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I1 existe deux mdthodes principales de produc- 
tion d'allergenes recombinants  appliqu6es aux 
pollens de gramindes dont nous verrons les avan- 
tages et les inconv6nients. 

Un hombre  de plus en plus important  d'aller- 
gbnes recombinants a 6td produit. Nous en dres- 
serons le r6pertoire. 

Enfin, des applications parfois tr6s originales 
r6sultent de cet effort de recherche. Que peut-on 
en penser ou en espdrer ? 

PRODUCTION DES ALLERGENES 
RECOMBINANTS 

I1 existe deux strat6gies pour  produire des aller- 
g6nes recombinants.  

La premi6re consiste ~ partir de l'allerg6ne natif, 
de le purifier, de d6terminer sa s6quence en acides 
amines, d'en d6duire la s6quence en nucl6otides 
de I'ADN qui le code, de construire cet ADN, de 
l ' incorporer dans un vecteur qui ira infecter une 
cellule h6te (bact6rie, levure...) dans laquelle ce 
gene pourra s'exprimer sous la forme d'une mold- 
cule d'allerg6ne recombinant.  

La deuxi6me approche  consiste ~ isoler 
l 'ensemble de I'ARN messager du pollen d'une gra- 

min6e, g le faire exprimer aprbs l'avoir copi6 en 
ADN (cDNA) dans des cellules h6tes. Ces cellules 
seront  alors capables de produire  un grand 
hombre  de moldcules prdsentes dans le pollen 
dont les allergbnes. Ces allerg6nes recombinants  
seront reconnus, apr6s lyse des cellules h6tes, par 
les anticorps IgE de malades allergiques. L'iden- 
tification des allergbnes recombinants  ainsi pro- 
duits n6cessite alors une 6tude immunochimique 
soigneuse. 

Chacune de ces deux approches  poss6de ses 
avantages et inconv6nients. 

A par t i r  de  l 'a l lerg~ne purif i6  

Un nombre  relativement restreint d'allerg6nes 
de pollen hautement  purifi6s ~t 6t6 produit  h ce 
jour. Ces allerg6nes ont pu subir  des alt6rations 
de s tructure lors de leur purif ication et parfois 
sont peu ou pas reconnus par les IgE de malades. 
C'est ainsi que le groupe 4 des allerg6nes de gra- 
min6es est tr6s sensible h la d6naturation impo- 
s6e par la s6paration en SDS-PAGE. Cela explique 
que tr6s peu d'6quipes de recherche ne l'ont retenu 
comme un allerg6ne majeur. I1 n'existe pas encore 

l'6tat de recombinant.  Seuls les allerg6nes tr~s 
hydrosolubles ont 6t6 6tudi6s par  les techniques 
physico-chimiques habituelles qui sont effectu6es 
dans des solutions aqueuses. Cela ne repr6sente 
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peut-~tre qu'une partie des mol6cules potentielle- 
ment  allergisantes. 

De nombreux allerg~nes et des s6quences N-ter- 
minales bloqu6es rendront difficile, voire impos- 
sible, le micros6quen~age n6cessaire ~ la d6ter- 
mination de la s6quence oligo-nucl6otidique. Dans 
le pollen de gramin6e, deux groupes d'allerg6nes 
semblent 6tre dans ce cas, leur clonage n'a donc 
pas encore 6t6 effectu6. 

