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Etat des lieux

» Incidence allergies IgE-médiées 1 durant les derni¢res décennies en occident.

Maladies les plus répandues dans le monde occidental.

« Diagnostic basé sur l'utilisation d'extraits allergéniques pour les tests
cutanés (TC) et des dosages d'IgEs.

>

Etudes démontrant la mauvaise qualit¢ de certains extraits (teneur en composant
inconnue, variable et parfois contaminants indésirables).

» Extraits naturels dopés par des recombinants (+ sensible).

Seules certaines protéines se lient aux IgE = a l'origine des manifestations
d’hypersensibilité de type 1.

» Toutes les protéines ne sont pas des allergénes !
Aucune information sur I’allergéne responsable de la sensibilisation.

Impossible de distinguer les réactions croisées liées a des panallergénes d'une
véritable sensibilisation pertinente.

Pourrait nuire a une évaluation précise.
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*  Progres en biologie moléculaire :

* Synthése des protéines recombinantes analogues aux protéines qui induisent une
réaction allergique et qui leur ressemblent au niveau immunologique.

* Production avec une qualité constante et en quantité suffisante.

» La détermination des IgE spécifiques dirigées contre ces protéines permet de
deéterminer un profil réactionnel individualisé pour chaque patient.

v" Identification exacte des molécules qui induisent la maladie.
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Allergie moléculaire
de Liege @hilablg ...le chemin parcouru...
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Allergie moléculaire
...le chemin parcouru...
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Papadopoulos et al. Clinical and Translational Allergy 2012, 2:21
http://www.ctajournal.com/content/2/1/21 Clinical and Translational
,‘( Allergy
[ J o
EAACI pOSlthH papel‘ POSITION ARTICLE AND GUIDELINES Open Access

de Liége Quels sont les besoins en allergologie? Research needs in allergy: an EAACI position
paper, in collaboration with EFA

Nikolaos G Papaﬁdopou\os”, loana Agache”, Sevim Bavbek’, Beatrice M Bilo®, Fulvio Braido®, Victoria Cardona®,

« L'allergie : menace majeure pour les budgets de la santé publique.

NE Vous raTiGueZ 7S, o
« Priorité dans les efforts de recherche : 'K DEIATRAVE (ACAOSE %,

— Diagnostic rapide wa
— Etudes approfondies sur les composants 4 vy ETTOC..

= diagnostic in-vitro

= innovations biotechnologiques

= immunothérapie
— Prévention efficace
— Traitement curatif et adapté

— Dévoiler les voies et mecanismes physiopathologiques de base conduisant a la
comprehension et a la résolution des allergies

= conception de nouveaux protocoles de diagnostic et de traitement
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Canonica et al. World Allergy Organization Journal 2013, 6:17 .
http://www.waojournal.org/content/6/1/17 M journa/

WORLD ALLERGY ORGANIZATION

CONSENSUS DOCUMENT Open Access

A WAO - ARIA - GA’LEN consensus document on
molecular-based allergy diagnostics

Giorgio Walter Canonica’’, Ignacio J Ansotegui?, Ruby Pawankar®, Peter Schmid-Grendelmeier®, Marianne van Hage’,
Carlos E Baena-Cagnani®, Giovanni Melioli’, Carlos Nunes®, Giovanni Passalacqua’, Lanny Rosenwasser'®,

Hugh Sampson'', Joaquin Sastre'? Jean Bousquet'?, Torsten Zuberbier'* and WAO-ARIA-GA2LEN Task Force:

Katrina Allen, Riccardo Asero, Barbara Bohle, Linda Cox, Frederic de Blay, Motohiro Ebisawa, Rene Maximiliano-Gomez,
Sandra Gonzalez-Diaz, Tari Haahtela, Stephen Holgate, Thilo Jakob, Mark Larche, Paolo Maria Matricardi,

John Oppenheimer, Lars K Poulsen, Harald E Renz, Nelson Rosario, Marc Rothenberg, Mario Sanchez-Borges,

Enrico Scala, Rudolf Valenta



Canonica et al. World Allergy Organization Journal 2013, 6:17 .
http://www.waojournal.org/content/6/1/17 M@ O urn a I
WORLD ALLERGY ORGANIZATION j

CONSENSUS DOCUMENT Open Access

A WAO - ARIA - GA’LEN consensus document on
molecular-based allergy diagnostics
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de Liége Allergie moléculaire (MA)

» Guide de MA (indication, interprétation, diagnostic) pour les
allergolo gucs. Evolution rapide : les cliniciens sont tenus de suivre le rythme.

e Allergie moléculaire
— Diagnostic de 1'allergie + précis.
— Pronostic.

— 3 intéréts majeurs :

1. Meilleure compréhension des réactions croisées chez les patients
polysensibilisees.

2. Evalue le risque : réactions systémiques versus locales dans l'allergie
alimentaire, anxiété Wdu patient et Wla nécessité TPO alimentaire.

3. Identifie des candidats pour I'immunothérapie spécifique.
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Dosage des IgE spécifiques

Standard ImmunoCAP®, UniCAP
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de Liége Singleplex versus Multiplex
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ImmunoCAP, UniCAP ImmunoCAP, ISAC
SINGLEPLEX MULTIPLEX
* Singleplex e Multiplex
(ImmunoCAP , Immulite , HyTech) ({nimipne@ATRENES @ icE = rec omipllcl
S¢lection des composants nécessaires disponible)
définie par 1'histoire clinique du patient . Large panel d'allergenes présélectionnés

indépendamment de ['histoire de clinique.
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ImmunoCAP, UniCAP ImmunoCAP ISAC
Echelle macroscopique * Echelle microscopique
(ug allergene/CAP) (100 pg allergene/spot, >100 allergene/cm?2)
CV <15% e CV<25% au-dela de 1 ISU

Résultat fourni par méthode quantitative
Méthode automatisée

40 pL de sérum / test

+ 150puL volume mort !

Haute capacité totale de fixation

Peu de fixation non-spécifique

Haute sensibilité => de tres faibles quantités d’IgE
peuvent étre identifiées.

* Résultat Semi-quantitatif
* Meéthode manuelle
* 30 pL de sérum = >112 résultats

* Haute capacit¢ totale de fixation

* Pas ou peu de fixation non-spécifique
* Bonne sensibilité

* Haute spécificité

*  Fournit le profil de sensibilisation du patient
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Limitation de notre sécurité sociale lors de la prescription :

En Belgique : maximum 6 allergénes remboursés / prise de sang / 24h.

Chaque allergéne supplémentaire est facturé a 8€04 au patient. ? e“
Mixture, extrait, composant => Méme prix, méme limitation ! \\@/

En Belgique : prix d’un ImmunoCAP ISAC = 175€, a charge du patient. !

Une méme source allergénique = parfois 5 composants a tester...
=> multiplication des tests pour faire ’allergie moléculaire.

