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SAMMENDRAG

Sirkulerende naturlig foreckommende humane antistoffer mot humane antistoffer (rheumatoide faktorer) og
mot dyreantistoffer (heterofile antistoffer) har evner til & binde analyseantistoffer som brukes i en immuno-
metrisk analyse. Resultatet er oftest et falsk forhayet provesvar (positiv interferens) og noen ganger et falsk
for lavt svar (negativ interferens). Slik interferens kan reduseres betydelig gjennom modifisering av analy-
seantistoffene og gjennom buffertilsetninger, men forekomsten av interferens kan i dag ikke helt elimine-
res. Det er derfor viktig at klinikeren kjenner til risikoen for interferens, og gir laboratoriet tilbakemelding
dersom provesvaret ikke stemmer med klinikken.
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ENGLISH SUMMARY

Human antibodies binding human or animal antibodies may cause aberrant results in immunometric assays
by binding the assay antibodies involved. The result may be falsely elevated (positive interference) or
falsely low (negative interference). Both the frequency and the size of the aberrations may be reduced by
either modifying the assay antibodies or by using buffer additives. However, as such interference cannot be
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completely eradicated, awareness of physicans and scientists is strongly needed.

INTRODUKSJON

I klinisk medisin er ofte behovet stort for & male kon-
sentrasjonen av forskjellige proteiner i serum eller
plasma. Mange biologisk viktige proteiner er dessverre
til stede 1 kun meget lave konsentrasjoner, hvilket van-
skeliggjor konsentrasjonsbestemmelser. Den eneste
praktisk tilgjengelige metoden er ofte en antistoft-
basert metode, hvor en bruker den eksepsjonelt sterke
bindingen mellom antistoff og antigen (her et protein)
til & bestemme proteinkonsentrasjonen. Slike antistoff-
baserte metoder har flere ulemper. En er at biologisk
aktive proteiner ofte er heterogene, grunnet post-
translasjonelle modifikasjoner eller fragmentering etter
spalting av proteaser, og at de antistoffbaserte meto-
dene sjelden kan maéle alle de forskjellige sirkulerende
formene av et protein. Dette gir ogsé standardiserings-
problemer, dersom andre antistoffbaserte metoder
binder andre sirkulerende former, vi kaller dette for
forskjellige spesifisiteter.

Enda mer alvorlig er at andre stoffer i serum eller
plasma kan pévirke resultatet i positiv eller negativ ret-
ning, noe vi kaller interferens. Kilder til interferens
kan vere smamolekylere stoffer som bilirubin og lipi-
der, eller stormolekylere stoffer som antistoffer. Slike
antistoffer mot antistoffer er ikke uvanlige, og denne
artikkelen vil ta seg av slike antistoffer, og hvordan en
kan g& unngd analyseinterferens dersom slike anti-
stoffer er til stede i proven. Figur 1 illustrerer binding
av et antistoff til et analyseantistoff, hvor resultatet blir
et falsk signal, sékalt positiv interferens.

DEFINISJONEN AV HETEROFILE ANTI-
STOFFER OG RHEUMATOIDE FAKTORER

Dessverre er det begrepsforvirring pa omradet, og vi
ma innfore noen definisjoner:

1. Heterofile antistoffer er humane antistoffer rettet
mot antistoffer fra dyr. Rheumatoide faktorer er
humane antistoffer rettet mot humane antistoffer
(humane auto-antistoffer) (1). Antistoffer fra men-
neske er dog svert like antistoffer fra dyr, og derfor
vil noen heterofile antistoffer kunne binde humane
antistoffer og da samtidlig vere rheumatoide fakto-
rer (2). Noen rheumatoide faktorantistoffer reagerer

