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ésumé

Les fruits du kiwi vert (Actinidia  deliciosa) et jaune (Actinidia  chinensis), sont devenus une source importante d’allergies alimentaires en Europe
e l’Ouest, pour les enfants comme pour les adultes. Les allergènes responsables correspondent essentiellement à des allergènes typiques de fruits,
omme Act d 8 (protéine PR10 Bet v 1-like), Act d 2 (TLP ou protéine thaumatin-like) et une chitinase. Tous ces allergènes du kiwi vert, Actinidia
eliciosa, ont leurs contre-parties dans le kiwi jaune, A.  chinensis. Récemment, deux autres allergènes appartenant à la superfamille des cupines
Act c 12) et à la famille des albumines 2S (Act c 13), présents dans les graines du kiwi jaune, ont été identifiés. Il s’agit d’allergènes cachés,
esponsables de réactions croisées avec l’arachide et les fruits à coque. Les épitopes B séquentiels d’Act c 12 ont été identifiés en utilisant une
pproche in silico. Ils ont été localisés sur la surface du modèle tridimensionnel de la protéine après avoir été identifiés à partir des alignements de
équences des cupines d’arachide et de fruits à coque. Seuls les acides aminés exposés à la surface du modèle d’Act c 12 ont été retenus comme
onstituants des épitopes B. Ces régions épitopiques présentent d’importantes homologies de conformation et de séquence avec les épitopes B
econnus à la surface des légumines d’arachide (Ara h 3) et de fruits à coque. Act c 12 constitue un exemple intéressant d’allergène caché de fruit,
usceptible de déclencher des réactions allergiques chez les patients sensibilisés aux cupines d’arachide ou de fruits à coque.

 2017 Elsevier Masson SAS. Tous droits réservés.

ots clés : Act c 12 ; Globulines 11S ; Légumine ; Structures tridimensionnelles ; Épitopes B ; Réactivité croisée

bstract

Kiwi fruit (Actinidia  deliciosa, A.  chinensis) is an important source of food allergy in children and adults in Western countries. The allergens
esponsible for this food allergy consist primarily of typical fruit allergens, e.g. the PR10 Bet v 1-like allergen Act d 8, the cysteine protease actinidin
ct d 1, the TLP Act d 2, and a chitinase. All of these allergens from A.  deliciosa  fruits have their counterparts in A.  chinensis  fruits. Recently,

wo other allergens belonging to the cupin superfamily (Act c 12) and the 2S albumin family (Act c 13), found in the kernels of A.  chinensis  fruit,
ave been identified as hidden fruit allergens responsible for IgE-binding cross-reactivity with peanuts and tree nuts. The sequential IgE-binding
 silico
pitope regions of Act c 12 were predicted using a combination of in
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ere predicted on a three-dimensional model of the protein from the amino a
upins of peanuts and tree nuts. Residues of the sequence stretches exposed
egions of Act c 12. In addition to their conformational similarities, these pu
ith the corresponding IgE-binding regions of peanut and tree-nut cupin alle

ruit allergen likely to trigger allergic responses in individuals previously se
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 predictive approaches. Sequential IgE-binding epitopes of Act c 12
croisée entre Act c 12 et les allergènes globulines 11S des graines :
http://dx.doi.org/10.1016/j.reval.2016.11.002

cid sequence comparisons of the IgE-binding regions of cross-reacting
 at the molecular surface were assigned as cross-reacting IgE-binding
tative IgE-binding epitopes share a high degree of sequence similarity
rgens. The Act c 12 allergen offers an interesting example of a hidden
nsitized to peanut and other three-nut cupin allergens.

pitopes; IgE-binding cross-reactivity

dx.doi.org/10.1016/j.reval.2016.11.002
http://www.sciencedirect.com/science/journal/18770320
dx.doi.org/10.1016/j.reval.2016.11.002
mailto:pierre.rouge@free.fr
dx.doi.org/10.1016/j.reval.2016.11.002


