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Epidemiology of allergy

m 4% chronic disease (OMS).

m Child allergic asthma =
1stchronic disease .

m +/- 30% allergic.

m Costfor healthcare systems +++.

- Allergies x 2 the last 15 years in
developed nations !!

—/




Allergie : Définition...

“ Allergie ”
Maladie due a une réponsgdaptéeet excessive
de notre organisme vis a vis de I'environnement :

des substances etrangeres@malement inoffensives
entrainent une2action de défensele notre systeme
Immunitaire,nuisible a 'organisme

Allos = différent
Ergon = agir.



Atopie : Definition...

“Atopie”
Predispositiorhéreditaire a produire desggE
en reponse a ddégibles doses d’allergenest développer
des manifestations laypersensibilite immédiate

(asthme, rhinocononctivite, eczéma, dermatite).

1 parent allergique = risque d’allergie > 30% chexfant.
2 parents allergiques >50 %.

Pereiite A‘H’}qﬂf e NEW Paty TesT
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Hypersensitivity . Definition...

“Hypersensitivity”
Cause®bjectively reproducible symptomsor signs,
Initiated by exposuré& a defined stimulus
at adose tolerated by normal subjects



Hypersensibilitées :

Classification de Gell et Coombs (l)

m Hypersensibilité de type 1
(H. immediate, allergie réaginique ou atopique) :
m Immunité humorale = Allergie.
> Médiée par les IgE spécifiques d’'un allergene (Iggedéante).
» Tendance héréditaire.
m Manifestations clinigues diverses (dermatite altprg, rhinite
pollinique).
» Apparaissent en quelques minutes.
m Les IgEs fixées sur les mastocytes tissulaires uet Iss
basophiles sanguins, reagissent avec [I'Ag (allergene

Induisant ainsi la dégranulation de ces cellul@seition
d’histamine et d’autres médiateurs).




Hypersensibilité type 1

Fixation des anticorps IgE sur la membrane

du mastocyte (ou du basophile), L i
Fixation des antigénes sur les antic @
cytophiles, e
Dégranulation du mastocyte (ou du basophi =~

NB : Pas d’intervention du complément.

Manifestations cliniques :

Choc anaphylactique, arthrose, rhinite, conjonid
urticaire, troubles digestifs, (eczéma).




Hypersensibilitées :

Classification de Gell et Coombs (lI)

m Hypersensibilité de type 2
(hypersensibilité cytotoxique):
m La réaction intervient entre les Ac IgG ou IgM, et &g fixes

sur la membrane des cellules reconnues comme etemg

m Cette réaction débouche sur la cytolyse de ces eellgrace a
I'intervention de cellules cytotoxiques (macrophagesllules NK,
systeme réticulo-endothélial,...) ou l'action du compmddt.

m Exces de production d'anticorps cytolytiques.

> Au cours de certaines cytopénies auto-induites :

» Lorsgu’un Ac circulant réagit avec un Ag absorbé sue membrane
cellulaire ou avec un de ses constituants nat(#gjs la surface des
GR ou PLT).

> Reéactions transfusionnelles, maladies hémolytiquago-immunes,
maladie hémolytique du nouveau-né.



Hypersensibilité de type 2

1. L’antigéne est lié & la membrane cellulaire ou
en fait partie. Combinaison de I'anticorps a' =~

I'antigene, _
L 2 . . . 'AC
2. Libération du contenu cellulaire, suite e N
contact avec une cellule cytotoxique, Y .} ,
3. Cytolyse aprés I'intervention du complémer %
/
m  Manifestations cliniques : v C
m Incompatibilité foetomaternelle due au factt
rhesus, >4

m  Accident de transfusion sanguine. / ‘ A
m Tests diagnostics )\J

m Dosages d'anticorps et d’auto-anticorps, tests ‘
compatibilite.

-2 3




Hypersensibilitées :

Classification de Gell et Coombs (l1)

m Hypersensibilité de type 3
(hypersensibilité semi-retardée) :
m Les symptomes apparaissent quelques heures apresthet

avec l'antigene, en cas d’exposition aigué.

m Les IgG et IgM circulants se lient a des antigeneanémt
ainsi les complexes immuns. Ceux-ci se déeposens s
parois vasculaires, entrainant une reaction inflatoire
locale par action du complément et attraction @agvation
des neutrophiles.

m Polyarthrite rhumatoide, glomérulonéphrite, Lupus.E

> Présence du complexe immuns Ag/Ac type IgG avec amiivatu
complément.




Hypersensibilité type 3

1. Anticorps bivalents et antigenes,

2. Formation d’un réseau Ac/Ag (complexes immuns),

3. Circulation des complexes immuns dans le seru % B
4. Fixation du complément sur les complexes imm i-'*,"';i iy g
5. Dépoét dans les parois vasculaires, (g - 9‘
6. '

Attraction des neutrophiles et libération de |’
produits toxiques,

7. Réaction inflammatoire systémique finale.

N Manifestations cliniques :

m  Vasculite allergiqgue, maladie sérique, alvéc
(poumon du fermier, des éleveurs d'oise:
certaines nephropathles

N Tests diagnostics:
r Dosage des précipitines ou auto-anticorps
m  Consommation de compléement
r Recherche de complexes immuns circulants



Hypersensibilitées :

Classification de Gell et Coombs (1V)

m Hypersensibilité de type 4

(immunité cellulaire exacerbée ou retardée) :

m Manifestations cliniques apparaissant dans les248apres le
contact avec l'antigene, en cas d’exposition aigué.

m Les lymphocytes T se lient aux antigenes et liktelen
mediateurs sans intervention d’immunoglobulines, du
compléement.



