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RESUME

Les techniques de génie génétique appliquées aux allergénes
ont permis de produire des allergénes recombinants. La vali-
dation des allergénes recombinants implique que leur activité
immunologique et leur identité avec l'allergéne naturel soient
confirmées par des techniques in vitro et in vivo portant sur
un nombre suffisamment important de sujets allergiques. Les
résultats actuellement disponibles pour les principaux pneu-
mallergénes sont ici rapportés. Ainsi, pour le bouleau, la vali-
dité de l'allergéne recombinant Bet v 1 a été confirmée par des
tests in vitro, mais également par des tests cutanés et des tests
de provocation nasale et bronchique. L'association de quatre
allergénes recombinants de la phléole a permis la détection in
vitro d’'une sensibilisation aux pollens de graminées chez
94,5 p. cent de patients. Pour les acariens, la validité des aller-
génes recombinants du groupe 2 a été confirmée. Des systemes
d’expression permettant la glycosylation des protéines recom-
binantes ont été nécessaires pour valider les protéines recom-
binantes des allergénes du groupe I. L’allergéne recombinant
Blo t 5 a été testé in vitro et in vivo, il s’est avéré efficace dans
1a détection de la sensibilisation a Blomia tropicalis, allergéne
domestique des pays subtropicaux. Seul l'allergéne recombi-
nant Bla g 4 a été testé in vitro et in vivo, les réactions étant
positives chez prés de 50 p. cent des sujets sensibilisés a la
blatte. Le recombinant Asp f 1 a été testé chez les sujets atteints
d’aspergillose bronchopulmonaire allergique, il est positif dans
60 & 85 p. cent des cas. Des études sont également disponibles
pour les allergenes recombinants de la phospholipase A2, aller-
gene majeur du venin d’abeille. Les conséquences de la mise
au point d'allergénes recombinants sont ensuite analysées :
obtention d’allergénes mieux standardisés pour les tests dia-
gnostiques, étude du spectre des spécificités des IgE induites
par un allergéne, quantification des IgE spécifigues, meilleure
approche des allergies croisées a l'aide d’allergénes recombi-
nants des principaux allergénes croisants. L'application des
allergénes recombinants a la recherche fondamentale a
conduit a la production d’allergénes recombinants modifiés :
synthése de polypeptides recombinants correspondant aux
épitopes T, production d’allergénes recombinants d'isoformes
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SUMMARY

Diagnostic value of recombinant allergens. — Genetic engi-
neering techniques applied to allergens have allowed the pro-
duction of recombinant allergens. Validation of recombinant
allergens demands confirmation of their immunological acti-
vity and their identity with natural allergens by in vivo and in
vitro techniques on a sufficiently large number of allergic sub-
jects. The results currently available for the main respiratory
allergens ar reported. For example, the validity of the birch
recombinant allergen Bet v 1 was confirmed by in vitro tests,
but also by skin tests and nasal and bromnchial challenge tests.
The combination of four recombinant allergens of timothy
allowed the in vitro detection of sensitization to Graminaceae
pollens in 94.5% of patients. The validity of group 2 recom-
binant allergens has been confirmed for house dust mites.
Systems of expression allowing glycosylation of recombinant
proteins were necessary to validate group 1 recombinant aller-
gen proteins. Recombinant allergen Blo t 5 has been tested in
vitro and in vivo, and was found to be effective in the detec-
tion of sensitization to Blomia tropicalis, a domestic allergen
in subtropical countries. Only recombinant allergen Bla g 4
has been tested in vitro and in vivo, with positive reactions in
almost 50% of subjects sensitized to crockroaches.
Recombinant Asp f 1 was tested in subjects suffering from
allergic bronchopulmonary aspergillosis, and was positive in
60 to 85% of cases. Studies are also available for recombinant
allergens of phospholipase A2, the major allergen of bee
venom. The consequences of the development of recombinant
allergens are then analysed: better standardized allergens for
diagnostic tests, study of the spectrum of specificities of the
IgE induced by an allergen, quantification of specific IgE, bet-
ter approach to cross-allergies using recombinant allergens of
the main cross allergens. The application of recombinant
allergens to basic research has led to production of modified
recombinant allergens: synthetis of recombinant polypeptides
corresponding to T epitopes, production of recombinant aller-
gens isoforms with reduced allergenic activity, production of
recombinant allergens of allergenic molecules modified by
directed mutations. The use of these modified recombinant
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Fin résumé

a activité allergénique réduite, production d’allergénes recom-
binants de molécules allergéniques modifiées par des muta-
tions dirigées. L'utilisation de ces allergénes recombinants
modifiés est une des voies de recherche pouvant conduire,
dans le futur, & de nouvelles modalités de la désensibilisation
spécifique. D'autres voies sont également en cours d’investi-
gation : inhibition des réaction antigénes-anticorps par 'uti-
lisation de molécules recombinantes de Fab-bloquants, de
molécules recombinantes d’hapténes immunodominants.

* G. PAULI/

Summary continued

allergens is one line of research which, in the future, may lead
to new modalities of specific desensitization. Other lines of
research are also under investigation: inhibition of antigen-
antibody reactions by the use of recombinant Fab-blocking
molecules, and recombinant molecules of immunodominant
haptens.

MOT-CLE : Allergénes recombinants.

KEY-WORD : Recombinant allergens.

