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ABSTRACT

M o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s  ( M A b s )  d i r e c t e d  a g a i n s t  C r y p t o m e r i a
j a p o n i c a  p o ì - l - e n  a n t i g e n  ( C P A 9 )  w e r e  p r e p a r e d .  C P A q  w a s  p r e c i p i t a t e d
w i t h  t h e s e  M A b s  a n d  b o t h  M A b s  C P A T  ( I 9 G z u )  a n d  C P A 9  ( I g G r )  r e c o g n i z e d

t w o  m a  j o r  g l y c o p r o t e i n s  ( m : 4 1 k D a  a n d  4 6  k D a )  o f  C P A q .  M A b  C p A T  . ì r r
C P A 9  w a s  c o u p l e d  t o  C N B r  a c t i v a t e d  s e p h a r o s e  a n d  a f f i n i : y
p u r i f i c a t , i o n  o f  t h e  m a j o r  a l l e r g e n  o f  C P A g  f r o m  t h e  c r u d e  e x t r a c t ' y r a s
p e r f o r m e d .  T h e  a f f i n i t y  p u r i f i e d  C P A g  b o u n d  I g E  a n t i b o d y  p r e s e n t  i n
p a t . i e n t s  w i t h  C e d a r  p o I J . i n o s i s .

INTRODUCTION

C r y p t o m e r i a  p o l l i n o s i s  i s  t y p e  I  a l l e r g y  c a u s e c i  b y  C r y p t c n e r i a'  
j a p o n i c a  ( J a p a n e s e  c e d a r )  p o l l - e n  a n d  i s  o n e  o f  t h e  m o s t  c o m m o n
p o l l i n o s i s  i n  J a p a n .  C r y p t o m e r i a  p o l - J - i n o s i s  p r e v a i l s  e v e r y  y e a r  f  r o m
F e b r u a r y  t o  A p r i J - ,  e x c e p t  i n  t h e  n o r t h e r n  a n d  s o u t h e r n  a r e a s  o f
J a p a n .  W e  r e p o r t e d  t h a t  C r y p t o m e r i a  p o l l i n o s i s  w a s  i n h e r i t e d  a s  a n
H L A - l i n k e d  s i n g l e  r e c e s s i v e  t r a i t  a n d  t h a t  t h e  r e s i s r , a n c e  t o
C r y p t o m e r i a  p o ì L i n o s i s  w a s  a n  H l A - l i n k e d  d o m i n a n t  p h e n o t y p e ( 1 , 2 ) ,
A n a l y s e s  o f  t h e  c e l l - u l a r  m e c h a n i s m  o f  l o w  r e s p o n s i v e n e s s .  u s i n g  a n  i n
v i t r o  C r y p t o m e r i a  j a p o n i c a  p o l l e n  a n t i g e n  ( C p A g )  s p e c i f j - g  I g E
p r o d u c t j . o n  s y s t e m ,  s h o w e d  t h e  r e s i s t a n c e  t o  b e  m e d i a t e d  b y  C P A 9 -
s p e c i f i c  C D B *  s u p p r e s s o r  T  c e l t s ( 3 ) .  w e  t h u s  c o n c l u d e d  t h a t  t h e  l o w

si. i i  responsiveness of fgE to CPA9 was not due to the absence of an immune
r e s p o n s e  g e n e  t o  C P A 9 ,  b u t  r a t h e r  w a s  m e d i a t e d  b y  t h e  i m m u n e
s u p p r e s s i o n  g e n e  f o r  C P A g  c o n t r o J - 1 i n g  t h e  i n d u c t i o n  o f  C P A 9 - s p e c i f i c
supp resso r  T  ce l l s  ( 1 -3 )  .  To  i nves t i ga te  t he  immunochemica l  p rope r t i es
o f  C P A g r  w €  p r e p a r e d  m o n o c L o n a l -  a n t i b o d i e s  ( M A b s )  s p e c i f i c  t o  C P A g
a n d  p u r i f i e d  t w o  m a j o r  a J - l e r g e n s  o f  C P A g ,  b y  a f f í n i t y  c h r o m a t o g r a p h y
u s i n g  M A b s .
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M ATERIALS AND METHODS

