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La réponse allergique vis-a-vis d'un allergene
requiert deux contacts
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2¢me contact :
dégranulation des mastocytes
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Allergie : manifestations cliniques
de la sensibilistaion
Asthme
Rhinite
Dermatite atopique
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Clinical Reviews in Allergy & Immunology , 2019



https://link-springer-com.proxy.insermbiblio.inist.fr/journal/12016
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Primary sensltization

IgE profile

£

IgG profile

Valenta et al, 2018, Advances in immunology



LA REACTION ALLERGIQUE

SENSIBILISATION du mastocyte et du basophile

June 2002, vol 2 p 446, Nature Reviews Immunology



Factors in allergic sensitization

...... Alle
fﬁg'tt;vant P S /\? exporginre:
- et Mo dose, timing,
particles, %' Host factors: VO g
dust, climate / - Genetic factors \\
14 - MHC: allergen-specific ',
! - Atopy-predisposing \
] - Epigenetic factors “
- - Immunological factors: |
i - B cell receptor repertoire |
@\ - T cell receptor repertoire "
: \ - Regulatory T cells / Allergen
Endotoxin N - slpithe“a' barrier / properties
N - icrobiome J/

L
\“ -"f
- -

{} Infections,
vaccination

Valenta et al, 2018, Advances in immunology



Biologie de |'allergie
du fondamental au diagnostic

1- La réaction allergique
- Sensibilisation
- Réaction immeéediate
- Réaction retardee
2- Le diagnostic
3- Résumeé



LA REACTION ALLERGIQUE:
Declenchement

b Immediate reaction

Alergen  Multivalence
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June 2002, vol 2 p 446, Nature Reviews Immunology



Potency of an allergen
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Valenta et al, 2018, Advances in immunology
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Immediate response Late phase response

Cytokines,
mediators

Neutrophils

Allergen
Eosinophils

Basophils

T cells

Degranulation

30 min Several hours

Valenta et al, 2018, Advances in immunology
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LA REACTION ALLERGIQUE
La phase tardive

& 'Ecsinophi

- A la réaction immédiate fait suite chez certains patients, une
réaction inflammatoire tardive (retardée / 4-6 h apres contact)
- Acteurs de phase tardive : éosinophiles, lymphocytes Th2

June 2002, vol 2 p 446, Nature Reviews Immunology



B

IgE dependent

IgE independent




La phase fardive ou reaction
inflammaftoire localisee

4-6 heures apres initiation de la réaction allergique - dure 1 a 2 jours

Infiltration de cellules dites inflammatoires

— eosinophiles (30%) : la cellule responsable des degats tissulaires
— neutrophiles (30%)

— lymphocytes T CD4+ activés

— basophiles

Mediateurs produits pendant la phase précoce favorisent le recrutement
local et I'activation de cellules inflammatoires

cytokines : IL-4, TNFa, IL-1

chimiokines : IL-8, éotaxine, Rantes, MIP-1a, MCP-3 ..
histamine : active les cellules endothéliales (IL-6, IL-8)
IgE : activation cellules CD23+
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Démarche diagnostique

* Interrogatoire :

Historique I imputabilité

« Examen clinique



Démarche diagnostique
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Test cutané

IR Tests cutanés a lecture immédiate par intra-dermo réction.

B cell activation

@ 2000 Garland Fublishing/Elsevier Science



Tests biologiques
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Tests biologiques
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Diagnostic biologique
Dosages des Ig

IgE totales
IgE spécifiques

Quantitatifs ou semi-quantitatifs

IgE totales
IgE spécifiques

/ Ac anti-IgE { Ac anti IgE
Serum patient ,( Serum patient
E E Ac anti IgE Ezmg Allergene

- Mesure de la fluorescence







Valeurs de références des IgE
totales

Valeurs de référence selon 'age (données fournisseur)

