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ГРАФИЧЕСКОЕ РЕЗЮМЕ
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Вводная информация: Перекрестно-реактивные углеводные детерминанты (CCD) растений и ядов насекомых являются частой причиной неадекватных положительных результатов тестов при in vitro диагностике аллергии. Согласно нашим наблюдениям некоторые CCD-позитивные сыворотки демонстрируют неспецифическое связывание IgE с рекомбинантными аллергенами даже в отсутствии CCD при использовании платформы «Фадиа» ImmunoCAP.
Цель: мы исследовали, содержит ли целлюлоза, используемая в качестве носителя аллергенов в платформе ImmunoCAP, остаточные N-гликаны, вызывающие фоновое неспецифическое связывание в CCD-позитивных сыворотках.
Методы: в CCD-позитивных сыворотках до и после ингибирования с помощью ингибитора CCD (MUXF3 - сывороточный альбумин человека) сравнивали связывание IgE с 6 образцами холостых чипов ImmunoCAP, связанными либо со стрептавидином (SA-CAP-1 или 2), либо с неаллергенным мальтозосвязывающим белком (MBP; MBP-CAP-1-4), и связывание с панелью из 4 рекомбинантных аллергенов.
Результаты: из 52 CCD-позитивных сывороток (бромелайн, 1,01-59,6 тысяч условных единиц антигена на литр [кЕА/л]), протестированных посредством SA-CAP-1, 35 (67%) показали связывание IgE более 0,35 кЕА/л (0,41 -4,22 кЕА/л). Среди тех, у кого уровень IgE против CCD превышал 7,0 кЕА/л, 90% (26/29) были положительными. Связывание IgE с SA-CAP-1 коррелировало со связыванием IgE с бромелайном (r=0,68) и полностью устранялось посредством преинкубации сыворотки с ингибитором CCD (n=15). Уровни связывания с SA-CAP-2 и MBP-CAP-1 с MBP-CAP-4, как правило, были ниже, но сильно коррелировали с показателями SA-CAP-1 и бромелайна. Была выявлена положительная IgE-реактивность десяти CCD-позитивных сывороток (14,0-52,5 кЕА/л) при реакции с рекомбинантными аллергенами rPhl p 12, rFel d 1, rAra h 2 и rPru p 3 по крайней мере к 1 аллергену в 8 из 10 случаях (0,36- 1,63 кЕА/л) и пограничная реактивность – в 2 из 10 (0,21-0,25 кЕА/л). Связывание коррелировало со связыванием антител с бромелайном (r=0,61) и со всеми холостыми чипами ImmunoCAP (r>0,90) и могло быть полностью заблокировано ингибитором CCD. В целом, среднее фоновое связывание с целлюлозными CCD соответствовало 2-3% реакционной способности, наблюдаемой с бромелайном.
Выводы. Целлюлоза, используемая в качестве твердофазного носителя аллергена, может содержать различные количества CCD, достаточные для того, чтобы вызвать ложноположительные результаты теста до 2 кЕА/л с негликозилированными рекомбинантными аллергенами у пациентов с высоким уровнем IgE антител против CCD. (J Allergy Clin Immunol, 2018; 141: 372-81.)
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CCD: перекрестно-реактивные углеводные детерминанты 
CRD: компонентная диагностика
HSA: человеческий сывороточный альбумин
кЕА/л: килоединиц антигена в 1 литре
LTP: белок транспорта липидов
MALDI-TOF: матричная лазерная десорбция/ ионизационная времяпролетная масс-спектрометрия
MBP: Мальтоза-связывающий протеин 
MS: Масс-спектрометрия

N-гликаны составляют разнородную группу связанных с аспарагином олигосахаридов, фиксированных на эукариотических гликопротеинах и участвующих в процессах надлежащей укладки белков, поддержания стабильности, внутриклеточного транспорта, секреции и функционировании.1 Универсальная структура ядра N-гликанов, состоящая из 2 молекул GlcNAc (N-ацетилглюкозамина) и 1 маннозы в дистальной позиции, как правило, модифицируется присоединением 1 или более дополнительных углеводных остатков. Что касается аллергии, то 2 специфические модификации ядра, не присутствующие в тканях человека и, следовательно, высокоиммуногенные, были идентифицированы в качестве мишени для специфического IgE: α(1,3)-фукозилирование наиболее внутреннего остатка GlcNAc (обнаруженного у растений, насекомых и паразитических червей) и (менее важно) β(1,2)-ксилозилирование концевого остатка маннозы (обнаруживается у растений и моллюсков).2 Из-за широкого распространения этих аллергенных N-гликанов на поверхности гликопротеинов животного и растительного происхождения, не родственных друг другу, был введен термин перекрестно-реактивные углеводные детерминанты (CCD).3
Значение N-гликанов в аллергии состоит не столько в представлении важных триггеров аллергических реакций, сколько в представлении IgE-реактивных структур, мешающих правильной диагностике in vitro. Несмотря на ограниченное число исследований, в которых утверждается функциональная роль CCD, сопоставимая с ролью пептидных эпитопов, на основании экспериментальных исследований и клинической практики широкое распространение получило мнение, что CCD в основном не имеют какой-либо клинической значимости, однако неблагоприятным образом затрудняют диагностику in vitro.4, 5 В прошлом были рекомендованы различные стратегии решения данной проблемы, включая скрининг сывороточных антител против CCD IgE, а также ингибирование CCD, с использованием натуральных экстрактов или специально разработанных полусинтетических ингибиторов CCD.6 Недавнее внедрение диагностики аллергии на основе рекомбинантных молекул решило многие диагностические проблемы, связанные с N-гликанами. Как следствие, несмотря на то, что экстракты гликозилированного аллергена все еще широко используются, проблема CCD, по-видимому, постепенно теряет актуальность с клинической точки зрения.
Платформа «Фадиа» ImmunoCAP (Thermo Scientific, Упсала, Швеция) представляет собой хорошо зарекомендовавшую себя тест-систему для in vitro измерения аллерген-специфического сывороточного IgE, запущенную в 1989 году, которая с тех пор часто использовалась в качестве референтного аналитического метода при исследовании аналитических характеристик других диагностических платформ.7,8 Оборудование для тестирования основывается на твердофазном носителе аллергена, состоящем из полимеризованной целлюлозы, с которой ковалентно связаны аллергены. Основным новшеством ImmunoCAP по сравнению с предшествующими тест-системами, в которых также использовалась целлюлоза в качестве носителя аллергена, было использование трехмерной инкапсулированной губки из целлюлозы вместо двухмерных бумажных дисков, что сделало возможным связывание значительно более высоких количеств аллергена в качестве предварительного условия для повышения чувствительности.9
Помимо возможности исследования сотен экстрактов аллергенов, доступных для стандартного определения IgE, ImmunoCAP является ведущим методом синглплексного анализа IgE для компонентного диагноза (CRD) с более чем 100 рекомбинантными или очищенными аллергенами в наличии. При рутинном применении данных новых молекулярных инструментов в повседневной практике со временем мы столкнулись с некоторыми специфическими случаями с участием CCD-позитивных пациентов, которые, по-видимому, неспецифически реагируют с неожиданно широким спектром рекомбинантных аллергенов, но не с теми же аллергенами в микрочипе ImmunoCAP ISAC. Проведенное в качестве примера ингибирование CCD в некоторых из этих сывороток показало, что IgE-реактивность к рекомбинантным аллергенам была полностью устранена ингибитором CCD. Это побудило нас систематически исследовать потенциальную роль целлюлозной матрицы ImmunoCAP как источника наблюдаемой реактивности к углеводам.