Preparat ion of  ant loens

c p A g  w a s  p r e p a r e d  a s  d e s c r i b e d ( 3 , 4 )  '  B r i e f l y '  d r y  p o l L e n  o f

c r y p t o m e r i a  j a p o n i c a  b r a s  t r e a t e d  w i t h  e t h e r '  p l a c e d  i n  0  '  1 2 5 M

a m m o n i u m  b i c a r b o n a t e ,  a n d  s t i r r e d  f o r  4 8  h o u r s  a t  4 ' C '  S o l i d  a m m o n i u m

s u l f a t e  w a s  a d d e d  t o  t h e  e x t r a c t ,  t o  1 0 0 *  s a t u r a t i o n .  T h e  p r e c i p i t a t e

w a s  d i s s o i - v e d  i n  0  .  0 5 M  T r i s - H c l '  p H  1  ' B  ,  d i a l  y z e d  a g a i  n s t  t h e  s a m e

b u f f e r ( f r a c t i o n A ) , a p p l i e d t o a D E A E - c e I l u ] - o s e ( D E - 5 2 ; W h a t m a n ,

s p r i n g f i e l d  M i I t ,  K e n t ,  E n g l a n d )  c o l u m n ,  e L u t e d  b y  o ' 0 5 M  T r i s - H c l

p H ? . 8  a n d  d i a l y z e d  a g a i n s t  0 . 0 1 M  a c e t a t e  b u f f e r  p H 5 ' 0  ( f r a c t i o n  B ) '

This  was f  o r  lowed by  ehronatography  us ing . -  a  cM-cer lu lose  (cM-

5 2 ; W h a t m a n n )  c o l u m n .  T h e  c o l u m n  w a s  e t u t e d  f i r s t  w i t h  0 ' 0 1 M  a c e t a t e

b u f f e r  p H  5 . 0  t h e n  w i t h  0 . 1 M  p h o s p h a t e  b u f f e r ,  p H  ?  '  0  a n d  t h e  s e c o n d

e l u t e  w a s  c o n c e n t r a t e d  ( f r a c t i o n  C ) '  T h e  a n t i g e n i c  p u r i t y  o f  C P A 9

f r a c t i o n C l ^ J a S m u c h t h e S a m e a S C r y j l d e s c r i b e d b y Y a s u e d a e t
a I ( 4 ) .

Preparat ion of  MAbs to CPAq

B a l b / c m i c e w e r e i . n r n . ' u n i z e d i n t r a p e r i t o n e a l } y w i t h 3 0 p r q o f C P A g l

f r a c t i o n  B  r n  0 . 3  m l  o f  p h o s p h a t e  b u f f e r e d  s a l i n e  ( P B s )  a n d  t h e n  w e r e

g i v e n t h e S a m e i n t . r a p e r i t o n e a 1 i n j e c t i o n a S a b o o s t e r t h r e e t i - m e S a t

t w o  w e e k  i n t e r v a l s .  T h e  l a s t  b o o s t e r  w a s  g i v e n  i n t r a p e r i t o n e a l l y  t  
i

davs 
: ; i : : :  : : ì ì r t1 ' iJJ mice were rused with p3-x63-As8 mveloma cerrs I

:;,"':; ;"'1"1.::':ll::;,i:, :r''.r:,"'^"*Jl'o, "JlÎ;Jj^r"":.*:'lilî '{"'{
p l a s t i c  t u b e .  T h e  m i x t u r e  w a s  c e n t r i f u g e d  a n d  t h e  p e l l e t  j - n  t h e  t u b e  !

w a s g e n t l y t a p p e d a n d x e p t a t 3 T . c i n a w a t e r b a t h . U s i n g a l m l : w !
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t h e n  g e n t l y  s t i r r e d .  T h e  c e I I  s u s p e n s i O n  w a s  l e f t  f o r  5  m i n  a t  r o o m

ternpera ture  and then 2ml  o f  MEM (Gibco '  Grand Is land 'NY)  med ium were

added dur ing  a  4  min  per iod .  F j 'na l l y ,  10mL o f  I 'GM wi thout  serum were

added to the suspension and the preparat ion was gentr i fuged at

1500rpm fo r  10  min  a t  room tempera ture  '  A f  te r  cen t r i f ) : î t  t ^? ,  
: :T Ì  , : :  

