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L'avbnement des allerg6nes recombinants nous offre 
la possibilit~ de r~volutionner le domaine de 1' allergie 
humaine, tant en ce qui concerne les m~canismes 
physiologiques ~t la base des r6actions allergiques que 
la th6rapeutique. Le propos de ce texte est d' examiner 
bri~vement les principales implications pratiques 
lides ~t l'utilisation de mol6cules recombinantes. 

La production des allergbnes recombinants est 
pratiquement devenue une routine de laboratoire. A 
partir d 'ADN g6nomique ou d'ARN suivi d'une 
transcription inverse, le segment g6nique contenant 
l'information pour la synthbse de l'allergbne est 
ins6r6 dans un vecteur d'expression. Ce vecteur est 
ensuite introduit dans une culture cellulaire pour 
production de la prot6ine correspondante. Deux sys- 
tbmes d'expression sont actuellement couramment 
utilis6s, soit en cellules de procaryotes telles que 
Escherichia coli, soit en cellules d'eucaryotes. Ces 
derni~res sont des cellules de mammifbres, de levure 
ou d'insectes. Ces syst~mes d'expression ne sont pas 
interchangeables. Les prot6ines et les allerg~nes en 
particulier sont soumis ~t des modifications post- 
translationnelles qui conditionnent la fonction de la 
prot6ines. Glycosylation, sulfatation, addition/d616- 
tion d'acides aminds, formation de ponts disulfures 
en sont des exemples marquants. Escherichia coli 
par exemple ne permet pas la glycosylation prot6ique ; 
~t l'inverse, les cellules de levure ajoutent fr~quem- 

ment des sucres normalement absents. Le choix du 
syst~me d'expression n'est donc pas innocent. 

PRI~PARATION ET CARACTI~RISATION 
DES EXTRAITS ALLERGI~NIQUES 

On peut d'embl6e distinguer les avantages que 
peuvent procurer les a11ergbnes recombinants darts la 
pr6paration d'extraits ~t vis~e diagnostique et/ou 
tMrapeutique : identification et quantification des 
composants principaux et rdduction des variations de 
preparation ~t pr6paration. De plus, il devient pos- 
sible d'obtenir une concentration en allerg~nes dans 
les extraits basde sur une mesure pr6cise de la quan- 
tit6 de prot~ine, et non plus sur une dvaluation de la 
r~activit~ cutan6e moyenne de sujets allergiques ou 
de l'inhibition de fixation d'anticorps IgE sp6ci- 
fiques. Enfin, les prot6ines recombinantes permet- 
tent de produire des anticorps monoclonaux sp6ci- 
fiques servant diff6rents buts, tel que le suivi de la 
stabilit6 des extraits et de la conformation tridimen- 
sionnelle des allerg~nes. 

RELATIONS STRUCTURE-FONCTION 

La conformation d'un allergbne est en effet essen- 
tielle non seulement pour ses propri6t6s de liaison 
aux anticorps IgE, mais 6galement pour ce qui 
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concerne la fonction physiologique de l'allergbne, 
souvent exprimde par une activit6 enzymatique. I1 
faut bien admettre que nous ne connaissons toujours 
pas les proprigtEs qui dEterminent qu' une protEine se 
comporte en allergEne. Quelques rbgles gEnErales ont 
pu &re dEduites : taille comprise entre 15 et 40 kD, 
glycosylation, activitg enzymatique, etc., mais elles 
souffrent nombre d'exceptions. Disposer d'une pro- 
tgine en solution homogbne et de sa sequence permet 
une Etude precise de la relation existant entre la 
structure et la fonction. Ainsi, par mutation dirigde, 
il est possible de ggnErer des variants ne diffErant de 
la protEine native que par un seul ou un petit nombre 
d'acides amines. Ceci permet notamment de deter- 
miner les sites de fixation des anticorps spEcifiques 
mais 6galement d'dtudier des propriEtEs a priori 
inddpendante de la production d' anticorps IgE. 

