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Résumé
La mise au point de nouvelles techniques de désensibilisation utilisant des produits issus de la biologie moléculaire nécessite le contrôle de leur

efficacité par des essais cliniques appropriés. Un aperçu des principales molécules proposées par les recherches fondamentales au cours des

dernières années est délivré : allergènes recombinants correspondant à des molécules d’allergènes pertinents du fait de leur forte prévalence de

sensibilisation, dérivés hypoallergéniques d’allergènes recombinants (polymères, fragments, molécules avec des mutations ou des délétions

d’acides aminés), molécules hybrides, épitopes T, épitopes B, molécules conjuguées à des CpG ou d’autres co-stimulateurs. L’activité biologique

d’un grand nombre de ces molécules a été démontrée in vivo. La sélection de molécules candidates pour l’immunothérapie a d’abord comporté des

études préliminaires effectuées en ouvert sur un nombre restreint de patients. Les auteurs rapportent ici les résultats de cinq études de

désensibilisations effectuées par injection, réalisées en double insu, le groupe témoin étant un placebo et/ou un groupe traité par l’extrait naturel

(dans deux études). Les résultats cliniques les plus significatifs sur le plan statistique ont été observés avec des allergènes recombinants non

modifiés, sans survenue d’accidents systémiques sévères. Dans les cinq études, on relève une augmentation importante des IgG spécifiques vis-à-

vis de l’allergène naturel et vis-à-vis des allergènes recombinants. La réduction des tests cutanés dans les groupes traités par rapport au groupe

placebo est significative dans deux études sur trois. Des études comportant un nombre de patients plus important sont maintenant souhaitables pour

répondre aux exigences réglementaires du développement clinique des allergènes recombinants.

# 2007 Elsevier Masson SAS. Tous droits réservés.
Abstract
The development of new immunotherapy techniques using products produced by molecular biology requires that their efficacy be controlled by

appropriate clinical trials. An outline of the principal molecules derived through fundamental research during the past few years will include

recombinant allergens corresponding to natural allergens that are pertinent because of their high prevalence of sensitivity, hypoallergenic

derivatives of recombinant allergens (polymers, fragments, molecules with mutations or amino acid deletions), hybrid molecules, T-cell epitopes,

B-cell epitopes, and molecules conjugated with CpG or other co-stimulants. The biological activity of a large number of these molecules has been

demonstrated in vivo. The selection of candidate molecules for immunotherapy will depend first of all on the results of preliminary open studies on

a limited number of patients. Here, we report the results of five double blind immunotherapy studies, in which the control group received placebo,

and in two studies another group was treated with natural extract. The most statistically significant clinical results were observed with unmodified

recombinant allergens, without occurrence of severe systemic reactions. In these five studies, there was a significant increase in the level of specific

IgG with the natural allergen and with the recombinant allergens. Decrease in skin test responses in the treated groups relative to the placebo group

was significant in two of the three studies. Studies including a greater number of patients are now needed to meet the demands of regulatory

requirements for clinical development of recombinant allergens.
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1. Introduction

Les techniques de biologie moléculaire ont permis de cloner

et de séquencer plusieurs centaines d’allergènes différents, et
´s.
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leur caractérisation moléculaire a permis une meilleure

compréhension des réponses immunitaires IgE médiées. La

mise à disposition de ces molécules allergéniques a permis

d’étudier leur intérêt pour le diagnostic allergologique, en

déterminant le spectre de spécificité des IgE spécifiques des

patients [1]. Leur emploi pour l’immunothérapie spécifique

peut offrir de nombreux avantages par rapport aux extraits

allergéniques actuellement disponibles : leur pureté s’apparente

aux produits pharmaceutiques, leur concentration en valeur

absolue est envisageable, rendant caduque les problèmes de

standardisation. La composition d’un extrait d’allergènes

recombinants est limitée aux seules protéines allergéniques

contrairement aux extraits actuels qui peuvent contenir des

protéines allergéniques auxquelles le patient n’est pas

sensibilisé, des protéines non allergéniques, des endotoxines.

