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Molecular

Biological

Prevalence

: Location Cross-Reaction References
mass (kDa) Function (%)
30 Activité Phosphatase protein )
Altal (16.4/15) and esterase secretion 80-90 Altb 1 Saenz-Santamaria et al 2006
Bush et al 1999
ki ) . Kurup & Banerjee 2000
Alta?2 45 Factor-2a-kinase 61-0 Bush & Prochnay 2004
Asturias et al 2005
Cytoplasmic Achatz et al. 1995
. . Aspf12,Pencl, Kurup & Banerjee 2000
Alt a 3 85 Heat shock protein 70 h°usr§'f§f,2'”g 42 Canda 1, Mala s 10 Crameri et al 2008
P Bush & Prochnau 2004
isulfide isomerase chatz et al.
Alt a4 57 Disulfide i 37 Ach |. 1995
Kurup & Banerjee 2000
Alt as 30 Ribosomal protein P2 33 Clah5,Aspf8,Fuscl Crameri et al 2008
Achatz et al. 1995
Achatz et al. 1995
Cytoplasmic Aspf8,Aspf22, Clah Kurup & Banerjee 2000
Alt a6 53 Enolase housekeeping 15 4,Clah6, Curl 3, Pen Crameri et al 2008
proteins c22 Sanchez & Bush, 2001
Bush & Prochnau 2004
. Achatz et al. 1995
YCP4 or similar Cytoplasmlc Clahb5, Kurup & Banerjee 2000
Alta7 22 housekeeping 7
flavotoxins roteins Sac ¢ enolase Sanchez & Bush, 2001
P Denning et al 2006
. Achatz et al. 1995
Alt a8 29 Mannitol dehydrogenase 7 Simon-Nobbe et al. 2008
Achatz et al. 1995
Alta9 42 5 B Kurup & Banerjee 2000
Alt 2 10 53 Aldehyde ovoplasmic ) clan 3 KurAuC[? thsztnilrjiz 000
a (11) dehydrogenase roteing 9 Sanchez & Bush, 2001
P Bush & Prochnau 2004
Alt a 11 42-48 Enolase Bush & Prochnau 2004
Alt a 12 12 Ribosomal protein P1 Clah 12, Pen b 26 Crameri et al 2008
GST (Glutathione-S- Simon-Nobbe et al. 2008
Alt a 13 26 transferase) 83
Alt a NTE2 14 Nuclear transport factor 64 Cla h NTF2 Weichel et al, 2003
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Clinical and Experimental Allergy, 2001, Volume 31, pages 1891-1895

EtUde americaine (200 1) IgE and [gG antibody responses to recombinant Alt a | as a

marker of sensitization to Alternaria in asthma and atopic

dermatitis
L. D. VAILES*, M. S. PERZANOWSKI*, L. M. WHEATLEY *¥,
T. A. E. PLATTS-MILLS* and M. D. CHAPMAN#*
« 58 patients rhinite / asthme Alternaria CAP score:
« 19 patients dermatite atopique 2 34 5:6
. e 0.35-3.5 1U/mL 3.5-50 1U/mL 50->100 1U/mL ic dermititi
« CAP Alternaria positif 16 . 4 oty
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Antibodies to rAlt a 1 by RIA
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Etude espagnole (2005) | A ME_-VE
Asturias et al, JACI 2005;115:1210 o shdd 438 123
. 66.0 - ~—
« 42 patients (18F, 24M) 45.0 1 = b i
« age moyen 20.5 ans [10-33 ans]
30.0 -1 —-— i -
« Allergie Alternaria
. Rhinite récurrente 201 ==
« SPT positif Alternaria 14.4 -l
* IgE positif Alternaria mé Coomassie Stained  Human Serum Pool
(ImmunoCAP)
B : 5 10
 Détection des IgE wia 0000080000 © - og ¢ 90g0
 nAltal Alta 2 -
« rAlta?2 Ata 11
« rAlta 11 (énolase = Alt a 6) BSA
25 30 42
» Reésultats o
. nAlta 1= 98% (41) a1 @0 9Ppo0@ds @O O 20809s
- rAlta2 =0% Haae s '8 )
+ rAlta 11 (énolase) = 15% (6) :s“Aa 1 .
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Etude italienne

Scala et al, CEA 2010:40:911-921

23 077 patients en consultation systématiquement testés par ISAC [A. Mari, Rome]

