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Sammendrag 
Kardiovaskulær sykdom forårsaket av aterosklerose er den hyppigste dødsårsaken i vestlige 

land, samtidig som forekomst og dødelighet også øker i resten av verden. Tross en nedgang 

de siste 40 årene er hjerte- og karsykdom, sammen med kreft, fortsatt hovedårsaken til 

mortalitet og morbiditet i Norge.  

 

Det er nå godt dokumentert at aterosklerose er en inflammasjonsdrevet prosess, der både det 

medfødte og det adaptive immunforsvaret spiller en sentral rolle. Balansen mellom pro- og 

antiinflammatoriske cytokiner er sentralt for sykdomsprogresjon og utfall, men funksjonen til 

og betydningen av de ulike faktorene er ikke fullstendig kartlagt. Ettersom plakkstabilitet og 

kardiovaskulære hendelser er linket til grad av inflammasjon, er markører som reflekterer 

denne prosessen ønskelig. Økt kunnskap om cytokiner og andre medvirkende 

inflammatoriske signalstoffer vil bidra til forståelsen av sykdommens etiologi, samt til 

utvikling av eventuelle nye risikomarkører og behandlingsmuligheter. 

 

Interleukin 9 (IL-9) er assosiert med patogenesen av astmatisk og allergisk sykdom, og er 

også assosiert med ulike kreftsykdommer og autoimmune tilstander. IL-9s rolle i 

aterosklerose er mindre utforsket, og betydningen i human hjerte- og karsykdom er uklar. Vi 

ønsket derfor å undersøke tilstedeværelse og regulering av IL-9 og interleukin 9-reseptor (IL-

9R) ved aterosklerotisk hjerte- og karsykdom. IL-9 og IL-9R ble målt i biologiske prøver fra 

pasienter med carotid og koronar aterosklerotisk arteriesykdom, klassifisert etter 

tilstedeværelse av symptomer og plakkmorfologi, og sammenliknet med prøver fra friske 

kontroller. For å studere reguleringen av IL-9 nærmere undersøkte vi også nivåer av IL-9 i 

humane celler, samt effekten av IL-9 på frigjøring av pro- og antiaterogene cytokiner etter 

aktivering av humane peripheral blood mononuclear cells (PBMC). 

 

Hovedresultatene fra denne studien viste at pasienter med asymptomatisk og symptomatisk 

carotisstenose har signifikant høyere plasmanivåer av IL-9 enn friske kontroller. Vi viste også 

at plakk fra carotisåren uttrykker genet for IL-9R, noe som ikke ble funnet i nyrearterie hentet 

fra friske kontroller. Det var ingen signifikante forskjeller mellom gruppene når vi 

sammenliknet med hensyn på plakkmorfologi. Vi fant imidlertid at pasienter med angina 

pectoris har signifikant høyere genuttrykk av IL-9R i CD3+-T-celler enn friske kontroller, og 
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vi så en ikke-signifikant tendens til høyere genuttrykk av IL-9R i CD3+-T-celler hentet fra 

pasienter med ustabil angina, sammenliknet med pasienter med stabil angina. Vi viste at 

stimulerte blodplater frigir IL-9, men vi kunne derimot ikke finne noen effekt av IL-9 på 

cytokinfrigjøring fra LPS- og PHA-stimulerte PBMC. 

 

Vi konkluderer derfor med at IL-9 og IL-9R er til stede ved aterosklerotisk sykdom, men at 

effekten av IL-9 på humane immunceller og rollen i aterosklerosen fortsatt er ukjent.  
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1 Introduksjon 

1.1 Aterosklerose og kardiovaskulær sykdom 
Komplikasjoner fra aterosklerose er den hyppigste dødsårsaken i vestlige land [1, 2] og 

iskemisk hjertesykdom forventes å være den fremste sykdomsbyrden på verdensbasis innen 

2020 [3]. I USA har kardiovaskulær sykdom (KVS) vært den ledende dødsårsaken hvert år fra 

1900 og frem til i dag, kun med unntak av 1918. Sykdomsgruppen koster landet mer enn noen 

annen [4]. I Norge har det, som i de fleste andre europeiske land, vært en positiv 

epidemiologisk utviklingen for hjerte- og karsykdom de siste årene. Siden 70-tallet har vi hatt 

en halvering av dødsfall som følge av iskemisk hjertesykdom og plutselig død [5].  Det har 

også vært en sterk nedgang i dødelighet fra slag, både internasjonalt og nasjonalt [6, 7]. På 

tross av dette er hjerte- og karsykdom fremdeles, sammen med kreft, hovedårsaken til sykdom 

og død i Norge. I 2008 skyldtes 34 % av dødsfallene i landet iskemisk hjertesykdom, 

hjerneslag og andre sykdommer i blodårene [8, 9].  

1.1.1 Koronar aterosklerose 

Aterosklerotiske plakk i koronare arterier gir en kronisk tilstand med stabile og ustabile 

perioder. Ustabile perioder kan karakteriseres ved angina pectoris eller myokardialt infarkt 

(MI) [10]. Angina pectoris er definert som ”smerter i brystet grunnet mangel på myokardialt 

oksygen” og skyldes økt myokardialt oksygenbehov eller redusert tilførsel. Stabil angina 

refererer til ”forutsigbare brystsmerter under fysisk aktivitet som blir borte ved hvile eller 

administrasjon av nitroglyserin”. Ustabil angina beskriver en akutt iskemisk hendelse og 

omfatter nyoppdagede brystsmerter, angina ved hvile, angina etter MI og akselererende 

mønster av tidligere stabil angina [11]. Ustabil angina skyldes som oftest koronare plakk som 

går gjennom gjentatte faser med ødeleggelse og reparasjon [12]. MI, eller hjerteinfarkt, 

betegner celledød i hjertemuskelen grunnet ubalanse i behov og tilførsel av oksygen. Det kan 

forekomme gjentatte ganger hos en pasient med etablert sykdom, eller være første indikasjon 

på koronar aterosklerose. Alvorligheten av et infarkt varierer fra små uoppdagede infarkt til 

akutte, alvorlige og dødelige [10]. 
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1.1.2 Carotid aterosklerose   

Hjerneinfarkt utgjør ca. 85 % av hjerneslagene, og det er estimert at omtrent halvparten av 

disse skyldes arterie-til-arterie-embolisme fra aterosklerotiske plakk i aorta, precerebrale eller 

interkraniale arterier. Omtrent 25 % av dem er lakunære infarkt som skyldes tilstopping av 

små, penetrerende arterier. Carotisplakk kan være asymptomatiske i en årrekke, og 

hjerneinfarkt er ofte første kliniske manifestasjon [13]. I en studie av 5000 kvinner og menn 

ble aterosklerose i store hjernearterier klassifisert som nest fremste årsaken til hjerneslag, etter 

kardioembolisme, men som den fremste årsaken blant middelaldrene pasienter fra 40 til 75 år 

[14].  

1.1.3 Aterosklerose i andre arteriegrener 

Dersom aterosklerose forekommer i andre arteriegrener kan dette, avhengig av hvilke årer 

som rammes, gi skade på nyrer, hypertensjon, abdominale aorta-aneurismer og iskemi i 

underekstremiteter [15]. Pasienter med symptomatisk trombose i én vaskulær seng har økt 

risiko for hendelse i en annen [16]. Det er godt kjent at carotisstenose (>70 %) gir vesentlig 

økning for residivslag og for vaskulære hendelser utenfor hjernen [13, 17]. Det er mindre 

kjent at aterosklerotiske plakk i aorta er assosiert med hjerneinfarkt. Plakk i aorta ser ut til å 

være en sterk, uavhengig risikofaktor for slag [18].  

1.2 Risikofaktorer og risikoevaluering   
Grundig epidemiologisk forskning har etablert røyking [19], hyperlipidemi [20], hypertensjon 

[21] og diabetes [22] som de fire ”tradisjonelle” risikofaktorene for utvikling av koronar 

hjertesykdom (KHS). De siste 30 års nedgang i antall dødsfall grunnet kardiovaskulære 

hendelser kan i stor grad skyldes redusert røyking, en bedre blodlipidprofil grunnet en sunnere 

fettfordeling i kosten [5, 23], samt bedre medisinske behandlingsmetoder [24]. Verdens 

største internasjonale epidemiologiske studie, “WHO MONICA (MONItoring trends and 

determinants in CArdiovascular disease) Project” samlet fra midten av 80- til midten av 90-

tallet inn data for risikofaktorer og forekomsten av koronar hjertesykdom i 38 populasjoner 

fra 22 land. Forandringer i tradisjonelle risikofaktorer forklarte 46 % av nedgangen i koronare 

hendelser hos menn og 19 % hos kvinner [25]. Kvaliteten på den medisinske behandlingen 

ble assosiert både med nedgangen i koronare hendelser og med nedgangen i dødelighet. Hele 
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72 % av nedgangen i dødelighet hos menn, og 56 % hos kvinner, kunne forklares med bruken 

av moderne, dokumentert medisinsk og kirurgisk behandling [24].  

Det har imidlertid vært en skjev utvikling i betydningen av de ulike risikofaktorene. I sterk 

kontrast til røyking og fettprofil, har kroppsmasseindeksen (KMI) i den norske befolkningen 

hatt en helsemessig negativ utvikling. Nordmenns vekt har økt siden 60-tallet for menn og 

siden 70-tallet for kvinner. Andelen overvektige, definert som KMI ≥25 kg/m2, var på slutten 

av 90-tallet 15 % blant menn og 12,5 % blant kvinner [26, 27]. Ut fra undersøkelser gjort i 

fem fylker på starten av 2000-tallet ser man at over halvparten av norske menn har overvekt 

(KMI ≥25 kg/m2) eller fedme (KMI ≥30 kg/m2) [26, 28]. Det samme gjelder kvinner, med 

unntak av 30-åringer, der andelen er litt lavere [28]. Overvekt har økt i alle deler av 

samfunnet, hos kvinner og menn, unge og gamle, og på tvers av utdannelse, fysisk aktivitet og 

røykestatus [27]. Det har også vært en økende forekomst av insulinresistens og diabetes [29], 

som sammen med hypertensjon og overvekt er del av det ”metabolske syndromet” [30]. 

Hvorfor denne utviklingen ennå ikke har påvirket hyppigheten av KVS, er uklart. En 

forklaring kan være at risikoreduksjonen knyttet til redusert kolesterolnivå og røyking er 

større enn risikosøkningen knyttet til økt forekomst av overvekt og metabolsk syndrom. Det 

kan også skyldes at utvikling av det metabolske syndrom må manifesteres i sykdom i flere år 

før det gir en risikoøkning. Begrenset effekt grunnet medikamentell bruk er en annen faktor 

som kan påvirke denne sammenhengen [31].  

Ved evaluering av total risiko for utvikling av koronar og carotid sykdom, er det viktig å 

merke seg diskusjonen rundt den faktiske betydningen av de tradisjonelle risikofaktorene. Det 

er estimert i flere studier at over 50 % av pasienter med KHS mangler én eller flere av disse 

[32, 33]. Khot og medarbeidere analyserte data fra over 120 000 pasienter som deltok i 14 

internasjonale studier, og så at dette gjaldt mellom 10 og 20 % [34]. Andre har estimert at de 

tradisjonelle risikofaktorene kan forklare omtrent 75 % av koronare hendelser i en populasjon 

[35]. 

Flere av metodene for å estimere kardiovaskulær risiko tar utgangspunkt i de tradisjonelle 

risikofaktorene, og disse metodene er dermed også verdt å vurdere. Flere studier har 

eksempelvis sett en overestimert risiko for KVS ved bruk av Framingham scoringssystem [36, 

37]. Dette førte til utvikling av SCORE-systemet (Systemic COronary Risk Evaluation) som 

estimerer ti års risiko for fatal KVS i høy- og lavrisikoregioner i Europa. Skjemaene tar 

utgangspunkt i enten totalkolesterol eller total/high density lipoprotein (HDL)-kolesterol-
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ratio. Røyking, blodtrykk og kjønn benyttes i tillegg i utregningen [38]. 

Høyrisikoevalueringen ut fra dette systemet er imidlertid sett å overestimere død fra KVS hos 

norske menn og kvinner, noe som viser tydelige behov for  nasjonale tilpasninger [39].  Det er 

derfor utviklet en modell for estimering av kardiovaskulær risiko basert på norske data, 

NORRISK, som passer bedre til norske forhold [40]. 

Selv om regionale og nasjonale tilpasninger er gjort, bør også nye risikomarkører som 

reflekterer viktige patologiske prosesser være en del av risikoevalueringen. Dette bør være 

faktorer som kan si noe om utviklingsstadiet av aterosklerosen og plakkstabiliteten. Det er 

også viktig å etablere nye metoder for å oppdage disse, noe som vil bidra til å fange opp et 

bredere spekter av dem i risiko for utvikling av KHS [41]. Å fortsatt ha et stort fokus på de 

tradisjonelle risikofaktorene er imidlertid viktig for å kunne redusere denne epidemien [34]. 

1.2.1 Biomarkører for kardiovaskulær sykdom 

Serummarkører og non-invasive tester er eksempler på verktøy som kan benyttes til å 

identifisere og monitorere aterosklerose hos asymptomatiske personer. Ved å bruke dem som 

supplement til eksempelvis Framingham, SCORE- eller NORRISK-systemet vil man kunne 

identifisere personer også i moderat risiko [42, 43].  

Serummarkører 

Lipider og lipoproteinfraksjoner som små, tette low density lipoprotein (LDL)-partikler, 

apolipoprotein (Apo) A1 og B, HDL-subfraksjoner og Apo (a) er sett i sammenheng med 

vaskulær sykdom og er også benyttet i klinisk praksis for estimering av risiko [44, 45].   

Inflammasjon er en viktig trigger av plakkruptur og akutte vaskulære hendelser, og 

inflammasjonsmarkører kan derfor være viktig for å predikere plakkstabilitet og 

kardiovaskulær risiko [45]. De viktigste akuttfaseproteinene hos mennesker er serum amyloid 

A (SAA) og C-reaktivt protein (CRP). De forekommer vanligvis i svært lave konsentrasjoner 

i blodet og øker dramatisk ved inflammasjon. Andre systemiske endringer som feber, 

hyperkortisolemi og hypoferremi oppstår for å danne et miljø bedre rustet for å takle 

vevsskade eller infeksjon [46]. CRP er nokså nøye studert som markør for hjerte- og 

karsykdom [43]. CRP produseres hovedsakelig i leverceller i respons til cytokiner som 

interleukin (IL)-6 og tumornekrosefaktor (TNF)-α (mer om cytokiner i avsnitt 1.4.3). Den 
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fysiologiske rollen til CRP er ikke fullstendig forstått, men en av hovedfunksjonene er trolig 

at CRP kan gjenkjenne patogener og nekrotiske celler, og på den måten bidra til å aktivere 

immunresponsen [46, 47]. Klinisk brukes CRP som en uspesifikk markør for vevsskade og 

inflammasjon [47], men flere studier har vist at såkalt ”high-sensitivity” CRP (hs-CRP) kan 

brukes som uavhengig prediktor for kardiovaskulære hendelser [48]. I tillegg er plasma-CRP 

vist å kunne diskriminere mellom stabil og ustabil koronar arteriesykdom ettersom 

konsentrasjonen er signifikant høyere ved ustabil tilstand [49]. I ”Reykjavik-studien” viste 

CRP seg derimot moderat som prediktor for KHS [50]. Lund Håheim og medarbeidere viste i 

en tverrsnittstudie av over 5000 menn i alderen 48-77 år at CRP-nivåer ikke bare var forhøyet 

hos de som hadde gjennomgått hjerteinfarkt, men også hos dem med astma, diabetes, kronisk 

obstruktiv lungesykdom (KOLS), osteoporose, fibromyalgi og andre kroniske lidelser [51]. At 

CRP viser manglende evne til å skille mellom ulike tilstander, reduserer funksjonen som 

screeningverktøy betydelig. 

I tillegg til CRP har flere cytokiner vært studert som mulige inflammasjonsmarkører for KVS 

og studier har vist forskjeller i cytokinuttrykk mellom stabile og ustabile carotisplakk [45]. 

Som CRP, er IL-6 også vist å kunne predikere kardiovaskulære komplikasjoner hos pasienter 

med moderat risiko [52]. IL-18 er sett assosiert med ustabile carotisplakk og plakkstabilitet 

[53], og serumnivåer av IL-18 har også vist seg som mulig prognostisk faktor for fremtidige 

koronare hendelser hos friske [54]. IL-18 er imidlertid ikke sett å ha en slik prediktiv verdi for 

personer med moderat risiko [52]. Myeloperoxidase (MPO), pregnancy-associated plasma 

protein A (PAPP-A) og det antiinflammatoriske cytokinet transforming growth factor-β1 

(TGF-β1) er også sett i sammenheng med risikoevaluering, men også disse med varierende 

resultater [45].  

En annen sentral serummarkør er homocystein. Forhøyede nivåer er sett å korrelere med KVS 

i epidemiologiske studier, men prospektive studier har vist varierende resultater [55]. 

Screening av ”normale” populasjoner er derfor ikke anbefalt, men testing bør vurderes på 

hjertepasienter uten kjente risikofaktorer og asymptomatiske personer med prematur 

hjertesykdom i familien [56]. Serum homocystein kan reduseres ved tilskudd av folsyre og 

vitamin B12 [57], men de norske studiene ”The Norwegian Vitamin Trial” (NORVIT) og 

”Western Norway B-Vitamin Intervention Trial” (WENBIT) har vist at slike tilskudd ikke ga 

redusert risiko for sekundære kardiovaskulære hendelser. De så derimot en mulig skadelig 

effekt av tilskuddene [58, 59]. 
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Det er viktig å merke seg at mange av biomarkørene som er studert, kun er testet ut på 

koronar eller carotid arteriesykdom. Selv om det er store likheter, kan patofysiologiske 

mekanismer ved slag og MI, og ved carotid og koronar plakkdannelse, som nevnt være ulike. 

Det kan derfor være behov for arterie- og sykdomsspesifikke biomarkører [45]. 

Ultralydundersøkelse av plakkmorfologi  

Ultralydundersøkelse er en velegnet non-invasiv metode for å undersøke plakkmorfologi in 

vivo og brukes både i studiesammenheng og i klinikken (for detaljer om plakkmorfologi se 

avsnitt 1.3.2). Metoden er basert på ultralydbølger som sendes inn i vevet der en del av dem 

blir absorbert, mens noen reflekteres tilbake. Den reflekterte ultralyden – ekkoet – blir tolket 

av en datamaskin. Plakk som reflekterer lite ultralyd, kalles lavekkogene plakk, mens plakk 

som reflekterer mye ultralyd, kalles høyekkogene, som vist i figur 1 [60]. Lavekkogene plakk 

har høyt lipidinnhold, mens høyekkogene plakk typisk består av tett, fibrøst bindevev og kalk 

[61]. Personer med carotisstenose forårsaket av lavekkogene plakk har høyere risiko for 

hjerneslag enn personer med høyekkogene plakk, uavhengig av stenosegrad og andre 

risikofaktorer [62, 63]. 

 

Figur 1. Ultralydbilde til venstre av høyekkogent carotisplakk, og til høyre, lavekkogent carotisplakk. Det 
høyekkogene plakket er lyst og kalkholdig, mens det lavekkogene plakket har høyt lipidinnhold og vises mørkt 
på bildet. (Mona Skjelland, MD, overlege, OUS Rikshospitalet)  

1.3 Utvikling av aterosklerotiske plakk 
Hos mennesker er det aterosklerotiske plakket bestående av immunceller, vaskulære 

endotelceller, glattmuskelceller (GMC), ekstracellulær matriks (ECM), lipider og acellulære 

fettrester. Disse foreligger typisk som en fortykning av intima (figur 2) [15].  Aterosklerose 

kan utvikle seg i respons til endotelskade forårsaket av ulik stimulering som diabetes mellitus, 
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hypertensjon og dyslipidemi; den såkalte ”respons to injury”-hypotesen. Hypotesen ble først 

foreslått av Ross & Glomset i 1973 [64] og senere revidert av Ross i 1986 [65]. Hypotesen 

peker på at skadet endotel blir dysfunksjonelt og addherer monocytter, makrofager og T-

celler. Disse kan migrere inn i intima der makrofagene akkumulerer lipider og danner 

skumceller som utgjør såkalte fettstreker – starten på et aterosklerotisk plakk. Frigjøring av 

ulike vekstfaktorer og cytokiner av immuncellene i plakket fører til progresjon av den 

aterosklerotiske lesjonen. Hypotesen peker også på vekstfaktorer, cytokiner og optimalisering 

av den inflammatoriske responsen som mål for forebygging og behandling av aterosklerotisk 

sykdom [66].  