ARTICLE IN PRESSModele +
REVAL-995; No. of Pages 9

2 e d’al

1

j
p
o
e
a
a
m
r
fi
L
t
t
i
t
o
l
o
a

e
[
à
a
l
g
d
à
l
g
p
c
f
q
c
c
g
m
m
[

l
q
e
m
c
d
s
l
m
d
S
F
d
[

e
l
e
c
d
(
c
A
s
p
a
j
d
(
c

2

j
d
a
A
(
l
A
s
a
F
a
s
A
n
P
P
n
i
A
A
a
(

C
m
c
o
p
P
P
b
d

 A. Barre et al. / Revue français

.  Introduction

L’allergie au kiwi, kiwi vert (Actinidia  deliciosa) ou kiwi
aune (Actinidia  chinensis), s’est répandue dans les pays euro-
éens depuis quelques années [1,2]. À l’exception de l’Islande,
ù la symptomatologie des allergies au kiwi peut être sévère,
lle se traduit essentiellement par des symptômes oraux dans les
utres pays européens. Souvent associée à une allergie pollinique
u bouleau en Europe de l’Ouest, cette association est beaucoup
oins fréquente en Europe de l’Est [1]. Au Royaume-Uni, des

éactions sévères ont été rapportées dans des proportions signi-
catives (18 % des sujets), chez les enfants en particulier [3].
’allergène Act d 1 ou actinidine, est une protéase à cystéine
rès résistante [4,5], souvent associée à la sévérité des symp-
ômes [6]. D’autres allergènes caractéristiques des fruits ont été
dentifiés dans le kiwi vert [7,8] : Act d 2 (TLP ou protéine
haumatin-like), Act d 5 ou kiwelin [9], Act d 6 et Act d 7 (PME
u pectine méthylestérases), Act d 8 (protéine PR-10 Bet v 1-
ike) et Act d 9 (profiline). Les TLP ou protéines thaumatin-like
nt été incriminées dans de nombreuses réactions croisées et
llergies croisées [10–12].

Récemment, deux allergènes du groupe des cupines, Act c 12,
t des albumines 2S, Act c 13, ont été identifiés dans le kiwi
13,14]. Ces allergènes, présents dans les graines, correspondent

 des allergènes masqués, responsables de réactions croisées
vec d’autres cupines de graines, notamment les cupines de
’arachide et des fruits à coque [14]. Les cupines sont des aller-
ènes ubiquitaires, abondamment représentés dans les graines
e toutes les espèces de dicotylédones [15]. Elles correspondent

 trois types de molécules : les vicillines ou globulines 7S,
es légumines ou globulines 11S et les germines ou protéines
ermin-like, qui sont également des globulines 7S. Toutes ces
rotéines sont bâties sur le même patron structural, le motif
upine, qui est une structure monomérique comportant deux
aisceaux de feuillets disposés en coupe (d’où le nom de cupine
ui vient du Latin cupa). Les vicillines et les germines sont
onstituées de trois ou six monomères associés de façon non
ovalente pour former un homotrimère applati, de forme trian-
ulaire (7S). Les légumines possèdent une structure identique
ais résultent de l’association non covalente de deux homotri-
ères pour former un homohexamère plus volumineux (11S)

16].
De nombreux allergènes des graines correspondent à des

égumines ou globulines 11S. Ce sont des protéines de réserve
ui se concentrent dans les corps protéiques de l’albumen
t des cotylédons de la graine. Ils constituent des allergènes
ajeurs dans les graines d’arachide (Ara h 3) et des fruits à

oque (Ana o 2 de la noix de Cajou, Ber e 2 de la noix
’Amazonie, Car i 4 de la noix de Pécan, Cor a 8 de la noi-
ette, Jug r 4 de la noix, Pis v 2 de la pistache, Pru du 6 de
’amande). On les retrouve également dans les graines de légu-
ineuses (Cic a 6 du pois chiche, Gly m 6 du soja, conglycinine

u lupin, légumines du pois et de la lentille), le sarrasin (Ses i 6 et
es i 7) et le sésame (Fag e 1 du Fagopyrum  esculentum  et
Pour citer cet article : Barre A, et al. Bases moleculaires de la réactivité 
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ag t 1 du F.  tartaricum). Comme les vicillines, les légumines
onnent lieu à des réactivités croisées souvent très étendues
17–21].
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Récemment, une réactivité croisée a été mise en évidence
ntre l’allergène masqué Act d 12 des graines de kiwi et
es cupines 11S de l’arachide, de l’amande, de la noisette
t, plus rarement, de la noix [13,14]. Une comparaison de la
onformation des régions épitopiques sur la surface moléculaire
’Act c 12 et des autres allergènes du groupe des cupines 11S
légumines) a été entreprise afin de préciser les bases molé-
ulaires qui sous-tendent cette réactivité croisée. L’allergène
ct c 12 d’Actinidia  chinensis  a été choisi comme modèle car la

équence d’Act d 12, la cupine 11S d’Actinidia  deliciosa, n’est
as disponible. La proximité structurale de deux cupines 11S
ppartenant à deux espèces végétales étroitement apparentées,
ustifie ce choix. Ainsi, le séquençage de quelques peptides issus
e l’hydrolyse d’Act d 12, montre un degré d’identité important
98 % d’identité sur 66 acides aminés alignés) avec les régions
orrespondantes d’Act c 12 [13].