Le diagnostic des maladies allergiques est basé
sur I'histoire clinique étayée de moyens diagnos-
tiques permettant la mise en évidence d'une sen-
sibilisation médiée par les IgE. Les méthodes uti-
lisées tant in vivo qu'in vitro, utilisent des extra-
its allergéniques naturels, et les résultats des
moyens diagnostiques utilisés dépendent de la
qualité des extraits allergéniques utilisés. Ces
extraits sont hétérogenes, contenant a la fois des
molécules allergéniques et des molécules non
allergéniques. Leur standardisation peut étre dif-
ficile. Le contenu en molécules allergéniques
dépend des caractéristiques de la source de pro-
duction utilisée : a titre d’exemple, citons les pol-
lens de bétulacées dont le contenu allergénique
peut varier d'un arbre a l'autre ; les moisissures
dont l'activité allergénique peut varier selon le
stade de maturation de la culture qui est a P'ori-
gine de la préparation de l'extrait ; les extraits
allergéniques animaux pouvant avoir des activi-
tés allergéniques différentes selon qu'il sont pré-
parés a partir de différents constituants tels que
la peau, le pelage, 'urine ; allergénicité d’extra-
its végétaux tels que la pomme qui peut étre
variable selon 'espece de pomme utilisée et son
degré de maturation.

Le contenu allergénique des extraits dépend
également des procédés d’extraction, de purifica-
tion et de stockage utilisés. Ainsi, la copurifica-
tion d’enzymes peut dégrader des molécules aller-
géniques, le chauffage et le traitement par le
dodécylsulfate de sodium peut dénaturer les aller-
génes ; certains allergénes peuvent ne pas étre
hydrosolubles et ne seront pas isolés avec les tech-
niques classiques. La validation d’'un extrait aller-
génique utilisé pour le diagnostic impose que
Pextrait contienne a la fois les allergénes majeurs
et les allergénes mineurs. L'application de la tech-
nologie de 'ADN recombinant pour la production
des protéines allergéniques qui se lient aux IgE, a
permis d’'obtenir des réactifs standardisés parfai-
tement caractérisés sur le plan immunochimique,
qui théoriquement peuvent étre produits & grande
échelle. Au cours des 5 derniéres années, un grand
nombre d'allergénes ont été clonés, ce qui a per-
mis la production des allergénes recombinants

correspondants. Il est probable que la pratique
allergologique sera influencée dans les années a
venir par l'utilisation diagnostique et thérapeu-
tique des allergénes recombinants. Plusieurs
revues générales ont été consacrées a ce sujet
d’avenir [4, 48, 9].

METHODES
PERMETTANT LA VALIDATION
DES ALLERGENES RECOMBINANTS

L'utilisation a des fins diagnostiques et/ou thé-
rapeutiques nécessite une validation des aller-
génes recombinants. Celle-ci comprend plusieurs
étapes : vérification de la pureté des allergénes
recombinants, de leur absence de toxicité (par
exemple la phospholipase A2 du venin d’abeille,
la ribotoxine de I'Aspergillus devront étre testées
sur des modeles animaux), de leur stabilité (I'uti-
lisation des allergénes recombinants a de tres
faibles concentrations peut entrainer leur adsorp-
tion sur les parois de leurs contenants) [4].

1l faudra surtout établir I'activité immunolo-
gique des allergénes recombinants et démontrer
leur identité avec l'allergéne naturel en effectuant
des techniques in vitro et in vivo sur un nombre
suffisamment important de sujets allergiques.

Les techniques in vitro ont pour but de démon-
trer la capacité de fixation de l'allergéne recom-
binant sur des anticorps IgE spécifiques issus de
sérums de sujets sensibilisés a I'allergéne naturel.
Différentes techniques sont utilisées : ELISA,
RAST, CAP, inhibition de 'ELISA ou du RAST,
Vallergéne naturel étant fixé sur la phase solide,
comparaison de 'immunoblot de allergéne natu-
rel avec celui de l'allergéne recombinant. Les tests
cellulaires comprennent I'histaminolibération des
basophiles provenant de sujets sensibilisés, qui
indiquent la capacité des allergénes recombinants
a se lier aux anticorps IgE spécifiques fixés surles
basophiles. La prolifération des cellules T en pré-
sence des allergénes recombinants peut étre étu-
diée en utilisant des clones de cellules T spéci-
fiques de 'allergéne naturel.

Rev. fr. Allergol., 1997, 37. 8.
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Les techniques in vivo comportent 1'étude de
modeles expérimentaux animaux qui visent a
mettre en évidence l'induction d’'IgE spécifiques
vis-a-vis des allergénes recombinants chez la sou-
ris ou le singe [ 19]. Des différences d’allergénicité
de Bet v 1 et Bet v 2, allergénes du bouleau, ont
ainsi pu étre mises en évidence [51].

Les études in vivo réalisées chez 'homme ont
pour but de démontrer la capacité des allergenes
recombinants & induire des tests cutanés positifs,
a stimuler l'organe cible par I'étude des tests de
provocation nasale ou bronchique. Les réactions
induites (cutanées, nasales ou bronchiques)
seront comparées a celles induites par I'allergene
naturel. Pour les tests cutanés, différentes
méthodes ont été utilisées : comparaison du seuil
de réactivité cutanée de l'allergene naturel et de
l'allergéne recombinant, étude quantitative de la
réaction cutanée induite par les allergénes natu-
rel et recombinant en utilisant des dilutions
séquentielles et en tragant des courbes dose-
réponse. Selon les études, la méthode des prick-
tests ou des intradermoréactions a été utilisée.

