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SAMMENDRAG   

Hensikt: Studien sammenlignet TAM-reseptoruttrykk i labiale spyttkjertler mellom pasienter 

med primært Sjögrens syndrom og kontroller med sicca symptomer for å identifisere potensiell 

svekkelse av apoptotisk cellefjerning hos pasienter med primært Sjögrens syndrom. 

Metode: I denne studien ble immunhistokjemi brukt til å evaluere uttrykket av TAM-reseptorer 

og deres ligand Gas6 i spyttkjertelvev hos både pasienter og kontroller. Antistoffer ble anvendt 

for å identifisere spesifikke immunceller. I tillegg ble Hamamatsu Nanozoomer-XR benyttet 

for å ta høyoppløselige bilder av vevsseksjonene, og QuPath ble brukt for å kvantifisere 

uttrykket av TAM-reseptorer og Gas6 i immuncellene. 

Resultater: Det ble påvist en signifikant høyere frekvens av makrofager (CD68+ celler) og 

dendrittiske celler (identifisert ved hjelp av CD11c og CD370) i spyttkjertlene til pSjS-pasienter 

sammenlignet med sicca-kontroller. Det ble også observert betydelige forskjeller i frekvensen 

av TAM-reseptorer og Gas6 mellom disse analysegruppene. Dendrittiske celler uttrykte Axl og 

Tyro3, mens makrofager ikke gjorde det. Generelt ble de høyeste uttrykksnivåene påvist for 

Tyro3, etterfulgt Gas6 som hadde lignende uttrykksnivåer, mens det laveste uttrykksnivået ble 

sett for Mer. Selv om uttrykket av Axl  ikke var statistisk signifikant, ble det observert et høyere 

uttrykk av Axl hos pSjS-pasienter enn sicca-kontroller. Analysen avdekket også en betydelig 

variasjon i den positive prosentandelen av immunceller og TAM-reseptorer innen hver 

analysegruppe. 

 

Konklusjon:  Studien viste høyere uttrykk av TAM-reseptorer i labiale spyttkjertler hos 

pasienter med primært Sjögrens syndrom sammenlignet med sicca-kontroller. Dette kan antyde 

at det antageligvis ikke foreligger et problem i opprydding av apoptotiske celler i spyttkjertlene 

hos pSjS-pasienter. Makrofager viste ikke uttrykk av Tyro3 og Axl, mens DC uttrykte begge 

reseptorene. Videre forskning er nødvendig for å forstå TAM-reseptor funksjonen bedre, 

aktiviteten og dens potensielle rolle i spyttkjertler hos pasienter med pSjS. Enkeltfarging av 

vevsseksjoner kan begrense påliteligheten av identifiseringen av signaler i påfølgende 

seksjoner, og ytterligere metoder og teknikker er nødvendig for å validere og bekrefte funnene.  

 

 



Side 4 av 72 

 

FORORD  

Først og fremst ønsker jeg å uttrykke min dype takknemlighet overfor mine veiledere Silke 

Appel, Hanne Borge og Brith Bergum  for deres uforbeholdne støtte og veiledning gjennom 

hele min masteroppgave. Silke, takk for din dedikasjon til mitt arbeid, som tydelig kom til 

uttrykk gjennom din tilgjengelighet til enhver tid og din evne til å utfordre meg til å yte mitt 

beste. Hanne, takk for din villighet til å hjelpe meg når jeg trengte det. Selv om jeg var din 

første student å veilede, føltes det aldri slik, da du bestitter ekspertise som fikk meg til å føle 

meg trygg og ivaretatt. Brith , takk for at du var med i oppstarten min ved Broegelmanns 

Forskningslaboratorium før du gikk ut i mammapermisjon. 

En spesiell takk rettes også til Kathrine  Skarstein og Tamandeep Kaur Bharaj  for å ha 

bidratt med pasientmaterialet som var essensielt for gjennomføringen av min masteroppgave.  

Jeg er takknemlig overfor Irene Sarkar, som tidligere har arbeidet med et lignende emne. Jeg 

benyttet hennes data for å sammenligne og validere mine funn, og hennes innsikt var uvurderlig 

for meg.  

Jeg vil rette en stor takk til Kjerstin  Jakobsen, som tok ansvar for en betydelig del av de 

praktiske aspektene ved oppgaven. Marianne, takk for din hjelp med ulike oppgaver og alltid 

med et stort smil.  

Takk til alle ved Broegelmanns Forskningslaboratori um for deres assistanse og støtte i løpet 

av dette året. Takk til Senter for farmasi (UiB) for deres økonomiske støtte som gjorde dette 

prosjektet mulig.  

