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AVANT-PROPOS

Les allergies alimentaires posent un probléme important de santé publique.
Relativement peu documentées dans les années 1970-1980, elles touchent actuellement plus
de 4% de la population tous ages confondus et s'accompagnent souvent de manifestations
séveres (oedéme oesophago-laryngé, choc anaphylactique, etc). L'histoire contemporaine des
allergies alimentaires a été marquée, a partir des années 1980, par une recrudescence de
l'allergie & l'arachide dont la prévalence a, en particulier aux Etats-Unis, doublé au cours des
six derniéres années. Durant ces derniéres années sont également apparues des allergies liées
aux fruits a coque (noix exotiques). Celles liées a d’autres allergénes végétaux (sésame,
sarrasin, blé, fruits issus des Rosaceae) se sont particuliérement développées. De plus,
l'apparition de manifestations cliniques graves a légitimé la création de réseaux de

surveillance dont les compétences se sont progressivement étendues a 1'ensemble des allergies.

Parallelement, l'exploration des allergies alimentaires s'est enrichie de tests de
diagnostic plus fiables permettant d'améliorer la prise en charge des allergies alimentaires. En
effet, jusqu'a maintenant, faute de traitements préventifs régulicrement efficaces, la
prévention des allergies alimentaires repose surtout sur I'éviction du (ou des) aliment(s)
responsable(s). Malgré I'éviction, des réactions allergiques peuvent survenir et des traitements
symptomatiques doivent alors €tre mis en oeuvre (antihistaminiques, corticoides, stylos auto-
injecteurs d'adrénaline). L'avenir appartient a de nouvelles thérapeutiques comme
l'immunothérapie spécifique, la modification des allergénes alimentaires, les agents bloquant
la réaction allergique IgE-dépendante (les anti-IgE notamment). Les premiers résultats
d'essais d'immunothérapie sublinguale sont prometteurs et l'arrivée de nouvelles approches
vont slirement permettre d'améliorer la prévention et le traitement des allergies alimentaires.
Les répercussions sociales et psychologiques des allergies alimentaires restent considérables,

que ce soit pour les patients (enfants ou adultes) mais aussi pour leurs familles.
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1 - Les allergies alimentaires

1.1 — Quelques données et chiffres clés

Les allergies alimentaires ont doublé en quelques années et entrainent, dans les pays
développés, des surcouts médicaux de plus en plus importants (Mills et al., 2007; Sicherer and
Leung, 2007). Prés de 4% des adultes et 8% des enfants sont concernés. Néanmoins,
I'épidémiologie de I'allergie alimentaire est moins connue que 1’asthme, les rhinites allergiques ou
les eczémas qui ont bénéficié d'un grand nombre d'études internationales (Papageorgiou, 2002;
Rancé, 2007). Les manifestations cliniques associées a l'allergie alimentaire ne sont pas spécifiques,
particulieérement celles qui touchent l'appareil digestif. En effet, certains aliments peuvent étre a
l'origine de plusieurs maladies, par intolérance ou par intoxication, qui présentent des
manifestations cliniques trés proches de celles des allergies vraies. Cependant, d'un point de vue

physiopathologique, il ne s'agit pas d'un mécanisme immuno-allergique.

Une ¢étude épidémiologique, publiée en France en 2001 (Kanny et al.,, 20017), a notamment
montré que la prévalence des allergies alimentaires dans la population frangaise se situait autour de
3,2%. Un questionnaire a été envoyé a 44000 personnes (33110 réponses), correspondant a un
¢chantillon représentatif de la population francaise. Aprés recueil du questionnaire et sélection de
réponses montrant une ou des allergies alimentaires (1129 personnes sur un total de 33110), les
auteurs ont montré que les personnes allergiques étaient, pour 80% d'entre-elles, des citadins. Les
allergénes les plus fréquents étaient les Rosaceae (14%), les légumes (9%), le lait (8%), les
crustacés (8%,), les fruits impliqués dans des réactions croisées avec le latex (5%), les oeufs (4%),
les fruits a coque (3%) et l'arachide (1%). Des sensibilisations aux pollens ont également été
observées et corrélées a la présence d'asthme, de rhinite et d’allergie aux fruits. Les patients
allergiques au latex avaient 4 fois plus de risque de souffrir également d'allergie alimentaire. Les
manifestations cliniques observées étaient la dermatite atopique pour les patients agés de moins de
6 ans, I'asthme de 4 a 6 ans et les chocs anaphylactiques pour les patients adultes de plus de 30 ans.
Ces chocs anaphylactiques étaient corrélés a la prise de médicaments anti-inflammatoires non
stéroidiens ou a la consommation d'alcool. Ces dernicres observations ont permis aux cliniciens et
aux allergologues de mettre en garde ces « populations a risque » lors de visites allergologiques.

Chez les enfants, ce chiffre oscille entre 3 et 8% et a doublé en 5 ans.
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Groupe Aliments allergéniques concernés

Latex bananes, avocats, chataignes, kiwis
Noix amande, noisette, noix, noix du Brésil, noix de cajou, noix de pécan, pignon,
pistache

Ombelliféres | aneth, carottes, céleri, fenouil, persil, graines de carvi, graines d’anis, coriandre

Rosacées abricots, cerises, fraises, framboises, noisettes, péches, poires, pommes, prunes

Légumineuses | arachide, soja, pois, haricots, lentille, féves

Tableau 1: Principaux aliments allergéniques classés par famille

selon I'AFSSA - janvier 2002
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Contrairement a une idée regue, les allergies alimentaires peuvent étre graves, parfois mortelles. Les
conséquences les plus dramatiques concernent les réactions généralisées, en particulier oesophago-
laryngés. Relativement rares chez les enfants, les chocs anaphylactiques et les oedémes sont plus
fréquents a partir de 1’adolescence. Leur nombre est en augmentation dans la population adulte et
particulierement chez les enfants. Enfin, la qualité de vie des malades et de leur entourage est
considérablement altérée. Face a de tels risques, le meilleur traitement reste la prévention : il faut
éviter tous les aliments responsables. En cas d’anaphylaxie, le traitement consiste en une injection
immédiate d’adrénaline suivie d’ une évaluation et surveillance en milieu hospitalier.

En janvier 2002, 1'Agence Francgaise de sécurité sanitaire des aliments (AFSSA) dressait un
¢tat des lieux préoccupant (Dubuisson et al., 2002). Le rapport précise que « dans de nombreux
pays dont la France, la plupart des allergologues recommandent aux personnes possédant des
antécédents d’accidents anaphylactiques de porter sur elles des seringues d’adrénaline prétes a
I’emploi ».

Bien que peu de chiffres soient disponibles, les allergies seraient en augmentation depuis le
début des années 1980 dans les pays développés : allergies alimentaires, mais également l'asthme,
la dermatite atopique, la rhinite allergique, etc. Classés par groupes (tableau 1), de nombreuses
sources d' allergénes sont mises en cause dans le cas des allergies alimentaires.

Le bilan de ’AFSSA rapporte qu'en France « entre les années 1982 et 1995, le nombre de
formes séveéres aurait été multiplié par un facteur 5 ». La derniére enquéte épidémiologique a
I’échelle nationale rapporte que 2,1 a 3,8 % de la population générale souffre d’allergies

alimentaires. Bien que pouvant survenir a tout age, les enfants sont les plus exposés.

1.2 — Quelques pistes pour expliquer la prévalence des allergies

alimentaires

Les patients souffrant d'allergies alimentaires ont souvent été sensibilisés via des allergénes
polliniques. Pourtant, des cas de sensibilisation directe par les aliments en plus des réponses IgE
dues aux réactions croisées avec des allergénes polliniques inhalés ont été signalés (Mills et al,,
2007). Les prédispositions génétiques jouent un rdle important dans le développement actuel des
allergies, mais peu de choses sont connues sur l'origine génétique des allergies alimentaires.
L'augmentation croissante des cas d'asthme et d'allergies de toutes sortes peut également étre due a
la diminution depuis des décennies, de la présence de micro-organismes dans l'environnement
proche du nouveau-né et de l'enfant. Des études sont en cours dans de nombreux pays pour prendre

en compte tous ces aspects. En Europe, le projet EuroPrevall (de Blok et al., 2007) vise a
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comprendre, par une approche globale, les causes et conséquences des allergies alimentaires.

L'hypothése hygiéniste apporte aussi une autre explication. Chez le nouveau-né, le systéme
immunitaire a une prédominance de lymphocytes Th, qui favorisent la production de molécules
impliquées dans l'allergie, avant de s'orienter vers une activité adaptée a la lutte contre les
infections. Mais pour que cette bascule opére, l'organisme pourrait avoir besoin dans les premiers

mois de la vie de réagir a différentes infections.

1.3 — Prise en charge de I'allergie alimentaire

1.3.1 - Les symptomes et le diagnostic de 1'allergie alimentaire

Le nourrisson peut se sensibiliser a l'aliment trés tot, méme in utero pendant la grossesse.
L'allergie alimentaire des nourrissons touche souvent le tube digestif (vomissements, diarrhées,
douleurs abdominales) et provoque parfois une atrophie villositaire totale avec diarrhée persistante
comme c'est le cas dans l'intolérance au gluten. Chez l'enfant plus grand, les symptdomes sont tres
divers : choc anaphylactique, urticaire, oedéme des lévres et de la langue, dermatite atopique,
diarrhée, vomissements, coliques, eczéma, asthme, infections ORL a répétition, etc. La part de
l'allergie alimentaire dans les chocs anaphylactiques est de 3 a 15 % (Golden, 2007) et elle serait
responsable de 8% des crises d'asthme. Dans les dermatites atopiques (eczémas), des chiffres de 30
a 50% ont été avancés. Plus la dermatite atopique est sévere, plus il est probable qu'une allergie
alimentaire est en cause.

L'allergie au latex est a l'origine d'allergies croisées avec certains végétaux (Wagner and
Breiteneder, 2002). L'allergie aux colorants et autres additifs alimentaires est souvent suspectée
mais difficile a démontrer. Les principaux additifs alimentaires incriminés sont surtout des
colorants azoiques de synthése comme le bleu patenté¢ (E131), 1'érythrosine (E127), le rouge
cochenille A (E124) et le jaune de tartrazine (E102). Le role des conservateurs chimiques est quant
a lui mal connu. Les plus sensibilisants sont probablement ceux a base de métabisulfites de sodium
(E222 a E227). Les sulfites sont si répandus dans l'industrie alimentaire et pharmaceutique que leur
mise en cause n'est pas toujours possible.

Le diagnostic d'une allergie alimentaire est souvent difficile. Il nécessite le recours a un
immuno-allergologue spécialisé en allergie alimentaire qui décidera de la stratégie de prise en
charge.

Une éruption urticarienne apres les repas peut étre par exemple un élément de présomption.

Le risque d'allergie alimentaire est de 20% lorsqu'aucun des deux parents n'est allergique. Ce risque
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est de 40% lorsqu'un des parents est allergique et monte a 60% lorsque les deux parents sont
atopiques. La tenue d'un journal alimentaire ou l'ingestion de tous les aliments est notée
scrupuleusement peut aider le médecin. Les tests cutanés, le dosage des IgE spécifiques, les tests de
provocation (ou les régimes d'exclusion) permettent en général de poser le diagnostic.

Le probléme des allergénes "masqués" est important. Les exemples sont de plus en plus
nombreux : il y a des caséinates dans le bouillon de poulet, du lysozyme de blanc d'oeuf dans
certains fromages (gruyere, emmenthal) par exemple. L'huile d'arachide contenue dans certains laits
diététiques a été a l'origine de dermatites atopiques. Actuellement, les laits adaptés n'en contiennent

plus.

1.3.2 - Traitement des allergies: vers la désensibilisation et la vaccination

Plusieurs types de traitement existent. Certains ciblent directement les molécules impliquées
dans la réaction immunitaire (antihistaminiques, anticorps anti-FceRI) alors que d'autres essayent de
bloquer la réaction allergique (anticorps anti-IgE). Enfin, les derniéres découvertes et
expérimentations en cours permettent aux patients d'entrevoir une solution durable a leur pathologie

(désensibilisation, hypoallergenes recombinants, vaccins).

1.3.2.1 — Antihistaminiques et corticoides

\ J4

Un antihistaminique est un médicament qui sert a réduire ou a éliminer les effets de
I'histamine, par action sur les récepteurs de l'histamine. Seuls les agents qui ont pour effet
thérapeutique principal la modulation négative des récepteurs de I'histamine sont appelés
antihistaminiques. Dans l'usage général, le terme antihistaminique désigne uniquement les
antagonistes des récepteurs H1, appelés antihistaminiques H1 (Leurs et al., 2002; Simons, 2004).
Utilisés depuis plus de cinquante ans dans le traitement de diverses manifestations d'origine
allergique, les antihistaminiques H1, en se fixant sur les récepteurs H1 a I'histamine, inhibent d'une
maniére compétitive les effets de I'histamine et plus particulierement l'effet vasodilatateur et
l'augmentation de la perméabilité capillaire a 1'origine des réactions cedémateuses. IIs ne s'opposent
pas aux réactions antigéne/anticorps, ni a la libération d'histamine. Administrés par voie orale, ils
sont généralement prescrits dans le cas d'une rhinite allergique légére. Trés efficaces, ils constituent
le principal traitement des allergies respiratoires (avec les corticoides). Utilisés également dans les
allergies cutanées, ces médicaments diminuent rapidement la rougeur et le gonflement de la peau.
Les plus récents d’entre eux, appelés « antihistaminiques de deuxiéme génération », induisent de
moins en moins de somnolence et d'autres effets secondaires chez les patients traités. Les plus

connus et commercialisés des antihistaminiques H1 sont la cétirizine (Zyrtec”™), la lévocétirizine
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(Xyzall®), la loratadine (Clarityne®) et la desloratadine (Aerius®). La cétirizine, dérivé carboxylé de
I'hydroxyzine utilisé comme anxiolytique (Atarax”), outre son effet antihistaminique HI, inhibe

¢galement la libération de diverses cytokines et des leucotrienes.

Les corticoides administrés par voie nasale sont treés efficaces face a une rhinite allergique
légére. Pour des symptdmes plus séveres, des corticoides par voie générale peuvent également étre
prescrits. Bien que non spécifiques de 1’allergie, ils apportent aussi une aide précieuse dans le
traitement des allergies cutanées car ils font disparaitre I’inflammation. Utilisés, aussi sous forme
de crémes, ils sont classés en différentes classes selon leur puissance d’action sur les maladies
cutanées. Mais, ils possédent de nombreux effets secondaires et doivent €tre administrés avec

précaution.

1.3.2.2 — Les anticorps monoclonaux anti-IgE

Développés au cours des années 1970 (Kohler and Milstein, 7975), les anticorps
monoclonaux constituent aujourd'hui un apport marquant en thérapie clinique. Visant surtout les
pathologies cancéreuses, le marché des anticorps monoclonaux thérapeutiques ne cesse d'augmenter
et constitue sans aucun doute une des avancées majeures des 30 derniéres années en thérapie
clinique. En allergologie, les thérapies basées sur I'utilisation d'anticorps monoclonaux anti-IgE
visent a neutraliser les IgE secrétées par le patient au cours de la phase de sensibilisation, mais aussi
a inhiber leur production pour atténuer les réactions d'hypersensibilité de type I (Chang et al.,
2007). Cette thérapie est basée sur l'utilisation d'anticorps de souris IgG; humanisés qui se lient aux
IgE libres, aux IgE fixées sur membrane des lymphocytes B, mais pas aux IgE fixées sur les
récepteurs de haute ou de basse affinité des mastocytes et des basophiles. Comme une
immunoglobuline IgG; humaine, les anticorps IgG; humanisés ont la particularité d'étre circulants
et d'avoir une durée de demi-vie assez longue (21 jours). Depuis maintenant pres de 20 ans, les anti-
IgE thérapeutiques ont été utilisées dans de nombreux tests cliniques de phase II et III. Apres
plusieurs essais avec des anticorps différents, la mise sur le marché de I'Omalizumab® (Presta et al.,
1993) a permis de traiter des patients atteints d'asthme allergique modéré a sévere. Des patients
atteints de rhinites allergiques ont également été traités avec succes, permettant ainsi d'envisager
son utilisation dans le traitement d'allergies alimentaires (arachide), de dermatites atopiques ou
d'allergies au latex (Siebenhaar et al., 2007). Il a aussi été découvert, in vitro, des effets modulateurs
de 'Omalizumab® sur l'expression des récepteurs FceRI. Bien dosé, 'Omalizumab® se liant aux IgE
libres ferait baisser de maniére conséquente leur taux et, par réaction, les cellules s'adapteraient en

inhibant 1'expression des récepteurs FceRI présents sur membrane des mastocytes (Gomez et al.,
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2007).

Actuellement parfaitement maitrisée, cette technologie de production d'anticorps
monoclonaux thérapeutiques anti-IgE fait appel a des bio-réacteurs de grande capacité (12 a 15 000
litres) permettant la culture en masse de lignées cellulaires d'ovaires de hamster chinois (cellules
CHO) (Wurm, 2004). Dans un futur trés proche, l'utilisation d'anticorps recombinants et non

d'anticorps de souris humanisés pourrait permettre d'augmenter l'efficacité de ce traitement.

1.3.2.3 - Désensibilisation et immunothérapie spécifique

La désensibilisation, dont le principe consiste a administrer de petites quantités de la
substance allergisante dans l'organisme pour qu'il s'y habitue progressivement, offre aussi des
possibilités thérapeutiques intéressantes. Dans l'allergie aux pollens, ce traitement peut d'ailleurs
étre désormais réalisé par voie sublinguale (Frew, 2007), une voie d'administration évidemment

plus confortable pour les malades.

L'immunothérapie par voie sublinguale permet de réduire les symptdmes cliniques
d'allergies respiratoires, mais son efficacit¢ dans l'allergie reste a démontrer. L'absence de
protocoles standardisés et la grande variabilité¢ des allergénes utilisés (protocoles « faits-maison »)
ne permettent pas d'apprécier son efficacité. Tres peu d'informations sont disponibles sur son effet
protecteur en allergie alimentaire et sur sa durée (Rolinck-Werninghaus et al, 2005). Tres
récemment, un patient allergique au kiwi a été traité avec succes par voie sublinguale (Kerzl et al.,
2007). Aprés un traitement de 6 ans, incluant des périodes d'arrét, l'effet « protecteur » de
I'immunothérapie a pu étre prouvé grace a des tests de provocation orale négatifs et des dosages
spécifiques d'IgE en forte baisse. L'utilisation de protéines recombinantes permettrait sirement de
mieux standardiser cette technique et d'en préciser l'efficacité (Valenta, 2002b; Valenta and Kraft,
2002).

Un autre type d'immunothérapie utilisant des peptides est également utilisée. En effet, afin
d'éviter les manifestations cliniques souvent observées chez de nombreux patients au cours de la
désensibilisation par des extraits allergéniques, l'idée d'utiliser de petits peptides correspondant aux
épitopes reconnus par les lymphocytes T a été proposée (Larché, 2007). Le principal avantage de
cette approche est I'impossibilité, en théorie, d'activer la dégranulation des mastocytes et basophiles
par le pontage des IgE. En effet, les peptides sont généralement choisis pour représenter un épitope
majeur (ou consensus) et sa longueur est adaptée pour éviter le pontage des IgE. Des études
cliniques trés prometteuses ont permis I'application de cette immunothérapie a des cas d'allergies

aux poils de chat (Fel d 1) (Alexander et al.,, 2005) et au venin d'abeille (Api m 1) (Texier et al,,
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2000). Ces études ont montré par exemple que l'utilisation de peptides permettait I'induction de
populations de cellules T CD4" a activité régulatrice, mais aussi la réduction des réponses IL-13 et
IFNy et la surproduction d'IL-10 sans activation des cytokines Th, spécifiques. D'autres études
seraient nécessaires pour définir les doses optimales de peptides a utiliser dans ce type

d'immunothérapie, de méme que l'intervalle entre deux prises et la voie d'administration

1.3.2.4 — Application des outils de la biologie moléculaire au traitement des allergies

Des allergenes recombinants sont actuellement de plus en plus utilisés dans le diagnostic des
allergies (Asero et al,, 2007; Ballmer-Weber et al., 2007). Par exemple, une étude récente menée
par une équipe francgaise avec des allergénes recombinants de I’arachide (rAra h 1, rAra h 2 et rAra
h 3) a permis de comparer la réactivité de ces allergenes recombinants dans des tests cutanés par
rapport aux résultats obtenus par dosage des IgE spécifiques (Astier et al., 2006). Une trés bonne
corré¢lation a été obtenue, permettant ainsi d’envisager 1’utilisation des protéines recombinantes
dans des tests de diagnostic. Mais les allergénes recombinants pourraient également &tre utilisés en
tant qu'agent thérapeutique dans des protocoles de désensibilisation et d'immunothérapie (Valenta,
2002a).

Afin d'éviter la survenue de réaction allergique lors des protocoles de désensibilisation,
l'utilisation d'allergénes recombinants mutés dans les zones épitopiques permet d'éliminer
l'interaction avec les IgE. Afin d'identifier les acides aminés a muter, des peptides de 10 a 15 acides
aminés peuvent étre synthétisés, comportant une ou plusieurs mutations ponctuelles (Cocco et al.,
2007). Ces peptides immobilisés sur membrane sont testés avec des IgE de patients allergiques aux
protéines d'intérét pour déterminer les acides aminés immunodominants responsables de
l'interaction (acides aminés dont la mutation supprime l'interaction avec des IgE). Apres
substitution par mutagénése dirigée et production des protéines recombinantes, ces hypoallergénes
recombinants peuvent alors étre utilisés dans des protocoles de désensibilisation. D'autres études ont
aussi utilisé les technologies de modification de geénes pour réduire l'allergénicité d'allergénes
polliniques. Dans une étude récente (Vrtala et al., 2007), l'allergéne Phl p 6 a été produit sous
plusieurs formes tronquées (trois fragments recouvrant au total toute la protéine) et il a été
démontré, par des approches biochimiques et immunologiques, que la perte d'une seule des quatre
hélices o de l'allergene était corrélée avec une forte diminution de l'interaction avec des IgE de
patients allergiques au pollen. Cela n'a rien d'étonnant car la suppression d'un fragment aussi

important qu'une hélice o modifie considérablement la structure méme de 'allergene.

La maitrise des biotechnologies végétales a conduit plusieurs équipes de recherche a mettre
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au point des stratégies pour réduire ou inhiber l'expression d'une protéine allergénique dans un
aliment. Ainsi, des techniques faisant appel a I'ARN interférent (RNAi1) ont été utilisées. Cette
technique, mise au point dans les années 1990, a valu a ses inventeurs le Prix Nobel de Médecine en
2006 (Fire et al., 7998). Elle permet d'effectuer l'inactivation (« knockout » en anglais) d'un geéne
donné (inhibition compléte de son expression) et ainsi, de générer des lignées de plantes
n'exprimant pas la protéine allergénique. Des études ont ainsi permis de produire des arachides
n'exprimant pas Ara h 2, I'un des allergéne majeur (Dodo et al., 2007). Néanmoins, la surveillance
de ces pratiques et 1'étude systématique du potentiel allergénique de toute nouvelle protéine issue du
génie génétique et/ou d'Organismes Génétiquement Modifiés doivent étre poursuivies. Ces
nouvelles technologies devraient permettre d'obtenir des hypoallergénes ou, avec les OGM de
deuxieme génération, des aliments comportant des améliorations nutritionnelles non négligeables

sur des OGM hypoallergéniques (Moneret-Vautrin, 2006).

1.3.2.5 - Vers l'utilisation de vaccins

Des travaux récents permettent d'envisager la création de vaccins pour différents types
d'allergies. Par exemple, des protéines recombinantes dépourvues d'épitopes conformationnels ont
¢été produits pour les allergénes majeurs des Fagales (Wallner et al., 2007) (allergénes du groupe Bet
v 1). Les molécules ont été¢ générées par mutagénese aléatoire (« DNA Shuffling ») et, aprés tests
fonctionnels, une série de protéines recombinantes a été sélectionnée. Ces protéines, induisant une
activité des lymphocytes T mais n'interagissant pas avec les IgE de patients, pourraient étre utilisées
comme vaccins.

Une autre étude récente a permis de générer des vaccins en étudiant précisément la liaison
des IgE aux récepteurs (Peng et al., 2007). Trois peptides synthétiques correspondant a la séquence
entiére du récepteur humain aux IgE ont été fusionnés afin de permettre l'interaction avec des IgE
libres. Des tests ont été réalisés avec des IgE humaines, de rats et de souris. Des analyses effectuées
chez des patients allergiques traités avec ce vaccin ont ainsi montré une diminution des taux d'IgE
libres, permettant ainsi d'envisager une application de cette technologie a d'autres patients
allergiques.

Enfin, des essais de vaccination sont actuellement en cours avec des allergénes
génétiquement modifiés (Niederberger et al, 2007). Une vaccination a été tentée avec une forme
recombinante et hypoallergénique de l'allergéne majeur du bouleau Bet v 1, sur des patients
présentant une allergie croisée « bouleau-fruits ». Des IgG reconnaissant Bet v 1 ont ainsi été
caractérisées apres la vaccination, induisant également une moins bonne interaction entre Bet v 1 et

les IgE. L'étude est en cours, mais les premiers résultats obtenus sont trés encourageants. L'injection
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de I'hypoallergéne pur a permis de réduire les symptomes des réactions allergiques chez de
nombreux patients, deés le début du traitement. De plus, il est probable qu'un traitement plus long
puisse étre bénéfique pour un grand nombre de patients et que des protocoles adaptés a chaque

patient soient a définir.

1.4 — La réaction allergique et les molécules impliquées

1.4.1 - Les réactions d'hypersensibilité et 1'allergie

Quand un individu a été immunologiquement stimulé, un nouveau contact avec l'antigéne
entraine une relance secondaire de la réponse immunitaire. Cependant, la réaction peut étre
excessive et conduire a des Iésions tissulaires. On parle alors de « réactions d'hypersensibilité ». Les
mécanismes sous-jacents a ces réactions inappropriées sont ceux normalement utilisés par le corps
pour combattre les infections. Coombs et Gell ont défini quatre types d'hypersensibilité (Gell and
Coombs, 7963). Les types I, II et Il dépendent de l'interaction entre antigéne et anticorps

humoraux, alors que le type IV implique la reconnaissance de l'antigéne par des cellules T.

Les réactions de type I (immédiate, a médiation IgE), se rencontrent dans le cas d'allergie
des voies respiratoires supérieures (rhinite allergique), des voies respiratoires inférieures (asthme),
dans l'eczéma atopique, le choc anaphylactique survenant le plus souvent avec les médicaments
(curare, antibiotiques) ou les venins d'hyménoptéres. On les rencontre dans la plupart des allergies
provoquées par les aliments.

Les réactions de type II (cytotoxique et cytolytique), mettent en jeu des IgG spécifiques
capables d'activer le complément et de provoquer une destruction des cellules sanguines en cas
d'allergie médicamenteuse (cytopénies médicamenteuses). Cette hypersensibilité de type II
n'intervient que de maniere exceptionnelle dans les réactions immunitaires déclenchées par les
aliments.

Les réactions de type III (semi-tardive, a complexes immuns), mettent en jeu des complexes
immuns circulants formés par l'association d'IgG ou IgE spécifiques avec I'allergene. Ces
complexes précipitent dans les vaisseaux et peuvent provoquer la maladie sérique, des
pneumopathies et néphropathies immuno-allergiques. Ces réactions de type III peuvent
théoriquement intervenir vis-a-vis des aliments par exemple dans les thrombopénies provoquées par
les protéines du lait de vache, les agrumes ou la quinine présente dans les boissons toniques.

Les réactions de type IV (retardée, a médiation cellulaire) impliquent la présence de
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lymphocytes T spécifiques qui, en présence de l'allergéne, entrainent la production de cytokines
inflammatoires (LT CD4+) ou activent la cytotoxicité (LT CD8+). Elles concernent les eczémas de
contact, la dermatite atopique, l'allergie microbienne. L'hypersensibilit¢ de type IV est
probablement la mécanisme responsable de la maladie coeliaque et des formes entéropathiques

d'intolérance aux protéines de lait de vache.

La réaction d'hypersensibilité¢ de type I, ou « réaction d'hypersensibilité¢ anaphylactique », est
trés précoce. En effet, l'anaphylaxie est définie comme une augmentation de sensibilité de
l'organisme a une substance qui lui est étrangére. Ce phénomeéne trés précoce peut étre facilement
reproduit chez le cobaye. Une injection unique de 1mg d'albumine d'oeuf a un cobaye n'a pas
d'effets immédiats. Cependant, si l'injection est répétée 2 a 3 semaines plus tard, I'animal sensibilisé
réagit trés fortement et de fagon dramatique. Il va rapidement présenter des symptdomes
d'anaphylaxie généralisée: respiration sifflante puis mort par asphyxie dans les minutes qui suivent.

Cette réaction est liée a la production d'IgE par le systéme immunitaire.

Les raisons pour lesquelles certains individus produisent une « réponse IgE » a certains
allergénes alors que d'autres produisent une « réponse IgG » ne sont pas claires. Les réactions
allergiques sont dues a un nombre limité d'allergénes. Elles peuvent se décomposer en deux phases:
la phase de sensibilisation et la phase de déclenchement. Déposés sur 1'épithélium muqueux ou la
peau, les allergénes sont ensuite internalisés et traités par des cellules de Langerhans et par d'autres
cellules présentatrices d'antigéne. Comme n'importe quel autre antigéne, ils sont clivés par
protéolyse en de petits peptides par le systéme du protéasome. Présentés a la surface a des cellules
Thy non engagées, ces cellules se différencient alors en lymphocytes Th, et libérent diverses
cytokines jouant un rdle important dans la réaction allergique. Dans le cas d'un patient non
allergique, les cellules Thy vont se différencier en lymphocytes Th;. La réaction ne sera alors pas
médiée par les IgE mais les IgG (réaction immunitaire classique). Lors de la réaction allergique, les
interleukines (IL) 3, 4, 5, 10 et 13 vont notamment favoriser la prolifération de cellules B et
l'inhibition de l'activation des cellules Th;. En association avec les signaux délivrés par la molécule
CD40 a la surface de la cellule B, une conversion isotypique va avoir lieu. Les cellules B
nouvellement produites porteuses d'IgM vont convertir les chaines lourdes p en chaines lourdes e.
Apres expansion clonale des lymphocytes B ainsi activés, les plasmocytes vont produire des IgE.
Les mastocytes et les basophiles possédent a leur surface un récepteur de haute affinité pour le
fragment Fc de la chaine lourde & des IgE. Lorsque ces cellules se lient aux IgE, la phase de

sensibilisation se termine.
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Lors d'un contact ultérieur avec le méme allergéne, sa reconnaissance par les IgE fixées sur
les mastocytes et les basophiles va entrainer l'agrégation des IgE de surface (on parle aussi de
pontage). Celle-ci est rapidement suivie par la rupture du phosphatidylinositol en inositol
triphosphate (IP3) et diacylglycérol (DAG) et par une augmentation du calcium libre
intracytoplasmique. La cascade biochimique permet aux granulations contenues dans les mastocytes
de fusionner avec la membrane plasmique et de libérer leurs médiateurs préformés. Cela entraine
aussi la synthése de médiateurs lipidiques, dont une série de métabolites de 1'acide arachidonique
formés par les voies de la cyclo-oxygénase et de la lipo-oxygénase, ainsi que de diverses cytokines
responsables de la phase tardive de la réaction allergique aigiie. Parmi ces médiateurs lipidiques
nouvellement formés, les leucotrienes (LTB4, LTC4, LTD4), la prostaglandine (PGD) et le facteur
activant les plaquettes (PAF) sont les plus importants. Ces trois types de composés sont des
bronchoconstricteurs trés puissants qui augmentent aussi la perméabilité vasculaire. Ils jouent
¢galement un rdle chimiotactique pour les cellules inflammatoires.

La dégranulation des mastocytes est 1'événement majeur de la réaction allergique aigiie. Des
médiateurs préformés sont libérés, avec notamment 'histamine, I'héparine, des protéases et divers
facteurs chimiotactiques pour les éosinophiles et les neutrophiles. L'histamine elle-méme est
responsable de nombreux symptomes immédiats des réactions allergiques (la bronchoconstriction,
la vasodilatation, la sécrétion de mucus et 'oedéme da a la fuite de protéines plasmatiques hors des
vaisseaux). Tous ces effets peuvent étre visualisés dans le test cutané d'hypersensibilité immédiate,
lorsque l'allergéne injecté dans le derme fait apparaitre une réaction papuleuse caractéristique, avec
rougeur, oedéme et prurit.

Les mastocytes et les basophiles sont responsables d'une production significative de
cytokines pro-inflammatoires, dont le TNF, I'IL-1, I'TL-4 et I'IL-5. Dans les 12 heures qui suivent
une réaction allergique aigiie, une réaction a phase tardive se produit, caractérisée par un infiltrat de
cellules CD4", de monocytes et d'éosinophiles. Les cellules libérent elles-mémes diverses cytokines
de type Thy, en particulier de 11L-4 et de I'L-5. Elles sont responsables de la poursuite de
l'inflammation au site de l'allergéne. Cette réaction tardive ressemble, par conséquent, a une
réaction d'hypersensibilité retardée en raison de l'infiltration des cellules T et des effets des
cytokines. Cependant la présence d'éosinophiles et de cellules Th, dans la phase tardive de la

réponse allergique, la distingue des réactions d'hypersensibilité retardée ou ils sont absents.
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1.4.2 — Role de certaines cellules-clés

1.4.2.1 - Les cellules présentatrices d'antigénes (CPA)

Les CPA comprennent essentiellement les cellules dendritiques, les cellules de Langerhans
et les macrophages. Ces cellules ingérent dans un premier temps l'antigéne par un mécanisme
d'endocytose, conduisant a la formation d'un endosome. Ce dernier fusionne avec les lysosomes
pour former un endolysosome. L'antigéne est alors fragmenté en peptides qui, associés aux
molécules du Complexe Majeur d'Histocompatibilité de classe II, seront présentés au récepteur des
cellules T (TCR). Une fois activés, les macrophages libérent des médiateurs directement et
indirectement impliqués dans les réactions allergiques. La production de ces différents médiateurs

est significativement plus importante chez les personnes allergiques.

1.4.2.2 - Les Immunoglobulines de type E (IgE)

Les IgE, dont la synthése est controlée par les lymphocytes T CD4+ spécifiques de
l'antigéne, sont issues d'un processus de commutation isotypique d'IgD spécifiques vers les IgE.
Elles sont synthétisées et excrétées par les lymphocytes B et les plasmocytes a IgE. Ces cellules
possedent des IgE sur leur membrane, ce qui permet de les identifier et de les dénombrer avec
précision. Chez les individus non allergiques, le nombre des lymphocytes B et des plasmocytes a
IgE est tres faible dans le sang, la rate et les ganglions lymphatiques sous-cutanés (1% de la totalité
des lymphocytes). Il est un peu plus élevé (4%) dans les muqueuses respiratoires et digestives et
dans les ganglions lymphatiques annexés aux bronches.

Les IgE sont des immunoglobulines monomériques de poids moléculaire égal a 190 000.
Elles sont constituées de 4 chaines polypeptidiques dont deux chaines lourdes (H) comprenant un
domaine variable et quatre domaines constants (C €1, 2, 3, 4) et de deux chaines légeres (L) de
méme type soit K soit A. Il n'existe pas de sous-classe d'IgE. Les IgE de type «k représentent environ
les deux-tiers des molécules d'IgE. Elles sont normalement produites au niveau des principaux sites
d'infection parasitaire: la peau, les poumons et l'intestin. Les réactions induites par les IgE
rencontrées lors de réactions allergiques (inflammation, bronchoconstriction, sécrétion du mucus,
vomissement et diarrhées) représentent en fait les changements anatomiques et physiologiques
normalement mis en oeuvre pour lutter contre les parasites, rdle « normal » des IgE. Les IgE ne
traversent pas le placenta et ne fixent pas le complément. Elles se retrouvent dans le sérum mais
aussi dans des secrétions telles que la salive, l'urine, les selles. Les concentrations sériques sont

quasiment nulles a la naissance et augmentent progressivement jusqu'a atteindre 50 a 100UI/mL
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Figure 1: Représentation schématique du FceRI et de ses unités modulaires

Le récepteur FceRI est un tétramére composé d'une chaine o, d'une chaine B et d'un dimeére de
chaines 7y liées par un pont disulfure. La chaine o contient, dans sa partie extracellulaire, deux
domaines apparentés a la superfamille des immunoglobulines, D1 et D2, qui représentent le
module de liaison pour le ligand IgE. Les chaines [ ety constituent le module de signalisation et

comportent dans leur partie cytoplasmique un motif de signalisation ITAM. La chaine f aurait un
role amplificateur de 'expression et de la capacité de signalisation du récepteur.
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chez l'adulte. Du fait de leur niveau de synthese faible et de leur catabolisme important (la
demi-vie dans la circulation est de 2,5 jours), les IgE sériques circulantes représentent, chez
les individus non allergiques, une infime proportion des anticorps circulants. Les IgE se
fixent par leur fragment Fc sur la membrane des basophiles et des mastocytes, ce qui permet
une prolongation de leur demi-vie (qui peut alors dépasser 3 a 4 semaines et aller jusqu'a 12
semaines). Le site de liaison des IgE a leur récepteur (FceRI) se situe dans le domaine Ce3

et a la jonction Ce2-Ce3.

1.4.2.3 - Les récepteurs des IgE

On distingue deux types de récepteurs d'IgE: les récepteurs de haute affinité FceRI et les

récepteurs de basse affinité FceRII (CD23) (Novak et al., 2001b).

Le récepteur FceRI, de forte affinité, est présent chez I'Homme et les rongeurs sous forme
tétramérique (afyy). C'est un complexe membranaire constitutivement exprimé sur les cellules de
l'anaphylaxie: mastocytes et basophiles (50 a 100 000 par cellule). 11 est composé d'une chaine a,
d'une chaine f3 et d'un dimére de chaine y (figure 1).

La chaine a est une protéine transmembranaire, formée d'un partie extracellulaire qui
contient le site de liaison aux IgE (Blank et al, 7/99/; Hakimi et al, 7990), d'un segment
transmembranaire et d'un segment cytoplasmique. La chaine B est une protéine trés hydrophobe qui
traverse quatre fois la membrane et dont les extrémités N et C terminales sont cytoplasmiques. Les
deux chaines y sont des protéines transmembranaires comptant une courte partie extracellulaire et
une région cytoplasmique plus longue. Les chaines B et y portent le module de signalisation. Les
régions cytoplasmiques C-terminales de la chaine [ et des deux chaines y contiennent un motif
ITAM (Immunoreceptor Tyrosine based Activation Motif) nécessaire a l'activation cellulaire. Chez
I'homme, ce récepteur peut exister aussi sous une forme trimérique (oyy) sans la chaine B. 11 est
exprimé d'une fagon variable sur les cellules présentatrices d'antigéne telles que les monocytes, les
cellules de Langerhans, les cellules dendritiques du sang périphérique, mais aussi sur les
¢osinophiles et les plaquettes. Son niveau d'expression a la surface des cellules est moins important
que celui du tétramere. La comparaison des deux formes montre que la chaine B a un role
amplificateur de I'expression et de la capacité de transduction du signal.

La régulation de I'expression du FceRI est sous la dépendance des IgE monomériques qui

ont la capacité d'augmenter son expression (Saini and MacGlashan, 2002). Cet effet est di a la
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stabilité¢ du récepteur exprimé sur la membrane. Il existe une bonne corrélation entre le niveau des
récepteurs FceRI et la concentration des IgE dans le sérum aussi bien chez la souris que chez
'Homme. Etant donné l'augmentation des IgE spécifiques au cours des allergies, la présence de
récepteurs FceRI trimériques fonctionnels sur les cellules présentatrices d'antigéne, telles que les
monocytes, contribuerait a l'initiation et au maintien des réponses atopiques. Les monocytes des
sujets normaux et atopiques expriment des récepteurs FceRI (ayy) qui peuvent servir dans la
présentation d'antigénes aux cellules T. Chez les donneurs normaux, l'expression des FceRI est
variable (de 2 a 40%; 11% en moyenne). Elle est rapidement perdue in vitro (Katoh et al., 2000). Le
pontage des FceRI empécherait 1'apoptose des monocytes par induction de Bcl2 et Bcl-xl,
provoquerait la libération d'IL10 et altérerait en culture la différenciation des monocytes soit en

macrophages soit en cellules dendritiques (Novak et al., 200/a; Saini and MacGlashan, 2002).

Le récepteur FceRIl, de faible affinité, également connu sous le nom de CD23 chez
I'Homme est une lectine de type C dépendante du calcium. Il existe sous deux formes: CD23a et
CD23b. La forme CD23a est constitutivement exprimée par les cellules B. Elle est associ¢e a
'endocytose des particules recouvertes d'IgE. L'autre forme, CD23b, est induit par I'TL-4 et est
présente sur les cellules T, les cellules de Langerhans, les monocytes, les macrophages et les
¢osinophiles. Elle entralne la phagocytose des complexes IgE solubles. Par un processus
autocatalytique di a une métalloprotéase endogene située a la surface de la cellule, la molécule
CD23 peut libérer une série de fragments solubles: les CD23s. Leur poids moléculaire est différent
et ils induisent la différenciation des cellules B et des cellules T (Relji¢ et al., /1997). Cette molécule
CD23 serait également impliquée dans la synthése des IgE: la forme membranaire induisant une
réponse plus faible d'IgE, la forme soluble induisant une production spontanée d'IgE. En fait, le rdole
majeur de CD23 in vivo serait d'inhiber la production d'TgE dans les mod¢les murins d'inflammation
(Riffo-Vasquez et al.,, 2000). CD23 est aussi présente dans les cellules épithéliales. Aprés avoir été
identifié¢ sur la membrane des entérocytes humains (Kaiserlian et al., /993), son expression serait
augmentée dans les allergies alimentaires et les maladies inflammatoires de l'intestin. Ce récepteur
est également retrouvé sur les entérocytes des souris et de rat normaux. Chez le rat sensibilisé, ce
récepteur semble jouer un réle majeur dans l'augmentation du transport intestinal trans-épithélial de
l'antigene. Par sa capacité de s'associer avec différents ligands, CD23 peut exercer une action a la

fois stimulatrice et inhibitrice sur la production d'IgE et les réponses inflammatoires.

1.4.2.4 - Les cellules effectrices de la réaction allergique
L'activation par un allergéne des mastocytes et des basophiles, dépendante des IgE,
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provoque la libération brutale de médiateurs vaso-actifs et constricteurs des fibres musculaires
lisses, a l'origine des symptomes aigus. Les organes et tissus cibles de l'allergie immédiate sont
¢galement l'objet d'une réaction inflammatoire (phase tardive), entretenue et exacerbée par
I'exposition aux allergénes de I'environnement. Classiquement, les principales cellules qui
produisent les médiateurs de l'allergie immédiate sont les polynucléaires basophiles et les
mastocytes. D'autres cellules (polynucléaires neutrophiles et éosinophiles, monocytes et
macrophages, plaquettes, cellules endothéliales, cellules des épithéliums muqueux et lymphocytes

T) jouent un role important dans la physio-pathologie de ces réactions.

1.4.2.4.1 - Les cellules intervenant dans la phase précoce: mastocytes et basophiles

Les polynucléaires basophiles et les mastocytes sont les principales cellules qui produisent
les médiateurs de l'allergie immédiate. Elles contiennent des granulations (vésicules) qui sont la
source principale des médiateurs chimiques de 1'hypersensibilité immédiate. Elles constituent aussi
la source majeure de cytokines qui régulent les fonctions des éosinophiles, cellules qui sont a la
base de I'inflammation allergique et de sa persistance dans les tissus (Kung et al., /995; Warner and

Kroegel, 1994).

