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Krzyzowo reagujgce
determinanty weglowodanowe
(CCD) i bloker CCD

w diagnostyce alergii

Cross-reactive Carbohydrate Determinants (CCD) and CCD blocker in alergy
diagnostics

SUMMARY

Cross-reactive Carbohydrate Determinants (CCD) are widespread in the plant world. Because of structural
similarities, they can cause cross-reactions between different allergens with similar carbohydrate-like biochemical
chains. For the same reason, there are also problems with serological diagnostics. One way to overcome them may
be to use an anti-CCD antibodies blocker. Its purpose is to reduce the false positives in the immunoglobulin E (IgE)
detection test caused by the anti-CCD antibodies present in a given test sample. Blocking of anti-CCD antibodies can
contribute to the actual sensitization results. Due to the prevalence of anti-CCD antibodies in the general population,
CCD blocker significantly increases the specificity of serological methods for the diagnosis of IgE-dependent allergy.

Determinanty weglowodanowe (CCD) sg szeroko rozpowszechnione w $wiecie roslin. Ze wzgledu na podobienstwa
strukturalne mogg powodowac reakcje krzyzowe pomigdzy roznymi alergenami, w ktérych wystepujg podobne pod
wzgledem budowy biochemicznej tanicuchy weglowodanowe. Z tego samego powodu wystepujg réwniez problemy w
zakresie diagnostyki serologicznej. Jednym ze sposobow ich przezwyciezenia moze by¢ zastosowanie blokera prze-
ciwciat anty-CCD. Celem jego zastosowania jest ograniczenie falszywie pozytywnych reakcji w tescie wykrywajacym
swoiste immunoglobuliny E (IgE), spowodowanych przez przeciwciata anty-CCD wystepujace w danej probce bada-
nej. Zablokowanie przeciwciat anty-CCD moze przyczynia¢ sig do uzyskania wynikow rzeczywistego uczulenia. Ze
wzgledu na powszechno$¢ wystgpowania przeciwciat anty-CCD w populacii bloker CCD znaczaco zwigksza swoisto$¢

metod serologicznych w diagnostyce alergii IgE-zalezne;.
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Determinanty weglowodanowe

Determinanty weglowodanowe (nazywane CCD od
angielskich stow cross-reacting carbohydrate determi-
nants) u niektérych oséb mogg dziata¢ immunogennie
skutkujgc wytworzeniem swoistych immunoglobulin E (IgE)
w surowicy (IgE anty-CCD) [1]. Nie do konca poznana jest
ich rola, a znaczenie w alergii jest kwestionowane i pozo-
staje przedmiotem badan od kilkunastu lat [2, 3].

Biatka sg jednym z podstawowych materiatow budu-
jacych komarki. Wsrod nich wyrdzniamy nieliczng grupe
biafek prostych (zbudowanych jedynie z aminokwasow),
oraz znacznie powszechniejszg grupe biafek ztozonych.

W swoim sktfadzie biatka ztozone zawierajg trwa-
le wbudowany sktadnik niebiatkowy, np. cukro-
wy (weglowodanowy) tworzgc grupe glikoprotein.
Reprezentantem wtasnie tej grupy sa determinanty
weglowodanowe - CCD [4].

Mogg one w swoim skfadzie zawierac rézne ilosci
weglowodanow, przytaczonych do biatek, jako krotkie lub
diugie (do 15 jednostek), rozgatezione lub nierozgatezio-

ne fancuchy (Rycina 1). Efektem tego jest to, ze determi-
nanty weglowodanowe] nie mozemy traktowac jako jed-
nego antygenu — to nazwa zbiorcza dla ogromne;j ilosci
mozliwych kombinacji, z czego wynikajg trudnosci w oce-
nie wynikow diagnostyki serologicznej alergenow, w kto-
rych one wystepuja. Reszty weglowodanowe fgczg sie
z biatkami przy pomocy grup aminowych (N-glikany) lub
hydroksylowych (O-glikany). Szczegdlnie immunogenne
sg fragmenty N-glikanowe indukujace produkcje immuno-
globulin klasy E. Krzyzowa reaktywnos$¢ pomigdzy roznymi
zrodtami alergenowymi tfumaczy sig obecnoscig reszty
o-1,3-fukozy we fragmentach N-glikandw pochodzenia
roélinnego, a takze wystepujacych u owadow (np. Apis
mellifera). Podobne tancuchy zostaly opisane u robakow
pasozytniczych (np. Schistosoma mansoni, Schistosoma
Jjaponica) oraz u $limakow [1].