A partir de, l'ARN-messager 

Les allerg6nes recombinants ainsi produits ne 
sont peut-~tre pas dans leur configuration native 
et peuvent ne pas ~tre reconnus par les anticorps 
IgE de tous les malades allergiques ~t ces mol6- 
cules. M6me si ces mol6cules recombinantes sont 
reconnues par les IgE humaines,  la caract6risa- 
t ion physico-chimique classique des allerg6nes 
(point iso6lectrique ou pI et masse mol6culaire 
Mr) n'est pas facile, soit ~t cause de modifications 
conformationnelles ,  soit par  l 'addit ion ~ leur 
chalne d'acides amin6s d'un fragment prot6ique 
recombinant co-exprim6. Dans ce cas, leur carac- 
t6risation peut se faire par inhibition par l'aller- 
g6ne recombinant de la reconnaissance de l'aUer- 
g6ne natif par les IgE humaines. Cependant, cette 
technique est extr~mement pr6cieuse d'une part 
pour  la recherche d'allerg~nes tr6s fragilis6s 
par  l 'environnement  du pollen ou les proc6d6s 
d'extraction des allerg~nes, d'autre part pour les 
allerg6nes tr6s difficiles h extraire du pollen tels 
les allerg6nes non hydrosolubles.  En effet, 
l 'expression de ces allerg~nes au niveau du 
g6n6me 6vite les difficult6s rencontr6es pour leur 
purification en tant que prot6ines. Leur identifi- 
cation avec les crit6res classiques pI et Mr restera 
une source de controverses. 

Ri~PERTOIRE DES ALLERG~NES 

En ce d6but d'ann6e 1995, dix groupes d'aller- 
g~nes ont 6t6 d6crits avec pr6cision : les groupes 1, 
2 et 3 semblent pr6sents dans la plupart des gra- 
min6es, qu'elles soient fourrag6res ou c6r6ales. 
Les groupes 2 et 3 pr6sentent de fortes homolo- 
gies avec la partie C terminale  du groupe 1. 
Chacun de ces groupes est parfois polymorphe, 
comprenant  5 ~t 6 isomorphes. Des allerg6nes 
recombinants  ont 6t6 produits  pour  quelques 
esp~ces de gramin6es. Le groupe Ib tr6s basique 
(pI 10,0) pr6sente une certaine homologie avec le 
groupe 1. 

Le groupe 4, ~t l'origine d6crit comme un aller- 
g~ne de pI 10 et de Mr 60 kDa, n'est pas encore 

produit ~t l'6tat de recombinant. Nous avons mon- 
tr6 qu'il est un allerg6ne majeur (6 % des prot6ines 
solubles du pollen) reconnu par au moins 70 % 
des malades allergiques au pollen de gramin6es. 
Nous avons produit  des anticorps monoclonaux 
anti-4. Une ambiguit6 subsiste ~t son sujet : cer- 
tains chercheurs lui attribuent une Mr d'environ 
50 kDa et des pI variant de 6,5 ~t 8,5. Nous pen- 
sons que ces caract6ristiques correspondent ~t un 
groupe d'allergbnes non encore reconnus et donc 
non s6quenc6s. 

Le groupe 5 est le plus polymorphe des aller- 
g6nes de pollen de gramin6es. I1 est h6t6rog6ne h 
la fois selon la charge : son pI varie de 5,0 h 8,8 et 
sa masse mol6culaire de 28 ~t 33 kDa. Nous dis- 
tinguons deux grands sous-groupes d'environ une 
vingtaine d'isomorphes : le sous-groupe acide de 
pI 5,0 ~ 6,1 et le sous-groupe basique de 6,4 ~t 8,8. 
Plusieurs anticorps monoclonaux ont 6t6 produits 
contre ces deux sous-groupes. Certains recon- 
naissent d'ailleurs l 'ensemble du groupe 5. Ce 
groupe est reconnu par pros de 80 % des malades 
et induit  chez eux une forte product ion d'IgE. 
Quelques isomorphes recombinants ont 6t6 pro- 
duits. I1 semblerait que ce soit une RNAase. 

Le groupe 6 uniquement  trouv6 dans le pollen 
de phl6ole semble ~tre un allerg~ne mineur. 

Le groupe 9 a 6t6 d6crit par erreur. I1 s'agit en 
fait du sous-groupe 5 basique. 

Le groupe 10 est un allerg~ne mineur. Nous pen- 
sons que moins de 20 % des malades polliniques 
le reconnaissent. [1 est tr~s basique (pI 10,0) et de 
Mr 14 kDa. I1 poss~de les caract6ristiques d'un 
cytochrome C. 

