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RI~SUME, 

Les techniques de g6nie g6n6tique appliqu6es aux allergbnes 
ont permis de produire des allerg6nes recombinants. La vali- 
dation des allerg6nes recombinants implique que leur activit6 
immunologique et leur identit6 avec l'allergbne naturel soient 
confirm4es par des techniques in vitro et in vivo portant sur 
un nombre suffisamment important de sujets allergiques. Les 
r6sultats actuellement disponibles pour les principaux pneu- 
mallerg6nes sont ici rapport6s. Ainsi, pour le bouleau, la vali- 
dit4 de l'allerg6ne recombinant Bet v 1 a 6t6 confirm6e par des 
tests in vitro, mais 6galement par des tests cutan6s et des tests 
de provocation nasale et bronchique. L'association de quatre 
allerghnes recombinants de la phl6ole a permis la d6tection in 
vitro d'une sensibilisation aux pollens de gramin6es chez 
94,5 p. cent de patients. Pour les acariens, la validit6 des aller- 
gbnes recombinants du groupe 2 a 6t6 confirm4e. Des systhmes 
d'expression permettant la glycosylation des prot4ines recom- 
binantes ont 6t6 n6cessaires pour valider les prot4ines recom- 
binantes des allerg6nes du groupe I. L'allerg6ne recombinant 
Blo t  5 a 6t4 test4 in vitro et in vivo, il s'est av6r6 efficace dans 
la d4tection de la sensibilisation ~ Blomia tropicalis, allerghne 
domestique des pays subtropicaux. Seul l'allerg6ne recombi- 
nant Bla g 4 a 6t6 test6 in vitro et in vivo, les r6actions 6tant 
positives chez prhs de 50 p. cent des sujets sensibilis6s g la 
blatte. Le recombinant Asp f 1 a 4t6 test6 chez les sujets atteints 
d'aspergillose bronchopulmonaire allergique, il est positif dans 
60/t 85 p. cent des cas. Des 6tudes sont 6galement disponibles 
pour les allerghnes recombinants de la phospholipase A2, aller- 
gone majeur du venin d'abeille. Les cons6quences de la mise 
au point d'allergbnes recombinants sont ensuite analys4es : 
obtention d'allerg6nes mieux standardis6s pour les tests dia- 
gnostiques, 6tude du spectre des spdcificit6s des IgE induites 
par un allerghne, quantification des IgE sp4cifiques, meilleure 
approche des allergies crois6es ~t l'aide d'allerg6nes recombi- 
nants des principaux allerg6nes croisants. L'application des 
allerg6nes recombinants fi la recherche fondamentale a 
conduit a la production d'allerg6nes recombinants modifi6s : 
synth6se de polypeptides recombinants correspondant aux 
6pitopes T, production d'allerghnes recombinants d'isoformes 

Suite rgsumg p. suivante 

SUMMARY 

Diagnost ic  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 bronchial challenge tests. 
The combination of four recombinant  allergens of t imothy 
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 i recombinant aller- 
gen proteins. Recombinant allergen Blot  5 has been tested in 
vitro and in vivo, and was found to be effective in the detec- 
tion of sensitization to Blomia tropicaIis, 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 rdsumd 

/~ activit6 allerg6nique r6duite, product ion d'allerg&nes recom- 
binants  de mol4cules allerg4niques modifi4es par  des muta- 
t ions dirig4es. L'ut i l isat ion de ces allergbnes recombinan t s  
modifids est une  des voies de recherche  pouvant  conduire,  
dans le futur, g de nouvelles modalit6s de la d6sensibilisation 
spdcifique. D'autres voies sont 6galement en cours d'investi- 
gation : inhibi t ion des r6action antig~nes-anticorps par  l'uti- 
l isat ion de mol4cules r ecombinan te s  de Fab-bloquants ,  de 
mol4cules recombinantes  d 'haptenes immunodominan ts .  

S u m m a ~  continued 

allergens is one line of research which, in the future, may lead 
to new modalit ies of specific desensitization. Other lines of 
research are also under  investigation: inhibi t ion of antigen- 
ant ibody reactions by the use of r ecombinan t  Fab-blocking 
molecules, and recombinant  molecules of i m m u n o d o m i n a n t  
haptens. 

MOT-CLt~ : Allerg6nes recombinants .  KEY-WORD : Recombinant  allergens. 

Le diagnostic des maladies allergiques est bas~ 
sur l'histoire clinique 4tay4e de moyens diagnos- 
tiques permettant  la mise en 6vidence d'une sen- 
sibilisation m6dide par les IgE. Les m~thodes uti- 
lisdes tant in vivo qu'in vitro, utilisent des extra- 
its allergdniques naturels,  et les r4sultats des 
moyens diagnostiques utilis4s d6pendent  de la 
qualit4 des extraits allergdniques utilisds. Ces 
extraits sont h~t~rogenes, contenant/~ la fois des 
moldcules allergdniques et des mol4cules non 
allergdniques. Leur standardisation peut ~tre dif- 
ficile. Le contenu en mol4cules allerg4niques 
d~pend des caractdristiques de la source de pro- 
duction utilisde : ~t titre d'exemple, citons les pol- 
lens de bdtulac~es dont le contenu allergdnique 
peut varier d'un arbre ~ l'autre ; les moisissures 
dont  l'activit6 allerg4nique peut  varier selon le 
stade de maturat ion de la culture qui est ~t l'ori- 
gine de la preparat ion de l'extrait ; les extraits 
allergdniques animaux pouvant avoir des activi- 
tds allergdniques diffdrentes selon qu'il sont pr4- 
par~s/~ partir  de diff4rents constituants tels que 
la peau, le pelage, l'urine ; l'allerg4nicitd d'extra- 
its v6g6taux tels que la pomme  qui peut ~tre 
variable selon l'esp~ce de pomme utilis4e et son 
degr6 de maturation. 