Des recherches intensives ont été effectuées au cours des 15

dernières années pour mettre au point des dérivés d’allergènes

recombinants ayant une activité allergénique réduite ou des

molécules conjuguées pouvant intervenir dans l’immunomo-

dulation des réactions allergiques [2].

2. Aperçu des principales recherches pour l’obtention

de nouveaux vaccins destinés à l’immunothérapie [3]

La technique de production des allergènes recombinants

permet d’obtenir des molécules équivalentes aux molécules

purifiées naturelles. Ces allergènes recombinants ont les mêmes

épitopes B et T que les molécules naturelles. Les systèmes

d’expression utilisant E. coli sont particulièrement adaptés aux

molécules non glycosilées ou aux molécules où la glycosilation

n’est pas indispensable pour la réactivité avec les IgE. Les

protéines glycosilées peuvent être produites dans d’autres

systèmes (levures, cellules d’insectes, feuilles de tabac). Pour

l’utilisation en clinique, les allergènes recombinants doivent

être produits sous des conditions appropriées GMP (Good

Medical Practice) et selon les guidelines de l’ICH (Interna-

tional Conference of Harmonisation) [4].

Des molécules hybrides correspondant à deux ou plusieurs

allergènes peuvent être générées par les techniques de biologie

moléculaire [5]. Ces molécules hybrides ont souvent des

propriétés immunologiques différentes de l’allergène naturel en

induisant une importante stimulation des cellules T et un taux

élevé d’IgG spécifiques [6]. Pour les pollens de graminées, une

molécule hybride associant Phl p 1, Phl p 2, Phl p 5 et Phl p 6 a

démontré de telles propriétés chez l’animal [7] et son activité

biologique chez l’homme a été démontrée par des tests cutanés

et des tests d’histaminolibération réalisés chez des patients

sensibilisés aux graminées [8].

La recherche de dérivés d’allergènes recombinants ayant

une activité réduite s’est orientée vers différents axes :
– U
tilisation de peptides recombinants correspondant seule-

ment aux épitopes T pour l’allergène majeur de chat et Der p

1 [9,10,11,12], diminution plus ou moins importante des

épitopes B en utilisant des fragments d’allergènes [13] ;
– D
élétion ou mutation ponctuelle pour modifier les épitopes B

conformationnels les plus importants. Cette dernière
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approche a été utilisée pour différentes molécules

allergéniques : pour les graminées [14,15], pour le pollen

de bouleau [16], pour la pariétaire [17], le latex [18], la

phospholipase de venin [19], le chat [20] et même des

allergènes alimentaires [21]. Certaines études ont vérifié

la persistance de la structure tridimensionnelle après

mutation de quelques acides aminés, ce qui est suffisant

pour modifier la topographie de la surface de contact avec les

IgE mais préserve les structures générant les réponses IgG

[16].

La plupart de ces molécules ont démontré la conservation de

leur immunogénicité (stimulation des clones de cellules T

provenant de sujets sensibilisés à l’allergène naturel) et la

réduction de leur capacité à se lier avec les IgE spécifiques.

Dans une étude effectuée avec des fragments de Bet v 1, les

tests cutanés effectués avec les molécules hypoallergéniques

chez des sujets sensibilisés montraient une importante

diminution de la réaction immédiate [22,23].

Des peptides dérivés des épitopes B ayant une longueur de

20 à 40 acides aminés ont également été utilisés [24] en

expérimentation animale ; leur potentiel de production d’IgG

spécifiques ayant pour but l’inhibition de la dégranulation

mastocytaire.

Des vaccins utilisant l’ADN codant pour les allergènes

recombinants sont préférés à ceux utilisant l’ADN des

allergènes naturels susceptibles d’entraı̂ner des réactions

allergiques [25].

Des conjugaisons d’allergènes purifiés avec un composé

ayant une activité co-stimulatrice ont également été utilisées.