" " : i
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R P M I - 1 6 4 0  m e d i u m  ( G I B C O )  s u p p f e m e n t e d  w i t h  1 0 0 u / m l  p e n i c i l l i n '  
i

100pg /m l -  s t r ep tomyc in ,  2mM L -g lu tam ine '  l - 5 t  hea t - i nac t i va ted  f e ta l  w {

b o v i n e  s e r u m  a n d  h y p o x a n t h i n e  ( 1 3 6 ' l m g / m I )  a m i n o p t e r i n  ( 1 ? 6 m g l m l )  a n d
. n r ì  t h o  

i

t h y m i d i n e  ( 3 3 . B m g / m l )  ( H A T )  w e r e  a d d e d  t o  t h e  c e l l  p e t l e t  a n d  t h e  '

p r e p a r a t i o n  s t i r r e d  t o  s u s p e n s i o n  f o r m '  T h i s  s u s p e n s i o n  w a s  s e e d e d

i n t o  e a c h  w e I Ì  o f  a  9 6 - w e 1 1  f f a t  b o t t o m  t i s s u e  c u l - t u r e  p J - a t e

(2 ' ' p r /we r l )  and  cu l t u red  a t  3? ' c  i n  a  5 t  co ,  l ncuba to r '  Ha r f  
" i  

t he  a '  #

H A T  s e l e C t i o n  m e d i u m  i n  e a c h  w e l l  o f  t h e  p ì - a t e  w e r e  e x c h a n g e d  w i t h

f  r e s h  H A T  s e r e C t i o n  m e d i u m  e v e r y  w e e k .  r n i t i a l  s c r e e n i n g  o f  r g G  r : i f

p r o d u c i n g  h y b r i d o m a s  a n d  c l - o n e s  w a s  p e r f o r m e d  b y  r a d i o i m m u n o a s s a y

( R I A )  d e t e c t i n g  a  C P A 9  s p e c i f i c  a n t i b o d y '  T h e  9 6 - w e I l  p l a t e s  w e r e
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c o a t e o  o v e r n i g h t  w i t h  5 O p g / m l  c P A g  f  r a c t  i o n  B  i n  p B S  .  A f  È - e r  : h r e ew a s h e s  w i t h  P B S '  t h e  w e l l s  w e r e  f i l l e d  w i t h  1 0 e ,  f e t . a i  b o v i n es € r u m " ' P B S  f o r  2  ' 5  h r  a t  4 ' c  t o  b l o c k  u n s a t u r a t e d  p r o t e j - n - b l n d i n g
s i t e s '  Î h e  p l a t e s  w e r e  t h e n  w a s h e d  8  t i m e s  w i t h  p B S ,  a n d  1 0 0 p r l  o fc u l t u r e  s u p e r n a t a n t  h r e r e  a c l d e d  t o  e a c h  w e l l -  f o r r o w e d  b y  i n c u b a t  i o nf o r  5 h r  a t  3 7 ' c .  A f t e r  1 0  w a s h e s  w i t h  p B S ,  1 0 0 p 1  o f  1 2 s r - l a b e l l _ e d  g o a t
a n t i - m o u s e  r g G  ( c a p p e r  L a b o r a t o r i e s ,  w e s t  c h e s t e r ,  p A )  w e r e  p r a c e d  t oe a c h  w e l - Ì  a n d  t h e  p r e p a r a t i o n  w a s  a l l o w e d  t o  r e a c t  f o r  3  h r  a t  r o o mt e m p e r a t u r e  '  T h e  w e l r s  w e r e  w a s h e d  e x t e n s i v e l y  w i t h  p B S ,  a n d  t h e nw i t h  t a p  w a t e r  a n d  r a d i o a c t i v i t i e s  w e r e  c o u n t e d  i n  a n  a u t o m a t i c  g a m m ac o u n t e r '  F o r  c 1 o n i . g ,  1 0 0  c e 1 l s  f r o m  a n t i - c p A g  a n t i b o d y  p o s i t i v ew e l l - s  w e r e  s u s p e n d e d  i n  2 o m 1  o f  H A T  s e . l - e c t i o n  m e d i u m  a n d  1 o O p r  o fc e l - 1  s u s p e n s  j _ o n  w e r e  s e e d e d  i n  e a c h  w e l l _  (  0  .  5  c e L l / w e t l )  .  T h ep o s l t l v e  c l o n e s  r { t e r e  s e l e c t e d  a n d  t h e  s p e c i f  i c i t i e s  w e r e  c o n f  i r m e d .B a l b / c  m i c e  r ' v e r e  g i v e n  a p p r o x i m a t e J - y  o n e  m i l l i o n  v i a b r e ,  c l - o n e d' h y b r i d o m a  c e - L r s  i . p .  a f t e r  b e l n g  p r e t r e a t e d  w i t h  0 . 5 m 1  p r i s t a n e ( 6 )  t oo b t a i n  a s c i t e s  f o r m  o f  M A b s .  T h e  i m m u n o g r o b u l i n  i s o t y p e s  o f  t h e s eM A b s  w e r e  d e t e r m i n e d  u s i n g  m o u s e  M A b  i s o t i p i n g  k i t s  ( A m e r s h a m ) .

