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Sammendrag

Kardiovaskulaer sykdom forarsaket av aterosklerose er den hyppigste dgdsarsaken i vestlige
land, samtidig som forekomst og dadelighet ogsa gker i resten av verden. Tross en nedgang
de siste 40 arene er hjerte- og karsykdom, sammen med kreft, fortsatt hovedarsaken til

mortalitet og morbiditet i Norge.

Det er na godt dokumentert at aterosklerose er en inflammasjonsdrevet prosess, der bade det
medfgdte 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
kardiovaskulaere hendelser er linket til grad av inflammasjon, er markagrer som reflekterer
denne prosessen @nskelig. @kt kunnskap om cytokiner og andre medvirkende
inflammatoriske signalstoffer vil bidra til forstaelsen av sykdommens etiologi, samt til

utvikling av eventuelle nye risikomarkarer og behandlingsmuligheter.

Interleukin 9 (IL-9) er assosiert med patogenesen av astmatisk og allergisk sykdom, og er
ogsa 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
gnsket derfor & undersgke tilstedeverelse og regulering av IL-9 og interleukin 9-reseptor (IL-
9R) ved aterosklerotisk hjerte- og karsykdom. IL-9 og IL-9R ble malt i biologiske praver fra
pasienter med carotid og koronar aterosklerotisk arteriesykdom, klassifisert etter
tilstedeveerelse av symptomer og plakkmorfologi, og sammenliknet med pragver fra friske
kontroller. For & studere reguleringen av 1L-9 naermere undersgkte vi ogsa nivaer av IL-9 i
humane celler, samt effekten av IL-9 pa frigjgring 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 hgyere plasmanivaer av IL-9 enn friske kontroller. Vi viste ogsa
at plakk fra carotisaren uttrykker genet for IL-9R, noe som ikke ble funnet i nyrearterie hentet
fra friske kontroller. Det var ingen signifikante forskjeller mellom gruppene nar vi
sammenliknet med hensyn pa plakkmorfologi. Vi fant imidlertid at pasienter med angina
pectoris har signifikant hgyere genuttrykk av IL-9R i CD3+-T-celler enn friske kontroller, og

\%



vi sa en ikke-signifikant tendens til hgyere 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 1L-9, men vi kunne derimot ikke finne noen effekt av IL-9 pa
cytokinfrigjering fra LPS- og PHA-stimulerte PBMC.

Vi konkluderer derfor med at 1L-9 og IL-9R er til stede ved aterosklerotisk sykdom, men at

effekten av IL-9 pa humane immunceller og rollen i aterosklerosen fortsatt er ukjent.

Vi
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1 Introduksjon

1.1 Aterosklerose og kardiovaskulaer sykdom

Komplikasjoner fra aterosklerose er den hyppigste dgdsarsaken i vestlige land [1, 2] og
iskemisk hjertesykdom forventes a vaere den fremste sykdomsbyrden pa verdensbasis innen
2020 [3]. I USA har kardiovaskulaer sykdom (KVS) vert den ledende dgdsarsaken hvert ar fra
1900 og frem til i dag, kun med unntak av 1918. Sykdomsgruppen koster landet mer enn noen
annen [4]. | Norge har det, som i de fleste andre europeiske land, veert en positiv
epidemiologisk utviklingen for hjerte- og karsykdom de siste arene. Siden 70-tallet har vi hatt
en halvering av dgdsfall som fglge av iskemisk hjertesykdom og plutselig ded [5]. Det har
ogsa vert en sterk nedgang i dedelighet fra slag, bade internasjonalt og nasjonalt [6, 7]. Pa
tross av dette er hjerte- og karsykdom fremdeles, sammen med kreft, hovedarsaken til sykdom
0og dgd i Norge. | 2008 skyldtes 34 % av dgdsfallene i landet iskemisk hjertesykdom,

hjerneslag og andre sykdommer i blodarene [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 pa myokardialt
oksygen” og skyldes gkt myokardialt oksygenbehov eller redusert tilfarsel. 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
mgnster av tidligere stabil angina [11]. Ustabil angina skyldes som oftest koronare plakk som
gar gjennom gjentatte faser med gdeleggelse og reparasjon [12]. MI, eller hjerteinfarkt,
betegner celleded i hjertemuskelen grunnet ubalanse i behov og tilfersel av oksygen. Det kan
forekomme gjentatte ganger hos en pasient med etablert sykdom, eller vaere farste indikasjon
pa koronar aterosklerose. Alvorligheten av et infarkt varierer fra sma uoppdagede infarkt il

akutte, alvorlige og dadelige [10].



1.1.2 Carotid aterosklerose

Hjerneinfarkt utgjer 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 lakunare infarkt som skyldes tilstopping av
sma, penetrerende arterier. Carotisplakk kan veere asymptomatiske i en arrekke, og
hjerneinfarkt er ofte farste kliniske manifestasjon [13]. | en studie av 5000 kvinner og menn
ble aterosklerose i store hjernearterier klassifisert som nest fremste arsaken til hjerneslag, etter
kardioembolisme, men som den fremste arsaken blant middelaldrene pasienter fra 40 til 75 ar
[14].

1.1.3 Aterosklerose i andre arteriegrener

Dersom aterosklerose forekommer i andre arteriegrener kan dette, avhengig av hvilke arer
som rammes, gi skade pa nyrer, hypertensjon, abdominale aorta-aneurismer og iskemi i
underekstremiteter [15]. Pasienter med symptomatisk trombose i én vaskuler seng har gkt
risiko for hendelse i en annen [16]. Det er godt kjent at carotisstenose (>70 %) gir vesentlig
gkning for residivslag og for vaskulaere hendelser utenfor hjernen [13, 17]. Det er mindre
kjent at aterosklerotiske plakk i aorta er assosiert med hjerneinfarkt. Plakk i aorta ser ut til &

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

1.2 Risikofaktorer og risikoevaluering

Grundig epidemiologisk forskning har etablert rayking [19], hyperlipidemi [20], hypertensjon
[21] og diabetes [22] som de fire “tradisjonelle” risikofaktorene for utvikling av koronar
hjertesykdom (KHS). De siste 30 ars nedgang i antall dedsfall grunnet kardiovaskulare
hendelser kan i stor grad skyldes redusert rgyking, en bedre blodlipidprofil grunnet en sunnere
fettfordeling i kosten [5, 23], samt bedre medisinske behandlingsmetoder [24]. Verdens
sterste 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 pa den medisinske behandlingen

ble assosiert bade med nedgangen i koronare hendelser og med nedgangen i dedelighet. Hele



72 % av nedgangen i dgdelighet hos menn, og 56 % hos kvinner, kunne forklares med bruken

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

Det har imidlertid veert en skjev utvikling i betydningen av de ulike risikofaktorene. | sterk
kontrast til reyking og fettprofil, har kroppsmasseindeksen (KMI) i den norske befolkningen
hatt en helsemessig negativ utvikling. Nordmenns vekt har gkt siden 60-tallet for menn og
siden 70-tallet for kvinner. Andelen overvektige, definert som KMI >25 kg/m?, var pa slutten
av 90-tallet 15 % blant menn og 12,5 % blant kvinner [26, 27]. Ut fra undersgkelser gjort i
fem fylker pa starten av 2000-tallet ser man at over halvparten av norske menn har overvekt
(KMI >25 kg/m?) eller fedme (KMI >30 kg/m?) [26, 28]. Det samme gjelder kvinner, med
unntak av 30-aringer, der andelen er litt lavere [28]. Overvekt har gkt i alle deler av
samfunnet, hos kvinner og menn, unge og gamle, og pa tvers av utdannelse, fysisk aktivitet og
rgykestatus [27]. Det har ogsa veert en gkende forekomst av insulinresistens og diabetes [29],
som sammen med hypertensjon og overvekt er del av det “metabolske syndromet” [30].
Hvorfor denne utviklingen enna ikke har pavirket hyppigheten av KVS, er uklart. En
forklaring kan vaere at risikoreduksjonen knyttet til redusert kolesterolnivd og reyking er
starre enn risikosgkningen knyttet til gkt forekomst av overvekt og metabolsk syndrom. Det
kan ogsa skyldes at utvikling av det metabolske syndrom ma manifesteres i sykdom i flere ar
far det gir en risikogkning. Begrenset effekt grunnet medikamentell bruk er en annen faktor

som kan pavirke denne sammenhengen [31].

Ved evaluering av total risiko for utvikling av koronar og carotid sykdom, er det viktig &
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 sa 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 & estimere kardiovaskuler risiko tar utgangspunkt i de tradisjonelle
risikofaktorene, og disse metodene er dermed ogsa verdt & vurdere. Flere studier har
eksempelvis sett en overestimert risiko for KVS ved bruk av Framingham scoringssystem [36,
37]. Dette farte til utvikling av SCORE-systemet (Systemic COronary Risk Evaluation) som
estimerer ti ars risiko for fatal KVS i hgy- og lavrisikoregioner i Europa. Skjemaene tar
utgangspunkt i enten totalkolesterol eller total/high density lipoprotein (HDL)-kolesterol-
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ratio. Reyking, blodtrykk og kjenn benyttes i tillegg i utregningen [38].
Hoyrisikoevalueringen ut fra dette systemet er imidlertid sett & overestimere dgd 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 kardiovaskular risiko basert pa norske data,
NORRISK, som passer bedre til norske forhold [40].

Selv om regionale og nasjonale tilpasninger er gjort, bgr ogsd nye risikomarkgrer som
reflekterer viktige patologiske prosesser veere en del av risikoevalueringen. Dette bgr veere
faktorer som kan si noe om utviklingsstadiet av aterosklerosen og plakkstabiliteten. Det er
ogsa viktig a etablere nye metoder for & oppdage disse, noe som vil bidra til & fange opp et
bredere spekter av dem i risiko for utvikling av KHS [41]. A fortsatt ha et stort fokus pé de
tradisjonelle risikofaktorene er imidlertid viktig for & kunne redusere denne epidemien [34].

1.2.1 Biomarkgrer for kardiovaskuleer sykdom

Serummarkgrer og non-invasive tester er eksempler pa verktgy som kan benyttes til &
identifisere og monitorere aterosklerose hos asymptomatiske personer. Ved a bruke dem som
supplement til eksempelvis Framingham, SCORE- eller NORRISK-systemet vil man kunne

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

Serummarkgrer

Lipider og lipoproteinfraksjoner som sma, tette low density lipoprotein (LDL)-partikler,
apolipoprotein (Apo) Al og B, HDL-subfraksjoner og Apo (a) er sett i sammenheng med
vaskular sykdom og er ogsa benyttet i klinisk praksis for estimering av risiko [44, 45].

Inflammasjon er en viktig trigger av plakkruptur og akutte vaskulere hendelser, og
inflammasjonsmarkgrer kan derfor veere viktig for a predikere plakkstabilitet og
kardiovaskulaer risiko [45]. De viktigste akuttfaseproteinene hos mennesker er serum amyloid
A (SAA) og C-reaktivt protein (CRP). De forekommer vanligvis i sveert lave konsentrasjoner
i blodet og eker dramatisk ved inflammasjon. Andre systemiske endringer som feber,
hyperkortisolemi og hypoferremi oppstar for & danne et miljg bedre rustet for a takle
vevsskade eller infeksjon [46]. CRP er noksa ngye studert som marker for hjerte- og
karsykdom [43]. CRP produseres hovedsakelig i leverceller i respons til cytokiner som
interleukin (IL)-6 og tumornekrosefaktor (TNF)-a (mer om cytokiner i avsnitt 1.4.3). Den



fysiologiske rollen til CRP er ikke fullstendig forstatt, men en av hovedfunksjonene er trolig
at CRP kan gjenkjenne patogener og nekrotiske celler, og pa den maten bidra til & aktivere
immunresponsen [46, 47]. Klinisk brukes CRP som en uspesifikk markgr for vevsskade og
inflammasjon [47], men flere studier har vist at sakalt "high-sensitivity” CRP (hs-CRP) kan
brukes som uavhengig prediktor for kardiovaskulere hendelser [48]. I tillegg er plasma-CRP
vist & kunne diskriminere mellom stabil og ustabil koronar arteriesykdom ettersom
konsentrasjonen er signifikant hgyere ved ustabil tilstand [49]. | ”Reykjavik-studien” viste
CRP seg derimot moderat som prediktor for KHS [50]. Lund Haheim og medarbeidere viste i
en tverrsnittstudie av over 5000 menn i alderen 48-77 ar at CRP-nivaer ikke bare var forhgyet
hos de som hadde gjennomgatt hjerteinfarkt, men ogsa hos dem med astma, diabetes, kronisk
obstruktiv lungesykdom (KOLS), osteoporose, fibromyalgi og andre kroniske lidelser [51]. At
CRP viser manglende evne til & skille mellom ulike tilstander, reduserer funksjonen som

screeningverktay betydelig.

I tillegg til CRP har flere cytokiner veert studert som mulige inflammasjonsmarkgarer for KVS
og studier har vist forskjeller i cytokinuttrykk mellom stabile og ustabile carotisplakk [45].
Som CRP, er IL-6 ogsa vist a kunne predikere kardiovaskulaere komplikasjoner hos pasienter
med moderat risiko [52]. 1L-18 er sett assosiert med ustabile carotisplakk og plakkstabilitet
[53], og serumnivaer av 1L-18 har ogsa vist seg som mulig prognostisk faktor for fremtidige
koronare hendelser hos friske [54]. IL-18 er imidlertid ikke sett a 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-f1
(TGF-B1) er ogsa sett i sammenheng med risikoevaluering, men ogsa disse med varierende
resultater [45].

En annen sentral serummarkgar er homocystein. Forhgyede nivaer er sett & korrelere med KVS
I epidemiologiske studier, men prospektive studier har vist varierende resultater [55].
Screening av “"normale” populasjoner er derfor ikke anbefalt, men testing ber vurderes pa
hjertepasienter uten Kkjente 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 sekundere kardiovaskulare hendelser. De sa derimot en mulig skadelig
effekt av tilskuddene [58, 59].



Det er viktig & merke seg at mange av biomarkgrene som er studert, kun er testet ut pa
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 vere ulike.

Det kan derfor vaere behov for arterie- og sykdomsspesifikke biomarkarer [45].

Ultralydundersgkelse av plakkmorfologi

Ultralydundersgkelse er en velegnet non-invasiv metode for a undersgke plakkmorfologi in
vivo og brukes bade i studiesammenheng og i klinikken (for detaljer om plakkmorfologi se
avsnitt 1.3.2). Metoden er basert pa ultralydbglger 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 hgyekkogene, som vist i figur 1 [60]. Lavekkogene plakk
har hgyt lipidinnhold, mens hgyekkogene plakk typisk bestar av tett, fibrast bindevev og kalk
[61]. Personer med carotisstenose forarsaket av lavekkogene plakk har hgyere risiko for
hjerneslag enn personer med hgyekkogene plakk, uavhengig av stenosegrad og andre
risikofaktorer [62, 63].

Figur 1. Ultralydbilde til venstre av hgyekkogent carotisplakk, og til heyre, lavekkogent carotisplakk. Det
hgyekkogene plakket er lyst og kalkholdig, mens det lavekkogene plakket har hgyt lipidinnhold og vises markt
pa bildet. (Mona Skjelland, MD, overlege, OUS Rikshospitalet)

1.3 Utvikling av aterosklerotiske plakk

Hos mennesker er det aterosklerotiske plakket bestdende av immunceller, vaskulere
endotelceller, glattmuskelceller (GMC), ekstracelluleer matriks (ECM), lipider og acelluleere
fettrester. Disse foreligger typisk som en fortykning av intima (figur 2) [15]. Aterosklerose

kan utvikle seg i respons til endotelskade forarsaket av ulik stimulering som diabetes mellitus,
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hypertensjon og dyslipidemi; den sakalte “respons to injury”-hypotesen. Hypotesen ble farst
foreslatt av Ross & Glomset i 1973 [64] og senere revidert av Ross i 1986 [65]. Hypotesen
peker pd 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 utgjer sakalte fettstreker — starten pa et aterosklerotisk plakk. Frigjgring av
ulike vekstfaktorer og cytokiner av immuncellene i plakket fgrer til progresjon av den
aterosklerotiske lesjonen. Hypotesen peker ogsa pa vekstfaktorer, cytokiner og optimalisering
av den inflammatoriske responsen som mal for forebygging og behandling av aterosklerotisk
sykdom [66].
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Figur 2. Den celluleere sammensetningen av det aterosklerotiske plakket. Plakket har en kjerne som bestar av
lipider og rester fra dade celler. Over denne ligger en stabiliserende fibrgs kappe som bestér 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 pavirker plakkinflammasjon
og vaskuler funksjon. Frem til en eventuell komplikasjon oppstar, er plakket dekket av et intakt endotellag. [15]

1.3.1 Plakkstadier

Forlgperne for avanserte aterosklerotiske lesjoner, sakalte fettstreker, deles inn i tre
morfologisk forskjellige typer. Type I- og Il-lesjoner har sma lipiddepoter i intima, mens type
I11-lesjoner markerer overgangen fra en type Il-lesjon til et avansert plakk. Hvert stadium kan

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

Avanserte plakk kan ogsa deles inn i tre undergrupper: type IV-, V-, og VI-lesjoner. En type
IV-lesjon, ogsa kalt et aterom, bestar av en lipidkjerne uten fibrgs kappe. Lipidkjernen er
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videreutviklet fra de sma lipiddepotene i type Ill-plakket. Ruptur eller trombosedannelse
forekommer ikke, og lumen er sjelden betydelig redusert. Nar lipidkjernen gradvis dekkes av
fibrast vev, farst og fremst kollagen, er dette overgangen til en type V-lesjon. Type V- og VI-
lesjoner er sakalt fibrgse. Morbiditet og mortalitet som falge av aterosklerose er farst og
fremst knyttet til 1V- og V-lesjoner der overflaten gdelegges og hematom, blgdning eller
trombose oppstar. Lesjoner med en av disse egenskapene kalles en type VI-lesjon, eller en

komplisert lesjon [68].

