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Allergénes moléculaires des pollens: ou en sommes-nous ?

Molecular aspects of pollen allergens: where do we currently stand?

Résumé

Les allergénes polliniques appartiennent a différentes familles de protéines PR (PR pour
Pathogenesis-Related), protéines impliquées dans les mécanismes de défense développés
par les plantes: PR-2 ou endo B-glucanases, PR-3 ou chitinases, PR-5 ou thaumatin-like
protéines (TLP), PR-10 ou protéines Bet v 1-like, PR-12 ou défensines et PR-14 ou protéines
de transfert des lipides (LTP). D'autres allergenes polliniques correspondent a des protéines
a rble structural (profilines, expansines), métabolique (polcalcine) ou enzymatique
(ribonucléases, pectate lyases, polygalacturonases). Les structures trimdimensionnelles de la
plupart des allergénes pollinigues ont été caractérisées, les structures manquantes étant
souvent accessibles par modélisation moléculaire a partir de patrons structuraux connus. Les
épitopes B liant les IgE d'un petit nombre d'allergenes polliniques ont été identifiés par
différentes approches (cartes épitopiques et analyse des complexes allergéne-IgE), et les
épitopes T de nombreux allergénes sont actuellement connus. Le caractére dégénéré de la
reconnaissance des épitopes T par les récepteurs TCR, explique qu'un méme TCR puisse
reconnaitre des épitopes T différents et, inversement, qu'un méme épitope T puisse étre
reconnu par des TCR différents. L'identification de ces épitopes apporte une contribution
essentielle  dans différents domaines comme ['utilisation des allergénes polliniques
recombinants ou naturels pour le diagnostic biologique des pollinoses ou I'utilisation d'épitopes
T en immunothérapie spécifique. lls permettent également de prédire les possibilités de
réactions croisées et de co-sensibilisation entre des allergenes polliniques d'origine différente
ou dans le syndrome oral entre des allergenes polliniques et des allergénes de fruits ou de
legumes. Ces différents aspects moléculaires sont abordés dans cette revue.
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Abstract

Pollen allergens belong to various families of PR (i.e. pathogenesis-related) proteins involved
in plant defense mechanisms, such as PR-2 (endo-glucanases), PR-3 (chitinases), PR-5
(thaumatin-like proteins or TLP), PR-10 (Bet v 1-like proteins), PR-12 (defensins) and PR-14
(lipid transfer proteins or LTP). They may also comprise proteins with other functions such as
structural function (profilin, expansins), metabolic function (polcalcin) or enzymatic function
(ribonucleases, pectate lyases, polygalacturonases) (e.g. ribonucleases, pectate lyases and
polygalacturonases). The structural scaffolds of the major weed and tree pollen allergens have
been identified either by X-ray crystallography or by NMR for smaller molecules such as LTP
and polcalcin. Other pollen allergens of unknown structure have been successfully modelled
from templates belonging to the same protein families. Epitope mapping of free allergens and
analysis of allergen-IgE complexes enabled identification of IgE-binding B-cell epitopes at the
surface of a few pollen allergens. A higher number of T-cell epitopes were identified along the
amino acid sequence of various pollen allergens likely to interact with CD4+ T lymphocytes via
T-cell receptors (TCRs). However, this low-affinity recognition of T-cell epitopes by TCRs is
degenerate, allowing a single TCR to recognize different T-cell epitopes, and, conversely,
enabling many different TCRs to recognize the same T-cell epitope. The identification of both
B- and T-cell epitopes of pollen allergens is of paramount importance in optimizing the use of
natural and recombinant pollen allergens as molecular tools for the component-resolved
diagnosis of pollinoses and in improving current immunotherapy practice, for instance by
reducing side effects associated with immunotherapy. In addition, identification of B- and T-
cell epitopes may provide valuable assistance in the prediction of IgE-binding cross-reactivity
and co-sensitization among pollen allergens of different origins, and between pollen and fruit
or vegetable allergens responsible for oral allergy syndrome (OAS). Our review aims to present

an overview of all these molecular aspects of pollen allergens.
Key words

Molecular allergen, pollen, pollinosis, allergenicity, B epitope, T epitope, IgE-binding cross-
reactivity, oral allergy syndrome, pollen-fruit syndrome, diagnosis, specific immunotherapy

Introduction
L'analyse structurale des allergénes polliniques a démarré assez tardivement, en 1996, avec

la résolution & I'échelle atomique (2.0 A) de I'allergéne majeur Bet v 1 du pollen de bouleau
(Betula verrucosa), par les techniques conjointes de diffraction des rayons X et de résonance



magnétique nucléaire (RMN) [1]. Depuis, les structures moléculaires d'autres allergénes
polliniques ont été décrites et, actuellement, l'architecture des principaux allergénes
polliniques est bien connue. La plupart des allergénes polliniques de structure encore
inconnue, peuvent étre modélisés, d'autant plus facilement qu'ils appartiennent a seulement
quelques familles de protéines dont les patrons structuraux sont bien identifiés. En association
avec d'autres techniques d'analyse (cartes épitopiques utilisant des peptides synthétiques ou
issus de librairies de phages), I'analyse structurale des allergenes polliniques libres ou
complexés a des anticorps IgE ou IgG, a permis d'identifier les épitopes B liant les IgE sur la
surface moléculaire de plusieurs allergénes. D'autres approches expérimentales ont permis
d'identifier les épitopes T de nombreux allergénes polliniques, responsables de l'interaction
avec les lymphocytes T CD4+ et les récepteurs TCR. L'identification des épitopes B et et T
permet d'optimiser I'utilisation des allergénes polliniques naturels (n) ou recombinants (r),
comme outils de diagnostic (tests unitaires, biopuces d'allergénes) et comme outils
thérapeutiques dans l'immunothérapie spécifique. Elle apporte aussi des renseignements
précieux sur I'aptitude des allergénes polliniques a développer des réactions croisées, souvent
associées a des co-sensibilisations, avec d'autres allergénes des pollens ou des aliments, des
fruits et légumes en particulier. Ces différents aspects moléculaires sont abordés dans la

présente revue.

