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Les allerg~nes sont des substances de poids mold- 
culaire dlevd tel que des prot6ines, des glycoprotdines 
ou hydrates de carbone. La caractdrisation des aller- 
ggnes hautement purifi6s constitue un pr6alable es- 
sentiel h l'dtude des bases de la sensibilisation aller- 
gdnique de l'homme. De nombreux allergbnes ont 
dtd purifids ~ partir de diffdrentes sources telles que 
les plantes, les animaux, les substances chimiques ; 
les revues eomplgtes de ce sujet incluent celles de 
KING [4],  MARSH [8],  STANWORTI-I [ 1 0 ] .  Aprgs in- 
troduetion dans l'organisme par inhalation, injection 
ou contact, l'allerggne rdagit avec les IgE fixdes aux 
cellules ddterminant une rdaction en chaine aboutis- 
sant h la libdration finale de mddiateurs chimiques 
tels que l'histamine. Dans le m~me temps, il a dtg 
observd des rdactions avec des IgG non rdaginiques 
disposant d'une activitd bloquante (LICHTENSTEIN et 
coll. [7]). Les principes immunologiques de l'hypo- 
sensibilisation des ma!ades atopiques, par injection 
d'extraits allergdniques, ne sont pas complbtement 
compris. Nous n'en connaissons actucllement que 
l'influenee sur les paramgtres suivants : 

- - a u g m e n t a t i o n  du niveau des antieorps blo- 
quants IgG, 

- -  baisse du niveau des IgE apr~s une augmen- 
tation initiale. 

Cependant, le r61e de ces IgG anticorps bloquants 
et lear importance dans les traitements d'hyposen- 
sibilisation est encore trgs controversde (LEVY et coll. 
[6] ,  IRONS et coll. [3],  ZEISS et coll. [11]. Une 
information plus complete sur l'interaction des IgG 
et IgE avee des moldcules d'allerggnes au niveau du 
ddterminant est ndcessaire h une meilleure apprdcia- 
tion de la fonction des IgG dans la rdaction aller- 
gique. La prdsente dtude rapporte les donndcs rela- 
tives h la purification de deux fractions allergdniques 
hdtdrog~nes dialysables et non dialysables. La rela- 
tion existant entre les ddterminants allergdniques et 
antigdniques est dgalement analysde. 

* Instltut d 'Ana tomio  Compar~e,  Universit6 de  Palerme.  Institut In- 
te rnat ional  de  G6n~tique et de  Biophysique,  CNR, Naples  (Italie). 

MATERIELS ET M~THODES 

Le pollen de Parietaria o~cinalis contenant 75 h 
85 p. cent de pollen put a 6td obtenu d'Allergon, 
Engelholm (Subde). Les sgphadex G-25 et G-75 et 
la protdine A S6pharose ont gtd obtenus de Phar- 
macia. Les marqueurs de poids moldculaire, la pep- 
sine, le cytochrome-c et l'ovalbumine ont 6t6 obtenus 
de Sigma. 

E X T R A C T I O N  D E S  P O L L E N S  

Le pollen non ddgraissd de paridtaire a dtd ex- 
trait dans l'eau bi-distillde pendant trois jours en 
chambre froide sous agitation continue. Le surna- 
geant, obtenu apr~s centrifugation, a dtd prdcipitd 
par addition h 4 °C de sulfate d'ammonium solide 
jusqu'h une concentration finale de 70 p. cent en 
saturation. Le culot, obtenu par centrifugation, a dtd 
dissout dans 20 mM Tris-HC1 pH 7,9 et filtrd h 
travers une colonne de Sdphadex G-25 ~quilibrde 
puis dlude avec le m~me tampon. Les fractions ont 
dtd essaydes pour leur activitd allergdniqne en Prick- 
test. Les pics actifs ont dtd collectds et passds en 
chromatographic h travers une colonne DE-52 dquili- 
brde avec le in,me tampon en molaritd croissante. 
Les pics actifs ont dtd sdpards et dialysds apr~s une 
dtape de ddsalage. 

DIALYSE 

La dialyse a dtd rdalisde en tube de A. H. Thomas 
Co, avee une limite d'exclusion de 12 000 daltons. 
Le pic aetif a dtd dialysd fortement dans une solu- 
tion Tris-HC1 pH 7,9 20nM, renouvelde jusqu'h 
dpuisement de l'activitd allergdnique de la solution 
de dialyse. 
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PROTI~INE A-SI~PHAROS E 

Des volumes de i h 2 ml de s6rum humain, dia- 
lys6 contre 0,1.4 M de phosphate de sodium h pH 8, 
ont 6td introduits dans nne colonne et dquilibr6s 
pendant 15 minutes. Los protdines non adsorbdes 
out dt6 lavdes h l 'aide d'une solution 0,14 M de 
phosphate de sodium pH 8 jusqu'h ce qu'il  ne soit 
plus observd d'absorption h 280 A. Los matdriaux 
adsorbds ont ensuite dt6 61uds avec une solution de 
citrate de sodium 0,]4 M pH 3. 