МЕТОДЫ
Реакционная способность CCD-позитивных сывороток со стрептавидиновыми CAP без аллергенов
В целях проверки гипотезы о том, что сывороточные анти-CCD IgE-антитела могут связываться с N-гликанами, присутствующими на носителе аллергена целлюлозы ImmunoCAP, на холостом чипе ImmunoCAP, в котором губка из целлюлозы была связана только со стрептавидином (SA-CAP-1) были протестированы, 52 CCD-позитивных сыворотки с различными уровнями анти-CCD-антител (бромелайн, 1,01-59,6 кг антигена на литр [кЕА/л]). Компания «Фадиа» предлагает конъюгированные со стрептавидином ImmunoCAP в качестве исследовательского инструмента, позволяющего проводить связывание самостоятельно изготовленных биотинилированных аллергенов10. Исследуемая партия (партия 7204) была приобретена у компании «Фадиа» в 2005 году и с того момента постоянно хранится при температуре 4° C.
Пятнадцать CCD-позитивных сывороток были также протестированы посредством SA-CAP-1 после преинкубации сыворотки с ингибитором CCD (см. ниже). Для исключения связывания антител со стрептавидином в 3 выбранных образцах сыворотки проводилось ингибирование рекомбинантным стрептавидином («Роше Диагностикс», Мангейм, Германия) в концентрации 100 мг/мл.

CCD-ингибирование
Ингибирование IgE антител к CCD проводилось посредством предварительной инкубации сывороток с коммерчески доступным полусинтетическим ингибитором CCD, состоящим из очищенных гликопептидов MUXF3, полученных из бромелайна ананасового стебля и связанных с человеческим сывороточным альбумином (MUXF3-HSA; www.proglycan.com). В среднем неогликопротеин несет 7 гликанов MUXF3 на одну молекулу HSA6; согласно рекомендациям производителя, он использовался в концентрации 20 мг/мл сыворотки. Кроме того, в выбранных образцах сыворотки проводили дозозависимое ингибирование (0,2, 2,0 и 20,0 мг/мл).
CCD-зависимая реактивность с рекомбинантными аллергенами ImmunoCAP
В целях демонстрации того, что CCD-позитивные сыворотки дают ложноположительные результаты теста с негликозилированными рекомбинантными молекулами в системе ImmunoCAP вследствие взаимодействия с целлюлозными гликанами, на панели из 4 структурно неродственных рекомбинантных аллергенов: rBet v 2 (профилин пыльцы березы), rPru p 3 (белок неспецифического транспорта липидов [LTP] персика), rFel d 1 (кошачий утероглобулин) и rAra h 2 (2S-альбумин арахиса) с предварительноым ингибированием CCD и без него было протестировано десять сывороток с высоким уровнем антител к IgE CCD (14,0-52,5 кЕА/л).

Ложноположительные результаты с рекомбинантными аллергенами у пациентов с аллергией на яд перепончатокрылых
Двойная положительная реакция к пчелиному яду и яду осы является распространенным препятствием в диагностике аллергии на укусы насекомых и часто обусловлена CCD.11,12 Семь CCD-позитивных пациентов с анафилаксией после укуса перепончатокрылых насекомых (виды Vespula, n=5; медоносная пчела, n=2) в анамнезе и 1 CCD-положительный контрольный пациент без аллергии на яд были обследованы посредством ImmunoCAP с цельными ядами и рекомбинантными аллергенами основных ядов rApi m 1, rVes v 1 и rVes v 5 до и после ингибирования сыворотки с ингибитором CCD.


ТАБЛИЦА 1. IgE-реактивность с рекомбинантными аллергенами, исследованная с использованием синглплексного метода ImmunoCAP и микрочипа ISAC до и после ингибирования MUXF3-HSA у 2 пациентов с высокими уровнями IgE к CCD 
	
	ImmunoCAP (кЕ/л)
	
	Микроматрица ISAC (ISU-E)

	
	Перед ингибированием CCD 
	После ингибирования CCD
	
	Перед ингибированием CCD 
	После ингибирования CCD

	
	
	
	
	

	Клинический случай №1
	
	
	
	

	Бромелайн/MUXF3-CCD
	44,60
	0,38
	
	8,53
	<0.3

	Almond
	49,00
	0,24
	
	—
	—

	rAra h 1 (арахис 7S)
	0,42
	0,04
	
	<0,3
	<0.3

	rAra h 2 (арахис 2S)
	1,63
	0,00
	
	<0,3
	<0.3

	rAra h 3 (арахис 11S)
	1,16
	0,01
	
	<0,3
	<0.3

	rAra h 9 (арахис LTP)
	0,53
	0,00
	
	<0,3
	<0.3

	rCor a 8 (фундук LTP)
	0,58
	0,00
	
	<0,3
	<0.3

	rBet v 1
	0,94
	0,02
	
	<0,3
	<0.3

	rBet v 2
	1,12
	0,04
	
	<0,3
	<0.3

	rFel d 1
	—
	—
	
	2,13
	2,14

	nDer f 1
	—
	—
	
	0,81
	1,00

	rDer f 2
	—
	—
	
	3,95
	4,03

	Клинический случай №2
	
	
	
	

	Бромелайн/MUXF3-CCD
	24,60
	1,17
	20,0
	<0,3

	Яд ос вида Vespula
	34,00
	17,40
	—
	—

	rVes v 1
	11,80
	9,72
	—
	—

	rVes v 5
	48,70
	47,6
	6,2
	8,9

	Яд пчелы медоносной
	27,60
	1,25
	—
	—

	rApi m 1
	1,63
	0,11
	<0,3
	<0,3

	Пыльца березы
	19,60
	0,11
	—
	—

	rBet v 1
	0,75
	0,03
	<0,3
	<0,3

	rBet v 2
	0,74
	0,04
	<0,3
	<0,3

	rBet v 4
	1,00
	0,00
	<0,3
	<0,3

	Пыльца трав
	25,00
	1,11
	—
	—

	rPhl p 1
	0,42
	0,04
	<0,3
	<0,3

	rPhl p 7
	0,47
	0,02
	<0,3
	<0,3

	rPhl p 12
	0,88
	0,05
	<0,3
	<0,3

	Пыльца полыни
	21,60
	0,21
	—
	—

	nArt v 1
	1,28
	0,02
	<0,3
	<0,3

	Пыльца амброзии
	25,7
	0,49
	—
	—

	nAmb a 1
	1,94
	0,04
	<0,3
	<0,3






Вариации CCD целлюлозы между партиями
Поскольку связывание CCD-зависимых антител с рекомбинантными аллергенами ImmunoCAP варьировало до некоторой степени у одних и тех же пациентов, мы исследовали, могли ли данные различия быть обусловлены различиями образцов целлюлозы между партиями. В связи с этим 15 сывороток дополнительно были протестированы на второй партии конъюгированных со стрептавидином CAP (SA-CAP-2, серия BZV0F), а также на 4 партиях холостых чипов ImmunoCAP, связанных с неаллергенным мальтозосвязывающим белком (MBP; MBP-CAP 1-4); годы производства: 2012-2013). Все материалы были любезно предоставлены компанией «Термо Фишер Сайнтифик». Кроме того, ингибирование CCD проводили с SA-CAP-1 и MBP-CAP-1 - MBP-CAP-4 в выбранных сыворотках.

