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Deéfinitions

= Allergene:

o Molécule (antigene) de nature protéique (pas seulement) appartenant a l'environnement
responsable d’'une réaction allergique (reponse du systeme immunitaire).

o Allergies :

Adverse Food Reactions

Immune Mediated Non-Immune Mediated
(Food Agﬁ;g;’;d Coliac (Primarily Food Intolerances)

| ] |
I T T I ]
Non-IgE Metabolic, Other
" = (eg, sulfites,
IgE Mixed IgE Mediated cell oo additives)
Mediated | | and non- Mediated .
IgE (eg, food Pharmacologic,
(eg, acute protein (eg, allergic (eg, caffeine)
urticaria and (eg, atopic induced c;ntact i
oral allergy dermatitis, enteropathy, dermatitis) Toxic
syndrome) EGID) FPIES, celiac (eg, scromboid fish
disease) toxin)
J J b, y J
[Classification of adverse reactions to food (adapted from Sampsonet al. [2])
, , o . -
syndrome d’entérocolite induite par les protéines (Anvari., 2019 Clinic Rev Allerg Immunol (2019) 57:244-260 )

alimentaires (SEIPA ou FPIES en anglais)
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L’allergie est une maladie multifactorielle

[ (Epi)genetique J

/Allergéne:
Nature
Structure

\Abondance...
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Evolution dans le temps, pathogenése et manifestations des allergies alimentaires

1. Allergen contact via 3. Production of

gastrointestinal tract, via Food allergens IgE by B-Cells

the respiratory tract, and
eventually via the skin

Sites of allergic
manifestationa_

Skin

TiTy

)
)

AR
!

Jh4
Heart

2. Recognition of the
allergen by T cells

Respiratory
-
Gut

Oral
A

4. Binding of IgE to

receptors on mast cells
Sensitized TCER
mast cells

Allergic Sensitization
3

Jee-Boong Lee, 2016 Immune Netw, A||ergy >> bi-phasic mechanism
Valenta R et al., Gastrenterology 2015
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Les allergenes

12/11/2024

= | es allergenes protéiques

@ Pneumallergenes: acariens, poils d'animaux,
pollens moisissures..

e Les medicaments

» _es haptenes
o Produits chimiques (sulfites)
o Métaux (nickel)
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Les pneumallergenes (1)

(positivité 30% des adultes)

» \/oies respiratoires

u POI IenS (positivité 15% des adultes)
o Graminées (blé, riz, orge, sorgho...)
o Ambroisie
o Armoise
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LAMBROISIE PROVOQUE
ALLERGIES, CONJONCTIVITE,
HME, URTICAIRE...

EN LA DETRUISANT,
AGISSONS ENSEMBLE POUR PRESERVER
NOTRE SANTE

e

www.ambroisie.info

Compagnes de lutte contre I'ambroisie
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Les pneumallergenes (2)

= Acariens

=" Animaux (poils, déjections)

~ maladies professionnelles

= Blattes

=" Moisissures
o Alternaria, Cladosporium ...
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Les trophallergenes

= Origine animale

Lait

CEuf
Poisson
Crustaces
Coquillages
Viandes

12/11/2024

(Allergenes alimentaires)
3-5% de la pop

Origine vegetale
* Fruits a coque (arachide, noix...)

* Fruits (pomme, fruits noyaux,
Légumes ( céleri, carotte...)

« Cereales (farine de blé, orge...)
 Soja
* Epices

Les principaux allergenes protéiques_Hamza Mameri

Kiwi...)
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Autres allergenes proteigues

* \Venins (abeille, guépe, frelon, ...)

* Latex (seve)
* Allergie contact === anaphylaxie chirurgicale
 Allergie respiratoire (professionnelle)
 Allergie alimentaire (allergie croisée fruits et |égumes)
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Reglementation INCO de 2011 (Déclaration obligatoire des allergénes)

Allergenes

Exclusions

Céréales contenant du gluten (blé, seigle, orge, avoine, épeautre,
kamut ou leurs souches hybridées) et produits a base de ces céréales.

*Sirops de glucose a base de blé, y compris le dextrose.

*Maltodextrines a base de blé.

*Sirops de glucose a base d'orge.

*Céréales utilisées pour la fabrication de distillats ou d'alcool éthylique d'origine agricole pour les
boissons spiritueuses et d'autres boissons alcooliques.

Crustacés et produits a base de crustacés

Oeufs et produits a base d'oeufs

Poissons et produits a base de poissons

Gélatine de poisson utilisée comme support pour les préparations de vitamines ou de caroténoides ou
ichtyocolle utilisée comme agent de clarification dans la biére et le vin.

Arachides et produits a base d’arachide

Soja et produits a base de soja

*Huile et la graisse de soja entierement raffinées.

*Tocophérols mixtes naturels.

*Phytostérols et esters de phytostérol dérivés d'huiles végétales de soja.

*Ester de stanol végétal produit a partir de stérols dérivés d'huiles végétales de soja.

Lait et produits a base de lait (y compris de lactose)

eLactosérum utilisé pour la fabrication de distillats alcooliques, y compris d’alcool éthylique d'origine
agricole.
eLactitol

Fruits a coques (amandes, noisettes, noix, noix de : cajou, pécan,
macadamia, du Brésil, du Queensland, pistaches) et produits a base
de ces fruits.

Fruits a coques utilisés pour la fabrication de distillats alcooliques, y compris d’alcool éthylique d'origine
agricole.

Céleri et produits a base de céleri

Moutarde et produits a base de moutarde

Graines de sésame et produits a base de graines de sésame

Anhydride sulfureux et sulfites en concentration de plus de 10mg/kg
ou 10 mg/I (exprimés en SO2).