1500 ] wen k.4
-=-- Singleplex N R
—— Multiplex
HE i
Dec.2005 i i1.°" 1 Sep.2008

Curr Allergy Asthma Rep (2010) 10:357-364
DOI 10.1007/s11882-010-0132-0
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Sum of reagent (allergen)
purchase cost

fi=— Microarrayed Allergen Molecules for the Diagnosis

4 103 of Allergic Diseases
Tested allergens, n

Adriano Mari - Claudia Alessandri -
. . g . Maria Livia Bernardi - Rosetta Ferrara - Enrico Scala -
Fig. 1 Comparative schematic cost of singleplex and multiplex panila Zennaro

reagents to be used to yield the same number of diagnostic data



A bioinformatics approach to identify patients with

symptomatic peanut allergy using peptide microarray
( +, immunoassay

T- Jing Lin, PhD,?* Francesca M. Bruni, MD,** Zhiyan Fu, PhD,? Jennifer Maloney, MD,? Ludmilla Bardina, MSc,?
g9
Attilio L. Boner, MD,” Gustavo Gimenez, BSc,” and Hugh A. Sampson, MD?  New York, NY, and Verona, Italy

J ALLERGY CLIN IMMUNOL
VOLUME 129, NUMBER 5

* Microarray

* Données cliniques (tolerance, allergie)

* (Combinaison avec I’informatique

. w,
Y

- Remplacement de la provocation ?




Clin Chem Lab Med 2005;43(12):1321-1326

I
C_’_’ ‘\7 A]]ergen microarray Protein microarrays for the diagnosis of allergic diseases:

_ : state-of-the-art and future develooment”
de Liége Etat des connaissances en 2005

Christian Harwanegg and Reinhard Hiller* genotyping purposes under routine diagnostic co

e Multiplex, Immuno-essais en phase solide => dosage des IgE sériques.
* Anticorps secondaire marque a la fluorescence

 Panel de protéines/molécules recombinantes ou naturelles purifiées, immobilisces
sur une lame de verre chimiquement modifiée.

* Triplicate => sensibilite du test.
* IgE humains purifiés, dilués en série, dans des puits => étalonnage & controle qualité.
 Miniaturisé, la lame de verre (75x25mm).

* 4 zones identiques/lame pour tester 4 patients dans puits de réaction individuels entoures
par une mince couche de Téflon (évite le débordement de 1'échantillon durant I'essai).

« Résultats semi-quantitatifs en ISU (ISAC Standardized Units).

— Enregistrement de l'intensité de fluorescence (IF) pour chaque spot.

— QC bioinformatiques par le dosage d'un sérum ¢étalon contenant des quantités
d'IgE prédéfinis pour un certain nombre d'allergenes choisis.
— Valeurs de I'IF dans les échantillons de patients extrapolés par régression linéaire.

— Finalement, pour chaque composant individuel, les concentrations d'IgEs sont déterminés.
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de Liége Prouesses technologiques

 VBC Genomics (Vienne, Autriche) : dévelopement
des lames :

Optimisation d’un revétement coaté¢ par des amines
réactives permettant la fixation covalente de
protéines et la performance du test.

Solutions de composants a des concentrations de
spotting de 0,3 mg/ml (tampon phosphate de
sodium, pH 8,5).

Distribution robotisée des solutions d'allergenes.
Guide (Ac anti-IgE), concentration 1 pg/ml .

« Difficultés du dosage:

IgEs sériques, faible concentration => défi
majeur.

Optimisation de la production d’un Ac
monoclonal anti-IgE humain fluorescent.

The FASEB Journal express article 10.1096/fj.01-0711fje. Published online January 14,2002.

Microarrayed allergen molecules: diagnostic gatekeepers for
allergy treatment

Reinhard Hiller,'" Sylvia Laffer, Christian Harwanegg,' Martin Huber,' Wolfgang M.
Schmidt.1 Anna '[‘wardosz,3 Bianca Ba.rletta,“ Wolf M. Becl((-:r,5 Kurt Blaser,6 Heimo

Brei d ,z Martin Chap 7 Reto Crameri,6 Michael Duchéﬂe,z Fatima Ferreira,K Helmut
Fiebig,9 Karin Hoffm;mn-Sorn.mergruber,2 Te Piao K.ing,'u Tamara Kleber—Jan.ke,5 Viswanath P.
Kurup,” Samuel B. Lehrer,'? Jonas Lidholm,'3 Ulrich Miiller,'* Carlo Pini,* Gerald Reese,? Otto
Scheiner,” Annika Scheynius," Horng-Der Shen,'® Susanne Spitzauer,'” Roland Suck,’ Ines
Swoboda,'” Wayne Thomas,‘K Raffaela Tinghinn,4 Marianne Van Hage-I-I:mlsLen.lg Tuomas
Virtanen,” Dietrich Kraft,” Manfred W. Miller, and Rudolf Valenta®
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l Cloning / l
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Allergen components
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The FASEB Journal express article 10.1096/fj.01-0711fje. Published online January 14, 2002.

Microarrayed allergen molecules: diagnostic gatekeepers for
allergy treatment

.
H ‘ ) /’/ All e r g e n m l C r O a r r ay Reinhard Hiller,' Sylvia Laffer,”” Christian Harwanegg,' Martin Huber,' Wolfgang M.

" . . Schmjdl,' Anna ’I‘wardosz,3 Bianca Barletta,4 Wolf M. Becker,5 Kurt Blaser,° Heimo
e P f / f bl Breiteneder,” Martin Chay 7 Reto Crameri,’ Michael Duchéne,” Fatima Ferreira,® Helmut
de Ll e g e O lnts Orts al e S Fiebig,g Karin l-ioffu'lann-Sommergruber,2 Te Piao King,w Tamara Kleber—Janke,5 Viswanath P.
Kurup,' Samuel B. Lehrer,'? Jonas Lidholm,"® Ulrich Miiller,"* Carlo Pini,’ Gerald Reese,' Otto
Sc:heimer,2 Annika Scheynius,'5 Horng-Der Shen,'6 Susanne Spil‘.zauer,l7 Roland Suck,g Ines

Swoboda,!” Wayne Thomas,1K Raffaela Tinghino,4 Marianne Van Hage»I-I@m-lst/:m,lg Tuomas
Vina.nen,m Dietrich Kra.ft,2 Manfred W. Miiller,' and Rudolf Valenta®

« Composants allergéniques :

— Identification des allergenes responsables.
« Acces a un profil de sensibilisation en une simple et rapide détermination.
* De petites quantités de sérum sont nécessaires => intérét chez 1’enfant.

 Molécules ou épitopes supplémentaires a ajouter au panel pour couvrir le
spectre complet de toutes les sources d'allergénes importantes.

» Pas un probléme majeur a concevoir :

— Disponibilite des allergeénes recombinants augmente rapidement.

— Lames peuvent accueillir plusieurs milliers de composants individuels
ainsi que des épitopes.

Fig. 2. ISAC system. A, chip with 4 reaction chambers. B, purified
allergens spotted on the microarray. C, IgE-allergen interaction is
revealed by a fluorescent dye conjugated with an anti-IgE antibody; the
allergenic proteins immobilized on the chip are in blue, the human IgE
are in red and the anti-IgE are in yellow. D, the fluorescence intensity is

measured using a “microarray scanner”.




C_H& / Microarray, Multiplex
de Liége ImmunoCAP ISAC en 2008

* Technique innovante, outil supplémentaire pour
le diagnostic in-vitro, basé exclusivement sur les
composants allergéniques.

— Plateforme miniaturisée d’immunoessais

— Mesure des IgEs dirigés contre +/-50 sources
allergéniques communes, en un seul dosage.

— 112 allergénes natifs et recombinants.

= Allergénes choisis en fonction de leur pertinence
dans I’établissement d’un profil de sensibilisation.

— Tests sur 30 pL. de sérum ou sang total.

— Permet de déterminer des profils de sensibilisation
rapidement et 2 moindre coiit.
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Grace a MA, nous trouvons des explications :

Nombreuses allergies alimentaires dues a la sensibilisation aux profilines,
protéines PR-10 (OAS), tropomyosine (fruit de mer), lait de vache...