1. Diversité des allergénes du pollen

La plupart des allergénes polliniques appartiennent a différentes familles de protéines PR (PR
pour Pathogenesis-Related), protéines impliquées dans les mécanismes de défense
développés par les plantes, notamment contre les champignons phytopathogénes [2]. Les
pricipales familles de protéines PR impliquées sont les PR-2 (endo 1,3-glucanases), les PR-
3 (chitinases |, I, IV-VII), les PR-5 (protéines thaumatin-like ou TLP), les PR-8 (chitinases IIl),
les PR-10 (protéines Bet v 1-like), les PR-12 (défensines) et les PR-14 (protéines de transfert
des lipides ou LTP) (Tableau 1). D'autres allergénes correspondent a des protéines a role
structural (expansines, profilines) ou métabolique (polcalcines), ou a diverses enzymes
impliguées dans des processus métaboliques variés (ribonucléases, pectate lyases,
polygalacturonases). Cette diversité est plutét limitée car les grains de pollen correspondent a
des prothalles méles dont la composition des enveloppes, intine et exine, reste relativement
homogéne dans tous les groupes de plantes, indépendemment de différences structurales
parfois importantes.

2. Structures et propriétés des allergénes du pollen



Les structures moléculaires des allergénes polliniques sont bien connues, méme si elles
concernent essentiellement les allergénes des pollens de bouleau (Betula verrucosa) et de
quelques graminées comme la fléole (Phleum pratense) (Tableau 2). Les structures
moléculaires répertoriées dans la Protein Data Bank (PDB), obtenues par radiocristallographie
aux rayons X ou, plus rarement, par RMN, donnent une bonne image de la diversité structurale
des allergénes polliniques (Fig. 1). D'autre part, le développement des techniques de
modélisation moléculaire, permet de construire des modeéles moléculaires fiables pour les

allergenes polliniques dont les structures moléculaires ne sont pas encore disponibles.

Les allergenes polliniques correspondent a de petites protéines comme les défensines (10-12
kDa), les profilines (14 kDa), les polcalcines (10 kDa), les LTP (9 kDa), ou les inhibiteurs
trypsiques (15 kDa). D'autres allergénes polliniques sont plus volumineux comme les
expansines (25 kDa), les allergénes des graminées du groupe 5 (ribonucléases) (30 kDa), les
chitinases 4 (25 kDa), les PR-5 thaumatin-like (20 kDa), les allergénes des graminées du
groupe 4 (55 kDa) ou les pectate lyases (40 kDa). En outre, ces allergénes plus volumineux
sont souvent N-glycosylés et peuvent se comporter comme des CCD (Cross-reactive
Carbohydrate Determinant) [43,44]. En dehors de quelques allergenes constitués d'un seul
motif de structure secondaire comme les allergénes de graminées du groupe 2 et les
inhibiteurs trypsiques constitués exclusivement de feuillets-3, ou les polcalcines et les LTP qui
ne possedent que des hélices-a, les autres allergénes correspondent a des protéines

o+ comportant des feuillets- associés a des hélices-a.

Parmi les allergénes polliniques les plus courants, Bet v 1 et les protéines PR-10 Bet v 1-like,
sont constituées d'un large feuillet-B a disposition antiparalléle, incurvé, associé a deux
hélices-a (Fig. 1). Les profilines (Art v 4) sont formées d'un feuillet-B central a disposition
antiparalléle, pris en sandwich entre des helices-a (Fig. 1). Dans les expansines (Phlp 1), les
allergénes des graminées du groupe 2 (Phl p 2) ou les inhibiteurs trypsiques (Pla a 1), les
brins B s'associent en deux feuillets-p disposés en sandwich (Fig. 1). Par contre, seules des
hélices-a interviennent dans la structure des polcalcines (Che a 3), des LTP (Par j 2) ou des
chitinases (Cry j chitinase) (Fig. 1). Les 4 hélices-a des LTP forment un coeur central d'ou part
une boucle C-terminale, pour adopter une conformation dite "saxophone-like". Quatre ponts
disulfures assurent a cet édifice moléculaire une stabilité importante, qui explique la résistance
élevée des LTP responsables d'allergies alimentaires a la dénaturation thermique (cuisson) et
a la degradation protéolytique digestive (pepsique, trypsique) [45].



Les allergénes des pollens de Cupressacées, comme Cup s 3, Cup a 3 ou Jun a 3 (PR-5
thaumatin-like), ou Jun a 1 (pectate lyase), sont des protéines volumineuses de structures plus
complexes. Cup a 1 posséde la structure en trois domaines (domaine | central formé de 2
feuillets-B antiparalléles disposés en sandwich, encadré par le domaine Il formé uniquement
d'hélices-a et le domaine Il réduit a un feuillet 3 disposé en épingle-a-cheveu, typique de la
thaumatine et des protéines PR-5 (Fig. 1). Cette structure, stabilisée par 8 ponts disulfures,
offre une bonne résistance a la dénaturation thermique et a la protéolyse digestive [46]. Les
allergenes Jun a 1, Cup s 1 et Cry j 1, possédent une structure en [-prisme incurvé
caractéristique des enzymes pectate lyases et polygalacturonases (Fig. 1). Ces deux familles
d'allergenes sont glycosylées par des chaines N-glycaniques complexes.

Les caractéristiques structurales des allergénes polliniques vont conditionner leur propriétés
physico-chimiques (solubilité, point isoélectrique, résistance a la dénaturation thermique,
résistance a la protéolyse digestive) et fonctionnelles (charges de surface, allergénicité,
épitopes B et T). Parmi ces allergenes, on distingue quelques protéines thermosensibles,
facilement inactivées lors d'une cuisson prolongée (profilines) mais la plupart correspondent a
des protéines thermostables dont I'allergénicité n'est que partiellement atténuée par la cuisson
(LTP, TLP) [45,46]. En fait, la présence de ponts disulfures dans les allergénes polliniques
constitue un facteur important de stabilité.