I

Vary ing  amoun ts  o f  asc i t es  f l - u i ds  con ta in i ng  an t i - cpAg  MAbs  we rei n c u b a t e d  w i t h  C p A g r  f r a c t i o n  c  ( I , 4 6 5 , 5 7 0  . o " , / l ^ )  r a C i o l a b e l l e d  w i t h
" t r ,  u s i n g  t h e  s o r i d - p h a s e  r - a c t o p e r o x i d a s e  m e t h o d  ( 7  )  f  o r  4  h o u r s  a tr o o m  t e m p e r a t u r e  '  T h e  m i x t u r e  w a s  i n c u b a t e d  w i t h  r a b b i t  a n r r - - m o u s er g G  ( c a p p e j - )  f o r  2  h o u r s ,  f o l l o w e d  b y  i n c u b a t i o n  w i t h  5 m g  p r e - s w o l l - e n
p r o t e i n  A  b o u n d  s a c  c e r - l - s  f o r  2  h o u r s .  r m m u n o p r e c i p i t a t e s  h r e r e  e l u t e df  r o m  s a c  c e l - l - s  b y  0 . 1 M  s D S  s a m p l e  b u f  f e r  a n d  w e r e  a n a l y z e d  b y  1 0 %h o m o g e n e o u s  s o d i u m  d o d e c y l  s u r f a t e  p o r y a c r y r _ a m i d e  g e l
e l - e c t r o p h o r e s i s ,  a s  d e s c r i b e d  ( g )  ,  f  o r l o w e d  b y  a u t o r a d i o g r a p h y .  r ns o m e  e x p e r i m e n t s ,  e l e c t r o p h o r e s e d  C P A g  h r a s  v i s u a l - i z e d  w i t h  a  s i l - v e rs t a i n  k i t  ( D a i i c h i  C o . ,  T o k y o )  .

A s c i t i c  f l u i d  r e c o v e r e d  f r o m  5  B a l b , / c  m i c e  i n j e c t e di n t r a p e r i t o n e a J - 1 y  w i t h  h y b r i d o m a  p r o d u c i n g  a n t i - c p A g  M A b  c p A T  w a sc o l -  l e c t e d ,  a n d  a m m o n i u m  s u l - f  a t e  w a s  a d d e d  t o  4 0 %  s a t u r a t  i c n .  T h ep r e c i p i t a t e  w a s  d i s s o r - v e d  i n  è a 2 *  a n d  r 4 g r r  f r e e  p B S ,  a n d  t h e  r g G
f r a c t i o n  w a s  i s o l - a t e d  w i t h  p r o t e i n  A - s e p h a r o s e  c 1 - 4 B  ( p h a r m a c i a )  a n dc o u p l e d  t o  c N B r  a c t i v a t e d - s e p h a r o s e  4 B  ( p h a r m a c i a )  ,  a s  s u g g e s t e d  b yt h e  m a n u f a c t u r e r .  T h e  r g G - c o u p r e d  s e p h a r o s e  4 8  w a s  p a c k e d  i n  a  c o l u m n
a n d  w a s h e d  w l t h  c a 2 *  a n d  l u l g 2 *  f  r e e  p B S .  T h e  a m m o n i u m  s u l - f a t e
p r e c i p i t a t e  o f  t h e  p o l J - e n  c r u d e  e x t r a c t  f r a c t i o n  ( f r a c t r o n  A ) ,
d i s s o l v e d  a n d  d i a r y s e d  i n  c a 2 *  a n d  M g 2 *  f r e e  p B S  w a s  p l a c e d  o n  ac o l u m n  '  A f t e r  w a s h i n g  w i t h  a  s u f f i c i e n t  v o l u m e  o f  c a 2 *  a n d  M g 2 *  f r e e
P B S ,  C P A g  w a s  e l u t e d  w i t h  0 . 2 M  G l y _ H C l  ( p H 2 . 0 )  a n d  n e u t r a l i z e d  w i t hT r i s  b a s e  ( f r a c t i o n  D )  .
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Radioimmunoassav for ant i -CPAq lqE ant ibodv