Wystepowanie CCD
Determinanty weglowodanowe sg bardzo szeroko roz-
powszechnione w $rodowisku. Ich obecno$¢ stwierdzo-



no w wielu alergenach pochodzenia roslinnego (owoce,
warzywa i pyfki), jak rowniez w ekstraktach jadow owaddw
[1, 5].

Podobienstwa struktury biochemicznej reszt
weglowodanowych mogg indukowacé reakcje krzyzowe
pomiedzy réznymi zrodtami alergenowymi, w ktérych
one wystepuja [6].

W latach siedemdziesigtych ubiegtego wieku, grupa
japonskich naukowcow badata strukture proteazy z anana-
sa. Jak sie pozniej okazato, byta to bromelaina, zawieraja-
ca oligosacharyd o dwéch strukturalnych cechach, ktérych
nie znaleziono w glikoproteinach ssakow [5].

Baza danych allergome.org zawiera ponad 30 réznych
komponent przyporzadkowanych do grupy CCD-bearing
protein (XF). W wsrod nich sg Ana ¢ 2 (ananas), Api m
1, Api mc 1, Api ml 1 (pszczoty miodne), Ara h 1 (orzech
ziemny), Bra di 4, Bro a 4, Bro i 91, Cyn d 1 (trawy - wie-
chlinowate), Cup a 1 (cyprys), Jug r 2 (orzech wioski), Lol
p1, Lol p 4 (zycica), Phl p 1, Phl p 4 (tymotka fgkowa), Pla
a2 (platan), Solat 1 (ziemniak) czy Arm r HRP (chrzan) [6].

Znaczenie kliniczne CCD

Prowadzone obserwacje przez ostatnich 15 lat
u pacjentow, u ktorych stwierdzono wystepowanie IgE anty
-CCD sugerowaly, ze obecnos¢ tych przeciwcial nie powo-
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duje widocznych objawow Klinicznych [7]. Kilka ostatnich
badan wyraznie wskazuje na brak klinicznego znaczenia
determinant weglowodanowych [8-10]. Potwierdza to row-
niez, duze badanie przeprowadzone przez Adriano Mari,
ktory przebadat surowice od 1,831 0sob z podejrzeniem
choroby uktadu oddechowego o podtozu alergicznym,
wykrywajac IgE wobec bromelainy. Analiza danych poka-
zala, Ze czesto$¢ wystepowania swoistych IgE wobec CCD
wynosita 23%. Czestosc¢ ta zmieniata sie w przypadku pod-
grupy niealergicznej (5%), uczulonych nainne alergeny niz
pytki (15%) i uczulonych na pytki (31%).

Czestosé wystepowania slgE wobec CCD byta
wyzsza u 0séb uczulonych na wiele pytkow (71%) oraz
u 0s6b po przeprowadzonej immunoterapii pytkowej
(46%), podczas gdy roznice ptci i wieku byty niewielkie
[9].

Inne duze badanie obejmujgce 1 025 osob dorostych
z niezytem nosa i astma obejmujgce kwestionariusz, punk-
towe testy skorne (SPT), catkowite IgE, multialergenowe
testy IgE i swoiste IgE (sIgE) na bromelaing, MUXF (brome-
laina typu N) i fosfolipaze A2 (pszczota miodna) pokazaly,
ze czestos$¢ uczulenia na CCD (MUXF sIgE i/lub brome-
laina sIgE =0.1 KU(A)/) wyniosfa 18%. Tylko 58 pacjentow
(5,6%) wykazato poziomy IgE wobec CCD »0.35 kU (A)/I.
Obecnos¢ CCD towarzyszyta czesciej uczuleniu na pytki

Budowa strukturalna determinant weglowodanowych (CCD) z ré6znych zrédech pochodzenia. Opracowanie

wtasne, za zgodg autora na podstawie rysunku Altmann F. Int Arch Allergy Immunol 2007 [5]
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niz na roztocza. Uczulenie na btonkoskrzydte byto zwigza-
na z wystepowaniem przeciwciaf anty-CCD. Stezenie ozna-
czonych przeciwciat anty-CCD nie bylo istotnie zwigzane
z wiekiem, miejscem zamieszkania, spozyciem alkoholu
czy paleniem tytoniu [11].