Hypersensiblilité type 4

it L, immuno-compétent stimulé par un antigene
(isolé ou de membrane) ‘ g O
2. Activation des lymphocytes el i
3. Lymphocyte libérant des meédiateurs (IL) \;‘ b 2
accumulation de monocytes et macrophages | (@8 — —
destruc.tion de cellules par Iymphocy] ;._/\
cytotoxiques (,:f}_ \
NB : Pas d’intervention du complément. AGY \3
B Manifestations cliniques @
m  Rejet de greffe, allergie de contact (cosmétiqg £ f AN
produits chimiques, réaction au test tuberculinjgL M f)2 Z
B Tests diagnostics : M
m  Tests épicutanés retardés (patch tests)
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Allergen

Fo receptor

Hypersensibllités :

Imumune
complex
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Classification de Gell et Coombs

for IgE " . e
\l i . Fereceptor UHIOIONIE | cnmnlement -
"~ Surfice o Activation o ';-::'I‘.l}klnr:
Tullj';.-.n antigen :
e Complement e i
S = | T J—
Activation Pl
- Imvmuane Newtrophil %
';) complex
Degranulation " e T e Activated macrophoge
Type 1 Type Il Type Type IV
IgE-Meduted Hzpersensiuvily | lgG-Mediated Cynotoxic e Comples-Medianed Cell-Mediated Hy persensitavity
Hypemsensitiviry I Hypersensitvir

Ag mduces onogslinking of
IgE bonmad o nfast cells and
basophils with frelease of

ViSOG TvE N ouators

Ab directed against cell surface | AgAb complexes deposited
antigens meditates cell | i warsous ssues induce
destructon via complement complement activarion ancd
setivariosn o AT [ ensuing inflamanaion
response mediated by massive

Typecal mandestabons inchode
systemic anaphviaxis and
localizod anaphylaxis such as
hay fever, asthima, hives, food
allergics, and cczema

Cinfiltration of neutrophils
Typucal manifestanons include | Typacal manifestatons inclade
blood transfusion reactions. | localized Arthus reaction and
crythroblastosis fetalis, and | gencentlized reactions such
autoimmune hemohtic Las serum sickness, nocmiiemng
ANCmE vasculitis, glomerulnephritis,
rlcumatodd actlweis, and
aystenid lupus ervilicmatosis

sensitieed TpTH colls release
cviokines that activaie
macrophages or T cells wincl
mediate direct cellular damage

Typical mamifestations mclude
Lconnact dermatitis, tubercular
fleswoms and gl repecton




EAACI 2001:

Revised Nomenclature for Allergy

Hypersensitivity
I
v v
Allergic hypersensitivity Non-allergic hypersensitivity
(Immunological mechanism ( Immunological mechanism
defined or strongly suspected) excluded)
IgE mediated Not IgE mediated
v v
Non-atopic Atopic JT cell: e.g. Cor_1tact
dermatitis (celiac)
—>| Insect sting Eosinophil: e.g.

—>| Gastroenteropathy

—>| Helminthes

IgG mediated: e.qg.
allergic alveaolitis,

—>
—> Drugs (celiac)
— Other — Other
Reference: Position paper. A revised nomenclaturalfergy. An EAACI position statement from the EEA nomenclature task force, Allergy 2001: 56: 822+8



IgE dependant
activation of mastocytes

Immediate release

Over hours
Granule contents: Over minuteg Cytokine production:
Histamine, TNF-a, Lipid mediators®,, Specifically IL-4, IL-13
Proteases, Heparin Prostaglandins @
Leukotrienes 1
Sneezin
Nasal congegstion ‘ . M_ucus _produc_tion
ltchy, runny nose Wheezing Eosinophil recruitment
Bronchoconstriction

Watery eyes




m Tout immunogenedevient un allergene lorsque certaines

conditions environnementales, associees a des facteu
genétiques individuels induisent une synthese &IgE

m Structure protéique complexe comprenant plusieurs
déeterminants allergéniques

m Déeterminant majeur = le + souvent responsable {agum).

m La transformation de ['Antigene banal en allergene
potentiellement nocif survient lors de la préseotatde
'’Antigene par les cellules dendritiques aux L
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Allergenes, Différentes classes y
e g

m Pneumallergene

> Pollens de graminées, d’herbacees, d’arbres, miganismes, animaux,
acariens, melanges d’'aéroallergenes.

m Intérieur
m Animaux domestiques, moisissures (Penicillium, egflas) & acariens
m Extérieur

m MoisissuresAlternaria cladosporium) & pollens
m  Trophallergene (du grec« trophé » = nourriture)

m D’origine animale

m lait, ceuf, poisson, crustaceés...
m D’origine végétale

m Fruits a pépins, noyaux

m Arachide

m Fruits exotiques

m Venins et insectes
» Venins d’hyménoptere
m Guépe & abeilles
m Médicaments
Parasites

m Allergenes professionnels
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Timeline...allergy diagnosis

Standardization of
allergen extracts

Characterization
& designation of

Recombinant allergen
panels recreating

ImmunoCAP ISAC

IgE allergen extracts (Phadia/ VBC Genomics)
First :
Provocation allergens Flr_st allergen
tests (SPT) cloned microarray

