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Pollen et allergenicite

Différents parametres:

* Anémophilie

® petite taille (20 a 30um), aérodynamisme, degré de flottaison dans 1’air
* Quantité de grains emis (quoique ... quoique...)
« Caractéristiques de surface (collante ou lisse)
« Facilité a liberer les allergenes (quoigue ... quoique...)

« Facilité a liberer des sous-particules
« granules, orbicules, fragmentation des grains,...

* Propriétes des allergenes libéres
* fonction: enzymes, protéines de transport, protéines fixant le calcium,...
« stabilité, hydrophilicité/hydrophobicité, réactivité croisée, ...
« caractere pro-Th2, pro inflammatoire, ...
« capacite a interagir avec les molécules du systeme immunitaire inné

- Cofacteurs de I’allergénicite




Pollen et allergenicite
Co-facteurs de I’allergénicité

ms) | _iés a la source allergenique : adjuvants biogéniques
POLLEN
- NADPH oxydase - ROS (Reactive Oxygen Species) - IL1[3

- PALM (pollen associated lipid mediators) = chimiotactisme et activation des
eosinophiles et des neutrophiles, ~ 1L12 des DC - 2Th2
Traidl Hoffmann et al., Determinants of allergenicity J Allergy Clin Immunol 2009 ; 123 : 558-566

=) [iés a I’environnement : adjuvants anthropogéniques

- La pollution, touche principalement les aeroallergenes, joue sur la végetation, sur
les pollens, sur les allergenes eux-mémes

- particulaire : les particules de diesel, in vitro et in vivo (modeles animaux)
—> augmentation de la réponse Th2, ...

- gazeuse : CO,, O4, SO,, NO, - nitration des allergénes, ...

- Les molécules et organismes associées (LPS, virus, bactéries, ...)



Pollen et allergenicite

Potentiel allergisant d’un pollen: degre de sensibilisation
(donnée épidémiologique) dans une région ou 1’exposition au pollen
est optimale (quantité d’arbre, de pollen, environnement, saison, ...).

Risque allergigue : donnee sanitaire d’effet sur la santé,
depend :

- du potentiel allergisant du pollen

- de la zone géographique d’émission

- de la quantité de pollen dans I’air (exposition)
- des conditions météorologiques

- des observations cliniques

Exemples:
1 - Pollen de bouleau a un potentiel allergisant de 5, mais risque allergique différent a
Strasbourg (5/5) et Nice (1/5)
2 - Pollen de cypres a aussi un potentiel allergisant de 5, mais risque allergique
seulement a 1/5 a Strasbourg, 5/5 a Marseille.



Pollen et allergenicite
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Pollen et allergenicite
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L’ortie - botanique (1)

- Herbacée de la famille des Urticacées (60 genres: ortie, pariétaire, ...)
- genre Urtica = ortie (environ 30 espéces)

- Poussent sur un sol riche en azote, phosphore et potassium

- envahissante, rudérale (décombres, abords de maison,...)

e . .
’ ’. :

Grande ortie: Urtica dioica_ B Ortie brllante: Urtica urens
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Le pollen d’ortie

Urtica dioica

photos Gérard Sulmont photos Gérard Sulmont

Pollen « catapulté »!
(de mai a octobre)



L’ortie — distribution (1)

http://www.omnilexica.com/?g=stinging+nettle



L’ortie — distribution (2)
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Parietaria
officinalis  judaica

Prévalence

- Espagne: 35%
- Italie du sud: 75%

Le pollen d’ortie - allergénicite

Pariétaire Ortie o
Potentiel allergisant: fort mmEE modéré faible <~
Allergenes B
PARIETAIRE
~
judaica ;%ﬁ
Parjl  LTP %‘" £
Parj 2 LTP *
Parj 3 profiline 14 X Lk
Parj4  polcalcine 9 Lz ol
Parjgluc B-1,3 glucanase 13
officinalis Prévalence

Parol LTP 15
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Deux cas cliniques

Sources allergéeniques Allergenes

Apparition des symptdmes tardive tardive
Domicile Lorraine  Luxembourg
Mois des symptomes Juil-Sept Mai-Juin
Lgoupe d'ortie ? CA
ollen d'ortie RC RC

