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Sammendrag

Autoimmun Addisons sykdom (AAS) kjennetegnes av autoimmunitet rettet mot celler i
binyrebarken i binyrene, som igjen farer til mangel pa hormonene aldosteron og kortisol.
AAS deles i isolert AAS og autoimmune polyendokrine syndromer (APS-1 og APS-2). | APS
er det flere risikogener som peker mot defekter i sentral og perifer toleranse. Monocytter er
essensielle i det medfgdte immunsystemet. Forskning viser at miljgpavirkning trener
monocytter til & bli mer aktivert. Det kan dermed veere interessant a se pa rollen til
monocyttene i AAS. Malet for prosjektet er a undersgke antallet av monocytter og deres evne

til & bli aktivert i ASS pasienter sammenlignet med friske kontroller.

For d undersgke antall av monocytter ble det etablert et monocyttpanel (CD45, HLA-DR,
CD88, CD14 og CD16) for flowcytometri av heparin fullblod. Det ble benyttet kuler for
absolutt kvantitering av monocytter. Isolerte monocytter ble stimulert med LPS for & se pa
oppreguleringen av genene TNF, IL6, CXCL10 mot ACTB. Dette ble gjort ved hjelp av
gPCR og beregning av fold change (FC).

Det var ingen signifikant forskjell i antall monocytter mellom kontroll- og pasientprgver. Hos
kontrollpravene gav stimulering med LPS en signifikant gkning i aktivering av monocyttene.
Dette var ikke signifikant hos pasientene pa grunn av stor variasjon. Det ble ikke pavist

forskjell i aktivering mellom kontroller og pasienter.

Selv om t-test viste at det ikke var noe signifikant forskjell i bade antall og aktivering av
monocytter, observeres det likevel en lavere antall monocytter og hgyere aktivering hos noen

pasienter sammenlignet med kontroller.

Ngkkelord: Autoimmun Addisons sykdom, trent medfgdt immunitet, flowcytometri,
immunaktivering og qPCR



Abstract

Autoimmune Addison’s disease (AAD) is characterised by autoimmunity directed towards
cells in the adrenal cortex of the adrenal glands, which leads to a deficiency of the hormones
aldosterone and cortisol. AAD is divided into isolated AAD and autoimmune polyendocrine
syndromes (APS-1 and APS-2). There are several risk genes in APS that points to defects in
central and peripheral tolerance. Monocytes are essential in the innate immune system.
Research shows that different environmental factors train monocytes to have higher
responsiveness, this is called trained innate immunity. As such it could be interesting to
investigate the role of monocytes in AAD. The purpose of this project is to determine the
amount of monocytes and their ability to become activated in AAD patients compared to

healthy controls.

To determine the amount of monocytes, a monocyte panel (CD45, HLA-DR, CD88, CD14
and CD16) was established for flow cytometry using heparin whole blood. Counting beads
were used for absolute quantification of monocytes. Isolated monocytes were stimulated with
LPS to observe the upregulation of genes TNF, IL6, CXCL10 compared to ACTB. This was
done with gPCR and calculation of fold change (FC).

There was no significant difference in the amount of monocytes between control and patient
samples. In the control samples there was a significant difference detected in the activation of
monocytes with LPS. Due to high variation between the patient samples, no significant
changes of activation was found. Furthermore, there was observed no significant difference in

activation of monocytes between control and patient samples.

Although the T-test showed that there was no significant difference in both the amount and
activation of monocytes, a lower number of monocytes and higher activation were still

observed in some patients when compared to healthy controls.

Keywords: Autoimmune Addison’s Disease, trained innate immunity, flow cytometry,
immune activation and gPCR.
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1.0 Innledning

1.1 Immunforsvaret

Kroppen blir kontinuerlig eksponert for en rekke mulige inntrengere, dette omfatter
mikroorganismer som virus, bakterier, sopp og encellede parasitter, kalt protozoer, og
flercellede parasitter. Immunforsvaret har som hovedoppgave a beskytte kroppen mot disse
inntrengerne, og hindre at ugnskede mikroorganismer og parasitter etablerer seg i kroppen.
Immunforsvaret er helt avgjgrende for var overlevelse og har i tillegg sentrale oppgaver som a
fjerne dade celler og vev, og angripe og fjerne kreftceller (1). Immunforsvaret bestar av flere
typer spesialiserte celler og et stort antall av ekstracelluleere peptider og proteiner. Cellene i

immunforsvaret kalles leukocytter og produseres og utvikles gjennom hematopoiese (1).

1.1.1 Hematopoiese

Hematopoiese er betegnelsen pa dannelse, utvikling og spesialisering av celletypene i blodet
som erytrocytter, leukocytter og trombocytter (Figur 1). Det omfatter proliferasjon eller
celledeling, differensiering og modning. | benmargen finner en hematopoetiske stamceller
(HSC) som har evne til & dele seg, og blir differensiert mot spesialiserte celler. Hvilken
retning de modnes i er avhengig av signalmolekyler som er til stede i benmargen under

celledelingen (2).

| fosterstadiet er blodceller produsert hovedsakelig i lever, men ogsa i milt og lymfeknuter.
Etter fadsel blir benmargen hovedsete for hematopoiese. Den skjer hovedsakelig i den rgde
benmargen, men andre vev som er inkludert er nyre, lever, milt, thymus og lymfeknuter (3).

Hos voksne er 70% av hematopoiesen lokalisert i pelvis, ryggseyle og brystben (2).

Hematopoietiske stamceller er multipotente stamceller som gir opphav til alle blodceller i
kroppen. Gjennom stadig differensiering av HSC skapes det mer og mer differensierte
forstadier av lymfoide eller myeloide celler. Disse mer differensierte forstadier kalles
progenitorceller. Myeloide progenitorceller blir til celler som monocytter, og basofile-,
ngytrofile- og eosinofile granulocytter. Lymfoide progenitorceller blir til NK-celler, T-celler

og B-celler (2).

Cytokiner regulerer hematopoiesen. Dette er lgselige glykoproteiner og viktige
signalmolekyler, og de kan ha autokrin, parakrin eller endokrin virkning. Nar cytokinene



virker pa de cellene som produserer dem, kalles det autokrin virkning. Parakrin virkning (para
= ved siden av) er nar cytokinene virker pa naboceller, eller malceller i naerheten. Endokrin
virkning er nar cytokinene eller signamolekylet fraktes rundt i blodet og virker pa celler som
er andre steder i kroppen (1). Cytokiner regulerer celledeling, differensiering og modning av
HSC, progenitorceller og forlgpercellene. Viktige cytokiner er blant annet interleukiner (IL-2,

IL-3) og interferoner (INF-a). For eksempel stimulerer IL-2 til deling i retning av lymfocytter
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Figur 1: Hematopoiese: tradisjonell modell som viser differensiering av ulike blod celler fra HSC til modne celler (4).

1.1.2 Det medfgdte immunforsvaret

Immunforsvaret deles inn i to deler, det medfgdte og det ervervede immunforsvaret. Det
medfgdte immunforsvaret trer raskt i funksjon og er kroppens farste linje forsvar mot
sykdomsfremkallende inntrengere. Det deles inn i en ytre del som omfatter huden og
slimhinner, og en indre del som omfatter det medfedte celleforsvaret og ikke-celluleere
faktorer. Granulocyttene, dendrittiske celler, monocytter og makrofager inngar i det medfadte
immunforsvaret sammen med komponentene de skiller ut, komponenter i

komplementsystemet, laktoferrin, interferon og akuttfaseprotein (1, 5).

Dendrittiske celler, monocytter og makrofager gjenkjenner konserverte strukturer i ulike

mikrobielle molekyler, ogsa kalt patogen-assosiert molekylaere mgnstre (PAMPS). Disse



inkluderer blant annet lipopolysakkarid (LPS) som finnes i celleveggen til gramnegative
bakterier, peptidoglykan fra den grampositive celleveggen og sukkermolekylet mannose.
Makrofager og dendrittiske celler gjenkjenner PAMPs ved hjelp av mgnstergjenkjennende
reseptorer (PRR) som befinner seg pa celleoverflaten til disse cellene. PRR inkluderer blant
annet toll-like reseptorer (TLRs), C-type lektin reseptor (CLRs) og NOD-like reseptor (NLRS)
(6, 7).

Nar PRR har blitt bundet til PAMP settes det i gang intracellulzere biokjemiske kaskader som
farer til aktivering av cellen. Aktiverte celler kan da fagocytere (cellespising) og sekrere ulike
cytokiner. Cytokiner som blir produsert er blant annet tumornekrosefaktor (TNF), IL-1 og
IL-6. Disse cytokinene er kritiske for a fa i gang rekruttering av celler til infeksjonsomradet
for a videre klarere patogenet (8). Dysregulert produksjon av slike inflammatoriske cytokiner

er ofte assosiert med inflammatoriske eller autoimmune sykdommer.

Ngytrofile granulocytter, dendrittiske celler og makrofager er viktige fagocytterende celler.
Fagocytose innebarer at en fagocytterende celle omslutter partikler, for eksempel bakterier
eller vev- og cellerester, tar materialet opp i seg, og deretter fordgyer det. Dendrittiske celler
og makrofager kan videre presentere antigen fra mikroben pa celleoverflaten for & aktivere det

ervervede immunforsvaret (1).

Videre aktivering gjennom TLR vil ogsa indusere uttrykk av CD80 pa celleoverflaten til
profesjonelle antigenpresenterende celler (APC). CD80 er et viktig ko-stimulerende molekyl,
og dets tilstedeverelse er ngdvendig for aktivering av naive T-lymfocytter. Ved mangel pa
CD80 og eller ko-stimulering vil gjenkjenning av antigener fare til anergi (7). Anergi hos
T-celler er karakterisert av at de er uten evne til & uteve funksjoner i respons til antigen

stimulering (9), se 1.1.3 Det ervervede immunforsvaret.

APC er celler som uttrykker HLA klasse Il molekyler pa overflaten, og har muligheter for &
presentere antigen for CD4" T-lymfocytter (8). B-lymfocytter, makrofager, langerhansceller i
hud og dendrittiske celler er de typiske eksemplene pa profesjonelle APC (10). APC tar
effektiv opp antigen ved fagocytose eller reseptormediert endocytose (mekanisme der celler
spiser og fordayer store molekyler) og presenterer antigen pa HLA klasse 11 molekyl ledsaget
av uttrykk av ko-stimulerende molekyler. Dette farer til aktivering og videre differensiering
av T-cellene. Pa denne maten er det medfadte og det ervervede immunforsvaret tett integrert

for & sarge for optimal immunfunksjon (8).



1.1.3 Det ervervede immunforsvaret

Det ervervede immunforsvaret blir ogsa kalt det spesifikke immunforsvaret og samvirker som
sagt i stor grad med det medfadte immunforsvaret. Det bestar i hovedsak av ulike lymfocytter,
T-celler og B-celler. Lymfocyttene har spesifikke proteinstrukturer pa membranoverflaten
som gjar det mulig for dem a gjenkjenne spesifikke molekyler ogsa kalt antigener, pa
fremmede mikroorganismer. Ved slik gjenkjenning vil spesifikke T- og B-celler aktiveres og
gke i antall, mens noen B-celler vil danne antistoffproduserende celler kalt plasmaceller. Det
er denne egenskapen som er opphavet til betegnelsen det spesifikke immunforsvaret (1, 5).

Plasmaceller skiller ut store mengder antistoffer (immunoglobuliner, Ig) som sirkulerer rundt i
blodbanen og binder til de antigenene som stimulerte B-lymfocyttene. Immunoglobulinene
deles inn i fem klasser (IgA, IgE, IgD, 19G og IgM) med ulike funksjoner. I tillegg til plasma
celler vil det ogsa utvikles B-celler som kjenner igjen antigenet (minne-B-celle). Nar
minne-B-cellen blir stimulert igjen senere av det samme antigenet, vil cellen huske antigenet
og raskt bidra til at det dannes flere plasmaceller. Plasmacellene vil igjen produsere store
mengder antistoff som er rettet mot antigenet. Lymfocyttene utvikler dermed immunologisk
«hukommelse» nar de stater pa mikrober. Pa grunn av den immunologiske «hukommelsen»
reagerer det ervervede immunforsvaret bade raskere og kraftigere, hvis den samme mikroben
kommer tilbake (1, 5).