Le contenu allergdnique des extraits d4pend 
4galement des procddds d'extraction, de purifica- 
tion et de stockage utilis4s. Ainsi, la copurifica- 
tion d'enzymes peut ddgrader des moldcules aller- 
g6niques, le chauffage et le t ra i tement  par le 
doddcylsulfate de sodium peut d4naturer les aller- 
g~nes ; certains allergbnes peuvent  ne pas ~tre 
hydrosolubles et ne seront pas isol6s avec les tech- 
niques c!assiques. La validation d'un extrait aller- 
gdnique utilis4 pour  le diagnostic impose que 
l'extrait contienne g la lois les allerg~nes majeurs 
et les allerg~nes mineurs. L'application de la tech- 
nologie de I'ADN recombinant  pour la production 
des prot~ines allerg4niques qui se lient aux IgE, a 
permis d'obtenir des rdactifs standardisds parfai- 
tement caractdris4s sur le plan immunochimique,  
qui th~oriquement peuvent 6tre produits/t  grande 
6chelle. Au cours des 5 derni~res anndes, un grand 
hombre d'allerg~nes ont dtd clonds, ce qui a per- 
mis la product ion des allerg~nes recombinants  

correspondants.  I1 est probable que la pratique 
allergologique sera influencEe dans les anndes/~ 
venir par l 'utilisation diagnostique et th4rapeu- 
tique des allerghnes recombinants .  Plusieurs 
revues g4ndrales ont 6t~ consacrdes /a ce sujet 
d'avenir [4, 48, 9]. 

MI~THODES 
PERMETTANT LA VALIDATION 

DES ALLERGENES RECOMBINANTS 

L'utilisation ~ des fins diagnostiques et/ou thd- 
rapeutiques ndcessite une validation des aller- 
g~nes recombinants.  Celle-ci comprend plusieurs 
dtapes : v4rification de la puret4 des allerg~nes 
recombinants ,  de leur absence de toxicit4 (par 
exemple la phospholipase A2 du venin d'abeille, 
la ribotoxine de  l'Aspergillus devront etre test~es 
sur des modules animaux), de leur stabilit~ (l'uti- 
lisation des allerg~nes recombinants  ~t de tr~s 
faibles concentrations peut entrainer leur adsorp- 
tion sur les parois de leurs contenants) [4]. 

I1 faudra  surtout  dtablir l'activitd immunolo-  
gique des allerg~nes recombinants  et d~montrer  
leur identit4 avec l'allergene 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 d4mon- 
trer la capacit6 de fixation de l'allerg~ne recom- 
binant sur des anticorps IgE spdcifiques issus de 
s~rums de sujets sensibilis~s/t l'allerg~ne naturel. 
Diff4rentes techniques sont utilis~es : ELISA, 
RAST, CAP, inhibition de I'ELISA ou du RAST, 
l'allergene naturel 4tant fix6 sur la phase solide, 
comparaison 41e l ' immunoblot de l'allerg~ne natu- 
rel avec celui de l'allergene recombinant.  Les tests 
cellulaires comprennent  l 'histaminolibdration des 
basophiles provenant  de sujets sensibilisds, qui 
indiquent la capacit6 des allerg~nes recombinants 
/a se lier aux anticorps IgE sp4cifiques fix4s sur les 
basophiles. La prolif6ration des cellules T e n  pre- 
sence des allerg~nes recombinants  peut etre fitu- 
di6e en utilisant des clones de cellules T spfici- 
fiques de l'allerg~ne naturel. 

Rev..fi. Allergol., 1997, 37, 8. 
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Les techniques in r i ve  compor ten t  l 'etude de 
modeles  exper imentaux animaux qui visent 
mettre en evidence l 'induction d'IgE specifiques 
vis-a-vis des allergenes recombinants chez la sou- 
ris ou le singe [ 19]. Des differences d'allergenicite 
de Bet v 1 et Bet v 2, allergenes du bouleau, ont 
ainsi pu 6tre mises en evidence [51]. 

Les etudes in rive realisees chez l 'homme ont 
pour  but  de ddmontrer la capacit6 des allergenes 
recombinants a induire des tests cutands positifs, 
a stimuler l 'organe cible par  l'etude des tests de 
provocation nasale ou bronchique. Les reactions 
induites (cutanees,  nasales ou bronchiques)  
seront comparees a celles induites par  l'allergene 
naturel.  Pour  les tests cutanes,  differentes 
methodes ont ete utilisdes : comparaison du seuil 
de rdactivit6 cutanee de l'allergene naturel et de 
l'allergene recombinant,  etude quantitative de la 
reaction cutanee induite par les allergenes natu- 
tel et r ecombinan t  en utilisant des dilutions 
sequentielles et en tragant des courbes  dose- 
rdponse. Selon les etudes, la methode des prick- 
tests ou des intradermoreactions a et4 utilisee. 

RI~SULTATS OBTENUS 
AVEC LES PRINCIPAUX ALLERGENES 

RECOMBINANTS 

Bouleau 

En 1991, Valenta et coll. [45] ont pu montrer que 
sur 100 sujets prdsentant une pollinose au bou- 
leau, 97 p. cent avaient des IgE specifiques vis 
vis de rBet v 1, 9,2 p. cent vis-a-vis de rBet v 2, et 
6 p. cent vis-fi-vis des deux allergenes. Dans une 
etude 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 
v isa  vis de rBet v 2 et 7 p. cent pour  les deux aller- 
genes recombinants.  Ces resultats sent corrobo- 
res par  les tests cutands rdalises avec les allergenes 
recombinants  [36, 28]. 100 p. cent des patients de 
notre etude ayant  une sensibilit6 a l 'allergene 
naturel du pollen de bouleau sent detectes a l'aide 
des deux allergenes recombinants  Bet v 1 et 
Bet v 2 [36]. Une pollinose exclusive au pollen de 
bouleau correspond toujours a une sensibilisation 
a l'allergene majeur  rBet v 1. L'activit6 biologique 
des deux allergenes recombinants  Bet v 1 et 
Bet v 2 est 6galement corroboree par  la technique 
de l 'histaminoliberation des basophiles provenant 
de patients sensibilises [36, 44]. Plus rdcemment, 
293 serums de patients sensibilises aux pollens de 
bouleau,  provenant  de localisations geogra- 
phiques differentes (Suede, Finlande, France, 
Autriche, Suisse, Italie) ont pu 6tre testes par  la 
technique Pharmacia CAP-System avec les deux 
allergenes recombinants  Bet v 1 et Bet v 2 [ 17]. Le 
pourcentage  de patients sensibilises a rBet v 1 