Lupin et produits a base de lupin

Mollusques et produits a base de mollusques

Source: https://www.economie.gouv.fr/dgccrf/Publications/Vie-pratique/Fiches-pratiques/Allergene-alimentaire
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Les trophallergenes

(Allergenes alimentaires)
3-5 % de la pop

= Origine animale Origine végétale
e Laijt * Fruits a coque (arachide, noix...)
o CEuf  Fruits (pomme, fruits noyaux, Kkiwi...)
e  Poisson >< Légumes ( celeri, carotte...)
e  Crustaceés « Cereales (farine de ble, orge...)
« Coquillages * Soja
« Viandes * Epices

=Allergies croisées (alimentaire/alimentaire — respiratoire/alimentaire)
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Les allergies croisées entre aliments

Aliments responsables d'une allergie

Allergies croisées possibles

Légumineuse (ex : cacahuete)

Autres legumineuses (ex: pois, pois chiche, feves, haricots, lentilles,
soja, lupin)

Fruits a coque (ex : noix)

Autres fruits a coques (ex: noisette, amande, noix, pistache, noix de
cajou, noix de macadamia, noix du Brésil)

Lait de vache

Viande de boeuf, lait de chevre, lait de jument, lait d'anesse

Poisson (ex : sole)

Autres poissons (ex : morue, truite, saumon)

Crustacés (ex: crevette)

Autres crustacés (ex: homard, langouste)

Céreales (ex : blé)

Autres céréales (ex : orge, seigle)

All Oignon, ciboulette, poireau, asperge

Tomate Poivron, piment de Cayenne, paprika, aubergine, pomme de terre
Orange Citron, pamplemousse, mandarine

Moutarde Choux, radis, navet, rutabaga, colza, raifort

Péche Autres rosacées (ex: prune, poire, pomme, cerise)

Melon Autres fruits (ex : pasteque, banane, avocat)

CEuf Volaille

(source : Allergies Alimentaires : Conseils pratiques Asthme & Allergies, Le quotidien du Médecin : Fiche
pratique, les réactions allergiques croisees)

https://www.allergobox.com/les-allergies-alimentaires/les-allergies-croisees
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Les allergies croisées entre aliments et allergenes respiratoires

Pollens Allergies croisées possibles

Ambroisie Banane, pasteque, concombre, melon

Armoise Céleri, carotte, fenouil, moutarde, poivre, anis, piment

Aulne Amande, céleri, cerise, noisette, péche, persil, pomme,
poire

Noisetier Noix, noisette

Bouleau Abricot, pomme, péche, cerise, poire, noisette, prune

Graminee Tomate, pomme de terre

Composée (ex : tournesol) Miel, gelée royale

Acariens Escargots, crevettes, crabe, langouste,
calamar

Plumes d'oiseaux oeuf

Allergie Allergies croisées possibles

Latex Avocat, banane, kiwi, chataigne, sarrasin, papaye, épinards,

concombre, figue, péche, melon, cerise, raisin, tomate

(source : Allergies Alimentaires : Conseils pratiques Asthme & Allergies, Le quotidien du Médecin :
Fiche pratique, les réactions allergiques croisées)

https://www.allergobox.com/les-allergies-alimentaires/les-allergies-croisees
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Allergies croisées

Bet v 1 (Birch-airway)

Allergic reaction triggered by a food
that does not contain the sensitizing
allergen

>>>>Sequence homology or structure

Breiteneder et al. (2005) JACI 115, 14

Commun structural elements === cross-reactions
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Les épitopes

= Epitopes = déterminant ou site antigenique spécifique

= Partie d'un antigene capable d’induire une reponse immunitaire et d’'interagir
avec un anticorps produit lors de cette réponse (5-8 acides aminés)
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De I’aliment a I’épitope

Allergenic mixture .Food : Apple

\ , Molecule : Mald 1 (PR10 = Bet v 1)
Mal d 3 (LTP)

Allergen

»Fraction of the molecule that binds to
IgE (B) or to réceptors LT (T)

1 Food contains generally several allergens

1 allergen contains generally several epitopes
- Major allergen : positve reaction in 50 % allergic patients
- Minor allergen : < 10 % patients
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Types d’épitopes: (linéaires & conformationnels)
LYSOZYME

Conformational

Epitope
116-121,
- 124 - 125
. o
.SequentiaF.%..
«Epitope % Ye,,
L} I- )
v 18-19,
22-24, 27

Sequential Epitope

Conformational Epitope
Fischmann et al. (1991) JBC 266, 12915
cité par Aalberse (2000) JACI 106, 228

Mast cells degranulation needs at least 2 epitopes within the same molecule
19
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Utilisation des épitopes

» Etude des réactions croisees : Actuellement prédiction basees sur
homologies de sequence — pas assez de données sur les epitopes

» Comprendre les mécanismes moléculaires des allergies
» Immunothérapie : vaccins peptidiques

» Diagnostic - pronostic : Relation diversité des épitopes / sévérite,
persistance

» Evaluation du risque : detection d’'allergenes, suivi de leurs modifications

12/11/2024 Les principaux allergenes protéiques_Hamza Mameri
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Nomenclature des allergenes

= Nomenclature officielle des allergenes

World Health Organization and International Union of Immunological
Societies (WHO/IUIS)

http://www.allergen.org

http://www.allerecome.org

= Classement en fonction de I'organisme d’origine (nom scientifique latin):
= 3¢res |ettres du genre
= 1¢re |ettre de l'espéce
= Numéro d’identification

Ex: B-lactoglobuline bovine (Bos domesticus)_, Bosd>5
Utéroglobine du chat (Felis domesticus) mmap  Feld 1
Cupine d’arachide (Arachis hypogaea) wmsp Arah3
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21


http://www.allergen.org/
http://www.allergome.org/

Les bases de données d’allergénes

Tableau 1

Bases de données en allergologie moléculaire.

Nom Lien Langue Inscription Mise 4 jour en Référencement  Académique Industriel Commentaires
nécessaire 2021-2022 croisé
IUIS/WHO
AllerData https: |/ www. Francais, Oui pour Oui Non Oui : sfa Oui : Outil d"analyse
allerdata.com anglais certaines stallerzenes et de prédiction
fonctionnalités greer, thermo des réactions
fisher CTOiSEes
IUIS/WHO Allergen  htep://www. Anglais Mon Oui Oui Oui : eaaci, MNon Nomenclature
Nomenclature allergen.orgf aaai, iuis officielle des
allergenes
moléculaires
Allergome http:f fvnamar. Anglais, Oui pour Oui Oi Pas de détails Oui : allergy Vaste référence
allergome.org/ francais, certaines sur le site) data bibliogra-
autres fonctionnalités laboratories srl  phigue,
beaucoup
d'allergénes
non validés
AllerBase http://bioinfo. anglais Mon Oui Oui Oui Mon Trés exhaustif
unipune.ac.inf
AllerBase/Home.
html
AllFam http:f fvnamar. Anglais MNon Non Oi Oui MNon Classification
meduniwien. en famille de
ac.at/allfam/ protéines
AllergenOnline http:/ fwww. Anglais Non Oui Oui Oui Pas de détails Recherche de
allergenonline. séquences
nrg.J' al |nrg|'=l'-nif_1l1 Tl
COMPARE http:/ fwww. Anglais Mon Oui MNon Oui MNon Revue d comité
comparedatabase. d'experts
org
Immune Epitope http:f fvnamar. Anglais MNon Oui Oui MNon Spécifique
database iedb.org dédiée aux
épitopes des
allergénes
Structure database  https:|/fermi. Anglais Non Mon Oui Oui Mon Spécifique
of Allergenic utmb.edu/ dédiée ala
protein structure des
allergénes

