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Un des grands objectifs de cette fin de si~cle est la 
mise au point de tests dits<< alternatifs >> pour l'dva- 
luation de l'activitd pharmacologique ou toxicolo- 
gique des nouvelles molecules raises sur le march& 
L'allergie de contact ne fait pas exception ~t la r~gle 
et de nombreux programmes de recherche ont EtE 
lances afin de dEvelopper des techniques in vitro de 
detection des substances allergisantes [1]. Jusqu'5 
present, le caractbre complexe du mEcanisme bio- 
logique de l'allergie n'a pas permis, malgrE les 
efforts considErables ddployEs ces derni~res anndes, 
d'aboutir ~ un test fiable. DiffErentes voies promet- 
teuses sont actuellement ~t l'Etude mais n' aboutiront 
sans doute pas avant plusieurs annEes. Parall~lement 
5 ces recherches ~t caract~re biologique, une autre 
approche prend et va sans doute prendre beaucoup 
d'importance : l'dtude des relations structure-acti- 
vitE. I1 s'agit, ~ partir de caractdristiques molEcu- 
laires ou physicochimiques de prEvoir et, dans 
certains cas, de quantifier le potentiel allergisant 
d'une nouvelle molecule sans qu'aucun test biolo- 
gique ne soit pratiquE. Trois principaux axes sont 
actuellement ~ l'Etude : 
- la creation de bases de donnEes sur l'allergie ; 
- la conception de syst~mes informatiques experts ; 

- le ddveloppement du Quantitative Structure-Acti- 
vity Relationship (QSAR). 

Ces trois approches, souvent complEmentaires, en 
sont encore au stade du dEveloppement, mais l 'on 
commence ~ en cerner le potentiel et les limitations. 
L'objectif de cet expose n'est pas d'etre exhaustif et 
de dEcrire tous les systbmes dEveloppEs de par le 
monde, mais d'illustrer chaque approche, en prenant 
quelques exemples significatifs. 

BASES MOLI~CULAIRES DE L ' A L L E R G I E  
DE CONTACT : SUPPOR T  DES RELATIONS 

STRUCTURE-ACTIVITI~  

La premibre Etape dans le processus d'induction ou 
de rEvElation d'une allergie de contact est l'interac- 
tion de l'hapt~ne, une petite molecule de faible poids 
molEculaire, avec une macromoldcule biologique, 
dans ce cas une protEine, pour former un complexe 
antigEnique. I1 est couramment admis que cette inte- 
raction fait intervenir, dans la trbs grande majoritE 
des cas, la formation d'une liaison covalente et doric 
irreversible entre l'hapt~ne et la protdine [12]. Ceci 
implique que l'hapt~ne possbde des caractEristiques 
de rdactivitE chimique lui permettant de former des 
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liaisons avec les cha~nes latErales des acides amines. 
La ou les protEines ainsi modifiEes vont ensuite ~tre 
appr~tEes par les cellules prEsentatrices d'antig~ne 
pour former des peptides antigEniques qui seront 
rEexprimEs ~t la surface de la cellule en association 
avec le complexe majeur d'histocompatibilit6 de 
classe I ou de classe II [11]. Ces peptides modifies 
vont servir ~ la selection et h 1' activation des lympho- 
cytes T portant un rEcepteur lymphocytaire de gdo- 
mEtrie adequate. 

Quelles sont actuellement nos connaissances sur 
les relations existant entre la rEactivitE chimique et la 
structure de l'hapt~ne, la nature et la sElectivitE de la 
rdponse immunitaire ? 

