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Forord

Hensikten med denne studien var a undersgke om det er forskjell i serumkonsentrasjoner av
cytokinene IFN-y og TGF-p hos pasienter med de autoimmune sykdommene systemisk lupus

erythematosus (SLE) og granulomates polyangiitt (GPA) sammenlignet med friske kontroller.

Arbeidsprosessen startet i det sma varen 2015. Etter 4 ha kontaktet Gro @stli Eilertsen,
revmatolog og medlem av forskningsgruppen for molekylar inflammasjon ved UiT, ble vi
enige om a gjare en studie pa SLE- og GPA-pasienter med malinger av
cytokinkonsentrasjoner i serum. Forskningsgruppen har et pagaende prosjekt om
signaleringsveier ved SLE der cytokin-kartlegging tidligere har blitt utfert. Gro foreslo at jeg
kunne starte med a analysere et nytt cytokin, IFN-y (interferon-gamma). Analysene av IFN-y
ble gjennomfart i august 2016. Dessverre fikk vi ikke utslag pa kjeringene. Om dette skyldes
ikke-malbare konsentrasjoner i serum, feil i ELISA-kit eller feil i metoden vites ikke. Vi
kunne ikke trekke konklusjoner ut fra resultatene. Nye analyser ble gjennomfert i januar 2017
av TGF-B (transforming growth factor-beta), denne gangen med malbare utslag. | forkant av
kjaringene sgkte vi refusjon fra universitetet for utlegg til ELISA-Kit og annet ngdvendig

laboratoriemateriell.

Bidragende til denne oppgaven er farst og fremst veileder Gro @stli Eilertsen, samt
overingenigr i forskningsgruppen for molekyler inflammasjon Kirsten Synngve Nilsen. Gro
er idéskaper bak studien, og har bidratt med faglige tilbakemeldinger og svar pa spgrsmal
underveis i arbeidet. Kirsten fungerte som ngkkelperson under den praktiske gjennomfgringen

av laboratoriearbeidet.

Takk til Gro for god veiledning og oppmuntring. Din kliniske og forskningsmessige erfaring
har veert uvurderlig i dette arbeidet. Du har gitt konstruktive tilbakemeldinger uten & kvele
min nysgjerrighet eller entusiasme, tvert imot. Takk til Kirsten for flotte og leererike dager pa
laboratoriet, og din talmodighet overfor undertegnede (en skarve student uten nevneverdig

lab-erfaring). ELISA-kjgringene ville nok tatt ukesvis uten deg!

Tromsg, 01.06.17
Maria Olsen Fossmark
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Sammendrag

Innledning: Systemisk lupus erythematosus (SLE) og granulomates polyangitt (GPA) er
systemiske autoimmune sykdommer. Immunforsvaret tolererer vanligvis egne celler og vev,
men toleransen brytes ved autoimmunitet. Ved aktivert immunforsvar vil serumkonsentrasjon
av cytokiner, heriblant «transforming growth factor beta» (TGF-B) og «interferon gamma»
(IFN-y), kunne veere endret. Formalet med studien var & undersgke om det er forskjell i
serumkonsentrasjoner av TGF-f og IFN-y hos pasienter med SLE, GPA og friske kontroller.

Materiale og metode: Dette er en tverrsnittstudie der vi har malt serumkonsentrasjon av IFN-
v og TGF-p med DuoSet ELISA Human. Ved analyse av TGF-B1 var det inkludert 91
pasienter med SLE, 30 pasienter med GPA og 38 friske kontroller. Ved analyse av IFN-y var
det inkludert er 48 pasienter med SLE, 60 med GPA og 39 kontroller. Eksklusjonskriterier var
pasienter med kroniske psykiske sykdommer eller alvorlige somatiske sykdommer.
Datamaterialet er analysert med t-test. Statistiske analyser er gjort med SPSS v24.0.

Resultater: Vi fikk ingen utslag pa kjeringene av IFN-y. Med kjgringene av TGF-B hadde
pasientene med SLE gjennomsnittlig serumkonsentrasjon pa 696 pg/mL, pasientene med
GPA 655 pg/mL og kontrollene 978 pg/mL. Pasientene med SLE hadde signifikant lavere
verdier av TGF-B sammenlignet med kontrollene (p = 0,000, [49,130]). Ogsa pasientene med
GPA hadde signifikant lavere verdier i forhold til kontrollene (p = 0,000, [202,442]). Det var
ingen signifikant forskjell mellom pasientene med SLE og pasientene med GPA (p = 0,375,
[205,358]).

Konklusjon: Pasientene med SLE og GPA hadde signifikant lavere konsentrasjoner av TGF-
B 1 serum sammenlignet med friske kontroller. Funnene understgtter at cytokinet har en rolle
ved disse autoimmune sykdommene. Ytterligere forskning behgves for kartlegging av
patogene mekanismer og terapeutiske mal ved bade SLE og GPA. Kanskje ville et

medikament som fremmet produksjonen av TGF-p hatt gunstig effekt ved SLE og GPA.



1 Innledning

I denne studien har vi malt cytokinnivaer hos to pasientgrupper med ulike autoimmune
sykdommer og hos en kontrollgruppe. For a forsta relevansen av dette er det ngdvendig med
en grunnleggende forstaelse for immunologi, autoimmunitet og de aktuelle sykdommene
(SLE og GPA). De fglgende avsnittene er en kort innfaring i disse temaene. Alfabetisk
organisert ordliste ligger vedlagt (vedlegg 7), her finnes definisjoner og beskrivelser av

begreper benyttet i teksten.
1.1 Immunforsvaret

Immunforsvaret beskytter individet mot infeksjon og tumor, men det er ingen lett oppgave.
For & fungere optimalt ma det gjenkjenne millioner av fremmede, potensielt farlige substanser
og reagere pa disse, samtidig som det ma unnga a angripe kroppens egne friske celler og
organer. Immunforsvaret bestar bade av spesialiserte celler, molekyler og proteiner i blodet.
Mesteparten av immunforsvarets celler finnes i de lymfoide organene. Dette inkluderer
beinmarg, thymus, lymfeknuter, tonsiller, milt og lymfoid vev knyttet til tarmen. Alle
immunforsvarets celler blir dannet og utviklet i primeert lymfoid vev, beinmarg og thymus (1,
s. 19-25).
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Figur 1 Lymfoide organer
Kilde: Medical Encyclopedia. Lymphoid organs. http://medicalterms.info/anatomy/Lymphoid-Organs/ (04.04.2017)
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Immuncellene inkluderer blant annet granulocytter, monocytter/makrofager og lymfocytter.
Alle har seeregne roller i immunresponsen. Makrofager, monocytter og granulocytter er
hovedsakelig involvert i den ikke-adaptive delen av immunforsvaret. Det er medfgdt og
endrer seg ikke i lgpet av livet. De er viktige innledningsvis ved en infeksjon ettersom de kan
reagere raskt. Lymfocyttene utgjer den adaptive delen, det ervervede immunforsvar. De er
nyere celletyper og deles inn i B-celler, T-celler og «Natural killer» (NK)-celler.
Hovedforskjellen pa lymfocytter og mer primitive immunceller er at lymfocyttene har
reseptorer pa overflaten som spesifikt kan gjenkjenne kroppsfremmede strukturer (antigener).
Lymfocyttene har, til forskjell fra det ikke-adaptive immunforsvar, evne til antigen-spesifisitet
og opprettholdelse av et immunologisk minne (2, s. 127-130). De gjennomgar en
utvelgelsesprosess i beinmargen og thymus for & kunne sile ut celler som vil reagere med

kroppens egne strukturer (1, s. 20-23).
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Figur 2 Oversikt over immunforsvarets celler
Kilde: Rawls B. How the immune system works. Rawls MD https://rawlsmd.com/health-articles/how-the-immune-system-

works (29.03.2017)

1.2 Cytokiner

«Transforming growth factor beta» (TGF-B) og «interferon gamma» (IFN-y) er to av mange
cytokiner som finnes i kroppen var. Cytokiner er Igselige signalmolekyler. Det er en
omfattende gruppe, og alle celletyper produserer cytokiner i starre eller mindre grad. Men det

er forskjell pa hvilke cytokiner den enkelte celle kan produsere og hvilke den kan reagere pa.
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Noen cytokiner er karakteristiske for det adaptive immunforsvar, og de kan vere enten
proinflammatoriske eller antiinflammatoriske (3, s. 214-216). Cytokinene har som funksjon a
regulere vekst, celleded, differensiering og aktivitet i bade immunceller og andre malceller i
kroppen. De er viktige i forhold til regulering av immunresponsen. De fleste cytokinene har
lokale effekter. Deres virkning er ofte rettet mot produsentcellen selv (autokrint) eller
naboceller (parakrint). De ulike cytokinene har ofte delvis overlappende effekter og pavirker
hverandres aktivitet. De inngar i et nettverk hvor et enkelt cytokin kan pavirke syntesen og
virkningen av andre cytokiner (1, s. 144-147). En rekke cytokiner har til na blitt kartlagt, med

sine seeregne roller og funksjoner.
1.3 Det adaptive immunforsvar: T- og B-lymfocytter

T-cellene utvikler seg fra celler som har migrert til thymus, hvor de differensierer og modnes.
De modne cellene vil pa sin overflate enten uttrykke et glykoprotein kalt CD4, eller en variant
kalt CD8. Hvilket molekyl de uttrykker gir grunnlaget for om de fungerer som sakalte T
hjelper-celler (CD4-positive celler) eller cytotoksiske T-celler (CD8-positive celler) (2, s.
127-129). T hjelper-cellene skiller blant annet ut signalmolekyler (cytokiner), og cytotoksiske
T-celler skiller ut stoffer som kan drepe celler eller mikroorganismer (1, 153-155). I tillegg
finnes en tredje type T-celler, sakalte regulatoriske T-celler. De er ogsa CD4-positive, men i

motsetning til T-hjelpercellene virker de dempende pa immunforsvaret (3, s. 152).

B-cellene modnes i beinmargen og sirkulerer i perifert blod inntil de kjenner igjen et antigen.
De har tre funksjoner i immunforsvaret; de produserer antistoff, de er effektive
antigenpresenterende celler og de er produsenter av en rekke cytokiner (3, s. 175). B-celler
har ulike reseptorer i forskjellige stadier av sin utvikling, samt flere typer reseptorer. Men alle
er membranbundne immunglobuliner, og ved aktivering kan B-cellen skille ut fritt lgselig
immunglobulin i form av antistoffer. Nar B-cellen har blitt antistoff-produserende kalles den
en plasmacelle (1, s. 61-62). Immunforsvaret er et komplekst system der ulike komponenter
pavirker og er avhengige av hverandre. Man har sett at fjerning av thymus hos nyfadte
medfarer en betydelig svekkelse i evnen til & produsere antistoffer. Thymus er det sentrale
organet for T-cellers utvikling. Og Th-celler er som regel ngdvendige for at B-celler skal

utvikle seg til plasmaceller og cytokin-produserende celler (3, s. 177).
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Figur 3 Th-cellens aktivering av B-cellen

Kilde: BC Open Textbooks. The adaptive immune response, B-lymphocytes and antibodies.
https://opentextbc.ca/anatomyandphysiology/chapter/21-4-the-adaptive-immune-response-b-lymphocytes-and-antibodies/
(02.04.2017)

1.4 Interferon gamma (IFN-y) og Transforming growth factor beta (TGF-3)

Interferon gamma (IFN-y) produseres av T-celler og NK-celler, og er et cytokin med flere
effekter (3, s. 214-216). Det er tilknyttet celle-mediert immunitet, antiviral aktivitet,
inflammasjon og autoimmune sykdommer. Proinflammatoriske cytokiner har vist seg a kunne
bidra til patogenesen ved systemisk lupus erythematosus (SLE) og andre autoimmune

sykdommer (4).

Transforming growth factor beta (TGF-B) produseres av T-celler og monocytter, og virker
regulerende pd immunforsvaret. Det er i sd mate et antiinflammatorisk cytokin. Hos
mennesker har TGF-f vist seg & ha en effekt pa bade medfedte og adaptive funksjoner ved
autoimmune sykdommer. Cytokinet pavirker immuncellenes utvikling, differensiering og
evne til selv-toleranse. TGF-B er en stor familie av proteiner med lignende funksjon og
oppbygning. Hos pattedyr finnes blant annet TGF-B1, -B2 og B3; tre ulike, men lignende
cytokiner. Av disse har spesielt TGF-B1 vist seg a spille en viktig rolle for immunforsvaret

med sine potente, immunregulerende egenskaper (5).

Nar naive T-celler aktiveres i de lymfoide vev kan de blant annet under pavirkning av TGF-$3
i det lokale cytokin-miljg utvikle seq til induserbare regulatoriske T-celler (iTreg). iTreg
utever sin hemmende virkning pa andre celler via en stor produksjon av cytokinene IL-10 og
TGF-B, som virker hemmende pa en rekke prosesser i immunsystemet, blant annet utvikling

av Th-celler og B-cellenes antistoffproduksjon.
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De regulatoriske T-cellers rolle i styringen av immunforsvaret er fortsatt ikke fullstendig
kartlagt, men en svikt i systemet av regulatoriske T-celler ser ut til & veere en sentral brikke i

utviklingen av mange autoimmune tilstander (3, s. 152-153).
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Figur 4 TGF-beta stimulering av Th17- og regulatoriske T-celler
Kilde: Mellanby RJ, Thomas DC, Lamb J. Role of regulatory T-cells in autoimmunity. Clinical science
http://www.clinsci.org/content/116/8/639 (07.05.2017)

1.5 Komplementsystemet

Som del av det medfgdte immunforsvaret inngar ogsa en gruppe plasmaproteiner kalt
komplement. De er et sett av proteiner som virker sammen i en viss rekkefglge for & utgve sin
biologiske virkning, og regnes derfor som et kaskadesystem. Systemet har fétt navnet
«komplement» fordi det ble oppdaget senere enn antistoffene. Det var noe i tillegg til
antistoffene som var i stand til & drepe bakterier, og «tillegget» ble kalt komplement.
Komplementsystemet har evnen til a indusere kraftig immunologisk aktivitet, og ved

ukontrollert aktivering vil det kunne pafare oss betydelig skade (1, s. 38-40).
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1.6 Toleransebrudd kan fgre til autoimmune sykdommer
Immunforsvaret tolererer normalt sett egne celler og vev, men angriper fremmede antigener.

