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ABSTRACT

The concentration of acute phase proteins in serum is altered as a response to
inflammation, infection or trauma. this makes these proteins potential biomarkers
of unspecific pathological processes. In cattle, haptoglobin and serum amyloid A
are the two acute phase proteins that show the largest increase in serum
concentration as a result of inflammatory processes. The haptoglobin
concentration has been shown to correlate to clinical signs as well as
inflammatory processes found at post mortem examination. This feature could be
useful prognosis of the individual as well as for monitoring the health status of a
herd or identifying carcasses that shold be examined closer at the slaughter-house.
In this paper, a method for analysis of haptoglobin in milk has been modified for
use with bovine sera. The method which uses optical biosensor technology is
based on the haemoglobin binding properties of haptoglobin. It utilizes the
interaction between analyte (haemoglobin) and biological ligand (haptogobin)
which results in an optically detectable alteration in mass on the sensor surface.

SAMMANFATTNING

Serumkoncentrationen av akutfasproteiner fordndras som svar pa inflammation,
infektion eller trauma, vilket gor dem till potentiella biomarkorer for ospecifika
sjukdomstillstand. Hos notkreatur dr haptoglobin och serumamyloid A de
akutfasproteiner som visar kraftigast okning vid inflammatoriska tillstand.
Haptoglobinkoncentrationen har ocksa visats korrelera med kliniska symptom och
inflammatoriska fordndringar funna vid obduktion. Detta skulle kunna anvéndas
for att stdlla prognos pa individniva men #dven for overvakning av hilsoldge i
besittningar samt pa slakteri for selektion av slaktkroppar som bor undersokas
noggrannare. | detta arbete beskrivs hur en metod for analys av haptoglobin i
mjolk anpassats for analys av haptoglobin i bovint serum. Metoden utnyttjar
haptoglobinets hemoglobinbindande egenskaper och &r utvecklad med hjélp av
optisk biosensorteknik. Grunden for analysen dr en interaktion mellan analyt
(hemoglobin) och biologisk ligand (haptoglobin) vilken resulterar i en optiskt
detekterbar fordndrad massa pa sensorytan.

BAKGRUND OCH SYFTE

Akutfasproteiner utgor en del av det forsta svaret pa en vivnadsskada till f6ljd av
infektion, inflammation eller trauma, vid frisdttning av proinflammatoriska
mediatorer fordndras deras koncentrationer dramatiskt vilket gor dem till
potentiella biomarkorer pa sjukdom. Haptoglobin och serumamyloid A &r hos
notkreatur de tva akutfasproteiner som visar kraftigast stegring i
serumkoncentration vid inflammatoriska svar.

Syftet med detta arbete har varit att anpassa en tidigare utvecklad biosensormetod
for analys av haptoglobin i mjolk, sa att denna dven ska kunna anvindas pa bovint
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sera. Metoden bygger pa optisk biosensorteknik (surface plasmon resonance;
SPR) och anvidnds idag i studier av sambandet mellan subklinisk mastit
haptoglobin och mjolkens kvalitet. En fungerande metod for analys av
haptoglobin i sera med denna teknik skulle mojliggora analys av en storre volym
prover till en ldgre kostnad 4n dagens kommersiella testkit. Haptoglobinanalysen
skulle dirmed kunna bli ett praktiskt verktyg for diagnos och prognos pa
individniva samt for Overvakning av hilsoldge i Dbesittningar liksom
livsmedelshygienen pa slakterier.

INTRODUKTION
Akutfasprotein hos not

Akutfasprotein dr protein vars serumkoncentration antingen Okar (positiva
akutfasoprotein) eller minskar (negativa akutfasprotein) som svar pa
inflammation, infektion eller trauma och sedan atergar till normala
koncentrationer nér stimulit forsvinner. Akutfasproteiner produceras och frisitts
huvudsakligen fran levern. Frisittningen styrs fridmst av cytokiner vilka
produceras i celler som makrofager, keratinocyter, epitel- och kupfferceller som
svar pa skada (fig. 1). Akutfasproteinernas uppgift kan huvudsakligen sdgas vara
att binda for kroppen skadliga substanser samt understodja elimination av
patogener (Murata et al., 2004).
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Fig. 1. Schematisk bild dver frisdttningen av akutfasprotein fran levern som svar pd
stimuli (Murata et al., 2004).



