7. Evaluation de I'allergénicité
potentielle (protéines)

dans les aliments dérivés de plantes
a ADN recombiné

Allergies alimentaires

Les allergies alimentaires sont des troubles déclenchés par un produit ou un ingrédient
alimentaire qui, habituellement, n'engendre pas de tels effets, eux-mémes provoqués par une
réaction anormale du systéme immunitaire a une ou plusieurs protéines spécifiques présentes
dans l'alimentation. Les véritables allergies alimentaires peuvent mettre en jeu plusieurs types de
réponses immunitaires (Sampson et Burks, 1996).

Les allergies alimentaires les plus courantes sont induites par des anticorps qui sont des
immunoglobulines de classe E (IgE) spécifiques d'un allergéne?!. Les réactions induites par des
IgE sont dites d'hypersensibilité immédiate car les symptdmes apparaissent entre quelques
minutes et quelques heures apres l'ingestion de l'aliment incriminé. Les IgE peuvent induire des
allergies au pollen, aux spores des moisissures, aux pellicules de la peau des animaux, au venin
d'insectes et a d'autres stimuli présents dans I'environnement ainsi qu'a I'alimentation. Les
réactions induites par des IgE affectent peut-étre 10 a 25% de la population des pays développés
(Mekori, 1996).

Les allergies d'origine alimentaire forment une faible fraction des maladies allergiques,
puisqu’elles touchent moins de 2,5% de la population dans les pays développés. Les nourrissons
et les jeunes enfants sont plus fréquemment sujets a des allergies alimentaires induites par des
IgE que les adultes; la prévalence parmi les enfants 4gés de moins de trois ans peut atteindre 5 a
8% (Bock, 1987; Sampson, 1990a).

Les véritables allergies alimentaires incluent aussi des réactions a médiation cellulaire qui
font intervenir des lymphocytes sensibilisés localisés dans des tissus, plutdét que des anticorps
(Sampson, 1990). Dans les réactions induites par des cellules, 'apparition des symptémes se
produit plus de huit heures apres l'ingestion de I'aliment. Le role des aliments dans les réactions
a médiation cellulaire n'est pas encore établi avec certitude (Burks and Sampson, 1993) mais la
maladie coeliaque?2, également connue sous le nom d'entéropathie d'intolérance au gluten,
affecte une personne sur 300 a 3 000, selon sa localisation géographique. Les allergies
alimentaires, induites par I'IgE et 'entéropathie d’intolérance au gluten sont traitées par des
régimes qui proscrivent la consommation de certains aliments. Comme dans les deux cas, le
seuil de déclenchement est une dose faible, il convient de se montrer tres prudent pour prescrire
des régimes sans danger et efficaces.

La Commission du Codex Alimentarius a publié une liste des aliments allergisants
(associés a des réactions induites par I'I[gE) les plus courants a l'échelle mondiale, liste qui
comprend l'arachide, le soja, le lait, les ?ufs, les poissons, les crustacés, le blé et les noix portées
par des arbres. Ces denrées fréquemment allergénes sont a l'origine de plus de 90% de toutes les
réactions allergiques modérées a aigués aux aliments, bien que de nombreuses publications
aient mis en évidence plus de 160 produits alimentaires capables de causer des réactions
allergiques sporadiques (Hefle et al., 1996).

Les réactions allergiques aux fruits et légumes frais, qui comprennent le «syndrome
d'allergie orale» sont également assez répandues (Parker et al., 1990) mais ces aliments ne

21 L'immunoglobuline
E (IgE) est un anticorps
protéique qui reconnait
un allergéne. Elle cir-
cule dans le sang et se
fixe a la surface de cel-
lules spécifiques (baso-
philes et mastocytes).
La liaison entre une
IgE présente a la sur-
face d'une de ces cel-
lules et un allergéne
provoque la sécrétion
de médiateurs chimi-
ques qui déclenchent
les symptomes associés
aux réactions allergi-
ques.