Les mastocytes, chez les rongeurs, sont de deux types: les mastocytes muqueux (MMC:
Mucosal Mast Cells) trés abondants au niveau des muqueuses respiratoires et digestives et dont le
développement est thymo-dépendant, et les mastocytes du tissu conjonctif (CTMC: Connective-
type Tissue Mast Cells) abondants dans le péritoine et la peau, la sous-muqueuse digestive et
respiratoire, les organes lymphoides centraux et périphériques (Enerbick, 7/997). Chez 'Homme, les
mastocytes peuvent aussi étre classés en deux catégories, selon leur contenu en protéases. Les
mastocytes T, qui se rapprochent des MMC murins, ne contiennent que de la tryptase et sont
prédominants au niveau de la muqueuse intestinale, gastrique et nasale. Leur nombre est
significativement augmenté dans la muqueuse nasale des malades atteints de rhinite allergique et
dans la paroi et les secrétions bronchiques des asthmatiques. Les mastocytes TC, dont les
granulations contiennent a la fois de la tryptase et de la chymase, sont prédominants dans la peau et
la sous-muqueuse intestinale. Dans la muqueuse nasale des patients allergiques aux pollens, on
observe une augmentation saisonniére du nombre de mastocytes T. Par contre, le nombre de
mastocytes TC ne varie pas et reste identique a celui retrouvé chez les sujets normaux. De méme,
les mastocytes T, qui constitue environ 1% des cellules recueillies lors d'un lavage broncho-

alvéolaire chez l'individu sain, augmentant jusqu'a 5% chez l'atopique (Molina, /995).
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Les polynucléaires basophiles (PNB) sont caractérisés par 1'absence de tryptase et d'héparine
dans leurs granulations (Enerbick, 71997). Ce sont des cellules essentiellement circulantes, dont la
durée de vie est de 2 a 3 semaines. La formule leucocytaire d'un sujet normal comporte moins de
0,5% de basophiles. Leur augmentation significative est observée chez les individus allergiques,
notamment pendant les phases d'exposition a l'allergéne. Leurs granulations intra-cytoplasmiques
contiennent les médiateurs préformés: histamine, ECF-A (Eosinophil Chemotactic Factor of

Anaphylaxis) et NCF (Neutrophil Factor of Anaphylaxis) qui seront expulsés lors de leur activation.

1.4.2.4.2 - Les cellules intervenant dans la phase tardive de nature inflammatoire

Les polynucléaires €éosinophiles (PNE) sont probablement les principales cellules effectrices
secondaires de l'allergiec immédiate chez 1'homme. Une hyper-éosinophilie est retrouvée dans
l'atopie, les rhinites allergiques, la dermatite atopique et l'asthme (Wardlaw, 7/994). Ce sont des
cellules a localisation essentiellement tissulaire dont la prolifération est assurée par I'IL-5. Les
¢osinophiles contiennent un certain nombre de médiateurs préformés constitués d'enzymes qui sont
libérées dans le microenvironnement et le sang par les éosinophiles activés. Il s'agit principalement
de la MBP (Major Basic Protein), de 'ECP (Eosinophil Cationic Protein), de I'EPO (Eosinophil
Peroxydase) et de 'EDN (Eosinophil Derived Neurotoxin). Toutes ces toxines exercent a des degrés
divers, des effets cytotoxiques, pro-inflammatoires et neurotoxiques. Les éosinophiles activés
libérent également des médiateurs néoformés (notamment leucotrieénes et prostaglandines). Les
polynucléaires neutrophiles (PNN) produisent de nombreux médiateurs pro-inflammatoires et

vasoactifs, ainsi que des protéases. Ils sont tous susceptibles de participer a la réaction allergique.

1.4.3 - Balance Th;/Th, et Lymphocytes T régulateurs

Les cellules Thy, issues d'une sous-population de lymphocytes T CD4" (de type 1), sont
impliquées dans les réactions inflammatoires a médiation cellulaire comme les réactions
d'hypersensibilité retardée ou 1'élimination d'agents pathogenes intracellulaires. Cette immunité est
caractérisée par l'activation des macrophages et la production de lymphocytes T cytotoxiques (Ito et
al., 71997). Les cellules Th; induisent des réponses immunitaires protectrices en favorisant la
production d'anticorps dominée par 1'isotype 1gGz, chez la souris.

Les cellules Th, (lymphocytes T CD4" de type 2) sont plutdt impliquées dans I'induction de
réponses anticorps de type IgG; et IgE. La production d'TL-4 stimule les cellules B vers une

production d'IgE et IgG; chez la souris et d'IgE et dTgGs chez I'Homme (Murray, 7998). L'IL-5 est
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pour sa part, une cytokine permettant I'activation du recrutement des €osinophiles mais également
capable d'amplifier la production d'IgE. Ainsi, les cytokines de type Th, sont fréquemment
retrouvées dans les processus allergiques et dans les réponses impliquant une forte sécrétion

d'anticorps (Mosmann and Sad, 7/996).

TH

1

IgE IgG2a
Ma_stocyt_es Activation des
Eosinophiles macrophages

TH

2

) i ) sinue

Figure 2: Dialogue moléculaire entre TH, et TH, et implications dans la réaction allergique

Les cellules Th, et Th, peuvent interagir directement entre elles et/ou par l'intermédiaire de médiateurs.
L'IL-4 et I'IFNy n'inhibent pas directement les cellules Th et Th, différenti€es, respectivement.

Néanmoins, ces molécules jouent un role inhibiteur en bloquant leur différenciation a partir de cellules T
précurseurs.

Issu de Coffman, 2006

-39 -



Contexte bibliographique Les allergies alimentaires

La description des sous-types 1 et 2 de lymphocytes auxiliaires chez la souris a permis de
proposer chez 'Homme une explication a l'inflammation observée dans l'asthme ainsi qu'une
relation avec l'atopie. Les différences fonctionnelles entre lymphocytes Th; et Th, ont également
permis de proposer une explication a I'augmentation récente de la prévalence de l'asthme et des
maladies allergiques. Cette approche conduirait a développer des stratégies thérapeutiques inhibant
la réponse Th; associée a la production d'IgE et a l'inflammation due aux éosinophiles et a stimuler
la réponse Th; associée a la défense anti-infectieuse. Des travaux récents vont cependant a
I'encontre d'un tel schéma (voir fig. 2 p.39), probablement trop simpliste. Il a en effet été démontré
que la réponse Th; (IFNYy) pouvait étre augmentée dans l'asthme. Par ailleurs, la stimulation de la
réponse Th; dans des modé¢les animaux d'hyperactivité bronchique n'améliore pas toujours les
parameétres fonctionnels ou inflammatoires. Chez les asthmatiques, plusieurs études ont démontre
que les traitements anti-asthmatiques permettant I'amélioration de la maladie pouvaient
s'accompagner d'une augmentation de la réponse Th, (Woodfolk, 2007). Au plan épidémiologique,
la théorie dite hygiéniste expliquant 1'augmentation de l'atopie par la baisse des infections et une
réponse Th; amoindrie, est également prise en défaut par 'augmentation simultanée dans les mémes
populations de pathologies auto-immunes caractérisées par l'exacerbation de la réponse Thj.
L'ensemble de ces observations remet donc en cause le dogme Th;/Th; et suggére un schéma ou les
deux types de lymphocytes auxiliaires contribuent au développement de I'atopie et de
l'inflammation.

Une nouvelle sous-population de lymphocytes T CD4" pourrait étre impliquée dans le
schéma classique « Th;/Th, ». Il a en effet été démontré récemment que des lymphocytes T dits
régulateurs (Tr), producteurs d'IL-10 (Bashyam, 2007) et/ou de TGF-f et inducteurs de tolérance
¢taient déficitaires chez les sujets allergiques (rhinite allergique et asthme) (Magnan and Humbert,
2005). De plus, ces lymphocytes augmentent lors de I'immunothérapie spécifique. L'IL-10 est une
des rares cytokines immuno-suppressives identifiées a ce jour qui pourrait jouer un réle majeur dans
la tolérance naturelle. Le terme « Ty » regroupe en fait plusieurs sous-populations de cellules T,
différentes entre-elles de par leur localisation, leur expression, la production de cytokines et les
conditions de leur activation. Il semblerait méme que certaines de ces cellules agissant comme des
sentinelles, capables d'induire directement une réponse appropriée. Circulant dans le sang et
facilement repérables en cytométrie en flux a cause d'une forte expression de CD25, les sous-
populations CD4" CD25" sont certainement les Ty les plus étudiés. Récemment caractérisée, cette
sous-population exprime également FoxP3 (un facteur de transcription impliqué dans la régulation
des Trg) et, plus faiblement, CD127. Il convient donc dorénavant de renommer cette sous-

opulation de Ty « CD4" CD25™" CD1277°% FoxP3" » (Banham, 2006).
pop g

- 40 -



Contexte bibliographique Les allergies alimentaires

Des stratégies thérapeutiques pourraient donc étre mises en oeuvre, en utilisant ou en
stimulant directement les T, Cependant, plusieurs points restent a éclaircir, notamment la
spécificité de ces cellules dans le contexte allergique (Botturi et al,, 2007). Dans tous les cas, la
spécificité d'activation des cellules T, dans le contexte de l'allergie, est actuellement étudiée en
considérant maintenant ces nouvelles sous-populations. Il existe une prédisposition globale a
l'allergie chez des sujets atopiques que I'on attribue actuellement a un mauvais fonctionnement de la
machinerie cellulaire des T, permettant ainsi I'activation des cellules Th,. Trois dimensions de
l'inflammation sont donc a prendre en compte : Th;, Thy et Treg; mais il existe stirement d'autres
sous-populations de Teg, car si toutes les cellules CD4" CD25" ne produisent pas de I'L-10, toutes

les cellules T produisant de IL-10 ne sont pas CD4" CD25".

1.5 — Les allergénes

1.5.1 — Présentation générale et nomenclature

Les allergeénes sont classés de différentes fagons. Il existe des classements par type
d'allergie, par source d'allergéne, par fonction connue ou supposée de l'allergéne... Depuis une
vingtaine d'années, 'OMS et I'Union International des Sociétés d'Tmmunologie ont adopté une
nomenclature commune (King et al, 7995). Le systéme utilise les noms abrégés de genre et
d'espéce (selon Linné) ainsi qu'un nombre indiquant la chronologie de la purification de cet
allergéne (Chapman et al., 2007). Beaucoup d'allergénes majeurs d'acariens, animaux, pollens,
insectes ou aliments ont été clonés et pas moins de 40 structures tridimensionnelles ont été
déterminées et référencées dans la Protein Data Bank. Des protéines allergéniques de diverses
fonctions biologiques ont donc été caractérisées: des protéases, des protéines de structure, des
« pathogenesis-related proteins », des protéines de transfert de lipides, des profilines, des protéines
liant le calcium... L'é¢tude de la structure des allergénes permet souvent d'associer a la protéine
¢tudiée, des propriétés physico-chimiques responsables de son allergénicité (résistance a la
protéolyse, a la chaleur...) (Besler et al., 2001; Bredehorst and David, 20017). L'analyse de plusieurs
banques de données de protéines allergéniques permet aujourd'’hui de distinguer 120 familles
distinctes. Un regroupement de ces familles peut se faire ainsi:

— allergénes d'intérieur: enzymes (essentiellement des protéases), protéines « ligand-binding » ou
lipocalines, albumines, tropomyosines et protéines liant le calcium;
- allergénes polliniques: protéines « pathogenesis-related », protéines liant le calcium, pectates

lyases, B-expansines, inhibiteurs de la trypsine;
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Groupe | Famille de protéines Fonction Allergéne (espéce)
PR-1 Cuc m 3 (melon)
PR-2 B-1,3-glucanases Reconnait et dégrade les Ole e 9 (olivier)

polysaccharides de la paroi du Hev b 2 (latex)
pathogene
PR-3 Chitinases (plusieurs Dégrade la chitine Pers a 1 (avocat)
classes) Cas s 5 (chataigne)
PR-4 Chitinases Activité lectine Hev b 6 (latex)
PR-5 Protéines Thaumatin- Perméabilise les membranes Mal d 2 (pomme)
like (TLP) Pru av 2 (cerise)
PR-6 Inhibiteur de protéases
PR-7 Endoprotéase
PR-8 | Chitinases de classe III Activité chitinase et/ou lysozyme Hevamine (latex)
PR-9 Peroxydases Synthése de lignine
PR-10 | Homologues a Bet v 1 Transport de stérols et de cytokines Bet v 1 (bouleau)
Prup 1 (péche)
PR-11 Endochitinases
PR-12 Défensines Antimicrobiens
PR-13 Thionines Membranotoxines
PR-14 | Protéines de Transfert Transport de lipides, défense de la Pru p 3 (péche)

de Lipides (LTP)

membrane (cutine, subérine)

Mal d 3 (pomme)

Zea m 14 (mais)

Tableau 2: Les familles de PR-Protéines selon la classification

de Van Loon (van Loon and van Strien, 71999),

adapté de Hoffmann-Sommergruber, 2002 et Malandain H, 2004
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— allergénes alimentaires de plantes et d'animaux: protéines « pathogenesis-related », protéines de

transfert de lipides, profilines, protéines de stockage, tropomyosines.

1.5.2 — Allergénes alimentaires de plantes et d'animaux

Les allergénes alimentaires sont classés selon leur fonction biologique connue ou leur
appartenance a une famille de protéines (Breiteneder and Radauer, 2004). Une étude récente a
montré que toutes les séquences connues d'allergénes alimentaires d'origine végétale pouvaient étre
regroupées en 31 familles de la banque Pfam (Jenkins et al., 2005). Comme pour les allergénes
polliniques, le nombre de familles est limité et pour une méme allergie, plusieurs allergénes peuvent
étre impliqués (Bublin et al., 2004).

La superfamille des prolamines regroupe une grande majorité de ces allergénes végétaux
(Breiteneder and Radauer, 2004). Les prolamines sont des protéines constituées d'hélices a riches
en proline et glutamine, avec un squelette conservé de 8 résidus cystéine. Trois groupes majeurs
d'allergénes alimentaires d'origine végétale appartiennent aux prolamines: les albumines 2S
(protéines de réserve trouvées dans les graines), les protéines de transfert de lipides non spécifiques
(protéines de défense des plantes retrouvées notamment dans les fruits) et les inhibiteurs de trypsine
et d'a-amylases (Breiteneder and Radauer, 2004; Kreis et al., 71985).

La deuxiéme superfamille d'allergenes alimentaires d'origine végétale, les cupines, sont
retrouvées dans I'ensemble du régne végétal et se caractérisent par la présence d'un repliement en
feuillet B (Dunwell et al,, 2000). Cette famille des cupines comprend 2 groupes de protéines de
stockage: les vicillines et les 1égumines. Des allergénes majeurs trés étudiés en font partie: Ara h 1
de l'arachide (Arachis hypogaea), Jug r 2 de la noix (Juglans regia). Ils sont, chaque année,
impliqués dans des réactions allergiques graves.

Les deux autres grandes familles d'allergénes alimentaires d'origine végétale, les profilines
et les allergenes de la famille de Bet v 1, sont surtout responsables de réactions croisées associant
pollinoses et allergie alimentaire au sein du syndrome allergique oral. Ces quatre grandes familles
regroupent environ 65% des allergenes alimentaires d'origine végétale. Parmi les 27 autres familles,
plus de 50% des allergénes sont impliqués dans des phénomeénes de défense: protéases a cystéine,
protéines thaumatin-like, chitinases (Breiteneder and Radauer, 2004) (tableau 2).

En effet, pour assurer leur croissance et leur reproduction, les plantes doivent s'adapter aux
conditions environnementales et lutter contre leurs nombreux ennemis naturels: adaptation au froid,
a la salinité du sol, a la sécheresse, résistance aux attaques des insectes, des virus, des moisissures,
etc. Les plantes ont développé de trés nombreuses parades au cours de leur évolution et, de tous

temps, les sélectionneurs ont cherché a cumuler ces moyens défensifs naturels dans les variétés
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Famille de protéines

Mécanismes d'action de
défense

Exemple d'allergene

2S albumines

Protéine de stockage avec
parfois une activité inhibitrice
d'amylase/trypsine

Bra j 1 (moutarde)
Ara h 2 (arachide)

Inhibiteurs d'amylase/trypsine

Inhibiteurs d'enzymes
digestives d'insectes

Hor v 15 (orge)

Cyclophilines

Protection des protéines (stress
abiotiques)

Bet v 7 (bouleau)

Protéases a Cystéine

Toxicité pour les insectes
phytophages

Act c 1 (kiwi)

Germines

Tolérance a la sécheresse

Poivre

Protéines de choc thermique
(HSP)

Protection des protéines (stress
thermiques)

HSP-1 (noisette)

Inhibiteurs de protéases a sérine

Inhibiteurs de protéases de
larves d'insectes

STKI (soja)

Isoflavones réductases

Synthése de phytoalexines
(résistance mécanique)

Pyr ¢ 5 (poire)

Lectines

Liaison aux glycoprotéines du
tube digestif des insectes

PNA (arachide)

Homologues a la patatine

Activité lipasique

Hev b 7 (latex)

Protéines inactivant les
ribosomes (RIP)

Les RIP de type 1 inactivent les
ribosomes

Samn 1 (sureau)

Superoxyde dismutases

Detoxification des radicaux

libres

Ole e 5 (olivier)

Tableau 3: Protéines PR-like ayant montré une allergénicité,

adapté de Malandain H, 2004
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cultivées (Malandain, Lavaud, 2004). Les plantes sont dépourvues de systéme immunitaire
adaptatif. Dans toutes ces situations de défense, elles utilisent une machinerie biochimique et,
notamment, des protéines de défense végétale. L'intérét que porte l'allergologie a ces protéines de
défense provient de leur fréquente allergénicité (Hoffmann-Sommergruber, 2002). Les raisons
précises de cette allergénicité ne sont pas connues pour le moment de fagon précise mais paraissent
lices a leur extréme résistance a la dénaturation thermique et aux protéases. Cependant, en de
nombreux points, un parallele peut étre fait entre réponse immunitaire innée des animaux supérieurs
et réponse défensive des plantes (Niirnberger and Brunner, 2002).

Les protéines de défense végétales sont regroupées au sein des protéines PR (tableau 2 p.
42) pour « Pathogenesis-Related » (Hoffmann-Sommergruber, 2002; van Loon et al., 2006). Elles
ont été initialement définies comme étant des protéines « inductibles » impliquées directement dans
des processus de défense. Elles sont produites en réponse a l'attaque de la plante par un
phytopathogéne. Une dérive de cette définition a englobé des protéines « constitutives » a role
¢galement défensif (démontré ou non). Le tendance générale est de revenir a la définition initiale et
de ne considérer comme protéines PR que les protéines de défense inductibles. Les autres protéines,
dont le role défensif n'est souvent pas démontré, constituent les protéines « PR-like » (tableau 3)
(De Lorenzo et al., 2001). Bien qu'il est difficile de chiffrer la part des protéines de défense parmi
les allergénes végétaux, on estime que 42% des quelque 440 allergénes végétaux caractérisés a ce
jour appartiennent a une famille de protéines de défense végétale. On compte également 26 familles
de protéines de défense végétale sur les 57 familles d'allergénes végétaux.

Certaines familles de protéines de défense végétale sont responsables de réactions
allergiques fréquentes et/ou séveres. La sensibilisation a ces allergénes peut conduire a une
réactivité croisée et parfois a des tableaux cliniques d'allergies associé€es: sensibilisation a des
protéines PR-10 dans le syndrome bouleau-pomme, sensibilisation au domaine hévéine et aux
chitinases de classe I dans le syndrome latex-fruits (Lavaud et al., /997; Malandain, 2003). Dans les
situations associant des réactions a un pollen et a des aliments, il est admis que 1'allergie alimentaire
est secondaire a une sensibilisation préalable par voie respiratoire (Vieths et al., 2002). Mais
d'autres allergies associées résultent d'une sensibilisation directe par voie digestive. Les allergenes
sont alors dits « complets »; c'est le cas pour les LTP (péche et autres fruits des Rosacées) ou pour
les 2S-albumines (graines de Légumineuses, moutarde, etc) (Breiteneder and Ebner, 2001). Hormis
les protéines PR-10 présentes dans les pollens de Fagales et dont le modéle est Bet v 1, I'importance
des autres familles de protéines de défense dans les pollinoses est moins bien connue. C'est
notamment le cas pour les LTP, contenues dans les pollens d'olivier, d'armoise, de pariétaire,
d'ambroisie et de noyer. C'est aussi le cas des TLP (Thaumatin-Like Protein). Des réactions
systémiques séveres ont été notées chez des patients sensibilisés a des 2S-albumines, des LTP ou
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des TLP (Vassilopoulou et al., 2007).

La plupart des allergeénes alimentaires d'origine animale sont retrouvés dans le lait (Sharma
et al., 2001), les oeufs et les fruits de mer et poissons. Les allergénes animaux impliqués dans des
réactions au lait appartiennent a 3 familles de protéines: I'a-lactalbumine appartient a la famille 22
des glycosyl-hydrolases, la B-lactoglobuline est une lipocaline et les autres allergénes appartiennent
a la famille des caséines. L'ovomucoide, l'allergéne de l'oeuf le plus important, est une protéase a
sérine. Deux groupes majeurs d'allergénes sont identifiés dans les fruits de mer et les poissons: les
tropomyosines de crustacés et de mollusques qui jouent un rdle clé dans la contraction musculaires

et les parvalbumines des poissons qui lient le calcium au méme titre que les calmodulines.
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2 - les Protéines de Transfert de Lipides des plantes (LTP)

Dans les cellules végétales, les lipides de la membrane plasmique et des membranes des
organelles sont impliqués dans différents processus (catabolisme, transport de molécules,
métabolisme). Les membranes des glyoxysomes, par exemple, sont composées de
phosphatidylcholine, de phosphatidylglycérol et de phosphatidyléthanolamine, alors que cet
organite cellulaire ne posséde pas l'arsenal enzymatique nécessaire a leur synthése. Les
glyoxysomes doivent donc importer ces lipides depuis le réticulum endoplasmique ou ils ont été
formés. La méme situation se retrouve pour les lipides constituant les membranes des chloroplastes,
des mitochondries et de la membrane plasmique (Moreau et al., /998), ou un systéme de transport
intracellulaire des lipides constitué de transporteurs protéiques est nécessaire du fait de leur faible

solubilité dans le milieu aqueux qui compose le cytoplasme des cellules.

2.1 - Présentation de la famille et de la structure

Les protéines de transfert de lipides (LTP) ont été découvertes en 1975 par I'équipe de
Jean-Claude Kader (Kader, /975). Elles tirent leur nom de leur aptitude a faciliter le transfert de
phospholipides entre une membrane donneuse et une membrane acceptrice, in vitro (Kader, 1996).
Les LTP sont de petites protéines, généralement divisées en 2 groupes. Les LTP du groupe 1 ont
des poids moléculaires de 10kDa environ et un caractére basique. En effet, leur point isoélectrique
se situe entre 9 et 10. Leur séquence comprend environ 92 acides aminés (90 a 95) et la position,
trés conservée, de 8 résidus cystéine caractérise cette famille de LTP;. Ces 8 cystéines forment 4
ponts disulfure, ce qui entraine une trés bonne stabilisation de la structure tertiaire (Kader, 7996).
Les LTP du groupe 2 sont plus petites: leur séquence primaire comprend en général 70 acides
aminés (7kDa). Par contre, ces LTP partagent les mémes caractéristiques que les LTP du groupe 1
(pI élevé, activité de transfert de lipides, 4 ponts disulfure conservés) (Castro et al., 2003; Douliez
et al., 2001; Liu et al., 2002). La structure secondaire des LTP; se compose de 4 hélices o et d'une
longue région C-terminale peu ou non structurée (Lee et al., 7998; Shin et al, 71995). Les LTP,
présentent le méme profil de structure secondaire que les LTP;, a une légeére différence prés: on
dénombre seulement 3 hélices o et une région comportant 2 hélices plus courtes. La région C-
terminale ne présente aucune structuration particuliére, comme dans les LTP; (Douliez et al., 2001,
Samuel et al., 2002).

Les différentes structures tridimensionnelles des LTP;, obtenues par diffraction des rayons-
X ou Résonance Magnétique Nucléaire (RMN), ont révélé un repliement globulaire, stabilisé par
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les ponts-disulfures (Lee et al, 7/998; Shin et al, 7/995). La principale caractéristique que les
structures tridimensionnelles des LTP; ont révélé est la présence dans la région centrale de la
protéine d'une cavité hydrophobe flexible ayant la forme d'un tunnel. Le caractére hydrophobe de
ce tunnel dépend de la présence de plusieurs résidus a chaines latérales hydrophobes (notamment
alanine, isoleucine, leucine, proline et valine). Ce tunnel posséde deux entrées: une petite et une
plus large (Lee et al., 7998; Shin et al., 71995). La présence, stratégique, de deux acides aminés
¢lectropositifs (arginine et lysine) au voisinage de la plus grande entrée, leur permet d'interagir avec
les parties hydrophiles des lipides. Cette interaction, ajoutée aux contacts hydrophobes mis en jeu
dans le tunnel entre les chaines d'acides gras des phospholipides et les chaines latérales des acides
aminés hydrophobes permet aux LTP d'assurer leur réle de transporteur de lipide. Grace a ces
interactions, la partie hydrophile des acides gras reste exposée au solvant. La structure
tridimensionnelle des LTP, est caractérisée non pas par la présence d'une cavité hydrophobe
ressemblant a un tunnel, mais plutot a une cavité en forme de triangle, recouverte d'acides aminés a
caractére hydrophobe: alanine, cystéine, isoleucine, leucine, phénylalanine et valine (Samuel et al.,
2002). Des études de modélisation moléculaire ont montré que cette cavité des LTP, pourrait étre
plus flexible que le tunnel des LTP;. Ceci a été confirmé par l'association de certains stérols avec
des LTP; et non pas avec des LTP; (Buhot et al., 2001; Samuel et al., 2002). Le volume de la cavité
des deux familles de LTP peut augmenter et s'adapter a différents types de phospholipides,
démontrant ainsi un manque de spécificité d'interaction. C'est la raison pour laquelle les LTP sont
appelées Protéines de Transfert de Lipides non-spécifiques (nsLTP) (Han et al., 2007; Samuel et al.,
2002).

La diversité des LTP varie selon les espéces mais reste toujours importante: 12 LTP dans
le riz Oryza sativa (Lee et al., 1998), 11 LTP dans le haricot mungo (mung bean) Vigna radiata var.
radiate (Lin et al., 2005), 11 LTP; et 13 LTP, dans le mil Sorghum vulgare (Pelése-Siebenbourg et
al., 1994) et 11 LTP, dans le colza Brassica napus (Lee et al., /1998). Les acides aminés charggs,
trés abondants, sont trés souvent conservés au sein des LTP; (Aspartate 43, Arginine 44 et Lysine
52). Sur environ 91 acides aminés, pas moins de 8 a 10 sont électropositifs, ce qui leur confére un
caractere basique prononcé (Castro et al., 2003).

Les deux familles possédent, en N-terminal, un peptide signal dont la longueur peut varier
de 21 a 27 acides aminés pour les LTP; (Arondel et al., /997; Vignols et al., 1994), et de 27 a 35
acides aminés pour les LTP, (Garcia-Garrido et al., /998; Kalla et al., 7994). Une fois le peptide
signal excisé, la LTP mature est alors exportée vers l'apoplaste. Ainsi, les LTP; se localisent au
niveau de la paroi cellulaire de différentes plantes dont l'arabette Arabidopsis thaliana (Thoma et

al., 1993), ou le ricin Ricinus communis (Tsuboi et al., 1992).
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2.2 - Expression, localisation cellulaire et role présumé dans la défense des

plantes

Différentes fonctions ont ¢été proposées pour les LTP wvégétales. La structure et
'agencement des geénes de LTP,; indiquent la présence de différents génes codant pour des LTP et
possédant plusieurs mode d'expression et, probablement, plusieurs fonctions. Des études, réalisées
sur le riz (Oryza sativa), ont ainsi démontré que plusieurs génes codaient pour des LTP (Vignols et
al., 1994). D'autres études, menées sur le mil Sorghum vulgare (Pelése-Siebenbourg et al., 1994) ou
l'arabette Arabidopsis thaliana (Arondel et al., 1991), ont en fait révélé l'existence d'une famille
multigénique. L'étude de I'expression de ces différents génes, simultanée ou non, pourrait expliquer
la fonction de ces protéines (Carvalho and Gomes, 2007). Malgré tout, différents niveaux
d'expression ont été retrouvés dans diverses variétés de plantes et de tissus, durant les différents
stades de développement des plantes et dans diverses conditions physiologiques (Arondel et al.,
1991; Soufleri et al, 7996; Vignols et al, 7997). Ainsi, des modifications dans les profils
d'expression de diverses LTP ont été observées a la suite de changements environnementaux, tel
que le stress salin, la réponse au froid et/ou a l'infection de la plante par des bactéries ou des
champignons pathogénes (Jang et al., 2004; Jung et al., 2003). Des molécules régulatrices comme
l'acide abscissique, I'acide salicylique, I'éthyléne ou le jasmonate semblent étre impliquées dans les
voies de signalisation responsables de I'expression des génes de LTP (Garcia-Garrido et al., 7998;
Jang et al.,, 2004; Jung et al.,, 2003; Jung et al., 2005; Jung et al., 2007). Le role des LTP dans les
processus de défense des plantes a été étudié, principalement a partir de LTP purifiées (Cammue et
al., 1995; Ge et al., 2003; Molina et al., /993; Segura et al., /993) et a travers les modifications des
profils d'expression des génes de LTP en réponse a une infection par un phytopathogéne (Jung et
al., 2003; Park et al,, 2002). Ainsi, I'expression d'une LTP d'orge dans des plantes transgéniques
d'arabette et de tabac (Nicotiana tabacum) a permis d'augmenter significativement la tolérance a
l'infection par un pathogene. Dans les plants transgéniques de tabac, la croissance de la bactérie
Pseudomonas syringae pv. tabaci est retardée et le pourcentage de nécroses observées chez les
plantes infectées est considérablement réduit. La méme expérience a été effectuée chez A. thaliana
avec la bactérie P. syringae pv. tomato et le champignon Botrytis cinerea, avec les mémes effets sur
les 1ésions provoquées (Molina and Garcia-Olmedo, /997). Pour les LTP, des niveaux d'expression
semblables a ceux observés pour des protéines de la famille des Pathogenesis-Related 2 et 3 (PR-2,
PR-3) ont été constatés, permettant ainsi d'envisager l'implication de ces protéines dans les mémes
processus de défense contre les stress biotiques et abiotiques. Ainsi, les LTP ont été regroupées au
sein de la famille des PR-14, du fait de leur activité antimicrobienne, leurs similarités de séquence

et leur induction suite a une infection par un phyto-pathogeéne. L'activité¢ anti-microbienne des LTP
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semble (pour certaines d'entre-elles) néanmoins tres spécifique. Par exemple, la LTP purifiée du riz,
exprimée chez E. coli, possede une action contre le champignon Pyricularia oryzae, mais est

inefficace contre un autre champignon Xanthomonas oryzae (Ge et al., 2003).

Depuis la découverte de l'activité anti-microbienne de certaines LTP, de nombreux travaux
ont été initiés pour comprendre leur mode d'action qui, a priori, doit permettre aux LTP d'interagir
avec les membranes du pathogéne pour les perméabiliser et/ou modifier leur intégrité (Kader,
1996). Ainsi, des LTP; ont été testées in vitro sur des membranes modeles, comme des
monocouches de dipalmitoilphosphatidylglycérol (Subirade et al, 7995). D'autres expériences
réalisées a l'aide de sondes fluorescentes ont permis de mettre en évidence une perméabilisation
LTP-dépendante de la membrane de levures traitées avec des fractions enrichies en LTP (Diz et al.,
2006). Ces différents résultats ont permis de valider les informations obtenues avec des membranes
modeles, mais le mécanisme d'action et les propriétés anti-microbiennes des LTP n’ont pas encore

été complétement élucidés.

La localisation extracellulaire des LTP; n'est pas une régle générale. Ainsi, chez le ricin,
une isoforme de LTP a été retrouvée dans le glyoxysome. Cette localisation permettrait une
activation de l'acétyl-CoA oxydase in vitro, suggérant une possible implication des LTP dans la -
oxydation et la régulation du transport et du stockage des lipides (Tsuboi et al., 7992). Dans le grain
de bl¢, la présence d'une LTP a aussi été démontrée dans les grains d'aleurone, riches en protéines.
Par contre, la présence de LTP dans les parois cellulaires des graines n'a jamais ét¢ démontrée
(Dubreil et al., 1998). La présence de LTP a aussi été observée dans des vacuoles de stockage des
graines de Niébé (Vigna unguiculata) mais le role physiologique 1ié a cette présence n'a pas encore
¢té démontré (Carvalho and Gomes, 2007). Des LTP ont aussi été observées a la surface des
feuilles. Ainsi, chez le chou rouge (Brassica olearacea), les LTP constituent prés de 50% des
protéines présentes sur la surface cireuse des jeunes feuilles. Ce taux chute a 4% pour des feuilles
matures. Cette forte variation suggére une intervention des LTP dans le transport des monomeéres de
cutine, nécessaire a la croissance des feuilles et la formation de la cutine (Pyee et al., /994). Chez
A. thaliana, 1'expression du geéne de la LTP, varie dans le temps. Ainsi, dans les tissus en cours de
développement, le taux d'expression est trés important alors qu'il diminue dans des tissus dont le
développement ralentit ou s'arréte. Ces variations seraient également corrélées au besoin de cutine
qui accompagne le développement des différents organes foliaires (Thoma et al., 7994). La
démonstration d'une implication des LTP dans le transport de cutine et la formation de la membrane
lipophilique autour des cellules embryonnaires de carotte conforte cette hypothése du rdle des LTP
(Cheng et al., 2004; Sterk et al., 1991).
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2.3 - Des protéines impliquées dans la signalisation des plantes ?

L'hypotheése d'une implication des LTP dans des voies de signalisation chez les plantes
remonte a des travaux sur 4. thaliana qui ont démontré le role joué par un géne trés voisin de celui
des LTP dans la transmission du signal intracellulaire (Maldonado et al., 2002). Ce géne, appelé
dirl-1, code une protéine de 102 acides aminés capable d'interagir avec des lipides et de former
ainsi un complexe impliqué dans la résistance systémique des plantes.

D'autres travaux chez la tabac ont mis en évidence in vitro l'interaction de la LTP de blé¢
avec des récepteurs des élicitines (Buhot et al, 2001). Ces petites protéines d'environ 10kDa,
secrétées par des Oomycetes du genre Phytophthora ou Pythium, induisent une réaction
d'hypersensibilité chez le tabac (Ponchet et al., 1999). Comme les LTP, les élicitines sont de petites
protéines basiques possédant des ponts disulfure et une structure secondaire constituée surtout
d'hélices a. Elles possedent également une poche hydrophobe qui leur permet d'interagir avec des
molécules hydrophobes, dont les stérols. Malgré toutes ces similitudes, les homologies de
séquences sont faibles entre les élicitines et les LTP. Bien que certaines de leurs hélices o soient
superposables, des travaux plus récents suggerent la possibilité, pour les LTP, de transporter des
molécules impliquées directement dans des voies de signalisation (Blein et al., 2002; Mikes et al.,
1998). Ainsi, une LTP recombinante de tabac fixe l'acide jasmonique et le complexe formé est
reconnu par le récepteur des élicitines (Buhot et al., 2004). Infiltré¢ a des plants de tabacs, le
complexe formé induit une protection a longue distance contre plusieurs agents pathogeénes dont P.
parasitica. Néanmoins, aucune étude n'a permis de démontrer que le complexe constitue le signal

d'activation, ou bien que la liaison au récepteur induit I'activation de la voie de signalisation.

2.4 - Intervention dans le transport des lipides

Les études structurales des complexes formés par des LTP et des lipides permettent de
mieux comprendre les interactions mises en jeu (Gomar et al., 7998). Ainsi, la détermination de la
structure du complexe formé par la LTP du mais et l'acide palmitique (C16:0) (Shin et al., 7/995) a
démontré que le lipide interagit avec le tunnel constitué d'acides aminés hydrophobes. Afin de
mieux caractériser l'interaction entre les lipides et la cavité¢ des LTP;, des études ont été réalisées
avec divers lipides marqués avec des sondes fluorescentes. Ainsi, il a ét¢ démontré que la LTP du
blé (Triticum aestivum) peut interagir avec deux chaines de 1,2-dimyristoylphosphatidylglycérol
(Sodano et al., 7997). D'autres études (Guerbette et al., 1999a; Guerbette et al., 71999b) menées avec
d'autres LTP (de mais notamment), ont montré que les chaines d'acides gras saturés dont la

longueur varie de 16 a 18 atomes de carbone, interagissent de fagon préférentielle avec les LTP.
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Des expériences d'inhibition effectuées avec des lipides a chaines plus courtes (10 a 12 atomes de
carbone) n'ont pas permis de déplacer la liaison avec des lipides & chaines plus longues (16 a 18
atomes de carbone). De méme, des lipides a chaines d'acides gras encore plus longues (20 a 22
atomes de carbone) ne perturbent pas l'interaction entre les LTP et les lipides a chaines de 16 a 18
atomes de carbone, démontrant ainsi l'existence d'une longueur optimale pour l'interaction
(Zachowski et al., 7998).

Cette caractéristique que posséde la cavité hydrophobe de s'adapter a des molécules
hydrophobes est déterminante pour l'activité de liaison et de transport des lipides. Certaines
protéines, dont la structure tridimensionnelle ressemble aux LTP, sont incapables de transporter des
lipides libres. C'est le cas d'une protéine de graines d'oignon (Allium cepa), 1'Ace-AMPI,
structurellement voisine des LTP;. Les éléments de structure secondaire classiques des LTP (hélices
o) sont retrouvés, en dépit de légeres divergences dans les séquences en acides aminés de ces
protéines. Les cystéines sont également conservées, ainsi que les ponts disulfure. Malgré tout, la
cavité hydrophobe de I'Ace-AMP1 est obstruée par des acides aminés aromatiques (phénylalanine
et tyrosine) qui créent un encombrement empéchant cette protéine « LTP-like » d'interagir avec des
lipides libres afin de les transporter (Cammue et al., /995). Par contre, Ace-AMP1 peut interagir

avec des lipides membranaires (Tassin et al., /998).

En plus des cystéines, d'autres acides aminés sont conservés dans les séquences primaires
des LTP;. Ces acides aminés, indispensables a l'interaction avec les molécules de lipides, sont au
moins au nombre de deux. Le premier, une tyrosine (vers la position 80), est positionné pres de
l'entrée de la cavité hydrophobe réalisant des contacts hydrophobes avec les chaines d'acides gras.
En outre, une liaison hydrogéne entre le groupement hydroxyle de la tyrosine et un groupement
carboxyle des tétes polaires des lipides, stabilise l'interaction avec des lipides possédant des chaines
d'acides gras longues de 16 a 18 atomes de carbone (Han et al., 2001). Des lipides a chaines
d'acides gras plus courtes ou plus longues sont incapables d'établir cette liaison hydrogene,
expliquant ainsi la mauvaise interaction observée avec ce type de lipides. Le deuxiéme résidu
d'intérét est une alanine (position 66 environ). Une liaison hydrogene s'établit entre cet acide aminé
et le groupement hydroxyle des acides gras, comme le ricinoléate (C18:1, 9, 12-OH). Cette liaison
expliquerait le r6le des LTP dans la synthése de la cutine, composée essentiellement d'acides gras

hydroxylés et cétoxylés (Han et al., 2001; Heredia, 2003).

2.5 - Les LTP allergénes majeurs des fruits

Depuis leur découverte il y a 30 ans, plus d'une centaine de LTP ont été identifiées dans

-5 -



Contexte bibliographique Les LTP

plus de 50 espéces différentes mais ce n'est qu'en 1999 que leur implication dans des réactions
allergiques ont été démontrées. Ce sont les LTP des fruits de Rosacées, étudi¢es dans 1'équipe
Italienne d'EA Pastorello et Espagnole de G Salcedo qui ont pour la premicre fois démontré leur
interaction avec des IgE de patients allergiques (Pastorello et al,, 7999; Sanchez-Monge et al,,
1999). Les LTP de pomme (Mal d 3) et de péche (Pru p 3) ont depuis fait l'objet de nombreux
travaux. Il est devenu évident que cette famille de protéines comprenait de nombreux allergénes,
qu'ils soient polliniques ou alimentaires: les LTP sont actuellement considérés comme des
panallergeénes en raison de leur distribution dans la plupart des espéces végétales (Breiteneder and

Mills, 2005; Pastorello and Robino, 2004; Salcedo et al., 2004; van Ree, 2002).

2.5.1 - Des allergénes de fruits aux panallergénes végétaux

Chez les adultes, les allergies alimentaires médiées par les IgE sont principalement causées
par les fruits des Rosacées (pomme et péche) (Eriksson et al., /982; Kanny et al., 2001; Ortolani et
al., 71988). L'allergie, surtout a la pomme, a souvent été associée a l'allergie au pollen de bouleau,
trés fréquente dans le centre et le nord de 1'Europe ou les arbres de la famille des Fagales sont tres
abondants. Les patients présentent des symptomes au niveau de la cavité oropharyngiéne et
semblent avoir été sensibilisés par des allergénes polliniques; Ce syndrome, connu sous le terme de
« Oral Allergy Syndrome » ou OAS a été tres largement étudié (Eriksson et al., 7982; Kazemi-
Shirazi et al, 2000; Ortolani et al., 7/988). Les réactions allergiques dues a l'ingestion de fruits
(pomme) sont souvent associées a la présence d'allergénes homologues dans les pollens et les fruits.
Les membres de la famille des PR-10 comme l'allergéne majeur du pollen de bouleau Bet v 1 sont

impliqués, ainsi que des profilines (Bet v 2) (Ebner et al., /995; Vieths et al., 2002).