1.3.2 Plakkstabilitet

Initieringsfase, fart pa utviklingen og fenotypisk uttrykk av aterosklerotiske plakk er arterie-
og tilstandsspesifikt [16, 69]. Stabil angina er assosiert med glatte, fibrgse koronararterie-
plakk, mens akutt koronar arteriesykdom er assosiert med irregulaere eller rupterte plakk. Ved
MI kan sma lesjoner danne store tromboser som farer til et infarkt, mens i carotis kan man
ofte ha sma til middels lesjoner uten symptomer og store lesjoner med kun sma tromboser.
Her kan imidlertid mikroembolier som dannes i overflaten av plakket, gi infarkter. Koronare
plakk er fibrotiske og stabile, mens carotisarterier med hgy stenose ofte er saraktige,
inflammatoriske, har stor lipidkjerne, blgdninger inne i plakket og er ustabile. Carotide plakk
oppstar ved en mye senere alder enn koronare, noe som tyder pa en mulig beskyttende
mekanisme for carotisarene [16]. Plakkmorfologi hos pasienter med hgye 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]. Molekylare prosesser som
lipidakkumulering, apoptose, proteolyse, trombose, angiogenese og inflammasjon er ngye
relatert til plakkets sarbarhet og dermed ogsa til alvorlige vaskulere hendelser [45].
Terapeutisk mal ved aterosklerotisk sykdom er derfor flyttet fra utvidelse av lumen til

patofysiologiske mekanismer og plakkstabilisering [71, 72].

1.4 Immunmekanismer | 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 forhgyet serum CRP. Pasienter med denne og andre
bindevevssykdommer har hgyere risiko for utvikling av KVS [73]. Slik korrelasjon ses ogsa

ved mer vanlige tilstander. Vintermanedene er hgysesong for forekomst av hjerteinfarkt og
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hjerneslag, nar frekvensen av gvre luftveisinfeksjoner og influensa ogsa er hgyere [47]. En
stor epidemiologisk studie av Smeeth og medarbeidere viste at akutt infeksjon i gvre luftveier
gir omtrent fem ganger gkt risiko for hjerteinfarkt og tre ganger hgyere risiko for hjerneslag
de farste 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 starrelse 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].

| tillegg til den systemiske inflammasjonen er lokal inflammasjon sentralt for utvikling av
aterosklerose og vaskulere hendelser. Det er na klare bevis for at inflammasjon er en
ngkkelprosess som linker flere av de kjente risikofaktorene for aterosklerose sammen og
bidrar i hele den aterosklerotiske utviklingen. Den inflammatoriske responsen i aterosklerose
involverer elementer bade fra det medfgdte og det adaptive immunforsvaret som bade kan
virke positivt og negativt pa den aterosklerotiske prosessen [77]. Humane plakk er vist &
inneholde flere ulike grupper av immunceller. Makrofager og monocytter er uttrykt i hele
plakket, men spesielt i lipidkjernen der de er vist a utgjere ca. 60 % av cellene. Cluster of
differentiation 3-positive (CD3+) T-celler er akkumulert i den fibrgse 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 forstatt [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 darlig til normalt endotel, men nar endotelet er inflammert,
uttrykker det adhesjonsmolekyler som binder leukocyttene. Kjemokiner uttrykt i ateromet gir
en kjemotaksisk stimuli som gjer at leukocyttene migrerer inn i intima. Det finnes ogsa
holdepunkter for at denne monocytt-influksen ikke bare finner sted i startfasen av

plakkdannelsen, men ogsa 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. | tillegg frigir makrofagene proinflammatoriske cytokiner og

vekstfaktorer som gker og opprettholder det proinflammatoriske miljget i plakket [77, 79, 80].

1.4.2 T-celler

Immunceller fra det adaptive immunforsvaret har ogsa en ngkkelregulatorisk rolle i
utviklingen av aterosklerotiske plakk [77]. T-celler spiller en avgjerende rolle i
organiseringen av denne delen av kroppens forsvar, og denne funksjonen utgver 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 stgrstedelen er CD4+T-celler som
gjenkjenner antigener i major histocompatibility complex (MHC)-II pa 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 intracelluleer
fjerning av virus og bakterier, og forsterker vanligvis proinflammatoriske responser ved a
sekrere cytokiner som interferon gamma (IFN-y), lymfotoksin o og IL-2. Hos mennesker er
Thl-celler viktige i beskyttelse mot myobakterielle infeksjoner, samt utvikling av noen typer
autoimmune sykdommer [81], i tillegg til at de ser ut til & forverre den aterosklerotiske
prosessen [77, 83, 84]. T-hjelpecelle type 2 (Th2) er viktig i forsvaret mot parasitter, og deltar
bade i utvikling av og i beskyttelse mot allergi og astma. De sekrerer blant annet IL-4 og IL-5
og bidrar i fjerning av cellulere patogener [81, 85]. T-hjelpecelle type 17 (Th17)-celler bidrar
i beskyttelsen mot sopp og ekstracelluleere bakterier og produserer cytokiner som IL-17, IL-6
og IL-8 [81, 86]. De er ogsa ansvarlige for, eller deltakende i, utviklingen av mange
autoimmune sykdommer [86]. T-regulatoriske celler (Tregs) er ngdvendig for utvikling av
selvtoleranse og for regulering av immunrespons [87]. A gke antallet av Tregs eller fremme
deres immunosuppressive funksjon kan vere fordelaktig for & hindre utvikling av autoimmun
sykdom. Pa den andre siden kan mangel eller hemmet funksjon av disse cellene gke kroppens
forsvar mot tumorer eller infeksjon. Den immunosuppressive funksjonen av Tregs kan blant
annet tilskrives produksjon av TGF-f og IL-10 [81].

| store trekk ser aterosklerose ut til & vaere en Thl-celledreven sykdom [15, 77, 83, 84].
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1.4.3 Cytokiner

Cytokiner er sma proteiner som produseres av nesten alle celletyper i menneskekroppen. |
motsetning til hormoner, som er en del av den daglige homeostatiske syklusen, aktiveres
cytokiner fagrst og fremst av stressfaktorer og er i hovedsak involvert i respons til sykdom
[88]. Disse celleregulatoriske proteinene er ngkkelspillere 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 pa cytokinsignalisering [89].

Interleukiner er per definisjon "cytokiner som produseres av én leukocytt, og som virker pa en
annen”, men det er ogsa 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 sma, 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 naermest 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 ogsa betegnes etter kjemokin-nomenklatur,
med navn CXCLS8 [90].

Funksjonen til et enkelt cytokin avhenger av hvilken biologisk prosess det er involvert i, og
kan derfor variere. Cytokinene kan dermed ogsa 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 primeart proinflammatoriske eller primeert
antiinflammatoriske, men ogsa 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 gkte nivaer av cytokiner ved aterosklerose, bade
systemisk og i plakket [41, 53, 91, 93-95].

Inflammatoriske cytokiner involvert i vaskuler inflammasjon stimulerer generering av
endoteliale adhesjonsmolekyler, proteaser og andre mediatorer som driver den
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aterosklerotiske prosessen. Blant annet ferer produksjon av tidlige proinflammatoriske
cytokiner til ekspresjon av IL-6 som igjen gker 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]. |
tillegg til cytokinkonsentrasjon er ogsa cytokinreseptornivaer sett regulert i inflammatorisk og
aterosklerotisk sykdom. Fiotti og medarbeidere sa gkte nivaer av lgselige reseptorer til TNF-a
og IL-6 hos pasienter med perifer arteriesykdom, sammenliknet med kontroller [101]. @kt
frigjering av lgselig 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 pavirkes av ulike
endogene modulatorer og antiinflammatoriske cytokiner [89, 93]. De viktigste
proinflammatoriske cytokinene som opptrer tidlig i den aterosklerotiske prosessen, er IL-1a,
IL-18, TNF-a og IL-6 [103]. TNF-a produseres blant annet av T-celler og makrofager.
Cytokinet har mange funksjoner som bidrar til den aterosklerotiske utviklingen, blant annet a
hemme lipoprotein lipase og a aktivere monocytter. Aterosklerotiske musemodeller har vist at
mangel pa TNF-a gir reduserte lesjoner [103, 104]. | tillegg reduseres risikoen for
aterosklerotisk karsykdom hos pasienter med RA ved anti-TNF-a-behandling [105]. IL-1a og
-1B er ogsa viktige mediatorer av inflammasjon [106] og har en essensiell rolle i patogenesen
av flere KVS-er [107]. @kt 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-a-produksjon etter
aktivering in vitro. Dette kan veare en mulig forklaring pa 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

ogsa 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 pa deres sekresjon av
proinflammatoriske cytokiner, samt ekspresjon av  MHC-Il [113]. IL-10 er i flere
dyremodeller vist & vere viktig i utviklingen av plakket og IL-10-knock out (KO)-mus har
vist gkt utvikling av aterosklerotiske lesjoner sammenliknet med kontroller. Overekspresjon
av IL-10 har i dyremodeller vist & gi reduserte lesjoner sammenliknet med kontroller [114].
Mallat og medarbeidere viste at 1L-10-messenger ribonukleinsyre (MRNA) og protein er til
stede i humant aterosklerotisk plakk, men ikke i friske kontrollarterier. | tillegg ble haye
nivaer av 1L-10 assosiert med redusert celledgd i plakket, noe som tyder pa en beskyttende
effekt [115]. Weehre og medarbeidere viste en gkt TNF-a:IL-10-ratio hos pasienter med
ustabil angina. Denne ubalansen er foreslatt & veere assosiert med patogenesen bak tilstanden
[93], og er ogsa sett i andre inflammatoriske og immunrelaterte sykdommer [116, 117].
Biswas og medarbeidere observerte ogsa en lavere 1L-10:TNF-a- samt I1L-10:1L-6-ratio hos
pasienter med akutt M1, enn hos kontroller [91]. I klinisk setting kan IL-10 gi en hemmet
immunrespons og er derfor foreslatt som terapeutisk agent i kronisk inflammasjon ved
irritabel tarm og psoriasis [116, 118]. I1L-10 er ogsa sett a gke produksjon av I1L-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-B er et annet typisk antiinflammatorisk cytokin, som kan redusere utviklingen av
aterosklerose gjennom mange ulike mekanismer. Sa godt som alle celler kan respondere pa
TGF-B-signalisering og cytokinet kan derfor pavirke alle cellene i og utenfor plakket. Blant
annet kan TGF-B hindre rekruttering og aktivering av lymfocytter, redusere
skumcelledannelse, samt fremme plakkstabilitet gjennom stimulering av kollagensyntese og
GMC-proliferasjon [103]. Serumkonsentrasjoner av aktivt TGF-p er sett & veere lavere hos
pasienter med avansert aterosklerose enn hos pasienter med normale arterier [120]. En
antiaterogen funksjon av TGF-B er ogsa illustrert ved in vivo-blokkering av TGF-B-
signalisering i Apo E —/—mus, som resulterte i akselererende aterosklerotisk plakkutvikling og
dannelse av mer inflammatoriske plakk [121]. Det er sett hgyere ekspresjon av TGF-§ i plakk
fra pasienter med ustabil enn med stabil angina, og TGF-B er ogsa grunnet dette foreslatt a ha

sammenheng med plakkstabilitet [122].
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1.5 Interleukin 9 (IL-9)

Interleukin 9 (1L-9) er et 14 kilodalton (kD) stort glykoprotein. Det modne proteinet bestar av
144 aminosyrer, der 18 aminosyrer star for signalsekvensen. Homologitet mellom humant og
murint IL-9 er 69 % pa nukleotidniva og 55 % pa proteinniva. IL-9 utgver sine effekter
gjennom binding til interleukin 9-reseptoren (IL-9R) [123] og ble ferst identifisert hos mus
som en T-celle-vekstfaktor kalt P40 [124]. Mast cell growth-enhancing activity (MEA) ble
ogsa senere identifisert som 1L-9 [125]. Nyere forskning har vist at 1L-9 bade produseres av

og har effekter pa langt flere celletyper enn dette, bade murine og humane.

1.5.1 IL-9-ekspresjon i murine modeller

IL-9 ble farst sett pa 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-B 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]. P& den
andre siden ser IL-2 ut til & veere essensiell for syntese av IL-9, og IL-4 er avhengig av IL-2
og TGF-B for sterkt a gke IL-9-frigjgring. IFN-y er sett & kunne redusere produksjonen av IL-
9, trolig gjennom ngytralisering 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 ogsa
sett at 1L-9 produseres av Thl-celler og Treg-celler, det vil si celletyper som spiller en rolle i
bade 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 ngdvendig for utvikling
av murine Th9-celler [132]. En annen studie pa musemodeller viste ogsa nylig at T-
cellespesifikk mangel av transkripsjonsfaktoren PU.1 ga redusert produksjon av I1L-9 grunnet
redusert antall Th9-celler [133]. Frigjaring av 1L-9 er ogsa observert fra aktiverte mastceller
og sett & 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
sa indikasjon pa at TGF-B-indusert IL-9-sekresjon er en egenskap ved flere CD4+T-
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cellegrupper ogsa hos mennesker. Disse inkluderer Th9-, Th17-, Th2- og mulig Thi-celler
[136]. Human inducible regulatory T cells (iTregs) er ogsa sett a uttrykke 1L-9 [137]. Beriou
og medarbeidere viste ogsd at humane naive CD4+T-celler stimulert med TGF-B
differensierte til Th9-celler som produserer IL-9, men fikk hemmet IL-10-ekspresjon. TGF-3
gir en CD4+T-celle-respons som er dominert av IL-17 og IL-9, men med tap av Thl- og Th2-
cytokiner [136]. Dette er i kontrast til murine modeller der stimulering med TGF-B pa Th2-
celler, som nevnt, gir produksjon av bade I1L-9 og IL-10 [127, 128]. TGF-B er vist & vere
essensiell for differensiering av 1L-9-produksjon fra bade naive T-celler og hukommelses-T-
celler [136], og Kajiyama og medarbeidere viste indikasjon pa at IL-2 ogsa var essensiell for
IL-9-produksjon av humane Th-kloner [138]. Det er foreslatt en cytokinkaskade for
ekspresjon av 1L-9 som involverer IL-2, IL-4 og IL-10 [119]. Flere andre cytokiner, som IL-
1B, IL-12, IL-21 og IL-23 virker sammen med TGF-B og IL-4 for & gke IL-9-ekspresjon [136,
137]. Ettersom IL-4 og IL-12 fremmer differensiering av henholdsvis Th2- og Thil-celler
[81], kan deres felles effekt pa IL-9 tyde pa at IL-9 virker i bade Th2- og Thil-cellemedierte
systemer. Flere studier har i tillegg vist 1L-9-produksjon fra humane eosinofile, oppregulert av
IL-1p og TNF-a [139, 140].

1.5.3 IL-9R

En spesifikk hgyaffinitetsreseptor for murint IL-9 ble farst 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-9Ra-kjede og en y-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 sa ut til & ha nedregulerende effekt pa signalisering,
ettersom den ikke responderte pa humant IL-9 [144]. IL-9 virker pa& mange humane celler
involvert i inflammatoriske prosesser og IL-9R er observert pd humane T-celler [145], B-
celler [146, 147], mastceller [123], hematopietiske forlgpere [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 malceller

Mastceller

IL-9 ble, som nevnt, tidlig identifisert som en mastcelle-vekstfaktor, og disse cellene er
interleukinets hovedmalceller. Dyreforsgk har vist at IL-9 er viktig for ekspansjon og
rekruttering av mastceller ved immunaktivering [125, 156]. IL-9 er sett & gke ekspresjon av
IL-1, IL-5, IL-6, 1L-10 og IL-13 etter ionomycin-aktivering, samt a indusere ekspresjon av
TGF-B fra mastceller. IL-9 pavirker dermed uttrykk av bade pro- og antiinflammatoriske

aktarer og har ogsa en positiv feedback pa egen ekspresjon i disse cellene [157, 158].