Endringer i ulike sjekkpunkter for selv-toleranse kan oppsta pa bakgrunn av genetiske,
epigenetiske, molekylare, celluleere og miljgmessige faktorer. Det kan resultere i et
toleransebrudd i immunsystemet og der plasmaceller produserer autoantistoffer som igjen kan
angripe kroppsegne celler og vev. Det kalles autoimmunitet, og kan manifesterer seg i
inflammatoriske responser i vev, drevet bade av det medfadte immunforsvar, autoantigen-
spesifikke B -og T-celler samt cytokiner (6). Kronisk inflammasjon kan fare til organskade.
De systemiske autoimmune sykdommer i bevegelsesapparatet (ledd, skjelett og muskler) og i

bindevevet er inkludert i fagomradet revmatologi (7, s. 11).

1.7 Antinukleare antistoffer (ANA) og anti-ngytrofilt cytoplasmatisk antistioff
(ANCA)

Immunologiske forstyrrelser er karakteristisk for autoimmune sykdommer. Pavisning av

autoantistoffer i serum har derfor en sentral plass i diagnostikken av disse sykdommene.

Antinukleare antistoffer (ANA) er rettet mot strukturer i cellekjernen, og er en form for
autoantistoffer. En positiv test for ANA forteller oss at pasienten har utviklet antistoff mot
komponenter i egne cellekjerner. Slike autoantistoffer sees ogsa hos mer enn 5% av den friske
befolkningen, og er derfor et uspesifikt funn. Hvilke strukturer i cellekjernen antistoffet er
rettet mot er i sterre grad sykdomsspesifikt, og underklasse av ANA vil vere relevant ved
diagnostikk. Ved systemisk lupus erythematosus (SLE) vil man kunne pavise flere
subspesifisiteter av ANA (7, s. 18-19).

Anti-ngytrofilt cytoplasmatisk antistoff (ANCA) er autoantistoffer rettet mot spesifikke
enzymer i granulocytter. De deles inn i to undergrupper, CANCA (cytoplasmatisk) og
pANCA (perinuklezrt). Ogsa en positiv ANCA er et uspesifikt funn, og generelt er pANCA
mer uspesifikt enn cANCA. Av pasienter med cANCA vil rundt 40% ha granulomatgs

polyangiitt (GPA). Dersom cANCA i tillegg utgjares av et antistoff rettet mot Proteinase 3



(PR3) er det sannsynlig at pasienten lider av GPA. GPA omtales derfor som en ANCA-
assosiert vaskulitt (7, s. 19).

1.8 «American College of Rheumatology» (ACR)-kriterier

«American College of Rheumatology», ACR, er en stor, amerikansk institusjon for
revmatologisk forskning. Det ble grunnlagt i 1934, og har veert forgjenger for utviklingen av
kriteriesett til en rekke revmatologiske sykdommer. Bade SLE og GPA Kklassifiseres pa
bakgrunn av kriterier utarbeidet av «<American College of Rheumatology», sakalte ACR-
kriterier. Kriteriene for SLE ble revidert i 1997 (ACR97). De er mest brukt innen forskning de
siste arene (8), og i 2012 kom de siste «SLICC criteria of SLE», som er mer komplekse (9).
Kriteriene for GPA ble senest oppdatert i 1990 (10). Det finnes ikke egentlig diagnostiske
kriterier for sykdommene, men klassifikasjonskriterier er utarbeidet. Disse kan til en viss grad
benyttes i klinisk praksis, men er viktigst til bruk i vitenskapelige studier. I klinikken kan
kriteriene sees i sammenheng med pasientens kliniske bilde, autoantistoffer og histologi for &

fastsla diagnose (7, s. 101).

1.9 Systemisk lupus erythematosus (SLE)

Systemisk lupus erythematosus (SLE) er en systemisk autoimmun sykdom som kan angripe
alle organer og organsystemer. Produksjonen av autoantistoffer er uttalt, der antinukleere
antistoffer (ANA) pavises hos ca. 95%. ANA er derfor viktig i diagnostikken av SLE (7, s.
99-100).

1.9.1 Epidemiologi

En studie fra Oslo gjennomfart over en 9-arsperiode fra 1999 til 2008 (Lerang og
medarbeidere) viste en gjennomsnittlig arlig insidens av SLE i Norge pa 3,0 pr. 100.000
innbyggere og prevalens pa 52,8 pr. 100.000 innbyggere (91,0 for kvinner og 10,7 for menn).
SLE er saledes betydelig vanligere hos kvinner. Kvinnene hadde to insidenstopper. Farste
topp var mellom 16-29 ar, den andre mellom 50-59 ar. Kvinner mellom 16-39 ar hadde en
signifikant hgyere insidens sammenlignet med kvinner eldre enn 60 ar, altsa er SLE en

sykdom som ofte rammer yngre kvinner med mange levear foran seg. Menn hadde hgyest



insidens mellom 50-59 ar (11). Dette er ssmmenlignbart med en studie fra Nord-Norge med
arlig insidens pa 2,7/100 000, prevalens pa 67/100 000 og der ca. 1/800 fertile kvinner
(mellom 15-50 ar) har sykdommen SLE (12).

En annen studie av Lerang og medarbeidere viste at fem -og ti ars overlevelse var signifikant
redusert hos SLE-pasientene sammenlignet med den gvrige befolkningen. Av alle SLE-
pasientene som dgde mens studien foregikk var gjennomsnittlig alder ved dedsfall 63 ar,
mens for de matchede kontrollene var den 77 ar. Selv om de kvinnelige SLE-pasientene
hadde en relativ god 10-ars overlevelse (95% vs. 97% for kontrollene) dgde en femtedel av
SLE-pasientene far de var fylt 40 ar gamle (13). En nord-norsk studie med tall fra 1978-1996
viste 5- 0og 10 ars overlevelse pa henholdsvis 92% og 75% (14).

1.9.2 Kliniske manifestasjoner

| utgangspunktet er alle organsystemer i kroppen potensielle mal for skade av
sykdomsprosessene relatert til SLE (15). SLE omtales som en av «de store imitatorene» innen
medisinen ettersom det kliniske bildet vil variere betydelig avhengig av hvilke organer som
affiseres. Likevel regnes sentralnervesystemet, pleura, perikard, ledd, nyrer og hud som
predileksjonssteder for affeksjon ved SLE. Inflammasjon i de ulike organene vil gi ulike
sykdomsmanifestasjoner og symptomer. Ved sykdomsdebut vil noen pasienter presentere
generelle symptomer i form av nedsatt allmenntilstand, feber, vekttap og leddsmerter. Andre

vil debutere med for eksempel glomerulonefritt uten andre symptomer (7, s. 94-99).
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Figur 5 Kliniske manifestasjoner av SLE.
Kilde: Medical news today. Lupus: causes, symptoms and research. http://www.medicalnewstoday.com/info/lupus
(13.05.2017)

Affeksjon av sentralnervesystemet ved SLE kan gi bade inflammasjon eller trombose og
iskemi. Klinisk vil dette kunne gi seg utslag som ulike nevrologiske og psykiatriske
symptomer, blant annet fokalnevrologiske utfall (pareser og epilepsi), psykiske symptomer
(organisk hjernesyndrom, psykoser, fatigue, depresjon) og hodepine. Psykiske symptomer ved
SLE kalles ogsa nevropsykiatrisk SLE (16). De nevropsykiatriske manifestasjonene er relativt
vanlige, og kan oppsta ofte tidlig i sykdomsforlgpet. En kanadisk kohortstudie fra 2007
inkluderte pasienter fra det gyeblikket de fikk sin SLE-diagnose, og man fant at 28% av
pasientene hadde hatt minst én nevropsykiatrisk hendelse ved diagnosetidspunkt. Utvikling av
nevropsykiatrisk SLE er ogsa av stor betydning for livskvaliteten til pasientgruppen (17).

Ved affeksjon av pleura er vanligste manifestasjon pleuritt med veeskedannelse, med
symptomer som dyspné, hoste og eventuelt smerter ved inspirasjon. En gresk studie viste at
13,6% av de mannlige pasientene og 9% av de kvinnelige pasientene hadde pleuritt ved
diagnosetidspunkt, men de farste fem arene etter diagnose var det mindre vanlig med pleuritt.

Pleuritt er vanligere enn parenkymatgs lungesykdom (18).


http://www.medicalnewstoday.com/info/lupus

Kardiovaskular affeksjon er ikke uvanlig ved SLE, der perikarditt opptrer hyppigst. Dette kan
pavises hos over halvparten av pasientene, selv om kun en fjerdedel har kliniske symptomer
pa perikarditt (19). Ved perikarditt kan pasienten oppleve dyspné og eventuelt brystsmerter.
Ved auskultasjon vil man kunne hgre gnidningslyd over hjertet. Videre er hjerte-karsykdom
sentral arsak til dedsrisiko og ded hos pasienter med SLE; hele 30% av SLE-pasientene dgr
som falge av et myokardinfarkt. | tillegg har pasienter med SLE fem ganger gkt risiko for
myokardinfarkt i forhold til normalbefolkningen, samt at de utvikler dette ved en signifikant
lavere alder (45 vs. 69 ar) (20, 21).

Nesten alle pasientene opplever leddsmerter, men tenosynovitt opptrer hyppigere enn artritt
(7, s. 95). Jaccoud-deformiteter, ogsa kalt Jaccouds artropati, er en form for deformitet som
sees relativt hyppig hos SLE-pasientene. Hendene affiseres hyppigst, og pasientene utvikler
feilstillinger i form av subluksasjoner i MCP-ledd, «svanehals-deformiteter» og ulnar
deviasjon av fingre. Feilstillingene skyldes ikke erosjon, men kommer som fglge av kronisk
inflammasjon med periartikulzer hevelse og fibrose sammen med slappe ligamenter og
ubalansert muskulatur. De skiller seg derfor fra deformitetene som sees ved revmatoid artritt,

hvor erosjon er underliggende arsak (22).

Figur 6 Jaccoud-deformitet ved SLE
Kilde: Mittermayer S, Machicado V. Jaccoud’s arthropathy. The New England Journal of Medicine.
http://www.nejm.org/doi/full/10.1056/NEJMicm1410743#t=article (25.05.2017)

Selv om SLE er en sykdom assosiert med bade sykdomsbyrde og dedelighet finnes stor
variasjon i alvorlighetsgrad blant pasientene. Utvikling av nyresykdom i form av lupus-nefritt

er av stor betydning for overlevelse.
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Av alle SLE-pasienter vil 30-50% utvikle nefritt i lapet av de farste 5 sykdomsar (7, s. 98).
16% av pasientene har nefritt ved diagnosetidspunkt. Flere menn og pasienter med ikke-

europeisk opphav utvikler nefritt (23).

Man har observert en 10-ars overlevelse pa 95% ved komplett remisjon av nefritt, 76% ved
partiell remisjon og 46% ved ingen remisjon. Tallene tilsier at selv en partiell remisjon ved

lupus-nefritt er assosiert med en signifikant bedre pasientoverlevelse sammenlignet med ingen

remisjon, der prognosene er darlige (24).

Huden er et malorgan som affiseres av sykdommen pa en rekke ulike mater. Kutane
manifestasjoner kan komme til uttrykk som karakteristisk sommerfugl-eksantem, men
urticaria, purpura og bullae er heller ikke uvanlig. En stor andel av pasientene opplever
solgmfintlighet (7, s. 97-98).

Kutane manifestasjoner utgjar derfor ogsa 4 av de 17 SLICC-kriteriene fra 2012 for SLE;

akutt kutan lupus, kronisk kutan lupus, orale ulcerasjoner og ikke-arrdannende alopecia (9).

Figur 7 Karakteristisk sommerfugl-eksantem ved SLE
Kilde: Web MD. A visual guide to understanding lupus. http://www.webmd.com/lupus/ss/slideshow-lupus-overview
(14.05.2017)

1.9.3 Kilassifikasjonskriterier

ACR 1997-klassifikasjonskriterier for SLE, krever 4 av fglgende 11 kriterier for & veere
oppfylt:
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- Malart utslett (erytem malart som sparer nasolabiale furer, «<sommerfugl-
eksantem»)

- Diskoid utslett (erytematese forandringer, ofte med avskalling)

- Fotosensitivitet (utslett etter sol-eksponering)

- Orale ulcera (evt. nasofaryngeale)

- Artritt (non-erosiv artritt i to eller flere ledd)

- Serositt (pleuritt eller perikarditt)

- Nyresykdom (proteinuri eller cellesylindre)

- Nevrologisk sykdom (kramper eller psykose)

- Blodsykdom (hemolytisk anemi, leukopeni, lymfopeni eller trombocytopeni)

- Immunologisk forstyrrelse (anti-DNA-antistoff, anti-Sm-antistoff, eller anti-
fosfolipid antistoff)

- Antinukleart antistoff (ANA) (7, s. 275, 25).