C P A 9 _ s p e c i f i c l g E a n t i b o d y w e r e q u a n t i f i e d u s i n g s o } i d _ p h a s e

R I A  a s  d e s c r i b e d  e l s e w h e r e  ( 3  ' 7 1  '  T h e  l o w e r  1 i - m i t  o f  s p e c i f  i c  I g E

c o n c e n t r a t  i o n  m e a s u r e d  i n  t h i s  s y s t e m  w a s  1 . p g / m l  .  T h e  s t a n d a r d

d e v i a t í o n  o f  t h e  t r i p l i c a t e  a s s a y  h t a s  l e s s  t h a n  2 0 ' à  '  T h e  c o u n t  o f  1 0 %

f e t a t  b o v i n e  s e r u m / p B s ,  a s  n e g a t i v e  c o n t r o r ,  w a s  3 L 4 t 2 1  c p m '

RESU LTS AND DISCUSSION

o f t h e B 6 3 g r o w i n g h y b r i d o m a s o b t a i n e d , T 4 p r o d u c e d l g G b o u n d t o

cpÀ .g ,  Fou r  O f  t he  l a t t e i  we re  se rec ted  f o r  f u r t he r  c l on ing  and  2

c l o n e s ( c P A ? a n d g ) w e r e c h a r a c t e r l z e d l n d e t a l l . c P A ? a n d c P A 9 a r e " '

o f  m o u s e  f g G z u , k  a n d  I g G , ,  k  i s o t y p e  r e s p e c t i v e l y .  T o  i d e n t i f y  t h e

s p e c i f i c i t y o f M A b s C P A T a n d c P A g , i m m u n o p r e p i c i t a t e s o f C P A q w i t h
M A b s ! Ù e r e e l e c t r o p h o r e t i c a l l y a n a l y z e d . A s s h o w n i n F i g u r e l B , l a n e s
? a n d 8 ' t w o l ' f À , b s p r e c i p i t a t e d t w o g l y c o p r o t e i n s o f C P A 9 ( m : 4 1 k D a a n d
4 6 k D a ) . U s i n g M A b s C P A T a n d c P A g , W € a t i e m p t e d a f f i n i t y p u r i f i c a t i o n

o f t h e m a j o r b a n d s o f C P A q . T h e f r a c t i o n D o f C P A 9 e l u t e d f r o m t h e
a f f i n i r y  c o r u m n  o f  c A p ?  b ;  0 . 2 M  G r y - H c l  p H  2 . 0  i s  d e p i c t e d  i n  F i g u r e

1 A ,  ì - a n e  4 .  T h i s  f  r a c t i o n  c o n s i s t e d  o f  t w o  r n a j o r  g l y c o p r o t e i n s  o f  c P A g

( m : 4 1 k D a  a n d  4 6 k D a ) ,  t h e r e b y  i n d i c a t i n g  t h a t  t h e  a f f i n i f y

p u r i f i c a t i o n o f m a j o r g l y c o p r o t e i n s o f C P A g w a s s u c c e s s f u l .
u s i n g  t h r e e  p r e p a t u t i o n ,  o f  c P A g s  ( f l a c t i o n  B /  c  a n d  a f f i n i t y

p u r i f  i e d  f  r a c t j - o n  D ) ,  w e  i d e n t i f  i e d  i q e  s p e c i f  i c  t o  c P A g  b y  R r A  i n