 

Figur 2. Den cellulære sammensetningen av det aterosklerotiske plakket. Plakket har en kjerne som består av 
lipider og rester fra døde celler. Over denne ligger en stabiliserende fibrøs kappe som består av glattmuskelceller 
og kollagenfibre. Plakket er fylt av immunceller som makrofager, T-celler og mastceller. Disse produserer 
cytokiner, proteaser, protrombotiske molekyler og vasoaktive substanser som alle påvirker plakkinflammasjon 
og vaskulær funksjon. Frem til en eventuell komplikasjon oppstår, er plakket dekket av et intakt endotellag. [15] 

1.3.1 Plakkstadier 

Forløperne for avanserte aterosklerotiske lesjoner, såkalte fettstreker, deles inn i tre 

morfologisk forskjellige typer. Type I- og II-lesjoner har små lipiddepoter i intima, mens type 

III-lesjoner markerer overgangen fra en type II-lesjon til et avansert plakk. Hvert stadium kan 

stabiliseres midlertidig eller permanent, og utvikling til neste stadium krever stimulering [67].  

Avanserte plakk kan også deles inn i tre undergrupper: type IV-, V-, og VI-lesjoner. En type 

IV-lesjon, også kalt et aterom, består av en lipidkjerne uten fibrøs kappe. Lipidkjernen er 
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videreutviklet fra de små lipiddepotene i type III-plakket. Ruptur eller trombosedannelse 

forekommer ikke, og lumen er sjelden betydelig redusert. Når lipidkjernen gradvis dekkes av 

fibrøst vev, først og fremst kollagen, er dette overgangen til en type V-lesjon. Type V- og VI-

lesjoner er såkalt fibrøse. Morbiditet og mortalitet som følge av aterosklerose er først og 

fremst knyttet til IV- og V-lesjoner der overflaten ødelegges og hematom, blødning eller 

trombose oppstår. Lesjoner med en av disse egenskapene kalles en type VI-lesjon, eller en 

komplisert lesjon [68].  

1.3.2 Plakkstabilitet  

Initieringsfase, fart på utviklingen og fenotypisk uttrykk av aterosklerotiske plakk er arterie- 

og tilstandsspesifikt [16, 69]. Stabil angina er assosiert med glatte, fibrøse koronararterie-

plakk, mens akutt koronar arteriesykdom er assosiert med irregulære eller rupterte plakk. Ved 

MI kan små lesjoner danne store tromboser som fører til et infarkt, mens i carotis kan man 

ofte ha små til middels lesjoner uten symptomer og store lesjoner med kun små tromboser. 

Her kan imidlertid mikroembolier som dannes i overflaten av plakket, gi infarkter. Koronare 

plakk er fibrotiske og stabile, mens carotisarterier med høy stenose ofte er såraktige, 

inflammatoriske, har stor lipidkjerne, blødninger inne i plakket og er ustabile. Carotide plakk 

oppstår ved en mye senere alder enn koronare, noe som tyder på en mulig beskyttende 

mekanisme for carotisårene [16]. Plakkmorfologi hos pasienter med høye grader av ustabil 

angina likner plakk hos pasienter med MI. Plakk hos pasienter med lavere grad av ustabil 

angina likner plakk hos pasienter med stabil angina [70]. Molekylære prosesser som 

lipidakkumulering, apoptose, proteolyse, trombose, angiogenese og inflammasjon er nøye 

relatert til plakkets sårbarhet og dermed også til alvorlige vaskulære hendelser [45]. 

Terapeutisk mål ved aterosklerotisk sykdom er derfor flyttet fra utvidelse av lumen til 

patofysiologiske mekanismer og plakkstabilisering [71, 72].  

1.4 Immunmekanismer i aterosklerose 
Det er mange kjente sammenhenger mellom systemisk inflammasjon og inflammasjon i 

koronare og carotide kar. Et eksempel er pasienter med reumatoid artritt (RA) som er preget 

av en systemisk inflammasjon, vist med forhøyet serum CRP. Pasienter med denne og andre 

bindevevssykdommer har høyere risiko for utvikling av KVS [73]. Slik korrelasjon ses også 

ved mer vanlige tilstander. Vintermånedene er høysesong for forekomst av hjerteinfarkt og 
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hjerneslag, når frekvensen av øvre luftveisinfeksjoner og influensa også er høyere [47]. En 

stor epidemiologisk studie av Smeeth og medarbeidere viste at akutt infeksjon i øvre luftveier 

gir omtrent fem ganger økt risiko for hjerteinfarkt og tre ganger høyere risiko for hjerneslag 

de første tre dagene. Deretter avtar risikoen gradvis [74]. Selv om noen studier har vist 

risikoreduksjon for koronare hendelser etter vaksine mot influensa, foreligger det ingen 

randomisert studie av tilfredsstillende størrelse som viser denne effekten [47]. American 

Heart Association anbefaler influensavaksine til alle pasienter med koronar hjertesykdom 

[75], mens European Society of Cardiology begrenser anbefalingene til pasienter med 

symptomatisk hjertesvikt [76]. 

I tillegg til den systemiske inflammasjonen er lokal inflammasjon sentralt for utvikling av 

aterosklerose og vaskulære hendelser. Det er nå klare bevis for at inflammasjon er en 

nøkkelprosess som linker flere av de kjente risikofaktorene for aterosklerose sammen og 

bidrar i hele den aterosklerotiske utviklingen. Den inflammatoriske responsen i aterosklerose 

involverer elementer både fra det medfødte og det adaptive immunforsvaret som både kan 

virke positivt og negativt på den aterosklerotiske prosessen [77]. Humane plakk er vist å 

inneholde flere ulike grupper av immunceller. Makrofager og monocytter er uttrykt i hele 

plakket, men spesielt i lipidkjernen der de er vist å utgjøre ca. 60 % av cellene. Cluster of 

differentiation 3-positive (CD3+) T-celler er akkumulert i den fibrøse kappen der om lag 20 

% av cellene er av denne typen [78].  

At immunmekanismer spiller en sentral rolle i aterosklerose, er ikke lenger kontroversielt, 

men de patologiske konsekvensene samt enkeltkomponentenes rolle og betydning er ikke 

fullstendig forstått [71].  

1.4.1 Monocytter og makrofager 

Monocyttrekruttering er anerkjent som en tidlig prosess i plakkdannelse. Flere 

inflammatoriske mediatorer som monocyte chemotactic protein-1 (MCP-1) bidrar til at 

monocyttene trekkes inn i intima der de modner til makrofager og multipliseres. Som nevnt 

addherer sirkulerende leukocytter dårlig til normalt endotel, men når endotelet er inflammert, 

uttrykker det adhesjonsmolekyler som binder leukocyttene. Kjemokiner uttrykt i ateromet gir 

en kjemotaksisk stimuli som gjør at leukocyttene migrerer inn i intima. Det finnes også 

holdepunkter for at denne monocytt-influksen ikke bare finner sted i startfasen av 

plakkdannelsen, men også i etablerte plakk. Makrofagene i plakket tar opp oksidert LDL ved 
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hjelp av scavenger-reseptorer. Dette gir dannelse av fettstreker som stimulerer til migrasjon av 

glattmuskelceller inn i intima. I tillegg frigir makrofagene proinflammatoriske cytokiner og 

vekstfaktorer som øker og opprettholder det proinflammatoriske miljøet i plakket [77, 79, 80].  

1.4.2 T-celler 

Immunceller fra det adaptive immunforsvaret har også en nøkkelregulatorisk rolle i 

utviklingen av aterosklerotiske plakk [77]. T-celler spiller en avgjørende rolle i 

organiseringen av denne delen av kroppens forsvar, og denne funksjonen utøver de i hovedsak 

gjennom sekresjon av cytokiner og kjemokiner, som aktiverer og rekrutterer andre celler [81]. 

T-celler er alltid til stede i en aterosklerotisk lesjon, og størstedelen er CD4+T-celler som 

gjenkjenner antigener i major histocompatibility complex (MHC)-II på antigenpresenterende 

celler [78, 82]. CD4+T-celler eller T-hjelpeceller (Th) deles inn i undergrupper ut fra hvilke 

cytokiner de sekrerer og deres funksjoner. T-hjelpecelle type 1 (Th1) bidrar til intracellulær 

fjerning av virus og bakterier, og forsterker vanligvis proinflammatoriske responser ved å 

sekrere cytokiner som interferon gamma (IFN-γ), lymfotoksin α og IL-2. Hos mennesker er 

Th1-celler viktige i beskyttelse mot myobakterielle infeksjoner, samt utvikling av noen typer 

autoimmune sykdommer [81], i tillegg til at de ser ut til å forverre den aterosklerotiske 

prosessen [77, 83, 84]. T-hjelpecelle type 2 (Th2) er viktig i forsvaret mot parasitter, og deltar 

både i utvikling av og i beskyttelse mot allergi og astma. De sekrerer blant annet IL-4 og IL-5 

og bidrar i fjerning av cellulære patogener [81, 85]. T-hjelpecelle type 17 (Th17)-celler bidrar 

i beskyttelsen mot sopp og ekstracellulære bakterier og produserer cytokiner som IL-17, IL-6 

og IL-8 [81, 86]. De er også ansvarlige for, eller deltakende i, utviklingen av mange 

autoimmune sykdommer [86].  T-regulatoriske celler (Tregs) er nødvendig for utvikling av 

selvtoleranse og for regulering av immunrespons [87]. Å øke antallet av Tregs eller fremme 

deres immunosuppressive funksjon kan være fordelaktig for å hindre utvikling av autoimmun 

sykdom. På den andre siden kan mangel eller hemmet funksjon av disse cellene øke kroppens 

forsvar mot tumorer eller infeksjon. Den immunosuppressive funksjonen av Tregs kan blant 

annet tilskrives produksjon av TGF-β og IL-10 [81].  

 

I store trekk ser aterosklerose ut til å være en Th1-celledreven sykdom [15, 77, 83, 84]. 
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1.4.3 Cytokiner  

Cytokiner er små proteiner som produseres av nesten alle celletyper i menneskekroppen. I 

motsetning til hormoner, som er en del av den daglige homeostatiske syklusen, aktiveres 

cytokiner først og fremst av stressfaktorer og er i hovedsak involvert i respons til sykdom 

[88]. Disse celleregulatoriske proteinene er nøkkelspillere i initiering og kontroll av 

inflammasjon. De kan kategoriseres i seks hovedfamilier: interleukiner (IL), interferoner 

(IFN), kolonistimulerende faktorer (CSF), tumornekrosefaktorer (TNF), vekstfaktorer og 

kjemokiner (CC) – men det er betydelig overlapp mellom gruppene. Cytokiner fra alle 

familiene er sett involvert i aterogenese, og alle celletypene i det aterosklerotiske plakket kan 

produsere og respondere på cytokinsignalisering [89].  

Interleukiner er per definisjon ”cytokiner som produseres av én leukocytt, og som virker på en 

annen”, men det er også kjent at andre celletyper som GMC og endotelceller uttrykker flere 

interleukiner og deres reseptorer. Interleukinfamilien kan igjen deles inn i undergrupper etter 

homologitet i aminosyresekvens eller etter reseptoren de binder [89].  

Kjemokiner er små, proinflammatoriske peptider som fasiliteter passasjen av leukocytter fra 

blod og inn i inflammert vev [88]. Familien deles igjen i fire undergrupper (CC, CXC, CX3C 

og C) etter plasseringen til de to cysteinmolekylene nærmest N-terminalen i polypeptidkjeden. 

I CXC-familien er de to aminosyrene separert av én aminosyre, mens i CC-familien sitter de 

to cysteinene ved siden av hverandre. Det er, som nevnt, ingen klar grense mellom de ulike 

gruppene av cytokiner, og eksempelvis kan IL-8 også betegnes etter kjemokin-nomenklatur, 

med navn CXCL8 [90].  

Funksjonen til et enkelt cytokin avhenger av hvilken biologisk prosess det er involvert i, og 

kan derfor variere. Cytokinene kan dermed også deles inn i grupper ut fra hvilken effekt de 

har i ulike situasjoner, for eksempel gjennom deres egenskaper i inflammasjon og 

immunrespons [88]. De er i hovedsak primært proinflammatoriske eller primært 

antiinflammatoriske, men også her er det overlapp mellom gruppene [88, 89]. Balansen 

mellom pro- og antiinflammatoriske cytokiner er viktig for utvikling og behandling av 

sykdom [89, 91-93]. Flere studier har vist økte nivåer av cytokiner ved aterosklerose, både 

systemisk og i plakket [41, 53, 91, 93-95].   

Inflammatoriske cytokiner involvert i vaskulær inflammasjon stimulerer generering av 

endoteliale adhesjonsmolekyler, proteaser og andre mediatorer som driver den 
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aterosklerotiske prosessen. Blant annet fører produksjon av tidlige proinflammatoriske 

cytokiner til ekspresjon av IL-6 som igjen øker CRP-produksjon fra leveren som en akuttfase-

respons [96]. Musemodeller med genetisk eller farmakologisk blokkering av spesifikke 

kjemokiner og adhesjonsmolekyler har vist hemmet aterosklerotisk utvikling [97-100]. I 

tillegg til cytokinkonsentrasjon er også cytokinreseptornivåer sett regulert i inflammatorisk og 

aterosklerotisk sykdom. Fiotti og medarbeidere så økte nivåer av løselige reseptorer til TNF-α 

og IL-6 hos pasienter med perifer arteriesykdom, sammenliknet med kontroller [101]. Økt 

frigjøring av løselig IL-2-reseptor (IL-2R) i serum er observert hos pasienter med ustabil 

angina sammenliknet med pasienter med stabil tilstand [102].  

Selv om det er godt dokumentert at inflammasjon har en viktig rolle i den aterosklerotiske 

utviklingen, er som nevnt betydningen av de ulike inflammatoriske mediatorene fremdeles 

uklar [71]. 

Proinflammatoriske og aterogene cytokiner 

Den potensielle patogenetiske effekten av proinflammatoriske cytokiner påvirkes av ulike 

endogene modulatorer og antiinflammatoriske cytokiner [89, 93]. De viktigste 

proinflammatoriske cytokinene som opptrer tidlig i den aterosklerotiske prosessen, er IL-1α, 

IL-1β, TNF-α og IL-6 [103]. TNF-α produseres blant annet av T-celler og makrofager. 

Cytokinet har mange funksjoner som bidrar til den aterosklerotiske utviklingen, blant annet å 

hemme lipoprotein lipase og å aktivere monocytter. Aterosklerotiske musemodeller har vist at 

mangel på TNF-α gir reduserte lesjoner [103, 104]. I tillegg reduseres risikoen for 

aterosklerotisk karsykdom hos pasienter med RA ved anti-TNF-α-behandling [105]. IL-1α og 

-1β er også viktige mediatorer av inflammasjon [106] og har en essensiell rolle i patogenesen 

av flere KVS-er [107]. Økt inntak av marine fettsyrer er assosiert med redusert risiko for alle 

koronare og carotide hjertesykdommer [108], og monocytter isolert fra testpersoner som 

mottok supplement med marint omega-3 hadde redusert IL-1- og TNF-α-produksjon etter 

aktivering in vitro. Dette kan være en mulig forklaring på deler av den antiinflammatoriske og 

sykdomsreduserende effekten av omega 3 [109]. 

Andre sentrale proinflammatoriske cytokiner er IL-12 [106, 110], IL-18 [53, 103] og IL-8. IL-

8 er beskrevet som en viktig mediator av aterosklerotisk sykdom in vitro og i dyrestudier, og 

også som mulig prediktor av KVS i flere kasus-kontroll-studier [111, 112].  
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Antiinflammatoriske og antiaterogene cytokiner 

IL-10 produseres blant annet av makrofager og har en hemmende effekt på deres sekresjon av 

proinflammatoriske cytokiner, samt ekspresjon av MHC-II [113]. IL-10 er i flere 

dyremodeller vist å være viktig i utviklingen av plakket og IL-10-knock out (KO)-mus har 

vist økt utvikling av aterosklerotiske lesjoner sammenliknet med kontroller. Overekspresjon 

av IL-10 har i dyremodeller vist å gi reduserte lesjoner sammenliknet med kontroller [114]. 

Mallat og medarbeidere viste at IL-10-messenger ribonukleinsyre (mRNA) og protein er til 

stede i humant aterosklerotisk plakk, men ikke i friske kontrollarterier. I tillegg ble høye 

nivåer av IL-10 assosiert med redusert celledød i plakket, noe som tyder på en beskyttende 

effekt [115]. Wæhre og medarbeidere viste en økt TNF-α:IL-10-ratio hos pasienter med 

ustabil angina. Denne ubalansen er foreslått å være assosiert med patogenesen bak tilstanden 

[93], og er også sett i andre inflammatoriske og immunrelaterte sykdommer [116, 117]. 

Biswas og medarbeidere observerte også en lavere IL-10:TNF-α- samt IL-10:IL-6-ratio hos 

pasienter med akutt MI, enn hos kontroller [91]. I klinisk setting kan IL-10 gi en hemmet 

immunrespons og er derfor foreslått som terapeutisk agent i kronisk inflammasjon ved 

irritabel tarm og psoriasis [116, 118]. IL-10 er også sett å øke produksjon av IL-9 fra humane 

CD4+T-celler. Ettersom IL-10 er en kjent hemmer av cytokin-ekspresjon i T-celler er dette et 

atypisk aspekt ved IL-10s funksjoner [119].  

TGF-β er et annet typisk antiinflammatorisk cytokin, som kan redusere utviklingen av 

aterosklerose gjennom mange ulike mekanismer. Så godt som alle celler kan respondere på 

TGF-β-signalisering og cytokinet kan derfor påvirke alle cellene i og utenfor plakket. Blant 

annet kan TGF-β hindre rekruttering og aktivering av lymfocytter, redusere 

skumcelledannelse, samt fremme plakkstabilitet gjennom stimulering av kollagensyntese og 

GMC-proliferasjon [103]. Serumkonsentrasjoner av aktivt TGF-β er sett å være lavere hos 

pasienter med avansert aterosklerose enn hos pasienter med normale arterier [120]. En 

antiaterogen funksjon av TGF-β er også illustrert ved in vivo-blokkering av TGF-β-

signalisering i Apo E −/−mus, som resulterte i akselererende aterosklerotisk plakkutvikling og 

dannelse av mer inflammatoriske plakk [121]. Det er sett høyere ekspresjon av TGF-β i plakk 

fra pasienter med ustabil enn med stabil angina, og TGF-β er også grunnet dette foreslått å ha 

sammenheng med plakkstabilitet [122].  
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1.5 Interleukin 9 (IL-9) 
Interleukin 9 (IL-9) er et 14 kilodalton (kD) stort glykoprotein. Det modne proteinet består av 

144 aminosyrer, der 18 aminosyrer står for signalsekvensen. Homologitet mellom humant og 

murint IL-9 er 69 % på nukleotidnivå og 55 % på proteinnivå. IL-9 utøver sine effekter 

gjennom binding til interleukin 9-reseptoren (IL-9R) [123] og ble først identifisert hos mus 

som en T-celle-vekstfaktor kalt P40 [124]. Mast cell growth-enhancing activity (MEA) ble 

også senere identifisert som IL-9 [125]. Nyere forskning har vist at IL-9 både produseres av 

og har effekter på langt flere celletyper enn dette, både murine og humane.  