Figur 1. Positiv interferens. Et heterofilt antistoff av
IgM-klasse binder begge analyseantistoffene samtidlig,
hvilket resulterer i et falsk signal.
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ogsd med dyreantistoffer og vil derfor vaere hetero-
file antistoffer i tillegg. Det er altsd en overlapping
mellom heterofile faktorer og rheumatoide faktorer.
2. For heterofile antistoffer og rheumatoide faktorer
foreligger det ikke noen kjent immunisering. Injek-
sjoner med dyre- eller menneskeantistoffer i diag-
nostisk eller terapeutisk eyemed eller annen ekspo-
nering for slike antistoffer kan gi opphav til anti-
stoffer med hey bindingsevne (affinitet) (3). Slike
heyaffinitetsantistoffer har andre egenskaper enn
heterofile antistoffer og rheumatoide faktorer og det
er derfor viktig & skille disse fra hverandre (4).
Antistoffer etter immunisering med museantistoffer
betegnes HAMA (human anti-mouse antibody) og
antistoffer etter immunisering med kaninantistoffer
betegnes HARA (human anti-rabbit antibody).

ET PARADOKS — BINDING IN VITRO MEN IKKE
INVIVO

Hvorfor er det s viktig & skille heterofile antistoffer
og rheumatoide faktorer fra antistoffer som har opp-
statt etter immunisering? Rheumatoide faktorer har en
viktig egenskap, de reagerer med egne antistoffer.
Denne reaksjonen skjer dpenbart ikke in vivo, fordi det
da umiddelbart ville dannes sirkulerende antistoffkom-
plekser som ville bli fjernet i det reticuloendotheliale
system. Samtidlig skjer jo denne reaksjonen in vitro!
Det finnes altsd forskjeller mellom reaksjonsbetin-
gelsene in vivo og in vitro som er av betydning for
bindingen mellom rheumatoid faktor og andre humane
antistoffer (5). Antistoftklassen kan vare en forklaring
til denne forskjellen. Heterofile antistoffer (og rheuma-
toide faktorer) er oftest av IgM-klasse (6). IgM har ti
potensielle bindingsseter. Hoyaffinitetsantistoffer etter
immunisering er oftest av IgG-klasse eller IgA-klasse
(7), med to til fire potensielle bindingsseter. I en ana-
lyse sitter ofte analyseantistoffene tett pakket i en
mikrotiterbronn eller pd en plastkule. Interfererende
antistoffer har derfor in vitro mulighet & reagere med
flere analyseantistoffer samtidig.

Hva gjor s& dette med & ha flere potentielle bin-
dingssteder med bindingsevnen? Bindingsevnen (affi-
niteten) er egentlig en kvote mellom to hastigheter,
hastigheten med hvilken antistoff-antigenkomplekser
dannes (assosiasjonshastigheten) og hastigheten med
hvilken kompleksene oppleses igjen (dissosiasjons-
hastigheten) (8). In vivo, hvor de interfererende anti-
stoffene ikke danner komplekser mé dissosiasjons-
hastigheten per definisjon vare sd hey at eventuelle
komplekser umiddelbart faller fra hverandre. In vitro,
nar det interfererende antistoffet har flere bindingsseter
a binde seg til, er det lite sannsynlig at assosiasjons-
hastigheten gker, fordi assosiasjonshastigheten er ofte
betinget av hvor fort et molekyl beveger seg med dif-
fusjon. Derfor kan vi konkludere med at dissosiasjons-
hastigheten gér ned. Rheumatoide faktorer og hetero-
file antistoffer har altsa i utgangspunktet lav bindings-
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evne (affinitet), men nér analyseantistoffer pakkes tett
sammen binder rheumatoide faktorer og heterofile
antistoffer analyseantistoffene med flere bindingsseter
samtidlig, hvilket gir en hey kombinert bindingsevne
(aviditet). Kinetikken for bindingen blir alts& en lang-
som reaksjon (lav assosiasjonshastighet) som vil vare
ekstremt stabil (meget lav dissosiasjonshastighet).
Lavaffinitetsantistoffer (f.eks. heterofile antistoffer og
rheumatoide faktorer) er lite spesifikke og kan reagere
med forskjellige antigener, men krever flere bindings-
seter for at binding skal skje.