Znaczenie wystepowania przeciwciat E wobec CCD
badano réwniez przy uzyciu komercyjnego testu aktywacii
bazofili (BAT) testujac 62 pacjentdw uczulonych na owady
btonkoskrzydte oraz 16 pacjentéw niealergicznych, jako
grupy kontrolnej.

Uzyskane dane sugeruja, ze wystepowanie prze-
ciwciat IgE wobec CCD jest klinicznie nieistotne u tych
pacjentéw [12]. Nie sg poznane przyczyny tej zasadni-
czo catkowitej niezdolno$ci wywotania objawow uczu-
leniowych.

Nie wiadomo réwniez, dlaczego w surowicy niekto-
rych pacjentéw pojawiajg sie przeciwciata anty-CCD.
Rozwazana jest zalezno$¢ pomiedzy ich obecnoscig
W surowicy, a ugryzieniem przez owady btonkoskrzydte
[11]. Badane jest rowniez zwigkszone ryzyko indukcji IgE
anty-CCD wsrod os6b znacznie naduzywajacych alkohol
[13, 14]. Interesujace powigzanie z funkcja fizjologiczng
IgE moze stanowi¢ badanie, w wyniku ktérego stwierdzono
zwiekszone stezenie anty-CCD w wyniku zakazenia paso-
zytami [13].

Mozliwos¢ wystepowania reakcji krzyzowych z udzia-
tem przeciwciat anty-CCD, moze prowadzi¢ w niektorych
przypadkach do btedéw w diagnostyce serologicznej [5,
8]. Skutkiem czego, u pacjenta uczulonego na pytki roslin
i/lub jady owadow btonkoskrzydtych moze pojawic sig
dodatni wynik na latex, pomimo ze pacjent nie miaf z nim
stycznosci. Przeciwciata anty-CCD reaguja krzyzowo z tym
antygenem, sugerujgc uczulenie na latex 1, 14].

Z praktycznego punktu widzenia, jesli anty-CCD
zostang wykryte w surowicy pacjenta, to jego wyniki
dla wielu alergendéw (tj.: pytki i pokarmy pochodzenia
roslinnego, jady owadow, lateks) mogg imitowaé stan
polisensytyzacji (alergie wielowazng). Analizujgc wynik
sugerujagcy polisensytyzacje w kazdym przypadku
nalezy przede wszystkim uwzglednié obraz kliniczny
pacjenta i jego wywiad.

W przypadku diagnostyki alergii na jady owadéw bfon-
koskrzydtych zwlaszcza jesli u pacjeta wystgpit wstrzas ana-
filaktyczny nie mozna wykonaé testow skornych, ani testow
prowokaciji w o$rodkach bez akredytacji. W zwiazku z tym
duzo wieksze znaczenie ma okreslenie prawidiowego wyniku
w oznaczeniu serologicznym. W takim przypadku kazdy dodat-
ni wynik badania IgE swoistego we krwi bez zbadania obecno-
$ci CCD moze wplyng¢ na zig interpretacje wynikow i podjecie
nieprawidiowych decyzji terapeutycznych [8, 15, 16].

Sposoby oznaczania CCD

Obecnie w testach réznych producentéw stosowane
sg rézne metody oznaczania przeciwciat IgE wobec CCD
w surowicy krwi. Najbardziej rozpowszechnione jest sto-
sowanie bromelainy ananasa (MUXF). Uczulenie na ana-
nasa w populacji wystepuje bardzo rzadko [1], dlatego
wfasnie ta determinanta uzywana jest najczesciej (testy
ImmunoCAP, Polycheck). Weglowodanowy fancuch MUXF

obecny jest w wielu roslinach, co moze by¢ przyczyng
fatszywie dodatnich wynikow dla alergendw, w ktorych
znajdujg sie krzyzowo reagujgce determinanty weglowo-
danowe.

Innym antygenem uzywanym do oznaczania IgE
wobec CCD w surowicy krwi jest peroksydaza chrzanowa
(horseradish peroxidase — HRP).