16 408 patients (71%) IgE positif a au moins un allergene / 75 alg Puce ISAC

Rang 1

Rang 2

Rang 3

Rang 4
Rang 5
Rang 6
Rang 7
Rang 8

Rang 9

Cupressacées

Dermatophagoides

Graminées

Pariétaire

Chat

Oléacées

Péche

Alternaria

Bétulacées

Cupal 42.7%

Der f 2
Derp1l

Phip1l
Phlip5

Parj2
Feld1
Oleel
Prup 3
Altal

Betv 1

38.7%
24.6%

37.9%
22.0%

25.7%

20.1%

19.5%

9.8%

9.6%

8.0%

Derp 2
Derfl

Lolp1
Phlp 2

Parj1

Alt a 6

Rang 10 Profilines [7.2 2 3.4%]

e RNSA décembre 2012 — BIOLOGIE DE L’ALTERNARIA Jordina BELMONTE - Virginie LEDUC

33.0%
23.9%

36.8%
20.7%

22.2%

1.37%



Etude de la sensibilisation de patients Francais (lle de France)

17 patients sensibilisés a Alternaria [8 M —9 F] de 19 a 42 ans, inclus dans I'étude de
standardisation Alternaria.

Tests cutanés réalisés avec un extrait Alternaria (ALK FR)
Dosage des IgE spécifiques ImmunoCAP m6, au seuil 0.35 kUI/L

L]

Patients Sexe| Age Tests cutanés ImmunoCAP m6
g moyenen mm kUI/L
1 M 19 5,0 0,47
2 M 22 11,7 10,2
3 F 22 8,1 68,2
4 M 32 8,4 1,01
5 F 28 6,6 13,8
6 M 29 6,3 14,8
7 F 42 7,0 10,3
8 F 26 6,2 < 0,35
9 F 29 6,6 11,9
10 M 31 5,9 2,72
11 F 26 54 5,82
12 F 24 5,6 0,79
13 M 37 6,3 17,7
14 M 40 5,9 3,62
15 F 32 4,9 8,27
16 F 25 4.4 26,6
17 M 20 4,9 < 0,35

Donneées internes ALK FR
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Taux d’IgE spécifiques

1,400

1,200

1,000

0,800

0,600

0,400

Absorbance ELISA

0,200

0,000

IgE specifiques

OAltal
m|m Alt a6

LI

H

'l'lﬁLZ,:],' i N EECEETEE I'Fl.

1 2

3

4

------- seuil de positivité de la méthode

5

6

7 8 9 10 11 12 13 14
Patients
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- Fréguence de reconnaissance Alt a 1 >> Alt a 6 (énolase)
- Taux d’'IgE spécifiqgues anti-Alt a 1 >> anti-Alta 6

Caractérisation du Pool par ImmunoCAP
Alternaria alternata

Altal

m6 = 8.6 kUI/L
m229 = 10 kUI/L
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Allergene majeur - Alta 1l

« Homodimére de 30 kDa, formeé de deux sous-unités identiques de 15
kDa, liées par un pont disulfure.

« Laforme dimérigue a un point isoélectrique de 4.2.
« Sa fonction biologique est toujours inconnue pour le moment

kDa rAlt a 1 Alternaria alternata
Profil protéique par SDS-PAGE
(coloration Argent) 94 - = !
- rAlt a 1 sous forme non réduit (NR) et réduite (R ), 67- -
- Alternaria alternata (R ) 45 - . o
30- =
=
20.1- Ny .
14.4 - w — TR W s
NR R R

Données internes ALK FR
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Analyse de la diversité proteique et allergénique

- Analyse de trois lots différents de matieres premieres Alternaria alternata par SDS-PAGE

et Immuno-empreinte réveélée avec un anticorps polyclonal anti-Alt a 1.

SDS-PAGE Immuno-empreinte Alternaria alternata.
NR R
kDa ‘
67 - ’ ' ' -
43- 18
30- W= ,
g ' - » o & -Alta 1
dimére
201- ™ v &
-
— . -Ataf
144 - .‘ & monomere
> e
A B C A B C Anti-rAlta 1 Contréle

Données internes ALK FR
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Analyse de la diversite allergénique

Prévalence de reconnaissance des allergénes individuels d’Alternaria dans cette population. (n=17)

Etude de la spécificité des IgE des 17 patients :

. - m6 ImmunoCAP 88,2% des patients IgE > 0.35 kUI/L
. - Extrait Alternaria (ALK) 100% des patients IgE positifs*
. -Altal 100% des patients IgE positifs*
. - Alt a 6 (enolase) 11,8% des patients IgE positifs*

* Méthode interne au laboratoire.

Y a t’il d’autres allergénes importants ?

pl

Bleu de Coomassie

9.5 W
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Prévalence dans une population de sérums de patients allergiques
(graminées, arbres, herbacées, acariens, phanéres, moisissures..)