Et av de viktige saertrekkene ved ervervet immunforsvar, er a skille mellom kroppens egne
antigene strukturer og det som blir kalt for fremmede strukturer. Toleranse og mangel pa
reaktivitet mot kroppsegne strukturer er ngdvendig for & unnga autoimmune sykdommer,
samtidig som reaktivitet mot alle andre strukturer ma bevares. Sentral toleranse er toleranse
som induseres i de primere lymfoide organene ved at selvreaktive T-celler selekteres bort.
T-celler som ikke viser binding til egne HLA-molekyler, vil gjennomga apoptose og lukes
bort. Resten vil gjennomga en negativ seleksjon, som innebarer at celler med reseptorer som
gjenkjenner egne peptider presentert av egne HLA-molekyler blir fjernet (7). Videre blir noen
av T-cellene i thymus omdannet til Tregs (regulerende T-celler). Tregs er celler som regulerer
aktiviteten av andre lymfocytter og pa denne maten demper immunreaksjoner. Det har blitt
observert at Tregs klarer & inhibere T-celle deling og cytokin produksjon, og pa denne maten

har de en viktig rolle i & hindre utviklingen av autoimmunitet (11).
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| sekundzre lymfoide organer vil T-celler la seg aktivere bare nar det er en viss konsentrasjon
av HLA/peptid til stede og antigenspresenterende celler er tilstrekkelig aktiverte. Aktivering
av naive T-celler er avhengig av at antigenet fraktes til lymfeknuter og presenteres av APC,
som for eksempel dendrittiske celler. En annen mekanisme for perifer T-celletoleranse er
anergi. T-celleanergi oppstar dersom en T-celle mottar signal 1 (stimulering av peptid/MHC),
men ikke signal 2 (ko-stimulering). En slik delvis stimulering farer til endring av T-cellen,
slik at den samme cellen senere ikke er i stand til & respondere, selv ikke pa antigener
presentert av kostimuleringskompetente profesjonelle APC. Etter hvert vil de anerge

T-cellene dg via apoptose (9).

1.1.4 Autoimmunitet

Nar immunforsvaret fungerer som normalt, klarer det a skille mellom kroppsfremmede
antigener og kroppens egne molekyler. Dette kalles selvtoleranse. | noen tilfeller svikter
selvtoleransen, som farer til at immunforsvaret angriper kroppsegne celler og vev. Resultatet
blir at celler og vev gdelegges, og funksjonen til det angrepne vevet blir nedsatt. De
sykdommene som farer til at kroppens immunforsvar angriper egne celler og vev, kalles
autoimmune sykdommer (auto = selv). Eksempler pa autoimmune sykdommer er diabetes
type 1, reumatoid artritt (leddgikt), multippel sklerose (MS), myasthenia gravis, pernisigs
anemi, og autoimmun Addisons Sykdom (AAS) (1).

Autoimmune sykdommer, som flere andre komplekse lidelser, antas & stamme fra en
kombinasjon av genetiske og miljgmessige faktorer. En enkel hypotese er at en mutasjon i
ulike gener, se 1.2.2 Autoimmune polyendokrine syndromer (APS), resulterer i mangelfull
regulering eller redusert terskel for lymfocyttaktivering. Samtidig kan ulike miljgfaktorer
initiere eller forsterke aktivering av autoreaktive lymfocytter. Det blir antatt at autoimmunitet
vanligvis skyldes toleransebrudd hos T-celler (Figur 2). Autoreaktive T-celler kan enten

forarsake autoimmun sykdom direkte, eller hjelpe B-celler med & lage autoantistoffer (12).
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Figur 2: Genetiske predisposisjoner, miljgmessige stimuli og mangelfull regulering av T-celler er grunner for utvikling av

autoimmune sykdommer (12).

Autoimmune sykdommer kan deles i organspesifikke eller systemiske autoimmune
sykdommer. Ved organspesifikke autoimmune sykdommer er immunresponsen rettet direkte
mot et antigen som er karakteristisk for et bestemt vev eller organ. Bade cellulaere og
antistoffmedierte mekanismer kan vare involvert. Ved systemiske autoimmune sykdommer
kan malantigenet vere sveert utbredd, eller det kan dreie seg om flere antigener som befinner

seg i mange av kroppens vev og organer (7).

1.2 Addisons Sykdom

1.2.1 Autoimmun Addisons Sykdom (AAS)

Addisons sykdom skyldes redusert produksjon av glukokortikoider, primert kortisol, og
mineralkortikoider, primeert aldosteron, i binyrebarken. Binyrebarken er den ytterste delen av
binyrene som ligger pa toppen av hver sin nyre (Figur 3). Avhengig av arsak kan
binyrebarksvikt deles inn i primaer binyrebarksvikt og sekunder binyrebarksvikt. Primeer
binyrebarksvikt, er den vanligste arsaken til Addisons sykdom. Denne skyldes vanligvis en
autoimmunitet rettet mot de hormonproduserende cellene i binyrebarken. Sekundeer
binyrebarksvikt skyldes derimot svikt i hypofysen, og resulterer i lav produksjon av
adrenokortikotropt hormon (ACTH). ACTH regulerer frisettingen og syntesen av hormonet
kortisol i binyrebarken, og en redusert produksjon av ACTH vil fare til redusert produksjon

av hormonet kortisol (1, 13).
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Figur 3: Binyrene sin anatomiske plassering. Binyrene deles inn i to endokrine kjertler, binyrebarken (adrenal cortex) og
binyremargen (adrenal medulla) (14).

Primeer binyrebarksvikt, eller autoimmun Addisons sykdom (AAS), er den vanligste arsaken
til Addisons sykdom i I-land. I U-land derimot var tuberkulose tidligere den dominerende

arsaken til Addisons sykdom. N4, derimot er autoimmunitet ansvarlig for de fleste tilfeller i
utviklingsland (13).

AAS er en sjelden og alvorlig sykdom, og kan veere potensielt livstruende pa grunn av
hormonene sin sentrale rolle i bade energi, salt- og vaeske homeostase i kroppen (15).
Hormonet aldosteron har en sentral rolle i regulering av blodtrykk og elektrolyttbalansen, og
reguleres blant annet gjennom det sakalte renin-angiotensin-aldosteron-systemet (RAAS).
Nermere forklart blir det en gkt frisetting av hormonet nar systemet RAAS blir aktivert ved
fall i blodtrykk. Aldosteron vil sa stimulere nyrene til gkt reabsorpsjon av natrium, og gkt

sekresjon av kalium i nyrene. Sammen med natrium, reabsorberes vann og klorioner (C°), som
igjen farer til at blodtrykket gker (1, 5).

Glukokortikoidet kortisol, har en sentral rolle i regulering av bade immunsystemet og
metabolisme. Det er et livsviktig hormon, og pavirker flere forskjellige prosesser i kroppen,
slik som karbohydratstoffskiftet, proteinstoffskiftet, fettstoffskiftet, stress, DNA-syntese,

betennelser og virkning av andre hormoner. Regulering av syntese og frisettingen av kortisol,
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styres av adrenokortikotropt hormon (ACTH), som produseres og frisettes fra hypofysen.
Frisettingen av kortisol reguleres gjennom sakalt “negativ feedback”, ved at kortisol reduserer
ACTH-frisettingen fra hypofysen. Nivaet av kortisol har en betydelig variasjon gjennom

dagnet og er hgyest pa morgenen, og lavest sent pa kvelden (1).

Kortisol er et antiinflammatorisk molekyl. Ved vevsskade reduserer kortisol virkningen av
lokale faktorer som prostaglandiner, som fremkaller en betennelsesreaksjon. | tillegg
reduserer kortisol tilstrammingen av leukocytter til betennelsesstedet. Dette reduserer risikoen
for at betennelsesprosesser far et forlgp som kan gi varige vevsskader (slik som ved revmatoid
artritt). En hgy konsentrasjon av kortisol over lengre tid, farer til nedsatt produksjon av
antistoff, som er hovedarsaken til kortisol sin inhiberende virkning pa immunforsvaret (1). Pa
grunn av kortisol sin antiinflammatoriske virkning, blir glukokortikoider (GCS) ofte benyttet i
behandling av akutte og kroniske inflammasjoner. Glukokortikoidenes effekt ved behandling
er hovedsakelig gjennom direkte inhibering av aktiverte immunceller, slik som T-celler eller

monocytter/makrofager (16).

Symptomer som oppstar ved AAS er hovedsakelig basert pa mangelen av gluko- og
mineralkortikoider som resulterer i vekttap, blodtrykksfall og svimmelhet nar man reiser seg
(ortostatisk hypotensjon), hyponatremi, hyperkalemi, hypoglykemi, lymfocytose og endring i
blodtelling (anemi, eosinofili). @kt sekresjon av ACTH og andre pro-opiomelanokortin
peptider (POMC) stimulerer hudens pigmentceller og farer ofte til gkt pigmentering av hud og
slimhinner. Dette er et mer spesifikt symptom pa sykdommen, i tillegg til gkt saltbehov. Med
unntak av hyperpigmentering og saltbehov, er symptomene pa AAS noksa uspesifikke og
inkluderer svakhet, tretthet, vekttap, magesmerter, depresjon og angst. Som et resultat kan det
ta lang tid fer diagnosen blir stilt, noe som resulterer i klinisk presentasjon med akutt

livstruende binyrekrise (15).

Diagnosen AAS kan som regel stilles klinisk og videre bekreftes ved maling av kortisolniva
og ACTH. De typiske funnene er lave niva av kortisol og kraftig forhgyet niva av ACTH,
ikke malbart niva av aldosteron og forhgyet reninaktivitet eller reninkonsentrasjon. 1 tillegg
benyttes maling av autoantistoffer mot enzymet 21-hydroksylase (210H) som en marker pa
AAS. Enzymet 210H, er involvert i biosyntese av steroidhormoner (gluko- og
mineralkortikoider) i binyrebarken. Dersom antistoffet ikke blir pavist, letes det etter andre

arsaker enn autoimmunitet, basert pa klinisk status til pasienten. Pa grunn av binyrebarken sin
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manglende evne til & produsere viktige hormoner, far pasienter med AAS

substitusjonsbehandling med glukokortikoider og mineralkortikoider (13, 17, 18).

1.2.2 Autoimmune polyendokrine syndromer (APS)

AAS kan opptre isolert eller i ulike autoimmune polyendokrine syndromer (APS). Nar
sykdommen opptrer isolert, har pasienten kun autoimmun Addisons sykdom. APS derimot, er
en mangfoldig gruppe av kliniske tilstander, og er preget av funksjonsnedsettelse av flere
endokrine kjertler pd grunn av tap av immuntoleranse. APS deles videre inn i autoimmun
polyendokrin syndrom type 1 (APS-1) og autoimmun polyendokrin syndrom type 2 (APS-2).
| Nordiske land er prevalens for AAS, 200:1000 000 (19). Prevalens for APS-1 i Norge er
estimert til omtrent 1:90 000, og er mye sjeldnere enn non-APS-1 (20).

APS-1 er et monogent syndrom som er knyttet til risikogenet AIRE (Autoimmun regulator
gen). AIRE har en avgjgrende rolle i & etablere sentral immunologisk toleranse og forhindre
autoimmunitet. Mutasjoner i genet AIRE, vil fare til defekt i sentral toleranse og utviklingen
av T-celler blir forstyrret. Nar en far diagnosen APS-1, er det vanlig a utvikle andre
sykdommer tillegg, som oppstar ofte i ung alder. Disse sykdommene kan vare kronisk
candida infeksjon i slimhinner, hypoparathyreoidisme eller primar binyrebarksvikt (AAS).

| tillegg til disse kliniske indikatorene er flere organ spesifikke angrep vanlige, som f.eks
Type 1 diabetes (T1D) (21, 22).

APS-2 er et polygent syndrom som er knyttet til ulike versjoner av risikogener som PTPN22,
HLA, CTLA4, CLEC16A, BACH2 og AIRE (19, 21). | Tabell 1, er proteinene som disse
genene koder for og deres funksjon presentert. Flere av genene koder for proteiner som har
sin funksjon knyttet til T-celler, og har en sentral rolle innenfor bade aktivering,
differensiering og seleksjon. En del av disse genene peker dermed mot defekt i sentral
toleranse, men kan ogsa indikere en rolle i perifer toleranse og presentasjon av antigen.

