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Abstract

Cross-reactive carbohydrate determinants (CCDs) represent fucosylated/xylosylated N-
glycans present in pollen and food of plant origin, latex and hymenoptera venoms. IgE
antibodies against CCD do not have significant clinical relevance, but represent an
important cause of cross-reactivity in the case of in vitro immunoassay methods for
determining serum specific IgE. CCD inhibitors play a key role in the laboratory for
preventing misinterpretation of such in vitro positive assays and for increasing their
specificity.
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Rezumat

Determinantii carbohidrati cu reactivitate incrucisata/cross-reactivi (CCD) reprezinta N-
glicani fucozilati/xilozilati prezenti in polenuri si alimente de origine vegetala, latex si
veninuri de himenoptere. Anticorpii IgE fata de CCD nu au relevanta clinica
semnificativa, dar reprezinta o cauza importanta de reactivitate incrucisata in cazul
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metodelor de imunoanaliza in vitro pentru determinarea IgE specifice serice. Inhibitorii
CCD utilizati in laborator au un rol-cheie pentru a evita interpretarea gresita ca pozitiva
a unor astfel de teste in vitro si cresc specificitatea lor.

Cuvinte cheie
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Determinantii carbohidrati cu reactivitate incrucisata/cross-reactivi (Cross-reactive
Carbohydrate Determinants, CCD) reprezinta N-glicani care sunt oligozaharide legate
de asparagina, avand miez cu a(1—3)-fucoza si/sau b(1—2)-xiloza, ca urmare a
modificarilor posttranslationale comune ale unor glicoproteine din plante, insecte si
alte nevertebrate!. N-glicanii constituie un grup cu diversitate mare de oligozaharide
legate prin asparagina la glicoproteinele eukariotelor, fiind implicati in plierea,
stabilitatea, traficul intracelular, secretia si functionarea proteinelor(@.

Termenii de ,cross-reactivitate (reactivitate incrucisatda) si ,cross-reactiv® (cu
reactivitate incrucisata) sunt cuvinte de origine engleza imprumutate in limba romana
(anglicisme) si recent integrate in limbajul de specialitate ca neologisme, fiind utilizati
in documente oficiale ale Ministerului Sanatatii (MS), inclusiv in documentele pentru
curriculumul de pregatire in specialitatea alergologie si imunologie clinica, si ale
Ordinului Biochimistilor, Biologilor si Chimistilor in Sistemul Sanitar din Romania
(OBBCSSR)34). Similar, in limba italiana, termenul ,cross-reattivita“ (reattivitd crociata)
este utilizat in documente de pe paginile online oficiale ale Societatii Italiene de
Alergologie, Astm si Imunologie Clinica (Societa’ Italiana di Allergologia, Asma ed
Immunologia Clinica, SIAAIC) si ale Societatii Italiene de Alergologie si Imunologie
Pediatrica (Societa ltaliana di Allergologia e Immunologia Pediatrica, SIAIP)>),

Termenul de determinant carbohidrat cross-reactiv (CCD) a fost folosit prima data in
1981, cand s-a constatat ca anticorpii IgE din anumite seruri umane reactioneaza cu
antigene prezente intr-un numar mare de alimente de origine vegetala neinrudite,
precum arahide, cartof, spanac, faina de grau, orez, antigenele existand, de asemenea,
si in grauncioarele de polen. Anticorpii au reactionat in vitro, surprinzator, si cu veninul
de albina si viespe si au fost uneori indusi de intepaturile de himenoptere!”,

Cele mai multe extracte alergenice naturale provenite din plante sau venin de insecte
contin CCD, dar CCD nu se comporta ca alergene in vivo si nu au semnificatie
relevanta clinic®'?. Inducerea anticorpilor IgE fatd de CCD la om se considera ca este
determinata de expunerea la polen si/sau de intepaturile de insecte(®,

Anticorpii de tip IgE fata de CCD reactioneaza incrucisat cu toate proteinele care
contin astfel de epitopi CCD, de aceea reprezinta o cauza importanta de reactivitate
incrucisata in cazul metodelor de imunoanaliza in vitro pentru determinarea IgE
specifice serice fata de alergene de origine vegetala care contin CCD. Anticorpii IgE
anti-CCD sunt detectati la pana la 25% dintre pacientii alergici, dar in general nu au
nicio relevanta clinica in comparatie cu anticorpii IgE fata de regiunile proteice
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specifice. Deoarece multi pacienti au anticorpi IgE anti-CCD nerelevanti clinic, un
numar semnificativ de rezultate ale metodelor de imunoanaliza pentru IgE specifice
serice sunt interpretate ca pozitive, daca nu se utilizeaza inhibitor CCD. Prezenta IgE
anti-CCD poate deruta evaluarea reactivitatii /in vitro in cazul in care se utilizeaza
extracte naturale sau glicoproteine purificate care contin CCD, cum ar fi cele din