T-celler

Ferskt isolerte T-celler responderer ikke pd IL-9, men celler som er aktivert med
phytohaemagglutinin (PHA) og IL-2 proliferer etter IL-9-stimulering [123]. Th17-celler kan
selv produsere 1L-9 som virker som en autokrin vekstfaktor in vitro. IL-9 er ogsa sett &
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 malceller for 1L-9 [160]. Gjennom
produksjon av TGF-B kan IL-9 hemme produksjon av H,O, og TNF-a, samt redusere I1L-10-
produksjon fra lipopolysakkarid (LPS)-aktiverte humane monocytter [155]. IL-9 er ogsa sett a
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
a potensiere immunoglobulin (Ig)-produksjon indusert av I1L-4 i humane B-lymfocytter [146,

147]. Interleukinet er med andre ord bade sett & oke og a redusere kapasiteten til

antigenpresenterende celler.

Hovedeffekter av IL-9 i murine malceller er presentert i figur 3.
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Figur 3. I1L-9s hovedfunksjoner i murine malceller. IL-9s reseptor er observert pa disse cellene ogsad hos
menneske, men 1L-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 ogsa
signalveier som inkluderer insulin receptor substrate-1 phosphatidylinositol 3 (IRS-PI3)-
kinase og mitogen-activated protein kinase (MAPK). Etter hgyaffinitetsbinding til IL-9R
skjer en auto- eller transfosforylering av JAK-kinaser, fosforylering av reseptoren og
aktivering av en IL-9-signaliseringsvei. IRS-P13-kinase- og STAT 1,2,3-signalveiene gar
gjennom JAK1 og MAPK-signalveien gjennom JAK3 [163]. IL-9 er vist & ha negativ
feedback-effekt pad egen signalisering in vitro gjennom overekspresjon av supressor of
cytokine signaling (SOCS)-3 [164].

.Activation of STAT1 and STATS homodimers I
and STATI-STAT3 heterodimers

Nature Reviews | Immunology

Figur 4. IL-9R bestar av en spesifikk IL-9Ro-kjede og en y-kjede felles for IL-2-reseptorfamilien. Signaler fra
IL-9 gar gjennom IL-9R og JAK-STAT-signalveier. [160]
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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 pa humane neutrofile i naerver av Th2-cytokiner. IFN-y oppregulerer IL-9R, men denne
effekten ble fjernet i naervaer av Th2-cytokiner [165]. IFN-y er tidligere sett & oppregulere
IL9R pa 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 14-3-3C er sett
a interagere med det intracelluleere domenet av human IL-9Ra (hIL-9Ra) avhengig av serin-
eller threonin-fosforylering. Det ble ikke observert interaksjon mellom 14-3-3C og human IL-
4-reseptor o (hIL-4Ra), noe som kan tyde pa en potensiell rolle i cytokin-spesifisering. Den

fysiologiske rollen er imidlertid igjen & 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 bade dyr og mennesker [126, 131, 160, 161,
169]. Flere pagaende studier jobber for & utvikle behandling rettet mot IL-9s funksjon blant
annet gjennom bruk av anti-1L-9-spesifikke antistoffer og tyrosin-kinase-hemmere av IL-9R
[126, 131, 170, 171].

IL-9 er vist & beskytte mus mot Pseudomonas-indusert septisk sjokk, trolig gjennom
reduksjon av proinflammatoriske cytokiner og induksjon av IL-10 [172]. Arendse og
medarbeidere sa pa den andre siden IL-9 som en skadelig faktor i utvikling av L.major-
infeksjon hos mus, gjennom gkt Th2- til Thl-responsratio [170]. @kte nivaer av IL-9 er ogsa
sett i humane celler fra pasienter med tuberkulose, og er ogsa her assosiert med hemmet Thi-
respons [161]. Disse og andre studier peker pa betydningen av IL-9 i ulike infeksjonsrelaterte

tilstander.

IL-9 er ogsa i flere studier relatert til utvikling av astma hos bade 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 pa PBMC fra atopiske astmatikere viste gkt
produksjon av IL-9 fra CD4+T-celler i respons til allergen [173] og i samme pasientgruppe er
det sett et gkt antall av 1L-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
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ikke bare har evnen til & produsere, men ogsa til & respondere pa IL-9. Luftveisepitel fra friske
kontroller viste ingen ekspresjon, noe som tyder pa 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-frigjering fra
humane eosinofile i respons til “house dust mite extract” [140] og IL-9-ekspresjon er ogsa sett
indusert i huden til atopiske pasienter etter allergenstimulering [174]. Flere andre studier har
vist gkte nivaer 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 apner for en rolle i onkogenese, som ogsa
er observert i flere murine og humane modeller. Nagato og medarbeidere sa gkt 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 gkt eosinofil-
og mastcelleantall i Hogkins lymfom [179], som igjen er assosiert med darlig prognose i
denne tilstanden [180, 181].

IL-9 er ogsa sett i forbindelse med ulike autoimmune tilstander som diabetes type 1 [136] og
RA [126, 182], samt assosiert med transplant-toleranse. | murine modeller har 1L-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-forsgk [185]. Sveert fa studier er gjort pa I1L-9 i direkte relasjon
til human aterosklerotisk inflammasjon og vaskular sykdom forarsaket av aterosklerose. Det
er imidlertid nylig gjort en studie pa pasienter med kronisk hjertesvikt der en sa gkte
plasmanivaer av IL-9, sammenliknet med kontroller. @kte nivaer av I1L-9 ble ogsa positivt
assosiert med redusert ventrikuleer dysfunksjon og sykdomsprogresjon ved iskemisk

kardiomyopati [186].
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Von der Thusen og medarbeidere viste i et forsgk 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. 1L-9-behandlingen ga reduksjon i LPS-induserte
plasmaniva av TNF-o og reduksjon i plakksterrelse, men ikke plakksammensetning.
Behandlingen ga ikke pavirkning pa 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 vaskulaer effekt av IL-9 hos disse
musene. Forfatterne diskuterer ut fra dette IL-9s mulige terapeutiske potensial, men
poengterer at flere studier er ngdvendig for & kartlegge om denne terapeutiske effekten ogsa er
aktuelt for mennesker (upubliserte data, von der Thisen og medarbeidere, Universiteit
Leiden, Nederland).

IL-9 kan pa grunnlag av dagens kunnskap ikke klassifiseres som enten pro- eller
antiinflammatorisk [131, 160], heller ikke som pro- eller antiaterogen. IL-9 er foreslatt som en
immunmodulator [172], men rollen i human sykdom generelt, og i human aterosklerostisk

sykdom spesielt, er ukjent.
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2 Mal og problemstillinger

Inflammasjon er en viktig del av den aterosklerotiske utviklingen og er sterkt relatert til
forekomst av vaskulere 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 a kartlegge funksjonene
av de ulike cytokinene i den aterosklerotiske prosessen. @kt kunnskap kan gi mulighet for &
benytte malemetoder for spesifikke cytokiner og cytokinreseptorer til & fastsla risiko for eller
tilstedeveaerelse av  aterosklerotisk sykdom, ogsd hos asymptomatiske pasienter.
Inflammasjonsmarkgrer kan benyttes som et tillegg til eksisterende risikoevalueringer som
scoringssystemer og ultralyddiagnostikk. Det er ogsa tenkelig at behandling rettet mot
cytokiner og cytokinreseptorer kan vaere med pa & bidra til en redusert epidemiologisk

utvikling av aterosklerotiske hjerte- og karsykdommer.

Sveert fa studier har tatt for seg IL-9s rolle i aterosklerotisk sykdom. Var hypotese er at 1L-9
kan veere en ny og sentral mediator i den aterosklerotiske prosessen, med spesiell betydning
for utviklingen av plakkruptur. Pa lengre sikt kan IL-9 mulig bli en viktig marker for
aterosklerotisk kardiovaskulaer sykdom og et viktig tilskudd til dagens behandling av disse

tilstandene.
For a gke kunnskapen pa dette feltet var derfor de spesifikke malene ved studien:

1. A maéle genuttrykk og proteinnivaer av IL-9 og IL-9R i celler og vev sentralt i den

aterosklerotiske prosessen.

2. A sammenlikne genuttrykk og sirkulerende nivaer av 1L-9, samt genuttrykk av IL-9R
hos pasienter med carotid og koronar sykdom, Klassifisert etter symptomer og

plakkmorfologi, med friske kontroller.

3. A undersgke eventuelle pro- eller antiinflammatoriske effekter av I1L-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 prevevolum. De resterende prgvene ble inkludert i studien og gruppert etter
tilstedeveerelse av asymptomatisk (n=50) og symptomatisk (n=87) stenose. Pasientene ble
ogsa delt inn i grupper etter maneder siden siste kliniske symptom: a) under eller lik to
maneder siden siste symptom (n=52), b) tre til seks maneder siden siste symptom (n=35) og c)
fraveer av symptomer de siste seks maneder (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 ogsa disse
pasientene klassifisert ut fra plakkmorfologi, med tilstedevaerelse av lavekkogene (n=27) eller
hgyekkogene (n=59) plakk. Plasma fra frivillige, friske testpersoner ble benyttet som
kontroller (n=28).

Carotisplakk fra den samme pasientpopulasjonen ble ogsa analysert. Tilgjengelige prever fra
asymptomatiske (n=17) og symptomatiske (n=51) pasienter ble sammenliknet med
kontrollprgver. Kontrollprgvene var nyrearterie-karvegg fra organdonorer som var friske ved
dedstidspunktet (n=28). Ytterligere informasjon var ikke tilgjengelig fra denne gruppen.
Pasientpopulasjonen ble, som for plasmapragvene, delt i grupper etter antall maneder siden
siste kliniske symptom: a) under eller lik to maneder siden siste symptom (n=37), b) tre til
seks maneder siden siste symptom (n=20) og c) fraveer av symptomer de siste seks maneder
(n=13). Ogsa her var inklusjonskriterier for sistenevnte gruppe og gruppen “asymptomatisk”
like, satt ved fravaer av symptomer siste seks maneder. Der informasjon var tilgjengelig om
plakkmorfologi, ble ogsa disse prgvene sammenliknet etter tilstedeverelse av lavekkogene
(n=18) og hgyekkogene (n=33) plakk.

Det er ogsa rekruttert pasienter med etablert aterosklerotisk koronarsykdom som har veert
innlagt ved Hjertemedisinsk avdeling, OUS Rikshospitalet. Pasientene er diagnostisert med

stabil (n=40) eller ustabil (n=40) angina pectoris. Det er samlet inn plasmaprgver 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 cellepraver er samlet inn av Halvorsen og
medarbeidere og oppbevart i biobank pa OUS Rikshospitalet. Biobank er godkjent av regional
etisk komité (REK): carotisstenose [REK 2769] og angina pectoris [REK:S-06172]. Alle
pasientene er velbeskrevet bade klinisk, ernzringsfysiologisk, biokjemisk (CRP, lipider o.l.)

og angiografisk.

I tillegg til eksisterende praver i biobank ble vengst blod samlet inn fra friske, frivillige
blodgivere (n=11) ansatt ved Institutt for indremedisinsk forskning (1IF), Rikshospitalet og
studenter ved Avdeling for ernaringsvitenskap ved Universitet i Oslo (UiO). Blodprgvene ble
tatt ved ordiner venepunksjon. Det ble fra disse pravene isolert PBMC (n=4) og blodplater
(n=7) til cellestimuleringsforsgk. Ytterligere informasjon er ikke samlet inn fra disse

pasientene ettersom prgvene kun skulle benyttes i mekanistiske celleforsgk.

Diskrepans i antall mellom grupper som per definisjon skal vere like, skyldes mangelfull
informasjon om noen av medlemmene. For eksempel er det diskrepans i antall mellom
asymptomatiske carotispasienter (n=50) og carotispasienter med fraveaer av symptomer de siste
seks manedene (n=49) grunnet manglende merking av antall maneder 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 mal pa et individs immunokapasitet [187, 188]. Det finnes
flere ulike metoder for isolering av PBMC fra perifert blod. Et eksempel er en sakalt Ficoll-
Hypaque-gradient som utnytter tetthetsforskjellen mellom mononuklezre celler og andre

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

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

3.2.2 Protokoll for isolering

Vengst blod (5x9 ml) ble tappet fra friske givere (n=4). Blodet ble fordelt i to Falcon-rar 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 rer gradvis. Rerene ble sa
sentrifugert pa 1600 rpm i 25 minutter. Det ble dannet et cellesjikt bestdende av PBMC (figur
5A), som ble pipettert ut og over i et nytt Falcon-rar — ett per person. Ragrene ble sentrifugert
pa 1800 rpm i 15 minutter. Supernatanten ble kastet og bunnfallet ble lgst opp ved kraftig
pipettering med et lite volum av cellemediet RPMI1640 (PAA, katalognr. E15-842). Deretter
ble 20 ml RPMI1640 tilsatt hvert ror fer sentrifugering ved 1800 rpm i ti minutter.
Vaskesteget ble gjentatt og rerene sentrifugert pa nytt under samme betingelser. 4 mi
RPMI1640 ble sa tilsatt bunnfallet og blandet inn ved pipettering. 25 pl av blandingen ble
pipettert ut til et NUNC-rer, tilsatt 475 pl metylfiolett og kjert i en whirlmikser. 50 ruter i et

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

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

A B
plasma
) . plasma )
diluted spin white white
—_——
blood T <~ blood i
cells
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. 00
Ficoll red /cells
blood

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 % fotalt kalveserum (FCS) i flatbunnede 96-brgnners plater. To

praver ble tillaget per testperson (n=4) slik at hver stimuli-gruppe hadde n=8 praver:
- 10 ng/ml IL-9 (n=8)
- 5ng/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 I1L-9 (n=8)
- Ustimulerte kontroller (n=8).

Cellene og cellemediet ble deretter hgstet og produksjon av pro- og antiinflammatoriske
markerer malt 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 prgvene

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. Nar de aktiveres, kan de frigi inflammatoriske
mediatorer som vekstfaktorer og cytokiner, og pa den maten indusere inflammatorisk respons
hos narliggende celler [192]. Det er derfor gnskelig & studere blodplatenes rolle og regulering
i den aterosklerotiske utviklingen for bedre & forsta prosessen og fremme utvikling av nye
markgrer og behandlingsmetoder for aterosklerotisk kardiovaskulaer sykdom.

3.3.2 Protokoll

Isolering og stimulering av blodplater ble utfert som tidligere beskrevet av Otterdal og
medarbeidere [193]. Fullblod fra friske givere (n=7) ble tappet pa citrat og sentrifugert ved
250q i atte minutter ved 20 °C. Det gvre sjiktet med platerikt plasma (PRP) ble overfart til nye
rer og blodplatekonsentrasjonen ble bestemt ved hjelp av ABX Micros cell counter. PRP ble
deretter stimulert med 7,5, 10 eller 100 uM av trombinagonist-peptidet SFLLRN (lgst i
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phosphate buffered saline (PBS); syntetisert ved Bioteknologisenteret i Oslo) ved 22 °C i 90
minutter. Platene var pa forhand 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 °C. Det
platefrie plasmaet (PFP) ble overfert til nye reor og fryst ved —18 °C [193].

3.4 ELISA

3.4.1 Bakgrunn

ELISA er den mest brukte malemetoden for cytokinkonsentrasjoner i kliniske laboratorier og
biokjemisk forskning. Den er ogsa den best validerte metoden for & male individuelle
cytokiner. Reaksjonen utfgres vanligvis i en 96-brgnners mikrotiterplate. Prosessen er en
stegvis tilsetning av reaktanter til brgnnene, der substansene reagerer med et bundet substrat.
Mellom stegene vaskes platen for a fjerne ubundne molekyler [194, 195]. | et typisk dobbel-
antistoff sandwich-ELISA vil et spesifikt antistoff, som finnes i bunnen av brgnnene, binde
det gnskede cytokinet. Et sekundaert antistoff gir deteksjon av antistoff-antigen-komplekset.
Det sekundaere 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
sekundzert substrat (eks. 2N H,SO,4) for & unnga utjevning av fargesignalet mellom pravene.
Signalet kvantifiseres ved hjelp av spektrofotometri ved spesifikke bglgelengder, 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

leverandgren [196].
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Coat well with capture antibody

Incubate with cytokine (antigen)

Incubate with detection antibody
that has been linked to enzyme (E)

Add substrate and observe color change

Figur 6. Standard dobbel-antistoff sandwich-ELISA-reaksjon. Brgnnene inneholder et “capture antibody” som
er spesifikt for cytokinet (antigenet) som skal males. Et deteksjonsantistoff tilsettes brgnnene, 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 pa kjente konsentrasjoner. [195]

3.4.2 ELISA for mal av IL-9

Valg av ELISA-kit

Ferdige ELISA-kit for de ”vanligste” cytokinene finnes kommersielt tilgjengelig, ofte fra flere
leverandgrer. Vi hadde ingen erfaring med IL-9 og flere kit ble testet fgr prevematerialet ble
gjennomkjart. Vi testet farst Legend Max — ELISA kit fra Biolegend (katalognr. 88-7958-22),
men grunnet usikkerhet rundt spesifisiteten ble det utfart et ssk pa sskemotoren Google etter
alternativer. Human IL-9 ELISA Ready-set-go! fra eBioScience (katalognr. 887958) ble valgt
grunnet hgyest oppgitt sensitivitet (1pg/ml). Et utvalg av praver ble analysert for & vurdere
spesifisiteten. Deteksjonen var bedre enn for Legend Max fra Biolegend, og en
fortynningskurve av prgver 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 brgnnene pa en Corning Costar 9018-plate ble inkubert med 100 pl 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. Brgnnene ble blokkert med 200 ul 1X assay diluent (AD), forseglet og deretter
inkubert én time i romtemperatur. En “standard-stock” ble fortynnet og en syvpunkts
standardkurve med hgyeste standard pa 100 pg/ml og to gangers fortynninger i duplikater ble
tillaget, som anbefalt av leverandgr. Standardkurven ble fortynnet med 1X AD. 100 pl
standard eller prave ble tilsatt de respektive brgnnene og platen ble forseglet og inkubert over
natten ved 4 °C. Der nok prgvevolum var tilgjengelig, ble prgvene analysert ufortynnet, som
anbefalt av leverandgr. Platen ble deretter vasket og aspirert og hver bregnn ble tilsatt 100 pl
deteksjonsantistoff (pretitrert biotin-konjugert antistoff) fortynnet i 1X AD. Platen ble sa
forseglet og inkubert én time i romtemperatur. Platen ble vasket og hver brgnn ble tilsatt 100
pl 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 pl ferdig
fortynnet tetrametylbenzidin (TMB) substratlgsning ble tilsatt hver brgnn. Platen ble igjen
forseglet og inkubert 15 minutter i romtemperatur. 50 pl 2N H,SO, (stopplagsning) ble sa
tilsatt hver brgnn for a stoppe reaksjonen [196]. Balgelengden (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 utfgrt ved bruk av Wash 430 automatic strip well washer

(Microwell Systems).