1.5.1 IL-9-ekspresjon i murine modeller 

IL-9 ble først sett på som et Th2-derivert cytokin [126], men nyere rapporter har beskrevet en 

ny Th-populasjon som produserer IL-9, kalt T-hjelpecelle type 9 (Th9). Denne populasjonen 

er karakterisert ved produksjon av IL-9 og IL-10, og utvikles fra naive CD4+T-celler i 

respons til TGF-β og IL-4 [127, 128]. KO-modeller har imidlertid vist IL-9-ekspresjon i T-

celler uavhengig av IL-4, noe som indikerer at ulike signalveier er involvert [129]. På den 

andre siden ser IL-2 ut til å være essensiell for syntese av IL-9, og IL-4 er avhengig av IL-2 

og TGF-β for sterkt å øke IL-9-frigjøring. IFN-γ er sett å kunne redusere produksjonen av IL-

9, trolig gjennom nøytralisering av IL-4 [130]. Nowak og medarbeidere identifiserte IL-9 som 

et Th17-derivert cytokin som kan bidra til utvikling av inflammatorisk sykdom. Det er også 

sett at IL-9 produseres av Th1-celler og Treg-celler, det vil si celletyper som spiller en rolle i 

både proinflammasjon og nedregulering av immunrespons [126, 131]. En vet lite om 

transkripsjonsfaktorene involvert i regulering av IL-9-ekspresjon, men Staudt og 

medarbeidere har vist til interferon regulatory factor 4 (IRF-4) som nødvendig for utvikling 

av murine Th9-celler [132]. En annen studie på musemodeller viste også nylig at T-

cellespesifikk mangel av transkripsjonsfaktoren PU.1 ga redusert produksjon av IL-9 grunnet 

redusert antall Th9-celler [133]. Frigjøring av IL-9 er også observert fra aktiverte mastceller 

og sett å eskalere etter stimulering med IL-10 og IL-1 [134]. Murine natural killer T-celler 

(NKT-celler) viser genuttrykk av IL-9 etter stimulering med IL-2 [135]. 

1.5.2 IL-9-ekspresjon i humane celler 

Hvilke humane celler som produserer IL-9, er mindre utforsket, men Beriou og medarbeidere 

så indikasjon på at TGF-β-indusert IL-9-sekresjon er en egenskap ved flere CD4+T-
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cellegrupper også hos mennesker. Disse inkluderer Th9-, Th17-, Th2- og mulig Th1-celler 

[136]. Human inducible regulatory T cells (iTregs) er også sett å uttrykke IL-9 [137]. Beriou 

og medarbeidere viste også at humane naive CD4+T-celler stimulert med TGF-β 

differensierte til Th9-celler som produserer IL-9, men fikk hemmet IL-10-ekspresjon. TGF-β 

gir en CD4+T-celle-respons som er dominert av IL-17 og IL-9, men med tap av Th1- og Th2-

cytokiner [136]. Dette er i kontrast til murine modeller der stimulering med TGF-β på Th2-

celler, som nevnt, gir produksjon av både IL-9 og IL-10 [127, 128]. TGF-β er vist å være 

essensiell for differensiering av IL-9-produksjon fra både naive T-celler og hukommelses-T-

celler [136], og Kajiyama og medarbeidere viste indikasjon på at IL-2 også var essensiell for 

IL-9-produksjon av humane Th-kloner [138]. Det er foreslått en cytokinkaskade for 

ekspresjon av IL-9 som involverer IL-2, IL-4 og IL-10 [119]. Flere andre cytokiner, som IL-

1β, IL-12, IL-21 og IL-23 virker sammen med TGF-β og IL-4 for å øke IL-9-ekspresjon [136, 

137]. Ettersom IL-4 og IL-12 fremmer differensiering av henholdsvis Th2- og Th1-celler 

[81], kan deres felles effekt på IL-9 tyde på at IL-9 virker i både Th2- og Th1-cellemedierte 

systemer. Flere studier har i tillegg vist IL-9-produksjon fra humane eosinofile, oppregulert av 

IL-1β og TNF-α [139, 140]. 

1.5.3 IL-9R  

En spesifikk høyaffinitetsreseptor for murint IL-9 ble først identifisert i T-celler, mastceller 

og makrofager [141]. IL-9R er medlem av superfamilien hemapoietiske reseptorer sammen 

med reseptorer for andre interleukiner som IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-7 og IL-10. Reseptoren 

er satt sammen av en spesifikk IL-9Rα-kjede og en γ-kjede som er felles for IL-9, IL-2, IL-4, 

IL-7 og IL-15 (figur 4) [142, 143]. Grasso og medarbeidere fant flere strukturelle varianter av 

human IL-9R (hIL-9R), der en av dem så ut til å ha nedregulerende effekt på signalisering, 

ettersom den ikke responderte på humant IL-9 [144]. IL-9 virker på mange humane celler 

involvert i inflammatoriske prosesser og IL-9R er observert på humane T-celler [145], B-

celler [146, 147], mastceller [123], hematopietiske forløpere [148], neutrofile [149], 

eosinofile [150], luftveisepitelceller [151] og luftveis-GMC [152, 153], mikroglia [154] og 

monocytter [155].   
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1.5.4 IL-9s målceller 

Mastceller  

IL-9 ble, som nevnt, tidlig identifisert som en mastcelle-vekstfaktor, og disse cellene er 

interleukinets hovedmålceller. Dyreforsøk har vist at IL-9 er viktig for ekspansjon og 

rekruttering av mastceller ved immunaktivering [125, 156]. IL-9 er sett å øke ekspresjon av 

IL-1, IL-5, IL-6, IL-10 og IL-13 etter ionomycin-aktivering, samt å indusere ekspresjon av 

TGF-β fra mastceller. IL-9 påvirker dermed uttrykk av både pro- og antiinflammatoriske 

aktører og har også en positiv feedback på egen ekspresjon i disse cellene [157, 158].  

T-celler 

Ferskt isolerte T-celler responderer ikke på IL-9, men celler som er aktivert med 

phytohaemagglutinin (PHA) og IL-2 proliferer etter IL-9-stimulering [123]. Th17-celler kan 

selv produsere IL-9 som virker som en autokrin vekstfaktor in vitro. IL-9 er også sett å 

fremme den immunosuppressive effekten av Treg-celler i dyrestudier in vitro og in vivo [159]. 

Antigenpresenterende celler 

Det er ikke gjort noen grundig analyse av hvilke undergrupper av antigenpresenterende celler 

som uttrykker IL-9R, men det ser ut til at flere av disse er målceller for IL-9 [160]. Gjennom 

produksjon av TGF-β kan IL-9 hemme produksjon av H2O2 og TNF-α, samt redusere IL-10- 

produksjon fra lipopolysakkarid (LPS)-aktiverte humane monocytter [155]. IL-9 er også sett å 

endre cytokinrespons fra peripheral blood mononuclear cells (PBMC) (som inneholder B-

celler, monocytter og makrofager) hos pasienter med tuberkulose [161]. IL-9 er dessuten sett 

å potensiere immunoglobulin (Ig)-produksjon indusert av IL-4 i humane B-lymfocytter [146, 

147]. Interleukinet er med andre ord både sett å øke og å redusere kapasiteten til 

antigenpresenterende celler. 

Hovedeffekter av IL-9 i murine målceller er presentert i figur 3.  
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Figur 3. IL-9s hovedfunksjoner i murine målceller. IL-9s reseptor er observert på disse cellene også hos 
menneske, men IL-9s funksjoner i humane celler er mindre kartlagt. [160] 

1.5.5 Signaliseringsveier  

Signalisering via human IL-9R involverer tyrosin kinasene Janus kinase (JAK) 1 og JAK3 

samt transkripsjonsfaktorene signal transducers and activators of transcription (STAT) 1, 2 

og 3. JAK-STAT-signalveiene er felles for IL-2-cytokinfamilien [162]. IL-9 aktiverer også 

signalveier som inkluderer insulin receptor substrate-1 phosphatidylinositol 3 (IRS-PI3)-

kinase og mitogen-activated protein kinase (MAPK). Etter høyaffinitetsbinding til IL-9R 

skjer en auto- eller transfosforylering av JAK-kinaser, fosforylering av reseptoren og 

aktivering av en IL-9-signaliseringsvei. IRS-PI3-kinase- og STAT 1,2,3-signalveiene går 

gjennom JAK1 og MAPK-signalveien gjennom JAK3 [163]. IL-9 er vist å ha negativ 

feedback-effekt på egen signalisering in vitro gjennom overekspresjon av supressor of 

cytokine signaling (SOCS)-3 [164].  

 

Figur 4. IL-9R består av en spesifikk IL-9Rα-kjede og en γ-kjede felles for IL-2-reseptorfamilien. Signaler fra 
IL-9 går gjennom IL-9R og JAK-STAT-signalveier. [160]  

http://en.wikipedia.org/wiki/STAT_protein
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1.5.6 Regulering av IL-9R 

IL-9R-ekspresjon kan moduleres av andre cytokiner, og IL-10 gir redusert ekspresjon av IL-

9R på humane neutrofile i nærvær av Th2-cytokiner. IFN-γ oppregulerer IL-9R, men denne 

effekten ble fjernet i nærvær av Th2-cytokiner [165]. IFN-γ er tidligere sett å oppregulere 

IL9R på luftveisepitel hos astmatikere in vitro [166]. Det er observert flere potensielle 

regulatoriske elementer i den ikke-kodende regionen av IL-9R-genet, og det er mulig at 

genekspresjon av IL-9R reguleres forskjellig i ulike celletyper [167]. Proteinet 14-3-3ζ er sett 

å interagere med det intracellulære domenet av human IL-9Rα (hIL-9Rα) avhengig av serin- 

eller threonin-fosforylering. Det ble ikke observert interaksjon mellom 14-3-3ζ og human IL-

4-reseptor α (hIL-4Rα), noe som kan tyde på en potensiell rolle i cytokin-spesifisering. Den 

fysiologiske rollen er imidlertid igjen å kartlegge [168].  

1.5.7 IL-9 i relasjon til sykdom 

IL-9 er trolig involvert i patogenesen av flere tilstander, og er blant annet sett i sammenheng 

med inflammatorisk og allergisk sykdom hos både dyr og mennesker [126, 131, 160, 161, 

169]. Flere pågående studier jobber for å utvikle behandling rettet mot IL-9s funksjon blant 

annet gjennom bruk av anti-IL-9-spesifikke antistoffer og tyrosin-kinase-hemmere av IL-9R 

[126, 131, 170, 171].  

IL-9 er vist å beskytte mus mot Pseudomonas-indusert septisk sjokk, trolig gjennom 

reduksjon av proinflammatoriske cytokiner og induksjon av IL-10 [172]. Arendse og 

medarbeidere så på den andre siden IL-9 som en skadelig faktor i utvikling av L.major-

infeksjon hos mus, gjennom økt Th2- til Th1-responsratio [170]. Økte nivåer av IL-9 er også 

sett i humane celler fra pasienter med tuberkulose, og er også her assosiert med hemmet Th1-

respons [161]. Disse og andre studier peker på betydningen av IL-9 i ulike infeksjonsrelaterte 

tilstander.  

IL-9 er også i flere studier relatert til utvikling av astma hos både mennesker og dyr. Det er 

blant annet sett at IRF-4−/− mus ikke kan utvikle astmasymptomer grunnet manglende IL-9-

produserende Th9-celler [132]. En studie gjort på PBMC fra atopiske astmatikere viste økt 

produksjon av IL-9 fra CD4+T-celler i respons til allergen [173] og i samme pasientgruppe er 

det sett et økt antall av IL-9-mRNA-positive celler i bronkialt vev [174, 175]. Ekspresjon av 

IL-9R er observert i luftveisepitel hos astmatikere, noe som indikerer at astmatiske luftveier 



19 
 

ikke bare har evnen til å produsere, men også til å respondere på IL-9. Luftveisepitel fra friske 

kontroller viste ingen ekspresjon, noe som tyder på at IL-9 og IL-9R er relatert til 

sykdomstilstanden [166, 175].  

Dugas og medarbeidere viste at IL-9 potensierer IL-4-indusert produksjon av IgE og IgG fra 

humane B-lymfocytter, noe som indikerer en rolle i reguleringen av allergisk reaksjon 

gjennom Ig-produksjon [146]. En studie av Fujisawa og medarbeidere viste IL-9-frigjøring fra 

humane eosinofile i respons til ”house dust mite extract” [140] og IL-9-ekspresjon er også sett 

indusert i huden til atopiske pasienter etter allergenstimulering [174]. Flere andre studier har 

vist økte nivåer av IL-9 ved astmatisk og allergisk inflammasjon, men rollen i den humane 

patogenesen er ukjent [169]. 

IL-9s rolle som vekstfaktor i T-celler og mastceller åpner for en rolle i onkogenese, som også 

er observert i flere murine og humane modeller. Nagato og medarbeidere så økt ekspresjon av 

IL-9 i serum og biopsier fra pasienter med nasal NK/T-celle-lymfom sammenliknet med 

kontroller, og uttrykk av IL-9R viser til en autokrin regulering i disse kreftcellene [176]. Flere 

studier indikerer at IL-9 har en rolle i patogenesen av Hodgkins lymfom [177, 178] og 

storcellet anplastisk lymfom [178]. IL-9-uttrykket er sett positivt korrelert med økt eosinofil- 

og mastcelleantall i Hogkins lymfom [179], som igjen er assosiert med dårlig prognose i 

denne tilstanden [180, 181]. 

IL-9 er også sett i forbindelse med ulike autoimmune tilstander som diabetes type 1 [136] og 

RA [126, 182], samt assosiert med transplant-toleranse. I murine modeller har IL-9 vist 

positiv korrelasjon med hjertegraft-rejeksjon [183], men som mulig fremmer av toleranse ved 

hudtransplantasjon [184].  

IL-9 og aterosklerose 

Sprague & Khalil beskrev i 2009 IL-9 som et antiaterogent interleukin ut fra egenskaper 

identifisert gjennom in vitro-forsøk [185]. Svært få studier er gjort på IL-9 i direkte relasjon 

til human aterosklerotisk inflammasjon og vaskulær sykdom forårsaket av aterosklerose. Det 

er imidlertid nylig gjort en studie på pasienter med kronisk hjertesvikt der en så økte 

plasmanivåer av IL-9, sammenliknet med kontroller. Økte nivåer av IL-9 ble også positivt 

assosiert med redusert ventrikulær dysfunksjon og sykdomsprogresjon ved iskemisk 

kardiomyopati [186].  
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Von der Thüsen og medarbeidere viste i et forsøk der LDL-reseptor (LDLr)-KO-mus fikk en 

vestlig diett og aterosklerose indusert ved avklemning av carotis, at IL-9-behandling ga sterk 

reduksjon i aterosklerotisk utvikling. IL-9-behandlingen ga reduksjon i LPS-induserte 

plasmanivå av TNF-α og reduksjon i plakkstørrelse, men ikke plakksammensetning. 

Behandlingen ga ikke påvirkning på kolesterolverdier, men redusert lagring av fett i 

peritoneale makrofager. Vaksinasjon mot endogent IL-9 ga en doblet risiko for aterosklerose i 

den samme modellen og viser dermed til en beskyttende vaskulær effekt av IL-9 hos disse 

musene. Forfatterne diskuterer ut fra dette IL-9s mulige terapeutiske potensial, men 

poengterer at flere studier er nødvendig for å kartlegge om denne terapeutiske effekten også er 

aktuelt for mennesker (upubliserte data, von der Thüsen og medarbeidere, Universiteit 

Leiden, Nederland).  

IL-9 kan på grunnlag av dagens kunnskap ikke klassifiseres som enten pro- eller 

antiinflammatorisk [131, 160], heller ikke som pro- eller antiaterogen. IL-9 er foreslått som en 

immunmodulator [172], men rollen i human sykdom generelt, og i human aterosklerostisk 

sykdom spesielt, er ukjent. 
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2 Mål og problemstillinger 
Inflammasjon er en viktig del av den aterosklerotiske utviklingen og er sterkt relatert til 

forekomst av vaskulære hendelser. Cytokinnettverket er en sentral del av denne 

inflammasjonen, og endrede cytokin- og cytokinreseptor-konsentrasjoner er observert ved 

aterosklerotisk hjerte- og karsykdom. Det er grunnet dette interessant å kartlegge funksjonene 

av de ulike cytokinene i den aterosklerotiske prosessen. Økt kunnskap kan gi mulighet for å 

benytte målemetoder for spesifikke cytokiner og cytokinreseptorer til å fastslå risiko for eller 

tilstedeværelse av aterosklerotisk sykdom, også hos asymptomatiske pasienter. 

Inflammasjonsmarkører kan benyttes som et tillegg til eksisterende risikoevalueringer som 

scoringssystemer og ultralyddiagnostikk. Det er også tenkelig at behandling rettet mot 

cytokiner og cytokinreseptorer kan være med på å bidra til en redusert epidemiologisk 

utvikling av aterosklerotiske hjerte- og karsykdommer. 

Svært få studier har tatt for seg IL-9s rolle i aterosklerotisk sykdom. Vår hypotese er at IL-9 

kan være en ny og sentral mediator i den aterosklerotiske prosessen, med spesiell betydning 

for utviklingen av plakkruptur. På lengre sikt kan IL-9 mulig bli en viktig markør for 

aterosklerotisk kardiovaskulær sykdom og et viktig tilskudd til dagens behandling av disse 

tilstandene. 

For å øke kunnskapen på dette feltet var derfor de spesifikke målene ved studien: 

1. Å måle genuttrykk og proteinnivåer av IL-9 og IL-9R i celler og vev sentralt i den 

aterosklerotiske prosessen. 

2. Å sammenlikne genuttrykk og sirkulerende nivåer av IL-9, samt genuttrykk av IL-9R 

hos pasienter med carotid og koronar sykdom, klassifisert etter symptomer og 

plakkmorfologi, med friske kontroller. 

3. Å undersøke eventuelle pro- eller antiinflammatoriske effekter av IL-9 i humane 

celler. 
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3 Metode 

3.1 Testpersoner  
Pasienter med carotisstenose vurdert ut fra kliniske og ultralydmessige kriterier, ble rekruttert 

via samarbeidspartnere ved Nevrologisk avdeling og Thorax kirurgisk avdeling ved Oslo 

universitetssykehus (OUS), Rikshospitalet. Fra tilgjengelige pasienter (n=143) ble fire 

ekskludert grunnet manglende diagnose og/eller operasjon. To ble ekskludert under analysene 

grunnet for lite prøvevolum. De resterende prøvene ble inkludert i studien og gruppert etter 

tilstedeværelse av asymptomatisk (n=50) og symptomatisk (n=87) stenose. Pasientene ble 

også delt inn i grupper etter måneder siden siste kliniske symptom: a) under eller lik to 

måneder siden siste symptom (n=52), b) tre til seks måneder siden siste symptom (n=35) og c) 

fravær av symptomer de siste seks måneder (n=49). Pasienter i denne siste gruppen tilsvarte 

pasienter klassifisert med asymptomatisk stenose, ettersom inklusjonskriteriene for 

symptomfrihet var like for disse gruppene. Der informasjon var tilgjengelig er også disse 

pasientene klassifisert ut fra plakkmorfologi, med tilstedeværelse av lavekkogene (n=27) eller 

høyekkogene (n=59) plakk. Plasma fra frivillige, friske testpersoner ble benyttet som 

kontroller (n=28).  

Carotisplakk fra den samme pasientpopulasjonen ble også analysert. Tilgjengelige prøver fra 

asymptomatiske (n=17) og symptomatiske (n=51) pasienter ble sammenliknet med 

kontrollprøver. Kontrollprøvene var nyrearterie-karvegg fra organdonorer som var friske ved 

dødstidspunktet (n=28). Ytterligere informasjon var ikke tilgjengelig fra denne gruppen. 

