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Résumé

Les progres des techniques de génie génétique, et leur application en allergologie, ont fait apparaitre la possibilité de programmer une cellule
pour synthétiser des allergénes recombinants. L’expression de ces allergenes peut se faire dans des systeémes procaryotes (bactéries) ou eucaryotes
(levures, cellules d’insecte, plantes). Le choix de la cellule hote est principalement guidé par les modifications post-traductionnelles que doit subir
la protéine pour étre biologiquement active. La caractérisation biochimique et biophysique de 1’allergene permet le contrdle conformationnel de la
protéine produite. La réalisation de tests in vitro et in vivo conduit a la validation de I’activité immunologique de ces allergenes recombinants.
© 2011 Elsevier Masson SAS. Tous droits réservés.
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Abstract

Advances in genetic engineering techniques, applied to the field of allergy, allowed to program a cell to synthesize recombinant allergens.
Recombinant allergenic proteins have been produced in a variety of different expression systems such as prokaryotic (bacterial) or eukaryotic
expression systems (yeasts, insect cells, plant). One of the most important factor to consider in choosing an expression system is the processing of
post-translational modifications in order to produce proteins that are correctly folded and biologically active. Biochemical and biophysical
characterization of the allergen is recommended to check the conformation of the protein produced. Assessment of the immunological activity of
the recombinant allergen require to perform various tests in vitro and in vivo.
© 2011 Elsevier Masson SAS. All rights reserved.
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1. Introduction

L’essor du génie génétique au début des années 1970 a fait
apparaitre la possibilité¢ de programmer une cellule pour
synthétiser des protéines d’intérét. Ce procédé biotechnologi-
que permet de produire des molécules trop complexes a
synthétiser chimiquement. Une protéine est qualifiée de
recombinante dans la mesure ou elle est produite de maniere
exogene dans une cellule dont '’ADN a été modifié par
recombinaison génétique. Ce processus biotechnologique
s’appuie sur I’isolement de I’ADN codant pour la protéine,
I’emploi d’un vecteur transportant le gene d’intérét codant pour
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la protéine recherchée, I’utilisation d’une cellule hote qui sera
chargée de synthétiser la protéine via le gene inséré,
I’expression, puis la séparation et 1’extraction de la protéine
de la cellule hote dans laquelle elle a été produite. A la fin des
années 1980, cette technique a été appliquée a la synthese
d’allergenes, Der p 1 [1] et Bet v 1 [2] furent parmi les premiers
a avoir été clonés.

2. Extraits allergéniques, allergenes naturels purifiés et
allergenes recombinants

Les allergenes existent sous différentes formes : naturelle et
recombinante. Les allergénes naturels peuvent étre contenus
dans un mélange, I’extrait allergénique, ou sous forme purifiée.
Les extraits allergéniques obtenus par extraction de la matiere
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premiere de la source allergénique (cultures d’acariens, grains
de pollen...) peuvent étre variables quant a leur contenu en
molécules allergéniques a la fois sur le plan qualitatif et
quantitatif. Ils contiennent également des molécules non
allergéniques en proportion plus ou moins €levée. La teneur
en allergénes dépend grandement des procédés d’extraction et
de préparation. Il a été montré pour les extraits allergéniques
d’acariens, que la teneur en allergenes majeurs peut €tre tres
variable selon qu’ils sont préparés a partir du milieu de culture
des acariens ou des corps des acariens [3,4]. Les allergenes
naturels purifiés, issus de la source allergénique, sont
caractéris€s par un polymorphisme important sur le plan
moléculaire et de leur glycosylation. Les procédés d’extraction
et de purification ne permettent pas d’obtenir des rendements
élevés. Enfin, les allergeénes recombinants correspondent a un
variant précis. Ils présentent, par rapport aux extraits
allergéniques, certains avantages ils sont parfaitement
caractérisés au niveau moléculaire et immunochimique, ils
sont hautement purifiés et faciles a standardiser. Ils permettent
une utilisation en diagnostic et en thérapeutique [5-7]. La
commission de la nomenclature de 1’Union internationale des
sociétés d’immunologie (IUIS) a uniformisé la dénomination
des allergenes en utilisant les trois premieres lettres du genre de
la source d’allergeénes, la premiere ou la deuxieme lettre de
I’espece, enfin un nombre arabe reflétant 1’ordre dans lequel
I’allergene a été découvert et/ou son importance clinique. Les
allergenes naturels purifiés sont précédés de la lettre « n » tandis
que les allergénes recombinants sont précéd€s de la lettre « r ».