Stlectivit6 chimique des hapt~nes vis-h-vis 
des acides amines 

Les Etudes rEalisEes ces deruibres annEes sur les 
mEcanismes de modification des protdines par de 
petites molecules xEnobiotiques ont permis de 
mettre en Evidence toute une varitt6 de mEcanismes, 
en relation avec la structure de l'haptbne. Une consE- 
quence directe de cette diversitE est 1' existence d'une 
sElectivitE dans la modification des acides amines. 
Ainsi, nous avons pu montrer que les alcanesulfo- 
nates de mEthyle, qui sont des agents mEthylants 
lipophiles et des allergbnes forts, modifient presque 
exclusivement les rtsidus histidine et mtthionine des 
protEines [13] alors que les c~-mEthylbne-7-butyro- 
lactones, principaux allergbnes des plantes de la 
famille des Asteraceae, modifient principalement les 
rEsidus lysine [7]. Dans le m~me ordre d'idEe, les 
dErivEs dinitrohalogEnEs tels que le DNCB (dinitro- 
chlorobenzbne) ou DNFB (dinitrofluorobenzbne), sont 
connus pour rEagir facilement et rapidement avec les 
groupes lysine alors que le DNTB (dinitrothiocyano- 
benzbne) rEagit prEfErentiellement avec les rEsidus 
thiols. I1 est h noter que, contrairement aux deux 
premiers dErivEs qui sont des allergbnes forts, le 
DNTB ne sensibilise que dans des conditions 
<< dures >> (en presence d'adjuvants immunostimu- 
lants) et se comporte plut6t comme un tolErogbne 
lors d'une simple application EpicutanEe. Cette diffE- 
rence majeure dans l'activation du syst~me immuni- 
taire, lide, semble-t-il, ~ des differences de rgactivitE 
et de sElectivitE, reste pour l'instant assez real 
comprise. 
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Figure 1. Structure de l 'eugtnol  et de l'isoeug6nol. 

Importance des mtcanismes de reaction 

La sElectivitE des hapt~nes pour certains acides ami- 
nes est directement lide ~t la densit6 61ectronique sur 
le site de reaction (dEterminEe par la structure de la 
molecule) et par la nature de la reaction chimique qui 
vase  dErouler. Les reactions chimiques sont en effet 
classEes en plusieurs groupes en fonction de leurs 
caractEristiques et des mEcanismes de rupture et de 
formation des liaisons. Ainsi des molecules de struc- 
tures trbs voisines peuvent donner lieu, par exemple 
lors de la mEtabolisation, h la formation d'intermE- 
diaires diffErents qui conduiront ~ des mEcanismes 
de reaction diffdrents. Le cas de l'eugEnol et de 
l'isoeugEnol (figure 1) est ~ ce titre trts intEressant. 

Ces deux molecules, prEsentes dans de nombreux 
extraits naturels, ont en effet une structure tr~s 
voisine, mais un potentiel allergisant trbs different. 
Alors que l'eugEnol est un sensibilisant faible, 
l'isoeugEnol est un sensibilisant relativement fort. 
Des Etudes rEcentes r6alisEes chez la souris semblent 
indiquer que ces deux molecules trbs semblables ont 
en fait un mEtabolisme et des mEcanismes de rEac- 
tion trbs diffErents [4], qui pourraient expliquer les 
differences observEes dans le potentiel de sensibili- 
sation. Ainsi, l'eugEnol semble mEtabolis6 en ortho- 
quinone 61ectrophile aprbs une 6tape de demEthyla- 
tion (figure 2) alors que l'isoeugEnol semble oxyd6 
directement en paramEthyl~nequinone (figure 3). 

ConsEquences sur le pouvoir sensibilisant 

Une consequence directe de la sElectivit6 des hap- 
t~nes pour les acides amines va ~tre l'existence de 
differences dans les sites de modification des pro- 
tEines et dans la densit6 de ces modifications. Ces 



386 J.P. Lepolttevin 

Me Enzym .~ Enzym. 

0 

% @ .onoozym °H 

Contribuuon ma]eure Contnbut~on mineure 
Figure 2. Mdcanisme proposd pour la sensibilisation ~ l'eugd- 
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Figure 3. M6canisme proposd pour la senslbilisation 5~ l'isoeu- 
g~nol chez la souris. Les fl~ches indiquent les centres rdactifs 
potentiels. 

diff6rences, au d~part purement chimiques, semblent 
de plus en plus avoir un impact majeur sur la r@onse 
du syst~me immunitaire. Ainsi, la sdlectivit~ des 
sites d'hapt6nisation va participer directement ~ la 
s~lection des fragments peptidiques qui vont 6tre 
pr6sent6s par les cellules prdsentatrices d'antig~nes 
aux lymphocytes T, et donc ~ la sdlection des rdcep- 
teurs lymphocytaires. Cette s61ectivit6 va 6galement 
contr61er indirectement le taux d'haptdnisation de la 
ou des prot6ine(s). Or il semble que la densitg des 
@itopes ~ la surface des cellules prdsentatrices 
d' antig~nes influe, directement ou indirectement, sur 
1' orientation de la r@onse immunitaire vers un profil 
Thl ou Th2. Ainsi, de fortes densit6s d'@itope 
semblent orienter la r6ponse vers un profil Thl alors 
que de faibles densit6s semblent orienter la r@onse 
vers un profil Th2 [10]. 