varie selon les pays de 100 p. cent en Suede et 
Finlande, a seulement  62 p. cent en Italie. Par 
contre, seulement 5 a 7 p. cent des patients sont 
sensibilises a rBet v 2 en Suede et en Finlande, 
alors que 20 a 38 p. cent des patients sont sensi- 
bilises a rBet v 2 dans les pays du Sud de l'Europe. 
Dans cette 6tude, les rdsultats obtenus par  la tech- 
nique Pharmacia CAP-System sont bien correlds 
aux resultats obtenus avec la technique de l'immu- 
noblot et des tests cutands. Une autre etude ita- 
lienne portant  sur 65 sujets, confirme l 'augmen- 
tation de frdquence des sensibilisations a rBet v 2 
dans les pays de l 'Europe du Sud (56,7 p. cent des 
cas) [39]. Enfin, dans une etude recente, Godnic- 
Cvar et coll. [21] ont pu montrer  que l'allergene 
recombinant  rBet v 1 utilise en test de provoca- 
tion induisait chez 10 patients atteints de rhinite, 
une react ion nasale positive mesuree  par  l'aug- 
mentation des resistances nasales. De m~me, chez 
10 patients presentant  un asthme pollinique, la 
dose provoquant  20 p. cent de chute du VEMS 
(PD20) a w e s  inhalation de l'allergene recombi- 
nant, n'etait pas statistiquement differente de la 
PD20 awes  inhalation de l'allergene naturel (0,81 
_+ 1,74 pg versus 0,62 _+ 1,4 pg). De plus, 5 patients 
presentaient  des react ions retardees tant avec 
l 'allergene naturel  qu'avec l 'allergene recombi-  
nant. Chez les sujets contr61es, l'inhalation d'aller- 
genes recombinants  n'entrainait jamais de reac- 
tion de bronchoconstriction. De m~me, dans les 
etudes od furent effectues des tests cutands avec 
les allergenes recombinants,  les sujets contr61es 
n'avaient jamais de reaction positive vis-a-vis des 
allergenes recombinants  pour  les concentrations 
utilisees [36, 28]. 

Gramin6es 

Des allergenes recombinants  ont ete produits  
pour  quelques especes de gramindes. R. Valenta 
et coll. [46] ont identifie dans une premiere etude 
97 serums sur  98 chez des patients allergiques aux 
pollens de graminees, en utilisant les allergenes 
recombinants  de la phleole Phl p 1 et Phl p 5, ainsi 
que la profiline. Ils purent montrer  que les serums 
des patients qui avaient une reaction tres positive 
v i s a  vis de l'allergene naturel rdagissaient Ogale- 
ment  tres fortement avec les allergenes recombi- 
nants. A l'inverse des reactions plus faibles vis-a- 
vis de l'allergene naturel allaient de pair avec des 
reactions moderees v isa  vis des allergenes recom- 
binants. Dans cette serie, un patient sensibilise au 
groupe IV des allergenes de graminees ne fut pas 
detect6 par  les allergenes recombinants  utilises. 
Dans une 6tude ulterieure [25], la capacite de fixa- 
tion des anticorps anti-pollens de graminees sur 
4 allergenes recombinants  de la phleole (Phl p 1, 
Phl p 2, Phl p 5 et la profiline) rut demontree chez 
183 patients provenant de regions gdographiques 
diverses (Europe, Canada, Japon). Chez 94,5 p. 
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cent des patients, l'allergie aux pollens de grami- 
n4es rut d6tect6e. Les patients ayant des r4actions 
n4gatives avaient de faibles taux d'IgE sp6cifiques 
vis-a-vis de l'allerghne naturel.  Des variations 
importantes des rdactions positives vis-ta-vis des 
allerg6nes recombinants  furent not6es selon les 
pays d'origine des patients : avec le recombinant  
Phl p 1 les tests sont positifs dans 95 g 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'allerghne recombinan t  
Phl p 5 est reconnu par 58 p. cent des sujets fran- 
9ais et seulement par 13 p. cent des sujets cana- 
diens. I1 existe cependant pour  les 183 s6rums une 
bonne corrdlation entre les taux d'IgE sp6cifiques 
anti-phl4ole mesurdes par la technique CAP-PAST 
et les IgE sp4cifiques dirig6es contre la combi- 
naison des 4 allerghnes recombinants  (r = 0,87). 
L 'adjonct ion d'un autre anticorps recombinant  
des gramindes (Phl p 4) n'am4liore que faiblement 
la sensibilitd des tests in vitro. L'activit6 immu- 
nologique des allerg~nes recombinants  de la 
phldole (Phl p 1, Phl p 2, Phl p 5) est 4galement 
ddmontrde par  l 'his taminolib6rat ion des baso- 
philes provenant de patients sensibilisds aux gra- 
min6es. L'allerg~ne recombinant  rDac g 3 explore 
la reconnaissance  des allerg6nes de Dactyle. 
Gudrin-Marchand et coll. [23] ont d6montr6 son 
activit~ immunologique par la technique de l'his- 
taminolib4ration. I1 s'agit d'un allerg6ne majeur  
reconnu par des s4rums de patients sensibilisds 
au Dactyle dans 65 p. cent des cas. Le recombi- 
nant Dac g 2 est reconnu avec une moindre fr6- 
quence (33 % des cas) [37]. 