Распределение уровней анти-CCD IgE в CCD-положительных образцах сыворотки
Примерно 20-25% пациентов с атопией имеют анти-CCD IgE-антитела, хотя преимущественно в низких концентрациях.6,13 Для оценки доли сывороток с низким и высоким уровнем анти-CCD IgE среди CCD-позитивных пациентов мы проанализировали все тесты на бромелайн (k202), проведенные посредством ImmunoCAP в нашей лаборатории в период с 2008 по 2014 гг.
Идентификация N-гликанов в волокнах хлопковой целлюлозы с помощью матричной лазерной десорбции/ ионизационной времяпролетной масс-спектрометрии
Хлопковое волокно разной степени обработки, крафт-целлюлоза хвойных пород, крафт-целлюлоза лиственных пород и сульфитная целлюлоза лиственных пород были проанализированы с помощью масс-спектрометрии (МС) в целях исследования наличия CCD в источниках целлюлозы. Материал расщепляли пепсином в муравьиной кислоте и N-гликанами, впоследствии высвобождавшимися под действием фермент ПНГазы А. После очистки посредством катионного обмена, гель-фильтрации и твердофазной экстракции с обращенной фазой образцы анализировали с помощью лазерной десорбции с помощью матричной лазерной десорбции/ ионизационной времяпролетной (MALDI-TOF) MS. Параллельно аликвоты смешивали с N-гликаном, меченным изотопом (AAF=Gal2Man3GlcNAc5; Gruber и соавторы., неопубликованная работа). Гликаны смешивали с 5 пмоль стандарта на один грамм исходной целлюлозы и анализировали с помощью МС методом электрораспыления.14


РЕЗУЛЬТАТЫ
Два клинических случая из рутинной практики
В качестве примера влияния целлюлозозависимых ложноположительных результатов теста с рекомбинантными аллергенами в повседневной практике представлены 2 истории болезни.
Клинический случай №1. 33-летняя пациентка с аллергическим риноконъюнктивитом на аллергены кошки и клещей домашней пыли поступила с эпизодом крапивницы и ангионевротического отека, вероятно, связанным с приемом орехового шоколада или арахисового мороженого. Ранее все виды орехов употребляла без осложнений.
Обычная оценка показала положительные реакции кожного теста на кошачьих и пылевых клещей, но только сомнительные реакции на арахис и фундук. В любом случае, положительные результаты ImmunoCAP для рекомбинантного 2S-альбумина Ara h 2 арахиса (1,63 кЕА/л) и LTP Cor 8 фундука (0,58 кЕА/л) позволяют предположить истинную аллергию на орехи (таблица I). Последующее кожные инъекционные пробы с аллергенами орехов и семян (миндаль, макадамия, кешью, фундук, арахис, фисташка, бразильский орех, грецкий орех, пекан, кунжут, семена огурца и мак) снова выявили только сомнительные реакции, тогда как результаты обследования посредством CAP оказались положительными и для других LTP, запасных белков и профилина. Скрининг IgE [image: ]
РИС 1. Корреляция между связыванием IgE с CCD (ImmunoCAP бромелайн) и с ImmunoCAP, связанными со стрептавидином без аллергенов (SA-CAP-1), в 52 CCD-позитивных с различным количеством сывороточных анти-CCD IgE антител (1,01-59,6 кЕА/л).
Надписи на рисунке: Бромелайн

антител против CCD для бромелайна показал результат 44,6 кЕА/л. Для всех рекомбинантных аллергенов результаты стали полностью отрицательными после сывороточного ингибирования с CCD-ингибитором. Результаты тестирования нативной сыворотки на платформе микрочипов ISAC компании «Фадиа» были положительными для Fel d 1, Der p 1, Der f 1, Der f 2 и MUXF3-CCD, но отрицательными для запасных белков, LTP и профилинов. Мы пришли к выводу, что все положительные результаты обследования посредством ImmunoCAP на аллергены орехов обусловлены клинически не значимыми анти-CCD-антителами и что у пациентки отсутствует истинная аллергия на орехи. Диетические ограничения и назначение самостоятельно вводимого адреналина не требуются.	
[image: ]

РИС 2. Связывание IgE с аллергенами ImmunoCAP, связанными со стрептавидином (SA-CAP-1), в 15 CCD-позитивных сыворотках до и после ингибирования сыворотки ингибитором CCD (MUXF3-HSA).
Надписи на рисунке (справа налево): 
Перед ингибированием CCD 	
После ингибирования CCD


Клинический случай №2. У 46-летнего мужчины была анафилактическая реакция после укуса неизвестного насекомого. Результаты обследования посредством ImmunoCAP дважды показали положительный результат для видов Vespula (34,0 кЕА/л) и яда медоносной пчелы (27,6 кЕА/л), резко положительный для rVes v 1 и rVes v 5 и умеренно положительный для rApi m 1 (1,63 кЕА/л), что предполагало истинную двойную сенсибилизацию (Таблица I). Поскольку результаты обследования посредством ImmunoCAP были также резко положительными к экстрактам пыльцы, сыворотку тестировали на наличие основных и второстепенных аллергенов пыльцы, все из которых давали положительные баллы от 0,42 до 1,94 кЕА/л, что свидетельствует о множественной истинной сенсибилизации к аллергенам пыльцы. Последующее ингибирование сыворотки пациента с помощью CCD-ингибитора полностью устраняло связывание IgE с аллергенами пыльцы и с rApi m 1, но не с rVes v 1 и Ves v 5. Результаты ISAC были положительными для rVes v 5, но отрицательными для rApi m 1 и всех аллергенов пыльцы. Мы пришли к выводу, что пациент имеет один положительный результат на яд осы и не требует двойной иммунотерапии обоими ядами. У пациента отсутствует истинная аллергия на пыльцу.

Реакционная способность CCD-положительных сывороток со стрептавидиновыми CAP без аллергенов (SA-CAP-1)
Из 52 исследованных CCD-позитивных сывороток 35 (67%) уровень связывания с SA-CAP-1 составил более 0,35 кЕА/л (0,41-4,22 кЕА/л), и у всех, кроме 4, (92%) результаты составили более 0,10 кЕА/л. Среди образцов с уровнями IgE к CCD более 7 кЕА/л 90% (26/29) были положительными с результатами более 0,35 кЕА/л.
Связывание IgE с SA-CAP-1 значительно коррелировало со связыванием IgE с бромелайном (r=0,68, рис. 1). Средний уровень связывания IgE с SA-CAP-1 соответствовал 7,6%±4,3% от уровня, полученного с бромелайном, но значения индивидуально варьировались от менее 1% до более 15%. Сыворотки с высоким уровнем анти-CCD IgE, как правило, демонстрируют меньшее относительное связывание с SA-CAP-1 по сравнению с образцами с низким уровнем анти-CCD, возможно, из-за ограниченного числа эпитопов CCD, представляемых целлюлозой.
Ингибирование CCD с помощью MUXF3-HSA полностью устраняло связывание IgE с SA-CAP-1 во всех 15 образцах (диапазон 0,27-4,22 кЕА/л до ингибирования и 0,01-0,09 кЕА/л после ингибирования). Преинкубация сыворотки со стрептавидином не имела эффекта (рис. 2). Кривые доза-эффект для SA-CAP-1 и бромелайна, выполненные у 3 отобранных пациентов, показаны на рис. E1 в электронном архиве этой статьи на сайте www.jacionline.org.