Hos notkreatur finns ett flertal akutfasprotein identifierade, till de vanligare
nimnda hor haptoglobin som bl.a. binder hemoglobin, serumamyloid A som
frimjar elimination av bakterietoxiner samt kemotaxi, fibrinogen som behdvs vid
koagulationen, ceruplasmin som binder koppar och pa sa sitt har en antioxidativ
effekt, a-1-antitrypsin som &r en proteinashdmmare samt fetuin vars funktion ir
okdnd (Murata et al., 2004). Av dessa Okar haptoglobin och serumamyloid A
kraftigast (10-100 ggr) vid inflammatoriska svar, 6vriga okar endast mattligt; <10
ggr (Nielsen et al., 2004, Humblet et al., 2004, Singh & Pachauri 2002) vilket gor
haptoglobin och serumamyloid A till de mest anvidndbara parametrarna for
detektion och uppfoljning av inflammatoriska processer.

Hos notkreatur anses det inte finnas detekterbara haptoglobinnivaer i sera fran
kliniskt friska individer, medan koncentrationer pa 1500-3000 pg/ml rapporterats
vid experimentella infektioner (Conner et al., 1986, Eckersall et al., 2001,
Horagoda et al., 1999, Humblet et al., 2004, Nielsen et al., 2004) och vid
intravenos injektion av lipopolysackarider (Jacobsen et al., 2004). Nivaerna
serumamyloid A i serum fran friska individer har i olika studier rapporterats vara
upp till ca 5-15 pg/ml, medan koncentrationen visats kunna stiga till 100-400
pg/ml vid experimentella infektioner (Eckersall et al., 2001, Ganheim et al., 2003,
Heegaard et al., 2000, Horagada et al. 1999, Nielsen et al., 2004) och till nédstan
1500pg/ml vid intravends injektion av lipopolysackarider (Jacobsen et al., 2004).

Diagnostiskt vdrde av haptoglobin och serumamyloid A hos nétkreatur

I studier har man sett att haptoglobin och serumamyloid A inte korrelerar med
varandra, varfor slutsatsen dragits att syntes och frisdttning regleras pa olika sitt
(Jacobsen et al. 2004). Serumamyloid A dr det protein som reagerar snabbast vid
en infektion (Heegaard et al., 2000) men som ocksa atergar till normala nivaer
tidigast (Heegard et al., 2000, Ganheim et al., 2003). Haptoglobin responsen
kommer ddremot nagot senare dn serumamyloid A och drdjer sig kvar ldngre. Det
har foreslagits att kvoten mellan haptoglobin och serumamyloid A skulle kunna
anvindas for att sdrskilja akuta och mer kroniska inflammationer (Horagoda et al.,
1999). Resultaten av studien visade dock att serumamyloid A hade hog sensitivitet
(100%) men lag specificitet (46%), for akut inflammation emedan haptoglobin
hade en lag sensitivitet (68%) men en nagot hogre specificitet (76%), vilket gor
det svart att dra nagra sikra slutsatser fran kvoten mellan haptoglobin och
serumamyloid A. Haptoglobin har visat sig korrelera bittre med kliniska symptom
under olika sjukdomsforlopp, savil tidsméssigt som med inflammatoriska
forandringar funna kliniskt och vid obduktion efter experimentella infektioner
(Deignan et al., 2000, Heegaard et al., 2000).

Humblet et al. (2004) visade i en studie under filtmédssiga forhallanden att tidig
mitning av haptoglobin i kombination med fibrinogen, med 60% sensitivitet och
80% specificitet, kunde selektera ut kalvar vilka senare bedomdes vara i behov av
antiinflammatorisk behandling for bronkopneumoni.
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Analys av akutfasprotein pa slakterier skulle snabbt kunna indikera vilka
slaktkroppar som bor undersokas ndrmare. Gruys et al. (1993) undersokte ett antal
blodparametrar hos nétkreatur vid slakt och fann att haptoglobin med stor
sikerhet detekterade kraftigare, pagaende inflammatoriska processer men missade
ddremot en del mindre fordndringar. Serumamyloid A visade sig vara nagot simre
da detta dven gav utslag for mycket sma inflammatoriska fordndringar samt djur
hos vilka man inte kunde pavisa nagon inflammatorisk eller annan patologisk
process.

