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Au cours de ces dernieres annees, Tetude physico-chimique
et biologique des extraits allcrgeniques de poussicre de maison
a fait Tobjet de plusieurs travaux ( i , 3, 7, 8, 15, 16, 17).
Toutefois, il n'est pas encore possible dc tirer des conclusions
definitives quant a la nature, la composition ou le nombre des
allergenes specifiques a ia poussiere de maison. Les divergen-
ces d'opinion a ce sujet s' expliquent en partie par la diversite
cies procedes d'extraction et de purification employes pour la
preparation des extraits allergeniques.

Jusqu'a present, l'etude immunochimique des extraits de
poussieres de maison n'a pas ete approfondie. Cependant, lors
d'examens immunochimiques pratiijues au moyen d'antiserums
prepares chez l'animal, I.ictzc & Reed (8) ont remarque des
reactions croisees entre les antiserums prepares par injection
de deux extraits de poussieres d'origine differente; Philips &
Northey (11), par immunodiffusion, ont mis en evidence la
presence d'au moins .3 composes antigeniques dans chacun des
cin(j extraits choisis, provcnant d'origine differente.

Nous-memes avons entrepris une etude immunochimique des
extraits de poussieres de maison (18) dans le but d'etablir les
ressemblances antigeniques existant entre les differentes frac-
tions allcrgeniques. F,n effet, lors de travaux anterieurs {9-17-
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\()), nous avons differencie sur les plans chimique ct hiologi-
que, plusieurs fractions isolees a partir d'extraits bruts. Deux
cie ces fractions paraissent specialement interessantes a cause
de leur activite allergenique important, mise en evidence par
tests cutanes.

Le present travail relate l'etude du comportement electro-
phoretiquc et immunoelectrophnretique de ces deux fractions
et Tinteret ties renseignements apportes par ces deux techni-
(jues dans l'etude analytique des allergenes.

MATERIEL ET METHODES

Preparation des Extraits. ( T a b l e a u i ) .

Trois kilfis de poussieres de raaison ont ett traites par maceratinn aqueuse a
un pH iegertment alcalin {± 7,5-8), en presence de phenol. Le melange a ete
filtre et la solution, coiicentri-f et dialysee. C'elle-ci a ete simmise a un fractionne-
ment systematique par relargage a diffcreiites concentrations en sulfate am-
monique. Nims avons obtenu ainsi quatre precipites correspondant aux concen-
trations suivantes en Am2S0i; de o a 25 pour cent, de 25 a 50 pour cent, de 50
a 75 pour cent, de 75 a 100 pour cent de saturation. Les precipites separes apres
un repos de 18 h. a 4° C ont ete mis en suspension et dialyses, puis les liquides
non dialysables ont ete additiunnes d'HCl dilue jusqu'a l'obtention d'un pH 3,1.
Les precipites separes apres un repos de 18 heures a 4° C, ont ete seches sous
vide; ils constituent les fractions A. Les liquides surnageants ont ete additionnes
de 4 fois teur volume d'acetone. Les precipites formes apres repos de 18 heures
a 4° C, constituent les fracttons B.

En marge de ce fractiounement systematique, nous avons prncede a deux
verifications importantes:

i) Absence de derives atlergentfiuement acltfs dans les dialysats: Pour ce
faire, toutes les solutions dialysees lors du fractionnement decrit plus haut, ont
ete reunies et traitees par un precipite d'acide benzoique (1, 12, 14, 17). Le pre-
cipite a ete mis en suspension dans I'acetone; apres centrifugation, la phase
acetonique a ete rejetee et le precipite, insoluble dans I'acetone, a ete sulu-
bilise par de I'eau et cette solution portee a pH 3,1. Apres separation du precipite
forme (fraction A^), la solution surnageante a ete traitee par 4 volumes d'ace-
t(}ne, et ce dtuxieme precipite separe {fraction B5}.

2} Precipitation cornptete des allerghies par le retargage au .-ittiiSOi.. a satu-
ration de solution. Pour ce faire, la solution saturee en sulfate ammoiiique ob-
tenue apres separation des precipites, a ete dialysee puis traitee par addition
d'acide benzoique et fractionnee comme il est indique ci-dessus pour les dialysats
{fractions A6 et B6).