3.4.3 ELISA-protokoll for mal 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 CXCLS8/IL-8 DuoSet kit (R&D Systems, katalognr. DY208). Kitene
inneholder alle hovedkomponentene ngdvendig for analysene, og kun standard lgsninger ma

tilferes. 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 utfagrt ved bruk av Wash 430 automatic strip
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well washer (Microwell Systems). Metoden ble benyttet for mal av cytokinkonsentrasjoner
etter cellestimuleringsforsgk, og resultatene ble relatert til ustimulerte kontrollprever for
beregning av relative endringer i proteinkonsentrasjoner. Prgver der resultatene kom utenfor

standardkurven ble fortynnet og analysert pa nytt.

3.5 Bio-Plex

3.5.1 Bakgrunn

| motsetning til ELISA kan Bio-Plex multiplex-analyse male opptil 100 ulike cytokiner i én
enkelt brgnn av en 96-brgnners mikrotiterplate. Bio-Plex-systemet er basert pa fargekodede
magnetiske mikrokuler og er designet til @ male cytokiner, kjemokiner eller vekstfaktorer i
serum, plasma eller vevs-supernatanter. 12,5 ul serum eller plasma, eller 50 pl lgst 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 veere opptil
100 ulike kuler i én reaksjon, og hver kule har sin fargekode. Kulene interagerer med prgven
og vaskes for a fjerne ubudne proteiner. For hver kule dannes det et antigen-antistoff-
kompleks med det antigenet som kulen baerer antistoffet til. Sa tilsettes et deteksjonsantistoff,
og det dannes et “sandwich”-kompleks. Et streptavidin-phycoerytherin reporter-kompleks
binder deteksjonsantistoffet pa overflaten av kulen (figur 7). Ved hjelp av et databasert
avlesningssystem blir kulene fra platen dratt opp og inn i avleseren. To lasere star for
avlesningen. En rgd laser (635 nm) leser av fargekodene til hver kule for & identifisere og
klassifisere kulene og dermed malmolekylet. En grenn laser (532 nm) stimulerer
phycoerytherin til & generere et reportersignal. Intensiteten av dette signalet indikerer den
relative konsentrasjonen av malmolekylene i prgven. Bio-Plex software prosesserer denne

fluorisens-intensiteten og kalkulerer de respektive konsentrasjonene [195, 197].

29



BIOMARKER
OF INTEREST

STREPTAVIDIN

0-@3#

MAGNETIC BEAD PHYCOERYTHRIN

CAPTURE BIOTINYLATED FLUORESCENT
ANTIBODY DETECTION
ANTIBEODY

Figur 7. Kompleks av mikrokule, antistoff, cytokin, sekundart 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 1L-10 (katalognr. 171-B5010M), IFN-y (katalognr. 171-B5019M), interferon vy-
inducible protein 10 (IP-10) (katalognr. 171-B5020M), IL-17 (katalognr. 171-B5014M) og
IFNo-2 (katalognr. 171-B6010M). Prgvene ble tint pa is og standardene rekonstruert i
cellemediet, som anbefalt av leverandgr. En nipunkts standardkurve ble tillaget etter
protokoll. Working concentration av mikrokuler (1X) ble tillaget i assay buffer, tilsvarende 5
ul av hvert kuleslag til hver brenn. En 96-brgnners filterplate ble veetet med 100 pl assay
buffer, og vaeske ble fjernet ved vakuumfiltrasjon. Brgnnene ble gjennomlyst for a forsikre at
all vaeske hadde trukket gjennom. Mikrokulene ble tilsatt hver brgnn og vaskesteget gjentatt
to ganger. 50 ul standard eller prgve ble tilsatt de respektive brgnnene og inkubert 30 minutter
i romtemperatur under risting. Platen ble sa vasket tre ganger for deteksjonsantistoffet
(fortynnet etter protokoll) ble tilsatt. Inkuberingssteg og vask ble gjentatt fer 50 pl
streptavidin-phycoerytherin (fortynnet etter protokoll) ble tilsatt hver brgnn. Platen ble sa
inkubert ved romtemperatur i ti minutter under risting og deretter vasket tre ganger. Etter
tilsetning av 125 pl assay buffer til hver brgnn 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 pa forhand kalibrert og kontrollert etter protokoll [197]. Metoden ble benyttet i
cellestimuleringsforsgk, og resultatene ble relatert til ustimulerte kontrollprgver for beregning

av relative endringer i proteinkonsentrasjoner.
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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 hey saltkonsentrasjon gjer at opptil 100 ng 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 starrelse, som 5.8S, 5S ribosomalt RNA (rRNA)
og transport RNA (tRNA), blir ekskludert. En denaturerende guanidine-thiocyanat-buffer
renser de biologiske pravene for ribonuklease (RNase) slik at RNA-et som isoleres er intakt.
Etanol tilsettes sa 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. Far start ble
merkaptoetanol tilsatt RLT-buffer og RPE-bufferkonsentrat lgst i etanol etter protokoll.
Cellepelleten ble tint og cellene ble lost opp ved tilsetning av 350 pl RLT-buffer (etter
protokoll for <5x10° pelleterte celler). Blandingen ble mikset ved pipettering, vortexet og
deretter fryst til =80 °C for fullstendig homogenisering. 350 ul 70 % etanol ble sa tilsatt
losningen som ble blandet godt ved pipettering. Deretter ble 700 pl av preven overfort til en
RNeasy spin-kolonne i et 2 ml stort samlergr. Raret ble lukket og spunnet 15 sekunder ved
>8000g.

Det ble gjort deoksyribonuklease (DNase)-behandling av alle prevene for & forsikre
fullstendig @deleggelse av genomisk deoksyribonukleinsyre (DNA). RNase-Free DNase Set
(Qiagen, katalognr. 79254) ble benyttet:

350 pl RW1-buffer ble tilsatt kolonnen som sa ble spunnet 15 sekunder ved 8000g for vask av
kolonnemembranen. ”Flow through” ble kastet. 10 pl DNase I-lgsning ble tilsatt 70 pl RDD-
buffer og blandingen mikset forsiktig ved kort sentrifugering. DNase | er spesielt sensitiv for
fysisk denaturering og ma derfor ikke vortexes. 80 pl DNase I-inkubasjonsmiks ble tilsatt
direkte pa membranen, og kolonnen inkubert i 15 minutter ved romtemperatur. Deretter ble
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350 ul RW1-buffer tilsatt og kolonnen spunnet ved >8000g i 15 sekunder. “flow through” ble
kastet.

Etter DNase-behandlingen ble 700 pul RW1 tilsatt og reret ble spunnet 15 sekunder ved
>8000g for vask av kolonnemembranen. 500 ul RPE-buffer tilsatt far kolonnen igjen ble
spunnet ved 8000g i 15 sekunder. Samme mengde RPE-buffer ble igjen tilsatt og kolonnen
spunnet pa samme hastighet i to minutter. "Flow through” ble kastet mellom alle
vaskestegene. Kolonnen ble deretter overfart til et nytt rgr og 30-50 pl RNase-fritt vann
tilsatt. Raret ble til slutt spunnet i ett minutt ved 8000g for & eluere RNA [198].

RNA-konsentrasjon ble malt 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

For genuttrykk kan males ved hjelp av quantiative real time polymerase chain reaction
(qPCR), ma RNA-et farst kopieres til cDNA av enzymet revers transkriptase (RT). En presis
syntese er viktig, ettersom mengden cDNA som dannes ma reflektere mRNA-et fra praven
neyaktig. Det anbefales derfor & optimalisere dette steget ved alltid & bruke samme primer-
strategi og betingelser for prgver som skal sammenliknes. De tre standardmetodene for
primerbruk er basert pa oligo dT-primere, sakalte “random sequence” primere og

genspesifikke primere [199].

3.7.2 Protokoll

Syntese av cDNA ble utfgrt ved bruk av High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit
(tidligere: High-Capacity cDNA Archive Kit, Applied Biosystems, katalaognr. 4368813).
Kitet inneholder alle reagenser ngdvendig for syntese av enkelttradet cDNA fra total-RNA.
2X RT-mastermiks ble tillaget av 10X RT-buffer, 10X RT-“random sequence”-primere, 25X
deoksyribonukleotid trifosfat (ANTP)-miks, MulitScribe reverse transkriptase, RNase-hemmer
og nuklease-fritt H,0, etter protokoll. 10 ul 2X RT-mastermiks og 10 ul RNA (100/150 ng)
ble pipettert ut i hver breann av en 96-brgnners plate. Innholdet ble blandet ved pipettering.
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Platen ble deretter forseglet og sentrifugert kort for a 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 ul. Det ferdige
cDNA-et ble deretter lagret i RT-platen ved —18 °C [200].

3.8 gPCR — Quantitive real time polymerase chain
reaction

3.8.1 Bakgrunn

Med gPCR kan i prinsippet enhver nukleinsyresekvens amplifiseres i en syklisk prosess for a
generere et stort antall identiske kopier, som sa kan analyseres. qPCR er en etablert teknikk
for kvantifisering av mRNA i biologiske prgver. Den er spesielt egnet til immunologisk
forskning fordi mange av malproteinene, som cytokiner, finnes i sa sma konsentrasjoner at det

er den eneste maten som sikkert kan male uttrykket in vivo [201, 202].

Reaksjonen skjer pa et DNA-templat, som kan vaere enkel- eller dobbelttradet, ved hjelp av en
varmestabil DNA-polymerase, to sekvensspesifikke primere, de fire nukleotidbasene og en
buffer med magnesiumioner. Det er ogsa ngdvendig med en fluoriserende reporter som binder
seg til produktet som dannes og gir mulighet for detektering [202]. Med gPCR karakteriseres
reaksjonen ved den tiden i en syklus der amplifisering kommer over et visst terskelniva, kalt
“treshold”. Dette er i motsetning til end-time PCR som maler antall amplifiseringer etter et
visst antall sykluser. Reaksjonen skjer gjennom temperatursykluser med en initial hgy
temperatur som bryter tradene fra hverandre. Deretter reduseres temperaturen sa primerne kan
feste seg til tradene, og deretter gkes 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-forsgk. Ved 100 % effektivitet vil det for hver syklus skje en
fordobling av malsekvensen. Reporteren genererer et fluoriserende signal som reflekterer
mengden produkt som er dannet. | de farste syklusene er signalet svakt, men gker sa
eksponentielt fgr det flater av nar reaksjonen mettes. Metningen skyldes at ett eller flere av

substratene i reaksjonen gar tomme.

Som vist i figur 9 registreres fluoriseringen nar den kommer over et visst terskelniva. Antallet

sykluser som trengs for & na denne verdien, gis benevningen Ct (cycle treshold). Jo hayere
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antall av kopier som produseres av malsekvensen, jo tidligere kan en signifikant fluorisering

observeres [202].

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

na terskelnivaet raskt, og man far 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 a

Qo

generere verdier av det malte genuttrykket. Eventuelt kan 2-AACt-metoden benyttes til
beregne relative verdier for genekspresjon. Metoden gar ut pa at genuttrykket som males,
relateres til et internt referansegen og normaliseres til en kalibrator. Meningen med det interne
referansegenet er a relatere resultatene til mengden RNA som er tilfart revers transkriptase-
reaksjonen. Standard referansegener som [-actin er som regel tilstrekkelig som intern

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

T Denaturation

Elongation
72

&0

Annealing

Time

Figur 8. PCR-temperatursyklus: En initiell gkning i temperaturen til ca. 95 °C bryter DNA-tradene fra
hverandre. Deretter reduseres temperaturen sa primerene kan feste seg til hver sin enkelttrad. Temperaturen er
avhengig av hvilke primere som benyttes og skal ligge noen fa grader under de respektive smeltepunktene.
Temperaturen gkes sa til 72 °C for syntese. Temperatur er optimal for DNA-polymerasen fra Thermus aquaticus
(Tag-polymerase). [202]
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Figur 9. PCR-responskurver. Et terskelniva ("treshold line”) settes over bakgrunnen, og antall sykluser som
trengs for a na terskelverdien, registreres. Denne verdien betegnes cycle treshold (Ct). [202]

TagMan PCR

Det finnes mange ulike reportere, bade sekvensspesifikke og ikke-spesifikke [202]. |
motsetning til SYBR Green, der den fluoriserende fargen kan feste seg til alt dobbelttradet
DNA, bruker TagMan en sekvensspesifikk probe. Den fluoriserende proben er en enkelttradet
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-traden. Nar proben er intakt, hemmes reporter-fluoriseringen. Under
reaksjonen, nar proben er festet til sin komplementeare sekvens mellom primerene, vil DNA-
polymerasen klgyve proben. Dette skiller “reporter”-molekylet og quencer’-molekylet fra
hverandre, og fluoriseringen til reporteren gker. Denne prosessen skjer for hver PCR-syklus,
men pavirker ikke den eksponensielle amplifiseringen av produktet. Akkumuleringen av
produktet kan dermed males direkte ved & male det fluoriserende signalet. Fordi proben er

sekvensspesifikk, vil ingen uspesifikke amplikoner detekteres i en TagMan-qPCR [204, 205].
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Figur 10. TagMan-sekvensen inneholder et "reporter”’-molekyl (R) og et “quencer”’-molekyl (Q) som kovalent
fester seg til henholdsvis 5°- og 3°- enden av DNA-traden. Nar proben er intakt, hemmes reporter-fluoriseringen.
Under reaksjonen, nar proben er festet til sin komplementzre sekvens mellom primerene, vil DNA-polymerasen
klgyve proben. Dermed skilles "reporter’-molekylet og “quencer”-molekylet fra hverandre, og dette gker
fluoriseringen til reporteren slik at den kan detekteres. [206]

3.8.2 Protokoll

gPCR ble utfart ved bruk av 7500 Fast Real-Time PCR System (Applied Biosystems) og
TagMan Gene Expression Assays (Applied Biosystems). cDNA ble tint pa is og sentrifugert
far bruk. Mastermiks ble tillaget av TagMan Universal PCR Expression Mastermix (Applied
Biosystems, part nr. 4304437), 20 X sekvensspesifikke primere og probe samt RNase-fritt
H.O (5 Prime, katalognr.2500000). Mengden som ble tillaget, tilsvarte 10 pl TagMan
Universal PCR Expression Mastermix, 1 pl 20 X primere og probe, og 6,5 pl RNase-fritt H,0
til hver prave. Pravene ble kjort i duplikater, og mengdene ble derfor doblet far tillaging. Det
ble ogsa regnet med et 10 % slingringsmonn ved tillaging av mastermiksen. Tuben med ferdig
mastermiks ble blandet i en vortexmikser. Hver brgnn i en 96-brgnners plate (MicroAmp®
Fast Optical 96-Well Reaction Plate, Applied Biosystems, part nr. 4366932) ble tilsatt 2,5 ul
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cDNA og 17,5 pl mastermiks. Volumet i radene ble blandet forsiktig med en attekanals
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-AACt-metoden ble valgt til & beregne relative konsentrasjoner for genuttrykk. Friske
kontroller ble brukt som kalibrator der dette var mulig, og B-actin og 18S ble brukt som

referansegener avhengig av hvilke pregver 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 utfgrt ved
hjelp av graf- og statistikkprogrammet GraphPad Prism 5 og Khikvadrat- og Fischers exact-
tester ble utfart ved hjelp av statistikkprogrammet PASW Statistics 17. Statistisk signifikans

ble bestemt ved en p-verdi pa <0,05.