102 sérums testés par ISAC (103 allergens) ¥ = sérums sélectionnés IgE Alternaria

IgE Altal & Alt a6 (102 sérums)
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- Altal:26 sérums (~ 25%) positifs, teneurs en IgE élevees
dont 22 positifs Alt a 1 uniquement

- Alta 6 (énolase) : 7 sérums (~ 7 %), teneurs en IgE faibles

- Dont trois sérums avec IgE Alta 6 >Alta 1 Données internes ALK ER
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Homologues d’Alta 1

« Alternaria sp
« 52 especes d’Alternaria testées

« toutes contiennent un gene codant pour un
homologue d’'Alta 1

* Ulocladium, Stemphylium, Pleospora

- Alt a1 = marqueur des Pleosporaceae

MQFTTIASLFAARAGLAAAAPLESRQDTASCPVTTEGDYVWEISEFYGREPEGTYYNSLGE 60 Q715P0
——————— SLFARAGLARAAPLESRQDTASCPVITKGDYVWKISEFYGREPEGTYYNSLGF 53 I3VLQé
______________ LAAAAPLESRQDTASCPVSTQGDYVWKISEFYGREPEGTYYNSLGF 46 REN2F2
——————— SLFAAAGLAAAAPLESRQDTASCPVITEGDYVWKISEFYGREKPEGTYYNSLGF 53 Q5EZ95
——————— SLFARAGLAAAAPLESRQDNASCPVTTEGDYVWEISEFFGREPQETYYNSLGF 53 G9%HQP4
77777777777777 LAAAAPFEARQADASCPVSTQGDYVWKISEFSGREPEGTYYNSLSF 46 RATLB42
——————— ALFAAAGLAAAAFPFEARQADASCPVSTQGDYVWKISEFSGREKPEGTYYNSLSF 53 Q5EZC2

FhkEEEE -k -k FE *rkFddd-F-FFFrhhkhhkrE khkrk-kkkEkEEE *

il e

61 NIKATNGGTLDFTCSAQADKLEDHKWYSCGENSFMDESFDSDRSGLLLEQEVSDDITYVA 120 @Q71SPO
54 NIKATNGGTLDFTCSAQADKLEDHEWYSCGENSFMDESFDSDRSGLLLEQEVSDDITYVA 113 I3VLQE
47 NIKATNGGTLDFTCSAQADKLEDHKWYSCGENSFMDESFDSDRSGLLLEQEVSDDITYVA 106 AGNZFZ
54 NIKATNGGTLDFTCSHSADKLEDHTWYSCGENSFMDEFSFDSDRSGLLLEQEVSDDITYVA 113 Q5EZ95
54 NIQATNGGTLDFTCSASADKLEDHKWYSCGENSLMDESFDSDRNGLLLRQEVSDDITYVGE 113 GSHQP4
47 NIKATNEGTLDFTCSAQADKLEDDKFYSCGENSFMSFAFQSDRNGLLFRQDVSDEITYVA 106 ATLE42
54 NIKATNEGTLDFTCSAQADKLEDDKFYSCGENSFMSFAFQSDRNGLLFRQDVSDEITYVA 113 Q5EZCZ

kkekkk EhErkEEkEE FhkEEEE sk kkkd A A ek FekekhkEk Fhkhkeok khkkekkEk

121 TATLPNYCRAGGNGPKDFVCQGVADAYITLVTLPKSS 157 Q715P0

114 TATLPNYCRAGGNGAKDFVCQGVA-————————————— 137 I3VLREe
107 TTTLPNYCRAGGNGPEDFVCQGVSDAYITLV-————— 137 RAG6EN2F2
114 TATLPNYCRAGGNGPEDFVCQGVA-———————————— 137 Q5SEESS
114 TATLPNYCRAGGNGPQDFVCQGVA-———————————— 137 GSHQP4
107 TATLPNYCHAGGNGPKDFVCQGVSDAYFTLV-————— 137 RA7L84z2
114 TATLPNYCHAGGNGPEDEVCQGVS————————————— 137 QSEE&ECZ2

ek kEEEE o EXEEE «ETEETEETEL -

Séquence Séquence % ldentité avec
UNIPROT Altal
Nbre acides aminés 123-140 aa
Alternaria alternata Altal Q71SP0O 100%
Alternaria arborescens Altar1 13VLQ6 96%
Ulocladium botrytis Ulob1 Q5EZ82 96%
Alternaria longipes Altl1 Q5EZ95 97%
Emballisia lolli Embl1 G9HQP4 92%
Stemphylium sp CID1012 Stal A7L842 83%
Pleospora herbarum Pleh1 Q5EZC2 83%
0% 20% 40% 60% 80% 100%
Alternaria
alternata
Alternaria
arborescens
Ulocladium
botrytis
Alternaria
longipes

Emballisia lolli
Stemphylium sp
CID1012

Pleospora
herbarum
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Production d’Altal

Espece dépendante

Souche dépendante

Table 1 Alt a 1 concentrations in culture filtrates of different

allergenic mould species.

