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De nombreux travaux ont prouvé l'intervention
des IgG puis plus tard le réle prépondérant des
sous-classes IgGl et IgG4 en immuno-allergologie
[3, 4,5, 9,10, 15, 16, 19, 20, 21, 22].

L’'importance relative des IgG par rapport aux
IgE et particuliéerement celles des deux sous-
classes IgGl et IgG4 est appréciée de fagon trés
‘contradictoire par les différents auteurs. Toute-
fois, il est clairement démontré que les IgGl et
les IgG4 spécifiques d'un allergéne donné sont
bien retrouvées dans le sérum des sujets aller-
giques tandis que les IgG2 et les IgG3 spécifiques
apparaissent lors de la stimulation par d’autres
types d’antigénes et particulierement par des
antigénes bactériens.

Au cours de certaines réactions atopiques
(eczéma ou asthme) les IgG4 totales ou spéci-
fiques de l'allergéne sensibilisant (acariens le plus
souvent) sont souvent élevées. De nombreuses
techniques ont été décrites pour les dosages de
sous-classes d'IgG totales ou spécifiques [2, 6, 7,
11, 12, 13, 14, 17, 18]. Elles ont largement béné-
ficié¢ de la disponibilité d’anticorps monoclonaux.
Nous avons mis au point une technique d’éva-
luation semi-quantitative des IgG4 spécifiques qui
peut s’appliquer a l'allergie aux venins d’hymsé-
nopteres, afin de suivre leurs variations au cours
de I'immunothérapie spécifique par ces venins. :
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MATERIEL ET METHODES

Sélection des patients

30 enfants allergiques aux venins dhymé-
nopteres (21 sensibilisés a la guépe et 9 a l'abeille)
ont été sélectionnés sur les indications qu'ils
posaient pour un traitement de désensibilisation.
Ce traitement a été réalisé selon un.mode accéléré
en 7 a 8 jours suivi d’injections mensuelles de
10 pg de venin.

Les prélevements ont été effectués avant le
«rush », 4 la fin de celui-ci (J9) tous dans un délai
variable de 1,5 4 3 ans.

Les sérums ont été immédiatement congelés
et conservés a — 20°C pour étre dosés en aveugle
par séries de 20 a 30 sérums.

Technique de recherche des IgG4 spécifiques

Il s’agit d’'une technique immunoé-enzymatique
sensibilisée par- une lecture fluorimétrique.

L’antigéne utilisé est un venin Albay Doéme
Hollister Stier « Yellow Jacket» ou « Honey
bee ».

Ces venins sont tout d’abord dilués en tampon
carbonate-bicarbonate 0,1 M pH 9,6 a la concen-
tration de 10 pg/ml. 150 mcl de ces dilutions sont
répartis dans les cupules d'une plaque de micro-
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Fig. 1. — Courbe de référence exprimée en unités arbitraires (UA)
obgenue 4 partir d'un pool de sérums riches en IgG4 du venin de
guépe.

titration (Imulon II Dynatech) et le « coating »
est effectué pendant une nuit a + 4°C.

Les plaques sont alors lavées a J'aide d'un tam-
pon de lavage: PBS 0,1 M tween 0,5 p. cent
pH 74. 150 ul d'une dilution au 1/10 du sérum
dans un tampon PBS 0,1 M BSA 1 mg/ml pH 74
sont répartis en duplicate. Une gamme de réfé-
rence est également répartie en duplicate. Elle
comprend 4 dilutions d'un pool de sérum de
patients désensibilisés au venin de guépe.

Aprés une incubation de 1 h 30 a température
du laboratoire et trois lavages, 140 mcl de l'anti-
corps monoclonal (Seward clone BAMI16) dilué au
1/2500 dans le tampon de dilution sont ajoutés
dans tous les puits. A 1 heure d’incubation a tem-
pérature du laboratoire et trois lavages 150 pl
d’anticorps F(ab)” 2 anti-IgG de souris (Sigma)
marqué a la phosphatase alcaline sont ajoutés
dans tous les puits. Aprés trois lavages, 200 ul
d'une dilution de 104 M de méthyl umbelleferyl
phosphate dans un tampon Tris 0,1 M pH 8,5 sont
répartis dans tous les puits.

Aprés une incubation de 30 minutes a tempé-
rature du laboratoire les plaques sont lues a
l'aide d'un fluorimetre automatique (Dynatech
microfluor).

Expression des résultats

Les valeurs moyennes des intensités de fluo-
rescence des différents duplicates sont comparées
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Fig. 2. — Reproductibilité des dosages d'1gG4 spécifiques effectuds
en duplicate sur 22 sérums (6 pour le venin d’abeille et 14 pour le
venin de guépe).

a celles d'un gamme de référence. Celle-ci est
obtenue a partir d’'un sérum riche en IgG4 spéci-
fiques du venin de guépe et son expression semi-
quantitative en unités arbitraires (UA) définit en
fixant a4 0,75 UA la valeur moyenne plus 2 écarts-
types des résultats en intensité de fluorescence de
50 sérums de sujets non allergiques,

Une courbe d’étalonnage type est représentée
sur la figure 1.

