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Pourquoi rechercher des IgE ?

m Allergie - présence d’IgE qui reconnaissent des
allergeénes responsables de la pollinose du patient

m Le dosage des IgE est un des outils d’identification des
allergenes impliqués dans la pollinose d’un patient.

m [’objectif de clinicien allergologue :
m Confirmer une allergie pollinique

m Eventuellement proposer une immunothérapie spécifique ou
désensibilisation vis-a-vis du la ou des allergenes en cause.

I’'identification précise des allergenes (pollens) est donc
I’étape indispensable de cette démarche
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IgE standards > IgE  spécifiques
permettent d’identifier le ou les allergenes
responsables
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Ex :L’allergéne fixé sur le support est un EXTRAIT du pollen de bouleau:

- Le dosage s’appelle IgE spécifique du bouleau
- Extrait de Betula verrucosa

1° Révolution dans le diagnostic allergologique



Allergene moléculaire \ “

De la vision macromoléculaire a la vision moléculaire des allergenes

Exemple du bouleau

Source Allergéne moléculaire
allergénique

‘~§'; Pollen de Bet v 1 Betv 2

= bouleau Allergene Allergene
A majeur mineur
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Nouveaux tests IgE : IgE

recombinants
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Ex : L’allergéene fixé sur le support est un EPITOPE = IgE spécifique

d’un composant allergénique du pollen de bouleau
- ExdosagerBetvl




Pathogenesis-related protein, Cyclophilin
PR-10, Betv 1 family member

Polcalcin
like protein
Frofilin (4 EF hand domains)

E Scala et al. EAACI Molecular Allergology User’s Guide (2016)



Obtention des allergenes
moléculaires pour le diagnostic :

Allergénes recombinants

Allergénes naturels
Identification
m Extraction physico-chimique B " Isolement

la protéine

Gene d'interét

m Purification

m Obtention d’allergenes 8‘ @ @

moléculaires mais non

. _ . Production
recombinants 5 " d'une protéine
2 . J‘J ..
Composants allergéniques 1% | e®
Betv 1 Betv2

Allergenes recombinants
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AN spectrotype d'un patient (A) et contenu en protéines allergéniques d'un extrait allergénique (B). Réponse IgE
prédominante vis-a-vis des allergénes majeurs 1 et 2, faible réponse vis-a-vis de l'allergéne mineur C.



o=

La révolution des composants
moléculaires :

m Allergénes majeurs m Homologies entre les
composants allergéniques
d’une méme famille

m Allergénes mineurs m Réactivité croisée

m Pan- allergénes m Allergie croisée




+ Allergenes majeurs de différentes
sources polliniques :

WJ Cypress

Cupa1/Cryj1

Plaais
Plaa2

O Luengo, V Cardona. Clin Translational Allegy 2014, 4 : 28
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Réactivité croisée pollens / pollens

Olive Birch

Temperate
(Pooideae) grass pollens

Subtropical
(Chloridoideae & Panicoideae)
grass pollens

JM Davies et al. EAACI Molecular Allergology User’s Guide (2016)



Les différentes familles de
composants allergéniques

Famille | Nonsévére EX

PR10 Thermosensible
Gastro-sensible
Sd oral
LTP Thermorésistante
Gastro-résistante
Réaction sévere
Profiline Thermosensible

Gastro-sensible
Généralement peu
sévere

Etc.

Toutes ces protéines ont un réle fonctionnel dans la vie de la plante +++
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Réactivite pollens / aliments
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Besoin d'Alde ?

®

[ Ivrale / raygrass (# esp)

Lo&um spp

©)

Obtenir I'adresse de cette page

1=

f

Pdturin des prés

Sorgho dAlep (polien)

NNN”NNNNNNNNNMNUUUGUQ&AAclbuls

BeBeececoRBREeREEeCOoRORCEEBRECER

| Libolié Nb Tests biclogiques représentatfs Sioias
lmm |5 (D) rhip1(aoke) : = ey
| Groupe 4 des graminées 5 (i) nPnip4 (fecle) Cyprés blanc
fPuau-a(stM) 5 [i] rBetv4 (bouleau)/ rPhip 7 (fléole) prve