12/11/2024

C. Klingebiel et al., Revue frangaise d’allergologie 62 (2022) 632-635
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Les bases de données d’allergenes

A ” @ ME DI CAL UN IVE RS I TY ;g; g:lt‘alrg:;;ﬁ;gi;s];cf:%ﬁa" sources with all routes of exposure classified into them.

Database of allergen families

Allergens total:

Allergens with AllFam family assigned:
AllFam families:

Pfam domains in allergens:

Allergen.org
WHO/IUIS Allergen Nomenclature:

AllergenOnline: univ Nebraska

Gestion: Food Allergy Research and
Resource Program (FARRP)

12/11/2024

OF V I EN NA ID Protein family name Number of allergens

Prolamin superfamily

1 |
AllFam Statistics 2 EF hand fam”y :
3 Tropomyosin [
-03- 4 Profilin ——
2017-03-07 : o —_—
1042 6 CAP family s
7 Bet v 1 family [
9 5 9 8 Lipocalin /T
9 Expansin and expansin-like [
1 5 1 10 Subtilisin-like serine protease [
. 11 Thaumatin-like protein 1
216 (1.3% Of a ” doma | nS) 12 Trypsin-like serine protease [

2017-03-06
831 allergens
1220 sequences of isoallergens and variants

v22 (2023-05-25)

952 allergen groups
2290 sequences
Sequence based analysis
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Les grandes familles d’allergenes animaux

445 allergenes: 410 appartenant a 71 familles, 70% € a 4 familles

1
Tropomyosins Parvalbumins Arginine Kinases Caseins Serum Glyveoside hydrolase Transferrins Lipocalins Ovomucoids Serpins
albumins family 22
Size (aa) ~284 ~109 355-357 190-224 607-608 129 (Gald 4) 686-690 172 210 386
123 (Bosd 4)
MW (kDa) 34-38 11-12 4045 20-30 60-69 ~14 78-80 17-25 22.5 44
Biological Structural Structural Enzymatic/ Regulatory Transport Defence (Gal d 4) Transport Transport Regulatory Regulatory
function Regulatory Structural (Bos d 4) Reserve
Protein structure 4D 3D 3D Typically 2D iD 3D 3D 4D 4D 4D
Homo- Globular Monomer Casein micelles Globular Monomer Monomer Globular (3 globular natve Homodimer
/heterodimer monomer (4D) monomer homodimer configurations)
{coiled-cotil)
Crystal There are ' y There are
structures structures My ) % { structures e
(Method: X-ray experimentally | F £ D Y . il }" o ,,‘,\S".‘_. expenmentally T \,l
0 2 . - = - VAV g 4 y ~ 4 7a LI X ‘ .
diffraction) determined at PDB 8 (4 : Bl “y - -4,. V0. red DAY AL determmed at W AT
(e.g. chicken ) g R Rl7) “» i 'l;"{{ M, e PDB (e.g. turkey | 2000 0s
tropomyosin), but ;C{ £ At % 7‘:‘ 33\ hg LT ; 2 ovomucoid), but O -'i'
none is classified rkf > e ! i e = ” : N, Ry none is classified § e %
as an allergen, v ' : o ST 51 L as an allergen. s
Partal o 3,
structure o it
Example of an Shrimp Penm | Cod Gad m 1 Shrimp Litv 2 Cow’s Bosd 10} Cow’s Bosd 6 Chicken Gal d 4 Chicken Gald 3 | Cow’s Bos d 5 | ChickenGald 1 | Chicken Gald 2
allergen (source)
PDB accession NR 2MBX 4AMI 6FS4 3V03 2LYM INO4 2Q2M NR 10VA
number
Costa 2020
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Les grandes familles d’allergénes vegetaux

467 allergénes: dont 436 appartenant a 65 familles, 44% € a 8 familles

25 Albumins nsLTP ATI Cereal prolamins Profilins Legumins Vicilins PR-10 proteins
Size (aa) 130-1640 100-120 120-160 {subunit) 430-480 (gliadin) ~130 AR0-560 S-600 150-160
~3R0 [LMW)
~#30 (HMW)
MW (kDa) 10-1% 9.5-10.5 30-50 {gliadin) 1Z-15 360 130-150 15-17
1Z-16 {subunit) 40 (LMW) ~610 {subunit) 40-80 {subunit)

B3-50 (HMW)

Biological fancetion
(Abundance)

Seed storage proteins
[20-60% depending on

Transport proteins.
(highly expressed in

Regulatory proteins.
(4% of total proteins)

Seed storage proteins.

(10-20% glutenins,

Structural proteins.
(highly abundant in

Seed storage proteins.
(50-70% depending on

Seed storage profeins.
(~20% depending on

Regulatory proteins.
(highly expressed in

species) pollens, leaves, frut A0-50% ghading) all cells, especially in species) species) case of biotic stress)
peels) pollen)
(4% af total proteins}
Protein structure Tertiary Tertiary Tertiary/guaternary Tertiary Tertiary Quaternary Quaternary Tertiary/quaternary
Heteradimer Muonomer Homaodimer Muonomer {gliadin Muonomer Hexamer Trimer or homaolrimer Monomer

Falymer (glutenin)