3. Allergénicité des pollens

Les caractéristiques séquentielles et structurales des allergenes polliniques vont définir leur
allergénicité, matérialisée par I'existence d'épitopes B IgE-réactifs et d'épitopes T
sensibilisants, dispersés sur leur surface moléculaire. Les connaissances accumulées dans
ce domaine restent fragmentaires, en dépit des analyses de surface trés complétes réalisées
sur Bet v 1 (PR-10) et Bet v 2 (profiline), et de quelques allergénes de graminées comme Phl
p 2 (group 2) et Phl p 7 (polcalcine).

Les approches classiques d'identification des épitopes séquentiels par epitope-mapping
(cartes épitopiques) et mutagénese dirigée (remplacement des acides aminés par I'alanine),
associées a l'analyse de complexes crystallographiques Bet v 1-fragment Fab d'lgG murines
(code PDB 1FSK) ou Bet v 2-fragment Fab d'lgE monoclonales (code PDB 1CQA), ont montré
que la reconnaissance des allergénes du bouleau par les IgE ou les IgG implique des épitopes
B sequentiels dont quelques acides aminés seulement interagissent avec le paratope des
lgG/IgE par des liaisons hydrogénes (Fig. 2A). Les IgG murines interagissent avec deux



épitopes séquentiels 45E-G-N-G-G-P50 et 70R-V-D-E-V-D-H76 dont les acides aminés E45,
G46, N47 et P50 du premier épitope et les acides aminés R70, D72 et H76 du second épitope,
établissent un réseau d'une dizaine de liaisons hydrogenes avec quelques acides aminés des
deux domaines variables du paratope (Fig. 2B-D) [5]. Des analyses effectuées avec différentes
IgE monoclonales, révélent un schéma d'interaction identique avec I'épitope séquentiel 561-S-
F-P-E-G-L-P-F-K-Y-V-K-D69 de la profiline Bt v 2, dont les acides aminés S57, E60, L62, F64,
K65 et D69 établissent un réseau de liaisons hydrogenes avec le paratope des IgE (Fig. 2E,F)
[22]. Dans les deux cas, des liaisons de Van der Waals et des interactions hydrophobes
complétent la liaison de l'allergéne, Bet v 1 ou Bet v 2, avec les anticorps.

Des schémas d'interaction similaires ont été observés avec les allergénes Phl p 2 et Phlp 7
de la fléole (Fig. 3). Les acides aminés de quatre épitopes séquentiels 30E-V-E-L-R34, 39D-
E-W41, 65N-F-R-F-L69 et 75K-N-V-F-D-D80 de Phl p 2, allergéne du groupe 2 des graminées,
interagissent par des liaisons hydrogénes avec le paratope des IgE spécifiques (Fig. 3A,B,C)
[27]. Des interactions hydrophobes impliquant la plupart des acides aminés apolaires des
quatre épitopes, viennent compléter la liaison de Phl p 2 avec les IgE. La liaison de la
polcalcine Phl p 7 aux IgE, obéit au méme schéma d'interaction (Fig. 3D,E) [38], mais dans ce
cas, deux épitopes distincts, 7R-I-F-K-R-F-D-T-N-G-D-G-K-I-S-L-S23 et 38D-E-V-Q-R-M-M-
A-E-I-D-D-G-D52, dont seulement quelgues acides aminés établissent des liaisons
hydrogénes avec le paratope des anticorps (Fig. 3D-G). Bien que séparés sur les deux faces
de l'allergene, ces deux épitopes interagissent avec I'anticorps.

Les investigations moléculaires sur les épitopes B des pollens de Cupressacées (Jun a 1, Jun
a 3) et de beaucoup d'autres arbres, sont plus fragmentaires et mériteraient sGrement d'étre
davantage développées. Les quatre épitopes B identifiés dans Jun a 3, PR-5 TLP du genévrier
d'Ashe, sont exclusivement localisés dans les domaine Il constitué d'hélices a [47]. lIs
correspondent aux segments de séquence 120-A-D-I-N-A-V-C-P-S-E-L-K131, 132V-D-G-G-
C-N-S-A-C-N-V-F-K-T145, 152N-A-Y-V-D-N-C-P-A-T-N-Y-S-K165 et 169N-Q-C-P-Q-A-Y-S-
Y-A-K179, bien exposés a la surface de Jun a 3.

Contrairement aux épitopes B, l'identification et la caractérisation moléculaire des épitopes T
des allergénes polliniques a rapidement progressée, dans le but d'obtenir des peptides
utilisables pour l'immunothérapie spécifique des rhinites allergiques liées aux pollens de
graminées (fléole, ivraie), de Cupressacées (genévrier d'Ashe) et d'arbres (bouleau, platane).
De nombreux épitopes T ont été identifiés, qui correspondent a des oligopeptides de 10- a 15-
mer, susceptibles d'interagir de fagon plus ou moins spécifique avec la corbeille du CMH-II
des T-récepteurs TCR. Le tableau 3 illustre quelques épitopes T identifiés dans les allergenes