EL~SA 

Une phosphatase alealine a dtd conjugude h du 
sdrum de lapin anti-IgG humaine, par addition de 
glutaralddhyde jusqu'h une concentration finale de 
0,2 p. cent. Les eonjuguds ont dtd eonservds h 4 °C 
dans 50 mM de tampon Tris HC1 pH 8, contenant 
1 p. cent de s6rum albumine bovine et 0,02 p. eent 
d'aeide de sodium. Des micro-plaques jetables en 
polystyrene ont dtd utilis~es pour les essais immu- 
nologiques. L'allerg~ne dialysable de paridtaire d 'un 
poids moldeulaire de 12 000 daltons a dtd fixd aux 
patois des puits h la concentration finale de 50 Fg/  
ml dans un tampon carbonate de sodium 15 mM 
pH 9,6. Apr~s incubation, les produits non fixds ont 
~t~ 61iminds par lavage au tampon phosphate. La 
fraction antieorps, obtenue par la protdine A-sdpha- 
rose ehromatographie a ~td alors mise en contact 
avee les moldeules d'allerg~nes fix~es aux patois. 
Aprgs lavage de l'exebs, l 'anti-IgG humaine eonju- 
gude h la phosphatase alealine a dtd ajoutde dans 
les puits et ineubde pendant une nuit.  La quantitd 
de eonjugud tixd aux patois a dtd mesurde par addi- 
tion de substrat enzymatique au paranitrophdnyl- 
phosphate. La digestion enzymatique a dtd bloqu~e 
par addition de NaOH 1 M e t  le produit libSrd, me- 
surd au speetrophotom~tre h 400 nm. 

RESULTATS 

La technique utiiisde pour la purification des aller- 
g~nes extraits du pollen de paridtaire est montrde sur 
le tableau I. L'extrait  aqueux, solution brun foncd 
contenant toute l'activitd allergdnique, a dtd filtrd 
h travers une colonne de Sephadex G 25. La distri- 
bution protdique des produits dluds a ~td mesurde 
an spectrophotom~tre h 280 nm. L'activitd allergd- 
nique de chaque fraction a dtd apprdcide par tests 
cutands directs sur des malades porteurs d 'une aller- 
gic bien 6tablie h la paridtaire. I1 a dtd observd deux 
pics bien sdpards de protdines et route 1'activit~ aller- 
gdnique a dtd retrouvde au niveau du premier pic 
(fig. 1). Los produits isolds du premier pic ont dtd 
alors chargds dans une colonne de DE 52, dquili- 
brde avec du Tris HC1 20 mM pH 7,9. La colonne 
a dt6 lavde dans un volume du m f m e  tampon puts 
il a &td procdd6 h une dtape d'61ution graduelle. Un 

T A B L E A U  I 

D~SCRIPTION SCHEMATIQUE DES METHODES UTILIS~ES 
POUR P U R I F I E R  L]ES ALLERG~NI~S DU POLLEN 

DE PARIETARIA OFFICINALIS 
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FIG. t .  - -  Fil trat ion sur Sephadex G 25 de l 'extrait  aqueux 
de pollen. La colonne est 6quilibr6e et 61ude avec 20 m M  
de Tris HC1, pH 7,9. Des fractions de 2,0 ml  out  dr6 
collectdes et l 'activit6 allergdnique mesur6e en tests cutands. 

premier pie de protdine a dtd dlud avec un tampon 
200 raM. La colonne a ~td dlu~e avec ce tampon 
jusqu'h ce qu'il  ne soit plus observd d'absorption h 
280 nm. I1 a alors dtd ajoutd nn tampon 400 mM 
et la colonne a dtd dlude jusqu'h ce qu'aucune ab- 
sorption ne soit ddtectable. I1 a ainsi dtd obtenu un 
second pic de protdine. Un troisi~me pic protdique 
a dt6 dlud avec du tampon 2 M. Toute l'activitd 
allergdnique a ~td retrouvde dans le premier pic 
protdique, dlu6 avec le Tris HC1 200 mM pH 7,9 
(fig. 2). Ce produit a dtd ddsal~ par titration h tra- 
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FIG. 2. - -  Chromatographic sur DE 52 du pic actif obtenu 
aprgs filtration sur le Sephadex G25.  La eolonne a 6t6 
6quilibrge avec du Tris HCI 20 m~, pH 7,9. La fraction 
allerg6nique dans le Tris HC1 20 ml, pH 7,9 a 6t6 intro- 
duite dans la colonne et chromatographi6e en utilisant 
0,2 M, 0,4 M, 2 M de tampon HC1, pH 7,9. Los fractions 
ont 6t6 essay6es en tests cutangs pour leur activit6 aller- 
gdnique. 
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FIG. 3 . -  Gel filtration sur Sephadex G25 du pic allerg6- 
niquement actif provenant de la chromatographie DE 52. 
La colonne a dt6 dquilibrde et dlude avec 20 mM de tam- 
pon Tris HC1, pH 7,9. Les protdines utilis6es comme mar- 
queurs : ovalbumine (43 000 PM), pepsine (35 000 PM), 
cytochrome (11 700 PM) et louts positions sur la co3onne 
ont 6t6 dgtermin6es. 