IgE Spécifiques Urtica dioica Extrait
(kU/L) Parietaria judaica Extrait 0,
rPar j 2 0,63
Phleum pratense rPhlp 1+5 NF
Betula verrucosa rBetv 1 NF
rBetv 2 <0,1
Olea europea nOlee 7 <0,1
Prunus persica rPrup 3 <0,1

Symptomes

Test cutane Feuilles d'ortie
ou ""Prick Pollen d'ortie
to prick' (Diametre Pollen de graminées
de la papule mm) Pollen de bouleau
Pollen de fréne
Pollen de plantain




Exploration biologigque - Immunoréactivité IgE

Immunoempreintes Bromelain inhibition Bromelain inhibition
sur nitrocellulose 1 2 3 total total 1 2 3
apres séparation en Gal = =F = =F o =F b: prot. col - + - 4+ - +
SDS-PAGE d’extraits
de pollen d’ortie et
de pariétaire

Evaluation des
réactivites CCD par
inhibition de la
réactivité IgE par
la bromélaine

Pty

.

Patient 3 kel
Allergique a
la pariétaire

(W19: 3,50) POLLEN D’ORTIE POLLEN DE PARIETAIRE




Immunoreactivite IgE 2D du patient 1

Protéines totales Immunoempreinte IgE

kDa

= 3 groupes d’allergeénes basiques (avec isoformes): 1-->43 kDa
2 --> 27 kDa

3 -->14 kDa



Immunoréactivité Igk 2D

Allergenes reconnus par le patient 1
O Allergenes reconnus par le patient 2

kDa

-94 -
-67 -
-43 -
-30 -

-20.1-
-14.4-

—> plusieurs groupes d’allergénes sont reconnus par le patient 2
dont, principalement, les basiques reconnus par le patient 1

001



Immunoréactivité Igk 2D

Identification par spectrométrie de masse

kDa

-94 -
-67 -
-43 -
-30 -

-20.1-
-14.4-

(non identifi€) (inconnue) (non identifié)

Hypothetical protein
Arabidopsis, peuplier

Pectinesterase

Eucalyptus

» Osmotine (Piper colubrinum)

Poivre sauvage

PR5, thaumatin-like protein

non identifié)

PROTEINE BASIQUE de 14 kDa

LTP? Anti-LTP de péche oublé > NEG
Prup3etOlee7—> NEG
MS > NEG

OSMOTINE ALLERGENES

Tabac (Nicotiana tabacum)
Nic t osm

Poivron, Capsicum annuum
Capal
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. allergénicite specifique et/ou reactivités croisees ?
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Famille : Pinacées
Genre : pinus
111especes

Résineux a feuilles en aiguilles groupées en faisceaux par 2, 3 ou 5
Fruits : cones constitués d'écailles
Graines : aux aisselles des écailles
Pollen : a ballonnets

<
R

40 2 80 um




Allergenicité du pollen de pin

> Faible si ce n’est inexistante: 1,5 a 6% =>» 16 références de 1921 a 2016

»(Walker 1921; Rowe 1939; Cansen 1946; Charpin et Aubert 1963; Newmark et Itkin 1967; Kinnas 1971; Harris et German. Ann
Allergy 1985, Kalliel et Settipane N Engl Reg Allergy Proc., 1988, Hosen 1990; Armentia et al.Ann Allergy 1990, Fountain et
Cornford. Grana 1991, Freeman Ann Allergy 1993, Antepara et al. Allergy 1995, Marcos et al. Ann Allergy Asthma Immunol 2001,
Esch et Bush 2003, Gastaminza et al. Clin Exp Allergy, 2009, Dominguez-Ortega et al. Allergy Rhinol. 2016)

» 1 co-sensibilisation aux pignons de pin

> Réactivites croisées avec I’ivraie (Lolium perenne), mais... des IgE spécifigues du pollen
de pin

» Co-sensibilisations aux Cupressacées

Pourquoi?