Heoyaffinitetsantistoffer etter immunisering reage-
rer ogsd sjelden med sirkulerende antistoffer in vivo
(7). Her vet vi at bindingsevnen er sépass hgy at bin-
ding ville skje in vivo dersom disse heyaffinitetsanti-
stoffene kunne reagere med normale humane antistof-
fer. Nér de ikke gjor det kan vi konkludere med at
disse heyaffinitetsantistoffene er sa spesifikke for det
antistoff/immunglobulin som ga opphav til immunise-
ringen, at de ikke reagerer med normale humane
antistoffer. Hoyaffinitetsantistoffer (f.eks. HAMA) er
spesifikke for immunogenet.

HVOR OFTE FOREKOMMER HETEROFILE AN-
TISTOFFER OG RHEUMATOIDE FAKTORER?

Som nevnt vil bindingsevnene for anti-antistoffer va-
riere avhengig av antigenet. Noen pasienter vil ha
heterofile antistoffer som reagerer med museantistoffer
av klasse IgGG2a, andre vil ha heterofile antistoffer som
reagerer med museantistoffer av klasse IgG1, osv. (9).
Videre vil analysebetingelser i form av valg av analy-
seformat (mikrotiterbrenn eller latexkuler) og inkube-
ringstider pévirke resultatene. I var analyse for carci-
noembryonalt antigen, foreligger analyseinterferens fra
heterofile antistoffer hos 4,0% av populasjonen (10).
Estimater hos andre har ligget fra 0,5% til 40%
(11,12). Det folger naturlig av arsakene gitt ovenfor at
det ikke lettvint gar & sammenligne mélinger fra for-
skjellige analyser, men det er heller ikke lett & tolke en
serie av resultater fra en pasient malt med samme ana-
lyse. Heterofile antistoffer og rheumatoide faktorer er
polyklonale antistoffer, dvs. en heterogen blanding av
antistoffer med forskjellige bindingsevner. Det lar seg
ikke gjore & skille mellom konsentrasjon og bindings-
evne i en immunologisk analyse, hvilket betyr at om
en pasient har stigende telletall i en analyse for hetero-
file antistoffer, s& kan dette bade skylles gkende kon-
sentrasjon av heterofile antistoffer, skende bindings-
evne til de heterofile antistoffene, eller en kombinasjon
av gkt konsentrasjon og gkende bindingsevne.

Mailing av hgyaffinitetsantistoffer (som HAMA)
etter immunisering har de samme usikkerhetene, men i
tillegg er heyaffinitetsantistoffene ofte spesifikke for
immunogenet. Hvis en ensker en korrekt resultat i for-
bindelse med behandling med et museantistoff, anbe-
fales det derfor at en selv lager en test for heyaffini-
tetsantistoffer, hvor museantistoffet som ble brukt i be-
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handlingen ogsé brukes som antigen i testet (13). Der-
som en kommersiell test med et annet museantistoff
som antigen brukes, kan resultatet godt vare positivt i
begynnelsen av behandlingen (nér pasienten har et lite
spesifikk immunsvar), for & senere sl& over i et falsk
negativt resultat (nir pasientens antistoffer er blitt
spesifikke kun for det museantistoff som brukes i
behandlingen).

KOMPLEMENTAKTIVERING SOM KILDE TIL
INTERFERENS

Sirkulerende komplementfaktorer (her Clq) binder
gjerne antistoffer (14). Siden komplementfaktorer er til
stede i store konsentrasjoner i serum kan analyseanti-
stoffene bli helt dekket av komplementfaktorer, og
analyseresultatet falsk negativt. Det er derfor viktig at
det analyseantistoff som brukes i det forste trinnet av
analysen ikke kan aktivere komplement. Etter det
forste trinnet folger vanligvis et vasketrinn, hvor kom-
plementfaktorer sammen med alle irrelevante proteiner
blir vasket bort. For de senere trinnene har derfor kom-
plementaktivering liten betydning. Evnen til & aktivere
komplement varierer mellom dyreart og antistoff-
klasse/subklasse. Som regel er antistoffer av IgGl-
subklasse fra mus trygge for komplementaktivering,
mens andre IgG-subklasser fra mus aktiverer komple-
ment i varierende grad og derfor ikke skal brukes som
analyseantistoff for forste vasketrinn (15).