Crystal structures Mo crystal structures .
(Method: : available for gliadins =]
X-ray diffraction) , S B’.‘H s or glutening 55 3
'% L, - et
: f““’( &C E S 5
% F{‘T; FLad > I.:;t X
!'.-_"-.._.J'l_‘__.‘.-.‘_:I ?-EE].- a
Example of allergen Peanut Arah 6 Peach Prup 3 Wheat Tria 28 Wheat Birch pollen Bet v 2 Soyhean Gly m 6 Peanut Ara h | Celery Api g |
[source)
PDB accession W20 2B55 1HSS NR 1CQA 2D5H ISMH 2BEKD
number
[ ]
Super famille des prola MINES (91 allergénes identifiés)
Costa 2020
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Les grandes familles d’allergénes vegetaux
467 allergénes: dont 436 appartenant a 65 familles, 44% € a 8 familles

25 Albumins nsLTP ATI Cereal prolamins Profilins Legumins Vicilins PR-10 proteins
Size (aa) 1340-160 100120 120-160 {subunit) 430-480 (gliadin) ~130 4H0-560 SOO-600 150-160
~3R0 [LMW)
=550 (HMW)
MW (kDa) 10-18 9.5-10.5 30-50 {gliadin) 12-15 360 150-190 15-17
12-16 (subunit} 40 (LMW) ~60 (subunit} 40-80 (subunit)
B3-00 (HMW)
Biological function | Seed storage proteins | Transport proteins. Repgulatory proteins. | Seed storage proteins. | Structural proteins. Seed storage proteins. Seed storage proteins. || Regulatory proteins.
(Abundance) (20-60% depending on| (highly expressed in | (4% of total protemns) | (10-20% glutenins, (highly abundant in (50-70% depending on (~20% depending on (highly expressed in
species) pollens, leaves, frut A0-50% ghading) all cells, especially in species) species) case of biotic stress)
peels) pollen)
(4% af total proteins}
Protein structure Tertiary Tertiary Tertiary/guaternary Tertiary Tertiary Quaternary Quaternary Tertiary/quaternary
Heteradimer Muonomer Homaodimer Muonomer {gliadin Muonomer Hexamer Trimer or homaolrimer Monomer

Falymer (glutenin)

Crystal structures Mo crystal structures Cls *'.. .
(Method: 4 “Q,,....\ availakle for gliadin: gwém
X-ray diffraction) , S g o or glutenins e @ =10
A ™y { Y s . '.-:i' .,-'-'JI-'".
A N LY
A i i — __‘T-.- g .\
% < ‘._"?F - T @tﬁ
K N = £y 3 e AT
S Yps Tl A
Example of allergen Peanut Ara h 6 Peach Prup 3 Wheat Tria 28 Wheat Birch pollen Bet v 2 Soybean Gly m 6 Peanut Ara h | Celery Api g |
[source)
PDB accession W20 2B55 1HSS NR 1CQA 2DSH ISMH 2BKO
number
[ ]
Super famille des CUPINES (37 allergenes)
Costa 2020
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Les grandes familles d’allergénes vegetaux

467 allergénes: dont 436 appartenant a 65 familles, 44% € a 8 familles

25 Albumins nsLTP ATI Cereal prolamins Profilins Legumins Vicilins PR-10 proteins
Size (aa) 130-160 100-120 120-160 {subunit) 430-480 (gliadin) ~130 AR0-560 S-600 150-160
~3R0 [LMW)
~#30 (HMW)
MW (kDa) 10-14% 9.5-10.5 30-50 {gliadin) 12-15 360 130-150 15-17
1Z-16 {subunit) 40 {LMW) ~610 {subunit) 40-80 {subunit)

B3-50 (HMW)

Biological fancetion
(Abundance)

Seed storage proteins
(20-60"% depending on

Transport proteins.
(highly expressed in

Regulatory proteins.
(4% of total proteins)

Seed storage proteins.

(10-20% glutenins,

Structural proteins.
(highly abundant in

Seed storage proteins.
(50-70% depending on

Seed storage profeins.
(~20% depending on

Regulatory proteins.
(highly expressed in

species) pollens, leaves, frut A0-50% ghading) all cells, especially in species) species) case of biotic stress)
peels) pollen)
(4% af total proteins}
Protein structure Tertiary Tertiary Tertiary/guaternary Tertiary Tertiary Quaternary Quaternary Tertiary/quaternary
Heteradimer Muonomer Homaodimer Muonomer {gliadin Muonomer Hexamer Trimer or homaolrimer Monomer

Falymer (glutenin)

Crystal structures
(Method:

oy ¥

Mo crystal structures
availakle for gliadin:

=]
L0

X-ray diffraction) , S L / or glutening :1 i
- g { s s : = -ﬂr". L r
oh -i:";._ _\-ﬂ‘_:‘ o oy -
% ?5\ i l_".-l} » v
- AT :
.-'_"‘\;.I’l_\_\_-_-,'\.&' J_',;F iy il
Example of allergen Peanut Ara h 6 Peach Prup 3 Wheat Tria 28 Wheat Birch pollen Bet v 2 Soyhean Gly m 6 Peanut Ara h | Celerv Api g |
(source)
PL'B accession 1W2Q 2B55 1HSS NE 1CQA 2D5H 3SMH 2BED
number
50 allergenes 29 allergénes
Costa 2020
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Superfamille Bet v 1
(pathogenesis-related group 10 [PR-10] proteins)

Botanical family  Allergen source Allergen
BEt V 1 a"ergene majeur du pO"en bOU|eau Rosaceae Strawberry (Fragaria ananassa) Fraa 1
. . s . . , . Apple (Malus domestica) Mal d 1
Allergies croisées alimentaires aux rosacées (pomme, poire, Aprot (P meriace Puart
R , . , . erry (Prunus avium ru av
abricot...) et légumes apiacés (celeri, carrote, ...) Peach (Prunus persical Prup 1
Pear (Pyrus communis) Pyrc 1
MW- 15_17 kDa Raspberry (Rubus idaeus) Rubi 1
¢ Actinidiaceae Golden kiwifruit (Actinidia chinensis) Actc 8
b . . " Y I h 7 I- Green kiwifruit (Actinidia deliciosa) Actd 8
6 rInS B antl'pa ra e ES Et 3 e ICES (1, Apiaceae Celery (Apium graveolens) Apig1
Carrot (Daucus carota) Dauc1
L [ \ \ [ V4
Multiples isoformes (Bet v 1 = 14 alléles de 7 génes différents) Fabaceae  Peanut (Arachis hypogasa) Arah g
Soybean (Glycine max) Glym 4
Mung bean (Vigna radiata) Vigr 1
Corylaceae Hazelnut (Corylus avellana) Cora 1.04
Fagaceae Chestnut (Castanea sativa) Cass 1
Solanaceae Tomato (Solanum lycopersicum) Solal 4