Til  mine farmasistudenter vil jeg si takk for fem fantastiske og minnerike år. Michael, Suzette 

og Redate deres engasjement i laboratoriet og ærlige samtaler har vært svært verdsatt.  

Til slutt vil jeg sende en hjertelig takk til min familie som alltid har oppmuntret og støttet meg 

i løpet av disse fem årene. Takk for at dere alltid har fått meg til å tro på meg selv.   

Og så sist, men ikke minst, inspirert av Snoop Dogg, vil jeg si: «I Wanna Thank Me, for 

believing in me». Så takk, meg, for å ha vært en trofast partner i denne ville farmasiverdenen 

og for å alltid ha ryggen min. Du er en ekte legende!  

 



Side 5 av 72 

 

FORKORTELSER  

ACR American College of Rheumatology  

AECG American-European Consensus Group 

ANA Antinukleære antistoffer 

APC Antigenpresenterende celler  

cDC1 Konvensjonelle dendrittiske celler type 1 

DAB 3,3ǋ-Diaminobenzidin  

DC Dendrittiske celler  

EGM Ekstraglandulære manifestasjon(er) 

ESSDAI EULAR Sjögrens syndrom sykdomsaktivitetsindeks 

ESSPRI EULAR Sjögrens syndrom pasientrapportert indeks 

EULAR  European Alliance of Associations for Rheumatology 

FFPE Formalinfiksert parafininnstøpt (Formalin-Fixed Paraffin-Embedded) 

FS Fokus score  

Gas6 Vekststopp-spesifikt 6 (Growth arrest-specific 6) 

GC Germinalsenter (Germinal center)  

HLA Humane leukocytt-antigener 

HRP Pepperrotperoksidase (Horseradish peroxidase)   

IF Immunfluorescens  

IFN  Interferon  

IHC  Immunhistokjemi (Immunohistochemistry)  

IL  Interleukin  

MHC Vevsforlikelighetsantigenkompleks (Major histocompability complex) 

Min Minutt(er) 

PBMC Perifere mononukleære celler fra blod (Peripheral blood mononuclear cell)  

pDC Plasmacytoide dendrittiske celler  

ProS Protein S 

pSjS Primært Sjögrens syndrom  

RA Revmatoid artritt  

RF Revmatoid faktor  

ROI Region av interesse  

RT Romtemperatur  

RTK Reseptortyrosinkinaser   



Side 6 av 72 

 

SLE  Systemisk lupus erythematosus  
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Th17 T-hjelpeceller 17 

TLR Toll-lignende-reseptor 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Side 7 av 72 

 

1. I NTRODUKSJON 

1.1 SJÖGRENS SYNDROM  

Sjögrens syndrom (SjS) er en kronisk, inflammatorisk og revmatisk autoimmun sykdom som 

hovedsakelig rammer eksokrine kjertelvev som spytt- og tårekjertler. Vedvarende og 

progressive fokale mononukleære celleinfiltrater er et av de viktigste histopatologiske 

kjennetegnene på sykdommen. Dette er noe som kan forårsake tørrhet i munn (xerostomia) og 

øyne (keratoconjunctivitis sicca) (1). Dessuten kan en rekke systemiske manifestasjoner 

forekomme, som kan involvere nesten ethvert organsystem. Dette gjør at sykdommen er preget 

av pleomorfe kliniske manifestasjoner som fører til at fenotype og alvorlighetsgraden kan i stor 

grad variere fra en pasient til en annen. SjS kan defineres som primært Sjögrens syndrom (pSjS) 

eller sekundær Sjögrens syndrom (sSjS), avhengig av om det oppstår alene eller i forbindelse 

med andre systemiske autoimmune og revmatiske sykdommer. Disse inkluderer revmatoid 

artritt (RA) hos 20 ï 30 % av pasientene, systemisk lupus erythematosus (SLE) hos 15 ï 36 % 

av pasientene, eller begrenset og diffus systemisk sklerose hos 11 ï 24 % av pasientene (2).  

Studier av kjertelvev i små spyttkjertler, kliniske symptomer og laboratorietester har avslørt en 

sykdomsheterogenitet hos pasienter med pSjS, noe som viser ulike nivåer av kjertelatrofi og 

erstatning av andre celler med fettvev. For å beskrive antall fokale infiltrater kan fokus score 

(FS) bidra til å kategorisere pasienter ytterligere, når det gjelder alvorlighetsgraden av de fokale 

infiltratene. Fokus defineres som en avgrenset tett ansamling av minst 50 mononukleære 

inflammasjonsceller i spyttkjertelvevet. FS defineres som antall foci per 4 mm2 kjertelvev (3). 