RESULTATS OBTENUS
AVEC LES PRINCIPAUX ALLERGENES
RECOMBINANTS

Bouleau

En 1991, Valenta et coll. [45] ont pu montrer que
sur 100 sujets présentant une pollinose au bou-
leau, 97 p. cent avaient des IgE spécifiques vis &
visde rBet v 1, 9,2 p. cent vis-a-vis de rBet v 2, et
6 p. cent vis-a-vis des deux allergénes. Dans une
étude personnelle [36] incluant 51 patients, nous
notions les pourcentages suivants : 92 p. cent de
sensibilisations vis-a-vis de rBet v 1, 19,6 p. cent
vis a vis derBet v 2 et 7 p. cent pour les deux aller-
génes recombinants. Ces résultats sont corrobo-
rés par les tests cutanés réalisés avec les allergénes
recombinants [36, 28]. 100 p. cent des patients de
notre étude ayant une sensibilité a l'allergéne
naturel du pollen de bouleau sont détectés a I'aide
des deux allergénes recombinants Bet v 1 et
Bet v 2 [36]. Une pollinose exclusive au pollen de
bouleau correspond toujours & une sensibilisation
al'allergéne majeur rBet v 1. L'activité biologique
des deux allergénes recombinants Bet v 1 et
Bet v 2 est également corroborée par la technique
de l'histaminolibération des basophiles provenant
de patients sensibilisés [36, 44]. Plus récemment,
293 sérums de patients sensibilisés aux pollens de
bouleau, provenant de localisations géogra-
phiques différentes (Suéde, Finlande, France,
Autriche, Suisse, Ttalie) ont pu étre testés par la
technique Pharmacia CAP-System avec les deux
allergénes recombinants Bet v 1 et Bet v2[17]. Le
pourcentage de patients sensibilisés a rBet v 1

Rev. fr. Allergol., 1997, 37, 8.
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varie selon les pays de 100 p. cent en Suéde et
Finlande, & seulement 62 p. cent en Italie. Par
contre, seulement 5 & 7 p. cent des patients sont
sensibilisés a rBet v 2 en Sueéde et en Finlande,
alors que 20 a 38 p. cent des patients sont sensi-
bilisés a rBet v 2 dans les pays du Sud de I'Europe.
Dans cette étude, les résultats obtenus par la tech-
nigque Pharmacia CAP-System sont bien corrélés
aux résultats obtenus avec la technique de I'immu-
noblot et des tests cutanés. Une autre étude ita-
lienne portant sur 65 sujets, confirme 'augmen-
tation de fréquence des sensibilisations a4 rBet v 2
dans les pays de 'Europe du Sud (56,7 p. cent des
cas) [39]. Enfin, dans une étude récente, Godnic-
Cvar et coll. {21] ont pu montrer que V'allergéne
recombinant rBet v 1 utilisé en test de provoca-
tion induisait chez 10 patients atteints de rhinite,
une réaction nasale positive mesurée par l'aug-
mentation des résistances nasales. De méme, chez
10 patients présentant un asthme pollinique, la
dose provoquant 20 p. cent de chute du VEMS
(PD20) apres inhalation de l'allergéne recombi-
nant, n'était pas statistiquement différente de la
PD20 apres inhalation de l'allergéne naturel (0,81
+ 1,74 pg versus 0,62 + 1,4 ng). De plus, 5 patients
présentaient des réactions retardées tant avec
I'allergéne naturel qu’avec Pallergéne recombi-
nant. Chez les sujets controles, I'inhalation d'aller-
génes recombinants n'entrainait jamais de réac-
tion de bronchoconstriction. De méme, dans les
études ot furent effectués des tests cutanés avec
les allergénes recombinants, les sujets controles
n’avaient jamais de réaction positive vis-a-vis des
allergénes recombinants pour les concentrations
utilisées [36, 28].

