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Résumé

Récemment, 1’association de 1’allergene Actd2du kiwi avec I’allergene Altald’Alternaria a été mise en évidence dans la pulpe du fruit.
Cette association repose sur une interaction entre les deux allergenes dont le mécanisme reste encore mal connu. L’allergene Alta 1 diffuse a
partir de la paroi des spores d’Alternaria germant a la surface du fruit, pour migrer dans la pulpe du fruit ou il s’associe avec Actd?2. Cette
pénétration de I’allergene dans le fruit implique nécessairement un franchissement des parois et des membranes cellulaires du fruit par I’allergene.
Alta 1 emprunterait les lenticelles (stomates morts) pour franchir les parois cellulaires et des transporteurs membranaires spécifiques pour pénétrer
dans les cellules de la pulpe. L’ association des deux allergénes au sein de la pulpe s’effectuerait grace a des interactions électrostatiques, hydrophiles
et hydrophobes comme le suggerent des expériences d’ancrage moléculaire in silico. Une reconnaissance des chaines glycaniques d’Alta 1 par
la crevasse catalytique d’Actd 2, pourrait également intervenir dans cette association. D’autres fruits comme la banane ou la pomme, riches en
protéines PRS thaumatin-like, pourraient présenter ce type d’association. La pertinence clinique possible de cette association repose sur I’ observation
d’une fréquence élevée de cosensibilisations entre Actd2 et Alta1: 85 % des patients sensibilisés a Actd 2 le sont également a Alta 1. Par contre,
seulement 39 % des patients sensibilisés a Alta1le sont également a Actd 2.
© 2015 Elsevier Masson SAS. Tous droits réservés.
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Abstract

The Altal allergen of Alternaria was reported recently to interact with the Actd?2 allergen which is found inside the pulp of kiwi fruit. This
association is due to an as yet unknown interaction between these two allergens. Preceding to this interaction, Alta 1 has to spread from the spores
of Alternaria which were germinating on the surface of the fruit and then migrate into the pulp of the fruit where it associates with Actd 2. Such
migration requires that Altal has the capacity to pass through the kiwi’s exterior wall and then to pass through the plasma membrane of the
pulp cells. To react with the kiwi’s pulp cells, Altal enters the fruit via the lenticels that are scattered on its surface and then enters the pulp
cells using plasma membrane protein transporters. Once inside these cells, Alta 1 can associate with Actd 2 by means of electrostatic, hydrophilic
and/or hydrophobic interactions, as suggested by in silico molecular docking experiments. In addition to this protein—protein interaction, the glycan
moiety of N-glycosylated Alta 1 could be recognized by the electro-negatively charged groove of Actd 2, resulting in an enhanced Alta 1-Actd 2
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association. As with kiwi fruit, Alta 1 might associate with PR5 thaumatin-like proteins occurring in other fruits, such as cherry (Pru av 2), apple
(Mal d 2), and banana (Mus a 4). The potential clinical relevance of this association is illustrated by the high frequency of cosensitizations observed
between Actd2 and Alta 1 in ISAC microarray assays; up to 85% of patients sensitized to Actd 2 are also sensitized to Alta 1. Conversely, only

39% of patients sensitized to Alta 1 are also cosensitized to Actd 2.
© 2015 Elsevier Masson SAS. All rights reserved.
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1. Introduction

Alternaria alternata est un champignon saprophyte ou
endophyte extrémement répandu dans I’environnement [ 1 ]. Phy-
topathogene opportuniste responsable d’infections destructrices
(pourritures, rouilles, nécroses) de nombreuses plantes cultivées
[2], il provoque des rhinoconjonctivites et intervient également
dans I’asthme, par son allergene majeur Alta 1 [3—8]. Dans un
environnement approprié (température proche de 25 °C, humi-
dité relative élevée) [9], il sporule abondamment et ses spores
pluriseptées (conidies), de tres petite taille, pénetrent facilement
dans I’arbre bronchique [10—15]. Durant la période de sporula-
tion, qui s’étale de mai a octobre, les spores peuvent contaminer
de nombreux aliments, des fruits et des légumes en particulier.
Récemment, Goémez-Casado et al. [ 1 6] ont montré que les spores
d’A. alternata germant a la surface de fruits de kiwi contaminés,
pouvaient diffuser 1’allergene Alta 1 sans qu’il y ait formation
et envahissement du fruit par le mycélium. Des expériences
d’immunodétection cellulaire, conduites a 1’aide d’anticorps
anti-Alta 1 et anti-PRS5 de péche (Pru p 2), montraient une colo-
calisation des deux allergenes, Altalet Actd?2, dans la pulpe
du kiwi, suggérant qu’Alta 1 pouvait diffuser dans la pulpe et
s’associer a I’allergene Actd 2, protéine PRS thaumatin-like ou
TLP, pour former un complexe stable. En outre, des expériences
d’ancrage moléculaire in silico montraient que la formation d’un
complexe Alta 1-Actd?2 dépend essentiellement d’interactions
électrostatiques. Ces résultats posent néanmoins des interroga-
tions concernant notamment :