1.9.4 Patofysiologi

Sykdommen utviser stor bredde bade i forhold til kliniske trekk og arsaksfaktorer. | dag
tenker man at det foreligger en multifaktoriell etiologi der genetisk disposisjon, miljgmessige
faktorer (infeksjoner og toksiner) og bade det ikke-adaptive og det adaptive immunforsvar er
involvert. Dette inkluderer forstyrrelser i reguleringen av cytokiner, komplementkaskaden, B-
celleimmunitet og T-cellesignalering. Men det finnes mye som fremdeles ikke er klarlagt, og
sykdommens heterogenitet har gjort det vanskelig & fa en forstaelse for den komplette

sykdomsmekanismen (26).

SLE er assosiert til problemer med & kvitte seg med apoptotisk materiale, som kan veere
DNA-materiale fra dade celler. Apoptose er programmert celleded, og dgende celler uttrykker
signaler for a tiltrekke makrofager og dendrittiske som stimulerer de sirkulerende
immunceller til fagocytose. Dersom fagocyttene ikke klarer a fjerne apoptotisk materiale
effektivt vil fragmenter av nuklezre partikler kunne fanges av antigenpresenterende celler, og
via interaksjon med T- og B-celler vil dette til slutt fare til utviklingen av antinuklezere
antistoffer (ANA) som er typiske for sykdommen. Disse antistoffene vil kunne infiltrere

mange ulike typer vev og gi vevsskade (15).

12



1.9.5 SLE og cytokiner

Av Kjente involverte cytokiner i den inflammatoriske prosessen er blant annet B-lymfocytt
stimulator (Blys), interleukin (IL6), IL17 og IL18, type 1 IFN, TNF-alfa og TGF-beta.
Ytterligere kunnskap om cytokinenes rolle vil kunne gi muligheter for klinisk bruk, bade i
forhold til diagnostikk og relasjon til sykdomsaktivitet (15). Fortsatt vet vi lite om akkurat hva
som initierer sykdommen. De fleste av reseptorene og signalmolekylene har blitt identifisert,

men hva som i utgangspunktet setter den autoimmune aktiveringen i gang er uvisst (26).
1.9.6 Medikamentell behandling ved SLE

Per dags dato finnes ingen kurativ behandling for SLE. Basisbehandlingen av SLE er i dag

antimalariamidler, vanligvis hydroksyklorokin (7, s. 103).

Alvorligere sykdom med f.eks. renale og nevropsykiatriske manifestasjoner krever
kombinasjonsbehandling av steroider og immunosuppressiva som cyklofosfamid
(cytostatikum (27), azatioprin (immunsuppressivt middel (28), metotreksat (cytostatikum (29)
og mycofenolat (immunsuppressivt middel (30) (31).

I 2011 godkjente amerikanske «US Food and Drug Administration» (FDA) for ferste gang et
medikament spesifikt for behandling av SLE. Dette medikamentet, Belimumab, er et
monoklonalt antistoff som binder og ngytraliserer B-lymfocytt stimulator (Blys, ogsa kjent
som BAFF). Men en betydelig andel av SLE-pasientene har ikke effekt av Belimumab, derfor
er det fortsatt i stor grad ikke-malrettet og generell immunsuppresjon som gis ved behandling
for sykdommen (32, 33).

1.10 Granulomatgs polyangiitt (GPA)

Granulomates polyangiitt (tidligere kalt Wegener’s granulomatose) er en annen kronisk,
systemisk autoimmun sykdom. Ubehandlet har sykdommen en hgy mortalitet, samtidig som
nyere behandlingsstrategier gir risiko for behandlingsrelatert morbiditet (34, 35).
Antingytrofile cytoplasmiske antistoffer (ANCA) spiller en sentral rolle i patogenesen til

sykdommen, og den klassifiseres derfor som en av flere ANCA-assosierte vaskulitter (AAV).
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1.10.1 Epidemiologi

Epidemiologien til ANCA-assosiert vaskulitt (AAV) varierer geografisk. GPA opptrer
hyppigere hos kaukasiere enn gvrige raser, og er vanligst i Nord-Europa. En engelsk-japansk
studie fra 2011 viste at den gjennomsnittlige arlige insidensen av AAV fra 2005-2009 var
21,8 per million voksne i Storbritannia (36). Prevalensen av GPA har siden ar 2000 veert 160
per million i Nord-Europa. Den hgyeste insidensen finnes hos menn mellom 60-70 ar, dog
finnes liten forskjell mellom kjgnnene (37). Risikofaktorer for sykdommen er visse
medikamenter som propylthiouracil (gis mot hypertyreose), infeksjoner (inkludert s. aureus-
infeksjon) samt genetisk predisposisjon (38).

1.10.2 Kliniske manifestasjoner

I den klinisk klassiske triaden hos pasienter med GPA inngar granulomatgs, nekrotiserende
inflammasjon i luftveiene, fokal glomerulonefritt og nekrotiserende vaskulitt. Tidligere delte
man pasientene inn i undergrupper pa bakgrunn av om de hadde symptomer fra gvre luftveier,
lungene eller nyrene. Dog er en blanding av symptomer fra de ulike organsystemene det
vanligste (7, s. 110-111).

Wegener's Granulomatosis
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Figur 8 Kliniske manifestasjoner av granulomatos polyangiitt, tidligere kalt Wegener’s granulomatose.

14



Kilde: Vasculitis Europe. GPA granulomatosis with polyangiitis http://www.vasculitis.eu/gpawegener.html (15.05.2017).

GPA vil typisk ha to faser. Den initiale fasen vil ofte utgjeres av sykdomsutslag i grer, nese
og svelg (34, 35). Far det har blitt satt en diagnose vil mange av pasientene vere plaget av
symptomer fra grer, nese, hals og luftveier. De opplever nesetetthet, grebetennelser og
residiverende bihulebetennelser, sistnevnte som vanligste symptom. Mange utvikler
ulcerasjoner i nesa og det kan sees destruksjon nesebrusk med utvikling av karakteristisk

sadelnese. Ved affeksjon av lungene med granulom-dannelse kan pasienten oppleve

hemoptyse, hoste og dyspne (7, s. 110).

Figur 9 17 &r gammel kvinne med sadelnese-deformitet

Kilde: Research Gate. Saddle nose deformity https://www.researchgate.net/figure/23258140 fig3_A-17-year-old-woman-

with-Wegener-granulomatosis-and-a-severe-saddle-nose-deformity-A-and (15.05.2017)

Den alvorlige og generaliserte fasen karakteriseres av raskt progressiv glomerulonefritt,
pulmonal blgdning og/eller artritt (34, 35). Typisk ved renal affeksjon av GPA er segmental
nekrotiserende glomerulonefritt, ofte med halvmanedannelse. Dette gir hematuri, proteinuri
og hos noen redusert filtrasjon over glomeruli med redusert nyrefunksjon. I verste fall utvikler
pasienten nyresvikt og vil matte behgve dialyse (7, s. 110). Prognosen for dialysekrevende
pasienter med GPA er darlig. En europeisk studie fra 2007 sa pa denne gruppen, og de

observerte at 25% av pasientene var dgde etter et ar (39).

Vaskulitt er karakterisert av den histologiske triaden leukocytt-infiltrasjon, fibrinoid nekrose

av blodareveggen og trombotisk vaskular okklusjon.
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Nar store arer er involvert og kun deler av areveggen er affisert kan inflammasjonen fare til
svakhet, og det dannes et aneurisme i stedet for en okklusjon. De mest alvorlige og potensielt
dedelige konsekvensene av sykdommen varierer derfor mellom infarkt i vitale organer og

blgdning som felge av et rumpert aneurisme (40).
1.10.3 Klassifikasjonskriterier

ACR-klassifikasjonskriterier for GPA, krever 2 av falgende kriterier for a veere oppfylt:

- Urinsediment med erytrocytturi/rade blodlegemesylindre
- Rantgen thorax: noduli, kaviteter, infiltrater

- Orale ulcera eller nesetetthet

- Histologisk pavist granulomates infiltrasjon (10)

1.10.4 Patofysiologi

Sykdommens etiologi er uklar. Men bade det medfadte og det adaptive immunforsvaret har
en funksjon i sykdomsmekanismene til GPA (35). Det er uklart hvordan ANCA utvikles, men
B-celler er sentrale bade som forlgpere for de ANCA-produserende plasmacellene, og mulig
ogsa som antigenpresenterende— og cytokinproduserende celler. Patogenesen til de
vaskulittiske prosessene ved GPA og deres assosiasjon med ANCA er relativt godt forstatt,

men det samme gjelder ikke for den granulomatgse delen av sykdommen.
1.10.5 GPA og cytokiner

I granulomene hos pasienter med GPA kan man vanligvis se makrofager, ngytrofile
granulocytter og lymfocytter. T-cellene er vanligvis av Thl-type, og de skiller blant annet ut
cytokinene IFN-y og TNF-a (34). Den granulomatgse inflammasjonen i GPA er altsa primaert
drevet Thl-cytokiner (41). TGF-B1 er immunregulerende cytokiner som kan nedregulere

responsen til Thl-celler.
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1.10.6 Medikamentell behandling ved GPA

Behandling av GPA inndeles i tre faser; induksjon av remisjon, vedlikeholdsbehandling og
residivbehandling. Behandling bestar avimmunmodulerende legemiddel som kortison, ulike
former av cytostatika (som cyklofosfamid, metotrexat og azatioprin) og/eller rituximab (42).
Rituximab er et monoklonalt CD20 (B-celle)-antistoff.

Det ble godkjent av amerikanske «US Food and Drug Administration» (FDA) i 2011 for
vedlikeholdsbehandling av alvorlig GPA. Rituximab er derfor et alternativ til generelle
immunsuppresive medikamenter ved GPA. Det har, i motsetning til de andre

behandlingsalternativene, en direkte virkningsmekanisme rettet mot B-cellene (43).
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2 Formal

Formalet med studien er todelt; & undersgke om det er forskjell i serumkonsentrasjoner av
TGF-p hos pasienter med systemisk lupus erythematosus og granulomates polyangiitt, samt
om de er en forskjell i serumkonsentrasjonen mellom disse pasientgruppene og friske

kontroller.
3 Materiale

Pasientene i studien er inkludert fra Tromsg Lupus cohort. Denne inkluderer opplysninger for
pasienter fra revmatologisk avdeling eller poliklinikk ved UNN, Finnmarksykehuset,
Rehabiliteringssenteret Nord-Norges Kurbad og friske kontroller. Alle har samtykket til
deltakelse i studier. Regional etisk komite (REK) har godkjent prosjektet (2015/1400).
Deltagerinformasjon og prgvemateriale (serum) er hentet fra Generell biobank for
revmatologisk sykdommer, godkjent av REK (2014/1888), ved Revmatologisk laboratorium,
Ben- og ledd forskningsgruppe ved Helsefak, UiT.

Pasientene med SLE oppfylte ACR97 klassifikasjonskriterier og pasientene med GPA
oppfylte minst 2 av sine respektive ACR-kriterier. Ved analyse av IFN-y ble det inkludert er
48 pasienter med SLE, 60 pasienter med GPA og 39 friske kontroller. Ved analyse av TGF-3
er det inkludert 91 pasienter med SLE, 30 pasienter med GPA og 38 friske kontroller.
Eksklusjonskriterier er pasienter med kroniske psykiske sykdommer eller alvorlige somatiske

sykdommer.
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4 Metode

Oppgaven er en tverrsnittstudie. Serumskonsentrasjon av IFN-y og TGF- er malt med
DuoSet ELISA Human, en form for Sandwich-ELISA. Dog fikk vi ingen utslag pa kjeringene
av IFN-y i noen av utvalgene. De er derfor ikke beskrevet naermere i oppgaven, men mulige
arsaker til dette er draftet under «diskusjon». Datamaterialet er analysert med t-test.
Statistiske analyser er gjort med SPSS v24.0.

I de fglgende avsnittene vil grunnlaget for ELISA-metodikken samt bakgrunn for de
statistiske beregningene presenteres. Deretter falger en beskrivelse av hva som er
gjennomfart, bade av laboratoriearbeid og statistiske beregninger. Detaljert protokoll for
ELISA-kjgringene ligger vedlagt (vedlegg 10 og 11). Det er laget en egen ordliste til den

laboratorierelatert delen av studien (vedlegg 9).

4.1 ELISA-teknikk

ELISA star for «<Enzyme linked immunosorbent assay». Det er en analysemetode som benytter
antistoffer sammen med en enzymreaksjon for a bestemme tilstedeveerelse eller kvantitet av
en komponent (et antigen) i en pragve. Det benyttes plater med separerte kamre eller
«brgnner», standard er 96-brgnnsplater. Den enkleste formen for ELISA er sakalt direkte
ELISA. Antigener, pravens analytt, festes til overflatene i brgnnene. Deretter tilsettes
antistoff som binder til antigenet. Dette antistoffet er koblet til et enzym, og i det siste steget
av analysen vil enzymets substrat tilsettes. Den pafalgende enzymreaksjonen produserer et
detekterbart signal, vanligvis en fargeforandring i substratet. Dette signalet indikerer
kvantiteten av antigen i praven, som regel ved hjelp av en pafalgende spektrofotometrisk
analyse (44).

En ulempe ved den direkte ELISA-metoden er at antigen-festingen til overflaten av brgnnen
er uspesifikk. Nar serum brukes som kilde til antigen kan i prinsippet alle proteinene i prgven
feste seg til plastbrgnnenes overflate. Sma konsentrasjoner av analytt i serum ma konkurrere
med andre serumproteiner nar de binder til brannens overflate.Sandwich-ELISA lgser dette
problemet ved at det brukes et «fangende antistoff», capture antibody, spesifikt for analytten
for & dra det ut av serumets molekylare mikstur. Overflatene av brgnnene ma derfor

forberedes ved at fangende antistoff tilsettes.