B A S E S  D E  D O N N I ~ E S  S U R  L ' A L L E R G I E  

D E  CONTACT 

On peut considdrer plusieurs types de bases de don- 
n~es en allergie de contact. Le cas le plus souvent 

rencontr6 est celui des bases de type ~< personnel >> 
qui contiennent toutes les informations allergo- 
logiques d'une consultation privde ou d'un service 
hospitalier. L'un des meilleurs exemples est sans 
doute celui du service de dermato-allergologie de 
Leuven [5] qui a d~velopp6 un logiciel d' aide au dia- 
gnostic tr~s complet. Dans le cas qui nous int~resse, 
l 'objectif est un peu diff6rent. I1 s' agit de r~pertorier, 
dans une base de donn~e aussi complbte que pos- 
sible, tousles cas d'allergie de contact rapport6s darts 
ta litt6rature en introduisant pour chacun d'eux le 
maximum d'informations. L'orientation d'une telle 
base n'est plus clinique mais << chimique >>. 

D ~ v e l o p p e m e n t  

La base de donnde actuellement la plus complbte est 
sans doute celle d6velopp~e ~ Palo-Alto par CCS 
Associate en collaboration avec Maibach de l'uni- 
versit6 de San Francisco et Benezra [3]. Cette base 
de donn~e est alimentde principalement par les cas 
d'allergie publi6s dans Contact  Dermat i t i s  depuis 
1975. Pour chaque allerg~ne, les informations 
compil6es et introduites dans la base sont : 

- l'identification : nom, structure chimique, num6ro 
de Chemical  Abs t rac t  ; 

- les donndes allergologiques : sensibilisant primaire 
ou ~licitant, hombre de cas rapport~s, dtat du patient 
(sujet avec eczgma, autre pathologie, sujet sain) ; 

- les donn6es techniques : type de test (Open Epicu- 
taneous Test, patch test), concentration, vghicule, 
intensit6 de la r~action, tests sur l'humain ou sur un 
modNe animal, nombre de sujets contr61es, rdf6- 
rence de Contact  Dermat i t i s  ; 

- l'6valuation : degrd de confiance. 

Ce dernier point mgrite sans doute quelques expli- 
cations. Le degr6 de confiance est chiffr6 de 0 ~t 5 et 
repr6sente une 6valuation de la pertinence de 1' infor- 
mation. I1 ne s'agit en aucun cas de porter un juge- 
ment sur le travail de l'exp6rimentateur mais plut6t 
d'~valuer le poids que doit avoir cette information 
dans la base de donn6e. I1 s'agit d'un point important 
si l 'on veut utiliser de telles bases darts un sens 
pr6dictif. Les crit~res d'appr6ciation du degr6 de 
confiance sont par exemple la prdsence de contr61es, 
la puret6 des compos6s test6s, le nombre de cas, etc. 
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La recherche dans la base de donn6e peut ensuite 
s'effectuer par nom, num6ro de Chemical Abstract, 
structure chimique et par tousles  parambtres bio- 
logiques d~finis pr6c6demment. Ils peuvent bien 
entendu ~tre utilis6s seuls ou en combinaison. Cette 
exploitation des donn6es est assur6e par logiciel Pro- 
phet. I1 s'agit d'une arborescence hi6rarchique bas6e 
sur des structures et des sous-structures chimiques 
choisies pour leur importance en allergie de contact. 
Ce type d'approche, ddvelopp6 dans les ann6es 1970 
pour la cr6ation de bases de donndes sur les produits 
carcinogbnes, a 6t6 6tendu ~t l'allergie de contact. 
L'arborescence de ce syst6me est actuellement basde 
sur 250 structures chimiques. 

L'utilitd principale d'un tel systbme est de rdpon- 
dre ~ des questions du type : 
- Est-ce qu'un compos6 appartient ?~ un groupe 
allergisant ? 
- Quels sont les composds susceptibles de donner 
des r6actions en allergie crois6e ? 
- Quelle concentration et quel vdhicule utiliser pour 
tester ce produit ? 
- Quelle est la pertinence de ces r@onses ? 