Haptoglobin
Struktur och egenskaper

Haptoglobin ir ett glykoprotein med hemoglobinbindande egenskaper, bovint
haptoglobin dr uppbyggt av en a-subenhet med en molekylvikt pa ca 16 kDa och
en PB-subenhet med en molekylvikt pa ca 40 kDa (Eckersall & Conner, 1990).
Bovint haptoglobin foreligger i apBo tetramerer; dessa tetramerer dr i sin tur

polymeriserade i sera dir 2-20 apfy tetramerer kopplats samman. Utdver denna

polymerisering har man dven visat pa kraftiga interaktioner mellan haptoglobin
och serumalbumin. Detta sammantaget gor att bovint haptoglobin liknar den
humana 2-2 formen av haptoglobin (Eckersall & Conner, 1990), nagot som
utnyttjats i den i arbetet anvdnda biosensormetoden. 3-subenheten i haptoglobin dr
den del som har den kraftigaste affiniteten till hemoglobin. Generna for bade
hemoglobin och haptoglobin ir starkt konserverade under evolutionen, vilket
inneburit att haptoglobin inte uppvisar nagon artspecificitet for hemoglobin
(Morimatsu et al., 1991).

Reglering av friséttning

Frisittning av haptoglobin styrs av proinflamatoriska mediatorer vilka frisétts fran
bland annat makrofager, keratinocyter, epitel- och kupfferceller vid skada.
Interleukin-6 har visat sig ge den kraftigaste frisidttningen av haptoglobin men
interleukin-1p och TNFo har ocksa visat sig inducera en viss frisittning
(Yoshioka et al., 2002). Proinflammatoriska mediatorer inducerar en friséttning av
haptoglobin fran levern men nyligen har dock dven lokal produktion i juvret
pavisats (Hiss et al., 2004).

Effekter av haptoglobin

Komplexet mellan haptoglobin och hemoglobin utgdor den starkast kénda
nonkovalenta interaktionen hos plasamatransportproteiner (van Vlierberghe et al.,
2004). Varje enhet i haptoglobin kan binda en hemoglobinmolekyl, B-enheten har
dock en mycket kraftigare affinitet till hemoglobin 4n a-enheten (Okazaki et al.,
1997). Nir hemoglobin binds av haptoglobin minskas dven den oxidativa stress
som kroppen utsitts for via fritt hemoglobin som genererar fria radikaler sasom
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superoxid och hydroxyler bl.a. via fentonreaktionen: H,O, + Fe** — Fe3+ + OH- +

OH'. Dessa reaktiva syrearter kan sedan orsaka skada protein, lipider och DNA
(Gutteridge & Smith, 1988, Langlois & Delanghe, 1996).

Eliminationen av cirkulerande hemoglobin-haptoglobinkomplex sker genom
bindning till ett receptorprotein, CD163, pa makrofager och monocyter, varefter
komplexet tas upp via endocytos och bryts ner i lysosomer diar hemgruppen
omvandlas till billirubin (Heilskov Graversen et al., 2002, Kristiansen et al.,
2001). Nir haptoglobin binder fritt hemoglobin forhindrar detta dven bakterier att
utnyttja det jarn som finns i hemoglobin, nagot som resulterar i en bakteriostatisk
effekt. Bindningen minimerar samtidigt forlust av jdrn via njurarna (van
Vlierberghe et al., 2004). CD163 har visats uppregleras av interleukin-6, den
antiinflammatoriska faktorn interleukin-10 samt av glukokortikoider (Heilskov et
al., 2002, Hogger et al. 1998). Genom att korslinka flera CD163 med
monoklonala anti-CD163 antikroppar har man kunnat se en frisittning av ett
flertal antiinflammatoriska mediatorer (van den Heuvel et al., 1999). Det har
foreslagits att haptoglobin skulle kunna utdva antiinflammatorisk effekt genom att
polymeriserade hemoglobin-haptoglobinkomplex korslankar flera CD163-
receptorer.

Haptoglobin har funnits ha en immunomodulerande effekt bade in vitro och i
haptoglobin-knockout moss. Studier har visat att haptoglobin orsakade kraftig
inhibering av cytokiner som stimulerar T-hjélparceller typ 2 (Th2), men endast en
mycket liten hdamning av cytokiner som stimulerar T-hjdlparceller typ 1 (Thl)
(Arredouani et al., 2003). Trots att haptoglobin har en generell, direkt hammande
effekt pa T-celler kommer alltsd denna modulering av Th1/Th2 balansen att
favorisera ett cellmedierat immunsvar framfor ett humoralt.