5*
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La precipitation an pll de 3,1 et Fadditiim de 4 volumes d'acetone a la solu-
tion jicide sont les conditions decrites precedemment ptiur l'obtention de fractions
tres actives d'allergenes de poussiere de maison (1, 17, 19).

Exainen des Extraits.

l.ors de travaux precedents (17, 19I, nous avons montre que ce systcme de
fr.ictionnement applitjue a des extraits bruts - meme isoles differemment — se-
parait deux types de fractions allergeniquement tres actives et presentant des
caracteristiques chimiques nettemt-rit differenciees.

I.es fractions A, separees au pll 3,1, sont coiistituees d'un melange riche en
substances proteiiiiques. Les fractiims H, separees par addition d'acetune a une
solution acide, snnt vraisemblablement de nature gluct)prr»tcinique. Le Tableau 2
reprend les valeurs moyennes des consliluanis chitniijues etablies pour ces groupes
di- fractions (17, 19).

TAHLEAr 2
Rrsttllats des .Intilysrs C.htmt'jttrs.

Azote organique
Azoteprecipittiblr par Ac. TCA*

par Ac. PT«*
niffert'nci-
Reductiurs (eji glucose)

Directs
Apres h>drolyse acide

Difference
R. Totaux

N. Organique

Frac lions B

8.5

5.4
7,6
2 , 1

1.9

9.1

7.2

Franions A

5.7

O o

5.2

4.7

4.5

29,7
25,2

5.2

Les resultats sont dn[ines fii pour cenl du poids d'extrait sec. Les chiffres indi-
qiK's represeirteut la valeur moyenne des dosages effectues sur differentes frac-
tions. - * Acide tiich!oraceti«iLie. - •* Aclde phosphotuiigstique.

L'etude ilinir/ue des deux groupes dt- fractions a ete effectuee par intradcrmo-
reactions chez des individus sains et allergiques. Elle revele que les fractions A
ont une activite allergenique au mnins egale a celle d'un extrait commercial de
reference' et que les fractions B sont beaucoup phis actives (9, 19).

Les tests cutanes pratiques chez des individus allergiqiies indiquent qua la
fraction B5 (isolee a partir des dialysats) lie renferme pas de composes allergeni-
ques decelables a la concentration habituellement utilisee avec des extraits aller-

' « Extrait de la poussiere tie maison » de I'lristilut Pasteur, Paris.
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geiiitiues de poussieres, pour faire apparaitre une reaction positive chez les memes
personnes.

Par contre, la fraction B6 (non precipitee par Am::SOi a saturation de la
soluti()n) renferme un certain pnuvnir allergenique; le nombre d'individus
testes n'est cependant pas suffisant pour etablir une C{>rrespondance entre I'ac-
tivite de cette fracti(in et celle des autres fractions B.

Technique eleetrophoretique. Les examens electrophoretiques ont ete pratiques
sur gel d'agar tamponne a pH 8,4 par une solution de vernnal (20). Une inten-
site de courant de 15 mA par plaque a etc maintenue pendant 25 minutes. Les
composes polypeptidiques separes ont ete determines par le reactif a l'amido-
schnarz.

Preparation des imtttunserutus. Deux lots de cinq lapins ont ete traites, I'un
par injections d'extrait A, l'autre par injections d'extrait B. Quatre injections
snus-cutanees ont ete pratiquees de sept en sept jours alternativement dans les
quatre pattes. Chaque injection contenait 2 mg d'exrait en suspension dans un
melange i parties egales de tampon phosphate pH 7,2 et d'adjuvant de Freund.'
Sept jours apres la derniere injectinn sous-cutanee, les lapins ont rei;u une in-
jection intrapedtoneale de 2 mg d'extrait en solution dans le tampon phosphate
pH 7,2 sans adjuvant de Freimd. Le ueme jour apres cette injection, i ml de
sang a ete preleve a la veine marginale de l'oreille et teste par la technique de
double diffusion (Ouchterlony) (10) afin de mettre en evidence la presence
d'anticorps dans les serums. Cette recherche etant positive, les lapins ont ete
saignes et les scrums conserves separement a —20° C.

Technique iininunoelfctrophoretique. Les examens nnt ete pratiques selon la
technique chissique d'immunock-ftrnphorese en gel d'agar (13).

Le gel a ete coule sur les plaques au moment de I'emploi {2 ml par plaque) ;
le tampon cboisi etait une solution de Vernnal a pH 8,2. La difference de po-
tentiel appHquee aux deux extrcmites des plaques (75 mm) etait de 40 V; la
duree de migration, de 25 minutes.