Limitations 

Les principales limitations de ce systbme provien- 
nent de son mode de constitution. En effet, les don- 
ndes sont extraites de la litt~rature et donc soumises 
au ~< biais >> inh&ents aux publications scientifiques. 
Par exemple, une r6action sdv~re sur quelques indi- 
vidus sera souvent plus largement document6e que 
des rdactions mod6rdes chez un plus grand nombre 
de patients. 

SYSTI~MES EXPERTS 

Les systbmes dits ~ experts ~ sont des programmes 
d'aide ~ la d6cision. Ils reposent sur l'exploitation de 
larges bases de donn6es et doivent ~tre capables, 5 
partir des donn6es structurales, physicochimiques, 
~lectroniques, etc., d'un nouveau compos6 et par 
comparaison relative avec les donndes historiques 
contenues dans sa m6moire, de faire une recomman- 
dation de d~cision concernant le statut allergisant 
d'une mol6cule. Les nouveaux param6tres ainsi 
d6finis doivent aller alimenter en retour la base de 
donnde et am61iorer le systbme expert. 

Les diff~rentes approches 

Dans le domaine des syst6mes experts, de trbs nom- 
breux parambtres peuvent ~tre consid6rds. 

Structures d" alerte 
I1 s' agit de structures chimiques totales ou partielles, 
connues pour pr6senter des risques allergisants. Elles 
sont principalement ddfinies par 1' analyse de la litt6- 
rature et les bases de donndes sur l'allergie de 
contact. Elles permettent au systbme expert la dgtec- 
tion d'un << risque >>. L'un des systbmes bas6s sur ce 
principe, actuellement sur le march6, est nomm6 
DEREK (pour Deductive Estimation of Risk from 
Existing Knowledge). 

Ce syst~me expert comprend un logiciel de 
<< contr61e >> charg~ d'analyser la structure des 
mol6cules et une base de donn6e comprenant des 
~< r~gles ~ sous formes de sous-structures connues 
pour atre assocides ~ une activit6 allergisante [2]. 
Cette approche peut ~tre combin6e ~ des techniques 
analytiques pour identifier les mol6cules potentielle- 
ment sensibilisantes prdsentes dans des m~langes 
complexes tels que les parfums ou les d6odorants. 
Ainsi, lors de l'analyse de 71 ddodorants, 84 mold- 
cules sur les 226 identifi6es comportaient au moins 
une structure d'alerte et 70 pouvaient Otre mdtabo- 
lis6es en moldcules comportant au moins une struc- 
ture d'alerte [14]. Les principales structures d'alerte 
utilis~es lors de cette 6tude sont repr6sent6es dans le 
tableau I. 

Indicateurs de risque 
Ces indicateurs sont des parambtres physicochimiques 
qui sont en faveur d'un potentiel allergisant. Chaque 
param6tre positif est considdr6 comme un facteur 
aggravant sans que l'intensit6 de cette aggravation ne 
soit prise en compte. On peut citer par exemple 
comme indicateurs de risque : 
- pr6sence d'une ou de plusieurs fonctions chimi- 
ques r~actives ; 
- indice de r6fraction molaire ; 
-nombre  de liaisons hydrogbnes ; 
- n o m b r e  de paires dlectroniques sur oxyg~ne ou 
azote ; 
- hombre de NH ou OH ; 
-nombre  de groupes ionisables ; 
- nombre de structures aromatiques ; 
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Groupe chtmique 

T a b l e a u  I. Structures d' alerte utilisdes pour l '6valuation du potentiel sensibilisant des molecules  identifiEes dans les ddodorants.  

Substituants Structure 

Ald6hydes R = alkyle, aryle 

O 

R)'-H 
C~tones R, R ~ = alkyle, aryle 

AldEhydes, cEtones, esters 
et amides c~,13 insaturEes 

R = H, C, N, O (saul  OH) 

R ~ = sauf  h6tdroatomes, esters, c6tones 
R ~ = pas aryl saul  si R = H 

O 
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O 

R 

R = alkyle, aryle 
Esters de phEnyle R 1 = tous 

Hydroquinones  et prEcurseurs R = H, alkyle 
O-alkylEs R ~ = tous 

OR 

OR 

CatEchols et prEcurseurs R = H, alkyle 
O-alkylEs R ~ = tous 

OR 
RI~/OR 

Anhydrides  R = tous 

O O 

R o LR 

Amines  aromatiques pnmai res  
et secondaires 

R = alkyle, aryle 
R 1 = tous 

NHR 
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-nombre  d'hdt6rocycles ; 
- nombre  de groupes m6tabolisables, etc. 