Autres pollens 

D'autres allerg~nes recombinants  ont 6t6 test6s 
chez des patients sensibilis4s ~ d'autres varidt6s 
de pollens. Ainsi, l'allerg~ne recombinant  rPar j 2 
semble ~tre un allerg~ne majeur reconnu par 82 p. 
cent des sdrums provenant de sujets sensibilis6s 
la pari6taire (23 sur 28) [ 15]. 

Acariens 

La plupart des allerg~nes recombinants des aca- 
riens ont montr6 leur capacit4 ~ se lier aux IgE 
circulantes ou aux IgE fix6es sur les mastocytes 
cutan6s en-dehors de l'allerg6ne recombinant  Der 
p 1 et Der f 1. Ainsi, 22 sdrums sur 24 provenant 
de sujets allergiques aux acariens reconnaissent 
le recombinant Der p 2 [ 11]. Dans l'6tude de Lynch 
[27], sur 32 patients sensibilis4s g u n  extrait glo- 
bal d'acariens, 20 r6pondent g l'allerg~ne recom- 
binant Der p 2 en tests cutan4s. Aucune r4action 
non sp6cifique n'est notde chez des sujets 
contr61es. Iwamoto et coll. [24] ddmontrent dga- 
lement chez 7 sujets que le recombinant  Der f 2 
d6tect, par la mesure des IgE s6riques sp6cifiques 

et les tests cutan6s, les pat ients  sensibilis6s ~a 
l'allerg6ne naturel  Der f 2. Noguchi [34], dans une 
s~rie plus importante  por tant  sur les s@ums de 
150 enfants et adolescents  sensibles ~t 
Dermatophagofdes farinae, t rouve 92 p. cent de 
rdactions positives ~ l'allerg6ne rDer f 2 dans les 
tranches d'fige de 2 ~ 20 ans. La corrdlation entre 
les taux d'IgE sp6cifiques vis-/~-vis de l'allerg6ne 
rDer f 2 et l'allerg~ne naturel Der f 2 6tant tr6s forte 
(r = 0,96, p < 0,01). Pour  l'allerg6ne recombinant  
Der p 5, Lin et coll. [26] d~tectent des IgE s6riques 
sp~cifiques dans 50 p. cent des sdrums de patients 
sensibilis~s aux acariens, l'allerg6ne recombinant  
Der p 5 utilis6 en tests cutan6s donnant  60 p. cent 
de r6actions positives chez des asthmatiques aller- 
giques aux acariens, et 29 p. cent de r6actions 
positives chez des patients atteints de rhinite iso- 
lde. Pour Chapman et coll. [10], la pr6valence de 
la sensibilisation cutan6e au recombinant  Der p 5 
est de 30 ~ 50 p. cent selon les origines g6ogra- 
phiques des patients test6s. Shen et coll. [42] ont 
6tudi6 le pourcentage de r6actions positives obte- 
hues chez 41 sujets allergiques aux acariens avec 
les allerg6nes recombinants Der p 2 et Der p 7. Les 
IgE spdcifiques dtaient d~tectdes respectivement 
dans 88 et 46 p. cent des cas. Pour  rDer p 7, le 
pourcentage de r~actions positives est le mOme 
que celui qui est obtenu avec l'allerg~ne naturel 
Der p 7 (53 p. cent de r6actions positives chez des 
sujets allergiques aux acariens). Enfin, l'allerg6ne 
recombinant  de la t ropomyosine,  allerg6ne des 
acariens r6cemment  ddcouvert, a 6galement 6t6 
test6 chez 31 sujets allergiques aux acariens [1] : 
les IgE spdcifiques de 80 p. cent des patients 
reconnaissent l'allerg6ne naturel de la t ropomyo- 
sine ainsi que l'allerghne recombinant ,  mais les 
r6actions sont moins importantes avec l'allerghne 
recombinant.  Des intradermor6actions effectu6es 
chez 13 sujets allergiques aux acariens donnent  
chez 5 patients des rdactions positives, mais de 
moindre intensit6 avec l'allerg6ne recombinant.  

Les allerg6nes du groupe 1 produi ts  dans les 
bact6ries ne r6agissent que dans 50 p. cent des cas 
avec les IgE sp6cifiques des patients sensibilis6s 
aux acariens, comparat ivement ~ l'allergbne natu- 
tel Der p 1. D'autres syst6mes d'expression ont 6t6 
utilis6s : Chua et coll. [12] trouvent des r4actions 
positives dans 9 cas sur 11 lorsque l'expression est 
faite dans une levure (Saccharomyces cerevisiae). 
Noguchi et coll. [34] utilisent le syst6me d'expres- 
sion baculovirus/cellules d'insectes qui permet la 
glycosylation des prot~ines recombinantes et une 
bonne correlation est observ6e entre les RAST r6a- 
lisds avec l'allergbne naturel Der f 1 et le recom- 
binant Der f 1 ; de m4me, l'allerg6ne recombinant  
a une activit4 6quivalente ~ l'allerg6ne naturel  
dans les exp4riences d'inhibition. Dans cette 
4tude, 125 enfants et adolescents ont des RAST 
positifs avec l'allerg6ne recombinant  Der f 1 dans 
92 ta 100 p. cent des cas. 
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D'aprhs Chapman [9], une combinaison de 3 
4 allerghnes recombinants  des acariens pour  les 
tests in vitro et les tests cutan6s, permet t ra i t  
d'affirmer le diagnostic positif de sensibilisation 
aux Dermatophago~'des. 