Apres developpement electrnphnretique, l'antiserum a ete depose dans les
tranchees pratiquees dans I'agar et les plaques placees 15 a 18 heures dans une
chambre humide a la temperature de 20° C. Apres lavage des plaques dans le
serum physioliigique, les arcs de precipitation antigene-anticorps ont ete reveles
par le reactif a I'amidoschwarz.

Les solutions d'allergenes et les immunserums ont ete deposes dans le gel
selon ie schema iridi(]ue ci-dessous (Fig. 1).

E X A M E N S E T R E S l ^ L T A T S

A) Exa m ens HI eel rophorctiqiics.

a) Les examens directs pratiques sur les differents extraits
A et B prepares suivant Ic procede decrit au Tableau i, revc-

' Bacto adjuvant complete 163860 - Difco.
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Fig. I.
Prnpnrtinns respectives des extraits allergeniques et des antiserums Inrs de

examens immuno-electrophnretiques. Les deux distributions suivantes ont ete
employees.

a) quaritites d'allergene deposees: les alveoles 1-3-5 '̂>nt remplies respective-
ment i fois, 3 fnis, 5 fnls par le meme allergene (snl. ;o mg/ml).

- quantites d'antiserum deposees: 0,03 ml et 0,05 ml du meme antist'rum sont
deposes respectivement dans les tranchees A et B.

b) quantitcs d'allergene deposees: les alveoles 1-3-5 '̂ ""'̂  rempiies respective-
ment 3 fois, 5 fois et 3 fois par le meme allergene.

- quantites d'antiserum deposees: 0,03 ml de deux antiserums differents srint
deposees dans les tranchees A et B.

Lors de la migration eleetrophoretique, le pole p{>sitif est a gauche du cliche.

K( Bvwtl purification

Q 3/« i p r i i purification

Raclion s^parec a pH 3.1
lors dt la purlticallon

Fig. 2.
Enregistrement de la coloration obtenue par l'amido-schwarz apres migration
eleetrophoretique de la fraction B % avant et apres purification et de la fraction

separee a pH 3,1, lors de la purification.



A 3/,

Enregistrement de la rolnration nbteniie par t'amido-schwarz apres migration
electrnphoretique des differentes fractions A.

lent Tcxistcncc de tlcux jrroupes de fractions: lc groupe des
fractions A contenant plusieurs composes fortemcnt colores
par raniidoschwar/. et le groupe des fractions B faiblenient
colorees. Une precipitation uni()ui: ne separe pas coinplctcment
les fractions A ties tractions B; les fractions B contiennent des
traces des constituants caracteristiques des fractions A {V\g. 2).

b) I,es fractions A et B ont ete a nouveau traitees par pre-
cipitation au pH 3,1 puis par addition d'acetone.

A Vexamen des fractions puvifices, on constate une nieJl-
leure differenciation des caracteristiques electrophoretiques
des tractions A et B, principalement en ce qui concerne les
fractions H (Fig. 2).
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Caractt'ristiqucs I'lcctrnphori'ti/jite.^ dcs differentes fiactinns.

Fractions A: Ie reactif a raniinoschwar/. fait apparaitrt;
plusieurs bandes electrophoretiques.

Qiioi(iue les 4 fractions A tlonnent ties images trc's seni-
hlahles, les differences suivantes apparaissent (Fig. 3) :

- la fraction J '/4 contient deux composes proteiniques mi-
L r̂ant vcrs Tanodc et revelahles avec la niemc intensite.

- ia fraction .-i '/2 rentermc principalement le compose pro-
teinique migrant rapidement vers l'anode.

- dans la fraction A •V4, le reactif a raniidoschwar/. revele
en plus ties composes anoditjues rencontres dans les autres frac-
tions, deux composes de moindrc importance, mii^rant vers la
cathoile.

- dans la fraction A satiir., le reactif a Tamidoschwar/., ne
revele qu'une faible bande anodique.

Fractions B: le reactif a raniidoschwar/, fait apparaitre une
bande legerement coloree, diffusant de part et d'autre de la
ligne (.le depart, principalement vers Tanode (Fig. 2).

B) Examens Immunoi-leclrophon't'Kjttes.