Pasientpopulasjonen ble, som for plasmaprøvene, delt i grupper etter antall måneder siden 

siste kliniske symptom: a) under eller lik to måneder siden siste symptom (n=37), b) tre til 

seks måneder siden siste symptom (n=20) og c) fravær av symptomer de siste seks måneder 

(n=13). Også her var inklusjonskriterier for sistenevnte gruppe og gruppen ”asymptomatisk” 

like, satt ved fravær av symptomer siste seks måneder. Der informasjon var tilgjengelig om 

plakkmorfologi, ble også disse prøvene sammenliknet etter tilstedeværelse av lavekkogene 

(n=18) og høyekkogene (n=33) plakk.  

Det er også rekruttert pasienter med etablert aterosklerotisk koronarsykdom som har vært 

innlagt ved Hjertemedisinsk avdeling, OUS Rikshospitalet. Pasientene er diagnostisert med 

stabil (n=40) eller ustabil (n=40) angina pectoris. Det er samlet inn plasmaprøver fra disse 
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pasientene og fra friske kontroller (n=20). Fra plasma er det isolert CD3+T-celler som det 

igjen er isolert ribonukleinsyre (RNA) og syntetisert complementary deoxyribonucleic acid 

(cDNA) fra. Det ble benyttet tilgjengelig cDNA fra pasienter med stabil (n=11), pasienter 

med ustabil (n=18) angina og fra friske kontroller (n=11). 

Materialet fra pasientpopulasjonene og celleprøver er samlet inn av Halvorsen og 

medarbeidere og oppbevart i biobank på OUS Rikshospitalet. Biobank er godkjent av regional 

etisk komité (REK): carotisstenose [REK 2769] og angina pectoris [REK:S-06172]. Alle 

pasientene er velbeskrevet både klinisk, ernæringsfysiologisk, biokjemisk (CRP, lipider o.l.) 

og angiografisk.  

I tillegg til eksisterende prøver i biobank ble venøst blod samlet inn fra friske, frivillige 

blodgivere (n=11) ansatt ved Institutt for indremedisinsk forskning (IIF), Rikshospitalet og 

studenter ved Avdeling for ernæringsvitenskap ved Universitet i Oslo (UiO). Blodprøvene ble 

tatt ved ordinær venepunksjon. Det ble fra disse prøvene isolert PBMC (n=4) og blodplater 

(n=7) til cellestimuleringsforsøk. Ytterligere informasjon er ikke samlet inn fra disse 

pasientene ettersom prøvene kun skulle benyttes i mekanistiske celleforsøk. 

Diskrepans i antall mellom grupper som per definisjon skal være like, skyldes mangelfull 

informasjon om noen av medlemmene. For eksempel er det diskrepans i antall mellom 

asymptomatiske carotispasienter (n=50) og carotispasienter med fravær av symptomer de siste 

seks månedene (n=49) grunnet manglende merking av antall måneder siden symptom hos én 

pasient, har denne falt utenfor sistnevnte gruppe. 

3.2 Isolering og stimulering av PBMC  

3.2.1 Bakgrunn 

Perifert blod er hovedkilde til lymfoide celler som brukes i studier av det humane 

immunforsvaret. En stor fordel med disse cellene er at de er lett tilgjengelige, og in vitro-

studier av PBMC kan gi viktige mål på et individs immunokapasitet [187, 188]. Det finnes 

flere ulike metoder for isolering av PBMC fra perifert blod. Et eksempel er en såkalt Ficoll-

Hypaque-gradient som utnytter tetthetsforskjellen mellom mononukleære celler og andre 

elementer i blodet. Mononukleære celler og blodplater, som har lavere tetthet, samler seg på 
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toppen av gradienten mens røde blodceller og granulocytter samles på bunnen. Deretter renses 

de mononukleære cellene ut ved hjelp av gjentatte vaskesteg [189, 190]. 

3.2.2 Protokoll for isolering 

Venøst blod (5x9 ml) ble tappet fra friske givere (n=4). Blodet ble fordelt i to Falcon-rør per 

person og tilsatt lik mengde fysikalsk saltvann (0,9 % NaCl, Braun) som mengde blod. 10 ml 

Lymfoprep (Axis-Shield, prod.nr.1114544) ble tilsatt hvert rør gradvis. Rørene ble så 

sentrifugert på 1600 rpm i 25 minutter. Det ble dannet et cellesjikt bestående av PBMC (figur 

5A), som ble pipettert ut og over i et nytt Falcon-rør – ett per person. Rørene ble sentrifugert 

på 1800 rpm i 15 minutter. Supernatanten ble kastet og bunnfallet ble løst opp ved kraftig 

pipettering med et lite volum av cellemediet RPMI1640 (PAA, katalognr. E15-842). Deretter 

ble 20 ml RPMI1640 tilsatt hvert rør før sentrifugering ved 1800 rpm i ti minutter. 

Vaskesteget ble gjentatt og rørene sentrifugert på nytt under samme betingelser. 4 ml 

RPMI1640 ble så tilsatt bunnfallet og blandet inn ved pipettering. 25 μl av blandingen ble 

pipettert ut til et NUNC-rør, tilsatt 475 μl metylfiolett og kjørt i en whirlmikser. 50 ruter i et 

Bürcker-tellekammer ble telt og antall celler per ml regnet om ved hjelp av formelen:   

X talte celler/10 = X millioner celler/ml [191].  

 

Figur 5A. En Ficoll-Hypaque-gradient dannes etter sentrifugering med Ficoll/Lymfoprep. 5B. En Ficoll-
Hypaque-gradient i en faktisk celleprepareringstube. [189] 
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3.2.3 Stimulering  

Ferskt isolerte PBMC (1 mill/ml) (avsnitt 3.2.2) ble inkubert 24 timer i RPMI-1640 (PAA, 

katalognr. E15-842) med 5 % føtalt kalveserum (FCS) i flatbunnede 96-brønners plater. To 

prøver ble tillaget per testperson (n=4) slik at hver stimuli-gruppe hadde n=8 prøver: 

- 10 ng/ml IL-9 (n=8) 

- 5 ng/ml LPS (n=8) med eller uten 10 ng/ml IL-9 (n=8) 

- 20 ng/ml PHA (n=8) med eller uten 10 ng/ml IL-9 (n=8)  

- Ustimulerte kontroller (n=8). 

Cellene og cellemediet ble deretter høstet og produksjon av pro- og antiinflammatoriske 

markører målt i mediet ved hjelp av ”Enzyme linked immunosorbent assay” (ELISA) (avsnitt 

3.4.3) og Bio-Plex (avsnitt 3.5). Resultatene er presentert som gjennomsnitt av de to prøvene 

som ble tillaget per testperson. 

3.3 Isolering og stimulering av blodplater 

3.3.1 Bakgrunn 

Blodplater kan i tillegg til sin kjente rolle i trombosedannelse bidra i den inflammatoriske 

delen av den aterosklerotiske patogenesen. Når de aktiveres, kan de frigi inflammatoriske 

mediatorer som vekstfaktorer og cytokiner, og på den måten indusere inflammatorisk respons 

hos nærliggende celler [192]. Det er derfor ønskelig å studere blodplatenes rolle og regulering 

i den aterosklerotiske utviklingen for bedre å forstå prosessen og fremme utvikling av nye 

markører og behandlingsmetoder for aterosklerotisk kardiovaskulær sykdom. 

3.3.2 Protokoll 

Isolering og stimulering av blodplater ble utført som tidligere beskrevet av Otterdal og 

medarbeidere [193]. Fullblod fra friske givere (n=7) ble tappet på citrat og sentrifugert ved 

250g i åtte minutter ved 20 ºC. Det øvre sjiktet med platerikt plasma (PRP) ble overført til nye 

rør og blodplatekonsentrasjonen ble bestemt ved hjelp av ABX Micros cell counter. PRP ble 

deretter stimulert med 7,5, 10 eller 100 μM av trombinagonist-peptidet SFLLRN (løst i 
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phosphate buffered saline (PBS); syntetisert ved Bioteknologisenteret i Oslo) ved 22 ºC i 90 

minutter. Platene var på forhånd preinkubert med 1mM acetylsalisylsyre ((ASA), (Sigma-

Aldrich, katalognr. A-5376) eller metanol som kontroll, i 20 minutter. Etter stimulering 

ble platene fjernet ved sentrifugering av PRP ved 13 000g i fem minutter, ved 22 ºC. Det 

platefrie plasmaet (PFP) ble overført til nye rør og fryst ved −18 °C [193].  

3.4 ELISA 

3.4.1 Bakgrunn 

ELISA er den mest brukte målemetoden for cytokinkonsentrasjoner i kliniske laboratorier og 

biokjemisk forskning. Den er også den best validerte metoden for å måle individuelle 

cytokiner. Reaksjonen utføres vanligvis i en 96-brønners mikrotiterplate. Prosessen er en 

stegvis tilsetning av reaktanter til brønnene, der substansene reagerer med et bundet substrat. 

Mellom stegene vaskes platen for å fjerne ubundne molekyler [194, 195]. I et typisk dobbel-

antistoff sandwich-ELISA vil et spesifikt antistoff, som finnes i bunnen av brønnene, binde 

det ønskede cytokinet. Et sekundært antistoff gir deteksjon av antistoff-antigen-komplekset. 

Det sekundære antistoffet er festet til et enzym som avgir signalisering i form av fargeendring 

ved tilsetning av et substrat (figur 6). Reaksjonen stoppes etter en gitt tid ved hjelp av et 

sekundært substrat (eks. 2N H2SO4) for å unngå utjevning av fargesignalet mellom prøvene. 

Signalet kvantifiseres ved hjelp av spektrofotometri ved spesifikke bølgelengder, avhengig av 

det enzym-substratkomplekset som benyttes [194]. Resultatene relateres til en standardkurve 

tillaget med rekombinant cytokin i kjente konsentrasjoner, som anbefalt av den respektive 

leverandøren [196].  
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Figur 6. Standard dobbel-antistoff sandwich-ELISA-reaksjon. Brønnene inneholder et ”capture antibody” som 
er spesifikt for cytokinet (antigenet) som skal måles. Et deteksjonsantistoff tilsettes brønnene, gjenkjenner 
antistoff-antigen-komplekset og fester seg til det. Et enzym som er festet til antistoffet, endrer farge ved 
tilsetning av et substrat. Fargesignalet leses av ved hjelp av spektrofotometri, og mengden av antigenet beregnes 
ut fra en standardkurve basert på kjente konsentrasjoner. [195] 

3.4.2 ELISA for mål av IL-9  

Valg av ELISA-kit 

Ferdige ELISA-kit for de ”vanligste” cytokinene finnes kommersielt tilgjengelig, ofte fra flere 

leverandører. Vi hadde ingen erfaring med IL-9 og flere kit ble testet før prøvematerialet ble 

gjennomkjørt. Vi testet først Legend Max – ELISA kit fra Biolegend (katalognr. 88-7958-22), 

men grunnet usikkerhet rundt spesifisiteten ble det utført et søk på søkemotoren Google etter 

alternativer. Human IL-9 ELISA Ready-set-go! fra eBioScience (katalognr. 887958) ble valgt 

grunnet høyest oppgitt sensitivitet (1pg/ml). Et utvalg av prøver ble analysert for å vurdere 

spesifisiteten. Deteksjonen var bedre enn for Legend Max fra Biolegend, og en 

fortynningskurve av prøver med rekombinant IL-9 ga god spesifisitet og grunnlag for valg av 

dette kitet. For protokoll, se under. 
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Protokoll: Human IL-9 ELISA Ready-set-go!, eBioScience 

Alle brønnene på en Corning Costar 9018-plate ble inkubert med 100 µl hIL-9 capture 

antibody fortynnet i coating buffer. Platen ble forseglet og inkubert over natten ved 4 °C. 

Etter inkubering ble platen vasket med vaskebuffer (1 x PBS, 0,05 % Tween-20) og aspirert 

etter protokoll. Brønnene ble blokkert med 200 µl 1X assay diluent (AD), forseglet og deretter 

inkubert én time i romtemperatur. En ”standard-stock” ble fortynnet og en syvpunkts 

standardkurve med høyeste standard på 100 pg/ml og to gangers fortynninger i duplikater ble 

tillaget, som anbefalt av leverandør. Standardkurven ble fortynnet med 1X AD. 100 µl 

standard eller prøve ble tilsatt de respektive brønnene og platen ble forseglet og inkubert over 

natten ved 4 °C. Der nok prøvevolum var tilgjengelig, ble prøvene analysert ufortynnet, som 

anbefalt av leverandør. Platen ble deretter vasket og aspirert og hver brønn ble tilsatt 100 µl 

deteksjonsantistoff (pretitrert biotin-konjugert antistoff) fortynnet i 1X AD. Platen ble så 

forseglet og inkubert én time i romtemperatur. Platen ble vasket og hver brønn ble tilsatt 100 

µl av pretitrert avidin-horseradish-peroksidase (avidin-HRP) fortynnet i 1X AD. Etter 30 

minutter forseglet i romtemperatur, ble platen vasket og aspirert etter protokoll. 100 µl ferdig 

fortynnet tetrametylbenzidin (TMB) substratløsning ble tilsatt hver brønn. Platen ble igjen 

forseglet og inkubert 15 minutter i romtemperatur. 50 µl 2N H2SO4 (stoppløsning) ble så 

tilsatt hver brønn for å stoppe reaksjonen [196]. Bølgelengden (Optical density (OD)) ble lest 

av ved 540/570 nm, og konsentrasjoner ble beregnet ved hjelp av databasert kurvetilpasning, 

Multiscan Ascent (Thermo Labsystems) og Abscent Software for Multiscan Ascent (Applied 

Biosystems). All platevask ble utført ved bruk av Wash 430 automatic strip well washer 

(Microwell Systems). 

3.4.3 ELISA-protokoll for mål av MCP-1 og IL-8 

Kommersielt tilgjengelige og kjente kit ble benyttet til analyse av MCP-1- og IL-8-

proteinkonsentrasjon, henholdsvis Human CCL2/MCP-1DuoSet kit (R&D Systems, katalognr. 

DY279) og Human CXCL8/IL-8 DuoSet kit (R&D Systems, katalognr. DY208). Kitene 

inneholder alle hovedkomponentene nødvendig for analysene, og kun standard løsninger må 

tilføres. For protokoller se Vedlegg 8.2 og 8.3.  

OD ble avlest ved 540/570 nm. Konsentrasjoner ble beregnet ved hjelp av databasert 

kurvetilpasning, Multiscan Ascent (Thermo Labsystems) og Abscent Software for Multiscan 

Ascent (Applied Biosystems). All platevask ble utført ved bruk av Wash 430 automatic strip 
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well washer (Microwell Systems). Metoden ble benyttet for mål av cytokinkonsentrasjoner 

etter cellestimuleringsforsøk, og resultatene ble relatert til ustimulerte kontrollprøver for 

beregning av relative endringer i proteinkonsentrasjoner. Prøver der resultatene kom utenfor 

standardkurven ble fortynnet og analysert på nytt.  

3.5 Bio-Plex 

3.5.1 Bakgrunn 

I motsetning til ELISA kan Bio-Plex multiplex-analyse måle opptil 100 ulike cytokiner i én 

enkelt brønn av en 96-brønners mikrotiterplate. Bio-Plex-systemet er basert på fargekodede 

magnetiske mikrokuler og er designet til å måle cytokiner, kjemokiner eller vekstfaktorer i 

serum, plasma eller vevs-supernatanter. 12,5 µl serum eller plasma, eller 50 µl løst vevs-

supernatant er tilstrekkelig reaksjonsvolum.  

Prinsippet for reaksjonen er likt som for sandwich-ELISA (avsnitt 3.4.1). Et antistoff mot et 

spesifikt cytokin, kjemokin eller en vekstfaktor er festet til en mikrokule. Det kan være opptil 

100 ulike kuler i én reaksjon, og hver kule har sin fargekode. Kulene interagerer med prøven 

og vaskes for å fjerne ubudne proteiner. For hver kule dannes det et antigen-antistoff-

kompleks med det antigenet som kulen bærer antistoffet til. Så tilsettes et deteksjonsantistoff, 

og det dannes et ”sandwich”-kompleks. Et streptavidin-phycoerytherin reporter-kompleks 

binder deteksjonsantistoffet på overflaten av kulen (figur 7). Ved hjelp av et databasert 

avlesningssystem blir kulene fra platen dratt opp og inn i avleseren. To lasere står for 

avlesningen. En rød laser (635 nm) leser av fargekodene til hver kule for å identifisere og 

klassifisere kulene og dermed målmolekylet. En grønn laser (532 nm) stimulerer 

phycoerytherin til å generere et reportersignal. Intensiteten av dette signalet indikerer den 

relative konsentrasjonen av målmolekylene i prøven. Bio-Plex software prosesserer denne 

fluorisens-intensiteten og kalkulerer de respektive konsentrasjonene [195, 197]. 
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Figur 7. Kompleks av mikrokule, antistoff, cytokin, sekundært antistoff og substrat. [197] 

3.5.2 Protokoll 

Et Bio-Plex Pro Reagent Kit (Bio Rad, katalognr. 171-304070) ble benyttet for analyse av 

cytokinene IL-10 (katalognr. 171-B5010M), IFN-γ (katalognr. 171-B5019M), interferon γ-

inducible protein 10 (IP-10) (katalognr. 171-B5020M), IL-17 (katalognr. 171-B5014M) og 

IFNα-2 (katalognr. 171-B6010M). Prøvene ble tint på is og standardene rekonstruert i 

cellemediet, som anbefalt av leverandør. En nipunkts standardkurve ble tillaget etter 

protokoll. Working concentration av mikrokuler (1X) ble tillaget i assay buffer, tilsvarende 5 

µl av hvert kuleslag til hver brønn. En 96-brønners filterplate ble vætet med 100 µl assay 

buffer, og væske ble fjernet ved vakuumfiltrasjon. Brønnene ble gjennomlyst for å forsikre at 

all væske hadde trukket gjennom. Mikrokulene ble tilsatt hver brønn og vaskesteget gjentatt 

to ganger. 50 µl standard eller prøve ble tilsatt de respektive brønnene og inkubert 30 minutter 

i romtemperatur under risting. Platen ble så vasket tre ganger før deteksjonsantistoffet 

(fortynnet etter protokoll) ble tilsatt. Inkuberingssteg og vask ble gjentatt før 50 µl 

streptavidin-phycoerytherin (fortynnet etter protokoll) ble tilsatt hver brønn. Platen ble så 

inkubert ved romtemperatur i ti minutter under risting og deretter vasket tre ganger. Etter 

tilsetning av 125 µl assay buffer til hver brønn ble platen avlest ved hjelp av Bio-Plex System 

(Bio Rad) og konsentrasjoner kalkulert ved hjelp av Bio-Plex Manager software (Bio Rad). 

Systemet var på forhånd kalibrert og kontrollert etter protokoll [197]. Metoden ble benyttet i 

cellestimuleringsforsøk, og resultatene ble relatert til ustimulerte kontrollprøver for beregning 

av relative endringer i proteinkonsentrasjoner.  

http://www.bio-rad.com/prd/en/US/adirect/biorad?cmd=catProductDetail&vertical=LSR&country=US&lang=en&productID=171-304070
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3.6 Isolering av RNA 

3.6.1 Bakgrunn 

Isolering av RNA ved bruk av kolonner er en metode som kombinerer de spesifikke 

bindingsegenskapene av en silikabasert membran med farten av mikrospin-teknologi. Et 

buffersystem med høy saltkonsentrasjon gjør at opptil 100 μg av RNA kan feste seg til 

membranen. Ved bruk av et RNeasy-kit (Qiagen) vil kun RNA-sekvenser lengre enn 200 

nukleotider feste seg til silikamembranen og renses ut. Dette gir en ”beriking” av mRNA 

ettersom de fleste RNA-molekyler av mindre størrelse, som 5.8S, 5S ribosomalt RNA (rRNA) 

og transport RNA (tRNA), blir ekskludert. En denaturerende guanidine-thiocyanat-buffer 

renser de biologiske prøvene for ribonuklease (RNase) slik at RNA-et som isoleres er intakt. 

