ELISA

—til detektion af A-substans

Denne artikel er en videreformidling af bachelor-projektet
"Udvikling af ELISA til detektion af A-substans i plasma”.
Bachelorprojektet blev til i samarbejde med Klinisk Immu-
nologisk Afdeling, Herlev Hospital. Den praktiske del af
projektet er udformet pa baggrund af artiklen “Soluble
type A substance in fresh-frozen plasma as function of ABO
and Secretor genotypes and Lewis phenotype” af F. J.
Achermann et al. Analysen blev udfert som et enzym-lin-
ked immuno assay (ELISA), en kvantitativ indirekte, non-
kompetitiv sandwichmetode.

Der forekom uspecifikke bindinger mellem de benyttede
antistoffer, signifikant forskel mellem de udferte dobbelt-
bestemmelser m.m. Det lykkes ikke at udvikle et feerdigt
assay til detektion af A-substans i plasma.

Blodtypeserologi

Blodtypen defineres af de tilstedeveerende antigener pa reci-
pientens erytrocytter. Ved akutte blodtransfusioner, hvor reci-
pientens blodtype er ukendt, transfunderes universale blod-
pakker (akutpakker) bestaende af (5 SAGM af blodtypen O RhD
neg, 5 friskfrosset plasma, FFP/1 kryopraecipitatpool og 2 trom-
bocytkoncentrat (TK)). Dette er yderst vigtigt, for hvis recipien-
ten modtager uforligeligt blod, vil erytrocytterne agglutinere.

I ABO-blodtypesystemet forekommer tre forskellige typer af
antigener, som varierer, alt efter hvilket kulhydrat der sidder
pa den sidste plads pa kulhydratkaeden, som danner antigenet.
Der forekommer henholdsvis A-, B- og H-antigener. ABO-anti-
generne er repreesenteret pa alle kroppens celler og i oplgselig
form som A-, B-, eller H-substans i plasma. Der tages pa nuvee-
rende tidspunkt ikke hpjde for forekomsten af substans i plas-
ma ved blodtransfusioner.

Grundet mangel p8 "universalplasma” til akut blpdende pa-
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tienter hos blodbankerne bestar akutpakkerne i dag af A-plas-
ma ved mangel pa AB-plasma. Dette bachelorprojekt kunne
saledes veere med til at afklare, om anvendelsen af A-plasma i
forhold til AB-plasma med hensyn til indhold af A-substans
ville veere et ligeveerdigt produkt. Derudover har projektet rele-
vans i forbindelse med organtransplantation. Ved organtrans-
plantation skal donor og patients ABO-blodtype veere i over-
ensstemmelse (forligeligt), for at organet ikke afstpdes.

Som fglge af stor mangel pa organer som nyrer, hjerter og
lunger har man i klinikken et gnske om ogsé at kunne anven-
de donororganer med uforligelige blodtyper. Dette kan ggres
ved at fjerne de antistoffer i patientens blod, som ellers ville
fore til afstpdning af organet. En del af behandlingen kan veere
plasmaudskiftning med plasma af donortype, og her er hypo-
tesen, at en vigtig faktor kunne veere meengden af sdkaldt A-
substans, som ligeledes vil fjerne antistofferne i patientens
blod.

I denne forbindelser er et ELISA-assay til detektion af A-sub-
stans i plasma et yderst vigtigt og relevant veerktgj til hjeelp
for klinikerne.
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Figur 1: lllustration af forekomsten af antigener, antistoffer og substans i
henholdsvis blodtype A og AB.



Figur 2: Visuel illustration af ELISA-assayet. 1) coatningsantistof 2) substans 3)
primaert detektionsantistof 4) meerket sekundaert detektionsantistof 5) sub-
strat tilseetning/enzymreaktion.
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Analyseprincippet kan opdeles i fem reaktionstrin, som ses

pa figur 2.

1. Mikrotiterpladen coates med BRIC145, hvilket er rettet
mod A-substans i plasma. Mikrotiterpladen inkuberes nat-
ten over, og overskydende antistoffer vaskes vaek i efter-
falgende vaskeprogram.