En rekke HLA-regioner er sterkt knyttet til AAS, som har en sentral rolle i & presentere peptid
til T-celler. Genet AIRE er som tidligere nevnt sterkt knyttet til APS-1, men en nyere studie
viser at det finnes varianter av AIRE ogsa i non-APS-1 (13, 19). | tillegg til effekter pa sentral
toleranse, regulerer genet PTPN22 signalering av monocytter/makrofager, og genet BACH2

er involvert i regulering av makrofager (23, 24).
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Tabell 1: Genene HLA, CTLA-4, PTPN22, BACH2, CLEC16A og AIRE som er knyttet til APS-2, med proteinnavn og

funksjon. Sgkemotoren UniProt ble benyttet for a finne fullt proteinnavn og funksjon (25).

Gen Protein Funksjon
HLA Human leukocytt antigen Binder peptid og presenterer peptid for T-celler.
CTLA-4 Cytotoksisk T-lymfocytt protein 4 Inhiberer T-celle aktivering.
PTPN22 Protein tyrosin fosfatase, non- Involvert i signalering som kontrollerer
reseptor type 22 immunaktivitet til T-celler.
Regulerer signalering i monocytter/makrofager
BACH?2 Transkripsjons regulator protein Regulerer B- og T-celledifferensiering.
Regulering av makrofager.
CLEC16A Protein CLEC16A Modulerer autofagi og T-celle seleksjon i thymus.
AIRE Autoimmun regulator protein Sentral rolle i seleksjonen av T-celler i thymus. @ker
utrykket av vevsspesifikke antigen pé celleoverflaten.

Selv om APS-2 er mer vanlig enn APS-1, er det uklart hvordan denne sykdommen oppstar.
Pasienter med APS-2 er karakterisert med minst to av tre fglgende endokrinopatier: T1D,
autoimmun thyroidea sykdom (AITD) og AAS (21).

Dette prosjektet vil bruke materiale fra pasienter med isolert AAS eller APS-2 og det vil

derfor fokuseres mindre pa APS-1.

1.2.3 Patogenese

| likhet med de fleste autoimmune sykdommer, antas AAS & veere forarsaket av en
kombinasjon av flere uheldige genetiske varianter og miljgfaktorer. Nedenfor vises en

forenklet modell av patogenesen til AAS (Figur 4) (13).

Det er flere gener som koder for immunologiske proteiner assosiert med AAS, som for
eksempel HLA, AIRE, PTPN22, CTLA-4 og BACH2 (13). Selv om det er flere risikogener
som er knyttet til AAS, er det fortsatt uklart hva som er den genetiske komponenten i AAS
patogenese. Dette apner for andre faktorer som for eksempel miljgbetingelser. Men selv om
det er foreslatt en rekke virus som mulige kandidater, er det lite kunnskap om miljgbetingelser
(13).

AAS er karakterisert av en sveert malrettet immunrespons mot enzymet 21-hydroksylase
(210H), og det er ofte autoantistoff mot 210H til stede hos pasienter med AAS. Antistoff mot
210H utgjgr dermed en viktig biomarker nar autoimmunitet er den underliggende arsaken til
binyrebarksvikt. Likevel antas det at 210H-spesifikke cytotoksiske T-celler, ogsa er ansvarlig

for den faktiske destruksjonen av vevet i binyrebarken. Disse T-cellene kan ogsa pavises
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perifert i blodet, og rekrutteres mest sannsynlig til binyrebarken ved at kjemokiner blir frigitt

fra cellene i binyrebarken (13).

Til slutt kan immunterapi muligens ha en virkning pa AAS, som videre kan gi mer
informasjon om mulige mekanismer i sykdommen. Forelgpig er det lite som er kjent i forhold
til initialfasen, og etablering av betennelse og immunrespons mot binyrebarken, men et bedre
innblikk 1 samspillet mellom miljgfaktorer, immunsystemet og cellene i binyrebarken, kan gi
verdifulle ledetrader til de patogene mekanismene i AAS (13).

RUATATATN
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Figur 4: Forenklet modell av patogenesen til Autoimmun Addisons Sykdom (AAS). Bildet viser binyrebarken og
kombinasjoner av faktorer som muligens er en del av patogenesen. Genetisk predisponering, miljofaktorer, autoreaktive T-

celler, autoantistoffer og immunterapi (13).

1.2.4 Immundefekter i AAS

AAS er karakterisert med sirkulerende autoantistoffer og lymfatisk infiltrasjon av
binyrebarken. Autoantistoffer rettet mot binyrebarken ble identifisert for flere tiar siden, og
hovedmalet for autoantistoffene ble senere identifisert som 210H. | de siste arene har 210H
blitt etablert som et T-celle-autoantigen i AAS, og det har blitt detektert spesifikke
autoreaktive T-celler mot enzymet 210H (13).

De hormonproduserende binyrebarkcellene, er ogsa mest sannsynlig aktive medspillere i
patogenesen til AAS, siden disse cellene kommuniserer med immunforsvaret pa flere mater.
Binyrebarkcellene responderer pa inflammasjon ved & produsere en rekke immunologiske
mediatorer, slik som IL-1pB, IL-8, TNFa og CXL10 (13). Men det tenkes at ogsa andre celler i
binyrebarken spiller en slik rolle.
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Som tidligere nevnt er det flere risikogener som er knyttet til APS-2, som HLA, BACH2
CTLA4, PTPN22 og AIRE (19, 21) (Tabell 1). Flere varianter av HLA er sterkt knyttet til
AAS, og mutasjoner i genene PTPN22, CTLA4 og BACH2 er assosiert med en rekke
autoimmune sykdommer. PTPN22 spiller ogsa en rolle i regulering av monocytter og
makrofager (23), men fa studier har undersgkt denne celletypen i AAS. Monocytter modnes
til makrofager i ulike typer vev, og binyrer inneholder et stort antall makrofager (26). Det er
derfor trolig at aktivering av disse cellene kan spille en rolle i AAS.

1.3 Monocytter og trent immunitet

1.3.1 Monocytter

Monocytter dannes ved hematopoiese i benmargen fra en felles myeloid stamfar (progenitor
CMP) delt med erytrocytter, blodplater, dendrittiske celler og granulocytter (27). Monocytter
utgjer omtrent 5% av kjerneholdige sirkulerende celler med i normalt blod, og de sirkulerer,
som granulocyttene, omtrent en til tre dager i blodbanen far de vandrer ut i vevet (28). Her vil
de avhengig av miljget differensiere til makrofager eller inflammatoriske dendrittiske celler.
Disse cellene spiller kollektivt en viktig rolle under homeostase og ved forsvar mot patogener.
Monocytter bidrar ogsa til vevsreparasjon, og understreker ytterligere deres relevans for bade
helse og utvikling av sykdom (10).

Betennelsesreaksjonen forarsaker monocyttmigrasjon til infeksjonsomradet, med pafalgende
differensiering av monocytter til makrofager. Makrofager kan videre differensiere til
spesialiserte makrofager basert pa deres beliggenhet. De kan vare bevegelige, slik at de kan
oppseke fremmede inntrengere og skadete celler, eller lite bevegelige som kupffercellene i
leveren og mikrogliacellene i hjernen. Slike makrofager er viktige renovatgrer som

fagocytterer fremmedlegemer og dagde celler (9).

Makrofagene har flere reseptorer for bakterieprodukter, for eksempel LPS-reseptorer (CD14),
toll lignende reseptorer og mannosereseptorer. Nar bakterieprodukter bindes til disse
reseptorene, farer det til en aktivering av cellen med produksjon av proinflammatoriske
cytokiner som TNF, IL-1 og IL-6. Aktiverte makrofager produserer 1L-12, som farer til at
CDA4" T-celler differensierer til en Thl (T-hjelper celle) retning (9).

Makrofager er viktige fagocytterende celler som kan presentere mikrobielle antigen til naive
T-celler, se 1.1.2 Det medfedte immunforsvaret. Makrofager eliminerer ikke bare mikrober,
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men ogsa apoptotiske celler og vevsrester. Flere reseptorer er involvert i gjenkjennelse av
apoptotiske celler, deriblant CD36 og trombospondin. Makrofager har dermed en viktig rolle i
reparasjon av skadet vev (9). Monocytter kan ogsa produsere cytokiner som rekrutterer flere
celler og proteiner til det bergrte omradet og gir en betydelig immunrespons. Typer av frigitte
cytokiner varierer avhengig av funksjonen. For & gjenopprette homeostase kan monocytter

bidra til ombygging og helbredelse via antiinflammatoriske cytokiner (28).

1.3.1.1 Subtyper av monocytter

Det er tre godt karakteriserte klasser av monocytter hos mennesker: klassiske

(CD14%, CD16), intermediere (CD14*, CD16") og ikke klassiske (CD14", CD16"). Klassiske
monocytter utgjer 80-90 % av monocytter mens resterende 10-20 % er delt pa intermedizre
og ikke klassiske monocytter (27).

Klassiske monocytter er kritiske for den farste inflammatoriske responsen, og de representerer
en forbigaende cellepopulasjon med en mangfoldig differensieringspotensial. De trafikkerer
ut i vev og differensierer til makrofager i tarmen, leerhud (dermis), hjerte, bukspyttkjertelen,
lunge og testikler, eller alternativt konverterer til ikke klassiske monocytter (27). Videre
uttrykker klassiske monocytter en rekke med PRR og de er involvert i fjerning av

mikroorganismer gjennom fagocytose (29).

Intermedizere monocytter har ogsa proinflammatoriske funksjoner, der de produserer haye
verdier av IL-1, IL-6, IL-12 og TNF nar stimulert. Intermediare monocytter har evne til a
presentere antigener og fare til aktivering av T-celler. De fremmer spesifikt

proinflammatoriske Th-17-celleresponser (29).

Ikke klassiske monocytter har blitt sett pA som betennelsesdempende, da de opprettholder
vaskulaer homeostase. De er den farste forsvarslinje som anerkjenner og klarerer patogener.
Imidlertid er deres roller i kronisk sykdom mindre tydelig. De har vist seg a vere beskyttende

sa vel som positivt assosiert med sykdomsbyrde (30).

1.3.2 Trent medfgdt immunitet

Konseptet «trent medfgdt immunitet» er basert pa observasjonen at etter en primeer infeksjon
induseres det en forbedret medfgdt immunrespons som respons pa sekundeer infeksjon eller
stimulering. Denne sekundzere responsen av trente medfedte immunceller er ikke bare

spesifikk for antigenet som induserte den primare infeksjonen slik som ved adaptive
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immunminneceller, men er heller en ikke-spesifikk forbedret respons pa heterologe stimuli
(32).

Oppdagelsen av at HSC viser en minnefunksjon, kan forklare hvorfor kortvarige immunceller
som monocytter kan skaffe seg minne (31). Ulike studier viser at infeksjoner og livsstil kan
resultere i trent medfgdt immunitet, preget av langvarige epigenetiske effekter pa HSC. De
epigenetiske endringene inneberer histonmodifikasjoner av gener som koder for pro-
inflammatoriske cytokiner slik som IL-6 og TNF. Det er forelgpig ukjent hvilke faktorer som
er involvert i den epigenetiske modifikasjonen av HSC og om trening av stamceller ogsa er

assosiert med gkt produksjon av bestemte undergrupper av monocytter (27).

Ny forskning har vist at ikke bare mikrober, men ogsa ulike makromolekyler som
komponenter i en vestlig diett, kan indusere trent immunitet. Det gjenstar a se om dette ogsa
er tilfellet i mennesker (32). Videre kan det veere interessant & se om trent medfgdt immunitet
kan veere en medvirkende faktor i ulike autoimmune sykdommer, ved a potensielt fare til mer
aktivering av autoreaktive T-celler. Ettersom dette er en ny teori har det ikke blitt forsket
veldig mye pa om dette stemmer. Dette kan vaere et eksempel pa en ugunstig effekt av trent

immunitet der inflammasjon kan fare til vevsskader og potensielt til sykdom (31).

1.4 Flowcytometri

Flowcytometri er en metode der partikler blir analysert ved at de blir skilt fra hverandre i en
prgve basert pa starrelse og innhold i partikkelen. Partiklene kan veere f.eks bakterier,
trombocytter eller celler. Prgvevesken blir sendt i en veeskestrgam, omringet av sheat-vaeske,
gjennom en flowcelle (Figur 5). Prevematerialet og sheat-vaesken blir ikke blandet. Det er
fordi sheat-veaesken blir sendt i en hgyere hastighet enn pravemateriale. Det skaper et drag,
slik at partiklene i prevematerialet blir sendt gjennom flowcytometeret én etter én, dette er

kalt hydrodynamisk fokusering (33).
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Single flow

Figur 5: Hydrodynamisk fokusering: Prgveveaesken blir sendt inn i en vaeskestrgm, omringet av sheat-vaeske. Det vil ikke bli
blandet, fordi sheat-vaesken blir sendt i en hgyere hastighet. Prgvemateriale vil dermed stramme slik at partiklene gar i ke en

etter en. Dette kalles hydrodynamisk fokusering (34).