1880 1967 1988-91 1995-99 2000

IN-VIVO testing

IN-VITRO testing
Component — Resolved -Diagnosti




Diagnostic d’'une allergie

m Consultation spécialiste en Immuno-Allergologie.
m Tests cutanes:
m Par injection intradermique

m Quantification des IgE sériques
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IgE totales

Indication :
m Le dosage des Igk n'estpas un test de premiere intention pour le
diagnostic de l'atopie.
m Une valeur élevee d’'lgk indique une forte probabilité d’atopie.

m Une valeur normale d’lgk n’exclut pas 'atopie.

m Pas un bon marqueur de prédiction de survenue deatiee atopique chez les
jeunes enfants.

m Intérét dans le bilan allergologique T [ g7 UNEXCEUaT AlERsoloue
(leunes enfants, sujets bons ou mauy :II;E VA5 O figte ”””EWM
répondeurs, polysensibilisés). ol |

> Facteurs individuels faisant varier le taux
IgEro :

a l'allergéne.
. i £ Allergie France
> Autres affections modifiant le taux des IgE
> Parasitoses, déficit Immunitaires,

infections virales et bactériennes.




CH

de Liege

IgE spécifiques (I).

Interét diagnostique :
m Dosage d’IgEs isolé renseigne wsensibilisationa un allergene donné :

m La présence d'IgEs peut permettre d’identifier les dpis
allergéniques et de parler de sensibilisation.

m Pas nécessairement un contexte d’hypersensibilite dd.typ

m Mmais contexte clinico-biologique !!
m Les résultats doivent étre confrontés a la cliniguaux SPT.

m Effets différents si IgEs a 5 kUI/L ou 0.35 kUI/L
m Manifestations gravissimes parfois chez des patiayant des taux d‘IgEs
faibles a modérés.

m Recherche d’'un seuil de positivité informatif audres le seuil universel < 0.35 KU
(qui a encore cours pour tous les allergenes) leciurtur ...

m Pour les acariens, il est tres nettement au-deslsuda valeur seulil
universelle.

m Pour le chat, il est moins élevé.
m Des valeurs seuils devraient étre définies pouguallergéne



IgE spécifiques (I1).

La connaissance des difféerentes reactions croigses
Indispensable (intérét des recombinants).

m En ce gqui concerne le dosage gquantitatif des IgEs :

m Ces valeurs (principalement pour les allergenesigiiee
végétale) peuvent étre completement faussées paesence
éventuelle d’IgE carbohydrate.

m Ces tests sont colteux :

m Limités par I'NAMI qui ne rembourse que 6 tests pase de
sang.

m Méthodes : radio-isotopiques(RAST = Radio
AllergoSorbent Test ) ou Immuno-enzymatiques.



Dosage des IgEs o
au

Patient
immunoglobulin E
&
Conjugate enzyme
reacts with
Allergens coupled 5ub5_tra1e
to ImmunoCAP forming =
flunrescent
pracuct
+ d * Conjugate
ENZYME
$ anti-lgE .
Fluorogenic
substrate
Patient IgE
antibody
bound o .
C te bound
ImmunoCAP mngéfiﬂiﬁgeun

allergens




Allergens nomenclature CH
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according to the IUIS

(International Union of lmmunological Societies)

t:tree

f: food

g :grass

| : Insect
w : wheat
C :cure

t3 : Betula verucosa

g6 :Phleum pratense

d1 : Dermatophag. pteronys.
el :Felisdomesticus

f13 : Arachis hypogaea

d : dust mite
m : moisture
e :epithelia
p : parasite

k : (professional allergeis

Taxon genre

I

Betvl1,2,4,6,7

Phlpl,...5,...7,...12
Der pl, 2, 3, ...10, ...

Feldl, 2, 3, ...

Arahl, 2,3, ...8, ... p

>. Empirical

nomenclature

/

'\

« Recombinants »
> nomenclature
(IUIS)

"N Number according to the order of

purification of proteins
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Components Production

paly i
extraction = PolrLa)
> poly -4
}" v paly-iai
& poly-i
— polyda)

cOMA symthesi=, doning ard
Mlergy - eliciting selection of cOMNA-clones encoding
bidlogical material indwdud allergeric proteins

| N

20
8eOe’e) @00’

Production of rec:lzlmt-i nant dlergens,

Irnrncbilization on =olid phase

D

Standard lergen Recormbinant Alergen Standardization ard
Imrouno CAP Imrauno CAP research reagents

11 1

Extraction,
Imrnchilization
on solid phase




#2 Allergen - Windows Internet Explorer

~=lol x|

@;—; - |§, http: fheewew . allergen.org/allergen. aspx
P & 4llergen | | it Jid

j > X |Live Search

v o= v

Pl

»

|FPage v (i Tools

ALLERGEN
NOMENCLATURE

Intermnational Union of Immunological Societies

Allergen Nomenclature Sub-Committes

Hom

fa-]

=
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List of allergens

Sieits List last updated:; 09/1an/2008 01;32 ALLER@

ME A Platform for Allergen Knowledge

TETI TIum)

NG bR our

Allergen Home = Plantas Magnoliopsida » Fabales » Arachis hypogaes [Tree
Nomenclature
¢
1 ist of food Arah 1 7S seed storage protein {wicilin} i}
alleraens Ara h 2 Conglutin 1
New allergen Arah 3 Glycinin 5}
form 7
Ara h 4 Glycinin 3
Archi .
= .w.e - Arah & Profilin 1
- Administration Arah 6 Conglutin 1
arah 7 Conglutin 1;
Ais'e Pathogenesis-related protein, PR- 1
s 10
Arah 9 nonspecific lipid-transfer protein 9