polenuri, alimente de origine vegetala, latex sau veninuri de himenoptere (1417,

Mai multe componente alergenice naturale purificate utilizate in diagnosticul molecular
alergologic prin imunoanaliza bazata pe nanotehnologie cu alergene cuplate cu
nanoparticule si interpretare prietenoasa pentru pacient (patient-friendly allergen
nano-bead array) contin CCD: expansina nLol p 1 din polen de graminee zazanie sau
raigras (Lolium perenne), nOle e 1 din polen de maslin (Olea europaea), pectat liaza
nCup a 1 din polen de chiparos de Arizona (Cupressus arizonica), patatina nSola t 1 din
tubercul de cartof (Solanum tuberosum), globulina 7S de tip vicilina nAra h 1 din
arahida (Arachis hypogaea), vicilina sau globulina 7S Jug r 2 din nuca (Juglans regia),
fosfolipaza A2 nApi m 1 din venin de albina (Apis melifera), tipic peroxidaza de hrean
(Armoracia rusticana) nArm r HRP (horseradish peroxidase) si cistein proteaza nAna ¢ 2

din tulpina si fruct de ananas (Ananas comosus)'®).

nAna c 2 (h(MUXF3) este un N-glican purificat din bromelaina provenita din tulpina de
ananas (Ananas comosus) capabil sa detecteze IgE fata de N-glicani din cele mai multe
surse vegetale. Prescurtarile din structura glicanului sunt: manoza (M), manoza
nesubstituita central (U), xiloza (X) si fucoza (F). IgE serice anti-CCD sunt un biomarker

de reactivitate fata de fragmente de tip carbohidrat ale glicoproteinelor™1617),

Proteinele recombinate produse in Escherichia coli nu sunt afectate de recunoasterea
CCD, datorita pierderii glicozilarii posttranslationale a proteinelor“g). Cu toate acestea,
metodele de imunoanaliza singleplex pentru IgE cu alergene recombinate, care
utilizeaza celuloza, pot furniza rezultate fals-pozitive de pana la 2 kUa/L in serurile
intens pozitive pentru CCD, ca urmare a prezentei reziduurilor de glicoproteine cu
CCD in matricea de celuloza. Polimerul celulozic capsulat din imunoanaliza
fluoroenzimatica in faza solida contine mici cantitati reziduale de CCD, suficiente
pentru a produce legare de fond in serurile cu nivel ridicat de IgE anti-CCD. Acest fapt
poate induce rezultate pozitive chiar si la alergene recombinate neglicozilate la 2-3%

din serurile pacientilor atopici(zo).

Determinarea IgE anti-CCD folosind un identificator de tip MUXF fixat la faza solida
este utila, dar nu poate discrimina intre rezultatele fals-pozitive si cele cu adevarat

pozitive(15).

Eliminarea IgE anti-CCD cu CCD imobilizate a fost de asemenea sugerata, dar

neaplicata, fiind considerata prea laborioasa pentru a fi utilizatd de rutina®2",

In cercetarea stiintificd a fost utilizatd si distrugerea epitopilor de carbohidrati prin
tratament cu periodat. Din pacate, conformatia proteica poate fi modificata de acest
tratament, ceea ce provoaca reducerea sensibilitatii si rezultate fals-negative. Prin
urmare, oxidarea prin periodat nu este aplicata in testele de imunoanaliza disponibile
comercial pentru determinarea IgE specifice.
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Una dintre solutiile practice pentru a evita rezultate fals-pozitive datorate IgE anti-CCD
in cazul metodelor de imunoanaliza pentru determinarea IgE specifice serice poate fi
adaugarea unui exces de (dlicoconjugate care sa competitioneze cu legarea
anticorpilor anti-CCD, dar, surprinzator, aceasta solutie nu a fost aplicata de rutina in
laboratorul de alergologie si imunologie clinica, chiar daca glicoproteinele naturale din

plante, cum ar fi peroxidaza de hrean sau ascorbat oxidaza, au fost alegeri evidente!'.

Un inhibitor de N-glican CCD, semisintetic, de prima generatie, consta din glicopeptide

din bromelaina (din tulpina de ananas) legate cu albumina serica bovina (MUXF-BSA)
(22)

Un inhibitor potent CCD de a doua generatie a fost creat ca un conjugat glicopeptid-
albumina serica umana (HSA), pentru care glicopeptidele vegetale au fost supuse unei
scheme riguroase de purificare, iar polimerul transportor este albumina umana. Astfel
de glicopeptide care contin maximum patru reziduuri de aminoacizi sunt purificate din
bromelaina ca glicoproteina vegetala si cuplate la albumina serica umana in proportie
de cel putin 7 la 1. Aceasta abordare asigura absenta epitopilor pentru IgE pe baza de
proteine si, prin urmare, specificitate maxima. Masurile de control al calitatii prin
spectrometrie de masa asigura calitatea constanta a produsului. Doza recomandata
este de 2 volume de blocant CCD la 100 de volume de ser — sau, altfel spus, 20 pyL de
blocant CCD pentru fiecare mL de ser. Inhibitorul CCD si serul pacientului se amesteca
corect inainte de prelucrarea ulterioara, cu etapa de preincubare scurta. Astfel de
inhibitor de N-glican CCD este disponibil sub forma de pulbere liofilizata, care la
dizolvarea in apa realizeaza concentratie de 1 mg/mL inhibitor intr-un tampon slab de
acetat de amoniu. Exista si imunoanaliza multiplex care integreaza inhibitor CCD in
diluentul probelor. Utilizarea inhibitorilor de N-glicani CCD poate fi aplicata in metode