Partiklene passerer enkeltvis en eller flere laserstraler. Hvordan lyset blir bayd eller spredt gir
informasjon om partikkelen. Forward scatter (FSC) forteller om partikkelens stgrrelse basert
pa hvor stor grad lyset bgyes nar det treffer partikkelen (Figur 6). Store celler vil bgye lyset
mer enn sma celler. Side scatter (SSC) forteller om innholdet i partikkelen basert pa hvordan
lyset blir spredt. Celler som er mer granulert, som ngytrofile, vil spre lyset mer enn ikke
granulerte celler som for eksempel lymfocytter. FSC og SSC kan sammen bli brukt til &
identifisere ulike celletyper i blod (34, 35).

Side scatter (SSC)

Light source Forward scatter (FSC)

Figur 6: SSC og FSC: Sidescatter (SSC) er lys som blir bgyd basert pa partikkelens innhold. Forward scatter (FSC) er lys

som blir bgyd basert pa partikkelens starrelse (35).

Partiklene en gnsker a analysere blir merket med antistoff som er konjugert med
fluorokromer. Sistnevnte er molekyler som absorberer lys ved en gitt balgelengde og
emitterer lyset tilbake i en bglgelengde av lavere frekvens. Nar lys treffer fluorokromet vil
elektronene i molekylet bli eksitert. Det vil si elektronene gar fra en lav stabil energitilstand,
grunntilstand, til en hgy energitilstand, eksitert tilstand. Elektronene vil sa falle tilbake til

grunntilstanden, nar dette skjer blir det sendt ut elektromagnetisk straling, kalt fluorescens.
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Stralingen som kommer ut vil ha en bglgelengde med lavere frekvens enn bglgelengden som

forarsaket eksiteringen (34).

Optiske filtre bestemmer hvor spesifikt og hvilke bglgelengder som blir detektert av
flowcytometeret. Det er fire typer filtre: longpass (LP) transmitterer bglgelengder som er over
en spesifikk bglgelengde, shortpass (SP) er det motsatte av LP slik at alle bglger kortere enn
den bestemte bglgelengden blir transmittert, bandpass (BP) transmitterer lys innenfor et
spesifikt omrade og Notch er det motsatte av BP der lyset utenfor et spesifikt omrade blir
transmittert (34, 35).

Etter en analyse vil en kunne lage to-dimensjonale plott og histogrammer, som plasserer
cellene etter deres lysbrytende egenskaper og niva av antistoffbinding (33). Disse plottene blir
laget og «gatet» med programmer som FlowJo, slik at en kan fa ut for eksempel antallet av en
spesifikk cellepopulasjon. «Gating» er & avgrense et omradet pa plottet for & se videre pa
gnsket cellepopulasjon, ved a gjare dette vil en eliminere ugnskede partikler, dubletter og
celler (34).

1.4.1 Kompensering

Ved analyse av en prgve farget med flere antistoffer vil det kunne veere behov for &
kompensere. Dette er fordi emisjon fra de ulike fluorokromene kan interferere i kanaler det
ikke hgrer til. Interfereringen skaper en overlapp mellom to ulike fluorokromer, som gjgr det
vanskelig & male korrekt mengde emittert fluorescens. Fluorescens kompensasjon blir benyttet
i instrumentets dataprogram der det regnes ut hvor mye et fluorokrom vil interferere (i %),
ogsa kalt «spillover» (34). Dataprogrammet vil beregne hvor mye det skal kompenseres for
basert pa malinger gjort med enkeltfargede kontroller. Overlapp er en av begrensningen til
flowcytometri, da det setter grenser for hvor mange antistoff som kan benyttes om gangen

(33, 36).

Et eksempel pa overlapp (Figur 7) er mellom to ulike fluorokromer som skal avgi emisjonslys
til to ulike kanaler. Pa grunn av at fluorokromene har en overlapp i feil kanal, vil det gi ut et
resultat som ikke er reelt. For a korrigere dette ma en kompensere for overlappen i

dataprogrammet til instrumentet.
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Figur 7: Eksempel pa overlapp: A og B i histogrammet representerer fluorokromer som ha to ulike kanaler. De to marke

Wavelength

omradene er hvor hver av fluorokormene avgir emisjon som interfererer med feil kanal. Overlappen vil gi ut resultatet som
ikke representerer det faktiske resultatet. Slik overlapp ma kompenseres for ved hjelp av dataprogrammet som tilhgrer

instrumentet (34).

1.4.2 Immunfenotyping

| flowcytometrisk immunfenotyping blir cellene farget med antistoffer konjugert med
fluorokromer. Disse antistoffene binder seg til antigen uttrykt pa celleoverflaten. Antigen pa
blant annet leukocytter, makrofager og endotelceller har blitt satt i et nomenklatursystem kalt
Cluster of Differentiation (CD) (37). Ved dette prosjektet er det antistoffer for CD-markerene
CD45, HLA-DR, CD88, CD14 og CD16 som blir benyttet. CD45 er en markar som dekker
flere celletyper. CD45 finnes pa alle hematopoetiske celler unntatt erytrocytter og blodplater.
Antigenet har en rolle i aktivering av celler. Det finnes flere isoformer av CD45, og de fleste
hematopoetiske celler uttrykker en eller flere isoformer (38).

HLA-DR er en marker for APC, og uttrykkes hos monocytter, makrofager, B-lymfocytter og
dendrittiske celler. HLA-DR-molekylet er et klasse 11 molekyl som presenterer antigen til
T-celle reseptoren pa T-hjelperceller. Aktiverte T-celler kan ogsa uttrykke HLA-DR (7, 39).
CD88 heter ogsa C5a reseptor og er med i komplementsystemet. Den uttrykkes blant annet
hos monocytter, makrofager, granulocytter og mastceller. CD88 er blitt foreslatt som en ekstra

monocyttmarker for a ekskludere dendrittiske celler (40).

Markgren CD14 uttrykkes sterkt hos monocytter, men kan ogsa uttrykkes hos makrofager,
ngytrofile granulocytter og dendrittiske celler. CD14 er en ko-reseptor sammen med TLR4 og
MD-2, og binder til LPS som nevnt tidligere (41). CD16 er en marker som uttrykkes hos
Natural killer celler (NK-celler), makrofager, monocytter og ngytrofile. Monocyttene som

uttrykker CD16 er intermedigre og ikke klassiske monocytter, som nevnt i 1.3.1.1 Subtyper
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av monocytter. Ved a bruke denne markgren vil en kunne skille de CD16+ monocyttene fra
de CD16- klassiske-monocyttene. Det er vist i studier at monocytter som er positiv for bade
CD14 og CD16, uttrykker hgyere niva av HLA-DR (42).

1.5 Real time gPCR

Polymerasekjedereaksjon (PCR) er en metode hvor DNA blir amplifisert. Pravene som skal
brukes i PCR ma inneholde templat-DNA, buffer, forward- og revers primere,
deoksyribonukleosidtrifosfater (AINTP) og DNA-polymerase. PCR-analysen foregar i tre trinn.
| farste trinn blir DNA denaturert ved 95°C. Dobbelt helixen blir da dpnet opp. Temperaturen
senkes til 60°C for & fa primerene til & binde seg den komplementaere DNA-traden.
Temperaturen heves sa til 72°C for a fa polymerasen til & syntesere nye DNA-trader. Denne

syklusen blir gjentatt 30-40 ganger far analysen er ferdig (43).

I tillegg til konvensjonell PCR finnes ogsa kvantitativ sanntids-PCR, ogsa kalt real time qgPCR
(qPCR). Prinsippene for dem er like, men ved gPCR vil en kunne falge med pa analysen
underveis. Amplifiseringen og detektering vil skje samtidig, takket vaere fluorescenssignaler
som er proporsjonale med mengde PCR-produkt (44). De finnes ulike fluorescerende stoffer
som kan benyttes i gPCR, to av dem er SYBR Green og TagMan (45, 46). SYBR Green er
molekyler som binder til dobbelt tradet DNA (dsDNA) og avgir fluorescens nar bundet.
Fluorescens emisjon er proporsjonalt med mengden dsDNA i prgven. Disse molekylene kan
brukes for ulike gen, da de ikke binder til spesifikke gensekvenser. TagMan er prober med et
fluorescerende molekyl (Reporter dye) i 5° enden og et ikke-fluorescerende molekyl
(Quencher dye) i 3* enden. Nér proben binder seg til mal sekvensen vil Reporter dye bli
separert fra proben og avgi fluorescerende signaler. Probene er laget for spesifikke sekvenser,

som gjer at en kan skille mellom ulike sekvenser under amplifikasjon.

gPCR deles opp i fire faser (46): lineaer fase, tidlig eksponentiell fase, eksponentiell fase og
platafase (Figur 8). Lineer fase er det farste 10-15 syklusene for reaksjonene begynner, og
fluorescens emisjon ikke gir hgyere signal en bakgrunnsstay. | tidlig eksponentiell fase har
fluorescens emisjon blitt hayere en bakgrunnsstgy. Ved den eksponentielle fasen vil
amplifikasjon veere mest optimal, og PCR-produkt kan ved ideelle forhold dobles etter hver
syklus. Nar komponentene i en reaksjon blir begrenset og fluorescens signaler ikke lenger
gker er platafasen nadd (46, 47).
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Figur 8: De ulike fasene for en PCR amplifikasjonskurve (48). Linegr fase (1st phase) er 10-15 sykluser fgr reaksjonene
starter, og fluorescens emisjon ikke har hgyere signal en bakgrunnsstay. Tidlig eksponentiell fase (2nd phase) er nar
fluorescens emisjon er blitt hayere en bakgrunnsstay. Eksponentiell fase (3rd phase) er nar amplifikasjon er optimal, og

PCR-produkt kan dobles ved hver syklus. Platafase (4th phase) er nar komponenter til reaksjoner er begrenset (46).

Malingene som kan hentes ut etter qPCR er uttrykt som Cqg-verdier (kvantifiserings syklus).
Denne verdien er antall gPCR sykluser som en prgve har gatt gjennom for & na terskelen (47).
Nar bakgrunnsstay er lavere en emisjonssignalet er terskelen nadd. Hay Cq indikerer lavt
uttrykk av gnsket gen, lav Cq indikerer hgyt uttrykk. Cg-verdiene benyttes til 3 beregne
«Fold Change» (FC). FC er et forholdstall som forteller om gnsket gen er blitt uendret, opp-
eller nedregulert. Positiv FC betyr at det er oppregulert, negativ betyr nedregulert. Gener det
skal beregnes FC for, ma beregnes opp mot gener som ikke opp- eller nedreguleres ved

stimulering (46). Slike gener kan veere ulike «housekeeping» gener.

Formelen for beregning av FC:
2—AACq

Formel 1: Beregning av FC. Der A (delta) er et matematisk uttrykk som beskriver differansen mellom to tall. Videre star
AACq for differensen mellom ACq (behandlet prave) og ACq (gjennomsnitt for ubehandlet prave). Der ACq stér igjen for

differansen mellom Cq (gen vi @nsker & se pd) og Cq («housekeeping gene») (50).
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1.6 Problemstillinger

I APS er det flere ulike versjoner av risikogener som er knyttet til sykdommen (eksempel
HLA, PTPN22 og AIRE), og noen av disse peker mot defekter i sentral toleranse. I tillegg er
det noen av risikogenene som kan indikere en rolle for perifer toleranse og presentasjon av
antigen (13). Monocyttene er immunceller som sirkulerer i blodbanen far de vandrer ut
perifert til vevet og differensieres primaert til makrofager. Monocytter og makrofager er
sentrale komponenter i det medfgdte immunsystemet, og er involvert i regulering av initiering
og utvikling av flere inflammatoriske sykdommer (49). En tidligere studie har vist en relativ
reduksjon i intermedigere monocytter i blodet til APS-1 pasienter. Det er uvisst om dette er
tilfellet i APS-2 pasienter. Det er dermed foreslatt at monocytter potensielt har en perifer rolle
i AAS (50).

Ny forskning har vist at trent immunitet kan forekomme blant monocytter, og introduserer et
nytt niva av hukommelse i immunsystemet vart. Miljgpavirkning kan altsa trene monocytter
til & bli mer aktivert nar de gjenkjenner fremmede mikrober. Dette kan potensielt veere
involvert i regulering av perifer toleranse, men det er uvisst om monocytter i AAS er primet
pa en slik mate (31, 51).