Nombreuses graminées, acariens, animaux domestiques... qui expliquent
la rhinite perannuelle exacerbée durant le période pollinique.
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Canonica et al. World Allergy Organization Journal 2013, 6:17 .
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deLicge R A WAO - ARIA - GA’LEN consensus document on
molecular-based allergy diagnostics

* Bonne reproductibilité selon plusieurs ¢tudes.
— SAUF si faibles taux d' IgE (0,3-1 ISU) : plus grande variabilité.

* Comparaison ISAC avec méthodes singleplex.
— Concordance variable selon les allergenes testés avec ImmunoCAP ISAC (version 103).
— Pas de donnée comparative avec ImmulLite ou HyTech.
— ISAC (version 112) : résolution de certaines divergences.
— ISAC 0,3-100 ISU (semi-quantitatif) versus CAP en kU/L (quantitatif), pas interchangeables.
— CAP : liaison des IgE dans des conditions d'excés d’allergéne versus ISAC utilise de
faibles quantités d'allergénes (concurrence avec isotypes spécifiques comme IgG).
e Variabilité inter-essai €levée pour ISAC :

— Pas recommandé¢ pour le suivi des taux d'IgEs au cours du temps.
« Pas d’interférence des IgE, , ¢levées mais possibles avec I1gG.
* Etudes en faveur de I’ISAC :

— Améeliore le diagnostic de l'allergie.
— Permet la gestion optimisée des SIT.
— Evalue la marche allergique et la sensibilisation dans les stades précliniques.



Onell et al. Clinical and Translational Allergy 2012, 2:24

( -,-, ( / ImmunoCAP ISAC Exploring the temporal development of
i childhood IgE profiles to allergen components
de Liége Marche allergique

Annica Onell', Lisbeth Hialle” and Maanus P Borres'**"

« Allergies des enfants peuvent ou non persister a I'age adulte.

» Le panel de sensibilisation et 1’évolution de 1’allergie n’a pas encore éte etudié.

— 67 enfants (6 mois-18 ans).

— Comparaison a l'histoire, les TC, et symptomes (dermatite atopique, asthme,
rhinoconjonctivite).

— ImmunoCAP ISAC 103.
— A 3,6,9,18 mois, a 6 ans et a 18 ans.

» Profils IgE uniques pour chaque enfant, en accord avec les TC et les diagnostics
médicaux.



Onell et al. Clinical and Translational Allergy 2012, 2:24

.Hu ImmunoCAP ISAC Exploring the temporal development of

de Liége Marche allergique

L’examen attentif des profils IgE facilite
souvent Dinterprétation des réactivités
croisées, améliore la prise en charge.

Apporte des informations jusque-la
inconnues, pertinentes :
— Reéactivités croisées, co-sensibilisation.
» Chez 8/10 enfants avec allergies alimentaires
multiples et sensibilisation aux aéroallergenes,

» Chez 9/20 enfants multisensibilisés aux
ac¢roallergenes.

childhood IgE profiles to allergen components

Annica Onell', Lisbeth Hialle” and Maanus P Borres'**"

.
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Figure 1 Number of children sensitized to different allergens.
White bars represent children with IgE abs observed at the same
time as symptoms were reported. Black bars represent children with
IgE abs observed at least one time episode (see Methods) prior to
any symptoms to the given allergen was reported.

Une évaluation médicale complete par allergologue peut distinguer
allergie et sensibilisation.




Onell et al. Clinical and Translational Allergy 2012, 2:24

(.HM ImmunoCAP ISAC Exploring the temporal development of

de Lic Marche allergique childhood IgE profiles to allergen components
eLiege

Annica Onell', Lisbeth Hialle” and Maanus P Borres'**"

« Nombre de sensibilisations pour les composants croissants dans le temps,
souvent parallele aux taux d'IgE chez 19/22 enfants.

* Les IgEs généralement détectées avant les réactions cliniques.

» Point fort : longue période de suivi.

« Point faible : intervalles entre prélévement trop longues.

 ISAC : outil prometteur pour le diagnostic de l'allergie chez les enfants multi-
sensibilisées avec l'asthme severe et eczeéma.

 Chaque enfant allergique développe sa propre « empreinte digitale de
sensibilisation » au fil du temps.

» Avec ISAC, la gestion des patients aurait été différente pour certains des enfants
de cette cohorte.
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‘ ' ‘ u l ' AO CONSENSUS DOCUMENT Open Access

deLicge R A WAO - ARIA - GA’LEN consensus document on
molecular-based allergy diagnostics

Table 2 Studies comparing different techniques for specific IgE determinations

Techniques compared Allergens Main findings References
ImmunoCAP & ISAC 50 HDM, cat dander, birch, grass, and ROC curves demonstrated that CAP and ISAC performed equally well in cat, birch, Wohrl et al. [99]
mugwort pollen and grass pollen. ISAC was slightly less sensitive in HDM and displayed a reduced
sensitivity in mugwort pollen.
ImmunoCAP & Betula and grass allergens Comparable sensitivity between CAP and ISAC. Jahn-Schmid et al. [100]
ISAC prototype
ImmunoCAP & ISAC 103 grass and cypress pollen Showed similar diagnostic performance. Cabrera-Freitag et al. [101]
ImmunoCAP & ISAC 103 Multiples allergens Concordance was 78.65% for positive results.Concordance was 93.57% Gadisseur et al. JACI [98]
for negative results.
rAni A1 rRat v/ ) nRAc A A nGal A1 Cvrallant intra_clida intra_ace- - ' 2 Cabrera-Freitag et al. [101]
A new tool in the field of in-vitro diagnosis of allergy: bo et al. [76]
preliminary results in the comparison of ImmunoCAP" 250 _izaso et al. [31]

with the ImmunoCAP" ISAC

Gadisseur R, Chapelle JP, Cavalier E.

Clinical Chemistry and Laboratory Medicine. Volume 49, Issue 2, Pages 277-280 eliol et al. (57

* Comparaison ISAC et CAP chez 86 patients fwaroch et al. [103]

* Concordance entre les résultats positifs (78.65%) et meilleure concordance si on considére le seuil
positivité CAP 0,35KUI/L (92,19%).

* Sensibilité moindre en ISAC qu’en CAP pour certains allergénes.

* Excellente spécificité avec des sera ayant des IgE,, jusque 10 000KU/L.
* Des améliorations de la sensibilité doivent encore étre réalisées.
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‘ ‘ \ . .AO CONSENSUS DOCUMENT Open Access

deLicge R A WAO - ARIA - GA’LEN consensus document on
molecular-based allergy diagnostics

Table 2 Studies comparing different techniques for specific IgE determinations

Techniques compared Allergens Main findings References
ImmunoCAP & ISAC 50 HDM, cat dander, birch, grass, and ROC curves demonstrated that CAP and ISAC performed equally well in cat, birch, Wohrl et al. [99]
mugwort pollen and grass pollen. ISAC was slightly less sensitive in HDM and displayed a reduced
sensitivity in mugwort pollen.
ImmunoCAP & Betula and grass allergens Comparable sensitivity between CAP and ISAC. Jahn-Schmid et al. [100]
ISAC prototype
ImmunoCAP & ISAC 103 grass and cypress pollen Showed similar diagnostic performance. Cabrera-Freitag et al. [101]
ImmunoCAP & ISAC 103 Multiples allergens Concordance was 78.65% for positive results.Concordance was 93.57% Gadisseur et al. JACI [98]
for negative results.
rApi g 1, rBet v 2, nBos d 4, nGal d 1, Excellent intra-slide, intra-assay, and inter-assay variability. rApi g 1, nGal d 3, Cabrera-Freitag et al. [101]