6 semaines <4 kU/L
3 mois <7,2 kU/L

6 mois <12,8 kU/L
9 mois <17,4 kU/L

1 an <22,8 kU/L

2 ans <40,3 kU/L

3 ans <56 kU/L

4 ans <70 kU/L

6 ans <98 kU/L

8 ans <124 kU/L

10 ans <148 kU/L
Adultes <114 kU/L
Calibration selon le standard 75/502 de 'OMS (human IgE), 1 Ul/L~ 2.4ng/L IgE



Technigue des CLA-Hitachi

-Bandelettes coatées avec 30 allergenes (3 types de bandelettes)
-Mise en contact avec sérum du patient

-Révélation par anti-IgE couplés a une enzyme

-Réaction de chimioluminescence

-Lecture au luminomeétre

-Résultats sous forme de classes de O a 4






Résultats du test :

Le Luminometre mesure I'émission
de lumiere en unités de luminescence
(ULs) desquelles sont soustraites
celles du contrble négatif. Les valeurs
sont ensuite classeées de 0 a 4 selon
le tableau de résultats ci-dessous :

CLA Classe ULs nettes Concentration d'IgE

4 > 242 Niveau tres éleve
3 143-242  Niveau ¢leve

2 66-142 Niveau modére

1 27-65 Faible niveau

0/1 12-26 Tres faible niveau

0 0-11 Aucune IgE détectée



INnhibition des IgE spécifiques

-Pour mettre en évidence une ou des protéines communes entre 2
allergenes

-Pour vérifier l'activité d'un extrait allergénique (allergie croisée)

-Pour sélectionner un allergene en vue d'une désensibilisation



Inhibifion de Cap
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Diagnostic biologique de
I"allergie
» Diagnostic a I'échelon moleculaire

« Raisonnement par famille moleculaire

— Différencier sensibilisation primaire et
sensibilisation croisee

— Etablir un risque de reaction sévere potentiel
— Mellleure sélection des indications d’ITS



Evolution des techniques de
dosage des IgE spécifiques
Grand nombre d’allergenes pouvant étre testés en
méme temps
Faible quantite de serum
Quantification des résultats

Détermination d'un profil allergénique

En 2 ou 3°™¢ intention : tests multiallergénes utilisant le
CRD = components-resolved diagnostic, suivant les
protéines reconnues par les IgE = Il existe différentes
familles de protéines allergéniques reconnues par les IgE.

- Comment??



ImmunoCAP ISAC®
Immuno Solid-Phase Allergen Chip

Phadia



ImmunoCAP ISAC®

D~ 200 pm

Dimensions

~ 100 picogram / spot > 100
allergénes / cm?
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Thermo

SCIENTIFIC

| INEORN ﬁ i
froes S A : i R
1D Echantillon : CUK2427_1 ID Patient :
Date échantillon : 13.12.2018 Nom :
Statut validation : Mesuré Date de naissance :
Date impression : 09.01.2019 ID/MR#:
Courbe de calibration : CTR03 07/01/2019

CUK2427_2

Médecin prescripteur : Dr BONNEAU Jean-Charles

Adresse : ALLERGOLOGIE - S E
CHU ANGERS

1. Résumé des résultats des dosages d'IgE spécifiques positifs
'Composants d'aéroallergénes principalement spécifiques d'es| '

Pollens de graminées
Chiendent digité nCynd 1 Graminées, groupe 1 3,1 ISU-E
Phléole rPhip 1 Graminées, groupe 1 21 ISU-E
rPhip 2 Graminées, groupe 2 8,7 ISU-E
nPhip 4 Réticuline oxydase 15 ISU-E
rPhip 5 Graminées, groupe 5 50 ISU-E
tPhlp 6 Graminées, groupe 6 2,3 ISU-E g
rPhip 11 Protéine apparentée & Ole e 1 10 ISU-E fai et
Pollens d'arbres
Platane nPlaa2 Polygalacturonase 0,8 ISU-E
Microorganismes
Alternaria rAlta 1 Glycoprotéine acide 0,8 ISU-E
Composants marqueurs de réactivité croisée
CCD
CCD nMUXF3 CCD 0,6 ISU-E
ISAC Standardized Units (ISU-E) Niveau
<03 Indétectable
0.3-0.9 Faible
1-149 Modéré / Elevé
215 Trés éleve

ID ECHANT : CUK2427_1 09.01.2019 Page 1/6



ALEX® est un test de nouvelle génération permettant le diagnostic des allergies
de type | (IgE dépendantes), basé sur une technologie exclusive a nano-billes
donnant un large panorama de l'état de sensibilisation allergénique de chaque
patient, avec un panel de plus de 280 extraits d'allergenes natifs et moléculaires
complété par le dosage des IgE totales.