Allergenic molecules Biochemical

of Peanut properties of allergens

pmler ol
Meno K et ol

Publications — NEWSLETTER 4 B
z . . Obsolete i = -
allergens

The Allergome Platform 1s partner with the following

research Centers and Projects:

m[g AllFam

The Allergome Project is supported by narestricted grants fron

Dhadin mvoor @ SIEMENS




Components - Resolved Diagnosis_
(CRD)




Components - Resolved Dlagnos

m Interest & new applications of « recombinants »

m More sensitive tests.

mmmp m Help the decision to undergo a
specific Immunotherapy.

m Prediction and understanding of the
cross-reactions.

m Prediction of the risks and severity of
symptom.
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Components - Resolved DiagnosticS

m Interest & new applications of « recombinants »

m More sensitive tests.

m Help the decision to undergo a
specific Immunotherapy.

mp B Prediction and understanding
of the cross-reactions.

m Prediction of the risks and severity of
symptom.




m Interest & new applications of « recombinants »

m More sensitive tests.

m Help the decision to undergo a specific ‘
Immunotherapy.

m Prediction and understanding of the
Cross-reactions.

m=mp B Prediction of the risks and
severity of symptom.
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m PR-10 protein, Bet v 1 homologue
m A heat labileprotein, cooked foods are often tolerated.

m Often associated with local symptoms such_as diafgs
syndromg OAS).

m Often associated with allergic reactions to fruntl avegetables
In northern Europe.

Coral0l
Cor a 1.04

@




m Oral Allergy Syndrome allergic

CH

de Liege

reactions that occur rapidly, within
minutes of eating a trigger food.

m  An itching or burning sensation in
mouth, and/or pharynx. 7, Carrol [AGST I§SVRER G VRV

more protelns Ilke P » = - Hor nbeam

Beech

: I
(bII’Ch). oﬁ‘_ﬂfri ¥ S D AL
Apri cot L S D AL Yl
Pear Y S D AL .
o Hazelnut, 46% Brazil nut, 16% Gy cage DGET =1 A FRSL S
Soybean EDGETRFMLH KI ESI T FD N _@
o Apple, 39% Potato, 15% S %T o i % W YigF ”Ei oo
ery
0 Peach, 24% 0 Carrot, 13% PR-10 Asp;:?;rggg lliﬂ\é LBF NEE% 7ty it E gﬂlﬁm. PSSN "j L6
o Cherry, 22% o Peanut, 10% rBetv 1 o .
Prup1 ze a
o Nut, 21% o Strawberry, 10% rGIym4 Hor nbeam
Beech
0 0 rArah 8 EEEIE
o Pear, 20% o Orange, 9% ‘Api g 1.01 ooy
o Almond, 19% o Apricot, 7% rfé'(;‘rg 11 Nsdig’ggg ol B
Garden pea IAAPS H|
o] Plume, 17% nActd 8 Soybean PN QDELRTGRAK AD A
Tomat o S EIEHNVGRRE NHEYFQGCI IPSREIFCLR LNI DEKESGL HVRNYACT
rMald 1 Cel ery AVLP EDK K SALAF NLQFLA
Carr ot F A Q NTAHF
rDaucl Aspar agus FKALP MTNAI ﬁ NPT.A

de Liege
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m LTP (non-specific Lipid Transfer Protein, nsLTP)

m A protein stable to heat and digestiausing reactions also to
cooked foods

m Often associated with systemic and more severdioaaan
addition to OAS

m Often associated with allergic reactions to fruntl aegetables
in southern Europe
| eamd LTP

' nPrup 3
Pru av 3 rCora8
rPar | 2
nArtv 3
Arah9
Mal d 3
Zeami4
Jugr3

A S




Predict cross reactions g

m Profilin

m Seldom associated with clinical symptoms but may
cause demonstrable (OAS) or even severe reactions
In a small minority of patients

PFL

rPhlp 12
rBetv 2
nOle e 2
rMeral
L N rHev b 8
NG rMald4
| rPrup 4

nActd 9
rHevb 8 nAna.c 1

/4] f »7\ f":h ,' mpe o8
- v .. ; & "°."- B\ " o
Y 1 33t
i ' " (E20TTN e e
- I > it f
'.I' ™ ‘8 oy . =/ i ¥ 3
¥ W iy P 1 |
- | fnzs SollaF- . 2
" % } e B Cng . ; ) :
i ) i :
» " N gk ;
# .; "L
W v .
" d 1 E ,
A il R nArah 5
i
=i ¥ \
¥
i -
i

rMeral

\\\




m Storage proten

m Protein found in seeds serving as source mateuahgl the
growth of a new plant

m Often stable and heat-resistamobteins causing reactions also
to cooked foods

rBer el

nGly mp-conglycinin
nGly m glycinin
rq ¢ "9

'%f" 7




m Lipocalins

m Very stableproteins
m Allergen components displaying

limited cross-reatti

between species

rFel d 4 rCanf1
ki ; rCanf 2

Lipocalins

rCanfl
rCanf 2
rFeld 4
nMus m
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m Parvalbumin
m A major allergen in fish

m A marker for cross-reactivity among different speciesof fish and
amphibians

m A protein remarkable resistance to heat and digestio causing
reactions also to cooked foods