. Efter vask tilsaettes substans i form af prgvematerialet. Mi-
krotiterpladerne inkuberes, og antigen/antistofkomplek-
set dannes.

. | tredje trin tilseettes det primaere detektionsantistof Sera-
clone anti-A, som bindes specifikt til det bundne A-sub-
stans i brgndene, Seraclone anti-A tilseettes i overskyden-
de maengde, saledes at alt bundet A-substans bliver maet-
tet med Seraclone anti-A. Overskydende Seraclone anti-A
skylles veek via vask.

. | det fjerde lag tilsaettes det maerkede sekundaere detek-
tionsantistof Anti-lgM-Alkaline Phosphatase (AP), som er
rettet mod FC-delen pa det primaere detektionsantistof
Seraclone anti-A og inkuberes, hvorefter der vaskes.

. Phosphatase-substrat tilsaettes, og der forekommer en en-
zymreaktion mellem det enzymmaerkede anti-IgM-AP-
antistof og phosphatase-substratet. Reaktionen forlgber i
30 min. inden aflaesning.

Der fremkommer en farvereaktion, hvor udviklingen af farve-
intensiteten er et mal for maengden af det bundne A-sub-
stans, dette males fotometrisk ved 405-495 nm. via en ELI-
SA-reader til tiden 30 min. og opgives i Optical density (OD-
veerdier).

Materiale og metode

Forspget er udfprt pa henholdsvis A- og AB-plasma fra dono-
rer, som efterfplgende blev faenotypebestemt med henblik pa
A1 eller A1+ blodlegemer pa Rigshospitalet. De anvendte anti-
stoffer er: coatningsantistof BRIC145 (IgG), primeert antistof Se-
raclone anti-A (IgM) og sekundeert antistof anti-Mouse-IgM
(IgG). Samt vaskebuffer PBS/0,05%Tween20 og blokeringsbuf-
fer PBS/1%BSA.

Detektionen af A-substans blev analyseret som en indirekte
non-kompetitiv sandwichmetode til kvantitativ bestemmelse
af A-substans.

y I

Der blev udfgrt 8 forskellige assays, hvor variationer som anti-
stofkoncentration, inkubationstid og temperatur m.m. variere-
de.

Resultater og diskussion

Udarbejdelsen af den praktiske del viste sig at veere en udfor-
dring i form af hgje baggrundsmalinger, forhpjede negative
kontroller, store afvigelser pa dobbeltbestemmelser og uiden-
tificerede uspecifikke bindinger m.m.

Der forekom ingen direkte brugbare resultater fra dette stu-
die til konkret sammenligning mellem maengden af substans i
plasma og plasmatypen.

Jeg har i denne artikel valgt at fremheeve resultaterne, som
illustrerer preecisionen mellem dobbeltbestemmelserne samt
assayets usikkerhed og udeladt resultater for udviklingspro-
cessen med variationen af antistofkoncentrationer m.m..

Blokering

Uspecifikke bindinger kan forekomme pa to mader: Enten ved
at antistoffer binder sig til plastoverfladen, eller at antistoffer-
ne binder sig til prgvens matrix. Det fgrste forebygges ved at
blokere frie bindingspladser pa plastoverfladen med inaktive
proteiner sdsom Tween-20 eller BSA.

Sammenligning af kontroller og A-substans i
donorplasma
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Figur 3: Visuel illustration af kontroller samt et udvalg af donorprover.
Her ses, at der forekommer en hgjere OD-veerdi for den analyserede ne-
gative kontrol i forhold til donorpreverne, hvilket teoretisk ikke burde
veere en mulighed, da den negative kontrol ikke indeholder A-substans.
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De uspecifikke bindinger i form af krydsreaktioner, hvor anti-
stoffer binder til antigen-determinanter, der minder om den
specifikke antigendeterminant. Disse bindinger er svage og
kan ofte brydes ved vaskeprocedurer. Hgj specificitet opnés,
nar antistoffets affinitet til de gnskede determinater er vee-
sentlig stprre end til krydsreagerende determinanter.