3. Obtention d’un allergene recombinant
3.1. Obtention de I’ADN codant pour [’allergene

La premiere étape de la production d’un allergene
recombinant consiste au choix et a I’isolement de la séquence
d’ADN codant pour cet allergéne. Plusieurs approches peuvent
étre utilisées : I’amplification directe de la séquence codante, le
criblage immunologique d’une banque d’ADN complémen-
taires (ADNc) exprimée dans des bactériophages ou celle
obtenue par la méthode « phage display » [8,9]. Dans les
cellules eucaryotes, la présence d’introns dans I’ADN
génomique ne permet pas son clonage direct en vue de
I’obtention d’une protéine recombinante. Il est nécessaire
d’utiliser I’ARN messager et d’effectuer une conversion en
ADN complémentaire par la technique de reverse transcription
— polymerase chain reaction (RT-PCR). L’approche la plus
rapide pour 1’obtention de I’ADN codant pour un allergeéne
consiste en I’amplification de la séquence codante par RT-PCR
a partir des ARN extraits de cellules exprimant le gene
d’intérét. Cependant, cette méthode nécessite de connaitre une
partie de la séquence en aminoacides de 1’allergene et plus
spécifiquement la séquence N terminale, ce qui n’est pas
toujours le cas. Les autres approches consistent au criblage
immunologique d’une banque d’ADNc. A partir d’une source
d’allergenes (culture d’acariens, grains de pollen. ..) les ARN
messagers totaux peuvent étre isolés et servir de matrice a la
synthése d’ADNc correspondants pour constituer une banque

d’ ADNc, la méthode la plus classiquement utilisée est basée sur
I’emploi du bactériophage lambda. Le bactériophage comporte
une molécule d’ADN linéaire encapsidée qui permet d’insérer
de grands fragments d’ADN étranger. La banque d’ADNCc est
ensuite introduite dans des cellules hotes, des bactéries
(Escherichia coli). Apres étalement sur une boite de pétri,
les bactéries infectées par ces phages recombinants produisent
de trés nombreux phages avant d’étre lysées. Le produit de
I’expression correspondant a I’insert d’ADNc, I’allergene, est
alors transféré sur une membrane qui sera incubée avec
I’anticorps spécifique radioactif (IgE de sérum de sujets
allergiques ou anticorps polyclonaux ou monoclonaux d’ani-
maux). La liaison spécifique de 1’anticorps avec 1’allergene
révele la position des clones de I’ADNc qui expriment cet
allergene [8]. Ces clones sont alors récupérés sur la boite de
pétri d’origine. Apres une étape d’amplification, I’isolement et
le séquencage de I’ADN permettent de vérifier la séquence
codant pour 1’allergéne avant son intégration dans un systeme
d’expression.

3.2. Expression de l’allergéne recombinant

A partir de la séquence d’ADN codant pour I’allergéne,
I’expression de la protéine nécessite le clonage dans un vecteur
d’expression, qui peut étre un plasmide ou un virus jouant le rdle
de transporteur, puis le transfert du vecteur dans une cellule hote,
qui permettra la synthese de la protéine via le gene inséré.
L’expression des allergenes peut se faire soit dans des systeémes
procaryotes (bactéries), soit dans des systemes eucaryotes
(levures, cellules d’insecte, plantes). Il existe un certain nombre
de différences entre ces systemes [10]. Le choix de I’hote est
principalement guid€ par les modifications post-traductionnelles
que la protéine doit subir pour étre biologiquement active, tandis
que le choix du vecteur génétique utilisé pour exprimer le gene
recombinant doit étre adapté a I’hdte choisi.

