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RI~SUMI¢, SUMMARY 

Un dosage radio-immunologique des anticorps de classe IgG a 6t~ mis 
au point et utilis6 pour mcsurer les anticorps antipollen de gramin6es 
dans le sdrum humain et dans des prrparations d'immunoglobulines 
~t usage thrrapeutique. Dans cette mrthode, l'allerg~ne est coupl6 cova- 
lentement a un support solide et les anticorps IgG sont r6vrlds par la 
protrine A, marqude a l'iode 125. Le taux des anticorps mesur6 dans 
le srrum de sujets ayant subit une immunothrrapie, est significative- 
ment plus 61ev6 que dans une population t6moin. Le taux des anticorps 
antipollen de graminres a 6t6 mesur6 dans des solutions d'immunoglo- 
bulines h usage thdrapeutique. Ces taux sont, en moyenne, de 5 h 15 fois 
ceux observds dans un pool de srrum pris comme rdfrrence. Lorsque 
ces mrthodes de dosage sont appliqu6es h des prdparations d'immuno- 
globulines fractionn6es selon un procrd6 utilisant l'acide caprylique, 
des taux d'anticorps de 15 h 30 fois sup6rieurs h ceux du sdrum de 
rdfdrence, sont obtenus. 

Evaluation of anti-gras pollen lgG antibody levels. Use in dosing serum 
and immunoglobulin preparations for therapeutic usage. - A radioim- 
munologic dosing method for IgG antibodies has been deve- 
loped to measure anti-grass pollen antibodies in human serum in 
immunoglobin preparations for therapeutic use. In this method, the 
allergen is covalently bound to a cellulose matrix and IgG antibodies 
are demonstrated using protein A tagged with iodine 125. The antibody 
serum level in patients who had undergone immunotherapy was signi- 
ficantly increased as commpared to the control population. The anti- 
grass pollen antibody level was measured in immunoglobin solutions 
for therapeutic use. These levels were, on the average, 5 to 15 times 
greater than that in the serum pool used as control. When these dosing 
methods were performed on fractionated immunoglobulin prepara- 
tions with a procedure employing caprylic acid, the antibody levels 
obtained were 15 to 30 times greater than the control serum. 

La mesure du taux des IgE specifiques d'un allerg6ne 
s'est r6v616e 6tre particul~rernent utile chez les 
patients souffrant d'allergie. Cependant, les IgE ne sont 
pas les seuls anticorps impliques dans la reconnais- 
sance des motifs antig6niques des allerg~nes, d'autres 
classes d'immunoglobulines sont concern6es, en parti- 
culier les IgG [10]. Des 6tudes r6centes ont montr6 que 
le taux s6rique des IgG sp6cifiques des allergOnes s'61e- 
vait lors de l'immunoth6rapie [2, 4, 14, 15]. D'autre 
part, ces anticorps sont capables de bloquer la r6action 
allergique en entrant en comp6tition avec les IgE pour 
l'allergene [10]. L'616vation du taux des anticorps IgG 
est donc d'un grand int6r6t comme crit~re biologique 
de l'efficacit6 de l'immunoth6rapie [2, 4, 1 1]. De plus, 
le transfert passif d'IgG purifi6es s'est r6v616 6tre une 
m6thode therapeutique efficace pour prot6ger les 
malades des effets pathologiques dus a l'injecti0n de 
certains allerg~nes, en par t icul ier  les venins  
d'abeille [9]. Darts cet article, nous d6crivons une nou- 
velle m6thode de mesure des anticorps IgG sp6cifiques 
d'allergOnes du s6rum humain. Cette m6thode est 

appliquee au dosage des anticorps antipollen de grami- 
n6es, pr6sents dans le s6rum humain et dans des pr6pa- 
rations d'immunoglobulines a usage th6rapeutique. 

MATI~RIEL ET MI~THODES 

Le pool de sdrum utilis6 comme rdf6rence, a 6t6 
obtenu en mdlangeant 1 ml de s6rum de 100 donneurs 
volontaires du Centre National de Transfusion San- 
guine (Paris). Les sdrums de 25 patients, ayant subit 
pendant 12 mois minimum une cure d ' immunoth& 
rapie nous ont 6t6 adress6s par divers h6pitaux de la 
rdgion parisienne. Les immunogl0bulines examindes 
avaient 6t6 purifides, suit par le fractionnement 6tha- 
nolique habituel, suit selon un procdd6 d6crit par Stein- 
buch et coll. [ 13] comportant un stade de pr6cipitation 
par l'acide caprylique. Les disques de papier sur les- 
quels ont 6t6 couplds les allerg~nes ont 6t6 obtenus suit 
commercialement (Pharmacia), suit pr6par6s par acti- 
vation au bromure de cyanog~ne. Dans ce cas, les aller- 
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g~nes fix6s 6taient soit des extraits de pollen de Dac- 
tylis glomerata ou de Phleum pratense (D r B. David, 
Institut Pasteur). La prot6ine A du staphylocoque dor6 
(Pharmacia) a 6t6 marqu6e a l'iode 125 par la chlora- 
mine T. La prot6ine radiomarqu6e a 6t6 s6par6e de 
l'iode 125 par gel filtration sur Amberlite. L'activit6 
6tait en moyenne, de 6 000 cpm/ng de prot6ine. 