Etanol tilsettes så for optimale bindingsforhold. I en minispinn-kolonne fester totalt RNA seg 

til membranen og forurensinger vaskes bort [198]. 

3.6.2 Protokoll 

RNeasy Mini kit (Qiagen, katalognr.74104) ble benyttet for isolering av RNA. Før start ble 

merkaptoetanol tilsatt RLT-buffer og RPE-bufferkonsentrat løst i etanol etter protokoll. 

Cellepelleten ble tint og cellene ble løst opp ved tilsetning av 350 μl RLT-buffer (etter 

protokoll for <5x10-6 pelleterte celler). Blandingen ble mikset ved pipettering, vortexet og 

deretter fryst til −80 ºC for fullstendig homogenisering. 350 μl 70 % etanol ble så tilsatt 

løsningen som ble blandet godt ved pipettering. Deretter ble 700 μl av prøven overført til en 

RNeasy spin-kolonne i et 2 ml stort samlerør. Røret ble lukket og spunnet 15 sekunder ved 

>8000g. 

Det ble gjort deoksyribonuklease (DNase)-behandling av alle prøvene for å forsikre 

fullstendig ødeleggelse av genomisk deoksyribonukleinsyre (DNA). RNase-Free DNase Set 

(Qiagen, katalognr. 79254) ble benyttet: 

350 µl RW1-buffer ble tilsatt kolonnen som så ble spunnet 15 sekunder ved 8000g for vask av 

kolonnemembranen. ”Flow through” ble kastet. 10 µl DNase I-løsning ble tilsatt 70 µl RDD-

buffer og blandingen mikset forsiktig ved kort sentrifugering. DNase I er spesielt sensitiv for 

fysisk denaturering og må derfor ikke vortexes. 80 μl DNase I-inkubasjonsmiks ble tilsatt 

direkte på membranen, og kolonnen inkubert i 15 minutter ved romtemperatur. Deretter ble 
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350 μl RW1-buffer tilsatt og kolonnen spunnet ved >8000g i 15 sekunder. ”flow through” ble 

kastet. 

Etter DNase-behandlingen ble 700 μl RW1 tilsatt og røret ble spunnet 15 sekunder ved 

>8000g for vask av kolonnemembranen. 500 μl RPE-buffer tilsatt før kolonnen igjen ble 

spunnet ved 8000g i 15 sekunder. Samme mengde RPE-buffer ble igjen tilsatt og kolonnen 

spunnet på samme hastighet i to minutter. ”Flow through” ble kastet mellom alle 

vaskestegene. Kolonnen ble deretter overført til et nytt rør og 30-50 μl RNase-fritt vann 

tilsatt. Røret ble til slutt spunnet i ett minutt ved 8000g for å eluere RNA [198]. 

RNA-konsentrasjon ble målt ved hjelp av NanoDrop og RNA-integriteten testet ved hjelp av 

Bioanalyzer. Kun RNA med tilfredsstillende kvalitet (RNA integrity number (RIN)>8) ble 

benyttet videre til cDNA-syntese. 

3.7 Syntese av cDNA 

3.7.1 Bakgrunn 

Før genuttrykk kan måles ved hjelp av quantiative real time polymerase chain reaction 

(qPCR), må RNA-et først kopieres til cDNA av enzymet revers transkriptase (RT). En presis 

syntese er viktig, ettersom mengden cDNA som dannes må reflektere mRNA-et fra prøven 

nøyaktig. Det anbefales derfor å optimalisere dette steget ved alltid å bruke samme primer-

strategi og betingelser for prøver som skal sammenliknes. De tre standardmetodene for 

primerbruk er basert på oligo dT-primere, såkalte ”random sequence” primere og 

genspesifikke primere [199].  

3.7.2 Protokoll 

Syntese av cDNA ble utført ved bruk av High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit 

(tidligere: High-Capacity cDNA Archive Kit, Applied Biosystems, katalaognr. 4368813). 

Kitet inneholder alle reagenser nødvendig for syntese av enkelttrådet cDNA fra total-RNA. 

2X RT-mastermiks ble tillaget av 10X RT-buffer, 10X RT-“random sequence”-primere, 25X 

deoksyribonukleotid trifosfat (dNTP)-miks, MulitScribe reverse transkriptase, RNase-hemmer 

og nuklease-fritt H20, etter protokoll. 10 μl 2X RT-mastermiks og 10 μl RNA (100/150 ng) 

ble pipettert ut i hver brønn av en 96-brønners plate. Innholdet ble blandet ved pipettering. 
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Platen ble deretter forseglet og sentrifugert kort for å eliminere luftbobler. Den reverse 

transkripsjonen ble startet med optimal temperatursyklus for High-Capacity cDNA Reverse 

Transcription Kit i en ”thermal cycler” og reaksjonsvolumet ble satt til 20 μl. Det ferdige 

cDNA-et ble deretter lagret i RT-platen ved −18 ºC [200].  

3.8 qPCR – Quantitive real time polymerase chain 
reaction 

3.8.1 Bakgrunn 

Med qPCR kan i prinsippet enhver nukleinsyresekvens amplifiseres i en syklisk prosess for å 

generere et stort antall identiske kopier, som så kan analyseres. qPCR er en etablert teknikk 

for kvantifisering av mRNA i biologiske prøver. Den er spesielt egnet til immunologisk 

forskning fordi mange av målproteinene, som cytokiner, finnes i så små konsentrasjoner at det 

er den eneste måten som sikkert kan måle uttrykket in vivo [201, 202]. 

Reaksjonen skjer på et DNA-templat, som kan være enkel- eller dobbelttrådet, ved hjelp av en 

varmestabil DNA-polymerase, to sekvensspesifikke primere, de fire nukleotidbasene og en 

buffer med magnesiumioner. Det er også nødvendig med en fluoriserende reporter som binder 

seg til produktet som dannes og gir mulighet for detektering [202]. Med qPCR karakteriseres 

reaksjonen ved den tiden i en syklus der amplifisering kommer over et visst terskelnivå, kalt 

”treshold”.  Dette er i motsetning til end-time PCR som måler antall amplifiseringer etter et 

visst antall sykluser. Reaksjonen skjer gjennom temperatursykluser med en initial høy 

temperatur som bryter trådene fra hverandre. Deretter reduseres temperaturen så primerne kan 

feste seg til trådene, og deretter økes temperaturen for syntese (figur 8). Optimal temperatur 

for Thermus aquaticus (Taq)-polymerasen er 72 °C og den elongeringstemperaturen som 

brukes i de fleste trestegs PCR-forsøk. Ved 100 % effektivitet vil det for hver syklus skje en 

fordobling av målsekvensen. Reporteren genererer et fluoriserende signal som reflekterer 

mengden produkt som er dannet. I de første syklusene er signalet svakt, men øker så 

eksponentielt før det flater av når reaksjonen mettes. Metningen skyldes at ett eller flere av 

substratene i reaksjonen går tomme. 

Som vist i figur 9 registreres fluoriseringen når den kommer over et visst terskelnivå. Antallet 

sykluser som trengs for å nå denne verdien, gis benevningen Ct (cycle treshold). Jo høyere 
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antall av kopier som produseres av målsekvensen, jo tidligere kan en signifikant fluorisering 

observeres [202].  

Det vil si at hvis et gen er høyt uttrykt, vil et høyt antall kopier produseres, fluoriseringen vil 

nå terskelnivået raskt, og man får en lav Ct-verdi.  

Kvantifisering av genuttrykk ved bruk av real time-PCR krever spesifikke likninger og 

betingelser. En standardkurve av kjente konsentrasjoner kan brukes som kalibrator for å 

generere verdier av det målte genuttrykket. Eventuelt kan 2-ΔΔCt-metoden benyttes til å 

beregne relative verdier for genekspresjon. Metoden går ut på at genuttrykket som måles, 

relateres til et internt referansegen og normaliseres til en kalibrator. Meningen med det interne 

referansegenet er å relatere resultatene til mengden RNA som er tilført revers transkriptase-

reaksjonen. Standard referansegener som β-actin er som regel tilstrekkelig som intern 

kontroll. Det enkleste valget av kalibrator er ubehandlede kontroller [203].   

 

 

 

Figur 8. PCR-temperatursyklus: En initiell økning i temperaturen til ca. 95 ºC bryter DNA-trådene fra 
hverandre. Deretter reduseres temperaturen så primerene kan feste seg til hver sin enkelttråd. Temperaturen er 
avhengig av hvilke primere som benyttes og skal ligge noen få grader under de respektive smeltepunktene. 
Temperaturen økes så til 72 ºC for syntese. Temperatur er optimal for DNA-polymerasen fra Thermus aquaticus 
(Taq-polymerase). [202] 
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Figur 9. PCR-responskurver. Et terskelnivå (”treshold line”) settes over bakgrunnen, og antall sykluser som 
trengs for å nå terskelverdien, registreres. Denne verdien betegnes cycle treshold (Ct). [202] 

TaqMan PCR 

Det finnes mange ulike reportere, både sekvensspesifikke og ikke-spesifikke [202]. I 

motsetning til SYBR Green, der den fluoriserende fargen kan feste seg til alt dobbelttrådet 

DNA, bruker TaqMan en sekvensspesifikk probe. Den fluoriserende proben er en enkelttrådet 

oligonukleotid av 20-26 nukleotider. Som figur 10 viser, inneholder sekvensen et ”reporter”- 

molekyl og et ”quencer” molekyl som kovalent fester seg til henholdsvis 5`-og 3`-enden av 

den respektive DNA-tråden. Når proben er intakt, hemmes reporter-fluoriseringen. Under 

reaksjonen, når proben er festet til sin komplementære sekvens mellom primerene, vil DNA-

polymerasen kløyve proben. Dette skiller ”reporter”-molekylet og ”quencer”-molekylet fra 

hverandre, og fluoriseringen til reporteren øker. Denne prosessen skjer for hver PCR-syklus, 

men påvirker ikke den eksponensielle amplifiseringen av produktet. Akkumuleringen av 

produktet kan dermed måles direkte ved å måle det fluoriserende signalet. Fordi proben er 

sekvensspesifikk, vil ingen uspesifikke amplikoner detekteres i en TaqMan-qPCR [204, 205].  
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Figur 10. TaqMan-sekvensen inneholder et ”reporter”-molekyl (R) og et ”quencer”-molekyl (Q) som kovalent 
fester seg til henholdsvis 5`- og 3`- enden av DNA-tråden. Når proben er intakt, hemmes reporter-fluoriseringen. 
Under reaksjonen, når proben er festet til sin komplementære sekvens mellom primerene, vil DNA-polymerasen 
kløyve proben. Dermed skilles ”reporter”-molekylet og ”quencer”-molekylet fra hverandre, og dette øker 
fluoriseringen til reporteren slik at den kan detekteres. [206] 

3.8.2 Protokoll 

qPCR ble utført ved bruk av 7500 Fast Real-Time PCR System (Applied Biosystems) og 

TaqMan Gene Expression Assays (Applied Biosystems). cDNA ble tint på is og sentrifugert 

før bruk. Mastermiks ble tillaget av TaqMan Universal PCR Expression Mastermix (Applied 

Biosystems, part nr. 4304437), 20 X sekvensspesifikke primere og probe samt RNase-fritt 

H2O (5 Prime, katalognr.2500000). Mengden som ble tillaget, tilsvarte 10 µl TaqMan 

Universal PCR Expression Mastermix, 1 µl 20 X primere og probe, og 6,5 µl RNase-fritt H20 

til hver prøve. Prøvene ble kjørt i duplikater, og mengdene ble derfor doblet før tillaging. Det 

ble også regnet med et 10 % slingringsmonn ved tillaging av mastermiksen. Tuben med ferdig 

mastermiks ble blandet i en vortexmikser. Hver brønn i en 96-brønners plate (MicroAmp® 

Fast Optical 96-Well Reaction Plate, Applied Biosystems, part nr. 4366932) ble tilsatt 2,5 µl 
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cDNA og 17,5 µl mastermiks. Volumet i radene ble blandet forsiktig med en åttekanals 

pipette. Platen ble forseglet med en MicroAmp® Optical Adhesive Film (Applied Biosystems, 

part nr. 4360954) og sentrifugert for homogenisering og eliminering av luftbobler [205]. 

2-ΔΔCt-metoden ble valgt til å beregne relative konsentrasjoner for genuttrykk. Friske 

kontroller ble brukt som kalibrator der dette var mulig, og β-actin og 18S ble brukt som 

referansegener avhengig av hvilke prøver som ble analysert.  

3.9 Statistisk analyse 

3.9.1 Karakteristikk av testpersoner  

For sammenlikning av karakteristika for asymptomatiske og symptomatiske carotispasienter 

(tabell 2) er det benyttet toutvalgs t-test for kontinuerlige data. For anginapasientene (tabell 3) 

er Mann-Whitney U-testen benyttet for sammenlikning av gruppene. Dataene er presentert 

med gjennomsnitt og ”standard error of the mean” (SEM). For kategoriske data er det benyttet 

Khikvadrettest og Fischers exact-test for begge pasientpopulasjonene. Disse dataene er 

presentert som andel i prosent eller som antall. Mann-Whitney U- og t-tester ble utført ved 

hjelp av graf- og statistikkprogrammet GraphPad Prism 5 og Khikvadrat- og Fischers exact-

tester ble utført ved hjelp av statistikkprogrammet PASW Statistics 17. Statistisk signifikans 

ble bestemt ved en p-verdi på <0,05. 

3.9.2 Forsøksresultater  

Den ikke-parametriske Mann-Whitney U-testen ble brukt til bestemmelse av eventuelle 

signifikante forskjeller mellom kontinuerlige data i uavhengige grupper. For 

cellestimuleringsforsøk ble den ikke-parametriske Wilcoxon rangnummertesten benyttet. 

Resultatene er presentert med gjennomsnitt og SEM. Statistisk analyse og generering av 

figurer ble utført ved hjelp av graf- og statistikkprogrammet GraphPad Prism 5. Statistisk 

signifikans ble bestemt ved en p-verdi på <0,05. 
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4 Resultater 

4.1 Vevs- og celledistrubisjon av IL-9 og IL-9R 
Som nevnt vet man betydelig mindre om hvilke humane celler som uttrykker IL-9 og IL-9R, 

sammenliknet med hvilke murine celler som uttrykker dem (se avsnitt 1.5). Vi utførte derfor 

en screening av celler og vev sentralt i den aterosklerotiske prosessen for å kartlegge IL-9- og 

IL-9R-genekspresjon. For IL-9 ble genuttrykk målt i TNF-α-stimulerte monocytter (n=4), 

carotisplakk (n=4), human umbilical vein endothelial cells (HUVEC) (n=2), PBMC (n=2), 

CD8+T-celler (n=1), CD3+T-celler (n=4) og blodplater (n=1). Som vist i tabell 1 så vi lav 

genekspresjon i PBMC og blodplater, men ingen detekterbar genekspresjon i de andre celle- 

og vevstypene.  

For IL-9R ble genuttrykk målt i TNF-α-stimulerte monocytter (n=3), carotisplakk (n=3), 

HUVEC (n=2), PBMC (n=2), CD8+T-celler (n=1), CD3+T-celler (n=4), blodplater (n=1), 

samt GMC (n=4) (tabell 1). Vi fant genekspresjon av IL-9R i carotisplakk, PBMC, CD8+T-

celler og CD3+T-celler. De øvrige celletypene viste ingen detekterbar genekspresjon.  

Tabell 1. IL-9- og IL-9R-genekspresjon ved screening av celler og vev sentralt i den aterosklerotiske prosessen.
        

Vev/celletype Genuttrykk av IL-9 Genuttrykk av IL-9R 

TNF-α-stimulerte monocytter - - 

Carotisplakk - (+) 

HUVEC - - 

PBMC (+) + 

CD8+T-celler - (+) 

CD3+T-celler - (+) 

Blodplater (+) - 

GMC (ikke testet) - 

”-” tilsvarer ingen detekterbar genekspresjon, ”(+)” tilsvarer Ct ≥30, ”+” tilsvarer Ct ≥25. Ct=cycle threshold, 
TNF-α=tumornekrosefaktor α, HUVEC=human umbilical vein endothelial cells, PBMC=peripheral blood 
mononuclear cell, CD=cluster of differentiation, GMC=glattmuskelcelle.  
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4.2 IL-9 og IL-9R hos pasienter med klinisk 
aterosklerose 
Cytokin- og cytokinreseptor-konsentrasjoner er sett endret ved aterosklerotisk sykdom 

(avsnitt 1.4.3). For å undersøke om en slik regulering også finnes for IL-9 og dens reseptor, 

ble tilstedeværelse av IL-9 og IL-9R målt hos pasienter med etablert koronar og carotid 

aterosklerotisk hjerte- og karsykdom. 

4.2.1 Karakteristikk av testpersoner 

Karakteristika av carotisstenose-populasjon og kontroller som er inkludert i studien, er 

beskrevet i tabell 2. Det var ingen signifikante forskjeller mellom gruppen av pasienter med 

asymptomatisk og gruppen av pasienter med symptomatisk carotisstenose når vi 

sammenliknet alder, kjønn, KMI, stenosegrad, andelen med lavekkogene plakk eller andelen 

av røykere, pasienter med diabetes eller hypertensjon. Heller ikke for CRP, medikamentbruk 

eller blodlipidverdier. 
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Tabell 2. Karakteristikk av carotisstenose-populasjon.  

 Kontroller* 
(n=28) 

 
 n** 

 

Asymptomatisk 
carotisstenose 

(n=52) 

 
n  
 

Symptomatisk 
carotisstenose 

(n=87) 

 
n 

 
p-verdi 

Alder, år 58±2 27 66±1 52 67±1 87 0,489 
Kjønn, K/M 9/19 28 15/37 52   32/55 87 0,404 
KMI, kg/m2 24,5±0,5 28 26,9±0,6 43 25,7±0,5 67 0,207 
Stenosegrad 
(prosent stenose) 

 
- 

 
- 

 
77,8±2,6 

 
50 

 
81,2±1,2 

 
82 

 
0,160 

Lavekkogene  
plakk, % 

 
- 

 
- 

 
17 

 
52 

 
31 

 
87 

 
0,784 

Røykere, % 17 27 87 52 56 76 0,449 
Hypertensjon,%*** -  67 52 63 80 0,720 
CRP, mg/l 1,2±0,2 11 7,2±1,5 45 5,1±0,7 81 0,150 

Diabetes, % - - 14 49 16 84 0,716 
Medikamenter, %        
 ASA - - 77 48 83 82 0,476 
 Statiner - - 85 49 85 84 0,765 
Totalkolesterol, 
mmol/l 

6,1±0,2 26 4,2±0,1 39 4,5±1,2 49 0,349 

LDL-kolesterol, 
mmol/l 

3,9±0,2 26 2,5±1,1 37 2,7±1,7 44 0,324 

HDL kolesterol, 
mmol/l 

1,7±0,1 26 1,3±0,5 38 1,3±0,5 47 0,913 

Triglyserider, 
mmol/l 

1,0±0,1 26 1,5±0,1 38 1,5±0,1 41 0,786 

Dataene er presentert som gjennomsnitt±SEM eller som andel i prosent (%). Kjønn er presentert som antall. P-
verdier viser til forskjeller mellom asymptomatiske og symptomatiske pasienter. To av pasientene med 
asymptomatisk carotisstenose som er inkludert i tabellen, er ikke analysert grunnet for lite prøvevolum. 
K=kvinner, M=menn, KMI=kroppsmasseindeks, CRP=C-reaktivt protein, ASA=acetylsalisylsyre, 
Statiner=hydroksymetyl-glutaryl coenzym A reduktase-hemmere, LDL=low density lipoprotein, HDL=high 
density lipoprotein. *Kontroller for carotisplasmaprøver. n** viser til antall personer der informasjon var 
tilgjengelig for gjeldende egenskap. *** Hypertensjon er definert som bruk av antihypertensive medikamenter.  