Source : Biomnis



Q Les points forts :

¢ Large panel d’allergénes, optimisé individuellement ;

¢ Inhibition intégrée des CCD (Cross-Reactive Carbohydrate Determinants) ;
® Mesure simultanée des IgE totales et spécifiques ;

¢ Test multiplex avec composition de panels a la demande.

L'obtention de profils complets de sensibilisation par les systémes monoplex
classiques peut étre difficile. Souvent, plusieurs cycles de tests sont nécessaires
pour établir un diagnostic clair, et le dosage des IgE totales doit étre réalisé
séparément.

Pour rationaliser cette approche fragmentée, ALEX® donne une image exhaustive
de la situation du patient, incluant les IgE totales.

Parmi les allergénes moléculaires disponibles en exclusivité dans ce panel,
figurent les marqueurs de risque de chaque famille protéinique allergisante, comme
les protéines de stockage, ainsi que d’autres nouveaux marqueurs (par

exemple, I'acarien Malassezia sympodialis).

Source : Biomnis

Le protocole ALEX® intégre un puissant inhibiteur de CCD mis en
ceuvre pendant I'incubation du sérum et minimisant les erreurs
d’interprétation pour les patients ayant des IgE CCD positifs
(responsable de réactivités croisées importantes in vitro) tout en
augmentant de fait la spécificité des résultats du test.




Interpretation biologique

 En fonction des données de la littérature

* Des données cliniques disponibles du
patient



Risque de symptomes ou sévérité des symptomes
selon le type de protéines

Protéines stables Proteines de stockage
LTP

PR-10

Profilines

Protéines labiles



Exemple : I'arachide

Ara h1, Ara h2 et Ara h3 sont des protéines de stockage de l'arachide.
Ara h9 est une LTP et Ara h8 est une PR10.

Ara h2 est une protéine associée a des réactions cliniques, alors qu'Ara
h8 est labile et peu susceptible d'étre attribuable a des réactions
cliniques significatives. Bien qu'un résultat positif d'IgE anti-arachide
puisse suggerer une allergie potentielle, des niveaux indétectables aux
Ara h1, 2, 3 et 9 (protéines stables) et un résultat positif isolé a Ara h8
suggererait géenéralement une tolérance générale.

Cependant, le niveau des IgE spécifiqgues de la protéine peut
également fournir des informations de diagnostic (et pas simplement la
présence d'un résultat de test positif); par exemple, des concentrations
croissantes d’IgE spécifique a Ara h2 sont associées a un risque accru
de réaction a l'arachide.

Klemans RJ et al. Clin Exp Allergy 2015;45:720-30.
Beyer K et al. Allergy 2015;70:90-8.



Exemple (suite)

« Ara h 1 and Ara h 6 Sensitization Causes Clinical Peanut Allergy in
Ara h 2-Negative Individuals. Etude parue en 2019 sur population
islandaise. (Magnusdottir H et al, 2019, Int Arch Allergy Immunol)




Intéréts

» Intérét principal = liaison des IgE a des protéines
specifiques dans un aliment peut fournir des
informations diagnostiques plus spécifiques que les tests
qui rapportent la liaison des IgE a des extraits constitués
de meélanges de protéines.

« Connaitre les familles de protéines auxquelles
reagissent les IgE des patients permet l'identification des
réeactions croisees comme par exemple avec les familles
PR-10 et LTP.

 Intérét pour indication d'un test de reintroduction en
allergie alimentaire par exemple ou pour ITS.