.  Matériel  et  méthodes

Les séquences des légumines (globulines 11S) du kiwi
aune (Actinidia  chinensis, Act c 12, accession ABB77213.1),
e la noix de Cajou (Anacardium  occidentale, Ana o 2,
ccession AAN76862.1), de l’ arachide (Arachis  hypogaea,
ra h 3, accession AAM46958.1), de la noix d’Amazonie

Bertholletia excelsa, Ber e 2, accession AA038859.1), de
a noix de Pécan (Carya  illinoinensis, Car i 4, accession
BW86978.1), du pois chiche (Cicer  arietinum, Cic a 6, acces-

ion Q9SMJ4.1), de la noisette (Corylus  avellana, Cor a 9,
ccession AHA36627.1), du sarrasin (Fagopyrum  esculentum,
ag e 1, accession AAP15457.1; Fagopyrum  tartaricum, Fag t 1,
ccession ABI32184.1), du soja (Glycine  max, Gly m 6, acces-
ion ACN11532.1), de la noix (Juglans  regia, Jug r 4, accession
AW29810.1), du lupin (Lupinus  albus, Lup a conglyci-
in, accession CAI83773.2), de la pistache (Pistacia  vera,
is v 2, accession ABU42022.1), de l’amande (Prunus  dulcis,
ru du 6, accession CAA55009.1), du ricin (Ricinus  commu-
is, Ric c 2, accession EEF32199.1), du sésame (Sesamum
ndicum, Ses i 6, accession AAD42944.1 et Ses i 7, accession
AK15887.1), de la moutarde (Sinapis  alba, Sin a 2, accession
AX77384.1) et de la tomate (Solanum  lycopersicum, Sol l 11S,

ccession XP 004247735.1) proviennent de la banque NCBI
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed).

Les alignements de séquences ont été réalisés avec
LUSTAL-X [22], à l’aide du logiciel MacVector. Le modèle
oléculaire d’Act c 12 a été construit à l’aide du logi-

iel YASARA Structure [23]. Quinze modèles différents
nt été construits à partir des coordonnées cristallogra-
hiques de l’amaranthine (Amaranthus  hypocondriacus) (code
DB 3QAC), de la protéine Pru 1 de l’amande (Pru du 6 de
runus dulcis) (code PDB 3FZ3) [24], de la proglycinine recom-
inante A3B4 du soja (glycine  max) (code PDB 2D5F) [25],
e la pro-11S globuline recombinante de la citrouille (Cucur-
croisée entre Act c 12 et les allergènes globulines 11S des graines :
http://dx.doi.org/10.1016/j.reval.2016.11.002

ita maxima) (code PDB 2E9G) et de la prolégumine du pois
Pisum sativum) (code PDB 3KSC) [25]. Finalement, un modèle
ybride a été contruit pour Act d 12 à partir des 15 modèles indi-
iduels. Des modèles moléculaires ont été également construits

dx.doi.org/10.1016/j.reval.2016.11.002
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed
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ig. 2. Arbre phylogénétique des légumines (globulines 11S) construit par la m
ig. 1. Les légumines sont colorées en fonction de l’appartenance des espèces v

t validés pour Ana o 2 de la noix de Cajou, Cor a 9 de la noisette
t Pis v 2 de la pistache, à l’aide du logiciel YASARA.

La qualité géométrique des modèles a été vérifiée avec Pro-
heck [26] et Anolea [27]. À titre d’exemple, seulement 6 résidus
Arg229, Glu257, Ala262, Arg263, Arg 273 et Asn360) sur les
37 résidus que compte chaque monomère d’Act c 12, se situent
ans les régions non permises du diagramme de Ramachandran.
e même, un QMEAN score de 0,577 (Z-score = −2) sur une

chelle de 0 à 1, est calculé pour le modèle d’Act c 12, à l’aide
u serveur QMEAN [28,29]. Toutes ces valeurs attestent de la
ualité géométrique satisfaisante du modèle d’Act c 12 construit
vec Yasara.

Les structures moléculaires, les surfaces moléculaires et les
uperposittions moléculaires ont été visualisées avec Yasara et
himera [30].