Les patients du pourtour méditerranéen, allergiques aux fruits, sont trés peu ou pas du tout
exposés aux pollens de Fagales. Le profil clinique et symptomatologique est souvent tres différent
des patients des pays du nord de I'Europe. Des manifestations séveres sont fréquemment
rencontrées et un nombre significatif de patients souffrent d'allergies alimentaires sans aucun lien
avec la pollinose (Cuesta-Herranz et al., 71998; Fernandez-Rivas et al., /997; Fernandez-Rivas et al.,
2003). 1l semblerait donc que d'autres LTP n'appartenant pas aux pollens de Fagales peuvent
sensibiliser ces patients. La sensibilisation directe, via les LTP de fruits, n'est pas non plus a
exclure. Des études ont en effet montré qu'une LTP d'armoise Art v 3 (Artemisia vulgaris) et une
LTP de platane (Platanus acerefolia) Pla a 3 sont clairement impliquées dans des co-
sensibilisations pollen-fruit. Ces LTP réagissent également avec des sérums de patients allergiques

a Pru p 3 (Diaz-Perales et al., 2000; Garcia-Sellés et al., 2002; Lauer et al., 2007; Lombardero et al.,
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Espéce Allergéne Référence
VEGETAUX
Fruits des Rosacées
Péche (Prunus persica) Prup3 (Pastorello et al., 1999; Sanchez-Monge et al., 1999)

Pomme (Malus domestica) Mald 3 (Pastorello and Robino, 2004; Sanchez-Monge et al., 1999)
Abricot (Prunus armeniaca) Pruar3 (Pastorello et al., 2000a)
Prune (Prunus domestica) Prud3 (Pastorello et al., 2001)
Cerise (Prunus avium) Pruav 3 (Scheurer et al., 2001)
Fraise (Fragaria ananassa) Fraa3 (Zuidmeer et al., 2006)
Autres fruits
Raisin (Vitis vinifera) Vitv 1 (Pastorello et al., 2003)
Orange (Citrus sinensis) Cits3 (Ahrazem et al., 2005)
Citron (Citrus limon) Citl3 (Ahrazem et al., 2005)
Tomate (Lycopersicon esculentum) Lyce3 (Le et al., 2006)
Légumes
Asperge (Asparagus officinalis) Aspaol (Diaz-Perales et al., 2002)
Laitue (Lactuca sativa) Lacs 1 (San Miguel-Moncin et al., 2003)
Chou (Brassica oleracea) Brao3 (Palacin et al., 2006)
Noix
Noisette (Corylus avellana) Cor a8 (Pastorello et al., 2002)
Noix (Juglans regia) Jugr3 (Pastorello et al., 2004)
Chataigne (Castanea sativa) Cass 8 (Sanchez-Monge et al., 2006)
Céréales
Mais (Zea mays) Zeam 14 (Pastorello et al., 2000b)
LATEX
Latex (Hevea brasiliensis) Hevb 12 (Beezhold et al., 2003)
POLLENS
Pariétaire de Judée (Parietaria judaica) Parj1 (Ayuso et al., 71993)
Parj2 (Duro et al., 71996)
Pariétaire officinale (Parietaria officinalis) Paro 1 (Oreste et al., 1991)
Ambroise (Ambrosia artemisiifolia) Amb a6 (Roebber et al., 1983)
Olivier (Olea europoea) Olee7 (Tejera et al., 1999)
Armoise (Artemisia vulgaris) Artv3 (Diaz-Perales et al., 2000)
Platane (Platanus acerifolia) Plaa3 (Lauer et al., 2007)

Tableau 4: Les LTP identifiées comme allergéniques dans les aliments d'origine

végétale, le latex et les pollens, adapté de Salcedo et al., 2007
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2004; Pastorello et al., 2002). Ces LTP ont environ 40% d'homologie de séquence avec Pru p 3. Les
patients allergiques au pollen de platane mais ne présentant pas d'allergie alimentaire ne sont que
pour trés peu d'entre eux sensibilisés a Pla a 3. C'est le contraire pour les patients souffrant
d'allergie alimentaire (Lauer et al., 2007). Cette LTP de platane semble donc jouer un rdle dans les
réactions croisées observées avec la péche. D'autres LTP de pollens, présentant moins d'homologie
de séquence avec Pru p 3, peuvent étre considérées comme des allergénes mineurs. C'est le cas pour
Amb a 6 (ambroisie) et Ole e 7 (olivier). Avec seulement 35% d'identité de séquence avec Pru p 3,
ces LTP ne semblent pas étre impliquées dans des réactions croisées entre pollen et fruits (Hiller et
al., 71998; Roebber et al., 1983; Tejera et al., 1999). C'est également le cas pour Par j 1 et Par j 2
(pollen de pariétaire). En plus de présenter un poids moléculaire supérieur a 9kDa (14,7 et 11,3kDa
respectivement) et une identité de séquence tres faible avec Pru p 3 (26-29 %), aucune réaction
croisée n'a été observée avec la LTP de péche. C'est également le cas avec d'autres LTP de pollen,

comme Art v 3 (Ayuso et al.,, 7995; Costa et al., 1994; Duro et al., 1996; Lombardero et al., 2004).

Depuis 1999 et les premicres investigations réalisées sur les LTP, de nombreuses LTP ont
été découvertes dans d'autres fruits, comme l'abricot, la poire, le citron... mais aussi dans des
graines et des 1égumes (tableau 4). Les alignements de séquence de ces différentes LTP ont permis
de démontrer leur trés forte identité avec Pru p 3 (de 47 % a 92 %), indiquant trés probablement une
trés forte homologie de structure. Des réactions croisées ont été mises en évidence entre des LTP
d'origines tres variées (fruits, graines, légumes), démontrant ainsi que les épitopes reconnus par les
IgE se retrouveraient dans toutes ces LTP (Diaz-Perales et al., 2000; Lombardero et al., 2004). Des
réactions croisées ont également été observées avec des espéces non-alimentaires. Ainsi Hev b 12,
une LTP du latex (65 % d'identité de séquence avec Pru p 3), est responsable d'une réaction croisée

avec la péche (Beezhold et al., 2003).

2.5.2 - Caractérisation immunologique et structurale des LTP; importance de 1'étude

des épitopes

Les différentes caractéristiques attachées a la famille des LTP ont permis, en quelques
années, d'imposer ces protéines comme des modeles pour I'étude des allergies alimentaires (Salcedo
et al., 2004; van Ree, 2002). Leur résistance a la protéolyse et aux traitements par la chaleur
suggerent que les motifs épitopiques des LTP sont conservés lors de leur passage par le tractus
gastrointestinal. Ces protéines pourraient alors interagir directement avec le systéme immunitaire
pour induire a la fois une sensibilisation et les symptdmes de la réaction allergique. La résistance

des différentes LTP a ainsi été étudi€e, in vitro, dans un environnement gastrique reconstitué
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(présence de pepsine et d'autres enzymes dans un milieu trés acide). Ces protéines restaient intactes
aprés 2 heures de traitement et, apres 24h, seulement 40% de l'allergéne Pru p 3 avait été dégradé
(Asero et al., 2000; Duffort et al., 2002; Scheurer et al., 2004; Vassilopoulou et al., 2006). De
méme, apreés chauffage a des températures supérieurs a 100°C, les LTP de péche et de mais
interagissaient encore avec les IgE de patients allergiques (Brenna et al., 2000; Lindorff-Larsen and
Winther, 2001; Pastorello et al, 2003). Cette extréme résistance des LTP peut expliquer les
réactions allergiques observées a la suite d'ingestion de produits alimentaires industriels, comme
des jus de fruits, des bi¢res, du vin ou des confitures (Brenna et al., 2000; Duffort et al., 2002;
Garcia-Casado et al, 2001; Scheurer et al, 2004). L'importante stabilit¢ des LTP serait un des
facteurs responsable de leur implication dans les processus de sensibilisation et de déclenchement
de réactions séveres observées dans les pays du pourtour méditerranéen (urticaire généralisé,

asthme, choc anaphylactique).

L'interaction entre les protéines allergéniques et les cellules du systéme immunitaire
implique la présence d'épitopes. Ces régions sont généralement classées en 2 types: les épitopes
linéaires ou continus et les épitopes conformationnels ou discontinus. Cette distinction entre
épitopes linéaires et épitopes conformationnels n'a aucun sens lorsqu'on s'adresse a la structure des
protéines ou des peptides. Une séquence de quelques acides aminés adopte obligatoirement une
conformation spatiale qui dépend de I'environnement et de I'équilibre entre les forces d'entropie et
d'enthalpie qui gouvernent le repliement des peptides et des protéines. Il est tout a fait illusoire de
considérer un ¢épitope linéaire, méme s'il s'agit d'un épitope T, comme une séquence de
conformation parfaitement linéaire. Il faut bien comprendre qu'un épitope, quel qu'il soit, adapte sa
conformation a celle du paratope (cas des épitopes B) ou de la corbeille du CMH de classe II (cas
des épitopes T) pour qu'une interaction suffisamment stable puisse se produire. Les termes
d'épitopes « continus » et « discontinus » traduisent beaucoup mieux cette situation et doivent étre
préférés a ceux de « linéaires » et « conformationnels » qui n'ont aucune signification structurale et
risque de donner une image erronée de la réaction antigéne-anticorps ou antigéne-CMH II. Les
interactions mises en jeu dans les reconnaissances anticorps — épitopes, sont en général des forces
¢lectrostatiques et des liaisons hydrogeéne (Sinha et al, 2002). Si des anticorps reconnaissent
plusieurs allergénes d'une méme famille, ce qui est couramment le cas en allergologie, c'est qu'ils
interagissent avec des épitopes trés similaires voire identiques. Les conformations de ces épitopes
sont donc trés voisines, avec des séquences en acides aminés qui peuvent légérement varier.
L'identification d'allergénes provoquant des réactions croisées est alors possible en utilisant les
outils de recherche d'homologies de séquence et de structure. Regroupés au sein de la

bioinformatique structurale, ces méthodes permettent de prévoir plus précisément ces réactions
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croisées (Breiteneder and Mills, 2006). Les co-cristallisations allergene-IgE étant difficile a obtenir,
les épitopes conformationnels sont encore difficile a localiser in vitro. C'est la raison pour laquelle
des approches différentes ont été mises au point, comme l'introduction de mutations dans les zones
de surface des allergeénes accessibles aux anticorps (Ferreira et al., /998; Holm et al, 2004),
l'utilisation d'anticorps monoclonaux pouvant bloquer l'interaction entre l'allergéne natif et muté
avec les IgE (Wiche et al, 2005) ou encore une combinaison d'approches de modélisation

moléculaire et de biologie moléculaire comme le phage display (Hantusch et al., 2004).

Ainsi, certaines substitutions sur des acides aminés présents a la surface de la protéine
peuvent totalement abolir 'interaction avec les IgE. Par exemple, chez Pru av 1, un homologue de
Bet v 1 trouvé chez la cerise, une seule mutation d'une sérine en proline a la surface de la protéine
abolit totalement l'interaction avec des sérums de patients allergiques a la cerise (Neudecker et al.,
2003). Des ¢études concernant les épitopes des LTP ont été menées en combinant pour la plupart des
approches structurales et biochimiques. Ainsi, des LTP « mode¢les » dont la structure est connue ont
¢été largement utilisées: Pru p 3 de la péche et Zea m 14 du mais. A partir de ces structures et plus
précisément des structures des complexes « LTP-lipide », 1'étude de certaines boucles placées entre
les hélices o a permis de mettre en évidence l'importance de certains acides aminés. En effet, les
chaines latérales de ces acides aminés contribuent a la liaison avec les lipides. Ces mémes acides
aminés sont impliqués dans des interactions avec les IgE, mais ce sont alors les atomes de la chalne
principale qui sont préférentiellement exposés a la surface de la LTP (Garcia-Casado et al., 2003).
De plus, I'étude fine de la surface des LTP permet de comprendre certaines réactions croisées. Alors
que la structure de la LTP; de blé est tres similaire a celle de Pru p 3, la topographie de sa surface
est treés différente et pourrait expliquer I'absence de réaction croisée entre les LTP; de blé et de

péche (Breiteneder and Mills, 2006).

2.5.3 - La Pomme, un modéle pour 1'étude des allergies

En 2001, un consortium européen d'équipes de recherche en allergologie moléculaire (13
laboratoire de 7 pays différents) a décidé d'utiliser la pomme comme un modele pour I'étude des
réactions allergiques médiées par les IgE chez des patients adultes souffrant d'allergie alimentaire
(Hoffmann-Sommergruber, 2005). La grande quantité de données recueillies a travers toute
I'Europe a notamment permis aux différents laboratoires de mieux comprendre les allergies aux
pommes (« SAFE project »). Ainsi, des différences ont été observées dans les profils de
sensibilisation. Ces études sont encore en cours a I'heure actuelle (Fernandez-Rivas et al., 2006).

Treés largement consommée a travers I'Europe, la pomme représente un aliment majeur
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pour l'agriculture et I'industrie agro-alimentaire. De trés nombreuses variétés sont commercialisées
et quatre allergénes ont été mis en évidence: Mal d 1 (homologue a Bet v 1), Mal d 2 (Thaumatin-
like protein), Mal d 3 (LTP) et Mal d 4 (profiline). Alors que Mal d 1 et Mal d 4 semblent impliqués
dans des réactions croisées suite a une sensibilisation par le pollen de bouleau (Ebner et al., 71995;
Vanek-Krebitz et al.,, 1995), ceci est beaucoup moins clair pour les deux autres. Les réactions des
patients allergiques sont tres diverses: elles vont de la simple rhinite allergique au trés dramatique

choc anaphylactique.

Les patients allergiques a la pomme ne représentant pas un groupe homogene (Fernandez-
Rivas et al., 2006), ce projet a notamment permis de mettre au point différentes technologies
innovantes ayant pour objectif de réduire l'incidence de cette allergie aux causes souvent mal
connues. Les profils symptomatologiques liés a l'allergie a la pomme sont trés variés: certains
patients ont également une allergie au pollen, d'autres seulement une allergie alimentaire « isolée ».
Certains symptomes observés sont légers, d'autres trés séveres; certaines réactions sont causées par
le fruit frais alors que d'autres impliquent des aliments a base de pomme... Les stratégies pour
réduire l'implication de la pomme dans les réactions allergiques sont donc nombreuses et
différentes approches ont été utilisées, pour chacun des 4 allergénes étudiés. L'implication de
nombreux laboratoires permet également de disposer de nombreux sérums de patients allergiques,
avec un vécu clinique et une répartition géographique tres différents. Prés de 400 patients de 4 pays
différents ont fait partie de 1'étude (Espagne, Italie, Autriche, Pays-Bas). Les 4 allergénes purifiés et
produits de fagon recombinante ont été testés; des variétés différentes ont été utilisées afin de mieux
comprendre cette allergie alimentaire (80 variétés au total). Des allergénes recombinants
standardisés pouvant servir au diagnostic ont été produits, alors que des pommes hypoallergéniques
ont également été obtenues, notamment par interférence d'ARN (Gilissen et al, 2005). Des
modifications dans les modes de culture des pommiers et dans les protocoles de récolte et de
conservation des pommes ont également été testées, afin d'évaluer leur impact sur l'allergénicité
des différentes variétés de pommes. Enfin, des tests de désensibilisation sur patients allergiques au
pollen de bouleau (Bet v 1) ont été effectués avec Mal d 1 avec un certain succes. Des tests de
provocation orale, effectués apres la fin de la période de désensibilisation, ont permis de confirmer
la validité du protocole utilisé (Bolhaar et al, 2004). Ces différents résultats ont permis aux

différentes équipes d'obtenir un financement pour un nouveau projet européen nommé EuroPrevall

(Mills et al., 2007; de Blok et al., 2007).
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OBJECTIFS DE THESE

Les LTP représentent, avec les TLP (Protéines Thaumatin-Like) et les endo-B1,3-
glucanases, les allergénes essentiels des fruits de Rosaceae, de pomme (Mal d 3), de péche (Pru p
3), d'abricot (Pru ar 3), de prune (Pru d 3) ou de cerise (Pru av 3). Beaucoup d'entre elles ont été
caractérisées en terme de séquence primaire, d'activité immunologique, voire de structure (Pru p 3).
En fait, l'identification des épitopes liant les IgE (épitopes B) de ces allergenes reste tout a fait

fragmentaire puisque seuls les épitopes B de Pru p 3 ont été identifiés.

L'objectif du présent travail était 1) d'identifier et de caractériser les régions épitopiques a
la surface des LTP de pomme, d'abricot et de prune afin de définir le support moléculaire des
réactions croisées que l'on observe fréquemment entre différentes LTP de fruits, 2) d'étudier la
localisation tissulaire et cellulaire des LTP dans les fruits afin d'expliquer les réactions allergiques
souvent séveres qu'entrainent 1'ingestion ou méme le simple contact avec des fruits chez les patients
fortement sensibilisés et, 3) de produire des LTP recombinantes utilisables pour le diagnostic des

allergies au fruits et susceptibles d'étre modifiées pour produire des hypoallergénes recombinants.

Différentes approches de Biochimie (chromatographie d'échange d'ions, électrophorése
SDS-PAGE, spectrométrie de masse, spectroscopie de dichroisme circulaire, analyse RMN des
LTP), dImmunochimie (immuno-empreintes tissulaires, localisation en microscopie de
fluorescence et en microscopie €lectronique a l'aide d'antiglobulines marquées, dosages ELISA), de
Bioinformatique structurale (prédictions d'épitopes a 1'aide de profils hydropathiques, analyse HCA
des séquences, modélisation moléculaire par homologie) et de Biologie moléculaire (expression de
LTP recombinantes dans E. coli utilisant la technologie Gateway), pour ne citer que les principales,
ont ¢ét¢ mises en oeuvre dans ce travail. Ces techniques sont exposées dans le chapitre Matériel et

méthodes du mémoire de Theése.

Les résultats obtenus, exposés dans le chapitre Résultats du présent mémoire, nous ont
permis 1) de définir les régions épitopiques des LTP et de montrer l'existence d'épitopes
consensuels, conservés dans de nombreuses séquences de LTP de fruits, apparemment responsables
des réactions croisées observées en clinique, 2) de préciser la localisation des LTP essentiellement
dans la peau des fruits et de souligner les différences importantes de teneur en LTP selon les
variétés de pomme en particulier et 3) de produire des LTP recombinantes de pomme et de péche
dont le repliement semble correct et dont l'activité (reconnaissance par les IgE de patients
allergiques aux fruits, dégranulation de basophiles de rat exprimant la sous-unité o du récepteur

FceRI humain) s'aveérent comparables a ceux des LTP natives.
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1 - Extraction et purification des LTP des fruits

1.1 — Extraction des protéines de la peau de fruits

Les peaux de péche pelées sont lyophilisées avant broyage dans un mortier, en
présence constante d'azote liquide. La poudre fine ainsi obtenue est resuspendue dans le
tampon d'extraction (20mM Tris pH 7.5, 150mM NaCl, 2mM EDTA, 2% m/v PVP-40) a
raison de 200mL de tampon pour 40g de peau. Aprés agitation continue pendant une nuit a
4°C, deux étapes de centrifugation de 20 minutes a 4°C (16000g puis 30000g) permettent de
clarifier l'extrait et de récupérer un surnageant limpide. Le surnageant est alors dialysé 3 jours
contre de l'eau milli-Q dans un boudin de dialyse (seuil de coupure 3500Da). Apres une
derniére étape de centrifugation (3000g) de 20min a 4°C, le surnageant est filtré sur papier

filtre. Les extraits protéiques sont alors dosés (dosage BCA) puis lyophilisés.

1.2 — Purification des LTP sur colonne échangeuse de cations

1.2.1 - Principe

Le caractére basique des protéines de transfert de lipides (pI ~ 9) constitue un
parametre physico-chimique intéressant a prendre en compte pour leur purification. Les
méthodes chromatographiques, notamment la chromatographie d'échange d'ions, peuvent
ainsi s'avérer trés intéressantes a utiliser. En effet, la chromatographie d'échange d'ions est
basée sur les interactions électrostatiques entre des ions de charges opposées dont 1'un est fixé
de facon covalente sur un support et l'autre, libre en solution. Par traitement avec des
solutions de force ionique plus élevée ou par modification de la valeur du pH, il est possible
de décrocher de fagon sélective les ions fixés. Dans notre cas, les colonnes utilisées sont des
¢changeuses de cations fortes. Elles sont constituées d'une phase stationnaire de type agarose
sur laquelle des groupements sulfonate —(CH;)3-SO;3™ ont été fixés de manicre covalente
(taux de greffage de 6% pour les colonnes SP FF Amersham, avec une capacité de fixation de
70mg de Ribonucléase A / mL de gel). L'interaction entre les charges négatives de la colonne
et les charges positives de la protéine permettront une bonne purification lorsque le pH de

l'extrait protéique total sera inférieur au pl de la protéine. En effet, lorsqu’une protéine est
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dans une solution dont le pH est €gal a son pl, sa charge nette est nulle. Si le pH est inférieur
au pl, la charge nette de la protéine est positive et la colonne utilisée est une échangeuse de
cations. Si c'est le contraire, la charge nette est négative et la colonne est une échangeuse
d’anions. Dans tous les cas, 1’étape la plus importante consiste a fixer la protéine d’intérét sur
la colonne. Pour cela, un tampon de fixation dont le pH sera inférieur d'au moins 2 unités pH
au pl sera utilisé. Ceci permettra une meilleure fixation de la protéine sur la colonne. Avant
l'analyse, un tampon contenant une faible concentration en contre-ions Na' est utilisé. Les
résidus sulfonate greffés vont lier les ions Na' en solution et, lors de l'introduction de la
protéine a un pH inférieur a son pl, les acides aminés qui portent a cette valeur de pH une
charge positive vont déplacer les ions Na' interagissant avec la phase stationnaire et se fixer a
celle-ci. De plus, l'utilisation d'un extrait protéique dilu¢ permettra une meilleure interaction
et donc une meilleure fixation de la protéine sur la colonne. Ceci évitera notamment que la
protéine d’intérét n’interagisse avec des protéines de charge nette opposée et qu’elle ne soit

pas retenue sur la colonne.

1.2.2 - Protocole

Le lyophilisat est repris dans le tampon de fixation contenant S0mM de phosphate de
sodium a pH 7.5 au préalablement filtré (0.45um). Aprés lavage de la colonne avec 20 vol. de
colonne (50mM tampon phosphate pH 7.5, 1M NaCl), la phase d'équilibration avec 10 vol. de
tampon de fixation permet d'éliminer les sels. Les échantillons préalablement centrifugés sont
injectés en téte de colonne et les LTP fixées avec un débit de ImL/min. A la fin de 1'étape de
fixation, l'extrait protéique non fixé est repass¢ en téte de colonne. Aprés une derniére étape
de lavage (10 vol. de tampon de fixation), les LTP sont éluées en présence de tampon de
fixation additionné de 50mM NaCl. La pureté de la purification est alors vérifiée par

¢électrophorése SDS-PAGE et révélation au nitrate d'argent.

1.3 — Gel d'électrophorése monodimensionnelle en conditions

dénaturantes

Afin de vérifier la bonne purification des LTP de fruits, mais aussi d'effectuer des

immuno-révélations (Western Blot), des gels de polyacrylamide en conditions dénaturantes
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sont réalisés. Le maillage utilisé¢, de 15% d'acrylamide-bisacrylamide, permet de
séparer les protéines de faible poids moléculaire comme les LTP (environ 9-10kDa). Afin de
mieux séparer ces protéines, un nouveau protocole a été mis au point récemment (Tastet et al.,
2003), utilisant un mélange Tris/Taurine au lieu d'un mélange Tris/Glycine couramment
utilisé pour la migration. De 1égeéres modifications ont également été apportées dans les
tampons de polymérisation, permettant ainsi une meilleure séparation lors de la migration.
Ainsi, le tampon utilisé pour polymériser le gel de migration est un tampon 6x contenant
1.24M Tris, 0.6M HCI a pH 8.05 et pour polymériser le gel de concentration, un tampon 6x
contenant 0.74M Tris, 0.6M HCI a pH 6.8. Les gels migrent pendant 2 heures a 20A par gel
(ampérage constant), dans une cuve contenant un tampon 50mM Tris, 200mM Taurine
additionné de 0.1% SDS. Les gels sont colorés ensuite au bleu de Coomassie, au nitrate

d'argent ou bien transférés sur membrane de nitrocellulose.

2 - Clonage des LTP

2.1 — Extraction des ARN

50mg de peau de pomme Golden Delicious et de péche jaune sont réduits en poudre
dans un mortier aprés congélation dans 1’azote liquide. Aprés addition de 600uL de tampon
de lyse contenant 4M d'isothiocyanate de guanidine, 0.2M d'acétate de sodium pH 5.0, 25mM
EDTA, 2.5% (m/v) PVP-40 et 1% (v/v) de B-mercaptoéthanol (ajouté extemporanément),
I’échantillon est agité vigoureusement. Apres ajout de 2% sarkosyl et incubation a 70°C
pendant 10 minutes, le lysat est déposé dans les colonnes QIAshredder (Qiagen®).

Le protocole suivi est alors celui du fournisseur (Qiagen RNeasy® plant mini-kit).
Aprées une premiere centrifugation de 2 minutes a 15000g, le filtrat est repris avec 0,5 vol.
d’éthanol 100%. Apres transfert sur colonne et une deuxiéme étape de centrifugation de 15
secondes a 8000g, le filtrat est éliminé. La colonne est lavée avec 700uL de tampon RW1 et,
aprés une troisieme centrifugation de 15 secondes a 8000g, le filtrat est ¢liminé. Aprés action
de la DNAse, 500uL de tampon RPE est ajouté a la colonne. A la suite d’une quatriéme
centrifugation de 2 minutes a 8000g, les ARN sont ¢lués de la colonne par 50uL. d’eau apres
une dernicre étape de centrifugation de 1 minute a 8000g.

La pureté des ARN est alors estimée par électrophorese sur gel d’agarose et calcul du

rapport des absorbances a 260nm et 280nm.
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La technologie Gateway™
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Figure 3: Clonage des LTP par la technologie Gateway ™

Le géne est cloné en utilisant des amorces permettant d'ajouter les boites de recombinaison attB en 5'
et en 3'. Les différents vecteurs utilisés sont obtenus ensuite par recombinaison entre attB et attP
(réaction B-P) et attL et attR (réaction L-R). Cette méthode de clonage évite les digestions de
vecteurs et les insertions éventuelles.
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2.2 — Production des ADNc¢ par RT-PCR

Le protocole suivi est celui du kit « SuperScript » (Invitrogen®). 500ng & 1ug d’ARN
issus de I’extraction sont chauffés 3 minutes a 70°C a l'aide d'un thermocycleur. A 4°C, la
solution de Reverse-Transcription est ajoutée, contenant 50ng d’hexameéres aléatoires, 0.5mM
de dANTP, 4uL de Tampon 5x [100mM Tris-HCl (pH 8.4)], 40 unités de Recombinant
Ribonuclease Inhibitor, 10mM de DTT, Eau gqsp 20uL. Aprés 10 minutes a 25°C et 1’ajout de
50 unités de Reverse-Transcriptase « SuperScript II RT », ’extrait est chauffé 50 minutes a
42°C puis 15 minutes a 70°C. Les produits sont alors conservés sur glace pour une

amplification spécifique du gene par PCR.

2.3 - Clonage du géne d'intérét par la méthode Gateway

Le travail a été réalisé en collaboration étroite avec le Dr D. Aldon (SCSV

UMRS5546, Castanet-Tolosan).

2.3.1 — Principe de la technologie Gateway

Certains inconvénients rencontrés lors de clonages « classiques» (utilisation
d'enzymes de restriction, digestion de produits PCR avant clonage, mauvaises insertions de
genes dans les plasmides) ont conduit, en 2000, a la création d'une technologie de clonage
directionnel appelée « technologie Gateway » (Invitrogen®) (Hartley et al, 2000). Cette
technologie est une méthode de clonage par recombinaison in vitro qui utilise la capacité
d'intégration et d'excision, site-spécifique, du bactériophage A dans le génome d'E. coli. Ces
réactions sont médiées par des enzymes « recombinases » de la famille des A intégrases qui
catalysent un échange réciproque d'ADN double-brin entre deux sites de séquences
nucléiques spécifiques. Son principe, trés simple d'utilisation, est représenté sur la figure 3. 11
permet le clonage d'un insert sans aucune digestion enzymatique. De plus, un seul séquencage
est nécessaire lors du clonage et les vecteurs d'expression commercialisés permettent un large
choix de stratégies d'expression et de purification des protéines recombinantes (Earley et al.,
2006). Des « adaptateurs » sont générés en 5’ et en 3’ du géne d’intérét par PCR. Ces
adaptateurs (nommés attB1 et attB2), permettront par recombinaison I’insertion du géne dans
un plasmide donneur (possédant les sites attP1 et attP2). Le plasmide ainsi crée, appelé «
plasmide d’entrée ou pEntry », possédera alors les sites attL1 et attL.2. Ce plasmide sera
ensuite recombiné avec autant de plasmides de destination contenant les sites attR1 et attR2

que de constructions désirées (production de protéine de fusion, étiquette Histidine...)

-71 -



Matériel et méthodes Clonage des LTP

Gateway Prup 3

G GGG ACA AGT TTG TAC AAA AAA GCA GGC TTC - Primer 5 adapter attb1 |—) PCR3

AA AAA GCA GGC TTC CTG GAA GTT CTG TTC CAG GGG CCC- Primer 5" attb]_preSci/ase |—) PCR2

GTTCTG TTC CAG GGG CCC ATG GCT TAC TCTGCC ATG ACT - Primer 5* Gateway Pru p 1 H PCR 1

| ATG GCT TAC TCTGCC ATG ACT ... ~Prupl.... ACT GCG CCA CCG TGA AGT GA

PCR 1 (—l Primer 3’ Gateway Pru p 1 - TGA CGC GGT GGC ACT TCA CT CTG GGT CGA AAG AAC

PCR2 Primer 3" unvi-gat attb2 R —CTG GGT CGA AAG AAC ATG TTT CAC CAG GGG

PCR3 <€ Primer 3’ unvi-gatattb2 R —CTG GGTCGA AAG AAC ATG TTT CAC CAG GGG

GGGG ACA AGT TTG TAC AAA AAA GCA GGC TTC CTG GAA GTT CTG TTC C AG GGG CCC ATG GCTTAC TCT GCC ATG ACT
Leu Phe GIn - Gly Pro

....ACTGCG CCA CCG TGA AGT GA GAC CCA GCTTTC TTG TAC AAA GTG GTC CCC

Gateway Mal d 3

G GGG ACA AGT TTG TAC AAA AAA GCA GGC TTC - Primer 5° adapter attbl |—) PCR 3

AA AAA GCA GGC TTC CTG GAA GTT CTG TTC CAG GGG CCC- Primer 5° atb] _preSci/ase H PCR2

GTT CTG TTC CAG GGG CCC ATG GCT AGC TCT GCA GTG ACC - Primer 5” Gateway Mal d 3 |—> PCR 1

| ATG GCT AGC TCT GCA GTG ACC ... ...Mald3... +....ACTGCG CCA CCG TGA AGT AA

PCR 1 H Primer 3’ Gateway Mal d 3 - TGA CGC GGT GGC ACT TCA TT CTG GGT CGA AAG AAC

PCR2 Primer 3” unvi-gat attb2 R — CTG GGT CGA AAG AAC ATG TTT CAC CAG GGG

PCR3 €| Primer 3" unvi-gatatth2 R — CTG GGT CGA AAG AAC ATG TTT CAC CAG GGG

G GGG ACA AGT TTG TAC AAA AAA GCA GGC TTC CTG GAA GTT CTG TTC € AG GGG CCC ATG GCT AGC TCT GCA GTG ACC
Leu Phe GIn - Gly Pro

ACTGCG CCA CCG TGA AGT AA GAC CCA GCTTTC TTG TAC AAA GTG GTC CCC

Figure 4: Construction des adaptateurs par PCR pour le clonage GatewayTM des

LTP de péche et de pomme avec conservation du peptide signal

Les différentes boites de recombinaison, ainsi que le site de coupure a la Prescission Protéase,

sont ajoutés par PCR successives.
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(Moreland et al.,, 2005). Des clonages en « Gateway multisites » sont également possibles,
permettant le clonage en une seule étape de plusieurs fragments d'ADN (Magnani et al,,
20006). La technologie Gateway est de plus en plus utilisée, notamment depuis la mise en

place de grands projets de génomique structurale dans les laboratoires (Moreland et al., 2005).

2.3.2 — Choix des différentes amorces

Les réactions de PCR sont réalisées avec la Pfu (Pyrococcus furiosus) DNA
Polymérase (Promega®). Les couples d’amorces utilisés, permettant le clonage des différentes
constructions de LTP, sont les suivants :

. LTP de péche, avec peptide signal

amorce 5’ (sens) : 5’-ATGGCTTACTCTGCCATGAC-3’

amorce 3’ (anti-sens) : 5’-TCACTTCACGGTGGCGCAGT-3’

. LTP de pomme, avec peptide signal

amorce 5’ (sens) : 5’-ATGGCTAGCTCTGCAGTGAC-3’

amorce (anti-sens) : 5’-TTACTTCACGGTGGCGCAGT-3’

. LTP de pomme, sans peptide signal

amorce 5’ (sens) :5’-ATGATAACATGTGGCCAAGT-3’

amorce 3’ (anti-sens) : 5-TTACTTCACGGTGGCGCAGT-3’

2.3.3 - Construction des adaptateurs pour le clonage avec peptide signal

Une premiere étape de PCR (PCR n°1) permet d’ajouter, en 5° des génes clonés avec
leur peptide signal, le site de coupure  la Prescission Protease (Amersham®). Des adaptateurs
contenant les boites de recombinaison attB1 et attB2 sont ensuite ajoutés afin d’utiliser le
clonage en systéme Gateway, respectivement en 5’ et en 3’ du geéne cloné (PCR n°2 et n°3).
Les séquences soulignées correspondent, en 5', au site de Coupure de la Prescission Protease
puis a la boite attB1 et, en 3', a la boite attB2. Toutes ces étapes sont résumées sur la figure 4.

PCR n°1

. LTP de péche, avec peptide signal

amorce 5’ (sens) :

5’-GTTCTGTTCCAGGGGCCCATGGCTTACTCTGCCATGACT-3’

amorce 3’ (anti-sens)

5’-CAAGAAAGCTGGGTCTCACTTCACGGTGGCGCAGT-3’
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G GGG ACA AGT TTG TAC AAA AAA GCA GGC TTC GAA GGA GAT AGA ACC ATG - Univ Gat 5° atib1 F H PCR 2

GGA GAT AGA ACC ATG ATA ACA TGT GGC CAA GT- Primer 5° Gateway Mal d 3 sans peptide signal H PCR 1

ATG ATA ACA TGT GGC CAA GT

fal d 3 sans peptide signal

ACT GCG CCA CCG TGA AGT AA

PCR 1 (—| Primer 3° Gateway Mal d 3 - TGACGC GGT GGC ACT TCA TT CTG GGT CGA AAG AAC

PCR2 <—| Primer 3’ unvi-gat attb2 R — CTG GGT CGA AAG AAC ATG TTT CAC CAG GGG

G GGG ACA AGTTTG TAC AAA AAA GCA GGC TTC GAA GGA GAT AGA ACC ATG ATA ACA TGT GGC CAA GT Mal d 3 sans peptide signal ACT GCG CCA CCG TGA AGT AAGAC CCAGCT TTC TTG TAC AAA GTG GTC CCC

Figure 5: Construction des adaptateurs par PCR pour le clonage GatewayTM de

Mal d 3 sans conservation du peptide signal

Les différentes boites de recombinaison sont ajoutées par PCR successives. Les amorces de la
PCR n°l sont choisies de facon a ne pas conserver les 24 premiers acides aminés de la

séquence (peptide signal). La protéine recombinante posseéde ainsi la méme séquence que la

protéine native retrouvée dans les pommes.
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. LTP de pomme, avec peptide signal
amorce 5’ (sens) :

5’-GTTCTGTTCCAGGGGCCCATGGCTAGCTCTGCAGTGACC-3’

amorce 3’ (anti-sens)

5’-CAAGAAAGCTGGGTCTTACTTCACGGTGGCGCAGT-3’

PCR n°2

. LTP de pomme et de péche, avec peptide signal

amorce 5’ (sens) :
5’-AAAAAGCAGGCTTCCTGGAAGTTCTGTTCCAGGGGCCC-3’

amorce 3’ (anti-sens) : 5’-GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTC-3’

PCR n°3

. LTP de pomme et de péche, avec peptide signal

amorce 5’ (sens) :5-GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTC-3’
amorce 3’ (anti-sens) : 5’-GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTC-3’

2.3.4 - Construction des adaptateurs pour le clonage sans peptide signal

Pour ce clonage, le site de coupure a la Prescission Protéase n'a pas été rajouté (fig.
5). De plus, les nucléotides codant pour les acides aminés retrouvés dans le peptide signal
n'ont pas été inclus dans le géne. Deux étapes de PCR suffisent donc pour construire les
adaptateurs contenant les boites attB1 et attB2 permettant I'utilisation du clonage en systéme
Gateway.

PCR n°1

. LTP de pomme, sans peptide signal

amorce 5’ (sens) : 5’-GGAGATAGAACCATGATAACATGTGGCCAAGT-3’

amorce 3’ (anti-sens)

5’-CAAGAAAGCTGGGTCTTACTTCACGGTGGCGCAGT-3’

PCR n°2

. LTP de pomme, sans peptide signal

amorce 5’ (sens) i 5’-GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGC
TTCGAAGGAGATAGAA CCATG-3’

amorce 3’ (anti-sens) : 5’-GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTC-3’
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Figure 6: Carte du plasmide pDONR201 d'Invitrogen®

Les différents sites de coupure des enzymes de restriction sont indiqués. Les sites attP1 et attP2
permettant le clonage directionnel en systéme Gateway sont indiqués par des fléches vertes. Entre ces
sites, la cassette ccdB, toxique pour les bactéries DHSa, contient également un géne codant pour une
résistance au chloramphénicol.

promoteur T7
amorce &' T7
EcoRI(E55)
CmiR)
Aval (53640 Mool (age)
attR1 EamHI(1108)

Hreal (15240

AvgI(1524)
Sreal(igae)
atiR2 \Apa LI (15550
Apall (4500)_\_‘—_"-' \CCI’B

DtIia7Ee)

amorce 3' T7
Terminateur de transcription T7

ApaLl (4ooo)
i anli i IindIIl
Origine de réplication 7 ATIT Grgar)
Pt (3184) clal Gaad)
EcoRlI(zgqa8)

Apalliags4)
promoteur bla
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Figure 7: Carte du plasmide de destination pDEST14 d'Invitrogen®
Les différents sites de coupure des enzymes de restriction sont indiqués. Les sites attR1 et attR2

permettant le clonage directionnel en systéme Gateway sont indiqués par des fléches vertes. Le géne
d'intérét, inséré entre ces sites de recombinaison, est alors sous le contréle du promoteur fort T7.
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2.3.5 — Choix des vecteurs pour la réaction BP

Le geéne d’intérét, une fois les adaptateurs attB1 et attB2 crées, est ensuite recombiné
avec le plasmide donneur pDONR201 (carte du plasmide présentée a la figure 6). La
recombinaison « BP » s’effectue a température ambiante pendant la nuit, en présence de
100ng de vecteur pPDONR201, 1uL de produit PCR, 2uLL de tampon BP (5x), 4uL de tampon
TE (10mM Tris, ImM EDTA a pH 8) et 2uL de BP clonase (Invitrogen®). Aprés une nuit de
recombinaison, la BP clonase est inactivée par addition de 1puL de protéinase K et la solution
est incubée au moins 1 heure a 37°C au bain agitant.

Des bactéries DH5a (Invitrogen®) sont ensuite transformées avec le produit de la
réaction BP et mises en culture dans des boites de Pétri contenant du LB-Agar additionné de
50pg/mL de kanamycine pour sélectionner les plasmides normalement recombinés. Les
clones positifs contiennent le plasmide nouvellement crée : le « pEntry ». Les transformants
contenant le plasmide non recombiné ne poussent pas du fait de la présence de la cassette
toxique ccdB sur le pPDONR201 codant pour une protéine qui interfére avec la DNA girase
des bactéries, empéchant ainsi leur croissance. Les clones sélectionnés (résistants a la

kanamycine et sensibles au chloramphénicol) sont ensuite séquencés.

2.3.6 — Choix des vecteurs pour la réaction LR

Lorsqu’un clone a été séquencé avec succes, la réaction LR est lancée. Le choix du
plasmide de destination est alors primordial. Il est fonction du type de production souhaité.
Pour une surexpression en systéme procaryote (promoteur fort T7 inductible a 'TPTG) d’une
protéine fusionnée en N-terminal avec la Glutathion S-transférase pour faciliter sa
purification, le plasmide pDEST15 (Invitrogen®) est choisi. Pour une production en systéme
procaryote sans protéine de fusion, le choix se portera sur le pDEST14 (Invitrogen®) (fig. 7).
C'est I'utilisation de ce dernier vecteur qui sera ici détaillée.

La réaction LR, au méme titre que la réaction BP, se déroule sur la nuit en présence de
1uL de plasmide de destination, 1puL de pEntry, 2uL de tampon LR (5x), 4uL de TE a pH 8
et 2ul de LR clonase. Aprés une nuit de recombinaison, la LR clonase est inactivée par
addition de 1pL de protéinase K et la solution est incubée au moins 1 heure a 37°C au bain
agitant.

Des bactéries DH5a (Invitrogen®) sont ensuite transformées avec le produit de la
réaction LR et mises en culture dans des boites de Pétri contenant du LB-Agar additionné de

50pg/mL d'ampicilline pour sélectionner les plasmides normalement recombinés. Les clones
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positifs sont aussi testés dans des boites de Pétri contenant du LB-Agar additionné de
kanamycine et de chloramphénicol. Les clones sensibles a ces deux derniers antibiotiques et
résistants a I'ampicilline sont alors digérés avec des enzymes de restriction afin de vérifier la
présence de bandes aux tailles attendues.

Afin d’exprimer et de produire la protéine d’intérét en systéme hétérologue, les
plasmides d’expression sont transformés dans des bactéries compétentes adéquates (£ coli

BL21 (DE3) — don du Dr P. Demange, IPBS Toulouse).

2.4 — Surexpression des LTP recombinantes

2.4.1 - En milieu Luria-Broth (LB)

Aprés une nuit de pré-culture a 37°C sous agitation (220 rpm) en présence de
100pg/mL d’ampicilline et de 0,1% (m/v) de glucose, les cultures bactériennes sont diluées
dans du milieu LB frais additionné d’ampicilline et de glucose afin d’obtenir une DOgponm =
0,05. Aprés environ 2h30 de culture a 37°C, les bactéries sont en phase exponentielle de
croissance (DOggonm ~ 0,5 @ 0,7). 2mM d’IPTG sont ajoutés et I’induction est maintenue 3h30
a 37°C sous agitation. Les cultures sont alors centrifugées 15min a 4000g a 4°C et les culots

ainsi obtenus sont conservés a -20°C pour une lyse ultérieure.

2.4.2 - En milieu minimum M9 pour le marquage uniforme '°N

Pour produire la LTP recombinante marquée uniformément a 1’azote 15 (°N), un
milieu minimum de culture M9 additionné de chlorure d’ammonium "“NH4CI est utilisé
(Sambrook et al., 7989).

Apres 24h de pré-culture a 37°C en présence de milieu M9 additionné de 100pg/mL
d’ampicilline et de 0,1% (m/v) de glucose, les cultures bactériennes sont diluées pour
atteindre une DOgoonm = 0,02. Aprés environ 4h de culture a 37°C, les bactéries sont en phase
exponentielle de croissance (DOgoonm ~ 0,1). 2mM d’IPTG sont ajoutés et 1’induction est
maintenue 2h a 37°C sous agitation. Les cultures sont alors centrifugées 15min a 4000g a

4°C. Les culots sont conservés a -20°C.
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2.5 — Purification des LTP recombinantes

Les culots sont placés 15min dans de I’azote liquide, puis 15min dans un bain
thermostaté a 60°C. Ce cycle est répété 2 fois afin de permettre une bonne lyse bactérienne
par destabilisation thermique des membranes.

Chaque culot (représentant 2 litres de culture bactérienne induite) est repris avec
150mL de tampon de lyse (50mM Tris, 150mM NaCl, pH 7.3) dans un grand bécher refroidi
sur glace. 0,5% Triton X-100, 1mM DTT, 0,lmM PMSF, 1ug/mLDNAse, 20ug/mL
lysosyme, SmM EDTA, ImM MgCl, sont alors ajoutés et le lysat est laissé incuber 30
minutes sur glace. Apres lyse a la presse de French, les lysats bactériens sont clarifiés par
centrifugation a 12000g pendant Smin a 4°C. Les surnageants sont alors dialysés contre du
tampon 50mM phosphate (pH 7.3) pendant au moins 3 jours en changeant le tampon 2 a 3
fois par jour. Les extraits sont ensuite filtrés sous vide avec un filtre 0,45um.

La LTP recombinante est ensuite purifiée sur colonne échangeuse de cations (SP FF
SmL Amersham) en fixant avec un tampon 50mM phosphate (pH 7.4) et en éluant avec un
tampon 50mM phosphate, 200mM NaCl (pH 7.4).