des pollens de bouleau (Bet v 1) [48], de fléole (Phl p 1) [49], de paturin (Poa p 1) [50], de
cryptomeria (Cry j 1) [51] ou d'ambroisie (Amb a 5) [52]. La taille moyenne de ces épitopes est
de 12 a 17 acides aminés, avec un coeur de 9 acides aminés [53]. La plupart contiennent des
acides aminés électronégatifs/acides (acide aspartique D/Asp et acide glutamique E/Glu) et/ou
des acides aminés électropositifs/basiques (arginine R/Arg et lysine K/Lys). Ces résidus
chargés interviennent dans la fixation des épitopes T sur leurs récepteurs. Les épitopes T
renferment également plusieurs acides aminés hydrophobes, notamment des acides aminés
aromatiques comme la phénylalanine (F/Phe), la tyrosine (Y/Tyr) ou le tryptophane (W/Trp).
Ces épitopes adoptent une conformation linéaire, qui leur permet de s'adapter a la corbeille
du CMH-I1I des TCR. Les acides aminés en position 2, 3, 5 et 7 de I'épitope T sont impliqués
dans linteraction avec les TCR, tandis que les acides aminés en position 1, 4, 6 et 9
interviennent plutdét dans linteraction avec les lymphocytes T [54]. La dégénéresence
observée dans la reconnaissance des épitopes T par les récepteurs TCR, et les analogies de
séquence observées entre les épitopes T des allergénes polliniques d'espéces apparentées,
renforcent I'allergénicité croisée entre les pollens de Graminées ou de Cupressacées [55].

A c6té des approches expérimentales, des approches bioinformatiques variées ont été
utilisées pour prédire, avec plus ou moins de succes, les épitopes B et T des allergénes des
pollens. Les méthodes de prédiction des épitopes B reposent sur la recherche, dans les
séquences protéiques ou dans les profils hydropathiques dérivés de ces séquences, des
régions constituées essentiellement d'acides aminés hydrophiles, flexibles, accessibles,
souvent chargés (acides aminés fortement électronégatifs, comme les acides aspartique et
glutamique, ou fortement électropositifs, comme I'arginine ou la lysine, qui sont sensés étre
prédominants dans les régions correspondant aux épitopes B [56]. De trés nombreuses
échelles d'hydrophilie/hydrophobie, d'accessibilité au solvant ou de flexibilité, ont été
proposés, utilisées pour calculer des index antigéniques susceptibles d'identifier les régions a
fort potentiel allergéniques. Des méthodes plus sophistiquées, basées sur les profils
hydropathiques des allergenes [57,58] ou sur l'analyse de surface de modéles
tridimensionnels construits par homologie, ont été développés avec plus ou moins de succes.
D'une fagon générale, les résultats de ces approches bioinformatiques doivent étre considérés
avec prudence, sauf s'ils proviennent d'analyses rigoureuses effectuées en comparaison avec
des allergénes voisins de structure et d'allergénicité parfaitement connues, pour prédire par
exemple la possibilité de réactions croisées entre les membres d'une méme famille
d'allergenes [59,60]. Les approches bioinformatiques utilisées pour prédire les épitopes T ou
les peptides immunotoxiques pour les intolérances sévéres au gluten ou la maladie cceliaque,
souffrent des mémes limitations [61,62].



4. Les allergénes moléculaires des pollens disponibles pour le diagnostic et
I'immunothérapie spécifique

Les techniques modernes de clonage et de séquencage des génes ou des ADNc, ont permis
d'élucider la sequence des acides aminés d'une majorité d'allergenes polliniques. En retour,
ces travaux ont permis d'utiliser les génes ou les ADNc pour des allergénes recombinants (r)
dans divers systemes de production procaryotes (colibacille) ou eucaryotes (levures,
baculovirus, tabac). Les systémes de production procaryotes fournissent des allergénes non
glycosylés, tandis que les systémes eucaryotes permettent d'obtenir des allergénes
partiellement ou totalement glycosylés. A c6té des allergenes naturels (n) isolés et purifiés a
partir de différents pollens, les allergénes recombinants sont largement utilisés pour le
diagnostic biologique et pour I'immunothérapie spécifique des pollinoses.

Plusieurs allergénes moléculaires sont utilisés dans les tests de diagnostic unitaires
développés par différentes firmes pharmaceutiques. On les retrouve également dans les tests
multiplexés qui se sont développés depuis quelques années. Les tableaux 4 et 5 récapitulent
les allergénes moléculaires naturels (n) et recombinants (r) utilisés dans les biopuces ISAC
(Phadia, Thermo Fischer) et Alex (MAD, Macro Array Explorer). Les allergénes moléculaires
ont introduit dans le diagnostic des allergénes responsables de pollinoses, une spécificité que
les extraits polliniques n'avaient pas. En outre, ils constituent un outil de choix pour objectiver

les réactivités croisées susceptibles de se produire entre des allergenes d'origines différentes.

L'utilisation d'allergénes moléculaires recombinants en immunothérapie spécifique présente
plusieurs avantages sur les allergénes naturels tels que la possibilité de disposer de molécules
parfaitement définies, de qualité constante et disponibles en grandes quantités [63]. En outre,
limmunothérapie s'oriente aussi vers la production, par génie génétique, d'allergénes
recombinants modifiés, dans lesquels les épitopes T sont conservés au détriment des épitopes
E (hypoallergéniques), susceptibles favoriser la production d'anticorps bloquants (IgG) et de
diminuer les effets secondaires constatés dans les traitements classiques par des allergenes
polliniques naturels [64]. Néanmoins, l'identification des épitopes B et T des allergénes
concernés, est un prerequis indispensable pour envisager de telles modifications, ce qui est
loin d'étre le cas pour la plupart des allergénes polliniques. L'immunothérapie sublinguale
utilisant des allergénes Mal d 1 et Bet v 1 recombinants, fournit des résultats prometteurs dans
le traitement du syndrome pomme-bouleau [65-67].

5. Allergies croisées et syndromes pollen-fruit



Les allergénes polliniqgues de séquences et structures voisines, sont fréquemment a l'origine
de réactions croisées, plus rarement responsables d'allergies croisées. A cbté des réactions
croisées entre allergénes polliniques de Graminées ou de Cupressacées, responsables de co-
sensibilisations fréquentes, des syndromes oraux (OAS) peuvent intervenir entre les
allergénes polliniques et des allergénes voisins des fruits ou des Iégumes (Tableau 6) [68-73].
Dans leurs formes bénignes, ces syndromes oraux se manifestent par des picotements au
niveau des levres (syndrome labial) et autour de la bouche. Dans les formes plus séveres, des

manifestations oro-pharyngées peuvent survenir.