Groupe 5 des graminées 4 (D) rPhip5b (Neoke) Fromental
:Pdm s ® Fibre diové
| Groupe 2 des graminées 3 @
| Groupe 3 des graminées 3 @ | €CD prouvés 'F
| Profiines 3 [i) rBetv 2 (bouleau)/ rPhi p 12 (fiéole) 3 ®
| Ole o 1-like 2 [i) rOlo e 1 (olivier)




Besoin d'Aide ?
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Besoin d'Aide ? Obtenir l'adresse de cette page ~ Croisent également
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Les composants allergéniques ont résolus
des problemes allergologiques :
m Le pseudo-polysensibilisé : allergie majeure aux graminees, et tests

positifs secondaires a la présence d’IgE vis-a-vis de panallergenes sans
signification clinique

m Les réactions croisées pollens / aliments : ressemblance moléculaire
suffisante entre protéines allergisantes de la méme famille expliquant
des manifestations contre des pollens et des aliments contenant ces
mémes composants allergéniques

m Les réactions croisées alimentaires avec manifestations cliniques
différentes selon 1’allexgéne en cause :

m IgE contre des composants facilement dégradables par les enzymes des
muqueuses digestives : ex Bet v 12 simple syndrome oral sans gravité

m IgE contre des composants non dégradable : LTP = risque allergique sévére

m Les sensibilisations a des panallergénes sans allergies cliniques :
témoins d’un contact entre le Sl et les allergénes par exemple
pollinique
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Malis pas tous les problemes allergologiques

= Il manque encore beaucoup de données cliniques pour préciser :

» la place de chaque « recombinant » dans la démarche clinique
allergologique

= et sa signification exacte

m Dosage des IgE : reste un test biologique - limites « systémiques »
liées a ce test

m Tres peu de composants allergéniques par rapport au trés grands
nombres des allexgénes de I’environnement



Peut-on se passer des IgEs et demander

==

directement les composants ?



Donc i1l y a un seul « sens » le plus
souvent valide :

m Allergene - TC et/ou IgEs positives - explication par les
connaissances des composants allergéniques = possibilité de
vérification en dosant les IgE vis-a-vis de certains composants ++

————

m Mais il y n’est pas possible de dire a partir du seul dosage d’un
composant allergénique que le patient est réellement allergique :

m ][] est certes sensibilisé = présence d’IgE

» Mais il est impossible de prédire si cette sensibilité peut
entrainer ou non une réaction allergique

+



In conclusion, the above listed advantages of
molecular allergy diagnostics mostly refer to an
improved detection and discrimination of allergic
sensitization. Molecular allergy diagnostics, however,
have clear limitations for improving predictions of
the clinical outcome. After all, the detection of slgkE is
primarily an indicator of “sensitization” and - despite
various attempts to integrate clinical data and results
of challenge tests - not a decisive predictor of clinical
reactivity.

] Kleine-Tebben, T Jakob

EAACI Molecular Allergology
User’s Guide (2016)

The rule-of-thumb for the diagnostic work-up of
Bet v 1-associated allergic reactions concludes: "The
physician's interpretation, based on the patient’s
individual symptoms, and not the outcome of a
sensitization test will establish the decision about
the clinical relevance of previous diagnostic findings.”

Les composants allergéniques
a eux seuls ne peuvent prédire

une allergie clinique




Place des IgE dans la pollinose

Pollen
irt"h'rr_,,.l. & Pl conjonctivite
rhinite
it &
IgE '4...1-".."'~"‘ ¥ :
W K

fa g
fr,qﬂl

L. P
urticaire et e

caire e N -

(%

Histamine et autres - Allergie A



Place des IgE dans la pollinose

Pollen
irt"h'rr_,,.l. & Pl conjonctivite
rhinite
it &
IgE '4...1-".."'~"‘ ¥ :
W K

fa g
fr,qﬂl

L. P
urticaire et e

Histamine et autres - Allergie A



IgG
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Place des IgE dans la pollinose
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« Gold Standard » diagnostic :
test de provocation