Høyere FS-verdi har vært korrelert med alvorlig sykdom og assosiert med forekomsten av 

fokale infiltrater som ligner på germinalsenter (GC) strukturene i sekundære lymfoide organer 

med en lys og mørk sone (3, 4). Slike infiltrater kalles GC-lignende strukturer, pga. sine 

ektopiske lokasjon i spyttkjertlene, og de er rapportert hos 25 ï 30 % av pasientene med pSjS 

(5, 6). Forekomst av GC-lignende strukturer i diagnostiske labiale spyttkjertelbiopsier er ofte 

assosiert med produksjon av immunglobuliner og avvikende autoantistoffer (7), samt en økt 

risiko for utvikling av lymfom (5, 8). De vanligste autoantistoffene retter seg mot 

autoantigenene Sjögrens syndrom antigen A (Ro/SSA) og Sjögrens syndrom antigen B 

(La/SSB). Autoantistoffer spiller en sentral rolle i pSjS og kan være involvert i dets patogenese 

(9). Opptil 70 % av pasientene er positive for anti-Ro/SSA, og opptil 40 % er positive for anti-

La/SSB (10). Med hensyn til klinisk praksis, spiller påvisning av disse autoantistoffene i serum 

en avgjørende rolle i diagnostisering og klassifisering av pSjS (11).  
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Etiologien og mange aspekter ved patogenesen til pSjS er fortsatt ikke klarlagt, og det finnes 

ingen enkel diagnostisk test. pSjS er en kronisk, livslang tilstand og det er for øyeblikket ingen 

kjent kur. Behandlinger er derfor vanligvis rettet mot å lindre symptomer og forbedre 

livskvaliteten til pasienter (1). Adskillige epidemiologiske studier om pSjS har dokumentert 

betydelig variasjon i forekomsten av sykdommen på verdensbasis, men det antas likevel en 

forekomst på omtrent 0,1 ï 3 % i den generelle befolkningen (12-15). En markant 

kjønnsforskjell viser seg å eksistere i forekomsten av pSjS, da kvinner rammes hyppigere enn 

menn med et forholdstall på 9:1. Tilstanden kan inntreffe hos pasienter i alle aldersgrupper, 

men har en tendens til å manifestere seg primært i det fjerde til sjette tiår av livet (1, 16). For å 

få et dypere innblikk i den globale epidemiologien til pSjS, kreves det ytterligere 

befolkningsbaserte studier som inkluderer en større befolkningsgruppe.  

 

1.1.1 ETIOPATOGENESE  

Manglende reaktivitet i immunsystemet mot et antigen etter gjentatt eksponering blir betegnet 

som «toleranse», mens fravær av respons mot selv-antigener omtales som «selv-toleranse» (17). 

Denne mekanismen sikrer eliminering av selv-reaktive lymfocytter som potensielt kan utgjøre 

en trussel for verten. Pga. den stokastiske genereringsprosessen til B- og T-cellereseptorer, kan 

enkelte lymfocytter med selv-reaktive reseptorer produseres, og disse krever eliminering (17). 

Sentrale og perifere mekanismer for B- og T-celle toleranse virker sammen for å forhindre 

utviklingen av autoreaktive B- og T-celler. Svikt i selv-toleransen kan føre til autoimmunitet 

og inflammatoriske reaksjoner (17). Denne sammenhengen mellom toleranse, eliminering av 

selv-reaktive lymfocytter og beskyttelse mot autoreaktive celler er avgjørende for å 

opprettholde immunsystemets normale funksjon (17).  

Autoimmune sykdommer er ofte preget av en kompleks og heterogen patofysiologi. Kliniske 

manifestasjoner oppdages vanligvis etter utvikling av en antatt autoimmun respons over tid, og 

det kan gå flere år før symptomer oppstår. Etiologien og patogenesen av mange autoimmune 

sykdommer, inkludert pSjS, er ikke fult ut forstått. Forskning har indikert at både genetiske- og 

miljøfaktorer spiller en rolle i patogenesen av SjS og bidrar til sykdomsutviklingen (1, 18). 

Figur 1 illustrerer den antatte etiologien av sykdommen.   
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Figur 1. Et forenklet syn på sannsynlige etiopatogene hendelser før diagnosen Sjögrens syndrom. Figur og 

tekst er adaptert fra Jonsson, 2022 (9). Gjengitt med tillatelse fra John Wiley and Sons.  