19



I tillegg ma alle andre frie overflater blokkeres ved hjelp av en sakalt «blocker». Dette
muliggjer optimale undersgkelser med en hgy tetthet av fangede antistoff pa overflatene. Uten
blocking ville ulike andre komponenter av prgven binde til overflaten, noe som kan fare til
falske resultater eller hgye bakgrunnssignaler. Det klassiske valget av blocker er BSA (bovine
serum albumin). Deretter kan antistoff, detection antibody, tilsettes. Ved deretter a tilsette et
enzym (for eksempel streptavidin-HRP) og til slutt en substratlgsning vil farge utvikle seg
proporsjonalt med mengden bundet analytt (45-47)

Substrate

6 Substrate )
Substrate
SUbSUHte \ Secondary Antibody Inhlb\tor O (
Conjugate \ Antlgen

’ P
/)k\ zg:lzrgyatAeHUbOdy ) \ /::aptumAntlbody / \

DIRECT ELISA INDIRECT ELISA SANDWICH ELISA COMPETITIVE ELISA

Figur 10 Illustrasjon av ELISA-metodikk

Kilde: Boster. ELISA fundamental principles, how ELISA works https://www.bosterbio.com/protocol-and-

troubleshooting/elisa-principle (17.08.2016)

4.2 Analyser pa laboratoriet

Laboratorieanalysene ble gjennomfart pa Revmatologisk laboratorium (Universitetet i
Tromsg) og gjennomfart med to kommersielle DuoSet ELISA-kits fra R&D Systems (48, 49).

For ordliste og detaljert protokoll for ELISA-kjaringene, se vedlegg 9-11.

Type analyse: Antall SLE- Antall GPA- Antall friske
pasienter pasienter kontroller

DuoSet ELISA Human 48 60 39

IFN-y

DuoSet ELISA Human 91 30 38

TGF-p1
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Tabell 1 Gjennomfarte laboratorieanalyser

4.3 Statistiske metoder

Variablers maleniva gir uttrykk for hvor nyansert og detaljert informasjon variabelen gir, samt
hvilke metoder som kan brukes i analyser av denne. Variabler kan settes til ett av tre
malenivaer; nominalt niva, ordinalt niva eller intervallniva. Malinger pa intervallniva gir mer
informasjon enn malinger pa nominal- og ordinalnivaet (50, s. 8-10, 51, s. 32-33). | denne
studien hadde vi bade nominale variabler (diagnose, kjenn) og kontinuerlige intervallvariabler
(alder, niva av TGF-B).

Nar man bruker statistikk for & kunne svare pa en hypotese vil man avgjgre hvor sannsynlig
det er at observerte forskjeller skyldes tilfeldig variasjon. Ofte benyttes en terskel pa 5% for
konfidens; kun nar det er en 5% sjanse (eller 0,05 sannsynlighet) for a fa et visst datamateriale
dersom intet utfall eksisterer, kan vi veere sikre nok til a si at utfallet eksisterer. Denne
konfidensterskelen skrives som p <0,05 (50, s. 60-61). Vi har ogsa benyttet en
konfidensterskel for statistisk signifikans pa p <0,05 i studien. Utvalgsstarrelse pavirker
hvorvidt en forskjell mellom utvalg blir signifikante eller ikke. I store utvalg vil selv sma
forskjeller kunne veere signifikante, og i sma utvalg vil store forskjeller kunne veere ikke-
signifikante (50, s. 43-44). Vare utvalg var alle pa 30 eller flere, dog var utvalgene relativt

o

sSma.

Ved statistiske beregninger opererer en ogsa med det som kalles standardavvik (eng.
«standard deviation», forkortet SD), som er et mal pa den gjennomsnittlige spredningen i et
utvalg. Et lite SD (relativt til starrelsen pa gjennomsnittet) indikerer at dataene er nert
gjennomsnittet. Et stort SD indikerer at dataene er langt fra gjennomsnittet. Dersom
gjennomsnittet er en god representasjon for datamaterialet vil de fleste av scorene veere i en
klynge nart gjennomsnittet, og standardavviket vil vare lite (50, s. 26-27).
Konfidensintervaller (K1) forteller oss sannsynligheten for at de gitte intervallene innbefatter
den sanne verdien til parameteren vi praver a estimere. Det er en sammenheng mellom
konfidensintervaller og statistisk signifikans (50, s. 71). Vi oppgir bade standardavvik og

konfidensintervaller i resultatene.
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For & kunne trekke konklusjoner pa bakgrunn av statistikk er vi avhengige av a benytte
passende statistiske modeller eller tester som ngyaktig gjenspeiler det observerte datasettet.
Hvilken statistikktest en bruker for a teste en observert forskjell avhenger av flere forhold.
Dette inkluderer dataenes maleniva, om en sammenligner forskjellige utvalg eller om det
foreligger flere malinger av de samme personene (pardata). Sentralt er ogsa sterrelsen pa
utvalgene, og hvor mange utvalg som sammenlignes. Vi har benyttet T-test i vare
beregninger, som er passende ettersom utvalgene er relativt sma og vi har data pa
intervallniva (51, s. 86-88).

5 Resultater

5.1 Kjgnns- og aldersfordeling i utvalgene

SLE GPA Kontroll
Kjgnnsfordeling Kvinner n = 80 Kvinner n = 12 Kvinner n = 28
Mennn =11 Mennn =18 Mennn =10
Totaltn =91 Totalt n =30 Totalt n = 38
Gjennomsnittlig alder 48 ar (SD + 15) 50 ar (SD + 13) 44 ar (SD + 14)

Tabell 2 Kjgnns- og aldersfordeling i utvalgene

Ved analyse av TGF-B1 var det inkludert 91 pasienter med SLE (88% kvinner), 30 pasienter
med GPA (40% kvinner) og 38 friske kontroller (74% kvinner). Av pasientene med SLE var
det 11 menn og 80 kvinner, av pasientene med GPA var det 18 menn og 12 kvinner og blant
kontrollene var det 10 menn og 28 kvinner,

Gjennomsnittlig alder var 48 ar for pasientene med SLE, 50 ar for pasientene med GPA og 44

ar for kontrollene.
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5.1.1 T-test for aldersfordeling i utvalgene

SLE/GPA SLE/kontroll GPA/kontroll
t -0,82 -1,16 -1,73
p-verdi 0,412 0,248 0,088
95% K [-8.71, 3.59] [-9.16, 2.39] [-12.79, 0.91]
Standardfeil 3,11 2,98 3,43

Tabell 3 T-test for aldersfordeling i utvalgene

Vi fant ingen signifikant forskjell i alder mellom noen av de ulike gruppene (p=0,4,p=0,2

og p = 0,08).

5.2 Nivaav TGF-B (pg/mL) i serum

SLE

GPA

Kontroll

695,63 (SD + 192)

655,19 (SD + 277)

977,80 (SD + 219)

Tabell 4 Gjennomsnittlig niva av TGF-beta i serum (pg/mL)

Pasientene med SLE hadde gjennomsnittlig 696 pg/mL, pasientene med GPA 655 pg/mL og

kontrollene hadde gjennomsnittlig 978 pg/mL TGF-p i sine serumprgver.
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Box-plot; gjennomsnittlig serum-niva av TGF-beta

1500,00

1000,00

TGF-beta (pg/mL)

500,00

144
(s}

00

1
Kontroll

T
SLE
Diagnose

GPA

Figur 11: Niva av TGF-p i serum er lavere hos pasientene med SLE (p = 0,000) og GPA (p = 0,000) sammenlignet med
friske kontroller. Det var ingen signifikant forskjell i niva av TGF-B hos pasientene med SLE og pasientene med GPA (p =

0,375).

Resultatene er presentert i et box-plot. Sentrum av boksen er medianen (sort linje), resten av boksen representer grensene for
hvor 50% av observasjonene faller (eng. «interquartile range», IQR). Strekene ut fra boksen representerer de gverste og
nederste 25% av scorene. Markert med en sirkel og tall er «outliers», som er scorer som er stgrre enn gvre kvartil pluss 1,5

ganger IQR. Disse er ekskludert ved beregning av kvartilene.

5.2.1 T-test for niva av TGF-B i utvalgene

SLE/kontroll SLE/GPA GPA/kontroll
t 0,89 7,29 5,37
p-verdi 0,000 0,375 0,000
95% K [205.62, 358.73] [49.52, 130.41] [202.57, 442.66]
Standardfeil 38,69 45,43 60,13

Tabell 5 T-test for gjennomsnittlig niva av TGF-beta i gruppene
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Pasientene med SLE hadde signifikant lavere verdier av TGF-p sammenlignet med
kontrollene (p = 0,000). Ogsa pasientene med GPA hadde signifikant lavere verdier i forhold
til kontrollene (p = 0,000). Det var ingen signifikant forskjell mellom pasientene med SLE og
pasientene med GPA (p = 0,375) (figur 10 og tabell 6).

6 Diskusjon

Vi fant at TGF-p har lavere konsentrasjon i serum bade ved SLE og GPA sammenlignet med
friske kontroller. Dette underbygger tidligere funn hos pasienter med systemisk lupus

erythematosus, og er ny kunnskap om pasienter med granulomatgs polyangiitt.

I 2010 ble det gjennomfart en tverrsnittstudie ved Universitetssykehuset Nord-Norge
(Becker-Merok, Eilertsen, Nossent). De undersgkte en rekke inflammatoriske og
immunmodulerende cytokiner for & bestemme deres verdi som biomarkgarer ved SLE,
inkludert TGF-B. Man fant her at pasienter med SLE hadde lavere nivaer av TGF-B1 og IL-1B
sammenlignet med friske kontroller. Det fantes ingen konsekvente sykdomsassosiasjoner for
de andre undersgkte cytokinene (52). | en polsk studie fra 2009 undersgkte de serumnivaer av
flere angiogene cytokiner hos SLE-pasienter, heriblant TGF-B. Her fant man ingen signifikant
forskjell i nivaer mellom den totale SLE-gruppen og de friske kontrollene, men de
nydiagnostiserte SLE-pasientene hadde signifikant lavere nivaer av serum-TGF-B
sammenlignet med de friske kontrollene (53). Allerede sent pa 90-tallet paviste Ohtsuka og
medarbeidere lave nivaer av TGF-B i lymfocytt-cellekulturer fra SLE-pasienter (54). Den
samme forskningsgruppen undersgkte sammenhengen mellom niva av TGF-B og

sykdomsaktivitet hos SLE-pasientene, men kunne her ikke pavise en sammenheng (55).

Gen-polymorfisme er det samme som genetisk variasjon. Da finnes to eller flere varianter av

et gen hos en viss andel av befolkningen. Dette kan ogsa forekomme i delene av DNA-et som
koder for et bestemt protein eller styrer produksjonen av molekyler i kroppen. Derfor vil man
0gsa se at proteiner og molekyler finnes i ulike mengder hos ulike individer (56). Forskjeller i
cytokin-profil mellom individer ser ut til & i alle fall delvis skyldes genetisk variasjon i de

regulatoriske regionene av cytokin-genet.
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Klinikken ved sykdommer der immunforsvaret er involvert ser ut til & veere pavirket av
balansen i produksjonen mellom pro-inflammatoriske og anti-inflammatoriske cytokiner. Det

har derfor veert stor forskningsinteresse knyttet til gen-regulering av cytokinuttrykk (57).

Flere forskere har undersgkt gen-polymorfismer knyttet til TGF-p1 hos SLE-pasienter. Wang
0g medarbeidere fant i sin studie en sammenheng mellom en spesifikk gen-polymorfisme i
TGF-B1 genet kalt T869C, og utviklingen av auto-antistoffer hos pasienter med SLE. Men de
kunne ikke finne noen sammenheng mellom serum-niva av TGF-B1 og T869C (58). Heller
ikke Sayed og medarbeidere kunne finne en sammenheng mellom T869C og SLE, men de
kunne pavise signifikant lavere nivaer av TGF-B1 hos pasientene med sékalt TT-genotype
sammenlignet med CC-genotype, spesielt i kombinasjon med polymorfismen T869C.
Serumnivaene av TGF-p var signifikant lavere hos SLE-pasientene, spesielt pasientene med
lupus-nefritt (59). 1 2004 undersgkt Lu og medarbeidere 5 ulike polymorfismer i TGF-B1-
genet samt serumniva av cytokinet hos SLE-pasienter og matchede, friske kontroller. De fant
i likhet med de fleste andre studier lave serumnivaer av TGF-B1 hos SLE-pasientene, og enda
lavere nivaer hos SLE-pasientene som hadde utviklet lupus-nefritt. Men det var ingen
assosiasjon mellom de undersgkte polymorfismene og utvikling av SLE med eller uten lupus-
nefritt. De konkluderte med at det behgves flere studier for a fastsla om de lave
cytokinnivaene skyldes genetiske forhold (polymorfismer) eller om nivaene er en fglge av
pagaende cellulzre interaksjoner der cytokinet forbrukes (60). Polymorfisme til TGF-B1 er
ikke undersgkt hos SLE pasientene i denne studien, og da det er sprikende funn i andre studier
er det sannsynligvis ikke sammenheng mellom T869C og SLE. Pasientene med SLE i var
studie er ikke gruppert med- og uten lupus-nefritt, men siden andre studier viser en Kklar
sammenheng mellom TGF-B1niva i serum og lupus nefritt, ville det veert relevant a forske

narmere pa dette.