W tescie najnowszej generacji do diagnostyki mole-
kularnej w nanotechnologii FABER znajduje sie kilka
komponent zawierajgcych antygeny CCD, ws$rdd ktorych
jest bromelaina ananasa (Ana ¢ 2), patatyna ziemniaka
(Sola t 1), peroksydaza chrzanowa (Arm r HRP) oraz Hom
s LF (homolog ludzkiej laktoferyny). W przypadku dwdch
pierwszych antygendw (Ana ¢ 2 oraz Sola t 1) pomimo ze,
wynik dodatni z duzym prawdopodobienstwem wskazu-
je na wystepowanie swoistych przeciwciat E wobec reszt
weglowodanowych, poniewaz epitopy bromelainy i pata-
tyny majg niskg immunogennosc, to jednak nie pozwala
on wykluczy¢ uczulenia na ananasa czy ziemniaka. Arm
r HRP zawiera inng w odrdznieniu od Ana ¢ 2 oraz Sola
t 1 strukture glikanéw. Ciekawg propozycja do oznacza-
nia w surowicy anty-CCD wydaje sie Hom s LF. Mozliwe,
ze sposrod wymienionych jest on najlepszym markerem
CCD, poniewaz jak dotad, nie stwierdzono, aby rekombi-
nowane biatko ludzkiej laktoferyny, powodowato wytwa-
rzanie przeciwciat IgE. Laktoferyna wystepuje w $linie,
fzach czy mleku ludzkim. W wyniku dziatan inzynierii gene-
tycznej, po potaczeniu z ryzem ulega glikolizacji, dzieki
czemu przytaczone zostajg do niej fancuchy weglowoda-
nowe. Reagujace z tg molekutg w trakcie testowania prze-
ciwciata E sg rzeczywiscie dedykowane przeciw CCD [10,
17]. FABER, to nie tylko test, jest on swojego rodzaju plat-
forma do diagnozowania alergii IgE-zaleznych. Integralng
jego czescia, jest system pomagajacy w interpretacji
wynikéw CDRS PRO (dla lekarzy) pozwalajacy posegre-
gowac molekuty wedtug grup homologicznych. Dzieki
czemu pomaga analizowac cafg grupe alergenéw (CCD-
bearing protein XF) zawierajacych w swoim skfadzie resz-
ty weglowodanowe w jednym miejscu. Pozwala on row-
niez posegregowac molekuty wedtug zrédet pochodzenia
i analizowac molekuty zawierajagce w swoim skfadzie CCD
w odniesieniu do ekstraktu tego alergenu i innych jego
molekut [18].

Bloker CCD

Blokerem CCD, inaczej inhibitorem CCD, nazywa-
my odczynnik, ktérego celem jest ograniczenie fatszywie
pozytywnych reakcji w tescie wykrywajgcym slgE, ktore
sg powodowane przez przeciwciafa IgE anty-CCD wyste-
pujace w danej probce badanej. W skiad blokera CCD
wchodzi wyselekcjonowana mieszanina czgsteczek CCD.
Czasteczki te zmieszane z badang probka surowicy, beda
kompetytywnie tgczy¢ sig z obecnymi w prébce przeciw-
cialami E wobec CCD. Poniewaz czasteczki CCD wcho-
dzace w sktad inhibitora CCD nie sg zwigzane z fazg statg
testu, w przeciwienstwie do czgsteczek ekstrakiow alerge-
nowych, ich kompleksy z IgE anty-CCD sg w stanie wol-
nym i moga by¢ wyptukane razem z innymi niezwigzanymi
elementami surowicy.



W podstawowym zatozeniu, jako bloker CCD moga
stuzy¢ teoretycznie dowolne glikoproteiny pochodzenia
roslinnego zawierajace typowe struktury CCD (MMXF lub
MUXF). Im wieksza jest liczba struktur CCD tym wieksza
ilo$¢ wigzanych typow przeciwcial E anty-CCD przez bloker
CCD. Niezwykle istotny jest stopien oczyszczenia materia-
tu, aby nie zawierat homologéw do alergenow badanych.

przeciwcial IgE

Rowniez epitopy biatkowe wykorzystanych glikoprotein
powinny by¢ w jak najmniejszym stopniu reaktywne, aby
nie blokowac¢ przeciwciat innych niz anty-CCD.