Bakgrunnen for oppgaven er & studere monocytter i autoimmun Addisons sykdom, som igjen
kan fare til bedre forstaelse for sykdommen og potensielt gi bedre behandling for

pasientgruppen. Felgende problemstillinger undersgkes:

1. Har AAS pasienter mer eller mindre monocytter i blod sammenlignet med friske

kontroller? For & undersgke dette ble det etablert et monocyttpanel for flowcytometri.

2. Har monocytter fra AAS starre potensiale til a bli aktiverte/inflammatoriske
sammenlignet med celler fra friske kontroller? Dette innebarer etablering og

kvalitetskontroll av qPCR-analyse for aktuelle gener.
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2.0 Materiale og metode

2.1 Prgvemateriale

| dette prosjektet ble det anvendt fullblod tappet pa heparinrer fra friske blodgivere og
pasienter med AAS (isolert eller APS-2). Prgvene er anonyme og blir angitt som kontroll og

pasientprgver i oppgaven. Informasjon om kjgnn og fadselsar er oppgitt i tabell 2 og tabell 3.

Tabell 2: Utvalg av kontroller og pasientpragver for analyse pa Flowcytometer. Kjgnn er forkortet med M for mann, og K for
kvinne.

Prove Kjenn Fadselsar
Kontroll 1 K 1972
Kontroll 2 M 1974
Kontroll 3 K 1971
Kontroll 4 K 1987
Kontroll 5 K 1994
Kontroll 6 K 1953
Kontroll 7 K 1981
Pasient 1 K 1986
Pasient 2 M 1986
Pasient 3 K 1998
Pasient 4 K 1987
Pasient 5 K 1950
Pasient 6 K 1980
Pasient 7 K 1963

Utvalget i tabell 2 blir ogsa vist visuelt i figur 9. Det ble utfart T-test for & vurdere om det er
en signifikant forskjell i alder mellom kontroll- og pasientprever. Sgylediagram (Figur 9) og
t-test ble utfart i programmet GraphPad Prism. Dette programmet ble benyttet for alle

sgylediagram og t-tester vist i 3.0 Resultater.
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Figur 9: Utvalg av kontroller og pasientprgver i sgylediagram for Flowcytometri. Alder pa y-aksen og kontroll- og

pasientpraver pa x-aksen.

Setter opp hypotese for T-test. Signifikansniva (a) = 0,05.

Nullhypotese (H,): Det er ingen signifikant forskjell i utvalget mellom kontroll- og

pasientprgver.

Alternativ hypotese (H;): Det er en signifikant forskjell i utvalget mellom kontroll- og

pasientprgver.

Etter utfart T-test ble p-verdi beregnet til 0,75. Siden 0,75 > 0,05, beholdes nullhypotesen.
Det er ingen signifikant forskjell i utvalget mellom kontroll- og pasientpraver.

For gPCR ble det benyttet fire nye kontrollpraver (kontroll 8-11), mens de samme
pasientprgvene fra tabell 2 (prgve 3, 4 og 5) ble benyttet (Tabell 3). Det var ikke noe
signifikant forskjell i alder mellom kontroll- og pasientprgver benyttet for g°PCR (vedlegg 2).
| tillegg var det observert at pasienten 5 var betraktelig eldre enn resten av kontroll- og

pasientgruppen.

Tabell 3: Utvalg av kontroller og pasientpragver for analyse pa gPCR.. Kjgnn er forkortet med M for mann, og K for kvinner.

Prave Kjgnn Fadselsar
Kontroll 8 K 1992
Kontroll 9 K 1998
Kontroll 10 M 1979
Kontroll 11 K 1999
Pasient 3 K 1998
Pasient 4 K 1987
Pasient 5 K 1950
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2.2 Etiske betraktninger og REK-godkjenning

For forskningsprosjekter er det krav om at det ma vare godkjent pa forhand av den Regionale
Komiteen for Medisinsk og Helsefaglig Forskningsetikk (REK). Det er for a forsikre om at
prosjekter fglger gjeldende lovverk. REK-godkjenning for K2-endokrinologi er:
2018/1417-lmmunologiske og genetiske arsaker til organspesifikke autoimmune sykdommer.
Godkjenningen er for virksomheten til gruppen som arbeider pa K2-endokrinologi, dette

prosjektet faller under godkjenningen.

Denne godkjenningen er koblet sammen med Register for Organspesifikke Autoimmune
Sykdommer (ROAS) og tilhgrende biobank. Hensikten med ROAS er & forsta hvordan
organspesifikke sykdommer oppstar, finne bedre diagnostiske metoder, skape nye og
forbedrede behandlinger, bedre oppfalging og spre kunnskap om sykdommene. Slike
prosjekter kan gjere det bedre for bade naveerende og fremtidige pasienter. Samtykke,
opplysninger og blodpraver blir hentet inn nar pasient er pa poliklinisk besgk. Det er for a
skape minst mulig ulemper for deltakelse, siden pasienten allerede skal dit. Samtykke fra
pasient blir gitt ved at pasient blir informert og kan da velge a signere samtykkeerklaringen til
ROAS (vedlegg 1).

2.3 Antistoff-merking av celler i fullblod

For 4 etablere et flowpanel for monocytter i blod ble antistoffene farst titrert for a finne
optimal farging av cellene. Det ble overfgrt 100 pL fullblod til FACS rar, som videre ble
farget med antistoff. Informasjon om antistoffer benyttet, er vist i tabell 4 nedenfor. Det ble
gjennomfart en enkel farging med antistoffene CD45, CD14, CD88, HLA-DR og CD16.
Optimal konsentrasjon av antistoffene ble bestemt gjennom antistofftitrering (Tabell 6 i

resultatdel).

Etter titrering ble optimal konsentrasjon av alle antistoffer kombinert for fullfarging. For &
identifisere positiv populasjon ble det ogsa tillaget «fluor minus one» (FMO) for alle
antistoffer. FMO er prgver som er farget med alle antistoffene som skal benyttes, bortsett fra

ett av antistoffene.

Deretter ble rarene inkubert i mgrket i 15 minutt. Etter inkubering ble det tilsatt 900 pL
1xlysing solution (BDbiosciences, cat: 349202) til hvert rar. Rarene ble vortexet og inkubert
ytterligere i 15 minutt. Videre ble det tilsatt kvantiteringskuler, som senere ble benyttet for a
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beregne antall monocytter. Kvantiteringskuler eller «Countbright beads» (Thermo Fisher
Scientific, cat: C36950) ble vortexet i 30 sekund og 50 pL ble tilsatt til hvert rgr, utenom
ufarget kontroll. Til slutt ble pravene analysert pd BD LSRFortessa™ Flowcytometer.

Tabell 4: Utvalgte antistoff for farging av fullblod. Antistoffer med klon-navn og tilhgrende fluorokrom, produsent,

katalognummer og fortynning benyttet.

Antistoff | Klon- | Fluorokrom | Produsent | Katalognummer
navn
CD45 2D1 BV785 368527
HLA-DR | L243 FITC 307604
CDs88 S5/1 | APC/Fire™ | Biolegend | 344316
750
CD14 MSE2 | PE 301806
CD16 3G8 Brilliant 302040
Violet 605™

2.4 Monocyttisolering fra blod

Resterende blod som ble tappet pa heparinrer ble benyttet for a isolere monocytter. Det ble
tilsatt 5 mL Ficoll-Plaque (Ficoll-Plague PLUS density gradient media, GE Healthcare
Sciences, 500mL bottle 17144003) i to 15 mL rgr. Blodet ble farst fortynnet i 10 mL PBS
(Sigma, cat: D8537-500mL) (1:2 fortynning) og deretter lagt forsiktig opp pa Ficoll i 15 mL
rer. Videre ble rgrene sentrifugert ved romtemperatur ved 1800 rpm i 25 minutter uten
bremser eller akselerasjon. PBMC-fraksjon fra begge rar ble samlet med en pipette og
overfort til nytt rar og fylt opp med PBS (Figur 10). Raret ble da sentrifugert ved
romtemperatur ved 1200 rpm i 7 minutt. Vask med PBS ble gjentatt. Supernatant ble deretter
fjernet etter sentrifugering ved 1200 rpm i 7 min, og cellepelleten ble lgst i 30 pL
isoleringshuffer. Isoleringsbuffer ble tillaget ved a tilsette 5 g BSA (Sigma, cat: A7030-100G)
0g 800 pL EDTA (Invitrogen, cat: AM9260G) i 1 L PBS.

Whole blood Centrifugation Plasma
oy

&] \\{ | PBMCs (interphase)
- Ficoll

Ficoll Granulocytes
\/ RBCs

S
Figur 10: Isolering av PBMC-fraksjon. Viser rgr med fortynnet fullblod og ficoll far sentrifugering, og videre plasma,

PBMC-fraksjon, ficoll, granulocytter, og erytrocytter (RBCs) etter sentrifugering (52).
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Det ble benyttet et «Classical monocyte isolation» kit (MiltenyiBiotec, cat: 130-117-337) for
a spesifikt isolere monocyttene i praven. Monocyttene ble isolert fra de andre cellene ved
negativ seleksjon, der monocyttene blir eluert. Resterende celler vil vare festet til de
magnetiske kulene, og blir ikke eluert nar de tilsettes til LS-kolonnen. Produsentens prosedyre

ble fulgt hele veien.

LS-kolonne (MiltenyiBiotec, cat:130-042-401) ble plassert i magnetisk felt og det ble tilsatt
3 mL isoleringsbuffer til kolonnen. Cellesuspensjonen ble da tilsatt til kolonne, og kolonnen
ble vasket med isoleringsbuffer samtidig som eluatet ble samlet i nye ror. Raret ble etterfylt
med isoleringsbuffer og sentrifugert ved romtemperatur ved 1200 rpm i 7 minutt. Etter
sentrifugering ble supernatant kastet og cellene ble resuspendert i 0,5 mL DMEM-medium
(GIBCO, cat:31330-038). Komplett DMEM/F-12 medium ble tillaget ved a tilsette 50 mL
FBS (Fetal Bovin serum) (GIBCO, cat:16000-044) og 5 mL PS (penicillin/streptomycin)
(SIGMA, cat: P0781-100 mL) til DMEM medium.

Det ble tatt av 10 pL til celletelling i mikroskop, for a tilse at det var minst 200 000-300 000
celler i pravene. Resten av cellesuspensjonen ble fordelt pa to 5 mL rer og inkubert i
inkubator over natten. LPS (Invitrogen, cat:00-5976-93) ble tilsatt neste dag til det ene roret
(LPS konsentrasjon 0,1 ng/mL) og inkubert i inkubator i 6 timer. Deretter ble det tilsatt 3 mL
kald PBS og rarene ble sentrifugert ved 1500 rpm i 7 minultt.

2.5 RNA-isolering

Etter sentrifugering ble supernatant kastet og cellepelleten lgsnet. Det ble benyttet et kit
(Qiagen, cat:74104) for RNA-isolering. Produsenten sin prosedyre ble fulgt hele veien.
Ekstrahert RNA ble malt ved hjelp av et spektrofotometer, NanoDrop (Thermo Fisher
Scientific), og en konsentrasjon pa over 20 pg/mL ble brukt for videre tillaging av cDNA.

2.6 RNA til cDNA

Det ble brukt et RNA til cDNA kit (Thermo Fisher Scientific, cat:11766050) for danning av
cDNA fra RNA. Produsentens prosedyre ble fulgt hele veien. cDNA-syntesen ble gjort pa
Veriti™ 96-Well Thermal Cycler (Thermo Fisher Scientific, Cat:4375786).
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2.7 Real time qPCR

cDNA ble fortynnet til 3 ng/pL, slik at ensket mengde cDNA kunne bli pipettert for gPCR-
reaksjon. Powertrack™ SYBR™ Green Master Mix kit (Thermo Fisher Scientific, cat:
A46109) ble benyttet til gPCR. Det ble benyttet 6 ng templat per reaksjon, 0,5 uM forward og
revers primer. Primerene er bestilt fra produsentene og designet ved bruk av NCBI verktgyet
Primer-BLAST (Tabell 5). Verktayet vil ogsa kunne beregne lengden pa gPCR-produktene.