L’arbre phylogénétique des légumines (globulines 11S) a été
onstruit à partir de l’alignement des séquences de légumines par
a méthode du neighbourg-joining  et représenté avec MacVec-
or. Cette approche, qui prend en compte la vitesse d’évolution
es différentes branches de l’arbre phylogénétique, fournit un
Pour citer cet article : Barre A, et al. Bases moleculaires de la réactivité 
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rbre non enraciné (unrooted  tree) dans lequel les séquences de
égumines ont des affinités phylogénétiques d’autant plus fortes
ue les distances qui les relient sont plus courtes.

o
l
s

ig. 1. Alignement des séquences d’acides aminés des légumines (globulines 11S) d
. tartaricum), du sésame (Ses [Ses i 6] et Ses i 2 [Ses i 7] pour Sesamum indicum)
Pis v 2] pour Pistacia vera), du ricin (Ric [Ric c 2] pour Ricinus communis), de la m
our Anacardium occidentale), de la noisette (Cor [Cor a 9] pour Corylus avellana)
Jug r 4] pour Juglans regia), de la prune (Pru [Pru du 6] pour Prunus dulcis), du soj
rietinum), de l’arachide (Ara [Ara h 3] pour Arachis hypogaea), du lupin (Lup [Lup a
hinensis) et de la noix d’Amazonie (Ber [Ber e 2] pour Bertholletia excelsa). Les ac
lair, respectivement.
e du neighbour joining, à partir de l’alignement de séquences représenté sur la
les à des familles botaniques différentes.

.  Résultats

Les légumines se caractérisent par des séquences d’acides
minés bien conservées, indépendemment de leur appartenance
otanique (Fig. 1). En dehors de quelques insertions propres

 quelques légumines (Act c 12, Ara h 3, Cic a 6, Gly m 6,
up a conglycinine, Pru du 6), les séquences sont conservées,
ans les régions N- et surtout C-terminale de ces protéines.
’arbre phylogénétique construit à partir de l’alignement des
équences montre des regroupements phylogénétiques pour
es légumineuses ou Fabacées (Ara h 3, Cic a 6, Gly m 6,
up à conglycinine) et les Juglandacées (Car i e, Jug r 4) (Fig. 2).
ar contre, les affinités phylogéntiques sont moins prononcées
hez les Anacardiacées (Ana o 2 et Pis v 2), les Pédaliacées
Sesi 6 et Ses i 7) ou les Polygonacées (Fag e 1 et Fag t 1).

algré ces quelques divergences, les legumines partagent des
tructures tridimensionnelles parfaitement conservées, consti-
uées de deux homotrimères superposés (Fig. 3). L’association
es deux homotrimères s’effectue essentiellement par des liai-
ons électrostatiques entre les deux faces de signes électriques
croisée entre Act c 12 et les allergènes globulines 11S des graines :
http://dx.doi.org/10.1016/j.reval.2016.11.002

pposés (électronégative pour une face et électropositive pour
a face opposée) de chaque trimère. La règle qui veut qu’au
ein d’une famille de protéines, les structures soient davantage

u sarrasin (Fag [Fag e 1] et pour Fagopyrum esculentum, Fag 2 [Fag t 1] pour
, de la tomate (Sol [S l 11S] pour Solanum lycopersicum), de la pistache (Pis
outarde (Sin [Sin a 2] pour Sinapis alba), de la noix de Cajou (Ana [Ana o 2]

, de la noix de Pécan (Car [Car i 4] pour Carya illinoinensis), de la noix (Jug
a (Gly [Gly m 6] pour Glycine max), du pois chiche (Cic [Cic a 6] pour Cicer

 conglycinin] pour Lupinus albus), du kiwi jaune (Act [Act c 12] pour Actinidia
ides aminés identiques et homologues sont encadrés en gris sombre et en gris

dx.doi.org/10.1016/j.reval.2016.11.002
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Fig. 3. Modèles tridimensionnels des hexamères d’Act c 12 (A, B), de Cor a 9
(C, D), d’Ana o 2 (E, F) et d’Ara h 3 (G, H). Dans tous les hexamères, la repré-
sentation en ruban est utilisée pour l’homotrimère antérieur et la représentation
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de leurs séquences d’acides aminés, qui montre quelques diffé-
e la surface moléculaire pour l’homotrimère postérieur. Chacun des hexamères
st représenté de face (A, C, E, G) et de profil (B, D, F, H).

