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Résumé

La synthese de protéines de défense fait partie des réponses biochimiques que les plantes ont développées pour lutter contre leurs ennemis
naturels et contre les stress environnementaux. De nombreuses protéines de défense végétale sont allergisantes : chitinases, protéines de
transfert lipidique LTP, protéines Bet v 1-like. Cet article rappelle les principales familles de protéines de défense végétale, leur impact
allergique et I’effet de certains procédés agricoles ou technoalimentaires sur I’allergénicité des aliments végétaux.
© 2004 Elsevier SAS. Tous droits réservés.

Abstract

The synthesis of defence proteins is one of the biochemical responses that plants have developed to cope with their natural enemies and with
environmental stresses. Many plant defence proteins are allergenic, for example, chitinases, lipid transfer proteins, Bet v 1-like proteins, etc.
The present article briefly describes the families of plant defence proteins, and emphasizes their allergenic impact as well as pre- and
post-harvest technologies that can affect the allergenicity of foods of vegetable origin.
© 2004 Elsevier SAS. Tous droits réservés.

Mots clés : Mécanismes de défense végétale ; PR-protéines ; Allergie alimentaire ; Familles d’allergenes

Keywords: Plant defence proteins; PR-proteins; Plant allergens; Food allergy

1. Introduction de leur évolution et, de tous temps, les sélectionneurs ont
cherché a cumuler ces moyens défensifs naturels dans les
Pour assurer leur croissance et leur reproduction les plan- variétés cultivées.

tes doivent s’adapter aux conditions environnementales et
lutter contre leurs nombreux ennemis naturels : adaptation au
froid, a la salinité du sol, a la sécheresse, résistance aux
attaques des insectes, des virus, des moisissures, etc. Les
plantes ont développé de trés nombreuses parades au cours

Les plantes sont dépourvues de systeéme immunitaire
adaptatif. Dans toutes ces situations de défense, les plantes
utilisent une machinerie biochimique et, notamment, des
protéines de défense végétale (PrDV). L’intérét que porte
I’allergologie aux PrDV provient de leur fréquente allergéni-
cité [1]. Les raisons précises de cette allergénicité ne sont pas
T Auteur correspondant. connues pour le moment. Cependant, en de nombreux points,

Adresse e-mail : henri.malandain @ch-bretagne-atlantique.fr un parallele peut étre fait entre réponse immunitaire innée
(H. Malandain). des animaux supérieurs et réponse défensive des plantes [2].

© 2004 Elsevier SAS. Tous droits réservés.
doi:10.1016/j.allerg.2004.04.002



470

2. Comment les plantes se défendent-elles ?
2.1. La réponse aux stress biotiques [3,4]

La panoplie des plantes est trés vaste pour lutter contre les
organismes phytophages (insectes adultes/larves, arthropo-
des, nématodes,...) et contre les pathogenes (virus, bactéries,
moisissures,...).

En cas d’attaque la cellule végétale répond par la sécrétion
de nombreux composés, dont des PrDV. Celles-ci, souvent de
faible masse moléculaire et stables en milieu acide, peuvent
étre secrétées hors de la cellule végétale pour combattre le
pathogene : c’est le cas des chitinases, des protéines
thaumatin-like, etc. D’autres protéines ont un role passif et
sont préformées dans la plante, notamment dans les organes
de réserve (graines, tubercules, etc.) : ce sont par exemple des
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inhibiteurs d’enzymes ou des lectines qui agissent au niveau
du tube digestif du prédateur. Mais certaines protéines de
réserve, comme les 2S-albumines ou les vicilines, semblent
pouvoir aussi participer a I’action défensive au moment de la
germination [5,6].

La stimulation des défenses végétales en un point de la
plante peut aboutir a une production de PrDV dans toute la
plante : c’est la résistance systémique acquise.

La Fig. 1 décrit les différentes phases de la réponse végé-
tale a un stress biotique.

2.2. La réponse aux stress abiotiques [7]
La sécheresse, le froid, la salinité imposent des modifica-

tions métaboliques globales. De trés nombreux genes sont
activés en réponse a ces stress, de sorte que I’analyse des
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Fig. 1. Les réponses défensives des plantes.
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Ce schéma symbolise quelques cellules végétales et leurs réponses vis-a-vis de divers types d’attaque : un pathogene externe (ex. une moisissure), un pathogene
intracellulaire (ex. un virus), une blessure (celle-ci pouvant étre mécanique ou liée a I’infection par un pathogéne). De plus, les principales molécules stockées

en prévision d’une attaque sont représentées (cellule végétale en bas a droite).