Les réactivités croisées reposent sur des bases moléculaires, constituées par des épitopes B
de séquences et de conformations voisines, voire identiques [74,75]. A titre d'exemple, la
réactivité croisée frequemment observée entre les LTP des pollens, notamment Amb a 6 de
I'ambroisie (Ambrosia artemisiifolia) et Art v 3 de I'armoise (Artemisia vulgaris), et les LTP des
fruits, comme Pru p 3 de la péche (Prunus persica), ou des légumes, comme Api g 2 du céleri
(Apium graveolens), trouvent leur origine dans des homologies plus ou moins prononcées de
séquence et de structure (Fig. 4A-E). En particulier, la disposition spatiale de certains acides
aminés des épitopes B impliqués dans I'établissement de liaisons hydrogénes avec le
paratope des IgE correspondantes, est un facteur essentiel de cette réactivité croisée (Fig.
4F-M). Ce qui importe en I'occurrence, ce n'est pas tellement la conformation méme de ces
acides aminés, qui peut varier selon les conformeres prédominants des différents allergénes,
mais leur positionnement respectif par rapport aux acides aminés du paratope des IgE, qui
vont interagir spécifiquement avec eux pour créer un réseau de liaisons hydrogenes et

d'interactions hydrophobes responsable de l'association spécifique allergéne-IgE.

Les épitopes T interviennent également dans la réactivité croisée, au niveau cellulaire. Les
lymphocytes T stimulés par les épitopes T de Bet v 1, sont également stimulés par d'autres
protéines PR-10 Bet v 1-like apparentées, comme Apig 1, Dauc 1, Mald 1 and Pru av 1, et
I'épitope T 142-156 de Bet v 1 peut étre activé par les allergénes homologues des fruits (Mal
d 1, Pru av 1) ou des légumes (Api g 1, Dau ¢ 1) [76]. D'autre part, il n'est pas rare que les
épitopes T identifiés le long de la séquence d'un allergene, chevauchent en partie ou
totalement, les épitopes B séquentiels identifiés dans cet allergéne. C'est le cas des épitopes
T identifiés dans la LTP de péche Pru p 3, qui chevauchent trois des quatre épitopes B
identifiés dans cet allergéne [75,77]. C'est la une source importante de réactions croisées [78].

6. Conclusion
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L'analyse de la structure et des propriétés moléculaires des allergenes polliniques, démarrée
il y seulement quelques décades, a permis d'identifier les bases moléculaires de I'allergénicité,
épitopes B liant les IgE et épitopes T activant les lymphocytes T CD4+ par le biais
d'interactions avec les récepteurs TCR, et d'améliorer la prédiction des réactivités croisées
entre allergénes de séquences et de structures voisines, réactivités croisées entre allergénes
polliniques et réactivités croisées entre allergénes polliniques et allergénes alimentaires
(syndromes oraux). Le développement concomittant des techniques de génie génétique
(séquencage et clonage des génes ou des ADNc, mutagénese dirigée, production d'allergénes
recombinants), ont permis de remplacer l'isolement et la purification des allergénes a partir
des pollens, opérations délicates et fastidieuses, par la production en quantité d'allergenes
recombinants, molécules parfaitement définies et de qualité constante. Les allergénes
recombinants ont permis d'accéder a des tests multiplexés de diagnostic moléculaire des
pollinoses (biopuces d'allergénes recombinants) et de remplacer les extraits naturels
d'allergénes polliniques utilisés en immunothérapie spécifique.

La liste de toutes ces avancées, réalisés en quelques années, est certes impressionnante
mais elle masque une réalité plus nuancée en termes de connaissances sur la structure et les
propriétés moléculaires des allergénes polliniques:

- nos connaissances sur la structure des allergénes polliniques reste fragmentaire,

- les épitopes B d'un grand nombre d'allergénes polliniques n'ont pas encore été identifiés,

- les mécanismes des réactivités croisées, humorales (épitopes B) et cellulaires (épitopes T)
commencent seulement a étre appréhendés,

- les voies de régulation qui sous-tendent les mécanismes moléculaires de reconnaissance
des épitopes B et T par les anticorps (IgE, I1gG) ou les récepteurs correspondants (TCR),
restent a approfondir,

- l'influence des facteurs épigénétiques ou du microbiote sur ces interactions et leur régulation,

reste a défricher, .....

Il est certain que l'avenir apportera un lot de réponses et de connaissances supplémentaires
dans ces différents domaines, mais il est urgent de s'en préoccuper en raison de la
progression incessante des allergies polliniques sévéres, notamment chez les enfants, et
d'autant plus que les prévisions climatiques risquent de l'accélérer.

Conflits d'intérét
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Légendes des figures

Figure 1. Structures tridimensionnelles des allergénes polliniques : Bet v 1 du bouleau Betula
verrucosa (code PDB 4MNS), Art v 4 de I'armoise Artemisia vulgaris (code PDB 5EMO), Phl p
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1 de la fléole Phleum pratense (code PDB 1N10), Phl p 2 de la fléole (code PDB 1WHO), Amb
t 5 de 'ambroisie Ambrosia artemisiifolia (code PDB 3BBG), Ole e 6 de I'olivier Olea europea
(code PDB 1SS3), Che a 3 du chénopode Chenopodium album (code PDB 20PO), Catr 1 de
la pervenche de Madagascar Catharanthus roseus (code PDB 2MC9), Art v 1 de I'armoise
(code PDB 2KPY), Pla | 1 du plantain Plantago lanceolata (code PDB 4Z8W), Par j 2 de la
pariétaire Parietaria judaica (la LTP de pariétaire a été modélisée), Cry j chitinase du
cryptomeria Cyptomeria japonica (code PDB 5H7T), Cyn d 4 du chiendent pied de poule
Cynodon dactylon (code PDB 4DNS), Cup s 3 du cypres Cupressus sempervirens (la TLP du
cypres vert a été modélisée), Jun a 1 du genévrier d’Ashe Juniperus ashei (code PDB 1PXZ).