Angiogenes spelar en viktig roll vid savil fysiologiska som patologiska tillstand
ddribland  sarldkning, embryoutveckling, tumortillvdixt och  kroniska
inflammatoriska sjukdomar. Haptoglobin har bade in vitro och in vivo visat sig ha
en direkt, dosberoende positiv effekt pa angiogenes (Cid et al., 1993).

ANALYS MED OPTISKA BIOSENSORER

Biosensorteknik bygger pa en interaktion mellan analyt och en biologisk ligand
(t.ex. receptor eller antikropp) vilken kan detekteras fysiskt eller kemiskt
exempelvis genom fordndring av massa eller elektrisk potential, se fig. 2.
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Fig. 2. Principen for biosensoranalys.

Biosensorteknik mojliggor snabba, kinsliga, specifika analysmetoder utan storre
behov av provupparbetning samt mojlighet till automatisering av provhanteringen.
Den anvinda tekniken erbjuder dven realtidsdetektion dér hela analysforloppet
kan f6ljas till skillnad fran andra analysmetoder dér ofta bara ett slutvirde erhalls.

Det forsta kommersiell tillgdngliga biosensorinstrumentet baserat pa optisk
detektion presenterades 1990 av det Uppsalabaserade foretaget Biacore vilka nu dr
marknadsledande pa omradet. Instrumentet bygger pa en optisk detektion av
biospecifika interaktioner mellan prov och ligand nir provet far floda Gver en
sensoryta dir liganden fasts. Interaktionen registreras av en dator och presenteras
laings en tidsaxel 1 form av sensorgram. Efter varje analys injiceras en
regenereringslosning varvid interaktionen bryts, ytan spolas ren och ér redo for
nista analys.

Detektion

For detektion av interaktioner utnyttjas surface plasmon resonance (SPR), ett
optiskt fenomen som uppstar i ytskiktet mellan tva media med olika
refraktionsindex. En monokrom planpolariserad ljusstrale i mediet med hogre
refraktionsindex (i detta fall glas) kommer, om den infaller over en specifik vinkel
mot ytan till mediet med ldgre refraktionsindex (hér flodescell med prov och
buffert) normalt att totalreflekteras. Ar ytan mellan de olika medierna tickt av en
tunn metallfilm (ex guld) kommer ljus med en mycket specifik infallsvinkel att
interagera med fria elektroner i metallen, energi absorberas och intensiteten hos
det reflekterade ljuset minskar vid motsvarande vinkel, SPR-vinkeln. Nir en
molekyl binder in till ytan kommer massan och didrmed refraktionsindex att
fordndras varvid en fordndring i SPR-vinkeln uppstar och kan detekteras. Denna
forandring uttrycks av instrumentet som resonance units (RU) dar 1 RU motsvarar
en fordndring av vinkeln med 0,0001°, en Okning av massan pa ytan med 1
ng/mm?2 ger en fordndring av vinken med 0,1° d.v.s 1000 RU. Genom att plotta
fordndringen av vinkeln ldngs en tidsaxel fas ett sensorgram dér interaktionen kan
foljas i realtid (fig. 3).
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Fig. 3. Forskjutning av SPR-vinkeln som en foljd av okad massa pa sensorytan vid
inbindning av analyt; denna forskjutning detekteras och registreras over tiden.

Sensorchip

Sensorchipet bestar av en glasyta som ger stod at en mycket tunn guldyta. Till
guldet dr en matris av dextran kovalent bunden, och till dextranet kopplas sedan
onskad ligand. Det finns ett flertal olika typer av dextran men till det vanligare
anvdnda hor ett chip tickt med karboxymetylerad dextran dir
karboxylsyragrupperna litt kan aktiveras for koppling till amin-, sulfid-, keto-,
hydroxyl- eller andra karboxylsyragrupper pa liganden.

MATERIAL OCH METODER
Instrument

Metodutveckling utfordes pa Biacore 1000 (Biacore AB, SE-754 50, Uppsala)
med Biacore 1000 control software (version 2.5) samt BIAevaluation (version
3.2) for bearbetning av data. Analys av serumprover utférdes pa Biacore Q
(Biacore AB, SE-754 50, Uppsala) med Biacore Q Control Software (version
3.0.1) och BIA evaluation (version 3.2) bearbetning av data, detta p.g.a tekniska
problem med Biacore 1000.