S e r a f r o m t w o p a t i e n t s w i t h C r y p t o m e r i a p o l l i n o s i s . A S s h o w n i n T a b l e

f I a l l C P A g s e s p e c i a t t y f r a c t i o n s c a n d D , b o u n d l g E a n t i b o d y '
t h e r e b y i n d i c a t i n g t h a t t h e a f f i n i t y p u r i f i e d m a j o r a l l e r g e n S
c o n s e r v e d  e p i t o p e s  f o r  I g E  a n t i b o d y  s p e c i f i c  t o  t l o n - - ^ - ^ * ' i c

T h e  a l l e r g e n  o f  c r y p t o m e r i a  p o L l i n o s i s  í s  c r y p t o n e r i a  j a p o n i c a

p o l r e n  a n d  c p A g  i s  a  
" t * p r u *  

o f  a t  r - e a s t  1 3  g r y c o p r o t e i n s  w i t h

v a r i o u s m o l e c u l a r w e i g h t s . Y a s u e d a e t a l f o u n d t h a t C r y j l w a s t h e

m a j o r  a l l e r g e n  o f  c P A g ,  d e t e r m i n e d  b y  R a d i o a Ì ì - e r g o s o r b e n t  t e s t

i n h í b i t i o n a n a l y s i s ( 4 ) . M a t s u s h i t a e t u r o b t a i n e d t h e S a m e r e s u l t s

u s i n g W e s t e r n b t o t a n a l y s i s ( 3 ) . T h e y a l s o n o t e d t h a t o t h e r
g l y c o p r o t e i n s o f C P A 9 p o s s e s s e a m i n o r a } I e r g e n i c a c t i v i t y .

Binding of lgE antibody derived from patients with

ceda rpo l t i nos i s to thea f f i n i t ypu r i f i edGPAg .
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5 78
F i g u r e  1  S o d i u m  d o d e c y l  s u L f a t e  p o t y a c r y l a m i d e  q e l  e l e c c r o -

p h o r e s i s  p r o f i l e s  o f  e P A q  p u r i f i e d  b v  v a r i o u s  m e t h o d s :

T h e  l e f t  l a n e  o f  t h e  p a n e l  A  i n d i c a t e s  s i z e  m a r k e r s  a s
f o l - 1 o w s ,  B o v i n e  s e r u m  a l b u m i n  ( m : 6 8 k D a ) ,  C a t a l a s e
( 6 : 6 0 k D a ) ,  O v a l b u m i n  ( m : 4 3 k D a ) ,  L a c t a t e  d e h y d r o g e n a s e
( m : 3  6 k D a )  ,  c  - c h y m o t r y p s i n o g e n  ( m = 2 5 k D a )  a n d  L 1 ' s c z y m e
( m = 1 4 . 4 k D a )  .

P a n e l -  A  l a n e s  t - 4  a r e  p r o f i l e s  o f  C P A q ,  f o l l _ o w e C  b y
s i l ve r - s ta i n i ng .  Lane  l -  :  CPAg  f rac t i on  A ,  Lane  2  - .  CpAg
f rac t i on  B ,  Lane  3  :  CPAg  f rac t i on  C ,  Lane  4  :  second .
e l - u t e  o f  a f  f  i n i t y  c o l u m n ,  C P A q  f r a c t i o n  D .  p a n e l  B  l _ a n e s
5 - B  i n d i c a t e  t h e  p r o f i l e s  o f  i m m u n o p r e c i p i t a t e s  f r o m
t h e  1 2 s r  l a b e l l e d  C p A g  f  r a c t  i o n  w i t h  t h e  M a b s  i n d i c a t e d

beJ -ow ,  f  o l l owed  by  au to rad iog raphy .  Lane  5  :  CpAg
f r a c t i o n  B ,  L a n e  6  : P 3 - X 6 3 - A g 8  a s  c o n t r o l ,  L a n e  7  :  C p A g
MAb, Lane 8 : CPAT MAb.