e les mécanismes qui assurent la migrationd’Alta 1 jusque dans
la pulpe du fruit;;

e les mécanismes moléculaires qui président a I’interaction des
deux allergenes ;

e la possibilité de généraliser cette interaction a d’autres cham-
pignons et a d’autres fruits.

2. Constatation biologique d’une cosensibilisation
fréquente entre Actd2et Actal

Les données extraites de 221 puces ISAC, réalisées en
routine durant 15 mois (juin 2013-septembre 2014) au labo-
ratoire d’immunologie du centre hospitalier Lyon-Sud, chez
des patients allergiques (62% d’hommes, 4ge médian:
12 ans/extrémes : 11 mois—74 ans), montrent une cosensibili-
sation assez fréquente aux deux allergeénes, Altalet Actd?2
(Tableau 1) [17]. Ainsi, 84 % des patients sensibilisés a
Actd 2 sont également sensibilisés a Alta 1. En revanche, seule-
ment 39 % des patients sensibilisés a Alta 1, le sont également
a Actd?2. Une sensibilisation a Actd2n’est pas toujours clini-
quement pertinente par rapport a une allergie au kiwi, mais une
majorité de patients cosensibilisés a Actd2 et Alta 1 présentent
des symptdmes respiratoires (7 rhinites+asthme, 1 rhinite,
1 sans manifestation de rhinite ou d’asthme et 7 patients non
documentés).

Les médianes des IgE spécifiques d’Alta 1 sont significati-
vement (p <0,01) plus élevées (5,4 ISU-E) dans le groupe des
patients cosensibilisés que dans le groupe des patients sensibi-
lisés seulement a Alta 1 (0,80 ISU-E).

3. Comment Alt a1 rentre en contact avec Actd?2 ?

L’analyse immunohistochimique d’un fruit de kiwi conta-
miné par Alfernaria montre une colocalisation des deux
allergenes dans la pulpe du fruit et cela, en I’absence d’un enva-
hissement de la pulpe par le mycélium du champignon [16]. Ce
résultat indique qu’ Alta 1 diffuse dans le fruit a partir des spores
et non du mycélium. L’allergene Alta 1 se localise essentielle-
ment dans la paroi des spores (conidies) [ 18] et au moment de la
germination de la spore, il est apparemment synthétisé en plus
grande quantité et il diffuse rapidement a I’extérieur de la spore
[19]. Ce comportement expliquerait la présence d’Alta 1 dans

Tableau 1
Dosage des IgE spécifiques et résultats des puces ISAC.

Allergenes

Altal Actd2 Altal+Actd2
Nombre et % de patients sensibilisés n=41 n=19 n=16

(19 %) (8,6 %) (7,2 %)
Médiane des IgE : (ISU-E) 3,80 0,80 Altal:5,40

Actd?2:0,71
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la pulpe du fruit en 1’absence de formation de mycélium si,
toutefois, Alta 1 est capable de traverser 1’épaisse cuticule qui
recouvre les cellules épidermiques du fruit pour diffuser a
I’intérieur de la pulpe. Alta 1 pourrait traverser cette couche de
cellules superficielles en empruntant les lenticelles dont elle est
parsemée. Ces lenticelles correspondent a des stomates morts
dont les cellules de garde demeurent écartées et ces pertuis sont
d’ailleurs utilisés par de nombreux champignons phytopatho-
genes pour envahir les tissus de la plante hote. Alta 1 doit ensuite
traverser la membrane plasmique des cellules de la pulpe pour
arriver au contact d’Actd 2. Alta 1 est une protéine a caractere
hydrophile qui exige des récepteurs/transporteurs membranaires
spécifiques pour pouvoir traverser la membrane plasmique. Les
lipocalines [20] et, en particulier, les avidines et la bradavi-
dine II [21], qui possedent une structure trés comparable a celle
d’Alta 1 (Fig. 1A-D), utilisent ce type de récepteurs pour péné-
trer dans les cellules. Bien qu’elle ne corresponde a aucune
homologie de séquences, cette homologie structurale que par-
tagent Alta 1 et les lipocalines, suggére un mécanisme analogue
d’internalisation d’Alta 1 permettant d’expliquer la diffusion
de I’allergene a I’intérieur de la pulpe du fruit. D’autre part,
I’interaction entre Alta 1 et Actd 2 pourrait étre facilitée par le
fait que, Actd 2, comme la plupart des protéines PR, est excrétée
par les cellules et se localise essentiellement au sein méme des
parois cellulaires ou elle pourrait facilement entrer en contact
avec Altal [22].