m Non réalisable en pratique courante

m Approche indirecte par l'interrogatoire :
m Calendrier pollinique ++++

m Les périodes symptomatiques

m [l n'y a pratiquement pas eu de test de provocation avec les
composants allergéniques pour vérifier s’ils peuvent
réellement induire une réaction allergique
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Le « catalogue » actuel disponible de

composants pour la pratique est restreint :

m Il y a 108 composants allergéniques pour 46 sources
m IgEs standards : presque 400 sources ++++

m Les composants allergéniques ne sont donc pas tant des
méthodes d’exploration d’une allergie qu’un moyen de
comprendre de facon plus précise les manifestations
cliniques d’un patient allergique

m Les composants allergéniques cherchent a répondre a un
questionnement : les utiliser « a I’envers » ou sans TC et/ou
IgEs préalable expose a un grand risque d’erreur.

ThermoScientific, Catalogue 2018 ImmunoCAP
Sources et composants allergeniques



+ Intérét des IgE standards dans la pollinose
: premier niveau d’exploration !

m Si acces a un allergologue :
m TC et IgEs : outils complémentaires

m Sipas d’accés a un allergologue :
m IgE standards :
m sinégatif : pas d’IgEs vis a vis de tous les composants allergéniques +++

m Si positif : IgEs contre I’extrait = la source est identifiée +++

m Donne un réponse globale : oui le patient a des IgE vis-a-vis de
I’allergéne source exploré, non le patient n’est pas sensibilisé a cette
source allergénique.

m Cela peut étre suffisant si bonne corrélation : symptémes / saison /
calendrier pollinique

m Allerdata +++




suspected allergy

sensitization test
*direct

** indirect demonstration of IgE

interpretation

aggreement with history?

clinical relevant?

challenge test with
interpretation

clear final result (+ or -)?

clinical aggreement?

Figure 1

individual history (clinical symptoms?)
examination (clinical findings?)

BAT **
IgE test * _
{geml o) (basophil
activation test)
~ + * =
uncertain]  [uncertain] | certain

L}

challenge test
(clinical relevance?)

Y L
positive | negative
Y
D . : therapeutic consequences "
(i.e. allergen avoidance, allergen immunotherapy)

4

\ /

Interprétation « upgradée » des TC et des IgEs

] Kleine-Tebb etal. EAACI Molecular Allergology User’s Guide (2016)




+ :
Intérét des composants allergéniques dans

les allergies aux pollens : 2° niveau
d’exploration

m Beaucoup de positivités mais sans pertinence clinique : réactivité
croisée ? - Etude des composants +++

m Allergie aux pollens et manifestations allergique alimentaires :
réactivité croisée ? Evaluation du risque allergique ? - Etude des
composants +++

m Une immunothérapie est envisagée : il faut vérifier I’adéquation entre
I’extrait proposé pour I'ITS et la place de cet extrait dans les
manifestations allergiques du patient :

m S’il n’est pas sensibilisé a ’allergéne majeur de ’extrait utilisé dans
I'immunothérapie - inutile

m Mais a discuter au cas par cas en fonction de ’'allergéne proposé pour I'ITS
et du « process » de fabrication de I’extrait qui peut étre caractérisé ou non
par sa teneur en certains composants allergéniques.



suspected allergy A [ individual history (clinical symptoms?) ]

examination (clinical findings?)

L J
SPT and/or IgE test

extract-based sensitization

test(s) with interpretation 1 and/or BAT(with extracts)
Fglﬁﬂutlﬁf-baﬁd B, 2nd IgE testing(selected
gE-testing molecules, CRD)
interpretation B, i |
aggreement with history? 'Eﬁ;ﬁ’r;tgﬁge;
clinically relevant? c

D therapeutic consequences
(i.e. allergen avoidance, allergen immunotherapy)

] Kleine-Tebb etal. EAACI Molecular Allergology User’s Guide (2016)



m 2 outils : IgE standards et IgE composants allergéniques

m Composants allergéniques : un formidable outil de
compréhension

m [Is ne sont pas opposables mais complémentaires
m L’un dépiste, I’autre précise ++++

m Attention dans l'utilisation des composants a titre
systématique en premiere intention :