Blomia tropicalis est un acarien de la famille des 
glycyphagidae, qui dans les rdgions tropicales et 
subtropicales est un allerg6ne de l 'environnement 
domestique. L'allerg6ne recombinant Blo t 5 a une 
certaine homologie avec rDer p 5, e t a  4t6 test6 
chez 136 sujets originaires pr incipalement  du 
Br6sil et de Virginie par la d6tection des IgE sp4- 
cifiques et la rdalisation de tests cutands, pricks et 
intradermordactions [3]. La pr6valence d'une sen- 
sibilisation ~ IgE d~tect6e in vitro est de 45 p. cent 
au Brdsil et seulement de 20 p. cent en Virginie. 
Ces chiffres s'expliquent par  l'exposition frdquente 
i~ Blomia tropicalis dans l 'environnement domes- 
t ique dans les pays t ropicaux ; par  contre, en 
Virginie la pr6valence des rdactions sdrologiques 
positives pour  B lo t  5 peut  4tre li4e uniquement  
l'homologie qui existe entre Blo t  5 et Der p 5 aller- 
g6ne des acariens Derrnatophagofdes largement  
retrouv6s en Virginie. L'allerg6ne recombinan t  
Blo t 5 pourrait, en association avec d'autres aller- 
g6nes recombinants  de Blomia tropicalis, ~tre uti- 
lis6 pour  diagnostiquer les sensibilisations ~ cet 
allerghne domestique dans les pays tropicaux et 
subtropicaux. 

Blattes 

La pr6valence des sensibilisations aux 4 aller- 
g6nes de la blatte (Bla g 1, Bla g 2, Bla g 4, 
Bla g 5) a 6t4 6tablie sur plus de 70 s4rums pro- 
venant de patients allergiques aux blattes. Elle a 
montr6 que plus de 95 p. cent des patients r6agis- 
saient/~ au moins un des allerg6nes majeurs [8]. 
La product ion  d'allerg6nes recombinants  a 6t4 
possible pour  Bla g 4 et Bla g 5. Ainsi, Arruda et 
coll. [2] a pu montrer  que sur 73 s6rums prove- 
nant de sujets allergiques aux blattes, les IgE spd- 
cifiques reconnaissaient l'allerghne recombinant  
Bla g 4 dans 40 ~ 60 p. cent des cas selon la tech- 
nique utilisde. Ces auteurs montrent  6galement 
que les intradermor6actions sont positives avec 
l'allerg6ne recombinant Bla g 4 de 10 -3 ~ 10 -~tag/ml, 
alors que les sujets t6moins ne rdagissent pas 
1 lag/ml. La m4me 6quipe a 6galement observ6 que 
le recombinant  Bla g 5 donnait  des rdponses posi- 
tives en intradermor6action de 10 -~ /t 10 4 lag/ml. 
La product ion  d'allerg6nes recombinants  pour  
Bla g 2 qui a 6t6 clon6, s'est r6v616e jusque-l~ 
infructueuse,  tant en util isant comme  syst6me 
d'expression des bactdries que des levures. 
N6anmoins, il parait probable que dans le futur 
des r6actifs bas6s sur l 'association de 4 allerg6nes 
recombinants  de blattes devraient 4tre suffisants 
pour  ddtecter des sensibilisations aux blattes. 

Aspergillus fumigatus 

Dbs 1992 le groupe Suisse de R. Crameri a pro- 
duit l 'allerg6ne recombinan t  cor respondant  /t 
l'aUerg6ne majeur  Asp f 1 d'Aspergiltus fumigatus 
[30], et d6montra son activit6 par  la r6alisation de 
tests cutan6s chez des patients sensibilis6s 
Aspergillus fumigatus. Darts une publication ult6- 
rieure, rAsp f 1 rut test6 chez 15 sujets prdsentant 
une aspergillose bronchopulmonai re  allergique 
(ABPA) confirm6e : 10 sont d6tect6s par  les tests 
cutands et par  la d6tection d'IgE sp6cifiques vis 
vis de l'allerg6ne recombinan t  [31]. Dans une 
6tude plus r6cente portant sur 30 patients porteurs 
d 'une ABPA et 10 as thmat iques  sensibilis6s 
Aspergillus fumigatus, l'allerg6ne rAsp f ! test6 en 
prick test ~t 100 lag/ml donne des r6ponses posi- 
tives dans 70 p. cent des cas. Les patients ayant 
des tests cutan6s positifs avec l'allerg6ne recom- 
binant Asp f 1 avaient 6galement des IgE spdci- 
fiques vis-~-vis de l'allerg6ne recombinant  d6tec- 
tables dans leurs s6rums. Enfin, il existait une par- 
faite corr6lation entre les r6sultats obtenus par  
une technique ELISA utilisant le recombinant  Asp 
f 1 et l ' Immunocap rAsp f 1 Pharmacia (r = 0,997, 
p < 0.0001) [13]. Par contre, la corr61ation 6tait 
tr6s faible avec l ' Immunocap  m 3 (extrait total 
d'Aspergillus) (r = 0,314, p = 0,04). Ces r6sultats 
s 'expliquent, car seulement  60/a 85 p. cent des 
patients sont sensibilis6s/~ l'allerg6ne Asp f 1 et 
que par  ailleurs des sensibil isations ~ d'autres 
allerg6nes d'Aspergillus fumigatus peuvent  4tre 
impliqudes chez les diff6rents patients.  Pour  
l'allerghne recombinant  Asp f 1, les r6sultats obte- 
nus chez les t6moins 6taient toujours n6gatifs tant 
pour  les tests cutan4s que pour  les tests in vitro. 