Karakteristika og sammenlikning av testpersoner med stabil og ustabil angina, samt kontroller 

er beskrevet i tabell 3. Det var ingen signifikant forskjell mellom gruppen av pasienter med 

stabil og gruppen av pasienter med ustabil angina når vi sammenliknet alder, kjønn, andel 

røykere, forekomst av hypertensjon eller diabetes. Sammenlikning av blodlipidverdier eller 

bruk av medikamenter viste heller ingen signifikante forskjeller. Vi så imidlertid en 

signifikant høyere andel av personer med forhøyet CRP (klassifisert som CRP > 5 mg/l [44]), 

i gruppen av pasienter med ustabil angina sammenliknet med stabil angina. 
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Tabell 3. Karakteristikk av angina-populasjon. 
 
 Kontroller 

(n=11)* 
Stabil angina 

pectoris 
(n=11) 

Ustabil angina 
pectoris 
(n=18) 

 
p-verdi 

Alder, år 59±2 69±3 68±3 0,823 
Kjønn, K/M 3/8 2/9 6/12 0,671 
Røykere, % 10 18 39 0,412 
Hypertensjon, % 0 18 28 0,677 
Diabetes, % 0 18 6 0,539 
CRP>5mg/l ,% - 22  79 <0,01 
Medikamenter, %     
 Beta-blokkere 0 82 94 0,539 
 ASA 0 82 94 0,539 
 Statiner 0 55 78 0,237 
 Ca-ant. 0 9 17 1,000 
 LMWH  0 17 0,268 
 Warfarin 0 9 6 1,000 
 Klopidogrel   36 72 0,112 
 Gp lla/llb-ant. 0 0 6 1,000 
Totalkolesterol, 
mmol/l 

4,3±0,6 4,3±0,2 4,6±0,3 0,469 

LDL-kolesterol, 
mmol/l 

2,6±0,6 2,6±0,2 3,1±0,2 0,288 

HDL kolesterol, 
mmol/l 

1,4±0,3 1,5±0,1 1,4±0,1 0,245 

Triglyserider, mmol/l 1,5±0,4 1,4±0,3 1,4±0,1 0,721 
Dataene er presentert som gjennomsnitt±SEM eller andel i prosent (%). Kjønn er presentert som antall. P-verdier 
viser til forskjeller mellom stabil og ustabil angina pectoris. CRP-verdier var kun tilgjengelig fra ni pasienter 
med stabil angina pectoris. K=kvinner, M=menn, CRP=C-reaktivt protein, ASA=acetylsalisylsyre, Statiner= 
hydroksymetyl-glutaryl coenzym A reduktase-hemmere, Ca-ant.=kalsium antagonister, LMWH=low molecular 
weight heparin, Gp lla/llb-ant=glykoprotein lla/llb-antagonist, LDL=low density lipoprotein, HDL=high density 
lipoprotein. *Pasientinformasjon fra kontrollgruppen er tidligere beskrevet av Smith og medarbeidere [207], og 
gjennomsnittsverdiene for kontrollpersoner i tabellen er derfor basert på den opprinnelige kontrollpopulasjonen 
(n=20).  
 

4.2.2 Sirkulerende IL-9 hos pasienter med carotisstenose 

Plasmanivåer av IL-9 ble analysert hos pasienter med asymptomatisk (n=50) og 

symptomatisk (n=87) carotisstenose. Plasma fra friske testpersoner ble brukt som kontroller 

(n=28). Vi så signifikant høyere konsentrasjon av IL-9 i plasma hos syke (både 

asymptomatiske og symptomatiske) sammenliknet med friske kontroller (p<0,001), men 

ingen signifikant forskjell mellom asymptomatisk og symptomatisk tilstand (figur 11). For 

kontroller var gjennomsnittlig plasmaverdi 3,0 (±0,6) pg/ml og for asymptomatiske og 

symptomatiske pasienter var verdiene henholdsvis 12,0 (±1,7) pg/ml og 10,9 (±1,3) pg/ml.  



42 
 

Kontro
lle

r 

Asy
mptomati

sk
 ca

ro
tis

ste
nose

Sym
ptomati

sk
 ca

ro
tis

ste
nose

0

5

10

15 p<0,001

p<0,001

IL
-9

 [p
g/

m
l]

 

Figur 11. Plasmanivåer av IL-9 (pg/ml) hos friske kontroller (n=28), pasienter med asymptomatisk (n=50) og 
symptomatisk (n=87) carotisstenose. Resultatene er presentert som gjennomsnitt±SEM. 

Pasientene ble også delt inn i grupper etter antall måneder siden siste kliniske symptom. Som 

presentert i figur 12, så vi ingen signifikante forskjeller mellom pasientene når de var 

klassifisert etter måneder siden siste symptom: under eller lik to måneder siden siste symptom 

(n=52), tre til seks måneder siden siste symptom (n=35) eller fravær av symptomer de siste 

seks månedene (n=49) (per definisjon asymptomatiske). Gjennomsnittlige plasmanivåer for 

de ulike gruppene var henholdsvis 10,0 (±1,5), 12,6 (±2,3) og 11,8 (±1,7) pg/ml. Kontrollene 

(n=28) hadde, som nevnt, gjennomsnittlige plasmanivå av IL-9 på 3,0 (±0,6) pg/ml. 
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Figur 12. Plasmanivåer av IL-9 (pg/ml) hos kontroller og pasienter med carotisstenose klassifisert etter måneder 
(mnd) siden siste kliniske symptom. Fra venstre kontroller (n=28), pasienter med under eller lik to måneder 
siden siste symptom (n=52), tre til seks måneder siden siste symptom (n=35) og pasienter som har vært 
symptomfrie i over seks måneder (n=49) (asymptomatiske).  Resultatene er presentert som gjennomsnitt±SEM. 

Som nevnt har pasienter med lavekkogene plakk høyere risiko for hjerneslag sammenliknet 

med pasienter som har høyekkogene plakk (avsnitt 1.2.1). Vi sammenliknet derfor også 

plasmaverdier av IL-9 hos pasienter klassifisert etter plakkmorfologi. Vi så en signifikant 

høyere konsentrasjon av IL-9 i plasma fra pasienter med lavekkogene (n=27) og høyekkogene 

(n=59) plakk, sammenliknet med kontroller (n=28), p<0,001 (figur 13). Vi så ingen 

signifikant forskjell i plasmanivå mellom pasienter med lavekkogene og høyekkogene plakk. 

For kontroller var gjennomsnittlig plasmanivå 3,0 (±0,6) pg/ml, og for pasienter med 

lavekkogene og høyekkogene plakk var verdiene henholdsvis 14,1 (±3,0) pg/ml og 11,7 

(±1,6) pg/ml.   
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Figur 13. Plasmanivåer av IL-9 (pg/ml) hos friske kontroller (n=28) og hos pasienter med lavekkogene (n=27) 
og høyekkogene (n=59) plakk. Resultatene er presentert som gjennomsnitt±SEM. 

4.2.3 Genuttrykk av IL-9R i carotisplakk 

Screeningen med qPCR viste genuttrykk av IL-9R i carotisplakk, noe som tyder på at plakket 

kan respondere på IL-9. For å undersøke dette nærmere ble genuttrykk av IL-9R kvantifisert i 

carotisplakk fra pasienter med påvist carotisstenose. Resultatene ble relatert til β-actin. Vi så 

ingen signifikant forskjell i genuttrykk av IL-9R i plakket hos pasienter med asymptomatisk 

(n=17) sammenliknet med symptomatisk (n=51) carotisstenose, p=0,9 (figur 14A). Vi så 

heller ingen signifikant forskjell i genuttrykk for IL-9R når vi sammenliknet lavekkogene (n= 

18) og høyekkogene (n=33) plakk, p=0,4 (figur 14B). Pasientene ble også delt inn etter 

måneder siden siste kliniske symptom, som vist i figur 15. Gruppen bestod av, som beskrevet, 

pasienter med under eller lik to måneder siden siste symptom (n=37), tre til seks måneder 

siden siste symptom (n=20) og symptomfrihet i minst seks måneder (asymptomatiske) (n=13). 

Disse resultatene er ikke normalisert mot kontroller, ettersom IL-9R-mRNA ikke ble detektert 

i kontrollprøvene hentet fra friske nyrearterier.  



45 
 

BA

Asy
mptomati

sk
 ca

ro
tis

ste
nose

Sym
ptomati

sk
 ca

ro
tis

ste
nose

 
0.000000

0.000005

0.000010

0.000015

0.000020 p=0,9
lL

-9
R

/ β
-a

ct
 m

RN
A

Lav
ek

ko
gen

e p
lak

k 

Høye
kk

ogen
e p

lak
k 

0.000000

0.000005

0.000010

0.000015

0.000020 p=0,4

lL
-9

R
/ β

-a
ct

 m
RN

A
 

Figur 14. Genuttrykk av IL-9R i carotisplakk hos pasienter med asymptomatisk (n=17) og symptomatisk (n=51) 
tilstand (A), og lavekkogene (n=18) og høyekkogene (n=33) plakk (B). Resultatene er relatert til β-actin (β-act) 
og presentert som gjennomsnitt±SEM. 
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Figur 15. Genuttrykk av IL-9R i carotisplakk fra pasienter med under eller lik to måneder siden siste symptom 
(n=37), tre til seks måneder siden siste symptom (n=20) og pasienter som har vært symptomfrie i minst seks 
måneder (asymptomatiske) (n=13). Resultatene er relatert til β-actin (β-act) og presentert som 
gjennomsnitt±SEM. 
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4.2.4 Genuttrykk av IL-9R i T-celler fra pasienter med stabil og 
ustabil angina pectoris 

CD4+-T-celler er trolig hovedkilden til IL-9 hos mennesker [173], og humane T-celler er også 

sett å respondere på IL-9 in vitro (avsnitt 1.5.4). CD3+-T-celler består av både CD4+- og 

CD8+-T-celler [78, 92] og vi så indikasjon på genuttrykk av IL-9R i disse cellene i qPCR-

screeningen (tabell 1). Vi ønsket videre å sammenlikne dette uttrykket i celler hentet fra 

pasienter med aterosklerotisk hjerte- og karsykdom, med friske individer. mRNA-nivået for 

IL-9R ble derfor kvantifisert i CD3+T-celler fra pasienter med stabil (n=11) og ustabil (n=18) 

angina, samt friske kontroller (n=11). Genuttrykk av IL-9R var signifikant høyere hos 

pasienter med ustabil angina sammenliknet med friske, p=0,02. Det så også ut til å være en 

ikke-signifikant trend der genuttrykk av IL-9R var positivt korrelert med alvorlighetsgrad av 

tilstand (figur 16). Resultatene ble relatert til 18S rRNA og normalisert mot friske kontroller. 
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Figur 16. Genuttrykk av IL-9R i CD3+T-celler fra kontroller (n=11), pasienter med stabil (n=11) og ustabil 
(n=18) angina. Resultatene er relatert til referansegen 18S rRNA og deretter normalisert mot kontroller.  

4.3 Regulering av IL-9 i humane celler og effekt av 
IL-9 på cytokinfrigjøring  
For å forstå betydningen av IL-9 er det viktig å forstå hvordan cytokinet selv blir regulert og 

hvordan det påvirker andre faktorer. Det ble derfor utført cellestimuleringsforsøk på humane 
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celler for å måle frigjøring av IL-9 og for å undersøke effekten av IL-9-stimulering. Cellene 

benyttet til disse mekanistiske forsøkene er samlet inn fra friske, frivillige blodgivere (n=11) 

ansatt ved IIF, Rikshospitalet og studenter ved Avdelingen for ernæringsvitenskap, UiO.  

4.3.1 IL-9 i stimulerte blodplater 

Det er nå veletablert at platederivert inflammasjon bidrar til den aterosklerotiske utviklingen, 

og vi ønsket derfor å undersøke om blodplater produserer IL-9. I qPCR-screeningen så vi 

genuttrykk av IL-9 i disse cellene (tabell 1) og IL-9-proteinfrigjøring ble derfor målt i 

ustimulerte blodplater og blodplater stimulert med 7,5, 10 eller 100 µM SFLLRN alene og i 

kombinasjon med 1 mM ASA (figur 17). Trombinagonist-peptidet SFLLRN aktiverer platene, 

mens ASA hindrer aktivering ved å hemme tromboksan-dannelse.  
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Figur 17. Frigjøring av IL-9 (pg/ml) fra ustimulerte blodplater (n=7) og blodplater stimulert med 7,5 (n=7), 10 
(n=3) eller 100 µM (n=7) SFLLRN alene og i kombinasjon med 1 mM ASA (henholdsvis n=7, n=3 og n=7). 
Resultatene er presentert som gjennomsnitt±SEM. ASA=acetylsalisylsyre, SFLLRN=trombinagonist-peptid.  

Som vist i figur 17 og 18 så vi en signifikant forskjell i IL-9-frigjøring fra de ustimulerte 

cellene og fra celler stimulert med 7,5 μM (p=0,02) og 100 μM SFLLRN (p=0,04). 

Gjennomsnittlig plasmanivå for de ustimulerte prøvene var 16,4 (±3,6) pg/ml, for celler 

stimulert med 7,5 og 100 μM SFLLRN henholdsvis 23,9 (±2,8) pg/ml (p=0,02) og 21,7 (±2,2) 

pg/ml (p=0,04). 
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Figur 18. Frigjøring av IL-9 (pg/ml) fra ustimulerte blodplater (n=7), blodplater stimulert med 7,5 μM SFLLRN 
(n=7) og 100 μM SFLLRN, (n=7). Resultatene er presentert som gjennomsnitt±SEM. SFLLRN=trombinagonist-
peptid. 

4.3.2 Effekt av IL-9 på produksjon av pro- og antiinflammatoriske 
cytokiner fra PBMC  

Vi ønsket å se om IL-9 hadde en effekt på cytokinfrigjøring fra stimulerte humane celler 

hentet fra sirkulasjon. PBMC ble stimulert med IL-9 (10 ng/ml) med eller uten LPS (5 ng/ml) 

eller PHA (20 ng/ml), og pro- og antiinflammatoriske mediatorer ble målt ved hjelp av 

ELISA og Bio-Plex. Endotoksinet LPS frembringer en immunrespons gjennom aktivering av 

immunceller. PHA er et lektin som virker spesielt aktiverende på T-celler. Vi testet effekten 

på de proinflammatoriske og proaterogene cytokinene IL-8, IL-17, IP-10, IFN-γ, IFNα-2, 

samt MCP-1, og det antiaterogene cytokinet IL-10 [80, 112, 185, 208, 209].  

Vi så ingen signifikante forskjeller i MCP-1- og IL-8-frigjøring fra celler stimulert med LPS 

og celler stimulert med LPS og IL-9, eller mellom celler stimulert med PHA og en 

kombinasjon av PHA og IL-9 (figur 19A og B).  

Vi så heller ingen signifikante effekter av IL-9 på frigjøringen av IL-10, IFN-γ og IP-10, 

verken med eller uten stimulering med PHA og LPS. Resultatene er presentert i figur 19C-E. 

Det var imidlertid en ikke-signifikant indikasjon på at IL-9 gir redusert IL-10-frigjøring fra 



49 
 

LPS-stimulerte celler (figur 19C). Nivåene av IL-17 og IFNα-2 var under deteksjonsgrensene 

for analysens standardkurve, og resultater fra disse er derfor ikke presentert. 
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Figur 19. Proteinkonsentrasjoner av MCP-1 (A), IL-8 (B), IL-10 (C), IFN-γ (D) og IP-10 (E) i PBMC stimulert 
med IL-9 (10 ng/ml), LPS (5 ng/ml), LPS+IL-9, PHA (20 ng/ml) eller PHA+IL-9, (n=4).  Resultatene er relatert 
til ustimulerte prøver og presentert som gjennomsnitt±SEM. LPS=lipopolysakkarid, PHA=phytohaemagglutinin. 
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5 Diskusjon   

5.1 Diskusjon av metode 

5.1.1 Testpersoner og referansegrupper 

Alder og kjønn er faktorer som er kjent å påvirke immunfunksjon og cytokinnivåer [210, 

211]. Alders- og kjønnsfordelingen i pasient- og kontrollgruppene er derfor matchet. 

Kontrollindividene i studien var imidlertid i snitt omtrent ti år yngre enn pasientene de ble 

sammenliknet med, noe som kan virke inn på resultatene.  

Der blodprøver er hentet fra friske frivillige, kan sykdomsrelatert påvirkning av cytokinnivåer 

virke inn på resultatene, ettersom individene er selvrapportert friske og ikke er kontrollert for 

sykdom. Individene er heller ikke ytterligere kontrollert, og røyking, medikamentbruk og 

andre faktorer som påvirker inflammasjon kan være skjulte feilkilder. I tillegg er det en stor 

overvekt av kvinner i denne populasjonen. Prøvene er brukt til celleisolering og 

cellestimuleringsforsøk, men også som kontroller til pasientprøvene. 

Vi så ingen signifikante forskjeller når vi sammenliknet personkarakteristika for gruppen av 

pasienter med asymptomatisk og gruppen med pasienter av symptomatisk carotisstenose. Når 

vi sammenliknet karakteristika hos pasienter med stabil og ustabil angina pectoris så vi 

imidlertid at pasientgruppen med ustabil angina hadde signifikant høyere andel med forhøyet 

CRP (> 5mg/l) enn pasientgruppen med stabil angina, p<0,01. Dette er også observert 

tidligere [49], og viser at den systemiske inflammasjonen er oppregulert ved ustabil KVS. 

5.1.2 Antall og statistikk 

Noen av pasient- og kontrollgruppene hadde få deltakere relativt til gruppene de ble 

sammenliknet med, og noen signifikante funn er mulig uteblitt grunnet dette. På den andre 

siden er det trolig en sterk assosiasjon der det tross lite deltakerantall er gjort signifikante 

funn. Der kravene for lavest aksepterte verdi i Khikvadrattesting av kategoriske data ikke ble 

innfridd, ble Fischers exact-test benyttet for å korrigere for dette.  

I qPCR-screeningen for genuttrykk av IL-9 og IL-9R er svært få prøver inkludert, for noen 

celletyper kun én. Dette fordi screeningen kun skulle gi indikasjon på tilstedeværelse av 
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genuttrykk som et utgangspunkt for videre arbeid. I tillegg var det kun tilgjengelige, nedfryste 

prøver som ble benyttet. Dette kan ha ført til at resultater har uteblitt, men ingen konklusjoner 

er gjort kun på bakgrunn av disse screeningene, ettersom observasjon av genuttrykk er testet 

videre med et større utvalg av prøver. 

5.1.3 Blodprøvetakning, lagring av prøver og celleisolering 

Et viktig element i denne studien var å undersøke cytokinnivåer i plasma hos pasienter med 

påvist aterosklerotisk hjerte- og karsykdom og sammenlikne dem med friske kontroller. Vi 

undersøkte også cytokinfrigjøring fra blodceller isolert fra friske testpersoner. I 

blodprøvetaking og behandling av blod er det mange faktorer som kan føre til aktivering av 

cellene og dermed utslag i cytokinnivåene som måles. Disse faktorene inkluderer blant annet 

prosedyrer for selve blodprøvetakningen, tid på dagen blodprøven tas, forurensning av 

prøverørene, forurensning av buffere og media, tid før lagring, samt fryse- og tinesykluser. 

Også testpersonens fysiologiske tilstand kan påvirke prøveresultatene, som stress, faste versus 

ikke-faste og fysisk aktivitet [212]. 