vers une colonne de Sephadex G 25 lyophilisde, dia- 
lys6e intensivement contre du tampon Tris HC1 
20 mM pH 7,9, renouvel6 plusieurs fois jusqu'h ce 
qu'aucune activit6 allergdnique ne soit trouv6e dans 
le tampon externe de la dialyse. L'activitd dialysable 
apr~s concentration a dt6 pass6e h travers une co- 
lonne de Sephadex G 75 prdalablement calibrge en 
utilisant, comme marqueur  prot6ique de ponds mol6- 
culaire connu, ovalbumine, pepsine et cytochrome-c. 
La figure 3 montre le profil des densitds prot6iques 
et la distribution de l'activit6 allergdnique de la frac- 
tion D. Quatre pics d'activit6 allergdnique de poids 
mol6culaire approximatif  de 41 000, 30 000, 20 000 
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et 12 000 daltons out 6td trouv6s dans le dialysat. 
Sachant que les tubes retiennent des moldcules d 'un 
poids mol6culaire 6ga! ou sup6rieur h 12 000 daltons, 
nos r6sultats peuvent s'expliquer en supposant qu'il  
apparait un processus d'agr6gation de l'allerg~ne 
apr6s Fdtape de dialyse ce qui ddtermine la produc- 
tion de mol6cules d 'un poids moldculaire sup6rieur 
au seuil des tubes de dialyse. La fraction non dialy- 
sable dtait 6galement allergdniquement active et don- 
nait quatre pics d'activit6 apr~s passage h :travers 
une colonne de Sephadex G 75. 

Dans cet article, nous sommes concern6s par la 
fraction dialysable ; l e s  quatre pics allergdniques 
avaient une activitd spdcifique dffdrente, prdcis6ment 
les allerg~nes d 'un poids mol6culaire de 12 000 et 
14 000 daltons 6taient environ cent fois plus actifs 
que ceux h 20 000 et 30 000 daltons. La relation 
antigdnique entre los quatre allerg~nes fut analys6e 
par immuno-diffusion en utilisant des anti-sdrums 
de lapins obtenus contre la fraction non dialysable. 
Les quatre allerg~nes montr~rent une r6action d'iden- 
tit& L'activitd allergdnique des quatre allerg~nes rut 
stable pendant plusieurs mois de conservation dans 
du Tris HC1 20 mM pH 7,9 h 4 °C. Elle demeura 
stable apr~s deux heures d'dbullition. Une consom- 
rnation des allerg~nes par la pronase pendant des 
temps infdrieurs h 4 heures n 'a  pas supprim6 l'acti- 
vitd allergdnique. Apr~s quatre heures cette activitd 
dtait ddtruite. L'interaction entre cet allerg~ne et los 
anticorps spdcifiques IgG humaines et IgE humaines 
a dtd analys6e en utilisant l'allerg~ne dialysable de 
12 000 daltons et I ' E H S A .  En utilisant une colonne 
de protdine 1-S6pharose, les anticorps IgE provenant 
de s6rums de malades allergiques h la paridtaire out 
6t6 sdpards des IgG spdcifiques. Les anticorps IgE 
spdcifiques n 'ont pas 6t6 retenus et se sont donc 
trouv6s dlu6s avec les IgA, IgD, IgM et les compo- 
sants non immunoglobuliniques du sdrum humain.  
En utilisant la m6thode ELISA, il n 'a  dr6 d6tect6 
aucune IgG sp6cifique dans l'all'erg~ne de cette frac- 
tion, les substances fix6es h la prot6ine A-Sdpharose 
ont 6td 61u6es en changeant le tampon d'61ution. I1 
a 6td trouv6 dans cette fraction des IgG sp6cifiques, 
mais une contamination par des IgE sp6cifiques a 
6t6 d6montrde par I 'ELISA. Pour cette raison, nous 
avons seulement utilis6 la r6action entre la fraction 
IgG et l'allerg6ne pour ddterminer une compdtition 
entre les IgG et les IgE. Aprb, s que les allergbnes 
aient 6t6 saturds par los IgG, il a 6t6 ddtermin6 un 
temps d'incubation entre los conjuguds et le substrat 
puis l'allerg~ne dialysable de paridtaire 12 000 dal- 
tons a dt6 fix6 aux parois. On a alors ajout6 les 
puits 200 ~g d'une sdrie de dilutions des fractions 
d ' IgE et ce pour une p6riode d'incubation de 6 heu- 
res. AprSs 61imination des IgE non fixdes aux aller- 
g~nes, los puits ont dr6 incub6s avec 200 Vg de la 
fraction IgG avec la mSme cluantit6 dans chaque 
puit. Apr~s une incubation avec ]e conjugud enzyme 
anti-IgG humaine, on obtient les r6sultats prdsentds 
sur la figure 4. Ce protocole a 6t6 rdp6td avec les 
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FIG. 4. - -  Courbe de t i trat ion en inhibi t ion de ] 'ELISA de 
la fraction IgG fix6e h la protdine A e t  de l 'allerg~ne eou- 
vrant  dans les pulls .  Les courbes mont ren t  le poureentage 
d ' inhibi t ion obtenu : 
- - a v e c  les deux fractions antieorps additionndes simulta- 