La pureté est vérifiee par électrophorese SDS-PAGE aprés coloration au nitrate
d’argent. Les protéines basiques de haut-poids moléculaire d’origine bactérienne sont
¢liminées apres un passage sur Amicon 30kDa et récupération du filtrat.

Une dialyse contre de I’eau milli-Q est alors effectuée pendant au moins 7 jours

avant de terminer la purification par une étape de lyophilisation.

3 — Caractérisation structurale des protéines allergéniques

3.1 — Spectrométrie de masse MALDI-TOF (mode réflectron et mode

linéaire) et recherche dans les banques de données

3.1.1 — Principe de la spectrométrie de masse

La trés grande complexité structurale des différentes familles de polypeptides implique
que la simple séparation et détection électrophorétique ou chromatographique de ces

molécules ne suffisent généralement pas a déterminer de facon univoque leur identité. La
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Figure 8: Schéma simplifié d'un spectrométre de masse

Tous les spectrometres de masse se composent de ces 4 ¢léments. En fonction du type de source et du
type d'analyseur, il est possible de rechercher des molécules tres différentes ainsi que de faire de la
détermination de séquence (sucres, acides aminés, composés chimiques...).

- 80 -



Matériel et méthodes Caractérisation structurale des protéines allergéniques

spectrométrie de masse, qui peut fournir des informations structurales sur les biomolécules,
permet de caractériser dans un échantillon la présence de peptides répertoriés et d'identifier
¢galement les peptides non encore connus. Composé d'une source, d'un analyseur, d'un
détecteur et d'un enregistreur, un spectromeétre de masse permet l'analyse d'un grand nombre
de composés différents (fig. 8).

Les premiers travaux en analyse de biomolécules par spectrométric de masse datent
des années 1960, avec l'analyse par ionisation par impact électronique (IE) de peptides
modifiés chimiquement. Mais du fait de leur faible sensibilité et compatibilité avec 1'analyse
de biomolécules de masse supérieure a 25-30 kDa, ou avec I'analyse de mélanges complexes,
il aura fallu attendre la fin des années 1980 pour utiliser cette technologie, en routine, pour
I'¢tude des protéines. Ainsi, avec l'introduction de deux nouvelles techniques d'ionisation, la
désorption-ionisation laser assistée par matrice (MALDI) (Tanaka et al., /988) et l'ionisation
par électronébulisation ou électrospray (ESI) (Fenn et al., /989), des nouveaux appareillages
ont vu le jour, permettant d'amener des biomolécules de poids élevé en phase gazeuse, a partir
d'une phase solide (MALDI) ou liquide (ESI). Ces deux types de sources d'ions ont été
couplés a une large palette d'analyseurs : a temps de vol (TOF), quadripdle, secteurs
magnétiques/électriques, a trappe ionique ou encore a résonance cyclotronique d’ion avec
transformée de Fourier (FT-ICR).

L'impact de la mise au point de ces nouvelles technologies ont d'ailleurs permis a leurs
auteurs de recevoir récemment un prix Nobel. En 2002, le prix Nobel de chimie a été attribué
par I' Académie Royale des Sciences de Suede, pour moiti¢ conjointement a 1'américain John
B. Fenn (Virginia Commonwealth University, Richmond, USA) et au japonais Koichi Tanaka
(Shimadzu Corp., Kyoto, Japon) "pour le développement de méthodes de désorption-
ionisation douces pour l'analyse par spectrométrie de masse des macromolécules biologiques"
et pour l'autre moitié au suisse Kurt Wiithrich (école Polytechnique Fédérale (EPFou ETH) de
Zurich, Suisse et The Scripps Research Institute, La Jolla, USA) "pour le développement de la
spectroscopie par résonance magnétique nucléaire pour l'identification de la structure

tridimensionnelle des macromolécules en solution".

3.1.2 — La spectrométrie de masse MALDI-TOF

Les deux techniques d'ionisation MALDI et ESI présentent des caractéristiques
communes : elles générent toutes deux des molécules protonées ; elles permettent de
déterminer précisément la masse moléculaire de biomolécules jusqu'a plusieurs centaines de

kDa ; leurs limites de détection sont inférieures a la picomole et, enfin, elles permettent
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Noms Structures Longueurs d'ondes Applications
d'absorption courantes

Acide a-cyano-4-
hydroxycinnamique

OH
7o
CN
HO
OH
MeO N
Acide sinapinique o
HO
OMe
O\ OH
266, 337 et 355nm (UV) Oligosaccharides
OH , glycopeptides et
glycoprotéines
HO
i
—
N

266, 337 et 355nm (Uv) Peptides et
protéines

337 et 355nm (UV) Protéines

Acide 2,5-
dihydroxybenzoique

Acide nicotinique | 266nm (UV) Protéines

Tableau 5: Matrices les plus couramment utilisées pour 1'étude de biomolécules
en spectrométrie de masse MALDI-TOF
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d'analyser des mélanges complexes avec succes (en particulier le MALDI). La technique
MALDI, généralement couplée a un analyseur a temps de vol (TOF pour Time Of Flight), est
largement utilisée pour I'étude de peptides et protéines, mais aussi de polymeéres de sucres,
d'acides nucléiques, etc. Certaines études de fragmentation peuvent aussi €tre réalisées en
mode PSD (Post Source Decay, une technique permettant d'effectuer une fragmentation des
peptides apres ionisation).

Un appareil de type MALDI-TOF permet d'obtenir une carte peptidique massique
représentant la distribution des masses des fragments peptidiques obtenus par digestion
trypsique d'une protéine. Ces fragments peptidiques, co-cristallisés sur un support avec des
molécules de matrice, sont désorbés dans une source et accélérés avant de parcourir le tube de
vol. Afin d'étre accélérées, ces molécules doivent étre ionisées. Apres irradiation par un bref
tir laser dirigé sur des cristaux formés de l'analyte et d'une matrice dont la propriété est
d'absorber a la longueur d'onde du laser, un jeu de transferts d'énergie se met en place. A
partir de la matrice, une cascade de désolvatations conduit a la libération d'ions quasi
moléculaires désolvatés (ions en phase gazeuse). Ces étapes étant trés rapides (de I'ordre de la
microseconde), le processus de destruction moléculaire par pyrolyse se trouve limité dans
cette période d'ionisation. Ce mode d'ionisation « douce » permet une grande sensibilité (sub
femtomolaire) et une grande rapidité d'analyse (quelques secondes). Un grand nombre de
composés organiques ont été testés pour assurer le role de matrice. Parmi tous les candidats
potentiels, seul un petit nombre se sont avérés utilisables en spectrométrie de masse MALDI
car ces molécules doivent répondre aux critéres suivants: (i) elles doivent étre solubles dans
des solvants compatibles avec ceux utilisés pour solubiliser les molécules cibles; (ii) elles
doivent étre facilement cristallisables tout en pouvant incorporer les molécules d'échantillon
de facon disperse; (iii) elles doivent pouvoir absorber 1'énergie correspondant a la longueur
d'onde du laser incident et (iv) elles doivent étre capables de désorber I'échantillon et de
l'ioniser par transfert de protons. Les matrices les plus utilisées pour la co-cristallisation de
peptides ou de protéines sont l'acide 3,5-diméthoxy-4-hydroxycinnamique (acide
sinapinique), l'acide o-cyano-4-hydroxycinnamique (alpha-cyano) et l'acide 2,5-

dihydroxybenzoique (DHB). Elles sont présentées en détail au sein du tableau 5.

Les ions ainsi générés sont accélérés par un champ ¢électrique uniforme. Ils vont alors
traverser une région libre de champ (le tube de vol) avec une vitesse inversement
proportionnelle a leur rapport m/z (masse / charge): plus I'ion porte de charges, plus sa vitesse

sera grande, mais plus sa masse est importante, plus sa vitesse sera réduite. Le temps de vol
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Figure 9: Principe général de l1a technique MALDI-TOF

Au niveau de la source, les molécules sont volatilisées et ionisées aprés l'impact laser sur les co-
cristaux de matrice de l'analyte. Les ions sont accélérés par un champ électrique uniforme (U] ) sur
une distance d puis traversent une région libre de champ, le tube de vol de longueur D, avec une vitesse
constante qui sera inversement proportionnelle au rapport m/z. Ainsi, les ions les plus chargés et les
plus 1égers vont atteindre le détecteur les premiers.
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des ions est alors mesuré et converti en m/z (fig. 9).

3.1.3 — Expériences reéalisées

Afin d'identifier les protéines purifiées, les spots colorés au bleu de Coomassie sont
découpés et digérés a la trypsine afin de produire des peptides identifiables en spectrométrie
de masse (méthode « peptide mass mapping »).

Apres découpe sur gel, les spots sont décolorés par 2 additions successives de 100uL
d'un mélange acétonitrile / bicarbonate d'ammonium 25mM 1:1 (v/v) séparés par une
agitation vigoureuse a température ambiante pendant 10min. Apres ¢Elimination des
surnageants, les spots sont séchés pendant 20 minutes a 1'évaporateur rotatif a 45°C. 10uL de
solution de trypsine (solution stock a 50ng/uL diluée au 1/5 dans du bicarbonate d'ammonium
25mM) sont ajoutés a chaque spot déshydraté. L'incubation dure 1 nuit a 37°C. 0,5uL de
surnageant de digestion est alors déposé sur plaque MALDI pour permettre l'identification en
mode MS. Pour cela, la matrice utilisée (0,5uL d'acide a-cyano-4-hydroxycinnamique saturée
a Smg/mL dans un mélange H,O/acétonitrile/TFA 50/50/0,1 (v/v/v), Sigma-Aldrich) est co-
cristallisée avec 1'échantillon directement sur la plaque MALDI. La calibration externe est
réalisée a l'aide d'un mélange de peptides de masses connues déposés sur la plaque
(Calibration Mixture 1 + 2, Applied Biosystems®™).

Afin de connaitre précisément la masse des différentes LTP purifiées, 0,75uL de
solution de LTP (a 0,5mg/mL dans du tampon Tris 20mM, pH 7.5) est co-cristallisée sur la
plaque MALDI avec 0,75uL de matrice acide sinapinique (0,6mM d'acide 3,5-dimethoxy-4-
hydroxy cinnamique dilué¢ dans le mélange H,O/acétonitrile/TFA 50/50/0,1 (v/v/v)). La
calibration externe est réalisée a l'aide d'un mélange de 3 protéines aux masses moyennes
connues (Calibration Mixture 3, Applied Biosystems®): I'insuline bovine (5734,59 Da), la
thioredoxine d'E. coli (11674,4 Da) et 'apomyoglobine de cheval (16952,5 Da).

Le spectrométre de masse MALDI-TOF (Voyager-DE™ STR, Perspective
Biosystems”) est utilis¢ en mode réflectron positif pour l'identification des digestats
trypsiques et en mode linéaire pour déterminer précisément les masses des différentes LTP.
Pour cela, la tension d'accélération appliquée apres I'impact laser sur la plaque MALDI est
respectivement de 20 et 25kV. Les plages de masse m/z visualisées vont de 800 a 3000 pour
le mode réflectron positif et de 3000 a 25000 pour le mode linéaire. Afin d'identifier
précisément les différents peptides trypsiques, l'interrogation des bases de données protéiques
(base non redondante du NCBI, Swissprot) est effectuée a l'aide des logiciels Mascot® et

Protein Prospector®.

-85 -



Matériel et méthodes Caractérisation structurale des protéines allergéniques
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Figure 10: Origine de 1'effet observé en spectroscopie de dichroisme circulaire

La lumiere polarisée circulaire gauche (L) et droite (R) composent la lumiere polarisée linéaire. Ces
deux composantes ne se superposent pas.

(D: les deux composantes ont la méme amplitude

(I): les deux composantes n'ont pas la méme amplitude et la résultante (ligne pointillée) est un ellipse
polarisée. C'est le cas lorsque la lumiere traverse un échantillon pourvu d'une activité¢ optique, comme
les solutions de protéines.

Adapté de Kelly et al., 2005

- 86 -



Matériel et méthodes Caractérisation structurale des protéines allergéniques

3.2 — Spectroscopie de dichroisme circulaire (DC)

Avant d'envisager 1'étude immunologique des allergénes naturels et recombinants, il
est nécessaire de connaitre leur conformation structurale en solution. En effet, il convient de
s'assurer de leur repliement correct pour pouvoir les confronter a des IgE de patients dans
différents tests immunologiques. Une des méthode de choix qui a été utilisée est le

dichroisme circulaire.

3.2.1 — Principe

La lumieére polarisée linéaire peut étre décomposée en deux composantes circulaires
gauche (e) et droite (eg) de méme amplitude et de méme intensité. Ces deux composantes ne
se superposent pas, elles sont donc chirales. Lorsque la lumicre polarisée linéaire passe au
travers d'un échantillon pourvu d'une activité optique, les deux composantes ¢ et €r ne sont
pas absorbées de la méme maniére par I'échantillon. Ainsi, la résultante de ces deux
composantes ne s'inscrira plus dans le plan défini par la lumiére polarisée linéaire mais dans
une ellipse autour de ce plan (fig. 10). Les protéines sont optiquement actives car elles sont
constituées d'acides aminés chiraux. La mesure de la différence d'absorption des deux
composantes gauche et droite de la lumicre polarisée linéaire permettra donc d'obtenir des
informations sur la conformation des différents chromophores (Woody, 71995), (Kelly et al,,
2005).

Dans les protéines, les chromophores d'intérét pour la technique de dichroisme
circulaire sont de trois types: les ponts disulphure (absorption autour de 260nm), les liaisons
peptidiques et les chaines latérales des acides aminés aromatiques.

Les liaisons peptidiques absorbent la lumicre jusqu'a 240nm. Ceci est notamment di
a une transition n — 7* autour de 220nm et une transition plus intense T — ©* vers 190nm.
Malheureusement, les appareils de dichroisme circulaire disponibles dans de nombreux
laboratoires ne permettent pas d'observer avec une précision suffisante cette dernicre
transition vers 190nm. De nouvelles méthodes, disponibles notamment avec les technologies
développées autour les synchrotrons (Wallace and Janes, 20017), améliorent considérablement
la résolution et permettent une meilleure couverture des longueurs d'onde observées
(ramenant ainsi la limite basse d'observation du signal de 190 a 160nm).

L'absorption des chaines latérales des acides aminés aromatiques s'observe entre
260nm et 320nm. Chaque acide aminé aromatique semble avoir une longueur d'onde

d'absorption caractéristique. Le tryptophane (Trp) absorbe de 290nm a 305nm (avec un
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Figure 11: Spectres obtenus en dichroisme circulaire associés a des éléments
de structure secondaire retrouvés dans les protéines

Le spectre d'un polypeptide replié essentiellement en hélice o présente trois bandes caractéristiques
(positive a 190nm, négative a 208nm et a 222nm).

Le spectre d'un polypeptide replié essentiellement en feuillet B présente deux bandes caractéristiques
(positive a 195nm, négative a 218nm).

Le spectre dun polypeptide non structuré («random coil» ou aléatoire) présente deux bandes
caractéristiques (négative a 200nm et positive a 215nm).

Adapté de Kelly et al., 2005
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maximum autour de 293nm), la tyrosine (Tyr) de 275nm a 282nm, la phénylalanine (Phe) de
255nm a 270nm. Ces différences d'absorption des noyaux aromatiques est diie a des
transitions vibrationnelles dans lesquelles différents niveaux vibrationnels des états excités
sont mis en jeu. L'impact de ces transitions sur le signal DC dans la région comprise entre
260nm a 320nm dépend du nombre et du type de chaque acide aminé aromatique présent, de
leur conformation spatiale, de leur mobilité et de la nature de leur environnement proche
(implication dans des liaisons hydrogeéne, proximité de groupements polaires). Ainsi, selon le
repliement en hélice a ou en feuillet B des protéines, la géométrie de lI'empilement des
différents chromophores ne sera pas le méme, modifiant ainsi considérablement le signal DC
observé (fig. 11).

Le spectre d'un polypeptide replié essentiellement en hélice a présente trois bandes
caractéristiques: une bande positive de forte intensit¢ & 190nm et deux bandes négatives a
208nm et 222nm. Le spectre obtenu avec un polypeptide replié en feuillet B posséde une
bande positive a 195nm et une bande négative a 218nm. A concentration en protéine égale,
l'intensité de ces bandes est souvent moindre par rapport a celles des hélices a. La nature des
chaines latérales et le type de feuillets B (paralleles, antiparalleles...) peuvent modifier
légérement l'amplitude et la position des bandes observées. Le spectre obtenu avec un
polypeptide non structuré («random coil » ou aléatoire) montre une bande négative
caractéristique aux alentours de 200nm et un €paulement positif vers 215nm. En se référant a
des spectres de protéines de structures connues, il est possible d'estimer les pourcentages

respectifs des structures secondaires présentes dans les protéines a partir de leurs spectres de

DC.

3.2.2 — Utilisation de la spectroscopie de dichroisme circulaire pour 1'étude des

LTP

Les LTP, solubilisées dans du tampon phosphate 50 mM (pH 7.5), ont été analysées
sur un spectrophotometre de dichroisme circulaire Jobin & Yvon CD6 (Division
instrumentations S.A.). Les concentrations des LTP ont été calculées pour que la densité
optique a 280nm de la solution soit inférieure a 0,8 afin d'éviter que l'intensité du signal ne
sature le détecteur. La cuve en quartz utilisée posséde un trajet optique de 0,lcm et les
spectres ont été mesurés entre 190nm et 300nm. La contribution du tampon a été soustraite de

tous les spectres.
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Figure 12: Principe d'obtention des profils HCA

I: La séquence primaire des protéines est représentée en utilisant un code couleur (pour les acides
aminés hydrophobes) et symbolique (Glycine, Proline, Throénine, Sérine).

II: La séquence est positionnée sur un cylindre mimant une hélice a (a) puis le cylindre est découpé selon
une génératrice, étalé (b) et dupliqué (c). Les acides aminés hydrophobes sont ensuite regroupés en

clusters (d).
II: Représentation tridimentionnelle des ¢éléments de structure secondaire prédits au vu de la

preprésentation bi-dimentionnelle (II d)

Adapté de Callebaut et al., 1997
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3.3 — Modélisation moléculaire et prédiction des épitopes

3.3.1 — Recherche et alignements de séquences

Les recherches de séquences des différentes protéines de transfert de lipides ont été
effectuées avec le programme Blast (Altschul et al., 7990) sur des banques de séquences
protéiques et nucléiques (NCBI, Genbank, Swiss-Prot, TTEMBL).

L'alignement de séquence des protéines de transfert de lipides a été réalisé a partir du
programme Clustal-X (Thompson et al.,, 7997) utilisant les matrices de Risler (Risler et al.,
1988) et la matrice BLOSUM 62 (Henikoff and Henikoff, 7/996). Les matrices BLOSUM
(BLOcks Substitution Matrix), comme les matrices PAM (Dayhoff et al, 7983) souvent
utilisées, sont liées a I'évolution. Les matrices BLOSUM sont déduites des segments locaux
obtenus dans la base BLOCKS regroupés par famille jusqu'a un certain seuil. Elles sont
basées sur des alignements locaux interdisant les gaps de régions hautement conservées, alors
que les matrices PAM incluent des régions plus divergentes. La matrice de Risler est une

matrice basée sur les homologies structurales des chaines latérales des acides aminés.

3.3.2 — Profils HCA (Analyse des Clusters Hydrophobes)

Les acides aminés hydrophobes gouvernent le repliement des protéines. Cette
méthode (Gaboriaud et al., 71987), développée dans le laboratoire de Jean-Paul Mornon en
1987, est basée sur une représentation bi-dimensionnelle des séquences protéiques (fig. 12)
(Callebaut et al, 7997). Elle vise a regrouper, au sein de « clusters », les acides aminés
hydrophobes contigus. En fonction de la taille et principalement de la forme de ces clusters, il
est possible de prédire I'emplacement des principaux ¢léments de structure secondaire: hélice
o (orientation horizontale des clusters ou clusters globulaires) et feuillet B (orientation
verticale des clusters) (Lemesle-Varloot et al., 71990). Les coudes et les boucles correspondent
a des zones ou prédominent les acides aminés hydrophiles et flexibles. Lors de la
comparaison de deux séquences protéiques, cette méthode permet de reconnaitre et de
délimiter les régions structurellement conservées (RSCs) correspondant essentiellement aux
motifs de structure secondaire. Ces RSCs seront utilisées ultérieurement pour la modélisation
moléculaire. Cette méthode permet également d'aligner des séquences de protéines possédant
de trés faibles pourcentages d'identité (en dessous de 25-30%). Pour ces séquences, les

méthodes classiques d'alignement basées uniquement sur la maximalisation de scores
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d'identité¢ ou de similitude sont souvent peu efficaces. Dans une famille de protéines tres
divergentes, il est ainsi possible de mettre en évidence les repliements essentiels a la structure
et a la fonction des protéines. Les profils ont ét¢ générés en utilisant un serveur dédié
(http://www.Imcp.jussieu.fr) et le programme Drawhca développé par Luc Canard (Callebaut

et al., 1997).

3.3.3 — Modélisation moléculaire par homologie

La modélisation moléculaire par homologie de séquences a été réalisée sur une
station graphique Silicon O2 en utilisant les programmes Insightll, Homology et Discover
(Accelrys, San Diego, USA).

A partir de l'alignement réalisé entre la séquence de la protéine a modéliser et la (ou
les) séquences d'une protéine homologue de structure tridimensionnelle connue (LTP de mais
Zea m 14 dans notre cas (Shin et al.,, 7995)), les RSCs (hélices o dans notre cas) définies a
partir des profils HCA sont repérées. Par la suite, les coordonnées cristallographiques de la
protéine modele sont assignées a la protéine a modéliser en respectant les homologies entre
les RSCs. Ainsi, la structure tridimensionnelle de la protéine a modéliser est construite de
proche en proche. Il n'a pas été nécessaire de créer des boucles pour les différentes
modélisations effectuées au sein de la famille trés conservée des LTP. En effet, toutes les
régions des protéines a modéliser avaient une équivalence dans la protéine modéle.

A ce stade, la protéine modélisée posseéde, aux remplacements de résidus pres, les
mémes coordonnées que celles des carbones o de la protéine modéle. Cette protéine
modélisée présente quelques imperfections (valeur non canonique des longueurs de certaines
liaisons ou de certains angles diédres, encombrements stériques de certains atomes non liés,
sorties de plan, etc...). Il est nécessaire de procéder, avant une minimisation d'énergie globale,
a une minimisation d'énergie locale pour corriger sélectivement ces imperfections afin
d'obtenir une structure géométriquement correcte et thermodynamiquement stable. Les
encombrements stériques sont corrigés grace a une étape de recherche des meilleurs
rotameres pour chaque acide aminé dont les distances entre atomes non liés est inférieure a
0,9A. Pour les recherches de rotaméres, l'algorithme (Mas et al., 1992) implémenté dans le
module Homology utilise une librairie spécifique (Ponder and Richards, 7987).

Les minimisations d'énergie utilisent le champ de force CVFF du module Discover et
les algorithmes classiques de mécanique moléculaire (steepest descent et gradient conjugué).
La méthode « steepest descent » ou « méthode de la plus grande pente », calcule I'énergie

initiale EO a l'aide du champ de force. Aprés une légeére modification de la géométrie de la
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molécule, un deuxi¢me calcul d'énergie est effectué¢. En calculant a chaque fois la dérivée de
la fonction énergie, cette méthode va déterminer et suivre la direction de la plus grande pente
au cours de laquelle I'énergie décroit le plus rapidement. Cette méthode s'avere étre rapide au
cours des premiers cycles mais converge trés lentement en fin de cycle. La méthode du
« gradient conjugué » est une amélioration de la méthode « steepest descent ». Un calcul
supplémentaire permet, a chaque cycle, d'ajuster le pas et ainsi d'obtenir la meilleure
diminution de la valeur d'énergie. D'autres méthodes existent, comme celle de « Newton
Raphson ». Elle est basée sur le calcul de la dérivée seconde de la fonction énergie potentielle
et demande des temps de calcul souvent prohibitifs. C'est la raison pour laquelle elle est trés
peu utilisée pour des modélisations par homologie au sein de familles protéiques tres
conserveées.

La validité des modéles tridimensionnels ainsi obtenus est appréciée en construisant
le diagramme de Ramachandran. Cet outil permet de représenter les résidus en fonction de la
valeur des angles diédres @ et ¥. Des régions correspondant aux valeurs admises pour les
angles ® et ¥ des résidus impliqués dans les différentes structures secondaires (hélices a,
feuillets B) sont définies et il est alors possible d'obtenir une évaluation fiable de la géométrie
correcte du modele tridimensionnel en fonction de I'absence de valeurs en dehors des régions
permises. Les diagrammes ont été générés par un ensemble de logiciels, dont PROCHECK et
What if (Vaguine et al., 71999) a partir du fichier PDB ¢élaboré par InsightII.

Les mode¢les tridimensionnels de LTP de pomme, de prune et d'abricot ont été
construits a partir des coordonnées cristallographiques de la LTP de mais Zea m 14 (code
PDB 1MZL) (Shin et al., 7995) et de celles de la LTP de péche Pru p 3 (code PDB 2B5S)
(Pasquato et al., 2006).

Les surfaces moléculaires et les potentiels de surface des LTP modélisées ont été
calculés a l'aide du programme GRASP (Petrey and Honig, 2003) en utilisant les valeurs
classiques des principaux paramétres: 1,4A pour le rayon de la sphére d'eau, 2A pour la
couche de Stern afin d'exclure les ions de la surface moléculaire, 4 et 80 pour les constantes
diélectriques interne et externe, une concentration saline correspondant a 0,145M de NaCL
Les régions électropositives (résidus de lysine et arginine) sont figurées en bleu et les régions
¢lectronégatives sont figurées en rouge. Les valeurs des potentiels ¢électronégatifs et
¢lectropositifs sont fixées respectivement a -5 kT (1 AT = 0,6 kcal) et 5 kT. Les régions

neutres sont figurées en blanc.

-93 -



Matériel et méthodes

Caractérisation structurale des protéines allergéniques

Acide Hydrophobie | Exposition | Flexibilité de Karplus (Karplus, /984) | Hydrophilie
amminé deKyteet | au solvant de Hoop et
Doolittle | de Lee (Lee [ () voisin 1 voisin 2 voisins Woods
(Kyte and and rigide rigide rigides (Hopp and
Doolittle, Richards, Woods,
1982) 1971) 1981)
A 1,8 0,49 1,041 0,946 0,892 -0,5
C 2,5 0,26 0,960 0,878 0,925 -1,0
D -3.,5 0,80 1,033 1,089 0,932 3,0
E -3.,5 0,84 1,094 1,036 0,933 3,0
F 2,8 0,42 0,930 0,912 0,914 -2,5
G -0,4 0,48 1,142 1,042 0,923 0,0
H -3,2 0,66 0,982 0,952 0,894 -0,5
I 4,5 0,34 1,002 0,892 0,872 -1,8
K -3,9 0,97 1,093 1,082 1,057 3,0
L 3,8 0,40 0,967 0,961 0,921 -1,8
M 1,9 0,48 0,947 0,862 0,804 -1,3
N -3.,5 0,80 1,117 1,006 0,930 0,2
P -1,6 0,75 1,055 1,085 0,932 0,0
Q -3.,5 0,84 1,165 1,028 0,885 0,2
R -4,5 0,95 1,038 1,028 0,901 3,0
S -0,8 0,65 1,169 1,048 0,923 0,3
T -0,7 0,70 1,073 1,051 0,934 -0,4
\'% 4,2 0,36 0,982 0,927 0,913 -1,5
w -0,9 0,51 0,925 0,917 0,803 -3,4
Y -1,3 0,76 0,961 0,930 0,837 -2,3

Le code utilisé pour les acides aminés est le code international a un caractére: A=Alanine, C=Cystéine,
D=Aspartate, E=Glutamate, F=Phénylalanine, G=Clycine, H=Histidine, I=Isoleucine, K=Lysine,

L=Leucine,

M=M¢éthionine,

N=Asparagine,

P=Proline,

T=Thréonine, V=Valine, W=Tryptophane, Y=Tyrosine

Q=Glutamine,

R=Arginine,

Tableau 6: Echelles des profils physico-chimiques utilisés

pour la prédiction des épitopes
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3.3.4 — Prédiction des épitopes de surface

Les épitopes de surface, correspondant a des régions de la structure tridimensionnelle
de la protéine qui vont étre reconnues par les IgE, sont généralement constitués des régions
les plus hydrophiles, accessibles au solvant et flexibles. Pour les prédire, il est nécessaire de
se référer a des échelles de valeurs pour chacun de ces trois paramétres. En examinant la
séquence primaire en acides aminés et en affectant a chaque résidu une certaine valeur,
chaque résultat obtenu pour chaque échelle utilisée sera compilé et des régions regroupant les
plus forts scores seront retenues.

La premiere échelle utilisée est 1'échelle d'hydrophilie de Kyte et Doolittle (Kyte and
Doolittle, /1982). La notion d'hydrophobie dans les protéines a pour origine la succession des
acides aminés ayant une chaine latérale hydrophobe dans la séquence. Ceci crée localement
une région hydrophobe instable dont la protéine (placée dans l'eau) va s'accommoder
thermodynamiquement en se repliant selon les degrés de liberté a sa disposition de fagon a
enfouir au coeur de la molécule les résidus hydrophobes. Il s'agit d'un des forces qui
gouvernent le repliement des protéines. Il faut noter que tous les acides aminés sont solubles
dans l'eau (a des degrés variables) alors que certains peptides trop courts pour se replier
comme une protéine deviendront insolubles dans I'eau. Beaucoup d'échelles d'hydrophobie
existent, mais celle présentée ici est une des plus utilisées. Les auteurs ont ¢laboré une échelle
d'hydrophobie (tableau 6) qui associe un score a chaque acide aminé en fonction de son
caractere hydrophobe. Ainsi, les résidus hydrophiles ont un score <0 (Arg -4,5; Asn -3,5; Asp
-3,5; Gln -3,5; Glu -3,5; Gly -0,4; His -3,2; Lys -3,9; Pro -1,6; Ser -0,8; Thr -0,7; Trp -0,9;
Tyr -1,3). Les résidus hydrophobes ont un score >0 (Ala +1,8; Cys +2,5; Ile +4,5; Leu +3,8;
Met +1,9; Phe +2,8; Val +4,2). 1l est alors possible de tracer le profil d'hydrophobie d'une
protéine en associant chaque résidu de la séquence au score correspondant dans 1'échelle. Le
profil est ensuite lissé en calculant le score moyen sur une fenétre de résidus de taille variable,
glissant le long de la séquence. Les positions ayant un score faible correspondent a des
positions trés hydrophiles. Elles vont correspondre a des régions potentiellement intéressantes
a prendre en compte pour la prédiction des épitopes. Cette méthode, en considérant les scores
forts (régions hydrophobes), a été¢ souvent utilisée pour prédire l'emplacement des régions
transmembranaires (plusieurs positions trés hydrophobes consécutives).

La deuxieéme échelle utilisée est I'échelle d'exposition au solvant (Lee and Richards,
1971). Les profils de surface accessible au solvant ont été initialement développés par des

immunologistes afin de pouvoir prédire les épitopes des protéines reconnus par les anticorps.
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Méme si I'hypothése de départ n'était pas tout a fait fondée (certains auteurs utilisaient cette
technique, pensant que les épitopes étaient s€quentiels et non conformationnels), la prédiction
des régions accessibles au solvant doit pouvoir permettre de rationaliser I'approche
épitopique. A partir des fichiers de coordonnées atomiques des protéines, il est possible de
calculer la contribution de tous les atomes de chaque acide aminé a la surface de contact d'une
sphére d'un rayon donné (correspondant a une molécule d'eau). Dés lors, pour chaque résidu,
la fraction accessible peut étre calculée (surface de contact > 20A%). Elle varie de 0,26 (Cys)
a 0,97 (Lys) et sont résumées dans le tableau 6. Les algorithmes utilisés, multiplicatifs avec
une fenétre de calcul égale a 6 résidus, permettent de tracer des profils d'accessibilité.

La troisieéme échelle utilisée est I'échelle de flexibilité¢ (Karplus, 7/984). Ce profil a été
largement utilisé¢ avec les mémes objectifs que l'accessibilité au solvant. Il se base sur la fait
qu'une région flexible est plus antigénique qu'une région rigide dans la mesure ou une
certaine adaptabilité est nécessaire pour une bonne reconnaissance antigéne-anticorps. Afin
de prédire les régions flexibles, les auteurs ont utilisé les mesures d'agitation thermique
(facteur B de température) issues des diagrammes de diffraction aux rayons X. Trois types de
résidus ont été ainsi distingués: ceux qui sont en moyenne flexibles (F), ceux qui sont rigides
(R) et ceux qui sont intermédiaires (I). Trois échelles ont ainsi été construites, avec pour but
de prendre en compte différemment I'environnement séquentiel (tableau 6). Ainsi, pour
chaque acide aminé i, le choix de I'échelle se fait en examinant ses deux voisins i-1 et i+1.
Des profils de flexibilité peuvent ainsi étre construits.

Enfin, une méthode mise au point par Hopp et Woods (Hopp and Woods, 7981)
permet de prédire, grace a une combinaison des différentes échelles vues précédemment, les
déterminants antigéniques des protéines. Cette méthode repére les zones riches en acides
aminés hydrophiles, chargés et éloignés des régions hydrophobes. Ainsi, en combinant des
¢chelles de Chou et Fasman (Chou and Fasman, /978), d'accessibilité au solvant de Levitt
(Levitt, 1976) et d'hydrophobicité de Nozaki et Tanford (Nozaki and Tanford, /9717), des
moyennes portant sur une fenétre de 6 résidus successifs (qui correspondait a la taille
moyenne admise pour un épitope continu) sont réalisées sur toute la séquence et les régions
ayant un score significativement supérieur a la moyenne sont repérées.

La prédiction des régions épitopiques que nous avons réalisée consiste a ne retenir
que les régions consensus qui présentent simultanément les valeurs les plus élevées
d'hydrophilie, d'accessibilité au solvant et de flexibilité. En outre, ces régions ne sont prises
en compte que si elles renferment des résidus chargés électronégatifs (Asp, Glu) et/ou

¢lectropositifs (Arg, Lys). L'expérience montre que la plupart des régions épitopiques sont
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chargées a la surface des allergénes.

4 — Caractérisation immunologique des protéines allergéniques

4.1 — Production d'anticorps polyclonaux chez le lapin

4.1.1 - Anticorps obtenus a partir des protéines

Les anticorps polyclonaux reconnaissant les LTP de péche et de pomme ont été
obtenus apres injections répétées chez des lapins. 100ug de protéine dissoute dans 400uL de
sérum physiologique (NaCl 9%) ont été émulsionnées avec 400uL d'adjuvant de Freund
complet (Calbiochem). Les injections ont été répétées tous les 10 jours pendant 4 mois.
Toutes les 3 semaines un prélévement de sang a été effectué, permettant la récupération du
sérum afin de vérifier la production d'IgG contre les LTP par dosage ELISA et double
diffusion en gel d'agarose (méthode d'Ouchterlony).

4.1.2 — Anticorps obtenus a partir des peptides épitopiques

Les anticorps polyclonaux reconnaissant les peptides épitopiques prédits pour Pru p 3
et Mal d 3 ont été obtenus aprés couplage des peptides synthétiques a la thyroglobuline et
injections a des lapins en suivant le méme protocole d'immunisation. Une série de 12
injections intradermiques effectuées sur une période de 6 mois, contenant chacune 250ug de
peptide émulsionné avec de I'adjuvant de Freund complet, ont été nécessaires pour obtenir un
taux d'IgG suffisamment ¢levé pour effectuer des dosages immunochimiques. Les sérums

récupérés ont été filtrés sur un filtre de 0,2um puis stockés a -80°C.

4.2 — Double diffusion en gel d'agarose (méthode Quchterlony)

4.2.1 — Principe

Afin de visualiser, au fur et a mesure des injections, la production d'IgG de lapin
reconnaissant les LTP purifiées et les épitopes synthétiques, la méthode de double-diffusion

en gel d'agarose (méthode dite « d'Ouchterlony ») a été couramment utilisée (Ouchterlony,
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Figure 13: Double-diffusion en gel d'agarose (méthode Ouchterlony)

Lorsque les molécules d'anticorps rencontrent les molécules d'antigénes, la liaison antigéne-anticorps

conduit a la précipitation des complexes immuns dans la zone de rencontre. Le précipité se forme dans la

zone ou les concentrations des deux solutions sont optimales pour que la quantité d’anticorps sature les
sites antigéniques, c'est a dire la zone d’équivalence. Les précipités se présentent sous la forme d’un arc
blanchatre visible a I’ceil nu.

Puits central: sérum de lapin immunisé avec de 'albumine sérique de boeuf (BSA)

puits 1: sérum de cheval puits 2: sérum de chévre
puits 3: sérum de porc puits 4: sérum de boeuf
puits 5: sérum de lapin puits 6: albumine sérique de boeuf (BSA)
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1958). Cette méthode d'immunoprécipitation est fondée sur la diffusion d’antigénes et
d’anticorps en milieu solide (en général un gel d’agarose) a partir de puits placés en vis-a-vis.
Lorsque les molécules d'anticorps rencontrent les molécules d'antigenes, la liaison antigéne-
anticorps conduit a la précipitation des complexes immuns dans la zone de rencontre si
’anticorps reconnait 1’antigéne. Le précipité se forme dans la zone ou les concentrations des
deux solutions sont optimales pour que la quantité d’anticorps sature les sites antigéniques,
c'est a dire la zone d’équivalence. Les précipités se présentent sous la forme d’un arc
blanchatre visible a 1’ceil nu. La méthode d’Ouchterlony peut étre utilisée notamment pour
détecter la présence d’anticorps spécifiques dans un sérum, pour mettre en évidence un
antigéne donné dans un liquide biologique, pour déterminer la zone d'équivalence ou pour
¢valuer le degré d'identité (nul, total ou partiel) entre différents antigénes (figure 13). En cas
de réaction positive, d'autres techniques d'évaluation du taux d'IgE ont été mises en oeuvre:

immuno-empreintes (Western blots) et dosage ELISA.

4.2.2 — Réalisation

Des lames porte-objet sont nettoyées soigneusement avec un solution éthanol / acide
acétique et séchées. Une solution a 1% agarose (m/v) dans un tampon Tris 20mM, 150mM
NaCl (pH 7.5) est chauffée jusqu'a dissolution de I'agarose puis filtrée sur coton hydrophile.
L'agarose est alors distribué sur les lames a raison de 4mL par lame en veillant bien a la
parfaite horizontalit¢ du plan de travail. Aprés 10min de refroidissement a température
ambiante, des puits sont percés avec un emporte-piece. Les différentes solutions d'anticorps et
d'antigénes sont distribuées dans les puits par capillarité en utilisant des pipettes pasteur a
bout effilé.

Les lames sont incubées a température ambiante dans une enceinte humidifiée par du
papier filtre imprégné d'eau additionnée de nitrure de sodium durant 24h. Les lames sont
ensuite lavées abondamment pendant 3 jours avec du sérum physiologique (NaCl 9%o), en
changeant le bain 2 fois par jour. Au bout des 3 jours, les bains sont remplacés par de I'eau
UHQ changée plusieurs fois durant 72h. Les gels sont alors séchés a 37°C pendant 122424 h a
I’aide d’un papier 3M appliqué délicatement a la surface des gels. Les gels d'agarose sont
ensuite colorés 30 min dans une solution de noir amido (0,5% amido black, 7% TCA) et
décolorés par 3 lavages avec une solution de 0,3% TCA. Les gels sont ensuite scannés et
peuvent étre conservés, sur lame, dans une boite a température ambiante et a l'abri de la

lumiere pour éviter leur décoloration.
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Figure 14: Principe de 1a technique ELISA

La technique ELISA permet de détecter la présence d'un anticorps ou d'un antigéne dans un
¢chantillon. Celle-ci peut étre directe (A, B), en sandwich (C) ou en double sandwich (D).
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4.3 — Immuno-réactions (western-blots et dosages ELISA)

4.3.1 — Principes

La méthode fut mise au point dans le laboratoire de George Stark a Stanford. Le nom
du Western blot, donné a la technique par W. Neal Burnette (Burnette, /987), est un jeu de
mot a partir de la technique du Southern blot, technique de détection d'ADN nommée d'apres
son inventeur, Edwin Southern et non d'aprés le point cardinal. La détection d'ARN est
appelée Northern blot. Le nom de ces techniques provient de I'étape de transfert sur
membrane, comparée a une empreinte sur buvard (blot en anglais). La technique Western blot
utilise 1'¢lectrophorése sur gel de polyacrylamide SDS-PAGE pour séparer les protéines,
préalablement dénaturées, selon leur masse. Les protéines sont ensuite transférées depuis le
gel sur une membrane (typiquement en nitrocellulose), ou elles sont exposées a un anticorps
spécifique de la protéine d'intérét. La détection est effectuée a l'aide d'un anticorps
(antiglobuline) couplée a une enzyme (péroxydase ou phosphatase alcaline) en présence d'un
substrat qui génére une réaction colorée directement sur la membrane. Il est possible grace a
cette technique de détecter la présence d'une protéine dans un tissu, d'évaluer sa taille et sa

concentration.

La technique ELISA (pour Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) correspond a un
dosage immuno-enzymatique sur support solide. Ce test entre dans le cadre plus général des
EIA (enzyme immunoassays), dans lequel le dosage est couplé a une réaction catalysée par
une enzyme qui libére un composant coloré suivi par une spectroscopie (par opposition aux
RIA (Radio ImmunoAssays) dans lesquels I'anticorps est marqué par un radioélément et dont
le dosage mesure un nombre de désintégrations par seconde). L'ELISA est une technique
biochimique, principalement utilisée en immunologie, mais pas uniquement, afin de détecter
la présence d'un anticorps ou d'un antigéne dans un échantillon. La technique utilise un (test
de Coons direct) ou deux anticorps (test de Coons indirect) et peut étre soit « directe », soit
«en sandwich », soit en « double sandwich », soit « en compétition » (fig. 14 A a D). Le
premier anticorps utilis¢é est spécifique de l'antigéne, tandis que l'autre reconnait les
fragments constants du premier anticorps et est couplé a une enzyme (phosphatase alcaline ou
péroxydase). La fixation de l'anticorps secondaire, responsable du nom de la technique,
déclenche une réaction colorée apres addition d'un substrat chromogene ou fluorigéne dont
l'intensité est mesurée par colorimétrie ou fluorimétrie. L'ELISA pouvant étre utilisé tant pour
¢valuer la présence d'un antigéne que celle d'un anticorps dans un échantillon, c'est un outil
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efficace trés utilisé. Par exemple, il permet de déterminer des concentrations sériques
d'anticorps (comme pour le test HIV ou on dose la concentration en anticorps anti-VIH dans
le sérum sanguin), mais il permet aussi de détecter la présence d'un antigéne (comme dans
l'industrie alimentaire ou il est utilis¢ afin de détecter des allergénes alimentaires, comme le

lait, les cacahuétes, les noix et les ceufs). C'est un test simple, facile d'emploi et peu cotiteux.

4.3.2 - Western-blots

Les différents échantillons a tester sont séparés sur un gel SDS-PAGE mono ou
bidimensionnel. Les protéines sont électrotransférées sur une membrane (nitrocellulose ou
PVDF) en mode semi-sec dans un tampon de transfert constitu¢é de Tris 48mM, glycine
39mM, méthanol 20% (v/v) a 20 Volts pendant 45min. La membrane est ensuite colorée dans
une solution contenant 0,2 % de Rouge Ponceau (m/v) et 0,3 % TCA (v/v) afin de vérifier la
présence de protéines sur la membrane. Aprés décoloration dans une solution contenant 0,3 %
TCA (v/v), la membrane est saturée une nuit dans du tampon PBS 1x, 0,1% Tween-20 (v/v)
contenant 5% (m/v) lait écrémé a 4°C, sous légere agitation.