I4

e

Betv1 Pruav 1 Apig1l Arah8

Protéines thermolabiles
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Superfamille Bet v 1
(pathogenesis-related group 10 [PR-10] proteins)

‘, o.,.,c..-:\

mung bean PO"Oﬂ gold knwn

oak pollen_, .. -
. green klwi >
pear ses - P N S —
cherry wees < 3 e _a_l_der pollen

% ~ celeriac t"
e e
amseeds >
» -
e ¢ e peanut

puum seeds, ol 25
\ camomlle_ we jackfruit
. flowers 4 ; e l

Mango wews , 7, _ { * == hornbeam pollenf/‘rﬁw
‘ R W dan
J app'e il r -—et sweet “

> n' : chestnut
| = Chicory

Jﬁ o 7 o hazelpollea

fennel (bulb, seeds)— -
persimmon cumn

E ' I o
carrot se o seeds

Les principaux allergenes protéiques_Hamza Mameri
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Superfamille des profilines

Protéines cytosoliques

12-15 kDa

Participent a la polymérisation de l'actine

Trés conservées parmi les plantes (70 a 85% d’identité entre les espéces)
Allergies croisées pollen / alimentaire (10 a 30% allergiques pollen)
Sensible a la dénaturation thermique

Ex : Pru p 4 (péche), Pru av 4 (cerise), Ara h 5 (arachide) ...

12/11/2024 Les principaux allergenes protéiques_Hamza Mameri

Botanical family Allergen source Allergen
Rosaceae Apple (Malus agomestica) Mal d 4
Peach (Prunus persica) Prup 4
Pear (Pyrus communis) Pyrp 4
Cucurbitaceae Melon (Cucurmis melo) Cucm 2
Actinidiaceas Kiwi (Actinigia deliciosa) Actd 8
Apiaceae Celery (Apiurm graveolens) Apigéd
Carrot (Daucus carota) Dauc 4
Rutaceae Orange (Citrus sinensis) Cits 2
Leguminosae Peanut [Arachis hypogaea) Arah b
Soybean (Glycine maxima) Gly m 3
Solanaceae Tomato (Solanum lycopersicum) Solal1
Bromeliaceae Pineapple (Ananas comosus) Anac
Corylaceae Hazelnut (Corylus avellana) Cora?2
Brassicaceae Yellow mustard (Sinapis alba) Sinad
Asteraceae Sunflower (Helianthus annuus) Hel a 2
Moraceae Fig (Ficus carica) Fic c 4
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Autres familles d’allergenes de plantes

= Protéines de défense
o Protéases
o Inhibiteurs de protéases de type Kunitz (soja)
o Chitinases

o Protéines thaumatine-like (TLPs)
* Mad d 2 (pomme)

o Peroxydases

" Nouveaux allergenes
o Oléosines
o Serpines
o Enolases

O
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Conclusion 1: conservation de séquence parmi les allergenes homologues

THE JOURNAL OF
Allergens are distributed into few protein families and Allergv Clinical

possess a restricted number of biochemical functions

Inuﬁunﬂlogy

Christian Radauer, PhD,” Merima Bublin, PhD,* Stefan Wagner, PhD,* Adriano Mari, MD,>® and
Heimo Breiteneder, PhD? Vienna, Austria, and Latina and Rome, ltaly

Il y a une certaine
logique a observer des
réactions croisées



Identification des allergenes

Identification de PPaliment

Extraction /
Séparation

Séparation 1D
(western blot IgE)

’ T « 4— rCorail

*‘b......‘ <4— rCora1.04

. - - <4— rCora2
|

NC12 3 4567 8910
Laveretal., 2004

12/11/2024

(spectrométrie de masse)

Séguence protéique

Les principaux allergenes protéiques_Hamza Mameri

Séparation 2D
(western blot IgE)

PM
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Ex: Les allergies au blé

—Prévalence :
» Allergie alimentaire a la farine de blé : 0,2% pop générale (Zuidmeer 2008, Morita 2012, Nwaru, 2014).
« Allergie respiratoire (contact) : 15 % des professionnels
+ Allergie alimentaire et de contact a des glutens modifies

7 ! £ S i

Amidon

;"?‘Protéines 10215 ¢

—Principaux allergenes

Protéines

Protéines de stockage
GLUTEN

Gliadines Gluténines

Cytoplasmiques

15-20% 80-85% -
- . N\ s N = - gy
Albumines Stu HPM -
— TP, Inhib o- — Gliadines SUEPM | ,-"- ®
amylase... L ) - 0
( \ 4 \
Gluténines -
— Globulines —] LMW Acide PAGE
- 14,
HMW 4
h ’ - 7 SDS PAGE
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Les allergies au blé

12/11/2024

Variabilité en fonction des patients

Les principaux allergenes protéiques_Hamza Mameri

S.B. Altenbach, JAFC, 2015
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Les allergies au blé

L'oméga-5 Gliadine est I'allergene majeur impliqué dans les cas d’anaphylaxie induite par 'effort

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
iS22 & & B8 &2 8 8 B & B B —
] — b d \ ;

kDa
94 o
67 = T S — — —

— = — | —

2 _\i —_
bh— Eh:y—oggﬁqﬁ _b Pb‘ e
s fo-gliadins

43 - - t |’ . —n

1 _( ( y-gliadins

30 -
S e S —

Hétérogénéité des profils
protéiques d’une variété a l'autre.