Diagnostic moléculaire de
I'allergie

Identification of the
genuinely sensitizing
allergen

Resolution of

complex sensitization Personalized
profiles in “multi treatment
sensitized patients”™

Molecular
allergy Accurate

Prediction of type of di ipti
nosis prescription

symptoms (food allergy, ag of AIT and

respiratory allergy) monitoring of

effects of AIT

Prediction of Understanding clinical
symptom severity cross reactivity



Dosage des IgG4

Augmentation du taux d’IgG4 spécifiques observée pendant une

désensibilisation = indicateur d’efficacité thérapeutique (évolution inverse
des titres d’IgE spécifiques)

Participation au suivi de la réponse du patient au cours de I'ITS : peu utilisé
car pas indispensable pour juger de |'efficacité de I'lTS

Dosage doit étre effectué avant le début du ttt puis a intervalles réguliers en
fonction du protocole de désensibilisation.

- Méme technique que pour la détection des IgE spécifiques



Tests biologiques

Tests cellulaires

No cytokine
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Tests de provocation in vitro

* Tests cellulaires
* Tests avec l'allergene incriminé
» TAB (test d’activation des basophiles)

* Histaminolibération



Basophile sang
total

Exposition
des molécules
d'activation
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Histamine

Demi vie de quelques minutes > effets de courte
durée car rapidement métabolisée

10% du contenu granulaire des mastocytes
Vasodilatation

Augmentation de la perméabilité vasculaire
Contraction des muscles lisses (bronche & digestif)
Augmentation de la production de mucus

Attraction des cellules inflammatoires
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EAU PBS Anti IgE Allergéne
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jA

Dilution 1 HR =His(ng/ml) / His totale X 100

Le test est positif lorsqu’une dilution de l'allergéne libere plus de 5% de
I'nistamine totale. Si libération de plus de 5% dans le tube PBS alors
test invalide car libération spontanée d’histamine.



TAB
CYTOMETRIE EN FLUX



Lymphoid cells

(from lymph nodes)

Cell type Cell surface markers

CD8 T Lymphocyte CD3 + CD8+

& 5D

CD4 T Lymphocyte CD3 + CD4+

W &

9 Humain : CD3- CD16+CD56+

Natural Killer %

Souris CD3- DX5+




Myeloid cells

(from bone marrow)

Cell type Cell surface markers

CD11b+ CD14

Macrophage Y Y

Poly-Morphonuclear CD11b+ CD66b
Neutrophil (PMN) Y Y

CD11b+ CD11c+ MHCII +

Dendritic Cells i\j Y Q

Gr1+ CD11b+

MDSC “ Y




The use of antibodies

Antibodies are directed against a specific antigen

_ They are used here as biological tools to identify cell
Anti-F4/80 surface markers

Flurochrome

Antibody coupling to quorochrorr@

/7\

Anti-F4/80

Flurochrome

Detection of binding by Flow

Anti-F4/80
cytometry



Fluorochrome labelled antibodies

Antibody directed against a cell surface marker
Excitation of fluorochrome by LASER
Detection of emitted light by Detector

‘ DETECTOR
Flurochrome

J N\ Anti-F4/80

F4/80



Fluorochromes

Fluorophore

Fast Blue

Alexa Fluor® 350

AMCA

Bisbenzamide

Aequorin

Hoechst 33258

ACMA UV

Hoechst 33342

Cy2

GFP Wild type Non UV ex.
GFP Wild type UV ex.
Alexa Fluor® 488

Calcein

Fluorescein (FITC/DTAF)
Fluoro-Jade” B

Lucifer yellow

JC-1

Fluoro-Gold (Hydroxystilbamidine)
Alexa Fluor® 430

Eosin

6-JOE UV
Alexa Fluor® 532
Cy3

Alexa Fluor® 546
Alexa Fluor® 555
TRITC
B-phycoerythrin
R-phycoerythrin
Rhodamine