Un lot de 5 immunserums anti-fractions A (ASA) ct un lot
de 5 immunserums anti-l'ractions M (ASB) ont ete obtenus.

a) Comparaison des immtinseriims. Les ASA ont ete testes
en presence d'une fraction A ct tl'une traction B. I.es tnemcs
essais ont ete pratiques pour les ASB.

De Texamen dcs immunoelectrophorc'ses, on peut tirer les
observations suivantes:

I ) I.es i lapins immunises par la fraction A ont donne des
reponses inimunologiques peu tlifterentes entre elles, si Ton
n'envisage que le nombre d'anticorps formes. II en est de
meme pour les -; lapins immunises par la fraction B.

2) Les /ones de precipitation inimunoelectropboretiques ob-
tenues avec les serums anti A au contact des fractions A sont
trc's differentes de celles ohtenues avec les serums anti B au
contact des fractions B (Fig. 4 a-d) .

3) Les immunserums anti B reagissent avec les extraits A
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ASA

ASB

A B
Fig. 4.

Zones de prtcipitatii.ri immiuioelectrtiphoretiques dcs fractions A et H ;iu crintact
des serums ASA et ASB. Pour la disposition des allergenes et des serums,

cfr. Fig. ia.

et les iniiiiunserunis anti A avec les extraits B en donnant des
diagramnies immunoelectrophoretiques differents (Fig. 4 b-c)
de ceux observes pour ces serums avec les extraits antigeniques
homologues (Fig. 4 a-d) .

b) Examen des differentes fractions A. Les fractions A ont
ete testees en presence d'anti-scrunis ASA et ASB (Fig. 5).
Les resultats de ces essais sont les suivants:

1) Les zones de precipitation formees au contact de ces
deux serums presentent des differences importantes.

2) Les differentes fractions A sont antigeniqucment peu
differentes entre elles, a Fexception de la fraction A '4 pour
laquelle la ligne de precipitation Ia plus catbodique n'est pas
visible.

3) L'arc de precipitation dans la region de Talbumine est
tres important; cet arc anodique n'est mis en evidence que par
les ASA dans les conditions de concentration etudiees.

c) Examen des differentes fractions B. Les fractions B ont
ete testees en presence d'antiserums ASA et ASB (Fig. 6).
Les resultats de ces essais sont les suivants:

I) Les zones de precipitation obsorvees au contact de ces
deux serums presentent des differences importantes.
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ASB

ASA

ASB

ASA

Ziines de prt-cipitatinii immiinnelectrophoretiques des differentes fractirins A au
contact dfs serums ASA et ASli, Pour b disposition des allergenes et des serums,

ctr. Fig. ill.

2) Les differentes fractions B sont constituees de melanges
d'antigenes.

3) Les ASB revclent dans les fractions B une zone de pre-
cipitation tres importante au niveau du point de depot electro-
pb()reti(iuc. Deux arcs plus fins se remarquent egalement: l'un,
tres leger, dans la zone anodique, l'autre a tres grand rayon
de courbure, dans la zone catbodique. Ces 3 arcs, nettement
visibles, sur les inimunoelectropboreses, se retrouvent dans
toutes les fractions B testees, mais en proportions differentes.

Dans (luelques rares fractions B, Tare catbodique est tres



ASB

ASA

B3/, ASB

ASA

B sat.
ASB

ASA

B6

Fig. 6.
Zijiies (ie prt'cipitatioii immll^loek•ct^llphl.reti(j|]e^ dcs differeiitts fractirins H nil
cmit;u't des st-riims ASA ct ASH. P.iur l;i disp(isitio]i dts aik-rgedes ft des serums,

cfr. Fig. ill.

difficilenicnt detectable (Fig. 7 c) , par contre, il est toujours
assez important dans les fractions B separees pour des concen-
trations en Ani,SO4 superieures a 75 pour cent de saturation
(Fii;. 6, fractions IJ satur. ct B6) .
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b «

Fin- 7-
Zotifs t!e precipitatitin immiirioelectniphorttiijiies {ibservees au contact d'un ASB.
a) pour line fraction B a frequence elevee de tests cutanes positifs chez des indi-

vidus non allergiques.
b) pour la meme fraction B apres reprecipitatinn.
c) pnur uiif fraction H isolt'e d'un lot de p<)ussieres different.

