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De n o m b r e u x  t ravaux ont  prouv6 l ' in tervent ion 
des IgG puis plus ta rd  le r61e pr6pond6rant  des 
sous-classes IgG1 et IgG4 en immuno-allergologie 
[3, 4, 5, 9, 10, 15, 16, 19, 20, 21, 22]. 

L ' impor tance  relative des IgG par  r appor t  aux 
IgE et par t icul ibrement  celles des deux sous- 
classes IgG1 et IgG4 est appr6ci~e de fa~on tr~s 
con t rad ic to i re  par  les diff6rents auteurs.  Toute- 
fois, il est c la i rement  d6montr6  que les IgG1 et 
les IgG4 sp6cifiques d 'un allergbne donn6 sont  
bien retrouv6es dans le s6rum des sujets  a11er- 
giques tandis que les IgG2 et les IgG3 sp6cifiques 
apparaissent  1ors de la s t imulat ion par  d 'autres  
types d'antigbnes et par t icul ibrement  par  des 
antig6nes bact6riens.  

Au cours de certaines r6actions atopiques 
(ecz6ma ou asthme) les IgG4 totales ou sp6ci- 
fiques de l 'allerg~ne sensibilisant (acariens le plus 
souvent) sont souvent  61ev6es. De nombreuses  
techniques ont  6t6 d6crites pour  les dosages de 
sous-classes d'IgG totales ou sp6cifiques [2, 6, 7, 
11, 12, 13, 14, 17, 18]. Elles ont  largement  b6n6- 
fici6 de la disponibilit6 d 'ant icorps  monoclonaux.  
Nous avons mis au point  une technique d'6va- 
luation semi-quanti tat ive des IgG4 sp6cifiques Clui 
peut  s 'appl iquer  ~ l 'allergie aux venins d,hym6- 
noptbres,  afin de suivre leurs variat ions au cours 
de l ' immunoth6rapie  sp6cifique par  ces venins. 
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MATERIEL ET METHODES 

S61ection des patients 

30 enfants  a11ergiques aux venins d'hym6- 
nopt~res (21 sensibilis6s/~ la gu~pe et 9 h 1'abeille) 
ont  6t6 s61ectionn6s sur les indications qu'ils 
posaient  pour  un t ra i tement  de d6sensibilisation. 
Ce t ra i tement  a 6t6 r6alis6 selon un mode  acc616r6 
en 7 ~t 8 jours  suivi d ' injections mensuelles de 
10 ~tg de venin. 

Les pr61~vements ont  6t6 effectu6s avant  ]e 
<~ rush ,,, ~t la fin de celui-ci (J9) tous dans un d61ai 
variable de 1,5 ~ 3 ans. 

Les s6rums ont  dt6 imm6dia tement  conge16s 
et conserv6s h - -20°C pour  6tre dos6s en aveugle 
pa r  s6ries de 20 5 30 s6rums. 

Technique de recherche des IgG4 sp6cifiques 

I1 s'agit d 'une technique immuno-enzymat ique 
sensibilis6e p a r  une  lecture  fluorim6trique.  

L'antig~ne utilis6 est un  venin Albay D6me 
Holl is ter  St ier  ,, Yellow Jacket  ,, ou <, Honey 
bee ,,. 

Ces venins sont tout  d 'abord  dilu6s en t ampon  
carbonate-bicarbonate  0,1 M pH 9,6 ~t la concen- 
t ra t ion  de 10 ~tg/ml. 150 mcl de ces dilutions sont 
r6partis  dans les cupules d 'une plaque de micro- 
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Fig. 1 . -  Courbe de rdfdrence exprim6e en unit6s a rb i t ra i res  (UA) 
ob tenue  h p a r t i r  d ' u n  pool de s6rums  r iches en IgG4 du venin de 
gu~pe. 

t i t ra t ion  ( Imulon  I I  Dynatech) et le << coating >> 
est  effectu6 pendan t  une nuit  ~ + 4 °C. 