CCD-зависимая реактивность с рекомбинантными аллергенами ImmunoCAP
Уровень связывания 8 из 10 отобранных CCD-позитивных сывороток, протестированных на панели из 4 рекомбинантных аллергенов, составил более 0,35 кЕА/л как минимум с одним из компонентов (0,36-1,63 кЕА/л, таблица II). Оставшиеся 2 сыворотки (пациенты 9 и 10) показали пограничные результаты до 0,25 кЕА/л. Средний уровень связывания IgE с 4 рекомбинантными аллергенами сильно коррелировал со связыванием IgE с SA-CAP-1 (r 5 0,98) и бромелайном (r 5 0,61, фиг. 3). Ингибирование сыворотки с помощью MUXF3-HSA полностью устраняло реактивность с рекомбинантными аллергенами во всех сыворотках, за исключением реактивности к Fel d 1 у пациента 1, который действительно имел аллергию на кошку (Таблица II).

Ложноположительные результаты по рекомбинантным аллергенам у пациентов с аллергией на яд перепончатокрылых
Были обследованы 7 CCD-положительных пациентов с аллергией на яд. Как и ожидалось, все сыворотки показали сильную реактивность к обоим ядам. MUXF3-HSA ингибировал связывание антител с ядами, не являющимися причиной аллергии, на 75-95% во всех сыворотках. Среди 5 пациентов с аллергией на яд осы, 4 из 5 имели положительные результаты к rApi m 1 (0,45-1,63 кЕА/л), и 1 из 5 имел пограничный результат. Реакция на rApi m 1 значимо ингибировалась MUXF3-HSA, тогда как связывание с rVes v 1 и 5 не угнеталось. Аналогично, у обоих пациентов с аллергией на пчелиный яд было продемонстрировано связывание антител с rVes v 1 и rVes v 5 (0,43-1,00 кЕА/л), которые могли блокироваться ингибитором CCD (таблица III и см. рис. E2 в электронном архиве статьи). на www.jacionline.org).




ТАБЛИЦА II. Связывание IgE в 10 CCD-позитивных сыворотках с бромелайном, стрептавидиновым CAP без аллергенов (SA-CAP-1) и 4 рекомбинантными аллергенами до (2CCD) и после (1CCD) CCD-ингибирования
	
	
	SA-CAP-1
(кЕ/л)
	
	rPhl p 12 (кЕ/л)
	
	rFel d 1 (кЕ/л)
	
	rAra h 2 (кЕ/л)
	
	rPru p 3 (кЕ/л)
	
	
	Средний уровень связывания с рекомбинантными антигенами

	№ пациента
	Бромелайн (кЕ/л)
	2CCD
	1CCD
	
	2CCD
	1CCD
	
	2CCD
	1CCD
	
	2CCD
	1CCD
	
	2CCD
	1CCD
	
	кЕ/л
	Бромелайн

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	1
	44,6
	4,22
	0,04
	
	1,12
	0,04
	
	2,97*
	1,86
	
	1,63
	0,00
	
	1,21
	0,03
	
	1,32
	2,96%

	2
	52,5
	ND
	ND
	
	1,51
	0,05
	
	1,49
	0,03
	
	1,02
	0,01
	
	1,47
	0,03
	
	1,37
	2,61%

	3
	40,1
	2,44
	0,05
	
	1,00
	0,05
	
	0,91
	0,02
	
	0,89
	0,08
	
	1,09
	0,06
	
	0,97
	2,43%

	4
	32,1
	1,33
	0,09
	
	0,36
	0,03
	
	0,29
	0,02
	
	0,36
	0,01
	
	0,38
	0,06
	
	0,35
	1,08%

	5
	24,6
	2,55
	0,04
	
	0,88
	0,05
	
	1,00
	0,12
	
	0,76
	0,09
	
	1,03
	0,07
	
	0,92
	3,73%

	6
	17,2
	1,79
	0,01
	
	0,51
	0,02
	
	0,61
	0,00
	
	0,37
	0,00
	
	0,41
	0,02
	
	0,48
	2,76%

	7
	16,7
	2,36
	0,02
	
	0,71
	0,01
	
	0,81
	0,00
	
	0,80
	0,00
	
	0,74
	0,02
	
	0,77
	4,58%

	8
	14,0
	1,24
	0,01
	
	0,40
	0,03
	
	0,48
	0,00
	
	0,31
	0,00
	
	0,40
	0,02
	
	0,40
	2,84%

	9
	40,9
	0,71
	0,01
	
	0,25
	0,02
	
	0,14
	0,01
	
	0,09
	0,01
	
	0,25
	0,01
	
	0,21
	0,51%

	10
	15,4
	0,89
	0,06
	
	0,21
	0,02
	
	0,09
	0,01
	
	0,09
	0,00
	
	0,16
	0,01
	
	0,14
	0,89%


ND, не определено.
* У пациента 1 диагностирована истинная аллергия на кошку (данные для rFel d 1 были исключены из статистического анализа).
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РИС 3. Корреляция между связыванием IgE с рекомбинантными аллергенами и связыванием IgE с стрептавидиновым CAP без аллергенов (SA-CAP-1; левая панель) и бромелайном (правая панель) в 10 сыворотках с высоким уровнем анти-CCD IgE.
Надписи на рисунке (ось ординат): средой уровень связывания IgE с рекомбинантными антигенами (кЕ/л), (ось абсцисс): SA-CAP-1 (кЕ/л), бромелайн (кЕ/л).

ТАБЛИЦА III. Связывание IgE ImmunoCAP с ядом перепончатокрылых и рекомбинантными аллергенами яда до и после ингибирования CCD у 7 CCD-положительных пациентов с аллергией на яд и у CCD-положительного пациента без гиперчувствительности на яд в анамнезе

	
	
	
	Яд пчелы медоносной
	
	rApi m 1
	
	Яд ос видов Vespula 
	
	rVes v 1
	
	rVes v 5

	№ пациента
	Насекомое, вызывающее аллергию
	CCD
	2CCD
	1CCD
	
	2CCD
	1CCD
	
	2CCD
	1CCD
	
	2CCD
	1CCD
	
	2CCD
	1CCD

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	1
	w
	24,6
	27,60
	1,25
	
	1,63
	0,11
	
	34,00
	17,40
	
	11,80
	9,72
	
	48,70
	44,60

	2
	w
	38,6
	19,10
	0,38
	
	0,67
	0,02
	
	36,20
	14,10
	
	7,01
	6,48
	
	13,50
	12,70

	3
	w
	2,14
	7,39
	1,89
	
	0,19
	0,02
	
	8,44
	3,44
	
	5,34
	5,24
	
	5,70
	5,43

	4
	w
	17,9
	55,8
	3,06
	
	0,45
	0,06
	
	46,70
	14,90
	
	2,31
	1,96
	
	>100
	>100

	5
	w
	6,70
	7,50
	1,50
	
	0,55
	0,11
	
	37,40
	34,60
	
	30,20
	29,90
	
	14,00
	13,70

	6
	b
	40,1
	45,3
	47,5
	
	94,9
	93,5
	
	3,65
	0,22
	
	1,00
	0,10
	
	0,94
	0,13

	7
	b
	7,62
	19,1
	7,19
	
	1,02
	0,56
	
	6,03
	0,67
	
	0,48
	0,06
	
	0,43
	0,11

	8
	Нет
	31,0
	33,2
	2,02
	
	0,98
	0,06
	
	7,24
	0,56
	
	1,14
	0,05
	
	0,88
	0,08


Значения указаны в тысячах условных единиц антигена в 1 литре.
b, пчела медоносная; 1CCD, после ингибирования; 2CCD, без ингибирования; w, wasp (осы видов Vespula).