Majac na uwadze powyzsze wymagania w pracach
nad doskonaleniem inhibicji przeciwcial anty-CCD coraz
czesciej stosuje sie bloker anty-CCD. W multiparametro-
wych testach alergologicznych Polycheck® wykorzysty-
wany jest, jako opcjonalny poétsyntetyczny bloker CCD
(ProGlycAn CCD-blocker; www.proglycan.com). Jest on
oparty o podlegajgce wieloetapowe] proteolizie i wysokie-
mu oczyszczeniu poliwalentne struktury CCD roslinnej bro-
melainy, ktére zwigzane sg jedynie do maksymalnie 4 ami-
nokwasow, co gwarantuje brak epitopow dla sIge (oprécz
anty-CCD) oraz zwigkszong swoisto$¢. Tak przetworzone
struktury CCD przytaczane sg do no$nika biatkowego:
albuminy surowicy ludzkiej, co réwniez pozwala unikng¢
wigzania, innych niz anty-CCD, przeciwciat IgE. Zwieksza
to efektywnosc¢ dziatania blokera, przez co wymagana jest
jego mniejsza ilos¢ do efektywnego dziatania [19].

Korzysci ptynace z wykorzystania blokera CCD
Podstawowg korzyscig ptyngca z wykorzystania bloke-

ra CCD przy wykonywaniu testow alergologicznych wykry-

wajacych sIgE jest unikniecie fatszywie pozytywnych wyni-
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kéw dla alergendw pochodzenia roslinnego oraz jadow
owadow. Tym samym wyniki badan serologicznych moga
W Sposob blizszy stanowi faktycznemu oddawaé poziom
sIgE, pozwalajgc lepiej diagnozowac¢ faktyczne przypadki
polisensytyzacji u 0osob diagnozowanych [20]. Rycina nr
2 (A, B) przedstawia wykonane oznaczenia multiparame-
trowych iloSciowych testow z wykrytymi oraz niewykrytymi

Przyktady wykonanych testéw z dodatnimi i negatywnymi oznaczeniami przeciwciat anty-CCD,
wykonanych bez blokera i z blokerem CCD

przeciwciatami anty-CCD a nastgpnie wykonanymi ozna-
czeniami ponownie z zastosowaniem blokera CCD. Mozna
zaobserwowac na nich, ze uzycie blokera CCD zmniejsza-
fo lub blokowato wykrywanie przeciwciat wobec alergenow
zawierajacych CCD u pacjentow, u ktorych wykryte zostaly
przeciwciata anty-CCD (rycina 2A). Podczas gdy, w surowi-
cy pacjenta nie wykryto przeciwciaf anty-CCD (rycina 2B),
zastosowanie blokera nie wptywato na poziom oznaczen
sIgE wobec alergendw.

Ze wzgledu na powszechno$¢ wystepowania przeciw-
ciat anty-CCD w populaciji, zastosowanie blokera CCD zna-
czgco zwigksza swoistos¢ metod serologicznych w alergo-
logii [23]. Nalezy zaznaczyc¢, ze wykorzystanie naturalnych
glikoprotein jako blokeréw CCD moze wigzac sig z ryzkiem
zablokowania niektérych istotnych alergenowo-swoistych
IgE. Inhibitor pétsyntetyczny ProGlycAn jest wolny od tego
mankamentu, przy jego zastosowaniu nie obserwowano
inhibicji istotnych przeciwciat wobec alergenow (przy cut-
off 0,35 kU/L) [21].

Uzywanie blokera CCD w badaniach serologicznych
wigze sie niewatpliwie ze zwiekszonym kosztem, jednak
nalezy mie¢ na uwadze, ze zwigksza skutecznos¢ badania
diagnostycznego jednoczesnie eliminujgc dodatkowe koszty
dalszej diagnostyki u duzej grupy badanych osab. [ ]
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Legenda:
A B - bez blokera CCD; + z blokerem CCD
-+ Surowica A N
Wykryte przeciwciata wobec CCD .
Surowica B
}1 » 1. zablokowanie reakeji po zastosowaniu i Nie wykryto przeciwciat wobec CCD
> 2 blokera CCD
Ei »  Bloker CCD bez wplywu na wykryte
» 2. redukeja z 3 klasy do klasy 1: nadal = stezenia przeciwciat sIgE — wszystkie
wykryte przeciwciafa sIgk ! reakcje s3 spowodowane wystepowaniem
‘ 3 CcCD — l IgE wobec biatek
CCD — » 3. brak zmian wobec wykrytych } =
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