onservées que les séquences, est ici parfaitement respectée,
otamment pour Act c 12, Ana o 2, Ara h 3 et Cor a 9, dont les
odèles tridimensionnels sont représentés sur la Fig. 3.
Les épitopes B séquentiels/continus de plusieurs allergènes

u groupe des légumines ont été identifiés par la technique
lassique d’« epitope mapping », qui consiste à synthétiser
’ensemble des peptides (15mer en général) chevauchants qui
ecouvrent la totalité de la séquence, à les immobiliser sur une
Pour citer cet article : Barre A, et al. Bases moleculaires de la réactivité 
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embrane de papier ou de nitrocellulose et à vérifier leur réac-
ivité IgE à l’aide de sérums de patients allergiques par un test
e Coons indirect à l’aide d’un anticorps secondaire marqué.

r
l
c
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ette approche a permis d’identifier les épitopes B séquentiels
’Ara h 3 [20], d’Ana o 2 [31], de Cor a 9 [32], de Jug r 4 [33],
e Fag e 1 [21] et de Ses i 6 (P. Rougé, non publié). La plupart
e ces épitopes se localisent dans les mêmes régions de tous ces
llergènes, comme l’indique un alignement de leurs séquences
Fig. 4). Les régions regroupant au moins 3 épitopes B (sur 5)
nt été prédites comme étant des épitopes potentiels d’Act c 12.
ne fois identifiées, les séquences correspondant à ces épitopes
otentiels ont été repérées sur la surface moléculaire d’Act c 12 et
euls les acides aminés exposés sur la surface du modèle tridi-
ensionnel ont été retenus comme constituants des épitopes

otentiels. Ces séquences épitopiques, au nombre de 10, sont
ndiquées sur la Fig. 4 et sont représentées sur la surface molé-
ulaire des différentes faces du trimère d’Act c 12 (Fig. 5A, B,
). Elles sont distribuées de façon homogène à la surface du

rimère.
Au-delà des homologies de séquence que les épitopes poten-

iels d’Act c 12 partagent avec les épitopes d’autres légumines,
l existe des homologies de conformation importantes entre les
pitopes. Ainsi, la conformation de l’épitope 2 d’Act c 12 est tout

 fait comparable à celle observée dans la région épitopique cor-
espondante de Cor a 9 (Fig. 5D, E). De même, les conformations
e l’épitope 7 d’Act c 12 et de la région épitopique correspon-
ante d’Ara h 3, sont très voisines. Ces homologies locales de
équence et de conformation sont susceptibles d’expliquer la
éactivité croisée observée entre Act c 12 et les autres allergènes
e la famille des cupines de l’arachide et des fruits à coque.

.  Discussion

Les légumines ou globulines 11S appartiennent à un
nsemble très homogènes de protéines à motif cupine, qui
egoupe les allergènes majeurs de nombreuses graines de dico-
ylédones. Les allergènes Ara h 3 de l’arachide, Ana o 2 de la
oix de Cajou, Pis v 2 de la pistache, Cor a 9 de la noisette,
ug r 4 de la noix, Fag e 1 du sarrasin et Ses i 6 du sésame,
n sont les principaux exemples. Ces protéines se concentrent
galement dans les pépins ou les noyaux de nombreux fruits
t, récemment, Sirvent et al. [13,14] ont identifié une globu-
ine 11S dans les graines du kiwi vert (Actinidia  deliciosa),
ct d 12, responsable d’une réactivité croisée avec les légu-
ines de l’arachide et des fruits à coque. Cette légumine présente

es mêmes caractéristiques structurales que les autres légumines
e l’arachide (Ara h 3), des fruits à coque (Ana o 2, Cor a 9,
is v 2), du sarrasin (Fag e 1) et du sésame (Ses i 6), à savoir
ne structure hexamérique constituée par l’association non cova-
ente de deux homotrimères identiques (Fig. 3). Comme dans les
utres légumines, l’association des deux trimères en hexamère
st réalisée au moyen d’interactions électrostatiques entre les
eux faces de signes opposés (électronégative et électroposi-
ive) des deux trimères (résultat non montré). La conservation
tructurale des légumines s’avère supérieure à la conservation
croisée entre Act c 12 et les allergènes globulines 11S des graines :
http://dx.doi.org/10.1016/j.reval.2016.11.002

ences interspécifiques. Ainsi, les séquences des légumines de
égumineuses (Ana o 2, Ara h 3, Cic a 6, Gly m 6, Lup a congly-
inine), du sésame (Ses i 6) ou de l’amande (Pru du 6), possèdent