Pa figur 3 ses, at veerdierne for den negative kontrol er hpjere
end for den analyserede substans i A-plasma i samtlige tilfeel-
de, samt at baggrundsmaélingerne har en hgjere OD-veerdi end
prgve 3.

Dette resulterer i, at resultaterne for analyseprgverne er
uanvendelige, da de negative kontroller ikke giver et negativt
analyseresultat, og det ikke med sikkerhed kan garanteres, at
de malte substansveerdier i plasma er reelle.

P3 figur 4 ses variationen pa samme kontroller analyseret pa
to forskellige dage. Her ses signifikant forskel. Beregnede CV%-
veerdier for disse kontroller ligger henholdsvis p4 CV% = 77,6
for den negative kontrol og CV% = 64,6 for baggrund, hvilket
er helt uacceptabelt og langt over det acceptable pé 10 %.

Sammenhzaeng af kontroller ved
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Figur 4: lllustration af kontroller med dagen som variabel. Der forekom-
mer signifikant forskel pa analyseresultater-ne, alt efter hvilken dag de
er analyseret, selv om analyse-forholdene er identiske.

Forventede resultate!

Donorprgverne blev som tidligere naeevnt inden pabegyndelse
af assayet feenotype-bestemt. Hvis assayet var kommet til at
fungere optimalt, kunne det forventes, at forarbejdet i bestem-
melsen af feenotypen ville have vist sig i form af kvantitative
OD-veerdier.

I artiklen "The amount of blood group A substance on plate-
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lets is proportional to the amount in plasma”af J. G. Kelton et al
beskrives, at der forekommer en sammenheeng mellem
meengden af A-substans i plasma og feenotypen, A1 og A1-.
yderligere sammenholdt med serologiteorien om blodtyper
ville det veere forventet, at donorer med feenotypen A1 ville
besidde en stprre meengde A-substans, da disse individer har
flere antigener pd erytrocytterne og dermed en stprre maeng-
de substans i plasma.

I produktbeskrivelsen for BRIC145 beskrives, at 20 % af indi-
vider med blodtype A ikke udskiller A-substans, fordi deres ud-
skillelse af sekret ikke indeholder H-substans, og A-substansen
dannes ud fra denne H-substans. Trods dette er individerne
stadig blodtype A. Denne konstatering er relevant, da det net-
op er denne substans, der gnskes malbar. Jeg burde pd denne
teoretiske baggrund i en faerdigudviklet ELISA-assay kunne
forvente, at 20 % af maleresultaterne ville forekomme negati-
ve for blodtype A-donorer. Dette er dog ikke en mulig observa-
tion i de tilgeengelige resultater i denne underspgelse, da der
forekom konsekvent forhgjede analyseresultater. Denne kon-
statering samt observation af forhgjede maleresultater og
manglen pa de gennemsnitlige 20 % negative prgver under-
stgtter endnu en gang uklarheden om specificiteten for dette
ELISA-assay og forekomsten af uspecifikke bindinger.

Uspecifikke bindinge

Det primeere detektionsantistof Seraclone anti-A er specifikt
rettet mod A-substans. Teoretisk set forekommer der ikke no-
gen form for A-substans i den negative kontrol, der bestar af
O-plasma, eller i blindprgven bestdende af 2%BSA 1%Tween20.
Alligevel forekom ekstremt hgje OD-veerdier pa over 0,550
uanset blokering for den negative kontrol (greenseveerdi 0,100).

Samtidig sés, at hvis Seraclone anti-A undlades, forekommer
stadig relativt hpje veerdier for bade baggrund lige omkring
OD-0,100, og den negative kontrol OD >0,140. Dette tyder p4, at
der forekommer noget uspecifikt i form af anti-IgM-AP ogsa.
Da Seraclone anti-A er det eneste IgM-antistof i mikrotiter-
brendene, er det sveert at argumentere for, hvor de uspecifikke
bindinger af det sekundeere detektionsantistof anti-IgM-AP vil
skulle binde uspecifikt, da antistoffet bindes til FC-delen p&
IgM-antistoffet (Seraclone anti-A). Den eneste mulighed kun-
ne veere, at anti-IgM-AP er uspecifik og har mulighed for at
binde til et lignende protein, hvis opbygningsstruktur minder
om Seraclone anti-A.