L’anticorps primaire (sérum de patient dilu¢ au dixieme dans le tampon de
saturation) est déposé sur la membrane pendant 2h en chambre humide a température
ambiante. La membrane est ensuite lavée dans le tampon de saturation puis incubée pendant
1h a température ambiante avec 1’anticorps secondaire couplé a la péroxydase de Raifort
(dilué au 5000¢éme dans la solution de saturation). Apres trois lavages dans une solution de
PBS contenant 0.1% Tween-20 (v/v), les membranes sont incubées avec les substrats
contenus dans le kit ECL Plus (Amersham) et les films révélés aprés 3 minutes d'exposition

dans une cassette.

4.3.3 - Dosages ELISA

Les différentes dilutions de protéines ou d'extraits a tester sont fixés sur une plaque
ELISA a fond plat (50pul par puits) pendant une nuit a 4°C. Les puits sont lavés trois fois avec
du PBS Ix puis saturés avec une solution PBS/Tween-20/BSA (1x/0.1%/1%) (100ul par
puits) pendant une heure a température ambiante. Les puits sont lavés puis incubés avec
I’anticorps primaire dilué dans la solution de saturation (50ul par puits) durant 2h a
température ambiante. L'anticorps primaire a été mis en contact, pour les expériences
d'inhibition, avec la ou les protéines inhibitrices pendant les 30 derniéres minutes de la phase
de saturation. Aprés trois lavages avec la solution de saturation, I’anticorps secondaire couplé

a la phosphatase alcaline dilué au 1/2000 dans la solution de saturation (50ul par puits) est
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ajouté pendant une heure a température ambiante. Apres trois lavages, 100uL d'une solution
de para-nitrophényl phosphate sont ajoutés. Aprés 45 min d'incubation a température
ambiante et a l'obscurité, la réaction est stoppée par l'ajout de SOuL. de NaOH 3N et la densité

optique lue a 405nm avec un lecteur de plaques Titertek Multiscan II.

4.4 — Caractérisation des épitopes de surface (méthode Elispot)

Les expériences ont été réalisées sur des peptides synthétiques immobilisés sur
membrane préparés par le Dr. Claude Granier au laboratoire CNRS FRE 3009 Bio-Rad de
Montpellier.

4.4.1 — Principe

La méthode Spot (Frank, 2002), mise au point au début des années 1990, est
couramment utilisée pour cartographier les sites d'interaction entre une protéine et son ligand.
Ainsi, les interactions entre endonucléases et oligonucléotides (Reuter et al., 7999), peptides
et métaux, cytokines et récepteurs (Reineke et al., 7998) ont pu par exemple €tre mises en
¢vidence. Mais la plus célebre application de cette technique correspond a la cartographie des
épitopes réagissant avec des antigénes (« antigenic epitope mapping ») le long des séquences
protéiques. Des épitopes IgE-réactifs ont ainsi été déterminés pour plusieurs allergénes. Des
membranes de cellulose « spottées » avec des peptides synthétisés chimiquement et fixés de
fagon covalente permettent, aprés contact avec des anticorps, une identification rapide des
sites responsables de l'interaction (Lajoix et al., 2004). Les peptides correspondant a la
séquence entiere de la protéine a cartographier sont synthétisés sous la forme de décapeptides
chevauchants (les tailles peuvent varier de 10 a 15 mer, avec un recouvrement tous les 3 a 4
acides aminés). Apres incubation des membranes spottées avec des anticorps a tester, les
spots réactifs sont visualisés comme dans une expérience de Western-blot a l'aide d'un
deuxiéme anticorps couplé a une enzyme donnant une réaction colorée en présence du
substrat chromogéne correspondant. Il est également possible de régénérer les membranes,
permettant ainsi de tester différents types d'anticorps et de mieux caractériser le zones
épitopiques (anticorps de patients allergiques, anticorps polyclonaux anti-protéine entiére,

anticorps anti-peptides, ...).

4.4.2 — Expériences réalisées

Des peptides de 15-mer, chevauchant par 3 résidus et correspondant a la séquence
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entiere des LTP de pomme (Mal d 3), de péche (Pru p 3), de prune (Pru d 3) et d'abricot (Pru
ar 3) ont été immobilisés sur membrane de cellulose en utilisant la technique Spot (Frank,
2002). Le protocole de synthése Fmoc (Laune et al., 2002) utilise un synthétiseur « Multipep
automatic Spot » (Intavis). Les peptides sont assemblés sur une membrane de cellulose
portant des groupements amino polyéthyléne glycol. Le résidu positionné en C-terminal de
chaque peptide a été couplé a la membrane activée. Apres déprotection, les acides aminés ont
été séquentiellement ajoutés. A la fin de la synthése, les groupes protégeant les chaines
latérales des acides aminés ont été retirés par un traitement a l'acide trifluoroacétique et la
liaison & la membrane maintenue.

La membrane, saturée pendant 1 nuit dans 20mL de tampon Tris salin contenant 2mL
de tampon de saturation (Roche) et 1g de saccharose (pH 7.0), a été lavée avec du tampon
Tris salin contenant 0,1% (v/v) de Tween-20. Un pool de sérums de patients allergiques dilué¢
au 1/10 est ajouté en présence d'un cocktail d'anti-protéases (Roche) et on laisse incuber
pendant 2h dans une chambre humide a température ambiante. Apres trois nouveaux lavages,
la membrane est incubée lh a température ambiante sous agitation avec un anticorps
secondaire (monoclonal de souris anti-IgE humaines couplé a la phosphatase alcaline, dilué¢
1/4000 dans la solution de lavage). Apreés deux nouveaux lavages puis deux lavages avec une
solution contenant 10mM d'acide citrique, 137mM NaCl et 3mM KCI (tampon CBS), les
spots réactifs sont révélés aprés coloration pendant 30min avec une solution de Bromo-
Chloryl-Indolo-Phosphate (BCIP) dilué dans le tampon CBS additionné de 5SmM MgCl, et
0,7mM de bleu de bromure de thiazolyl tétrazolium. Aprés 3 lavages a l'eau UHQ, la
membrane est scannée.

Le protocole de décoloration/régénération des membranes permet d'effectuer
plusieurs tests avec des anticorps différents. Aprés un a trois lavages de 10 minutes dans une
solution de diméthylformamide, trois lavages a l'eau UHQ et trois incubations dans une
solution d'urée 8M contenant 1% (m/v) SDS et 1% (m/v) B-mercaptoéthanol, la membrane est
stockée aprés une dernicre incubation dans un mélange éthanol/eau/acide acétique (50:40:10)
(v/v/v). Pour une conservation prolongée a -20°C, une derniére étape de lavage dans du

méthanol pur est effectuée.
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4.5 — Dégranulation de lignées de basophiles

4.5.1 — Principe

Depuis le début des années 1990, des outils cellulaires permettent de tester le
potentiel allergénique des protéines. En effet, grice a des lignées cellulaires telles que les
RBL-2H3 transfectées avec le récepteur aux IgE humaines (FceRI), il est possible de
quantifier l'interaction entre des allergénes et des IgE de patients sensibilisés. A cause des
difficultés a obtenir et a entretenir des mastocytes et basophiles humains de patients
allergiques, une équipe francaise (Taudou et al., /993) a obtenu, aprées transfection stable, une
lignée cellulaire de basophiles de rats exprimant en surface la chaine a du récepteur FceRI
humain (récepteur de haute affinité pour les IgE). Dénommée RBL-2H3 pour « Rat Basophil
Leukemia », cette lignée est couramment utilisée pour des tests d'allergénicité. Aprés une
¢tape de culture en présence puis en absence d'antibiotique, les cellules peuvent étre
sensibilisées avec des IgE de patients allergiques. Apres cette étape qui dure en général 24 a
48h, les lignées sont incubées en présence des allergénes a tester. Suite a l'interaction des
protéines allergéniques avec les IgE fixées sur les basophiles, la dégranulation des cellules
libére une grande quantit¢ de médiateurs. Parmi ceux-ci, l'activité d'une enzyme (la -
hexosaminidase) peut étre facilement mesurée et quantifiée. Il est donc possible, en
combinant une culture de lignées cellulaires et un simple test biochimique, de vérifier le
caractere allergénique d'une protéine donnée. D'autres équipes ont également obtenu de tels
outils, en transfectant par exemple l'ensemble des différentes chaines qui composent le

récepteur FceRI (Vogel et al., 2005).

4.5.2 — Expériences réalisées

\

L'expérimentation sur cellules a été réalisée a I'Institut de Médecine
Moléculaire de Rangueil (I2ZMR) de 1'Unité 858 de I'INSERM, en collaboration avec le
Pr. Herveé Benoist (équipe du Pr. Thierry Levade).

4.5.2.1 — Culture cellulaire

La lignée RBL-2H3 (fournie par le Dr. Mécheri de I'Institut Pasteur de Paris),
transfectée avec la sous-unité¢ o du récepteur humain FceRI (RBL-2H3 E5.D12.8) est

maintenue en adhérence a 37°C dans un milieu DMEM-Glutamax (Gibco BRL)
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contenant 10% de sérum de veau fcetal, 100U/mL de pénicilline, 100U/mL de
streptomycine, 1mg/mL de G-418 (Gibco) et 20mM Hepes (pH 7.3). Le milieu est
changé 2 fois par semaine. Les cellules adhérentes sont lavées a deux reprises avec du
milieu sans sérum et trypsinisées (trypsine-EDTA — Gibco) pendant 5 minutes a 37°C
dans un incubateur humidifi¢ (95% d'air et 5% de CO,). Les cellules remises en
suspension sont alors collectées, lavées, comptées en cellule de Malassez puis remises

en culture.

4.5.2.2 — Tests de dégranulation

Apres 72 heures de culture sans G-418, les cellules sont récupérées, comptées
et centrifugées. Le sérum a tester, dilu¢ au 1/200, est alors ajouté au milieu de culture
ne contenant pas de G-418 et les cellules sont réparties dans des plaques 96 puits (50
000 cellules par puits). Apres 48 heures d'incubation a 37°C dans un incubateur
humidifié (95% d'air et 5% de CO,), le surnageant de culture est ¢liminé. Les cellules
adhérentes sensibilisées sont alors lavées une fois avec du milieu sans G-418 puis avec
du tampon Tyrode (100uL a chaque fois). Aprés élimination, 100pL de mélange
Tyrode/D,O 1:1 (Sigma) contenant la protéine a tester (0 a 1000 ng/mL) sont
distribués dans chaque puits. Tous les tests sont effectués en triplicats. Les plaques
sont incubées 45 minutes a 37°C et centrifugées 5 minutes a 150g. 50 pL de
surnageant est récupéré pour une mesure immeédiate de l'activité P-hexosaminidase.
Pour mesurer le relarguage spontané de B-hexosaminidase, des puits sont incubés avec
du tampon Tyrode/D,O sans sérum de patient. Pour mesurer l'activité maximale
(100% d'activité), des échantillons incubés sans sérum de patient sont traités apres
centrifugation avec 3uL de 10% Triton X-100 pendant 3 minutes puis le milieu est

homogénéisé a la pipette plusieurs fois.

4.5.2.3 — Mesure de l'activité B-hexosaminidase

50uL de chaque échantillon (test, relarguage spontané, relarguage total) sont
distribués dans une plaque 96 puits et incubés 90 minutes a 37°C en présence de S0uL
de para-nitrophényl-N-acétyl B-D-glucosaminide (1,3mg/mL dans un tampon citrate
0,05M a pH 4.5). La réaction enzymatique est stoppée par addition de 150uL de
tampon glycine 0,2 M (pH 10.7) et I'absorbance est alors mesurée a 410nm.
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Les résultats sont exprimés en pourcentage d'activité 3-hexosaminidase totale

apres correction di au relarguage spontané de cellules non stimulées.

5 — Localisation immuno-histochimique des LTP

5.1 - Localisation en microscopie confocale

Les différentes expériences réalisées en microscopie ont été effectuées au sein de la

Plate-Forme d'Imagerie Cellulaire de I'IFR 40, sous la responsabilité¢ du Dr. Alain Jauneau.

5.1.1 — Principe de la microscopie confocale a balayage laser

Le Microscope Confocal a Balayage Laser — MCBL (en anglais CLSM pour
Confocal Laser Scanning Microscope) est un microscope optique qui a la propriété de
réaliser des images de trés faible profondeur de champ (environ 600nm) appelées « sections
optiques » (Schatten and Pawley, /988, Hale and Matsumoto, /993). En positionnant le plan
focal de I'objectif a différents niveaux de profondeur dans I’échantillon, il est possible de
réaliser des séries d’images a partir desquelles on peut obtenir une représentation
tridimensionnelle de 1’objet. L'objet n'est pas directement observé par l'utilisateur ; celui-ci
voit une image recomposée par ordinateur.

En microscopie optique classique, pour qu'une image soit nette, 1'objet doit se trouver
dans le plan focal du systéme optique. Lorsqu'un objet est épais, présente un relief important,
ou bien lorsqu'il est incliné par rapport a l'objectif, seule une partie de 1'objet est nette dans
I’image. Pour résoudre ce probléme, la surface est non pas éclairée par un faisceau de lumicre
blanche, mais par un rayon laser, concentré par une lentille, qui balaie la surface en
positionnant une sténopée (pinhole en anglais) devant le détecteur, dans un plan focal
conjugué au plan focal de I’objectif (plans confocaux). De cette maniére, seuls les photons
provenant du plan focal passent la sténopée et participent a la formation de I’image, d'ou le
nom « confocal » (synonyme de monofocal). Le balayage par le laser se fait a I’aide de deux
miroirs orthogonaux. Les détecteurs utilisés sont des tubes photo-multiplicateurs (PMT),
I’intensité lumineuse est mesurée et numérisée en fonction de la position du laser dans
I’échantillon : on obtient directement des images numériques.

L’emploi d’une source lumineuse cohérente (laser) ainsi que la taille réduite du

champ éclairé permettent d’obtenir une résolution latérale 1égérement meilleure (180-160nm)
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a celle attendue pour un microscope optique conventionnel (200nm). La résolution en Z
(profondeur) est de I’ordre de 600nm en microscopie confocale.

Les lasers utilisés le plus fréquemment sont les suivants :
- argon-ion (longueurs d'onde : 457nm, 488nm, 514nm)
—  hélium-néon (543nm)
~  hélium-néon (633nm)

Le positionnement de I’image dans la profondeur de I’échantillon est généralement
obtenue en déplacant en Z I’objectif a I’aide d’un quartz piezo-¢lectrique par pas successifs de

200 a 300nm.

5.1.2 — Préparation des échantillons

Des échantillons de pomme, de péche et de prune, incluant le péricarpe (1 a4 2mm”)
ont été fixés a 4°C pendant 48 heures dans une solution tampon de cacodylate de sodium
0,05M (pH 7.2) contenant 2.5% (v/v) de glutaraldéhyde. Ils sont ensuite déshydratés par des
solutions d’éthanol (20, 40, 60, 75, 80, 95% d’éthanol pendant 2 fois 30min et 2 bains
d’éthanol absolu de 60min). Les échantillons sont infiltrés progressivement par de la résine
LRWhite (London Resin White) en solution alcoolique (proportion 1/2, 1/1 et 2/1 de résine,
chaque solution a 4°C pendant 24 heures avec un renouvellement) puis deux bains de résine
pure. Ils sont placés dans des capsules de gélatine et mis au four a 70°C pendant 12 heures

pour polymérisation.

5.1.3 — Expériences réalisées en microscopie confocale

Des coupes de 2um d'épaisseur ont été réalisées au couteau de diamant a I’aide d’un
ultramicrotome (Reichert Ultra-cutE). Elles sont placées sur des lames de verre couvertes
d’une couche de téflon présentant des puits de 7mm de diameétre. Plusieurs lames sont
colorées avec du bleu de toluidine pour une observation en microscopie a fond clair.

Les coupes sont saturées pendant 2 heures a température ambiante par une solution
de PBS 20mM, NaCl 0,14M, KCIl 2,7mM, Na,HPO, 7,8mM, KH,PO4 1,5mM (pH 7.2)
contenant 1% Tween-20 (v/v) et 1% de BSA (m/v). Elles sont ensuite incubées une nuit a 4°C
en chambre humide avec ’anticorps primaire de lapin anti-LTP dilué¢ au 1/50 dans la solution
de saturation. Elles sont lavées avec cette méme solution de saturation puis traitées par une
solution d’anticorps secondaire (IgG de chévre anti-IgG de lapin couplés a la sonde
fluorescente Alexa 633, Molecular Probes) dilués au 1/1000 dans la solution de saturation,

pendant 2 heures a température ambiante. Elles sont ensuite lavées a 1’eau distillée, puis
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séchées.

Les coupes ont été observées avec un microscope équipé d’une téte confocale
spectrale (Leica SP2). Les observations ont été réalisées avec un objectif 40x (PL APO, AN
1.25) en utilisant la raie 2 488nm d’un laser argon et la raie 633 nm d’un laser Helium-Néon.
La premiére bande spectrale permet de collecter 1I’autofluorescence des tissus, la seconde la
fluorescence émise par la sonde Alexa 633. Les paramétres d’acquisition (puissance des raies
lasers, gain des photomultiplicateurs) déterminés sur les échantillons controles sont restés
inchangés pour les coupes marquées avec les anticorps primaires. Des séries d’images de 10-
15 plans focaux (séries en Z avec un incrément de 0,5um entre chaque plan focal) ont été
réalisées. La superposition des deux canaux de fluorescence (overlay) est obtenue apres

projection des plans focaux sur un plan xy par projection maximale.

5.2 - Localisation par microscopie électronique en transmission

5.2.1 — Principe de la microscopie électronique en transmission

La Microscopie Electronique en Transmission (MET ou TEM en anglais pour
Transmission Electron Microscopy) est une technique de microscopie basée sur le principe de
diffraction des électrons et pouvant atteindre un grossissement de x 5.000.000. Le principe du
microscope é€lectronique en transmission a été mis au point en 1931 par Max Knoll et Ernst
Ruska, ce dernier a d'ailleurs regu le prix Nobel de physique en 1986 pour cette invention. Il
consiste a placer un échantillon suffisamment mince sous un faisceau d'électrons utilisé en
faisceau cohérent, et de visualiser soit 'hologramme obtenu qui est la figure de diffraction
dans le plan focal de l'objectif, soit d'utiliser une autre lentille pour obtenir la figure
transformée de Fourier de la figure de diffraction observable par l'impact des électrons sur un
¢cran fluorescent ou de l'enregistrer sur une plaque photo.

La limite de résolution dépend de la longueur d'onde des électrons, donc de leur
tension d'accélération, elle serait donc de l'ordre de grandeur du picométre dans un cas idéal.

Mais en raison des fortes aberrations elle n'est en réalité que de quelques Angstroms.

5.2.2 — Expériences réalisées en microscopie électronique en transmission

(marquage a l'or colloidal)

Des coupes de 80nm d'épaisseur ont été réalisées au couteau de diamant a I’aide

d’un ultramicrotome (Reichert Ultra-cutE). Elles sont placées sur des grilles d'or. Le
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protocole est le méme que pour la microscopie confocale, sauf pour l'incubation avec
l'anticorps secondaire. L'anticorps utilisé est un anticorps de chévre anti-IgG de lapin couplé a
des particules d'or de 10nm de diamétre, dilué au 1/50 dans la solution de saturation
(Amersham, RPN422 Auro-Probe EMGAR G10). Aprés lavage, les coupes sont colorées
avec une solution aqueuse d'uranyl acétate (5%, m/v), rincées avec de I'eau et séchées.

Les observations ont été effectuées avec un microscope électronique en transmission
Hitachi-H600 (Japon) utilisant un voltage de 100kV et les micrographies obtenues avec des
films Kodak-Electron (Kodak France).

5.3 — Immuno-tissue empreintes (Immuno-Tissue Printing, ITP)

Afin d'obtenir rapidement des informations sur la localisation des LTP et leur
répartition entre peau et pulpe, sans observation au microscope et sans quantification par
dosage ELISA, des immuno-empreintes tissulaires ont été effectuées. Basée sur le principe du
Western blot, cette technique est rapide et simple & mettre en oeuvre.

Des coupes de fruits frais (pommes, péches, abricots et prunes) d’environ 2mm
d'épaisseur sont réalisées et lavées avec de 'eau distillée. Afin de permettre le transfert des
protéines sur une membrane de nitrocellulose 0,2pm (Schleicher and Schuel), les coupes et
les membranes (préalablement lavées avec une solution d'acide ascorbique 100mM) sont
déposées entre deux papiers filtres (BioRad) et une légere pression est appliquée pendant
quelques minutes. Les membranes sont ensuite séchées pendant une nuit a température
ambiante et le transfert des protéines est vérifié par une coloration rapide de la membrane
dans une solution de 0,2% de Rouge Ponceau contenant 0,3% d'acide trifluoroacétique. Une
saturation de ces membranes par un mélange PBS/Tween-20/lait écrémé (1x/0,1%/5%) est
effectuée durant 2 heures a température ambiante. Les membranes sont alors incubées avec
I’anticorps primaire (sérum de lapin immunisé contre Mal d 3) dilué¢ au 1/1000 dans le
tampon de saturation durant deux heures a température ambiante, en chambre humide. Aprées
trois lavages avec le tampon de saturation, les membranes sont incubées avec 1’anticorps
secondaire (IgG de chévre anti-IgG de lapins couplé a la péroxydase de Raifort) dilué au
1/2000 dans le tampon de saturation pendant une heure a température ambiante. Apres trois
lavages dans une solution de PBS contenant 0,1% Tween-20 (v/v), les membranes sont
incubées avec les substrats contenus dans le kit ECL Plus (Amersham) et les films révélés

apres 3 minutes d'exposition dans une cassette
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DO Chromatographie d'échange de cations

Fractions d’élution

Gel SDS-PAGE monodimensionnel
Figure 15: Purification de Mal d 3
Elution sur colonne échangeuse de cations et migration sur gel

Le gel monodimensionnel SDS-PAGE coloré au nitrate d'argent permet de confirmer la présence d'une
seule protéine (aux environ de 10 kDa) dans les permiéres fractions d'élution.

9077.88
100] 5257.9
Mal d 3
90]
80
70,
e
£ 50
= 40] Thioredoxine
30 Insuline E.coli Apomyoglobine
20 bovine 11674.37 cheval
14539125734 70 16952.90
o T o ll
2141 .0 6896.2 9651.4 12406.6 15161.8 17917.0
m/z

Figure 17: Spectre Maldi-Tof de 1'éluat n°3 de la purification de Mal d 3

La masse du pic majoritaire permet de confirmer la présence de la LTP de Pomme dans les premiers
¢luats de la colonne d'échange de cations. Une forme minoritaire (décalage de masse de 205 Da) n'a
pour l'instant pas été caractérisée. L'insuline bovine, la thioredoxine d'E. coli et I'apomyoglobine de
cheval sont utilisés comme calibrant interne de I'appareil.
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Partie 1: Analyse bioinformatique des L TP de fruits, prédiction des

épitopes liant les IgE et validation biochimique

1.1 - Etude biochimique des L'TP de fruits

Les LTP de pomme (Mal d 3) et de péche (Pru p 3) ont été purifiées a partir de peaux de
fruits commercialisés (pommes « variété Pink Lady » et péches jaunes). Apreés extraction et
purification sur colonne échangeuse de cations, les différentes courbes d’élution montrent que la
majorité des LTP sont éluées dans les premiéres fractions (figure 15 pour Mal d 3). Le rendement
des purifications des LTP de fruits est d'environ 15mg de protéine purifiée a partir de 300g de
matériel végétal frais (peau de fruits). L’électrophorése monodimensionnelle de ces différentes
fractions révele la présence d'une seule bande migrant aux alentours de 10kDa (taille attendue pour
les LTP). Afin d'améliorer la migration des protéines de bas poids moléculaire, un tampon
Tris/Taurine a été utilisé en électrophorése monodimensionnelle. Ce changement permet
d'améliorer la séparation des LTP dans un extrait total de protéines de fruits. La figure 16 montre la
différence de migration pour Mal d 3, avec un tampon classique Tris/Glycine et avec un tampon

Tris/Taurine.

Tris/Glycine Tris/Taurine
kDa
kDa
75—
75— 50 —
50 _— 37
37 —
25  —
25 e 20
20 15
15 10
10
Mald3 Prup3 Mald3 Prup3

Figure 16: Comparaison des migrations des LTP en gel monodimensionnel

Les 2 types de tampon de migration utilisés (Tris/Glycine et Tris/taurine) ont des résolutions
différentes. Les ions Taurine permettent de mieux séparer les protéines de bas poids moléculaire.
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Figure 18: Inmunoempreinte réalisée sur des LTP de fruits
avec des IgE de patients allergiques aux fruits (pomme, péche, kiwi)

La coloration au rouge Ponceau de la membrane de nitrocellulose (A) permet de mettre en
¢évidence la présence des LTP de pomme et de péche. La révélation du film photographique (B) apres
interaction avec des IgE de patients et incubation avec un anticorps de lapin anti-IgE couplé a la

peroxydase de Raifort permet de vérifier l'allergénicité des LTP purifiées.

Figure 19: Alignement multiple de différentes LTP végétales

L'alignement multiple des LTP de pomme (Mal d 3), poire (Pyr ¢ 3), abricot (Pru ar 3), prune
(Prud 3), péche (Prup 3), cerise (Pru av 3) est ici comparé avec la séquence de la LTP de mais
(Zea m 14) de structure connue. Les 4 hélices o présentes dans la structure tertiaire de Zea m
14 sont indiquées sur l'alignement généré par Clustal-X (Thompson et al., 1997). Les acides
aminés identiques sont indiqués par des lettres blanches sur fond noir; les acides aminés
homologues par des lettres noires sur fond blanc.
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Les analyses effectuées en spectrométric de masse Maldi-Tof confirment la pureté des
différentes LTP purifiées. Ainsi, pour Mal d 3 (fig. 17), un pic majoritaire de masse égale a 9077.88
Da est observé sur les spectres en mode linéaire. Cette valeur correspond a la masse attendue pour
la LTP de pomme. De plus, la présence d'un pic minoritaire de masse 9282.9 Da permet d'émettre
I'hypothése de la présence d'au moins deux isoformes de la protéine. Cette seconde isoforme,
présente en moins grande quantité, pourrait avoir subi des modifications post-traductionnelles
conduisant a ce décalage de masse. Différents tests effectués en spectrométric de masse afin de
séquencer la partie de la LTP impliquée dans ce changement de masse n'ont pas permis de valider

cette hypotheése.

L’allergénicité des LTP purifiées ont été vérifiées par immuno-empreinte contre des sérums
de patients allergiques aux fruits (pomme, péche et kiwi pour la plupart). La révélation du film
photographique permet de valider la présence, aux tailles correspondant aux LTP, de protéines
reconnues par les IgE de patients (figure 18). Cette expérience, réalisée également avec un seul
sérum de patient allergique a la péche, abouti au méme résultat. Ce résultat démontre 1'existence

d'une réactivité croisée entre la LTP de pomme et la LTP de péche.

1.2 - Analyse des séquences des LTP de fruits

Les LTP des fruits des Rosaceae (péche, abricot, pomme, prune) constituent un groupe tres
homogene de petites protéines qui posseédent des séquences d'acides aminés trés voisines (fig. 19).
Les différents pourcentages d'identité et de similitude des séquences primaires (calculés en utilisant
la matrice d'homologie structurale de Risler et al. (Ponder and Richards, /987)) sont
respectivement d'environ 70% et 90%. Huit résidus de cystéine, trés conservées, forment quatre
ponts disulfure. Ils entralnent un repliement trés conservé de la chaine polypeptidique, souvent
qualifié¢ de « saxophone-like », et jouent un rdle trés important dans la stabilité de la protéine. Ainsi,
les LTP se caractérisent par une extréme stabilité thermique et protéolytique (Asero et al., 2000), ce
qui leur permet de ne pas étre dénaturées par les différents processus mis en place dans les
protocoles de conservation et de transformation des produits agro-alimentaires (Scheurer et al.,

2004).

1.3 - Construction des modeles tridimensionnels

Le taux ¢élevé d'identité entre les séquences d'acides aminés des LTP ainsi que la trés bonne
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Figure 20: Comparaison des profils HCA des LTP de fruits

Les 4 hélices a présentes dans Pru p 3 (code PDB 2ALG) sont délimitées sur les profils HCA des
autres LTP homologues. La structure secondaire est parfaitement conservée.
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conservation de leurs éléments de structure secondaire (hélices o) prédits par les profils HCA (fig.
20), autorise une approche de modélisation moléculaire par homologie pour construire le modele
tridimensionnel de Pru p 3 a partir des coordonnées cristallographiques de Zea m 14 (LTP du mais).
Ce modele présente le repliement classique de type « saxophone-like » observé chez les LTP
végétales (Gincel et al., 1994) constitué¢ de quatre hélices a (al, a2, a3 et a4) connectées par des
boucles. La région C-terminale de la chaine polypeptidique ne présente pas de structuration
apparente. Quatre ponts disulfure formés entre les huit résidus conservés de cystéine assurent la
stabilité¢ de cette structure. La validité de notre modéle a été testée en lui superposant la structure
obtenue récemment par cristallographie de diffraction des rayons-X de Pru p 3 (code PDB 2ALG).
La superposition des carbones o des 91 résidus a permis d'obtenir une déviation de I'écart
quadratique moyen (rmsd) de 1,31 A, ce qui valide le modéle construit par modélisation
moléculaire par homologie. En fait, toutes les hélices o ont été correctement délimitées, avec une

légere variation essentiellement au niveau de la boucle connectant les hélices al et a2 (fig. 21).

Figure 21: Superposition du modéle et de 1a structure de Prup 3

La représentation en ruban montre la superposition des carbones a de la structure de Pru p 3 résolue
par diffraction des rayons-X (rose) et du modéle construit par homologie avec la LTP de mais (bleu-
vert). N et C correspondent aux extrémités N et C-terminales de la protéine, respectivement. L'étoile
(*) indique la situation de la boucle connectant les hélices 3 et 4 ou le plus grand écart de
superposition est observé entre la structure et le modele.
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Arg32

Figure 22: Modéle tridimensionnel de Prup 3

A: Représentation en ruban du modéle de Pru p 3 montrant les 4 hélices (rouge) connectées par des
coudes et des boucles (vert). N et C correspondent a I'extrémité N et C-terminale de la protéine,
respectivement.

B: Localisation des épitopes liant les IgE (épitope #1 en rouge, épitope #2 en vert et épitope #3 en
bleu).

C: Localisation des épitopes prédits pour lier les IgE (épitope #1 en rouge, épitopes #2-2' en vert,
épitope #3 en bleu et épitope #4 en magenta).

D: Exposition des acides aminés électropositifs (Lysine et Arginine)

E: Exposition de ces mémes acides aminés a la surface du modele

F: Carte des potentiels électrostatiques présents sur la surface moléculaire de Pru p 3. Les zones
¢lectropositives et électronégatives sont colorées en bleu et rouge, respectivement.

Tous les modéles ont la méme orientation. Les différentes représentations ont été générées avec le
logiciel PyMOL.
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Des modeles tres similaires ont été obtenus par la méme approche pour d'autres LTP de
fruits. Ainsi, les mod¢les tridimensionnels des LTP de pomme (Mal d 3), de prune (Pru d 3), de
cerise (Pru av 3), de poire (Pyr ¢ 3) et d'abricot (Pru ar 3) ont ensuite pu étre utilisés pour étudier les

réactions croisées entre les LTP des fruits de Rosaceae.

1.4 - Prédiction des épitopes

Quatre épitopes linéaires liant les IgE contenant des résidus chargés ont été prédits en
analysant la séquence d'acides aminés de Pru p 3 avec les différentes échelles d'hydrophilicité, de
flexibilité¢ et d'exposition au solvant. Les profils HCA ont également été utilisés. Les épitopes
prédits correspondent aux séquences en acides aminés suivantes: ''RGGG®' (épitope #1),
PNGIRNVNN* (¢épitope #2), *RTTPDRQA* (épitope #2°) et "KCGVHIPYKI®' (épitope 3) (fig.
22C). Ces différentes régions correspondent sur les modeles tridimensionnels a des zones exposées
au solvant et riches en résidus chargés électropositivement (fig. 22D,E). Beaucoup de ces résidus
chargés se trouvent dans des zones exposées au solvant a la surface des LTP, ce qui confére a ces
régions des potentiels trés électropositifs (fig. 22F). Ces différentes séquences issues de la
prédiction correspondent pour certaines d'entre elles (acides aminés soulignés) aux trois épitopes

linéaires ''APCIPYVRGGGAVPP* (épitope #1), *"GIRNVNNLARTTPDRQ™ (épitope #2) et

"PGKCGVHIPYK® (épitope #3) précédemment reconnus par des IgE de patients allergiques et
obtenus en utlisant des peptides chevauchants synthétisés recouvrant la séquence entiére de Pru p 3
(Shevchenko et al, 7996) (fig. 22B). En fait, une autre séquence d'acides aminés ®'VNPNN®,
prédite précédemment comme un épitope potentiel liant les IgE du fait de son hydrophilie, de sa
flexibilité¢ et de son accessibilité et indiqué en tant qu'épitope #4 (fig. 22C), a été ensuite éliminée
du fait qu'elle ne contient aucun acide aminé chargé. Apparemment, cette derniére séquence ne

correspond a aucun des épitopes de Pru p 3 précédemment caractérisés expérimentalement.
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Figure 24: Localisation de 1'épitope consensus sur différentes LTP de fruits

L'épitope consensus prédit pour lier les IgE est représenté en rose sur la colonne de gauche
(représentation en ruban) et la colonne centrale (surface des modeles). La derniére colonne montre les
zones ¢lectropositives (bleu) et électronégatives (rouge) des modéles de Prup 3 (A), Prud 3 (B), Pru
ar 3 (C) et Pruav3 (D).
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Mal d 3 =-==ITCGOVTSSLAPCIGYVRSGG=-AVPPACCNGIRT INGLARTTADROTACHNC -LENLAGS I - SGVNPNNAAGLPGRCGVNVEYEI STSTNCATVE -
Pyr c 3 -==ITCEQVSANLAPCINY VRSGG~AVPPACCNGIET INGLARTTPDROALCNC - LENLAGSV - SGVNPGNAESLPGRCGVNVEYEI STSTNCATVE ~
Fru p 3 --=-ITCGOVSSALAPCI FYVRGGG-AVPPACCNGIENVNNLARTTPDROAACHNC - LEQLEASY - PGVNPNNAAAL.PGRCGVHI FYR I SASTNCATVE -
Amande =-==ITCGQVSSNLAPCI FYVRGGG=AVPPACCNGIRNVNNLARTTPFDROARCHC - LEQLSASV - PGVNPNNAARL.PGRCGVNI FYQI SPSTNCANVE -
Pru av 3 -=-=-LTCGOVESNLAPCIAYVRGGG-AVPPACCNGIENINNLARTTADROTACNC - LEQLEASY - PGVNANNAARAL.PGRCGVNVEYE I SPSTNCATVE -
Pru ar 3 ===ITCGOVESSLAPCIGYVRGGG-AVPPACCNGIENVNNLARTTPDRRTACNC - LEQLSGS I - SGVNPNNAARL.PGRCGVNI FYRI SASTNCATVE -
Fru d 3 -=-=-I1TCGOVESNLAPCINY VEGGG-AVPPACCNGIRNVNNLARTTADRRARCNC -LEQLEGS I - PGVNPNNAAALPGRCGVNVEPYE I SASTNCATVE -
Chou NRALTCGTVNSNVAPCIGY ITQGG-TLPGACCTGVSELNSMARTTFDRQQACRC - LETARRALGPNLNAGRAAGI PRACGVSVEFPI STNTNCNNVE -
Raiszin =-=ALSCGTVSGYVAPCIGY LAQNAPAT.PRACCSGVT SLNNLARTTPFDROQACRC - LVGARNAL-PTINARRAAGLFKACGVNI FYEI SKTTNCNSVE -
Arabidopsis --AISCGTVAGSLAPCATY LEKGG-LVPPSCCAGVETLNSMARTTPDROQACRC-IQSTARSI - SGLNPSLASGLPGRCGVSI PYPI SMSTNCNNIE -
Noisette ==S5LTCPQIEGNLT PCVLY LENGG=-VLPFSCCEGVRAVNDASRTTSDROSACHNC -LEDTARGI - AGLNPNLAAGLFGRCGVNI FYEI SFSTNCNNVE -
SJoja ===-MTCGOVOGNLAQC I GF LORGG-VVPPSCCTGVENILNSSRTTADRRAVC SC-LEARAGAV-RGINPNNAEALPGRCGVNI PYRISTSTNCNSIN=-
Fois -=-AITCGRVDTALAPCLGY LOGGP-GPSAQCCGGVENLNSAAVITPDROARCHNC -LESAAGS - SRLNANNAAATL.PGRCVVNIPYRISTSTNCATIRV
Orige ===LNCGOVDSEMK PCLTY VQG=GPGPSGECCNGVRD LHNQAQSSGDROTVCNC - LEGI ARG ~HNLNLNNAAST FSKCHNVNVEFYTISFDIDCSRIY -
Bleé -=-=-IDCGHVDSLVRPCLEYVOG-GPGPSGQCCDGVENLHNQAR SQSDROSACNC - LEGIARGI -HNLNEDNARSI PPRCGVNLPYTI SLNIDCSRV-~
Mais =-=AISCGOVASAIAPCISY ARGOGESGPSAGCCSGVRELNNAART TADRRARCNC - LENARAGY - SGLNAGNAAST PSRCGVSIPYTISTSTDCSRVN=-
Sorgho --AlSCGOVESAIALCLEY ARGOGFAPSAGCCESGVRELNSARRTTADRRALCNC - LENARRGI - SGLNAGNAASI PERCGVEVPYTISTSTDCERVE~
Riz =-=AIlSCGOVNSAVSPCLEY ARG=-GEGPSARCCSGVRESLNSAASTTADRRTACNC - LENVAGS I - 53GLNAGNAASTI PSRCGVTIFYTISPSIDCS5VN=-

Mil -=AISCGOVSSAIGPCLAY ARGAGAAPSASCOSGVRSLNALARTTADRRARCHNC SLE SARSRV-3GLNAGKASSI PGRCGVRLFYAI SASIDCSRVNN
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Figure 23: Alignement des LTP et mise en évidence d'un épitope consensus

L'alignement multiple a été obtenu avec différentes LTP végétales. La séquence de 1'épitope consensus
prédit pour lier les IgE (correspondant a I'épitope #2' pour Pru p 3) est surlignée en gris. En dehors des
LTP de fruits, les autres LTP de plantes sont désignées par les noms communs des plantes dont elles
sont issues.

Les quatre épitopes de Pru p 3 prédits pour lier les IgE correspondent a des séquences
d'acides aminés tres conservées chez les autres LTP de fruits. Ainsi, cette prédiction peut également
s'appliquer a cette famille d'allergénes de fruits. L'épitope #2° *RTTPDRQA™ de Pru p 3, qui
correspond a une zone regroupant la boucle reliant les hélices a2 et a3 et le début de 1'hélice a3, a
aussi €té prédit comme épitope B dans les autres LTP de fruits (fig. 23). Cette séquence d'acides
aminés trés conservés se présente sous une conformation trés similaire dans les autres LTP de
Rosaceae modélisées dont Mal d 3 (pomme), Pru ar 3 (abricot) et Pru av 3 (cerise) (fig. 24). Les
déviations des écarts quadratiques moyens (rmsd) mesurés sur les superpositions spatiales de
I'épitope de Pru p 3 par rapport a Mal d 3, donne des valeurs < 0,1 A. Les calculs des surfaces
accessibles au solvant donnent des valeurs trés similaires: 1177 A® pour Mal d 3, 1190 A pour Pru
ar 3 et 1136 A* pour Pru p 3. Ces valeurs indiquent également que l'épitope consensus prédit
posséde une structure locale trés similaire et occupe une zone comparable a la surface de ces
allergénes. De plus, les résidus chargés sont distribués de maniére comparable dans cette région tel
que le montre la cartographie des potentiels électrostatiques des surfaces moléculaires. D'autres
structures de LTP, résolues par diffraction des rayons-X ou résonance magnétique nucléaire,
possédent une conformation trés voisine dans cette zone. Cette région, dont la séquence et la
structure sont trés conservées, correspond trés probablement a un épitope B consensus responsable

de réactions croisées impliquant les IgE chez des patients sensibilisés.

1.5 - Validation des prédictions

Le caractére consensuel de la région épitopique précédemment prédite a pu étre confirmé
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Figure 25: Expériences d'inhibition ELISA

Inhibition, par des concentrations croissantes (exprimées en pg/mL) de 1'épitope consensus synthétisé
(*RTTADRQTA? de Mal d 3), de l'interaction des anticorps avec Prup 3 (o) et Mal d 3 (e).

A: anticorps polyclonaux (IgG) de Lapin immunisé contre 1'épitope synthétisé

B: sérum (IgE) de patients allergiques.

Chaque valeur est une moyenne de deux dosages ELISA séparés.
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par des dosages ELISA. Des anticorps de Lapins immunisés avec I'épitope #2' de Pru p 3 réagissent
de maniére croisée avec Mal d 3. La réaction croisée inverse a aussi ét€¢ observé: des anticorps de
Lapins immunisés avec l'épitope #2' de Mal d 3 interagissent de fagon similaire avec Pru p 3. De
plus, les peptides synthétisés correspondant a I'épitope #2' de Pru p 3 (’RTTPDRQAA™) et de Mal
d 3 (°RTTADRQTA™) inhibent les interactions LTP — anticorps (fig. 25A). Des expériences
d'inhibition ont également été réalisées avec des sérums de patients contenant des IgE reconnaissant

les LTP de fruits (fig. 25B), avec des résultats identiques.

1.6 - Discussion

L'approche bioinformatique que nous avons utilisée pour prédire les épitopes B des LTP
repose sur une combinaison de différents paramétres: 1) I'existence de résidus électropositifs (Arg,
Lys) et/ou électronégatifs (Asp, Glu) dans les régions prédites comme étant 2) les plus hydrophiles,
3) les plus flexibles et 4) les plus exposées au solvant, 5) I'évaluation de I'index antigénique et 6)
I'¢tude des clusters hydrophobes (HCA), nous a permis de prédire correctement les épitopes
linéaires liant les IgE a la surface des LTP de fruits. Le but de notre approche n'est pas de prédire
correctement tous les épitopes mais de localiser avec une précision satisfaisante, les épitopes les
plus importants et les plus représentatifs. La délimitation des régions épitopiques est finalement
réalisée sur la surface moléculaire des structures ou modeles tridimensionnels disponibles. Cette
¢tape est d'une importance cruciale pour valider le caractére exposé et chargé des zones
préalablement prédites. Les modeles tridimensionnels construits a partir de la LTP de mais nous ont
permis de localiser les régions fortement électropositives et électronégatives présentent a la surface

des allergeénes et potentiellement impliquées dans les réactions allergiques.