F o r  a  b e t . t e r  u n d e r s t a n d i n g  o f  t h e  a l l e r g i c  i m m u n e  r e s p o n s e  t o
C P A 9 ,  C P A g  h a s  t o  b e  c h a r a c t e r i z e d .  I n  t h e  p r e s e n t  i m m u n o - l o g i c a l
analys is  o f  CPAg us ing l , {Absr  w€ obta ined ev idence that  two MAbs bound
t o  t h e  m o l u c u l - a r  m a s s  4 1 k D a  a n d  4 6 k D a  g l y c o p r o t e i n s  o f  C P A g ,  b a s e d  o n
t h e  e Ì e c t r o p h o r e t i c a l  p r o f i l e s  o f  t h e  i m m u n o p r e c i p i t a t e s .
P u r i f i c a t i o n  o f  C P A g  b r a s  f e a s Í b I e  u s i n g  a f f i n i t y  c h r o m a t o g r a p h y  a n d
I ' l A b s .  T h e  a n t i g e n  s p e c i f i c  I g E  t i t e r s  i n  s e r a  o b t a i n e d  f r o m  p a t i e n t s
w i t . h  C e d a r  p o l l i n o s i s  m e a s u r e d  u s . i n g  t h e  p u r i f i e d  C P A 9  f r a c t i o n  D
w e r e  h i g h e r  t h a n  t h o s e  m e a s u r e d  b y  u s i n g  C P A q  f r a c t i o n  B .  E a r l - i e r
s t u d i e s  s h o w e d  t h a t  p e r i p h e r a l  b l o o d  l y m p h o c y t e s  f r o m  b o t h  p a r i e n t s

"  K U  a n d  K H  r e s p o n d e d  t o  C P A 9  i n  v i t r o r  a s  t h e  C P A g - d r i v e n  I g E
r e s p o n s e .  T h e  m o l e c u l a r  m a s s  o f  m a j o r  a l l e r g e n  o f  C P A 9  w h i c h  b i n d s  t o
I g E  a n t i b o d y  d e r i v e d  f r o m  t h e s e  t w o  p a t i e n t s  w i t h  c e d a r  p o J . l i n o s i s
was  de te rm ined  t o  be  41kDa  and  46kDa .  As  each  p repa ra t i on  o f  CPAq ' r / as
a d  j u s t e d  a t  0  .  5 m g / m 1  f  o r  R I A ,  t h e  p r o p o r t i o n  o f  m a  j o r  a J -  l e r g e n  i n
CPA$  f rac t i on  D  mus t  be  re l a t i ve l y  l a rge r  t han  t ha t  i n  CPAg  f rac t i on

3b5

.- '' 
,i.l',,,',t."'Fjí11i ,",



31F

*i:--:l :. a.' ,

; ; . , .  a , .  ,

B  t o  b i n d  t o  a  l a r E e r

c o m p a r e d  w i t h  f r a c t i o n

a m o u n t  o f  I g E  a n t i b c d y  t o  C F A q  f r a c t i o n  D '  a s

R

A C K N O W  L E D G M  E N T S

'.;,,it,
;e['li

: ,
l 1
f f

t '

t4
'ffi

W e  t h a n k  D r . T . F u r u k o s h i  ( K a n t o  F o r e s t  T r e e  B r e e d i n g  I n s t i t u t e '

J a p a n )  f o r  p r o v i d i n g  t h e  C r y p t o m e r i a  J a p o n i c a  p o l l e n  a n d  M '  O h a r a  f o r

h e l p f u l  c o m m e n t s .  T h i s  w o r k  w a s  , , , p p o r t e d  i n  p a r t  b y  G r a n t s - i n - A i d

5 9 8 7 0 0 1 9 ,  6 0  4 8 0 L 7 7  |  0 3 8 5 7 2 2 0  f r o m  t h e  M i n i s t r y  o f  E d u c a t i o n '  s c i e n c e

a n d  c u l t u r e ,  J a p a n  a n d  b y  a  r e s e a r c h  g r a n t  f o r  i n t r a c t a b l e  d i s e a s e s

f r o m t h e t " l i n i s t r y o f H e a l t h a n d W e l f a r e ' J a p a n '
' '  