Alexa Fluor® 568
Texas Red*

Alexa Fluor® 594
Propidium lodide (PI)
Ethidium Bromide
Feulgen (Pararosanoline)
Acid Fuchsin
Alexa Fluor® 633
Alexa Fluor® 647
Cy5

PE-Cy5 conjugates
Alexa Fluor® 660
Alexa Fluor® 680
PE-Cy7 conjugates
Cy7

Absorption (nm)
360

346

350

360

Ca** photoprotein
360

412, 430

343

489

475

395

494

496

495

480

425

514

361

430

524

520

530

548

554

555

547

545, 565
480, 545, 565
539, 574

578

589

590

536

493

570

540

621

649

650

480, 565, 650
668

684

480, 565, 743
743

471,

Emission (nm)
440
445
450
461
469
470
474
483
506
509
509
517
520
525
528
529
536
545



Flow cytometry

*Flow cytometry aims to measure the properties of
individual particles (ie. Cells)

*Powerful technique = allow the analysis of 1000cells/sec

*Each cell pass through a laser beam and refracted/diffused
light is analysed

*Mainly based on fluorochrome-labeled antibodies directed
against cell surface markers.

*Applications :
v'Routine diagnosis : hematology, immunology labs
v'Research lab : cell characterisation in complex
populations



What is a Flow cytometer ?

Optics and detection
Fluidics system (mirrors/filters) 2 Computer
Acquisition
Software

\

Detectors

/ (Light—>electric signal)

Laser/Cell contact



Fluidics system

From a mixed cell population in suspension
in a tube to a single cell flow
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Needle — Fluidics syste

r & |
¥ E
i

! °
: '
L ¥
.-

1 1
§ 1

r &
»

.

,




Forward Scatter (FSC)
Side Scatter (SSC)

Indication on cell size Indication on cell content
(granulosity)



Forward Scatter (FSC)
Side Scatter (SSC)




What can we see on
computer screen?

Histogram

i

B
& :H W'

Cell
——

Cell cou

Cell cou

Forward scatter

Side scatter

FSC = Size

SSC = granulosity



granularité

SSC =

What can we see on
computer screen?

Two-parameters

Each point is a single cell

(X;Y) coordinates

FSC = taille



Optics & Detection

Fluorescence is dissociated

by mirrors and filters, and

- Filtres

\

Miroirs

directed on detectors. dichroiques

IIFSC

&
R



Data analysis




Data analysis

Macrophage
i 5

F4/80

Lymphoid cells MD.SC PMN

CD11b



Data analysis

F4/80 %;EQ} g@
Macrophagds dacCr age
F4/80 "

e R%e s <l
LI AR
Lymphoid cells M.I;SC. PMN

CD11b Lymphoid cells MDSC PMN

CD11b



Data analysis

%;:?r age
@;;

Pres

Lymphoid cells MDSC PMN

CD11b



TEST d"ACTIVATION DES BASOPHILES

FSC

(CR3 -PE

SSC

Figure 1: 3 populations distinctes
mphocytes, monodytes at granulocytes OCR 3= | S50
sur I'histogzamme FSOSSC
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(Suivi de I'immunothérapie
spécifique

Dans cette étude, les tests CAST® (Flow
CAST® et CAST® ELISA) ont été utilisés
afin d'étudier leur possibilité a servir
de marqueurs de suivi d'immuno-
thérapie spécifique (ITS).

La baisse de réponse des basophiles
apreés ITS peut étre démontrée chez les
patients allergiques au venin d'abeille
par rapport aux patients avant ITS.

De plus, tester le Flow CAST® avec
différentes concentrations de venin
d'abeille permet d'identifier les sujets
allergiques au venin d'abeille ayant
besoin d'un traitement ITS plus fort ou
plus long pour une protection
compléte.

.

Basophil activation tests in bee venom immunotherapy?