1 2 3 4 68 6 7 8 9% 10 1112 13 14
kDa

S4 =
67 = S
I T-ETilae- —a-

—

43 = - . L

3a : serum 31 (WDEIA)

Hétérogénéité des réponses

Variabilité en fonction des différents cultivars

12/11/2024

S. Denery-Papini, JAFC, 2007
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Parametres a intégrer dans I’évaluation de I’allergénicité d’une protéine

12/11/2024

i = 7
—[ Thermal ”T ; &L
Chemical “}g > et )
_{ Mechanical % : ‘ r b'
_{ Enzymatic % ;
—{ Pressure %
—{ 3D integrity }ﬁ
s:::zte_ll:e ——[ Ligand bindirg_g ’Tg
_{ Aggregation f‘_/

— ‘{p Glycation
—_/

Lipid interaction

+ Effet de la matrice alimentaire
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Modifications post-traductionnelles des protéines

Ponts disulfure
Glycosylation (O- sur Ser, Thr ou N- sur Asn)
mssmsd CCD (cross-reactive carbohydrate determinant)
Phosphorylation (Tyr, Ser, Thr)
Isoprénylation (prénylation, myristoylation, farnésylation...sur Gly N-ter, Cys)
Acétylation (aa N-ter ou Lys)
Amidation (aa C-ter)
Biotinylation
Carboxylation
Hydroxylation (exemple Ara h 2)
Méthylation
Sulfatation
Ubiquitination
Désamidation (GIn ===  Glu)

Les principaux allergenes protéiques_Hamza Mameri
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Structure des allergenes et
familles structurales



Structure primaire

Séguence

Structure secondaire

Hélice a (a-helix)
Feuillet B (-sheet)

Coude B (B-turn) Classification

.

2% Boucles/Pelote statistique » des proteines
—>) - (coil/random coil) dans +de
Major urirary protein 9000 familles

Structure tertiaire

Repliement des structures Il
dans I'espace

Structure quaternaire

Arrangement des sous-unités

identiqgues ou différentes
12/11/2024 Les principaux allergenes protéiques_Hamza Mameri 41

Hémoglobine




Structure des protéines: méthodes d’études

Structure primaire

Séquence d'acides amings

Structure secondaire
Repliement local de
la chaine principale

Hemoglobine

| X Structure tertiaire

Structure quaternaire

Association de plusieurs
chaines polypeptidiques

b B Proteine P13

Structure tridimentionelle

Séquencage (dégradation d’Edman)
Spectrométrie de masse
Clonage

Dichroisme circulaire

Cristallographie / diffraction des rayons X
Spectroscopie RMN

Prédiction de structure

(alignement /structure 3D —identité > 25%)

AlphaFold
Protein Structure Database

eveloped by DeepMind and EMBL-EBI
e — e

AlphaFold DB provides open access to over 200 million protein
structure predictions to ! scientific r

12/11/2024 Les principaux allergenes protéiques_Hamza Mameri
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Structure PDB d’allergenes des familles les plus abondantes

(A) Pru p 3 protease inhibitor/seed storage/LTP family; (B) Hev b 8, (profilin; (C) Bet v 4, (EF hand); (D) Phl p 2, (pollen allergen); (E) Ves
v 5, (SCP-like extracellular protein); (F) Bet v 1, (pathogenesis-related protein Bet v 1 family); (G) Bos d 5, (lipocalin/cytosolic fatty-acid
binding protein family); (H) Phl p 1, (rare lipoprotein A (RIpA)-like double-psi beta-barrel); (I) Chi t 1, (globin); (J) Jun a 1, (pectate lyase).

Pas beaucoup de structures disponibles + Pas de structure typique des allergenes?!
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Conclusion 2: Pas de structure(s) typique(s) des allergenes?!

Mais!! Les structures sont sensibles au procédé de transformation!



Procédes de transformation des aliments (allergenes)

Clinical Reviews in Allergy & Immunology

p * Fermentation
. // P H' h B .2 R
e Fryin Igh pressure processing * Gamma-irradiation
s (HPP) | |
2 * Alkylation/reduction
* Boiling [ * High voltage impulses L = : |
* High pressure - 1 4 * Sonication |— b =
§£¢ mi,‘f;,uidisaﬁon @' — * Enzymatic hydrolysis__
* Dry or wet roastingz » Pulsed electric fields — 3
(PEF) * Ultrasound (i« — <=
n « High hydrostatic > 7 . CrosslmkmgQ&
¢ Blanching Q) pressure (HHP)
¢ Pulsed ultraviolet light X
— (PUV) - * Carboxymethylation .
| ‘ * Microwave C e £ Aickd/tea beatments
* Canning é = %

\_ 4

Costa 2020

12/11/2024 Les principaux allergenes protéiques_Hamza Mameri 45



Structure des protéines et température

Réactions chimiques sur les chaines latérales
100°C (Maillard — lipides oxydés)

90°C ..
Réorganisation de ponts disulfures - Agrégation

80°C /

75°C Rupture de ponts disulfures

70°C

Perte des structures secondaires

N

55°C Perte de structure tertiaire, quaternaire —» Dénaturation
« unfolding » , dépliement

Fonction de : structure initiale, concentration, teneur en eau, temps, autres molécules... ‘
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Digestion et allergénicité

In Vitro Digestion Method for Food

| Oral phase

\

| Gastric Phase

Intestinal Phase

Temps
>

AA
Di /tri-peptides
Protéines peu digérées

IMPACT DE LA MATRICE alimentaire

12/11/2024

Absorption
_ImBmiE il oy = o= Dégradation
I- o U, D U, 3 des protéines
ﬂ-- ) E) o 8o o"n WEDye"  EDEY)
H L L '- I en
e polypeptides,
i i
Ailrllri?i‘:‘t Bouche Estomac|| Duodénum Jéjunum lléon pept des
non immunogenes
Amylases Pepsine  Trypsine Aminopeptidase
pH acide  Chymotrypsine Carboxypeptidase lgnorance par le
Carboxypeptidase ~ Dipeptidase . . .
systeme immunitaire
Ou sensibilisation
Les principaux allergenes protéiques_Hamza Mameri a7



Résistance des allergenes a la digestion

Exemple : les LTP : Proteines de Transfert de Lipides

Allergenes ubiquitaires :

pomme, péche, cerise, céréales, laitue, noisette, raisin ...

62

49

.38
Pepsing
28

17
14

TP
ouveau peptide

0 2 5 15 30 60120 2 5 15 30 60120
Temps de digestion {min) Temps de digestion (min)

Adel-Patient et al. - 2008
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Relation structure et allergénicité



|dentification des épitopes

o Pepscan/Alascan

o ELISA sur peptides purifiés issus de digestion protéique

o Phage display (banques de peptides, fragments
protéiques,)

o Protéines recombinantes (mutagénese)

o ELISA compétitif

o Protéines dénaturées (chauffage, réduction/alkylation)

Méthodes d’étude



Quelques exemples d’études sur les épitopes et allergenes de blé



Les prolamines de ceréales Exemple. 1

o Protéines de réserve (farine)

o Riches en Pro et Glu

o Pas de structure connue

o Insolubles ===p polymere visco-élastique = gluten
o Gliadines + gluténines

! |

Réseau des protéines du gluten expansé aprés cuisson (Photo H.