Les p laques  sont  alors lav6es h l 'aide d 'un tam- 
pon  de l avage :  PBS 0,1 M tween 0,5 p. cent 
pH 7,4. 150 ~1 d 'une  dilution au 1/10 du s6rum 
dans un t a m p o n  PBS 0,1 M BSA 1 m g / m l  pH 7,4 
sont r6par t i s  en dupl ica te .  Une g a m m e  de r6f6- 
rence est dgalement  r6par t ie  en duplicate.  Elle 
c o m p r e n d  4 dilutions d 'un  pool de s6rum de 
pa t ien ts  d6sensibilis6s au venin de gu~pe. 

Apr~s une incubat ion  de 1 h 30 ~ t emp6ra tu r e  
du labora to i re  et t rois  lavages, 140 mcl de l 'anti- 
corps  monoclonal  (Seward clone BAM16) dilu6 au 
1/2 500 dans le t a m p o n  de dilut ion sont  ajout6s 
dans tous les puits.  A 1 heure  d ' incubat ion  h tem- 
p6ra tu re  du l abora to i re  et t rois  lavages 150 ~tl 
d ' an t i corps  F(ab)" 2 anti-IgG de souris  (Sigma) 
marqu6  h la phospha ta se  alcaline sont ajout6s 
dans t o u s l e s  puits.  Apr6s trois  lavages, 200 lxl 
d 'une  dilut ion de 10 -4 M de m6thyl  umbel le fery l  
phospha t e  dans un t a m p o n  Tris 0,1 M pH 8,5 sont  
r6par t i s  dans t o u s l e s  puits.  

Apr~s une incubat ion  de 30 minutes  h temp6- 
r a tu re  du labora to i re  les p laques  sont lues h 
l 'aide d 'un  f luor im6tre  au tomat ique  (Dynatech 
microfluor) .  

Expression des r6sultats 

Les valeurs  moyennes  des intensit6s de fluo- 
rescence des diff6rents dupl icates  sont  compar6es  
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Fig. 2 . -  Reproduct ibi l i t6  des dosages d ' IgG4 spdcifiques effectuds 
en dupl icate  sur  22 sdrurns (6 pou r  le venin d 'abeil le  et 14 p o u r  le 
venin de gu6pe). 

celles d 'un g a m m e  de r6f6rence. Celle-ci est  
ob tenue  a pa r t i r  d 'un  s6rum riche en IgG4 sp6ci- 
fiques du venin de gu6pe et son express ion semi- 
quant i ta t ive  en unit6s a rb i t ra i res  (UA) d6finit en 
fixant h 0,75 UA la valeur  moyenne  plus 2 6carts- 
types des r6sultats  en intensit6 de f luorescence de 
50 s6rums de sujets  non allergiques, 

Une courbe  d '6 ta lonnage type est  repr6sent6e 
sur  la figure 1. 

RESULTATS 

Reproductibilit6 des r6sultats 

22 sdrums poss6dant  des taux diff6rents d ' IgG4 
sp6cifiques ont 6t6 dos6s h l 'aveugle en double  
dans la m6me s6rie de dosage. Les r6sul tats  sont 
repr6sent6s  sur  la figure 2. 

Nous avons 6galement  dos6 25 fois le m6me  
sdrum dans la m6me sdrie de dosages. Pour  une 
moyenne  des r6sul tats  co r r e spondan t  /t 3,7 UA, 
le coefficient de var ia t ion est  de 6 p. cent. 

Sp6cificit6 des r6sultats 

La fiche de contr61e de Fanti-s6rum monoclonal  
utilis6 mon t r e  qu 'en pr6sence de prot6ines  puri- 
fi6es IgG1, IgG2, IgG3 et IgG4 humaines  la r6ac- 
t ion crois6e pour  les isotypes 1, 2 et 3 est n6gli- 
geable. 

De plus, nous avons 6galement  test6 la sp6ci- 
ficit6 de cet ant i -s6rum en fixant sur  des p laques  
de micro t i t r a t ion  des ant icorps  polyclonaux anti- 
IgG1, IgG2, IgG3 et IgG4 (Nordic). L'anti-IgG4 
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Fig. 3. - -  Evolu t ion  au  cour s  du  t e m p s  des IgG4 sp6cifiques post-  Fig. 4. - -  Evolu t ion  au  cours  du  t e m p s  du  t aux  des IgG4 sp6cifiques 
r u s h  p o u r  le ven in  d 'abe i ] le  (n = 9). pos t - ru sh  p o u r  le ven in  de g u @ e  (n = 18). 

monoclonal  ne reconnai t  dans les condit ions expa- 
r imentales  utilis6es que les IgG fixdes par  l'anti- 
IgG4 polyclonal alors qu 'un ant icorps  monoclonal  
reconnaissant  les quat re  isotypes reconnal t  les 
IgG fixaes par  les 4 anti-sarum. 