* Le pathogene extracellulaire attaque la paroi de la cellule végétale a I’aide de diverses enzymes. La lignine tend a s’y opposer. Quand la paroi végétale est
endommagée, des fragments en sont émis (ex. des polysaccharides) : ce sont des « éliciteurs ». Ils sont repérés par des récepteurs (LRR ou Leucine-Rich
Receptors). La flagelline ainsi que les glycanes libérés depuis le pathogene par la contre-attaque végétale sont aussi des éliciteurs.

e Les germines, les LTP (Lipid Transfer proteins) et les PGIP (Polygalacturonase Inhibiting Proteins) s’interposent a diverses molécules émises par le
pathogene. Par exemple, les LTP protegent la cutine et la subérine membranaires de 1’action des élicitines (molécules ayant pour rdle de rapporter des

composés lipidiques indispensables au pathogene).

* La détection du pathogene par un récepteur LRR provoque une réaction en chaine : on assiste a un « burst oxydatif » (= BO), avec notamment formation
d’H,0, (qui favorise le formation de lignine) et & la synthese de phytohormones (E = éthyléne ; SA = salicylate).

 Lablessure provoque la libération d’acides gras insaturés membranaires (= AGNE) et I’activation d’un récepteur LRR par une hormone, la systémine (= S).
Les AGNE sont utilisés pour la synthése du jasmonate (= JA), qui est aussi une phytohormone, et de divers lipoperoxydes (= oxylipines).

¢ Le burst oxydatif peut s’amplifier : c’est la « réaction d’hypersensibilité » (=

RH), qui peut aller jusqu’a la mort cellulaire.

¢ Les phytohormones JA, E et SA activent des syntheses de contre-attaque : les phytoalexines (petites molécules toxiques) et les PrDV qui comprennent des
protéines et des peptides. Ces PrDV sont en partie excrétées, en partie stockées.

e La détection d’un virus entraine une riposte d’inactivation du RNA viral (le « gene silencing »).

* Enfin, grace aux plasmodesmata, les phytohormones gagnent les cellules végétales avoisinantes, puis toute la plante. Celle-ci acquiert alors une certaine
résistance vis-a-vis du pathogene (ou de pathogenes proches) : c’est la « résistance systémique acquise » (= RSA).
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changements d’expression des protéines est complexe. On
peut néanmoins citer certaines familles de ces PrDV en
raison de leur allergénicité :

* réponse aux stress thermiques : les HSP, ou « heat shock
proteins », en association avec les cyclophilines [8],
limitent les dégats conformationnels aux protéines. Le
froid suscite la sécrétion de béta-1,3-glucanases, de li-
pocalines [9]. Les protéines PR-10, en transportant des
brassinostéroides, pourraient contribuer a améliorer la
résistance des plantes aux stress thermiques [10].

* réponse aux stress osmotiques : certaines thaumatin-
like, les germines et des cystéine protéases répondent a
des variations d’hydratation ou de salinité [7].

3. Importance des familles d’allergenes parmi les PrDV
3.1. La classification des PrDV

A la suite des travaux de Van Loon [11], il est d’usage de
diviser les PrDV en deux catégories : les protéines dites PR,
ou « pathogenesis-related », et les protéines PR-like. Selon
cette classification, les PR-protéines ne sont exprimées par la
plante que lors d’une attaque, tandis que les PR-like ont un
role tantot physiologique tantdt défensif.

En fait, pour les PrDv comme pour les phytohormones, la
distinction entre local et systémique, entre préformé et néo-
formé, entre role physiologique et role de défense est souvent
floue. Ainsi, la classification traditionnelle des PrDV en
14 familles de PR-protéines telle que proposée par Van Loon

[11], est trop restrictive : les béta 1,3 glucanases (famille
PR-2), les LTP (PR-14), les thaumatin-like (PR-5), etc. ont
aussi des roles physiologiques clairement démontrés ; inver-
sement, des protéines ayant un net rdle défensif ne sont
reconnues que comme des PR-like (ex. les inhibiteurs de
polygalacturonases [12]).

3.2. Fréquence des PrDV parmi les allergenes végétaux

Sachant que beaucoup de protéines ont des fonctions
tantot physiologiques, tantdt défensives, il n’est pas aisé de
chiffrer la part des PrDV parmi les allergénes végétaux.
Cependant I’analyse des données de 1’ International Union of
Immunological Societies (IUIS) [13] et de la littérature
donne :

* 42 9% des quelque 440 allergenes végétaux caractérisés a

ce jour appartiennent a une famille de PrDV ;

* et on compte 26 familles de PrDV sur les 57 familles

d’allergenes végétaux.

