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Complexité allergénique

& 

Challenges de la production 

des extraits de pollens de Cupressacées

Virginie Leduc, ALK JES - RNSA, Bordeaux, 22-23 novembre 2018
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Phylogénie
Ordre des Pinales

Cupressus sempervirens L

Cupressus arizonica (Greene) 

Juniperus communis, oxycedrus

Cupressales Juniperus ashei

Cupressacées Chamaecyparis obtusa

Cryptomeria japonica

Thuja spp

Hesperocyparis arizonica (Greene)

Libocedrus

Pinidées Sequoia …

Taxacées  Taxus (If)

Pinales Pinacées Picea Abies Cedrus Tsuga

Pinus Larix Pseudo-Tsuga …

Aurocariales Aurocariacées Aurocaria, Wollemia (Hemisphère sud)

Podocarpacées
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Prévalence de la sensibilisation aux pollens de conifères / région à 
forte exposition aux cyprès (Madrid)
Dominguez-Ortega, Allergy Rhinol 2016

499 patients testés SPT
70 SPT positif à au moins un pollen de :
- Cupressus arizonica
- Pinus picea
- Cupressus sempervirens
- Juniperus communis
- “Libocedrus” decurrens (= Calocedrus) = cèdre à 

encens
- Cedrus atlantica = cèdre de l’Atlas

Ø 10 mm

Ø 8.7 mm

Ø 7 mm

Ø 5 mm
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Diversité allergénique des Cupressacées

• Pectate lyase - groupe 1  45 kDa Cup s 1, Cup a 1, Jun a 1 Cry j 1
• Impliqué dans la dégradation de la pectine

• Rôle dans l’élongation du tube pollinique

• Polygalacturonase – groupe 2 45 kDa Cup s 2, Cup a 2, Jun a 2 Cry j 2
• Impliqué dans la dégradation de la pectine

• Rôle dans l’élongation du tube pollinique

• Thaumatin- like protein – groupe 3 28 kDa Cup s 3, Cup a 3, Jun a 3 Cry j 3
• Pathogenesis –related protein (PR-5)

• Réponse anti-fongique

• Polcalcine & profiline – groupes 4 et 8 = polcalcine et profiline - Cup a 4, Cup s 8 Cry j 4

• Bd 14kDa = snakin = famille de Pru p 7 (peamaclein) = peptide anti-microbien

• Cryptomeria japonica (genomic): IFR, Chitinase, LTP, Aspartic protease…



ALK Corporate presentationI5 ALK Corporate presentation5

Homologies de sequences des principaux allergènes
Pollen Allergène Séquence % Identité avec Allergène Séquence % Identité avec Allergène Séquence % Identité avec

Pectate lyase UNIPROT Cup  s 1
polygalac-

turonase
UNIPROT Cup a 2

thaumatin-

like protein
UNIPROT Cup s 3

Nbre Acides Aminés 367 aa 384 aa 198 aa

Cupressus sempervirens Cup s 1 Q9M4S5 100% Cup s 2 absent des bases de données Cup s 3 Q69CS2 100%

Cupressus sempervirens Cup s 1 Q9M4S2 98% Cup s 3 Q69CS3 98%

Cupressus arizonica Cup a 1 Q93XL6 94% Cup a 2 A0T2M4 100% Cup a 3 Q9FY35 97%

Juniperus ashei Jun a 1 P81294 96% Jun a 2 Q9FY19 93% Jun a 3 P81295 96%

Cryptomeria japonica Cry j 1 P18632 78% Cry j 2 P42212 71% Cry j 3 A4PBQ1 86%

Ambrosia artemisiifolia Amb a 1 P27759 40%

% d'identité de séquence entre les allergènes homologues de quatre cupressacées et de la pectate lyase d'Amb a 1.

Lorsque plusieurs isoformes sont décrites, l'isoforme la plus divergente est ajoutée à l'analyse.
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Standardisation in vivo
Centre : Marseille, Pr. Charpin, 1998

• Etude in vivo constituée du mélange de 2 PRI

• Cupressus sempervirens

• Cupressus arizonica

• Trois concentrations testées en SPT 

• SM – SM/10 – SM/100

• Quadruplicate

• Témoin positif “Phosphate de codéine”

• Total de 44 patients testés – population généralement

sensibilisée aux pollens de cyprès

• pas de critère quantitatifs d’IgE

• pas de critère de taille de papule lors du recrutement

• Mesure des diamètres des papules

• Pas de dermographisme – témoin négatif = 0

• → 25 patients analysés

• Moyenne géométrique

• Détermination de l’IR = équivaut à la papule papule moyenne

du témoin positif (PC) (5,82 mm soit 6 mm)

In vivo  study Cupressus sempervirens - Cupressus arizona pollen
In vivo standardisation Cupressus sempervirens & arizonica (628 B 98L + 707 A2 98L)
Number of patients tested in vivo 25 patients analyzed  / 44 patients screened
Date of pool constitution 11/1999
Serum pool 29 serums
Volume 44 mL in 0,5 mL aliquot