dx.doi.org/10.1016/j.reval.2016.11.002
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1        10        20        30        40        50        60        70
Cor a 9   -IDVGLRRQQQRHFGECNLDRLNALEPTNRIEAE AGQIESWDHNDQQFQ CAGVAVIRRTIEPNGLL LPQYS N
Jug r 4   --QSGGRQQQ Q--FGQCQLNRLDALEPTNRIEAEAG VIESWDPNNQQFQCA GVAVVRRTIEPNGLLLP QYS N
Ana o 2   -- -SRQEWQQ Q-- -DECQIDRL DALEPD NRVEYEAGTVEAWDPNHEQFRCAGVALVRHT IQPNGLLLPQYS N
Ara h 3   ---- -ISFRQQPEENACQFQRLNAQRPDNRIESEGGYIETWNPNNQEFECAG VALSRLVLRRNALRR PFYS N
Ses i 6   --QTREPRLT Q--GQQCRFQRISGAQPSLR IQSEGGTTELWDE RQEQFQCAGIVAMRST IRPNGLSLPN YHP

Act c 12  ANRQPSKYQQQ-QKGECQIQRLNAQEPQQRIQAE AGVTEFWDW TDDQFQCAG VAACRNM IQPRGLLLPSYT N
1

80        90        100       110       120       130       140
Cor a 9 APELIYIERGRGITGVL FPGCPETFE DPQQQSQQGQGQGQSQRS E-- ----- -QDRHQKIRYF QEGDIIA LP    
Jug r 4 APQLVYIARGRGITGVLFPGCPETFEE SQRQSQQG Q--- -SREF Q-- ----- -QDRHQKIRHF REGDIIAF P
Ana o 2  APQLIYV VQGEGMTGISYPGCP ETYQAPQQGRQQG Q--- -SGR F--- ----- -QDRHQKIRRFRRGD IIAI P
Ara h 3   APQEIFIQQGRGYFGLIFPGCPSTY EEPAQQGRRHQSQRP PRRFQGQ D QSQQQQDSHQKVHRFDEGDLIAV P
Ses i 6   SPRLVYIERGQGLISIMV PGCAETYQVHRSQRTMERTEASEQQDRG S---- -VRDLHQKVHRLRQ GDIVAI P

Act c 12 APTLIYI LKGRGITGVMIPGCPETYQSSQ Q-SREG D-- -VSHRQ F-- ----- -RDQHQKIRRFQQGDVIAL P
2 3

150       160       170       180       190       200       210    
Cor a 9 AGVAHWCYNDGDSPVVAVSLLHTN NYANQLDENPR HFYLAGNPDDEHQRQ GQQQFGQRRRQQ Q----- --- -
Jug r 4 AGVAHWS YNDGSNPVVAISLLDTNNNANQLDQNPR NFYLAGNPDDEFRPQ GQQEYEQHRRQQQ R------- -
Ana o 2 AGVAHWCYNEG NSPVVTVTLLDVSNSQN QLDRTPR KFHLAGNP KDVFQQ Q--------------------- -
Ara h 3 TGVAFWMYNDHDTDVVAVSLTDTNNNDNQLDQFPR RFNLAGNHEQE FLRYQQQSRRRSLPY SPYSPQTQPK Q
Ses i 6 SGAAHWCYNDGSEDLVAVSI NDVNHLSNQLDQKFR AFYLAGGVPRSGEQ E--------------------- -

Act c 12 AGVAHWCY NDGDSDLVTVSVEDTGN RQNQLDNNPR RFFLAG NPQQQ QKEMYA K------------------ -
4

220       230       240       250       260       270       280     
Cor a 9 --------- -HSRGKEGEQEQQG EGNN VFSGFDAEFLADAFN VDVDTAR R-LQSN Q--DKRR NIVKVEG R-L
Jug r 4 --------- -QQ RPGEHGQQQRG LGN NVFSGFDADFLADAF NVDTETAR R-LQSE N--DHRRSIVRVEGRQ L
Ana o 2 ----------------- -QQHQS RGR NLFSGFDTELLAEAFQVD ERLIK Q-LKS E-- -DNRGG IVKVKDDE L
Ara h 3  EDREFSPRGQHGR RERAGQEQEN EGGNIFSGFTPEFLAQAFQVDDRQILQNLRGENESDEQGAIVTV RGG-L
Ses i 6 ----------------- -QQARQ TFHNIFRAFDAELLSEAFNVPQETIR R-MQSE E--EE RGLIVMARE R-M

