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Résumé

A ce jour, aucun test in vitro ni in vivo ne permet d’établir avec fiabilité le diagnostic d’allergie alimentaire (AA). La production d’allergene
recombinant permet d’améliorer la standardisation des extraits allergéniques ou d’enrichir des extraits naturels et d’obtenir ainsi des tests de
dépistage plus sensibles. Les progreés biotechnologiques facilitent la démarche diagnostique qui s’appuie désormais sur la définition des profils
individuels de sensibilisation a des allergenes bien caractérisés sur le plan moléculaire. Le développement des tests diagnostiques utilisant des
protéines recombinantes ou des peptides exprimant certains epitopes d’intérét, pourrait améliorer le dépistage individuel d’allergies alimentaires
séveres et/ou persistantes, afin de guider les mesures thérapeutiques qui en découlent.
© 2008 Elsevier Masson SAS. Tous droits réservés.

Abstract

To date, neither in vitro nor in vivo tests can establish with reliability the diagnosis of food allergy. The availability of recombinant allergens
(RA) has led to improvement in the standardization of allergenic extracts and enrichment of natural extracts, resulting in more sensitive screening
tests. These biotechnological advances facilitate the diagnostic approach which now rests on an individual reaction profile (component resolved
diagnosis) with well-characterized allergens classified on a molecular basis. Development of diagnostic tests using RA or peptides expressing some
distinctive epitopes of interest may improve the prediction of severe and/or persistent food allergies and guide the choice of the therapeutic
measures that follow.
© 2008 Elsevier Masson SAS. Tous droits réservés.
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1. Introduction qu’il s’agit d’une AA IgE-dépendante, le mécanisme est

objectivé par des prick-tests (PT) positifs avec 1’extrait

Le diagnostic d’allergie alimentaire (AA) repose classi-
quement sur un ensemble d’éléments comprenant en premier
lieu diverses manifestations cliniques déclenchées par
I’absorption d’aliment et disparaissant apres éviction. Lors-
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alimentaire ainsi que par la présence d’IgE sériques se fixant
aux protéines contenues dans cet extrait. La mise en évidence
d’une sensibilisation in vitro ou in vivo n’est pas suffisante
pour affirmer le diagnostic. La sensibilité ou spécificité des
tests peut s’avérer médiocre, avec des faux négatifs ou des
diagnostics par exces [1]. Seul le test de provocation orale
(TPO) en double insu versus placebo permet de valider le
diagnostic d’AA [2].
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La qualité des extraits naturels est parfois médiocre et c’est
la raison pour laquelle la pratique de PT avec des aliments natifs
est recommandée. En effet, les protéines peuvent s’altérer au
cours des étapes de purification ou de stockage, notamment
celles des fruits et légumes [3] ou les procédés d’extraction
habituels sont inopérants, comme cela a été montré pour
certaines anaphylaxies au sésame [4]. A I’inverse, en particulier
chez les polliniques, on observe des sensibilisations a divers
fruits et 1égumes sans que le patient ne présente pour autant de
symptomes lors de leur ingestion. Cela peut étre du a une
dénaturation des protéines alimentaires par la cuisson [5] ou la
digestion [6] ou a une tolérance orale naturelle a 1’aliment.

La pratique des TPO est une procédure lourde, nécessitant
une hospitalisation car elle n’est pas dénuée de risques [2].
Divers auteurs ont tenté d’ « affuter » les outils de prédiction de
I’ AA en analysant le diametre des PT avec I’extrait alimentaire
ou la valeur des IgE spécifiques. Des valeurs prédictives
positives (VPP) ou négatives (VPN) d’AA avec des intervalles
de confiance satisfaisants ont été publi€es pour arachide, ceuf,
lait et poisson [7]. Les seuils varient selon 1’dge et les
manifestations dominantes dans la population sélectionnée au
départ pour les déterminer. Atteints et étudiés pour un nombre
limité d’aliments, ils peuvent également varier selon 1I’extrait
commercial utilisé. Enfin, lorsque que les valeurs, pour un
aliment et un sujet donnés, sont dans 1’intervalle compris entre
VPP et VPN, le probleme diagnostique reste posé.