4. Mécanisme moléculaire de I’association
Altal-Actd2

Lallergene Altalposséde une structure homodimérique
constituée par l’association non covalente de deux mono-
meres structurés en tonnelet 3 (B-barrel) [23] (Fig. 1H). Les
expériences d’ancrage (docking) moléculaire, réalisées entre
AltaletActd?2[24], privilégient une interaction électrostatique
entre les deux allergenes [16]. Une région d’Alta 1, a caractere
électropositif (basique), interagirait avec la crevasse fortement
électronégative (acide) d’Actd?2. Cette crevasse a caractere
acide marqué est une caractéristique structurale et fonctionnelle
des TLP de toutes les plantes [22]. Les protéines PRS TLP sont
constituées de trois domaines : un domaine I central, constitué de
deux feuillets [ antiparalleles disposés en sandwich, encadré par
les domaines III, constitué de deux brins 3 disposés en épingle
a cheveu (B hairpin), et 11, constitué essentiellement d’hélices
a [22] (Fig. 1J). Lexistence de plusieurs résidus d’acide
aspartique (Asp/D) et d’acide glutamique (GIu/E) disposés au
centre du domaine I, délimite cette crevasse fortement acide
(Fig. 11).

Des expériences d’ancrage moléculaire réalisées a I’aide de
différents serveurs donnent des résultats souvent différents de
ceux obtenus par Gémez-Casado et al. [16]. A 1’exception des
résultats fournis par le serveur GRAMM-X [25], qui font inter-
venir la crevasse électronégative d’Actd 2 dans la formation du
complexe entre les deux allergenes (Fig. 1E), les prédictions
similaires fournies par deux autres serveurs, ZDOCK [26] et
ClusPro [27], impliquent un mélange d’interactions électrosta-
tiques, hydrophiles et hydrophobes, dans lesquelles la crevasse

catalytique d’Actd 2 n’est plus impliquée (Fig. 1F, G). Les diffé-
rences observées dans les prédictions fournies par les différents
programmes d’ancrage moléculaire s’expliquent par I’ utilisation
d’algorithmes d’ancrage et de champs de forces différents. Elles
suggerent qu’il existe dans les deux allergenes, plusieurs sur-
faces complémentaires susceptibles de s’apparier pour former
un complexe Alta 1-Actd 2.

Les résidus d’acides aspartique et glutamique de la crevasse
électronégative sont responsables d’une activité endo-f1-3-
glucanasique des TLP, qui reste néanmoins modérée [22].
Cette activité glucanasique permet aux TLP de s’associer a
des chaines glucaniques pour les scinder ultérieurement. Elle
permet d’envisager un autre mode d’interaction entre Alta 1 et
Actd?2. La séquence d’Altal possede un site putatif de N-
glycosylation Asn69-Phe-Ser dont I’exposition a la surface
de D’allergene crée des conditions géométriques favorables a
une glycosylation. L’allergene Alta 1 correspond trés vraisem-
blablement a une glycoprotéine (Fig. 1H, I). Des lors, les
deux chalnes glycaniques exposées a la surface du dimere
d’Alta 1 [23] pourraient étre facilement reconnues par la cre-
vasse acide d’Actd 2 (Fig. 11) et cette reconnaissance assurerait
I’association des deux allergenes. En fait, les deux mécanismes
d’association d’Altalavec Actd2ne sont pas incompatibles
dans la mesure ou I’emplacement des chalnes glycaniques sur
Alta 1 est suffisamment éloigné de 1’emplacement des régions
d’Alta 1 reconnues par Actd2. On peut imaginer qu’ils inter-
viennent conjointement pour renforcer 1’association des deux
allergenes.