Reproducibility of ISAC 103 nGal d 2, nGal d 3, rHev b 8, rPhl p 5, and rPhl p 6 showed high variability in the individual analyses.
rPhl p 6, and rPhl p 7

ImmiinnCAP & ISAC 103 | atex allernenc Similar nerfarmance Ebo et al. [76]
eficiency Lizaso et al. [31]
The ImmunoCAP ISAC molecular allergology approach in adult multi-sensitized ﬁ;tly
Italian patients with respiratory symptoms Clin Biochem. 2011 Aug:44(12):1005-11
Giovanni Melioli **, Floriano Bonifazi ®, Sergio Bonini ©, Enrico Maggi ?, Michele Mussap *, Melioli et al. [97]
Gianni Passalacqua ', Enzo Renato Rossi %, Angelo Vacca " Giorgio Walter Canonica '
and on behalf of the Italian Board for ISAC (IBI) © -1y
Twaroch et al. [103]
» Précision intra et inter-série bonne > 1 ISU Cin E

» ISAC: CV(%) 3 fois + élevé que les InmunoCAP entre 1 et 15 ISU,
» ISAC: CV(%) identique au-dessus de 15 ISU.

* En tenant compte de la LOD ISAC (0,3 ISU) et LOD CAP (0,1KUI/L) moins bonne corrélation que
lorsque 1’on choisi un seuil de positivité ISAC a 1 ISU.

» Limitation ISAC : pas tous les allergénes et pas tous les recombinants sont représentés => attention
aux faux négatifs de I'ISAC

* Intérét de I'ImmunoCAP ISAC chez les patients polysensibilisés.
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« Comment choisir quelle technique ?

— Considérer le nombre d'allergenes a tester, évaluer le prix (selon prix local et systeme de
remboursement),

— S1>10 a 12 allergeénes, multiplexe peut-Etre préferable.

Table 3 Advantages and disadvantages of ISAC, immunoCAP, and skin prick tests

Advantages Disadvantages

ISAC + 30 pl of serum or plasma (capillary or venous blood) + Manual method
- 112 allergens can be assayed in parallel - Semi-quantitative assay
- Natural and recombinants proteins « Less sensitive

- Less allergen needed (approximately 100,000-fold, pg vs. ug)  « More variability in the inter-assay analysis for certain allergens

per assay
« No interference from very high total IgE - Greater coefficient of variation
- Some allergen sources are not included
« Less appropriate for monitoring sensitization
- Potential interference between IgE and other isotypes,
principally 1gG
ImmunoCAP - Automatic method + 40 pl of serum per allergen
- Quantitative assay - One allergen per assay
- High sensitivity - Detect low-affinity antibody that may have little to no clinical relevance
« Lower coefficient of variation
« Natural or recombinants proteins or crude extracts
« Appropriate for monitoring sensitization
Skin prick test - High sensitivity (extract-dependent) - Manual
« Immediate reading - One allergen per prick

+ Only crude extracts

- Not appropriate for monitoring sensitization
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The FASEB Journal express article 10.1096/fj.01-0711fje. Published online January 14, 2002.

Microarrayed allergen molecules: diagnostic gatekeepers for
allergy treatment

Reinhard Hiller,"" Sylvia Laffer,”” Christian I-Ia.rwam-:gg.l Martin Huber,' Wolfgang M.
Schmidt,] Anna Twardosz,3 Bianca Ba.rletta,‘ Wolf M. Be,cker,5 Kurt Blaser,b Heimo
Breitene{‘le:r,2 Martin Ch.':\pman,7 Reto Crameri ," Michael Duchéne,2 Fatima Ferreira,® Helmut
Fiebig,q Karin Hoffmann—St:u:n.mergruber.2 Te Piao !(ing.'U Tamara Kleber-Janke,” Viswanath P.
Kurup,'' Samuel B. Lehrer,'” Jonas Lidholm,'® Ulrich Miiller,' Carlo Pini,’ Gerald Reese,'? Otto
Scheiner,” Annika Scheynius,'® Horng-Der Shen,'® Susanne Spitzauer,'” Roland Suck,’ Ines
Swobocla,17 Wayne Thomas,“‘ Raffaela Tinghino,4 Marianne Van Hage-Hams!cn,w Tuomas
Virtanen,” Dietrich Kraft,” Manfred W. Miiller," and Rudolf Valenta®

SinglePlex
versus
Multiplex
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*  L'interprétation peut étre difficile, méme pour l'utilisateur expérimenté.
*  Pertinence clinique des différents allergeénes.
«  Corréler a des tests de diagnostic traditionnels et a I'histoire clinique du patient.

*  Les résultats de I'ISAC pour certaines sources d'allergenes (noix de cajou, s€same, armoise...) peut €tre négatifs,
méme si l'extrait est positif si l'allergéne déclencheur n'est pas présent sur la puce.

Evaluation of ISAC test result

A g a'd

Negative Mono Positive Multi Positive
- + 44+
A4 A a4
CONTROL QUESTION CONTROL QUESTION CONTROL QUESTIONS
- Appropriate test - Appropriate test 1. Do positive components explain patient signs and symptoms?
requested? requested? - Are results consistent with SPT or sIgE results? If not, does the
clinical history support whole extract or component results?
3. Do cross-reactive components explain many positive SPT or
sIgE results ?
“ Are there any unexpected results? If yes, could the collection
of patient history be improved?
5. Can the cross-reactive components explain complex clinical
Note: In general, if Note: Mono- syndromes (e.g., pollen-food, pollen-pollen, mite-shrimp, or
the patient has sensitization at cat-pork syndr?me)?_ , o .
dermatological molecular component 6. Are”there any “low risk” (e.g. PR-.10, pr.oﬁlm or CCD) or “high
symptoms or there is level is rare and risk markgrs (e.g. storage proteins, Tri a 19 or LTE)? .
a suspicion of food questionable 7. Are there single components or component combinations that
allergy, microarray ’ indicate an increased risk for systemic reactions?
! 8. Are all, some, or none of the relevant components of the

tcest"lng could be suspected allergen source represented on the chip? If none or
indicated, but the

- only some: Are there cross-reactive components that may act
number of negative

‘ - as representative markers for the suspected allergen (e.g., Ole
results may be high. e 1 (olive) is also a marker for ash pollen)?
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* Economiquement, + intéressant d’utiliser des TC et faire MA que de ne faire
aucun test et de se baser juste sur ’anamnese clinique.

* MA permet de restreindre les évictions alimentaires.

* Peu de sérum (pédiatrique).

* Fournit des sensibilités impreévues.

e Des programmes d'éducation sur l'utilisation et l'interprétation de MA sont
nécessaires.

e L'utilité clinique de la plupart des molécules allergenes doit étre approfondie.