Le groupe 11, d6crit r6cemment, est fortement 
glycosyl6. Sa pattie << sucre ~ serait allerg6nique, 
c'est-~t-dire reconnue par des IgE. 

Enfin, la profiline, un pan-allerg~ne pr6sent 
dans tout  cytosquelette, associ6 h l'actine, se 
confond en pI et Mr au groupe 2. Environ 20 % 
des malades le reconna~traient. Sa pr6sence dans 
de nombreuses  sources d'allerg~nes pourrai t  
expliquer les r6actions crois6es observ6es parfois 
entre pollens et diff6rentes sources d'autres v6g6- 
taux telles que les principaux 16gumes. 

QUELQUES PROPRII~.TI~S 
DES ALLERG~,NES RECOMBINANTS 

Les allerg6nes recombinants  sont de remar- 
quables sources d'allerg~nes hautement  purifi6s 
qui ont  permis de spectaculaires progrbs en 
recherche tant fondamentale qu'appliqu6e. 

En voici quelques exemples. 
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Etude des anticorps anti-allerg~nes Etude des isomorphes d'atlerg~nes 

Des immunoadsorbants  ont permis de purifier 
des anticorps sp6cifiques et donc de mieux 6tu- 
diet la quantit6 et la qualit6 de ces anticorps (iso- 
types, affinit6...). 

Etude des rdactions crois~es entre allergOnes 

La connaissance des sdquences nucl6otidiques 
ou d'acides amin6s des allerg~nes permet  la 
recherche en banque de donn6es des identit6s ou 
homologies existant avec d'autres mol6cules d6jg 
connues. C'est ainsi que nous avons pu identifier 
/a la lois Dac g 3 et Dac g 10 du pollen de Dactyle. 

La complexit6 de ces syst6mes, leur signification 
au niveau botanique et au point de vue de l'aller- 
gie constituent encore un d6fi. Des progrbs r6cents 
montrent  de subtiles diff6rences dans le spectre 
de ces iso-allerg6nes, ~ la lois selon l'origine et la 
nature  de la plante ainsi que dans la r6ponse 
immuni ta i re  de malade ~t malade. Ces variants 
mol6culaires const i tuent  des outils naturels ou 
recombinants pour l'6tude fine de la sp6cificit6 de 
la r6ponse immunitaire aux allerg6nes. 

CONCLUSION 

Etude des gpitopes 

La recherche des 6pitopes B peut se faire ~t l'aide 
d'un ensemble d'anticorps monoclonaux dirig6s 
contre la mol6cule enti6re, native ou recombi- 
nante, soit par la technique ELISA ou mieux par 
la technique des biosensors. Une carte des 6pi- 
topes peut ~tre dress6e et compar6e/ t  la recon- 
naissance de la mol6cule par les anticorps 
humains. Les 6pitopes T peuvent 6tre 6tudi6s par 
des peptides ou fragments d'allerg6nes obtenus 
soit par g6n6tique mol6culaire, synthOse in vitro 
de peptides chevauchants ou par hydrolyse enzy- 
matique. Incub6s avec des suspensions cellulaires, 
leur capacit6 ~ induire une s t imulat ion in vitro 
sera recherch6e. 

La g6n6tique mol6culaire qui a permis la pro- 
duction d'allerg6nes recombinants a conduit/a des 
progr6s d6cisifs dans l'6tude de la structure des 
allerg~nes et en particulier des allerg~nes de pol- 
len de gramin6es. Cependant, il n'est pas encore 
possible ~t ce jour de dire pourquoi un allerg6ne 
est un allerg6ne. On sait que seules certaines mol6- 
cules d'un extrait complexe sont des allerg6nes 
pour l 'homme ou pour quelques animaux de labo- 
ratoire voire domestiques.  Nous sommes inca- 
pables donc d'associer cette propridt6 que poss~- 
dent quelques mol6cules de notre environnement 

des ddtails structuraux spdcifiques de ces mol6- 
cules. Une r6ponse/~ cette question permettrait  
cependant d'envisager de nouvelles strat6gies de 
lutte contre l'allergie. 
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