> sensitizing agents for > 95% of fish allergic patie  nts

Parvalbumin

rCypcl
rGadc 1

COD rGad cl
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Predict cross reactions mmm

-

B Serum albumin

m A common protein present in different biological fuids and solidse.g. cows
milk and beef, eggs and chicken.

m Heat labile protein.

m Cross-reactions between albumins from different amnhal species are well

known, for example between cat and dog and cat amubrk.
BSA

Serum albumin

nFeld 2
nBos d 6
nCanf 3
nEquc 3
nGald 5
Cav p GSA
Gal d (meat)




m A marker for cross-reactivity between crustacearmﬁes and
cockroach

Tropomyosin

rPenal
nPenil
nPenml
rDer p 10
nBlag 7
rAni s 3
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nOle e 1 répresents the best
the ash allergy in Europe.

m In the North of Europe, no
Olive tree :
m [fOleel +++:

—>» =m Allergy to ash, Ligustrum,
Forcicia...
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Microarrays & Biochips

Technology

m Depuis 1995nouvelle biotechnologie: les puces a ADN ("microarray« ,
biopuces).
m Mariage entre informatique et médecine/biologie...

m Technique analytique constituée d'yslateforme miniaturisée
m Fixation d’entités (proteines, oligonucléotideggireent d’ADN...) sur une
matrice solide,

m Développement d’abord sur membrane de nylon, d&iglee, de silicium puis sur
lame de verre,

m Elaboration par dép6t d’ADN sur le support ou partBése in situ,
m Marquage des cibles par fluorochromes.

m Permet laéalisation de nombreux tests en une seule maniptian :
m Accroitre la vitesse de réalisation d’analyse,
m Diminuer la taille des automates
m Augmenter la précision de l'analyse,
m Eventuelle automatisation des dépots de sonde®bpats.



\ Microarrays & Biochips

Technology

Lecture par scanner des puces et mesures des xiwkau
fluorescence.

Analyse des résultats avec l'aide d’outils bioinfatiques
adaptes.

Caractérisation des genes ou des protéines dirgin&ue.
Niveau d’expression et de signification des geraeaatérisés.

Types disponibles :

m Microarrays sur verre

m Macroarrays sur nylon

m oligo-chips (oligonucléotides de 15 a 25 paires de basemdes)
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Microarrays & Biochips
Technology

1 : La surface de la puce est divisée en de nombsss cases qui
recoivent chacune une séquence ADN différente (erlupieurs
exemplaires) appartenant a un gene connu.

2 : Des ARNm, correspondant aux génes actifs de &ellule a
analyser, sont isolés et attachés a une substanafiscente.

> 2

> Z -~ . , , .
e 3 : La solution d’Arn est versée sur la puce. Les RNm se fixent
{-‘?'?_ >2>7 sur les fragments d’ADN dont ils possedent la séquoee
MO complémentaire.

4 : La disposition des taches fluorescentes sur lpuce
fournit une image de I'ensemble des génes actifs ra la
cellule. Cela permet, par exemple, de comparer lellules
saines et les cellules cancéreuses d’'une méme pBrsn




Microarrays

VBC Genomics (expert in microarrays) and Phadia (exp# in allergy tests)
have combined “innovative biochip technology” with ‘cutting-edge research
in molecular allergology” to develop ImmunoCAP? ISAC.

m Modern multiplex in vitro diagnostic tool for the allergy specialist based
exclusively on allergen components.

m Miniaturized immunoassay platform for measurement @ sIgE antibodies to_over
40 common allergen sourcem a single step.

m 103 purified natural or recombinant allergen compomntsimmobilized on a solid
support.

m Run CRD assays rapidly and cost-effectively

CH

de Liege




ImMmMunoCAP® ISAC

PLANTES ALIMENTAIRES

- CH,
Allergen Components available on

Nom francais Nom anglais Allergéne Fonction Mom latin
Pomme Apple miald 1 PR-10 Malus domestica
Péche Feach Prup 1 PR-10 Frunus persica

nPrup 3 nsLTP
Kiwi nActd1 Cysteine protease Actinidia deliciosa
nActd 2 Thaumatin-like protein
Native| components | |93 Alviedlin
nActd 8 FR-10
Broméline Bromelin nAnac 2 CCD Ananas comosus
MNoix de Cajou Cashew nut rana o2 legumin-like protein Anacardium occidentale
Cacahuete FPeanut nArah 1 Storage protein, 73 globulin Arachis hypogea
nArah 2 Storage protein, Conglutin
nArah 3 Storage protein, Glhycinin
rAarah & FR-10
Noix du Breésil Brazil nut rBere 1 Storage protein, 25 albumin Bertholletia excelsa
Nﬂisette_ Hazalnut < (rCora 1.0401 PR-10 Corylus avelana
Recombinant components L rCora 8 nsLTP
nCora? Storage protein, 113 globulin
Sesame Sesame seed n3esi Storage protein, 25 albumin Sesamum indicum
Celeri Celery rApig 1 PR-10 Apium graveolens
Carotte Camot Dau c 1 PR-10 Daucus Carota
Soja Sojabean rGly m 4 PR-10 Glycine max
nGly m b- conglymcinin
nGly m glycin
Bla Wheat nTria 18 Agglutinin isolectin 1 Trticum aestivum