> Taille/masse : 40 - 80 um, dispersion anémophile abondante, lourd

» Enrobage : couche hydrophobe, peu de protéines extraites




Allergeénicité du pollen de pin

» Contenu en protéine: pauvre? >méthodes d’extraction
Broyage
Multidirec-

tionnelle
MPBIo

« Conventionnelle » 1. Mais

. . ) |
Incubation des grainsen % ox”*

conditions aqueuses 4. Fléole

5. Fréne

6. Bouleau

7. Cyprés de Provence
8. Cyprés d’Arizona
9. Cédre du Japon

10. Pin sylvestre




Allergenicité du pollen de pin

> Faible si ce n’est inexistante: 1,5 a 6% =>» 16 références de 1921 a 2016

»(Walker 1921; Rowe 1939; Cansen 1946; Charpin et Aubert 1963; Newmark et Itkin 1967; Kinnas 1971; Harris et German. Ann
Allergy 1985, Kalliel et Settipane N Engl Reg Allergy Proc., 1988, Hosen 1990; Armentia et al.Ann Allergy 1990, Fountain et
Cornford. Grana 1991, Freeman Ann Allergy 1993, Antepara et al. Allergy 1995, Marcos et al. Ann Allergy Asthma Immunol 2001,
Esch et Bush 2003, Gastaminza et al. Clin Exp Allergy, 2009, Dominguez-Ortega et al. Allergy Rhinol. 2016)

» 1 co-sensibilisation aux pignons de pin

> Réactivites croisées avec I’ivraie (Lolium perenne), mais... des IgE spécifigues du pollen
de pin

» Co-sensibilisations aux Cupressacées

Pourquoi?

> Taille/masse : 40 - 80 um, dispersion anémophile abondante, lourd
» Enrobage : couche hydrophobe, peu de protéines extraites

» Co-facteur de D’allergénicité
> Potentiel Redox
> teneur en protéases




Allergeénicité du pollen de pin

» Activité redox, liee au contenu en NADPH oxydase, pro-inflammatoire, co-facteur
d’allergénicité. (Boldogh et al. J Clin Invest. 2005)

359 351
p b

Herbacées Graminées

» Contenu en protéases et inhibiteurs de protéases : moins diversifié dans le pin pris
comme un prototype de pollen peu allergénique comparativement au bouleau pris comme
un pollen tres allergénique

- Pinus sylvestris - 7 familles de protéases et inhibiteurs de protéases
- Betula verrucosa - 53 familles
Fait en séquencage de mMRNA de pollen (Héllbacher et al., Int J Mol Sci. 2017)



ALLERGENES DU POLLEN DE PIN

-Rien dans les banques de données, ni a I’[UIS, ni chez Allergome ... pour le pollen

Allergene FAMILLE DE PROTEINE kda

Pin (Pinus pinea, sylvestris, halepensis, koraiensis, )
Pinp 1 2S albumine (pignon)
Pink 2 7S Vicilin (pignon)
Pinp vicil 7S Vicilin (pignon)
Pinp 17kd  (pignon)

- Etude en immunoempreinte - 5 a 6 zones de réactivite IgE
- Fountain et Cornford. Grana, 1991.
- Gastaminza et al. Clin Exp Allergy, 2009.

- Réactivité croisées avec les Gramineées, ... essentiellement dues aux profilines et
aux Cross-reactive Carbohydrate Determinants (CCD)

—> mais aussi des IgE specifiques du pollen de pin



Allergenes spécifiqgues du pollen de pin

Etude de I’'immunoréactivité IgE de 8 patients diagnostiques allergiques au pollen de pin

POLLEN DE PIN

Protéines
totales

Profiline

Allergéne A . =
specifique de o
14 kDa - Bl -

- s N _
basique | B - —_

(?) e L | |
Pollendepin + + ++ ++ + + - - - - - - - - - - - -
pignondepin + + + - ++ + + + + + 4+ + ++ + + - - -

Electrophoreése

2x1D inverse 1D: SDS-PAGE 8-18%




Analyse 2D des proteines extraites du pollen de pin

acide basique

kDa
94 -
- Protéine 14 kDa cationique
- 43 - 3 isoformes
-30-  Réminiscentes de la proteine
BP14 du pollen de cypres
-20.1-




Pollen et allergenicite

Potentiel allergisant

Moderé Faible/Negligeable
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RNSA. http://www.pollens.fr/le-reseau/les-pollens.php




POLLEN DE CYPRES (Cupressus sempervirens)

Allergéne (== =15 polygalacturonase
majeur C
up s 2
Cupsl P
Pectate lyase
- 94 -
67 -
43 -
- 30 - BP14
-20.1 - spectrometrie de masse
=42 - - gibberellin
regulated protein
(GRP)
Contenu en BP14
USA:  Juniperus ashei ++ Thermostabilité
Japon:  Cryptomeria japonica B Epitopes IgE conformationels
Italie:  Hesperocyparis arizonica  +/- 8 -
France: Cupressus sempervirens — +++ Epitopes IgE peptidiques