21 |'entéropathie par
intolérance au gluten
est un syndrome de
malabsorption caracté-
risé, entre autres, par
la maigreur, I'anémie,
la diarrhée et les dou-
leurs osseuses.
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Tableau 7.1. Séquences de protéines allergenes d’origine végétalel

Espéce Nom commun Allergéne Synonyme/fonction Accession?
Arachis hypogea arachide Arah 1 Clone P41b 134402
Clone 5A1 L33402
Clone P17 138853
Lectine d’arachide Agglutinine S14765
Bertholletia exceisa Noix du Brésil Bere 1l albumine 2S (géne BE2S1) X54490
Brassica juncea Moutarde d’Inde Bra j IE-L albumine 2S grande chaine S35592
Bra j IE-S albumine 2S petite chaine S35591
Carica papaya Papaye Papaine M15203
Glycine max Soja Glycinine Sous-unité AlaBx X02985
Sous-unité A2Bla Y00398
Sous-unité A3B4 M10962
Sous-unité G1 X15121
Sous-unité G2 X15122
Sous-unité G3 X15123
béta-Conglycinine Sous-unité alpha X17698
Sous-unité CG4 S44893
Lectine de soja Agglutinine de soja K00821
Inhiteur de trypsine Sous-type KTi-s X80039
Kuntz
Sous-type KTi -a X64447
Sous-type KTi -b X64448
Hordeum vulgare orge Horv 1 alpha-amylase/trypsin S26197
inhibitor
Hor v 1 Inhibiteur P32360
alpha-amylase/trypsine
Malus domestica pomme Mal d 1 Profiline X83672
Oryza sativa riz RAP Protéine allergéne du riz X66257
RAG1 allergéne 1 du riz D11433
RAG2 allergene 2 du riz D11434
RAG5 allergene 3 du riz D11430
RAG14 allergene 14 du riz D11432
RAG17 allergéne 17 du riz D11431
Phaseolus vulgaris haricot PR-1 Protéine reliée a S11929
la pathogénése PR1
PR-2 Protéine reliée a S11930
la pathogénese PR2
Sinapis alba Moutarde blanche Sinal.l Inhibiteur albumine S54101
2S/amylase
Sinal.2 Inhibiteur albumine PC1247
2S/amylase
Triticum aestivum WGA Agglutinine A du germe M25536
de blé
WGA Agglutinine D du germe M25537
de blé
Triticum durum Blé dur WGA Agglutinine du germe J02961
de blé
Triticum turgidum blé poulard Allergéne 16K Inhibiteur de S19296

I'alpha-amylase

1 Adaptation de Metcalfe et al. (1996).
2 Bases de données du domaine public: GenBank/EM BL/Genpept ver 86.0, SWISSPROT ver 30, PIR ver 41.
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figurent pas sur la liste de la Commission du Codex alimentarius d’une part parce que les

symptomes sont généralement modérés et limités a la région oro-pharyngée et d’autre part parce

que les allergenes sont thermolabiles et ne résistent pas a la digestion. La liste mentionne aussi

des céréales renfermant du gluten (blé, seigle, orge, avoine et épeautre) qui sont impliquées dans

I'étiologie de l'entéropathie d'intolérance au gluten. Le tableau 2 présente une synthéese des

séquences de protéines allergéniques contenues dans les aliments d’origine végétale, avec leurs

numeéros d’ordre pour retrouver les séquences dans les bases de données pertinentes.

Presque tous les allergenes alimentaires sont des protéines, bien que d'autres substances

alimentaires, telles les haptenes?3 puissent intervenir dans le processus allergique. De méme, les

protéines de la prolamine du blé, du seigle, de I'orge, etc. contribuent au déclenchement de

l'entéropathie d'intolérance au gluten. Si les plantes cultivées qui servent a la production de

denrées de base contiennent des milliers de protéines différentes, relativement peu d'entre elles

sont allergisantes. La répartition de ces protéines varie entre les différentes parties de la plante et

peut étre influencée par des facteurs de I'environnement, comme le climat et I'exposition aux

maladies. Les techniques de sélection classiques suppriment ou augmentent la diversité des

protéines présentes dans I'approvisionnement vivrier, mais elles ont eu peu ou pas d'effet sur le

pouvoir allergisant de nos principaux aliments.

Allergénicité potentielle des aliments dérivés

de plantes a ADN recombiné

Lallergénicité potentielle est a prendre en considération quand des protéines sont introduites

dans le régime alimentaire par des produits dérivés de plantes a ADN recombiné, surtout s’il
n’existe pas d’historique de leur consommation, si la source ne peut pas étre facilement identifiée
ou s'il s’agit de versions recombinées de protéines provenant de sources différentes. La méthode
actuelle d’évaluation de I'allergénicité est présentée a I'’Annexe sur I'Evaluation de I'allergénicité
potentielle de la Directive du Codex (présentée a I’Annexe 2 du présent document). Comme il
n’existe pas de méthodes définitives qui permettent de prédire la relation d’une réaction

allergique chez 'homme avec une protéine
nouvellement exprimée, le Codex recommande d’utiliser
une approche au cas par cas, progressive et intégrée
pour évaluer 'allergénicité potentielle des protéines
nouvellement exprimées. Cette approche, reproduite
dans son intégralité dans les passages qui suivent, prend
en compte les preuves provenant de différents types
d’information et de données, car aucun critere n’est a lui
seul suffisamment prédictif.