Venin d'abeille (phospholipase A2) 

La phospholipase A2 est l'allergbne majeur  du 
venin d'abeille. L'activitd in vivo de l 'allerghne 
recombinant  rPLA, produit  chez E. coli, rut com- 
parde h l'activit4 de la phospholipase A2 naturelle, 
d 'abord chez 6 patients en 6tablissant des courbes 
dose-r6ponse pour  6valuer la taille des intrader- 
mordactions r6alis6es avec diff6rentes concentra- 
tions d'allerghne naturel ou recombinant  [32]. Les 
deux extraits donnaient  des r6actions positives, 
mais les pentes des courbes dose-r6ponse 6taient 
diff4rentes, indiquant qu'il n'y avait pas identit6 
absolue de l'activit6 allergdnique des deux pr6pa- 
rations. La capacit6 ~ induire l 'histaminolibdra- 
tion ~ partir de basophiles de patients sensibilis6s 
au venin d'abeille est identique pour  la phospho- 
lipase A2 naturelle et recombinante .  Cette pro- 
pri4t4 persiste si l 'allerg6ne recombinan t  est 
d6pourvu de son activit6 enzymatique, mais elle 
disparait si la structure tridimensionnelle n'est pas 
conserv6e. L'absence de glycosylation de l'aller- 
g6ne recombinant  produit  dans une bact6rie ne 
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parai t  pas non plus affecter les proprietes  
d'induire l 'his taminoliberat ion IgE-dependante  
[20]. Une etude plus 6tendue concerne 85 patients 
allergiques au venin d 'hymenopt~res,  chez les- 
quels les tests cutanes avec rPLA sont positifs dans 
84 cas. La detection d'IgE specifiques vis-g-vis du 
venin d'abeille, de la phospholipase naturelle et de 
rPLA a montre des resnltats concordants avec les 
IgE anti-venin d'abeille chez 86 p. cent des 
patients lorsqu'on compara i t  avec les IgE anti- 
phosphol ipases  naturelles et chez 78 p. cent 
lorsque la comparaison etait effectuee avec l'aller- 
gene recombinan t  rPLA. L'analyse des discor- 
dances a montre que certains patients etaient sen- 
sibilises ~ d'autres allergenes du venin d'abeille 
(hyaluronidase, phosphatase  acide), et que cer- 
tains patients n 'avaient pas d'IgE specifiques 
detectables avec l 'allergene recombinant ,  mais 
avaient cependant  des tests cutanes positifs avec 
rPLA, montrant  ainsi une plus grande sensibilite 
des tests cutanes [33]. Une meilleure sensibilit6 
des tests diagnost iques dans l'allergie au venin 
d'abeille pourra i t  ~tre obtenue  en utilisant une 
association d'allergenes recombinants  incluant 
c6te du recombinant  de l'allergene majeur  rPLA 
des allergenes recombinants  d'autres allergenes 
du venin d'abeille. 

Autres allerg~nes 

D'autres allergenes recombinants  ont 6te pro- 
duits, mais leur validation chez les sujets aller- 
giques reste encore limitee. Des allergenes recom- 
binants  des deux chaines polypept idiques  de 
l'allerg~ne majeur  Eel d 1 se lient in vitro aux IgE 
specifiques des sujets sensibilises au chat et sti- 
mulent  leurs cellules T in vitro [38]. L'allergene 
recombinant Equ c 1 produit/~ partir d'un systeme 
d'expression bacterien Escherichia coli se lie aux 
IgE de patients allergiques au cheval [22]. L'aller- 
gene recombinant Ara h 1 produit  egalement dans 
E. coli se lie en immunoblot  aux IgE specifiques 
de 17 patients sur 18 presentant  une allergie fi la 
cacahuete [6]. Pour l'allerg~ne recombinant  rAlt 
a 2 produi t  dans la levure Pichia pastoris, une 
etude par  dot-blotting donne des reactions posi- 
tives avec 16 serums sur 26 provenant d'asthma- 
tiques sensibilises ~ la moisissure Alternaria [7]. 

INTI~Rl~T DE L'UTILISATION 
DES ALLERGENES RECOMBINANTS 
DANS LES TESTS DIAGNOSTIQUES 

De nombreux travaux ont valide en l'espace de 
quelques annees les allergenes recombinants  
d'allergenes majeurs, vis-/~-vis desquels un grand 
hombre  de patients sont sensibilises de par le 
monde. Certaines applications pratiques pour- 

raient ~tre tr~s rapides, en particulier en ce qui 
concerne la qualit6 et la standardisation des extra- 
its utilises pour  le diagnostic des maladies aller- 
giques. D'autres applications concernant de nou- 
velles voies therapeutiques ne se feront peut-~tre 
qu'g moyen terme. Cependant, d~s ~ present, la vali- 
dation de nouveaux axes therapeutiques doit pas- 
ser au prealable par des tests cutanes effectues chez 
des patients sensibilises et par des analyses in vitro 
effectuees sur un panel suff isamment 6tendu de 
serums provenant de sujets allergiques [14, 35]. 

Amdlioration des allerg6nes utilisds pour les 
tests diagnostiques 

Pour les acariens de stockage, des extraits de 
qualite ne sont pas disponibles. Cependant,  des 
allergOnes majeurs ont 6t6 clones, et certains aller- 
genes recombinants sont des g present valides par 
des 6tudes cliniques suffisamment 6tendues. C'est 
le cas en particulier pour  Blomia tropicalis qui est 
en fait un allerg~ne domestique dans les pays tro- 
picaux et subtropicaux. La validation de rBlot 5 [3] 
peut  en faire un outil i rremplagable pour  des 
etudes epidemiologiques dans le futur. Pour  
d'autres allergenes, un cocktail d'allergenes recom- 
binants pourrait  remplacer les extraits actuels en 
incluant tous les  allergenes recombinants corres- 
pondant aux allergenes majeurs et mineurs. Seules 
des 6tudes effectuees sur un grand nombre  de 
sujets allergiques permettront de definir le hombre 
necessaire d'allergenes recombinants qui permet- 
tra de poser un diagnostic positif avec la meilleure 
efficacite. La detection de l'allergie aux graminees 
chez 94,5 p. cent de 183 patients provenant de trois 
continents differents, permet  d'envisager theori- 
quement l'utilisation rapide de ces nouveaux reac- 
tifs [25]. La standardisation des extraits allerge- 
niques devrait egalement ~tre amdlioree par une 
veritable quantification des allerg~nes majeurs et 
mineurs presents dans un extrait, reproductible de 
lot fi lot [29]. La purete des allergenes recombi-  
nants peut Otre superieure ta celle des allergenes 
purifies naturels ; c'est le cas pour  l 'allergene 
recombinant  de la phospholipase A 2 qui contrai- 
rement ~ la phospholipase A2 naturelle du venin 
d'abeille ne contient pas de traces de hyaluroni- 
dases [33]. La stabilite des extraits sera egalement 
amelioree : certains extraits naturels contiennent 
des proteases qui peuvent degrader les proteines 
allergiques durant la preparation ou la conserva- 
tion de l'extrait. 