Poster: Hausmann et al. 2014
Suivi de I'ITS : venins d‘abeille honey bee et de guépe yellow jacket
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Figure 2: Flow CAST® with Bee venom Check allergen (BAG2-I1CHK) of
a patient before (prior SIT) and after 3 years of specific immunothe-
rapy (after SIT). EC50 (prior SIT): 5 ng/ml; EC50 (after SIT): 120 ng/mlL;
Ratio EC50 (prior SIT/after SIT) = 24.
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Diagnostic du choc anaphylactique

Dosage de I’histamine plasmatique :

Pic dans les 5 premiéres minutes : 1/2 vie (10 a 20 min.)
prélevement dans la 1/2 h sur EDTA et centrifugé dans les 20
min a 4°C avant congélation ou dosage

Valeurs normales : < 1ng/ml

Dosage de la tryptase :

20 % du contenu protéique des mastocytes
Intérét : cinétique + lente que ’histamine
. Préléevements + tardifs que I’histamine possible
pic : 15 min 22 h (1/2 vie 2h)

. Pas de conditionnement particulier

. Dosage immunofluorométrie
Valeur normale : <11 ug /|
« Consensus de 2012 pour analyse si dégranulation mastocytaire
suite a un choc : t2H > t24h : 120%+2

Controéle a distance (mastocytose)



Tryptase

Demi-vie : 2h
Principale sérine-protéase des mastocytes

|

Augmente la secretion du mucus et la contraction
des muscles lisses (bronches)

Active le complement

Clivage des peptides broncho et vasodilatateur



Tryptase Cap Phadia®

Mesure de | ‘antigéne Tryptase

1 Ac anti Tryptase
A Serum patient

-




Dosage fryptase

Protéase spécifigue du mastocyte, libération en continu (sécrétions
basales de formes immatures) ou brutale (dégranulation anaphylactique
de formes matures). Le dosage de la tryptase mesure les 2 formes et
renseigne ainsi la richesse en mastocytes d’un individu donné.

Utilisé pour diag des anaphylaxies par dégranulation mastocytaire, pour
diag et suivi des mastocytoses systémiques, suivi de certaines
hémopathies malignes, |I'évaluation du risque clinique d’anaphylaxie chez
des patients allergiques aux venins d’hyméhopteres.

Tryptasémie de base est stable.

Ce parametre présente une valeur médico-légale, il est possible de
réaliser un prélevement post-mortem.



Dosage ECP (protéine
cationigue des éosinophiles)

e Meédiateur contenu dans les granules secondaires de I’éosinophile, libéré
lors de "activation cellulaire

e Dosage permet d’estimer la gravité de I'inflammation des voies aériennes
et de suivre I’évolution d’'un asthme. Taux d’ECP augmente au cours des
rhinites et de I"'asthme allergique, DA, affections gastro-intestinales IgE-
dépendants (oesophagites...), allergie alimentaire, parasitoses, churg-
stauss, hyperéosinophilie idiopathique, polypose nasosinusienne

e Examen de 2"% intention peu utilisé dans le suivi des maladies allergiques.
Il existe une forte variabilité interindividuelle de |'augmentation de
niveaux d’ECP en pathologie et son évaluation ne présente pas d’intérét
diag. Dans la DA, la sévérité est plus facilement évaluée avec score
SCORAD.
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Analyse de la réponse T antigene
spécifique

Pour tout type de réactions allergiques, il y a
reconnaissance de l'antigéne par un lymphocyte T
memoire ou effecteur

Des tests in vitro et in vivo sont utilisés pour la détection

des T mémoires ou effecteurs :

- Les patch-tests in vivo avec l'antigene suspecté
peuvent étre utilisés pour déterminer la cause de
I'allergie médicamenteuse mais leur sensibilité est
relativement faible.

* |l existe des tests in vitro de prolifération, de production
cytokinique...



Analyse de la réponse T antigene
spécifique
A-Tests non-fonctionnels :

aTetramer staining (T cells)

B-Tests fonctionnels :

a Cell proliferation (thymidine, fluorescent probes:
CFSE, PKH26..)

o Cytokine production (intracellular, ELISA, ELISPOT..)