Tabell 5: Primere benyttet i qPCR. Primerene er laget ved bruk av NCBI verktgyet Primer-BLAST. Verktayet hjelper &
designe spesifikke og unike sekvenser for gnsket gen, og en far primere som binder kun til det genet. Sekvensen blir sendt til

produsent som produserer primeren. Ved bruk av Primer-BLAST vil en ogsa kunne hente ut lengden som en skal fa pa gPCR-

produktene.

Produsent Primer Sekvens Produktlengde (bp)

Sigma Aldrich / ACTB-F | ACAGAGCCTCGCCTTTGCC

Merck Life 70

: ACTB-R | GATATCATCATCCATGGTGAGCTGG

Science AS

Eurogentec TNF F TAG-CCC-ATG-TTG-TAG-CAA-ACC
TNF-R ATG-AGG-TAC-AGG-CCC-TCT-GAT 136
IL6-F CAT-CCT-CGA-CGG-CAT-CTC-AG
IL6-R ACC-AGG-CAA-GTC-TCC-TCA-TTG 162
CXCL10-F | CCA-CGT-GTT-GAG-ATC-ATT-GCT
CXCL10-R | TGC-ATC-GAT-TTT-GCT-CCC-CT 152

PCR ble utfert i 384-brgnners plate med 6 uL Master Mix-Primer blanding og 4 pL Yellow
Sample buffer-templat DNA. Det ble laget duplikater av hver reaksjon. gPCR analyse ble
kjort pa QuantStudio™ 5 Real-Time PCR System, 384-Well (Thermo Fisher Scientific, Cat.
A28140). Resultat fra gPCR ble til slutt overfart til Excel-ark for & beregne FC for LPS

stimulert prgve og ustimulert prave.

2.8 Gelelektroforese

For gelelektroforese ble det laget 1% agarose gel, der 0,5 g Agarose (GE Healthcare, Lot:
10283835) ble blandet med 50 mL 1X TBE. Det ble varmet til kokepunkt, slik at pulver var
opplest. GelRed Nucleic Acid Stain (Biotium, Cat. 41003, Lot: 18G1231) ble tilsatt i lunken,
men varm, agarose blanding i avtrekk. Gel ble stgpt og satt til side. Nar gel var klar, ble den
satt i kjgrekammer og 1X TBE-buffer ble tilsatt.

| gPCR-produkt ble det tilsatt 1 pL loading buffer (50% glycerol, 0,4% Bromfenol bla og
0,8% Xylene cyanol i 200 mM EDTA). Starrelsesmarkar Generuler 1 kb (Fisher Scientific,
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Lot: 00131190) ble satt i farste brann (3 pL), deretter ble qPCR-produkt (5 pL) ble tilsatt i
valgte brgnner. Gel ble kjert pa 200 V, 220 m.A i 30 minutter.

3.0 Resultater

3.1 Analyse av monocytter i fullblod

3.1.1 Titrering av antistoff

Det ble utfgrt antistofftitrering for & bestemme optimal konsentrasjon av antistoff for analyse
pa flowcytometer. Produsent har oppgitt anbefalt mengde av antistoff (5 pl ufortynnet) som
kan benyttes for analyse pa flowcytometer, men det er ofte ngdvendig med en mindre mengde

enn det som er anbefalt (53).

Antistoffene CD14, CD16, CD88, HLA-DR og CD45 ble fortynnet (Tabell 4) og titrert med
felgende mengder: 5 uL, 2,5 pL, 1,0 uL, 0,5 pL og 0,1 uL. Resultat fra flowcytometer ble
gatet i FlowJo, og det fokuseres pa hgy separasjon mellom positiv og negativ populasjon.
Figur 11 viser eksempel pa gating for CD14, og figur 12 viser resultat fra antistofftitrering for

CD14 ved hjelp av diagram.

250K =

200K =

150K =

FSC-H

100K =’

50K =

0

PE-A:: CD14 PE-A:: CD14

Figur 11: Resultat av CD14 antistofftitrering: A) Cytogram for titrering av CD14 som er gatet i FlowJo, pa y-aksen er
cellenes starrelse (FSC-H) og pa x-aksen er signalstyrke (PE-A). Cytogrammet viser celler som er gatet negative for CD14
og celler som er gatet positive for CD14. B) Histogram av antistofftitrering for CD14; y-aksen viser antall celler (count) og
x-aksen viser signalstyrke for cellene (PE-A). Prgvene 1-5 er tilsatt ulike mengder antistoff; 0,1 pLi1,0,5uLi2, 1 pL i3,
2,5uLi40g5pLi5. Populasjonene som en ser til venstre i figuren med hgyest antall celler er negative for CD14, mens

populasjonene til hgyre med lavere antall celler er positive for CD14.
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Figur 12: Eksempel pa antistofftitrering for CD14. Y-aksen viser signalstyrken for celler som er positive for CD14 og celler
som er negative for CD14. P& den sekundzre y-aksen vises ratio mellom CD14+ og CD14- celler, og pa x-aksen vises volum

i uL. Provenes volumer 0.1, 0.5, 1, 2.5 09 5 uL.

| figur 12 er det hgyest ratio ved titrering av 0,1 uL antistoff for CD14. Basert pa vurderingen
av cytogrammene og ratioen beregnet, ble volum av CD14 bestemt til 0,1 pL. Det ble bestemt
en lavere konsentrasjon for alle antistoffene enn det produsenter anbefaler. Volum av de ulike

antistoffene som ble bestemt etter antistofftitrering er vist i tabell 6 nedenfor.

Tabell 6: Fortynning og volum av de ulike antistoffene bestemt etter antistofftitrering.

Antistoff | Prefortynning | Volum (uL) | Fortynning i
blod (100 pL)

CD14 1:20 2 1:1000

CD16 1.5 5 1:100

CD88 1:20 3 1:666

HLA-DR | 1:20 2 1:1000

CD45 1:2 2 1:100

3.1.2 Monocytter hos friske kontroller og pasienter med AAS

Far analysering av kontroll- og pasientprgver, ble det utviklet en gatingstrategi i programmet
FlowJo. Gatingstrategi blir benyttet for a identifisere monocytter. FMO for de ulike antistoffene
benyttet for & identifisere positiv populasjon. I figur 13 vises gatingstrategi for fullfarget prave,

som til slutt identifiserer de ulike undertypene av monocytter.
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Figur 13: Gatingstrategi. Figuren viser gatingstrategi for fullfarget prgve. Gater farst celler generelt som en gnsker a se pa
videre, i tillegg til kuler som er tilsatt. Deretter utfgres gating for & fjerne duppletter. Gater videre CD45+ celler, og fijerner
de ngytrofile granulocyttene ved & gate ikke-ngytrofile celler. Neste trinn er & gate celler som er HLA-DR+, og videre gate
CD88+ celler. Til slutt blir CD14+ og CD16+ celler gatet slik at en til slutt har de ulike subtypene av monocytter. Klassiske-

250K =

200K =

160K =

100K =

0K =

T T
200 250K

T
200K

T
250K

250K =

200K =

150K =

100K =

50K =

SSC-A

250K =

200k =

160K =

100K =

50K =

@2
383

Q4

40?43

@3
760

(Q1), intermediaere-(Q2) og ikke klassiske monocytter (Q3).

Gatingstrategi som er vist i figur 13 ble videre anvendt for analyse av kontroller- og
pasientprgver. For & bestemme antall av monocytter i prgvene ma gatingstragien benyttes i
programmet FlowJo. Til slutt blir de ulike undertypene av monocytter identifisert, og antallet
av monocytter kan videre bli beregnet. De ulike undertypene av monocytter for kontrollprave
1-3 og pasientpreve 1-3, er vist i figur 14. For fullstendig resultat for kontroll- og

pasientprgver, se vedlegg 2.
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Figur 14: De ulike monocyttpopulasjonene i et utvalg av kontroll- og pasientprgvene. Cytogram for pasientprgver 1-3, og

kontrollpraver 1-3, som viser fordelingen av klassiske (Q1), intermedizere-(Q2) og ikke klassiske monocyttene (Q3).

For & lettere kunne se pa forskjeller i monocyttpopulasjonene mellom kontroller og pasienter,
ble resultatet fra FlowJo overfart til Excel. | Excel ble antall monocytter i blod beregnet ved

hjelp av kuler og formel 2 (vedlegg 2).

celler)

(Antall celler
uL

Andel monocytter i blod ( Antall kuler

. kuler
) X Konsentrajson av kuler ( )

Formel 2: Beregning av antall monocytter (celler/uL). Deler antall celler pa antall kuler og multipliserer med
konsentrasjonen av kuler (kuler/pL) (53).

Antall monocytter beregnet er vist i tabell 7. Resultat vurderes opp mot referanseomradet for
monocytter i blod: 0,04-1,30 10%celler/L og intraindividuell biologisk variasjon

(in vivo-variasjon hos samme individ (54)) pa 21% (55).
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Tabell 7: Antall monocytter og antall klassiske, intermedizre og ikke klassiske monocytter i fullblod (10°celler/L).

Prover Monocytter Klassiske Intermedizre Ikke klassiske
(10°celler/L) (10° celler/L) | (10° celler/L) (10° celler/L)

Kontroll 1 0,17 0,13 0,009 0,03

Kontroll 2 0,18 0,16 0,007 0,01

Kontroll 3 0,23 0,21 0,009 0,04

Kontroll 4 0,23 0,19 0,016 0,02

Kontroll 5 0,28 0,18 0,016 0,08

Kontroll 6 0,44 0,33 0,028 0,09

Kontroll 7 0,31 0,24 0,023 0,05

Pasient 1 0,21 0,18 0,012 0,02

Pasient 2 0,29 0,25 0,010 0,03

Pasient 3 0,11 0,08 0,011 0,02

Pasient 4 0,22 0,17 0,014 0,04

Pasient 5 0,05 0,04 0,007 0,02

Pasient 6 0,17 0,14 0,011 0,02

Pasient 7 0,17 0,14 0,013 0,01

For & visualisere dataene ble antall klassiske, intermediaere og ikke klassiske monocytter for
kontroll- og pasientprgvene, satt opp i sgylediagrammer (Figur 15). Figuren viser ogsa
gjennomsnitt av antall klassiske, intermedizere og ikke klassiske monocytter. Det var

spredning mellom prgvene for bade kontroll- og pasientpraver.

lkke klassiske Intermediaere Klassiske
100+ p=0,2 p=0,2 400- p=0,1
— —
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Figur 15: Antall ikke klassiske, intermedigere og klassiske monocytter. Diagrammene viser celler fra kontroll- og
pasientpraver. Prikker/firkanter representerer de individuelle pravene innenfor kontroll- og pasientgruppen.

Variansindikator representerer standardavviket i de ulike gruppene.

Monocyttallene for kontroll- og pasientpragver for hver monocyttpopulasjon ble satt opp mot

hverandre i en to-sidet t-test (Tabell 8).
Setter opp hypotese for T-test. Signifikansniva (a) = 0,05.

Nullhypotese (H,): Det er ingen signifikant forskjell i antall klassiske/intermedizere/ikke

klassiske monocytter mellom kontroll- og pasientprgver.
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Alternativ hypotese (H,): Det er en signifikant forskjell i antall klassiske/intermediaere/ikke

klassiske monocytter mellom kontroll- og pasientprgver.

Etter utfart T-test ble p-verdi beregnet til 0,09 for klassiske, 0,21 for intermedizre og 0,08 for
ikke klassiske monocytter. Beregnet p-verdi for subtypene av monocytter er alle > 0,05, og
nullhypotesen beholdes. Det er ingen signifikant forskjell i antall klassiske/intermedizere/ikke
klassiske monocytter og mellom kontroll- og pasientprgver. Alle monocyttpopulasjonene i

pasientgruppen viste derimot et lavere gjennomsnitt enn de i kontrollgruppen.

Tabell 8: T-test for klassiske, intermedigere og ikke klassiske monocytter. Gjennomsnitt for klassiske, intermedieere og ikke
klassiske monocytter for kontroll- og pasientpraver. Ble beregnet og brukt til som grunnlag for en to-sidet t-test. P-verdi fra

alle t-testene var > 0,05, det vil si det ikke var signifikant forskjell mellom antall celler hos kontroll- og pasientpraver.