Dersom vi har en analyse hvor et mus-IgGl-
analyseantistoff brukes, vil dette antistoffet folgelig
ikke aktivere komplement direkte. Men, dersom
heterofile antistoffer er til stede i preven, vil disse
heterofile antistoffene binde seg til museantistoffet.
Som nevnt oven, er heterofile antistoffer ofte av IgM-
klasse, og denne antistoffklassen er komplement-
aktiverende. Det er ikke gjort studier pd omrédet, men
bade teori og egne erfaringer tilsier at komplement-
aktivering skjer i forbindelse med at heterofile anti-
stoffer binder seg til analyseantistoffer. Ofte vil da
komplement i en fersk preve binde seg til det hetero-
file antistoffet og dermed forhindre at det heterofile
antistoffet binder et tracer-antistoff. Komplement-
faktorer kan altsa dempe interferensen.

Men, i tilfeller der proven innholder store konsen-
trasjoner av analytt (det som skal méles) kan komple-
ment ogsd forhindre binding av analytt til analyse-
antistoffene. Komplementfaktorer kan altsd ogsa gi et
falsk negativt resultat.

Komplementfaktorene er ustabile under lagring.
Store deler av komplementaktiviteten er borte et par
timer etter at proven er tatt, og frysing av en preve ved
—-30 °C gdelegger komplementaktiviteten (16). Aktive-
ring av komplement i praven kan bdde gi mer og min-
dre interferens fra heterofile antistoffer. Komplement-
faktorene er meget ustabile for lagring. Resultater som
svinger uforklarlig md mistenkes som interferens med
heterofile antistoffer og etterfolgende komplement-
aktivering.
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HVORDAN KAN EN LAGE ANALYSER MED
LITE INTERFERENS?

Tre viktige faktorer er buffertilsetninger, modifiserte
analyseantistoffer og valg av analyseformat:

1. Ved & sette til antistoffer i analysebufferen, kan en
unngd interferens ved at de heterofile antistoffene
binder seg til bufferantistoffene og ikke til analyse-
antistoffene. Disse tilsetningsantistoffene skal vare
irrelevante, dvs. at det skal vere antistoffer fra et
dyr som ikke er immunisert. Mest effektivt er oftest
antistoffer fra samme dyreart som analyseantistof-
fene, men fordi museantistoffer er forholdsvis dyrt,
er den praktiske losningen gjerne en hgy konsentra-
sjon av antistoff fra ku sammen med en lavere
konsentrasjon av antistoff fra mus (17). Na er dog
heterofile antistoffer ofte av IgM-klasse, og slike
heterofile antistoffer reagerer déarlig med andre anti-
stoffer i lesning. Hvis en aggregerer bufferanti-
stoffer kjemisk (18) eller med varme (10), vil en
oppnéd aggregater med flere bindingsseter samlet.
Disse aggregatene vil mer effektivt kunne blokkere
heterofile antistoffer.

2. Heterofile antistoffer binder seg oftest til Fc-delen
av antistoffer (10). Denne delen kan oftest fjernes
uten tap av bindingsegenskaper. Ved & fjerne Fc-
delen kan derfor analyseinterferensene reduseres
dramatisk (10). Alternativet er & bruke genteknolo-
giske metoder til & modifisere analyseantistoffene.
De kan humaniseres (19) eller forandres til sméa
antigenbindende enheter (single chain fragment of
variation — scFv) (20). De modifiserte analyseanti-
stoffene har mindre interferens enn de native vari-
antene.