En tysk tverrsnittstudie gjennomfart i 2001 av Murakozy et. al. undersgkte om visse former
for genetisk variasjon (polymorfisme) i genene som koder for angiotensin-converting enzyme
(ACE), TGF-B1 og interleukin-10 (IL-10) opptrer med ulik frekvens hos pasienter med GPA i
forhold til kontroller. De fant en trend mot at pasientene med GPA hadde genotyper assosiert
med redusert frigjgring av 1L-10 og TGF-p1.
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Funnene var ikke-signifikante, men styrker likevel hypotesen om at ulike immunregulerende
cytokin-mgnstre, som fglge av gen-polymorfismer, kan vare involvert i patogenesen ved
GPA (61). Dog finnes sprikende resultater. En nederlandsk studie fra 1996 viste hgye nivaer
av TGF-p i plasma og cellekulturer fra pasienter med ANCA-assosiert vaskulitt, inkludert
pasienter med GPA. Niva av TGF-p i plasma korrelerte med andre parametre som CRP,
leukocytt-tall og senkningsreaksjon (62). Ved sgk i PubMed kan jeg ikke finne studier som
har pavist lave serumnivaer av TGF-B hos pasienter med GPA. Assosiasjonen mellom TGF-
og GPA er i liten grad undersgkt tidligere, og det behgves flere studier for eventuelt & kunne
underbygge en hypotese om lave serum-nivaer av TGF-B hos denne pasientgruppen som ledd

I sykdomsmekanismen.

Vi fikk ikke utslag pa ELISA-kjaringene for IFN-y, verken hos pasientutvalgene eller
kontrollene. Ved sgk i PubMed for studier der serum-IFN-y er analysert med ELISA fant jeg
ingen studier der dette er gjort pa pasienter med SLE eller GPA med positivt resultat. Men det
finnes studier der dette er gjort pa andre pasientgrupper (med positivt resultat), blant annet
pasienter multippel sklerose (MS) (63), dengue-feber (64) og depressive lidelser (65). Dette
tyder pa at det skal veere mulig & pavise IFN-y i serum. En japansk studie fra 2007 undersekte
cellekulturer av perifere T-celler og deres uttrykk av IFN-y med ELISA-metodikk, og fant at
SLE-pasientene hadde signifikant hgyere nivaer av IFN-y (66). En israelsk studie fra 1997
undersgkte gen-uttrykk i perifere mononuklezre celler og man fant at SLE-pasientene hadde
en hyperaktivitet i sitt IFN-y-gen (67). Det anses derfor som sannsynlig at IFN-y kan ha en
rolle i patogenesen ved SLE. Flere studier har ogsa pekt i retning av at IFN-y inngér i
sykdomsmekanismen ved GPA. Den sakalte IFN +874 genotypen har blitt pavist med gkt
hyppighet hos pasienter med GPA, sa&rlig pasientene med nyresvikt i endestadiet (68). IFN-y
ser ogsa ut til & vaere en sentralt cytokin ved dannelsen av den granulomatgse inflammasjonen
ved GPA (69, 70). Det er mulig at vi ikke fikk resultater pa grunn av konsentrasjonen av IFN-
v i serum ikke var mélbar, feil i ELISA-Kit eller feil i metoden. Analysene er gjennomfart ved
Revmatologisk laboratorium under Ben- og ledd forskningsgruppe ved Helsefak,
Universitetet i Tromsg. Laboratoriet har lang erfaring med cytokin-analyser, noe som gjar
metodefeil mindre sannsynlig. Analysene burde gjentas med nye ELISA-kit far vi kan
konkludere med arsak til resultatsvikt.
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En svakhet ved denne studien er at vi hadde inkludert et lavt antall pasienter og kontroller,
spesielt pasienter med GPA og friske kontroller (30 pasienter med GPA og 28 kontroller).
Ved sma utvalg er det mindre sannsynlig at man finner effekter som virkelig er sanne. Starre
utvalg er bedre anslag av befolkningen og vil derfor ha mindre utvalgsfeil. Dette gjgr funnene
mer reproduserbare (50, s. 42). Ifalge Button med flere vil man «...ved sma utvalg oftere
overestimere effektstarrelse, noe som negativt vil pavirke sannsynligheten for at et statistisk
signifikant funn gjenspeiler en sann effekt» (71). Dette er viktig a veere oppmerksom pa ved
tolkning av resultater fra studier med sma utvalg. Ved de statistiske beregningene fikk vi
brede 95% konfidensintervaller, noe som kommer som fglge av de sma utvalg. Ogsa dette

forteller oss at det foreligger usikkerhet omkring resultatet.
7 Konklusjon

Serumskonsentrasjon av IFN-y og TGF-p hos pasienter med SLE, granulomatas polyangiitt
og friske kontroller ble malt med DuoSet ELISA Human. Vi fikk ingen utslag pa kjgringene
av IFN-y. Ved kjeringene av TGF-p hadde pasientene med SLE gjennomsnittlig
serumkonsentrasjon pa 696 pg/mL, pasientene med GPA 655 pg/mL og kontrollene 978
pg/mL. Pasientene med SLE hadde signifikant lavere verdier av TGF-p sammenlignet med
kontrollene (p = 0,000, K1 [49,130]). Ogsa pasientene med GPA hadde signifikant lavere
verdier i forhold til kontrollene (p = 0,000, KI [202,442]). Det var ingen signifikant forskjell
mellom pasientene med SLE og pasientene med GPA (p = 0,375, Kl [205,358]).

Funnene er forenelige med tidligere funn hos pasienter med systemisk lupus erythematosus,
og bidrar med ny kunnskap om pasienter med granulomates polyangiitt. Sammenhengen
mellom serumkonsentrasjoner av TGF-$ og GPA er ikke undersgkt tidligere. Vi vet ikke om
de lave serumkonsentrasjonene i pasientgruppene skyldes redusert produksjon av TGF-j eller
om det skyldes gkt forbruk og/eller binding ved pagaende inflammasjon. Dersom arsaken er
redusert produksjon vil genetisk variasjon i form av polymorfismer kunne veere en del av
forklaringen. Enn sa lenge har man ikke klart a entydig pavise gen-polymorfismer knyttet til
redusert produksjon av TGF-p i disse pasientgruppene. Ytterligere forskning behgves for
kartlegging av patogene mekanismer ved bade SLE og GPA, med videre identifisering av

terapeutiske mal.
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Det er usannsynlig at to heterogene og komplekse sykdommer som disse kan behandles ved
kun & rette seg mot én biologisk signalvei. Felles for dem begge er at de har lave serum-
konsentrasjoner av TGF-f i forhold til friske kontroller. Det kan tenkes at et medikament som
fremmet produksjonen av TGF-f ville hatt en gunstig effekt ved SLE og GPA, som én ny

brikke i sykdommenes puslespill.
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9 Vedlegg 1-5 (5 stk.): Sammendrag av kunnskapsevalueringer

Referanse: Lerang KG, T; Thelle, D. S; Gran J. T. Mortality and
years of potential life loss in systemic lupus erythematosus: a
population-based cohort study Lupus 2014: 1546-52.

Design: Kohorte

Dokumentasjonsniva

I1b

GRADE

Moderat anbefaling (kommentar: ingen randomisering, god konsistens, god

appliserbarhet, lite data tilgjengelig).

Formaél

Materiale og metode

Resultater

Diskusjon/kommentarer

Male SLEs innvirkning
pa «years of potential life
lost» (YPPL) for 60 ars
alder, undersgke
dedsarsaker i en
populasjonsbasert
kohortestudie,
sammenligne disse med
den gvrige populasjonen.

Konklusjon

Studien demonstrerer at
YPLL gir nyttig
tilleggsinformasjon for
prognose ved SLE som et
supplement til
tradisjonelle metoder for
mortalitetsmal.

Land

Norge

Ar data innsamling

1999-2009

Flere kilder ble benyttet for & identifisere 325
voksne pasienter (>16 ar) med SLE bosatte i Oslo
mellom 1999-2009 som oppfylte 4 eller flere
ACR97-kriterier; databaser til sykehus i Oslo (5
stk.), pasienter inkl. i SLE-kohorten til
Diakonhjemmet sykehus etabl. 1995, «Norwegian
systemic connective tissue disease and vasculitis
registry (NOSVAR)» ved Oslo Universitetssykehus,
tall fra private revmatologer samt pasienter registrert
med SLE som dgdsarsak i Dgdsarsaksregisteret.
Overlevelse, standard mortalitetsrate (SMR), «years
of potential life loss before 60 years of age»
(YPPL60) og dedsarsak ble undersgkt og
sammenlignet med en matchet kontrollpopulasjon.
Pasientene ble tilfeldig tildelt fem kontroll-individer
bosatte i Oslo, matchet for fgdselsar, kjgnn og
foreldrenes etnisitet (def. som foreldres
opprinnelsesland). Kun «inception cases», 127 stk.
(fulgt siden diagnosetidspunkt) ble undersgkt for a
kalkulere overlevelse. Tidspunkt for dedsfall og
dedsarsak for SLE-pasientene og kontroller ble
hentet fra Dgdsarsaksregisteret, Statistisk
sentralbyra.

Analysen inkluderte underliggende, umiddelbare og
bidragende dedsarsaker.

5 -0g 10 ars overlevelse var
henholdsvis 95% og 90%, noe
som er en signifikant reduksjon
ift. den gvrige befolkningen.
Totalt 50 SLE-pasienter dade ila.
studieperioden. Total SMR var
3,0 (95% KI 2,2-3,8). Den
hgyeste SMR var for kvinnelige
pasienter mellom 16-39 ar
gamle. SLE-pasienter hadde 10
ganger hgyere rate av YPPL60
sammenlignet med
kontrollgruppen. Av alle SLE-
pasientene som dgde mens
studien foregikk var
gjennomsnittlig alder ved
dedsfall 63 ar, mens for de
matchede kontrollene var den 77
ar. Selv om de kvinnelige SLE-
pasientene hadde en relativ god
10-ars overlevelse (95% vs. 97%
for kontrollene) dgde en
femtedel av SLE-pasientene far
de var fylt 40 ar gamle.

Sjekkliste (kohorte):

\Var gruppene sammenliknbare i forhold til viktige
bakgrunnsfaktorer? Ja; matchet for alder, kjgnn, etnisitet.

Er gruppene rekruttert fra samme populasjon/befolkningsgruppe? Ja.
\Var de eksponerte individene representative for en definert
befolkningsgruppe/populasjon? Tja; har inkludert alle med SLE bosatt i
Oslo.

\Var studien prospektiv? Ja.

Ble mange nok personer i kohorten fulgt opp? Ideelt sett skulle man
hatt flere dgdsfall hos SLE-pasientene, spesielt menn. Men vanskelig
siden det er en sjelden sykdom blant menn.

Er det utfort frafallsanalyser? Ja.

\Var oppfelgingstiden lang nok til & pavise positive og/eller negative
utfall? 10 ar, sannsynligvis ja.

Er det tatt hensyn til viktige konfunderende faktorer i
design/gjennomfering? Mangler data.

Er den som vurderte resultatene (endepunktene) blindet
gruppetilhgrighet? Nei?

Hva diskuterer forfatterne som.

Styrke: inklusjon av pasientene tidlig i sykdomsforlgpet.

Svakhet: lite antall dedsfall blant SLE-pasientene (spesielt menn), ingen
sikker analytisk formel for enkel kalkulering av standardfeil og K1 for
'YPLL, tidvis mangelfull informasjon pa dgdssertifikatene.

Viser forfatterne til annen litteratur som styrker/svekker resultatene?
Ja.

Har resultatene plausible biologiske forklaringer? Ja; tidligere

beskrevet at SLE-pasienter har hgyere mortalitet enn friske.
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Referanse:

Lerang KG, I; Garen, T; Thelle, D. S; Gran J. T
High incidence and prevalence of systemic
lupus erythematosus in Norway Lupus 2012

1362-9.

Design: Pasientserie

Dokumentasjonsniva: 11

GRADE

Moderat anbefaling (kommentar: ingen randomisering, tatt hensyn til frafall, god konsistens, god
appliserbarhet, god presisjon)

Formal

Materiale og metode

Resultater

Diskusjon/kommentarer

A identifisere alle
pasienter med systemisk
lupus erythematosus
(SLE) bosatte i Oslo fra
1999-2008, og estimere
insidens og prevalens av
SLE ift. alder, kjgnn og
etnisitet,

Konklusjon

Funnene indikerer en
hayere prevalens i Norge
sammenlignet med
kaukasiere i Danmark og
England. Den hgyere
prevalensen av SLE hos
adopterte bosatte i Norge
fordrer ytterligere
undersgkelser.

Land

Norge

Ar data innsamling

1999-2008

Inkludert i studien var voksne
over 16 ar bosatte i Oslo. Kun
pasienter som oppfylte 4 eller
flere av ACR97-kriteriene for
SLE ble inkludert. De ble
identifisert fra 5 ulike kilder;
databasene til alle sykehusene
i Oslo (5 stk.) med sgk pa
ICD-10 kode SLE, pasienter
inkludert i SLE-kohorten til
Diakonhjemmet sykehus
etabl. 1995, «Norwegian
systemic connective tissue
disease and vasculitis registry
(NOSVAR)» ved Oslo
Universitetssykehus, tall fra
private reumatologer samt
pasienter registrert med SLE
som dgdsarsak i
Dgdsarsaksregisteret,
Statistisk sentralbyra. De
inkluderte ble fulgt fra 1999-
2008.