La Directive du Codex décrit les méthodes
d’évaluation de I'allergénicité, non seulement dans
I'’Annexe (voir plus haut), mais aussi dans les paragraphes
41 a 43 qui sont mieux explicités ci- dessous.

Stratégie d’évaluation
de l'allergénicité

Les étapes initiales de I'évaluation de l'allergénicité
potentielle de toute protéine nouvellement exprimée
consistent a déterminer 1'origine de la protéine
introduite; toute similitude significative entre la
séquence d'acides aminés de la protéine et celle des
allergenes connus; ses propriétés structurelles, y

23 Les haptenes sont
de petites molécules
susceptibles d'interagir
avec les protéines du
corps ou des protéines
de I'alimentation et de
rendre ces protéines
allergisantes.

DIRECTIVE DU CODEX PARAGRAPHE 41. Quand la ou les
protéine(s) résultant du géne inséré est présente dans les ali-
ments, son allergénécité potentielle devrait étre évaluée dans
tous les cas. Une approche au cas par cas, progressive et inté-
grée utilisée dans I'évaluation de Iallergénicité potentielle de(s)
nouvelle(s) protéines exprimée(s) devrait reposer sur divers
critéres utilisés en combinaison (puisqu’aucun critere n’est a
lui seul suffisamment prédictif pour I'allergénicité ou la non-
allergénicité). Comme indiqué au paragraphe 20, les données
devraient étre obtenues avec des méthodes scientifiques soli-
des. Une présentation détaillée des points a considérer se trouve
dans I’Annexe 1 au présent document.

DIRECTIVE DU CODEX PARAGRAPHE 42. Les nouvelles pro-
téines exprimées dans les aliments dérivés de plantes a ADN
recombiné devraient étre évaluées pour tout role éventuel dans
'activation d’entéropathies de sensibilité au gluten si le maté-
riel génétique exprimé est obtenu a partir de blé, seigle, orge,
avoine, ou de graines de céréales apparentées.

DIRECTIVE DU CODEX PARAGRAPHE 43. Le transfert de
genes issus d’aliments communément allergéniques et a par-
tir d’aliments connus pour induire I’'entéropathie de sensibilité
au gluten chez les sujets sensibles devrait étre évité a moins
que ne soit documenté le fait que le gene en question ne code
pas pour un allergéne ou pour une protéine impliquée dans
I'entéropathie de sensibilité au gluten.
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Encart 7.1. Principaux parameétres utilisés dans les évaluations de l'allergénicité

Source de la protéine

En tant qu’élément de données étayant la sécurité sanitaire des
aliments issus de plantes a ADN recombiné, I'information devrait
décrire tout cas d’allergénicité associée a I'organisme donneur. Les
sources allergisantes de genes seraient définies comme les orga-
nismes pour lesquels il existe une preuve raisonnable qu’ils cau-
sent des réactions allergiques médiées par les IgE suite a des expo-
sitions par la voie orale, respiratoire ou cutanée. Connaitre la source
de la protéine introduite permet d’identifier les outils et les don-
nées pertinents a considérer pour I'évaluation de I'allergénicité.
Ceux-ci comprennent: la disponibilité de sérum a des fins de cri-
blage; le type, la gravité et la fréquence des réactions allergiques
documentées; les caractéristiques structurelles et la séquence des
acides aminés; les propriétés physicochimiques et immunologiques
(le cas échéant) des protéines allergéniques connues provenant de
cette source.