Une des questions les plus intdressantes concer- 
nant les allergEnes, et qui Etait restEe totalement dans 
l 'ombre jusqu'~ l'arrivEe des molecules recombi- 
nantes, concerne le polymorphisme protEique. Le 
phEnomEne n'est en soi pas inattendu car largement 
identifi6 dans le rbgne animal comme vEgEtal. L'intE- 
r~t vient de la demonstration de propriEtEs immuno- 
gEniques fort variables d'une isoforme ~t l'autre. Un 
hombre limitE de substitutions d'acides amines pent 
en effet entratner une alteration majeure de la capa- 
cite de fixation des anticorps IgE. Ce polymorphisme 
est plus ou moins lid aux zones gdographiques 
EvaluEes, mais des variations existent au sein d'un 
mame 6cosystbme, ou m~me d'un seul sujet. Cela ne 
simplifie pas la t~che de preparation des allergbnes 
pour le diagnostic et le traitement : faut-il utiliser 
telle ou telle isoforme, ou convient-il de rEaliser des 
melanges d'isoformes ? 

IDENTIFICATION DES I~PITOPES B ET T 

De nombreuses m&hodes existent qui permettent de 
determiner la localisation des Epitopes sur une 
protEine donnEe : utilisation de peptides synthEtiques 
reprEsentatifs de l 'ensemble de la sequence de la pro- 
tEine, mutagenbse dirigEe, substitution conservatrice 
ou non, presentation sur phages, etc. Si les tech- 
niques sont bien implantdes dans les laboratoires, il 
reste d'importants probl~mes d'interprEtation. Quel- 
ques exemples devraient inciter ~ la rEflexion : 

- le plus souvent, l'identification des Epitopes Tes t  
rdalisde h l'aide de clones de lymphocytes T gEnErds 
in vitro ; on sait cependant qu'il existe un important 
biais de selection dans la production de ces clones, 
dfi autant aux cytokines utilisEes qu'aux cellules 
prEsentatrices elles-m~mes ; 
- les protEines sont porteuses d'Epitopes majeurs, 
mineurs et cryptiques, c'est-~-dire suivant une cer- 
taine hiErarchie qu'ignore compl~tement l'analyse 
faite ?~ 1' aide de peptides ; 
- les 6pitopes reconnus par les anticorps, et en parti- 
culier les anticorps IgE, sont essentiellement de 
nature conformationnelle ; cet aspect des choses est 
Elude dbs que l'on pratique une Evaluation ?~ l'aide de 
peptides. 

MalgrE ces reserves, il est peu douteux que nous ne 
soyons au seuil d'une revision complete de notre 
conception actuelle de l'immunogEnicitE des aller- 
g~nes. Voici en bref quelques-uns des progr~s que 
l 'on peut attendre de ce type d' analyse : 
- identification des sites de fixation des anticorps 
IgE ; 
- Elucidation des mEcanismes par lesqnels les anti- 
corps IgG spdcifiques influencent la fixation des IgE 
et la ddgranulation mastocytaire qui en rEsulte ; 
- identification des complexes majeurs d'histo- 
compatibilitE impliquEs dans la reconnaissance d'un 
allerg~ne ou d'un Epitope allerggnique particulier ; 
- identification des rEcepteurs antigdniques des 
lymphocytes T ; 
- Etude de la relation entre reconnaissance Epi- 
topique et production de cytokines ; 
- comparaison ~ l'6chelle molEculaire de la prEsen- 
tation antigEnique par diffErentes cellules compE- 
tentes, etc., pour n'en citer que quelques-uns. 