Insidensen var stabil ila. 9-ars
perioden, med en gjennomsnittlig
arlig insidens pa 3,0 pr. 100.000 i
risiko (95% KIl 2,4-3,5). Total
prevalens var 52,8 pr. 100.000
innbyggere (95% KI 45,2-58,4) med
91,0 for kvinner og 10,7 for menn.
Av 116 voksne som i denne 9-ars
perioden fikk SLE var 101 kvinner og
15 menn.. Kvinner utviste et bimodalt
mgnster i aldersspesifikk insidens
med forste topp mellom 16-29 ar, og
den andre mellom 50-59 ar. Kvinner
mellom 16-39 ar hadde en signifikant
hgyere insidens sammenlignet med
kvinner eldre enn 60 ar. Menn hadde
hayest insidens mellom 50-59 ar.
Prevalensproporsjonene for
europeiske etterkommere lignet
asiatiske, men var signifikant lavere
enn for individer adoptert fra ikke-
europeiske land.

Prevalens og insidens av SLE i denne
studien (52,0 og 2,6) ligner tallene fra
Nord-Norge (44,9-64,1 og 2,6-3,0).

Sjekkliste:

\Var gruppene sammenliknbare i forhold til viktige bakgrunnsfaktorer? Mangler data.
Er gruppene rekruttert fra samme populasjon/befolkningsgruppe? Ja; norske, voksne
statsborgere. Tatt hgyde for ulik etnisitet.

\Var de eksponerte individene representative for en definert
befolkningsgruppe/populasjon? Ja?

\Var studien prospektiv? Ja.

Ble mange nok personer i kohorten fulgt opp? Ja; forsgkt & fa med absolutt alle med SLE
bosatt i Oslo.

Er det utfort frafallsanalyser? Ja. 8 av 93 pasienter (9%) falt fra.

\Var oppfalgingstiden lang nok til & pavise positive og/eller negative utfall? Tja; for a
estimere insidens og prevalens vil en 9-ars periode gi mye informasjon. Dog vil man ikke
kunne si noe om kausale sammenhenger ift. sykdomsutvikling og etnisitet/miljgmessige
faktorer.

Er det tatt hensyn til viktige konfunderende faktorer i design/gjennomfgring? Mangler
data.

Er den som vurderte resultatene (endepunktene) blindet gruppetilhgrighet? Nei.

Hva diskuterer forfatterne som.

Styrke: paviser insidens og prevalens i ulike etniske grupper, har inkludert pasienter fra 5
ulike kilder studert over flere ar, har palitelige konsensus-tall fra Norge.

Svakhet: kan ha misset pasienter, spesielt mildere former for SLE. Men innhenting av
informasjon fra flere kilder gjgr dette mindre sannsynlig.

Viser forfatterne til annen litteratur som styrker/svekker resultatene? Ja.

Har resultatene plausible biologiske forklaringer? Det vet man ikke; ikke funnet
spesifikke gener eller sikkert paviste miljgmessige faktorer.
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Referanse: Murakozy G, Gaede KI, Ruprecht B, et al.
Gene polymorphisms of immunoregulatory cytokines
and angiotensin-converting enzyme in Wegener's
granulomatosis. J Mol Med (Berl) 2001; 79: 665-70.

Design: Tverrsnittstudie

Dokumentasjonsniva

GRADE

Svak anbefaling (kommentar: ingen randomisering eller blinding, ikke samsvar
ift. tidligere studier, lite presise resultater).

Formal

Materiale og metode

Resultater

Diskusjon/kommentarer

Undersgke om visse
polymorfismer
(genetisk variasjon) i
genene som koder for
angiotensin-converting
enzyme (ACE), TGF-
B1 og interleukin-10
(IL-10) opptrer med
ulik frekvens hos
pasienter med GPA ift.
kontroller.

Konklusjon

Pasienter med GPA
hadde i starre grad enn
friske genotyper
assosiert med redusert
frigjering av IL-10 og
TGF-B1, men funnene
var ikke signifikante.

Land

Tyskland

Ar data innsamling

2001

39 pasienter ved granulomatgs
polyangiitt (GPA) var inkludert i
studien (kaukasiere, 17 kvinner og
22 menn, gjennomsnittlig alder 54
+ 2,1 ar). Kontrollgruppen bestod
av 262 friske bloddonorer
(kaukasiere, 173 kvinner og 89
menn, gjennomsnittlig alder 47,4 +
11,6 ar), rekruttert fra en rutine-
helsesjekk i regi av
bedriftshelsetjenesten.

De inkluderte ble genotypet for
polymorphismer i de nevnte genene
(se «formal).

DNA ble isolert fra antikoagulert
vengst blod og analysert med
standardiserte metoder (se artikkel
for protokoll). Sammenligninger
ble gjennomfart med x?-test, OR og
K1 p& 95% oppgis. P-verdier < 0,05
anses som signifikante.

IL-10 og TGF-B1 er
immunregulerende
cytokiner som kan
nedregulere responsen til T-
hjelperceller type 1. Man
fant en trend mot at
pasientene med GPA hadde
genotyper assosiert med
redusert frigjgring av IL-10
og TGF-B1, dog var
funnene ikke-signifikante.
Dette danner grunnlaget for
hypotesen om at ulike
immunregulerende cytokin-
mgnstre, som falge av gen-
polymorfismer, kan veere
involvert i patogenesen ved
GPA.

Sjekkliste (tverrsnittstudie)

Er problemstillingen klart formulert? Ja.

Er en tverrsnittstudie velegnet metode for a besvare
problemstillingen/spgrsmalet? Tja; en kohorte med utgangspunkt i en
populasjon med aktuelle polymorfismer der man faglger gruppen og ser hvor
mange som utvikler sykdom ville kanskje kunne gitt mer informasjon ift.
arsakssammenheng. Men GPA er en sjelden sykdom, og man kunne risikert &
ikke inkludert akkurat de som ville utviklet sykdom.

Er befolkningen (populasjonen) som utvalget er tatt fra, klart definert? Ja.
Ble utvalget inkludert i studien pa en tilfredsstillende mate? Ja.

Ble det redegjort for om respondentene skiller seg fra de som ikke har
respondert? Er svarprosenten hgy nok? Ikke spgrreundersgkelse. Ingen
respondenter, ikke rapportert frafall.

Bruker studien malemetoder som er palitelige for det som skal males? Ja.
Men svakhet med studien at de ikke har malt cytokinnivaene.

Er datainnsamlingen standardisert? Ja.

Er dataanalysen standardisert? Ja.

Hva forteller resultatene? Se «konklusjon».

Kan resultatene skyldes tilfeldigheter? Ja; trenden som ble funnet var ikke
signifikant. Men med et utvalg pa kun 39 pasienter ville det veert ngdvendig
med en stor forskijell for & fa signifikant p-verdi. Dersom man hadde hatt et
starre utvalg ville forskjellene muligens veert signifikante.

Kan det overfares til praksis? Tja, et bidrag til kartleggingen av cytokinenes
rolle ift. autoimmun sykdom.
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Referanse: Becker-Merok, A; Eilertsen, G. @; Nossent,
J. C. Levels of Transforming Growth Factor-f3 are low
in Systemic lupus erythematosus patients with active
disease. The Journal of Rheumatology, vol. 37 no. 10

(2010).

Design: Tverrsnittstudie

Dokumentasjonsniva: |l

GRADE:

Moderat anbefaling (ingen randomisering, konsistens m. tidl. studier, utfall malt m.
valide metoder, kun data fra enkeltsenter, homogen gr. pas.)

Formal

Materiale og metode

Resultater

Diskusjon/kommentarer

Cytokinenes rolle ved systemisk
lupus erythematosus (SLE) er ikke
fullstendig kartlagt. Studien
undersgker en rekke
inflammatoriske og
immunmodulerende cytokiner for &
bestemme deres verdi som
biomarkgrer ved SLE.

Konklusjon

Lavere nivaer av TGF-B1 var den
mest konsekvente cytokin-
abnormaliteten hos pasienter med
SLE. Assosiasjonen med
sykdomsaktivitet, lymfocytt-tall og
skade indikerer at TGF-B1 kan vaere
et terapeutisk mal av interesse ved
SLE.

Land

Norge

Ar data innsamling

Ikke oppgitt nar serumprgvene er
tatt — artikkel publ. I 2010.

102 pasienter med SLE (87%
kvinner) var inkludert,
kontrollgruppen besto av 31
voksne, friske frivillige (74%
kvinner).

Sirkulerende konsentrasjoner
av interleukin 1 (IL-1p), IL-4,
IL-6, IL-10, IL-12, IL-17
monocyte chemotactic protein
1 (MCP-1), macrophage
inflammatory protein 1 (MIP-
la), MIP-1p, interferon y (IFN-
vY), tumor nekrosefaktor a
(TNF-a) og total transforming
growth factor 3 (TGF-) ble
malt i serum med «Sandwich-
ELISA» metodikk. Dataene ble
relatert til sykdomsaktivitet
(SLE Disease Activity Index
(SLEDAL), lymfocytt-tall,
autoantistoff-nivaer, palgpt
skade (Systemic Lupus
International Collaborating
Clinics/ACR Damage Index;
SDI), samt samtidig
behandling.

Pasienter med SLE
hadde lavere nivaer av
TGF-B1 (p =0,01) og
IL-1B (p = 0,0004)
sammenlignet med
kontroller. TGF-p1
nivaene var lavere hos
pasienter med SLEDAI-
score 1-10 og SDI > 3;
og korrelerte med
CD4*, CD8" -og natural
killer celletall. Dette var
uavhengig av bruk av
steroider eller
cytotoksiske
medikamenter.
Behandling med
kardiovaskuleere
medikamenter var
assosiert med lavere
nivaer av IL-12. Det
fantes ingen
konsekvente
sykdomsassosiasjoner
for de andre undersgkte
cytokinene.

Sjekkliste (tverrsnittstudie)

Er problemstillingen klart formulert? Ja.

Er en tverrsnittstudie velegnet metode for a besvare
problemstillingen/spgrsmalet? Tja; velegnet for a finne prevalens samt
ift. diagnostikk («hvordan finne ut om noen har problemet/sykdommens).
Men cytokiner er kortlevde proteiner, her undersgkt som ledd i kronisk
sykdom. En longitudinell studie med multiple malinger kunne i s mate
\veert bedre.

Er befolkningen (populasjonen) som utvalget er tatt fra, klart
definert?

Ja; deltagere i Tromsg Lupus cohort, et populasjonsbasert longitudinelt
register for SLE-pasienter i Nord-Norge. Finnes ikke informasjon om
kontrollene utover antall, prosentandel kvinner, gjennomsnittlig alder og at
de er «friske».

Ble utvalget inkludert i studien pa en tilfredsstillende mate? Ja.

Ble det redegjort for om respondentene skiller seg fra de som ikke har
respondert? Ikke en sparreundersgkelse; ingen «respondenters i sa mate.
I svarprosenten hgy nok? Ingen spgrreundersgkelse.

Bruker studien malemetoder som er palitelige for det som skal males?
Ja.

Er datainnsamlingen standardisert? Ja.

Er dataanalysen standardisert? Ja.

Kan resultatene skyldes tilfeldigheter? Det er konsekvent oppgitt p-
\verdier. Oppgis ikke konfidensintervaller.

Kan det overfgres til praksis? Ja, funnene viser oss at TGF-p1 kan vare
et interessant mal for & gjenopprette immunbalansen ved SLE.
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Referanse:

Nossent HC. Systemic lupus erythematosus in the Arctic region of
Norway The Journal of Immunology 2001; 28: 539-46

Design: Historisk/retrospekiv kohorte

Dokumentasjonsniva |ll b

GRADE

Moderat anbefaling (kommentar: grei studiekvalitet, god konsistens og
direkthet, god presisjon, ingen randomisering, ingen diskuterte svakheter).

Formal

Materiale og metode

Resultater

Diskusjon/kommentarer

Klinisk presentasjon ved SLE
varierer geografisk, og er
muligens relatert til lokale
miljgmessige faktorer. Studien
beskriver insidens, prevalens
0g presentasjon av SLE i en
kaukasisk populasjon
eksponert for arktisk klima.

Konklusjon

Insidensen av SLE er
forholdsvis lav og stabil i en
kaukasisk populasjon
eksponert for det arktiske
klima. Utvikling og
presentasjon av SLE er ikke
ulik lignende populasjoner i
den vestlige verden. SLE kan
sees hos 1 pr. 1000 norske
kvinner over 30 ar.

Land

Norge

Ar data innsamling

1978-96 (publ. 2001)

Det studerte omradet var de 2 nordligste
fylkene i Nord-Norge (populasjon
222.403), hvor 4 sykehus har
spesialisthelsetjenestefunksjon. Det
finnes kun én revmatologisk avdeling.
Det fantes ingen privatpraktiserende
revmatologer i studieperioden. All
serologisk testing av pasienter med
mistenkte revmatiske sykdommer ble
gjennomfart ved Klinisk immunologisk
laboratorium i Tromsg. Antinuklezert
antistoff (ANA) ble gjennomfgrt med
immunofluorescence fra 1978 til 1993,
og med ELISA fra 1993.

Kilder til pasientinformasjon var registre
for innlagte pasienter og polikliniske
konsultasjoner, samt
mortalitetsdatabasen til Statistisk
sentralbyrd. Det ble sgkt i databasene for
ICD-kodene for SLE, Sjggrens
syndrom, uklassifisert bindevevssykdom
og diskoid lupus i perioden 1978-96.
Kun pasientene som oppfylte 1982
ACR-kriteriene for SLE ble inkludert.
Arlig insidens-rate (annual insidence
rate, AIR), punktprevalens (PP) og
mortalitetsrater ble estimert pr. 100.000
i risiko.