3.9.2 Forsgksresultater

Den ikke-parametriske Mann-Whitney U-testen ble brukt til bestemmelse av eventuelle
signifikante  forskjeller ~mellom kontinuerlige data 1 uavhengige grupper. For
cellestimuleringsforsgk ble den ikke-parametriske Wilcoxon rangnummertesten benyttet.
Resultatene er presentert med gjennomsnitt og SEM. Statistisk analyse og generering av
figurer ble utfart ved hjelp av graf- og statistikkprogrammet GraphPad Prism 5. Statistisk

signifikans ble bestemt ved en p-verdi pa <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 utfgrte derfor
en screening av celler og vev sentralt i den aterosklerotiske prosessen for a kartlegge IL-9- og
IL-9R-genekspresjon. For 1L-9 ble genuttrykk malt i TNF-a-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 sa vi lav
genekspresjon i PBMC og blodplater, men ingen detekterbar genekspresjon i de andre celle-

0g vevstypene.

For IL-9R ble genuttrykk malt i TNF-a-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 gvrige 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-a-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-o=tumornekrosefaktor o, HUVEC=human umbilical vein endothelial cells, PBMC=peripheral blood
mononuclear cell, CD=cluster of differentiation, GMC=glattmuskelcelle.

38



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 & undersgke om en slik regulering ogsa finnes for 1L-9 og dens reseptor,
ble tilstedeveerelse av IL-9 og IL-9R malt 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 nar vi
sammenliknet alder, kjgnn, KMI, stenosegrad, andelen med lavekkogene plakk eller andelen
av rgykere, pasienter med diabetes eller hypertensjon. Heller ikke for CRP, medikamentbruk

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

Kontroller* Asymptomatisk Symptomatisk
(n=28) n** carotisstenose n carotisstenose n p-verdi
(n=52) (n=87)

Alder, ar 58+2 27 66+1 52 67+1 87 0,489
Kjgnn, KIM 9/19 28 15/37 52 32/55 87 0,404
KMI, kg/m? 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
Roykere, % 17 27 87 52 56 76 0,449
Hypertensjon,%*** - 67 52 63 80 0,720
CRP, mg/I 1,240,2 11 7,215 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, 6,1+0,2 26 4,2+0,1 39 4 5+1.2 49 0,349
mmol/I
LDL-kolesterol, 3,9+0,2 26 2,5+1,1 37 2,7+1,7 44 0,324
mmol/|
HDL kolesterol, 1,740,1 26 1,3+0,5 38 1,3+0,5 47 0,913
mmol/|
Triglyserider, 1,0+0,1 26 1,5+0,1 38 1,5+0,1 41 0,786
mmol/|

Dataene er presentert som gjennomsnitt+SEM eller som andel i prosent (%). Kjgnn 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 prgvevolum.
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 carotisplasmaprgver. 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 nar vi sammenliknet alder, kjgnn, andel
roykere, forekomst av hypertensjon eller diabetes. Sammenlikning av blodlipidverdier eller
bruk av medikamenter viste heller ingen signifikante forskjeller. Vi sa imidlertid en
signifikant hgyere andel av personer med forhgyet 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 Stabil angina Ustabil angina
(n=11)* pectoris pectoris p-verdi
(n=11) (n=18)
Alder, ar 59+2 69+3 68+3 0,823
Kjgnn, KIM 3/8 2/9 6/12 0,671
Roykere, % 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/lib-ant. 0 0 6 1,000
Totalkolesterol, 4,3+0,6 4,3+0,2 4.6+0,3 0,469
mmol/Il
LDL-kolesterol, 2,60,6 2,6%0,2 3,1+0,2 0,288
mmol/I
HDL kolesterol, 1,440,3 1,5+0,1 1,4+0,1 0,245
mmol/Il
Triglyserider, mmol/| 1,5+0,4 1,4+0,3 1,4+0,1 0,721

Dataene er presentert som gjennomsnitt=SEM eller andel i prosent (%). Kjgnn 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 Ila/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 pa den opprinnelige kontrollpopulasjonen
(n=20).

4.2.2 Sirkulerende IL-9 hos pasienter med carotisstenose

Plasmanivaer 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 sa signifikant hgyere konsentrasjon av IL-9 i plasma hos syke (bade
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 (x0,6) pg/ml og for asymptomatiske og

symptomatiske pasienter var verdiene henholdsvis 12,0 (x1,7) pg/ml og 10,9 (x1,3) pg/ml.
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Figur 11. Plasmanivaer av IL-9 (pg/ml) hos friske kontroller (n=28), pasienter med asymptomatisk (n=50) og
symptomatisk (n=87) carotisstenose. Resultatene er presentert som gjennomshitt+SEM.

Pasientene ble ogsa delt inn i grupper etter antall maneder siden siste kliniske symptom. Som
presentert i figur 12, sa vi ingen signifikante forskjeller mellom pasientene nar de var
klassifisert etter maneder siden siste symptom: under eller lik to maneder siden siste symptom
(n=52), tre til seks maneder siden siste symptom (n=35) eller fraveer av symptomer de siste
seks manedene (n=49) (per definisjon asymptomatiske). Gjennomsnittlige plasmanivaer for
de ulike gruppene var henholdsvis 10,0 (x1,5), 12,6 (¥2,3) og 11,8 (x1,7) pg/ml. Kontrollene
(n=28) hadde, som nevnt, gjennomsnittlige plasmaniva av 1L-9 pa 3,0 (+0,6) pg/ml.
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Figur 12. Plasmanivéer av IL-9 (pg/ml) hos kontroller og pasienter med carotisstenose klassifisert etter maneder
(mnd) siden siste kliniske symptom. Fra venstre kontroller (n=28), pasienter med under eller lik to méaneder
siden siste symptom (n=52), tre til seks maéneder siden siste symptom (n=35) og pasienter som har veert
symptomfrie i over seks maneder (n=49) (asymptomatiske). Resultatene er presentert som gjennomsnitt+SEM.

Som nevnt har pasienter med lavekkogene plakk hayere risiko for hjerneslag sammenliknet
med pasienter som har hgyekkogene plakk (avsnitt 1.2.1). Vi sammenliknet derfor ogsa
plasmaverdier av 1L-9 hos pasienter klassifisert etter plakkmorfologi. Vi sa en signifikant
hgyere konsentrasjon av IL-9 i plasma fra pasienter med lavekkogene (n=27) og hgyekkogene
(n=59) plakk, sammenliknet med kontroller (n=28), p<0,001 (figur 13). Vi sa ingen
signifikant forskjell i plasmaniva mellom pasienter med lavekkogene og hgyekkogene plakk.
For kontroller var gjennomsnittlig plasmaniva 3,0 (x0,6) pg/ml, og for pasienter med
lavekkogene og hgyekkogene plakk var verdiene henholdsvis 14,1 (£3,0) pg/ml og 11,7
(x1,6) pg/ml.

43



p<0,001

20+
p<0,001 —p—
_ 15-
£ |
2 10-
Q@
=
5-
X - -
O\\® \(b\g~ \‘S'j:
& 2 X
\{_0 Q,Q Q}Q
® O
W e
AQ’ *Q’
Vi b

Figur 13. Plasmanivéer av IL-9 (pg/ml) hos friske kontroller (n=28) og hos pasienter med lavekkogene (n=27)
og hagyekkogene (n=59) plakk. Resultatene er presentert som gjennomsnitt=SEM.

4.2.3 Genuttrykk av IL-9R i carotisplakk

Screeningen med gPCR viste genuttrykk av IL-9R i carotisplakk, noe som tyder pa at plakket
kan respondere pa IL-9. For & undersgke dette neermere ble genuttrykk av IL-9R kvantifisert i
carotisplakk fra pasienter med pavist carotisstenose. Resultatene ble relatert til p-actin. Vi sa
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 sa
heller ingen signifikant forskjell i genuttrykk for IL-9R nar vi sammenliknet lavekkogene (n=
18) og hgyekkogene (n=33) plakk, p=0,4 (figur 14B). Pasientene ble ogsa delt inn etter
maneder siden siste kliniske symptom, som vist i figur 15. Gruppen bestod av, som beskrevet,
pasienter med under eller lik to maneder siden siste symptom (n=37), tre til seks maneder
siden siste symptom (n=20) og symptomfrihet i minst seks maneder (asymptomatiske) (n=13).
Disse resultatene er ikke normalisert mot kontroller, ettersom IL-9R-mRNA ikke ble detektert

i kontrollprgvene hentet fra friske nyrearterier.
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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 hayekkogene (n=33) plakk (B). Resultatene er relatert til p-actin (B-act)
0g presentert som gjennomsnitt+SEM.
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Figur 15. Genuttrykk av IL-9R i carotisplakk fra pasienter med under eller lik to maneder siden siste symptom
(n=37), tre til seks maneder siden siste symptom (n=20) og pasienter som har veert symptomfrie i minst seks
maneder (asymptomatiske) (n=13). Resultatene er relatert til P-actin (B-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 1L-9 hos mennesker [173], og humane T-celler er ogsa
sett & respondere pa IL-9 in vitro (avsnitt 1.5.4). CD3+-T-celler bestar av bade CD4+- og
CD8+-T-celler [78, 92] og vi sa indikasjon pa genuttrykk av IL-9R i disse cellene i gPCR-
screeningen (tabell 1). Vi gnsket videre a sammenlikne dette uttrykket i celler hentet fra
pasienter med aterosklerotisk hjerte- og karsykdom, med friske individer. mRNA-nivaet 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 hgyere hos
pasienter med ustabil angina sammenliknet med friske, p=0,02. Det sa ogsa ut til & vaere 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 pa cytokinfrigjering

For & forsta betydningen av 1L-9 er det viktig a forsta hvordan cytokinet selv blir regulert og
hvordan det pavirker andre faktorer. Det ble derfor utfert cellestimuleringsforsgk pa humane
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celler for & male frigjering av IL-9 og for & undersgke effekten av I1L-9-stimulering. Cellene
benyttet til disse mekanistiske forsgkene er samlet inn fra friske, frivillige blodgivere (n=11)

ansatt ved IIF, Rikshospitalet og studenter ved Avdelingen for erngringsvitenskap, UiO.

4.3.1 IL-9 i stimulerte blodplater

Det er na veletablert at platederivert inflammasjon bidrar til den aterosklerotiske utviklingen,
og Vi gnsket derfor & undersgke om blodplater produserer IL-9. | gPCR-screeningen sa vi
genuttrykk av IL-9 i disse cellene (tabell 1) og IL-9-proteinfrigjering ble derfor malt i
ustimulerte blodplater og blodplater stimulert med 7,5, 10 eller 100 uM SFLLRN alene og i
kombinasjon med 1 mM ASA (figur 17). Trombinagonist-peptidet SFLLRN aktiverer platene,
mens ASA hindrer aktivering ved a hemme tromboksan-dannelse.
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Figur 17. Frigjering av 1L-9 (pg/ml) fra ustimulerte blodplater (n=7) og blodplater stimulert med 7,5 (n=7), 10
(n=3) eller 100 uM (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 sa vi en signifikant forskjell i 1L-9-frigjering fra de ustimulerte
cellene og fra celler stimulert med 7,5 uM (p=0,02) og 100 uM SFLLRN (p=0,04).
Gjennomsnittlig plasmaniva for de ustimulerte prgvene var 16,4 (+3,6) pg/ml, for celler
stimulert med 7,5 og 100 uM 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. Frigjgring av IL-9 (pg/ml) fra ustimulerte blodplater (n=7), blodplater stimulert med 7,5 uM SFLLRN
(n=7) og 100 uM SFLLRN, (n=7). Resultatene er presentert som gjennomsnitt+SEM. SFLLRN=trombinagonist-
peptid.

4.3.2 Effekt av IL-9 pa produksjon av pro- og antiinflammatoriske
cytokiner fra PBMC

Vi gnsket a se om IL-9 hadde en effekt pa cytokinfrigjering 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 malt ved hjelp av
ELISA og Bio-Plex. Endotoksinet LPS frembringer en immunrespons gjennom aktivering av
immunceller. PHA er et lektin som virker spesielt aktiverende pa T-celler. Vi testet effekten
pa de proinflammatoriske og proaterogene cytokinene IL-8, IL-17, IP-10, IFN-y, IFNo-2,
samt MCP-1, og det antiaterogene cytokinet 1L-10 [80, 112, 185, 208, 209].

Vi sa ingen signifikante forskjeller i MCP-1- og IL-8-frigjgring 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 sa heller ingen signifikante effekter av I1L-9 pa frigjgringen av IL-10, IFN-y 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 pa at IL-9 gir redusert IL-10-frigjgring fra
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LPS-stimulerte celler (figur 19C). Nivaene av IL-17 og IFNa-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-y (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 prgver 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 kjgnn er faktorer som er kjent a pavirke immunfunksjon og cytokinnivaer [210,
211]. Alders- og kjegnnsfordelingen i pasient- og kontrollgruppene er derfor matchet.
Kontrollindividene i studien var imidlertid i snitt omtrent ti ar yngre enn pasientene de ble

sammenliknet med, noe som kan virke inn pa resultatene.

Der blodpraver er hentet fra friske frivillige, kan sykdomsrelatert pavirkning av cytokinnivaer
virke inn pa resultatene, ettersom individene er selvrapportert friske og ikke er kontrollert for
sykdom. Individene er heller ikke ytterligere kontrollert, og rgyking, medikamentbruk og
andre faktorer som pavirker inflammasjon kan veere skjulte feilkilder. | tillegg er det en stor
overvekt av kvinner i denne populasjonen. Prgvene er brukt til celleisolering og

cellestimuleringsforsgk, men ogsa som kontroller til pasientprgvene.

Vi sa ingen signifikante forskjeller nar vi sammenliknet personkarakteristika for gruppen av
pasienter med asymptomatisk og gruppen med pasienter av symptomatisk carotisstenose. Nar
vi sammenliknet karakteristika hos pasienter med stabil og ustabil angina pectoris sa vi
imidlertid at pasientgruppen med ustabil angina hadde signifikant hgyere andel med forhgyet
CRP (> 5mg/l) enn pasientgruppen med stabil angina, p<0,01. Dette er ogsa 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 fa deltakere relativt til gruppene de ble
sammenliknet med, og noen signifikante funn er mulig uteblitt grunnet dette. P4 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 & korrigere for dette.

| gPCR-screeningen for genuttrykk av 1L-9 og IL-9R er svart fa prever inkludert, for noen

celletyper kun én. Dette fordi screeningen kun skulle gi indikasjon pa tilstedevarelse av
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genuttrykk som et utgangspunkt for videre arbeid. I tillegg var det kun tilgjengelige, nedfryste
prgver som ble benyttet. Dette kan ha fert til at resultater har uteblitt, men ingen konklusjoner
er gjort kun pa bakgrunn av disse screeningene, ettersom observasjon av genuttrykk er testet

videre med et stagrre utvalg av praver.

5.1.3 Blodprgvetakning, lagring av prgver og celleisolering

Et viktig element i denne studien var a undersgke cytokinnivaer i plasma hos pasienter med
pavist aterosklerotisk hjerte- og karsykdom og sammenlikne dem med friske kontroller. Vi
undersgkte ogsa cytokinfrigjering fra blodceller isolert fra friske testpersoner. |
blodpragvetaking og behandling av blod er det mange faktorer som kan fare til aktivering av
cellene og dermed utslag i cytokinnivaene som males. Disse faktorene inkluderer blant annet
prosedyrer for selve blodprgvetakningen, tid pa dagen blodpreven tas, forurensning av
prgvergrene, forurensning av buffere og media, tid far lagring, samt fryse- og tinesykluser.
Ogsa testpersonens fysiologiske tilstand kan pavirke praveresultatene, som stress, faste versus
ikke-faste og fysisk aktivitet [212].

Pavirkningen kan imidlertid minimaliseres ved & falge faste, standardiserte protokoller og
retningslinjer for prevetakning og lagring. Dette vil redusere interanalyse-variasjonene og
generere sammenlignbare resultater. Med hensyn til blodprgvetakning og oppbevaring bar
blodpraver tappes i sterile rer med antikoagulanter, plasseres pa is straks etter tapping og
spinnes raskt ned. Blodcellene bgr isoleres raskt fra plasma eller serum for & unnga
pavirkning pa cytokinnivaene. Man bgr ogsa unnga flere enn tre fryse- og tinesykluser
ettersom mange cytokiner degraderes raskt [212]. Ved blodprevetakningen er ogsa viktig a
fjerne stasen sa snart nalen er plassert i venen for a unnga pavirkning pa preven. Stase eller
stuvning kan fare til utsivning av plasma i blodbanen, som kan gi hgyere konsentrasjon av
hgymolekylere og cellulere partikler, endret pH og omfordeling av intra- og ekstracellulaere
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 serlig viktig ved oppsugingen av cellesjiktet som dannes etter
sentrifugering med Lymfoprep. Eventuelle feilkilder kan ogsa knyttes til manuell telling, da
dette krever gvelse. Det er imidlertid positivt at man "med egne gyne” far forsikret seg om at
celler er blitt isolert. Celletellingen ble her utfagrt ved hjelp av trent personell.
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| denne studien ble mange celletyper benyttet for mal av genekspresjon, inkludert TNF-a-
stimulerte monocytter, HUVEC, PBMC, CD8+T-celler, CD3+T-celler, blodplater og GMC. |
tillegg til at disse nivaene kan pavirkes av blodprevetakning, isolering av celler og RNA, er
det ogsa viktig a veere klar over at monokint og lymfokint mRNA pavirkes ulikt av in vitro-

forholdene i cellekulturer, selv under kontrollerte betingelser [187, 213].