Chaque parambtre peut atre affect6 d'un coef- 
ficient plus ou moins important selon son influence 
dans le mdcanisme de l'allergie. La prise en compte 
de tous ces facteurs doit permettre d'6valuer le risque 
potentiel. Le d6veloppement de tels systbmes experts 
en est ~t son tout d6but et va ndcessiter une longue 
phase de validation pour distinguer les param6tres 
r6ellement importants de ceux qui sont anecdotiques. 

Dose (log D) 

Fluide polaire 
(log P) I 

Alkylation des prot~ines 
(log K) 

Figure 4. Schema gdndral du Relative Alk~ylation Index (RAI). 

Limitations 

Une des principates limitations de ce systbme est que, 
pour le moment, le processus d'expertise s'effectue 
partir de la structure de la mol6cule test6e qui n'est 
pas forcement celle qui va r6agir avec les protdines 
cutandes. Les processus de m~tabolisation ne sont 
pas pris en compte. 

RELATIONS STRUCTURE-ACTIVITt~ 
QUANTITATIVES (QSAR) 

L'objectif principal de l'approche dite QSAR est de 
d6finir un certain nombre de << quantificateurs >> pour 
une r6action biologique donn6e puis de les combiner 
pour faire une prdvision quantitative de l'activit6 
biologique. I1 ne s'agit plus uniquement d'obtenir 
une rdponse du type << moldcule potentiellement 
allergisante >> mais d'avoir une idle assez pr6cise de 
l'intensit6 attendue pour la r@onse biotogique. Le 
quantificateur actuellement le plus d6velopp6 est 
sans aucun doute le Relative Alkylation Index (RAI) 
[61. 

D~finition du RAI 

Ce quantificateur reprdsente une estimation du taux 
de modification des protdines par une moldcule 
potentiellement allergisante et suppose que l'inten- 
sitd de la rdponse biologique est directement li6e ~t ce 
taux de modification. I1 s'agit d'une hypothbse 
simple prenant en compte trois param6tres : la dose 
du produit appliqu6 sur la peau, sa lipophilicit6 et sa 
r~activit~ chimique. Ces param~tres ont dt~ choisis 
car il est connu expdrimentalement depuis longtemps 
que la rdponse allergisante augmente avec chacun de 

ces parambtres. Dans le mod6le du RAI, l'6piderme 
est divis6 en une suite d'unit~s de volume fini. Ces 
volumes, de nature principalement lipophile, sont 
parcourus par un fluide polaire et contiennent un 
grand nombre de prot~ines (figure 4). 

La quantit6 de produit entrant dans une unit6 de 
volume est suppos~e proportionnelle ~ la dose du 
produit appliqu6 sur la peau. Elle est exprim6e par le 
logarithme de la dose D. Le temps de s6jour dans 
l'unit6 de volume des molgcules ~ 6tudier est propor- 
tionnel ~ leur caract~re lipophile quantifid par le 
logarithme du coefficient de partage R Celui-ci 
repr6sente l'affinitd relative de l'allerg~ne dans un 
mdlange octanol/eau. Plus le produit est lipophile et 
donc son logP important, plus il s~journera long- 
temps darts l'unitd de volume. La r6activitd chimique 
de l'allergbne vis-a-vis des prot6ines est quant ~ elle 
exprim~e par le logarithme de sa constante cin~tique 
k vis-a-vis d'un nucldophile module : la butylamine. 
I1 est supposd que cette rdaction est du premier ordre, 
c'est-h-dire que les protdines sont toujours en exc~s 
par rapport ~t l'allerg~ne. 

I1 est alors possible d'exprimer le taux relatif de 
modification des protdines par l'expression : 

RAI = a logk + b logP + c logD 

o~ a, b et c reprdsentent le poids relatif de chaque 
parambtre. Pour l'instant, ces constantes sont d6ter- 
min6es expdrimentalement et ne sont valables que 
pour une sdrie de mol6cules ayant le marne mdca- 
nisme de {6action. C'est pour cela que le RAI est 
ddfini comme un index relatif d'alkylation. 