nTria 19 Gliadin
rTria 19.0101
nTriaas_TI

Gliadin
Omega-5 gliadin
Alpha-amylase/Trypsin inhibitors




ImMmMunoCAP® ISAC

PLANTES INHALEES

Allergen Components available on

Nom frangais Nom anglais Allergene Fonction Mom latin
lerbes Bermude Bermuda Grass nCynd1 Grass group 1 Cynodon dactylon
lerbes Timothy Timothy grass Phlp 1 Grass group 1 Phleum pratense

rPhlp 11 Cle e 1-related protein
Phip 12 PFL
rPhlp 2 Grass group 2
nPhl p 4 Berbering bridge enzyme
rPhlp 5 (Grass group 5
rPhlp 6
Phlp 7 Ca Binding protein
Latex Latex rHev b 1 Ruhber elongation factor Hevea brasiliensis

rHev b 3 Small rubber particle protein
rHev b 5
rHev b @ Hevein precursor
rHev b 8 PFL

Bouleau Birch rBetwv 1 PR-10 Betula verrucosa
rBetv 2 PFL
rBetwv 4 Ca Binding protein

Pollen de noisetier Hazel pollen rCora 1.0101 PR-10 Corylus avelana
Cédre japonais Japanese ceder nCryj1 Pectase lyase Cryptomeria japonica

Cyprés Cyprass nCup a1 Pectase lyase Cupressus arizonica

Olivier Olive nOle e Common olive group 5 Olea europaesa
nole e 2 PFL

Platane Plane tree rPlaa Putative invertase inhibitor Platanus acerifalia
nFlaaz2 Polygalacturonase

Aulne Alder ralnag 1 PR-10 Alnus glutinosa

Armoise Mugwort nArt v 1 Defensin Artemisia vulgaris
nArt v 3 nsLTP

Mercurialle annuelle  [Annual mercury lera PFL Mercurialis annua
Petite oseille Wall pellitory rParj2 nsLTP Parietaria judaica
Soude salsovie Saltwort n3alk 1 Pectin methylesterase Salsola kali
Ambroisie Ragwesd rAmb a1 Pectase lyase Ambrosia artemisiifolia




Allergen Components available on
ImMmMunoCAP® ISAC

ALIMENTS NON VEGETAUX

:de Liege
niversité 0
de Liege | g

Nom francais Nom anglais Allergene Fonction Nom latin
(Euf - Egg Orvomucoid nGald 1 Ovomucoid Galus domesticus
Owalbumin nGald?2 Owalbumin
Conalbumin nGald 3 Ovotransferrin
CSA (livetin) nGaldb Serum albumin
Carpe Carp Cypc 1 Parvalbumin Cyprinus carpio
Cabillaud Cod rGad c 1 Parvalbumin Gadus callarias
Lait - Milk Alpha-lactalbumin  |nBos d 4 Alpha-lactalbumin Bos domesticus
Beta-lactoglobulin - |nBos d & Beta-lactoglobulin
BSA nBos d & Serum albumin
Casein nBos d & Casein
Lactoferrin nBos d lactoferrin Transferrin
Anisakis Anisakis rAni s 1 Anisakis simplex
(nématode) rAnis 3 Tropomyosin
Crevette Shrimp rPen a1 Tropomyosin Penaeus aztecus
nPeni Tropomyosin Penaeus indicus
nPen m 1 Tropomyosin Penaeus monodon
VENINS
Nom francais Nom anglais Allergéene Fonction Nom latin
Venin d abeille Honey bee venom  [nApim 1 E’hasphalipase A2 Apis mellitera
nApi m 4 Melittin Apis mellifera




ImmunoCAP® |ISAC

INHALANTS NON VEGETAUX

- CH,
Allergen Components available on

]
'

Nom frangais Nom anglais Allergene I-:oncticn Mom latin
Chat Cat rFeld 1 Uteroglohin Felis domesticus
nFeld 2 Serum albumin
rFeld4 Lipocalin
Blatte Cockroach rBlag1 Cockroach group 1 Blattella germanica
Blag 2 Aspartic protease
Blag4 Calycin
rBlag s Glutathione S-fransferase
nBlag7 Tropomyosin
Chien Dog rCanf1 Lipocalin Canis familiaris
rCan f 2 Lipocalin
nCanf3 Serum albumin
Cheval Horse nEqu c3 Serum albumin Equus caballus
Poussiere House dust mite Derf1 Cysteine protease Dermatophagoides farinae
de erf2 Dermatophagoides farinae
maison nDerp1 Cysteine protease Dermatophagoides pteronys
rDerp 10 Tropomyosin Cermatophagoides pteronys
nDerp 2 Dermatophagoides pteronys
- Mite Storage mite rEurm 2 Euroglyphus maynei
Souris Mouse nhdus m 1 Lipocalin Mus musculus
MICROORGANISMES INHALES
Nom francais Nom anglais Allergene Fonction Mom latin
Aspergillus Aspergillus raspf1 Mitogillin family Aspergillus fumigatus
raspf2 Fibrinogen Binding Proteins
raspfa Peroxysomal protein
raspfd
raspfo MnSOD
Cladosporium Cladosporium Clahg Mannitol dehydrogenase Cladosporium herbarum
Alternaria Alternaria ralta1 Alternaria alternata
ralta g Enolase
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Prepare Salution A
P V4 ImmunoCAP®CISAC
R
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scanner and evaluated using proprietar
software.
m CapitalBio’s LuxScan dual laser scanner.

m No other special laboratory equipmen

needed.