5.1.4 Mal av cytokin-proteinkonsentrasjoner

Kommersielt tilgjengelige ELISA-kit ble benyttet for & male proteinnivaer av cytokinene IL-
9, MCP-1 og IL-8. ELISA er en sveert spesifikk og som regel reproduserbar metode for a male
proteinkvantitet, og er den metoden som er best validert for & male konsentrasjonen av ett
enkelt cytokin [195]. Resultatene er imidlertid avhengig av faktorer som antistoffkvalitet,
leverandgr, samt erfaring og kunnskap hos den som utfgrer forsgket [214]. Ved bruk av
ELISA-metoden kan man kun male konsentrasjoner innenfor et relativt lite omrade, satt ved
en standardkurve. Prgver med konsentrasjoner utenfor dette omradet ma fortynnes, noe som
reduserer konsentrasjonen av cytokinet selv, men ogsa av eventuelle antagonister av
cytokinet. Dette kan gi forskjeller i resultatene mellom prgver som ma fortynnes og praver
som ikke trenger fortynning. Et annet aspekt som kan by pa problemer, er vanskelighet med a
sammenlikne cytokinkonsentrasjoner malt med ulike ELISA-Kit, ettersom betingelsene er
forskjellige [195]. For eksempel kan cytokiner bundet til lgselige reseptorer bli fanget opp av
noen ELISA-kit, men ikke av andre [214]. Det er grunnet dette viktig & bruke samme Kkit til

analyse av alle praver i et forsgk.

Vi hadde ingen tidligere erfaring med IL-9 og gjorde derfor en utprgving av kommersielle
ELISA-kit for a male IL-9-konsentrasjoner (avsnitt 3.4.2). Kitene vi provde, ga sveert
forskjellige resultater pa de samme prevene, og vi utfgrte derfor en spesifisitetstest ved hjelp
av rekombinant IL-9. Ut fra dette valgte vi det kitet som viste hgyest spesifisitet og som
oppga hgyest sensitivitet. For MCP-1 og IL-8 ble det benyttet allerede utprgvde og kjente Kkit.
De samme kitene ble brukt i alle forsgkene. For data som er direkte sammenliknet (eks.
pasienter og kontroller) er sa mange prever som mulig kjgrt pd samme plate for a

minimalisere kjaring-til-kjaring-variasjoner.

Kommersielt tilgjengelige Bio-Plex-assay ble benyttet for & male proteinnivaer av 1L-10, IFN-
v, IP-10, IL-17 og IFNa-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 ogsa mulighet for sammenlikning av flere cytokiner i samme
kontekst. En annen fordel er at mye mindre prevevolum er ngdvendig til Bio-Plex-analyse
enn til ELISA, og standardkurvene har ofte stgrre spenn, noe som reduserer behovet for
fortynning. For begge metoder kan imidlertid en darlig standardkurve gi villedende resultater.
Et annet element er at nedvendig utstyr for Bio-Plex er sveert kostbart, noe som

ngdvendiggjar en starre investering ved bruk av Bio-Plex, enn ved bruk av ELISA [195].

Uavhengig av hvilken metode som brukes, kan ungyaktige resultater ogsa oppsta hvis den
respektive protokollen ikke falges, eksempelvis hvis man ikke benytter anbefalt

inkubasjonstid- eller temperatur.

5.1.5 Mal av cytokin-genekspresjon

qPCR er en etablert teknikk for & kvantifisere genuttrykk i biologiske prever. Den er svart
sensitiv, kan male sveert lave og svert hgye verdier, og er ngyaktig [201]. Gode rutiner og
ngyaktighet ved utfgring av metoden er imidlertid sveert viktig for et reproduserbart resultat.
Det finnes flere fallgruver i stegene far, under og etter et q°PCR-forsgk [204].

For et genuttrykk kan kvantifiseres i en gPCR, ma RNA fra prgven som skal undersgkes
kopieres til cDNA av enzymet revers transkriptase (RT). Dette steget er avgjgrende ettersom
mengden cDNA som gar inn i reaksjonen ma tilsvare mengden mRNA fra preven ngyaktig.
Stahlberg og medarbeidere sa at RT-reaksjonen bidro med mesteparten av variasjonen i
mRNA-kvantifisering ved gPCR [199]. Bade kvalitet og kvantitet av RNA bgr derfor males
for cDNA-syntese [204]. | denne studien ble kvantitet av RNA malt ved bruk av NanoDrop
0og RNA-kvalitet ved hjelp av Bioanalyzer. Kun RNA med tilfredsstillende RIN ble benyttet
for cDNA-syntese. | tillegg ble alle RNA-praver behandlet med DNase | for & eliminere
forurensing av sma mengder DNA. Det er ogsa sveert viktig a utfare cDNA-syntese samtidig
pa alle praver som skal sammenliknes for & vaere sikker pa at betingelsene er like, for a
minimere dag-til-dag-variasjon og for a sikre samme effektivitet pa syntesen av de ulike

prgvene [199].

| planleggingen av selve qPCR-forsgket kan flere tekniske mangler pavirke resultatet. Disse
omfatter blant annet utilfredsstillende lagring og bearbeiding av pravemateriale, darlig valg av
RT-primere, samt primere og probe til PCR-en [215]. Valg av templatspesifikke reportere

som Tag-Man gir fordeler ved at man unngar uspesifikk deteksjon. P& den andre siden er det
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mye dyrere enn ikke-spesifikke deteksjonsmetoder som SYBR Green, som ogsa pa grunn av
sin uspesifisitet kan inkorporeres i optimaliserte og varige flerbruksprotokoller. Disse binder
imidlertid alt dobbelttradet DNA, og en smeltekurve er ngdvendig for & utelukke uspesifikk
binding, noe som kompliserer dataanalysene [204]. For & unnga feiltolkning av data grunnet
forsgk-til-forsgk-variasjoner ble alle prever fra ett eksperiment analysert samtidig, der dette
var mulig. Bruk av Tag-Man forenklet planleggingen og dataanalysene, samt ga forsikring om

spesifikk deteksjon.

En ofte benyttet metode for a kontrollere for interne feil i gPCR er & 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 malinger mellom prgvene, vil man
kunne miste sma forskjeller i genuttrykket som er av interesse, nar det normaliseres til den
ustabile referansen [216]. Blant annet er dette observert i en studie av astmatikere der malgen-
uttrykkene ble pavirket av variasjon i B-actinuttrykket mellom pravene [217]. Vi erfarte ogsa
dette da vi fikk svert varierende resultater av B-actin ved analyse av T-celler. Vi hadde
mistanke om T-celle-aktivering av [B-actinuttrykket og valgte derfor i stedet 185 rRNA
grunnet mer stabil ekspresjon. 18S rRNA er ogsa anbefalt som referansegen ved mal av
genuttrykk i humane lymfocytter [218]. Da uttrykket var stabilt mellom pragvene for de gvrige

gPCR-forsekene, ble B-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 & stole pa, 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 Mal av genuttrykk versus proteinniva

A méle béde genuttrykk og proteinfrigjering er snskelig, ettersom mRNA-syntese ikke
ngdvendigvis resulterer i syntese av protein. mRNA-niva korrelerer kun delvis med
proteinniva, grunnet stor grad av posttranskripsjonell regulering [219]. Vi har malt begge

variabler for IL-9, men kun genuttrykk for IL-9R, og kun proteinniva for gvrige cytokiner.
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5.1.7 Hva maler vi egentlig?

| tolkningen av resultatene fra qPCR, ELISA og Bio-Plex er et sentralt element det sakalte

"gyeblikksbildet” som disse malingene gir av den inflammatoriske prosessen.

Generelt har cytokiner kort halveringstid, og tilstedeverelse av antagonister og andre
hemmere i blodet gjer at plasma- og serumnivaer ikke ngdvendigvis reflekterer
cytokinproduksjons-statusen i immuncellene. Som et alternativ kan cytokinproduksjon fra
PBMC vare et bedre mal pa dette [188]. Uavhengig av hvilken kilde man maler 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
ngdvendigvis denne komplekse prosessen [221]. | tolkningen av resultatene er det i tillegg
ogsa viktig & kunne vise til om gkt niva av et cytokin er i relasjon til den aterosklerotiske
prosessen. Hvis ja, er det gnskelig a vite om det er kompensatorisk til eller deltakende i
utviklingen, eller kun assosiert med sykdommen. Det er ogsa viktig & skille mellom
systemiske og lokale variasjoner i cytokinniva [89], men systemiske konsentrasjoner er

imidlertid sett a 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 sa signifikant hgyere plasmakonsentrasjon av IL-9 hos pasienter med etablert
carotisstenose, sammenliknet med friske kontroller. Tilstedeveerelse av IL-9 ved
aterosklerotisk hjerte- og karsykdom er sveert lite studert, men det er imidlertid nylig publisert
en studie av Cappuzzello og medarbeidere som malte gkte plasmanivaer av IL-9 hos pasienter
med kronisk hjertesvikt. | samme studie ble IL-9 ogsa funnet mulig assosiert med
sykdomsprogresjon hos dem med iskemisk kardiomyopati, sett ved invers korrelasjon til
ejeksjonsfraksjon hos disse pasientene [186]. Om en slik korrelasjon ogsa gjelder ved

carotisstenose eller angina pectoris, er ukjent.

Genuttrykk av IL-9R ble pavist i plakk hentet fra carotisarterien, noe som tyder pa at plakket
kan respondere pa IL-9. Disse funnene kan tyde pa at IL-9-1L-9R-aksen er oppregulert i
patogenesen ved aterosklerose. Kontrollprgvene som kom fra nyrearterie viste ikke deteksjon
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av genet, noe som kan vare en indikasjon pa at IL-9R ikke uttrykkes i frisk karvegg. En kan
tenke seg en liknende regulering for IL-9 som for 1L-18, der man har sett tilstedeveerelse 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 pa at det eksisterer en slik regulering i 1L-9-mediert sykdom. Det er
imidlertid sveert sentralt at kontrollarterien i denne studien ikke kommer fra carotis, men fra
nyre, og det er ngdvendig & utfare malinger av IL-9R-genuttrykk i friske carotisarer far man
trekker en endelig slutning. Uansett viser dette at det aterosklerotiske plakket kan respondere
pa IL-9, noe som apner for at IL-9 har en rolle i plakk. Genuttrykk av I1L-9 ble imidlertid ikke
funnet i carotisplakket (tabell 1).

Genekspresjon av IL-9R ble ogsa malt i CD3+-T-celler, og det var et signifikant hgyere niva i
celler fra pasienter med stabil og ustabil angina, sammenliknet med kontroller. Vi sa ogsa en
indikasjon pa hgyere genuttrykk hos pasienter med ustabil tilstand, sammenliknet med
pasienter med stabil tilstand (ikke signifikant). Vi sa imidlertid ikke genuttrykk av I1L-9 i disse
cellene (tabell 1). Alle T-celler uttrykker CD3-komplekset og CD3+T-celler bestar av bade
CD4+- og CD8+-celler. Begge disse undergruppene er som Kkjent til stede i det
aterosklerotiske plakket, farst og fremst i den fibrgse kappen [78]. CD4+-T-celler er trolig
hovedkilden til 1L-9 [173], men begge undergruppene ser ut til & kunne respondere pa
interleukinet [123]. At reseptoren er oppregulert ved sykdom, kan veere en indikasjon pa et
gkt behov for ligand hos cellene og dermed gkt opptak. Det kan ogsa tyde pa en
kompensatorisk beskyttende mekanisme mot IL-9 i form av gkt klarering fra sirkulasjonen,
noe som ogsa indikeres av var manglende observasjon av genuttrykk for ligand. Flere studier

er ngdvendige for & kartlegge denne sammenhengen.

5.2.2 IL-9 i humane celler

Vi observerte bade genuttrykk og proteinfrigjering av IL-9 i blodplater, noe som etter var
oppfatning ikke er vist tidligere. De siste arene har flere studier foreslatt 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 na veletablert at platederivert inflammasjon bidrar
til den aterosklerotiske utviklingen, bade i tidlig og sen fase [192]. Vi sa signifikant hgyere

IL-9-frigjering fra aktiverte, sammenliknet med fra ustimulerte celler. Dette kan vare en
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indikasjon pa IL-9 som en del av platederivert inflammasjon, men det er imidlertid igjen a

undersgke 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 miljget i sirkulasjonen er karakterisert
med forhgyet 1L-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 sterste 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 1L-9 i CD3+-T-celler fra pasienter med
angina i denne studien, men sa genuttrykk av 1L-9 i PBMC som blant annet bestar av T-celler
(tabell 1).

5.2.3 Effekt av IL-9

IL-9 er vist & ha bade pro- og antiinflammatoriske egenskaper og pavirker ekspresjon og
syntese av bade pro- og antiinflammatoriske cytokiner [155, 157, 158]. Vi gnsket derfor a se
om IL-9 hadde en effekt pa LPS- og PHA-indusert inflammatorisk respons fra PBMC. IL-8,
IL-17, IP-10, IFN-y, IFNa-2 og MCP-1, er kjente proinflammatoriske mediatorer, mens 1L-10
er prototypisk antiaterogen. Tidligere studier har vist bade positiv og negativ effekt av IL-9 pa
flere av disse cytokinene. | murine endotelceller er I1L-9 sett & redusere LPS-indusert MCP-1-
uttrykk (upubliserte data, von der Thisen og medarbeidere, Universiteit Leiden, Nederland),
men & indusere IL-8-frigjgring fra humane neutrofile [149] og fra humane TNF-a-stimulerte
GMC-supernatanter [153]. | tillegg er IL-9 vist & redusere IFN-y-genuttrykk i PBMC fra
pasienter med tuberkulose [161] og & nedregulere I1L-10-frigjering fra humane monocytter
stimulert med LPS [155]. Pa den andre siden er IL-9 vist & gke genuttrykk av IL-10 i aktiverte
murine mastceller gjennom induksjon av IL-1f [158] og er assosiert med gkt IL-10-mRNA i

murine inflammasjonsmodeller [172].

Vart forsgk viste ingen signifikant effekt av IL-9 pa verken LPS- eller PHA-indusert
produksjon av MCP-1, IL-8, IL-10, IFN-y, IP-10, IL-17 eller IFNa-2 fra PBMC. Vi sa
imidlertid en indikasjon pa at 1L-9 gir reduksjon (ikke-signifikant) av LPS-induserte IL-10-

nivaer, som tidligere observert i humane monocytter.
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Det er ut fra dette fremdeles uklart om 1L-9 har pro- eller antiinflammatorisk effekt pa 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, bade
systemisk og i plakk [41, 91, 94, 95, 101, 208]. Balansen mellom pro- og antiinflammatoriske
mediatorer ser ut til & veere avgjerende for sykdomsprogresjon [91-93]. Ekspresjon av
antiaterogene cytokiner i aterosklerotiske plakk [115] og i serum [95] tyder pa en
kompensatorisk mekanisme for a redusere sykdomsutviklingen. Fordi bade pro- og
antiaterogene cytokiner og deres reseptorer er sett oppregulert ved sykdom, er ikke bekreftelse

pa tilstedeveerelsen nok til & bestemme hvilken rolle cytokinet eventuelt spiller i patogenesen.