L'intensit6 de la rgaction d'allergie augmente avec 
chacun de ces parambtres et donc avec le RAI 
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Figure 5. REaction des lactones c~-~3 insaturdes et substitudes 
avec les protdines. 

jusqu'~ un certain point appel6 point de surcharge 
(overload). Ce point, qui est une constatation expEri- 
mentale, est encore assez mal expliquE mais corres- 
pond vraisemblablement ~t une saturation des mdca- 
nismes biologiques ainsi qu'~ la raise en place des 
mEcanismes de regulation. 

Application 

Une sdrie de molecules dont la structure est voisine 
de celles des a-mEthyl~ne-y-butyrolactones ont ErE 
synthEtisEes et 6tudiEes [8, 9]. Ces molecules forment 
par reaction avec les protEines le mSme type d'@i- 
tope que celui obtenu par reaction avec l'c~-mEthy- 
16ne-y-butyrolactone correspondante (figure 5). 

Les diffErents substituants ont 6td choisis pour 
couvrir une gamme de rdactivit6 significative. Ces 
molecules permettent donc d'une part d'observer 
l'influence de la rEactivitd chimique sur l'activit6 
biologique et d'autre part de d6velopper le RAI en 
faisant varier simultanEment la constante cinEtique et 
les facteurs physicochimiques. 

Avant d'Evaluer l'activit6 biologique de ces 
composes, nous avons dvaluE leur rdactivit6 relative 
vis-a-vis de la butylamine (constante cindtique k) 
choisie comme modNe de nuclEophile. Les coef- 
ficients de partage P sont quant ?~ eux dEterminEs par 
le calcul. 

L'activitE allergisante a dtE testEe chez le cobaye et 
ces composes se sont rEvE16s 8tre de bons allerg~nes. 
Les premieres modElisations en utilisant les cons- 
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Figure 6. Correlation entre rEponses observdes et mesurdes 
dans le cas des lactones substitudes. 

tantes cinEtiques dEterminEes prEcEdemment et les 
logP calculEs indiquent une bonne correlation pour 
un RAI Egal 5, • 

logD + 2 logk + 0,5 logP 

partir de cette definition du RAI, il est ensuite 
possible de dEfinir l'expression de la reaction bio- 
logique • 

REponse biologique = a RAI, 
- b (RAI,) 2 + c RAI c + d 

off a, b e t  c sont des coefficients positifs et d u n e  
constante correspondant 5 une sErie donnde de 
composes. Dans notre cas, si la r@onse biologique 
est exprimde en pourcentage de la r@onse maximum 
observable, et en partant des rEsultats biologiques 
obtenus lors de cette Etude, nous arrivons ~ une 
expression du type • 

% de rdponse = 73,0 RAI , -  7,2 (RAI) 2 
+ 17.5 RAI c- 208 

Comme on peut le constater sur le graphe de la 
figure 6, il existe une bonne correlation entre les 
r@onses biologiques observEes et celles calculdes 
partir de l'Equation ci-dessus. 

Limitations 

Le RAI prdsente actuellement deux principales limi- 
tations. I1 s'agit d'un syst~me relatif qui donne de 
bons rdsultats ~ l'intdrieur d'une sErie de composes 
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analogues, r6agissant avec les protdines en suivant 
un m~me mdcanisme, mais il ne permet pas encore 
d'dvaluer le potentiel allergisant de moldcules appar- 
tenant ~t deux familles trbs diffdrentes. La seconde 
limitation est que ce module math6matique ne tient 
pas compte pour le moment des facteurs de p6ndtra- 
tion cutande dans l'6valuation de la dose de produit 
arrivant effectivement sur le site de rgaction. 

CONCLUSION 

Nous sommes encore au tout d6but du ddveloppe- 
ment des relations structure-activit6 en allergie de 
contact alors qu'elles ont d6j~ fait leurs preuves dans 
d' autres domaines. Du fait du m6canisme biologique 
complexe mis en jeu, le nombre des param~tres 
prendre en compte est beaucoup plus important. 
N6anmoins, les quelques approches << pilotes >> d6ve- 
loppdes sont tr~s prometteuses et devraient concur- 
rencer ou compldter les tests alternatifs << biologiques >>. 
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