 

Genetiske assosiasjonsstudier har vist at genetiske faktorer spiller en vesentlig rolle i 

etiopatogenesen av pSjS. Den fremste genetiske predisposisjonen for pSjS er knyttet til humant 

leukocytt-antigen (HLA) klasse II-gener, hvor HLA-DR og HLA-DQ alleler dominerer, men 

utrykket av disse genene varierer avhengig av serologisk status og etnisitet (19, 20). CD4+ T-

celler binder seg til peptider som presenteres av HLA klasse II-molekyler på overflaten av 

antigenpresenterende celler (APC) og epitelceller. En betydningsfull egenskap ved pSjS-

pasienter er uttrykket av HLA klasse II-antigener på epitelceller, som vanligvis ikke finnes hos 

friske individer (19). I en nylig publisert artikkel i tidsskriftet Nature Reviews Rheumatology 

(21) gir de en grundig gjennomgang av genetiske og epigenetiske faktorer som kan spille en 

rolle i patogenesen av pSjS. Dette inkluderer gener som er involvert i immunsystemet og 

regulering av betennelse (21).  

Miljøfaktorer spiller også en rolle i patogenesen, spesielt virusinfeksjoner har vært diskutert for 

å utløse autoimmune reaksjoner. Virus som Hepatitt C, Epstein-Bar-virus og Human T-

cellelymfotropt virus type-I har vært implisert i utvikling av pSjS, særlig hos pasienter med 

anti-Ro/SSA og anti-La/SSB (22, 23). Bakterier har også blitt foreslått å være involvert i 

patogenesen av pSjS, f.eks. kronisk bakteriell infeksjon fra Helicobacter pylori (24). Hos 

genetisk disponerte individer kan en initial virusinfeksjon i spyttkjertlene forstyrre 

kjertelepitelceller, og dette kan føre til en forsterket produksjon av interferon (IFN), spesielt 

IFN-Ŭ, av plasmacytoide dendrittiske celler (pDC) (22). Som et resultat av den forsterkede IFN-

produksjonen og forstyrrelsen av kjertelepitelceller, dannes det et inflammatorisk mikromiljø. 
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I dette mikromiljøet blir SSA- og SSB-autoantigener eksponert på de døende cellene (22). Disse 

autoantigenene er små ribonukleoproteinpartikler som normalt er lokalisert inne i cellene (25). 

Når de antigenene blir eksponert i døende celler, blir de gjenkjent av immunsystemet som 

potensielle mål for immunrespons. Når APC behandler og presenterer de selvantigenene 

sammen med virale antigener, kan det føre til aktivering av autoreaktive T- og B-celler, og 

påfølgende aktivering av plasmaceller til å produsere autoantistoffer (22). Autoreaktive T-celler 

kan skille ut cytotoksiske granuler som kan forsterke vevsskade. Dette kan føre til ytterligere 

forstyrrelse av epitelet og forsterke eksponeringen av autoantigener (22). Autoantistoffene som 

produseres kan danne immunkomplekser med deres beslektede autoantigener og binde seg til 

pDC via Fc-reseptorene for IgG, noe som fører til en forsterket produksjon av type I IFN (22). 

Type I IFN, som er produsert som respons på autoimmune stimuli, kan igjen fremme 

differensiering og aktivering av autoreaktive B-celler og bidra til produksjonen av 

autoantistoffer (22).   

Det er rapportert om en mulig potensiell sammenheng mellom flere infeksjoner og utvikling av 

seropositive pSjS-pasienter (26), men det er fortsatt uklart om det er en direkte sammenheng 

mellom infeksjoner og autoantistoffproduksjon. En utfordring med å undersøke denne 

sammenhengen er at blodprøver vanligvis tas etter at infeksjonen allerede har oppstått, noe som 

begrenser muligheten for å fastslå kausale forhold (26).  

 

Dysfunksjon i spyttkjertlene ved pSjS kan også skyldes en rekke immunologiske faktorer, 

inkludert produksjon av cytokiner og oppreguleringer av adhesjonsmolekyler på epitelcellene. 

Dette resulterer i tiltrekning og opphold av lymfocytter og dendrittiske celler i spyttkjertlene. 

Stimulering av pDC via type I IFN-systemet blir påvist i spyttkjertelvevet hos pSjS-pasienter, 

og økt frigjøring av IFN-Ŭ bidrar til videre retensjon av lymfocytter i vevet (27).  