Les 3 examens immunoelectrophoretiqutfi ont ete pratiques avec les memes
quantites d'extraits et dt serum,

4) Les ASA I'ornient plusieurs /.ones dc precipitation au
contact tics fractions B. I/intensite relative de ces zones varie
d'line fraction ii Fautre. Pour certaines fractions 15, les images
inuiuinoelectrophoretiqucsdes /ones de precipitation sont iden-
ti(iues au contact des ASA et des ASB (Ki^. 4 c—d).

I N T F. R E T I) F. L' E T I' n E I M M I" N () C II I M I Q U E

()utrL- I'etutle coinparati\'e ilcs fractions A et li, les miniun-
scriinis pcrmettent de resoudre certains prohlcmes d'ldentite
d'allergenes et tie coril irmer ties conclusions tirees des examens
chimH]iies ou physico-chimit]ues; les observations suivantes de-
coulent d'essais de precipitation antigene-anticorps.

a) Les fractions H isolees tie certains lots de poussic'res
montrent lors tl'essais imniLinothiniu|ues un aî c tie precipita-
tion tlans la region nettement cathotluiue (Fig. 7 a) . Cet arc
disparait h^rsijue ces extraits sont soumis a des precipitations
successives (Fig. 7 b) ; or, ces fractions B, presentant un arc
cathodique important, donnent ties reactions cutanees positives
chez des intlividus non allergitjues avec une plus grande fre-



Fig. S.

Zones de precipitation immunoclcctniphoretiques de deux fractions A d'origine
differente ait contact d'un ASA epuise « in vitro » par de Falbumine humaine.

Tyrosine

30-

a.

% 20--

Q.

in
di

E 10-

150 20050 100
Albumine ajoutee

Fig. Q.

Dosage des proteines dans les complexes antigeiies-anticorps precipites par ad-
dition de qnantites croissantes d'alburnine humaine (Bchringwerke) a un ASA.

quence (19) que les extraits ne contenant pas cet antigene
cathodique (Fig. 7 c).

b) 2 fractions A isolees a partir de poussieres d'origines
tres differentes ont ete testees au contact du meme anti-serum:
les zones de precipitations immunoelectrophoretiques sont
superposables (Fig. tS).

c) L'observation d'un arc de precipitation important au
niveau de l'albumine lors de I'examen des fractions A, a ori-
ente les recherches vers l'etude de la similitude du compose
antigcnique ainsi revele et de l'albumine humaine. Les anti-
serums ASA precipitent l'albumine humaine aussi bien dans les
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C

Fig. 10.
Zones de precipitalion irnmiiiKjelectrophoretiques:

a) de ralbtimine humaine (Hehringwerke) au cuntact d'un ASA,
b) d'une fraction A au contact d'un ASA,
c) d'une fraction A au contact du meme ASA epuise « in vitm » par df l'albu-

mine humaine.

essais « in vitro » (Fig. 9) que k)rs crexamcns iinnuinuelcctro-
phoretiques (Kig. 10). Des essais de similitucle par double dif-
fusion en agar selon la methode d'Oia'htcrlony (10) ont
montre un arc continu de precipitation. Ces essais inimuno-
chimiqiies confiriiient la presence d'elements luimams dans les
extraits de poussicres ile maison {4).

d) Les immunserums ont permis egalement d'envisager la
similitude antigenique entre les differents allergenes, tels, par
exemple, les extraits allergeni(iues tie squames humaines, et de
poussieres de maison {4).

n i s c u s s i O N

Les etudes eleetrophoretique et immunoelectrophoretique
des fractions separees d'extraits de poussieres de maison par
precipitation au pH de ,l,i (tractions A) d'une part et par
adtlition d'ucetone au milieu acide (fractions B) d'autre part,
ont permis d'etablir que ces fractions, presentant des caracte-
ristifjues chimiques et biologiques differentes, se differencient
egalement sur le plan antigeni(iue.

Les caracteristiques chimicjues de ces deux groupes de
fractions ont ete detaillees et discutees dans un precedent
travail (17-19). Elles nous permettent de penser que les
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fractions A sont principalement tie nature proteinique et
les fractions H tie nature glucoproteinique. Les activites biolo-
giques ont ete determinees chez des individus allergiques et
non allergiques a differentes concentrations; elles sont superi-
eures a celle d'un extrait de reference (Pa.itciir) (9, 19).