3.2.1. Expression en systéeme procaryote

La bactérie est généralement I’hote de choix pour produire
une protéine recombinante en raison de ses propriétés de
croissance rapide, de son faible colit de production et de sa
génétique tres étudiée. Parmi les bactéries, E. coli, qui a été tres
étudiée depuis les années 1960, est sans doute le systeme
d’expression le plus populaire [11]. Sa génétique est tres bien
connue, elle est facile a cultiver par fermentation, ce qui peut
étre réalisé a grande échelle en bioréacteur. Pour exprimer un
gene dans E. coli, celui-ci doit étre inséré dans un vecteur de
clonage, un plasmide. Ce plasmide d’expression doit contenir
certains éléments en particulier une origine de réplication pour
permettre au gene d’étre répliqué dans la bactérie, un
promoteur pour initier la transcription du transgéne et un
marqueur de sélection pour aider la sélection les bactéries ayant
incorporé le vecteur. L'un des avantages de 1’utilisation
d’E. coli comme cellule hote est qu’il existe de nombreux
outils de clonage commerciaux permettant de jouer sur le type
de protéines exprimées, que ce soit sous forme de protéines de
fusion possédant une séquence « tag », séquence d’acides
aminés fusionnée permettant la purification ultérieure, ou sous
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forme de protéines non fusionnées. De plus, la protéine
recombinante peut représenter jusque 25 % des protéines
totales produites dans E. coli, ce qui correspond a un bon
rendement de plusieurs grammes par litre d’allergene
recombinant produit. Toutefois, 1a surproduction d’une protéine
étrangere et le fait que E. coli posséde un faible potentiel de
sécrétion peuvent entrainer leur agrégation dans un état le plus
souvent biologiquement inactif, appelé corps d’inclusion [12].
Un autre facteur contribuant a la formation d’agrégats ou de ces
corps d’inclusion est le fait que la cellule procaryote est
incapable d’effectuer les modifications post-traductionnelles
que la protéine requiert pour atteindre sa conformation native.
La formation de ces corps d’inclusion nécessitera une stratégie
de resolubilisation/repliement in vitro pour obtenir 1’allergene
recombinant sous forme soluble. Ainsi, 1’utilisation d’E. coli
présente quelques limites : la faible sécrétion de 1’allergene
produit qui peut compliquer sa purification ultérieure, 1’absence
de modifications post-traductionnelles telles que la glycosyla-
tion ou la formation de ponts disulfures du fait de
I’environnement réducteur du cytoplasme conduit le plus
souvent a des problémes de repliement ou modifie I’activité de
I’allergéne. Ces derniers points peuvent s’ avérer critiques dans
le cas de certains allergénes recombinants pour leur utilisation
en diagnostic lorsque la réponse IgE repose sur la conformation
native de la protéine ou pour étudier la structure de ces
allergenes si 1’activité enzymatique native est absente. D’ autres
bactéries peuvent étre utilisées qui ont 1’avantage de présenter
une capacité de sécrétion supérieure a E. coli mais dont la
génétique est moins bien connue et le rendement de production
de protéines plus faible. Le systeéme d’expression E. coli est
donc adapté pour la production de protéines non glycosylées ou
pour lesquelles la glycosylation n’est pas nécessaire. Ce
systéme permet la production d’une grande quantité de protéine
soluble correctement repliée.

3.2.2. Expression en systeme eucaryote

Le principal avantage des systémes eucaryote est leur
capacité a effectuer des modifications post-traductionnelles,
parmi lesquelles 1’adressage par des peptides signaux, le
repliement, la formation de ponts disulfures ou la glycosyla-
tion. Parmi les systémes eucaryotes disponibles, les plus utilisés
pour I’expression d’allergénes recombinants sont les levures,
les cellules d’insecte et de plante.

Les levures, organismes unicellulaires, possedent I’avantage
de se cultiver simplement et de présenter une croissance rapide.
Pichia pastoris et Saccharomyces cerevisiae sont les deux
especes utilisées, avec une préférence pour P. pastoris qui
permet d’obtenir une production de protéines dix a 100 fois plus
importante [13]. De plus, S. cerevisiae peut conduire a une
hyperglycosylation des protéines exprimées, alors que ce
phénomene semble moindre avec P. pastoris. Moins de résidus
mannose sont ajoutés dans chaque N-glycosylation (huit a
14 par chaine alors que S. cerevisiae en comporte 50 a 150).
P. pastoris est capable d’effectuer une O-glycosylation ou une
N-glycosylation. Cependant, I'importante glycosylation de
I’allergéne recombinant le rend tres différent de 1’allergene
naturel et peut engendrer des difficultés a son utilisation en

diagnostic ou en thérapeutique. P. pastoris possede néanmoins
un bon rendement d’expression (environ 5 a 200 mg par litre) et
un potentiel de sécrétion naturelle élevée. Il existe de nombreux
vecteurs disponibles pour ces deux especes.