La conjugaison d’Amb a 1 (allergène majeur de l’ambroisie) et

du CpG ADN (séquences de 6 paires de bases (5’purine-purine-

CpG-pyrimidine-pyrimidine) entraı̂ne la production de cyto-

kine Th1, inhibe la réponse Th2 et paraı̂t être un excellent

candidat pour le traitement de l’inflammation allergique

[26,27].

La conjugaison de Bet v 1 avec des gènes codant pour une

protéine de surface d’une bactérie (Geobacillus stearothermo-

philus) entraı̂ne dans le système utilisé une diminution de

l’histaminolibération des basophiles et un maintien de l’activité

stimulatrice T avec augmentation de la production de cytokines

de type Th1 [28].

Enfin, la fusion chimérique de Fel d 1 avec la portion

tronquée d’une IgG incluant le récepteur Fcg permet d’obtenir

une molécule qui inhibe l’activation des récepteurs Fce1, et de

ce fait, inhibe l’anaphylaxie cutanée passive chez la souris

transgénique qui exprime le récepteur Fce [29].

La Fig. 1 représente schématiquement les principaux axes de

recherche concernant la mise au point de nouvelles molécules

destinées à l’immunothérapie.

3. Résultat des études cliniques

3.1. Études préliminaires

Les travaux expérimentaux effectués chez l’animal, ainsi

que les études cliniques utilisant des sérum de sujets
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sensibilisés à l’allergène naturel ont précédé l’utilisation

d’allergènes recombinants et de leurs dérivés dans les

explorations in vivo. L’activité biologique de nombreux

allergènes recombinants a été confirmée chez les sujets

sensibilisés par des investigations in vitro (histaminolibération

des basophiles) et in vivo (tests cutanés essentiellement, mais

aussi tests de provocation oculaire, nasale, voire bronchique)

[30].

Le but de nombreuses recherches a été la sélection de

molécules qui potentiellement seraient les meilleurs candidats

pour l’immunothérapie, c’est-à-dire des molécules assurant une

bonne efficacité clinique sans induire de réaction secondaire.

La diminution de l’activité allergénique au niveau des cellules

cibles de l’allergie, c’est-à-dire les basophiles et les mastocytes

cutanés, paraissait être un des garants de cet objectif. Une des

premières molécules testées sur un nombre élevé de patients a

été un isoforme de Bet v 1, Bet v 1d ne différant que de sept

acides aminés de Bet v 1a [31] pour lequel la diminution de

l’allergénicité évaluée par des intradermoréactions par rapport

à Bet v 1a atteignait un facteur 100, le test conjonctival restant

négatif chez 48 patients avec Bet v1d, alors qu’il était positif
Please cite this article in press as: Pauli G, Allergènes recombinants et
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chez 38 sur 48 patients avec Bet v 1a [32]. Des réductions très

importantes des tests cutanés chez des sujets sensibilisés à

l’allergène naturel ont également été montrées pour des

molécules hybrides tel que l’antigène 5S des venins [6], pour

des polymères de Bet v 1 [22,23] et pour des fragments dérivés

d’allergènes recombinants [22,23,33].

Ce n’est pourtant que l’injection répétée d’allergènes

recombinants, ou de dérivés rendus hypoallergéniques, ou de

molécules conjuguées à un co-stimulateur qui pourra établir

l’intérêt thérapeutique de ces nouveaux produits. Certaines

études pouvant être considérées comme préliminaires ne

portaient que sur un nombre restreint de patients et étaient

effectuées en ouvert [34]. Ainsi, l’injection de trois peptides

correspondant aux épitopes T de la phospholipase A2 du venin

montrait une protection totale après une provocation réaliste

chez trois patients sur cinq, et une protection partielle chez les

deux autres [35]. Il en est de même d’études en ouvert

effectuées par injections répétées intradermiques de peptides T

de l’allergène majeur de chat Fel d 1 qui étaient susceptibles

d’entraı̂ner la disparition des réactions cutanées et bronchiques

que ces peptides induisaient initialement [36]. Ce n’est que très
immunothérapie, Revue française d’allergologie et d’immunologie
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récemment que les premiers essais cliniques effectués en

double insu ont été rapportés.