RI~ACTIVITI~ CROISI~E ET FAMILLES 
D'ALLERGENES 

Les comparaisons de sequences de diffErents aller- 
g~nes sont instructives ~ plus d'un titre. Elles per- 
mettent de determiner le degr6 d'homologie entre 
des protEines semblables au sein d'une m~me esp~ce. 
Ainsi les allergbnes sont-ils repris sous forme de 
groupes : le groupe 2 des allerg~nes d'acariens, le 
groupe 5 des allerg~nes de gramindes, etc. Plus intd- 
ressant encore est la dEcouverte d'allergbnes iden- 
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tiques darts des espbces diff6rentes. L'exemple clas- 
sique est l'allergbne Bet vl du pollen de bouleau, 
pr6sent au niveau de la pomme (Mal dl). Plus inat- 
tendue est la d~couverte de la parent6 allergdnique 
entre la tropomyosine d'acariens et celle d'autres 
invert6br6s. 

On en arrive ainsi progressivement ~ ddfinir des 
familles d' allerg~nes partageant les m~mes fonctions 
physiologiques (profilines, cyclofilines, etc.) et 
amorcer une comprehension nouvelle de la patho- 
g6nicit~ des allergbnes. I1 est fascinant de constater 
que ces familles d'allerg~nes sont souvent consti- 
tudes de prot~ines participant ~ la d6fense anti-infec- 
tieuse (par exemple Bet vl ) ou de protdines de stress. 

Une autre consdquence non ndgligeable de l'iden- 
tification d'homologie de s6quence est l '6mergence 
d'une nouvelle classification d' allergbne. Cela s'ins- 
crit dans un vaste programme de remodelage en 
profondeur de la botanique actuellement en cours et 
qui, grace ?~ l'6tude de sdquences de prot6ines ~ fonc- 
tion identique, permet le rapprochement de v6g6taux 
jusque-l~t considgr6s comme distants (rose et ortie, 
par exemple). 

IMPLICATIONS POUR 
L'IMMUNOTHERAPIE 

I1 s'agit de l'administration directe d'un segment 
d 'ADN sous forme de plasmide par voie intramuscu- 
laire, sous-cutande ou 6picutan~e. Ce plasmide (unit~ 
d'ADN circulaire autonome) est administr~ seul, 
adsorb6 sur particules ou encapsuld dans un vecteur. 
Le principe est de faire synth6tiser 1' allerg~ne corres- 
pondant par 1' organisme h6te. Cet allerg~ne est pris 
en charge par une cellule pr6sentatrice locale qui le 
pr6sente aux lymphocytes T spdcifiques dans le 
contexte du complexe majeur d'histocompatibilit~ 
de classe II. L'int6rat majeur de cette m6thodologie 
est de d6vier la r6ponse immunitaire d'une activation 
pr6f~rentielle de Th2 vers une activation Thl, et ceci 
apparemment aussi bien dans la pr6vention d'une 
rdponse que durant une rdponse d6j~t 6tablie. Cet 
effet de d6viation est en fait imputable ~ la pr6sence 
de << sdquences d'immunostimulation ,~, en r~alit6 
de motifs CpG qui sont de puissants stimulants des 
cellules pr6sentatrices amenant une production 
d'IL-12 et d'IFN-y. 

Une autre forme d'immunotMrapie consiste en la 
production de conjugu6s faits d'allerg~ne et d' oligo- 
nucl6otides contenant des s6quences CpG. Ici 6gale- 
ment, la prdsence de ces s6quences favorise la 
production d'[L-12 et d'IFN-y et doric une ddviation 
de r@onse immunitaire vers un profil Th 1 dominant. 

On distingue d'embl~e deux niveaux : utilisation 
d'allerg~nes recombinants sous forme native, de 
ddriv6s ou de (poly)peptides d'une part, et, d'autre 
part, la vaccination g6nique et ses variantes. Le 
premier aspect 6tant 6voqu6 ailleurs darts ce num6ro 
de la Revue franfaise d'allergologie et d'immuno- 
logie clinique, nous n'dvoquerons ici que la th~rapie 
ggnique. 

CONCLUSION 

Les implications des allergbnes recombinants sont 
multiples et il n'est gubre douteux qu'il faille les 
consid~rer comme une avanc6e majeure dans le 
domaine de l'allergie, h la lois sur le plan recherche 
et sur le plan clinique. 