Mesures qualitatives et quantitatives des anti- 
corps anti-allerg~ne 

Un test cutan6 ou une recherche d'IgE spdci- 
fiques positifs vis-/a-vis d'un extrait allergdnique 
classique, indique seulement que le patient est sen- 
sibilis6/~ an moins un des composants de l'extrait. 
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L'utilisation d'allerghnes recombinants permet de 
distinguer parmi les IgE polyclonales dirig6es 
contre l'extrait allergdnique, les anticorps IgE spd- 
cifiques d'un constituant allergdnique d6fini, per- 
mettant d'6tablir pour  un patient donn6 le spectre 
des sp6cificit6s des IgE (spectrotype). De plus, il 
est possible de connaitre le pourcentage d'IgE spd- 
cifiques dirigdes contre les diff6rents constituants, 
et de rep6rer les consti tuants qui ont induit des 
taux 61ev6s d'IgE spdcifiques. La s61ection des 
constitnants allerg6niques ~ partir du spectrotype 
du patient, pourrait guider le traitement de d4sen- 
sibilisation en 4vitant d'injecter des constituants 
antig4niques d'un extrait contre lequel le patient 
n'a pas encore d4velopp6 d'IgE sp6cifiques. 

Int6r~t de la conna i s sance  des  allerg/~nes croi- 
sants  pour  l 'uti l isat ion des  al lergbnes recom- 
binants  c o m m e  m 6 t h o d e  d iagnos t ique  

La c0nnaissance des s6quences d'acides amin6s 
des allerg6nes, 0 u  des s6quences nucl6otidiques 
de leurs g6nes, a permis la recherche, dans des 
banques de donn6es, des identit6s ou des homo- 
logies avec d'autres mol6cules d6j~ connues ; le 
degr6 d 'homologie entre les prot6ines allerg6- 
niques pouvant 6tre plus ou moins important. Les 
r6activit6s croisdes d'allerg6nes ayant un certain 
degr6 d'homologie ont ~t6 6galement prouv6es par 
des exp6riences d'inhibition utilisant des sdrums 
de sujets sensibilis6s. Ainsi, des r6actions crois6es 
ont 6td d6montr6es pour  des allerg6nes v6g6taux 
5 l'int6rieur des groupes suivants : groupe des pro- 
filines, groupe des prot6ines de la famille de Bet 
v 1 incluant les allerg6nes majeurs  des fagales 
ainsi que les allerg~nes des rosac6es et du cdleri, 
allerghnes des groupes 1, 2 et 5 des gramin6es, 
groupe des ol6ac6es.., mais d 'autres allerg6nes 
croisants, sont retrouvds pour  les allerghnes 
d'origine animale : groupe 1 et 2 des 
Dermatophagot'des, groupe 5 des allerghnes des 
acariens, t ropomyosine  des crustac6s et des 
insectes, albumine des mammifhres. Ces simila- 
rit6s raises en 6vidence au sein des allerg6nes 
devraient permettre  de n'utiliser qu 'un nombre  
restreint  d'allerghnes recombinants  soigneuse- 
ment  s61ectionn6s pour  identifier le spectrotype 
des sujets allergiques, ce qui pourrait  6galement 
conduire/~ une approche plus mol6culaire de la 
d6sensibilisation [48]. 

Int6r6t des  tests  d iagnos t iques  e f fectu6s  avec 
des  allerg/~nes r e c o m b i n a n t s  m o d i f i 6 s  p o u r  
une  mei l leure  c o n n a i s s a n c e  des  p h 6 n o m 6 n e s  
f o n d a m e n t a u x  en immunoa l l erg i e  

Le clonage des allerg~nes a permis l'6tude des 
6pitopes T et B des allerg6nes. Les 6pitopes T 
d6pendent de la structure primaire de la moldcule 

allerg6nique et sont formds de 10 ~t 12 acides ami- 
n6s. Leur 6tude a 6t6 possible grgtce fi l'utilisation 
de peptides chevauchants,  dont  l'activit6 stimu- 
lante a 6t6 6tudide sur des clones de cellules T sp6- 
cifiques provenant de diff6rents sujets allergiques. 
Ces 6tudes ont montr6 que les 6pitopes T sont mul- 
tiples, mais que certaines rdgions peuvent  Otre 
immunodominantes  [50]. Les 6pitopes B ont une 
s t ructure  t r idimensionnelle  et sont conforma- 
tionnels. La ddtermination des 6pitopes B peut se 
faire par  les anticorps monoclonaux murins, ces 
6pitopes d6termin6s chez l'animal seront ensuite 
compar6s avec les 6pitopes reconnus par les IgE 
humaines. 