Microarrayed Allergen Molecules for the Diagnosis
of Allergic Diseases

C-H\_/ Multiplexes

de L[ége RéﬂeXiOIlS diagnOStiqueS Maria Livia Bernardi - Rosetta Ferrara - Enrico Scala -
Danila Zennaro Curr Allergy Asthma Rep (2010) 10:357-364

Les allergenes peuvent étre obtenus a partir de toutes les sources allergéniques
Spotting en triple augmente la robustesse de la biopuce

. Aucune limite sur le nombre de molécules qui peuvent étre placées sur la biopuce
Panel exhaustif et représentatif

Allergenes purifiés et recombinants naturels
Allergenes combines de la méme source allergénique miment la réalité
La sensibilité et la spécificité¢ définies grace aux singleplex

® N YR~

. Cartographie et la surveillance de la sensibilisation aux allergénes en utilisant le
méme outil standard dans le monde entier

9. Dépistage d’allergie en évitant tout risque de sensibilisation
10. Faible quantit¢ de sérum nécessaire
11. Méme panel indépendamment de 1'age du patient

12. Utile pour la détection d'autres immunoglobulines spécifiques (par exemple , IgG, IgA ,
IgG4 )



Microarrayed Allergen Molecules for the Diagnosis
of Allergic Diseases

C-H\_/ Multiplexes

de Llége RéﬂeXiOIlS économiques Maria Livia Bernardi - Rosetta Ferrara - Enrico Scala -
Danila Zennaro Curr Allergy Asthma Rep (2010) 10:357-364

e Aucune ¢tude : le couit du diagnostic des allergies avec emploi de la puce ?

* Le colt du test est déterminé¢ par la tres faible quantité d’allergenes.

* Aucune augmentation du colt de fabrication de I'ISAC entre 2006-2010, malgré
30% de molécules en +.

« Raisonnable de supposer que le coiit resterait stable ou pourrait diminuer.

* Biopuces concurrence aux TC ?
— Réduit le nombre d'étapes avant d'atteindre le diagnostic final.
— Les colits indirects de diagnostic de 1'allergie pourraient étre réduits.

» Plusieurs critiques :
— le colit du systeme,
— le manque d’automatisation,
— le risque de détecter un tres grand nombre de sensibilisations sans symptomes reels,
— mélange d’allergenes indésirables,

— tous les allergenes sources / molécules ne sont représentees.
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_H.q j ALLERGENS IN ALLERGY DIAGNOSIS:
S A GLIMPSE AT EMERGING NEW CONCEPTS AND METHODOLOGIES
de L’ége . . 1.2 . ) . ) 2 R 1.2
Ivana Giangrieco **, Chiara Rafaiani”, Marina Liso”, Paola Palazzo”, Debora Pomponi~, Lisa Tuppo *,
[ Roberta Crescenzo'?, Maurizio Tamburrini', Adriano Mari®, Maria Antonietta Ciardiello'.

* Diagnostic de l'allergie bas¢ sur la détection d'une interaction protéine/prote€ine
impliquant l'allergene et I’IgE reconnaissant specifiquement 1'allergene.

 Systémes disponibles appliquent systématiquement les mémes conditions
expérimentales (tampon phosphate salin, pH neutre) pour ¢valuer la sensibilit¢ des
allergenes, indépendamment des caractéristiques de la source allergénique ou de
I'environnement dans lequel un allergéne entre en contact avec les muqueuses
(respi, tractus gastro-intestinal,...).

 L'inclusion dans les systeémes de diagnostic d'un panel de composants homologues
provenant de différentes sources contribue a I'amélioration de la précision du
diagnostic de l'allergie.

e La littérature montre que des protéines homologues, d’une méme famille biochimique,
peuvent avoir des propriétés immunologiques différentes...

 D'autres améliorations in-vivo et in-vitro devraient exploiter les caractéristiques
physico-chimiques des conditions expérimentales utilis€ées pour le test qui peuvent
affecter les propriétés allergéniques et I’interaction allergéne-IgE et le diagnostic.
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PEDIATRIC ALLERGY AND
IMMUNOLOGY

Shyur S-D, Jan R-L, Webster JR, Chang P, Lu Y-J, Wang J-Y.
Determination of multiple allergen-specific
IgE by microfluidic immunoassay cartridge in
clinical settings

Systéme de cartouche microfluidique.

Avantages :

Entierement automatisé.
Diminution de la durée du test.

Faible volume d'échantillon.

Allergenes testés simultanément.
Corr¢l¢ a la technologie de CAP.
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G_’ Microﬂuidic array Shyur S-D, Jan R-L, Webster JR, Chang P, Lu Y-J, Wang J-Y.
deLiége Lab-on-a-chip, BioIC Determination of multiple allergen-specific
),

IgE by microfluidic immunoassay cartridge in
clinical settings

» Cartouche microfluidique pour l'analyse automatisée des IgEs contre plusieurs extraits
d'allergenes.

* Dosage immunologique par chimio-luminescence, ELISA, 2 étapes, 32°C.

« Canaux de distribution de réactif, pompage reactifs (lavage, sérum, conjugué, substrat)
provenant de réservoirs de stockage individuels vers une commune ou
les extraits d'allergenes sont immobilisés.

* 90 uL de plasma ou de sérum non dilug.
— 4450 pL de tampon de lavage, 120 pL de substrat pré-mélangé et 120 uL d'une dilution 1:1000 de HRP
» La cartouche est insérée dans ’instrument BiolC (automatisé).

@ BiolC Microfluidic Immunoassay Cartridge

EIA reaction zone Microfluidic pumps Reagent compartment

Sample compartment
Upper layer

= Allergen markers are
. ___‘:.__—":‘.__—— precoated by
. Upper layer = arraying technique

Bottom layer @ P /

4. Substrat Waste reservonr

réaction
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» Cartouche microfluidique pour l'analyse automatisée des IgEs contre plusieurs extraits
d'allergenes.

* Dosage immunologique par chimio-luminescence, ELISA, 2 étapes, 32°C.

« Canaux de distribution de réactif, pompage réactifs (lavage, sérum, conjugué, substrat)
provenant de réservoirs de stockage individuels vers une commune ou

s-mélangé et 120 uL d'une dilution 1:1000 de HRP

IC (automatisé).

| BiolC Microfluidic Immunoassay Cartridge

EIA reaction zone Microfluidic pumps Reagent compartment
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# . Sample compartment
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delLiége [Lab-on-a-chip, BiolC ?etermlngtlon of multiple allergen-specific
gE by microfluidic immunoassay cartridge in
clinical settings

e +/-30 min (10 cartouches en 60-75 min).
e Signaux de chimio-luminescence scannés via caméra CCD.

 Courbe de dilution en série, contréles négatifs immobilisés dans une
zone de réaction.

« Testen QUADRUPLE.

— Intensités cibles calculées en ¢liminant la valeurs la plus ¢loignée R/°
a la moyenne,

— Moyenne des trois valeurs restantes dont on soustrait l'intensite de
controle négatif.

« Résultats semi-quantitatifs en unités arbitraires (UA).

« Réaction dans conditions dynamiques plutdt que statiques.
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de L[ége Intérét de I’outil Marina Cretich’, Gabriele Di Carlo™?, Cinzia Giudici’, Sven Pokoj?, Iris Lauer®,
Stephan Scheurer® and Marcella Chiari’ Pr )
oteomics 2009, 9, 2098-2107

v' Titre des IgE faible.

v' Présence d’IgE et d’IgG.
» Compétition possible pour les allergénes !!

« La plupart des €pitopes IgE sont de type conformationnel.
— Maintien de la structure native des allergénes.

* Incubation dans des conditions « statiques » et temps d’incubation ??
— Signaux +¢levés si temps d'incubation de 2h.

— Le panel des IgEs positifs affecté par le temps d'incubation : signaux + ¢€levés pour
de + longues incubations.