RESULTATS

Reproductibilité des résultats

22 sérums possédant des taux différents d'IgG4
spécifiques ont été dosés a l'aveugle en double
dans la méme série de dosage. Les résultats sont
représentés sur la figure 2.

Nous avons également dosé 25 fois le méme
sérum dans la méme série de dosages. Pour une
moyenne des résultats correspondant a 3,7 UA,
le coefficient de variation est de 6 p. cent.

Spécificité des résultats

La fiche de contréle de l'anti-sérum monoclonal
utilisé montre qu’en présence de protéines puri-
fices IgGl, IgG2, IgG3 et I1gG4 humaines la réac-
tion croisée pour les isotypes 1, 2 et 3 est négli-
geable.

De plus, nous avons également testé la spéci-
ficité de cet anti-sérum en fixant sur des plaques

de microtitration des anticorps polyclonaux anti-
IgG1, IgG2, 1gG3 et IgG4 (Nordic). L'anti-IgG4
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Fig. 3. — Evolution au cours du temps des IgG4 spécifiques post-
rush pour le venin d’abeille {(n = 9).

monoclonal ne reconnait dans les conditions expé-
rimentales utilisées que les IgG fixées par l'anti-
IgG4 polyclonal alors qu'un anticorps monoclonal
reconnaissant les quatre isotypes reconnait les
IgG fixées par les 4 anti-sérum.

De plus, dans les conditions techniques décrites
précédemment, nous avons testé d'une part l'effet
de la suppression du sérum et d’autre part l'effet
de la suppression du monoclonal anti-IgG4 pour
une dilution du sérum correspondant a 24 UA.
L’intensité 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
positivité de 0,75 UA.

Spécificité antigénique

Pour 25 sujets, nous avons dosé les IgG4 spé-
cifiques pour les deux venins (Yellow Jacket et
Honey bee). Pour une majorité des sérums (20/25),
nous retrouvons une réponse significativement
différente pour 1'un ou l'autre des venins (7 pour
le venin de guépe avec en moyenne une réponse
de 11,8 fois plus importante et 13 pour l'abeille
avec une moyenne des réponses de 7,1 fois plus
importante). Pour 5 sujets seulement la réponse
était équivalente pour les deux venins.

Application aux malades en cours de désensibili-
sation

Les résultats des dosages pour les 21 sérums
d’allergiques a la guépe et les 9 sérums d’aller-
giques a l'abeille sont représentés respectivement
sur les figures 3 et 4 et le tableau I.
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Fig. 4. — Evolution au cours du temps du taux des IgG4 spécifiques
post-rush pour le venin de guépe (n = 18).

TABLEAU I. — Moyennes des valeurs obtenues avant le « Rush»
(10) & la fin de celui-ci (t1) et dans un délai de 18 a 36 mois (i2)

10 tl t2

6,2 UA
10,4 TA

Venin de guépe, n = 21
Venin d’abeille, n = 9

24 UA
4,2 UA

2,6 UA
4,0 UA

UA : unités arbitraires.

On constate au temps t2 une augmentation
significative du taux des IgG4 spécifiques pour
7 sujets sur 9 pour l'abeille et pour 17 sur 21
sujets pour la guépe dans un délai variant de 1
a 3 ans.

DISCUSSION ET CONCLUSION

Nous disposons ainsi d’'une technique fiable
et rapide de recherche des IgG4 spécifiques. Par-
mi les différents allergénes, les venins représen-
tent un cas tout a fait particulier du fait de la
pureté de 'allergéne utilisé. Il est important dans
ce cas de disposer de parametres d’efficacité
thérapeutique. Wiithrich et coll. [23] ont montré
que les TgG spécifiques éventuellement couplées
aux IgE spécifiques représentaient de bons cri-
teres. Il paralt (résultats en cours de publication)
que le dosage de la sous-classe 4 des IgG présente
une meilleure sensibilité et une meilleure fiabilité
que celle des IgG toutes sous-classes confondues.
Il apparaii que l'immunothérapie en «rush» ne
fait augmenter significativement le taux des IgG4
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spécifiques qu’au bout de quelques mois. Les
résultats correspondants seront l'objet dun tra-
vail ultérieur en cours de préparation ; une étude
plus prolongée semblait indispensable a la dis-
cussion de l'intérét de ce dosage. Ce dosage des
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IgG4 spécifiques peut trés probablement étre
également appliqué au suivi de la désensibilisa-
tion aux pneumallergénes et au diagnostic des
allergies alimentaires s’il est possible de dispo-
ser d'allergenes purs et bien standardisés.
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