5. Une association impliquant d’autres champignons ?

L’interaction Alta 1-Actd 2 pourrait intéresser d’autres
champignons ascomycetes apparentés au genre Alfernaria.
L’allergeéne Alta 1 possede, en effet, de nombreux homologues
chez d’autres ascomycetes de la méme famille des Pleospo-
racées ou d’autres familles apparentées [28,29]. Une analyse
deltaBLAST montre 1’existence de trés nombreux homologues
d’Alta1dans les genres Ulocladium, Sinomyces, Pleospora,
Stemphyllum, Embellisia, Nymbia et Lewia, avec des pourcen-
tages d’identité allant de 75 % jusqu’a 100 %, sans aucun espace
(gap) (Tableau 2). D’autres genres de Pleosporacées, comme
Undifilum, Bipolaris, Setosphaeria ou Pyrenophora, présentent
des homologies beaucoup moins élevées, ne dépassant que
tres rarement 50 %. Avec les genres appartenant a d’autres
familles d’ascomycetes, comme Zymoseptoria (Mycosphaerel-
lacées) ou Macrophomina (Botrysphaeriacées), les homologies
restent inférieures 2 40% et on observe un pourcentage
élevé de gaps entre les séquences. La protéine Alta 1-like
du genre Leptosphaeria (famille des Leptosphaeriacées), fait
exception avec 79 % d’homologie et aucun gap. Ces résul-
tats suggerent que d’autres especes de Pleosporacées possédent
des protéines Altal-like susceptibles d’interagir avec les
TLP de divers fruits, d’autant que toutes ces especes sont
des saprophytes ou parasites de nombreuses plantes fructi-
feres.
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Fig. 1. A, B. Similarités structurales entre le monomere d’Alta 1 (A, C) et la bradavidine II (B, D). Le monomere d’Alta | et la bradavidine II sont représentés de
profil (A, B) et de face (C, D). E. Ancrage moléculaire (serveur GRAMM-X) d’Alta 1 (dimeres de couleurs variées) sur Actd 2 (surface moléculaire colorée selon les
charges coulombiennes de surface). La fleche indique 1’emplacement de la crevasse catalytique électronégative d’ Actd 2. F. Ancrage moléculaire (serveur ZDOCK)
d’Altal (dimeres de couleurs variées) sur Actd?2 (surface moléculaire colorée selon les charges coulombiennes de surface). G. Ancrage moléculaire (serveur
ClusPro) d’Alta 1 (dimeres de couleurs variées) sur Actd 2 (surface moléculaire colorée selon les charges coulombiennes de surface). H. Structure tridimensionnelle
du dimere d’Alta 1 montrant I’emplacement des chaines glycaniques (en vert). I. Schéma montrant I’ancrage moléculaire possible des chaines glycaniques (en vert)
d’Alta 1 dans la crevasse moléculaire électronégative (en rouge) d’Actd 2. J. Structure tridimensionnelle d’ Act d 2 montrant I’emplacement de la crevasse catalytique
électronégative (astérisque). K. Cartographie des charges coulombiennes sur la surface moléculaire de 1a TLP de cerise, Pru av 2. La crevasse catalytique, fortement
électronégative, est colorée en rouge. L. Cartographie des charges coulombiennes sur la surface moléculaire de la TLP de banane, Mus a 4. La crevasse catalytique,
fortement électronégative, est colorée en rouge. M. Cartographie des charges coulombiennes sur la surface moléculaire de la TLP de pomme, Mal d 2. La crevasse
catalytique, fortement électronégative, est colorée en rouge.
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Tableau 2
Recherche de protéines homologues d’Alta 1 chez les Pleosporacées et les
familles d’ascomycetes apparentées.

Champignon (genre)  Famille % d’identité % de gaps
(espaces)
Alternaria Pleosporacées 100-90 0
Ulocladium - 94-92 0
Sinomyces - 90 0
Pleospora - 85-80 0
Stemphyllum - 84 0
Embellisia - 81-78 0
Nymbia - 80-66 0
Leptosphaeria Leptosphaeriacées 79 0
Lewia Pleosporacées 77-74 0
Undifilum - 57 1
Bipolaris - 50-21 3-12
Setosphaeria - 47 1
Zymoseptoria Mycosphaerellacées ~ 37-25 9-10
Pyrenophora Pleosporacées 33 6
Macrophomina Botryosphaeriacées 35-23 2-9

6. Une association commune a d’autres fruits ?

Plus généralement, I’interaction Altal-Alta 1-like-TLP
pourrait ainsi intéresser de nombreux fruits autres que le kiwi,
en raison du caractere ubiquitaire des protéines PRS thaumatin-
like ou TLP [30]. Ces protéines sont des allergenes reconnus
de nombreux fruits comme la banane (Mus a 4) [31] (Fig. 1L),
le mais (zeamatine) [32], la pomme (Mal d 2) [33] (Fig. 1M),
la cerise (Pru av 2) [34] (Fig. 1K), ou la sapote du sapo-
tiller (Manilkara zapota ou Achras sapota) [35]. Toutes ces TLP
ont en commun de posséder une crevasse fortement électroné-
gative, susceptible d’interagir avec les chaines N-glycaniques
d’Alta1ou des protéines Alta I-like d’autres genres de Pleo-
sporales, dont beaucoup sont glycosylées, ou avec les régions
fortement électropositives (basiques) de ces protéines. Ainsi, la
consommation de fruits contaminés par des sujets asthmatiques
sensibilisés a Alternaria pourrait éventuellement constituer un
facteur déclenchant de la crise d’asthme, au méme titre que
I’inhalation directe de spores fongiques.