Monocytter Gjennomsnitt Gjennomsnitt | T-test Signifikant
Kontrollprgver | Pasientprgver | (to-sidet) forskjell
(10° celler/L) (10° celler/L) (P<0,05)

Klassiske 0,2057 0,1421 0,0963 Nei

Intermedizre 0,0152 0,0112 0,2146 Nei

Ikke klassiske 0,0452 0,0237 0,0842 Nei

Det har blitt nylig foreslatt at CD88 er en viktig monocyttmarker. | dette prosjektet ble det
utfart gating bade med og uten CD88 (dvs. HLA-DR, CD14 og CD16). Det ble observert at
gating med CD88 gir et lavere monocyttall enn ved tradisjonell gating uten CD88. For bade
tradisjonell gating og gating med CD88, ble det utfart en t-test. Begge t-testene viste ingen
signifikant forskjell i antall monocytter mellom kontroll- og pasientprgver (vedlegg 2).

3.2 Aktivering av monocytter

3.2.2 Isolering av monocytter og ekstraksjon av RNA

Nar pasientprgver ble innhentet, var det ikke nok pasientblod i alle rar til isolering av
monocytter. Dermed er ikke alle pasientpregvene fra flowcytometri analysert i denne metoden.

| tabell 3 vises kontroll- og pasientpragver benyttet.

Etter isolering av monocytter ble RNA ekstrahert. Konsentrasjonen av RNA ble malt for &
videre beregne mengden av cDNA som skulle benyttes i gPCR (vedlegg 2). Ekstrahert RNA
fra LPS stimulert og ustimulert prave ble malt ved hjelp av NanoDrop 1000 og

konsentrasjonen malt er vist i tabell 9.
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Tabell 9: Mengde RNA etter ekstrahering. Etter ekstrahering av RNA fra isolerte monocytter ble prgven malt pA Nanodrop

1000 Spektrofotometer. RNA malt ble brukt til & beregne mengde cDNA som skulle brukes i gPCR.

Pragver Ustimulert (ng/pL) LPS stimulert (ng/pL)
Kontroll 4 29,1 19,0
Kontroll 5 47,2 35,5
Kontroll 6 50,7 36,4
Kontroll 7 23,6 22,5
Pasient 3 50 8,1
Pasient 4 12,5 9,7
Pasient 5 21,4 17,6

3.2.3 Optimalisering av gPCR

Far endelig analyse pa qPCR, ma optimal mengde cDNA bestemmes. Det ble testet med
cDNA mengdene 2, 4, 6, 8 og 10 ng sammen med hver av de 4 primerene. | brukermanualen
til Powertrack SYBR Green Master Mix-kit er det oppgitt at cONA mengde ma veere mellom
1-10 ng per reaksjon. Resultat fra qPCR ble hentet og overfart fra instrument til Excel. | Excel
ble det laget diagrammer (Figur 16) for hver primer. Forholdet mellom antall sykluser og
mengde cDNA skal vare proporsjonalt. Det er gnsket at prgvene skal ha < 30 sykluser per
reaksjon. | figur 16 er mengden cDNA fra 6-10 ng proporsjonalt for alle primerne. Antall
sykluser for 2-6 ng er ogsa under eller rundt 30 sykluser. Derfor ble 6 ng cDNA bestemt som
optimal mengde for analysering av kontroll- og pasientprgver.
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Figur 16: Bestemmelse av cDNA mengde til gPCR. Det ble analysert ulike mengder cDNA etter protokollen til Powertrack
SYBR Green Master Mix-Kit. X-aksen er mengde cDNA (ng) og y-aksen er antall sykluser. Forholdet mellom antall sykluser

og mengde cDNA skal vare lineart.. Antall sykluser skal veere < 30.

gPCR-produktene fra reaksjonene med 4 og 10 ng ble undersgkt ved gelelektroforese, for a se
om primerene er spesifikke for genene. De sterke bandene som kom fram i gel (Figur 17), ble
sammenlignet med produktlengdene primerene skal lage i falge primer-BLAST (Tabell 5).
Bandplassering og produktlengde stemte. Hos TNF, IL6 og CXCL10 ble det observert et
ekstra sett med svake band nederst i gelen, dette viser at ikke alt av primere ble brukt opp

under qPCR. ACTB prgvene brukte opp alt av primere.
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Figur 17: Gelelektroforese av utvalgte qPCR-produkt. gPCR-produktene fra prgvene med 4 og 10 ng cDNA for hver primer
ble kjart pé& gel. Dette ble gjort for & se pa spesifisiteten til primerene. Tabell 5 viser produktlengden (bp) som en skal fa med
de ulike primerene. Visuelt ser en at alle primerene har laget korrekt sekvens, men TNF, IL6 og CXCL10 har i tillegg ett
ekstra sett med svake band nederst i gelen. Dette indikerer at ikke alt av primere har blitt brukt opp under gPCR.

3.2.4 Resultat fra gPCR

For & vurdere om monocytter blir mer eller mindre aktivert hos pasienter med AAS
sammenlignet med friske kontroller, ble monocytter stimulert med LPS. Monocytter er
sensitive til LPS, og vil ved stimulering bli aktivert og produsere inflammatoriske cytokiner.
Cytokiner som blir produsert er blant annet TNF, IL6 og CXCL10. Ved aktivering vil dermed
monocyttene gke genuttrykket av TNF, IL6 og CXCL10, og dette er derfor de genene som

brukes som mal pa aktivering i denne metoden.

For & se om det er en oppregulering av genene, ble resultat fra gPCR overfart til Excel og FC
ble beregnet (Formel 1). FC for TNF, IL6 og CXCL10 ble beregnet (vedlegg 2) og satt inn i
sgylediagrammer (Figur 18). Genene ble satt opp mot ACTB ogsa kalt housekeeping-genet
ACTIN i beregning av FC. Se 1.5 Real time qPCR.

FC-verdiene for oppregulering av genene hos kontroll- og pasientprgvene ble satt opp i en to-
sidet t-test (Tabell 10 og Tabell 11). Det ble sammenlignet genuttrykk i ustimulert
kontrollpraver og LPS stimulert kontroller, for & se om der er en signifikant aktivering av
monocytter. Videre ble det samme gjort for pasienter.

Setter opp hypotese for T-test. Signifikansniva (a) = 0,05.

Nullhypotese (H,): Det er ingen signifikant forskjell i aktivering av monocytter etter LPS

stimulering
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Alternativ hypotese (H,): Det er en signifikant forskjell i aktivering av monocytter etter LPS

stimulering

Etter utfert T-test ble p-verdi 0,032 for TNF, 0,039 for IL6, og 0,022 for CXL10 for
kontrollprever (Tabell 10). p-verdi for genene er alle < 0,05, og nullhypotesen forkastes.
Benytter alternativ hypotese. Det er en signifikant forskjell i aktivering av monocytter etter

LPS stimulering.

For pasientprever ble p-verdi 0,167 for TNF, 0,254 for IL6 og 0,261 for CXCL10. P-verdi for
genene er alle > 0,05 (Tabell 11). Nullhypotesen beholdes, og det er ingen signifikant

forskjell i aktivering av monocytter etter LPS stimulering.

Tabell 10: T-test for FC av TNF, IL6 og CXCL10 i kontrollprgver. Gjennomsnitt av ustimulert kontroll- og LPS stimulert
kontroll for genene er satt opp mot hverandre i en to-sidet t-test. P-verdiene fra t-testene var alle <0,05, som betyr at det er

signifikant forskjell mellom LPS stimulert og ustimulert kontrollprgver.

Gjennomsnitt Gjennomsnitt av | T-test Signifikant
av ustimulert LPS stimulert (to-sidet) forskjell
kontrollprgver kontrollpraver (P<0,05)
FC FC

TNF 1,01 4,40 0,032 Ja

IL6 1,10 312,8 0,039 Ja

CXCL10 | 1,07 4,31 0,022 Ja

Tabell 11: T-test for FC av TNF, IL6 og CXCL10 i pasientprgver. Gjennomsnitt av LPS stimulert og ustimulert
pasientprgver for genene er satt opp mot hverandre i en to-sidet t-test. P-verdiene fra t-testene var alle >0,05, som betyr at

det ikke er signifikant forskjell mellom LPS stimulert og ustimulert pasientpraver.

Gjennomsnitt Gjennomsnitt av | T-test Signifikant
av ustimulert LPS stimulert (to-sidet) forskjell
pasientprgver | pasientprgver (P<0,05)
FC FC

TNF 1,13 10,96 0,167 Nei

IL6 1955 70,98 0,254 Nei

CXCL10 1,00 32,75 0,261 Nei
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Figur 18: Beregnet FC for ustimulerte og LPS stimulerte kontroll- og pasientprgver. Diagrammene er FC beregnet ut ifra
Cq-verdier hentet ut fra instrumentet QuantStudio™ 5. y-aksen er FC (ddCt), x-akse er prgvegruppe. For hvert gen (TNF,
IL6 og CXCL10) er FC beregnet for kontroll/pasient Non-stimulert og LPS stimulert. Prikker/firkanter representerer de

individuelle FC-verdiene. Videre representerer variansindikator standardavviket for prgvene innen samme gruppe.

FC-verdiene for oppregulering av genene hos kontroll- og pasientprgvene ble satt opp i en
to-sidet t-test (Tabell 12). Beregnet FC-verdi for LPS stimulert kontroll- og pasientpraver er

ogsa vist i figur 19.

Det ble sammenlignet oppregulering i LPS stimulert kontrollprever med LPS stimulert
pasientprgver, for & se om der er en signifikant forskjell i aktivering av monocytter mellom

kontroll- og pasientpraver.
Setter opp hypotese for T-test. Signifikansniva (a) = 0,05.

Nullhypotese (H,): Det er ingen signifikant forskjell i aktivering av monocytter mellom LPS

stimulert kontroll- og pasientpraver.

Alternativ hypotese (H;): Det er en signifikant forskjell i aktivering av monocytter mellom

LPS stimulert kontroll- og pasientpraver.

Etter utfart T-test ble p-verdi beregnet til 0,19 for TNF, 0,32 for IL6 og 0,33 for CXCL10
(Tabell 12). Beregnet p-verdi for genene er alle > 0,05, og nullhypotesen beholdes. Det er

ingen signifikant forskjell i aktivering av monocytter mellom kontroll- og pasientprgver.
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Tabell 12: T-test for FC av TNF, 1L6 og CXCL10. Gjennomsnitt av LPS stimulert kontroll- og pasientprgver for genene er

satt opp mot hverandre i en to-sidet t-test. P-verdiene fra t-testene var alle >0,05, som betyr at det ikke er signifikant forskjell

mellom kontroll- og pasientpravene.

Gjennomsnitt Gjennomsnitt T-test Signifikant
LPS stimulert | LPS stimulert (to-sidet) forskjell
Kontrollprgver | Pasientprgver (P<0,05)
FC FC
TNF 4,4 10,96 0,291 Nei
IL6 312,8 1955 0,3021 Nei
CXCL10 | 4,313 32,75 0,2995 Nei
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Figur 19: Beregnet FC for LPS stimulert kontroll- og pasientpraver. Diagrammene er FC beregnet ut ifra Cg-verdier
hentet ut fra instrumentet QuantStudio™ 5. Primaer y-aksen er FC (ddCt) for TNF og CXCL10, sekundeer y-aksen er FC for
IL6 og x-aksen er LPS stimulert kontroll- og pasientpraver for hvert gen (TNF, IL6 og CXCL10). Prikker representerer
FC-verdiene til kontroller mens firkanter representerer FC-verdiene til pasientene. Videre representerer variansindikator

standardavviket for prgvene innen samme gruppe.

4.0 Diskusjon

| dette prosjektet ble monocytter identifisert ved & benytte antistoff-merking og
flowcytometri. Praver fra friske blodgivere og prgver fra pasienter med AAS ble analysert pa
instrumentet, og antall av monocytter ble beregnet ved hjelp av kuler tilsatt til prgvene.
Kontroll og pasientpragver ble sammenlignet, for & undersgke om AAS pasienter har mer eller
mindre monocytter i blod i forhold til friske kontroller.

For & undersgke om monocytter i AAS pasienter har stgrre potensiale til a bli aktiverte

sammenlignet med friske kontroller, ble det utfgrt monocyttisolering, LPS stimulering,
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RNA-ekstrahering, cDNA-syntese og gPCR analyse. FC ble beregnet og sammenlignet

mellom kontroller og pasientprgver.
4.1 Etablering av monocyttpanel

Som nevnt i 3.1.1 Titrering av antistoff, kan produsenten oppgi en hgyere mengde antistoff
enn det som er ngdvendig & bruke. Det er viktig a titrere antistoff ettersom en lav
konsentrasjon av antistoff vil fare til ufullstendig merking av de positive cellene. Dette ble
observert ved en forskyvning av populasjonen til venstre i cytogrammet. Motsatt, vil for mye
antistoff fare til uspesifikk binding av celler, som vil fare til en forskyvning av den negative
populasjonen til hgyre i cytogrammet. Dette vil fare til en lav separasjon og en ungyaktig
gating, som vil gi et monocyttantall som ikke er reelt.