Homologie de la séquence d’acides aminés
objectif de la comparaison des homologies de séquence est d’éva-
luer a quel point la structure d'une protéine nouvellement expri-
mée est similaire a celle d’un allergéne connu. Cette information
peut indiquer si cette protéine a un potentiel allergénique. Les
recherches de I’'homologie de séquence en comparant la structure
de toute protéine nouvellement exprimée avec tous les allergénes
connus devraient étre effectuées. Ces recherches devraient étre
menées en utilisant différents algorithmes tels que FASTA ou
BLASTP24, afin de prédire toute similitude structurelle générale.
Des stratégies, telles que des recherches par étapes de segments
d’'acides aminés contigus identiques peuvent étre effectuées pour
déterminer les séquences qui peuvent constituer des épitopes linéai-
res. La taille des segments d’acides aminés contigus recherchée
devrait étre fondée sur une base scientifique justifiée en vue de
minimiser la possibilité d'obtenir de faux négatifs ou de faux posi-
tifs25. Pour obtenir des résultats biologiquement pertinents, il fau-
drait adopter des méthodes de recherche et d’évaluation validées.

La réactivité croisée des IgE entre une protéine nouvellement
exprimée et un allergene connu devrait étre considérée comme pos-
sible quand il y a plus de 35% d'identité pour un segment de 80
acides aminés ou plus (FAO/OMS 2001) ou selon un autre critére
scientifiquement justifié. Toutes les informations résultant de la
comparaison de I'homologie de séquence entre la protéine nouvel-
lement exprimée et les allergénes connus devraient étre rapportées
pour permettre une évaluation scientifiquement fondée au cas par
cas.

Les recherches d'homologie de séquence ont certaines limites.
En particulier, les comparaisons se limitent aux séquences d'aller-
genes connus se trouvant dans les banques de données accessi-
bles au public et la littérature scientifique. Il y a également des
limites dans la capacité de ces comparaisons a détecter des épi-
topes non contigus capables de se fixer eux-mémes spécifiquement
aux anticorps IgE.

Un résultat négatif d'homologie de séquence indique que la pro-
téine nouvellement exprimée n'est pas un allergene connu et qu'elle

24 FASTA est un logiciel qui utilise la méthode de W. Pearson et D. Lipman
(Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 85: 2444-2448, 1988) pour rechercher des simi-
litudes entre une séquence (séquence requéte) et un groupe quelconque de
séquences (séquence banque de données) (http://fasta.bioch.virginia.edu/). Le
programme BLAST (basic local alignment search tool) utilise une stratégie fon-
dée sur la correspondance entre les fragments de séquence, au moyen d’'un
modele statistique puissant mis au point par S. Karlin et S. Altschul (Proc.
Natl. Acad. Sci. USA, 87: 2264-2268, 1990), pour trouver les meilleurs ali-
gnements locaux. BLASTP est le programme BLAST du NCBI pour comparer

n'est pas susceptible d'avoir une réactivité croisée avec des aller-
genes connus. Un résultat indiquant I'absence d'une homologie de
séquence significative devrait étre pris en compte avec I'ensemble
des autres données découlant de cette stratégie lorsqu'on évalue
le potentiel allergénique de protéines nouvellement exprimées. Des
études approfondies devraient étre menées lorsque cela s'avere
nécessaire (voir aussi plus loin Dépistage avec des sérums ciblés).
Un résultat positif d'homologie de séquence indique que la pro-
téine nouvellement exprimée est susceptible d'étre allergénique.
Si le produit devait étre considéré plus avant, il devrait étre évalué
au moyen de sérum provenant des personnes sensibles a la source
allergénique identifiée.

Résistance a la pepsine

La résistance a la digestion par la pepsine a été observée pour dif-
férents allergenes alimentaires; il existe donc une corrélation entre
la résistance a la digestion par la pepsine et le potentiel allergéni-
que26, Par conséquent, la résistance d’'une protéine a la dégrada-
tion en présence de pepsine sous les conditions appropriées indi-
que qu'’il faut mener une analyse plus poussée pour déterminer si
la protéine nouvellement exprimée est allergénique. L'établissement
d’un protocole de dégradation de la pepsine cohérent et bien validé
pourrait améliorer I'utilité de cette méthode. Cependant, il faudrait
prendre en compte le fait que I'absence de résistance a la pepsine
n’exclut pas que la protéine nouvellement exprimée puisse étre un
allergéne avéré. Bien que le protocole de résistance a la pepsine
soit fortement recommandé, il est reconnu que d’autres protoco-
les de sensibilité aux enzymes existent. Ces autres protocoles peu-
vent étre utilisés lorsque les justifications adéquates sont appor-
tées?7.