» Dans des conditions « statiques », des temps relativement longs sont nécessaires
pour obtenir le maximum de sensibilité dans la détection d’IgEs.

v' Accélération de la diffusion des cibles sur leur site de liaison a
I'intérieur d’une micro-cellule (test dit microfluidique).
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de Liége Performances techniques, BiolC Determingtion Qf .m.ultiple allergen-spepiﬁc .
IgE by microfluidic immunoassay cartridge in
clinical settings

e 212 sérums d’enfants allergiques, 3-18 ans, 40 patients controles :
— Evaluer la pertinence clinique.
— Comparaison avec CAP, I’anamnese clinique et les TC (normes EAACI).

* Sensibilite et spécificite identiques aux CAP.

e Corré¢lation des BiolC, TC et ImmunoCAP bonne par rapport a la clinique.

— BONNE corrélation pour les allergénes respiratoires et alimentaires entre BiolC et
ImmunoCAP (77,8 %, IC 95%).

— MAUVAISE corrélation pour les allergenes respiratoires avec TC (BiolC 64,9%, IC
95%).

* En utilisant le systéme de classe semi-quantitative :
— Corré¢lation entre BiolC et CAP entre 55,2% et 99,5 % , moyenne générale 80,9 %.

« Dans I'ensemble, efficacité de la technologie.
« Panel d’allergenes fige.
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Proteomics 2009, 9, 2098-2107

e Un substrat gravé en PDMS (taille d'une lame de microscopie), moulé sur de la silice
avec une chambre d'incubation centrale (largeur=500um, profondeur=100um) relié a
une entrée et une sortie.

* Micro-cellule gravée placée sur la surface d'une petite lame en polymere
enduite preéalablement avec un panel d’allergénes.

— Panel d’allergenes fige.

e Une chambre de micro-incubation est formée par le serrage du PDMS et la lame
de verre dans un support en polycarbonate, reli¢ a une vanne et a une pompe.

* Logiciel de contrdle fluidique (debit) : les réactifs nécessaires introduits de
manicre séquentielle dans la micro-cellule (échantillons, lavage...)

 Incubation avec l'échantillon de sérum avec un écoulement d’avant en arriere
(vitesse 1ul/sec) pendant 10 min.

— flux alternés : réduire la consommation de I'échantillon (25 mL dilu¢ a 50 ml avec le tampon
d'incubation)
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Detection of allergen specific immunoglobulins
by microarrays coupled to microfluidics

Marina Cretich', Gabriele Di Carlo™?, Cinzia Giudici’, Sven Pokoj, Iris Lauer®,
Stephan Scheurer® and Marcella Chiari’

Proteomics 2009, 9, 2098-2107

« Comparaison des résultats des dosages d’IgEs contre les protéines purifiées avec autres
techniques (Immunoblot, InmunoCAP).

— 4 sérums de patients allergiques au bouleau, noisette, pomme ou cerise, symptomes (OAS,
rhinite, conjonctivite, asthme et angioedeme).

— 4 témoins négatifs.

Table 1. Serum reactivity determined by IgE-immunol blotting

Serum

Betv 1

ral

Pruav

3

ald 4

NC 4

P+

o
R S e

[

[ R

Table 2. CAP values (U/mL) of the analysed serum sampl
in bold. 1 KU = 2.4 ug of IgE

les. CAP values>0.70 U/mL (CAP classes>2) are re|

ported

rum rBetv 1 rCoral rPruav

3

uavié

rMald 3

rMal d 4

29.4 10.1 181
45.4 307 0.16
201 13.2 0.16
438 25.0 0.20
NC1 0 0 0

NC2
NC3
NC 4

P
@

coo
coo
coo

18.5
0.14
0.26
0.50

coo

10.1
0.07
3.98
0.18
0

coo

» Intéréts combinés du micro-fluidique et des micro-matrices.

Permet un melange efficace des échantillons de sérum :

— On étudie une cinétique (diffusion limitée).

Revétement permet d' immobiliser les allergenes dans leur conformation native.

» La liaison des IgEs est améliorée et la liaison de faible affinité des IgG est diminuée.

Automatiseé :

— PAS d’intervention manuelle, en seulement 25 min.
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Proteomics 2009, 9, 2098-2107

« Résultats comparables entre techniques.
— Résultats plus élevés en microfluidique.

* Pas de liaison non spécifique chez témoins négatifs
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Figure 2. Comparison between the allergen specific IgE fluorescence signals detected by the conventional protocol (2 h static incubation)
and by the microfluidic assay (10 min dynamic incubation) for the serum samples 1-4 (a—d). 25 pL of serum, diluted 1:2 with the incubation
buffer was used for every assay. The error bars represent the SD of the fluorescence of four replicate spots. Fluorescence was detected
using 90% laser power and 90% PMT. The fluorescence values are calculated by subtracting the background level round about the spots
from the fluorescence intensity of each spot.
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Marina Cretich - Daniela Breda - Francesco Damin -
Marta Borghi - Laura Sola - Selim M. Unlu -
Samuele E. Burastero - Marcella Chiari

o Lame de silicium (au lieu du verre ordinaire) :
— Augmente la sensibilité.
— Capacité d'amplification de la fluorescence, meilleure performance.
— Amegliore l'efficacité clinique d'un diagnostic bas¢ sur les composants.
 Faible taux d’IgEs (selon dosage ImmunoCAP) pour des allergénes mineurs de

pollens de graminées, arbres (Phl p 7 et Bet v 2) non 1dentifiés par puce avec lame
en verre (n=5/8), mais tous identifi¢s sur lames en silicium.

— Pertinents cliniquement (panallergenes) : permet d’identifier les allergies croisées !
e Attention, Phl p 7 se comporte différemment probablement en raison de son
faible PM(8,8kDa), présente une faible réactiviteé avec la surface polymere.

— Multiplexe : €talonnage soigneux du rendement d'immobilisation de chaque protéine
necessaire afin d'améliorer la fiabilité.

* Progres technologique => approche diagnostique et alternative intéressante
aux outils traditionnels de diagnostic pour doser les IgEs.
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« Défaut des techniques précédentes :

» Techniques d'immobilisation des antigénes par adsorption physique ou par
liaison covalente via groupes amino ou carboxyle.

» Parfois certains antigénes pas ou mal immobilisés, ou épitopes
recouverts.
» Idéalement, 1l faut une technique qui permet :
» Exposer aux Ac polyclonaux toutes les régions antigéniques.
» Orientation de I’immobilisation aléatoire.

» Permet un test rapide avec une technique d’immobilisation stable via des
liaisons covalentes.

» Microarray préparé via immobilisation par photo-irradiation.
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An automated multiplex specific IgE assay system using a photoimmobilized
microarray
Yoshihiro Ito®-¢*, Nozomi Moritsugu?, Takahisa Matsue®P, Kiyomi Mitsukoshi?, Hirohito Ayame¢,
Norihiko Okochi¢, Hideshi Hattori¢, Hideo Tashiro®P, Sakura Sato9, Motohiro Ebisawad
 Du PEG est appliqué sous vide sur une lame de verre nettoyce @
préalablement par des ultraviolets (revétement par centrifugation).
3 s o P . 7 . 1) Spin coating with AZ-PEG
— Evite I’adsorption non spécifique des IgE de patient ou des réactifs de |
détection. %
« La solution d'antigene déposee en spot sur la surface. 2 Frame attachment,
|
« La lame est photo-irradiée pour 1''mmobilisation des antigenes. _l PN H I
3) Spotting of antigen solutions
. , , o . !
« La plaque revétue est analysée par méthode d'ellipsométrie.
b hh
==
. =,
« IgE adsorbé sur les allergénes détect¢é par la luminescence —

chimique produite par anticorps secondaires marques a la HRP.