Figure 2. A. Structure du complexe Bet v 1-fragment Fab d'un anticorps (IgG) murin (code
PDB 1FSK). Les deux régions variables des chaines légere (VL, colorée en jaune) et lourde
(VH, colorée en rouge) de l'anticorps, sont indiquées. La zone d'interaction des deux
molécules est matérialisée par le cercle de tirets. B. Les liaisons hydrogénes établies entre les
deux molécules sont indiquées par des tirets pointillés (----). C. Zone d'interaction de Bet v 1
vue de face: les deux épitopes séquentiels 45SEGNGGP50 et 70RVDEVDH76 sont colorés en
rouge et en bleu, et les acides aminés impliqués dans des liaisons hydrogénes avec
I'anticorps, sont numérotés. Le cercle en tirets matérialise la surface du paratope de
I'anticorps. D. Localisation a la surface de Bet v 1 des acides aminés de I'épitope B impliqués
dans des liaisons hydrogénes avec le paratope de l'anticorps. En rouge, les acides aminés de
I'épitope séquentiel 45SEGNGGP50; en bleu, les acides aminés de I'épitope 70RVDEVDH76.
Le cercle de tirets matérialise la surface du paratope de l'anticorps. E. Zone d'interaction de
Bet v 2 vue de face: I'épitope séquentiel 56FEEPGHLAPTGLHLG69 est coloré en bleu, et les
acides aminés impliqués dans des liaisons hydrogénes avec l'anticorps, sont numérotés. Le
cercle en tirets matérialise la surface du paratope de I'anticorps (code PDB 1CQA). F. En bleu,
localisation a la surface de Bet v 1 de I'épitope 56FEEPGHLAPTGLHLG69. Le cercle de tirets
matérialise la surface du paratope de l'anticorps. G. Localisation des acides aminés de
I'épitope 56FEEPGHLAPTGLHLG69 impliqués dans des liaisons hydrogénes avec le paratope
de l'anticorps. Le cercle de tirets matérialise la surface du paratope de I'anticorps.

Figure 3. A. A. Structure du complexe Phl p 2-fragment Fab d'un anticorps IgE (code PDB
2VXQ). Les deux régions variables des chaines légére (VL, colorée en rouge) et lourde (VH,
colorée en jaune) de I'anticorps, sont indiquées. La zone d'interaction des deux molécules est
matérialisée par le cercle de tirets. B. Zone d'interaction de Phl p 2 vue de face: les quatre
épitopes séquentiels 30EVELR34, 39DEW41, 65NFRFL69 et 75KNVFDD80 de Phl p 2 sont
colorés en bleu, et les acides aminés impliqués dans des liaisons hydrogenes avec l'anticorps,
sont numérotés. Le cercle en tirets matérialise la surface du paratope de I'anticorps. C. En
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bleu, localisation a la surface de Phl p 2 des acides aminés des quatre épitopes S0EVELR34,
39DEW41, 65NFRFL69 et 75KNVFDD80 impliqués dans des liaisons hydrogenes avec le
paratope de l'anticorps. Le cercle de tirets matérialise la surface du paratope de I'anticorps. D.
Premiere zone d'interaction de Phl p 7 vue de face: [épitope séquentiel
7RIFKRFDTNGDGKISLS23 est coloré en bleu, et les acides aminés impliqués dans des
liaisons hydrogénes avec I'anticorps, sont numérotés. Le cercle en tirets matérialise la surface
du paratope de l'anticorps (code PDB 50TJ). E. Deuxiéme zone d'interaction de Phl p 7 vue
de face: I'épitope séquentiel 3S8DEVQRMMAEIDTDGD52 est coloré en bleu, et les acides
aminés impliqués dans des liaisons hydrogenes avec l'anticorps, sont numérotés. Le cercle
en tirets matérialise la surface du paratope de I'anticorps. F. En bleu, localisation a la surface
de Phl p 7 des acides aminés de I'épitope 7RIFKRFDTNGDGKISLS23 impliqués dans des
liaisons hydrogenes avec le paratope de I'anticorps. Le cercle de tirets matérialise la surface
du paratope de I'anticorps. G. En bleu, localisation a la surface de Phl p 7 des acides aminés
de I'épitope 38DEVQRMMAEIDTDGDS52 impliqués dans des liaisons hydrogénes avec le
paratope de I'anticorps. Le cercle de tirets matérialise la surface du paratope de I'anticorps.

Figure 4. A. Compaison des séquences d'acides aminés des LTP polliniques Amb a 6 et Art v
3 avec les LTP de fruit (Pru p 3) ou de légume (Api g 2). Les épitopes B identifiés dans la
séquence de Pru p 3 sont encadrés en rouge (épitope 1), en vert (épitope 2), en bleu (épitope
3) et en violet (épitope 4). B,C,D,E. Structures moléculaires de Pru p 3 (code PDB 2ALG) (B)
et Art v 3 (code PDB 6FRR) (C), et modéles moléculaires construits par homologie pour Api g
2 (D) et Amb a 6 (E). Les extrémités N et C terminales des chaines polypeptidiques sont
indiquées. F,G,H,l. Localisation des épitopes B sur la surface moléculaire de Pru p 3 (F), d'Art
v 3 (G), dApig 2 (H) et dAmb a 6 (l). Les épitopes B sont colorés en rouge (épitope 1), en
vert (épitope 2), en bleu (épitope 3), en violet (épitope 4) et numérotés. J,K,L,M.Topographie
de I'épitope 4 sur la surface moléculaire de Pru p 3 (J), d'Art v 3 (K), d'Apig 2 (L) et d'Amb a
6 (M). Les épitopes B sont colorés en rouge (épitope 1), en vert (épitope 2), en bleu (épitope
3), en violet (épitope 4) et les molécules sont orientées différemment.