® risque majeur d’interprétation erronée

m Une sensibilisation ne prouve pas une allergie : risque d’éviction
par exemple alimentaire inconsidérée et sans aucune pertinence




m Composants : outils nouveaux ++++ beaucoup de progres a
venir !

m Les composants sont tres important pour mieux caractériser
les contenus allergéniques des allergenes sources :

m On peut donc espérer dans ’avenir des extraits trés performants
pour la pratique des tests cutanés

m Et également pour les dépistages d’allergie par une prise de
sang simple avec des IgE standards

m Devrait permettre une optimisation des extraits utilisés pour
I'immunothérapie spécifique







T Comment faire le diagnostic d’'une
allergie pollinique ?

m Des outils diagnostics permettent de mettre en évidence la
présence d’IgE spécifique d’un allergene :

m [’anamneése : unité de temps et de lieu avec des manifestations
cliniques liées a la libération d’histamine

m Compte pollinique +++

m Les test cutanés : reproduction d’une réaction allergique au niveau
de I’épiderme

m Qualité de I’extrait +++

m Dosage des IgE spécifiques sanguins ou dans les fluides (nasals,
bronchiques etc.)

m Qualité de I’extrait +++

m Le test de provocation : rencontre forcée entre le patient et le/les
allergénes identifiés (Gold standard)

m Chambre d’exposition
m Compliqué +++



Précisions sur les termes
employés :

m « recombinants » : molécules allergéniques produites par
génie génétique.

m Mais il y a aussi des molécules obtenues par séparation
physico-chimiques : molécules « naturelles »

m Donc il est préférable de parler de « component-resolved -
diagnosis » et en francgais de « composants allergéniques »

m On adonc:
m Des allergénes
m Des composants allergéniques

—> Les allergenes d’hier sont aujourd’hui des « sources » de
composants allergéniques




I’'allergologue a donc a sa
disposition 2 niveaux d’exploration

m Un premier niveau :

m Identification des allergenes pouvant étre impliqués dans les
manifestations allergiques de son patient

m Les outils d’identification des sources allergéniques :
m Interrogatoire
m Tests cutanés

m IgE standards : dactyle, bouleau etc.

m Un second niveau:

m Identification des composants allergéniques impliqués pour une
compréhension moléculaire de 1’allergie du patient

m Outils : tests biologiques - prise de sang, délai et cofit



Partient with AR symptoms in grass pollen

season and positive to SPT or IgE
assay with grass pollen extracis

Consider AIT
with Grass
pollen extract

Q1la)

Iz the patient really
sensitized to grass pollen?
{test forlgE to Phip 1,
Phip 7, Phip12)

12} Is the patient really

zensitized to grass pollen?
(test for Phl p 2,
Phlp 5, Phlp 11)

Q1b) Is the patient
already sensitized also

Careful investigation

to highly cross-reacting
molecules?

of symptoms
compatible with OAS

[ Prip 12pos o

Check sensitization
to other pollens

Worse prognosis, &
comorbidities
(e.g. asthma)

'

-

Systemic IgE
sensitization to grass
pollen species-specific
not detected

Unexplained Maonitor next
SPT/IgE positivity to season both
grass pollen extracts symptoms

and

sensitization




Notion d’homologie

Sources allergéniques différentes produisant Sources allergéniques différentes produisant
un allergéne croisant unique ou en nombre limité essentiellement des allergénes croisants

Dactyle Betula

Dactyle
glomerata verrucosa

glomerata

Phlecle

Proximité taxonomigque

Faible Forte

Communauté épitopique

Faible Forte




Des problemes sont apparus...

m IgEs a priori mieux que TC ?
®m aucune étude n’a permis de trancher la question

m Le probleme est la nature de I’extrait qui n’est pas le méme ! L'un
peut étre meilleur que 1’'autre pour chaque allergene (TC ou IgEs) ++

m Variation des extraits

m Des patients ont des IgEs positives pour de tres nombreux
pollens bien que génés seulement lors de certaines périodes
polliniques ? Polyallergiques ou polysensibilisés ? Et a quoi ?

m Certains patients allergiques aux pollens développent
préférentiellemnt certaines allergies alimentaires ? Et de
gravité tres variale selon les patients ?

m Des patients ont des IgE positives a des allergénes mais
aucune manifestation clinique ?
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Tous les composants allergéniques ne sont pas
équivalents : Majeurs et Mineurs, Panallergenes
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TN Spectrotype d'un patient (A) et contenu en protéines allergéniques d’un extrait allergénique (B). Réponse IgE
prédominante vis-a-vis des allergénes majeurs 1 et 2, faible réponse vis-a-vis de l'allergéne mineur C.