ТАБЛИЦА IV. Средняя реактивность 15 CCD-позитивных сывороток с 6 образцами иммуногенных CAP без аллергенов, связанных со стрептавидином (SA-CAP-1 и SA-CAP-2) или MBP (MBP-CAP 1-4), и средний уровень связывания CCD-зависимых антител с рекомбинантными аллергенами
	
	
	
	
	Реактивность с бромелайном

	Твердая фаза
	Средние 6 SD
	Диапазон
	
	Средние 6 SD
	Диапазон

	
	
	
	
	
	

	Бромелайн
	20,17±14,25
	1,02-44,6
	
	
	

	SA-CAP-1
	1,51±1,09
	0,11-4,22
	
	9,29±3,86
	1,74-14,53

	SA-CAP-2*
	0,48±0,39
	0,04-1,25
	
	2,42±1,00
	0,84-3,92

	MBP-CAP-1
	0,40±0,25
	0,06-0,96
	
	3,05±2,43
	0,49-10,21

	MBP-CAP-2
	0,44±0,31
	0,06-1,22
	
	3,05±1,67
	0,56-5,96

	MBP-CAP-3
	0,41±0,28
	0,04-1,09
	
	2,73±1,50
	0,54-6,38

	MBP-CAP-4
	0,33±0,22
	0,05-0,79
	
	2,36±1,49
	0,51-5,96

	Средний уровень связывания с рекомбинантными антигенами
	0,53±0,35
	0,09-1,94
	
	2,38±1,26
	0,34-7,89



*Только 10 сывороток были исследованы с SA-CAP-2.
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РИС 4. Идентификация N-гликанов в обработанной целлюлозе хлопка. Образцы расщепляли пепсином в муравьиной кислоте; N-гликаны высвобождались под действием фермента ПНГазы A и были анализированы с использованием MALDI-TOF MS после катионообменной очистки, гель-фильтрации и твердофазной экстракции с обращенной фазой. Основной пик на 1211,4 соответствует сложным N-гликанам типа MMXF3. Пики, отмеченные звездочками, соответствуют фоновым сигналам, получаемым от пепсина.

Таким образом, истинная двойная сенсибилизация была бы ошибочно диагностирована у всех 7 пациентов на основе стандартной компонентной диагностики (CRD) без ингибирования CCD. CCD-положительная контрольная сыворотка реагировала со всеми рекомбинантными аллергенами яда (0,88-1,14 кЕА/л) и становилась полностью отрицательной после ингибирования CCD (0,05-0,08 кЕА/л).

Вариации CCD целлюлозы между партиями
Пятнадцать сывороток, реагирующих со стрептавидином CAP (SA-CAP-1), были отобраны и повторно исследованы на второй партии связанного со стрептавидином CAP (SA-CAP-2) и на 4 холостых партиях целлюлозы ImmunoCAP, конъюгированных с MBP (с MBP-CAP-1 по MBP-CAP-4; см. таблицу IV и таблицу E1 в электронном архиве статьи на сайте www. jacionline.org). Уровень связывания антител с новыми партиями целлюлозы сильно коррелировал с уровнем, полученным для с SA-CAP-1 (r 5 0,94; 0,99), хотя уровни связывания в целом были ниже и составляли в среднем только от 22% до 32% от тех, которые были получены с SA-CAP-1. В целом, степень связывания антител с SA-CAP-2 и с 4 MBP-CAPs была сходной с таковой, наблюдаемой с рекомбинантными аллергенами, тогда как очень сильное связывание с SA-CAP-1, по-видимому, было единичным случаем. За исключением SA-CAP-1, средняя реакционная способность с CCD целлюлозы соответствовала 2,4-3,1% от реакционной способности с бромелайном, хотя индивидуальное отклонение составляло менее 1-10%. Кривые регрессии снова показали, что средний относительный уровень связывания коррелировал с концентрациями IgE к CCD и был минимальным в сыворотках с высокими уровнями IgE к CCD и максимальным в сыворотках с низкими уровнями (>20 кЕА/л; 2%; 10-20 кЕА/л; 2,5%; 5-10 кЕА/л; 4% и <5кЕА/л; 5-6%).
Ингибирование CCD значимо уменьшало уровень связывания антител с SA-CAP-2 и всеми MBP-CAP до значений от 0,00 до 0,06 кЕА/л, подтверждая, что связывание антител обусловлено CCD (данные не представлены).

Распределение анти-CCD IgE уровней в CCD-положительных образцах сыворотки
Поскольку взаимодействие с CCD целлюлозной матрицы, по-видимому, становится значительной проблемой только при высоких уровнях анти-CCD IgE в сыворотке, мы исследовали распределение уровней анти-CCD IgE-антител среди CCD-позитивных пациентов, чтобы оценить, как часто можно ожидать ложноположительные результаты ImmunoCAP в повседневной практике. Всего было зарегистрировано 517 пациентов с положительным результатом теста на бромелайн. Триста семьдесят три (72,1%) из 517 сывороток показали низкие уровни IgE против CCD от 0,35 до 3,5 кЕА/л (соответствует классу 1 и 2), 117 (22,6%) из 517 показали средние уровни между 3,5 и 17,5 кЕА/л (прежний класс 3) и 27 (5,2%) из 517 продемонстрировали высокие уровни, превышающие 17,5 кЕА/л (класс 4-5).
У 79 (15,3%) из 517 уровни IgE к CCD составили 7 кЕА/л или более, а у 52 (10,1%) из 517 –  10 кЕА/л или более.

Идентификация N-гликанов в волокнах хлопковой целлюлозы с помощью MALDI-TOF MS
При использовании MALDI-TOF MS были обнаружены типичные растительные N-гликаны в необработанных и обработанных образцах хлопка. В необработанном хлопке были идентифицированы несколько ксилозилированных N-гликанов с α1,3-связанной фукозой и без (MMXF3, GnGnXF3, MGnXF3, MMX и MGnX). В обработанном хлопковом волокне преобладающим типом N-гликана был MMXF3 наряду с несколькими гликанами с высоким содержанием маннозы (рис. 4). Хлопковые волокна с высокой степенью обработки и все исследованные образцы древесной целлюлозы содержали меньшие количества MMXF3, а именно 0,2±0,05 пмоль гликана/г целлюлозы, по сравнению с 200 пмоль/г в необработанных хлопковых волокнах. В случае гипотетического гликопротеина массой 50 кДа, 0,2 пмоль соответствовали бы 10 нг гликопротеина в одном грамме целлюлозы.