Fraction salino-insoluble N

Fraction salino-soluble ~ 20% Gluten ~ 80%

SDS +| B-ME
H20] sels dilués
alcools | acides dilués

Albumines/Globulines 1 l
Gliadines monomériques Gluténines polymériques
*a- amylase inhibitor l l
:ETP . y-type
erpines a/B-type w- type Haut-PM  Bas-PM

G Salcedo et al.; 2011 J Invest Allergol Clin Immunol
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Caractéristiques des protéines du gluten Ex. 1

e Protéines des protéines du gluten

2 domaines, répétitions, fortes homologies de séquences, structure «étendue »

o/B, y-gliadines + gluténines

N-term Repeated domain
rich in Proline and Glutamine

w-gliadines

N-term

o/B-gliadines
y-gliadines
®-gliadines
SU Glut FPM
SU Glu HPM

12/11/2024

Modélisations

Domaines de la superfamille
des prolamines

C-term
e

C-term
B

(PQRQPFPQQ - QQQQIFPQQQ),

(PQQPY / QPQPFP),
(PQQPFPQ),

(PQQPFPQQ - QQQQI/FPQQQ ),
(PQQQPPFS/QQQQPVL), Kasarda, 1994

(GYYPTSPQQ / PGQGQQ / GQQ),

\_ - No 3D structure
Spectroscopic studies (FTIR, CD) + microscopy...
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PEPSCAN Identification épitopes linéaires Ex. 1

Protéine
Peptides =
(10-12 aa) 0 Anticorps
/ (IgE)
Alascan
d )
™! )
8‘(Dm - Remplacement
a T ) XXX - Ala
Q ) )
Q (L) ) Ala B Gly
d ()
@ O]
a-gliadine de blé v-gliadine de blé
e S 0000s» . Bee 20w »
Q o000 =« e @ T EET Y T THET T T8 aee
1 e ave » X
[ X B LR "ee®

55
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|dentification des epitopes continus Ex. 1

a-gliadine

PEPSCAN

v-gliadine
Répétitif Non repétitif Répétitif Non répétitif
oes BEE L T 1 1 £}
e esese e - (Serum #901) 080 000 000 cos oo eoe
“ee ace » e
YY) e ..
LSQQPQQTFP GSLVQGQGII
YLQLOPEEQ QQQPSSQVSF LQPQOPFPQQ LVQGQGIIQP
QOQFPGQOO QPSSQVS [ 0]0]= QOPQOPFPQT
QEQNPEYQQE oF BB83EF832
PLVQQOQFPG
QPOPFPSQQP Q0 N QQPFPQQ
D A -
@
®5-gliadine uténine-FPM
—— . ayYa
0 Repe B oS
985 023, 00 e o o -
e > Y, - ¢
Q00QIPQEOT
. (Serum #3)
:ﬁizzzzz QQPIQQOQPQO  QQOQPVLLOQ SPVAMPQSLA
O00OLEOO QPQOFPQQOQP  QQQIPFVHPS LPQIPQQSRY

Denery-Papini 2011, Mameri et al., JAFC 2012

12/11/2024
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ROle des ponts disulfures dans l’allergénicité des gliadines Ex. 2

ELISA
p < 0.0001
1000 kkkk
) :,'-'
COOH E "'."' oo
g 1004 | = a
- u oo
w "_' ]
=) (T 000,
—— Q en o
NH2; Répétitive | 4 s 10 Uuﬂ
[«}]
) Opgo

rGG R/A rGG

Importance of disulfide bonds (tertiary stucture :conformationnal epitopes)
in gliadins IgE-reactivity

Mameri et al., 2015 JAFC
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Allergenes végétaux: Superfamille des prolamines « globulaires »

* Squelette de 8 résidus Cystéines conservés (3-4 ponts S-S)

* Sous-familles
* LTP ou nsLTP (lipid transfer protein)
* Inhibiteurs d’a-amylase / trypsine
* Albumines 2S
+ 9-18kDa

* Prolamines de céréales riches en Pro et Glu 30-60 kDa

A 1
I | | I I
N-ter [__C C EC CXC C C |cC-ter
’ r
N
‘ /
“:
vtﬁ
NI
Inhibiteur a-amylase ~ Albumine 2S LTP1
Tria 28 Arah?2 Tria 14

Structure globulaire en hélices alpha

12/11/2024 Les principaux allergenes protéiques_Hamza Mameri

Prup3 | Peach

Mald 3 | Apple

Pruar3 | Apricot

Prud3 | Apricot

Sinal | Yellow mustard
Bere1l | Brazilianwalnut
Jugrl British walnut
Arah 2 | Peanut

Arah 6 | Peanut

59




Caractérisation des épitopes de la LTP1 de Blé Ex. 2

Wheat (1GH1)

Mangue (1SIY) Peach (2ALG)

= Globular, 90 aa (9 kDa)

=  pHI=8.20

= 4 S-Sbonds, 4 a-helices

= Non-specific lipid transfer

= Resistant to digestion and heating

HoommomgiE

Iunmugﬁ

FEREEHHE

Hgmnnnn

i [ PR PR T )
e

HomoomgiE
:Pwuuct
- EFEREH

fenapom

- "

[EI ™ PR Y
e

Highly conserved structure

3D alighement
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Caractérisation des épitopes de la LTP1 de Blé

Circular dichroism ELISA
8 - . 1200 1
. ---- Native LTP1 P
7\
6 l/ \ 5100.0
J \ —— Reduced/alkylated @
~ 4] /! \ § @00
£, | Vi \‘ . . @human serum *
° \ € Emouse serum**
S o0 RaVAN \ - § w0
w 170 19 v 210 S/ 250 H
< -2 “\ ’/, E N
V4
\ ’ |
-4 - \ _/’ 0.0 1 T !
Nooore native LTP1 reduced/alkylated
-6 - nm LTP1

Denery-Papini et al, Clin Exp Allergy 2011

Native protein
(reduction & alkylation)

Wheat LTP1 conatins mainly conformational eptopes
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Caractérisation des épitopes de la LTP1 de Blé