Le Tableau 1 liste les familles de PR-protéines selon la
classification de Van Loon. Le Tableau 2 présente les familles
de PR-like ayant montré une allergénicité.

3.3. Importance clinique des PrDV allergisantes

Certaines familles de PrDV sont responsables de réactions
allergiques fréquentes et/ou séveres. La sensibilisation a ces
allergenes peut conduire a une réactivité croisée et parfois a
des tableaux cliniques d’allergies associées : sensibilisation a
des protéines PR-10 dans le syndrome bouleau—pomme, sen-

Tableau 1
Les familles de PR-protéines selon la classification de van Loon [11]
Famille de protéines Meécanismes d’action défensive Allergenes décrits Référence
Nombre Exemple indicative
PR-1  V5/Tpx-1/Sc7! ? 1 Cuc m3 (melon) [14]
PR-2 Béta 1,3-glucanases Attaquent les polysaccharides de la paroi du pathogene 2 Ole e 9 (olivier) [15]
PR-3 Chitinases classe 1 Attaquent la chitine (fungi, insectes, nématodes) 16 Pers a 1 (Avocat) [16]
Chitinases classe 2 Synergie avec les béta 1,3-glucanases 2 Latex [17]
Chitinases classe 4 1 Raisin [18]
PR-4 Win-like Activité lectine (inactivation de glycoprotéines) 4 Hev b 6.01 (pro-hévéine du [19]
latex)
PR-5 Thaumatin-like Perméabilisation de la membrane. 6 Mal d 2 (pomme ) [20]
Résistance au choc osmotique, au froid
PR-6 ? Inhibiteurs de protéases 0 [11]
PR-7 ? Endoprotéase 0 [11]
PR-8 Chitinases classe 3 Activité chitinase et/ou lysozyme 1 Hévamine (latex) [21]
PR-9 Peroxydases Détoxification de H,O, 1 Farine de blé [19]
Synthese de lignine
PR-10 Betv 1-like Activité ribonucléase ? 24 Bet v 1 (bouleau) [22]
Transport de stérols, de cytokines
PR-11 ? Endochitinases 0 [11]
PR-12  Défensines Antimicrobiens 0 [23]
PR-13  Thionines Membranotoxines (perméabilisation) 0 [24]
PR-14  LTP (protéines de transfert ~ Transport de lipides, défense de la membrane 38 Pru p 3 (péche) [25]

lipidique)

(cutine, subérine)

! La famille V5/Tpx-1/Sc7 comprend des protéines d’organismes trés divers et inclut notamment les allergénes du groupe 5 des Vespides et du groupe 3 des

fourmis.
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Tableau 2

Protéines PR-like allergisantes

Famille de protéines Meécanismes d’action défensive Allergenes décrits Référence

Nombre Exemple indicative

28 albumines Protéines de stockage avec parfois activité inhibitrice 20 Bra j 1 (moutarde) [26]
d’amylase/trypsine

Inhibiteurs d’amylase/trypsine (ATI)  Inhibiteurs d’enzymes digestives d’insectes 6 Hor v 15 (farine d’orge) [27]

Berberine bridge enzymes Synthese de phytoalexines 2 BG-60 (chiendent dactyle)  [28]

Cyclophilines Protection 3D des protéines (ex. stress abiotiques) 2 Bet v 7 (bouleau) [29]

Cystéine protéases C1 Toxicité pour les insectes phytophages 4 Actc 1 (kiwi) [30]
Résistance a la déshydratation

Germines Détoxification de 1’oxalate ; tolérance a la sécheresse 1 Poivre [31]
aux métaux lourds

HSP (heat shock proteins) Protection des protéines (ex. stress thermiques) 2 HSP-1 (noisette) [32]

Inhibiteurs de sérine protéases, Inhibition de diverses protéases (ex. larves d’insectes) 2 STKI (soja) [33]

type Kunitz

Inhibiteurs de sérine protéases, 1 Farine de sarrasin [34]

type potato-1

Isoflavone réductases Synthese de phytoalexines et de lignanes 12 Pyr ¢ 5 (poire) [35]
(résistance mécanique)

Lectines Liaison aux glycoprotéines (ex. tube digestif) Agglutinine (arachide) [19]

Patatin-like Activité lipasique (sur les membranes ?) 3 Hev b 7 (latex) [36]

Ribosome inactivating proteins (RIP) Les RIP1 inactivent les ribosomes (virus, fungi). Sam n 1 (sureau) [37]
Les RIP2 ont une activité lectine

Superoxyde dismutases Cu/Zn Détoxification des radicaux libres 2 Ole e 5 (olivier) [38]

Superoxyde dismutases Mn 2 Hev b 10 (latex d’hévéa) [39]

sibilisation au domaine hévéine et aux chitinases de classe
1 dans le syndrome latex—fruits [40,41].