Analyse de la réponse T antigene
spécifique
A-Tests non-fonctionnels :

aTetramer staining (T cells)

B-Tests fonctionnels :
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Tetramer (pentamer..

identification des lymphocytes T avec des TCR Ag-spécifiques

.) analysis:

a
Recombinant MHC class |
heavy chain

Ber

BirA recognition site

d Tetramer + PE

cD8* hume:n_ T ce_ll_-

anti-CD8-FITC

™. Flow cytometer

Blotin.

Peptide
Streptavidin
Tetramer Q
fo rmation —]
Phycoerythrin (PE) fluorochrome
e CcD8*, tetramert

Fluorescence: PE (tetramer)

CcD8™,
tetramer—

&

CcD8*, tetramer™

=

L.
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»

Fluorescence: FITC (CD8)

Tetramer analysis to detect T lymphocytes (T cells) that have specific T-cell

receptors on their cell surface
Expert Reviews in Molecular Medicine




Analyse de la réponse T antigene
spécifique
A-Tests non-fonctionnels :

aTetramer staining (T cells)

B-Tests fonctionnels :

a Cell proliferation (thymidine, fluorescent probes:
CFSE, PKH26..)

o Cytokine production (intracellular, ELISA, ELISPOT..)



Test de prolifération
(Ag-spécifique ou non)
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CFSE (croasg) proliferation assay

CFDA-SE: carboxyfluorescein diacetate succinimidyl ester
Dilution of CFSE with cell division

Divisions:
° i 1 0 Divisions:
3210
Lyons and Parish, 1994 CFSE -

JIM, 171:131 Lot (Log)

Diapo Dr Krzysiek R



Ag-specific T cells (CFSE'*%) are distinguishable
from other cells in culture (CFSENMd")

(a) Time variation (b)
Division# 7 6 5§ 4 3 2 1 0

I P
Dividing cohorts : Undivided S
P cohorts i Podd

40 h

Weak
stimulation

50 h

60 h

70 h

Y

Strong
/\ stimulation

& 7o 20 30 40 % 0 70 80 30 10 0 10 20 30 40 50 & 70 B0 S0 100
Time (h) CFSE Time (h)

Diapo Dr Krzysiek R
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Peanut allergy

PBMCs from a PA donor were isolated, labeled with CFSE,
and cultured in the presence of 100 pg/ml peanut extract

Th2 polarization
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Analyse de la réponse T antigene
spécifique
A-Tests non-fonctionnels :

aTetramer staining (T cells)

B-Tests fonctionnels :

a Cell proliferation (thymidine, fluorescent probes:
CFSE, PKH26..)

o Cytokine production (intracellular, ELISA, ELISPOT..)



ELISPOT

ELISPOT assays are orders of magnitude more sensitive for detecting rare cells
than are FACS-based techniques such as tetramer or
intracytoplasmic cytokine staining.

Measures frequencies of the antigen-specific cells and the type of molecules
these lymphocytes secrete, ELISPOT assays not only establish the
magnitude (clonal size) but also the quality (effector class, e.g. Th1, Th2, Th17 etc)
of Ag-specific immunity.

Tests utilisés pour allergie retardée (HS de type IV aux médicaments).



rincipe de 'ELISPOT

a T cells (at known concentration)
with specific antigen in cell-culture well

ELISPOT wells are pre-coated
with anti-cytokine
antibody (lg)

96-well cell-culture plate

C Transfer of T cells
to ELISPOT plate

la bound to
nitrocellulose

d Incubation of calls;
secration of cytokine

i Cytokine
Cytokine @ oK

f Washing off of cells;
coating of plates
with secondary Ig

9 Enzyme-coupled
secondary la
binds to cytokine

Enzyme

h Washing of plate;
addition of substrate;
washing of plate

Insoluble
coloured product

-,

] scoring of positive
'spots’ undar microscopea

ELISPOT assay to quantify secretion of cytokines by T lymphocytes (T cells)

Expert Reviews in Molecular Medicine




Figure A-29 Immunobiology, 6/e. (© Garland Science 2005)



Biologie de |'allergie
du fondamental au diagnostic

1- La réaction allergique
2- Le diagnostic
3- Résumeé
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