l~valuation du taux des IgG antipollen de phl~ole et de 
dactyle 

Les s6rums ou les immunoglobulines sont dilu6es 
en tampon phosphate 0,01 M pH 7,2 contenant 0,15 
M de NaC1, 0,5 % de Tween 20 et 1%+d'albumine 
bovine purifi6e (Armour). 100 p.1 de dilution de serum 
ou d'immunoglobulines sont incub6s avec los disques 
pendant 3 heures a 20 °C dans des tubes plastiques. Les 
disques sont lav6s trois lois en tampon phosphate 
contenant 0,15 M de NaC1 et 0,5 % de Tween 20, 50 ng 
de prot6ine A radiomarqu6e (5 laCi/I.tg) sous un 
volume de 100 gl sont ajout6s aux disques. Apr~s une 
incubation de 18 heures /t 20 °C, les disques sont ~t 
nouveau lav6s trois lois en tampon phosphate (NaC1 
0,15 M et. 0,5 % de Tween 20) et la radioactivit6 incor- 
por6e ~t la phase solide est mesur6e. Los rdsultats sont 
exprim6s en pourcentage de radioactivit6 fix6e sur le 
support par rapport ~ la radioactivit6 introduite dans 
la r6action. 

RI~SULTATS 

Obtention de la courbe de r6f6rence 

Une courbe d'allure sigmoidale est obtenue en expri- 
mant l'inverse de la dilution du pool de s6rum en fonc- 
tion du pourcentage de prot6ine A fix6e par les IgG 
ayant r6agit avec lesallerg~nes des extraits de pollen 
de phl6ole ou de dactyle (fig. 1). 
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Fig. 1. - Pourcentage de fixation de la protgine A par les anticorps IgG antipollen 
de dactyle, en fonction de l'inverse de la dilution du s6rum de r6f6rence. 
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Fig. 2. - Taux d 'IgG antipollen de dactyle chez 25 sUjets ayant subit une cure de 
d6sensibilisation depuis plus d 'un an. Taux observ6s chez 50 sujets donneurs 
de sang. 

Des courbes d'aspect similaire a la courbe de'r6f6- 
rence sont obtenues dans une large gamme de dilutions 
avec des s6rums normaux ou pathologiques. Par 
convention, le pool de s6rum de r6f6rence contient 
1 unit6 d'anticorps IgG antipollen de gramindes/ml. 

Mesures effectu~es darts des s~rums individuels 

Les taux d'anticorps IgG antipollen de phl6ole ant 
6t6 mesurds par cette m6thode chez 25 sujets allergi- 
ques soumis depuis plus d'un an/~ une cure de ddsensi- 
bilisation. Les taux obtenus sont compris entre 
0,8 U/ml et 4 U/ml avec une valeur moyenne de 
2 U/ml (fig. 2). Chez 50 sujets donneurs de sang pris 
comme population tdmoin, le taux a 6t6 en moyenne 
de 1 U/ml, valeur significativement diffdrente de celle 
des sujets d6sensibilis6s (fig. 2). 

Comparaisons du taux des IgG antipollen de phl6ole 
et de dactyle darts un m~me s~rum 

Los r6sultats obtenus avec 51 s6rums sont donn6s 
dans la figure 3. I1 existe une corr61ation positive entre 
los taux observ6s pour los deux pollens de gramin6es 
(r = 0,72). 

Mesure du taux des IgG antipollen dans les solutions 
d'immunoglobulines th~rapeutiques 

Si l'on dilue des solutions d'immunoglobtllines th6- 
rapeutiques, on obtient des courbes d'aspect similaire 
/~ celles pr6c6demment observdes avec les s6rums nor- 
maux ou pathologiques (fig. 4). Connaissant les 
concentrations prot6iques dons los dilutions d ' immu- 
nogtobulines, on pout calculer le titre de cos solutions 
d'immunoglobuIines. 