Dans les situations associant des réactions a un pollen et a
des aliments, il est admis que I’allergie alimentaire est secon-
daire a une sensibilisation préalable par voie respiratoire
[42]. D’ autres allergies associées résultent d’une sensibilisa-
tion directe par voie digestive, les allergenes étant dits alors
« complets » : c’est le cas pour les LTP (ex. péche et autres
fruits des rosacées) ou pour les 2S-albumines (ex. graines de
légumineuses, moutarde, etc.) [19].

Hormis les protéines PR-10 présentes dans les pollens de
fagales et dont le modele est Bet v 1, I’importance des autres
familles de PrDV dans les pollinoses est moins bien connue.
C’est le cas notamment pour :

¢ les LTP contenues dans les pollens d’olivier, d’armoise,

de pariétaire, d’ambroisie, de noyer ;

¢ les thaumatin-like qui représentent le groupe 3 des aller-

genes des Cupressacées ;

¢ les isoflavone réductases trouvées dans les pollens de

bouleau, de cedre du Japon et d’armoise.

Au niveau alimentaire, I’importance clinique des PR-10
est bien connue, conduisant a des tableaux de syndrome oral
le plus souvent mais pas exclusivement [43]. Des réactions
systémiques séveres ont été notées chez des patients sensibi-
lisés a des 2S-albumines, des LTP ou des thaumatin-like [44],
ou bien vis-a-vis du domaine hévéine. Enfin, certaines fa-
milles de PrDV ont une allergénicité alimentaire notable,
méme si celle-ci reste a mieux préciser : c’est le cas des
béta-1,3-glucanases, des patatin-like, des isoflavone réducta-
ses et des cystéine protéases C1.

4. Influence des procédés agricoles
et technoalimentaires sur 1’allergénicité due aux PrDV

4.1. Rendements agricoles et PrDV

Pour limiter les pertes agricoles dues aux insectes et aux
arthropodes, il est fait appel a des traitements externes chi-
miques des cultures. Cependant, beaucoup de ces produits
ont des effets néfastes sur la santé et sur la biosphere.

Parmi les solutions pour limiter I’emploi des pesticides, la
transgenese de protéines « Cry » insecticides est utilisée
depuis quelques années pour le mais et le coton [45]. Les
genes de ces protéines proviennent de Bacillus thuringiensis,
une bactérie tellurique employée de longue date comme
biopesticide en pulvérisations sur les cultures. Les plantes
transgéniques « Bt » ainsi obtenues produisent donc une
nouvelle protéine qui complémente les moyens défensifs
naturels. Les protéines Cry des plantes transgéniques autori-
sées pour I’alimentation humaine n’ont pas d’allergénicité
connue [46].

Cependant, I’ utilisation de la manipulation génétique pour
lutter contre d’autres agresseurs des végétaux semble plus
difficile et n’a pas recu d’application commerciale a ce jour :
il semble que la défense contre les moisissures, les bactéries
et les nématodes nécessite des montages transgéniques plus
complexes [47]. Il en est de méme pour les stress abiotiques
[48].

Divers essais ont montré la possibilité d’améliorer les
défenses des plantes en transférant des PrDV : des chitinases,
des thaumatin-like, des béta-1,3-glucanases, etc. [49-52].
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Il est aussi envisagé de construire des transgeneses stimu-
lant les défenses naturelles des plantes afin d’obtenir une
réponse défensive plus large et donc plus efficace [53-56].
Une expression accrue de PrDV est donc attendue, que 1’on
cherchera a cibler au moment d’une attaque et aux parties de
la plante concernées par cette attaque.

Il conviendra par conséquent de s’assurer de 1’absence
d’allergénicité de ces plantes transgéniques [57].

4.2. Conservation des aliments végétaux

Le simple stockage avant commercialisation peut aug-
menter la concentration de PrDV, certaines pouvant étre des
allergenes. Cela a été montré pour les pommes [58], les
tomates [59], les cerises [60], les poivrons [61] et le raisin
[62]. Cependant, la conservation a +20 °C ne semble pas
modifier I’expression des LTP dans les péches [63] et une
atmosphere pauvre en oxygene limite 1I’augmentation de Mal
d 1 et de Mal d 2 dans les pommes [58].