Circular dichroism 3'_
4 —- rTRX-LTP1 E 4
L
21 —+— (C48S/C87S) > 2-
w 4
H.E 0 —— (C3S/C508) g .
o —— (C13S/C27S) g ]
é 27 - (C28S/C73S) E 14
® 44 l-g ]
< -
| SGLEIL
'8 1 ] 1 1
180 200 220 240
Recombinant protein A(nm)
(site directed mutagenesis)

C73 /
K72 & - R39

Candidates for Specific
Immunotherpy (hypoallergenic c28
variants

D43

12/11/2024 Les principaux allergénes protéiques_Hamza Mameri

Mameri et al., 2022 Scientific Reports
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Contexte actuel : Forte demandes pour proteines végeétales

Protéines vegétales = ingrédients nutritionnels et/ou fonctionnels

FEVEROLE

e s b
i

Teneur en protéines ( % matiére séche)'

Isolat > 90%

<&

Ajout d’une fonctionnalite
— GoUt, solubilité, propriétés émulsifiantes, moussantes, texture...

12-17% 40% 25% 40% 29%

» Hydrolyses
|:>  Fermentation Nouveaux allergénes sur le marché!
« Modifications chimiques
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Contexte du blé

Farine

v

Gluten

Hydrolyses enzymatiques

D NI NI NN

Hydrolyses acides (alcalines)

Protéines de Blé Hydrolysées
Hydrolysats de Protéines de Blée
Protéines de Blé Fonctionnalisées
Hydrolyzed Wheat Proteins : HWP

SRR
o 7
—> Désamidation £ Protéolyse
modif chim Gln— Glu

—>» Protéolyse partielle N

fortes

o~

Sur le mar
— Alimen
— Cosmeé

PATIENTS TOLERANTS

12/11/2024
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AU BLE ‘NATIF*
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Récapitulatif des Hydrolysats impliqgués

v' Cosmeétique - Japon : Glupearl 19S

v' Cosmeétique - France : Tritisol (UK)

v Aliment - France : Gemtec™ (isolat — Australie)
v Aliment — Danemark : Meripro 711 (Europe)

[> HYDROLYSATS ACIDES
|:> Désamidation = modification de la séquence

Composition du gluten Structure
° Glladlnes O(’/B’ Y, 0)2 and CO5 N-term C—t&
* Glutenines LMW and HMW GS
Motifs répétés o raarre @ Gln = Glu
e Gln = 40% ©2 gliadins  PQQPFPQQ Q—) E
w5 gliadins QQQQI/FPQQQ ' " ' ] ' —
LMW-GS PQQQPPFS/QQQQPVL - “_ o “ _-—
HHIRES  GYYPTSPQQ PGRERR-6QQ Motifs répétés modifiés
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Caractérisation des epitopes

#299 #285
Pantides

[_____aragprrra | v' Peptide consensus y / w2-gliadines natif

EPQQPFPQ

QPEQPFPQ

oraerrra QPQQPFPQ
QPQQPFPE .

EPEQPFPQ

EPEQPEPQ faiblement reconnu
EPQQPFPE

QPEEPFPQ

QPEQPFPE

QPQEPFPE

EPEEPFPO v' Peptide désamidé dominant

EPQEPFPE

» QPEEPFPE QPEEPFPE

EFEEFFFE

=
o
<
©
9
S
©
()
(a]

Denery et al. Allergy 2012

A B

Patients Patients
11 12 13 11 12 13
Pal ] .

1 QFLQPQQ 1 EFLEPEE \/ M m F) pt d t f
2 QFLQPQQP 2 EFLEPEEP e e e Ide consensus natil
3 QFLQPQQPF 3 EFLEPEEPF
4 QFLQPQQPFP 4 EFLEPEEPFP Q P Q Q P F P Q
5 QFLQPQQPFPQ 5 EFLEPEEPFP
6 QFLRPQQPFPQQ 6 EFLEPEEPFF
7| QFLQPQQPFPQQP 7 EFLEP
8 QFLQPQQPFPQQPQ 8 EFLEPEEP

FLEPEEP
LE

gPEEPFP

FLRPQQPFPQRPQ 9|
LQPQQPFPQQPQ 10
QPQQPFPQQPQ 11
PQQPFPQQPQ 12
QQPFPQQPQ 13
QPFPQQPQ 14 ke
PFPQQPQ 15| ||

| =5
E
(=
| =
T
(=
El
1=

TTTUTT
nm mmm

LLLLLLLLL v Peptide désamidé consensus
et PEEPEP

PFPEEPE

&
u
u
ju
M
w

Yokooji et al. Allergology Intern. 2013

> Néo-épitopes dus a la désamidation
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Conclusion-1

v La situation actuelle

Au Japon = Savon Cha no Shizuku® retiré du marché en 2011

Danemark = Préparations pour gateaux retirées du marché en 2010

En Europe = Hydrolysats acides retirés marché Alimentation Q2 depuis 2010

/
.| | 25casdéclarésau  Aucun cas
“:-ﬁ:,\!, RAV depuis 2014
' ,-Jusqu’en 2014

—_—

v' 2014 Scientific Committee on Consumer Safety : considers the use of HWP

safe for consumers in cosmetic products, provided the Max MW average of the
peptides in hydrolysates is 3,5 kDa.
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Conclusion-2

Modification des protéines alimentaires et risque allergique ?

v Protéolyse — allergénicité conservée ou diminuée

v' Séquence primaire modifiée ?
Néo-épitopes — pas de tolérance orale — risque de nouvelle allergie

v" Voie d’exposition différente (cutanée) — risque 1 de sensibilisation
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A retenir

Ce qui est connu actuellement :

Les différents niveaux de structure : primaire, 2D, 3D jouent un rbéle important

La résistance a la digestion favorise l'allergénicité d’'une protéine

Il faut au moins 2 ou 3 épitopes sur un allergene pour déclencher les symptomes
allergiques

Importance des réactions croisees

Le procédés qui modifient les structures des allergénes peuvent modifier I'allergenicité

Ce qui n’est pas totalement connu :

Les caractéristiques structurales, physico-chimiques fines, biologiques des allergenes
Les épitopes conformationnels et les risques de réactions croisées

Pas de regles générales sur I'effet des procédés alimentaires : cas par cas



Les principaux allergenes protéiques

e Structure des allergenes et allergenicité (quelques cas d’étude sur le blé)
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