En av de foreslåtte mekanismene bak pSjS er autoimmun epitelitt, som referer til en feilaktig 

immunrespons mot epitelceller i spyttkjertlene (28). Nylig forskning har vist at epitelceller i 

eksokrine kjertler og slimhinner kan etterligne rollen til ikke-profesjonelle 

antigenpresenterende celler, som kan presentere uvanlige autoantigener for autoreaktive T-

celler (28-30). Denne mekanismen indikerer at epitelcellene spiller en viktig rolle i patogenesen 

av SjS, både som mål for den dysfunksjonelle immunresponsen og som promotør for 

immunsystemets dysregulering. Sammenhengen mellom medfødte immunresponser og 

aktivering av adaptive immunceller kan også forklares ved denne hypotesen (31).  
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Denne hypotesen er i samsvar med infeksjonshypotesen, som begge forklarer mulige 

mekanismer bak patogenesen av pSjS, med fokus på en dysfunksjonell immunrespons og 

aktivering av autoreaktive celler. På denne måten kan det være en mulig sammenheng mellom 

de to hypotesene, hvor en feilaktig immunrespons mot epitelceller kan føre til produksjon av 

autoantistoffer, muligens etter aktivering av autoreaktive celler som følge av mikrobielle 

antigener. Fortsettelsen av forskingen på den potensielle sammenhengen vil kunne gi viktig 

innsikt i utviklingen og behandlingen av Sjögrens syndrom. Den foreslåtte sykdomsmodellen 

for SjS er vist i Figur 2.  

 

 

Figur 2. Sykdomsmodell for primært Sjögrens syndrom. Mikrobielle triggere, som virusinfeksjoner, 

initierer forstyrrelse av spyttkjertelepitelet og induserer produksjon av type I IFN, og skaper dermed et 

inflammatorisk mikromiljø med autoantigener frigjort og eksponert på døende celler. Antigenpresenterende 

celler behandler og presenterer deretter virale og selvantigener, noe som fører til aktivering av autoreaktive 

T- og B-celler og påfølgende differensiering og aktivering av autoantistoffproduserende plasmaceller. 

Autoreaktive T-celler induserer vevsskade via sekresjon av cytotoksiske granuler, og forstyrrer dermed 

epitelet ytterligere og forårsaker forsterket eksponering av autoantigener. Immunkomplekser dannet mellom 

autoantistoffer og autoantigener binder reseptorer på pDC, noe som resulterer i økt type I IFN-produksjon. I 

sin tur driver type I IFN autoantistoffproduksjon gjennom å fremme differensiering og aktivering av de 

autoreaktive B-cellene. Gjennom denne prosessen skapes en selvopprettholdende syklus av autoimmunitet. 

IFN, interferon; pDC, plasmacytoide dendrittiske celler; MHC, vevsforlikelighetsantigenkompleks; TCR, T-

cellereseptor. Figur og tekst adaptert fra Björk et al., 2020 (22). Gjengitt med tillatelse fra John Wiley and 

Sons.  
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1.1.2 K LINISKE MANIFESTASJONER  

Det kliniske glandulære manifestasjoner er dominert av tørrhetsfenomener i munn og øyne, som 

er kjent som keratokonjunktivitt sicca og xerostomi. Disse er forårsaket av ødeleggelse av 

betent vev og atrofi i spyttkjertler og kjertler i øynene (32). Annet enn det åpenbare ubehaget 

munntørrhet medfører, kan dette øke risikoen for flere tilstander, inkludert tannkaries, oral 

candidainfeksjon, angular chelitis, heshet i stemmen, samt hovne spyttkjertler (33, 34). 

Øyetørrhet skaper en ond sirkel med en kronisk og økende lokal inflammasjon i og rundt øyet. 

Inflammasjonen vil ofte påvirke meibomske kjertler i øvre og nedre øyelokk som er ansvarlig 

for produksjon av lipider (35). Nedsatt produksjon av tårevæske via tårekjertler og lipider fra 

meibomske kjertler forårsaker tørrhet, kløe, rødhet, brennende følelse og varierende 

synsskarphet. Komplikasjonen ved å ha tørre øyne kan øke risiko for hornhinnesår eller 

infeksjoner som blefaritt (35, 36).  

Det er en stor variasjon i utvikling av ekstraglandulære manifestasjoner (EGM) hos pSjS-

pasienter, med opptil 70 % som utvikler flere av disse manifestasjonene, enten før eller etter 

pSjS-diagnosen (37). De vanligste og svekkende systemiske symptomer er fatigue, artralgi og 

myalgi. Gastrointestinale manifestasjoner observeres ofte hos pSjS-pasienter og årsaken er 

redusert mengde væske med enzymer fra gastrointestinale kjertler, bl.a. pankreas. 