Alt a 1 concentration

Species Strain in culture filtrate (ng mL™")
Alternaria alternate IMIM 93039  0.45

Alternaria tenuisima FMR5813 1.93

Stemphylium botryosum  FMR3952 122

Ulodadium botrytis FMR5819 11.26

Curvularia lunata FMR5790 0.2

Aspergillus fumigatus AF54 ND

Cladosporium herbarum  (CBS 13431 ND

Fenicllium chnsogenum  PC4 ND

ND, non-detectable (<0.05 ng ml™).

Figure 1. Immunoblot showing the IgE-binding profila in DW of strain A during culivation. The
fwo subunits of the major allargan Alta 1 ara marked by two arrows in the figure. Exposura time
was 60 minutes.
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Figure 2. Immuncbiot showing the IgE-binding profile in DW of strain B during cultivaion. The
two subunits of the major allargen Alt a 1 are marked by two arrows in the figure. Exposura time
was 60 minutes.

Figure 3. Immunoblot showing the IgE-binding profile in DW of strain C during cultivation. The
two subunits of the major allergan Alt a 1 are marked by two arrows in the figure. Exposura time
was 60 minutes.
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Figure 4. Changes of the dry weight {DW) per litra of cuiture medium of three sirains

of Alfernaria afemnsta during growth (squares and solid lines) and the corresponding
concentration of the major allergen Alt a 1 in DW (diamonds and dashed lines). Strain A (red),
strain B (blue) and strain C (green).

Cinétique de culture
de 3 souches = d’Alternaria
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Conclusions ...
Alt a 1 = excellent marqueur d’une sensibilisation a Alternaria

« Présent dans d’autres Pleosporacées = Stemphilium, Ulocladium

« IgE Alt a 1 sont présents chez plus de 95 % des patients sensibilisés a
Alternaria.

« Alt a énolase et autres allergenes: peu représentes (frequence et
concentration) dans les sensibilisations a Alternaria,
« Enolase est un allergene croisant present dans diverses moisissures...

« Diagnostic in vitro disponible
« m6 Alternaria alternata
« m227 Altal
« ISAC:Altal, Alta6

La teneur en Alt a 1 des extraits Alternaria standardisé est donc un
contrble pertinent pour assurer la securité, fiabilité du diagnostic et de
I'immunothérapie a Alternaria.

@ RNSA décembre 2012 — BIOLOGIE DE L’ALTERNARIA Jordina BELMONTE - Virginie LEDUC



Merci de votre attention
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 Dias en plus...




Dosage de I'allergéne majeur Alt a 1 dans les extraits Alternaria alternata

« ELISA de type sandwich | fmmE| . O
« Ac monoclonal anti-Alt a 1 capture - \F J/ o ° Substrate (coloriess)
lallergéne BPE::=N
» Ac polyclonal anti-Alt a 1 le détecte \[ ]/ ’ : * Product (colored)

» Un traceur (Ac-enzyme) détecte
I'anticorps polyclonal

° L’enzyme est détectée par un Parallélisme de lagamme et des extraits & doser
substrat
— Substrat incolore = Produit coloré.

1.200

1.000 1
« Parallélisme de la gamme et des :
extraits dosés... 0.800 1

0.600 +

Absorbance

« Etalon interne, ne permettant pas ]
de comparer les teneurs en pg/mL 0.400 1
entre des laboratoires différents. ]

0.200 +

0.000 — Tt — Tt —— T
0.10 1.00 10.00 100.00

Alta 1 (ng/mL)
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Mesure de I'activité allergénique mesurée par IgE-inhibition

- Référence interne (PRI) dont I'activité 100 IR/mL est définie in vivo

- Pool de Sérums humains avec teneur en IgE minimale (!)

- IgE spécifiques des allergénes de I'extrait

- Développement et validation de la méthode d’IgE-inhibition par ELISA

- Parallélisme des pentes, corrélation et IC50%

1000
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PRI 100 IR/mL



Corrélation entre activité allergénique et teneur en Alt a 1.

Teneur en Alt a 1 exprimée en pourcentage de la valeur cible interne pour 100 IR/mL.

Corrélation entre teneur en Alt a 1 et activité allergénique mesurée par IgE-inhibition
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