Les résidus Arg39, Thr40, Arg44, Lys80 et Lys91 de Pru p 3 ont été précédemment prédits
comme pouvant préférentiellement étre reconnus par des IgE de patients allergiques en raison de
leur exposition au solvant et de leurs propriétés €lectrostatiques (Asero et al., 2000). A l'exception
de la lysine 91, tous les autres acides aminés se retrouvent dans nos épitopes prédits. L'implication
de ces acides aminés dans des réactions allergiques a en effet été démontrée via la construction d'un
triple mutant Pru p 3 « Asp39Ala/Thr40Ala/Arg44Ala ». Cette protéine recombinante intéragit 5
fois moins que la protéine naturelle avec des IgE de patients allergiques. Ces résidus sont localisés
dans une petite boucle (Arg39, Thr40) reliant les hélices a2 et a3, ainsi qu'au début de I'hélice a3
(Arg44). Ces résidus sont trés conservés dans les autres LTP de fruits mais également dans d'autres
LTP de plantes. L'épitope #3, qui contient les trois acides aminés conservés Arg, Thr et Arg, est

systématiquement prédit comme une région potentiellement impliquée dans des interactions avec
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les IgE dans les autres LTP. Cette épitope pourrait donc correspondre a un épitope « consensus »
responsable de réactions croisées observées entre les LTP de plantes (Pastorello et al., 2000; van
Ree, 2002). Ainsi, 1' approche prédictive que nous avons développée s'avere particuliérement
appropriée a l'identification d'épitopes consensuels conservés au sein de familles de protéines

allergéniques.

Si cette approche permet de prédire correctement les épitopes liant les IgE pour les LTP de
plantes, son application a d'autres LTP légerement différentes, comme les LTP plus longues de
pariétaire (Par j 1 de Parietaria judaica) ou les profilines (Hel t 2 du topinambour Helianthus
tuberosus et Bet v 2 du bouleau Betula verrucosa) s'avere plus délicate. La plupart des épitopes IgE
caractérisés expérimentalement pour Bet v 2 (Asturias et al., 2003) et Par j 1 (Asturias et al., 2002)
ont été correctement prédits, ceux d'Hel t 2 (Fedorov et al., /997) donnent des résultats différents.
Bien que les profiles Bet v 2 et Hel t 2 présentent de grandes similarités de structure, les épitopes
liant les IgE (caractérisés expérimentalement ou prédits) sont différents. Quelques changements
d'acides aminés dans les séquences de ces allergénes sont apparemment responsables des

différences observées.

Lorsque la méthode de prédiction est utilisée pour des allergénes possédant des séquences
d'acides aminés beaucoup plus longues, comme Ara h 1 de l'arachide (Arachis hypogaea), notre
approche prédictive ne permet pas de prédire correctement les neuf épitopes linéaires liant les IgE
précédemment caractérisés dans la région N-terminale de la protéine (Shin et al, 7998). Cette
région N-terminale est en effet prédite comme un seul et unique épitope. Ceci est sans doute di au
nombre considérable de résidus chargés et hydrophiles distribués tout au long de la séquence N-
terminale de cet allergéne. Dans ce cas de figure, les différents outils utilisés (profils
hydropathiques, présence de résidus chargés) ne permettent pas de discriminer précisément les
épitopes caractérisés expérimentalement. En outre, aucune information structurale n'étant
actuellement disponible sur cette région N-terminale d'Ara h 1, il n'est pas possible de préciser
l'exposition au solvant et la distribution des différents résidus chargés a la surface de la protéine.
Des résultats plus intéressants ont par contre pl étre obtenus pour la région C-terminale dont la
structure est connue. Ainsi, une bonne corrélation a pl étre trouvée entre certains des épitopes
précédemment caractérisés et les prédictions issues de l'approche bioinformatique (Barre et al.,
2005b). Toutefois, cette approche basée sur la reconnaissance des régions €pitopiques exposées a la
surface des modeles tridimensionnels construits par modélisation par homologie permet, dans
certains cas, de distinguer les zones pouvant lier les IgE d'autres zones, prédites comme épitopiques

en raison de leurs caractéristiques, mais en réalité trés faiblement ou pas exposées. C'est le cas pour

-126 -



Résultats et discussion Partie 1

certains épitopes prédits pour Ara h 1 (épitopes #17 RRYTARLKEG et #18 ELHLLGFGIN), dont
l'exposition au solvant est trés faible voire quasi nulle. On peut supposer que seulement quelques-
uns des acides aminés suffisamment exposés pourraient participer a l'interaction avec les IgE, mais
ceci ne peut se vérifier que lorsque le modéle tridimensionnel ou la structure sont disponibles.
Ainsi, la vérification de I'exposition et de la conformation des épitopes liant les IgE sur la surface
moléculaire des allergénes apparait comme une étape indispensable pour confirmer le caractére
épitopique d'une séquence préalablement prédite comme telle. De méme, I'analyse fine de la surface
des allergenes aide considérablement a la reconnaissance des épitopes discontinus plus complexes

résultant d'un rapprochement de plusieurs épitopes linéaires a la surface des allergenes.

1.7 — Article

« How reliable is the structural prediction of IgE-binding epitopes of allergens ? The

case study of plant lipid transfer proteins » (2007)

Jean-Philippe Borges, Annick Barre, Raphaél Culerrier, Nicolas Archimbaud, Alain
Didier, Pierre Rougé. Biochimie 89(1):83-91.
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Abstract

The lincar 1gE-binding epitapes of non-specific lipid tansler proteins (nsl /TP [rom plams were predicted using a combination of predictive
tools including (1) the hydropathic profiles based on different scales of hydrophilicity., Aexibility and exposure to the solvent, (2) the hydraphabic
cluster analysis plots, (3) the occurrence of charged residues in the predicted amine acid sequence stretches and, (4) the exposition of the pre-
dicted linear IgE-binding epitopes checked on the three-dimensional maodels built for the ns[TP. A reliable prediction was obtained for nsLTP as
compared with the previously characierized [gE-binding epitapes of various proweins. A consensual [eE-binding epitope ocewring in other plang
usi TP and responsible for some Igk-binding cross-reactivity among frait nsLTP has been identified and characterized. Despite some discrep-
ancies, a fairly good prediction resulted in applying our combination of predictive methods to longer nsUTP or plant profilins.

© 2006 Elsevier Masson SAS. All rights reserved.
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1. Introduction

Until now only a foew plant dictary allergens have been
characterized. However, the increasing amount of information

Abbreviarions: Ab. polyclonal antibodics: Am b Lo vicilin allergen from
peanut {Avachis Inpogaed): Ba v 20 pofilin Trom Berfa veracoss (hirch;
HOUA, hydrophobic cluster analysis: Hel 0 20 profilin trom Hefiatdus tberosns
Cerusidem wtichokek TTR hpid ranster prodem. Mal d 3 Maefus domestica
tuppled allergen 30 nsLTE non-specific lipid trunster protein: PBS, phosphate
huilered suline (pH 7.5 PRETE. 10 M phosphate butfored saline (pEl 7.5)
containing (L2% Tween-20 tv/v) and 3% BSA (w/vd Purj L lipid transier pro-
twin {rom Parietaria fudaica (pellilory-ol-the-wall)y, Pru ac 3. Prasus arme-
sddaea tapricon) allergen 31 Pruoav 3. Priwnes avion (cherry) allergen 30 Pru
o 30 Prionns demestica (plum) allergen 33 Proop 3, Pranns persica (peach)
allergen 3: Pyr e 3. Pya cosmniy tpeart allersen 30 TBS. 20 mb Tris-buif-
cred sl (p11 758 Zea m L Zea mavs (madae ) allergen 14,
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obtained from both the genome and transeriptome sequencing
programs of different plants and the proteomic approaches that
are developing for the identification of allergens in fruits and
other plant products are still walting to be assessed in term
of allergenicity potency. The suspected allergenicity of plant
proteins has w he characterized at the molecular level by the
identitication of their [gE-binding cpitopes that account for
their reactivity towards cell-bound [gh. Lpitope mapping
biased on the ELISA inhibition of TgE-binding to a protein al-
lergen by a series or a library of overlapping syathetic oligo-
peptides covering it entire amino  acid  sequence  (e.g.
PEPSCAN) 1s time eonsuming and could be greatly acceler-
ated by using the only amino acid sequence stretehes that
have been accurately predicted o act as linear [gE-binding
cpitopes. The scarch for simple predictive mcthods allowing
4 reliable identification of the lincar [gE-binding epitopes
along the amino acid sequences of allergens, yet remains
a4 goal that deserves much attention with respeet to the
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characterization of the increasing number of allergens identi-
fied so far. Hydropathic profiles based on different propensity
scales of both hydrophilicity, fiexibility and exposition to the
solvent [1—23] arc usually vsed to delincaic the lincar [gh-
binding cpitopes or B-ccll cpitopes that correspond o the
most hydrophilic/flexible/aceessible regions accuring along
the amine acid sequence of protein allergens. These predicted
regions often coincide with turns/loops [4] or well-exposed re-
gions protruding out of the moleeular surface of the proteing
151, However, many predicted [gE-binding regions poorly
match the experimentally characterized [gL-binding epitopes.
as reviewed recently [6]1. Obviously, the single use of hydro-
pathic profiles based on 4 very fow properties of the amina
acid residucs are a too crude predictive tool to reliably predict
the location of the [gE-binding regions of the molccular sur-
face of the proteins. Additional structural information [7.8]
dealing with the oricntation {rotamers, bulky or tiny character,
flexibility of the side chainy, the propertics (net charge) of the
surfuce cxposed amino acid residucs and their location on the
protein surface have to be carcfully considered for a more ac-
curate prediction of the amino acid sequence streiches suscep-
tible to act as [gh-binding cpitopes. In this respect, all of the
lincar [gE-binding cpitopes that have been characterized sa
far along the amino acid sequence of plant allergens contain
cither clectropositive, or clectroncgative residues, or both
(Table 1}.

Here we report on the use of a combination of different pre-
dictive methods including hydropathic profiles, hydrophobic
cluster analysis (HCA), moleeular modelling and protein sur-
face analysis for the prediction of the lincar [gE-binding epi-
topes of the plant lipid transfer protein allergens from fruits
and other plant organs. These non-specific lipid transfer pro-
tcins (sL TPy, which belong to the PR 14 family of pathogen-
csis-rclated  proteing (PR-proteins) 19,181, have  been
recognized as major food allergens responsible for both the
scnsitization and allergenic responses of susceptible individ-
uals [11—13]. A conserved conscnsus [gE-binding cpitope
conmon to nsLTP has been identified and characterized on
the molecular surface of the allergens.

Table 1

2. Materials and methods

2.1 Molecalar madelling and IgE-binding epitope
predictiome

Multiple amtino acid scquence alignments were carricd out
with CLUSTAL-X [14] and displaycd with CSPript [ 15].

The HCA {Hydrophobic Cluster Analysis) [16] was per-
formed to delincate the conscrved secondary structural fea-
turcs (stretches of o-helix) along the amine acid sequence of
Pru p 3 and other fruit LTP by comparison with the maize
(Zea mavs) LTP [17] used as @ model. Onee the assigned sec-
ondary structures have been delincated aleng the HCA plot of
the tcmplate protein, the corresponding sccondary structure
stretehes are precisely delincated along the HCA plat of the
target protein according to their cluster shape and size similay-
itics. HCA plots were gencrated using the HCA server (http://
sinl.suv jussicu. fr/hea/hea-form htinl).

Molccular modelling of Pru p 3 was carried out on a Silicon
Gruphics 02 RIGO00 workstation, wsing the programs In-
sightll, Homology and Discover3 (Accelrys, Sun Dicgo, CA,
USA) The atomic coordinates of the maize LTP Zea m [4
117] {RCSB Protein Data Bank code IMZL) were uscd ta
build the three-dimensional model of the allergen. The per-
centages of both identity {~33%) and homology caleulated
with the structural homology matrix of Risler ¢t al. [18]
(~73%) Zca m 14 shares with Pru p 3 (Fig. 1) allowed vs
to build ruther accurate three-dimensional wmodel using the
X-ray coordinates of the maize LTP as a template. Steric con-
flicts were corrected during the model-building pracedure us-
ing the rotamer library [19] and the scuarch algorithne
implemented i the Homology progrant [20] to maintain
proper side-chain orientation. The geometry of loop regions
wus corrected using the refine option of TurboFroda [21].
An ciergy minimization of the final models was carried out
by 50 cycles of steepest descent using Discover3d. The program
Turbolrodo wus run to draw the Ramachandran plot and ta
perform the superposition of the model with the template pro-
tcin. PROCHLECK [22] was used o assess the geomcetric

List of the lglE-biding epiopes mapped along the amino acid seguences of plant allerpens contining either electropositive residues (K/R). or eleclionegative
residues (DVT), or hoth (K/R -+ DY) (epitopes taken trom the SDAP database available ac hupffermiuimb.ed w/SDAP/sdap_Lst.htrly

Adlerzen Mo, of 1eE-hinding Mo, of lpE-hinding cpitopes to. of IeE-hinding cpiropes to. of 1eE-hinding cpitopes
epilepes identificd comtaining KR comtaining [VE containing K/R - VB
Ari ] LAraehis pogaedd 21 1 2 13
Ara W2 (AL Ty pogaea) 1} 1 1 4
At b3 A fnpegaed) 4 2 2
tiev b 1 (ffevea brasifiensis) b 2 3 4
Hev b 3 U1, brasifionsis) N 4 7
Hev b 3 0ff brasdiensis) 11 3 8
Jug ¢ | theadans regiad | |
Jun a | tfuriperns ashery 4 3 |
Jum o 3 0L ashied) N 1 4
Par j 1 (Parietario judaicdy 5 1 4
) 2P jiduicay N 3 N
Pru p 3 (Privaus persice) 3 2 1
Testal 91 14 16 63
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Mal 4 3
Pyr c 3
Pru ar ¥
Pru 4 3
Tru p 3
Tru av
Zaa m 14
Mal 4 1

c 3
Pru ar 3
Pru d 3
Pru p 13
Pru av 3
Zea m 14

Fig. 1. Multiple alignment of froit LTP from apple (Mal J 35 pear tPye ¢ 30
apticol (Pruoar 3% plum (Pro d 30 peach (Pro p 33 and cherey (Prooay 33 with
LTE of maize seedlings (Zea m 14 Mentlcal and homolopons residues ace
bluck boxed and open hoxed. respectively. The fowr disulhide Dridees linking
the conserved Cys residues are indicated. Alignment pertormed with CLLLS-
TAL-X [ 14] and displayed with ESPript | 151.

quality of the three-dimensional models. All the residucs of
Pru p 3 were corrcetly assigned on the best allowed regions
of the Ramachandran plot with the cxeeption of residucs
Pro26 and Alad(} which arc located in the gencrously allowed
regions of the plot (result not shown). Using ANOLEA [23] ta
cvaluate the models, only a tew residucs (2, 4 and 6 aver 91
for the cherry, apricot and apple LTP, respectively versus @
over 93 for the maize LTP (IMZL code) used as a template)
cxhibited cncrgy over the threshold valuc. Cartoons were
drawn with PyMOL (W.L. DeLano (http:/pymol sourceforge.
act)). nsLTP from other fruit, c.g. from cherry (Pru av 3), ap-
ple (Mal d 3) and pear (Pyr ¢ 3), were similarly modelled fron
the atomic coordinates of Zea m [4.

Clectrostatic potentials were caleulated and displayed with
GRASP using the parse3 parameters [24]. The solvent probe
radius used for molecular surfaces was 1.4 A and 4 standard
2.0 A Stern layer was used to exclude jons from ihe molecular
surfuce |25]. The inner and outer diclectric constants applied
to the protein and the solvent were respeetively fixed to 4.0
and 8.0 and the calculations were performed keeping a salt
concentration of 0,145 M.

Lincar B-cell epitopes were predicted from the hydropathic
profiles as being the most hydrophilic, flexible and surfuce ox-
posed regions. Different scales of hydrophilicity [26], flexibil-
ity [27], exposition to the solvent [28] and antigenicity [29],
were used to build the hydropathic profiles with the MacVector
{Koduk) softwarc. The most hydrophilic/Alexible/accessible
amino acid sequence stretches were finally retained as putative
[gE-binding cpitopes providing they contain cither acidic
{Asp, Glu) or basic (Arg, Lys). Other predicted hydrophilic/
flexible/aceessible amino acid scquence stretches devoid of
charged residues were discarded.

The surface occupicd by the previously chavacterized |30]
or predicted sequential B-cell epitopes along the amino acid
scquence of Pru p 3 was caleulated and displayed on the mo-
lecular surface of the proteins with PyMOL. The overall con-
formation of the sequential B-cell epitopes on the molecular
surface was displayed with PyMOL.

2.2 Isolation o f nsL TP

nsL TP were purified from the pulp of matre peach and apple
fruits. Usually, 200 g of pulp previously frozen in liquid nitrogen
were finely ground in mortar and pestle and suspended in Lo of
20 mM Tris-buffered saline (TBS) containing 2 mM LDTA and
3% (w/v) insoluble PVP (Polyclar AT, Sigma) (pH 7.5). The
sloey was stirred overnight at 4 °C and then centrifuged
20 min at 16,000 x g and 20 min at 30,000 x g. The clear su-
pernatant was poured in SpecrraPor dialysis wbing (mol. wt,
cut-oft 3500 Duy and dialyzed against disdlled water for 72 h
at 4 “C. After centrifugation at 30,000 % g for 20 min at 4 * C,
the supernatant was lyophilized and stored ac —80 " C unti)
used. Lyophilized protein samples were dissolved in 50mM
phosphate buffer (pH 7.5) and loaded onto a 5 ml HiTrap SP
IT column (Amersham}) previously equilibrated with 50 mM
phosphate butter (pH 7.5). The retained LTP were cluted with
30 mM phosphate butfer, 30 mM NaCl (pH 7.5) and checked
for purity. Purificd Pru p 3 and Mal d 3 were dialysed aguinst bi-
distilled water, lyophilized and stored at —8(F C until used.

2.3, Analviical methods

Nonapeptides corresponding to the predicted epitope #2 of
Prup 3 (39RTTPDRQAA 47)and Mul d 3 (39RTTADRQTA47)
were synthesized using Fimoc chemistey and coupled o thyro-
globulin used as a carrier protein with glutaraldehyde.

The purity of the nsLTP preparatons was checked by
SDS—FAGL in 15% polyacrylamide gels using Tris—taurine
as trailing ion [31] and staining with silver nitrate [32]. Coo-
massic bluc stained bands were digested with trypsin in the
gel and mass mapped by MALDI-TOF analysis as previously
described |32]. The software Protein Prospector was nsed for
the ideatification of the protein using the NCBI non-redundant
database. For MALDI-TOF-MS analysis, asLTP samples of
075 W of 2 0.5 mg ml ! protein solption in 50 mM phosphate
buffer, 50 mM NaCl (pH 7.3) were co-crystallized on the
MALDI pilate with 0.75 Wi of 0.6 mM of 3 5-dimethoxy-4-
trydroxy cmmanne acid (sinapinic acid) 0 30% (whv) of azido
aitrile used as a matrix solution. Desorption and ionization of
crysiallized samples were carried out on a Voyager-DE™ STR
{Perspective Biosystems, USA) muss speetrometer in positive
lincar mode using an acecleranng voltage of 25kV, a gnd
voltage of 93% and an exiraction delay time of 80X} ns. Acqui-
sition mass was performed between 3000 and 235,000 Da using
a maxture of three proteins of known mass molecolar weipli
(insulin: 3734 Da;  thioredoxin: 11,674 Da;  apomyoglobin:
16,952 Da) for the internal calibration.

The protein content of the nsLTP samples was estinnied
using the bicinchonic acid kit reagent (Picree) [33] with bo-
vine scrum albumin as a standard.

24 mmunochemical methods
Polyclonal antibodies against peach and apple nsLTP were

raiscd in rabbits in the presence of Freund's complete adjuvant
{Calbiochcom). The allergens (100 pe) freshly dissolved in
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saline {400 1) and emulsified with adjuvant (400 p) were re-
peatedly injected subcutancously (200 1wy at 10-day intervals
during a period of 4 months. Every 3 weeks, blood was col-
lected and checked for polyelonal antibodies by ELISA. After
bloed clotting at room temperature and at 4 °C for 4 h and
12 h, respectively, the inniune sera were collected by centrifu-
ganon, filtered through a 0.2 jom membrane and stored at
—80 °C until uscd.

Polyclonal antibodies against synthetic epitope #2 of Pru p
3 {39RTTPDRQAA47) and Mal d 3 (39RTTADRQTA47)
coupled to thyroglobulin were raised in rabbits following
a similar immumization schedule. A series of 12 intradermal
injections of 2530 ug of conjugates emulsified in Freund™s com-
plete adjuvant were performed over a 6-month period before
bleeding and collection of the immune scra. Anti-peptide
scra were filtered through a 0.2 pm membrane and stored at
—80 "C unnl used.

IgE-containing scra from patients allergic to fruit nsLTP
were used in Western blots and ELISA measurements as
probes for Pru p 3 and Mal d 3. TFollowing 1D SDS—FAGE,
protcins  were  transferred  onto a Protran  nitroccllulose
0.2 um membrane  (Schleicher and Schuell) ar 20V for
45 min using a 48 mM Tris/39 mM glycine/20% (v/v) metha-
0ol mixiure. After an overnight incubation in 10 mM PBS (pH
7.4y contaaning 0.2%: (v/v) Tween and 55 (viv) skimmed milk,
the membrane was soaked in the patient [gE-containing scra
diluted 1:10 in the same buffer and incubated for 2 b in a moist
chamber., After three washings of 10 min cach with the samce
buffer, the membrane was soaked in rabbit HRP-labelled
anti-human IgE diluted /5000 1n the buffer and incubated
for I h under gentle stirring. Following three washings of
16 min cach with buffer, the immunolabelled spots were de-
tccted using the ECL Plus detection (Amersham) after 3 min
cxposure in cassctte. All the handling were carricd out at
fOOM Iemperature.

ELISA measurements were performed on standard 96-well
microtitration plates (Limbroe) using whether polyclonal ann-
bodics {Ab) against Mal d 3 or Pru p 3 or polyclonal anti-
bodics raised against synthetic epitopes. Routinely, the wells
were loaded with 50 pl of 10mM PBS (pH 7.5) contining
40 ng of Pru p 3/Mal d 3. The plates were incubated overnight
at 4 *C and washed 3 tmes with PBS (pH 7.3). 100 pl of PBS
{pH 7.5) containing (1.2% Tween 20 (v/v) and 3% BSA (wiv)
{PBSTB) woere added to cach well and the plates were incu-
bated at room temperature for 2 h. 50 4l of enfold-diluted
Abin PBSTB (pH 7.5) were added and the plates were incu-
bated for 1h 30 min at room temperature under constant stir-
ring. After 3 washes with PBSTB, 50l of cither 172000 (v/v)
diluted sheep anti-rabbit [gG coupled to alkaline phosphatase
{Dako) or 17300 (v/v) diluted mouse monoclonal anti-human
[gF coupled to alkaline phosphatase (Sigma) were added
and, after incubation at room temperature for 45 min, 3 washes
were performed with PBSTB. 100 1l of alkaline phosphatase
substratc  (Sigma) were added and after incubation for
45 min in the dark, 50 1 of 3 M NaOH were added to stop
the colour reaction. The absorbance at 403 nm was recorded
on a Titertek Multiscan spectrophotometer. Lach value is the

mean of three separate experiments. Appropriate blank and
substrate controls were performed under the same conditions.

Increasing concentrations of synthetic peptides ranging
from 20 up to 300 pg ml b were pre-incubated for 1h with
the anti-epitope Ab or an [gLh-containing scrum from an aller-
gic patient to inhibit the Pru p 3/Mal d 3-Ab interaction mea-
sured by ELISA.

3. Results

nsLTP from edible fruit, e.g. peach, apricot or plum, consti-
e a very homogeneous group of closely related small pro-
teins that share very similar amino acid scquences (Fig. 1).
The overall pereentages of identity and similarity (calculated
using the structural homology matrix of Risler ot al. [19])
amontg their aminoe acid scquences amount 709 and 90%:, re-
spectively, Eight consceved Cys residues forming four disul-
fide bridges play an impoertant rele in stabilizing the whole
molecule, Accordingly, LTP exhibit an cxtreme stability ta
hicat denaturation or proteolytic attack |34] and thus can cs-
cape the thermial denaturation process involved in food pro-
cessing [35].

Consistent with the high percentage of amino acid scquence
identity and the HCA plot similarity (result not shown), a ho-
mology modelling approach was performed to build an accu-
ratc three-dimensional model of the fruit nsLTP. As an
cxample, the three-dimensional model of Pru p 3 built from
the X-ray coordinaies of Zea m [4 cxhibits the classical plant
nsLTP told |36] which consists of four «-helices o, o2, o3
and o4, connccted by loops (Fig. 2A). The extended C-termi-
aus of the polypeptide chain has no apparent sccondary strue-
turc. The accuracy of our model building approach was
checked by superposing the three-dimensional model to the re-
cently X-ray solved structure of Pru p 3 (PDB code 2ALG).
The superposition of the a-carbons of both 91 residuc stiue-
turcs yiclded a rmsd of 1.31 A. Morcover, all the «-helices
were correctly delineated but the main discrepancy concerns
the shape of the cxtended loop connecting &l ta o2 helices
(Fig. 23 Very sinnlar models were accurately bl for other
fruit osLTP mcluding Mal d 3 from apple, Pru av 3 from
cherry and Py ¢ 3 from pea.

Four lincar IgE-binding cpitopes containing charged vesi-
dnes were predicted 1o oceur along the anine acid sequence
of Pru p 3 using both hydropathic profiles based on different
scales of hydrophilicity, iexabibity and exposition to the solvent
and HCA plots. They correspond to the amino acid scquence
stretehes TBRGGG2I (epitope #1), 2ONGIRNVNN3G (epitope
#2), IORTTPDRQAIG (epitope #2') and T2KCGVHIPYKIXI
fepitope #3), respectively (Fig, 2C). These predicted lincar opi-
topes correspond to cxposed regions of the moleenle containing
well exposed clectropositively charged rvesiducs (Tig, 2D,L).
Most of these charged vesiducs oceur in the surfiace exposed
arcas posscssing the higher clectropositive potentials (Fig. 2T,
These scquence stretches nicely match (underlined residucs)
the three lincar cpitope scquences [ TAPCIPY VRGGGAVPP2S
{cpitope #1), J0GIRNVNNLARTTPDROQ4S (cpitope #2) and
TOPGKCGVHIPYKSO (cpitope #3) previously recognized




AP Bowges or ol i Biochimie 8% 02007) 8309 w7

Fig. 2. 1A Ribbon dis

rrani o the misdeiled Pro g 3 showing the shree s-helices 200 220 23 and 24 tredy connected by mums and loops (ereenh,. & aod O correspumd

pes e - annd C-terminini of she polypeptide chain. respeciivedy, (B Location of she choracterized 1gB-binding epitopes 1 iredy 2 (greend and 3 thlee) on e ribbon
diqgram of Pru p 3. 0C) Location of the predicied IaG-bimding epiwpes | tredd, 20 27 tareend, 3 iblec) mnd 4 tmagenta) on the gibbon diagram of Pru p 3. Gpitope 4,
which dewes not comtain charged residues, was atted, () Exposition of the cleciropositive )y charged residues Lys and Acg on the vibbon disgeam of Pra p 3, (F)
Exposition of cleetropositively chirged residues on the molecular surface of Prop 3008 Mapping of the clecirostuic potentials o the medecular surface of Prup 3.

Flectropositive wnd electrimegaiive arcas are coloored Blae and cedvespectively, AN te msidels arve similarly ortented. AN the cantoins were drawn with PyMOL

Fig. 3. Ribbon diageam showing the superimposition of the «-carhon liacings
teem the X-ray solved Piu p 3 (pink ribbont and the hemaolopy modelled Pro
3 ibluc-green ribbond &V and C correspond 1o the K- and Coreeming of the poly-
peptide chain. respoctively, The star ¢ indicates the extended loop connect-
ing ] and 2 helices were the most important discrepancy belween the
struchure il the model ocours, Molecules are similaely oriented as in Fig, 2.

from the [gE-mapping of Pru p 3 using overlapping synthesized
oligopeptides covering the cntire amine acid sequence |32]
(Fig. 2B). In fact, anothcr amino acid scquence siveteh,
GIVNPNNGS, previously predicted as an [gL-binding epitope
according to its hydrophilicity, flexibility and accessibility.
and referred as epitope #4 {scc Fig. 2C), was further discarded
since it does not contain any charged residue. Apparently, this
sequence streteh docs not correspond to an experimentally de-
fincd cpitope on the peach LTP.

The four putative 1lgBE-binding cpitopes predicted on Pru p
3, which correspond to rather conserved amino acid scquence
stretehes, were also predicted to occur in other fruit nsLTP.
Besides fruit nsLTP, the predicted cpitope #2° of Pru p 2.
which roughly overlaps the loop connecting &2 to o3 helices
and the beginning of helix #3, was also predicied us a putative
B-cell epitope in all other plant nsLTP ¢Fig. 4). This conserved
amino acid scquence steeteh exhibits @ very similar overall
conformation in other modelled asLTP from Rosuaccue fruits
including Mal d 3 from apple, Pru ar 3 from apricot or Pru
av 3 from cherry (Fig. 5). [ this respeet, the rmsd measured
for pairwisc supcrimposed epitopes, ¢.g. epitope of Pru p 2
vs. epitope of Mal d 3, gave values <0.1 A, The calculated ac-
cessible surface arcd gave very similar values of c.g. 1177 A’
for Mal d 3, 1190 A% for Pru ar 3 and 1136 A” for Pru p i
These values indicate, indecd, that the predicted consciosus
cpitope exhibits a similar local structure and oceupy a compu-
rable arca at the surfuce of the allergens, In addition, charged
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Mal 4 2 === TCGVTSS LAPC IGY VRSGG-AVPPACCNGIRT INGLART N ILAGST iLPGROCGYNVP YK ISTSTNCATVE=-
Pyr o 3 -==ITCEY LABCINYVRS NGIET ACHC -LENLAGEV. TKISTETHCATVR-
Prup 3 ——=ITC APCIPY CHGIRNVENL CHC-LKOLSASV. PGRCGVHIPYRISASTHCATVE-
almond ———ITCGQVSSNLAPCIP‘IV‘RGGG AVPPACCHGIRNVNNLARTTPORQAACNC -LKQLEASV-PGVNPNNAAAL PGKCGVNI PYQISPSTNCANVE-
Fru av 3 AFCIAY RN KQLSASV NVFYRISPSTNCATVE=
Pru ar 3 ———'.['"'GQUSSS-Y APC IGYVROGG- AVPPACCHGT! NC-LEQLEGST =5 POHCGVNTPYRTSASTNCATVE-
Fru d 3 T APCINY PACCHRGIRN nmanmwc-v HOLSGSI-PGVHP LPGHCGVHVPYHI Ha
cabbage NRALTCGTVNSHNVAPCIGY ITQGG-TLPGACCT L LETAARALGPNLNAGRAN 'DKJ\E\.-U.:VPFP'I::‘TH"I‘NCNHVK-
rape ——J\LSCGT\I’SGYW\PCIGYWWWWCSMEWHWDWC -L ~PTINAARAAGLEEACGVNIPYRISKTT VE-
wrabidopais --AISCGT APCATYLSK: T TPDF WMRC TQSTJ\K“T ~SGLNPSLASGLPGECGVSIPYPISMSTNCNNT K-
hazel nut ==SLTCPOIKGNLTPCVLYLKNGG- mp‘- < =AGLNPRLAAGLPGKCGVNIPYKISPSTNCHNNVE-

soya AQC IGFLOKGG=VVPFSCCTOVENILNSSRT HAA NIPYRISTSTRCNSIN=
hiok; ALAPCLGYLOGGE -GPEN LESANGEI-ERL WIFYKIET IR
barley TEIVRG C Q JTVCHC -LEGIARGT -11NLHLWA.ISIPSKCWW’F\’TIS?DIDCSRIY-
whaat LVRPCLEYVQ Q _ LEKGIARGI-HNL IPPEKCGVNLPYTISLNIDCERV-~
maize ATAFCISYARGOGSOFSAGCC =LENAAAGV=SGL IPSKCOVSIPYTISTSTDCSRVN=
serghum ——AI-‘vCGGV.JSBIMLSYARGQGTMSMCCSMSLNSMMMHC LENAARGI-SGLNAGNAAS IPSKCGVSVPYTISTSTDCSRVS-
rice ==Al e SYARO-0SCP: HSARST LENVAGSI- SGLIIAUN’AASIPSKEMIPHISPSIBCSSUH-
millat ==A1 ¥ IGPCLAY. 8. -l_uGGU’ HARA KEAASRY I PYATEAST
A ] LI O e I O I R I R D L L L L )

dlings). The more or less extended predicted consensual [pE-binding epitope

{corresponding w epitope 27 of P p 33 is boxed grey. Except lor fruit LTP alleepens. other plant LTP wre labelled by the commeon names of the corresponding

plants.

residucs are similarly distvibuted within this region as shown
from the mapping of the clectrostatic potentials on the molee-
ular surfaces. Other X-ray or RMN solved nsLTP also exhibit
a very conscrved overall conformation in this region {result
aot shown). This both scquentially and conformationally

Fig. 5. Ribbon diagram (leto, overall contormation of the consensus Tel-fiod-
ing epitope #3 (middle) and nuapping of the electrostate potentials ety on
the molecular surlace of the thice-dimensional models of Pru p 3 (A) Pia
d 3B Prooar 300 and Pruoav 3000 The consensus epitope 15 coloured
pink. amd positive and negative clectrostade potentials are coloared blue and
redl. respectively.

conscrved region of nsLTP most probably represents 4 consen-
sus B-cell epitope responsible for [gh-binding cross-reactions
in sensitized individuals, The consensual chacacter of this epit-
opic region was further confirmed by CELISA cxperiments
showing that rabbit antibodics raised against the Pru p 3 opi-
tope cross-reacted with Mal d 3. Aniibodics raiscd against
the Mal d 3 epitope similacly cross-reacted with Prup 3. [n ad-
dition, the synthetic peptides from Pru p 3 (39RTTPDRQAA)
and Mal d 23 (J9RTTADRQTA46) both inhibited the Ab-
asL TP interactions (Mg, GA). Inhibition cxperiments were
sintilarly performed with [gE-containing scra from allergic pa-
ticnts (Fig. 6B).

4. 1iscussion

Taking into account the occurrence of clectropositively
{Arg, Lys) and clectroncgatively (Asp, Glu) charged residucs
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Fig. 6. Inhibition by increasing concentrations (in ug ml™"} ot the synithetic
epitope IIRTTADROQTAAT Irom Mal J 3 of the interaction of Pru p 3 (2]
and Mal o 3 (@0 with polyclonal rabbit antibodies raised against the synthetic
epitepe tAY and an lpL-containing serum front an allereic patient (B). Eoach
value 18 the mean of wo separale ELISA measurenients.
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in the regions that have been predicted to be the more hydro-
philic, flexible and exposed to the solvent, both the hydropathic
profiles and HCA plots allowed a rvather accurate prediction of
the lincar [gL-binding cpitopes on the surtace of fruit nsLTP.
Obviously, the aim of our predictive approach is not to correctly
predict all the [gh-binding cpitopes but to locate with o fairly
good accuracy some of these epitopes on the surface of the al-
lergens. When available, the three-dimensional structure of
a ¢losely related protein is of paramount importance to build
a three-dimensional maodel that allows great Improvement in
the prediction of the cxposed charged residucs on the molecular
surfuce of the allergens. This is the case for the fruit nsLTP that
have been cusily modelled from the X-ray coordinates of the
maize LTP (RCSB PDB cade IMZL), ihus allowing a more

accurate localization of the exposed clectronegative and clee-
tropositive residues protruding out of the protein surface and
the mapping of the clectrostatic potentials on the proicin
surfuce.

Residucs Arg39, Thed (), Argdd, LysB0 and Lys91 of Prup 2
lrave been previously predicted as potcntial 1gE recognition
sites according to both their surface cxposition and electro-
static propertics [34]. Exeept for Lys9l, all other residucs
are included in our predicted lincar B-cell epitopes. In agree-
ment with the involvement of residucs Argd9, Thrd0) and
Argd4 in a myjor [gE-binding detcrminant of Pru p 3, a sub-
stantial 3-fold decrcase of the [gL binding activity was re-
ported for the triple mutant Arg39Al/Thrd Al Arg44 Al of
rccombinant Pru p 3. These residucs are located in the short

Fig. 7. HCA plots of Pruo p 3 tpeach LTPY cAL el t 2 (profilin from fefiendues meberostod (B Bec v 2 cprofilin teonw Berda verneosay (Cyand Par j 1 (long LTP
trom Pavietaria juddicay (DY showing the delineation of experimentally characterized tupper erey boxes) or predicted tlower prey boxes) linear IpE-binding epi-
topes. When available. the Xeray- or NMR-assigned Ji-sheet (5 and 2-helix 12 secondary structural Teatures are indicated. Clasters of hydrophobic tesidues (L L.
M. V. F Y. W) aie circled in black and special symbols are used for Gly t 3% Ser ([o]) The (5 Pro () and Cys ().



Gi) J-P. Borges er af 0 Biochimie 8¢ (20607) 83 9f

loop (Arg39, ThrdQ) connceting the o2 and =3 helices and at
the beginning of helix =3 (Arg 44). They are fully conserved
in other fruit LTP (scc Fig. 1} but also aveur in most of the
plant asL TP of diffcront origins. Interestingly, the well-charac-
terized lincar B-cell epitope #3 that contains the three Arg, Thr
and Arg residucs is systematically predicted as a putative [gE-
binding region in all other nsLTE. It counld thus correspond to
a conscnsus cpitope perhaps responsible for the [gL-binding
cross-reactivity commeonly obscrved among the plant nsLTP
113,371 In this respeet, our predictive approach can be of valu-
able help for the identification of consensual [gB-binding epi-
topes in conserved familics of protein allergens.

Although our predictive approach allowed to rather accu-
rately predict the location of lincar [gL-binding cpitopes along
the amino acid sequence of plant nsLTP, some discrepancics
wore observed when applicd to otiwer plant alicrgens including
other longer nsLTP (Par j | fromx Pariewaria judaica) or profi-
lins (Hel t 2 frome Hfelianthus ceberosus and Bet v 2 frome Be-
tla vervcosay {Fig. 73 Obviously, most of the experimentally
characterized [gE-binding cpitopes of Bet v 2 [38] and Par j 1
139] were correetly predicted whereas the prediction is loss re-
liable for Hel t 2 [40], even though a scyven-residue epitopic
region predicted near position 90 of Bet v 2 sequence received
00 cxperimental evidence. Although the profiling Hel t 2 and
Bet v 2 share very similar three-dimensional conformations
as checked from their HCA plots, both their experimentally
characterized or predicied lincay [gE-binding epitopes arc
rather different. A foew amino acid changes aceurring along
the amino acid sequences of the allergens are apparcntly re-
sponsible for these discrepancics.

When applicd to allergens of longer amino acid scquences,
c.g. to the major allergen Ara h | of peanut (Arachis fnpo-
gaeay, our predictive approach failed to corrcetly predict the
oinc lincar [gCE-binding cpitopes previously  charvacterized
along the N-terminus of the protein [41]. Almost the entire
N-termtinal end of the ailergen was thws incorrectly predicted
as 4 single cpitope. Due to the widespread distribution of hy-
drophilic and charged residues along this sequence streteh, our
combination of predictive tools was unable o discriminaic
among the nine diserete lgB-binding cpitopes that have been
previously shown to oceur in this protein region. [n addition.
o structural information is available on this N-terminal region
that prevents to check the exposition of the predicted regions
on the protein surfuce. More consistent results were obtained
with the C-terminal region of known structure where most
of the remaining chavacterized B-opitopes were correctly pre-
dicted [42]. However, a remark has to he made on the accuracy
of delincating lincar [gE-binding epitopes from [gE-mapping
cxperimeits sinee over the 23 chavacterized cpitopes of Ara
it 1 a few of them, e, epitopes #17 (RRYTARLKEG) and
#18 (ELHLLGEGIN}, are poorly exposed on the surface of
the modeiled mononwer (resuit not shown). Most probably,
a very few residues of such anino acid sequence streiches
are sufficicntly exposed to actually participatc in IgG-binding
epitopes while the renminder are too burnied 1o be accessibie w
the [gE antibodics. In this respeet, cheeking the exposure and
conformation of the [gE-binding cpitopes on the moleenlay

surface of the allergens appears as an indispensable step to
contirm the epitopie character of an amino acd sequence
streteh. Lo addition, surface analysis of the allergens is of great
value 1o recognize more complex confornanonal epiopes re-
sulting from the coalescence of several discrete lincay [gE-
binding epiiopes on the molecular surface.
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Figure 26: Cartes épitopiques de Mal d 3

A: partie supérieure, peptides interagissant avec les IgG anti-Mal d 3 (spots foncés) révélés sur la
membrane Spot et, partie inférieure, localisation des régions réactives sur la séquence de Mal d 3
(acides aminés en gras).

B: partie supérieure, peptides interagissant avec les IgE de patients (spots foncés) révélés sur la
membrane Spot et, partie inférieure, localisation des régions réactives sur la séquences de Mal d 3
(acides aminés en gras).
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Figure 27: Epitopes de LTP de fruits liant les IgG et les IgE

Comparaison des épitopes liant les IgG (ligne supérieure) et les épitopes liant les IgE (ligne inférieure)
caractérisés avec la technique Spot. Les séquences correspondent a Mal d 3 (A,B), Prup 3 (C,D), Prud 3
(E,F) et Pruar 3 (G,H). Les épitopes sont indiqués par des lettres blanches sur fond noir.
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Partie 2: Etude de la carte épitopique des LTP de fruits et clonage de
Mal d 3

2.1 - Cartographie des épitopes par la technologie Spot

2.1.1 - Utilisation de sérums de Lapins immunisés avec les LTP

L'utilisation d'IgG polyclonales de Lapin anti-Mal d 3 a permis de mettre en évidence quatre
séquences d'acides aminés de Mal d 3 interagissant avec ces anticorps (fig. 26A). Ces épitopes,
répartis sur l'ensemble de la séquence de l'allergéne, correspondent aux séquences “*AVP** (épitope
#1), *INGLARTTADRQ™ (épitope #2), “*VNPNNA®’ (épitope #3) et "NVPYKISTSTNCATVK®?
(épitope #4). Excepté pour 1'épitope 3, tous contiennent des acides aminés électropositifs (Arg et
Lys). L'ensemble des épitopes caractérisés couvrent une large zone de la surface accessible
(2550A%), représentant environ 50% de la totalité de la surface de Mal d 3 (5108A%). Les autres
cartes épitopiques réalisées pour d'autres LTP de fruits (Pru p 3 de la Péche, Pru d 3 de la Prune et
Pru ar 3 de I'Abricot) ont permis de mettre en évidence les mémes zones épitopiques, correspondant

¢galement a environ 50% de la surface accessible totale.

2.1.2 - Utilisation de sérums de patients allergiques aux LTP (allergie IgE-
dépendante)

Les cartes épitopiques réalisées avec un pool d'IgE de patients sensibilisés aux fruits de
Rosaceae ont permis de caractériser, a quelques rares différences de longueur prés, les quatre
mémes zones de la surface des allergénes (fig. 26B). Les différences observées avec la révélation
effectuée a l'aide d'TgG de Lapin concernent essentiellement la longueur des épitopes et leur
réactivité vis-a-vis des différents anticorps (IgG et IgE). Ainsi, comme le montre la figure 26,
I'épitope #1 de Mal d 3 ('Y VRSGGAVP**) réagit trés fortement avec les IgE humaines, alors que
le méme épitope (**AVP**) réagit beaucoup moins avec les IgG de Lapin. Inversement, I'épitope #2
(’INGLARTTADRQ") interagit fortement avec les IgG polyclonales de Lapin alors qu'une
séquence plus longue *’INGLARTTADRQTACNCL® mais localisée dans la méme région
n'interagit que plus faiblement avec les IgE de patients. Au total, ce sont pratiquement les mémes
régions qui interagissant avec les IgE et avec les IgG pour I'ensemble des LTP de fruits étudiées

(fig. 27). Les épitopes interagissant avec les IgE recouvrent une surface accessible de 2700A%, qui
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correspond a 53% de la surface de Mal d 3. A quelques exceptions pres, ils correspondent
essentiellement a des régions ou prédominent les charges électropositives (dues aux acides aminés

basiques Arg et Lys fortement exposés).