Manifestasjoner ses også i lunger, nyrer, hud og nerver (16). Hos ca. 5 % av pasienter med pSjS 

foreligger nyresykdom (38). Tubulointerstitiell nefritt og glomerulonefritt er to av de hyppigste 

nyresykdommene, men det finnes et mangfoldig spekter av kliniske manifestasjoner (38). Hud 

manifestasjoner er også vanlig hos ca. 50 % av pasienter, særlig tørr hud (xerodermi) og purpura 

(39). Opptil 7 ï 8 % sliter med nevrologiske manifestasjoner som ataksi, nevropati og kognitiv 

svikt som er en vesentlig utfordring som er korrelert med sykdomsaktiviteten (40). Flere utførte 

studier har vist at ved pSjS har man en høyere risiko for betennelsesforandringer i 

skjoldbruskkjertelen (thyroidea), som kan medføre autoimmune tyroid sykdommer, spesielt 

Hashimotos thyreoiditt (37). Et av de mest dødelige utfallene av pSjS er utvikling av B-celle 

non-Hodgkins lymfom. I en genetisk analyse ble det observert at 25 % av pasienter med pSjS 

hadde GC-lignende strukturer ved diagnosetidspunktet. Seks av de syv pasientene som senere 

utviklet non-Hodgkins lymfom hadde GC-lignende strukturer ved diagnosetidspunktet (41). 

Dette funnet har senere blitt bekreftet i flere studier, der de har vist til at tilstedeværelsen av 

ektopiske GC-lignende strukturer i biopsivev fra små labiale spyttkjertler er assosiert med økt 

risiko for lymfom hos pasienter med pSjS (8).  
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De autoantistoffene som hyppigst påvises hos pSjS-pasienter er anti-nukleære antistoffer 

(ANA), anti-Ro 60/SSA, anti-Ro 52/SSA og anti-La/SSB (42). Andre autoantistoffer som har 

blitt assosiert med pSjS inkluderer revmatoid faktor (RF) og anti-muskarin acetylkolin M3-

reseptor antistoffer (10). Anti-Ro/SSA og anti-La/SSB er serologiske funn som er blant de mest 

karakteristiske for pSjS, og som oftest produseres flere år før kliniske symptomer oppstår (43). 

Anti-SSA kan ofte påvises alene, mens anti-SSB sees oftest sammen med anti-SSA antistoffer 

(10). Disse autoantistoffene er sterkt assosiert med risikoen for å utvikle pSjS, spesielt ved tidlig 

debut av sykdommen og alvorlig sykdomsforløp, og har en høyere innvirkning på 

spyttkjertelfunksjon sammenlignet med seronegative pasienter (10, 42).  

 

1.1.3 K LASSIFISERINGSKRITERIER  

Dagens klassifisering av pSjS gjøres på grunnlag av retningslinjer fra 2016 fra både American 

College of Rheumatology (ACR) og European Alliance of Associations for Rheumatology 

(EULAR) (44), som er oppsumert i Tabell 1. For vurdering av sykdomsaktiviteten ved pSjS er 

det utviklet to indekser: EULAR Sjögrens syndrom pasientrapportert indeks (ESSPRI) og 

EULAR Sjögrens syndrom sykdomsaktivitetsindeks (ESSDAI). ESSPRI inkluderer subjektive 

symptomer rapportert av pasienten, mens ESSDAI inkluderer objektive symptomer rapportert 

av helsepersonell (45, 46). Tidligere kriterier fra American-European Consensus Group 

(AECG) i 2002 inkluderte også subjektive symtomer, men ACR/EULAR-kriteriene er 

begrenset til objektive målbare forhold (47).  

Men forutsetningen for at pasienten skal gå til stadiet med kliniske undersøkelser er øye- eller 

munntørrhet. Dette defineres som positiv respons på minst ett av følgende spørsmål om 

inklusjonskriterier i Tabell 2. Det er derimot satt opp eksklusjonskriterier som utelukker pSjS-

diagnose, inkludert tidligere diagnose av andre tilstander som kan ha overlappende kliniske 

egenskaper eller interferere med kliniske undersøkelser for pSjS, f.eks. strålebehandling av 

hode og nakke, aktiv hepatitt C-infeksjon, AIDS, sarkoidose, amyloidose, graft versus host 

sykdom, og IgG4-relatert sykdom (44).  

Formålet med de nye kriteriene fra 2016 er å kunne diagnostisere pSjS mer presist og skille det 

bedre fra andre sykdomstilstander som kan ligne på den autoimmune sykdommen (44). Den 

histopatologiske undersøkelsen utføres av en patolog for å klassifisere FS til eventuelle fokale 

infiltrater, som skårer 3. Tilstedeværelsen av spesifikke autoantistoffer for SjS i blodprøven til 

pasienter skårer også 3. Ocular staining score indikerer skade i øynenes epitel, mengde 
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tårevæske måles ved Schirmer-test, og strømningshastigheten av spytt testes med sialometri for 

å overvåke abnormitetene i sekresjon fra spyttkjertlene, hver av testene skårer 1. En samlet skår 

på fire eller høyere (² 4) for disse kriteriene er nødvendig for å stille en sikker diagnose av pSjS.  