ОБСУЖДЕНИЕ
В 1981 г. было признано, что CCD являются феноменом, препятствующим правильной диагностике in vitro.3 Хотя их роль долгое время игнорировались, в последние годы их влияние, затрудняющее диагностику, было продемонстрировано в различных областях аллергологии, в том числе при исследования пищевой аллергии, 15-17 видов аллергии на яды насекомых11, 18, аллергии на пыльцу12, и аллергии латекс19, 20.
С развитием молекулярной аллергологии и введением рекомбинантных аллергенов для CRD стало считаться, что проблема CCD исчезла. Однако это далеко от истины. Во-первых, (гликозилированные) экстракты аллергенов все еще широко используются в клинической практике и будут использоваться в дальнейшем, поскольку многие экстракты далеки от того, чтобы адекватно заменяться компонентами. Кроме того, CRD не всегда основывается на рекомбинантных молекулах, лишенных CCD. Довольно много компонентов, используемых в представленных на рынке тест-системах, как синглплексных, так и мультиплексных, таких как ImmunoCAP ISAC, представляют собой очищенные природные белки, многие из которых несут CCD и легко могут привести к неадекватным ошибочным результатам21. При использовании современных CRD необходимо постоянно помнить о данной актуальной проблеме. На данный момент результаты настоящего исследования раскрывают новый и неожиданный аспект проблемы CCD, обусловленный тем, что CCD-зависимые ложноположительные результаты могут быть получены даже при использовании рекомбинантных аллергенов без CCD и в сыворотках с высоким содержанием сывороточных анти-CCD антител IgE, если в качестве носителя аллергена используется целлюлоза. На основании экспериментальных данных с образцами ImmunoCAP, лишенными аллергенов, а также исследований ингибирования CCD наше исследование представляет убедительные доказательства, что целлюлозная матрица, используемая в качестве твердофазного носителя аллергена в системе ImmunoCAP, содержит остаточные CCD в концентрациях, достаточно высоких для того, чтобы вызвать значительные неспецифическое фоновое связывание до уровня 2 кЕА/л в CCD-положительных образцах сыворотки. Нам неизвестно, имеют ли место подобные эффекты при использовании других тест-платформ, в которых в качестве носителя аллергена используются целлюлозные диски (например, HYTEC; компания «ХАЙКОР БИОМЕДИКАЛ ИНДИАНАПОЛИС Инд»), или же платформ, в которых используется нитроцеллюлоза (таких как в большинстве скрининговых тест-полосок для диагностики аллергии). В любом случае, уникальная трехмерная конструкция целлюлозной губки ImmunoCAP, спроектированная так, чтобы обеспечить возможность связывания с большим количеством аллергенов, может иметь специфическую особенность, проявляющуюся подобным неспецифическим фоновом связыванием.
Насколько велика проблема? Согласно нашим данным наблюдаемое взаимодействие с CCD целлюлозы становится серьезной проблемой только при высоких концентрациях CCD-специфических IgE-антител в сыворотке, но не так значима при низких концентрациях. В целом, неспецифическое связывание антител более 0,35 кЕА/л начинает становиться проблемой в образцах сыворотки с уровнями IgE к CCD от 7 до 10 кЕА/л. Наличие антител IgE к CCD являются часто встречается у лиц с атопией. В больших когортах не отобранных пациентов от 20% до 25% образцов сыворотки оказались CCD-положительными, но распространенность может достигать 35% у подростков и выше 50% в определенных подгруппах с аллергией на пыльцу, пищу и яд насекомых6,11,13. Однако большинство этих CCD-позитивных сывороток содержат низкие уровни CCD-специфических IgE-антител, что вряд ли может привести к значимому фоновому связыванию. Так, 72% всех CCD-позитивных сывороток, идентифицированных в нашем центре, показали низкие уровни IgE к CCD от 0,35 до 3,5 кЕА/л. Тем не менее, от 10% до 15% пациентов имели уровни IgE к CCD более 7-10 кЕА/л, что соответствует данным, опубликованным другими исследователями6, и, таким образом, говорит о наличии значимого риска ложноположительных результатов теста.
Если принять во внимание тот факт, что распространенность CCD-позитивности среди пациентов с аллергией составляет 20%, то 2%-3% случайным образом выбранных образцов сывороток пациентов с атопией, проанализированных во время рутинного обследования на аллергию, могут продемонстрировать значимое неспецифическое фоновое связывание в ImmunoCAP из-за взаимодействия с целлюлозными гликанами. Соответственно, масштаб проблемы, хотя и реальной и актуальной, представляется ограниченным, по крайней мере, если придерживаться давно установленного порога в 0,35 кЕА/л. Ситуация может значительно измениться, если в качестве пороговой величины принять уровень 0,10 кЕА/л, что может оказаться полезным в определенных условиях для повышения чувствительности22 и является аналитически обоснованным, поскольку это значение все еще выше фонового шумового эффекта Immuno-CAP23. В настоящее время ImmunoCAP является одним из 3 доступных на рынке тестов для in vitro диагностики уровня человеческого IgE, одобренных управлением по контролю за пищевыми продуктами и лекарственными средствами (FDA) США, с пределом количественного определения 0,10 кЕА/л. Поскольку средний уровень связывания с целлюлозной матрицей ImmunoCAP составляет от 2% до 3% реактивности бромелайна, уровни IgE к CCD, составляющие около 4 кЕА/л, также обычно приводят к связыванию на уровне более 0,10 кЕА/л. В отдельных сыворотках нами наблюдалось фоновое связывание, превышающее 0,10 кЕА/л даже при концентрациях IgE к CCD, равных 2,35 кЕА/л. Соответственно, предел обнаружения в 0,10 кЕА/л усугубит проблему CCD-зависимого фонового связывания, причем могут быть затронуты более 7% всех образцов сывороток пациентов с атопией. В отношении возможной замены порога 0,1 кЕА/л на прежний пороговый уровень, равный 0,35 кЕА/л мы считаем, что наши данные говорят не в пользу общей рекомендации о замене порога 0,10 кЕА/л, потому что данный порог демонстрирует надежность при исследовании CCD-отрицательных образцов и часто оказывается полезен для подтверждения диагноза, в особенности у пациентов с низким уровнем общего IgE. Полученные нами результаты могут предостеречь аллергологов от некритической гипердиагностики на основании подобных слабоположительных результатов, а также посоветовать им тщательно проанализировать результаты тестов на предмет достоверности и согласованности.
Хотя взаимодействие с целлюлозными гликанами представляет собой проблему любого теста ImmunoCAP, его клинический эффект особенно важен в отношении CRD. Важнейшее преимущество CRD перед диагностикой на основе экстракта аллергена заключается в том, что с помощью четко определенных маркерных аллергенов данный метод может прояснить индивидуальные особенности сенсибилизации и, таким образом, например, может доказать наличие IgE к пищевым аллергенам высокого риска24,25 или в случае респираторной аллергии выявить различия между подлинной сенсибилизацией и перекрестной реактивностью26.
Еще одной областью, в которой CRD оказался чрезвычайно полезным, является диагностики аллергия на яды. Двойная сенсибилизация к аллергенам пчел и ос является хорошо изученным диагностическим препятствием и часто вызвана перекрестной реактивностью CCD11,12,27. Сами по себе укусы насекомых являются мощными индукторами продукции углевод-специфичного IgE,12 что объясняет, почему реактивность CCD крайне широко распространена среди пациентов с аллергией на яды и часто ассоциирующиеся с необычно высоким уровнем таких антител в сыворотке крови11,18. В последние несколько лет рекомбинантные маркерные аллергены ядов существенно упростили диагностику, предоставляя средства для прямого подтверждения (или исключения) истинной сенсибилизации к какому-либо конкретному насекомому28,29. На настоящий момент полученные нами результаты предостерегают против некритической интерпретации в отсутствии должных доказательств подобных слабоположительных результатов теста до 2 уровня кЕА/л с любым из этих маркерных аллергенов, поскольку многие из них могут оказаться ложноположительными, и их следует интерпретировать с осторожностью. Шесть из 7 пациентов с аллергией на яд насекомых, принимавших участие в этом исследовании и имеющие выраженную CCD-позитивность, были бы ошибочно классифицированы как обладающие истинной двойной сенсибилизицией к яду пчелы и осы и, таким образом, получили бы иммунотерапию обоими ядами, тогда когда насекомое, вызывающее аллергическую реакцию, не было идентифицировано. Кроме того, 2 клинических случая, представленных в этой статье, показывают, что надлежащее использование CRD, которое обеспечивается системой ImmunoCAP, может вводить в заблуждение врача и приводить к неправильным или ненужным рекомендациям, если сыворотка пациента содержит большое количество IgE антител к CCD.
