expkriences, et de faire jouer d’emblbe, & cette glycoprotkine plas- 
matique, un r81e physiologique. 

Rtkumk-Nous Ctudions le facteur plasmatique responsable de la diminution de 
l’activitk biologique de l’histamine sur l’ilkon is016 de Cobaye. Des rkltats expkriment- 
aux apportent des preuves dkfinitives de l’existence de la combinaison entre l’histamine 
et une prottine prksente dans les fractions Ctudiks. Cette combinaison entre l’hista- 
mine et notre glycoprotkine entraine une diminution de l’activitk inhibitrice de celle-ci. 
L’histamine ainsi combinke ne peut plus &tre do& ni par fluorimkie, ni par 
mkthode biologique. Une hydrolyse acide est nkessaire pour la deplacer totalement de 
ses sites de fixation. 
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