Mitning av absorbans vid haptoglobinanalys med PHASE™ RANGE
Haptoglobin Assay utfordes med ELy 800 (Bio-tek instruments Inc.) med KC4

Kineticalc for windows (version 2.5) programvara.

Reagens

Sensor Chip CMS5 (research grade), HBS-P buffert pH 7.4 (10 mM 4-[2-
hydroxyetyl] piperazine-1-etan-sulfonsyra (Hepes), 150 mM NaCl, 0.005% (v/v)
surfactant P-20), amine coupling kit (400 mM N-etyl-N’-(3-etylaminopropyl)
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carbodiimidhydroklorid (EDC), 100 mM N-hydroxysuccinimid (NHS) och 1M
etanolaminhydroklorid) och SDS (0.5%(w/v) natriumlaurylsulfat) fran Biacore
AB (SE-754 50, Uppsala).

Da bovint haptoglobin inte fanns kommersiellt tillgéngligt vid arbetets borjan
anviandes humant haptoglobin i 2-2-form (Biogenesis, Poole, BH17 ONF,
England). Bovint hemoglobin var fran Sigma (St Louis, MO 63178, USA). Fore
anvindning stabiliserades hemoglobinet i en buffert innehédllande 200 mg
K3Fe(CN)s, 50 mg KCN, och 140 mg KH,PO,. Acetatbuffert (0.01M pH 3.8)
anvindes vid immobilisering av haptoglobin pa sensorytan och HBS-P buffert pH
7.4 anvindes for spddning av kalibreringsprover samt serumprover.

Serumprover fran kalv erholls av Charina Ganheim (Institutionen for kliniska
vetenskaper, Avd. idisslarmedicin och epidemiologi, SLU) som tidigare bestimt
haptoglobinkoncentrationerna med PHASE™ RANGE Haptoglobin Assay. Dessa
analyser utfordes 2000 i samband med en studie dir akutfasproteinkoncentrationer
mittes vid experimentella infektioner hos kalv (Ganheim et al., 2003). Tio
serumprover fran friska kalvar (haptoglobinkoncentration <50ug/ml) och tio
serumprover fran kalvar med forhojda haptoglobinvérden (500-1450ug/ml) tagna
augusti-september 1999, forvarade vid -70°C, anvéndes under metodutvecklingen.
Serumprover togs ocksa fran tio kliniskt friska kor vilka genomgick
ovningsoperation vid Institutionen for kliniska vetenskaper, avd. idisslarmedicin
och epidemiologi SLU, dir korrigering av 160pmagsforskjutning via hogersidigt
flanksnitt tridnades. Serumprover togs fére samt tva dagar efter operation, korna
fick pre- och postoperativ smértlindring med Metacam (meloxicam 20mg/ml, dos
enligt Fass vet).

Analys av haptoglobin med hjalp av PHASE™ RANGE

Jimforande analyser av haptoglobinkoncentrationer utférdes med PHASE™
RANGE Haptoglobin Assay (Tridelta Development Ltd, Bray, Co. Wicklow,
Ireland). Metoden bygger pa att fritt hemoglobin uppvisar en peroxidasaktivitet
som avstannar vid lagt pH. Niar hemoglobin bildar komplex med haptoglobin
bibehalls peroxidasaktiviteten d@ven vid ldgre pH och dr dérvid proportionerlig mot
haptoglobinkoncentrationen. Detta utnyttjas i en reaktion som resulterar i en
fargad produkt vilken kan detekteras. Analysen utfordes enligt tillverkarens
instruktioner och absorbansen mittes. Metodens detektionsgrians dr angiven till
50ug/ml av tillverkaren.

Analys av haptoglobin med hjalp av biosensorteknik
Princip

Analysmetoden fér haptoglobin i serum grundar sig pa en indirekt metod for
analys av haptoglobin i mjolk (Akerstedt et al., 2005). Haptoglobin kopplas till
sensorytan och proverna blandas fore injicering 1:10 med en hemoglobinldsning
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(1,5 pg/ml). Den fria midngden hemoglobin som inte inhiberas av haptoglobin i
provet  binder in  till  haptoglobinytan och  detekteras  varefter
haptoglobinkoncentrationen berdknas utifran en standardkurva. En hogre
koncentration haptoglobin i provet ger en mindre koncentration fritt hemoglobin
viket resulterar 1 en mindre inbindning till ytan och en mindre respons. Figur 4
visar tva sensorgram, det Ovre visar ett prov utan haptoglobin vilket ger en stor
mangd fritt hemoglobin som kan interagera med ytan och en hog respons fas,
provet i det undre sensorgrammet innehaller htga koncentrationer haptoglobin
som binder upp nistan allt hemoglobin och en mycket lag respons fas.