Man fant 83 nye tilfeller av SLE ila.
studieperioden (87% kvinner,
gjennomsnittlig alder 40,6 ar ved
diagnose). Arlig insidensrate for hele
perioden var 2,6 (95% Kl 1,9-2,9)
for voksne. Dette ligner tall fra
Danmark, England og USA:
Kjennsspesifikk AIR var 4,6 for
kvinner og 0,6 for menn. AIR i den
farste og siste 9-ars perioden var lik
(p > 0,2). Total punktprevalens for
SLE 1. jan. 1996 var 44,9, og var
hayest for kvinner mellom 31-49 ar
(PP 102,5). Mortalitet ved nye
tilfeller var 9,6, med total 10-ars
overlevelse estimert til 75%.
Alders- og kjannsspesifikke
mortalitetsrater samt standardiserte
mortalitets ratioer indikerte en 2
ganger hgyere risiko for dad etter &
ha fatt diagnosen SLE. 5- og 10 ars
overlevelse for nye tilfeller fulgt
fram til 1999 var henholdsvis 92%
0g 75%.

Sjekkliste (kohorte):

\Var gruppene sammenliknbare i forhold til viktige
bakgrunnsfaktorer, Er gruppene rekruttert fra samme
populasjon/befolkningsgruppe? Ja.

\\VVar studien prospektiv? Nei.

Ble eksposisjon og utfall malt likt og palitelig i de to
gruppene? Ja.

Ble mange nok personer i kohorten fulgt opp? Tja, det
\var «kun» 83 som fikk SLE, sanns funnet alle med denne
diagnosen i landsdelen.

Er det utfgrt frafallsanalyser? Mangler data.

\Var oppfalgingstiden lang nok til & pavise positive
og/eller negative utfall? Ja, i overkant av 18 ar.

Er det tatt hensyn til viktige konfunderende faktorer i
design/gjennomfaring? Mangler data.

Er den som vurderte resultatene (endepunktene)
blindet gruppetilhgrighet? Nei.

Hva diskuterer forfatterne som.

Styrke: 3 informasjonskilder, kun én analyse-lab,
informert alle primerleger i regionen om studien, regulert
offentlig helsetjeneste (ingen privatpraktiserende), lang
oppfelging.

Svakhet: Ingen spesielle.

\Viser forfatterne til annen litteratur som
styrker/svekker resultatene? Ja.
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10 Vedlegg 6: Ordliste immunologiske begreper

ACR: American College of Rheumatology

Adaptive immunforsvar: utgjgres av B- og T-cellene. Gir forsterket immunsvar mot inntrengere de har mgtt
tidligere, noe som gir en «<immunologisk hukommelse».

ANA: antinukleeere antistoffer, gruppe autoantistoffer rettet mot strukturer i cellekjernen. Del av diagnostikk ved
SLE.

ANCA: anti-ngytrofilt cytoplasmatisk antistioff, rettet mot lysosomale enzymer i granulocytters granula. De
deles inn i to undergrupper, cCANCA (cytoplasmatisk) og pANCA (perinukleart). Dersom cANCA utgjares av et
antistoff rettet mot Proteinase 3 (PR3) er det sannsynlig at pasienten lider av GPA.

Antigen: stoff eller molekyl som har evne til & stimulere og aktivere kroppens immunsystem. Resultatet kan
veere produksjon av antistoffer* eller aktivering T-lymfocytter* som reagerer med deler av antigenet.

Antigenpresenterende celle: celle som bearbeider og «presenterer» antigenet for T-lymfocyttene. Viktigste
antigenpresenterende cellene er dendrittiske celler og makrofager.

Antistoff: samme som «immunglobulin».
Autoantistoff: immunglobulin/antistoff som virker pa celler eller bestanddeler av celler i individet selv.
Autokrin virkning: celle produserer faktorer/molekyler som virker tilbake pa produsentcellen selv.

B-lymfovytt: type lymfocytt som modnes ferdig i beinmargen (B for beinmarg). Kan utvikles videre til
plasmaceller, som danner antistoffer.

Cytotoksisk: om et stoff eller pavirkning som skader en celle, eventuelt s& alvorlig at cellen dar (i noen tilfeller
ved at cellen lgses opp; cytolyse).

Dendrittisk celle: celler med mange og lange utlgpere, viktigste antigenpresenterende cellene i hud og
lymfeknuter. Gjennom antigenpresentasjonen knytter de sammen det ikke-adaptive immunforsvar og det
adaptive immunforsvar.

Epigenetikk: reversible endringer i gen-aktivitet uten strukturelle endringer i DNA-et.
Ervervede immunforsvar: samme som «adaptive immunforsvar».

Fagocytose: spesiell form for endocytose der materialet som cellen tar opp utgjeres av sterre partikler, f.eks. en
bakterie. Spiller en viktig rolle i organismens kamp mot infeksjoner.

Fagocytt: celler med stor evne til fagocytose. Mennesket har to hovedtyper profesjonelle fagocytter: ngytrofile
granulocytter og makrofager.

Glomerulonefritt: inflammasjon i glomeruli (nyrenes karngster).

Granulocytt: gruppe leukocytter med mange korn i cytoplasma og uregelmessig, lappedelt cellekjerne. Del av
ikke-adaptive immunforsvar. Tre typer: ngytrofile, eosinofile og basofile granulocytter.
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Granulom: knuteformet ansamling av betennelsesceller (organisert i et fast mgnster) og bindevev. Oppstar som
reaksjon pa fremmedlege, ofte ved kroniske betennelsestilstander. Sees blant annet ved tuberkulose, sarkoidose
og granulomatgs polyangiitt.

Ikke-adaptive immunforsvar: medfadt forsvars- eller immunsystem som kommer tillegg til det adaptive
immunsystemet. Omfatter komplementsystemet, fagocytter og NK-celler. Fungerer som «fgrstelinjeforsvars.

Immunglobulin (1g): bestemt gruppe proteiner i blodet som virker som antistoffer. Produseres av plasmaceller
(aktiverte B-celler) i lymfeknuter, milt og benmarg. Inndelt i fem klasser: 1gG, IgA, IgM, IgD og IgE.

Immunitet: generell betegnelse pa det & veere immun og unnga & bli syk etter gjentatt smitte med en bestemt
mikroorganisme.

Komplementsystemet: system av proteiner som aktiveres bl.a. av visse antigen—antistoffreaksjoner. Proteinene
kan dannes mange steder i kroppen, farst og fremst i leveren. Systemet bestar av 11 proteiner som betegnes C1q,
C1lr, Cls og C2-C9. Disse reagerer i en bestemt rekkefglge.

Leukocytt: fellesbetegnelse pa hvite blodceller. Skiller mellom to hovedtyper: segmentkjernede granulocytter
og mononukleare celler (lymfocytter og monocytter).

Lymfocytt: undergruppe av hvite blodceller (leukocytter). Hovedansvarlige for kroppens evne til & beskytte seg
selv mot kroppsfremmede inntrengere som for eksempel bakterier og virus, kalles derfor de immunkompetente
cellene i immunsystemet.

Makrofag: stor «etecelle» (fagocytt) som har viktige renovasjons- og forsvarsfunksjoner i organismen. Dannes
fra monocyttene (type hvit blodcelle).

Medfedte immunforsvar: samme som «ikke-adaptive immunforsvar».

Monocytt: type leukocytt, fungerer som fagocytter som opptar og bryter ned bakterier og andre
fremmedlegemer. N&r monocyttene gar fra blod til vev, gar de fra & veere monocytter til & bli makrofager.

NK-celle: del av det medfadte immunforsvaret. Dreper (virker cytotoksisk pa) spesielle svulstceller uten
forutgédende immunisering.

Parakrin virkning: celle produserer faktorer/molekyler som virker pa nzerliggende naboceller.
Plasmacelle: utvikles fra B-lymfocytter. Produserer og utskiller antistoffer.

PR3 (proteinase 3): enzym som uttrykkes i ngytrofile granulocytter. Malet til ANCA i c-ANCA subtypen
(cytoplasmisk), et autoantistoff som ofte sees ved granulomatgs polyangiitt.

Thymus: lappet lymfoepitelialt organ bak brystbenet; hovedorgan i immunsystemet og modningssted for T-
celler. Regnes som lymfatisk vev.

T-lymfocytt: type lymfocytt som modnes ferdig i thymus (T for thymus). Tre ulike hovedtyper: cytotoksiske T-
celler (Tc-celler), T-hjelperceller (Th-celler) og regulatoriske T-celler (Treg-celler). Ansvarlige for den cellulare
immuniteten, altsd immuniteten som formidles av immunsystemets celler.
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11 Vedlegg 7: Ordliste statistiske begreper

Alternativ hypotese (H1): Hypotese om at en arsak og en virkning er tilstede.
Avhengig variabel: Effekt, utfall. Avhenger av prediktor.

Binaere variabler: Kun to kategorier, f.eks. «dgd eller levende»
Diskrete/diskontinuerlige variabler: Som regel tellinger av hendelser eller frekvenser.

Effektstarrelse: Objektivt (og vanligvis) standardisert mal pa hvor uttalt eller markant en forskjell eller
sammenheng er. Starrelsen pa et utfall. Eks. Cohens d, Pearsons korrelasjonskoeffisient r, odds ratio (OR).

Eksperimentell studie: Manipulerer en variabel (prediktor) for a sjekke om det pavirker andre variabler.

Frekvensdistribusjon/histogram: Graf med verdiene til observasjonene pa x-aksen, og frekvensen til
observasjonene pa y-aksen.

Frihetsgrader (df): Antallet observasjoner som er frie til & variere. Hvis en parameter holdes konstant vil
antallet frihetsgrader veere en mindre enn det antallet brukt til & kalkulere parameteren. Skriver N — 1.

Intervallniva: Variablene er organisert slik at avstanden mellom verdiene er konstant. Eks. temperaturskalaen.

Konfidensintervall: Gir en nedre og en gvre grense for starrelsen som estimeres, og lengden av intervallet
antyder hvor godt estimatet er (et langt intervall signaliserer stgrre usikkerhet enn et kort). Vi bestemmer et
intervall som med en viss grad av sikkerhet (eks. 95 %) inneholder den ukjente starrelsen. Gjennomsnittet er
alltid i sentrum av konfidensintervallet.

Kontinuerende variabler: Faller innenfor en uavbrutt skala. Eks. vekt —og lengdeenheter.

Median: Midterste score nér scorene er satt i stigende rekkefglge. Rel. uaffisert av ekstreme scorer. Kan brukes
bade pa ordinale variabler og intervallvariabler.

Middeltall: Gjennomsnitt.

Modus: Den score som opptrer oftest i datasettet. Problem at kan omfatte flere verdier. Kan ogsa pavirkes kun
av et lite antall scorer dersom antallet av visse scorer er veldig like.

Maleniva: Uttrykk for hvor nyansert og detaljert informasjon variabelen gir, samt hvilke metoder som kan
brukes i analyser av denne. Inkl. nominalt-, ordinalt -og intervallniva.

NHST: Null-hypotese signifikanstesting.

Nominalt niva: Av «<nomen» (navn). Observasjonsenhetene er gruppert under forskjellige navneverdier. Eks.
diagnose, kjgnn. Hver kategori ma vare godt definert og gjensidig utelukkende.

Normalfordeling: Dataene i et histogram vil veere fordelt langs x-aksen i en «klokkeform» - det vil veere flest
observasjoner i sentrum. Mange ting som oppstar naturlig har denne fordelingen, eks. hgyde.

Null-hypotese (Ho): Motsatte av en alternativ hypotese, sier vanligvis at en arsak og en virkning ikke er tilstede.
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Observasjonell studie: Samler informasjon om starre eller mindre gruppe mennesker uten a pavirke dem,
observerer hva som skjer naturlig uten & gripe inn.

Ordinalt niva: Av «orden». Innebygd gradient innebygd, kategoriene kan ordnes i en rekkefalge. Eks. en
premieliste.

Parametre: Estimeres fra data vi har (i stedet for & males eksakt) og er vanligvis konstanter vi tror representerer
en sannhet om relasjonen mellom variablene i modellen. Eks. gjennomsnitt, median, korrelasjonkoeffisienten.

Populasjon: Gruppe man gnsker & undersgke. Kan vere veldig generell (f.eks. alle mennesker), eller veldig
snever.

Ratio-variabler: samme som intervall-variabler, men ratioen til scorene pa skalaen ma ogsa gi mening. Eks.
betyr en score pa 16 pa en angst-skala at personen har dobbelt s3 mye angst som en person med en score pa 8.

Reliabilitet: Hvorvidt et instrument kan brukes konsekvent i ulike situasjoner, og gi de samme resultatene.

Sentralgrenseteoremet: ved store utvalg (vanligvis starre enn 30) vil vi se en normalfordeling av data, der
gjennomsnittet er likt gjennomsnittet i populasjonen (ved sma utvalg vil vi ikke se en normalfordeling, men en t-
fordeling).

Standardavvik: Spredningsmal i en fordeling av scorer, basert pa sammenligning med gjennomsnittet. Kan kun
benyttes pa intervalldata, pga. at det kun er pa dette malenivaet man beregner gjennomsnitt.

Standardfeil: Et ma pa hvor sannsynlig det er at en sample er representativ for hele populasjonen. En stor
standardfeil betyr at det er stor variasjon mellom gjennomsnittene i de ulike samples, og de er derfor
ngdvendigvis ikke representative for populasjonen. En liten standardfeil betyr at gjennomsnittet vi har funnet
sannsynligvis er representativt for hele populasjonen.

Statistikktest: Statistisk metode man bruker for & teste om det er signifikant forskjell mellom to datasett.