Un des résultats les plus intéressants obtenu avec cette étude concerne la disposition des
surfaces exposées correspondant aux €pitopes révélés le long de la séquence primaire. Ainsi, pour
Mal d 3, les épitopes #1 et #3 se retrouvent trés proches a la surface de la protéine modélisée et sont
ainsi susceptibles de créer une région épitopique plus étendue potentiellement impliquée dans des
interactions fortes et spécifiques avec les IgE. Cette zone, qui recouvre 38% de la surface totale de
Mal d 3, n'aurait pas pu étre identifiée a partir de la délimitation des épitopes le long de la séquence

primaire. Une autre zone de coalescence a également été identifiée entre les €pitopes #2 et #4.
2.2 - Clonage de la LTP de pomme (rMal d 3)

2.2.1 - Clonage utilisant la technologie Gateway ™™

L'expression de la LTP de Pomme recombinante (rMal d 3) a été réalisée en utilisant la
technologie Gateway' . Les différents clones obtenus (clone « d'entrée » et clone « d'expression »)

ont permis un clonage rapide de la LTP de Pomme (fig. 28).
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Figure 28: Représentation des différents clones obtenus par la technologie Gateway
La premicre recombinaison entre le géne et le vecteur donneur permet d'obtenir le vecteur d'entrée. La

deuxiéme recombinaison entre le vecteur d'entrée et un vecteur de destination permet d'obtenir le vecteur
d'expression.
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Les différents modes de sélection sur boites de Pétri nous ont permis de sélectionner 10
clones positifs aux différents tests pour, aprés séquengage complet du géne d'intérét, récupérer 3
clones de Mal d 3 non mutés dans la partie codante. Ainsi, la transformation de bactéries E.coli
BL21-DE3 a pu étre réalisée. Ces bactéries permettent la surexpression de la T7 RNA-polymérase
sous le controle du promoteur Lac. L'ajout d'TIPTG permet ainsi la surexpression du géne de Mal d
3, placé sous le controle du promoteur T7 (promoteur fort). Les différentes étapes de production,
surexpression et purification sont résumées sur la figure 29. Le taux de production chez E. coli est
relativement modeste (3 mg de protéine pure par litre de milieu Luria-Broth). Néanmoins, la
majorité de la protéine est produite sous forme soluble. Ceci permet d'obtenir une protéine
parfaitement repli€e, ce qui ne serait pas le cas si la protéine se retrouvait majoritairement dans les
corps d'inclusion qui exigerait une étape de solubilisation et de renaturation au résultat souvent
incertain. Plusieurs tests de production ont été réalisés, a des températures différentes (28°C et
37°C) et a des temps d'induction a I'IPTG différents (de 2 a 12 heures). Le meilleur rapport « rMal d
3 soluble / protéines totales » a été obtenu pour 3 heures 30 d'induction a 37°C en présence de 2mM

dIPTG.
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Figure 29: Expression et purification de r Mal d 3 chezE. coli

La purification de la protéine recombinante surexprimée dans E. coli permet, en quelques étapes,
d'obtenir une protéine purifice.

piste 1: culot de bactéries non induites

piste 2: lysat bactérien induit

piste 3: purification aprés un premier passage sur colonne échangeuse de cations
piste 4: purification aprés un deuxiéme passage sur colonne échangeuse de cations
piste 5: purification aprés centrifigation sur Amicon (seuil de coupure 30kDa)
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Figure 30: Caractérisation de 1a masse de r Mal d 3 par spectrométrie de masse

Lamasse déterminée (9052.26 Da) correspond a la masse attendue pour Mal d 3 mature
(nMal d 3: 9049 Da).
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Figure 31: Spectre '"H RMN homonucl éaire de r Mal d 3

L'étalement des signaux de 6 a 9 ppm suggére que la protéine
recombinante est correctement repliée et non dénaturée.
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2.2.2 - Caractérisation structurale et immunologique

La pureté de rMal d 3 a été vérifiée par spectrométriec de masse Maldi-Tof (fig. 30). La
masse trouvée (9052Da) correspond a la masse attendue pour Mal d 3 mature (nMal d 3: 9049Da).
Les premiers tests en RMN homonucléaire proton, réalisés en collaboration avec la plate-forme
RMN de ITPBS de Toulouse (collaboration avec le Pr. Alain Milon et le Dr. Olivier Saurel), ont
permis de montrer que la protéine recombinante était repliée (fig. 31). En raison de la faible
solubilité¢ de l'allergéne recombinant rMal d 3 a forte concentration, les essais de détermination
structurale n'ont malheureusement pas pu étre menés a terme et la structure de la LTP de Pomme n'a
pas pu étre obtenue par cette technique. Malgré tout, des spectres de dichroisme circulaire (CD) ont
démontré une structuration correcte de la protéine recombinante. Ainsi, les spectres CD de nMal d 3
et de rMal d 3 se superposent parfaitement (fig. 32). L'analyse des spectres obtenus avec nMal d 3
et rMal d 3 indique une prédominance d'hélices a, ce qui est une des caractéristiques structurales

majeures des LTP.

——nMald 3 (0,25 mM)
~— rMald 3(0,18mM)

S .
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o
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Figure 32: Spectres de dichroisme circulaire de n Mal d 3 et de r Mal d 3

La superposition des deux spectres montre une composition identique en hélices o des deux formes
(native et recombinante) de la protéine. Dans les zones ou prédominent les informations
structurales importantes (205 a 225nm), les deux courbes présentent un tracé similaire.
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Figure 33: Inhibition de l'interaction IgE — Mal d 3 mesurée en ELISA

La pré-incubation des IgE de patients avec la forme recombinante de Mal d 3 (
Mal d 3) permet d'inhiber l'interaction entre ces IgE de patients allergiques et la
forme naturelle (n Mal d 3) de Mal d 3. La réactivit¢é immunologique des 2
formes de Mal d 3 est donc tout a fait comparable.
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Figure 34:Tests de relarguage d'histamine de basophiles de rat

La dégranulation des cellules RBL-2H3 par les formes naturelle (n Mal d 3) et
recombinante (r Mal d 3) de Mal d 3 s'avere comparable. r Mal d 3 a apparemment
les mémes propriétés allergéniques que n Mal d 3.
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Des immuno-empreintes réalisées avec des sérums de patients allergiques ont permis de
démontrer l'interaction de l'allergéne recombinant avec les IgE de patients. Cette réactivité a été
¢galement démontrée a l'aide des tests d'inhibition ELISA (fig. 33). A partir de 2ug/mL de rMal d 3
pré-incubée avec les IgE, l'interaction de nMal d 3 avec les IgE est presque totalement abolie. Cette
inhibition quasi compléte démontre bien l'existence a la surface de la protéine recombinante, des
mémes épitopes que ceux présents a la surface de l'allergéne natif. Des expériences de relarguage
d'histamine ont été réalisées sur des cellules basophiles de rat (RBL-2H3) transfectées de facon
stable avec le fragment liant les IgE du récepteur humain de haute affinité FceRI. Ces cellules sont
actuellement trés utilisées pour déterminer l'allergénicité des protéines. Les expériences, réalisées
en parallele avec la forme naturelle nMal d 3 et la forme recombinante rMal d 3, sont présentées
dans la figure 34. Les résultats démontrent le caractére allergénique trés semblable des deux formes
de LTP. Ainsi, le pourcentage de dégranulation des basophiles croit avec la quantité d'allergéne
testé. Dés la concentration de 1pg/mL d'allergéne natif ou recombinant, la dégranulation est presque

totale (~90% de dégranulation).

2.3 - Discussion

Les deux types d'approches utilisant la technique Spot avec les IgE de patients et les IgG
polyclonales de Lapin anti-Mal d 3 nous ont permis d'identifier quatre épitopes a la surface des LTP
de fruits. La plupart de ces épitopes contiennent des acides aminés chargés positivement (Arg et
Lys) et, dans une moindre mesure, des acides aminés chargés négativement (Asp et Glu). Les acides
aminés électropositifs sont particulierement exposés a la surface des allergénes, créant des régions
de potentiel électropositif qui coincident avec l'emplacement des épitopes. Les épitopes caractérisés
avec la technologie Spot correspondent, a quelques légeres différences prés, aux épitopes
caractérisés précédemment (Garcia-Casado et al., 2003) ou prédits (Borges et al., 2007) pour la LTP
de Péche Pru p 3. Les différences observées, notamment au niveau des épitopes 3 et 4, sont
probablement dues a la taille différente des peptides synthétisés (pentadécapeptides au lieu de
décapeptides) greffés sur la membrane de cellulose que nous avons utilisée et a la différence
d'immunoréactivité des sérums de patients utilisés. Des expériences réalisées avec des peptides
mutés de facon aléatoire devraient permettre de caractériser encore plus finement les acides aminés

immunodominants plus particuliérement impliqués dans l'interaction avec les IgE.

Comme nous I'avons montré dans la premicre partie des résultats pour Prup 3 et Mald 3 a
partir de dosages ELISA utilisant des peptides synthétiques comme inhibiteurs de l'interaction

allergéne-IgE (Borges et al., 2007), 1'épitope #2 correspond a un épitope consensus trés conservé
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Figure 35: Caractérisation des épitopes de Mal d 3

A: diagramme en ruban du modele de Mal d 3.

B: carte des potentiels électrostatiques de surface (orientation différente). Les zones électropositives sont
figurées en bleu, les zones ¢électronégatives en rouge.

C: superposition de Mal d 3 (vert), Prup 3 (rose) et Pru ar 3 (bleu-pale).

D: Coupe montrant le tunnel hydrophobe liant les lipides (ses deux extrémités sont indiquées par des lignes
blanches pointill¢).

E,F: localisation des épitopes liant les IgE (#1 en jaune, #2 en rose, #3 en bleu et #4 en vert) sur la
représentation en ruban (E) et sur la surface moléculaire de Mal d 3 (F). Une des ouvertures du tunnel est
indiquée par une ligne blanche pointillé.

G: Coalescence (cercle blanc) des épitopes #2-#4 et #1-#3 liant les IgE susceptibles de former une zone
d'interaction plus importante.

LJK,L: Conformation de l'épitope consensus #2 (rose) liant les IgE, caractérisé sur les surfaces
moléculaires de Mal d 3 (LK) et Pruar 3 (J,L).

M,N,O,P: Conformation de I'épitope consensus #1 (jaune) liant les IgE, caractérisé sur les surfaces
moléculaires de Mal d 3 (M,0) et Prup 3 (N,P).
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chez les LTP de Rosaceae. Sa séquence et sa structure tridimensionnelle, sont trés similaires dans
toutes les LTP étudiées (fig. 351,J,K,L). Ces résultats suggerent que cet épitope intervient de facon
prépondérante dans les réactions croisées entre différents fruits de Rosaceae observées chez des
patients sensibilisés. De méme, I'épitope #1 ('*YVRSGGAVP** pour Mal d 3), trés conservé dans
les LTP de Rosaceae, présente une conformation tres similaire chez toutes les LTP étudiées (fig.
35M,N,O,P) et correspond tres vraisemblablement a un autre épitope consensus. Ainsi, ce sont les
peptides synthétiques correspondant a I'épitope #1 qui fournissent le signal le plus intense dans
l'interaction avec les IgE de patients (fig. 26B). La caractérisation des épitopes consensuels et des
réactions croisées qu'ils induisent doit cependant étre confrontée aux observations cliniques afin de
préciser leur signification clinique. D'autres facteurs multiples, comme le polymorphisme des
récepteurs aux IgE ou la balance entre cellules T régulatrices, doivent également étre pris en
considération (Bousquet et al., 2006). Ils expliquent I'absence de signification clinique de certaines

réactions croisées pourtant parfaitement objectivée par des tests ou des dosages effectués in vitro.

Néanmoins, la visualisation des séquences correspondant aux épitopes caractérisés sur la
surface des allergénes permet de mettre en évidence des régions plus étendues impliquées dans
l'interaction avec les IgE de patients. Ainsi, certains épitopes sont trés proches dans I'espace et leur
juxtaposition peut créer des épitopes de surface plus importante. Les LTP différent ici d'autres
allergénes précédemment étudiés, comme les vicillines de fruits a coques. Ces allergénes présentent
des épitopes continus moins longs mais plus nombreux a leur surface (Barre et al, 2005a). A la
surface de ces allergénes, les zones ou plusieurs épitopes continus se juxtaposent pour créer des
épitopes plus étendus sont beaucoup plus rares. La surface occupée par les épitopes continus sur les
modeles tridimensionnels revét donc une grande importance pour définir les régions les plus
susceptibles d'étre impliquées dans les réactions allergiques. Cette analyse de surface des allergénes
peut également permettre de mieux comprendre les réactions croisées entre allergénes d'une méme

famille de protéines ou de familles de protéines différentes.

La production d'un allergéne recombinant constitue actuellement une étape souvent
incontournable a la fois dans I'étude des propriétés moléculaires des allergénes et dans l'utilisation
des allergeénes a des fins thérapeutiques (Ballmer-Weber et al., 2007; Valenta, 2002; Valenta and
Niederberger, 2007). Ainsi, en mutant spécifiquement certains des acides aminés identifiés comme
immunodominants par des expériences Spot, on peut envisager de produire des hypoallergénes
recombinants chez E. coli. Ces allergénes modifiés pourraient étre utilisés a la place d'allergénes
natifs ou d'allergénes recombinants non modifiés dans des protocoles de désensibilisation de

patients allergiques. Des approches comparables, basées sur des modifications induites par
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mutagénése aléatoire (DNA-Shuffling), sont menées actuellement et rencontrent un certain succes
(Wallner et al., 2007). Elles permettent en théorie d'obtenir des allergénes dont on a supprimé la
réactivité B mais qui conservent leurs épitopes T. Néanmoins, un controle rigoureux de la perte
d'allergénicité de la protéine recombinante modifiée ainsi produite doit toujours étre réalisé a l'aide
de méthodes immunologiques appropriées (tests d'inhibition de dosages ELISA, tests de
dégranulation de basophiles, prick-tests ou tests de provocation orale, etc) avant de pouvoir
envisager leur utilisation en clinique. De méme, la structuration tertiaire de la forme recombinante
modifiée doit étre analysée et comparée aux données existantes pour la forme naturelle afin de
s'assurer de son repliement correct. Ce n'est qu'aprés avoir subi tous ces tests avec succes que ces
allergénes recombinants modifiés ou non pourront étre utilisés dans des protocoles de diagnostic

d'allergie ou de désensibilisation des patients allergiques.

2.4 — Article

« Lipid transfer proteins from Rosaceae fruits share consensus epitopes

responsible for their IgE-binding cross-reactivity » (2008)

Jean-Philippe Borges, Annick Barre, Raphaél Culerrier, Claude Granier,

Alain Didier and Pierre Rougé. Biochem. Biophys. Res. Commun. 365;
685-690

2.5 — Article

« The lipid transfer protein allergen of apple (Mal d 3) is expressed as a

correctly folded and functional recombinant protein in E. coli. » (2008)

Jean-Philippe Borges, Raphaél Culerrier, Didier Aldon, Annick Barre,

Hervé Benoist, Alain Didier, Pierre Rougé (soumis).
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Abstract

Four Teli-binding epitopes have been characterized thot cover o large aren { 240%) of the moleculor surfoce of lipid transler protein
ailergens of Rosaceae (apple. peach. apricot. and plum ). They mainly correspond Lo eleciropositively cliwrged regions prouuding on the
molecuiar surluce of the modeled apple tMal d 3} apricot {Pru ar 33 and pium (Pru d 3 ailergens. Two ol Uicse epitopes consist of
consciasus cpitopes structurally conserved among the lipid transler protein allergens Mrom the Resaceae. Their eccurrence i different
lipid transler prowein eliergens presuvinably accounts lor the Igk-binding cross-reactivity oflen observed among dilferent Rosuceoe lruits,
T this respect, LTP consist of phylogencticaily- and structurally-related pon allergens. 1lowever, the Igkh-binding cross-reactivity duc 1o
[ruit fipid wansler prowein has varving degrees of climical relevonce and s cross-reactivity s nol necessarily accompnied by a cross-

allergenicity 1o the corresponding lruins.
& 2007 Elsevier Inc. Adl rights reserved.

Fevwords: Lipid wansfer proteins: Allergen: Leb-binding epitopes: Epitope mapping: Rosaccac Troit alkergy

Non-specific lipid wansfer proteins {nsLTP} have been
recently characierized as major allergens of {ruits and,
especially, of Rosaceac fruits {apple, apricot, peach. and
plum} [1-5]. Plant LTP ailergens belong 10 the LTP1 group
of family 14 of pathogenesis-relaicd {PR-14) proteins [6]
They consist of small-sized basic proteins of 9 kDa {91
amino acid residues, pf = 9) built up [rom a core of Tour
g-helices stabilized by Tour conserved disullide bridges
and a loosely colled C-terminal il [7.8] that confers a

Abreevicrions: TG mmunoglobulin G Igk. immonoglobulin [ Mal
3 Moy domestiee tapplel LT allergen: nsLTP. non-specific lipil
transter protein; OAS. oral allergy syndrome: Pru ac 3. Prinns armenidea
tapricott LT allerpen: Pra d 3. Prosses dowmesties (ploat LTI allergen:
Pruop X Priones persice tpaach) LTP allergen: TBS. teis butfered saline (pEL
700 TRSTw. TRS containing 0. 1% (x/%) Tween 20 (pll 7.0)

- Corresponding author, Fax: (330362 193502

F-nuail address: toupe sesvaups-tse v (P, Rougd)

GOOG-291 X8 - see ront matter & 2007 Elsevier Ine, All vights tescrvel
doi: 1 1016y bbre 20071 1.046

“saxophone-like™ {old o the protein. This tightly packed
three-dimensional structure most probably accounts for
the high resistance 1o thermal denaduration and proteolysis
previously reported for these plant allergens [9]. In North-
ern European countries, LTP {rom Rosaceae fruits trigger
hypersensitive reactions, essentially contact dermalitis, in
individuals previously cross-sensitized by pollen LTP [10].
With the exception of the plum fruits, the skin of other
Rosaceae fruits usually contains the higher amounts of
LTP [i1.12]. thus muking the allergen directly available
o trigger contact dermatitis in sensitized people. However,
they are also capable 1o achicve the sensitization of suscep-
tible individuals rie a stimulation of the lymph nodes of the
gastro-intestinal tract immune system, especially in people
from Mediterrancan countries [13,14]. The olten reported
[gE-binding cross-reactivily towards dilferent Rosaceac
fruits obviously depends on the conserved three-dimen-
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stional structure of LTP allergens, that presumably share
common IgE-binding epitopes [15] Except for Pru p 2
[16]. the peach LTP allergen, the IgE-binding epiiopes of
other [ruit LTP have not been characterized o date. Here
we present o structural analysis of the [gE-binding epitopes
on the molecular surlface of LTP allergens from apple { Mal
d 34 apricot {Pru ar 3}, peach (Pru p 3). and plum {(Pru d 3)
showing the occurrence of a consensual IgE-binding epi-
tope that most probably accounts for the currently
observed TgE-binding cross-reacuvity among  Rosaceac
fruits.

Materials and methods

Tef wned To GG antibodion, Polvelonal TG anhibodies against Mal d 3 and
Pru p 3 were caiscd in rabbit as proviously described 17] Blood samples
were drawn alter informcd consent of five patients allergic o Rosaccue
fruits [as checked by skin preick testing wsing peach estruct 13 allersen
sowree and specilic 1l nweasurenent to peach 230 UL and pooled seri
were wsed tor both Wostern bloting and SPOYT assay experimcnts

Poptide syithosis and SPOT assavs for the determiation «f veerfopping
Telr- wned Tg FE-Iinding pepiides, Oreerlapping L3-mer peptides. Pruneshilted
by thiee residues. corvesponding to the entice amino acid sequences of hal
3 Pruar 3 Prud 3, and Pru p 3 respectively, were prepured by using the
SPOT wehnique 18], The protocol previously described in detail 19]was
{ollowed. with the exceplion of the wtilization of the Multipep awlomatic
SPCA syrunhesizer (Intavish. Briclly, peplides were assembled using the
Foe chemistry on a cellulose membrane hachoring an wmine polveth-
viene glveol motery. The C-terminal residue of cach peptide was coupled 10
the activaded membieiane, After Finoe deprotection. the following amine
aeids were sequeatinlly added. Ar the ead of the syathesis, side-chuin
protecting groups were ranoved by a uifluoroacetie acid weatnwnt while
the linkage of the pepiides 1o the membrane wis maintained.

The membiane was soaked overnight into 20 mb of Tris-buflered
sitline (TBS1 coniaining 2 mi blocking buffer 1i2oche) and 1 2 sucrose (pll
7.0, aned then washed with THS containing 0,19 (v/v) Tagen 200 TBSTw),
A TG v/ diluded pool of patient sera was added in the prosence of an
anti-protease cockbal (Rochel and the membiine was imcubated in a
meist chamber Tor 2 he After three washes with THS Tw (pH 7.0 the
membiine was sticred inou 14000 dilation of mouse monoclonal anti-
bhuman [gE lbeled with alkuline phesphuiise (Sigmal for 1 he Alier mwo
witshes with TBSTw (pll 700 and bwe washes with 10 mb citric aad
containing 137 mM NaCl. and 3w KO (pH 7.01 (CBS buflery, the
intcraching poptide spots were colomed for 3 min by adding the brom-
ochlorvlindelophosphaie 1BCIP) subsiraie for alkaline phosphate {Pro-
megad in CBS bufler contiining > mb MgCLoand 0.7 mbd thioeolvl blue
tetraxohum  bromide. The membrane was washed three Umes with
deienized water and dricd for scanming, The mombiine can be wsed
rependedh aller o regenceation siep consisting in one wash in dimethyvl-
formamide for 1 min. three washes in deionizcd witer. three washes in & M
uren ceataning 1% 0w SIS and 1% owho Bomsercaprocthancl and three
subscquent wishes in aominture of cthinol CLRCOOLE HAO 030 10040, f
v

Medoerdur mmeddeting and muagping o ToG- und fgB-Dinding cpitopes on
the mederidur s feee. Moleonlir medeling of Mal d 3 and other 1T0 was
ciarried out on a Silicon Graphtes 02 RIGH0G workstation. wsing the
programs Insightll, Homologs and Discoverd {Accelns. San Diego, CA,
USA) The atomic coordinates of (he maize UTP Zea m 14 201 (RCSB
Protein D Bank code 1MZL) and Pru p 31PDB code 2ALGH 16] were
wsed 1o build the three-dinwensional model of the allergens. The peroent-
ages ol both identity {335 and homology (7395 Acaom 14 shares with
olhcr LTE allowed ws to build accuwrate thive-dinwensional models wsing
the X-riuy coordinates ol the matee and peach LTP a5 tenplates. Steric
conflicks were correched doring the model building proceduce wsing the
rotamier library 211 and e scarch algorithm implemented in the

homology 221 o maintain proper side-chain orientation. An cnergy
minhnsalion of the lnal wodels was carvied out by 300 WK cveles of
steepest deseetit using Discoverd, PROCETCK. 23] wis used (o assess the
geometric quality ol the three-dinwensional muodels. As an exanyle. all the
residucs of Mal d 3 were correetly assigned on the best allowed remions of
the Ramachandean plot with the caception of cesiducs Sorl9 and Prola
which wre located in the generously allowed regions of (he plob iresull not
showny Cartoons were drawn with PyMOL (W1, Dcliano. hupf/
pymolsowrcelorge. nel, Elecirostanic potentials were caloulaed and dis-
plived with GRASP 24]as previcusly described 17] A clipol 8 16 Aslab
actoss the molecular suifucs of the modeled allergens wis used Lo display
the overall shape and sive ol the Loy aeid harboring tunnel-like cavity of
LTpP

The surface oweupicd by the previously chacicterizcd or predichod
sequentinl 1gG- and [el-binding epitopes of LT allergens was caloulated
with GRASPE and displaved on the molecular surface of (he protcins with
P BOL Their overall conformation on the molecular surface was dis-
playved with PyhOE

Results

All the modeled LTP allergens share a very conserved
three-dimensional structure built up from {our o-helical
segments (l—x4} that adopt a saxophone-like fold with
an extended C-terminal tail (Fig. 1Aj Eight conserved
Cys residues participate in [our disullide bridges which
contribute 10 stabilize the overall Told, According to their
basic character {net charge of 7-8), they all exhibit a pre-
dominantly electropositively charged surface {Fig. [B).
They contain a crancked tunnel-like cavity that has been
shown 1o unspecilically accomodate different fatty acid
chains and futly acid derivatives (Fig, 1), Mal d 3. Pru
p 3 and Pru ar 3 nicely superimpose with a rms value of
0.48 A for 91 superimposed s-carbons (Fig. 1C). Obvi-
ously, the best superimposition was obtained {or o-helices
except for helix ol which displays some discrepancy among
the three aliergens.

Epitope mapping using rabbit polyclonal anti-Mal d 3
[eG revealed {our TeG-binding amino acid scquence
stretches distributed along the polypeptide chain of Mal
d 3 {Fig. 2A). They correspond 10 stretehes 22AVP24 (epi-
wpe  H#1) BINGLARTTADRQ46  {epiope #2),
GIVINPNNAGY (epitope #3). and 7INVPYKISTSTIN-
CATVKY2 (cpitope #4), respectively, Except [or the [2G-
hinding epitope 3, they contain electropositively charped
{Arg and Lyst residues. Both [gG-binding epitopes cover
a large part of the aceessible surface (2530 A%} that repre-
sents ~5(0% of the total accessible surface (5108 ;\3} of
Mal @ 3. Onher asLTP allergens yielded an ideatical distri-
bution Tor epitopes 2 and 3 whereas epitope 1 constantly
corresponds 1o a shorter but still charged sticich of amine
acid residues (Fig. 3}, However, the accessible surlace oceu-
picd by the three IgG-binding epitopes stll amounts {or
almost 50% of the total aceessible surface in Pru p 3. Pru
ar 3, and Pru d 3.

Epitope mapping performed with different IgE-contain-
ing sera [rom patients allergic to Rosaccae fruits instead of
using rabbit polyclonal TgG. revealed a closely similar dis-
tribution of four TgE-binding cpitopes along the amino
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Fig. 1. (A} Ribbon diagram showing the overall three-dimensiconaal fold of Mal d 3. The four «-helices (21 241 and the Tour conserved disulphide bridges
are Tabeled 1. 2030 and 4. cespectively, N and € correspond o the N- and C-terminmi of the polypeptide chain. | By Mapping of the clectrostatic potentiials on
the moleculur surlace of Mal d 3 shownin a ditferent ortentation 1o reveal both extremities (dashed white lines) of the tunncl-like cavin . Elearopositisaly-
and clectroncgitively-charged regions are colored Blue and red. respectively, Mewwcal egions are colored white, (<71 Superimposition of bMal Jd 3 jgreen).
Prup 3 {pink). and Prooar 3 iovan) The major fold discrepaney ovenrring i the beginning of helix o1 is indicated by asae 000 (00 Clip view showing the
overall crianked shape of the twunncl-like cavity, Both extremitics of the tunnel are indicated by dashed white lines, (E and Iy Localizution of the Igk-
binding vpitopes #1 {1, sellow i #2 {2, pinkr #3 (3 bluck and #4 (4. greent on the ribbon dingram (K} and the molecniar surfuce 1F of Mald 3. Onc
apertuie of the tennel-Tike cavity 15 indicated by adiashed white cirele on the moleculanr surface (B and F10G and H) Coalescenes (open diashed while
circlet of lgE-binding epilopes £#2 #2 (Grand #1 43 (H1 susceptible 16 oreitie more exteaded epitopic areas on the meleenlar surfuce of Mal d 3.1 1}
Conformation of the consenswal Igk-binding cpitope #2 (pink surface) characterized on the molecular suifiices of Mal d 3111 and Pruac 3 (). This epitope
corresponds to o preferentindly clectropositively-charged trea as shown upon mupping of elecirostatic petenatials on the meleeniar susfices of Mol d 3 (K1
and Procar 3000 AN nsLTE allecgens are siilarly ocicnted and the common epitope core is delincated by i dashed while line, (M My Conlormation of the
consensual Ixk-binding epiiope #1 (vellow surfacet characierized on the molecular surfaee of Mol d 3 (M) and Prap 3 (N This epitope corresponds to
rither charged wrca s shown wpon mapping of clectrostabic potentials on the molecular surfaces of Mul d 310 and Pro g 3 00 Adl allergens ave sunilacly
oricriied and the commeon epilope core is daelincted by a dushed black or white line. (For interprettion of the refurences 10 colonr in this figere legend. the
reader is referrad o e web version of this article.)

acid sequences (Fig. 2B) and on the molecular surface of  length of the identificd epitopic stretches and their reactiv-
the assayed LTP allergens {Fig. TE and F). However, some ity towards the corresponding antibodics, As examplified in
discrepancics were observed thal mainly concern both the Fig. 2. the strongly reactive IgE-binding cpitope #1
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Fig, 20 (A upper: [eG-binding peptides (dirk spots) revealed on the
SPOT membrane and, lower: wapping ol the corresponding continuous
TeG3-binding cpitopes (bold letterst along the anino acid sequence of Mal
d 300By upper: Lgk-binding peptides (dark spotsh revealed on the SPOT
memibriaine and. lower: mapping of the corresponding continuous lgli-
binding cpitopes (bokl letters) ulong the amino acid sequence of Mal d 3

16YVRSGGAVP24 corresponds Lo the weakly reactive
shorter IgG-binding epitope #1 22AVP24 in Mal d 3. Con-
versely, epitope #2 3ISINGLARTTADRQG46 strongly inter-
acts with polyclonal rabbit IgG whereas its longer TaE-
binding counterpart 35INGLARTTADRQTACNCLS? i
much more less immunoreactive. Despiie these discrepan-
cies, a [airly good overlap occurs between IgG- and TgE-
binding epitopic stretches characterized along the amina
acid sequences of LTP allergens {sce Fig, 2). The [¢E-bind-
ing cpitopes similarly cover a large surface (2700 A%y that
amounts about 53% of the molecular surface in Mal d 3.
Wiith a few exceptions. they still correspond to predomi-
nantly electropositively charged arcas. This overlapping
suggests a closely-related similarity and specificity of the
human [gE- and rabbit [gG-cpitopic regions in spite of a
very different source for these immunoglobuling,

Discussion

Both polyclonal rabbit 1gG and IgE-containing sera
from allergic patients allowed uws (o identily four IgG/
IgE-binding epitopes along the polypeptide chain of frui
LTP allergens using the SPOT technigue. Most of these

i 10 0 30

@ >

epilopes contain clectropasitive {Arg. Lys) and. 10 a lesser
extent, clectronegative {Asp, Glu} residues due 1o the
bighly basic character {(pf 2 94 of LTP of plant origin.
These charged residues are classically expaosed on 1he
molecular surface of allergens. However, the characterized
[eE-binding epitopes moderately overlap on those previ-
ously characterized [16] or predicied [17] along the amina
acid sequence of Pru p 3 except [or the strongly charged
exposed core of epitopes #1. #2, and #3. Such a discrep-
ancy most probably depends on both the size {(pentadeca-
peptides instead of decapeptides) of the synthetic peptides
used in the SPOT technique 1o characterize the IgE-binding
epitopes and the slightly different immunoreactivity of the
[gE-containing sera of allergic patients used as probes.

As previously shown from ELISA measuremenis per-
formed on Mal d 3 and Pru p 2 [17]) our resuhs confirm
that IgE-binding epitope #2 corresponds to a consensual
epitope conserved among the Rosaccae LTP allergens.
Despite some discrepancy concerning the extent of the epi-
tope on the molecular surface. ils core structure exhibits a
very similar conformation in other Rosaceae LTP (Fig. 11—
L} According to this structural conservation among the
Rosaccae LTP. this epitope should be responsible for some
[gE-binding cross-reactivity in the presence of IgE-contain-
ing sera [rom patients allergic 10 Rosaceae [ruits. IgE-bind-
ing epitope #1 (16YVRSGGAVP24 in Mal d 3}, which is
strictly conserved in other Rosaceae LTP allergens, simi-
larly exhibits a very similar conformuaton in Pru av 3.
Pru d 3, and Pru p 3 {Fig. 1M-P} that suggests it should
also corresponds (o another consensual epitope presunt-
ably responsible for some additional IgE-binding cross-
reactivity among the [ruit LTP. Moreover, the synthetic
peptides corresponding 1o this {major) TgE-binding epitope
#1 gave the strongest staining signal in our SPOT experi-
ments {see Fig. 2B}, In spite of some amino acid conserva-
ton, the iwo IgE-binding epitopes characterized on the
surface of fruit LTP allergens exhibit rather different con-
formations [rom one allergen 10 another which most prob-
ably depends on changes in the rotamers of the amino acid
residucs in relation with their local environment.

As structurally- and phylogenctically-related proteins,
plant LTP consist of pan allergens like profiling or Bet v
1 homologs, susceptible o cross-react in IgE-binding
experiments [25] The occurrence of closely-related LTP

& 70 80 93

40 50 0
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C ITCGOVSSALAPCI PRAYSGGGAVPPACCNG IRNVNNLARISEINHCA ACNCLEOLSASVE IR AL PGRCG
D ITCGQVSSALAPCI Prgisielelet A PACCNG IRNVNNLAR iy pu s VIsN CLKQLSASVPGVN PRERYAEDCKCG

IPYKISASTNCATVE
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Fig, 3. Overlap of the [eG-binding epitopes tupper Tine) and the [gl-binding epitopes (lower hine) churactetized with the SPOT technique alonyg the amine
acid sequences of Mal d 3 ¢A and Bl Proop 30C and I Prud 30 and Frand Prooar 3 0G and LI, Epitopic streiches are in black boaed white letters
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in vegelable foods and pollens might account [or the rather
high frequency of individuals sensitized (o Rosaceae [ruits,
especially in the Medilerrancan countries [25] However,
the discrepancy often observed between cross-reactivity
and cross-ullergenicity that separates asymptomatic sub-
Jects from allergic paticnts exhibiting systenmic symplons,
articaria or anaphylaxis, most likely depends on muliiple
factors including c.g. the level and polyclonality of the
synihesized [gE. the polymorphism of the FeeRI receptors.,
the balance of T regulatory cells and Th1/Th2 cells, ete.
[26].

One of the most stricking results dealing with the opog-
raphy of the IgE-binding epitopes consists in the large sur-
face arca they cover on the accessible surface of LTP
allergens. In Mal d 3, the [our identilied TgE-binding epi-
topes cover about 50% of the total accessible surlace. T
addition, the close vicinily of epitopes #1 and #3 on the
molecular surface, creates an extremely extended epitopic
ared 1hal amounts Tor 38%: of the total accessible surface
i c.g. Mal d 3. In this respeet, LTP readily dilfer from
other plant allergens. c.g. the legumin and vicilin allergens
from peanut or tree nuts, which exhibit less extended and
more scattered [gE-binding epitopes over their molecular
surface [27]. The coalescence of the (wo distantly arrayed
epitopes #1 and #3 or #2 and #4 along the amino acid
scquence 15 of paramount imporianee sinee it can contrib-
ute 1o build up new extended conformational epitopes that
share amino acid residues [rom both lincar epitopes. These
structurally-relaied TgE-binding cpitopes might possibly
account lor the strong allergenic propensity of the Rosa-
ceac LTP, especially in Mediterranean countries [25].

Finally, the characterization of TgE-binding epitopes on
the molecular surface of LTP open the way o the tailoring
of recombinam bypoallergenic proteins by site directed
mutagenesis with the goal of producing allergens that
retain the T-cell propensity but are devoid of any consistent
IgE-binding activity. Eventually, these hypoallergens

should consist of useful wools for the immunotherapy of

the LTP-mediated allergies 10 Rasaceae froits.
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Partie 3: Etude de la distribution et de la localisation des LTP dans

les fruits

3.1 - Dosages des LTP dans la peau et la pulpe de fruits

Afin d'effectuer les dosages et les expériences de localisation des LTP dans la peau et la
pulpe des fruits, des anticorps polyclonaux anti-LTP ont été préparés chez le Lapin. Leur spécificité
a été vérifiée par différents tests, notamment le test de double diffusion en gel d'Ouchterlony. Ce
test permet de visualiser un arc de précipitation entre Mal d 3 et les anti-sérums des deux Lapins
immunisés contre Mal d 3 (fig. 36A). Le méme résultat est obtenu pour Pru p 3, mais seulement
avec un seul des deux Lapins immunisés contre la LTP de Péche (fig. 36B). De plus, des arcs de
précipitations sont observés entre les sérums de Lapins immunisés avec Mal d 3 et la LTP de Péche
Pru p 3 (fig. 36C). Les anticorps anti-Mal d 3 reconnaissent donc au moins deux membres de la
famille des LTP de fruits. Ces résultats indiquent également que les titres en anticorps polyclonaux
des différents sérums de Lapins sont suffisamment élevés pour les utiliser afin de préciser la
localisation des LTP dans les fruits et pour les doser par des tests ELISA. De plus, une expérience
d'immuno-empreinte a ¢té réalisée sur un extrait protéique total de Pomme afin de vérifier la
spécificité d’un sérum de Lapin envers Mal d 3. Une seule bande d'environ 10kDa, correspondant a
Mal d 3, est révélée. Ce résultat démontre 1'excellente spécificité des différents anticorps de Lapins
obtenus.

i Lapin M2 Lapin P1 Lapin P2
Lapin M1 . . . P i isé
immunisépavec Mal d 3 immuniséavec Mal d ¢ immunisé avec Prup 3 immunisé avecPr p 3

A Q/\Q By O

|  Mald3 Fymeme | Prup3

: 1 Séum Q\'\\ Sérum

controle controle

Lapi Figure 36: Double diffusion en gel (Ouchterlony)
Lapin M1 ) —apin MZM 143

. .. Immunise avec Mal

immunisé avec Mal d 3 A: double diffusion entre Mal d 3 et des sérums de

Lapins immunisés contre Mal d 3
B: double diffusion entre Pru p 3 et des sérums dc

C O g : O Lapins immunisés contre Par p 3
. / \ C: double diffusion entre Pru p 3 et des sérums de
aleor =

| Pup3 Lapins immunisés contre Mal d 3

Les sérums anti-Mal d 3 obtenus chez le Lapir
i interagissent fortement avec Mal d 3. Un seul lapin
_n : | immunisé contre Pru p 3 produit des anticorps anti-Pru
S A T——_sénm  p3.

contrdle  Jeg sérums des lapins immunisés contre Mal d 3
interagissent ¢galement avec Prup 3.
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Figure 37: Imnmuno-empreintes tissulaires effectuées sur coupes de fruits
Immuno-empreintes tissulaires réalisées sur des coupes de pomme (A), pé€che (B), prune jaune (C) et

prune rouge (D). Les LTP se concentrent surtout dans la peau de la Pomme et de la P&che, alors que leur
distribution est 1égérement différente dans les prunes (peau et pulpe).

- 144 -



Résultats et discussion

Partie 3

Les résultats des imuno-empreintes tissulaires (ITP pour Immuno-Tissue Printing) indiquent
que les LTP de fruits sont essentiellement concentrées dans la peau des pommes et des péches, alors
que cet allergéne semble avoir une distribution équivalente dans la peau et la pulpe des abricots et
des prunes (fig. 37). Les dosages ELISA confirment que la peau de Péche et de Pomme contiennent

les plus grandes quantités de LTP, mais des variations importantes apparaissent en fonction de la

variété étudiée (Tableau 7).

Fruit LTP dans la peau (en | LTP dans la pulpe | Ratio peau /
pg / g de tissu) (en ng / g de tissu) pulpe
Pomme var. Royal Gala 33 1,2 2,8
Pomme var. Bertanne 2 0,6 33
Pomme var. Pink Lady 7,9 1,1 7,1
Pomme var. Granny Smith 17,3 0,5 34,6
Pomme var. Chanteclerc 12,4 1,2 10,3
Pomme var. Golden 12,0 0,9 13,3
Delicious
Pomme var. Fuji 9 1,1 8,2
Pomme var. Red Chief 3,4 1,8 1,9
Pomme var. Reinette du 2 0,5 4
Canada
Abricot 1,8 1,6 1,1
Péche jaune * 8,4 3,4 2,5
Péche jaune ** 5,2 3,2 1,6
Prune jaune 1,5 1,7 0,9
Prune rouge 1,5 1,7 0,9

Les dosages de contenu en LTP de péche ont été réalisés sur des péches non lavées (*) et lavées

Tableau 7: Contenu en LTP (en pg / g de fruit) de la peau et 1a pulpe de fruits
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Figure 38: Etude de lalocalisation des LTP dans le péricarpe de différents fruits étudiée par
microscopie a champ clair et microscopie confocale a balayage laser

1ére colonne: pomme var. Golden Delicious; 2éme colonne: péche jaune; 3e colonne: prune

A-C: microscopie a champ clair de sections colorées au bleu de toluidine montrant les assises
cellulaires formant 1I'épiderme (I), I'hypoderme (II) et le parenchyme (III).

D-L: microscopie confocale a balayage laser montrant le marquage (rouge) dii aux LTP. Toutes les
images correspondent a la projection maximale de 10-15 plans confocaux. D, E et F correspondent
aux contrdles réalisés en l'absence d'anticorps primaire.

Les fléches indiquent les zones correspondant aux poils formant le revétement duveteux de la
Péche.

Barre d'échelle: 50um
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Plus spécialement dans la Péche, le duvet de poils recouvrant le fruit semble extrémement
riche en LTP comme l'indique la localisation immuno-cytochimique de l'allergéne (fig. 38H,K,D).
En fait, la quantité de LTP présente dans la peau est sous-estimée lorsque les fruits sont lavés avant
de commencer I'extraction des protéines. Ce lavage préalable des fruits a pour effet d'éliminer le
duvet de poils ou se concentre essentiellement Pru p 3. Ainsi, la concentration de Pru p 3 dans la
peau mesurée sur des fruits non lavés s'avere plus importante (8,4ug/g de fruit) que celle mesurée
sur des fruits lavés (5,2 pg/g de fruit). Le ratio correspondant au rapport entre la quantité de LTP
mesurée dans la peau et la quantité de LTP mesurée dans la pulpe, passe ainsi de 2,5 pour des fruits
non lavés a 1,6 pour des fruits lavés. Des résultats similaires ont également été publié¢s récemment
pour d'autres variétés de péches (Carnés et al., 2002). En outre, ce ratio montre des variations
importantes dans différentes variétés de pommes. Ainsi, la peau de certaines variétés (Chanteclerc,
Golden Delicious, Granny Smith) de pommes renferme des concentrations en LTP 10 a 30 fois
supérieures a celles mesurées dans la pulpe. Pour d'autres variétés, ce ratio varie de 2 a 4. La totalité

des résultats est regroupée dans le tableau 7 p. 145.

3.2 - Localisation immuno-cytochimique des LTP en microscopie

confocale et électronique

La localisation immuno-cytochimique des LTP dans différents tissus (épiderme, hypoderme,
parenchyme) du péricarpe de différents fruits a été réalisée en utilisant des anticorps polyclonaux de
Lapins immunisés avec Mal d 3 ou Pru p 3. Les observations effectuées avec un microscope
confocal a balayage laser sur des échantillons de Pomme montrent que le marquage des LTP est
essentiellement concentré dans le cytoplasme en contact avec la paroi des cellules (fig. 38G,J). De
plus, le marquage diminue fortement depuis le péricarpe et, surtout, depuis les cellules
hypodermiques vers les cellules parenchymateuses du mésocarpe. Un marquage plus hétérogene et
irrégulier a été observé sur les échantillons de Péche et de Prune, avec une fluorescence distribuée
dans le cytoplasme et la partie intérieure de la paroi cellulaire (fig 38H,L). Un marquage trés
important est associé aux parois des poils qui constituent le duvet recouvrant I'épiderme des péches

(fig. 38H,K).