Les phytohormones, comme I’acide salicylique ou I’éthy-
lene, ont un role essentiel dans la cascade défensive [64].
Mais ces molécules ont aussi de nombreuses actions au cours
du développement normal de la plante. Par exemple, 1’éthy-
Iene fait démarrer les changements métaboliques qui mar-
quent le miirissement des fruits. On utilise donc ce gaz pour
maitriser le moment de la commercialisation de certains
fruits et l€égumes comme les pommes, les poires, les bananes,
les tomates ou les avocats [65].

Cette utilisation de I’éthylene dans la chaine agroalimen-
taire peut aboutir a une modification de I’IgE—réactivité vis-
a-vis de I’aliment : cela a été montré pour le haricot vert [66]
et pour le navet [67]. Armentia a noté une réponse plus
importante des tests cutanés natifs pratiqués avec des tomates
traitées par des phytohormones [68].

4.3. Les procédés technoalimentaires [69]

Les procédés chimiques et physiques pour obtenir des
produits dérivés peuvent induire ou modifier 1’allergénicité
des aliments (isolats de blé [70], soja texturé [71]).

L’effet de la cuisson sur la structure et 1’allergénicité des
protéines alimentaires a fait 1’objet de nombreuses études.
D’une fagon générale, la chaleur provoque une dénaturation
progressive de la protéine avec perte de la structure III [72],
voire une agrégation avec d’autres protéines (ex. patatines
[73]). Cela peut conduire a une perte d’IgE-réactivité, les
épitopes étant stériquement modifiés. L’exemple le plus clas-
sique est celui des protéines PR-10, caractéristiques du syn-
drome bouleau—pomme : chez les sujets sensibilisés aux
PR-10, des réactions allergiques sont le plus souvent obser-
vées avec les aliments crus mais pas apres cuisson. Mais
d’autres PrDV s’averent stables a la chaleur, telles les LTP
[25].

Aussi, pour les aliments contenant a la fois des PR-10 et
des LTP, les sujets sensibilisés aux PR-10 toléreront ces
aliments une fois cuits, tandis que les patients sensibilisés

aux LTP verront leurs réactions persister méme apres cuis-
son. Ces différences de stabilité retentissent aussi sur la
sévérité des symptomes : les sujets sensibilisés par des PR-10
(ex. en Allemagne, en Suisse ou dans le Nord de la France par
le pollen de bouleau) auront pour les mémes aliments des
réactions le plus souvent localisées a la sphere orale, tandis
que des patients italiens ou espagnols (sensibilisation directe
aux LTP, notamment de péche) pourront présenter des réac-
tions plus séveres. Cela a été montré notamment pour les
noisettes et pour les cerises [74,75].

A I'image des aliments en conserve, la congélation indus-
trielle peut passer par une étape de chauffage et induire une
inactivation de certains allergeénes (ex. la chitinase classe
1 du haricot vert [76]).

4.4. Stabilité des PrDV lors de la digestion

La relation entre la digestibilité des protéines et leur aller-
génicité est complexe, mettant en jeu des facteurs aussi
divers que le chauffage préalable ou la matrice du bol alimen-
taire [77]. Et autant d’allergenes que de protéines (a priori)
non allergéniques se sont avérées stables au cours d’un test
de digestion simulée in vitro [78].

Le comportement des PrDV a la digestion est connu pour
certaines familles de protéines : comme pour la cuisson, les
LTP et les 2S-albumines sont stables et les PR-10 instables.
S’agissant des chitinases de classe 1, leur stabilité est faible a
la chaleur mais bonne en digestion gastrique [79], ce qui est
en accord avec la clinique ou des réactions systémiques sont
possibles avec 1’aliment s’il est consommé cru (syndrome
latex-fruits) [17].

Une compacité associée a de nombreux ponts disulfures
protege la protéine vis a vis des enzymes digestives : c’est le
cas des LTP [80], des 2S-albumines [81] et du domaine
hévéine des chitinases de classe 1 ou 4 [79]. De ce point de
vue, certaines PrDV de moins de 15 kDa ont peut-&tre une
allergénicité sous-estimée : les défensines (PR-12), les thio-
nines (PR-13), les indolines, les knottines, les métallothio-
néines et les inhibiteurs de type Bowman-Birk.

5. Conclusion

Les protéines de défense des plantes intéressent non seu-
lement les botanistes et les biotechnologistes mais aussi les
allergologues car elles représentent une proportion impor-
tante des allergenes d’origine végétale. Si I’'impact clinique
de certaines familles de PrDV est a présent assez bien étudié
(PR-10, LTP), I’allergénicité de beaucoup d’autres familles
de PrDV est encore mal élucidée. Cependant, les progres des
techniques de protéomique et de génie génétique permettent
d’augurer une croissance rapide du nombre des allergenes
connus.
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