Systematisk variasjon: Variasjon som skyldes at den som utfarer eksperimentet gjar noe i en setting, noe annet
i en annen setting, eksperimentell manipulering. Mal pa «virkning».

Type I-feil: Tror at det er et utslag mens det i realiteten ikke er det.
Type ll-feil: Tror det ikke er noe utslag mens det i realiteten er det.
Uavhengig variabel: Arsak, prediktor. Avhenger ikke av andre variabler.

Usystematisk/stokastisk variasjon: Variasjon som skyldes tilfeldige variasjoner mellom de eksperimentelle
settingene (eks. tid pa dagen). Bar holdes til et minimum. Mal pa «feil».

Utvalg: Mindre gruppe som representerer en populasjon. Benyttes ved statistiske malinger ettersom man
sjeldent/aldri har tilgang til alle i en populasjon.

Validitet: Hvorvidt et instrument faktisk maler det det gir seg ut for & male.

Variabler: «Ting som kan variere». Mellom folk (1Q), steder (arbeidsledighet), tid (antall cancergse celler). De
fleste hypoteser presenteres som to variabler: en forventet arsak og en forventet effekt. Disse vil variere med
hverandre.
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12 Vedlegg 8: Ordliste laboratorierelaterte begreper

96-brgnns mikroplate: reaksjonsbrett, har 96 adskilte kamre («brgnner») med flat bunn. Designet spesifikt for
bruk til ELISA.

Adhesive strip: klebrig plastikkark for beskyttelse av plate

Analytt: molekylet som méles

Autowasher: elektronisk vaskemaskin til mikroplate

Blocking: bruk av en reagent til & binde uspesifikt til ELISA-plate

BSA: bovine serum albumin, mye brukt bererprotein

Capture antibody: primert antistoff som 96-brgnnsplaten bekles med, skal fange analytt
Detection antibody: sekundeert antistoff, skal fungere som bindingssete for streptavidin-HRP
NGS: natural goat serum

PBS: phosphate-buffered saline

Reagent diluent (RD): fortynner

Standard: definert, kalibrert prgve av analytt. Brukes til & sette opp en kurve av kjente mengder som mengden i
ukjent prgve analytt kan méles opp mot

Stop solution: lgsning som stopper den enzymatiske reaksjonen i deteksjonssystemet

Streptavidin-HRP: streptavidin-protein som er kovalent konjugert til horseradish peroxidase-enzymet (HRP).
Det konjugerte HRP gir enzymaktivitet for deteksjon ved bruk av riktig substratsystem

Substrate solution: lgsning med substans som spaltes av aktuelt enzym, med fargeendring som resultat.
TBS: tris-buffered saline

Wash solution: Igsning til vask av mikroplate
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13 Vedlegg 9: ELISA protokoll IFN-gamma

DuoSet Human IFN-gamma, 5 plate, R&D Systems
Catalog number: DY 285-05

Forberedelse av reagenser i Kit:

HRP

Reagent Mengde | Arbeids- Blandes | Blandingsforhold
pr.rgr | konsentrasjon med:
Capture Mouse anti- | 480 4,0 pg/mL PBS
antibody human IFN- | pg/mL
y antibody
Detection Biotinylated | 12 200 ng/mL RD med
antibody goat anti- ug/mL NGS
human IFN-
y detection
antibody
Standard Recombinant | 55 To-fold RD
human IFN- | ng/mL | fortynningsrekke
Y i 7 steg*
Streptavidin- 2,0 mL RD 1:40

Alle vask gjennomfgres med automatisk vask, Wellwash 4 MK 2 (Thermo).

Avlesning av optisk tetthet gjennomfgres med mikroplate-avleser Multiscan ascent (thermo)
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og dataprogram Ascent Software Version 2.6.

1) Fortynn capture antibody til arbeidskonsentrasjon i PBS:
=>» Arbeidskonsentrasjon: 100 uL mouse antihuman IFN-antibody (capture antibody)
+12 mL PBS
Umiddelbart bekle en 96-brenns mikroplate med 100 pL pr. brenn av fortynnet
capture antibody.
Forsegl platen med adhesive strip og inkuber over natta i romtemperatur.
Neste dag:
2) Lage wash solution til bruk i autowasher:
= 40 ml WASH (WA 126) + 1000 mL H,0
3) Lage blocking i et forhold 1:10:
=>» 5 mL reagent diluent (RD) + 45 mL H,O
4) Gjennomfar totalt tre vask (autowasher).
Fullstendig fjerning av vaske i hvert steg er essensielt for korrekt utfall. Etter den siste
vasken, fjern gjenvaerende wash buffer ved & snu og bank plata mot rent papir.
5) Blokker plata ved a tilsette 300 puL block buffer til hver brgnn.
Dekk med adhesive strip og inkuber i minimum 1 time i romtemperatur.
6) Bland reagent diluent med TBS for totalt 25 mL.:
= 24,73 mL TBS + 250 uL RD + 12,5 uL Tween 20 (detergent)
(12 mL av RD med TBS + 200 pL NGS skal brukes til detection antibody, 1000
puL RD med TBS skal brukes til standard fortynning)
7) Lage standard fortynning:

=> 18,2 uL standard + 1000 uL. RD med TBS (1000 pg/mL), og fortsetter videre med
en to-folds tortynningerekke inntil man nar en konsentrasjon pa 15,6 pg/mL (6
steg).
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18,2 pL 500 L 500l 500 pL 500l 500 pL 500 pL

- Ve Y W W W

E\NMHD ' '

Reconstituted 1000 500 250 125 625 313 15.6
Standard pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL

Vi benytter en to-folds fortynningsrekke, som reduserer konsentrasjonen av en

original lgsning med en halv (faktor to-reduksjon).

8) Programmere Ascent Software

Etter 1 time:
9) Vaske plata

10) Tilsette 100 pL standard og 100 pL serum (SLE/WG/kontroller) til 96-brgnnsplata.
Dekk med adhesive strip og inkuber i 2 timer i romtemperatur.

—

R CaN e g a3 he e diie

Figur 12 96-brenns plate med standard i A-H 1 og 2, og serumprgver i A-H 3-12.

Foto: Maria Olsen Fossmark

Etter 2 timer:



11) Vaske plata
12) Tilsett 100 pL av detection antibody, fortynnet med reagent diluent med NGS (se

over), til hver brgnn.
Dekk med en adhesive strip og inkuber i 2 timer i romtemperatur.

Etter 2 timer:
13) Vaske plata

14) Tilsett 100 pL arbeidsfortynnet streptavidin-HRP til hver brgnn.
=>» 300 pL streptavidin-HRP + 12 mL RD (forhold 1:10).

Dekk plata og inkuber i 20 minutter i romtemperatur. Unnga a plassere platen i direkte

lys.

Etter 20 minutter:

15) Vaske plata

16) Tilsette 100 pL Substrate Solution (A+B).
Inkuber i 20 minutter i romtemperatur.

Etter 20 minutter:

17) Tilsette 50 pL Stop Solution til hver brgnn. Bank forsiktig pa platen for a sikre
tilstrekkelig blanding.
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Figur 13 96-brgnns plate etter tilsatt stop solution

Foto: Maria Olsen Fossmark

18) Avlesning; bestem den optiske tettheten av hver brgnn umiddelbart ved bruk av en
mikroplate-avleser satt pa 450 nm (49).

48



14 Vedlegg 10: ELISA protokoll TGF-betal

Human TGF-beta 1 DuoSet, 5 plate, R&D Systems

Catalog number: DY240-05

Lot: 326326

Forberedelse av reagenser i Kit:

Reagent Mengde | Arbeids- Blandes | Blandingsforhold
pr.rgr | konsentrasjon | med:
Capture Human | 120 pg | 2,0 pg/mL PBS
antibody TGF-p1
capture
antibody
Detection Human | 18,0 ug | 300 ng/mL RD med
antibody TGF- p1 PBS
detection +Tween
antibody
Standard Human | 90,0ng | 31,2-2000 RD med
TGF- B1 pg/mL PBS
standard +Tween
Streptavidin- 2,0mL | 1:40 RD
HRP (1:201
H-0)
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Alle vask gjennomfgres med automatisk vask, Wellwash 4 MK 2 (Thermo).
Avlesning av optisk tetthet gjennomfgres med mikroplate-avleser Multiscan ascent (thermo)

og dataprogram Ascent Software Version 2.6.

1. Activating:
- 40 pL serum + 20 puL 1IN HCI. Mix, inkuber i 10 min. i romtemperatur.
Tilsett 20 uLL av IN NaOH/0,5 M HEPES. Mix.
I forkant av undersekelse, bland 20 pL activated sample med 190 uL. RD/PBS
(fortynning).

2. Fortynn capture antibody til arbeidskonsentrasjon i PBS:
=>» Arbeidskonsentrasjon: 2,0 ug/mL (100 uL Cap AB + 12 ml PBS)

Umiddelbart bekle en 96-brenns mikroplate med 100 pL pr. brenn av fortynnet
capture antibody.

Forsegl platen med adhesive strip og inkuber over natta i romtemperatur.

Neste dag:

3. Lage wash solution til bruk i autowasher:
> 40 ml WASH (WA 126) + 1000 mL H20

&

Lage blocking (5% tween/PBS):
= 1,5 mL Tween + 30 mL PBS (300 pg pr. brenn).

5. Gjennomfer totalt tre vask (autowasher).
Fullstendig fjerning av vaeske i hvert steg er essensielt for korrekt utfall. Etter den
siste vasken, fjern gjenveerende wash buffer ved & snu og bank plata mot rent

papir.

6. Blokker plata ved a tilsette 300 puL block buffer til hver brgnn.
Dekk med adhesive strip og inkuber i minimum 1 time i romtemperatur.

~

Bland reagent diluent med PBS og Tween for totalt 40 mL:
= 39,2 mL PBS + 560 uL RD (DY997) + 20 pL Tween
(12 mL skal brukes til detection-AB).

8. Lage standard fortynning:

50



=> 11,1 pL standard + 1000 uL. RD med PBS (2000 pg/mL), og fortsetter videre med
en to-folds tortynningerekke inntil man nar en konsentrasjon pa 31,3 pg/mL (6
steQ).

500 pL 500l S00pML  S00uL  S00pL 500 pL

11,1 p ' ﬂ. ~~h 7~ “' “‘ “ '

S”‘NDARO ' ' ' “ '

Reconstituted 250 125 62.5 313
Standard pg/mL pg/ml_ pg/ml pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL

Vi benytter en to-folds fortynningsrekke, som reduserer konsentrasjonen av en
original lgsning med en halv (faktor to-reduksjon).

9. Programmere Ascent Software

Etter 1 time:
10. Vaske plata

11. Tilsette 100 uL standard og 100 puLL serum (SLE/WG/kontroller) til 96-
brgnnsplata.
Dekk med adhesive strip og inkuber i 2 timer i romtemperatur.
Etter 2 timer:
12. Vaske plata
13. Tilsett 100 uL av detection antibody, fortynnet med reagent diluent med PBS (200

pL detection-AB + 12 mL RD/PBS), til hver brgnn.
Dekk med en adhesive strip og inkuber i 2 timer i romtemperatur.

Etter 2 timer:
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14. Vaske plata

15. Tilsett 100 pL arbeidsfortynnet streptavidin-HRP til hver brgnn.
=>» 300 uL streptavidin-HRP + 12 mL RD (forhold 1:10).

Dekk plata og inkuber i 20 minutter i romtemperatur. Unnga a plassere platen i direkte

lys.

Etter 20 minutter:

16. Vaske plata

17. Tilsette 100 puL Substrate Solution (A+B) (lages innen 15 min. fer bruk).
Inkuber i 20 minutter i romtemperatur.

Etter 20 minutter:

18. Tilsette 50 uL Stop Solution til hver brgnn.

19. Avlesning; bestem den optiske tettheten av hver brenn umiddelbart ved bruk av en
mikroplate-avleser satt pa 450 nm. (48)
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15 Vedlegg 11: Oppskrift tris-buffered saline og phosphate-buffered

saline

Tris-buffered saline (TBS) (1X)
50 mM Tris-Cl, pH 7.5
150 mM NaCl

To prepare, dissolve 6.05 g Tris and 8.76 g NaCl in 800 mL of H,O. Adjust pH to 7.5 with 1
M HCI and make volume up to 1 L with H20. TBS is stable at 4°C for 3 mo. (72).

Phosphate-buffered saline (PBS)

Amount ] . .
Final Amount to add Final concentration
Reagent to add (for 1x )
_ concentration (1x) (for 10x stock) (10x)

solution)
NaCl 8¢ 137 mm 80¢g 1.37m
KCI 0.29 2.7 mm 29 27 mm
Na;HPO. 1.44 ¢ 10 mm 14.4 ¢ 100 mm
KH2PO4 0.24¢ 1.8 mm 249 18 mm
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Amount ] . .
Final Amount to add Final concentration

Reagent to add (for 1x _
_ concentration (1x) (for 10x stock) (10x)
solution)

If necessary, PBS may be supplemented with the following:

CaCl2»2H.O 0.133¢g 1 mm 1.33¢ 10 mm

MgClz+6H.O  0.10g 0.5 mm 109 5mm

PBS can be made as a 1x solution or as a 10x stock. To prepare 1 L of either 1x or 10x PBS,
dissolve the reagents listed above in 800 mL of H>O. Adjust the pH to 7.4 (or 7.2, if
required) with HCI, and then add H>O to 1 L. Dispense the solution into aliquots and sterilize
them by autoclaving for 20 min at 15 psi (1.05 kg/cm?) on liquid cycle or by filter
sterilization. Store PBS at room temperature (73).
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