L’amélioration des connaissances a montré qu’au sein d’un
méme aliment, diverses protéines peuvent étre impliquées, leur
allergénicité et la gravité des manifestations associées [8], étant
souvent liée a leurs propriétés physicochimiques. La sévérité de
I’allergie a la noisette (Corylus avellana) par exemple, est lie a
la nature des protéines auquel le sujet est sensibilisé. Lorsque le
sujet est sensibilisé & une profiline (Cor a 2) ou une protéine de
type PR-10 (Bet v I like) (Cor a 1) [9], la réaction clinique est
souvent mineure. Le patient, en général un sujet pollinique, ne
présente généralement qu’un syndrome oral et ces manifesta-
tions sont rarement observées apres absorption de noisettes
grillées [10]. Les réactions apres ingestion de noisette crues ou
grillées sont en revanche potentiellement plus graves lorsqu’un
sujet est sensibilisé a une albumine 25, une globuline 11S (Cor
a 9), une 78 vicilin-like proteine (Cor a 11) ou une protéine de
transfert lipidique (Cor a 8) [11].

Le concept de panallergenes (profilines, tropomyosines,
albumines animales etc...) a permis de mieux comprendre le
phénomene des allergies croisées, dépassant le cadre trop
restreint des classifications botaniques et zoologiques. Les
structures tridimensionnelles et séquences constitutives en
acides aminés des profilines présentes dans les pollens et de
nombreux fruits et légumes, ont €t€ conservées au cours de
I’évolution des especes. Ainsi, en présence d’IgE spécifiques de
r Bet v 2, marqueur global de sensibilisation, la prescription
d’autres dosages d’IgE pour des profilines est inutile.

Le diagnostic d’ AA passe désormais par un raisonnement au
niveau moléculaire basé sur une définition précise pour chaque
individu de son profil de sensibilisation protéique pour mieux
prédire la sévérité de I’ AA, les risques de réactions croisées et
moduler les conseils d’éviction alimentaire (consommation

sous forme crue ou cuite). Des procédés faiblement consom-
mateurs en sérum permettant 1’évaluation concomitante de
I’IgE réactivité des patients vis-a-vis de plusieurs dizaines de
protéines recombinantes (PR) et/ou naturelles purifiées, sont en
cours de développement (méthode chip ou microarray) [12-
13]. A terme, ces procédés guideront des immunothérapies avec
un mélange de protéines non redondantes, éventuellement
modifiées, adapté au profil individuel de sensibilisation IgE et
lymphocyte T dépendante.

La mise en place de cette cartographie passe soit par une
purification des protéines naturelles, soit par la production de
PR de plus en plus accessibles, grace aux progres biotechno-
logiques.

2. Intérét des protéines recombinantes
2.1. Standardisation des extraits

Le premier avantage des PR par rapport a un extrait naturel
non purifié est I’obtention d’un extrait allergénique a teneur
quantifiable et stable [14]. Différentes PR peuvent é&tre
mélangées afin d’approcher la composition d’un extrait naturel
mais dont les différentes protéines constitutives sont a teneur et
proportion fixes, non soumises aux variations d’ordre génétique
ou environnementale (climat, saison, pollution, hormones,. . .).
La sensibilité de I'TmmunoCAP® (ImmunoCAP™ Phadiatop)
composé de trois PR : r Pruav 1,r Pruav 3 etr Pru av 4 est ainsi
supérieure a celle de I’extrait naturel pour le diagnostic de
I’allergie a la cerise [15].

2.2. Stabilité immunochimique

Les PR ont des propriétés immunochimiques stables et leur
immunoréactivité objectivée par tests d’activation cellulaire,
peut étre équivalente a celle d’allergénes naturels [16].
Wallowitz et al. [17], ont étudié D’activation passive des
basophiles de donneurs atopiques sains (TABm) par la
globuline 11 S recombinante du sésame, rSes i 6, et de la
noix rJug r 4, en présence de sérum de patients allergiques a la
noix ou au sésame ou aux deux. Le TABm avec expression du
CD63 et 203c, permettrait de faire la distinction pour la noix et
le sésame, entre sensibilisation croisée et réactivité croisée

cliniquement relevante [17].
2.3. PR et Ac anticarbohydrates.