Act c 12 ----------------- -RPQQQ HSGNVFRGFDTEVLA ETFGVDMEMAR R-LQGK D--DYRGHI IQVER E-L
5

290       300       310       320       330       340       350       36 0
Cor a 9 QMVRPERSRQE WERQERQERE S------- -EQERERQRR QGGR G-RDVNGFEETICSLRLMENIGSRSRAD I
Jug r 4 QVIRPRWSREE QEREERK ERE R------- -ERESESERRQSRRG GRDDNGLEETICTLRL RENIGDPSRAD I
Ana o 2 RVIR P--SRSQ SERGSE SEEE S------- -ED E-- -KRRWGQR D--- -NGIEETICTMRLKENINDPARAD I
Ara h 3 RILSPDRK RRQ QYERPDEEEEYDEDEYEYDEE ERQQDRRRGRGS RGSGNGIEE TICTASFKKNIGRNRSPD I
Ses i 6 TFVR PDEEEGE QEHRGRQL DN--------------------------- -GLEETFCTMKFRT NVESRREAD I

Act c 12  KIVRPPRTREE QEQQE RGER D-------------------------- -NGMEETICTARLVE NIDNPSRAD I
6 7

370       380       390       400       410       420       430
Cor a 9   YTEQVGRINTV N--SNTLPVLRWLQLSAERGDLQREGLYVPHWNLNAHSVVYAIRGRAR VQVVDDNGNTVF D
Jug r 4   YTEEAGRISTVN--SHTLPVLRWLQLSAERGALYSDALY VPHWNLNAHSVVYALRGRAE VQV VDNFGQTVF D
Ana o 2   YTPEVGRLTTLN--SLNLP ILKWLQLSVEKGVLY KNALVLPHWNLNSHSIIYGCKGKG QVQVVDNFGNRVF D
Ara h 3   YN PQAGSLKTANELQLNLLILRWLGLSAEYGNLYRNALFVPHYNTNAHSIIYALRGRAH VQVVDSNGDRVF D
Ses i 6   FSRQAGRVHVV D--RNKLPILKYMD LSAEKGNLYSNALV SPDWSMTGHTIVYVTR GDAQ VQVVDHNGQALM N

Act c 12  FNPRAGRLTSVN--SFNLPILNYLRLSAEKGVLYRNALM PPHWKLNAHCVLY ATRGEAQ MQIVDQRGEAVF N
8

440       450       460       470       480       490       500
Cor a 9 DELRQGQVLTIPQNFAVAKRAESEGFEWVAFKTNDNAQISPLAGRTS AIRALPDDVLA NAFQISREEARRL K
Jug r 4 DELREGQ LLTIPQNFAVVKRARNEGFEWVS FKTNENAMVSPLAGRTS AIRALPEE VLATAFQIPREDARRL K
Ana o 2 GEVREGQMLVV PQNFAVVKRAREERFEWISFKTN DRAMTSPLAGRTS VLGG MPEEVLANAFQISREDARKI K
Ara h 3 EELQEGHVLVVPQNFAVAGKSQSENFEYVAFKTDSRPSIANLAGENS FIDNLPEEVVANSYG LPREQARQL K
Ses i 6 DRVN QGEMFVVPQYYTSTARAGNNGFEWVAFKTTGSPMRSPLAGYTS VIRAM PLQVITNSY QISPNQAQAL K

Act c 12 DRIREGQ LVVV PQNFVVMKQAGNQGFEWV AIKTNENAMFNTLAGRTS ALRAMPV DVLAN AYQISQSEARRL K
9 10

510       520       530  535
Cor a 9 YNRQ ETTLARSSRSSSERMRRRSESEGRAE A
Jug r 4 FNRQE STLVRSRPSR S--- -RSSRSERRAE V
Ana o 2 FN NQQTTLTSG E--------- -SSHHMRDD A
Ara h 3 NNNPFKFFVPP S---------- -EQ SLRAV A
Ses i 6 MNRGSQSFLLS P----------- -GGRR S--