Allergeéne majeur - toujours présent si allergie, donc on considere qu’il
signe une allergie clinique (ex Betv 1)

Allergenes mineurs, plus rarement positifs (ex Betv 3,4 ...)

- marqueur de sensibilisation le plus souven

- panallergenes : profilines, polcalcines, CCD (allergie croisée
pollens/aliments
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Développement de la notion de Réactivité croisée :

m Les épitopes moléculaires sont des protéines de structure

m Ces protéines participent au développement, a la croissance
et aux mécanismes de défenses de la plante

m Elles appartiennent a des familles qui ont des fonctions
identiques dans le régne végetal

m [1 y a donc logiquement des homologies possibles entre les
différentes protéines fonctionnelles d’'une méme famille

m S’il y a au moins 25% d’homologies = réactivité croisée
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Un nouveau regard sur les IgE

standards :

m Tous les allergénes « extraits » peuvent exprimer des CCD

m Pour interpréter correctement des résultats de dosage d’IgE
spécifiques, il faudrait s’assurer systématiquement qu’il n’y ait pas
reconnaissance par les IgE des CCD

= Sinon ininterprétable - dosages de composants allergéniques +++

m Un extrait contient beaucoup, beaucoup de composants
allergéniques : on a également pu enrichir des extraits qui ne
contenaient pas suffisamment certains composants (latex)

m ][] est tres difficile voir impossible de « reconstituer » un extrait
total a partir de I’addition des composants allergéniques :

m On en découvre des nouveaux tous les jours ou presque
m La notion d’allergenes majeurs est « géographiquement » dépendant
m Difficile de passer d’une statistique générale a un cas individuel



+
La révolution des composants

moléculaires :

m Des patients considérés auparavant comme identiques
peuvent étre en fait trés différents :

m A l’échelle macromoléculaire : IgEs positives au bouleau - on a

toujours considéré tous les patients positifs comme pareillement
allergiques au bouleau

m Mais a I’échelle moléculaire : les patients pour une exploration
d’allergie au bouleau peuvent avoir des profils de sensibilisation
trés différents : Ex :

m IgEs bouleau positive : mais positivité essentiellement a Betv 1

m IgEs bouleau positive : mais positivité surtout a Bet v 3 et 4 ou Bet
v 2 seul etc....

m Donc des profils différents pour une méme exposition
allergénique - est-ce important ?



+ , . .
2° révolution : Une nouvelle vision des

allergenes. Connaissances immunologiques
moléculaires

Betv 2
IgEs Betv 1 IgE recombinants

CCD

Extrait classique

Du pollen de bouleau =
Bet v 1 : ribonucléase >PR10

Bet v 2 : profilines

Protéines de structure > — Bet v 3, Bet v 4 : polcalcines

Bet v 6 : isoflavone reductase

Bet v 7 : cyclophiline

—  Bet v 8 : glutathion-S-transferase etc.
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Pourquoi faire la différence entre allergéenes

« naturels » et « recombinants » ?

m Allergenes naturels :
m Présence de CCD
m Résidus glycosylés commun a beaucoup d’allergénes naturels

m Si des IgE reconnaissent les CCD - facteur de confusion,
interprétation impossible ++++

m [l faut donc s’assurer que le test CCD est négatif pour valider les
résultats reposant sur les composants allergéniques naturels

m Ex:n Ole e 7 (n = naturelle) - recherche IgE MUXF3 +++

m Les allergéenes recombinants n’expriment pas ces CCD
m Ex:rBetv 1l (r = recombinant)

m Donc pas de confusion dans l'interprétation d’une positivité