Chip image
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An automated multiplex specific IgE assay system using a photoimmobilized
microarray

Yoshihiro Ito®-¢*, Nozomi Moritsugu?, Takahisa Matsue®P, Kiyomi Mitsukoshi?, Hirohito Ayame¢,
Norihiko Okochi¢, Hideshi Hattori¢, Hideo Tashiro®P, Sakura Sato9, Motohiro Ebisawad

« Comparaison entre les résultats obtenus en ImmunoCAP et via puce.
» Attention ! Sources d'allergeénes utilisées différents des CAP.

* Corr¢lations relativement ¢levees (>0,80) entre les systemes CAP et puce pour
tous les IgE utilisés sauf pour le sarrasin.
— Mais valeurs rarement < 1KU/L en CAP

Correlation coefficient between the chemiluminescence intensity of images cap-
tured by the automated CCD camera and the value determined by the ImmunoCAP

system.
Allergen Correlation coefficient Cv (%) Sample number
Egg white 0.91 12 36
Cow’s milk 0.98 8 36
Wheat 0.82 18 25
Buckwheat 0.73 9 30
Peanut 0.93 8 35
Soybean 0.84 11 25

« LOD 0,34 KUI/L
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g An automated multiplex specific IgE assay system using a photoimmobilized
microarray
Yoshihiro Ito®-¢*, Nozomi Moritsugu?, Takahisa Matsue®P, Kiyomi Mitsukoshi?, Hirohito Ayame¢,
Norihiko Okochi¢, Hideshi Hattori¢, Hideo Tashiro®P, Sakura Sato9, Motohiro Ebisawad

e Grand potentiel

— =>1mmobilisation de toute matiere organique, indépendante de groupes fonctionnels
ou des protéines.

e Orientation aléatoire des molécules immobilisées.

« Reéduction des interactions non specifiques des protéines sériques a l'aide du
composant de PEG.

« Panel d’IgEs, environ 30 min et 10 pl de sérum.

« A confirmer avec des ¢tudes complémentaires...
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« Multiplexes juges trop rigides : sélection de I'allergene impossible.

* N¢écessité d'une plateforme multiplexe d'immunoessais plus flexible, permettant
le choix des allergenes et des molécules de controle (ex: QC internes) et
permettant d’introduire des allergenes personnalisés (nouveaux allergenes).
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« Cytométrie en flux, utiliseée dans +/- tous les laboratoires de recherche ou de routine.

* Des microbilles fluorescentes initialement « nues ».
« Couplage de molécules allergéniques avec des micro-billes => approche
personnalis¢e.

» Détection des IgEs des composants allergéniques couplés a ces microbilles fluorescentes
puis analysées en FACS.

« Difficultés lors des mises au point :IgE en faible concentration (vs IgG, IgM...)

* Multiplexe souple et sur mesure (ABA) .
* 30 microbilles différentes mesurées en méme temps, sans colit supplémentaire.

D'autres systemes multiplexés pour la mesure des IgEs sont
basés sur ce systtme de microbilles, lecteur scanner laser
« MagPiX » (Luminex Corp TX , USA) .
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« Mc¢thode :
— Anticorps polyclonaux et monoclonaux spécifiques d’allergenes,

— Sérums de 167 patients allergiques : caractérise par puce ISAC,

v ISAC a été pris pour référence :
v car cinétique de réaction en microdimension similaire.

v ISAC est la seule technique actuelle utilisant des composant au lieu d’extrait comprenant
tous les composants testés dans cette étude.

— Démonstration de la faisabilité de I'ABA.

» 336 matrices testées pour un ou plusieurs des 16 allergénes choisis,
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« Résultats apres un couplage réussi et controlé.
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results matched the ISAC results. Numbers in the upper left corner indicate the Table ST row numbers and patients’ ID. In each panel: the upper left
graph shows clustered micro-beads by their dimension; the upper right: scatter plots of each fluorescent bead; the lower left: fluorescence intensity
and event counts; the lower right: summary table with median fluorescence values. Samples reported in each of the six panels had the following total
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ISAC IgE determinations are not always reproducible (unpublished data). For graphical visualization needs on log scales, zero value for ABA was set at
10 MFI on the X axis, and at 0.01 kU/I for ISAC value on the Y axis. The Spearman r correlation coefficient was calculated and the Fisher’s exact test
was used for statistical purposes. Statistical results are reported below each graph.

doi:10.1371/journal.pone.0035697.g007
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 Meémes résultats que la méthode actuellement disponible ISAC microarray IgE.

 Limitations de ’ABA :

— Liées aux nombre de combinaisons qui doivent étre possibles pour obtenir
une large plage de fluorescence sur chaque micro-bille.

» Problémes de discrimination des micro-billes qui ont des fluorescences trop
proches les unes des autres.

= Chevauchement des émissions de fluorescence des micro-billes.
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v La cytométrie de flux est une technologie simple.
= Ne necessite pas une grande experience ni d'expertise dans I'interprétation.
= Reéduction de variabilite intra/inter-laboratoires et meilleure reproductibilité.
= Pas affecté par les bruits de fond.
v' Multiplexe a base de micro-billes coatées a des allergénes adaptée pour la

detection simultanée d'IgEs de l'allergene dans des laboratoires hautement
spécialisés ayant I’installation d’un FACS.

v’ Adaptée pour détecter d'autres Ig humaines (et non-humaines).

AN

M¢éthode multiplexe utile et flexible.

N\

Approche sur mesure.

¥ Limitations techniques pourraient géner 1'expansion du systéme
permettant un dosage des IgE large pour le diagnostic de 1'allergie routine.

[ Or des articles publiés réclament plus de composants...



The IgE-microarray testing in atopic dermatitis: a suitable
modern tool for the immunological and clinical phenotyping

f]
C (K\:// ImmunoCAP ISAC of the disease

i i Adriano Mari, Enrico Scala and Claudia Alessandri
de Liége Dermatite atopique

Current Opinion in Allergy and Clinical
Immunology 2011, 11:438-444

e Qutil intéressant pour la dermatite atopique
— larges recherches IgE , auto-Ac, environnement... => diagnostic.
— Pas de cible specifique.

 Le + complet et le + simple outil.
* Quantités infimes de seérum, chez patients de tout age.

 Auméme niveau que les TC et que les CAP ?
« Profil de sensibilisation de chaque patient, bilan diagnostique de routine?
* L'interprétation des résultats de microarray nécessite des compétences.

— Entre les mains des allergologues spécialisés.

 Un microarray + complet doit étre encouragé.
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ImmunoCAP ISAC, ce qui a déja éte fait :
— Utilisé dans un grand nombre d'études cliniques.
— Etudes épidémiologiques.
— Suivi longitudinal des enfants.

— Nouvelles sensibilisations.

ImmunoCAP ISAC, de nombreux points forts et résultats proches mais pas
identiques aux immunoessais classiques (WAO Position Paper, Décembre 2013).

ImmunoCAP ISAC, points faibles :

— Pour certains allergenes et pour les niveaux d'IgE faibles, pas suffisamment sensible.
— Certains allergenes importants ne sont pas inclus.

Puce MEDALL augmente le nombre d'allergenes avec une meilleure sensibilite.
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ISAC version « améliorée ».