RU 0 pg/ml
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Fig. 4. Sensorgram och illustrationer av analysforloppet for tva prover, ett utan
haptoglobin (Overst), vilket resulterar i en hog respons, och ett med hog
haptoglobinkoncentration (nederst) vilket resulterar i en mycket ldg respons (&4-
haptoglobin, ®-hemoglobin, 0-SDS).
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Forsok med en direkt metod dar hemoglobin binds in pa sensorytan har gjorts men
det har visat sig svart att fi haptoglobin att binda till denna yta (Akerstedt et al.,
2005), troligtvis p.g.a. steriska hinder som en foljd av storleken hos den starkt
polymeriserade haptoglobinmolekylen.

Immobilisering

Karboxylgrupperna i dextranytan aktiverades genom injicering av 50ul NHS/EDC
i forhallandet 1:1 (flode Sul/min). Under aktiveringen bildas NHS-estrar som
sedan reagerar med oladdade, primédra aminogrupper i1 protein och andra
molekyler (fig. 5). Haptoglobin (50ul, Img/ml) blandades med acetatbuffert
(50ul, 10mM) och pH stilldes till 3,8 med 50 mM HCI. Den isoelektriska punkten
(pD) for haptoglobin &r 4,1 varfor haptoglobin kommer vara positivt laddat vid pH
3,8 och den resulterande elektrostatiska attraktionen till den negativt laddade
dextranytan Okar inbindningsgraden. Haptoglobinl6sningen (35 ul) injicerades
dédrefter under 7min (Sul/min). Efter haptoglobininjektionen inaktiverades
kvarvarande NHS-estergrupper med etanolamin (1M, Sul/min, 7 min) for att
undvika ospecifik inbindning av proteiner och molekyler.
Immobiliseringsforloppet presenteras i figur 6. Under arbetet anvidndes ytor med
immobiliseringsgrad motsvarande en respons pa 8000-12000 RU pa sensorytan.

COON CO-NH-ligand CO-NH-ligand
— CoO +NHS/EDC COO +H,N- Ilgand : +ethano|am|ne Coo
H NCH,CH,OH
— COoo —COON —COON ———CO-NH-CH,GH,OH

d)

Fig. 5. Immobilisering av ligand pd sensorchipet: a) fria karboxylgrupper pa dextranet,
b) aktivering av karboxylgrupperna genom bildandet av NHS-estrar, b) inbindning av
primdra amingruper pa ligand, d) deaktivering av kvarvarande NHS-estrar med
etanolamin (Gustavsson, 2003).
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Fig. 6.Immobiliseringsforloppet vid skapande av sensoryta.

Standardkurvor

Standardprover bereddes genom att spida en 1mg/ml stamlosning humant 2-2
haptoglobin till 20, 10, 5, 2.5, 1.25 0.625, och 0.3125ug/ml i HBS-P-buffert.
Proverna analyserades och resultaten anvindes for att konstruera en
standardkurva.

Analys av serumprover

For att studera inverkan av ospecifik inbindning av komponenter 1 serat
analyserades proverna med ett flertal olika spiddningar: 10, 25, 100, 250, 500,
1000, och 2000 ggr spiddning i Hbs-P-buffert. Proverna tinades i1 rumstemperatur,
spiddes med HBS-P-buffert varefter det spiadda provet blandades 1:10 i
hemoglobinldsning (1,5 pg/ml) innan injicering. Provets kontakttid med
sensorytan sattes till 90 sekunder med ett konstant flode pa 30ul/min (injicerad
provvolym 45ul).