® ImmunoCAP ISAC is a semi-quantitative
test and results are reported in ISAC
Standardized Units (ISU).

m Medical report generated

m Sent to the contracting medical practitioner.

m Test results are measured with a biochi <=

Betv 1
rAlng 1

rCor a 1.0101
rCor a 1.0401
Mal d 1
Prup1

Gly m4
rArah 8
rApig1
Dauc1
nActd 8

ISU | Classe

21,17 EEEEE
337 @
144 O
043 [
1471 O
1549 EEEEEE
045 [

342 O
0

0

0
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|0 ECHANTILLON: 8897224 3
Date préfévemant  15.10.2008
Date mpression:  15.10.2008

Medical report generated

INFORMATION MEDECIN

Résultats des dosages

Composants alle|

1. Plantes

1.1. Marqueurs spécif|
Kiwi

INFORMATIOM PATIENT INFCRMATION PRESCRIPTEUR
[DFATIENT:  Uantam, Marle1 MEDECIN PRESCRIPTELR 1.2, Marqueurs d'une réactivité croisée certaine mais limitée
I}r- ~~  PR-A0 protein | Bet v 1 homologue IS0 Classe
Diate de naissance:  Age: Bouleau Betv 1 21,17 S
S F Aulne rAing 1 3137 EE
i Pollen de noisetier rCora 1.0101 H H 14 O/
IR =
i Hojsatis Cora 1n4nd Qual Itatlve 043 I
=

In northern and central Europe birch and related tree pollens
are considered to be the main sensitizer and are ofterausing
respiratory symptoms.

The presence of PR-10 proteins in many plant foods teh
cause symptoms due to cross-reactivity.

Many of these proteins are heat labile and cookeddds are

[T

A i
orauy aliments

thermosensibles
que le syndrome

[lasse

T

Moix du Brésil
" | often tolerated. .
Often associated with local symptoms such as oral afgy
syndrome (OAS).
Ble
Often associated with allergic reactions to fruit andvegetableg™
a1 in northern Europe. e




2. Aufres

2.1. Marqueurs specifiques d'espéce

Apmgusur g sensGINSEGN AU « CPOSSTRACNVE Carbobyonas datermingnts &, Rarement assoce § ces symonimes civgues mas
et gl Lmie Imporance Sinigue of mdme provoguer des pECHons sévlres chez une peitts minonfd e pansots.

Medical report generated

BU  Clasce
Deut, Dwomuoolds m3ald 1 Cwomucold ¥ ‘ -,-,
osut, Dvalsuming rGald2 Cvalumin o de Liege
DOeuf, Conalbumine maald 3 Conaloumin o
Lal, Alpha-lscialbumine Alpha-actabursin 0
Lal, B&ta.laotogisbuline Eeia-lactoglobulin [
Lal, Cacsines Caseins ¥
Lall, Lacioderrine rBos d acioferin Transfenin [
Elathe rEfa g Cockroach group 1 o
rEm g2 Asparic protease o 2.3. Margueurs d'une réactivité croisée
rEmg4 Galycin g Caiblllaud rEadc 1 o
relags Slutathlonz S-imnsiemse o Aftsmganes malsur 5y paiszan. Wamusur o Aol croisss sndne iao SiWrandes srpdvas de soltrons af RamohisiEnL. Proddine
hat rFelid 1 WHerogiobin [} sfabi= 4 la chal=ur of § Is digesion provoguant des rdaciions awx almenfs mdme coils,
rFeld & Ligccalin 0
Chisn rcanf1 Lipacalin 0 Zrapomveln 12U Classe
rCan 12 Lipzcain o Crevaite rPena o
Eourks| N N o
wend ISU... ISAC Standardized Units Classe :
. o
Azperg =
<0,3 Négatif :
Dl
>0,3to <=1 Basse ]

Jiu Coaczs
= — & [
Ciadiog >11to<=15 Faible - Haute I :
Anlcal

o
‘Vanin 2
>15 Trés haute . |
o
2.2. NS T TR T CT O B ST T TS e el e L
=5 Jag oufs. Lag rSactions crOissas anir aibumines g gfiranfas S5pdcss aniMales Sont AT CONAUES, o Srample anie chal &t
chifen &f ciad af pove.
Cvelnine protesce By o
doparlens domaskigues niDerp 1 T O _
nDer 4 o4s ISU | Classe
Afmrpdne o prowpes 1 des acan=ns, hebireemen responsabls dune grands rdacivie crodsds sodne g gifranfes sspdoes rBet v 1 2117 ---
dacane=ns rAln g 1 !
337 O/E
rCora 1.0101
HPCZ ity 13U Classs 144 EE
Aoarlenc domactigues Der{2 12z I rCora 1.0401 043 O
nDer g 2 101 ial d 1 1471 O
Aparisnc s sinakags rEur mi 2 rPrup 1 '
Afergénes du Qrouge £ des acasens Nabiusyement responsables Oune Grands ndacivis crodsse enine jes oiifenentes espsoes 1549 I
dacanens rGly m4 045 [
rArah 8 342 @&
2.3. Margueurs d'une reactivité croisés rApig 1 0
Earvalbumin IBU Clacae Dauc 1 0
Camps rCyo 1 0 nActd 8 0
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m 22 sera of patients

m Positive (>0.35 KkUI/L) specific IgE (slgE) tests foecombinant
allergens (ImmunoCA®P 250 Phadia) and/oa clinical anamnesis of
allergy and/oiSPT.

m1/sera:

m Positive slgEfor different kind of sources (latex, peanut, bjrch
timothy grass, hazelnut, peach, soja, cat or dog).

m In all, 136 slgE for recombinanthad been performed.
m 16 sera:
m Clinical history of the allergy thanks to anamnesisof a clinician.

m Rhinitis, asthma, conjunctivitis, oral allergy syoche, oedema,
dermatitis, hives, colic or diarrhea.

m 9sera:
m Skin Prick Tests{PT).