3. Noen analyseformater er mindre felsomme for
interferens enn andre. Vi har hatt god erfaring med
homogene metoder, hvor reaksjonen skjer i losning
(9). Nér analyseantistoffene ikke blir tett pakket pa
en flate, blir risikoen for interferens mindre.

NAR SKAL INTERFERENS I PROVEN
MISTENKES?

Dersom en har mistanke om interferens er det ofte lett
for laboratoriet 4 teste om slik er til stede. Def vanske-
lige er a fa mistanken! Vi har oftest blitt kontaktet nar
det har veart store avvik. Men i de fleste tilfeller gir
ikke heterofile antistoffer store avvik, men smé, og
kanskje allikevel villedende avvik. Vi har tidligere
anbefalt at alle analyser burde innholde en irrelevant
parallellanalyse hvor de to analyseantistoffene har
spesifisiteter rettet mot to forskjellige proteiner. Denne
analysen gir signal kun dersom preven innholder inter-
ferens (12,17). En slik nonsensanalyse vil ikke kunne
oppdage all interferens, men ville fore oss langt pé vei.
Slike nonsensanalyser blir dog ikke klinisk rutine for
klinikerne krever dette! I pavente av dette md vi ikke
stole blindt pd analyseresultater, men tillate oss d
undersoke alt vi tviler pd en ekstra gang.
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Mistenkelig er:

1. Analysesvar som ikke stemmer med klinisk informa-
sjon

2. Svingende/varierende analysesvar

3. Awvikende analysesvar for en pasient pd flere ana-
lyser kjort pa samme analyseinstrument

4. Prover som gir forskjellige resultater direkte etter
provetaking og etter oppbevaring av praoven (kom-
plement odelagt)

5. Analyser pa ulike analyseinstrumenter gir forskjel-
lige resultater

HVA GJOR EN MED PROVEN NAR EN MIS-
TENKER INTERFERENS?

Nér en forst mistenker interferens er det mange for-
skjellige muligheter:

1. Det viktigste en md gjore er a gi en klar og tydelig
melding til den som har rekvirert proven slik at en
kan veere sikker pd at ikke et galt provesvar medfo-
rer fare for pasienten!

2. Hvis en har tilgang til samme analyse med to for-
skjellige metoder eller instrumenter, sammenlign
svarene. Hvis du ikke har tilgang, send gjerne
proven til et laboratorium med en annen metode for
sammenligning.

3. Lag en fortynningskurve. Fortynn preven 1:2, 1:4

REFERANSER

J. BIJERNER OG K. NUSTAD

osv. nullmatriks og analyser. Prover med interferens
har sjelden linezr fortynningskurve (5,21), selv om
det teoretisk ikke kan utelukkes.

4. Tilsett varmeaggregert museantistoff og reanalyser.
Vi setter ofte til 30 ul varmeaggregert (60 °C i 10
min) museantistoff 2 g/L til 270 ul preve (gir en
sluttkonsentrasjon pa 200 mg/L av varmeaggregert
museantistoft).

5. Fell immunglobuliner med polyetylenglykol (22).
Denne metoden kan kun anbefales dersom proteinet
du skal méle ikke felles ut...

6. Fjern immunglobuliner med kromatografi (23).

SLUTTORD

Interferens fra heterofile antistoffer kan for noen ana-
lytter som hCG gi gale resultater med alvorlige
konsekvenser for pasientbehandling (24,25). For andre
analytter er sannsynligheten for alvorlige konsekven-
ser for enkeltpasienten smé. Allikevel blir konsekven-
sen av forekomst av interferens fra heterofile anti-
stoffer alltid at analyser blir mer upresise og at noe av
den kliniske informasjonen i analysesvaret gér tapt
(26). Men for alle analytter gjelder ogsé at tilstede-
vaerelsen av interferens forrykker forskningsresultater
og kan fore forskeren pd ville veier. Det paligger
derfor alltid forskeren & forsikre seg om analyse-
metodens riktighet.
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