Graminées

Des allergénes recombinants ont été produits
pour quelques espéces de graminées. R. Valenta
et coll. [46] ont identifié dans une premieére étude
97 sérums sur 98 chez des patients allergiques aux
pollens de graminées, en utilisant les allergénes
recombinants de la phléole Phl p 1 et Phl p 5, ainsi
que la profiline. Ils purent montrer que les sérums
des patients qui avaient une réaction trés positive
vis a vis de l'allergéne naturel réagissaient égale-
ment trés fortement avec les allergénes recombi-
nants. A l'inverse des réactions plus faibles vis-a-
vis de P'allergene naturel allaient de pair avec des
réactions modérées vis a vis des allergénes recom-
binants. Dans cette série, un patient sensibilisé au
groupe IV des allergenes de graminées ne fut pas
détecté par les allergénes recombinants utilisés.
Dans une étude ultérieure [25], 1a capacité de fixa-
tion des anticorps anti-pollens de graminées sur
4 allergénes recombinants de la phléole (Phl p 1,
Phlp 2, Phl p 5 et la profiline) fut démontrée chez
183 patients provenant de régions géographiques
diverses (Europe, Canada, Japon). Chez 94,5 p.
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cent des patients, l'allergie aux pollens de grami-
nées fut détectée. Les patients ayant des réactions
négatives avaient de faibles taux d'TgE spécifiques
vis-a-vis de l'allergéne naturel. Des variations
importantes des réactions positives vis-a-vis des
allergénes recombinants furent notées selon les
pays d'origine des patients : avec le recombinant
Phl p 1 les tests sont positifs dans 95 & 100 p. cent
des cas en Autriche, en France et au Danemark,
par contre ils ne sont positifs que chez 65 p. cent
des patients japonais. L'allergéne recombinant
Phl p 5 est reconnu par 58 p. cent des sujets fran-
cais et seulement par 13 p. cent des sujets cana-
diens. Il existe cependant pour les 183 sérums une
bonne corrélation entre les taux d'IgE spécifiques
anti-phléole mesurées par la technique CAP-RAST
et les IgE spécifiques dirigées contre la combi-
naison des 4 allergénes recombinants (r = 0,87).
L’adjonction d’'un autre anticorps recombinant
des graminées (Phl p 4) n'améliore que faiblement
la sensibilité des tests in vitro. L’activité immu-
nologique des allergénes recombinants de la
phléole (Phl p 1, Phl p 2, Phl p 5) est également
démontrée par I'histaminolibération des baso-
philes provenant de patients sensibilisés aux gra-
minées. L'allergéne recombinant rDac g 3 explore
la reconnaissance des allergénes de Dactyle.
Guérin-Marchand et coll. [23] ont démontré son
activité immunologique par la technique de I'his-
taminolibération. 1l s’agit d'un allergéne majeur
reconnu par des sérums de patients sensibilisés
au Dactyle dans 65 p. cent des cas. Le recombi-
nant Dac g 2 est reconnu avec une moindre fré-
quence (33 % des cas) [37].

Autres pollens

D’autres allergénes recombinants ont éié testés
chez des patients sensibilisés & d’autres variétés
de pollens. Ainsi, l'allergéne recombinant rPar j 2
sembile étre un allergéne majeur reconnu par 82 p.
cent des sérums provenant de sujets sensibilisés a
la pariétaire (23 sur 28) [15].

Acariens

La plupart des allergénes recombinants des aca-
riens ont montré leur capacité a se lier aux IgE
circulantes ou aux IgE fixées sur les mastocytes
cutanés en-dehors de l'allergéne recombinant Der
p 1 et Der f 1. Ainsi, 22 sérums sur 24 provenant
de sujets allergiques aux acariens reconnaissent
le recombinant Der p 2 [11]. Dans ['étude de Lynch
[27], sur 32 patients sensibilisés a un extrait glo-
bal d’acariens, 20 répondent a 'allergéne recom-
binant Der p 2 en tests cutanés. Aucune réaction
non spécifique n'est notée chez des sujets
contréles. Iwamoto et coll. [24] démontrent éga-
lement chez 7 sujets que le recombinant Der f 2
détect, par la mesure des IgE sériques spécifiques

* G. PAULI!

et les tests cutanés, les patients sensibilisés a
I'allergéne naturel Der £ 2. Noguchi [34], dans une
série plus importante portant sur les sérums de
150 enfants et adolescents sensibles &
Dermatophagoides farinae, trouve 92 p. cent de
réactions positives a l'allergéne rDer f 2 dans les
tranches d’dge de 2 4 20 ans. La corrélation entre
les taux d’'IgE spécifiques vis-a-vis de l'allergene
rDer {2 et Vallergeéne naturel Der f 2 étant trés forte
(r =0,96, p < 0,01). Pour l'allergéne recombinant
Der p 5, Lin et coll. [26] détectent des IgE sériques
spécifiques dans 50 p. cent des sérums de patients
sensibilisés aux acariens, I'allergéne recombinant
Der p 5 utilisé en tests cutanés donnant 60 p. cent
de réactions positives chez des asthmatiques aller-
giques aux acariens, et 29 p. cent de réactions
positives chez des patients atteints de rhinite iso-
lée. Pour Chapman et coll. [10], la prévalence de
la sensibilisation cutanée au recombinant Der p 5
est de 30 & 50 p. cent selon les origines géogra-
phiques des patients testés. Shen et coll. [42] ont
étudié le pourcentage de réactions positives obte-
nues chez 41 sujets allergiques aux acariens avec
les allergenes recombinants Derp 2 et Derp 7. Les
IgE spécifiques étaient détectées respectivement
dans 88 et 46 p. cent des cas. Pour rDer p 7, le
pourcentage de réactions positives est le méme
que celui qui est obtenu avec l'allergéne naturel
Der p 7 (53 p. cent de réactions positives chez des
sujets allergiques aux acariens). Enfin, I'allergéne
recombinant de la tropomyosine, allergéne des
acariens récemment découvert, a également été
testé chez 31 sujets allergiques aux acariens [1] :
les IgE spécifiques de 80 p. cent des patients
reconnaissent l'allergéne naturel de la tropomyo-
sine ainsi que l'allergéne recombinant, mais les
réactions sont moins importantes avec l'allergéne
recombinant. Des intradermoréactions effectuées
chez 13 sujets allergiques aux acariens donnent
chez 5 patients des réactions positives, mais de
moindre intensité avec I'allergéne recombinant.