 

Tabell 1. 2016 ACR/EULAR klassifiseringskriterier. Fra Shiboski et al., 2017 (44).  

Element Poeng/skår 

Spyttkjertel med fokalt infiltrat og FS ² 1 foci/4 mm2 3 

Positiv anti-Ro/SSA  3 

Okular Staining score ² 5 (eller van Bijsterveld score ² 4) i minst 1 øye * 1 

Schirmers test ¢ 5 mm/5 minutter i minst 1 øye * 1 

Ustimulert sialometri ¢ 0,1 ml/minutt * 1 

*Pasienter som behandles med antikolinerge medikamenter bør vurderes etter et tilstrekkelig intervall uten disse 

medikamenter, fordi disse medikamentene kan være et gyldig mål på oral og okulær tørrhet.   

 

Tabell 2. Inklusjonskriterie (innkomstkriterier), hvis pasient svarer «Ja» på minst ett av 

spørsmålene. Fra Shiboski et al., 2017 (44). 

Spørsmål om inklusjonskriterier 

1) Har du hatt daglig, vedvarende plagsomme tørre øyne i minst 3 måneder?  

2) Har du hatt gjentakende følelse av sand eller grus i øynene?  

3) Bruker du kunstig tårevæske minst tre ganger daglig?  

4) Har du hatt daglig følelse av tørr munn i minst tre måneder?  

5) Må du ofte drikke for å svelge tørre matvarer?  
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1.1.4 BEHANDLING  

Behandling av pSjS deles hovedsakelig i symptomlindrende og sykdomsmodifiserende 

behandling, for det er foreløpig ingen kur eller behandling for denne sykdommen. Pasienter har 

ofte behov for oppfølging fra øyeleger og tannleger, og kan ha nytte av videre oppfølging fra 

spesialister ved systemisk involvering.   

Tørrhet i øynene skaper en ond sirkel med økende og vedvarende lokal inflammasjon i og rundt 

øyet. Tåreerstatningsvæsker kan virke symptomlindrende og fuktighetsgivende, mens 

øyedråper med ikke-steroide antiinflammatoriske legemidler kan ha effekt på tørre øyne, men 

dette er ikke vanlig i praksis (48, 49). Ciklosporin øyedråper kan være et alternativ for pasienter 

med alvorlige okulære tegn relatert til betennelse (50). Pasienter som ikke responderer på 

øyedråper kan dra nytte av en nærmere undersøkelse hos øyelege, som kan anbefale 

behandlingsalternativer som «SmartPlug». Denne enheten består av en liten silikonplugg som 

plasseres i øyets tårekanal, og har til hensikt å øke retensjonen av  tårer på overflaten av øyet 

for å lindre symptomene assosiert med tørrhet i øynene (51).   

Ved munntørrhet anbefales det å benytte ikke-medikamentell behandling og god munnhygiene. 

Dette innebærer å øke væskeinntaket, unngå mat og drikke som kan fremskynde symptomene 

på tørrhet. For å stimulere pasientens egenproduksjon av spytt, kan sugetabletter som 

inneholder fluorid eller tyggegummi være et godt førstevalg. Videre kan også saliva-

erstatningsmidler, som erstatningsvæsker og fuktighetskremer, bidra til å lindre tørrhet og 

beskytte mot skade. Det anbefales også at pasienter med pSjS har regelmessige kontroller hos 

en odontolog, grunnet betydelig kariestendens, periodontitt og orale infeksjoner (32).  

Andre kroppsområder som er rammet av tørrhet kan behandles med fuktighetsgivende kremer 

og salver, og tørr skjede kan behandles med ikke-hormonelle smøremidler eller vaginal 

østrogenkrem (52). Farmakologisk behandling med muskarin agonister som pilokarpin 

(Salagen) og cevimelin kan forsøkes hos pasienter med store tørrhetsplager, men medisinen bør 

brukes med forsiktighet pga. betydelige bivirkninger (53).  

Systemisk behandling kan være nødvendig for pasienter med ekstraglandulære systemiske 

trekk. Sykdomsmodifiserende behandling kan bidra til å forhindre senkomplikasjoner og skade 

på organer og vev. Kliniske erfaringer viser at få pasienter med høy systemisk symptombyrde 

responderer på sykdomsmodifiserende medikamenter, inkludert biologiske preparater. 