Une étude plus fine de la localisation subcellulaire des LTP de fruits a été réalisée en
microscopie électronique aprés marquage par des antiglobulines couplées a l'or colloidal. Des
variations ont été observées sur les différents fruits étudiés. Néanmoins, les particules d'or sont
toujours associées a la partie interne de la paroi cellulaire, en contact avec le plasmalemme mais

s'observent également au sein méme de la paroi des différentes assises cellulaires du péricarpe.
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Figure 39: Etude de la localisation des LTP dans le péricarpe de différents fruits et réalisée par
microscopie électronique aprés marquage a l'or colloidal

Ultrastructure et localisation des LTP dans le péricarpe de pomme (A-C), de péche (D-F) et de prune (G-
I). La localisation est détectée par marquage des anticorps de Lapin anti-LTP par des anticorps de chévre
anti-IgG de Lapin couplés a des billes d'or dans les cellules de I'épiderme (A, D, G), de I'hypoderme (B, E,
H) et du parenchyme (C, F, I).

Un marquage trés dense est observé (fleches noires) dans les régions de la paroi cellulaire en contact avec
le plasmalemme (pomme) et dans la paroi des poils constituant le duvet présent a la surface du fruit.

CW: paroi cellulaire

Barre d'échelle: 1um
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Dans les pommes, seulement quelques particules d'or ont été détectées dans la fine paroi des
cellules épidermiques, suggérant une plus faible accumulation des LTP dans ces cellules (fig 39A).
Un marquage plus dense a été observé dans le cytoplasme et la partie intérieure de la paroi des
cellules de I'hypoderme (fig 39B). Des particules d'or ont été observées, de facon trés similaire, a la
fois dans le cytoplasme et la partie interne des parois des cellules parenchymateuses (fig 39C)
tandis qu'un marquage moins dense s'observe dans la partie externe de la paroi, en contact avec les
espaces intercellulaires (fig 39C). Un marquage tres différent a été observé dans les échantillons de
péricarpe de péches. En total accord avec les observations effectuées en microscopie confocale, le
marquage le plus important est localisé au niveau des parois des poils constituant le revétement
duveteux des fruits (fig 39D), suggérant une concentration élevée en LTP de ces poils. Dans les
cellules de I'hypoderme, le marquage apparait a la fois dans la paroi et le cytoplasme (fig 39E),
tandis que les particules semblent localisées dans la partie du cytoplasme en contact avec la paroi
des cellules et, plus rarement, dans la paroi cellulaire des grandes cellules parenchymateuses (fig.
39F). Dans les prunes, les particules d'or se localisent de fagon plus homogeéne dans les parois

cellulaires des cellules de I'épiderme, de I'hypoderme et du parenchyme (fig 39G,I).

3.3 - Discussion

Excepté pour les prunes et les abricots, les autres fruits étudiés et plus particulierement les
pommes, concentrent les LTP essentiellement dans la peau. Des différences importantes ont
cependant été observées en fonction de la variété. Ainsi, plusieurs variétés de pommes comme la
Granny Smith, la Golden Delicious ou la Chanteclerc contiennent de 10 a 30 fois plus de LTP dans
la peau que dans la pulpe. Dans les autres variétés de pommes, un ratio plus modeste de
concentration en LTP de 2 a 4 est souvent retrouvé, mais toujours en faveur de la peau. Des
résultats analogues ont également été rapportés par d'autres auteurs, que ce soit pour différentes

variétés de péches (Carnés et al., 2002) et de pommes (Marzban et al., 2005).

Les observations effectuées ayant montré une localisation pariétale des LTP de Rosaceae
suggerent qu'une fois synthétisées, ces protéines tres basiques (pleaicuie > 9 pour Mal d 3, Pru p 3,
Pru d 3 et Pru ar 3) sont excrétées depuis le cytosol vers l'interface paroi-plasmalemme pour étre
ensuite associées avec la matrice pectinique acide de la paroi cellulaire et devenir ainsi, des
allergénes de surface. La cartographie des potentiels €lectrostatiques réalisée sur des modeles des
LTP a ainsi montré une prédominance de charges électropositives a la surface de la protéine,
permettant ainsi d'interagir avec les contre-ions ¢électronégatifs. Des observations similaires ont été

publiées sur l'excrétion et la localisation pariétale des LTP (Kader, /996), quelles soient ou non
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impliquées dans des réactions allergiques. De plus, la petite taille des LTP doit trés certainement
favoriser leur migration vers la paroi des cellules une fois secrétées. Leur résistance aux enzymes
protéolytiques leur permet également de ne pas étre dégradées (Asero et al., 2000; Scheurer et al.,

2004). Elles préservent ainsi tout leur caractere allergénique.

La localisation sub-cellulaire des LTP des fruits de Rosaceae permet de mieux comprendre
les réactions provoquées lors de l'ingestion de tels fruits par des patients sensibilisés. Ainsi, la
présence des LTP comme constituants des parois cellulaires assure une exposition de ces protéines
a la surface des fruits. Elles peuvent étre a l'origine de réactions d'hypersensibilité en interagissant
directement avec les systéemes immunitaires de la peau ou la muqueuse buccale. La réponse
allergique peut alors étre trés rapide. Ainsi, les auteurs espagnols rapportent des chocs
anaphylactiques et des urticaires de contact observés chez des patients sensibilisés aprés un simple
contact avec des péches. Ceci est trés certainement di a la présence d'une concentration importante
en LTP dans la peau des fruits, principalement du duvet de poils recouvrant la peau des péches
(Fernandez-Rivas et al., 2003). Des résultats récents suggérent également I'implication de ce duvet
des péches dans la sensibilisation des patients dans les pays du pourtour Méditerranéen (Asero et
al., 2006). En conséquence, la consommation de péches et de pommes préalablement pelées doit
étre recommandée aux patients sensibilisés afin de réduire le plus possible le risque de
déclenchement d'une réaction allergique sévére. La présence de LTP comme protéines de surface a
¢galement été publiée pour des parties de la plante autres que les fruits. Ainsi, les LTP représentent
la majorité des protéines retrouvées dans le revétement cireux qui recouvre les feuilles de choux

(Brassica oleracea) (Pyee et al., 1994).

Les expériences (dosages ELISA et localisation immunocytochimique) ont été réalisées sur
plusieurs variétés de fruits de provenance commerciale. Le degré et le mode (naturel ou artificiel)
de maturation des fruits ne sont pas connus, alors qu'il a été publié que le contenu en LTP dépendait
du degré de miirissement des péches (Brenna et al.,, 2004). Des variations de la teneur en LTP des
fruits commercialisés sont a prévoir en fonction des processus de maturation et de conservation mis
en oeuvre avant leur commercialisation. De la méme fagon, les pratiques culturales pourraient
influer sur la teneur en LTP des fruits comestibles. En effet, des études préliminaires menées au
laboratoire ont permis d'observer des concentrations différentes en LTP pour des pommes issues de
l'agriculture biologique par rapport a des pommes de variétés identiques mais issues de 1'agriculture

conventionnelle.
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3.4 — Article

« The lipid transfer protein (LTP) essentially concentrate in the skin of

Rosaceae fruits as cell surface exposed allergens » (2006)

Jean-Philippe Borges, Alain Jauneau, Cédric Brulé, Raphaél Culerrier,

Annick Barre, Alain Didier, Pierre Rougé. Plant Physiology and
Biochemistry 44:535-542

-151 -



-152 -



Available online at www.sciencedirect.com

Plant

ScienceDirect Physiology

S NS and
ELSEVIER Plant Physiolopy and Riochemistry 44 (2006) 333-342 —BIOC.‘MHN.S'H‘_}?

www elsevier.comilocate/plaphy

Rescarch paper

The lipid transfer proteins (LTP) essentially concentrate
in the skin of Rosaceae fruits as cell surface exposed allergens

J.-P. Borges®, A. Jauneau®, C. Brulé®, R. Culerrier®, A. Barre®, A. Didier®, P. Rougé™*

A8 faces cetluliires ot sionetisation ches les végdtans, UMR UPS-CXRS 3346, 24, chemin de Borde-Ronge. 31326 Custanet-Tolosan. France
Y linigue des voves respiratoires. Centre Hospitalior Universitaive Lareev 24, chemin de Ponrvonecille. 31059 Tordonse cedex 09, Frange

Reecived 12 July 2006: accepred 23 Septemiber 2HG
Axailable online 10 October 2006

Abstract

The localization and distribution of non-specific lipid transter prateins (sl TPY allergens in the skin and pulp of Rosaceae fruits (apple, peach,

apricot, plum) has been investigated. nsi TP essentially concentrate 1n the pericarp of the frults whereas the pulp contains lower amounts of

dllergens. Immunolocalization showed they are primarily located in the eytosol but are subsequently excreted and finally accumulate at the

plasmalemma—cell wall interface and in the cell wall. However, high discrepancies were observed in the content of allergens among, e.g. ditferent

1

cultivars of apple. As a consequence, the consumption of peeled-oft fruits s recommended to reduce the risk of severe allergie reactions {ana-

phylactic shock) in individuals sensitized to Rosaceae fruits.
£ 2006 Elsevier Masson SAS. All nighks reserved.

Kevwords: bald 3: Pru p 37 Pru d 30 Pruoar 30 Allereen; Lipid wransfer prowein; Rosaceae fiuic

1. Introduction

Non-specilic lipid transfer proteins (nsLTP) have beeix
recently miroduced as major allergens in food allergy, espe-
cially in allergics (o the Rosaceac (apple, apiicoi, peach.
plum) fruits [1-8]. Plant nsLTP consist of small-sived basic
proteins {pf=9) of ecither 91 {LTP2 group) or fewer (LTPL
group) amino acid residues that belong to family 14 of
pathogeitesis-related (PR-14) piroteins [9]. nsLTD allergens,
which essentially occur in LTP2 group, consist of a core
made ol four «-helices stabilived by four conserved disulfide
bridges and a loosely coiled C-terminal tail [10-18]. This
tightly packed three-dimensional structure accounts for the

Apbrevienions: Ab, antibodies: FLISA, enzyme linked immune-serbene
assay: LTP, lipid eansfer protein: nsl.TP, non-specitic lipid wansier protein:
Mal o 3, Matus dowestica (apple) allergen 37 PBSTM, 10 mM phosphate
buliercd saline {pil 7.3} containing 0.2% {vv) Tween 20 and 3% (v
defted milk: Pru ar 3. Primis armeniaca {apricoty alicrgen 1 Pru d 3,
Privans domestica (plum) allorgen 10 Pra p 3, Privs persica {peach)
allergen 3: PYD, palyvinyl pymolidane; T3S, 20 mb Tris buffered saline {pli
T

“Coresponding author, Fax: (33 5 62 19 33 (12,

E-wretil evdefress: voupein sesv.aps-tlse i (P, Rougd).

OE1-9428:5 - see front matter ©F 20060 Clsevier Masson 5A8. All relus reserved.

doi: 10,10 16:).plaphy. 200609018

extieme resistaitee of nsLTP o boil thermal denaturaiion and
proteolysis [19-22]. Accordingly, nsLTDP [rom food products
trigger hypersensitive reaclions, ¢.g. coittact dermalitis, in indi-
viduals previously seinsitized by polleir asLTD but are also cap-
able 10 aclieve Lhe sensitization of susceplible individuals via a
stimulation of tire lymph nodes of the gastro-iintestinal tract
inmtune sysient [23,24]. The eventual occurreince of allergens
al the cell surface is of particular imporiance to promole con-
lact derinatilis reactions in individuals scnsitized to fruil aller-
gens |25]. Previous measurements have pointed oul some dis-
crepaitcies among the amount of nsL TP iit the skint and pulp of
apple fruil depending on the apple varieties |26]. In most of the
varieties, the skin of apple [tuits exhibited the higher content i
nsLTP. In the present work, we completed these previous
informations by focusing our aillention on the content of LTP
in dillerent Rosaceac fruils {apple, peach:, apricot, plum} and.
especially, on the localization ol nsLTP at the cell surface.
With the exception of the plum fruils, tie skin of otiter Rosa-
ceae {ruits uswally comains the higher amounis of nsLTP and.
more interestingly, most of the allergent occurs at the cell sur-
face and is therefore directly available to trigger contact derma-
iitls in sensitized people. Such a particular localization
accounts for the unexpecied quick allergenic response of sub-
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Fig. 1. Sitver nitrate-stained SDS-PAGL anadysis of purified Pro p 3 (B), Mald
3 {0, soluble proteing of peach (), and molecular weight markers {A).
Inununoblot analysis of wial soluble prowins rom peach (L) showing that the
rabbit anti-Pru p 3 polyclonal amibodics recognize a singic band and docs not
react with any other protein (raction.

jects previously sensitized o peach upon a simple skin contact
witlh the fruil.

2. Results

As shown [from immuno-tissue-prints (ITP) experiments.
nsLTP are esseniially conceatraied in the skin of appie and
peach fruits whereas this allergen seeins to be similaily distiib-
uted in boith the skin and pulp of apricot and plum fiuiis
(Fig. 2). Enzyme linked immuno-sorbent assay (ELISA) mea-
surements conlirm that the skin ol peach and apple contains
the higher amounis of nsLTP but discrepancies occur belween
different fruit varieties (Table 1). Especially in peach, the
downy skin of the fruiil consisis of short hairs exiremely rich
in LTP as shown {rom immuno-cytochemical observations
(Figs. 3H, K and 4D). In fact, the LTP amount of the skin is
underestimalted since the fiuils were carefully washed belore
preparing the protein extracts that should climinate most of the
LTP-rich downy cover of the lruits. Accordingly, the LTP con-
tent of the skin measured on unwashed peach fiuits was defi-
nitely higher (~8.4 pg ') than that measured for washed skin
(~3.2 pg £ "), The ratio of the nsLTP content in the skin and
pulp thus reaches 2.5 instead of 1.6. Very similar resulls were
reported for other peach varieties [25]. The discrepancies
observed between different varieties ol apple are extreinely
imporiant. Compared o a few varieties (Chanteclerc, Golden
delicious, Granny Smith) where the content of nsLTP of the
skin amounts from 10- up w0 30-times that measured in the
pulp, the ratio of the nsLTD content in the skin and pulp of
other apple varieties varies froin 2 to 4 (Table 1)

The immuno-cytochemical localization of nsLTD in the dif-
ferent parts (epidermis, hypodermis, parcnchyma) of the fruit
pericarp s been documented using polycional rabbil antibo-
dics (Ab) specilically directed against Pru p 3 and Mal 4 3
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Fig. 2. ITP perlonned an apple {Golden delicions) {A), peach (B, veliow plum
{CY and red plum (D).

Table 1
LTP content {expressed as dg 5 ' tssue) in the skin and pulp of iruis

IFrui LTP content I.TP content Rativ skin/puip

ol skin ol pulp

(g o 'tissue) (g g ' dssue)
Rayal (ala 3.3 1.2 28
RBeranne 2 0.6 33
Pink [ady 7.9 1.1 7
Cimnny Smith 173 03 34.6
Chameclere 124 1.2 1.3
Golden delicious 12.0 09 133
IFuji 9 1.1 Rz
Red Chief 34 1.8 1.9
Reinette Canada 2 .3 4
Apricol 1.8 1.& 1.1
Peach* 8.4 34 25
Peach** 32 32 1.6
Yellow plum 1.3 1.7 0.9
[ed plum 1.5 1.7 1.9

Measurements performed on unwashed (%) and washed (*%*) peach skin,

(Fig. 1). Confocal laser scanning microscopy observations of
apple sampies showed that nsLTP labeling essentially occurred
in the cyloplasm in contact with the cell wall (Fig. 3G, I). In
addition, the labeling strongly decreased froim the pericarp and.
especially, {rom the hypodermal celis (o e parenchyima cells
of the mesocarp. A rather heterogencous and irregular labeling
was observed iit peach and pluin samiples, with spois of fluor-
escence distributed withinn the cytoplasnt and the inner part of
the cell wall (Fig. 3H-L). Especially in peach, a very strong
labeliitg was associated to the thick wall of ihie dowity hairs
covering the epidermal cell layer (Fig. 3H, K).

A moie detailed subceeliular localization of nsLTP in fruit
was carried oul by clectron miscroscopy using immuno-gold
labeling. Although some discrepancies occurred amony the dif-
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Fip. 3. A-C: Bright field microscopy of semi-thin secttons stained with wiuidine biue showing the cell layers forming the epidamis {1}, hypodemiis {11 and
parenhyma {1 of the pericarp of appic {A), peach {13) and piwn {C). Imerceliviar spaces {is) are indiemed. The arows in B indicate the hairy epidermal cells of

peach fruie

N-L: Confocal faser secanning wicroscopy showing the inununolluorescence labeling {red) of nsL.TP in appie (D, G, 1, peach {1, FL K) and pham (I, 1, L), Ail
images conespond 1o the maximal prejection of 10-15 confocal planes. In conral samples (1, 12 and ) iacking the primary antibody, only the areen

autoliuorescence is visibic. Amrows in 15, H and K indicate scetions ol hairy epidermal ceils ol peach. Scale bar

ferent fiuits, gold paiticles were mainly associaled 1o e inner
pait of tire cell wall in contact with the plasimaleniia and 10 the
cell wall itsell in the dillerent cell layers of the pericarp. [
apple, only a few gold particies were delected within the
thick cell wall of epidermal cells suggesting a rather low accu-
mulation of nsLTP in this cell layer (Fig. 4A). A much more
dense labeling occurred in the cyloplasm and the inner part of
the cell wall ol hypodermal cells (Fig. 4B). Gold particles were
similarly disiributed within the cytoplasnt aid inner part of the
cell wall of parencitynia celis (Fig. 4C) while the outer part of
the cell wall in contact with inteccellular spaces exhibited a
[aint labeling (Fig. 4C). A rather dillerent labeling was

hANU TN

observed inn peach pecicaip samples. In full agreement with
previous confocal microscopy observations, the most siriking
feature concerns the strong labeling of the hairy cell walls
(Fig. 4D} that suggests a high concentration of nsLTP in the
dowity hairs covering the fiuit epiderimis. Inn hiypoderimal cells,
labeliitg occuired in botlr the cell wall and e cytoplasn:
(Fig. 4E) whercas gold particles were mainly localed in the
cytoplasm it coiaclt with the cell wall, and, more scarcely.
within the cell wall of the large parcinchyma cells (Fig. 4F).
Inn plum, gold particles appeared as mainly associated 1o the
cell wall of botl: tire epiderinal, hypodermal aird parenchyma
cells (Fig. 4G-1).
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Fie. 4. Ulvasvucture and location of nsl. TP in the pericarp of apple {A=C), peach (D7) and plum {G-1) fiuits, Localizadon of nsl. TP was dewected by immuno-gold
labeling in epidermai (A, D, G, hypodermal {83, I, £ and parenchyma {C, F, 1) cells of fuit pericarp, Now the dense labeling {biack arows) revealed by goid
particles (10 nm) of the inner pat of the cell wall (CWY in contact w the plasmalemma {apple) and of the thick wall of hairy epidermal cells of peach. ls, Intereellular

spice. Scale bar 1 .

3. Discussion

Except for pluim and apricot, other Rosaceae fruits and cspe-
cially apple, conceniraie lire asLTD in the skin. However, dis-
ciepancies were observed among the dillerent conmmercially
available apple varieties. In this respect, a few apple varieiies
like Granny Smith, Golden delicious or Chanieclere, delinitely
differ from other by an extremely high comtent of nsL TP iit the
skin, which can amount [fom 10 up o 30-times (Granny
Sinith} that measured in the pulp (Table 13 In other apple vari-
clies, a moderate ratio between the nsLTP content of the skin
and the pulp remains in the range of 2 (o 4. Similar discrepan-
cies were observed among the [ruils from different peacl: |25]
and apple [26] varicties.

Such a cell wall localization of nsLTP observed i Rosaceac
fruits suggests that once synthesized, the strongly basic nsLTP
{calculaied pf ol 9.14 {or Mal d 3 and Prup 3, 9.33 for Pru d 3.
and 9.36 for Pru ar 3) excreted [rom the eytosol at the wali-
plasinaleimina interface should be further catrapped within the
acidic pectin miairix of the cell wall to behave as surlace
exposed allergens. Mappintg of clectrostatic potentials on the
molecular surface of the modeled nsLTP from fruils revealed
a predominantly clectropositively charged surface susceplible
o readily inleract with elecironegative counter-parts (Fig. 5).
A similar excretion of a nsLTP previously synthesized in cytlo-
sol and {urther localized in e cell wall was reported lor other
nsLTE |27] and, especially, for Par j 1, another major nsLTP

allergen ol the pollen grains [rom the Pellitory-of-the-wall Par-
fetariu judaica | 28], Obviously, the small size of nsLTD should
favor their migration to the cell wall once they have beei
excreted from the cells. In addition, their reported resistance
o proleolytic enzymes [19.22] should prevent their degrada-
{ioir aind preserve their allergenic polency.

The subceellular localization of nsLTP in Rosaccae fruils
shied new lights on the availability of these allergens for trig-
geriitg air anaphylactic response it susceptible individuals. The
localization of secreted nsL'TP as compeoncitis of the cell wall
of epidermal/hypodenmal cells eisuies thie exposition of these
allergens at the surface of tiie Rosaceae [tuits. Accoidingly.,
they are susceplible o directly inieract with the skin or the
buccal mucosac of the sensilized individuals to (rigger a
quick hypersensitive response. In this respect, anaphylactic
responses such as conlact urticaria aid oral allergy syndrome
have been observed in sensilized Spanish paticoits just aller a
skiit comact with peach {ruits in relation, most probably, with
the high nsLTT content of the downy hairs covering the fruils
[29]. Recent results sugeest that the [uzzy hairy cover of peacl
migltt account [or the high prevalence of sensitization o peacly
in people [rom Medilerrancan countries |30]. As a practical
consequence, both tlie handling and consuniption of previously
pecled-off peach or apple [ruits should be recommended (o
weakly sensilized people to significanily reduce the risk of a
severe allergic discase.
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pl= 9.4

net charge= 7

Fig. 3. Ribbon diagrams of the three-dimensional structure of Pru p 3 {PBD code 2ALGY [18_(A)Y and three-dimensional models built for Mal d 3 {(13) and Proar 2
(O Mapping of electrostatic potentials on the moleculay surface of Pru p 3 (D), Mal d 3 (Iy and Pru ar 3 (F). N and O indicae the N- and Catermtinus of the
polypeptide chains, respectively. Alpha-heiices are numibered al. o2, of and o3 according w their vecwrence from the N-terminus of the polvpeptide chains.
Calculated values for the pf and net charge are indicated under the elecwrostatic potential nraps.

The occurrence of nsLTP as a surface exposed proteiit has
been also reported for other vegetative organs of plants. In this
respeet, nsLTT consists of the major protein of the waxy cover-
ing of the broccoli (Brassica dleraced) leaves [31,32].

In the preseiat work, the ELISA measurementts and innnuizo-
cyiocheimical localization of nsLTP were performed on ripe
fruits of different commercially available [ruit varieties but
the nsLTP contemt of peach was receitlly reported (o highly
depend on the degree of fruit ripening |33]. Morcover, a few
preliminary resulis obtained on apple varieties issued {rom bio-
logical agriculture suggested somce interesting discrepancics
tliat deserve nmore deeply investizations. This task is now in
progress in our laboratory.

4. Materials and methods
4.1 Isolation of LTP

usL TP were purified from the skin and pulp of apple, peach,
apricot and plum fruits, Usually, 200 g of skin/pulp previously
frovzen in liquid nitrogen were {inely ground in mortar and pes-
tle and suspended in 11 of 20 mM Tris buffered saline (TBS)
containing 2 mM EDTA and 3% {w/v) insoluble polyvinyl pyr-

rolidone (PVP) (Polyclar AT, Sigma) (pH 7.5). The slurty was
stirred overnight at 4 *(C" and then centrifuged 20 min at 12,000
* g oand 20 min at 27000 x g The clear supernalant was
poured in SpectraPor dialysis tubing (molecular weight cut-
off 3500 Da) and dialyred against dist. wt for 72 v a1 4 °C.
After centrifugation at 27,000 x ¢ for 20 min at 4 °C, the
supernatant was [yophilized and stored at =8¢ *C until used.

4.2, dnaivtical methods

asLTP were separated by SDS-PAGE it 15% polvacryla-
ntide gels using TrisHaurine as trailing ion [34] and staincd
with silver nitrate |35] (Fig. 1). Coomassic blue stained bands
were digested with trypsin in the gel and mass mapped by
MALDI-TOT analysis as previously described [36]. The soft-
ware Proicin Prospector was used for the identification of the
protein wsiitg the NCBI non-redundant database.

For MALDI-TOF-MS analysis, nsLTD samples of 0.75 pl
of a 0.5 mg ml™ protein solution in 50 mM Tris buffer (pH
7.5) were co-crystallized on the MALDI plate with .75 ul of
4.6 mM of 3,5-dimethoxy-4-hydroxy cinnamic acid (sinapinic
acid) in 50% (w/v) of acelo nitrile containing 0.1% (wiv) (ri-
fluorcacetic acid used as a matrix solution. Desorplioit and
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ionization of crystallized samples were carricd out on a
Voyager-DE™ STR (Perspective  Biosystems, USA) mass
spectrometer in positive lincar mode using an aceelerating vol-
tage of 25 kV, a grid voltage of 90% and an cxtraction delay
time of 300 ns, Acquisition mass was performed between 3000
aidd 25,000 Da using a mixture of three proleinns of kiown
ntass  molecular weizit  {insulin: 5734 Da, thioredoxin:
11,674 Da and apomvyoglobin: 16,952 Da) for the internal cali-
bration.

Far-UV circular dichiroism (CD} spectra nsTLP were nica-
sured al room lemperature on a spectrophotonteter Jobin and
Yvourr CD6 to assess the correct folding of the purified protein
samples. The light patir for all measocements was 1 mim and
concentrations of lecting ranged from 100 up to 300 mg ml™ in
20 miM phosphate buffer containing 130 mM NaCl (pH 7.4).
The proportion of B-strand and a-helical structures was cslti-
mated from the CD spectra [37]. According (o the absence of
[-sheet structures in the nsLTP [10-18] all of the CD spectra
showed the eecurrence of a-helices and coil structures in fruit
usLTP {resull not shown}.

The protein conteint of the nsLTD samples was estimaied
using the bicinchoitinic acid kit reagent (Piecce) [38] with
bovine scrum albumin (BSA) as a standard.

4.3, Molecular modeling

Molecular modeling of Mal d 3 and Pru ar 3 was carried out
on a Silicon Giaphics 32 R10400 workstation, using the pro-
grams  Insightll, Homology and Discoverd (Accelrys, San
Dicgo, CA, USA). The atomic coordinates of the maize LTP
Zea m 14 |39] (RCSB Protein Data Bank code 1MZL) weie
used to build the three-dimensional model of the allergen. The
percentages of both identity (~35%) and homology (~75%) Zea
m 14 sharcs with [ruit nsLTP allowed us to build rather accu-
rale tiee-dimensioital model using the X-ray coordinates of
the imaize LTP as a templaie. Steric conflicis were corrected
during the model building procedure using the rolamer library
|40] and the scarch algorithm implemented in the Homology
progrant |41] to maiittain proper side-chainn ocvientation. The
geometry of loop regions was correcled using the refine option
of TurboFrodo |42]. Aat energy minimization of the final mod-
cls was carried out by 50 cycles of sieepest descent using Dis-
cover3. The program TurboFrodo was runt to draw the Raima-
chandran plot and o perform the superposition of the model
with the lemplate protein. PROCHECK |43] was used 10 assess
the geometric quality of the three-dimensional models. Car-
loons were drawn with PyMOL (W.L. DeLano (hilp:/iwww.
pymol.org)).

Elecirostalic poientials were calculaied usiitg e parse3
parameters [44]. The solvemt probe radius used for mwlecular
surfaces was 1.4 A and a standard 2.0 A-Stem layer was used
o exclude ions from the molecular surface |45]. The inner and
outer dicleetric constants applicd to the protein and the solvent
were, respectively, fixed at 4.0 and 83.0 and the caleulations
were performed keeping a salt concentration of (.145 M.

4.4, Immune sevu

Polyclonal antibodics against apple and peach LTPs were
raised in rabbils in the presence of Freund's complete adjuvant
{Calbiochcm). The allergens (100 pg) freshly dissolved in sal-
inc (400 pl) and emulsificd with adjuvant (400 pi) were repeat-
edly injected subcutaneousiy (200 pd)y at 10-day intervais dur-
ing 4 months. Lvery 3 wecks, blood was collected and checked
for polvelonal antibodies by ELISA. Afier blood clolling at
room temperature and at 4 °C for 4 and 12 h, respectively,
the numunc scra were collected by centrifugation, filtered
through a (.2 wm membrane and stored at —80 °C unlil used.

The speeificity of polyelonal antibodics was checked by
Western immunoblotting on nitroccllulose membrane (Fig. 1).
They only revealed a single protein band corresponding to the
nsLTP bul not reacted with other protein (ractions from the
[ruit extracts. No binding occurred with the rabbit preimmunc
sera used as a negative control.

4.5, Immuno-tissue-printing

ITP were performed to roughly localize LTP in apple,
peach, apricot and plum fruits. Slices (-2 mm in thickness) of
fresh ripe fruits thoroughly washed in deionized waler were
wrapped in filter paper (BioRad) and gently pressed on a
0.2 pm nitrocellulose membrane (Scheichet and Schuoel} pre-
viously washed with 100 mM ascorbic acid. The membranc
was air-dried al room lemperature overnight and protein trans-
fer was checked by gquick staining of the membrane with 0.2%
{w/v) Ponceau red in 0.3% (w/v) TCA. The membrane is over-
[looded in 10 mM phosphate buffered saline (pH 7.4) contain-
ing 0.1% {v/v) Tween 20 and 5% (v/v) defated milk (PBSTM)
during 2 h. After incubation in the presence of polyelonal rab-
bit immwume serum diluted 1: 1000 {v/v) in PBSTM during 2 h
in a moist chamber, the membrane was washed three-times
with PBSTM and [inally incubated at room temperature in
PBSTM containing the 1:2000 {v/v) diluted goat anti-rabbit
[¢GG immune scrum labeled with HRP during 1 h under con-
stant stirring. After three washes with 10 mM phosphate bul-
fered saline (pH 7.4) containing 0.1% {v/v) Tween 20, the
mcmbranc is revealed using the LCL Plus detection kit (Amer-
sham) alier 3 min exposure in casselle.

4.6, fmmunolocufization

Small picees of pericarp (1-2 mm”) were fixed with 2.5%
glutaraldehyde in (.05 M cacodylate buller (pH 7.2) for 48 h at
4 °C, and then washed in cacodylate buffer before dehydrated
in an alechol serics. The dehydrated samples were infiltrated
with graded mixtures of LR While acrylic resin in ethanol
(1:2, 1:1, and 2:1) and finally cmbedded in pure resin, Poly-
metization was performed overnight at 70 °C. Semi-thin (2 pum
in thickness) or ultra-thin (80 nm) sections were prepared using
a Reichert ultraCwtE microtome. Scmi-thin scctions  were
mounted on glass slides for bright field and laser scanming con-
focal microscopy. Ultra-thin sections were mounted on gold
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orids for transmssion electron microscopy. Some sections
were stained with toluidine blue for bright lield microscopy.

Sections were [irst blocked for 2 h al room temperature in
PBST buffer (.14 M Na(’l, 2.7 mM KC1, 7.8 mM NasHDPO,
1.5 mM KH-PO,, pH 7.2 plus 1% de Tween 20) containing
1% of BSA. They were incubated overnight at 4 °C' with the
rabbit antiserum against LTP diluted 1:50 in PBST bulfer plus
BSA, and then washed in the same bufler. For immunofluor-
cscence labeling, sections were incubated 2 h at room tempera-
ture with zoat anti-rabbil 1gG coupled to Alexa 633 (Molecular
Probes) diluted 1:1000 in PBST plus BSA. Scetions were then
washed and dried. For transmission electron microscopy, moat
anti-rabbit IzG coupled to 10 nim gold particles diluted 1:530 in
PBST buffer plus BSA (Amersham, RPN422 Auro-Probe
EMGAR (G10) were used as sccondary antibodies. Sections
were washed, stained with an agqueous solution of uranyl acel-
ate (5%, w/v), rinsed in water and dricd. Primary antibody was
omitled in control samples.

Confocal images were acquired with a SP2 conflocal laser
scanning system equipped with an upright microscope (Leica,
Germany) and a 40x (PL APQ, N.A. 1.25) oil immersion
okjective. The 488 nm ray line of an argon laser was used to
depiet the general feature of the tissue under observation. The
cinitted autofluorescence of the tissue was collected in the
range between 500 and 540 nin. The distribution of the probe
Alexa 633 was observed using the 633 nm ray line ol a HeNe
laser, the emitted {luorescence being collected in the range 645
and 730 nm. The laser line intensities and the PMT scttings
were kept constant for the control and the labeled samples.
No fluoreseence was detected between 640 and 700 am indi-
caling that both the level ol aulolluorescence and non-specilic
adsorption of Alexa 633-labeled sceondary antibodies arc low
in this wavelength range. Pictures were computed by projection
of 10-15 plan-confocal images acquired in z dimension with
0.5 um increment between two focal plancs. Micrographs
were performed using a Hitachi-H600 (Japan) transmission
clectron microscope operating at 100 kV and taken on
Kodak-Clectron films (Kodak France).

4.7 ELISA meusurements

ELISA measurements were performed on standard 96-wells
nticrotitration plates {Limbro) wsing rabbit polyclonal antibo-
dics against Mal d 3 or Pru p 3. Bricfly, the wells were loaded
with 50 pl of peel or pulp extracts in 1 mM phosphate bul-
fered saline (pH 7.4} used al various prolein concentrations
ranging from 0.4 up to 2.0 ug ml™. The plates were incubated
overnight at 4 %C and washed three-times with PBS (pH 7.5).
Onc hundred microliters of PBS {pH 7.5} containing 0.2%
Tween 20 (viv) and 3% BSA (w/v) (PBSTB) were added to
cach well and the plales were incubated at room lemperature
for 2 h. Fifty meroliters of 10-lold diluted Ab in PBSTB (pH
7.5y were added and the plates were incubated at room tem-
perature under conslant slirring. After three washes with
PBSTH, 50 pl of 1:2000 (v/v) diluted sheep anti-rabhit IgG
coupled alkalin phosphatase (Dako) were added and, alter

incubation al room temperature lfor 45 min, three washes
were performed with PBSTB. One hundred microliters of alka-
line phosphatase substrate (Sigma) were added and afier incu-
bation for 45 min in the dark, 50 @l of 3 M NaOH were added
o stop the color reaction. The 405 mim was recorded on a Tiler-
ek Multiscan spectropholometer. Each value {s the mean of
three separate experiments. Appropriale blank and suobstrate
controls were performed under the same conditions.
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Conclusion — Perspectives

L'analyse structurale et fonctionnelle des LTP de fruits, de pomme (Mal d 3) et de
péche (Pru p 3) en particulier, nous a permis de préciser I'emplacement des €pitopes liant les

IgE (épitopes B) sur la surface moléculaire de ces allergenes.

Une combinaison de plusieurs méthodes prédictives incluant 1) les profils
hydropathiques (échelle d'hydrophilicité de Kyte et Doolittle), 2) l'accessibilité au solvant
(échelle de Richards), 3) l'index antigénique (échelle de Hopp et Woods), 4) 1'analyse des
clusters hydrophobes (profils HCA), 5) l'existence de résidus chargés (€lectropositifs - Arg
et Lys - et/ou €lectronégatifs - Asp et Glu -) dans les segments de séquence identifiés, nous
a permis de prédire avec une fiabilit¢ satisfaisante I'emplacement des régions €pitopiques
des LTP. La construction des modeles tri-dimensionnels de ces allergeénes nous a ensuite
permis d'affiner la prédiction pour ne retenir que les régions suffisamment exposées a la
surface des allergenes. L'existence d'un épitope consensuel, fortement conservé dans toutes
les séquences de LTP de fruits, a pu ainsi étre suspectée puis vérifiée a l'aide de réaction
d'inhibition de l'interaction LTP-sérum de patient allergique par 1'épitope consensuel

synthétique.

La détermination des cartes épitopiques réalisée ultérieurement sur les LTP de
pomme (Mal d 3), de péche (Pru p 3), d'abricot (Pru ar 3) et de prune (Pru d 3), nous a
permis de délimiter plus précis€ément les régions €pitopiques sur la surface moléculaire de
ces allergenes. Pour la plupart d'entre elles, ces régions coincident assez bien avec celles
prédites précédemment. L'existence d'un second é€pitope consensuel a pu étre proposée
grace a l'analyse de surface des modeles tri-dimensionnels et aux comparaisons de
séquences primaires effectuées initialement. Les deux épitopes consensuels, dont la
conformation s'avere tres conservée parmi les LTP de fruits, expliquent parfaitement

l'existence des réactions croisées fréquemment observées entre différentes LTP de fruits.

Les analyses de surface montrent ¢galement que la plupart des régions €pitopiques
prédites et/ou caractérisées sont largement contigiies et sont de ce fait susceptibles de créer
des épitopes plus étendus. Cette observation rejoint les résultats de I'analyse structurale de

divers complexes antigéne-anticorps qui montrent une interaction du paratope avec des
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acides aminés localisés sur des €léments de structure secondaires discontinus mais
regroupés localement en raison du repliement de la chaine polypeptidique (notion d'épitopes
discontinus). En fait, d'autres complexes antigéne-anticorps révelent l'existence d'une
interaction entre le paratope et des résidus appartement a un méme motif de structure
secondaire (notion d'épitope continu), en particulier l'interaction récemment observée entre
une IgE monoclonale et un allergéne recombinant (Niemi et al., 2007). En réalité, cette
distinction n'a de sens que rapportée aux séquences primaires mais n'offre que peut d'intérét
au plan structural. En effet, deux acides aminés €loignés 1'un de I'autre le long d'un fragment
de séquence continu peuvent treés bien se regrouper si, par exemple, une conformation en

boucle de ce segment les rapproche.

En prolongement de ces résultats, il serait intéressant d'étudier le devenir des régions
épitopiques ainsi caractéris€es suite a une attaque protéolytique par les enzymes digestives
(pepsine, trypsine, chymotrypsine) car, au total, ce sont les fragments protéiques ainsi
générés qui seront reconnus par le systétme immunitaire périphérique du tractus gastro-
intestinal. Bien que les LTP de fruits résistent parfaitement a la dénaturation thermique et a
la protéolyse enzymatique, il serait intéressant de prédire les fragments générés par les
différentes protéases digestives, voire de les caractériser apres traitement des allergenes
purifiés par des protéases ou un melange de protéases. Des prédictions préliminaires
réalisées dans ce sens indiquent que certaines régions é€pitopiques seulement échappent

suffisamment a la protéolyse pour étre reconnues par le systéme immunitaire.

L'étude détaillée de la localisation et du dosage des LTP a l'aide d'IgG polyclonales
de Lapins dans les différentes parties (peau et pulpe) des fruits indique 1) une localisation
cellulaire superficielle: présence a l'interface membrane plasmique-paroi squelettique ou
localisation pariétale, 2) une localisation tissulaire essentiellement de surface (peau des
fruits) surtout dans la pomme et la péche, beaucoup moins dans la prune, 3) des variations
importantes de la teneur en allergénes de la peau en fonction des variétés de pomme
¢tudiées. Ces observations mettent en lumicre 1'accessibilité des LTP vis a vis du systéme
immunitaire qui constitue probablement un facteur d'allergénicité de ces protéines. Les

variations considérables de teneurs en LTP mesurées entre les cultivars de pomme,
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confirmées depuis par d'autres séries de dosages, peuvent constituer un ¢lément de conseil
pour I'Allergologue qui pourra proscrire la consommation de certaines variétés
particulierement riches en LTP (Granny Smith ou Golden Delicious) et recommander
systématiquement 1'épluchage des fruits en vue d'une consommation modeérée. En outre, la
localisation abondante des LTP dans le revétement duveteux qui recouvre les péches
légitime la recommandation d'éviter tout contact avec des péches faite aux patients
fortement allergiques par les Allergologues Espagnols. Des dosages identiques menées
actuellement dans 1'équipe sur d'autre allergenes de fruits (Protéines Thaumatin-Like ou
TLP, endo-B1,3-glucanase) semblent conduire a des constations identiques. En outre, les
premieres analyses effectuées sur des fruits issus de 1'Agriculture biologique, actuellement
trés en vogue, donnent jusqu'a présent des résultats discordants. Selon les cas, ces fruits sont
plus riches ou moins riches en LTP. Ces mesures doivent étre réalisées sur un plus grand
nombre d'échantillons pour aboutir a des conclusions plus solides. En théorie, la synthese
des LTP, qui sont impliquées dans les processus de défense des plantes en tant que protéines
PR (pour Pathogenesis-Related), pourraient é&tre davantage stimulées par les
phytopathogénes dans les fruits issues de I'Agriculture biologique dont le cahier des charges
(utilisation de pesticides, d'insecticides) differe notablement de celui des fruits provenant de
I'Agriculture industrielle. Inversement, on peut considérer qu'un épandage excessif
d'insecticides ou de pesticides est percu comme une agression par la plante qui, en retour,
déclenchera une synthese plus importante de protéines PR. Il faut aussi se rappeler que les
LTP de fruits sont des proté€ines constitutives et, qu'a ce titre, elles correspondent plus a des

protéines "PR-like" qu'a de véritables protéines PR qui sont toujours inductibles.

L'expression de LTP recombinantes (rMal d 3 et rPru p 3) dans le colibacille sous
forme soluble, correctement repliée et donc parfaitement fonctionnelle, constitue une
avancée intéressante pour produire des allergenes standardisés utilisables pour le diagnostic
des allergies alimentaires (dosages immunologiques, tests cutanés). Elle devrait permettre
d'obtenir, par mutagénese dirigée, des LTP recombinantes hypoallergéniques susceptibles
d'étre utilisées pour désensibiliser les patients allergiques. En fait, le tableau clinique de
l'allergie a la péche ou a la pomme est tres différent suivant les pays ou les régions. En

France en particulier, cette approche n'offre que peu d'intérét dans la mesures ou les

- 157 -



Conclusion — Perspectives

manifestations allergiques aux fruits sont essentiellement bénignes. Par contre, dans les pays
Méditerraneens (Espagne, Italie), des accidents graves consécutifs a 1'ingestion ou méme, au
simple contact avec des fruits, sont a déplorer et pourraient justifier une telle approche
thérapeutique. De ce point de vue, il sera nécessaire de s'assurer de la conservation des
épitopes T dont l'interaction avec la corbeille du CMH II doit étre préservée pour qu'ils
puissent étre utilisés dans un traitement désensibilisant. En outre, la mise en oeuvre d'une
approche technologique aussi lourde doit étre appréciée a la lumiere des résultats obtenus
dans le domaine de la désensibilisation. En effet, les premiers résultats de désensibilisation
par voie sublinguale basés sur l'utilisation d'allergenes recombinants natifs semblent
suffisamment probants et dépourvus d'effets secondaires importants pour qu'un recours a
des hypoallergenes recombinants soit souhaitable dans tous les cas. Le recul que 1'on
possede actuellement sur l'efficacité et l'inocuité de cette voie de désensibilisation semble

insuffisant pour pouvoir trancher.
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