IgE specificity

PPS  Cupressaceae

ImmunoCAP kUI/L

Extracts

Cupressus sempervirens t23 3,0

Juniperus sabinoïdes (ashei) t6 14,4

Molecular allergens

Cup a 1 t226 20,6

Carbohydrate structure

CCD MUXF3 Ro214 0,31

PRIMARY POOL of SERUM = PPS Cupressaceae

In vivo  study Cupressus sempervirens - Cupressus arizona pollen
In vivo standardisation Cupressus sempervirens & arizonica (628 B 98L + 707 A2 98L)
Number of patients tested in vivo 25 patients analyzed  / 44 patients screened
Date of pool constitution 11/1999
Serum pool 29 serums
Volume 44 mL in 0,5 mL aliquot

IgE specificity

PPS  Cupressaceae

ImmunoCAP kUI/L

Extracts

Cupressus sempervirens t23 3,0

Juniperus sabinoïdes (ashei) t6 14,4

Molecular allergens

Cup a 1 t226 20,6

Carbohydrate structure

CCD MUXF3 Ro214 0,31

PRIMARY POOL of SERUM = PPS CupressaceaeConstitution d’un pool de sérums
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Allergenic profile of Cupressus sempervirens pollen extracts.
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Allergenic profiles of Cupressus sempervirens, C. arizonica and 
Juniperus ashei.
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Outils de caractérisation des allergènes

- 10 serums humains IgE

Serum ID ISAC t23 t222 t6 t226 o214

ISU/L

nCup a 1 Cup s Cup a Jun a nCup a 1 CCD

PPS Cupressus ND 3,0 ND 14,4 20,6 0,31

1 92 19,40     69,90     89,70     96,20     7,90       

2 68 12,00     42,00     59,80     70,10     5,00       

3 54 15,60     53,30     101,00   101,00   1,81       

4 28 6,50       19,00     42,00     78,40     4,19       

5 21 5,18       15,90     22,80     53,20     0,24       

6 19 32,50     28,80     35,40     37,50     30,30     

7 12 9,81       12,10     27,00     28,60     1,10       

8 11 6,52       3,35       16,30     4,69       2,70       

9 6 21,70     11,30     28,80     31,90     28,60     

10 6 13,70     6,35       15,80     18,70     15,10     

ImmunoCAP

kUI/L
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Profils allergéniques
Cupressus sempervirens

- 10 sérums humains

- Anticorps spécifiques

- A : anti-groupe 1

- B : anti-groupe 2

- C : anti-profiline

- D : anti-Jun a 3
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Profils allergéniques
Cupressus arizonica Juniperus ashei
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Impacts des CCD ?
Iacovacci, CEA, 2002

Basophil histamine release

nCup a 1 (CCD) comparé à rCup a 1 (no CCD) et à nCup a 1 déglyclosylé

→ IgE anti-CCD jouent un rôle dans la degranulation

→Absence de pertinence clinique de IgE anti-CCD remise en cause 
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Production “large scale” des Préparations-mères

Difficulté de production

Extraits visqueux

Optimisation des procédés

d’extraction

Amélioration des rendements
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Amélioration du rendement en Cup a 1

• Dosage de Cup a 1

• mAb anti – Cup a 1

• Standard interne

• pAb anti - Cup a 1
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Besoins annuels en préparations-mères.

Cyprès mix (sempervirens/arizonica) 100 IR/mL

Juniperus ashei 300 IR/mL

Quantité de pollen nécessaire en lien 

avec accroissement des besoins

→

Challenge dans l’approvisonnement des matières

premières

Contrôle qualité sur chaque lot de pollen
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Les pollens

1

6

ALK Source materials

Traçabilité complète

• Espèces cultivées

• Espèces sauvages

• Coordonnées GPS

• Récolteurs définis / qualifiés

• Identification macroscopique de la plante

ALK France

Contrôles à réception

• Identification microscopique des pollens

• Pureté (spores, éléments et pollens 

étrangers)

• Microbiologie

• Pesticides / métaux lourds

• Vérification de la qualité allergénique du 

lot (extraction du pollen) - spécifications

• SDS-PAGE

• Activité allergénique

• Teneur protéique

• Allergène majeur (Bet v 1, Phl p 5, 

Ole e 1, Amb a 1….)

• Conformité au CDC 

Betula Plantago Fraxinus
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Monographie “Pollens pour produits allergènes”

• Pharmacopée Française

• Révisée en 2009

→ PhFR = décrivaient précisément

les méthodes d’analyse (essais

d’identification et pureté, …) 

basées sur les techniques des 

deux laboratoires Français.

• 2017 jan → Eur Pharmacopeae

• Méthodes ne sont plus décrites

• bcp plus de laboratoires en

Europe → méthodes divergent

• Monographie plus générale
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Je vous remercie de votre attention …