3.2. Etudes en double insu

Les marqueurs de l’efficacité d’une immunothérapie n’étant

toujours pas connus, seuls les résultats cliniques pourront

attester du bénéfice de toute nouvelle thérapeutique dans ce

domaine. En conséquence, seuls des essais cliniques contrôlés

effectués selon les bonnes pratiques de la désensibilisation

pourront confirmer les potentialités thérapeutiques des nou-

velles molécules issues de la recherche.

Les résultats de l’efficacité doivent tenir compte des effectifs

des patients inclus, de la pertinence clinique des différences

statistiques observées pour la réduction des scores, des preuves

d’activité évaluées sur des critères biocliniques (modifications

des tests cutanés, des tests de provocation, des taux d’IgG1 et

d’IgG4, de la production de cytokines). Le comparateur est un

groupe placebo, mais peut également être un groupe traité par

l’extrait naturel. Enfin, l’étude des effets secondaires dans

chaque groupe est fondamentale, la survenue de réactions
Tableau 1

Résumé succinct des cinq études les plus récentes (avec groupe témoin) ayant uti

Allergènes Nb de

patients

Résultats cliniques Modification

Tests cutané

de provocati

rec Bet v 1 frag. 38 Score symptômes :

pas de différence

significative.

Pas de différ

significative

les groupes

rec Bet v 1 trimères 38 Score symptômes :

p = 0,044

Placebo 49

Bet v 1 - FV

(folding variant)

25 Score combiné

médicaments et

clinique : pas de

différence

significative

Extrait de bouleau 26

Phl p 1, Phl p 2,

Phl p 5a, Phl p 5b,

Phl p 6

29 Diminution score

symptômes

p = 0,15

Diminution score

combiné

Test de prov

conjonctivale

tendance à u

plus élevé ch

patients trait

( p = 0,81)

Placebo 28 p = 0,051

rBet v 1 32 Diminution score

symptômes

moyen journalier :

p = 0,002

Diminution

significative

groupes trait

( p < 0,0001

nBet v 1 29 p = 0,0006

Extrait de bouleau 29 p = 0,0024

Placebo 35

Amb a 1 conj. CpG 14 (6 en final) Score symptômes nasal

au pic pollinique diminué

( p = 0,02) Score

analogique visuel diminué.

Diminution

symptômes a

provocation

( p = 0,03)

Placebo 11 (9 en final) Diminution

cutanés ( p =
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anaphylactiques généralisées étant le signe d’un mauvais profil

de tolérance du traitement institué. Nous rapportons ici les

résultats de cinq études récentes ouvrant des perspectives sur

l’emploi de nouvelles vaccinations chez l’allergique (Tableau 1).

Un dénominateur commun aux quatre études de désensi-

bilisations réalisées avec des allergènes recombinants pollini-

ques est l’augmentation significative des IgG spécifiques vis-à-

vis de l’allergène naturel et vis-à-vis des allergènes recombi-

nants utilisés par rapport à un groupe traité par placebo

[37,38,39,40]. Cette augmentation est également rapportée

avec le traitement utilisant l’allergène naturel dans l’une des

études les plus récentes [40]. Elle est transitoire dans l’étude

réalisée avec Amb a 1 conjugué au CpG, ce protocole ne

comportant que six injections hebdomadaires [41]. Parmi les

modifications biocliniques, la réduction des réactions immé-

diates cutanées est particulièrement significative dans les trois

groupes traités dans l’étude comportant quatre bras, en

comparaison du groupe placebo [40], ce critère ayant été

considéré, dans des études réalisées avec des extraits

classiques, comme un marqueur d’efficacité [42,43]. Les

paramètres permettant de différencier les différences d’effica-
lisé des produits issus de la biologie moléculaire pour l’immunothérapie

s biocliniques Effets

secondaires

systémiques

Publications

s/tests

on

IgG1-IgG4

ence

entre

Augmentation

significative IgG1

anti-Bet v 1

1 CA et

urticaires

V. Niederberger

et al., PNAS

2004 [37]

IgG4 anti-Bet v 1 A. Purohit (soumis)

Augmentation ++

IgG1 et IgG4 anti

nBet v 1

4 réactions

généralisées

dans chaque

groupe.