Les allergénes du groupe 1 produits dans les
bactéries ne réagissent que dans 50 p. cent des cas
avec les IgE spécifiques des patients sensibilisés
aux acariens, comparativement a 'allergene natu-
rel Der p 1. D’autres systémes d’expression ont été
utilisés : Chua et coll. [12] trouvent des réactions
positives dans 9 cas sur 11 lorsque l'expression est
faite dans une levure (Saccharomyces cerevisiae).
Noguchi et coll. [34] utilisent le systeéme d'expres-
sion baculovirus/cellules d'insectes qui permet la
glycosylation des protéines recombinantes et une
bonne corrélation est observée entre les RAST réa-
lisés avec 'allergéne naturel Der f 1 et le recom-
binant Der f 1 ; de méme, 'allergéne recombinant
a une activité équivalente a l'allergéne naturel
dans les expériences d’inhibition. Dans cette
étude, 125 enfants et adolescents ont des RAST
positifs avec l'allergéne recombinant Der f 1 dans
92 4 100 p. cent des cas.

Rev. fr. Allergol., 1997,37, 8.
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D’aprés Chapman [9], une combinaison de 3 a
4 allergenes recombinants des acariens pour les
tests in vitro et les tests cutanés, permettrait
d’affirmer le diagnostic positif de sensibilisation
aux Dermatophagoides.

Blomia tropicalis est un acarien de la famille des
glycyphagidae, qui dans les régions tropicales et
subtropicales est un allergéne de I'environnement
domestique. L'allergéne recombinant Blo t 5 a une
certaine homologie avec rDer p 3, et a été testé
chez 136 sujets originaires principalement du
Brésil et de Virginie par la détection des IgE spé-
cifiques et la réalisation de tests cutanés, pricks et
intradermoréactions [3]. La prévalence d’'une sen-
sibilisation & IgE détectée in vitro est de 45 p. cent
au Brésil et seulement de 20 p. cent en Virginie.
Ces chiffres s’expliquent par 'exposition fréquente
a Blomia tropicalis dans I'environnement domes-
tique dans les pays tropicaux ; par contre, en
Virginie la prévalence des réactions sérologiques
positives pour Blo t 5 peut étre liée uniquement a
I'homologie qui existe entre Blo t 5 et Der p 5 aller-
géne des acariens Dermatophagoides largement
retrouvés en Virginie. L'allergéne recombinant
Blo t 5 pourrait, en association avec d’autres aller-
génes recombinants de Blomia tropicalis, étre uti-
lisé pour diagnostiquer les sensibilisations a cet
allergéne domestique dans les pays tropicaux et
subtropicaux.

Blattes

La prévalence des sensibilisations aux 4 aller-
génes de la blatte (Bla g 1, Bla g 2, Bla g 4,
Bla g 5) a été établie sur plus de 70 sérums pro-
venant de patients allergiques aux blattes. Elle a
montré que plus de 95 p. cent des patients réagis-
saient a au moins un des allergénes majeurs [8].
La production d’allergénes recombinants a été
possible pour Bla g 4 et Bla g 5. Ainsi, Arruda et
coll. [2] a pu montrer que sur 73 sérums prove-
nant de sujets allergiques aux blattes, les IgE spé-
cifiques reconnaissaient l'allergéne recombinant
Bla g 4 dans 40 a 60 p. cent des cas selon la tech-
nique utilisée. Ces auteurs montrent également
que les intradermoréactions sont positives avec
I'allergéne recombinant Bla g 4 de 10 4 10~ ug/ml,
alors que les sujets témoins ne réagissent pas a
1 pg/ml. La méme équipe a également observé que
le recombinant Bla g 5 donnait des réponses posi-
tives en intradermoréaction de 107" a 10~ pg/ml.
La production d’allergénes recombinants pour
Bla g 2 qui a été cloné, s'est révélée jusque-la
infructueuse, tant en utilisant comme systéme
d’expression des bactéries que des levures.
Néanmoins, il parait probable que dans le futur
des réactifs basés sur 'association de 4 allergénes
recombinants de blattes devraient étre suffisants
pour détecter des sensibilisations aux blattes.

Rev. fr. Allergol., 1997, 37, 8.
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Des 1992 le groupe Suisse de R. Crameri a pro-
duit l'allergéne recombinant correspondant a
I'allergene majeur Asp £ 1 d’Aspergillus fumigatus
[30], et démontra son activité par la réalisation de
tests cutanés chez des patients sensibilisés a
Aspergillus fumigatus. Dans une publication ulté-
rieure, rAsp f 1 fut testé chez 15 sujets présentant
une aspergillose bronchopulmonaire allergique
(ABPA) confirmée : 10 sont détectés par les tests
cutanés et par la détection d'IgE spécifiques vis a
vis de l'allergéne recombinant [31]. Dans une
étude plus récente portant sur 30 patients porteurs
d’'une ABPA et 10 asthmatiques sensibilisés a
Aspergillus fumigatus, V'allergéne rAsp f 1 testé en
prick test & 100 pg/ml donne des réponses posi-
tives dans 70 p. cent des cas. Les patients ayant
des tests cutanés positifs avec l'allergéne recom-
binant Asp f 1 avaient également des IgE spéci-
fiques vis-a-vis de l'allergéne recombinant détec-
tables dans leurs sérums. Enfin, il existait une par-
faite corrélation entre les résultats obtenus par
une technique ELISA utilisant le recombinant Asp
f 1 et I'Immunocap rAsp f 1 Pharmacia (r = 0,997,
p < 0.0001) [13]. Par contre, la corrélation était
tres faible avec I'Immunocap m® (extrait total
d’Aspergillus) (r = 0,314, p = 0,04). Ces résultats
s’expliquent, car seulement 60 & 85 p. cent des
patients sont sensibilisés a l'allergéne Asp f 1 et
que par ailleurs des sensibilisations & d’autres
allergénes d’Aspergillus fumigatus peuvent étre
impliquées chez les différents patients. Pour
I'allergéne recombinant Asp f 1, les résultats obte-
nus chez les témoins étaient toujours négatifs tant
pour les tests cutanés que pour les tests in vitro.