Dépistage avec des sérums ciblés

Pour les protéines provenant d’une source allergénique connue, ou
qui ont une homologie de séquence avec un allergéne connu, des
tests immunologiques devraient étre effectués lorsque les sérums
existent. Les sérums de personnes qui ont une allergie clinique-
ment reconnue a la source de protéine peuvent étre utilisés pour
tester la fixation spécifique de la protéine aux anticorps de la caté-
gorie IgE dans des essais in vitro. La question critique pour de tels
essais sera la disponibilité de sérums humains provenant d’un nom-
bre suffisant de personnes?28. De plus, la qualité des sérums et la
procédure d'essai doivent étre normalisées pour donner un résul-
tat de test valide. Pour les protéines provenant de sources non
connues pour étre allergéniques et qui ne présentent pas d'homo-
logie de séquence avec un allergéne connu, un criblage ciblé de
sérum, peut étre envisagé lorsque ces tests, tels que décrits au
paragraphe qui suit, sont disponibles.

Dans le cas d'une protéine nouvellement exprimée dérivée d'une
source allergénique connue, un résultat négatif lors d'essais immu-
nologiques in vitro ne doit pas étre considéré comme suffisant,
mais devrait inciter a mener des essais supplémentaires, tels que
le recours possible a des tests cutanés et a des protocoles ex vivo29.
Un résultat positif a de tels tests indiquerait un potentiel allergéne.

une séquence de protéines (séquence requéte) et une séquence de de protéi-
nes de la banque de données. Le programme original BLAST a été développé
au NCBI (http://www.ncbi.nih.gov/BLAST/). Un logiciel distinct, du nom de
WU-BLAST est disponible a I'Université de Washington
(http://blast.wustl.edu/).

25 On reconnaft que la consultation FAO/OMS 2001 a suggéré de faire passer
de 8 a 6 acides aminés les recherches de segments identiques. Plus la
séquence de peptides utilisée dans la comparaison progressive est petite, plus
il est vraisemblable d’obtenir des faux positifs et, inversement, plus la
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compris, sans s'y limiter, sa sensibilité a la dégradation enzymatique; et sa stabilité a la chaleur
et/ou aux traitements enzymatique et acide.

Comme aucun test unique ne peut prédire la probabilité d'une réponse IgE humaine suite
a une exposition par voie orale, la premiere étape pour caractériser des protéines nouvellement
exprimées devrait étre la comparaison de la séquence d'acides aminés et de certaines
caractéristiques physicochimiques de la nouvelle protéine exprimée avec celle d’allergenes
connus en suivant une méthode reposant sur le poids de la preuve (voir 'encart 7.1 pour une
description des principaux parametres utilisés). Cela nécessitera la purification de toutes
nouvelles protéines exprimées chez la plante a ADN recombiné, ou la synthese ou la production
de la substance a partir d’'une autre source, auquel cas le matériel devrait étre démontré
équivalent sur le plan structurel, fonctionnel et biochimique a celui produit chez la plante a ADN
recombiné. On accordera une attention particuliere au choix de ’h6te d’expression car des
modifications post-traductionnelles permises par des hotes différents (c’est-a-dire les systémes
eucaryotiques versus les systemes procaryotiques) peuvent avoir un impact sur le potentiel
allergénique de la protéine.

Il est important d’établir si la source est connue pour provoquer des réactions allergiques.
Les genes dérivés de sources allergéniques connues devraient étre présumés codants pour un
allergene, a moins que des preuves scientifiques démontrent le contraire.

Le degré d’exposition a la protéine nouvellement exprimée et les effets des procédés de
transformation alimentaire pertinents conduiront a une conclusion générale sur le potentiel de
risque pour la santé humaine. A cet égard, la nature du produit alimentaire destiné a la
consommation devrait étre prise en considération pour déterminer les types de transformation
qui seront utilisés et leurs effets sur la présence de la protéine dans le produit alimentaire final.

Comme les connaissances scientifiques et la technologie évoluent, d’autres méthodes et
outils peuvent étre examinés pour évaluer le potentiel d’allergénicité des protéines nouvellement
exprimées dans le cadre de la stratégie d’évaluation. Ces méthodes devraient étre
scientifiquement solides et comprendre un criblage ciblé de sérum (c’est-a-dire I’évaluation de
fixation sur IgE dans le sérum des individus avec des réponses allergiques validées cliniquement
pour des catégories d’aliments largement apparentés); la constitution de banques de sérum
internationales; I'utilisation de modeles animaux; et 'examen de protéines nouvellement
exprimées pour les épitopes des cellules T et les motifs structurels associés aux allergenes..
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