For regenerering d.v.s. rengoringen av ytan anvédndes natriumlaurylsulfat (sodium
dodecyl sulphate; SDS) som detergent. Detta #r ett viktigt steg da otillracklig
regenerering resulterar i en pabyggnad pa ytan efter varje cykel, vilket minskar
ytans kapacitet och livslangd eftersom antalet fria bindningssites for hemoglobin
reduceras. Regenereringen far inte heller vara for hardhint da detta skulle kunna
denaturera eller bryta ned det pa ytan bundna haptoglobinet. Genom att variera
koncentrationen SDS och kontakttiden med ytan konstaterades att 3mM SDS i 75
sekunder (flode: 30 ul/min) vara en lamplig regenerering for Biacore 1000, medan
det i Biacore Q rickte med 2,1 mM SDS i 75 sekunder (fléde: 30 pl/min) for att
eliminera pabyggnad pa sensorytan.
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RESULTAT OCH DISKUSSION
Standardkurvor

Standardkurvan uppvisade ett tydligt linjdrt samband 1 intervallet 0-12.5 pug
haptoglobin/ml, se figur 7. Vid resultat fran analyser som lag over 12 pg/ml
spidddes proverna ytterligare och analyserades om.

Calibration Curve
250

200

150

ReiResp

100

a0

o
0 2 4 & 8 10 12 14
pg‘ml

Fig. 7. Standardkurvan uppvisar ett linjdrt samband mellan haptoglobinkoncentration
och respons i intervallet 0-12,5 ug haptoglobin/ml.

Spéadningar

Vid 100 ggr spadning var den ospecifika inbindningen eliminerad, 100 och 250
ggr spadning visade samstdimmiga resultat, vid ytterligare spddning blev
koncentrationen i de flesta proverna for laga for att detekteras. 100 ggr spidning
ansags darfor som en lamplig forstahandsspadning. Gav denna spadning resultat
utanfor den linjdra delen av standardkurva d.v.s. >12,5ug/ml (>1250ug/ml i det
ospidda provet) spidddes provet ytterligare.

Bestamning av detektionsgrans

Metodens detektionsgrans (limit of detection; LOD) beridknades som den lagsta
koncentrationen som avviker signifikant (tre standardavvikelser) fran medelvirdet
for de haptoglobinnegativa serumproverna.

Serumproverna fran de tio kalvarna hade tidigare analyserats med PHASE™
RANGE Haptoglobin Assay och funnits ligga under detektionsgrinsen (50ug/ml).
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Resultaten som erholls vid analys med Biacoremetoden gav LOD: 1,4 ug/ml i det
spddda provet d.v.s 140ug/ml i sera.

Av de tio serumproverna fran korna innan operation, uteslots fyra da dessa visade
sig innehalla forhojda haptoglobinkoncentrationer redan fran borjan (analyserade
med PHASE™ RANGE Haptoglobin Assay). LOD beriknades direfter pa
kvarvarande sex prover till 0,3 pg/ml i det spiddda provet d.v.s. 30 pug/ml i sera.

LOD beridknades for kor och kalvar var for sig da en tydlig skillnad i
nollprovernas respons observerades. Denna &r troligen beroende av olika effekter
fran matriserna kalv- respektive koserum.

For att béttre faststdlla LOD behovs storre serier av nollserum analyseras, vidare
bor jamforelser mellan olika aldersgrupper goras, da man maste vara mycket
forsiktig med att dra slutsatser frin endast tio respektive sex prover. Aven om den
observerade LOD var hogre dn for den kommersiella metoden p.g.a. behovet av
spiadning, dr en detektionsgrins pa exempelvis 140ug/ml tillricklig for att
metoden skall vara anvédndbar, eftersom haptoglobinkoncentrationerna hos djur
med inflammatoriska processer ligger avsevirt hogre.

Resultat av haptoglobinanalyser
Kalvar

Samtliga nollprover fran kalvar som hamnat under LOD for PHASE™ RANGE
1999 gav virden under LOD f6r Biacoremetoden.

Resultaten for haptoglobinkoncentraioner i prover med forhdjda nivaer,
analyserade med Biacoremetoden samt med PHASE™ RANGE var samstimmiga
och presenteras i tabell 1.

Tabell 1. Resultat av haptoglobinanalys i kalvsera med Biacoremetod, samt med
PHASE™ RANGE Haptoglobin Assay utford vid provtagning (2000) och vid tillfillet for
Biacoreanalys (2005).