Figure 5. Localisation des épitopes B et T dans la séquence de Pru p 3, montrant le
chavauchement des deux catégories d'épitopes. Les épitopes B de Pru p 3 sont colorés
respectivement en rouge (épitope B1), vert (épitope B2), bleu (épitope B3) et violet (épitope
B4) et numérotés 1-4. Les épitopes T sont colorés en jaune et numérotés 1-4. Les zones de
chevauchement des épitopes B1-T1, B2-T2-T3 et B3-T4, sont indiquées en gras et encadrées,
dans les alignements partiels de séquence correspondants.
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Tableau 1. Principales familles de PR protéines incriminées dans les pollinoses et le
syndrome oral (OAS). Les allergénes polliniques sont en gras, les allergénes responsables
de syndromes oraux sont en italiques.

Familles: | Protéines: Allergénes:

PR-2 Glucanases Olee 9, Musa b

PR-3 Chitinases |, II, IV-VII Cry j chitinase

PR-5 Protéines Thaumatin-like Cupa3,Cups3,Juna3,Juno 3,

Junv 3, Thu oc 3,
Pruav 2, Mald 2, Cap a 1, Act d 2,
Actc 2, Mus a 4

PR-8 Chitinases Il Zizm 1
PR-10 Protéines PR-10 Bet v 1-like Alng1,Betv1,Corai

Apig 1, Dauc 1, Mald 1, Pruav 1
PR-12 Défensines Amb a4, Artv 1

PR-14 LTP (Protéines de Transfert des Lipides) | Artv3,0lee 7, Parj2,Plaa3
Cor a 8, Mal d 3, Pru ar 3, Pru p 3,
Zeam 14




Tableau 2. Liste des structures tridimensionnelles des allergenes polliniques disponibles a la Protein Data Bank.

Espéce végétale Allergene (famille) Code PDB Structure Réf.
Bouleau Betv1 1B6F, 1BTV, 1BV1, 1FM4, 1FSK, | Cristallo. [1,3-
(Betula verrucosa) 1LLT, 1QMR, 4A80, 4A81, 4A83, | et RMN 13]
4A84, 4A85, 4A86, 4A87, 4A88,
4A8G, 4A8U, 4A8YV, 4B9R, 4BK6,
4BK7, 4BKC, 4BKD, 4BTZ,
AMNS,4QlIP, 4Z3L,
Hétre PR10 Bet v1-like 6ALK RMN [14]
(Fagus sylvatica)
Lupin PR10 Bet v1-like 1ICX, 1IFV, 1XDF, 2QIM, 3E85 Cristallo. [15-
(Lupinus albus) 17]
Luzerne PR10 Bet v 1-like 4Q0K Cristallo. [18]
(Medicago truncatula)
Millepertuis PR10 Bet v 1-le 3IES Cristallo. [19]
(Hypericum perforatum)
Arabette Arat8 1A0K, 3NUL Cristallo. [20]
(Arabidopsis thaliana) (profiline)
Armoise Artv4 5EMO, 6B6)J Cristallo. [21]
(Artemisia vulgaris) (profiline)
Bouleau Betv2 1CQA, 5NZB, 5NZC Cristallo. [22-
(Betula verrucosa) (profiline) 23]
Mais (Zea mays) Zeam12 S5FEF Cristallo. [24]
(profiline)
Fléole des prés Phip 1 IN10 Cristallo.
(Phleum pratense) (expansine)
Mais Zeaml1 2HCZ Cristallo. [25]
(Zea mays) (expansine)
Fléole des prés Phlp 2 1BMW, 1WHO, 1WHP, 2VXQ Cristallo. [26-
(Phleum pratense) (groupe 2) et RMN 27]
Phlp 3 2JNZ, 3FT1, 3FT9 Cristallo. [28]
(groupe 2)
Phlp 4 3TSH, 3TSJ, 4PVH, 4PVJ, 4PVK, Cristallo. [29,
(groupe 4, GO) 4PWB, 4PWC 30]
Chiendent pied de poule Cynd4 4DNS Cristallo. [31]
(Cynodon dactylon) (groupe 4, GO)
Fléole des prés Phlp 5 1L3P Cristallo. [32]
(Phleum pratense) (groupe 5, ribonu-
cléase)
Phl p 6 (groupe 6) INLX Cristallo.
Ambroisie Amb t 5 (groupe 5) 1BBG, 2BBG, 3BBG RMN
(Ambrosia trifida)
Olivier (Olea europaea) Ole e 6 (groupe 6) 1SS3 RMN [33]
Bouleau Betv4 1H4B RMN [34]
(Betula verrucosa) (polcalcine)
Chénopode Chea3 20P0O Cristallo. [35]
(Chenopodium album) (polcalcine)
Fléole des prés Phip 7 1K9U, 2LVJ, 2LVK, 50T) Cristallo. [36-
(Phleum pratense) (polcalcine) 38]
Pervenche de Madagascar | Catr 1 (cyclophiline) 2MC9 RMN [39]
(Catharanthus roseus)
Armoise Artv1 2KPY RMN [40]
(Artemisia vulgaris) (defensine)
Plantain Plal1 (Ole e 6-like, 478W Cristallo. [41]
(Plantago lanceolata) Inhibiteur trypsique)
Genévrier d’Ashe Junail 1PXZ Cristallo. [42]
(Juniperus ashei) (pectate lyase)
Cryptomeria Cry j chitinase S5H7T Cristallo.

