Heterofila antikroppar 1 iImmunologiska
assay's
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Vad ar en heterofil antikropp?

* ”En heterofil antikropp dr en immunglobulin som
reagerar med ett externt antigen” — puEzEmms
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* “Heterofila antikroppar ar naturligt forekommande
immunglobuliner med lag affinitet.” De reagerar med
olika typer av antigen - aven andra antikroppar (t.ex.
anti-idiotypa ak). ...
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Vada ’naturligt forekommande,
lagaffina...... > 7

Ursprungliga antikroppar, scavengers

Uppstar vid re-arrangering av immunglobulin-
DNA (hypermutationer, alternativ splicning, olika
rekombation av genfragment...... )

Uppstar vid infektioner fr.a. med superantigen

Uppstar vid behandlingar med antiserum, vid
antikroppsterapier

53
-_——




Heterofila antikroppar forekommer vid
olika sjukdomstillstand

Infektion med Epstein-Barr-virus (diagnostiskt)
Reumatisk feber efter streptokockinfektion

Ledgangsreumatism (RA) m.fl. beslaktade sjukdomar
(RF tidigare diagnostisk)

Ses vid IgA-brist (ca 30%)




.....och kan ocksa ses hos individer som

* arbetar med djur
o fatt antiserum, t.ex. vid ormbett

 behandlats med biologicals (humaniserade
antikroppar)

.d.ovs. blivit immuniserade!



Oavsett ursprung: problem med heterofila
antikroppar 1 antikroppsbaserade assays

 Serologi/matning av antikroppstiter — for hog/for 1ag
titer

« Overbindning mellan capture- och detektor-antikropp
| sandwich-assays — falskt for hoga /1aga signaler
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Interferens av heterofila ak, forts...

heterophilic antibody
or rather HAMA,

@ hlocking protein for surface

. interfaring or rather
cross reacting substance



Nar misstanker man problem med
heterofila antikroppar?

Bakgrundsinformation
« | patientprover fran vissa infektionssjukdomar
« Alltid vid autoimmuna sjukdomar !

Tekniska problem vid assayutvecklingen

* Ingen god Gverensstammelse signal-provspadning

* Problem vid overforing av kanslighet mellan olika assays



Exempel: Inhouse sandwich assay

Placering av epitoper pa domanen
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DH
, antigen: nonapeptid OBS! Provbuffert innehallande bovint
lgG 1.0 g/l och kanin-1gG 10 mg/I.
AnaMar RF undersokt i proverna.

a-CPK, antigen: 25 aa-peptid

a-XXX, antigen: rekombinant humant protein med klyvningssite, ca 20kDa



Inhouse assay, forts.

AnaMar
, get, antigen: nonapeptid GPARITPSQ

a-NC4t, , antigen: rekombinant humant protein med klyvningssite, ca 20kDa

Placering av epitoper pa domdnen
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OBS! Mus-capture med get-detektor fungerar ej — inga signaler i utvalda patienter



Kontrollférsok med konkurrerande peptid (CPK25)

Blockerande peptiden
reagerar med

capture-ak men inte med
detektor-ak.

Assay: kanin-aCPK/kanin-
aGPA

1 (ng/ml)

New aGPA-biotin +/- CPK peptide
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Kontrollforsok med 6kad koncentration kanin-1gG |
spadningsbufferten

Kontrollforsok med tillsats av 0,1 resp. 1

mg/ml kanin-lgG i spadningsbufferten (kanin-

aGPA overst, get-aGPA underst) OBS! skalorna

pa y-axeln

KANIN-assay aCPK/aGPA

KANIN+GET-assay aCPK/aGPA
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Kontrollforsok med ospecifik musantikropp
(Jfr FCM, isotypspecifika kontroller)

RA-patienter - kontrollfors6k get/mus
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Capture: get-aGPA
Detektor: mus-mab mot XXX



Andra kontrollforsok att gora

« Depletera IgG-fraktionen | proverna
..och

* Western blot! w3
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Dessa forsok gar inte alltid att gora och &r inte alltid konklusiva.



Heterofila antikroppar - enklaste atgéarderna

 Rikligt med antikroppar I spadningsbufferten eller
* HBR 1 spadningsbufferten

« Undvik patientgrupper med autoimmuna
sjukdomar/infektioner @

« Anvand hellre get- och far-ak an kanin och mus

» Misstrosta inte — hog spadningsfaktor raddar de flesta
assays fran lagaffina interaktioner