Nous tliscuterons:
1) la rc^partition ties tractions A et B en fonction tie Ia

concentration en AnuS()4 necessaire a leur relargage,
2) les difterences electrophoretiques et immunoelectropho-

retiques obser\'ees entre les fractions A.
,̂ ) les differences electrophoretiques et immunoelectropho-

retiques observc'es entre les fractions B,
4) la comparaison des anticorps presents dans les ASA et

les ASB,
5) l'interet de rimmunot'himie appliquee a l'etude analyti-

que des allergc^nes.

T) La plus grande partie ties composes precipitables au
pH de ,3,1 {tractions A) est rclarguee pour tics concentrations
en Am,S()4 inferieures a 50 pour cent, tandis que les composes
plus solubles, precipitables par I'acetone en milieu acide (frac-
tions B) sont relargues pour des concentrations en Am.SO4
comprises entre 25 et 100 pour cent de saturation de la solu-
tion.

Les rendements en ces tliffercntcs fractions varient legere-
ment tl'un lot de poussieres a Pautre. Deux faits se remarquent
cependant avec une certaine Constance: l'absence dc fraction B
dans l'extrait precipite pour une concentration en AnuSO4 in-
ferieure ou cgale a 25 pour cent tie saturation de la solution
et un rendement important de fraction B pour des concentra-
tions t;n AnuS()4 comprises entre "̂50 et 80 pour cent de satura-
tion. Ceci est en accord avec ties observations precedentes (4).

Notons que la fraction isolee par Bcrrctis & Young a pH
3,1 ( i ) presente une activite biologique identique a celle de
nos fractions A; par contre, celle isolee par Elias et coll. (7)
a pH ], en presence tie chlorurc de cetyl-pyridine, ne presente
pas d'activite allergenique.



Certains auteurs (7) considcrent que le rendenient obtenu
par la precipitation au Am.SO* est superieur a celui obtenu
parracidebenzoi(_]ue. Notre experience confirnie que cette pre-
cipitation n'est cependant pas complete (2) et qu'un traitement
ulterieur par l'acide ben/oique de la solution dialysee, entraine
eneore des composes allergeniques (fraction B6). Une etude
chimique, biologique et immunoelectrophoretique de la frac-
tion B6 nous parait necessaire pour etablir avec certitude la
similitude entre cette fraction B et les autres fractions B et
determiner s'il est important ou non d'en tenir compte lors
de la preparation d'un extrait allergenique de poussieres de
maison.

L'absence de pouvoir allergeni(]ue dans le dialysat est en
accord avec les resultats de plusieurs auteurs (5, 6, 7). Cette
fraction B5, isolee a partir des dialysats, est incolore, aller-
geniquement inactive et privee de propriete antigenique chex
Ie lapin. L'isolenient d'une fraction allergeniquement inactive,
constituee par une poudre blanche, ne nous parait pas une ob-
servation suffisante pour entreprendre une discussion sur le
point de savoir si un extrait allergenique est necessairement
un produit dcVivant d'une reaction de Maillard et des lors
colore (2, 7).

2) L'examen chwlrophorctiquc met en evidence l'hetero-
geneite de toutes les fractions A. Celles-ci sont constituees de
melanges de composes polypeptidiques facilement revelables
par le reactif a Tamidoschwarz (4, 17, 19).

Malgre la similitude de composition chimique de ces frac-
tions A (17), la proportion des constituants separes par elec-
tropborese varie en fonction des concentrations en AnuSO^
utilisees pour les relarguer; les fractions A separees par des
concentrations interieures a 25 pour cent ne renferment pas
de compose tres cathodique.

L'examen immunoelectrophoretique conflrme l'beterogenei-
te de ces fractions, et l'absence de derives antigeniques migrant
rapidement vers le cathode dans la fraction separee par une
concentration en AmaSOi inferieure a 25 pour cent de satura-
tion.

(1 Ai'ta Alk reologii'a, XXI, i



R2

3) L'examen electrophorclique ne permet pas de deceler
plusieurs composes differencies dans les fractions B. Pour une
quantite importante d'extraits, lc reactif a raniidoschwarz ne
fait apparaitre qu'une bande faiblenicnt coloree et diffuse.
Cependant, la faible coloration de cctte fraction sous Taction
de l'aniidoschwarz d'une part, et, d'autre part, la dispersion
electrophoretique du compose revelable ont fait presumer a
Berrens que Tallergcne etait vraisemblablenient un melange
de mucoproteines de compositions chimiques tres voisines (2) .