Påvirkningen kan imidlertid minimaliseres ved å følge faste, standardiserte protokoller og 

retningslinjer for prøvetakning og lagring. Dette vil redusere interanalyse-variasjonene og 

generere sammenlignbare resultater. Med hensyn til blodprøvetakning og oppbevaring bør 

blodprøver tappes i sterile rør med antikoagulanter, plasseres på is straks etter tapping og 

spinnes raskt ned. Blodcellene bør isoleres raskt fra plasma eller serum for å unngå 

påvirkning på cytokinnivåene. Man bør også unngå flere enn tre fryse- og tinesykluser 

ettersom mange cytokiner degraderes raskt [212]. Ved blodprøvetakningen er også viktig å 

fjerne stasen så snart nålen er plassert i venen for å unngå påvirkning på prøven. Stase eller 

stuvning kan føre til utsivning av plasma i blodbanen, som kan gi høyere konsentrasjon av 

høymolekylære og cellulære partikler, endret pH og omfordeling av intra- og ekstracellulære 

bestanddeler [44]. 

For minst mulig aktivering av cellene ble blodplater og PBMC isolert straks etter tapping, og 

de isolerte blodcellene ble raskt fryst ved henholdsvis −18 °C og −4 °C. Ved isolering av 

PBMC er presisjon særlig viktig ved oppsugingen av cellesjiktet som dannes etter 

sentrifugering med Lymfoprep. Eventuelle feilkilder kan også knyttes til manuell telling, da 

dette krever øvelse. Det er imidlertid positivt at man ”med egne øyne” får forsikret seg om at 

celler er blitt isolert. Celletellingen ble her utført ved hjelp av trent personell.  
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I denne studien ble mange celletyper benyttet for mål av genekspresjon, inkludert TNF-α-

stimulerte monocytter, HUVEC, PBMC, CD8+T-celler, CD3+T-celler, blodplater og GMC. I 

tillegg til at disse nivåene kan påvirkes av blodprøvetakning, isolering av celler og RNA, er 

det også viktig å være klar over at monokint og lymfokint mRNA påvirkes ulikt av in vitro-

forholdene i cellekulturer, selv under kontrollerte betingelser [187, 213].   

5.1.4 Mål av cytokin-proteinkonsentrasjoner 

Kommersielt tilgjengelige ELISA-kit ble benyttet for å måle proteinnivåer av cytokinene IL-

9, MCP-1 og IL-8. ELISA er en svært spesifikk og som regel reproduserbar metode for å måle 

proteinkvantitet, og er den metoden som er best validert for å måle konsentrasjonen av ett 

enkelt cytokin [195]. Resultatene er imidlertid avhengig av faktorer som antistoffkvalitet, 

leverandør, samt erfaring og kunnskap hos den som utfører forsøket [214]. Ved bruk av 

ELISA-metoden kan man kun måle konsentrasjoner innenfor et relativt lite område, satt ved 

en standardkurve. Prøver med konsentrasjoner utenfor dette området må fortynnes, noe som 

reduserer konsentrasjonen av cytokinet selv, men også av eventuelle antagonister av 

cytokinet. Dette kan gi forskjeller i resultatene mellom prøver som må fortynnes og prøver 

som ikke trenger fortynning. Et annet aspekt som kan by på problemer, er vanskelighet med å 

sammenlikne cytokinkonsentrasjoner målt med ulike ELISA-kit, ettersom betingelsene er 

forskjellige [195]. For eksempel kan cytokiner bundet til løselige reseptorer bli fanget opp av 

noen ELISA-kit, men ikke av andre [214]. Det er grunnet dette viktig å bruke samme kit til 

analyse av alle prøver i et forsøk.  

Vi hadde ingen tidligere erfaring med IL-9 og gjorde derfor en utprøving av kommersielle 

ELISA-kit for å måle IL-9-konsentrasjoner (avsnitt 3.4.2). Kitene vi prøvde, ga svært 

forskjellige resultater på de samme prøvene, og vi utførte derfor en spesifisitetstest ved hjelp 

av rekombinant IL-9. Ut fra dette valgte vi det kitet som viste høyest spesifisitet og som 

oppga høyest sensitivitet. For MCP-1 og IL-8 ble det benyttet allerede utprøvde og kjente kit. 

De samme kitene ble brukt i alle forsøkene. For data som er direkte sammenliknet (eks. 

pasienter og kontroller) er så mange prøver som mulig kjørt på samme plate for å 

minimalisere kjøring-til-kjøring-variasjoner. 

Kommersielt tilgjengelige Bio-Plex-assay ble benyttet for å måle proteinnivåer av IL-10, IFN-

γ, IP-10, IL-17 og IFNα-2. Sammenliknet med tradisjonell ELISA har multiplex-metoder, 

som Bio-Plex, flere fordeler. ELISA kan kun detektere ett antigen av gangen, mot 100 ved 
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bruk av Bio-Plex. Dette gir også mulighet for sammenlikning av flere cytokiner i samme 

kontekst. En annen fordel er at mye mindre prøvevolum er nødvendig til Bio-Plex-analyse 

enn til ELISA, og standardkurvene har ofte større spenn, noe som reduserer behovet for 

fortynning. For begge metoder kan imidlertid en dårlig standardkurve gi villedende resultater. 

Et annet element er at nødvendig utstyr for Bio-Plex er svært kostbart, noe som 

nødvendiggjør en større investering ved bruk av Bio-Plex, enn ved bruk av ELISA [195].  

Uavhengig av hvilken metode som brukes, kan unøyaktige resultater også oppstå hvis den 

respektive protokollen ikke følges, eksempelvis hvis man ikke benytter anbefalt 

inkubasjonstid- eller temperatur. 

5.1.5 Mål av cytokin-genekspresjon 

qPCR er en etablert teknikk for å kvantifisere genuttrykk i biologiske prøver. Den er svært 

sensitiv, kan måle svært lave og svært høye verdier, og er nøyaktig [201]. Gode rutiner og 

nøyaktighet ved utføring av metoden er imidlertid svært viktig for et reproduserbart resultat. 

Det finnes flere fallgruver i stegene før, under og etter et qPCR-forsøk [204].  

Før et genuttrykk kan kvantifiseres i en qPCR, må RNA fra prøven som skal undersøkes 

kopieres til cDNA av enzymet revers transkriptase (RT). Dette steget er avgjørende ettersom 

mengden cDNA som går inn i reaksjonen må tilsvare mengden mRNA fra prøven nøyaktig. 

Ståhlberg og medarbeidere så at RT-reaksjonen bidro med mesteparten av variasjonen i 

mRNA-kvantifisering ved qPCR [199]. Både kvalitet og kvantitet av RNA bør derfor måles 

før cDNA-syntese [204]. I denne studien ble kvantitet av RNA målt ved bruk av NanoDrop 

og RNA-kvalitet ved hjelp av Bioanalyzer. Kun RNA med tilfredsstillende RIN ble benyttet 

for cDNA-syntese. I tillegg ble alle RNA-prøver behandlet med DNase I for å eliminere 

forurensing av små mengder DNA. Det er også svært viktig å utføre cDNA-syntese samtidig 

på alle prøver som skal sammenliknes for å være sikker på at betingelsene er like, for å 

minimere dag-til-dag-variasjon og for å sikre samme effektivitet på syntesen av de ulike 

prøvene [199].  

I planleggingen av selve qPCR-forsøket kan flere tekniske mangler påvirke resultatet. Disse 

omfatter blant annet utilfredsstillende lagring og bearbeiding av prøvemateriale, dårlig valg av 

RT-primere, samt primere og probe til PCR-en [215]. Valg av templatspesifikke reportere 

som Taq-Man gir fordeler ved at man unngår uspesifikk deteksjon. På den andre siden er det 



54 
 

mye dyrere enn ikke-spesifikke deteksjonsmetoder som SYBR Green, som også på grunn av 

sin uspesifisitet kan inkorporeres i optimaliserte og varige flerbruksprotokoller. Disse binder 

imidlertid alt dobbelttrådet DNA, og en smeltekurve er nødvendig for å utelukke uspesifikk 

binding, noe som kompliserer dataanalysene [204]. For å unngå feiltolkning av data grunnet 

forsøk-til-forsøk-variasjoner ble alle prøver fra ett eksperiment analysert samtidig, der dette 

var mulig. Bruk av Taq-Man forenklet planleggingen og dataanalysene, samt ga forsikring om 

spesifikk deteksjon.  

En ofte benyttet metode for å kontrollere for interne feil i qPCR er å normalisere mengden 

RNA til et internt referansegen. Referansegenet skal uttrykkes likt i celler fra ulike vev og 

mellom ulike eksperimentelle forhold. Valg av intern kontroll er imidlertid et stort problem. 

Hvis for eksempel uttrykket av referansegenet gir ulike målinger mellom prøvene, vil man 

kunne miste små forskjeller i genuttrykket som er av interesse, når det normaliseres til den 

ustabile referansen [216]. Blant annet er dette observert i en studie av astmatikere der målgen-

uttrykkene ble påvirket av variasjon i β-actinuttrykket mellom prøvene [217]. Vi erfarte også 

dette da vi fikk svært varierende resultater av β-actin ved analyse av T-celler. Vi hadde 

mistanke om T-celle-aktivering av β-actinuttrykket og valgte derfor i stedet 18S rRNA 

grunnet mer stabil ekspresjon. 18S rRNA er også anbefalt som referansegen ved mål av 

genuttrykk i humane lymfocytter [218]. Da uttrykket var stabilt mellom prøvene for de øvrige 

qPCR-forsøkene, ble β-actin benyttet som referansegen her. 

Med hensyn til presentasjon og publikasjon av resultater fra qPCR, er standardisert 

nomenklatur viktig. Ustandardisert nomenklatur og manglende dokumentasjon av metode gir 

vanskeligheter med å stole på, sammenlikne og tolke resultater. Ved bruk av spesifikke 

retningslinjer for nomenklatur, som “The Minimum Information for Publication of 

Quantitative Real-Time PCR Experiments (MIQE) guidelines”, kan man fremme 

reproduserbarhet og troverdighet av qPCR-resultater [215]. 

5.1.6 Mål av genuttrykk versus proteinnivå 

Å måle både genuttrykk og proteinfrigjøring er ønskelig, ettersom mRNA-syntese ikke 

nødvendigvis resulterer i syntese av protein. mRNA-nivå korrelerer kun delvis med 

proteinnivå, grunnet stor grad av posttranskripsjonell regulering [219]. Vi har målt begge 

variabler for IL-9, men kun genuttrykk for IL-9R, og kun proteinnivå for øvrige cytokiner. 
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5.1.7 Hva måler vi egentlig? 

I tolkningen av resultatene fra qPCR, ELISA og Bio-Plex er et sentralt element det såkalte 

”øyeblikksbildet” som disse målingene gir av den inflammatoriske prosessen.  

Generelt har cytokiner kort halveringstid, og tilstedeværelse av antagonister og andre 

hemmere i blodet gjør at plasma- og serumnivåer ikke nødvendigvis reflekterer 

cytokinproduksjons-statusen i immuncellene. Som et alternativ kan cytokinproduksjon fra 

PBMC være et bedre mål på dette [188]. Uavhengig av hvilken kilde man måler fra er 

imidlertid inflammasjon en dynamisk prosess av kaskadereaksjoner [220], og den absolutte 

konsentrasjonen av et cytokin er trolig mindre viktig enn balansen mellom cytokinet og dets 

naturlige antagonister. Proteinkonsentrasjonen av ett cytokin reflekterer derfor ikke 

nødvendigvis denne komplekse prosessen [221]. I tolkningen av resultatene er det i tillegg 

også viktig å kunne vise til om økt nivå av et cytokin er i relasjon til den aterosklerotiske 

prosessen. Hvis ja, er det ønskelig å vite om det er kompensatorisk til eller deltakende i 

utviklingen, eller kun assosiert med sykdommen. Det er også viktig å skille mellom 

systemiske og lokale variasjoner i cytokinnivå [89], men systemiske konsentrasjoner er 

imidlertid sett å reflektere lokale prosesser indirekte [95]. 

5.2 Diskusjon av resultater  

5.2.1 IL-9 og IL-9R hos pasienter – en rolle i aterosklerosen? 

Vi så signifikant høyere plasmakonsentrasjon av IL-9 hos pasienter med etablert 

carotisstenose, sammenliknet med friske kontroller. Tilstedeværelse av IL-9 ved 

aterosklerotisk hjerte- og karsykdom er svært lite studert, men det er imidlertid nylig publisert 

en studie av Cappuzzello og medarbeidere som målte økte plasmanivåer av IL-9 hos pasienter 

med kronisk hjertesvikt. I samme studie ble IL-9 også funnet mulig assosiert med 

sykdomsprogresjon hos dem med iskemisk kardiomyopati, sett ved invers korrelasjon til 

ejeksjonsfraksjon hos disse pasientene [186]. Om en slik korrelasjon også gjelder ved 

carotisstenose eller angina pectoris, er ukjent. 

Genuttrykk av IL-9R ble påvist i plakk hentet fra carotisarterien, noe som tyder på at plakket 

kan respondere på IL-9. Disse funnene kan tyde på at IL-9-IL-9R-aksen er oppregulert i 

patogenesen ved aterosklerose. Kontrollprøvene som kom fra nyrearterie viste ikke deteksjon 
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av genet, noe som kan være en indikasjon på at IL-9R ikke uttrykkes i frisk karvegg. En kan 

tenke seg en liknende regulering for IL-9 som for IL-18, der man har sett tilstedeværelse av 

reseptoren i arterier med aterosklerotiske plakk, men lav ekspresjon i friske arterier [53]. Hos 

astmatikere har man sett IL-9R-ekspresjon i luftveisepitel, men ikke hos friske kontroller 

[166, 175], noe som tyder på at det eksisterer en slik regulering i IL-9-mediert sykdom. Det er 

imidlertid svært sentralt at kontrollarterien i denne studien ikke kommer fra carotis, men fra 

nyre, og det er nødvendig å utføre målinger av IL-9R-genuttrykk i friske carotisårer før man 

trekker en endelig slutning. Uansett viser dette at det aterosklerotiske plakket kan respondere 

på IL-9, noe som åpner for at IL-9 har en rolle i plakk. Genuttrykk av IL-9 ble imidlertid ikke 

funnet i carotisplakket (tabell 1).  

Genekspresjon av IL-9R ble også målt i CD3+-T-celler, og det var et signifikant høyere nivå i 

celler fra pasienter med stabil og ustabil angina, sammenliknet med kontroller. Vi så også en 

indikasjon på høyere genuttrykk hos pasienter med ustabil tilstand, sammenliknet med 

pasienter med stabil tilstand (ikke signifikant). Vi så imidlertid ikke genuttrykk av IL-9 i disse 

cellene (tabell 1). Alle T-celler uttrykker CD3-komplekset og CD3+T-celler består av både 

CD4+- og CD8+-celler. Begge disse undergruppene er som kjent til stede i det 

aterosklerotiske plakket, først og fremst i den fibrøse kappen [78]. CD4+-T-celler er trolig 

hovedkilden til IL-9 [173], men begge undergruppene ser ut til å kunne respondere på 

interleukinet [123]. At reseptoren er oppregulert ved sykdom, kan være en indikasjon på et 

økt behov for ligand hos cellene og dermed økt opptak. Det kan også tyde på en 

kompensatorisk beskyttende mekanisme mot IL-9 i form av økt klarering fra sirkulasjonen, 

noe som også indikeres av vår manglende observasjon av genuttrykk for ligand. Flere studier 

er nødvendige for å kartlegge denne sammenhengen.  

5.2.2 IL-9 i humane celler 

Vi observerte både genuttrykk og proteinfrigjøring av IL-9 i blodplater, noe som etter vår 

oppfatning ikke er vist tidligere. De siste årene har flere studier foreslått at blodplater spiller 

en viktig rolle i aterosklerose, ikke bare som del av trombedannelse, men som inflammatorisk 

aktive celler [222, 223]. Som nevnt er det nå veletablert at platederivert inflammasjon bidrar 

til den aterosklerotiske utviklingen, både i tidlig og sen fase [192]. Vi så signifikant høyere 

IL-9-frigjøring fra aktiverte, sammenliknet med fra ustimulerte celler. Dette kan være en 
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indikasjon på IL-9 som en del av platederivert inflammasjon, men det er imidlertid igjen å 

undersøke om IL-9 er relatert til platenes proaterogene rolle. 

Stimulering av blodplater gir et konstruert bilde av forholdene in vivo ved aterosklerotisk 

sykdom, og disse funnene indikerer dermed en mulig oppregulering av IL-9 ved en slik 

tilstand. Plasmaanalysene bekrefter at det proaterogene miljøet i sirkulasjonen er karakterisert 

med forhøyet IL-9 hos pasienter med carotisstenose og at IL-9R er uttrykt i plakk hos samme 

pasientgruppe. Det er tidligere vist at CD4+-T-celler er den største kilden til IL-9 i PBMC 

isolert fra astmatiske pasienter [173], og PBMC er trolig en hovedkilde til IL-9 i 

sirkulasjonen. Vi fant imidlertid ikke genuttrykk av IL-9 i CD3+-T-celler fra pasienter med 

angina i denne studien, men så genuttrykk av IL-9 i PBMC som blant annet består av T-celler 

(tabell 1).  

5.2.3 Effekt av IL-9 

IL-9 er vist å ha både pro- og antiinflammatoriske egenskaper og påvirker ekspresjon og 

syntese av både pro- og antiinflammatoriske cytokiner [155, 157, 158]. Vi ønsket derfor å se 

om IL-9 hadde en effekt på LPS- og PHA-indusert inflammatorisk respons fra PBMC. IL-8, 

IL-17, IP-10, IFN-γ, IFNα-2 og MCP-1, er kjente proinflammatoriske mediatorer, mens IL-10 

er prototypisk antiaterogen. Tidligere studier har vist både positiv og negativ effekt av IL-9 på 

flere av disse cytokinene. I murine endotelceller er IL-9 sett å redusere LPS-indusert MCP-1-

uttrykk (upubliserte data, von der Thüsen og medarbeidere, Universiteit Leiden, Nederland), 

men å indusere IL-8-frigjøring fra humane neutrofile [149] og fra humane TNF-α-stimulerte 

GMC-supernatanter [153]. I tillegg er IL-9 vist å redusere IFN-γ-genuttrykk i PBMC fra 

pasienter med tuberkulose [161] og å nedregulere IL-10-frigjøring fra humane monocytter 

stimulert med LPS [155]. På den andre siden er IL-9 vist å øke genuttrykk av IL-10 i aktiverte 

murine mastceller gjennom induksjon av IL-1β [158] og er assosiert med økt IL-10-mRNA i 

murine inflammasjonsmodeller [172]. 

Vårt forsøk viste ingen signifikant effekt av IL-9 på verken LPS- eller PHA-indusert 

produksjon av MCP-1, IL-8, IL-10, IFN-γ, IP-10, IL-17 eller IFNα-2 fra PBMC. Vi så 

imidlertid en indikasjon på at IL-9 gir reduksjon (ikke-signifikant) av LPS-induserte IL-10-

nivåer, som tidligere observert i humane monocytter. 
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Det er ut fra dette fremdeles uklart om IL-9 har pro- eller antiinflammatorisk effekt på disse 

og andre humane celler med relevans for ateroskleroseutviklingen. 

5.2.4 Hva har vi funnet? 

Endret cytokin- og cytokinreseptor-ekspresjon er observert ved aterosklerotisk sykdom, både 

systemisk og i plakk [41, 91, 94, 95, 101, 208]. Balansen mellom pro- og antiinflammatoriske 

mediatorer ser ut til å være avgjørende for sykdomsprogresjon [91-93]. Ekspresjon av 

antiaterogene cytokiner i aterosklerotiske plakk [115] og i serum [95] tyder på en 

kompensatorisk mekanisme for å redusere sykdomsutviklingen. Fordi både pro- og 

antiaterogene cytokiner og deres reseptorer er sett oppregulert ved sykdom, er ikke bekreftelse 

på tilstedeværelsen nok til å bestemme hvilken rolle cytokinet eventuelt spiller i patogenesen.  