(Cryptomeria japonica)







Tableau 3. Séquences d'épitopes T identifiées dans les allergénes polliniques du bouleau
(Bet v 1), de la fléole (Phl p 1), du paturin (Poa p 1), du cryptomeria (Cry j 1) et de I'ambroisie
(Amb a 5). Les acides aminés chargés (D,E et K,R) sont en caractéres gras. Les
conformations minimisées représentées dans ce tableau (épitopes linéarisés), sont celles qui
s'adaptent a la corbeille du CMH-Il des TCR.

Allergéne: | Epitope T: Réf.

Bet v 1 DHTNFKYNYSVI [47]

Phip 1 [48]
[49]
Poap 1
[50]
Cryj1

[51]
Amb a5




Tableau 4. Liste des allergénes moléculaires, naturels (n) et recombinants (r), disponibles
pour le diagnostic des pollinoses, a l'aide de la biopuce ISAC (Aln g: aulne, Amb a:
ambroisie, Art v: armoise, Bet v: bouleau, Che a: chénopode, Cor a: noisetier, Cup a: cyprés
bleu, Cyn d: chiendent pied de poule, Fra e: fréne, Mer a: mercuriale, Ole e: olivier, Phl p:
fléole, Pho d: palmier dattier, Pla a: plantain, Par j: pariétaire, Sal k: soude).

Allergéne naturel: | Protéine: Allergéne recombinant: | Protéine:
nCyn d 1 expansine rPhlp 1 expansine
nPhlp 4 groupe 4 Graminées | rPhlp 2 -
nAmb a 1 Pectate lyase rPhip 5 groupe 5/6 Graminées
nCry j 1 - rPhlp 6 -
nCup a1 - rAling 1 PR-10
nArt v 1 Défensine rBet v 1 -
nArtv 3 LTP rCor a1 -
nOlee 7 - rBetv 2 Profiline
nPhod 2 Profilin rPhlip 12 -
nPlaa?2 Polygalacturonase rMer a 1 -
nSal k 1 Pectine méthyl- rPhip 7 Polcalcine
estérase rBetv 4 -
rChe a 1 Famille Ole e 1
rPla a 1 -
rPhlp 11 -
rParj2 LTP
rPlaa3 -
rOlee 9 Glucanase
rPla a 1 Invertase inhibiteur

rBetv 6

Isoflavone réductase




Tableau 5. Liste des allergénes moléculaires, naturels (n) et recombinants (r), disponibles
pour le diagnostic des pollinoses, a l'aide de la biopuce ALEX (Aln g: aulne, Amb a:
ambroisie, Art v: armoise, Bet v: bouleau, Che a: chénopode, Cor a: noisetier, Cup a: cyprés
bleu, Fra e: fréne, Ole e: olivier, Phl p: fléole, Pho d: palmier dattier, Pla a: plantain, Par j:

pariétaire).
Allergéne naturel: Protéine: Allergéne recombinant: Protéine:
nLol p 1 expansine rPhip 1 expansine
nOle e 1 groupe 1 Olivier | rPhlp 2 -
nCup a 1 Pectate lyase rPhlp 5 groupe 5/6 Graminées
nPhod 2 Profiline rPhlp 6 -
rAlng 1 PR-10
rBet v 1 -
rCora -
rBetv 2 Profiline
rOle e 2 -
rPhlp 12 -
rAlng 4 Polcalcine
rPhip 7 -
rArt v 1 Défensine
rAmb a 4 -
rChe a 1 Famille Ole e 1
rFrae 1 -
rArtv 3 LTP
rParj2 -
rAmb a 1 Pectate lyase
rPla a1 Invertase inhibiteur
rBet v 6 Isoflavone réductase




Tableau 6. Allergénes polliniques responsables de réactions croisées avec des allergenes

alimentaires (syndromes pollen-fruit et pollen-légumes).

Famille d'allergenes Allergenes | Plante Origine
LTP (PR-14) Amb a 6 Ambroisie (Ambrosia artemisiifolia) | Pollen
Artv 3 Armoise (Artemisia vulgaris) -
Olee7 Olivier (Olea europea) -
Plaa3 Platane (Platanus acerifolia) -
Apig 2 Céleri (Apium graveolens) Racine
Brao3 Chou (Brassica oleracea) Feuilles
Cans3 Cannabis (Cannabis sativa) -
Cits 3 Orange (Citrus sinensis) Fruit
Cuc m LTP | Melon (Cucumis melo) -
Dauc3 Carotte (Daucus carota) Racine
Mus a 3 Banane (Musa acuminata) Fruit
Mal d 3 Pomme (Malus domestica) -
Pru ar 3 Abricot (Prunus armeniaca) -
Prup 3 Péche (Prunus persica) -
Sina3 Moutarde (Sinapis alba) Graine
Proteines Bet v 1-like (PR-10) | AIn g 1 Aulne (Alnus glutinosa) Pollen
Betv 1 Bouleau (Betula verrucosa) -
Apig 1 Céleri (Apium graveolens) Racine
Mal d 1 Pomme (Malus domestica) Fruit
Prup 1 Péche (Prunus persica) -
Glym4 Soja (Glycine max) Graine
Profilines Amba 8 Ambroisie (Ambrosia artemisiifolia) | Pollen
Artv 4 Armoise (Artemisia vulgaris) -
Betv 2 Bouleau (Betula verrucosa) -
Chea?2 Chénopode (Chenopodium album) | -
Olee?2 Olivier (Olea europea) -
Apig 4 Céleri (Apium graveolens) Racine
Cucm?2 Melon (Cucumis melo) Fruit
Dauc4 Carotte (Daucus carota) Racine
Prup 4 Péche (Prunus persica) Fruit
Sina4 Moutarde (Sinapis alba) Graine
TLP (PR-5) Cups3 Cyprés (Cupressus sempervirens) | Pollen
Mal d 2 Pomme (Malus domestica) Fruit
Prup 2 Péche (Prunus persica) -
Pru av 2 Cerise (Prunus avium) -