Act c 12 MGRE EAVLFEP R----------- -SEGRDV D

Fig. 4. Localisation des épitopes B séquentiels identifiés le long de la séquence d’acides aminés de Cor a 9 (vert), de Jug r 4 (rose), d’Ana o 2 (bleu), d’Ara h 3
(rouge) et de Ses i 6 (bordeaux). Les 10 épitopes B séquentiels prédits le long de la séquence d’acides aminés d’Act c 12, sont encadrés de noir et numérotés en rouge.
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Fig. 5. A, B, C. Localisation des épitopes B séquentiels sur la surface moléculaire d’Act c 12. A, B et C correspondent respectivement à la face antérieure (A),
postérieure (B) et de profil (C) de l’homotrimère d’Act c 12. Les épitopes sont colorés respectivement en rouge (épitope 1), bleu clair (épitope 2), vert (épitope 3),
magenta (épitope 4), orange (épitope 5), (épitope 6), rose (épitope 7), bleu cyan (épitope 8), bleu (épitope 9), violet (épitope 10). D, E. Comparaison de la conformation
de l’épitope 1 sur la surface moléculaire d’Act c 12 (D) et Cor a 9 (E). F, G. Comparaison de la conformation de l’épitope 7 sur la surface moléculaire d’Act c 12
(F) et d’Ara h 3 (G). Les régions de conformation similaire sont encadrées de blanc.
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es insertions de plusieurs acides aminés que l’on n’observe pas
ans les autres légumines d’origines différentes (Fig. 1).

Les épitopes B continus/séquentiels d’Act c 12 ont pu être
dentifiés le long de la séquence des acides aminés, par compa-
aison avec d’autres légumines allergènes (Ana o 2 de la noix de
ajou, Ara h 3 de l’arachide, Cor a 9 de la noisette, Jug r 4 de la
oix et Ses i 6 du sésame) dont la localisation des épitopes B a été
ffectuée par la méthode expérimentale de l’« epitope mapping »
Fig. 3). Les 10 séquences épitopiques identifiées le long de la
équence d’Act c 12, forment des régions épitopiques exposées
ur la surface moléculaire d’Act c 12. Néanmoins, quelques-
ns de ces épitopes, notamment l’épitope 2 restent peu exposés

 la surface d’Act c 12. Ces régions épitopiques recouvrent les
eux faces ainsi que la tranche du trimère d’Act c 12 et certaines
’entre elles forment une véritable mosaïque d’épitopes à la sur-
ace du trimère. En raison de l’association de deux trimères en
examère, seuls les épitopes d’une des deux faces supérieures et
ostérieures seront exposées au solvant et accessibles aux IgE.
ar contre, les épitopes des deux trimères qui se localisent sur

a tranche seront bien exposés à la surface de l’hexamère.
La comparaison des surfaces moléculaires occupées par les

pitopes B d’Act c 12 avec les surfaces correspondantes des
utres légumines de légumineuses, montre l’existence de confor-
ations très similaires communes à la plupart de ces surfaces

Fig. 4D, E, F, G). Ces homologies conformationnelles sont très
robablement à l’origine de la réactivité croisée observée entre
ct d 12 et les autres allergènes du groupe des légumines. Bien
ue beaucoup de réactivités croisées identifiées jusqu’à présent
’aient pas de traduction clinique, il n’est pas possible d’écarter
ette l’hypothèse d’allergies croisées entre le kiwi et les autres
ruits à coque, d’autant que toutes ces protéines développent
énéralement une allergénicité importante.

Pour conclure, il convient toutefois de noter que notre
pproche in  silico  de détermination des épitopes B conti-
us/séquentiels d’Act c 12, reste prédictive. La réalité des
égions épitopiques B prédites sur la surface moléculaire
’Act c 12 devra être étayée par une approche expérimentale
’« epitope mapping », utilisant des IgE spécifiques de sérums
e patients allergiques aux allergènes de la famille des légu-
ines/globulines 11S.

.  Conclusion

L’existence d’une réactivité croisée entre le kiwi et l’arachide
t les fruits à coque repose sur la présence d’un aller-
ène du groupe des légumines ou globulines 11S, dans les
raines présentes dans le fruit. Les modèles moléculaires
onstruits pour Act c 12, Ana o 2, Cor a 9, Jug r 4 et
es i 6 montrent que toutes ces protéines sont bien conser-
ées et correspondent à des hexamères résultant de l’empilement
e deux homotrimères identiques grâce à des interactions élec-
rostatiques. Les comparaisons de séquences nous ont permis
’identifier 10 régions épitopiques sur la surface molécu-
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onformationnelles souvent importantes. Ces homologies
onformationnelles expliquent parfaitement, au niveau molécu-
aire, la réactivité croisée observée entre le fruit du kiwi et les
raines d’arachide ou de fruits à coque, sans pour autant pouvoir
réjuger de leur traduction clinique. Les résultats de l’approche
n silico mise en oeuvre pour identifier les épitopes B séquen-
iels/continus présomptifs d’Act c 12, demandent bien sûr à être
onfirmés et validés par une approche expérimentale d’« epitope
apping », utilisant les IgE spécifiques de sérums de patients

llergiques.
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