L'examen himimoclcclrophorctique des fractions B ri'vele
que ces fractions sont des melanges de composes presentant
des caracteristiques antigeniques differentes. Le nombre des
composes antigeniques et la proportion respective des zones
de precipitation varient d'une fraction a l'autre, en fonction
de la concentration en Am^SO^ utilisee pour les separer. D'une
fa^on generale, les fractions les plus solubles (necessitant pour
leur separation une concentration elevee en Am^SO*) renfer-
ment une plus grande proportion de l'antigene de migration
cathodique.

La zone de precipitation la plus importante dans toutes les
fractions B se situe au niveau du point de depot electrophoreti-
que. Cet arc correspond vraisemblablement au compose revele
par l'amidoschwarz lors des examens electrophoretiques.

Des essais sont en cours pour determiner si « I'allergene »
peut s'identifer a ce compose antigenique chex le lapin, faible-
ment revelable par le rcactif a Tamidoschwarz et de migration
electrophoretique lente et diffuse. Ces essais doivent egale-
ment etablir si les composes antigeniques reveles plus faible-
ment, ont un pouvoir allergenique chez Thomme.

II reste a determiner si les antigenes secondaires mis en
evidence dans les fractions B proviennent de la presence de
traces de fractions A. Notons a ce propos que Tare secondaire
anodique se remarque toujours dans les fractions B meme
apres plusieurs purifications par precipitation au pH 3,1 puis
par l'acetone.

4) Les examens directs pratiques par la methode d'Ouch-
terlony sur les ASA et les ASB en vue de detemiiner une simi-
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litude entre certains anticorps presents dans ces deux anti-
serums ne nous ont pas perniis de tirer des conclusions, les
images etant trop complexes par suite de la presence de nom-
breux anticorps. En effet, nos essais nous ont permis de de-
nombrer au moins 6 arcs de precipitation en mettant en pre-
sence antiserum A et fraction A.

Lors d'essais semblables, Philips & Northey ( i i ) n'obtien-
nent pour chacun des cinq extraits bruts choisis, que 3 arcs de
precipitation. La difference dans le nombre d'anticorps trou-
ves par ces auteurs et par nous-memes, peut s'expliquer par
plusieurs remarques: nous avons observe que des composes de
migration electrophoretique differente donnent par la techni-
que d'Ouchterlony un seul arc de precipitation; d'autre part,
certaines separations sont plus completes par la methode
d'Ouchterlony lorsque I'antiserum est depose plusieurs heures
avant l'extrait antigenique. Les differences individuelles dans
la reponse immunologique des animaux traites peut expliquer
egalement cette difference dans le nombre d'anticorps formes
par injection d'extraits de poussieres. Jusqu'a present, tous les
extraits testes provenant de poussieres d'origine differente,
mais prepares selon le meme proccde, donnent les memes
images immunophoretiques (Fig. 8) avec parfois de tres le-
geres differences dans les proportions relatives des arcs cie
precipitation antigene-anticorps. Par contre, les extraits de
Philips et Northey, au contact d'un immunserum autre que
leur homologue, ne presentent qu'une seule zone de precipita-
tion.

Le fait que les ASB reagissent avec les fractions A peut
s'expliquer soit par la presence des composes antigeniques de
la fraction A dans la fraction B jnjectee aux lapins, soit par
la presence dans ces fractions de composes legc'rement diffe-
rents mais de caracteristique antigenique identique. La pre-
sence de composes caracteristiques de B dans A s'expliquent
par une coprecipitation de la fraction B entrainee dans la frac-
tion A (4) .

Les arcs de precipitation observes lors des immunoelectro-
pboreses presentent pour la plupart des rayons de courbure
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tres grands, ce qui laisse supposer que les substances antigeni-
ques correspondant a chaque arc sont des melanges de compo-
ses de proprietes antigeniques scmblables et de proprietes elec-
trophoretiques differentes.

5) La preparation d'immunserums et l'examen inimunoelec-
trophoretique ouvrent la voie a I'etude de la similitude antige-
nique de differents extraits allergeniques. Les essais pratiques
sur les extraits de poussieres, I'albuniine et les squames hu-
maines montrent la presence de composes antigeniques sembla-
bles dans la poussiere et les squames. Ces essais sont les pre-
miers d'une investigation approfondie sur les correspondances
chimiques et antigeniques existant entre les differents aller-
gencs.