Промышленное извлечение целлюлозы из исходных материалов (например, древесины и хлопка) включает кипячение в крепких растворах и сульфате натрия в течение многих часов для отделения целлюлозы от лигнина и гемицеллюлозы. Выявление аллергенных гликанов MMXF3 с помощью MS даже в интенсивно обработанных образцах хлопка и древесной целлюлозы доказывает, что N-гликаны, полученные из гликопротеина, являются невероятно устойчивыми и как минимум в небольших количествах могут сохраняться без повреждений даже после такого сильного воздействия. Хотя у нас не было возможности исследовать целлюлозу, используемую для производства ImmunoCAP, представляется разумным предположить, что она будет иметь сходный гликановый состав.
Наши данные также предполагают, что количество остаточных N-гликанов до некоторой степени может варьировать между различными партиями целлюлозы. Это может быть вызвано различиями в первичных материалах или непредсказуемой степенью разрушения/извлечения гликопротеинов в процессе производства. В общей сложности нам удалось выполнить эксперименты с 6 различными препаратами целлюлозы ImmunoCAP (2 конъюгированных со стрептавидином и 4 конъюгированных с MBP). Уровень фонового связывания был примерно сопоставимым у 5 из них, тогда как 1 образец (SA-CAP-1) показал значительно более высокий уровень. Фоновое связывание, наблюдаемое с распространенными в настоящее время, общепринятыми рекомбинантными связанными с аллергеном чипами ImmunoCAP (предположительно из разных партий целлюлозы), было в значительной степени сопоставимо с таковым, полученным при исследовании 5 низкоуровневых фоновых препаратов целлюлозы. Соответственно, образец SA-CAP-1, который был приобретен у компании «Фадиа» в 2005 г., представляет собой своеобразный выброс, не отражающий среднее загрязнение CCD существующих на рынке ImmunoCAP. В будущем следует ожидать, что отдельные партии целлюлозы ImmunoCAP с чрезмерно высоким количеством CCD будут без затруднений исключены из дальнейшей обработки, поскольку компания «Фадиа» осведомлена о существовании этой проблемы.
Почему сыворотки с подобной реактивностью бромелайна не всегда показывают сопоставимое фоновое связывание? Фоновое связывание с целлюлозной матрицей составляло, в среднем, от 2% до 3% реакционной способности, наблюдаемой с бромелайном, но между субъектами наблюдалась значительная вариабельность от <1% до 10%. Одной из важных причин этой вариабельности могут быть различия в антигенной специфичности IgE антител к CCD. Хорошо известно, что аффинность связывания углевод-специфического IgE, хотя и обусловлено в значительной степени присутствием α1,3-фукозы либо β1,2-ксилозы, но также может до некоторой степени варьировать между различными N-гликанами в зависимости от того, какие другие замены несут эти гликаны18,30-32. Наш MS анализ образцов целлюлозы в основном выявил N-гликаны типа MMXF3, представляющие распространенную гликановую структуру растительных тканей, но отличающуюся от гликанов MUXF3, используемых в скрининговых тестах CCD, предлагаемых ImmunoCAP (бромелайн k202, MUXF3-CCD o214). В организме пациентов, сенсибилизированных к CCD через укусы насекомых, могут синтезироваться антитела с высокой аффинностью к типичным гликанам насекомых, таким как MMF3 и MUF3, и переменной аффинностью к ксилозилированным растительным гликанам, таким как MUXF3 и MMXF3. Хотя в настоящее время у нас нет экспериментальных данных, полученных с участием наших пациентов, такие различия в специфичности антител могут вносить вклад в общую умеренную корреляции между связыванием с целлюлозой и связыванием с бромелайном. Кроме того, также по-видимому, играют роль абсолютные сывороточные концентрации анти-CCD антител. Образцы с очень высокими уровнями обычно показывали более низкий процент фонового связывания, чем образцы с низким или средним уровнями. Возможно, это связано с ограниченным количеством гликановых эпитопов, присутствующих на целлюлозной матрице, и кумулятивным насыщением сайтов связывания. Кроме того, высокие уровни антиуглеводных IgG-антител, в том числе CCD-специфических антител, которые обычно можно обнаружить в образцах сыворотки человека33, могут конкурировать с IgE и в целом мешать правильному измерению CCD-специфического IgE в образцах сыворотки.
Являются ли сделанные нами наблюдения совершенно новыми? Неспецифическое фоновое связывание с твердофазными матрицами неоднократно рассматривалось в ранних исследованиях, касающихся чувствительности и специфичности существующих или разрабатываемых методов диагностики IgE in vitro34,35. Признано, что образцы сыворотки кролика и человека часто содержат природные IgG антитела к распространенным аналитическим матрицам, таким как целлюлоза и агароза, что говорит о возможной роли углевод-специфических антител как возможного фактора, препятствующего правильной диагностике in vitro36, 37.
Интересное наблюдение, сильно напоминающее наши настоящие результаты, было сделано van Toorenenbergen и соавторами в 1987 г.35. Ими были описаны 2 пациента с выраженным IgE-связыванием практически со всеми исследованными аллергенами, когда аллергены были связаны с целлюлозой, но отсутствие реактивности, когда те же самые аллергены были связаны с гранулами сефарозы, что привело авторов к выводу о том, что еще неизвестная структура целлюлозных дисков была ответственна за неадекватное связывание. Однако связывание антител с целлюлозными дисками не было ингибировано (CCD-содержащим) экстрактом арахиса в этом исследовании, что, в свою очередь, противоречит участию CCD в этих случаях.
Другое наблюдение, возможно связанное с нашими результатами, было сделано японской группой, сравнившей новый метод диагностики IgE на основе полистирола методом Phadezym RAST и ImmunoCAP38. Из 3004 исследованных сывороток авторы выявили 96 (3,2%) образцов, демонстрирующих холостые реакции на бумажных дисках без покрытия при использовании метода Phadezym RAST, причем многие из них также связывались с непокрытой целлюлозой ImmunoCAP. Весьма вероятно, что данный эффект обусловлен CCD на целлюлозе.
Как бороться с проблемой в повседневной практике? В случае подозрительного ложноположительного результата ингибирование CCD, вероятно, является наиболее элегантным способом решения проблемы. Хотя в целом данный способ легко осуществим, ингибирование отнимает много времени и средств и вряд ли является реалистичным подходом для рутинных исследований. Значительно проще осуществить скрининг анти-CCD-сывороточных антител, при помощи которого можно надежно идентифицирует высоко CCD-позитивные сыворотки, однако это приводит к дополнительным затратам и не всегда предоставляет окончательный ответ вне зависимости от того, является ли слабопозитивный результат теста специфичным. С нашей точки зрения, не содержащие аллергенов холостые САР могут быть многообещающей, простой в исполнении и, по-видимому, экономически целесообразной стратегией выявления сывороток с неспецифическим фоновым связыванием. Принимая во внимание предположительно низкую частоту сывороток, подверженных подобным реакциям, такой скрининг на CCD априори может и не быть обязательным для всех пациентов. Определение характерных черт для выявления (и исключения) подозрительных случаев поможет свести дополнительное исследование к минимуму.
Таким образом, в настоящем исследовании мы продемонстрировали, что целлюлозная матрица-носитель аллергенов ImmunoCAP содержит небольшие количества остаточных CCD, достаточные для того, чтобы вызвать неспецифическое фоновое связывание в сыворотках с высоким уровнем IgE антител к CCD. Это может ошибочно имитировать положительные результаты теста, даже с негликозилированными рекомбинантными аллергенами приблизительно в 2-3% образцов сывороток пациентов с атопией. Независимо от диагностических усовершенствований, предлагаемых современным CRD, важно предупредить клиницистов о возможности того, что слабо положительные результаты ImmunoCAP до 2 кЕА/л могут оказаться ложноположительными и, следовательно, должны интерпретироваться с осторожностью, и их правдоподобность должна оцениваться критически. Хотя такая CCD-зависимая реактивность с целлюлозной матрицей представляет собой проблематичное ограничение системы ImmunoCAP, которую следует учитывать, необходимо помнить, что основным неблагоприятным воздействием CCD на диагностику аллергии in vitro по-прежнему является широкое использование гликозилированных экстрактов аллергенов и отсутствие у многих аллергологов осознания того, что такие экстракты являются распространенным источником неадекватных результатов исследований. Хотя по оценкам, от 2% до 3% пациентов имеют риск неспецифического фонового связывания, от 20% до 25% пациентов несомненно будут демонстрировать неадекватные результаты теста с экстрактами пыльцы, растительной пищи, латекса и ядов насекомых вне зависимости от используемой тест-платформы.