Parmi les nouvelles strat6gies th6rapeutiques, la 
synth~se de polypept ides  recombinants  corres- 
pondant  ~t des 6pitopes T, devrait entrainer une 
modulat ion de l'activit6 des cellules T et conduire 

une hyposensibilisation vis-/~-vis d'un allerg6ne 
naturel.  Ces polypeptides recombinants corres- 
pondant  aux 6pitopes T n e  se lient pas aux IgE 
sp6cifiques, et cette propri6t6 peut  Otre test6e par 
des tests cutan6s in vivo ou par des tests in vitro 
mettant en jeu les IgE humaines ou les basophiles. 
Des progr6s r6cents ont montr6 qu'il existait des 
mol6cules allergdniques naturelles selon l'origine 
et la nature de la plante, qui n'ont que de minimes 
diff6rences dans leur s tructure pr imaire  avec 
l'allerg6ne majeur.  Ces variants moldculaires 
appel6s isoformes peuvent  avoir des r6activitds 
immunologiques diff6rentes [50, 16]. Ainsi, 13 iso- 
formes de Bet v 1 ont 6t6 isol6es ~ partir du pol- 
len de bouleau. Les mol6cules recombinantes cor- 
respondant  fi ces isoformes ont 6t6 test6es quant 
~t leur potentialit6 ~ stimuler les clones de cellules 
T, et quant  /a leur apt i tude /~ se lier aux IgE 
humaines  et ~ r6agir en tests cutan6s chez des 
sujets sensibilisds 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 diffhre que de 7 acides 
aminds de Bet v 1 a qui a l e s  deux r6activit6s 
immunologiques  [18], Ces mol6cules recombi-  
nantes d'isoformes ~ activit6 allergdnique r6duite 
pourraient  6tre des candidats pour  de nouvelles 
strat6gies thdrapeutiques dont le but  serait d'injec- 
ter des doses importantes d'allerg6nes modulant  
l'activit6 des cellules T, sans qu'il y ait risque de 
r6actions allergiques. Des mutations dirigdes au 
niveau des acides aminds d'une mol6cule allerg6- 
nique peuvent en modifier 6galement la capacit4 
/~ se lier aux IgE tout en maintenant  la capacit6 de 
la moldcule ~ stimuler les cellules T. Ainsi, il a 6t6 
montr6 pour  l'allerg6ne Der p 2, que les tests cuta- 
nds sont rdduits de 100 lois lorsqu'une substitu- 
tion de deux cyst4ines a 6t6 effectu6e au niveau de 
la s6quence des acides amin6s [43]. 

L'gtude des dpitopes B reconnus  par  les IgE 
humaines  a montr6 qu'il existait une hdt6rog6- 
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n6it6 dans les sp6cificit6s des anticorps induits par 
un allerg~ne majeur. Certains 6pitopes B corres- 
p o n d e n t / t  ceux qui sont les plus f r6quemment  
reconnus dans une population de sujets sensibili- 
s6s. Bufe et coll. ont pu montrer  que 1 1 s6rums de 
sujets sensibilis6s aux gramin6es reconnaissent de 
mani6re variable deux 6pitopes B de l'allerg6ne 
majeur  Phl p 5 [5]. Schramm et coll., en utilisant 
l'allerg6ne recombinant  rHol 1 et les s6rums de 
sujets sensibilis6s aux gramin6es, individualisent 
au moins 4 6pitopes B pour  cet allerg6ne majeur, 
celui qui inclue l'extr6mit6 C terminale 6tant 
immunodominant  [41 ]. Des polypeptides recom- 
binants correspondant  aux 6pitopes B immuno- 
dominants  d'un allerg6ne majeur,  pourra ient  
constituer des outils diagnostiques performants. 
C'est 6galement dans le domaine th6rapeutique 
que des polypept ides  recombinants  correspon- 
dant aux 6pitopes B peuvent avoir une application 
: inhibit ion des r6actions anaphylact iques  par  
l'utilisation de mol6cules recombinantes de Fab- 
bloquant, de mol6cules recombinantes d'hapthnes 
immunodominants .  Un travail r6cent d6montre 
que deux fragments correspondant/~ l'allerg6ne 
recombinan t  Bet v 1 perdent  leur capacit6 
d'induire l'histaminolib6ration des basophiles sen- 
sibilis6s et leur potentialit6 fi r6agir en tests cuta- 
n6s ; par  contre, ces deux fragments gardent leur 
aptitude ~ induire la prolif6ration de clones de cel- 
lules T sp6cifiques [52]. Darts ce cas, la perte de la 
structure tertiaire entraine une alt6ration des 6pi- 

topes B, ce qui explique le caract6re non allergS- 
nique des deux fragments  recombinants .  Par  
contre, ayant gard6 tousles  6pitopes T de la mol6- 
cule allerg6nique, ils pourraient  6galement 6tre 
des candidats pour  les traitements de d6sensibili- 
sation, car des doses 61ev6es pourraient ~tre admi- 
nistr6es sans risque de r6action anaphylactique. 

CONCLUSION 

L'application rdcente des mdthodes  du gdnie 
g6n6tique ~t l'6tude des allerg6nes et la product ion 
d'allerg6nes recombinants  reprdsentent une avan- 
c6e d6cisive en immuno-allergologie.  Pour  un 
nombre  limit6 d'allerg6nes recombinants ,  les 
6tudes ayant eu pour  but  leur validation chez des 
patients sensibilis6s ont 6t6 concluantes.  I1 est 
n6cessaire de poursuivre de telles 6tudes afin de 
mieux d6terminer les modalit6s de l'utilisation des 
allerg6nes recombinants  pour  l'am61ioration du 
diagnostic des maladies allergiques. Les possibi- 
lit6s th6rapeutiques concernent  essentiellement 
l 'am61ioration des t ra i tements  de dSsensibilisa- 
tion. D6s/~ pr6sent, une meilleure standardisation 
des extraits allerg6niques utilis6s pour  ces traite- 
ments est envisageable ; darts le futur, les nom- 
breux travaux de recherche actuellement en cours 
devraient conduire  fi de nouvelles formes de 
d6sensibilisation. 
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