Klimeck et al.,

A. Cl Immunol,

World Allergy

Org 2005, suppl. [38]

ocation

:

n seuil

ez

és

Augmentation ++ IgG1

et IgG4 anti-phléole

anti rPhl p 1, rPhl p 5a/b

Jutel, JACI 2005 [39]

dans

és

)

Augmentation ++ IgG1,

IgG4, anti-bouleau,anti-rBet

v 1, anti nBet v 1

1 CA dans

groupe

nBet v 1

Pauli et al.,

EAACI 2006 [40]

score

près

nasale

Augmentation transitoire

des IgG anti-ambroisie

et anti-Amb a 1

Creticos, N Engl

J Med 2006 [41]

tests

0,04)

Disparition du pic IgE

anti-Amb a 1

post-saisonnier

immunothérapie, Revue française d’allergologie et d’immunologie
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cité de deux traitements de désensibilisation reposent sur les

scores symptômes et utilisent également, dans certains cas, le

score combiné symptômes-médicaments. Hormis l’étude CpG

[41] où l’analyse effectuée pendant la deuxième saison

pollinique suivant le traitement ne regroupe au total (traitement

actif et placebo) que 15 patients, le nombre de patients inclus

dans les différentes études analysées ici, est sensiblement le

même. La signification statistique des résultats est très élevée

dans l’étude effectuée avec rBet v 1 [40] alors qu’on n’observe

qu’une tendance avec celle utilisant fragments et trimères de

Bet v 1 [37]. La recherche de la dose efficace n’a pas été

préalablement établie et se basait uniquement sur la différence

de réaction cutanée entre l’allergène naturel Bet v 1 et les

dérivés hypoallergéniques. Cet indice ne paraı̂t pas pertinent,

puisque dans la même étude, on relevait une fréquence d’effets

secondaires généralisés proche de la fréquence des effets

secondaires rapportés dans les rushs et semi-rushs [44,45].

Au total, les résultats cliniques les plus significatifs ont été

observés avec des allergènes recombinants non modifiés

[39,40] en prenant en compte les scores symptômes pendant

les saisons polliniques correctement identifiées dans chaque

centre ayant participé aux études multicentriques. Dans ces

études, on mettait également en évidence, de façon indis-

cutable, des modifications des critères biocliniques, en

particulier des tests cutanés et des taux d’IgG. Des phases

III sur des effectifs importants de patients paraissent maintenant

souhaitables pour faire face aux exigences réglementaires du

développement clinique des allergènes recombinants.
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2003. p. 34–40.

[31] Ferreira F, Hirtenlehner K, Jilek A, Godnik-Cvar J, Breiteneder H, Grimm

R, et al. Dissection of immunoglobuline E and T lymphocyte reactivity of

isoforms of the major birch pollen allergen Bet v 1: potential use

of hypoallergenic isoforms for immunotherapy. J Exp Med 1996;183:

599–609.

[32] Arquint O, Helbling A, Crameri R, Ferreira F, Breitenbach M, Pichler WJ.

Reduced in vivo allergenicity of Bet v 1d isoform, a natural component of

birch pollen.. J Allergy Clin Immunol 1999;104:1239–43.

[33] Zeiler T, Taivainen A, Rytkönen MP, Rautiainen J, Karjalainen H,

Mantyjarvi R, et al. Recombinant allergen fragments as candidate pre-

parations for allergen immunotherapy. J Allergy Clin Immunol 1997;

100:721–7.

[34] Pauli G. Désensibilisation: y a-t-il une place pour les allergènes
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