L’expression d’allergénes recombinants dans des cellules
d’insectes comme cellule hote utilise des vecteurs développés a
partir de Baculovirus, qui est un virus lytique spécifique des
larves de lépidopteres. Les virus utilisés dérivent généralement
de Autographa californica nuclear polyhedrosis virus (AcNPV),
possédant un ADN bicaténaire capable d’intégrer un transgene
de 10 kb. L’infection de la cellule hote, la lignée cellulaire Sf9 de
Spodoptera frugiperda, permet la production de I’allergene
recombinant [8]. Les protéines produites subissent des
modifications post-traductionnelles presque complétes et peu-
vent étre excrétées. Le rendement d’expression est €levé (environ
1 g/L de culture), néanmoins, le cofit de la production est élevé.

Enfin, les cellules végétales, plantes entieres ou lignées
cellulaires, peuvent €tre utilisées comme systeme d’expression
d’allergenes recombinants. Les vecteurs utilisés sont des virus,
comme le virus de la mosaique du tabac (TMV) qui se réplique
dans la cellule héte de plante (Nicotiana benthamiana) et dans
laquelle est synthétisée la protéine. Les plantes peuvent réaliser
la plupart des glycosylations et permettent d’obtenir un
repliement satisfaisant. Le rendement de production peut
étre €levé (0,5 a 2 mg/g de feuille de tabac). La production dans
la plante entiere peut nécessiter des étapes d’extraction et de
purification plus longues pour extraire la protéine des tissus.

3.3. Extraction et purification de l’allergene recombinant

Lorsque la protéine est secrétée par la cellule productrice, la
purification se fait a partir du milieu de culture tandis que
lorsque la protéine est intracellulaire, il est nécessaire de
détruire les structures cellulaires pour l’en extraire. La
purification peut se faire par les techniques de filtration sur
gel, de chromatographie d’échanges d’ions ou d’affinité.
L’expression de protéines de fusion possédant une séquence
«tag », séquence d’acides amin€s ajoutés en fusion a la protéine
d’intérét, permet d’améliorer la production, la détection, la
stabilité ou la purification. Par exemple, 1’ajout d’une séquence
homopolymérique d’histidine (His-tag) crée un site de haute
affinité pour les cations divalents tel que le nickel ou le cobalt,
qui permet a la protéine de fusion de s’accrocher sur une
colonne d’affinité et de faciliter la purification de 1’allergéne.
Cette séquence, de petite taille, pourra persister sur la protéine.
L’utilisation de séquences plus longues peut nécessiter
d’intercaler entre les deux peptides une séquence qui va coder
pour un site de coupure. Ce site de coupure permettra d’enlever
la fusion entre les deux protéines apres leur expression in vitro.

4. Caractérisation de I’allergene recombinant

La caractérisation du produit final est nécessaire tant sur le
plan physicochimique que sur le plan de 1’activité immuno-
logique pour valider la qualité de I’allergéne recombinant
[14]. La caractérisation biochimique et biophysique de
I’allergene permet le contrdle conformationnel de la protéine
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produite. Un ensemble de techniques biochimiques telles que
I’électrophorese ou I’analyse de la séquence en aminoacides,
et biophysiques telles que la spectrométrie de masse ou le
dichroisme circulaire, peuvent étre conduites afin de tester
I'intégrité, 1’homogénéité et la qualité des structures
protéiques. Les tests d’activités biologiques, dépendant de
I’allergeéne produit, sont trés variés comme par exemple la
mesure de D’activité enzymatique ou la capacité de liaison
d’un ligand a son site de fixation. Enfin, dans la cas de
I’expression dans un systéme procaryote, la concentration en
endotoxines peut étre déterminée. La validation de I’activité
immunologique des allergenes recombinants repose sur
I’utilisation de tests in vitro et in vivo. L’évaluation de la
capacité de liaison aux IgE, de la dégranulation des cellules
effectrices se fera par des tests in vitro. L’évaluation de
I’allergénicité se fera chez ’homme par la réalisation de tests
cutanés et de tests de provocation.

5. Conclusion

La production d’allergénes recombinants nécessite de porter
une attention particuliere au choix du systeme d’expression en
prenant en considération les avantages et les inconvénients de
chacun et en se basant sur les connaissances du degré de
glycosylation, la présence de ponts disulfures, la séquence N-
terminale en aminoacides ou les propriétés de stabilité de la
protéine. Les allergenes produits devront étre validés par rapport
al’allergene naturel purifié, lorsque celui-ci a été isol€. Ainsi, les
allergénes recombinants, en vue de leur application en diagnostic
et en thérapeutique, permettent la production de préparations
allergéniques de qualités pharmaceutiques constantes.

Conflit d’intérét

Aucun.
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