I et forspg pa at finde arsagen til de uforstaeligt heje baggrun-
de og negative kontrolveerdier opsatte jeg et afpipetteringsfor-
spg med fokus pa, om min egen afpipetteringsteknik kunne



Tabel 1: Bearbejdede analyseresultater for afpippeteringsteknik, Ud over at pladerne er afpipetteret af forskellige personer, forekommer temperaturen som

variation i analyseassayet. CV%-acceptintervallet = 10 %.

SAMMENLIGNING AF AFPIPETTERINGSTEKNIK Neg. kontrol Blind Prgve 1 Prgve2 Prgve3 Prove4 Prove5
Proveplads 2A, 2B 5A, 5B 8A, 8B 10A,10B  11A, 11B
Plade 1, 37 °C 0,565 0,566 0,661 0,620 0,553 0,442 0,493
Plade 2, stuetemperatur. 0,554 0,497 0,631 0,592 0,540 0,474 0,528
Middel 0,559 0,531 0,646 0,606 0,546 0,458 0,511

SD 0,008 0,049 0,022 0,020 0,010 0,022 0,025
CV% 1.4 9,2 3,3 3.3 1.8 4,9 4,9

veere arsagen til de uforstdelige resultater. Det ses pé tabel 1, at
3 ud af 5 af resultaterne for analyseprgverne ligger under de
malte OD-middelveerdier for henholdsvis den negative kontrol
og blindpreven. I tabel 1 er yderligere beregnet middel, SD og
CV%, hvilket illustrerer, hvor stor spredningen og sammenlig-
ningen mellem de to assays er. Ingen af CV%-veerdierne over-
skrider de 10 %, som er sat som greenseveerdi, hvilket betyder,
at variationen mellem de to afpipetteringsteknikker ikke er
forskellig og dermed ikke har betydning for resultaterne. Jeg
kan p& denne baggrund udelukke min egen afpipetteringstek-
nik som fejlkilde.

Ud over de fremviste resultater og diskuterede problemstil-
linger blev bl.a. ELISA-vaskeren udelukket som en fejlkilde. Jeg
optog kontakt til to af forfatterne pé artiklen, dog blev der ikke
fundet nogen lpsning pé assayet.

Det var ikke muligt at udvikle et ELISA-assay til detektion af A-
substans i henholdsvis A- og AB-plasma. Der sas signifikant
forskel imellem dobbeltbestemmelserne CV% = = 10,0 mar-
kant hgje OD-malinger pa negative kontroller samt
blindveerdier fflo,1. Hvilket bevirker, at resultaterne er utroveer-
dige og uegnede.

Perspektivering

Det ville veere interessant at bruge mere tid p& udviklingen af
ELISA-assayet til detektion af A-substans i plasma. Efter korres-
pondance med professor Urs Nydeegger, medforfatter pa "So-
luble type A substance in fresh-frozen plasma as a function of
ABO and Secretor genotypes and Lewis phenotype,” og profes-
sor Robert Rieben kunne man pa deres anbefalinger og erfa-
ring med ELISA opseette ELISA-assayet pa fplgende made: Efter
coating med BRIC145 at banke oplgsningen ud og dermed und-

lade vask, evt. vask med rent PBS (-Tween20), derneest tilseette
3oopl blokeringsbuffer PBS 1-3% BSA i1 time ved 37 °C. Deref-
ter vaske med PBS/Tween20, da Tween20 forhindrer bindin-
ger af blokeringsmidlet, men samtidig blokerer for frie bindin-
ger af A-substans. De resterende reaktioner kan forlgbe som
afprpvet i dette assay. Derudover kunne assayet afproves med
et andet anti-IgM-antistof. &
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