de imunoanaliza pentru IgE specifice de tip singleplex, multiparametric si
multiplex(>1%22.23)

Referitor la recunoasterea alergenelor intr-un sistem de imunoanaliza in vitro, acelasi
alergen cu un epitop glican si un epitop peptidil poate conduce la rezultat pozitiv in
trei situatii diferite. Daca serul de testat contine doar anticorpi IgE specifici pentru N-
glican (anticorpi IgE anti-CCD), rezultatul este fals-pozitiv si se datoreaza CCD, daca
serul contine doar anticorpi IgE specifici peptidelor, rezultatul este pozitiv real si se
datoreaza sensibilizarii peptidice, iar daca serul de testat contine anticorpi IgE fata de
peptide si glicani, rezultatul pozitiv incert este datorat unei sensibilizari mediate IgE
fata de peptide cu semnal amplificat din cauza anticorpilor IgE anti-CCD. Problema
CCD poate fi mai putin perceptibila in cazul imunoanalizelor singleplex cu indicatie
ghidata anamnestic, dar exercita efect confuzionant mai amplu in cazul sistemelor de
imunoanaliza cu alergene multiple evaluate concomitent(?3),

intr-o metoda de imunoanalizd multiparametricd pentru diagnostic in vitro cu extracte
alergenice naturale si componente alergenice purificate caracterizate biochimic,
acoperind benzi in linii subtiri paralele de tip line-blot, pentru a preveni potentiale
rezultate fals-pozitive ale testelor datorate IgE anti-CCD, anticorpii cu reactivitate
incrucisata din esantionul pacientului pot fi eliminati prin legare prealabila a unui
absorbant anti-CCD?4.
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O alta analiza imunoenzimatica multiparametrica cu extracte naturale si componente
alergenice care acopera o membrana fixata in casete utilizeaza inhibitor de N-glican
compus din structuri CCD polivalente de bromelaina, cu mai putin de patru aminoacizi
ramasi dupa proteoliza si purificare, ceea ce garanteaza lipsa epitopilor peptidici.
Glicopeptidul astfel obtinut este atasat la proteina transportor, care este albumina
sericd umana extrem de purificata?>).

Imunoanaliza multiplex in faza solida bazata pe nanotehnologie de tip macroarray
utilizata ca explorator de alergologie moleculara (macroarray nanotechnology-based
immunoassay as a molecular allergy explorer), introdusa recent in laboratorul de
alergologie si imunologie clinica, integreaza inhibitor CCD potent in timpul incubarii
serului?®). Acest conjugat glicopeptid-HSA reduce dificultatea interpretarii de catre
medicii alergologi clinicieni a rezultatelor in vitro CCD pozitive si creste specificitatea
rezultatelor testului. Un astfel de test in vitro de generatie noua pentru alergiile
mediate IgE are un panel extins de peste 290 de alergene, cu extracte alergenice
naturale si alergene moleculare native (n) sau recombinate (r), completat de
determinarea concomitenta a IgE totale. Diferitele extracte si componente alergenice
moleculare sunt disponibile pe membrana de nitroceluloza in cipul din cartus. La
fiecare cartus se adauga 400 pL de diluent de proba care include inhibitorul CCD si se
adauga 100 pL din proba pacientului, asigurandu-se ca solutia rezultata este
raspandita uniform. Incubarea serului se efectueaza timp de 2 ore. Lactoferina umana
Hom s LF este o proteina cu CCD care poate fi utilizata pentru evaluarea eficacitatii
inhibitorului CCD. Cu procedura standard de inhibare a CCD, eficienta inhibarii
anticorpilor anti-CCD este de 85%. O etapa suplimentara de inhibare a CCD conduce
la o rata de inhibare a acestor anticorpi de peste 95%26-29),

Concluzii

Interferentele analitice datorate IgE anti-CCD pot afecta rezultatele metodelor
imunologice pentru determinarea IgE specifice serice fata de polenuri, alimente de
origine vegetala, latex sau veninuri de himenoptere, de aceea inhibitorii de CCD ca N-
glicani fucozilati si/sau xilozilati utilizati in laborator au un rol-cheie pentru a evita
interpretarea gresita ca pozitive a rezultatelor unor astfel de teste in vitro pentru a
creste specificitatea lor.
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