De plus, dans les condit ions techniques dacrites 
prdcademment ,  nous avons testa d 'une par t  l 'effet 
de la suppress ion du sdrum et d 'aut re  par t  l 'effet 
de la suppression du monoclonal  anti-IgG4 pour  
une dilution du s6rum cor respondant  h 24 UA. 
L'intensit6 de fluorescence obtenue  dans le pre- 
mier  cas est de 0,20 UA et dans le second de 
0,35 UA (donc bien en-dessous de la limite de 
positivit6 de 0,75 UA. 

Sp6cificit6 antig6nique 

Pour  25 sujets,  nous avons dosa les IgG4 spa- 
cifiques pour  les deux venins (Yellow Jacket  et 
Honey  bee). Pour  une major i t6  des s~rums (20/25), 
nous re t rouvons  une r6ponse significativement 
diffarente pour  l 'un ou l 'autre  des venins (7 pour  
le venin de gu@e avec en moyenne  une r6ponse 
de 11,8 fois plus impor tan te  et 13 pour  l 'abeille 
avec une moyenne  des raponses de 7,1 fois plus 
importante) .  Pour  5 sujets seulement  la r@onse  
6tait aquivalente pour  les deux venins. 

Application aux malades en cours de d6sensibili- 
sation 

Les r6sultats des dosages pour  les 21 s6rums 
d'allergiques h la gu@e et les 9 sarums d'aller- 
giques & l'abeille sont reprasentas  respect ivement  
sur les figures 3 et 4 et le tableau I. 
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TABLEAU I.  - -  Moyennes  des  valeurs obtenues  avant le ,, Rush  ,, 
(tO) & la fin de celui-ci ( t l )  et darts un d41ai de  18 h 36 mo i s  (t2) 

tO t l  t2 

Venin  de  gu4pe,  n = 21 2,4 UA 2,6 UA 6,2 IdA 

Venin  d 'abei l le ,  n = 9 4,2 UA 4,0 UA 10,4 UA 

UA : tmit6s  a rb i t r a i r e s .  

On constate  au temps t2 une augmentat ion 
significative du taux des IgG4 sp6cifiques pour  
7 sujets sur 9 pour  l 'abeille et pour  17 sur 21 
sujets pour  la gu6pe dans un d61ai var iant  de 1 

3 ans. 

DISCUSSION ET CONCLUSION 

Nous disposons ainsi d 'une technique fiable 
et rapide de recherche  des IgG4 sp4cifiques. Par- 
mi les diff4rents allerg6nes, les venins repr6sen- 
tent  un cas tout  & fait  part icul ier  du fait  de la 
puret6  de l 'allerg6ne utilis6. I1 est impor tan t  dans 
ce cas de disposer de param6tres  d'efficacit6 
thdrapeutique.  Wiithrich et coll. [23] ont  montr4  
que les IgG sp6cifiques aventuel lement  coupl4es 
aux IgE spacifiques repr6sentaient  de bons cri- 
tbres. I1 parai t  (r6sultats en cours de publication) 
que le dosage de la sous-classe 4 des IgG pr6sente 
une meil leure sensibilita et une meil leure fiabilit6 
qne celle des IgG toutes sous-classes confondues.  
I1 apparai t  que l ' immunotharapie  en ~ rush ,~ ne 
fair augmenter  significativement le taux des IgG4 
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sp6cifiques qu'au bout de quelques mois. Les 
r6sultats correspondants seront l 'objet d'un tra- 
vail ult4rieur en cours de pr6parat ion,  une 6tude 
plus prolong6e semblait indispensable h la dis- 
cussion de l'int6r6t de ce dosage. Ce dosage des 

IgG4 sp6cifiques peut tr6s probablement atre 
6galement appliqu6 au suivi de la ddsensibilisa- 
tion aux pneumallerg6nes et au diagnostic des 
allergies alimentaires s'il est possible de dispo- 
ser d'allerg6nes puts et bien standardis6s. 
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