Koncentration haptoglobin (ug/ml)
Prov id Biacore PHASE™ RANGE, 2000 PHASE™ RANGE, 2005

13 960 1040 910
14 1010 950 570
15 1190 830 1570
16 1110 1100 1370
17 1110 1050 730
18 1190 1450 1530
19 440 690 480
20 1120 1150 480
21 950 1200 950
24 280 500 520
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Kor

Haptoglobinkoncentrationerna i serum fran de opererade korna var genomgaende
lagre 1 Biacoremetoden jamfort med PHASE™ RANGE (tabell 2). Detta skulle
kunna forklaras av fritt hemoglobin i sera som en foljd av hemolys i koagel och
hematom. Misstanken stidrks ytterligare av det faktum att de kor som efter
operationen lag under LOD for Biacoremetoden gav en hogre respons &n
blankproverna, d.v.s responsen var hogre dn den som kunde erhallas av endast det
tillsatta hemoglobinet.

Tabell 2. Resultat vid analys av haptoglobin i kosera med Biacoremetod och PHASE™
RANGE fore och efter operation.

Koncentration haptoglobin (ug/ml)

Fore operation Efter operation
Provid Biacore PHASE™ RANGE Biacore PHASE™ RANGE
742 <LOD <LOD 280 550
799 <LOD 100 780 1120
861 <LOD 110 330 590
891 <LOD 60 410 800
897 <LOD <LOD <LOD 250
1062 <LOD <LOD 230 880
1066 470 510 340 510
1106 <LOD <LOD <LOD 590
1171 <LOD <LOD <LOD 180
1191 <LOD <LOD 220 410

Metodjamforelse av biosensormetoden vs Phaserange

En jamforelse av resultaten som erholls fran Biacoremetoden och PHASE™
RANGE har gjorts med Bland-Altman-plot, varvid medelvdrdet av
koncentrationerna som observerades med de bada metoderna beriknas och plottas
mot differensen mellan metoderna. Om analysmetoderna ger likvérdiga resultat
erhalls en plot dir punkterna ligger spridda utefter x-axeln.

I figur 8 jaimfors Biacoremetoden med PHASE™ RANGE utférd 2005, avseende
kalvserum med foérhojd haptoglobinkoncentration. Aven om virdena skiljer sig
nagot at fran prov till prov kan ingen tydlig trend ses dér resultaten fran de olika
metoderna divergerar at ett visst hall.
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Fig. 8. Bland-Altman-plot for jimforelse av resultaten av
haptoglobinkoncentrationsanalys i kalvserum med Biacoremetoden och PHASE™
RANGE.

Analyserna av prover fran kor efter operation resulterar ddremot i en plot dir
samtliga punkter dr negativa (fig. 9), d.v.s Biacoremetoden ger en genomgaende
och tillsynes tilltagande underskattning av koncentrationen jamfort med
PHASE™ RANGE. Som tidigare nimnts dr hemolys till foljd av blédning och
hematom en trolig orsak till denna underskattning, liknande erfarenheter har gjorts
av Akerstedt et al. (2005) vid analys av mjolk fran kor med kraftigt forhojda
celltal.
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Fig. 9.. Bland-Altman-plot for jimforelse av resultaten av
haptoglobinkoncentrationsanalys i koserum med Biacoremetoden och PHASE™ RANGE.
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Slutsatser

Biacoremetoden har visat sig ge relativt samstimmiga resultat med PHASE™
RANGE; nagot som talar for metodens anviandbarhet. Dock behover méanga fler
prover analyseras bade for att bittre utviardera metoden samt for att fa en korrekt
bestdamning av LOD. En stor fordel med metoden dr mojligheten till 6vervakning i
realtid av analysforloppet, nagot andra metoder inte kan erbjuda. Biacoremetoden
Oppnar upp for analys av stora provserier tack vare mdojligheten till
automatisering, nagot som gor metoden anviandbar som rutinanalys som hjilp vid
stillande av prognos, dvervakning av hilsoldge i1 besittningar och kanske dven
som ett hjdlpmedel pa slakterier.

Metodens stora nackdel dr dess kinslighet for fritt hemoglobin i proverna. I och
med att bovint haptoglobin nyligen blivit tillgdngligt 4r forhoppningen att kunna
ta fram specifika antikroppar riktade mot proteinet. Pa sa sitt skulle man
eventuellt kunna utveckla en direkt metod dir antikroppar mot det bovina
haptoglobinet fists pa sensorytan, resulterande i en metod med forhoppningsvis
dnnu storre specificitet och kénslighet 1 analysen.
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