ndment  attx allergbnes reeouvrant  les puits (points 
noirs)  ; 
avee les deux fractions d 'anticorps addltiorm6es en deux 
6tapes : la fract ion IgE a 6t6 d 'abord ineubde avec la 
Inol~eule d'allerg~ne puis  apr~s dlimination de l 'extrait  
par  lavage, la fraction IgG a dt6 ajout6e (points blanes) .  

modifications suivantes : les deux fractions anticorps 
ont dtd ajout6es en m~me temps sous un volume 
total de 200 ~vg, la fraction IgG 6tait dflude au 
1/100 par rapport h la concentration d'origine du 
s6rum, il a 6t6 identique pour chaque puit alors que 
la fraction IgE variait en concentration du 1/125 
au 1/2 000. Les rdsultats prdsentds sur la figure 4 
donnent h penser que les IgE et les IgG entrent en 
comp6fition par le m6me d6terminant antig6nique 
de la mol6cule d'allerggne. 

DISCUSSION 

La premibre &ape de la rdaetion en chaine d'hy- 
persensibilit6 est eonstitude, ehez l'homme, par Fin- 

teraction d'une moldeule allergdnique avee un anti- 
corps spdcifique du syst~me IgE. Cependant, ehez 
certains animaux de m6me que cltez l 'homme, la 
moldcule allerg6niciue est 6galement capable de sti- 
muler et de rdagir avec les anticorps bloquants spd- 
cifiques IgG qui bloquent et neutralisent 1'allerg~ne 
et done l'dliminent. Cela signifie que la moldcule 
allergdnique peut r6agir avec deux classes diff6rentes 
d'anticorps, les IgG et les IgE. Habituellement, les 
allergbnes que l'on rencontre naturellement sont des 
protdines ou des polypeptides d 'un poids moldculaire 
compris entre 40 000 et 5 000 daltons qui portent 
des zones ddfinies, susceptibles de se combiner avee 
des rdgions eompl~mentaires des anticorps sp~eifiques. 
Si la zone de la moldcule allergdnique qui rdagit 
avec l 'IgE est le d&erminant allerg6nique et que 
celle qui rdagit avec l'IgG est le ddtermiuant anti- 
gdnique, il se pose la question de savoir si les deux 
ddterminants sont identiques ou diff6rents ? Pour 
r6pondre h cette question, l 'une des possibilitds est 
de disposer d'une mol6cule d'allerg~ne pure et d'ana- 
lyser dans un systgme in vitro l'interaction des an- 
ticorps IgG et IgE avec les moldcules d'allerggnes. 
A partir de pollens de paridtaires, il a dt6 purifid 
une fraction dialysable contenant quatre allerg~nes 
(MEI~ECOZZO et coll. [9] ,  G~I~ACI et coll. [2]).  L'aller- 
g~ne d 'un poids moldculaire de 12 000 dahons a dtd 
utilisd pour dgterminer ces interactions avec les an- 
ticorps humains spdcifiques IgG et IgE en employant 
la m6thode ELISA. Elle a permis la d6tection d'an- 
ticorps spdcifiques h une concentration de l'ordre 
du ng /ml  (ENGEVALL e t  PERLMAN [1], KING et Ko- 
CrlOUMIAN [5]).  En ufilisant les fractions IgG et 
IgE, obtenues par ebromatographie de s6rums hu- 
mains sur une colonne de protdine A-Sdpharose 
(ZOLA e t  coll. [12]), les rdsultats obtenus sugg~rent 
l'existence d'une compdtition entre les deux classes 
d'anticorps pour le m~me ddterminant de l'allergb, ne 
de paridtaire. Des travaux sont ndcessaires pour con- 
firmer ce rdsultat et pour comprendre la rdaction 
qui existe entre les d6terminants antigdniques et 
allergdniques. 
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