7. Conclusion

La contamination fréquente des fruits de kiwi par les spores
d’A. alternata entraine une diffusion de I’allergene Altal qui
migre ensuite dans la pulpe du fruit pour s’associer a I’allergene
Actd2du kiwi. Des simulations d’ancrage moléculaire sug-
gerent que la formation du complexe Alta 1-Actd 2 repose sur
des interactions non covalentes de trois sortes : électrostatiques,
hydrophiles et hydrophobes.

En raison du caractere ubiquitaire des TLP et de I’abondance
des spores d’Alternaria dans 1’environnement, il est probable
que d’autres fruits comestibles puissent étre contaminés et déve-
lopper des complexes Alta 1-TLP similaires. Les allergenes TLP
de la pomme (Mal d 2), de la cerise (Pru av 2), de la banane
(Mus a 4), possedent les mémes caractéristiques structurales et
fonctionnelles qu’Actd 2 et pourraient s’associer a Alta 1 pour

former des complexes stables. De méme, d’autres especes de
moisissures de la famille des Pléosporacées ou d’autres familles
apparentées, posseédent des protéines Alta 1-like susceptibles
d’interagir avec les TLP. Ainsi, plusieurs genres d’ascomycetes
sécretent des protéines Alta 1-like qui partagent avec Alta 1 des
pourcentages d’identité élevés.

La présence d’un complexe Altal-Actd2dans la pulpe
du kiwi pose naturellement la question de sa pertinence
clinique. La fréquence élevée (85 %) des cosensibilisations
a Altalobservées chez les patients sensibilisés a Actd?2,
plaide en faveur d’une pertinence clinique pour 1’association
d’Altalavec Actd?2. En sens inverse, une sensibilisation aux
spores d’Alternaria (Alta 1) s’accompagne moins fréquemment
(39 %) d’une sensibilisation au kiwi (Actd 2).

La recherche d’une cosensibilisation a Altalchez des
patients sensibilisés aux allergenes PR-5TLP d’autres fruits,
serait intéressante pour vérifier les possibilités d’interaction
d’Alta 1 avec d’autres allergenes du groupe des TLP. Les aller-
genes Mal d 2de la pomme et Pru av 2de la cerise, seraient
particulierement intéressants car il s’agit de protéines qui
s’accumulent a la surface des fruits et qui, de ce fait, pourraient
facilement interagir avec Altalen cas de contamination des
fruits par des spores d’Alternaria.

8. Matériel et méthodes

Les alignements de séquences ont été effectués avec
CLUSTAL-X [36]. L’analyse deltaBLAST est effectuée sur le
serveur du National Center for Biological Information (NCBI)
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?’PROGRAM).

Les structures moléculaires des allergenes Alta 1 (code PDB
3VOR) [23], Actd 2 (code PDB 4BCT) [24], Mal d 2 (code PDB
372S3)[33],Mus a4 (code PDB 1Z3Q) [31], Pru av 2 (code PDB
2AHN) [34], et de la zeamatine (code PDB 1DUS) [32], leurs
surfaces moléculaires et les charges coulombiennes de surface,
ont été visualisées avec Chimera [37].

L’ancrage moléculaire d’Altalsur Actd2a été prédit a
I’aide des serveurs GRAMM-X [23], ZDOCK [24], et ClusPro
[25]. Les dix meilleures simulations proposées par les diffé-
rents serveurs ont été analysées. Elles sont classées suivant
un score qui prend en compte la valeur des parametres utili-
sés pour réaliser I’ancrage de type rigid-body (sans possibilité
de déformations des structures protéiques) des deux protéines :
surfaces complémentaires, interactions électrostatiques, inter-
actions hydrophiles, interactions hydrophobes, énergies libres
les plus favorables a une bonne stabilité du complexe, etc.
Ces parametres ainsi que les champs de force (ensemble des
parametres énergétiques qui assurent la liaison des atomes de
la molécule protéique) utilisés, varient sensiblement selon les
serveurs.

Les résultats de 1’ancrage moléculaire sont visualisés avec
Chimera.
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