Мы благодарим др. Ute Henniges из отделения химии, BOKU, Вена, за предоставление образцов древесины и целлюлозы хлопка. Мы также благодарим Karin Polacsek за анализ гликанов в образцах целлюлозы. Наконец, мы благодарим Wolfgang Fellner, компания «Квизда/Эпигнот», Вена, за его длительное наставничество и плодотворные дискуссии, касающиеся вмешательства CCD в диагностику аллергии.
Ключевые сообщения

· Клинически несоответсвующие антитела IgE против CCD обнаруживаются в 20-25% образцов сывороток пациентов с атопией и, как известно, влияют на правильную диагностику аллергии in vitro.
· Целлюлоза, используемая в качестве фиксатора аллергена в анализах IgE in vitro, может содержать небольшое количество интактных остаточных CCD.
· Это может вызвать неспецифическое фоновое связывание до 2 kUA/L даже с негликозилированными рекомбинантными аллергенами в образцах сыворотки с высоким уровнем антител против CCD IgE.
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РИС E1. Дозозависимое ингибирование связывания IgE со связанным со стрептавидином пустым CAP (SA-CAP-1; черные линии) и с бромелайном (пунктирные линии) ингибитором CCD у 3 пациентов с высокими уровнями IgE к CCD.
Надписи на рисунке (ось ординат): связывание IgE (кЕ/л)
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РИС E2. Связывание IgE ImmunoCAP с ядом перепончатокрылых и рекомбинантными аллергенами яда до и после ингибирования CCD у 7 CCD-положительных пациентов с аллергией на яд пчелы медоносной (черные символы, n 5 2) или аллергией на яд осы истинной (белые символы, n=5) и CCD-положительный контрольный пациент без гиперчувствительности на яды (серые символы). 1CCD, после ингибирования CCD; 2CCD, без ингибирования; HBV, яд пчелы медоносной; YJV, яд истинных ос.
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ТАБЛИЦА Е1. Связывание IgE в 15 CCD-позитивных сыворотках с 6 образцами иммуногенных CAP без аллергенов, связанных со стрептавидином (SA-CAP-1 и SA-CAP-2) или MBP (MBP-CAP 1-4), и связывание CCD-зависимых антител с рекомбинантными аллергенами
	
	Бромелайн
	SA-CAP-1
	SA-CAP-2*
	MBP-CAP-1
	MBP-CAP-2
	MBP-CAP-3
	MBP-CAP-4
	Средний уровень связывания с рекомбинантными антигенами

	№ пациента
	
	
	Бромелайн
	
	Бромелайн
	Бромелайн
	Бромелайн
	Бромелайн
	
	Бромелайн
	Бромелайн

	
	кЕ/л
	
	кЕ/л	(%)
	
	кЕ/л
	(%)
	кЕ/л
	(%)
	кЕ/л
	(%)
	
	кЕ/л	(%)
	
	кЕ/л
	(%)
	кЕ/л
	(%)

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	1
	44,6
	
	4,22
	9,46
	
	1,25
	2,80
	0,96
	2,15
	1,22
	2,74
	
	1,09
	2,44
	
	0,79
	1,77
	0,95
	2.13

	2
	24,6
	
	2,55
	10,37
	
	0,76
	2,80
	0,62
	2,52
	0,74
	3,01
	
	0,63
	2,56
	
	0,63
	2,56
	0,99
	4.03

	3
	17,2
	
	1,79
	10,41
	
	0,43
	2,50
	0,65
	3,78
	0,58
	3,37
	
	0,61
	3,55
	
	0,44
	2,56
	0,48
	2.76

	4
	32,1
	
	1,33
	4,14
	
	0,27
	0,84
	0,54
	1,68
	0,36
	1,12
	
	0,39
	1,21
	
	0,36
	1,12
	0,35
	1.08

	5
	14,0
	
	1,24
	8,86
	
	0,18
	1,29
	0,30
	2,14
	0,30
	2,14
	
	0,28
	2,00
	
	0,21
	1,50
	0,40
	2.84

	6
	40,1
	
	2,44
	6,08
	
	0,74
	1,85
	0,55
	1,37
	0,68
	1,70
	
	0,65
	1,62
	
	0,55
	1,37
	0,97
	2.42

	7
	16,7
	
	2,36
	14,13
	
	0,57
	3,14
	0,55
	3,29
	0,66
	3,95
	
	0,64
	3,83
	
	0,54
	3,23
	0,68
	4.05

	8
	2,35
	
	0,33
	14,04
	
	—
	—
	0,24
	10,2
	0,14
	5,96
	
	0,15
	6,38
	
	0,14
	5,96
	0,08
	3.19

	9
	23,8
	
	0,89
	3,74
	
	—
	—
	0,20
	0,84
	0,24
	1,01
	
	0,23
	0,97
	
	0,17
	0,71
	0,19
	0.82

	10
	40,9
	
	0,71
	1,74
	
	—
	—
	0,20
	0,49
	0,23
	0,56
	
	0,22
	0,54
	
	0,21
	0,51
	0,21
	0.51

	11
	5,74
	
	0,62
	10,80
	
	0,12
	2,09
	0,13
	2,26
	0,17
	2,96
	
	0,15
	2,61
	
	0,13
	2,26
	—
	—

	12
	1,02
	
	0,11
	10,78
	
	0,04
	5,88
	0,06
	5,88
	0,06
	5,88
	
	0,04
	3,92
	
	0,05
	4,90
	—
	—

	13
	16,8
	
	1,87
	11,13
	
	—
	—
	0,42
	2,50
	0,54
	3,21
	
	0,45
	2,68
	
	0,34
	2,02
	—
	—

	14
	19,2
	
	1,74
	9,06
	
	—
	—
	0,37
	1,93
	0,56
	2,92
	
	0,43
	2,24
	
	0,32
	1,67
	—
	—

	15
	3,44
	
	0,50
	14,53
	
	—
	—
	0,16
	4,65
	0,18
	5,23
	
	0,15
	4,36
	
	0,11
	3,20
	—
	—

	Среднее
	
	
	9,3±3,9
	
	
	2,4±1,0
	
	3,1±2,4
	
	3,1±1,7
	
	2,7±1,5
	
	
	2,4±1,5
	
	2,4±1,3


*Только 10 сывороток были исследованы с SA-CAP-2.
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