= We managed anicroarray determination on each serum. Then, we
compared the results obtained with the sIgE, the @Rfie anamnesis.




m Results:

m The results of the ImmunoCARBAC were similar to those of
the SPT.

m Majority of the allergens tested had the same resaltsSAC and on
SPT (regarding positive and negative tests).

m Amongst the 136 sIgE (recombinant allergens) tested
ImmunoCAP ISAC found 132 times concordant results.

m The ImmunoCAP ISAC provided results in agreement with
the anamnesis in all the 16 cases.
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= U.M. (27 years old)"

m Follow-up allergies.

= Symptoms : m SPT:

m Colic & diarrhea m Positive

m After drinking milk or eating m +++ Dust mites, grass, birch
fat ? m + Pollens of ash and poplar,

m No problem with bread, fish hazelnut, mustard
m Don't eat any shellfish m Suspicious

m Rhinitis, prutitus, urticaria m Peanut, soja, nuts.
m No problem with latex m SigE

m Dyspnea during exercise m Positive

m Peanut, soja, shrimp, wheat
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Clinical Case

m Clinician’s diagnosis & his decisions :

m Allergic rhinitis
m Due to acarians all the year and increased durimafy Ipiollinisation.
m Polysensitized to grass and to ash and birch pollens

m Diarhaea ?

m Suspiciously sensitized to Peanut, soja, shrimps, vameamustard.

m Probably due tdCross-reactions” with birch (hazelnut, peanut, néts
soja)
m No eviction needed.
m Real allergy to shrimps, mustard and wheat :
m Eviction !

m Next step
m Oral provocation tests peanut, hazelnut.



Clinical Case CH;,

Results of ImmunoCAP°® ISAC

PR-10 (Bet v 1-like) : B
m Betvl-Prupl-Alngl-CorallOl-CoralMaldl-Arah8-Glym4 Ve laee Vg
Dust Mites :
m Derpl-Derfl-Derp2-Eurm2-Derf2

Pollens :

m Cyndl1l-Phlpl-Phlp4-Oleel-Plaa2-CtyjCupal- Meral
Soja

m  Gly m conglutin, Gly m 4 (PR-10)
Saltwort

m Salkl
Hazelnut A
= Coral,04 (PR—l@
Peanut — Cora8
m Arah8 (PR-lO@\ 1 (storage@ﬁ L, Arahl
Ana c 2 (CCD marker)




m The ImmunoCAP ISAC permitted to find out an allergy to a
major allergen of peanut and of hazelnut (Ara h C& a 8).

» Immediately, the clinician cancelled the plannedl @rovocation tests
for peanut and hazelnut.

m It permitted to avoid a hazardous oral provocatiest in an allergic
patient.

m Very positive feedback of clinicians.



Advantages of
ImmunoCAP® ISAC

The results provided by the ImmunoCARSAC allowed us to
see, in a single analytical step, the allergeniseason profile of
the patients tested.

Replicate (triplicate) array layout .
CRD rapidly and cost-effectively.
20 yL of patient serum/plasma give complete results.

k that the Im

al role to pla
complex pa




actually available allergens on
ImmunoCAP® ISAC

Cross-reacting proteins :

m 11 PR-10 m 2 Parvalbumins:
(Bet v 1-like proteins) : = Important
m To many ? m The most representative one ?

m Choose the more representativ

PR-10 allergenss ® 4 Tropomyosins :

m AnsLTP m [mportant | ]
a Add some others ? m The most representative one -
m Witch ones? m 5 Serum albumins :
m Region-dependant... = Important
m 5 Profilins :

3 m The most representative one ?
m S0 many profilins

= Which ones are the most m Venoms of Honeybee or

interesting allergens ? wasp .

m Add some !!!
_—
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m La possibilité de demander une recherche d’IgEsalaxgenes
recombinants est désormais a notre portée et repecsme
avancée gue les allergologues ne peuvent pas rgnore

m Nous permet de comprendre la signification de aestacas de
sensibilisations croisées ou prédire leur sévéritéqgulmimais aussi pour
mieux juger et decider au mieux d’'une désensibilisatio

m Permet de mieux cerner les cas difficiles de multibdissitions :

m exple : les IgE impliguant une profiline ne traduisprobablement qu’une réaction de
famille sans implication clinique sérieuse.

m Auparavant, la découverte d’'une sensibilisationiadex pouvait
poser question en termes de pertinence chez leentzat
polliniques :

m Des antigenes mineurs (type profiline) peuvent étre ctause de
sensibilisations croisées bouleau/latex sans tradudtioguz.




m Le « CRD » permet d’affiner le diagnostic en rechenthae
sensibilisation aux différentes protéines sensites d'une
substance.

m L'ImmunoCAP ISAC a un rble a jouer dans la realmattle ces
mesures et ce, afin de faciliter 'approche « CRD »
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