Vare funn (oppsummert i figur 20) indikerer at IL-9 og IL-9R har en rolle i human
aterosklerose, men vare data er sa langt ikke sterke nok til & klassifisere IL-9 som pro- eller
antiaterogen. Det vi kan konkludere med er at bade ligand og reseptor er oppregulert ved
aterosklerotisk hjerte- og karsykdom, noe som kan tyde pa et aktivert system der behovet for
IL-9 er stort og bade frigjering og opptak/signalisering ma gke. P& den andre siden kan
oppregulert reseptoraktivitet, som nevnt, veere en beskyttende mekanisme mot skadelige
cytokiner ved a fjerne dem fra sirkulasjonen. Det kan ogsa tenkes at IL-9 har ulike funksjoner
pa ulike celler, og dermed ogsa bade pro- og antiaterogen funksjon. Effekten av IL-9 in vivo

er fortsatt ukjent.
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Figur 20. Oppsummering av hovedfunnene. Celluleer sammensetning av et aterosklerotisk plakk med aktive
immunceller, dgde 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. Proteinfrigjaring ble ogsa malt i aktiverte blodplater hentet fra friske kontroller.
Vi sd ogsd okt plasmakonsentrasjon av IL-9 hos pasienter med aterosklerotisk kardiovaskuler 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 Biomarkgrer for aterosklerotisk hjerte- og
karsykdom

Hjerte- og karsykdom er en av de viktigste arsakene til ded i Norge og utgjer en tredjedel av
dedsfallene [8, 9]. Man trodde lenge at behandling mot hayt kolesterol og hypertensjon skulle
eliminere denne sykdomsgruppen, men optimismen har snudd, og kardiovaskular sykdom ser
na ut til & bli hovedarsaken til sykdom pa verdensbasis innen 2020 [3, 82]. Tradisjonelle
biomarkarer kan klassifisere personer med hay eller lav risiko, men det er ogsa viktig a kunne
identifisere dem med moderat risiko, for & kunne generere intensiv forebyggende behandling
[224]. Det er ogsa uenighet om betydningen av de tradisjonelle risikofaktorene, og det er
trolig ikke alle med hgy risiko for hjerte- og karsykdom som kan klassifiseres ut fra disse [32-
35]. Inflammasjon er na anerkjent som en ngkkelprosess i utvikling av aterosklerotisk hjerte-
og karsykdom [77], og dette har gjort sirkulerende risikomarkgrer aktuelle for
risikoevaluering og utvikling av nye behandlingsmetoder [224]. En biomarker stilles
imidlertid mange krav til, og ma blant annet vere stabil, enkel & male og ideelt endres ved
sykdomsutvikling. Nar en marker kan bidra med informasjon som ikke gis av andre
risikofaktorer i risikovurderingen av en pasient, har den en klinisk nytte [96, 224, 225]. En
biomarker trenger imidlertid ikke & veere en mediator av patogenese [96].

Det har vist seg vanskelig a identifisere en inflammasjonsmarkar for evaluering av risiko for
fremtidig aterosklerotisk hjerte- og karsykdom. Selv om sirkulerende konsentrasjon av mange
inflammatoriske mediatorer korrelerer med kardiovaskuler risiko, er fa klare til klinisk bruk.
Bortsett fra CRP har ingen av de nye inflammasjonsmarkgrene vist evne til a tilfare ekstra
verdifull informasjon som et tillegg til eksempelvis Framingham scoringssystem. Fa har ogsa

tilgjengelige kommersielle metoder for enkel og standardisert maling i klinikken [96].

6.1.1 IL-9 — en fremtidig biomarkar?

Vi sa signifikant hgyere plasmanivaer av IL-9 hos pasienter med carotisstenose enn hos friske
kontroller. Vi s& imidlertid ingen signifikant forskjell mellom pasienter med asymptomatisk
og symptomatisk tilstand. A kunne skille mellom ustabile og stabile plakk er viktig for &
kunne predikere plakkruptur og kardiovaskulere hendelser. Flere studier og stgrre utvalg
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trengs for a fastsla om IL-9 har denne prediktive verdien. Et annet viktig element er at IL-9,
som CRP (avsnitt 1.2.1), er vist forhgyet ved flere ulike sykdomstilstander. Det er viktig a
kunne skille disse tilstandene fra hverandre hvis en faktor skal brukes som marker. Det er
imidlertid mulig at IL-9 i fremtiden kan brukes som et tillegg til andre markgrer som mer

spesifikt reflekterer plakkmorfologi, for eksempel som et tillegg til ultralyddiagnostikk.

6.1.2 Behandling av aterosklerotisk hjerte- og karsykdom — med
fokus painflammasjon

Det er et stort behov for effektiv forebygging av kardiovaskulare hendelser og andre kliniske
manifestasjoner av aterosklerose. Det er ogsa behov for bedre terapeutiske muligheter nar en
hendelse har inntruffet, for & begrense konsekvensene [226]. Statiner har vist
antiinflammatorisk effekt, i tillegg til sin lipidsenkende virkning. Og pasienter med reduserte
CRP-nivaer etter statinbehandling er sett a ha bedre klinisk utfall enn de med hgyere CRP-
nivaer, uavhengig av lipidstatus [227]. Andre inflammatoriske behandlingsmetoder har ogsa
veert under utprgving. Som nevnt er anti-TNF-a-behandling assosiert med reduksjon i
kardiovaskulaere 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 mal ved flere andre hjerte- og kartilstander [107].

Funksjonen av cytokiner er ngye regulert pa ulike nivaer av syntese, prosessering og
signalkaskader. De som unnslipper endogene reguleringsmekanismer, kan binde seg til en
reseptor. Tilstedeveerelse 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. | teorien kan alle disse stegene til et enkelt cytokin representere
potensielle mal 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 — s&rlig grunnet de mange ulike oppgavene hvert enkelt
cytokin har [89].
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Figur 21. Potensielle strategiske mél for modifisering av interleukin-aktivitet for behandling av aterosklerose.
[89]

6.1.3 IL-9 som terapeutisk mal?

For at IL-9 skal vere et terapeutisk mal for behandling av aterosklerose ma ferst rollen i
patogenesen fastslas. Flere studier der man har sett at IL-9 har en rolle i patogenesen foreslar
IL-9 som mal for behandling av disse tilstandene, blant annet gjennom anti-1L-9-spesifikke
antistoffer og hemmere av IL-9R [126, 131, 170, 171]. Hos mus er behandling med IL-9 vist &
redusere aterosklerotisk utvikling og plakkstarrelse (upubliserte data, von der Thusen og
medarbeidere, Universiteit Leiden, Nederland). Dosene er imidlertid sveert haye
(1pg/dag/mus), og eventuelle toksiske effekter er ikke undersgkt nermere. Det er heller ikke
undersgkt 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
pa grunn av IL-9s kjente sykdomsfremmende effekter (avsnitt 1.5.7).

6.1.4 Videre arbeid

Mye arbeid gjenstar for & kartlegge om IL-9 har en rolle i aterosklerotisk hjerte- og
karsykdom. Lite forskning er gjort pa dette feltet, og studier pa IL-9 er i stor grad utfart in

vitro og i dyremodeller — det er svart fa studier pa humane celler og humane in vivo-
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prosesser. 1L-9 er assosiert med flere sykdommer bade som positiv og negativ mediator i
patogenesen. Vi gnsket a undersgke rollen i human aterosklerose, og vare resultater viser en

tilstedeveerelse ved sykdom, men sier lite om IL-9s rolle.

For & undersgke IL-9s biologiske betydning videre vil det blant annet vaere gnskelig a gjare
cellestimuleringsforsgk pa ulike subpopulasjoner av humane T-celler, som er vist a vere
hovedkilde til 1L-9. Det vil vare gnskelig & male proteinkonsentrasjoner av IL-9 etter bade
pro- og antiaterogen stimuli. 1 tillegg vil det vare interessant & undersgke om inflammasjons-

modulerende medikamenter som statiner pavirker disse effektene.

A méle effekten av IL-9 pa ekspresjon av andre mediatorer enn det som er gjort i denne
studien, vil ogsa bidra med verdifull informasjon. For eksempel er IL-9 sett & redusere IFN-y-
MRNA i PBMC fra pasienter med tuberkulose [161], et interessant funn som ogsa kan ha
relevans for aterosklerosepasienter. 1L-9 er assosiert med gkt Th2- til Thl-cellerespons hos
tuberkulose-pasienter [161] og ved infeksjon i murine modeller [170]. Ettersom aterosklerose
i stor grad er en Thi-celledreven sykdom [15, 77, 83, 84], vil det vaere spennende a undersgke

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, bgr ogsa undersgkes.
Blant annet vil det veere spennende d undersgke narmere effekten av I1L-9 pa TNF-o-
produksjon fra monocytter, ettersom IL-9 er vist a stimulere denne gjennom TGF-B [155]. IL-
9-injeksjon er ogsa vist a redusere plasmanivaer av TNF-a i LDLr-KO-mus. | denne modellen
ble IL-9 ogsa vist & redusere LPS-indusert uttrykk av MCP-1 pa endotelceller (upubliserte
data, von der Thisen og medarbeidere, Universiteit Leiden, Nederland), og det er gnskelig a

undersgke om dette ogsa er tilfelle pa tilsvarende humane celler.

Vi har ikke analysert proteinkonsentrasjoner av IL-9R, og det vil vaere gnskelig & undersgke
nivaer av denne far og etter aterogen stimulering. Haysensitivitets flow-cytometri er den beste
metoden for proteindeteksjon av cytokinreseptorer ettersom disse ofte uttrykkes i sveart lave
konsentrasjoner som er under sensitivitetsnivaet til tradisjonelle immunoassay [229]. Det vil i
tillegg veere viktig a studere hvordan genuttrykk av reseptoren reguleres, for eksempel om
reseptor-ekspresjonen pavirkes av inflammatoriske mediatorer. Videre vil det vare interessant
a gjere immunohistokjemi pa plakk fra pasienter med stabil og ustabil tilstand for & 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 hgyere

plasmanivaer av IL-9 enn friske kontroller.

mRNA for IL-9R er uttrykt i plakk fra carotisaren, men ikke i nyrearterie hentet fra

friske kontroller.

Pasienter med angina pectoris har hgyere genuttrykk av IL-9R i CD3+-T-celler enn

friske kontroller.

Det var en ikke-signifikant tendens til hgyere 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 pa LPS- eller PHA-indusert frigjering av MCP-1, 1L-8, IL-10,
IFN-y, IP-10, IL-17 eller IFNa-2 fra PBMC.

Vi har med denne studien dokumentert tilstedeveerelse 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 veaere gnskelig & 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 rgr (Sarstedt)
Burcker-tellekammer (VWR)

Fysikalsk saltvann (0,9 % NaCl) (Braun)
Lymfoprep (Axis-Shield)

Metylfiolett (Sigma-Aldrich)

RPMI1640 (PAA)

Stimulering av PBMC

5 % fatalt kalveserum (PAA)

Flatbunnet 96-brgnners 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-brenners 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 1L-9

Substratlgsning: tetrametylbenzidin (TMB)

Annet ngdvendig materiell:
Stopplasning: 2N H,SO,4 (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 ngdvendig materiell:

96 brgnners Corning Costar 9018 plate (eBioScience)

Reagent diluent: 1,0 % BSA, 0,05 % Tween 20 i PBS (Sigma-Aldrich)

Stopplasning: 2N H,SO,4 (Sigma-Aldrich)

Substratlgsning: 1:1-blanding av H:O: og tetramethylbenzidine (TMB) (R&D Systems)
Vaskebuffer: 0,05 % Tween 20 i PBS (Sigma-Aldrich)
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ELISA, IL-8

Human CXCLS8/IL-8 DuoSet kit (R&D Systems):
Capture Antibody: murint anti-human I1L-8

Deteksjonsantistoff : biotinylert geit-anti-humant IL-8 (streptavidin-HRP)
Deteksjonsenzym: streptavidin-horseradish-peroxidase
Standard: rekombinant 1L-8

Annet ngdvendig materiell:

96-bregnners 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)

Stopplasning: 2N H,SO,4 (Sigma-Aldrich)

Substratlgsning: 1:1-blanding av H:O: 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-brenners filterplate

Assay buffer

Deteksjonsantistoff-diluent

Forseilingstape

Magnetiske kuler, standarder og deteksjonsantistoffer: IL-10, IFN- vy, IP-10, IL-17, IFNa-2
Sample diluent

Standard diluent

Streptavidin- Phycoerythrin (PE)

Vaskebuffer

Annet ngdvendig materiell:

Bio-Plex Manager, software (Bio Rad)
Bio-Plex System (Bio Rad)

Platerister (Heidolph)
Vakuumtrykkvasker (Millipore)
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Isolering av RNA

RNeasy Mini Kit (Qiagen):
RLT-buffer

RNase-fritt H,O

RNeasy Minispinn-kolonner
RPE-buffer

RW1-buffer

Samlergr 1,5 ml/2ml

RNase-Free DNase Set (Qiagen):
DNase I-lgsning

RDD-buffer

RNase-fritt H,O

Annet ngdvendig materiell:

14,3 M B-merkaptoetanol (Sigma-Aldrich)
70 % etanol (Sigma-Aldrich)

RNase-fritt H,O (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 ngdvendig materiell:
Nuklease-fritt H,0 (Qiagen)

Thermal Cycler (Applied Biosystems)
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TagMan-gPCR

Primere og probe, IL-9/IL-9R/B-actin/18S (Applied Biosystems)
RNase-fritt H,O (5 Prime)

TagMan Gene Expression Assays, IL-9/IL-9R (Applied Biosystems)
TagMan Universal PCR Expression Mastermix (Applied Biosystems)

@vrig 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-rgr (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-maler (Sareen Werner)

PASW Statistics 17.0 (IBM)

Phosphate buffered saline (PBS): 137 mM NacCl, 2.7 mM KCI, 8.1 mM Na,HPQO,4,1.5 mM
KH,PO, (Sigma-Aldrich)

Sentrifuge/Mikrosentrifuge (Eppendorf)

Vortexmikser (Heidolph)

Wash 430 automatic strip well washer (Microwell Systems)
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human CCL2/MCP-1

Catalog Number: DY279

This DuoSet ELISA Development kit contains the
basic components required for the development of
sandwich ELISAs to measure natural and recombinant
human Monocyte Chemotactic Protein 1 (MCP-1).
DuoSets are designed for the analysis of cell culture
supernates. Other sample types, such as serum and
plasma, need to be validated prior to use in this
DuoSet." Each kit contains sufficient materials to run
ELISAs on approximately fifteen 96-well plates,
provided that the following conditions are met:*

« The assay is run as summarized in the General
ELISA protocol.

* The recommended microplates, buffers, diluents,
substrates, and solutions are used.

This package insert must be read in its entirety before
using this product.

8.2 Protokoll: Human CCL2/MCP-1DuoSet kit (R&D
Systems, katalognr. DY279)

MATERIALS PROVIDED
Bring all reagents to room temperature before use.

Capture Antibody (Part 840204, 1 vial) - 180 pg/mL
of mouse anti-human MCP-1 when reconstituted with
1.0 mL of PBS. After reconstitution, store at 2 - 8° C for
up to 60 days or aliquot and store at -20° C to -70° C in
a manual defrost freezer for up to 6 months.” Dilute to
a working concentration of 1.0 pg/mL in PBS," without
carrier protein.

Detection Antibody (Part 840205, 1 vial) - 18 pg/mL
of biotinylated goat anti-human MCP-1 when
reconstituted with 1.0 mL of Reagent Diluent (see
Solutions Required section). After reconstitution, store
at 2 - 8° C for up to 60 days or aliquot and store at
-20° C to -70° C in a manual defrost freezer for up to
6 months.” Dilute to a working concentration of

100 ng/mL in Reagent Diluent.’

Standard (Part 840206, 2 vials) - Each vial contains
90 ng/mL of recombinant human MCP-1 when
reconstituted with 0.5 mL of Reagent Diluent (see
Solutions Required section). Allow the standard to sit
for a minimum of 15 minutes with gentle agitation prior
to making dilutions. Aliquot and store reconstituted
standard at 2 - 8° C for up to 60 days.® DO NOT
FREEZE. A seven point standard curve using 2-fold
serial dilutions in Reagent Diluent, and a high standard
of 1000 pg/mL is recommended.

Streptavidin-HRP (Part 890803, 1 vial) - 1.0 mL of
streptavidin conjugated to horseradish-peroxidase.
Store at 2 - 8° C for up to 6 months after initial use.”
DO NOT FREEZE. Dilute to the working concentration
specified on the vial label using Reagent Diluent (see
Solutions Required section).*

SOLUTIONS REQUIRED
PBS - 137 mM NacCl, 2.7 mM KCI, 8.1 mM NazHPO.,
1.5 mM KH2PQy, pH 7.2 - 7.4, 0.2 um filtered.

Wash Buffer - 0.05% Tween” 20in PBS,pH 7.2-7.4
(R&D Systems Catalog # WA126).

Reagent Diluent' - 1% BSA®in PBS,pH 7.2 - 7.4,
0.2 um filtered (R&D Systems Catalog # DY995).
Quality of BSA is critical (see Technical Hints).

Substrate Solution - 1:1 mixture of Color Reagent A
(H203) and Color Reagent B (Tetramethylbenzidine)
(R&D Systems Catalog # DY999).

Stop Solution - 2 N H>SO4
(R&D Systems Catalog # DY394).

Tween is a registered trademark of ICI Americas.
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GENERAL ELISA PROTOCOL

Plate Preparation

1.

4,

Dilute the Capture Antibody to the working
concentration in PBS without carrier protein.
Immediately coat a 96-well microplate® with 100 pL
per well of the diluted Capture Antibody. Seal the
plate and incubate overnight at room temperature.

Aspirate each well and wash with Wash Buffer,
repeating the process two times for a total of three
washes. Wash by filling each well with Wash Buffer
(400 pL) using a squirt bottle, manifold dispenser,
or autowasher. Complete removal of liquid at each
step is essential for good performance. After the
last wash, remove any remaining Wash Buffer by
aspirating or by inverting the plate and blotting it
against clean paper towels.