Våre funn (oppsummert i figur 20) indikerer at IL-9 og IL-9R har en rolle i human 

aterosklerose, men våre data er så langt ikke sterke nok til å klassifisere IL-9 som pro- eller 

antiaterogen. Det vi kan konkludere med er at både ligand og reseptor er oppregulert ved 

aterosklerotisk hjerte- og karsykdom, noe som kan tyde på et aktivert system der behovet for 

IL-9 er stort og både frigjøring og opptak/signalisering må øke. På den andre siden kan 

oppregulert reseptoraktivitet, som nevnt, være en beskyttende mekanisme mot skadelige 

cytokiner ved å fjerne dem fra sirkulasjonen. Det kan også tenkes at IL-9 har ulike funksjoner 

på ulike celler, og dermed også både pro- og antiaterogen funksjon. Effekten av IL-9 in vivo 

er fortsatt ukjent. 

 

Figur 20. Oppsummering av hovedfunnene. Cellulær sammensetning av et aterosklerotisk plakk med aktive 
immunceller, døde cellerester og kolesterol. Vi detekterte IL-9R-mRNA i carotisplakk, i CD3+-T-celler isolert 
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fra pasienter med aterosklerotisk hjerte- og karsykdom, samt i humane PBMC. IL-9-mRNA ble detektert i 
humane PBMC og i blodplater. Proteinfrigjøring ble også målt i aktiverte blodplater hentet fra friske kontroller. 
Vi så også økt plasmakonsentrasjon av IL-9 hos pasienter med aterosklerotisk kardiovaskulær sykdom, 
sammenliknet med friske kontroller. Figuren viser en mulig kommunikasjon mellom IL-9 i immunceller og 
blodplater i sirkulasjon og celler i det aterosklerotiske plakket.  (Egenprodusert, Gregersen) 
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6 Fremtidsperspektiv 

6.1 Biomarkører for aterosklerotisk hjerte- og 
karsykdom 
Hjerte- og karsykdom er en av de viktigste årsakene til død i Norge og utgjør en tredjedel av 

dødsfallene [8, 9]. Man trodde lenge at behandling mot høyt kolesterol og hypertensjon skulle 

eliminere denne sykdomsgruppen, men optimismen har snudd, og kardiovaskulær sykdom ser 

nå ut til å bli hovedårsaken til sykdom på verdensbasis innen 2020 [3, 82]. Tradisjonelle 

biomarkører kan klassifisere personer med høy eller lav risiko, men det er også viktig å kunne 

identifisere dem med moderat risiko, for å kunne generere intensiv forebyggende behandling 

[224]. Det er også uenighet om betydningen av de tradisjonelle risikofaktorene, og det er 

trolig ikke alle med høy risiko for hjerte- og karsykdom som kan klassifiseres ut fra disse [32-

35]. Inflammasjon er nå anerkjent som en nøkkelprosess i utvikling av aterosklerotisk hjerte- 

og karsykdom [77], og dette har gjort sirkulerende risikomarkører aktuelle for 

risikoevaluering og utvikling av nye behandlingsmetoder [224]. En biomarkør stilles 

imidlertid mange krav til, og må blant annet være stabil, enkel å måle og ideelt endres ved 

sykdomsutvikling. Når en markør kan bidra med informasjon som ikke gis av andre 

risikofaktorer i risikovurderingen av en pasient, har den en klinisk nytte [96, 224, 225]. En 

biomarkør trenger imidlertid ikke å være en mediator av patogenese [96]. 

Det har vist seg vanskelig å identifisere en inflammasjonsmarkør for evaluering av risiko for 

fremtidig aterosklerotisk hjerte- og karsykdom. Selv om sirkulerende konsentrasjon av mange 

inflammatoriske mediatorer korrelerer med kardiovaskulær risiko, er få klare til klinisk bruk. 

Bortsett fra CRP har ingen av de nye inflammasjonsmarkørene vist evne til å tilføre ekstra 

verdifull informasjon som et tillegg til eksempelvis Framingham scoringssystem. Få har også 

tilgjengelige kommersielle metoder for enkel og standardisert måling i klinikken [96].  

6.1.1 IL-9 – en fremtidig biomarkør? 

Vi så signifikant høyere plasmanivåer av IL-9 hos pasienter med carotisstenose enn hos friske 

kontroller. Vi så imidlertid ingen signifikant forskjell mellom pasienter med asymptomatisk 

og symptomatisk tilstand. Å kunne skille mellom ustabile og stabile plakk er viktig for å 

kunne predikere plakkruptur og kardiovaskulære hendelser. Flere studier og større utvalg 
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trengs for å fastslå om IL-9 har denne prediktive verdien. Et annet viktig element er at IL-9, 

som CRP (avsnitt 1.2.1), er vist forhøyet ved flere ulike sykdomstilstander. Det er viktig å 

kunne skille disse tilstandene fra hverandre hvis en faktor skal brukes som markør. Det er 

imidlertid mulig at IL-9 i fremtiden kan brukes som et tillegg til andre markører som mer 

spesifikt reflekterer plakkmorfologi, for eksempel som et tillegg til ultralyddiagnostikk.  

6.1.2 Behandling av aterosklerotisk hjerte- og karsykdom – med 
fokus på inflammasjon 

Det er et stort behov for effektiv forebygging av kardiovaskulære hendelser og andre kliniske 

manifestasjoner av aterosklerose. Det er også behov for bedre terapeutiske muligheter når en 

hendelse har inntruffet, for å begrense konsekvensene [226]. Statiner har vist 

antiinflammatorisk effekt, i tillegg til sin lipidsenkende virkning. Og pasienter med reduserte 

CRP-nivåer etter statinbehandling er sett å ha bedre klinisk utfall enn de med høyere CRP-

nivåer, uavhengig av lipidstatus [227]. Andre inflammatoriske behandlingsmetoder har også 

vært under utprøving. Som nevnt er anti-TNF-α-behandling assosiert med reduksjon i 

kardiovaskulære hendelser hos RA-pasienter [105]. Administrasjon av antagonister av IL-1-

reseptoren har vist redusert inflammasjon og bedre klinisk utfall hos pasienter etter akutt slag 

[228] og er et potensielt terapeutisk mål ved flere andre hjerte- og kartilstander [107]. 

Funksjonen av cytokiner er nøye regulert på ulike nivåer av syntese, prosessering og 

signalkaskader. De som unnslipper endogene reguleringsmekanismer, kan binde seg til en 

reseptor. Tilstedeværelse av reseptoren reguleres blant annet av endocytose og degradering, i 

tillegg er signaliseringsveiene kontrollert av spesifikke signalveihemmere. Signaliseringen i 

seg selv kulminerer i aktiveringen av spesifikke gener som resulterer i den biologiske 

funksjonen av cytokinet. I teorien kan alle disse stegene til et enkelt cytokin representere 

potensielle mål for terapi rettet mot den respektive biologiske aktiviteten (figur 21). Utvikling 

av terapi rettet mot cytokiner eller deres reseptorer for forebygging av aterosklerose og andre 

sykdommer har vist seg vanskelig – særlig grunnet de mange ulike oppgavene hvert enkelt 

cytokin har [89].  
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Figur 21. Potensielle strategiske mål for modifisering av interleukin-aktivitet for behandling av aterosklerose. 

[89] 

6.1.3 IL-9 som terapeutisk mål? 

For at IL-9 skal være et terapeutisk mål for behandling av aterosklerose må først rollen i 

patogenesen fastslås. Flere studier der man har sett at IL-9 har en rolle i patogenesen foreslår 

IL-9 som mål for behandling av disse tilstandene, blant annet gjennom anti-IL-9-spesifikke 

antistoffer og hemmere av IL-9R [126, 131, 170, 171]. Hos mus er behandling med IL-9 vist å 

redusere aterosklerotisk utvikling og plakkstørrelse (upubliserte data, von der Thüsen og 

medarbeidere, Universiteit Leiden, Nederland). Dosene er imidlertid svært høye 

(1µg/dag/mus), og eventuelle toksiske effekter er ikke undersøkt nærmere. Det er heller ikke 

undersøkt om administrasjon av IL-9 har en slik effekt hos mennesker. Om IL-9 kan benyttes 

som terapeutisk mediator av human aterosklerotisk hjerte- og karsykdom, er uklart, ikke minst 

på grunn av IL-9s kjente sykdomsfremmende effekter (avsnitt 1.5.7). 

6.1.4 Videre arbeid 

Mye arbeid gjenstår for å kartlegge om IL-9 har en rolle i aterosklerotisk hjerte- og 

karsykdom. Lite forskning er gjort på dette feltet, og studier på IL-9 er i stor grad utført in 

vitro og i dyremodeller – det er svært få studier på humane celler og humane in vivo-
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prosesser. IL-9 er assosiert med flere sykdommer både som positiv og negativ mediator i 

patogenesen. Vi ønsket å undersøke rollen i human aterosklerose, og våre resultater viser en 

tilstedeværelse ved sykdom, men sier lite om IL-9s rolle.  

For å undersøke IL-9s biologiske betydning videre vil det blant annet være ønskelig å gjøre 

cellestimuleringsforsøk på ulike subpopulasjoner av humane T-celler, som er vist å være 

hovedkilde til IL-9. Det vil være ønskelig å måle proteinkonsentrasjoner av IL-9 etter både 

pro- og antiaterogen stimuli. I tillegg vil det være interessant å undersøke om inflammasjons-

modulerende medikamenter som statiner påvirker disse effektene. 

Å måle effekten av IL-9 på ekspresjon av andre mediatorer enn det som er gjort i denne 

studien, vil også bidra med verdifull informasjon. For eksempel er IL-9 sett å redusere IFN-γ-

mRNA i PBMC fra pasienter med tuberkulose [161], et interessant funn som også kan ha 

relevans for aterosklerosepasienter. IL-9 er assosiert med økt Th2- til Th1-cellerespons hos 

tuberkulose-pasienter [161] og ved infeksjon i murine modeller [170]. Ettersom aterosklerose 

i stor grad er en Th1-celledreven sykdom [15, 77, 83, 84], vil det være spennende å undersøke 

om det finnes en slik ratio-korrelasjon til IL-9 hos pasienter med aterosklerotisk sykdom. 

Andre celler og vev som er sentrale for den aterosklerotiske prosessen, bør også undersøkes. 

Blant annet vil det være spennende å undersøke nærmere effekten av IL-9 på TNF-α-

produksjon fra monocytter, ettersom IL-9 er vist å stimulere denne gjennom TGF-β [155]. IL-

9-injeksjon er også vist å redusere plasmanivåer av TNF-α i LDLr-KO-mus. I denne modellen 

ble IL-9 også vist å redusere LPS-indusert uttrykk av MCP-1 på endotelceller (upubliserte 

data, von der Thüsen og medarbeidere, Universiteit Leiden, Nederland), og det er ønskelig å 

undersøke om dette også er tilfelle på tilsvarende humane celler.  

Vi har ikke analysert proteinkonsentrasjoner av IL-9R, og det vil være ønskelig å undersøke 

nivåer av denne før og etter aterogen stimulering. Høysensitivitets flow-cytometri er den beste 

metoden for proteindeteksjon av cytokinreseptorer ettersom disse ofte uttrykkes i svært lave 

konsentrasjoner som er under sensitivitetsnivået til tradisjonelle immunoassay [229]. Det vil i 

tillegg være viktig å studere hvordan genuttrykk av reseptoren reguleres, for eksempel om 

reseptor-ekspresjonen påvirkes av inflammatoriske mediatorer. Videre vil det være interessant 

å gjøre immunohistokjemi på plakk fra pasienter med stabil og ustabil tilstand for å lokalisere 

IL-9 og IL-9R i plakket. 
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7 Konklusjon 
Hovedfunnene i denne studien er: 

• IL-9-mRNA uttrykkes i humane PBMC og blodplater. IL-9R-mRNA uttrykkes i 

humant carotisplakk, samt humane PBMC, CD8+T-celler og CD3+T-celler. 

• Humane blodplater frigir IL-9 etter aktivering. 

• Pasienter med asymptomatisk og symptomatisk carotisstenose har høyere 

plasmanivåer av IL-9 enn friske kontroller.  

• mRNA for IL-9R er uttrykt i plakk fra carotisåren, men ikke i nyrearterie hentet fra 

friske kontroller. 

• Pasienter med angina pectoris har høyere genuttrykk av IL-9R i CD3+-T-celler enn 

friske kontroller. 

• Det var en ikke-signifikant tendens til høyere genuttrykk av IL-9R i CD3+-T-celler 

hos pasienter med ustabil angina pectoris, sammenliknet med pasienter med stabil 

angina pectoris. 

• IL-9 viste ingen effekt på LPS- eller PHA-indusert frigjøring av MCP-1, IL-8, IL-10, 

IFN-γ, IP-10, IL-17 eller IFNα-2 fra PBMC.  

Vi har med denne studien dokumentert tilstedeværelse av IL-9 og IL-9R i humane celler og 

vev sentralt i den aterosklerotiske prosessen. Vi viser med dette en mulig rolle av IL-9 i 

aterosklerotisk hjerte- og karsykdom, og det vil videre være ønskelig å studere eventuelle 

effekter av IL-9 i humane celler og vev i relasjon til den aterosklerotiske prosessen. 
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8 Vedlegg 

8.1 Liste over materiell 

Isolering av PBMC 
 

15 og 50 ml rør (Sarstedt) 

Bürcker-tellekammer (VWR) 

Fysikalsk saltvann (0,9 % NaCl) (Braun) 

Lymfoprep (Axis-Shield) 

Metylfiolett (Sigma-Aldrich) 

RPMI1640 (PAA) 

Stimulering av PBMC 
 

5 % føtalt kalveserum (PAA) 

Flatbunnet 96-brønners plate (Costar) 

Lipopolysakkarid (LPS) (Sigma-Aldrich) 

Phytohaemagglutinin (PHA) (OXOID) 

Rekombinant IL-9 (R&D Systems) 

RPMI-1640 (PAA) 

Isolering av blodplater 
 

Acetylsalisylsyre (ASA) (Sigma-Aldrich) 

Citrat (Sigma-Aldrich) 

Metanol (Sigma-Aldrich) 

PBS (Sigma-Aldrich) 

Trombinagonist-peptidet SFLLRN (Bioteknologisenteret, Oslo)  
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ELISA, IL-9 
 

Human IL-9 ELISA Ready-set-go! (eBioScience): 

96-brønners Corning Costar 9018 plate 

Assay diluent (AD) 

Capture Antibody: pretitrert, renset antistoff 

Deteksjonsantistoff : pretitrert biotin-konjugert antistoff 

Deteksjonsenzym: pretitrert avidin-horseradish-peroksidase (avidin-HRP) 

Standard: rekombinant IL-9 

Substratløsning: tetrametylbenzidin (TMB) 

 

Annet nødvendig materiell: 

Stoppløsning: 2N H2SO4 (Sigma-Aldrich) 

Vaskebuffer: 1 x PBS, 0,05 % Tween-20 (Sigma-Aldrich) 

ELISA, MCP-1 
 

Human CCL2/MCP-1DuoSet kit (R&D Systems): 

Capture Antibody: murint anti-human MCP-1  

Deteksjonsantistoff : biotinylert geit-anti-humant MCP-1  

Deteksjonsenzym: streptavidin-horseradish-peroxidase (streptavidin-HRP) 

Standard: rekombinant MCP-1  

 

Annet nødvendig materiell: 

96 brønners Corning Costar 9018 plate (eBioScience) 

Reagent diluent: 1,0 % BSA, 0,05 % Tween 20 i PBS (Sigma-Aldrich) 

Stoppløsning: 2N H2SO4 (Sigma-Aldrich) 

Substratløsning: 1:1-blanding av H2O2 og tetramethylbenzidine (TMB) (R&D Systems) 

Vaskebuffer: 0,05 % Tween 20 i PBS (Sigma-Aldrich) 
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ELISA, IL-8 
 

Human CXCL8/IL-8 DuoSet kit (R&D Systems): 

Capture Antibody: murint anti-human IL-8  

Deteksjonsantistoff : biotinylert geit-anti-humant IL-8 (streptavidin-HRP)  

Deteksjonsenzym: streptavidin-horseradish-peroxidase  

Standard: rekombinant IL-8  

 

Annet nødvendig materiell: 

96-brønners Corning Costar 9018 plate (eBioScience) 

Block buffer: 1 % BSA i PBS (Sigma-Aldrich) 

Reagent diluent: 0,1 % BSA, 0,05 % Tween 20 i PBS (Sigma-Aldrich) 

Stoppløsning: 2N H2SO4 (Sigma-Aldrich) 

Substratløsning: 1:1-blanding av H2O2 og tetramethylbenzidine (TMB) (R&D Systems) 

Vaskebuffer: 0,05 % Tween 20 i PBS (Sigma-Aldrich) 

Bio-plex 
 

Bio-Plex Pro Reagent Kit (Bio Rad): 

96-brønners filterplate  

Assay buffer 

Deteksjonsantistoff-diluent 

Forseilingstape  

Magnetiske kuler, standarder og deteksjonsantistoffer: IL-10, IFN- γ, IP-10, IL-17, IFNα-2  

Sample diluent 

Standard diluent 

Streptavidin- Phycoerythrin (PE) 

Vaskebuffer 

 

Annet nødvendig materiell: 

Bio-Plex Manager, software (Bio Rad) 

Bio-Plex System (Bio Rad)  

Platerister (Heidolph) 

Vakuumtrykkvasker (Millipore) 

http://www.bio-rad.com/prd/en/US/adirect/biorad?cmd=catProductDetail&vertical=LSR&country=US&lang=en&productID=171-304070
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Isolering av RNA 
 

RNeasy Mini kit (Qiagen): 

RLT-buffer 

RNase-fritt H2O 

RNeasy Minispinn-kolonner 

RPE-buffer 

RW1-buffer 

Samlerør 1,5 ml/2ml 

 

RNase-Free DNase Set (Qiagen): 

DNase I-løsning 

RDD-buffer 

RNase-fritt H2O 

 

Annet nødvendig materiell: 

14,3 M β-merkaptoetanol (Sigma-Aldrich) 

70 % etanol (Sigma-Aldrich) 

RNase-fritt H2O (5 Prime) 

Syntese av cDNA 
 

High-Capacity cDNA Archive Kit (Applied Biosystems): 

dNTP-miks 

MultiScribe™ Reverse Transkriptase 

RNase-hemmer 

RT-buffer 

RT-random primere 

 

Annet nødvendig materiell: 

Nuklease-fritt H20 (Qiagen) 

Thermal Cycler (Applied Biosystems) 
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TaqMan-qPCR 
 

Primere og probe, IL-9/IL-9R/β-actin/18S (Applied Biosystems) 

RNase-fritt H2O (5 Prime) 

TaqMan Gene Expression Assays, IL-9/IL-9R (Applied Biosystems) 

TaqMan Universal PCR Expression Mastermix (Applied Biosystems) 

Øvrig materiell 
 

7500 Fast Real-Time PCR System (Applied Biosystems)  

Abscent Software for Multiscan Ascent (Applied Biosystems) 

ABX Micros cell counter (Labnovation, Inc.) 

Bioanalyzer (Agilent) 

Bovine serum albumin (BSA) (Sigma-Aldrich) 

Eppendorf-rør (Eppendorf) 

GraphPad Prism5 (GraphPad Software Inc.) 

MicroAmp® Fast Optical 96-Well Reaction Plate (Applied Biosystems) 

MicroAmp® Optical Adhesive Film (Applied Biosystems) 

MicroAmp™ Optical Caps, 8 Caps/Strip (Applied Biosystems) 

Multiscan Ascent (Thermo Labsystems)  

Nanodrop-måler (Sareen Werner) 

PASW Statistics 17.0 (IBM) 

Phosphate buffered saline (PBS): 137 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 8.1 mM Na2HPO4,1.5 mM 

KH2PO4 (Sigma-Aldrich) 

Sentrifuge/Mikrosentrifuge (Eppendorf) 

Vortexmikser (Heidolph) 

Wash 430 automatic strip well washer (Microwell Systems) 
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8.2 Protokoll: Human CCL2/MCP-1DuoSet kit (R&D 
Systems, katalognr. DY279) 
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8.3 Protokoll: Human CXCL8/IL-8 DuoSet kit (R&D 
Systems, katalognr. DY208) 
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