Les rdsultats effectu6s dons les solutions d ' immuno- 
globulines poiyvalentes (pr6parations intramusculaires 
ou intraveineuses) montrent des taux compris entre 5 
et 10 U/ml (solution ~ 10 %). Les solutions d ' immuno- 
globulines pr6pardes au Centre National de Transfu- 
sion Sanguine par des m6thodes de fractionnement, 
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Fig. 3. - Taux des anticorps antipollen de phl6ole en fonction du taux des anticorps 
antipollens de dactyle chez 50 s6rums de sujets donneurs de sang. 
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Fig. 4. - Pourcentage de fixation de prot6ine A en fonction de l'inverse de la dilu- 
tion. 
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TABLEAU I. - Taux des anticorps antipollen de phl~olc presents dans 
diff~rentes solutions d'immnnoglobulines th~rapentiques (Concentration 10 %) 

Immunoglobulines 
fractionn6es par l'6thanol Activit6 en Unit~s/ml 

Lot I 10 
Lot 2 7 
Lot 3 5 
Lot 4 7 
Lot 5 8 

Immunoglobulines 
fractionn6es par l'acide caprylique Activit6 en Unit6s/ml 

Lot 1 15 
Lot 2 24 
Lot 3 20 
Lot 4 28 
Lot 5 24 
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comportant un stade de pr6cipitation supplementaire, 
contiennent des taux d'IgG antiallerg~ne compris entre 
15 et 28 U/ml (tableau I). 

DISCUSSION 

Les antlcorps de classe IgG, ayant r6agit avec des 
allerg6nes fix6s ~ une phase solide, sont habituellemenT 
r6v616s soit par un anticorps anti-IgG d'une autre 
espece [5, 12] (poly- ou monoclonal), soit par la prot6i- 
ne A [7]. Cette derni6re se lie avec une grande affinit6 
au niveau de la jonction CH 2- CH 3 de la partie Fc de 
toutes les sous-classes IgG humaines. ~ l'exception de 
l'IgG 3 qui repr6sente seulement 7 p. cent des IgG tota- 
les [ 1, 8]. Lors d'exp6riences pr61iminaires, nous ayahs 
pu constater que l'utilisation de la prot6ine A permet- 
taft d'obtenir un bruit de fond beaucoup plus faible 
que celle de l'anti IgG. 

La fixation simultan6e d'IgE n'influe pas d'une 
mani~re mesurable, sur la r6action. Nous avons vdrifi6 
que des sujets, bien qu'ayam des quantit6s consid6ra- 
bles d'IgE sp6cifiques d'un allerg~ne, pouvaient avoir 
des taux tr6s faibles d'IgG de la m6me sp6cificit6. Nous 
pensons donc que la fixation de la prot6ine A par les 
IgE, peut 6tre consid6r6 comme n6gligeable dans les 
conditions de r6action que nous utilisons. 

En ce qui concerne les taux d'IgG antipollens de 
gramin6es pr6sents dans une population non s61ec- 
tionn6e de donneurs de sang, on constate que la plu- 
part des sujets ant un taux compris entre 0,5 et 1 U/ml 
de sdrum. Cependant, sur 50 sujets, 3 avaient un taux 
supdrieur ~ 2 U/ml. Par contre, chez les sujets soumis 
/tune immunoth6rapie depuis plus de 12 mois, environ 
50 p. cent avaient des taux sup6rieurs ~ 2 unitds avec 
dex maximums allant jusqu'/~ 4 U/ml. 

Les mesures effectu6es dans les solutions d ' immuno- 
globulines th6rapeutiques montrent que les solutions 
pr6par6es par les m6thodes classiques de fractionne- 
ment 6thanolique, contenaient de 5 ~ 10 unit6s anti- 
pollen de gramindes par ml (solutions de prot6ine 
rarnendes A 10 %). 

: II est possible, en modifiant les proc6d6s de fabrica- 
tion des immunoglobulines, et en particulier par addi- 
tion d'un stade de fractionnement suppl6mentaire par 

: l'acide caprylique, d'augmenter la teneur en IgG anti- 
pollen. Ainsi, nous avons pu mesurer des taux allant 
jusqua 25 ou 30 U/ml. 

Ce sont ces solutions qui ant 6t6 utilis6es lors de 
l 'expdrimentation rapport6e par Grilliat et Her- 
man [6]. 

L'activit6 antipollen de gramin6es mesurdes dans ces 
solutions d'immunoglobulines parait en relation/a la 
fois avec un taux plus 61ev6 d'IgG de sous-classe 
gamma 4 et avec un pourcentage de po[ym6res sup6, 
rieur/t celui que l'on obtient par la m6thode standard 

l'6thanol. 
En conclusion, la m6thode d'6valuation du taux des 

anticorps antipollen de gramin6es de classe IgG que 
nous d6crivons, peut 6tre utilisde pour des estimations 
quantitatives dans les sdrums et dans les prdparations 
d'immunoglobulines th6rapeutiques. 
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