Block plates by adding 300 uL of Reagent Diluent
to each well. Incubate at room temperature for a
minimum of 1 hour.

Repeat the aspiration/wash as in step 2. The
plates are now ready for sample addition.

Assay Procedure

1.

Add 100 pL of sample or standards in Reagent
Diluent, or an appropriate diluent, per well. Cover
with an adhesive strip and incubate 2 hours at
room temperature.

Repeat the aspiration/wash as in step 2 of Plate
Preparation.

Add 100 pL of the Detection Antibody, diluted in
Reagent Diluent, to each well. Cover with a new
adhesive strip and incubate 2 hours at room
temperature.

Repeat the aspiration/wash as in step 2 of Plate
Preparation.

Add 100 pL of the working dilution of
Streptavidin-HRP to each well. Cover the plate and
incubate for 20 minutes at room temperature.
Avoid placing the plate in direct light.

Repeat the aspiration/wash as in step 2.

Add 100 pL of Substrate Solution to each well.
Incubate for 20 minutes at room temperature.
Avoid placing the plate in direct light.

Add 50 pL of Stop Solution to each well. Gently tap
the plate to ensure thorough mixing.

Determine the optical density of each well
immediately, using a microplate reader set to

450 nm. If wavelength correction is available, set to
540 nm or 570 nm. If wavelength correction is not
available, subtract readings at 540 hm or 570 nm
from the readings at 450 nm. This subtraction will
correct for optical imperfections in the plate.
Readings made directly at 450 nm without
correction may be higher and less accurate.

TECHNICAL HINTS AND LIMITATIONS

= The use of high quality Bovine Serum Albumin
(BSA) for the Reagent Diluent is crucial for the
optimum performance of the DuoSet ELISA
Development kit. Impurities such as proteases,
binding proteins, soluble receptors or other
interfering substances can be found to varying
degrees in virtually all BSA preparations and can
inhibit or interfere with the detection of certain
analytes. If the standard curve appears
suppressed, consider evaluating a different
preparation of BSA.

* We recommend the use of R&D Systems' Reagent
Diluent (Catalog # DY995) or the use of Millipore
Bovine Serum Albumin, Fraction V, Protease free
(Catalog # 82-045), to prepare your own Reagent
Diluent,

= This DuoSet should not be used beyond the
expiration date on the label.

+ Itis important that the diluents selected for
reconstitution and for dilution of the standard
reflect the environment of the samples being
measured. The diluent suggested in this protocol
should be suitable for most cell culture supernate
samples. Validate diluents for specific sample
types prior to use.

¢ The type of enzyme and substrate and the
concentrations of capture/detection antibodies
used can be varied to create an immunoassay with
a different sensitivity and dynamic range. A basic
understanding of immunoassay development is
required for the successful use of these reagents
in immunoassays.

= A thorough and consistent wash technique is
essential for proper assay performance. Wash
Buffer should be dispensed forcefully and removed
completely from the wells by aspiration or
decanting. Remove any remaining Wash Buffer by
inverting the plate and blotting it against clean
paper towels.

* Use a fresh reagent reservoir and pipette tips for
each step.

* ltis recommended that all standards and samples
be assayed in duplicate.

« Avoid microbial contamination of reagents and
buffers. This may interfere with the sensitivity of
the assay. Buffers containing a large quantity of
protein should be made under sterile conditions
and stored at 2 - 8° C or be prepared fresh daily.

PRECAUTION

The Stop Solution suggested for use with this kit is an
acid solution. Wear eye, hand, face, and clothing
protection when using this material.
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CALCULATION OF RESULTS

Average the duplicate readings for each standard,
control, and sample and subtract the average zero
standard optical density.

Create a standard curve by reducing the data using
computer software capable of generating a four
parameter logistic (4-PL) curve-fit. As an alternative,
construct a standard curve by plotting the mean
absorbance for each standard on the y-axis against
the concentration on the x-axis and draw a best fit
curve through the points on the graph. The data may
be linearized by plotting the log of the MCP-1
concentrations versus the log of the O.D. and the best
fit line can be determined by regression analysis. This
procedure will produce an adequate but less precise fit
of the data. If samples have been diluted, the
concentration read from the standard curve must be
multiplied by the dilution factor,

TYPICAL DATA

This standard curve is only for demonstration
purposes.

A standard curve should be generated for each set of
samples assayed.

The graph below represents typical data generated
when using this human MCP-1 DuoSet. The standard
curve was calculated using a computer generated
4-PL curve-fit.
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SPECIFICITY

The following factors prepared at 50 ng/mL were
assayed and exhibited no cross-reactivity or
interference.

Recombinant Recombinant
human: mouse:
MCP-2 JE/MCP-1
MCP-3 MCP-5
MCP-4 MARC

CALIBRATION

This DuoSet is calibrated against a highly purified
E. coli-expressed recombinant human MCP-1
produced at R&D Systems.

i assaying sample types other than cell culture supernates, each
laboratory should develop and validate its own diluent. We suggest
starting with PBS supplemented with 10 - 50% fetal calf serum.
The diluent must not be used to dilute the Detection Antibody or
the Streptavidin-HRP.

ZIndividual results may vary due to differences in technique,
plasticware and water sources.

*Provided this is within the expiration date of the kit.

“Allow all components to sit for a minimurm of 15 minutes with
gentle agitation after initial reconstitution. Werking dilutions should
be prepared and used immediately.

SAll buffers containing BSA must be stored at 2 - 8° C.

SCostar EIA Plate (Costar Catalog # 2592 or R&D Systems

Catalog # DY990) is suggested. R&D Systems ELISA Plate
Sealers (Catalog # DY992) are also available.

FOR RESEARCH USE ONLY.
NOT FOR USE IN DIAGNOSTIC PROCEDURES.

USA & Canada | R&D Systems, Inc.

614 McKinley Place NE, Minneapolis, MN 55413, USA

TEL: (800) 343-7475 (612) 379-2956 FAX: (612) 656-4400

UK & Europe | R&D Systems Europe, Ltd.

19 Barton Lane, Abingdon Science Park, Abingdon OX14 3NB, UK
TEL: +44 (0)1235 529449 FAX: +44 (0)1235 533420

China | R&D Systems China Co., Ltd.

24A1 Hua Min Empire Plaza, 726 West Yan An Road
Shanghai PRC 200050

TEL: +86 (21) 52380373 FAX: +86 (21) 52371001

750481.14 8/10
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8.3 Protokoll: Human CXCL8/IL-8 DuoSet kit (R&D

Systems, katalognr. DY208)

human CXCLS8/IL-8

Catalog Number: DY208

This DuoSet ELISA Development kit contains the
basic components required for the development of
sandwich ELISAs to measure natural and recombinant
human Interleukin 8 (IL-8). DuoSets are designed for
the analysis of cell culture supemates. Other sample
types, such as serum and plasma, need to be
validated prior to use in this DuoSet." Each kit contains
sufficient materials to run ELISAs on approximately
fifteen 96-well plates, provided that the following
conditions are met:®

+ The assay is run as summarized in the General
ELISA protocol.

+ The recommended microplates, buffers, diluents,
substrates, and solutions are used.

This package insert must be read in its entirety before
using this product.

MATERIALS PROVIDED

Bring all reagents to room temperature before use.

Capture Antibody (Part 820804, 1 vial) - 720 ng/mL
of mouse anti-human IL-8 when reconstituted with

1.0 mL of PBS. After reconstitution, store at 2 - 8° C
for up to 60 days or aliquot and store at -20° C to

-70° C in a manual defrost freezer for up to 6 months.®
Dilute to a working concentration of 4.0 ug/mL in PBS,’
without carrier protein.

Detection Antibody (Part 830805, 1 vial) - 3.6 pg/mL
of biotinylated goat anti-human IL-8 when
reconstituted with 1.0 mL of Reagent Diluent (see
Solutions Required section). After reconstitution, store
at 2 - 8 C for up to 60 days or aliquot and store at
-20° C to -70° C in a manual defrost freezer for up to

6 months.” Dilute to a working concentration of

20 ng/mL in Reagent Diluent.”

Standard (Part 890806, 1 vial) - 110 ng/mL of
recombinant human IL-8 when reconstituted with

0.5 mL of distilled or deionized water. Allow the
standard to sit for a minimum of 15 minutes with gentle
agitation prior to making dilutions. Store reconstituted
standard at 2 - 8° C for up to 60 days or aliquot and
store at -70° C for up to 6 months.* A seven point
standard curve using 2-fold serial dilutions in Reagent
Diluent, and a high standard of 2000 pg/mL is
recommended.

Streptavidin-HRP (Part 890803, 1 vial) - 1.0 mL of
streptavidin conjugated to horseradish-peroxidase.
Store at 2 - 8° C for up to 6 months after initial use.’
DO NOT FREEZE. Dilute to the working concentration
specified on the vial label using Reagent Diluent (see
Solutions Required section).”

SOLUTIONS REQUIRED
PBS - 137 mM NaCl, 2.7 mM KCI, 8.1 mM NazHPO,,
1.5 mM KHzPQy4, pH 7.2 - 7.4, 0.2 um filtered.

Wash Buffer - 0.05% Tween” 20 in PBS,pH 7.2 -7.4
(R&D Systems Catalog # WA126).

Block Buffer - 1% BSA, in PBS with 0.05% NaNs.

Reagent Diluent’ - 0.1% BSA,” 0.05% Tween 20 in
Tris-buffered Saline (20 mM Trizma base, 150 mM
NaCl), pH 7.2 - 7.4, 0.2 um filtered.

Quality of BSA is critical (see Technical Hints).

Substrate Solution - 1:1 mixture of Color Reagent A
(H202) and Color Reagent B (Tetramethylbenzidine)
(R&D Systems Catalog # DY399).

Stop Solution - 2 N H2SO4
(R&D Systems Catalog # DY394).

Tween is a registered trademark of ICI Americas.

85



GENERAL ELISA PROTOCOL
Plate Preparation

Ts

4.

Dilute the Capture Antibody to the working
congcentration in PBS without carrier protein.
Immediately coat a 96-well microplate® with 100 L
per well of the diluted Capture Antibody. Seal the
plate and incubate overnight at room temperature.

Aspirate each well and wash with Wash Buffer,
repeating the process two times for a total of three
washes. Wash by filling each well with Wash Buffer
(400 pL) using a squirt bottle, manifold dispenser,
or autowasher. Complete removal of liquid at each
step is essential for good performance. After the
last wash, remove any remaining Wash Buffer by
aspirating or by inverting the plate and blotting it
against clean paper towels.

Block plates by adding 300 ulL of Block Buffer to
each well. Incubate at room temperature for a
minimum of 1 hour.

Repeat the aspiration/wash as in step 2. The
plates are now ready for sample addition.

Assay Procedure

1

Add 100 pL of sample or standards in Reagent
Diluent, or an appropriate diluent, per well. Cover
with an adhesive strip and incubate 2 hours at
room temperature.

Repeat the aspiration/wash as in step 2 of Plate
Preparation.

Add 100 pL of the Detection Antibody, diluted in
Reagent Diluent, to each well. Cover with a new
adhesive strip and incubate 2 hours at room
temperature.

Repeat the aspiration/wash as in step 2 of Plate
Preparation.

Add 100 pL of the working dilution of
Streptavidin-HRP to each well. Cover the plate and
incubate for 20 minutes at room temperature.
Avoid placing the plate in direct light.

Repeat the aspiration/wash as in step 2.

Add 100 pl of Substrate Solution to each well.
Incubate for 20 minutes at room temperature.
Avoid placing the plate in direct light.

Add 50 uL of Stop Solution to each well. Gently tap
the plate to ensure thorough mixing.

Determine the optical density of each well
immediately, using a microplate reader set to

450 nm. If wavelength correction is available, set to
540 nm or 570 nm. If wavelength correction is not
available, subtract readings at 540 nm or 570 nm
from the readings at 450 nm. This subtraction will
correct for optical imperfections in the plate.
Readings made directly at 450 nm without
correction may be higher and less accurate.

TECHNICAL HINTS AND LIMITATIONS

+ The use of high quality Bovine Serum Albumin
(BSA) for the Reagent Diluent and Block Buffer is
crucial for the optimum performance of the DuoSet
ELISA Development kit. Impurities such as
proteases, binding proteins, soluble receptors or
other interfering substances can be found to
varying degrees in virtually all BSA preparations
and can inhibit or interfere with the detection of
certain analytes, If the standard curve appears
suppressed, consider evaluating a different
preparation of BSA.

» We recommend the use of R&D Systems' Reagent
Diluent (Catalog # DY995) or the use of Millipore
Bovine Serum Albumin, Fraction V, Protease free
(Catalog # 82-045), to prepare your own Reagent
Diluent and Block Buffer.

e This DuoSet should not be used beyond the
expiration date on the label.

» Itis important that the diluents selected for
reconstitution and for dilution of the standard
reflect the environment of the samples being
measured. The diluent suggested in this protocol
should be suitable for most cell culture supernate
samples. Validate diluents for specific sample
types prior to use.

= The type of enzyme and substrate and the
concentrations of capture/detection antibodies
used can be varied to create an immunoassay with
a different sensitivity and dynamic range. A basic
understanding of immunoassay development is
required for the successful use of these reagents
in immunoassays.

+ A thorough and consistent wash technique is
essential for proper assay performance. Wash
Buffer should be dispensed forcefully and removed
completely from the wells by aspiration or
decanting. Remove any remaining Wash Buffer by
inverting the plate and blotting it against clean
paper towels.

+ Use a fresh reagent reservoir and pipette tips for
each step.

e |tis recommended that all standards and samples
be assayed in duplicate.

= Avoid microbial contamination of reagents and
buffers. This may interfere with the sensitivity of
the assay. Buffers containing a large quantity of
protein should be made under sterile conditions
and stored at 2 - 8° C or be prepared fresh daily.

PRECAUTION

The Stop Solution suggested for use with this kit is an
acid solution. Wear eye, hand, face, and clothing
protection when using this material.
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CALCULATION OF RESULTS

Average the duplicate readings for each standard,
control, and sample and subtract the average zero
standard optical density.

Create a standard curve by reducing the data using
computer software capable of generating a four
parameter logistic (4-PL) curve-fit. As an alternative,
construct a standard curve by plotting the mean
absorbance for each standard on the y-axis against
the concentration on the x-axis and draw a best fit
curve through the points on the graph. The data may
be linearized by plotting the log of the IL-8
concentrations versus the log of the O.D. and the best
fit line can be determined by regression analysis. This
procedure will produce an adequate but less precise fit
of the data. If samples have been diluted, the
concentration read from the standard curve must be
multiplied by the dilution factor,

TYPICAL DATA

This standard curve is only for demonstration
purposes.

A standard curve should be generated for each set of
samples assayed.

The graph below represents typical data generated
when using this human IL-8 DuoSet. The standard
curve was calculated using a computer generated
4-PL curve-fit.
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SPECIFICITY

The following factors prepared at 50 ng/mL were
assayed and exhibited no cross-reactivity or
interference.

Recombinant Recombinant
human: mouse:
GROa IP-10 MIP-1a KC

GROpB MCP-1 MIP-13

GROy MCP-2 RANTES

1-309 MCP-3

CALIBRATION

This DuoSet is calibrated against a highly purified
E. coli-expressed 72 amino acid (monocyte) form of
recombinant human IL-8 produced at R&D Systems.

i assaying sample types other than cell culture supernates, each
laboratory should develop and validate its own diluent. We suggest
starting with PBS supplemented with 10 - 50% fetal calf serum.
The diluent must not be used to dilute the Detection Antibody or
the Streptavidin-HRP.

2Individual results may vary due to differences in technique,
plasticware and water sources.

3Provided this is within the expiration date of the kit.

“Allow all components to sit for a minimum of 15 minutes with
gentle agitation after initial reconstitution. Working dilutions should
be prepared and used immediately.

SAll buffers containing BSA must be stored at 2 - 8° C.

SCostar EIA Plate (Costar Catalog # 2592 or R&D Systems
Catalog # DY990) is suggested. R&D Systems ELISA Plate
Sealers (Gatalog # DY992) are also available.

FOR RESEARCH USE ONLY.
NOT FOR USE IN DIAGNOSTIC PROCEDURES.

USA & Canada | R&D Systems, Inc.
614 McKinley Place NE, Minneapolis, MN 55413, USA
TEL: (800) 343-7475 (612) 379-2956 FAX: (612) 656-4400

UK & Europe | R&D Systems Europe, Ltd.
19 Barton Lane, Abingdon Science Park, Abingdon OX14 3NB, UK
TEL: +44 (0)1235 529449 FAX: +44 (0)1235 533420

China | R&D Systems China Co., Ltd.

25/G Hua Min Empire Plaza, 726 West Yan An Road
Shanghai PRC 200050

TEL: (800) 988-1270 FAX: 86 (21) 52371001

750364.17 9/09
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