Venin d’abeille (phospholipase A2)

La phospholipase A2 est l'allergéne majeur du
venin d’abeille. L’activité in vivo de l'allergéne
recombinant rPLA, produit chez E. coli, fut com-
parée al'activité de la phospholipase A2 naturelle,
d’abord chez 6 patients en établissant des courbes
dose-réponse pour évaluer la taille des intrader-
moréactions réalisées avec différentes concentra-
tions d’allergeéne naturel ou recombinant [32]. Les
deux extraits donnaient des réactions positives,
mais les pentes des courbes dose-réponse étaient
différentes, indiquant qu’il n'y avait pas identité
absolue de l'activité allergénique des deux prépa-
rations. La capacité a induire 'histaminolibéra-
tion a partir de basophiles de patients sensibilisés
au venin d’abeille est identique pour la phospho-
lipase A2 naturelle et recombinante. Cette pro-
priété persiste si l'allergéne recombinant est
dépourvu de son activité enzymatique, mais elle
disparait si la structure tridimensionnelle n’est pas
conservée, L'absence de glycosylation de l'aller-
géne recombinant produit dans une bactérie ne
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parait pas non plus affecter les propriétés
d'induire 'histaminolibération IgE-dépendante
[20]. Une étude plus étendue concerne 85 patients
allergiques au venin d’hyménopteres, chez les-
quels les tests cutanés avec rPLA sont positifs dans
84 cas. La détection d'IgE spécifiques vis-a-vis du
venin d’abeille, de la phospholipase naturelle et de
rPLA a montré des résultats concordants avec les
IgE anti-venin d’abeille chez 86 p. cent des
patients lorsqu’on comparait avec les IgE anti-
phospholipases naturelles et chez 78 p. cent
lorsque la comparaison était effectuée avec l'aller-
géne recombinant rPLA. L'analyse des discor-
dances a montré que certains patients étaient sen-
sibilisés a d’autres allergénes du venin d'abeille
(hyaluronidase, phosphatase acide), et que cer-
tains patients n‘avaient pas d'IgE spécifiques
détectables avec l'allergéne recombinant, mais
avaient cependant des tests cutanés positifs avec
rPLA, montrant ainsi une plus grande sensibilité
des tests cutanés [33]. Une meilleure sensibilité
des tests diagnostiques dans l'allergie au venin
d’abeille pourrait étre obtenue en utilisant une
association d’allergénes recombinants incluant 4
c6té du recombinant de l'allergéne majeur rPLA
des allergénes recombinants d’autres allergénes
du venin d’abeille.

Autres allergénes

D’autres allergénes recombinants ont été pro-
duits, mais leur validation chez les sujets aller-
giques reste encore limitée. Des allergénes recom-
binants des deux chaines polypeptidiques de
l'allergéne majeur Fel d 1 se lient in vitro aux IgE
spécifiques des sujets sensibilisés au chat et sti-
mulent leurs cellules T in vitro [38]. L'allergéne
recombinant Equ ¢ 1 produit & partir d'un systéme
d’expression bactérien Escherichia coli se lie aux
IgE de patients allergiques au cheval [22]. L'aller-
geéne recombinant Ara h 1 produit également dans
E. coli se lie en immunoblot aux IgE spécifiques
de 17 patients sur 18 présentant une allergie a la
cacahuéte [6]. Pour l'allergéne recombinant rAlt
a 2 produit dans la levure Pichia pastoris, une
étude par dot-blotting donne des réactions posi-
tives avec 16 sérums sur 26 provenant d’asthma-
tiques sensibilisés & la moisissure Alrernaria [7].

INTERET DE L’UTILISATION
DES ALLERGENES RECOMBINANTS
DANS LES TESTS DIAGNOSTIQUES

De nombreux travaux ont validé en l'espace de
quelques années les allergénes recombinants
d’allergénes majeurs, vis-a-vis desquels un grand
nombre de patients sont sensibilisés de par le
monde. Certaines applications pratiques pour-
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raient étre tres rapides, en particulier en ce qui
concerne la qualité et la standardisation des extra-
its utilisés pour le diagnostic des maladies aller-
gigues. D’autres applications concernant de nou-
velles voies thérapeutiques ne se feront peut-étre
quamoyen terme. Cependant, dés 4 présent, la vali-
dation de nouveaux axes thérapeutiques doit pas-
ser au préalable par des tests cutanés effectués chez
des patients sensibilisés et par des analyses in vitro
effectuées sur un panel suffisamment étendu de
sérums provenant de sujets allergiques [14, 35].