Videre antydet noen prgver en darligere separasjon med CD88 enn forventet. Det ble ikke
observert at den suboptimale fargingen med CD88 hadde noe betydning for resultat i dette
prosjektet. Det ble utfgrt en gating med CD88 og en tradisjonell gating uten CD88, sistnevnte
gav lignende resultater med ingen signifikant forskjell og samme trender. Under tillagingen av
monocyttpanelet, ble titreringen utfert pa kun en pragve. Ut ifra erfaring gjennom prosjektet er
det blitt observert at mengden antistoff benyttet var litt lavt og dette er ulempen med a lage et
monocyttpanel basert pa kun en prave. CD88 fluorokromet som ble benyttet var APC-fire™,
og ifglge «Brightness index» til BioLegend er APC-fire™ ikke et av fluorokromene som gir
sterkest signal (56). Siden det har vist seg at CD88 ikke er sa sterkt uttrykt blant cellene,

anbefales det & ga for et fluorokrom med hgyere styrke, som PE, i framtidige studier.

4.2 Antall monocytter i blod

Det er observert en spredning i antall monocytter blant bade kontroll- og pasientpraver
(Tabell 7 og Figur 15). Ettersom den intraindividuelle biologiske variasjonen er pa 21 %, vil
det veere stor variasjon i antall monocytter i ett individ. | fremtidige studier kan det dermed
veere interessant a se pa samme kontroll- og pasientprgver over lengre tid, samt benytte en

starre gruppe.

Det ble utfgrt en t-test for a vurdere om det er en signifikant forskjell i
monocyttpopulasjonene mellom pasient og kontrollgruppen. Det er ingen signifikant forskjell
i antall monocytter mellom kontroll- og pasientgruppe (Tabell 8). Som nevnt er det et lavt

antall kontroll- og pasientpraver som er blitt analysert i prosjektet, og det observeres et lavere
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antall monocytter blant pasientgruppen sammenlignet med kontrollgruppen (Figur 15). Til
tross for utfart T-test, kan det dermed fortsatt veere en forskjell i antall monocytter hos
pasienter med AAS sammenlignet med friske kontroller. Det er et stort antall av makrofager i
binyrebarken og det kan dermed ikke utelukkes at de har en rolle i sykdommen (26). | tillegg
er det flere risikogener som er knyttet til APS-2, som spiller en rolle i regulering av
monocytter og makrofager, slik som PTPN22 og BACH2 (19, 21, 26). Det er et stort antall av
makrofager i binyrebarken og det kan dermed ikke utelukkes at de har en rolle i sykdommen
(26).

Ut ifra figur 9 observeres det liten forskjell i alder mellom kontroll- og pasientgruppe. Det ble
utfart en T-test, og det var ingen signifikant forskjell i alder mellom kontroll- og
pasientgruppen. Dette kan tyde pa at alder ikke har en innvirkning i nedgangen av antall

monocytter som er observert.

| studien Wolff et al. blir det blant annet sett pa monocytter i APS-1 (50). Selv om APS-1 er et
annet syndrom enn APS-2, er de fortsatt nart beslektet og en del av autoimmune
polyendokrine syndromer (APS). | studien blir det observert et redusert antall intermedieere
monocytter (CD14*CD16™) hos pasienter med APS-1. Resultatet i studien blir oppgitt med
relativ kvantitering (prosent CD16" celler av CD14" celler). | dette prosjektet har det derimot
blitt brukt absolutt kvantitering av monocytter. Fordelen med absolutt kvantitering er at det
benyttes kuler til & beregne den absolutte mengden av monocytter i blod in vivo. Dette er en

mer ngyaktig metode.

Dermed er det en del forskjeller i metoden benyttet av Wolff et al., sammenlignet med
metoden benyttet i dette prosjektet. Det er ikke blitt benyttet kuler og det er heller ikke blitt
sett pa absolutt antall monocytter i fullblod. Dette ble tatt med i betraktning ved
sammenligning av resultat. Som nevnt i Wolff et al. er det et redusert antall intermedizre
monocytter i APS-1. Selv om det ikke kan sammenlignes fullstendig, vil det gi en indikasjon
pa hva som kan forventes ved APS-2. | prosjektet ble det observert et lavere antall av alle
typer monocytter hos pasienter med APS-2, men dette var ikke signifikant.

Det er viktig a merke seg at pasienter med AAS far substitusjonsbehandling med
glukokortikoider (GCS) pa grunn av mangel pa hormonet kortisol, som nevnt i teori. Kortisol
er et antiinflammatorisk molekyl. Mer spesifikt vil behandling med GCS fare til inhibering av

aktiverte immunceller, slik som T-celler eller monocytter/makrofager (16). Den utvalgte

46



pasientgruppen i prosjektet, star mest sannsynlig pa slik substitusjonsbehandling, og har trolig
blitt behandlet i flere ar. Det kan da veere et spgrsmal om antall ar med behandling, kan ha en
betydning for antall monocytter i blod. For & studere om det er en signifikant forskjell i antall
monocytter uten pavirkning av glukokortikoider, kan en mulig lgsning veere a se pa nye

diagnostiserte pasienter, som enda ikke har fatt substitusjonsbehandling.

4.3 Monocyttisolering

Monocytter fra blod ble isolert og stimulert med LPS, for a se pa reaktivitet av monocytter i
kontroll- og pasientprgver. Monocytter som ble isolert fra blod ble talt i mikroskop, for a sikre
at antall celler var > 200 000-300 0000. Det er kun monocyttene som benyttes i metoden, og
disse utgjar en liten bestanddel i blod. Det er dermed viktig a forsikre seg at en har nok celler
for & fa ekstrahert nok RNA til gPCR. Monocyttantallet fra pasientene varierte mellom

200 000-800 000 monocytter, og det var nok celler til ekstrahering av RNA.

Videre ble det ekstrahert sma mengder RNA som ble malt pa instrumentet Nanodrop 1000. Pa
grunn av den lave mengden RNA, er det vanskelig a stole pa kvalitetsmalene pa instrumentet.
Ratio for absorbansen ved 260 nm og 280 nm blir brukt for & observere renheten pa prevene.
Dersom denne absorbansen er lavere enn 2,0 kan det indikere tilstedeverelse av protein og
fenoler. Flertallet av prgvene har en verdi som er lavere enn 2,0 ved 260/280 ratio (vedlegg
2). Det ble ikke observert noe utslag pa gPCR, med tanke pa Cq verdien til ACTIN, som holdt
seqg stabil ved stimulering. Eventuelle urenheter hadde dermed ikke noe betydning for g°PCR

produktene.

Det ble ogsa observert andre typer celler enn monocytter i kontrollprgvene. Disse cellene ble
ikke identifisert, og kan vare en mulig feilkilde. Men de har ikke vist & gi noe utslag pa
cDNA eller gPCR resultat.

4.4 Endring i genuttrykk

| henhold til problemstilling 2, ble FC farst beregnet for pasient og kontrollprgver. For & se pa
grad av aktivering etter LPS stimulering, ble ustimulerte praver sammenlignet med LPS
stimulerte praver. Dette ble gjort innad i pasient og kontrollgruppen (Figur 18). Som forventet
ble det observert en oppregulering i genene hos bade kontroll- og pasientpraver etter
stimulering med LPS, sammenlignet med ustimulerte praver. Videre ble det utfart T-test som

viste at det var en signifikant forskjell i aktivering av monocytter etter LPS stimulering av
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kontrollprever (Tabell 10). Men det var ingen signifikant forskjell i aktivering av monocytter
etter LPS stimulering av pasientprgver (Tabell 11). Til tross for t-test, er det likevel observert

en hgyere aktivering av noen av pasientprgvene etter LPS stimulering.

For & undersgke om det er en forskjell i aktivering av monocytter mellom LPS stimulert
kontroll- og pasientpraver, ble det utfert en ny T-test (Tabell 12), som viste ingen signifikant
forskjell. I tabell 12 og figur 19 observeres det et generelt hayere gjennomsnitt av FC for
stimulerte LPS pasientprgver sammenlignet med stimulerte LPS kontrollprgver. Videre har
det blitt observert stor variasjon i LPS stimulerte pragver til pasientgruppen i forhold til

kontrollgruppen.

| tillegg er det interessant at det er observert en hgyere aktivering av monocytter blant noen av
pasientene sammenlignet med kontrollgruppen, til tross for at det ble observert et lavere antall
monocytter blant noen av pasientene (Tabell 7). For i studien Kraus et al., ble monocytter fra
AAS pasienter isolert og stimulert med IL-1. Etter stimulering var det ingen signifikant
forskjell i aktivering mellom kontroll- og pasientpraver, og en kan ikke se den samme trenden
som ved stimulering med LPS. Dette kan mulig veere pa grunn av at IL-1 har en annen

signaleringsvei, og det kan veere en forskjell i dose og inkuberingstid (57).

Det ble observert at pasient 5, fadt i 1950, hadde en lavere oppregulering i genene i forhold til
de andre pasientene. Mest sannsynlig er det denne pasientpreven som gjar at det ikke blir en
signifikant forskjell i begge t-testene. Den lave oppreguleringen i genene kan samsvare med at
eldre menneske ofte har et mer svekket immunforsvar (58). | studien Pence og Yarbro, ble det
observert en redusert IL6 respons ved LPS-stimulering (over 2 timer) av klassiske monocytter
blant eldre (60-80 ar) (59). Dermed kan det hende at en gkt alder gir en redusert aktivering av
immunceller, slik som monocyttene. Pasient 5, har mest sannsynlig ogsa gatt pa

kortisolbehandling i flere ar, som ogsa kan pavirke aktivering av monocyttene.

Som nevnt farer kortisolbehandling til nedsatt immunforsvar. Det er flere studier som har vist
at GSC hemmer CD14/TLR mediert aktivering av monocytter (60). CD14 er en viktig PRR,
som gjenkjenner LPS og farer til aktivering av cellene. Det er dermed interessant at det er
observert en hgy LPS-respons blant flere pasientpraver i prosjektet (Figur 18), til tross for
tidligere studier som viser til en redusert LPS-respons i monocytter ved behandling med GCS
(60). Det kan derfor tenkes at AAS pasienter representerer en spesiell pasientgruppe. Ofte blir

sykdommen oppdaget noksa sent, slik at produksjonen av kortisol opphgrer helt. Det kan
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dermed bli foreslatt at monocyttene blir mindre inhibert av kortisol, og kan videre bli mer
aktiverte ved infeksjoner og fere til trent immunitet. Benmargen kan da bli pavirket til a
produsere flere immunceller og HSC kan fa en epigenetisk omprogrammering. Denne
omprogrammeringen kan fare til mer aktive monocytter, som har evne til 3 aktivere flere
autoreaktive T-celler. Men i prosjektet er det sveert begrenset i antall pasienter inkludert,
derfor ma dette undersgkes i et starre pasientmateriale. | fremtidige starre studier kan en ogsa
benytte aktiveringsassayet som er blitt utviklet i dette prosjektet til & se neermere pa
nydiagnostiserte pasienter sammenlignet med pasienter som har statt pa behandling i flere ar.
Basert pa observasjoner her kan det ogsa veere interessant a avgrense studiet ved a kun se pa

pasienter opptil 60 ar, som et inklusjonskriterie.

Ved LPS stimulering blir monocytter og makrofager aktiverte, og vil fa en oppregulering av
HLA. Monocytter benytter HLA-DR for antigen presentasjon til T-celler og pa denne maten
er monocytter med pa a aktivere det adaptive immunforsvaret (61). Det kan dermed vare
interessant a se naermere pa rollen til HLA-DR molekylet etter LPS stimulering hos AAS

pasienter sammenlignet med friske kontroller.

5.0 Konklusjon

| prosjektet er det blitt utviklet analysemetoder for a bestemme monocyttantall i blod og LPS
respons. Selv om t-test viste at det ikke var noen signifikant forskjell i bade antall og
aktivering av monocytter, observeres det likevel en lavere antall monocytter og en starre
aktivering hos pasienter. Det kan dermed veere interessant a se om trenden med hgyere
oppregulering i pasientprgver fortsetter. Dette apner for flere sparsmal i forhold til
behandlingen av AAS pasienter, og om malrettet behandling mot monocytter kan veere et

alternativ. Starre studier er ngdvendig for a undersgke dette.
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