CONCLUSIONS

Un fractionnement des poussieres de maison, faisant appel
a la precipitation au point lsoelectrique et a la precipitation
par addition d'acetone a la solution acide, fournit 2 genres
de fractions allergeniquement actives: les fractions A, cie na-
ture principalement proteinique et les fractions B, de nature
mucoproteinique (17—19).

Les fractions A sont precipitees pour des concentrations en
Am:,SO4 lnferieurcs a 50 pour cent de saturation, tandis (]ue
les fractions B precipitent entre 30 et 85 pour cent.

Les examens electrophoretiques et une etude lmmunochinii-
que experimentale pratiques sur les fractions nous permettent
de tircr les conclusions suivantes:

I ) Les 2 groupes de fractions correspondent a 2 groupes
distincts sur le plan de rimmunochimic.

a) Les imnuinserums obtenus par injection d'extrait B con-
tiennent des anticorps differents de ceux obtenus par injection
d'extrait A;

b) a rimmunoelectropborese, les reactions des fractions A
et B sont tliflerentes, (]u'ellcs soicnt au contact tie serum anti
A ou de serum anti B.

2) L'examen electrophoretique indique que les fractions A
sont des melanges de composes polypeptidjques. L'examen
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immunoelectrophoretique nous montre que ces fractions ren-
ferment de nombreux composes antigeniques qui sont, pour la
plupart, de migration lente ou anodique. Cependant, dans
toutes les fractions A, sauf celles separees pour des concen-
trations en Am.SOi inferieures a 30 pour cent, on remarque
egalement une zone de precipitation cathodique a grand rayon
de courbure.

3) L'examen electrophoretique des fractions B ne fait ap-
paraitre qu'une faible bande tie migration lente.

L'examen immunoelectrophoretique nous montre plusieurs
zones de precipitation, mettant ainsi en evidence l'heterogenei-
te des fractions B. La zone de precipitation la plus importante
se situe au point dc depot.

4) Des essais de similitude pratiques entre les extraits de
poussieres, les squames humaines et l'albumine ont revele
ti'une part. la presence d'albumine humaine dans les fractions
A et d'autre part, des redactions immunochimiques croisees en-
tre les fractions B des poussieres et des squames humaines (4).

5) Des essais sont en cours en vue de tieterminer si les
composes antigeniques chez le lapin correspondent aux com-
poses responsables d'une activite allergenique chez l'homme.
Quelle que soit la reponse a ce probleme, rinimunochimie ex-
perimentale reste une technique indispensable dans I'etude
analytique approfondie du coniplexe « allergene » de pous-
sic-res de maison.

RESUME

Un fractionnement base sur la precipitation par addition de
quantites croissantes de Am2SO4, par precipitation au pH de
3,1 et par addition d'acetone a ete appliquc' a un solute ex-
tractif de poussieres de maison. Les fractions separees par ce
procede se classent en deux categories: les fractions proteini-
(jues precipitees au point isoelectrique de 3,1 et les fractions
mucoproteinicjues precipitees par Facetone.

L'examen electrophoretique et I'etude immunochimique indi-
(juent que ces fractions sont des melanges contenant des com-
poses antigeniques propres a chacun des 2 groupes.
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La repartition de ces composes en fonction des conditions
de separation des fractions est envisagee de meme qu'une
etude immunochimique comparative de differents extraits aller-
geniques.

SUMMARY

A fractionation based upon precipitation by addition of
increasing): amounts of AnuSO^, precipitation at pH 3.1, and
by addition of acetone has been applied to a house dust ex-
tract. The fractions separated by this procedure are classified
according to two categories: the proteinic fractions, preci-
pitated at the isoelectric point 3.1, and the mucoproteinic frac-
tions precipitated by acetone.

The electrophoretic examination and the immunochemical
study show that these fractions are mixtures containing anti-
genic compounds pertaining to each of the two groups.

The rates of those antigenic compounds according to the
separating conditions of the fractions are considered. Tbe
interest of immunserums preparation is emphasized by a com-
parative immunochemical study of various allergenic extracts.

L'auteur remercie le Dr, Salmon et le service du Professeur van Cauwenberge
pour les conseils regtis au cours de ce travail, le Dr. Monard et le service du Pro-
fesseur Lambrechts pour le testage clinique des extraits.
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