" ' r .  i . i , . r  . . .+ i1  ' r f t€ : r l r f l t1 .3  
{ ,  l ' l i ! } r  : .1 ' ; r  :

B E F E R E N C E S

S A S A Z U K I , T . ' N I S H I M U R A , Y . , K I K U C H T , I . , H I R A Y A M A , K . ' T S U K A I ' , 1 O T O , K ' ,
' A S U N A M T , M . , M A T S U S H T T A , S . , M U T o , Y I . , S A N o ' T . ' a n d H r R O S E ' T ' ( 1 9 8 6 )
H L A - l j - n k e d  i m m u n e  s u p p r e s s i o n  g e n e  m a p s  w i t h i n  H L A - D Q

s u b r e g i o n .  R e g r l l a t i o n  o f  I m m u n e  G e n e  E x p r e s s i o n  ' I 9 1 - 2 0 6  '  H u r n a n a

P r e s s :  N e w  J e r s e Y

S A S A Z U K I , T . ' N I S H I M U R A ' Y . ' M U T O , M . , a n d O H T A ' N . ( 1 9 8 3 ) H L A _ l i n k e d
g e n e s c o n t r o l t i n g t h e i m m u n e r e s p o n s e a n d d i s e a s e

u n r . u p a i b i l i t i y .  I m m u n o l  ' R e v '  7 0 '  5 1 - i 5  '

M A T S U S H I T A ,  S . ,  M U T O  , M '  ,  S u e r n u r a ' M '  '  S A I T O ' Y ' '  a n d  S A S A Z L i K I  '  T  '

( 1 9 8 3 )  H L A - l i n k e d  n o n r e s p o n s i - v e n e s s  t o  c r y p t o r n e r i a  j a p o n i c a

p o l l e n a n t i g e n . I . N o n r e S p o n s i v e n e s s i s m e d i a t e d b y a n t i g e n _

s p e c i f i c s u p p r e s s o r T c e Ì l ' J ' r m m u n o l ' 1 3 8 ' 1 0 9 - 1 f 5 '

Y A S U E D A , H . , Y U I T U . , S H I M I Z U , T ' ' a n d S H I D A ' T ' ( 1 9 8 3 ) I s o l - a t i o n
a n d p a r t i a l c h a r a c t e r i z a t i o n o f t h e m a j o r a l l e r g e n f r o m

J a p a n e s e  c e d a r  ( c r y p t o n e r i a  j a p o n i c a )  p o l l e n  '  J  '  A J - I e r g y  c I  j ' n  '

I m m u n o l  .  7 I , 7 ' l  - 8 6  .

K E N N E T T T R . H . , M C K E A R N , T ' J ' , a n d B C H T O L ' K ' B ' ( e d s ' ) ' ( 1 9 8 0 )
Monoc l -ona I  an t i bod ies  '  P lenum Press :New Yo rk  '

p o T T E R r M .  ( 1  9 1 2 ) .  I m m u n o g J - o b u l i n - p r o d u c i n g  t u m o r s  a n d  m y e l o m a

p r o t e i n s  o f  m i c e .  P h y s i o l ' R e v '  5 2 ' 6 3 1 - 7 1 9 '

N O N A K A T M . T Z U R A ! Ù , B . r O ' H A I R T C ' ' a n d K A R T Z ' D ' ( 1 9 8 1 ) S t i m u l - a t i o n

o f p r i m a r y i n v i t r o l g E a n t i b o d y r e s p o n s e s i n c u l t u r e s o f
h u m a n  p e r i p h e r a t  m o n o n u c l e a r  c e I t s .  J ' E x p ' M e d '  1 5 3 '  1 5 7 4 - 1 5 8 0 '

W E B E R ,  K .  ,  a n d  o s B o R N ,  M .  ( 1 9 6 9 )  T h e  r e l i a b i l - i - t y  o f  m o l e c u l - a r

we igh t  de te rm ina t i on  by  dodecy l  su l f a te -po ryac ry l am ide  ge r

e l e c t r o p h o r e s i s .  J ' B i o I ' C h e m '  2 4 4 '  4 4 0 6 - 4  4 1 ' 2 '
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