Puce d’allergene MEDALL, spécifique et sensible, pour le suivi des profils IgEs
et IgG envers >170 molécules d'allergénes.

Dosage de serums issus des cohortes européennes.

Programme de recherche européen dans lequel la technologie des multiplexes
est utilisee pour :
— Le suivi de I'évolution de I’allergie dans l'enfance.

— Définir une carte géographique des sensibilisations cliniquement pertinentes dans différentes
populations.

— [Etablir les profils de sensibilisation permettant de prédire les manifestations de la maladie.
— Estimer les effets des thérapies.

— Améliorer la prescription de I'immunothérapie spécifique.
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Les dosages simulant des conditions ou la quantité d'allergéne est faible
permettent l'estimation de 1'effet du blocage de la liaison des IgEs par les
IgGs des mémes allergénes.

=> Ressemble aux reéactions biologiques dans les conditions d'exposition naturelle.

» Dosages d’IgEs sur microarray fournissent des informations + pertinentes
cliniquement.

Triplicate d'une dilution en s€rie d’un anticorps monoclonal d'IgE humaine
spécifique a Bet v 1 mesurés sur le MEDALL (2,42 ng/ml = 1UA/ml en CAP).

Jusqu’a 32 ng/ml de I'anticorps monoclonal (23.31SU), une corrélation lin¢aire.
Au-dela de 30 ng/ml, la courbe arrive a saturation.
Bonne reproductibilité si IgE ¢leves (641 ng/ml=1321SU,SD=2.261SU,CV=1,7%).

Le signal détecté a la plus faible concentration d'IgE (0,05ng/ml) €tait 0.14 ISU
avec un rapport signal/bruit de 14.
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Faible taux d’IgE : MEDALL aurait une meilleure sensibilité.
Lorsque concentration d’IgE >30 ng/ml, plus de relation linéaire.

En CAP, relation linéaire jusque 300 ng/ml d' IgE.

— D au fait que sur la puce, seulement 5 a 20 fg/spot de protéines sont immobilisées
versus CAP, 1-2ug de protéine.

— Qualite des protéines et €valuation de la capacité de liaison de 1'anticorps aux spots
d'allergenes = critique.
En CAP, exces d’allergene.

— Grande quantit¢ d’allergéne couplé a une grande surface, tous les isotypes d’Ac
peuvent se lier simultanément.

— Impact important sur les résultats, a considérer lors de I’interprétation.
Lorsque les taux d'anticorps sont relativement faibles, les deux systémes
donnent des résultats comparables.

Lorsque les taux augmentent, le nombre relativement limité d'épitopes présents
par spot empéche la liaison des anticorps specifiques a I' allergene respectif.
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La puce mime la situation in-vivo ou seules de petites quantités d’allergenes
entrent dans le corps, plusieurs facteurs vont déterminer quelle Ig se liera mieux

a l'allergene :

— La concentration.

— L'affinité des anticorps.

Réduction de la liaison des IgE lorsque d’autres Ig sont présentes :

— Anticorps bloquants reconnaissant le méme €pitope.

— Affectent la liaison des IgE par d'autres mécanismes tels que

I'encombrement stérique.

Quantifier les IgG liés a un allergene ne fournit aucune information quant a
savolr si cela inhibe la liaison des IgE au méme allergene.
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Mesure du blocage des IgG, ou autres anticorps. Evaluations :
— de Defficacité immunologique de I'i'mmunothérapie spécifique.
— de D’effet protecteur des IgG maternelles transférées a l'enfant via le placenta ou lait

maternel.

— du développement spontané des réponses IgG spécifiques de I'allergene.

Compétition IgG/IgE interessante dans les ¢chantillons de sérum ou d'autres

liquides biologiques (les larmes, le lait maternel).

Immunotheérapie spécifique réussie :
— des titres plus ¢leves d'IgGs de l'allergene, plutdt que les IgE sont produites.

= Peuvent bloquer la liaison des IgEs a I'allergene

=> IgG occupent plusieurs €pitopes sur la molécule.

=> la réduction de la liaison des IgE sera détectable.






CH\/ Take-home messages

de Liege

« Les extraits allergéniques disponibles pour le diagnostic in-vitro des allergies
sont prépares a partir de materiel biologique.
— Ils contiennent des protéines allergéniques et non-allergéniques.
= Leur contenu en allergene majeur/mineur n’est pas toujours bien standardisé...

* Des milliers d’allergenes décrits, >130 allergénes naturels purifiés ou produits
sous forme de recombinants sont commercialisés pour le diagnostic des
allergies.

— Dosages d’IgE spécifiques unitaires.
— Multiplexe.

 Les composants allergéniques, nombreuses
utilites :
- ITS, prédire la severité des allergies.
- Etablir un profil de sensibilisation expliquant les
réactions croisees.
- Aide objective a la prise de décision quant a la
conduite a tenir (&éviction totale, essai de
réintroduction...).

»Révolution dans le diagnostic



C""u Take-home messages

de Liege

* Trouver la cause d’une allergie est parfois extrémement complexe...
v’ Malgré une bonne anamnese clinique.

v Un diagnostic, dans des cas complexes, prend parfois beaucoup de temps,
nécessite parfois des tests dangereux (TPO) en plus des TC.

v" Allergie moléculaire : multiples tests, prises de sang.
v’ La sécurité sociale W et les cotits A\

 Les Multiplexes permettent d’évaluer la réactivité des IgE contre un grand
nombre de composants allergéniques en un test simple et rapide.

— Allergie moléculaire
— Dedié a des meédecins specialistes

* Le profil moléculaire en tant que résultat d’exploration de routine doit €tre
regard¢ avec attention (quel allergene pertinent, si inattendu, titres).



H / Take-home messages

de Liege

Des techniques innovantes permettent de définir des profils de sensibilisation :
— Le + connu : PImmunoCAP ISAC.

= 112 composants allergéniques

= 30 pL de sérum

= Bonne corrélation avec CAP mais sensibilité moindre (si IgEs <1 ISU)
= 4h de test, non automatisé.

= Panel rigide

=  Allergeénes a revoir, incomplet probablement

— Puce Medall (=ImmunoCAP ISAC améliore)

= 170 allergenes

— Photolmmobilisation des allergenes
= Peu de publication... a suivre...

— Microfluidic array : Lab-on-a-chip, BiolC
= 30 minutes, Automatisé

= Panel a la carte
= Dé¢ja utilisé pour certains immunoessais

— Micro-beads array :
= 30 minutes, Automatisé
= Panel a la carte
= Cytométrien en flux

=  Maximum 30 allergenes a la fois



C""u Take-home messages

de Liege

* Qud du futur et des développements ?

— Elargir la gamme des composants allergéniques en routine ?
— Y a-t-1l des composants allergéniques non nécessaires ou moins pertinents ?
— Un test multiplexe a la carte ?

— Microbilles en cours de préparation versus tests « figés » ISAC et micro-fluidiques.
= [lyade laconcurrence qui se prépare !!

» Doit-on suivre les sensibilisations precliniques ?

— Finalement, des allergénes « en trop », inattendus, ne sont-ils pas intéressants pour le
clinicien et le futur allergique du patient ?

— ISAC et « tests figés » ont leur place...

L’allergie moléculaire est plus qu’une réflexion, c’est un art.
ImmunoCAP ISAC est le premier tableau qui le met en valeur.
Le futur s’annonce riche en couleur !



Lab on a Chip RSCPublishing
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A personalized food allergen testing platform on a
cellphone

Cite this: Lab Chip, 2013, 13, 636
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