La famille des GRP Péamacléine

Petites protéines cationiques aux propriétés anti-microbiennes
12 cystéines, 6 ponts disulfures

Résistantes a la trypsine et a la chaleur

- fe22 ¢

~L

Partie N-terminale variable, partie C-terminale conservée >

Présentes dans les fruits et les plantes

Impliquées dans la maturation de la plante, du fruit et aussi du pollen, la réponse de la
plante au stress biotique (parasite, ...) ou abiotique (froid, sécheresse,...), la
transmission de signaux hormonaux , 1’équilibre redox, ...

® 4 allergenes de fruits de la famille des GRP

) Prup 7 Prum?7 Cits7 Pung 7
ﬁ Péamacléine e Abricot japonais Orange Pommacléine
Péche (Umeboshi) (agrumes) Grenade
® ...etunallergene de pollen : BP14 dans le cypres
Sénéchal et al. J Allergy Clin Immunol. 2018. Allergy Asthma Immunol Res. 2019

- Pisoschi et al. Eur J Med Chem, 2018. - Tuppo et al. 2013, Clin Exp Allergy;2014, Biopolymers;
- Nahirnak et al. Plant Signal Behav 2012. 2017, J Agric Food Chem
- Tanaka et al. Mol Genet Genomics, 2004. - Inomata et al. 2014,Ann Allergy Asthma Immunol.2016, 2017,

- Kuddus et al. 2016, Protein Expr. Purif J Dermat, 2018, Clin Exp Allergy, 2017, Immun Inflamm Dis



CONCLUSION

» Une analyse allergomique (immunoprotéomique appliquée a I’allergie) a partir d’extraits
optimises (broyage multidirectionnel) permet de mettre en évidence des sensibilisations
particulieres et specifiques vis-a-vis de pollen a fort ou faible potentiel allergisant.

> Pin: de nombreuses réactions croisées, dues principalement aux profilines et aux CCD.

» Ortie: absence totale de réactivités croisées avec la parietaire, une plante a fort potentiel
allergisant de la méme famille botanique.

> Dans les trois cas, des allergenes de la famille des GRP sont soit fortement soupconnés
(ortie, pin) ou démontrés (cypres). Cette famille d’allergénes est impliquée dans les
syndromes pollen/aliment.

- Ortie: patient 2 - choc anaphylactique a la soupe d’ortie
- Pin: Fortes homologies de séquences entre des oléosines de pignon et de pollen de pin

(Pasaribu et al. Plant Physiol Biochem. 2017)

> - Les gibbérellines = famille de phythormones (110) diterpéniques tétracycliques. Parmi
les protéines qu’elles régulent se trouvent des allergenes (Tanaka et al. Mol Genet Genomics,
2004). L’activité des gibbérellines déepend de la température et une faible augmentation de
température augmente leur activité (Patrick Achard, Strasbourg, communication personnelle). Effet sur
la production de GRP? Effet de la pollution sur I’activité des gibbérellines?



@ REMERCIEMENTS

Equipe de recherche
« Allergie & Environnement »

Hélene SENECHAL
Marie-Ange SELVA
Rémy C

Sanaz KEYKHOSRAVI
Mahdokht MOSSALAEI
OUDERC

Jean-Pierre SUTRA
Olga RIVERA
Cyril LONGE
Maxime ALTER
Noémie GIRARD
Margaux ALLAIN
Alexis GOMES
Juliette ANDRIEU

TROUS

Youcef SHAHALI
Andrea BRAZDOVA
Meng-Yu LI
Kimberley DINARD
Maxime DUBAIL
Oumsaad NAAS
Daniele GOMES

Jocelyne JUST

®

Hopri(ux

ior Siem

SERU

LA ROCHE-GUY®IN

Nos collegues francais,
italiens, tcheques,
japonais, luxembourgeois

Les massistes de
Chatenay Malabry, de
Cochin, de I’ESPCI, de
I’Institut Pasteur

Les cliniciens de France
(Paris et Province) et
d’Italie

Les biologistes de France
(Paris et Province)