Amélioration des allergénes utilisés pour les
tests diagnostiques

Pour les acariens de stockage, des extraits de
qualité ne sont pas disponibles. Cependant, des
allergénes majeurs ont été clonés, et certains aller-
génes recombinants sont dés a présent validés par
des études cliniques suffisamment étendues. Cest
le cas en particulier pour Blomia tropicalis qui est
en fait un allergéne domestique dans les pays tro-
picaux et subtropicaux. La validation de rBlot 5 [3]
peut en faire un outil irremplacable pour des
études épidémiologiques dans le futur. Pour
d’autres allergénes, un cocktail d’allergénes recom-
binants pourrait remplacer les extraits actuels en
incluant tous les allergénes recombinants corres-
pondant aux allergénes majeurs et mineurs. Seules
des études effectuées sur un grand nombre de
sujets allergiques permettront de définir le nombre
nécessaire d’'allergénes recombinants qui permet-
tra de poser un diagnostic positif avec la meilleure
efficacité. La détection de l'allergie aux graminées
chez 94,5 p. cent de 183 patients provenant de trois
continents différents, permet d’envisager théori-
quement l'utilisation rapide de ces nouveaux réac-
tifs [25]. La standardisation des extraits allergé-
niques devrait également étre améliorée par une
véritable quantification des allergénes majeurs et
mineurs présents dans un extrait, reproductible de
lot & lot [29]. La pureté des allergénes recombi-
nants peut étre supérieure a celle des allergénes
purifiés naturels ; c'est le cas pour l'allergéne
recombinant de la phospholipase A, qui contrai-
rement a la phospholipase A, naturelle du venin
d’abeille ne contient pas de traces de hyaluroni-
dases [33]. La stabilité des extraits sera également
améliorée : certains extraits naturels contiennent
des protéases qui peuvent dégrader les protéines
allergiques durant la préparation ou la conserva-
tion de l'extrait.

Mesures qualitatives et quantitatives des anti-
corps anti-allergéne

Un test cutané ou une recherche d'IgE spéci-
fiques positifs vis-a-vis d’'un extrait allergénique
classique, indique seulement que le patient est sen-
sibilisé 4 au moins un des composants de I'extrait.

Rev. fr. Allergol., 1997, 37, 8.
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L'utilisation d’allergénes recombinants permet de
distinguer parmi les IgE polyclonales dirigées
contre l'extrait allergénique, les anticorps IgE spé-
cifiques d'un constituant allergénique défini, per-
mettant d’établir pour un patient donné le specire
des spécificités des IgE (spectrotype). De plus, il
est possible de connaitre le pourcentage d'IgE spé-
cifiques dirigées contre les différents constituants,
et de repérer les constituants qui ont induit des
taux élevés d'IgE spécifiques. La sélection des
constituants allergéniques a partir du spectrotype
du patient, pourrait guider le traitement de désen-
sibilisation en évitant d'injecter des constituants
antigéniques d'un extrait contre lequel le patient
n'a pas encore développé d'IgE spécifiques.

Intérét de la connaissance des allergénes croi-
sants pour l'utilisation des allergénes recom-
binants comme méthode diagnostique

La connaissance des séquences d’acides aminés
des allergenes, ou des séquences nucléotidiques
de leurs génes, a perimis la recherche, dans des
banques de données, des identités ou des homo-
logies avec d’autres molécules déja connues ; le
degré d’homologie entre les protéines allergé-
niques pouvant étre plus ou moins important. Les
réactivités croisées d’allergénes ayant un certain
degré d’homologie ont été également prouvées par
des expériences d'inhibition utilisant des sérums
de sujets sensibilisés. Ainsi, des réactions croisées
ont été démontrées pour des allergénes végétaux
al'intérieur des groupes suivants : groupe des pro-
filines, groupe des protéines de la famille de Bet
v-1 incluant les allergénes majeurs des fagales
ainsi que les allergénes des rosacées et du céleri,
allergénes des groupes 1, 2 et 5 des graminées,
groupe des oléacées... mais d’autres allergénes
croisants. sont retrouvés pour les allergénes
d’'origine animale: groupe 1 et 2 des
Dermatophagoides, groupe 5 des allergénes des
acariens, tropomyosine des crustacés et des
insectes, albumine des mammiféres. Ces simila-
rités mises en évidence au sein des allergénes
devraient permettre de n'utiliser qu'un nombre
restreint d’allergénes recombinants soigneuse-
ment sélectionnés pour identifier le spectrotype
des sujets allergiques, ce qui pourrait également
conduire & une approche plus moléculaire de la
désensibilisation [48]. '

Intérét des tests diagnostiques effectués avec
des allergénes recombinants modifiés pour
une meilleure connaissance des phénomeénes
fondamentaux en immunoallergie

Le clonage des allergénes a permis I'étude des
épitopes T et B des allergeénes. Les épitopes T
dépendent de la structure primaire de la molécule

Rev. fr. Allergol., 1997, 37, 8.
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allergénique et sont formés de 10 a 12 acides ami-
nés. Leur étude a été possible grace a l'utilisation
de peptides chevauchants, dont l'activité stimu-
lante a été étudiée sur des clones de cellules T spé-
cifiques provenant de différents sujets allergiques.
Ces études ont montré que les épitopes T sont mul-
tiples, mais que certaines régions peuvent éire
immunodominantes [50]. Les épitopes B ont une
structure tridimensionnelle et sont conforma-
tionnels. La détermination des épitopes B peut se
faire par les anticorps monoclonaux murins, ces
épitopes déterminés chez 'animal seront ensuite
comparés avec les épitopes reconnus par les IgE
humaines.