Un des intéréts des PR par rapport aux protéines naturelles
purifiées, repose sur le fait que la synthese de protéines par des
bactéries transfectés (E. coli) permet d’obtenir des PR non
glycosylées et de s’affranchir de réactivités croisées in vitro,
non cliniquement « relevantes », liées aux IgE anti-CDD [18].
Cependant, dans certains cas, 1’absence de glycosylation des
PR pourrait réduire leur immunoréactivité et la sensibilité du
test par rapport aux extraits naturels. Ainsi la production sur
levures (Pichia pastoris..) ou par le systeéme baculovirus/
cellules d’insectes pourrait €tre plus performante, pour certains
allergénes alimentaires.
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2.4. Production des protéines a l’échelle industrielle

Les progres biotechnologiques permettent désormais de
produire des protéines a I’échelle industrielle. Le couplage des
PR a des méthodes immuno-enzymatiques validées a permis de
commercialiser des Kits de détection d’IgE sériques vis-a-vis de
diverses PR alimentaires (ImmunoCAP®™ Phadiatop) :

e 'oméga 5 gliadine (r 7ri a 19) ;

e ’albumine 2S de la noix du Brésil (r Ber e 1) [13] ;

o1 Gly m 4, protéine PR-10, Bet v 1 like, impliquée dans
certaines anaphylaxies au soja [19] ;

e Ara h 1, 2, 3, allergenes majeurs de I’arachide et Ara h 8,
protéine Bet v 1 like [20] ;

e divers allergenes de la péche: r Pru p 1, protéine Bet v 1 like, r
Pru p 3, LTP thermorésistante [21] et r Pru p 4, une profiline ;

e la parvalbumine de carpe r Cyp ¢ 1 [16] et la tropomyosine de
crevette r Pen a 1 [22].

Dans d’autres kits de mesure des IgE spécifiques, une
certaine quantité de PR est ajoutée a I'extrait naturel, pour
améliorer la sensibilité du test. L’ImmunoCAP"® de Phadia
pour la détection d’IgE a la noisette est ainsi « spiké » avec r
Cor a 1.04 [23].

2.5. Application au diagnostic par proteins microarrays

La comparaison de la réactivité cutanée et in vitro vis-a-vis
des allergenes recombinants majeurs de I’arachide a montré que
r Ara h 2 est corrélé avec la sévérité de 1’allergie a I’arachide
[14]. La synthese de peptides recombinants avec expression des
epitopes majeurs de 1’allergene étudi€, pourrait contribuer a
I’amélioration du diagnostic d’AA ou bien a une meilleure
prédiction d’AA séveére ou persistante. En effet, certains
epitopes de caséine par ex., sont corrélés avec une AA au lait
persistante [24]. Alonzi et al ont récemment étudié en
microarray, la fixation des IgE et IgG4 sur les epitopes de
caséine, au cours de la désensibilisation orale au lait de vache
[25]. Chez les sujets répondant a I’immunothérapie, on observe
une réduction de la fixation des IgE sur I’épitope AA 171-180
préalablement décrit par Jarvinen et al. [24].

2.6. Perspectives thérapeutiques

Sur le plan thérapeutique, Swoboda et al., [26] ont
récemment produit aprés mutation dirigée, une parvalbumine
recombinante de carpe modifiée. Cette protéine dont on a réduit
le potentiel d’activation des basophiles a toutefois gardé son
immunogénicité [26]. La production de PR par des bactéries
probiotiques, comme cela a été récemment publié pourr Ara h2
[27], ouvre également de nouvelles voies thérapeutiques.

3. Conclusions
Le développement des biotechnologies a permis une

amélioration considérable de la compréhension et du diagnostic
de I’allergie alimentaire IgE dépendante. Elles ouvrent aussi de

nouvelles voies thérapeutiques. Il faut espérer que ces
développements puissent un jour permettre €galement de
mieux comprendre et diagnostiquer les allergies alimentaires
répondant a d’autres mécanismes mais pour lesquelles les
protéines alimentaires ont également un rdle central.
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