Parmi les nouvelles stratégies thérapeutiques, la
synthese de polypeptides recombinants corres-
pondant & des épitopes T, devrait entrainer une
modulation de I'activité des cellules T et conduire
2 une hyposensibilisation vis-a-vis d'un allergéne
naturel. Ces polypeptides recombinants corres-
pondant aux épitopes T ne se lient pas aux IgE
spécifiques, et cette propriété peut étre testée par
des tests cutanés in vivo ou par des tests in vitro
mettant en jeu les IgE humaines ou les basophiles.
Des progres récents ont montré qu’il existait des
molécules allergéniques naturelles selon I'origine
et la nature de la plante, qui n’ont que de minimes
différences dans leur structure primaire avec
I'allergéne majeur. Ces variants moléculaires
appelés isoformes peuvent avoir des réactivités
immunologiques différentes [50, 16]. Ainsi, 13 iso-
formes de Bet v 1 ont été isolées a partir du pol-
len de bouleau. Les molécules recombinantes cor-
respondant a ces isoformes ont été testées quant
a leur potentialité a stimuler les clones de cellules
T, et quant a leur aptitude a se lier aux IgE
humaines et a réagir en tests cutanés chez des
sujets sensibilisés aux pollens de bouleau. Ainsi,
l'isoforme rBet v 1 d, qui est un bon activateur des
cellules T et qui ne se lie ni aux IgE circulantes ni
aux IgE des mastocytes, ne differe que de 7 acides
aminés de Bet v 1 a qui a les deux réactivités
immunologiques [18]. Ces molécules recombi-
nantes d'isoformes a activité allergénique réduite
pourraient étre des candidats pour de nouvelles
stratégies thérapeutiques dont le but serait d’injec-
ter des doses importantes d’allergenes modulant
l'activité des cellules T, sans qu'il y ait risque de
réactions allergiques. Des mutations dirigées au
niveau des acides aminés d’'une molécule allergé-
nique peuvent en modifier également la capacité
a se lier aux IgE tout en maintenant la capacité de
la molécule a stimuler les cellules T. Ainsi, il a été
montré pourl’allergéne Der p 2, que les tests cuta-
nés sont réduits de 100 fois lorsqu'une substitu-
tion de deux cystéines a été effectuée au niveau de
la séquence des acides aminés [43].

L'é¢tude des épitopes B reconnus par les IgE
humaines a montré qu'il existait une hétérogé-
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néité dans les spécificités des anticorps induits par
un allergéne majeur. Certains épitopes B corres-
pondent a ceux qui sont les plus fréquemment
reconnus dans une population de sujets sensibili-
sés. Bufe et coll. ont pu montrer que 11 sérums de
sujets sensibilisés aux graminées reconnaissent de
maniére variable deux épitopes B de l'allergéne
majeur Phl p 5 [5]. Schramm et coll., en utilisant
I'allergeéne recombinant rHol 1 et les sérums de
sujets sensibilisés aux graminées, individualisent
au moins 4 épitopes B pour cet allergéne majeur,
celui qui inclue l'extrémité C terminale étant
immunodominant [41]. Des polypeptides recom-
binants correspondant aux épitopes B immuno-
dominants d’'un allergéne majeur, pourraient
constituer des outils diagnostiques performants.
C'est également dans le domaine thérapeutique
que des polypeptides recombinants correspon-
dant aux épitopes B peuvent avoir une application
: inhibition des réactions anaphylactiques par
Putilisation de molécules recombinantes de Fab-
bloquant, de molécules recombinantes d’hapténes
immunodominants. Un travail récent démontre
que deux fragments correspondant a l'allergéne
recombinant Bet v 1 perdent leur capacité
d’induire I'histaminolibération des basophiles sen-
sibilisés et leur potentialité a réagir en tests cuta-
nés ; par contre, ces deux fragments gardent leur
aptitude a induire la prolifération de clones de cel-
lules T spécifiques [52]. Dans ce cas, la perte de la
structure tertiaire entraine une altération des épi-
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topes B, ce qui explique le caractére non allergé-
nique des deux fragments recombinants. Par
contre, ayant gardé tous les épitopes T de la molé-
cule allergénique, ils pourraient également étre
des candidats pour les traitements de désensibili-
sation, car des doses élevées pourraient étre admi-
nistrées sans risque de réaction anaphylactique.

CONCLUSION

L’application récente des méthodes du génie
génétique a I'étude des allergeénes et la production
d’allergénes recombinants représentent une avan-
cée décisive en immuno-allergologie. Pour un
nombre limité d’allergénes recombinants, les
études ayant eu pour but leur validation chez des
patients sensibilisés ont été concluantes. Il est
nécessaire de poursuivre de telles études afin de
mieux déterminer les modalités de I'utilisation des
allergénes recombinants pour I'amélioration du
diagnostic des maladies allergiques. Les possibi-
lités thérapeutiques concernent essentiellement
l'amélioration des traitements de désensibilisa-
tion. Deés a présent, une meilleure standardisation
des extraits allergéniques utilisés pour ces traite-
ments est envisageable ; dans le futur, les nom-
breux travaux de recherche actuellement en cours
devraient conduire 4 de nouvelles formes de
désensibilisation.
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