Kortikosteroid (Prednisolon), hydroksyklorokin (Plaquenil) og immunsuppressive 

medikamenter som metotreksat (Metex) kan ha effekt på enkelte ekstraglandulære 
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manifestasjoner som muskel- og leddsmerter. Disse kan også forsøkes ved andre 

manifestasjoner, selv om evidens for effekt er da lavere (2, 54). 

EULAR har nylig lansert evidens- og konsensusbaserte anbefalinger for behandling av pSjS 

med lokale og systemiske medikamenter (55). I de fleste tilfeller fant gruppen at det er lav 

evidens for bruk av immunsuppresjon, og at biologisk behandling ikke har vist seg å ha 

tilsvarende effektivitet som ved behandling av andre autoimmune sykdommer (55). 

Biologiske preparater har begrenset effekt når det gjelder å behandle pSjS, med unntak av en 

mindre randomisert studie der noen positive effekter på stimulert spyttsekresjon og reduksjon 

av fatigue/tretthet ble observert (56, 57). Det kan være flere årsaker til den begrensede effekten 

av biologiske preparater. En av hovedårsakene er pasientens heterogenitet, og derfor 

stratifisering av pasienter i undergrupper er viktig for å skille mellom responderende og ikke-

responderende terapier. En annen grunn kan være mangelen på gode og tilstrekkelige 

responskriterier for å måle en remisjon.  

Nåværende terapeutiske anbefalingene baserer seg dessverre hovedsakelig på effekter sett for 

andre autoimmune systemiske sykdommer som RA og SLE.  De fleste studier innen pSjS er 

randomiserte kliniske studier som bare varer i en kort periode og de fleste 

behandlingsforslagene har sikkerhetsproblemer i form av uønskede bivirkninger. Disse midlene 

bør derfor monitorers nøye med tanke på effekten og mulige bivirkninger i forhold til mengden 

og alvorlighetsgraden av EGM (58).  

Flere studier har blitt utført på rituximab (anti-CD20), en B-celle hemmer, i behandling av 

pasienter med pSjS. Disse studiene har konkludert med at rituximab ikke gir noe klinisk 

nytteverdi for pSjS-pasienter (59, 60). Det må bemerkes også at det er bekymringer knyttet til 

sikkerheten ved bruk av rituximab, spesielt i forhold til infeksjonsrisiko (59).  

For tiden pågår det to viktige kliniske utprøvninger som utforsker bruk av leflunomid og 

hydroksyklorokin som kombinasjonsbehandling, samt iscalimab (en anti-CD40 behandling), i 

separate studier som er oppført i EU Clinical Trials Register (61, 62). Studien om 

kombinasjonsbehandlingen med leflunomid og hydroksyklorokin visser foreløpige resultater 

som tyder på at behandlingen er trygg og gir en klinisk respons med redusert ESSDAI hos 

pasientene (62). Det er viktig å merke seg at studien fortsatt er under utprøvning, og ytterligere 

data og større deltakergrupper vil være nødvendig for å trekke endelige konklusjoner. Den 

pågående studien om iscalimab har nylig startet og undersøker sikkerhet og effekt av flere doser 

av iscalimab administrert subkutant i to ulike populasjoner av pasienter med pSjS, også oppført 

i Eu Clinical Trials Register (61).  



Side 17 av 72 

 

1.2 H ISTOPATOLOG I  I PSJS 

Histopatologiske trekk i spyttkjertlene til pasienter med pSjS gir verdifull innsikt i sykdommens 

patofysiologi. En betydelig histopatologisk kjennetegn ved pSjS er lymfocyttinfiltrasjon i 

spyttkjertlerne, karakterisert av foci og eventuell atrofi og destruksjon av kjertelvevet i små 

spyttkjertler (Figur 3A). Dette skyldes at de infiltrerende lymfocyttene, spesielt CD4+ T-celler 

som produserer cytokiner, og B-celler som produserer autoantistoffer, kan fremme en 

inflammatorisk respons og bidra til skade spyttkjertelepitelet, acinære celler, dukter, blodkar og 

nervefibre. Videre kan den inflammatoriske responsen også føre til fibrose og redusert 

sekresjon av spytt.  

De mest fremtredende T-cellene i forbindelse med pSjS er CD4+ T-celler, samt 

underpopulasjonene follikulære T-hjelpeceller (Tfh) og T-hjelpeceller 17 (Th17) (63). Tfh-

celler spiller en viktig rolle i GC-reaksjoner, og aktiverer B-celler for å produsere antistoffer 

(64). Nivåene av Tfh-celler i perifert blod, som også er bekreftet i vev, kan indikere 

sykdomsaktivitet (65). Th17-celler og dets signaturcytokin interleukin (IL)-17 er påvist i 

spyttkjertelvev hos pSjS-pasienter (63) og oppdagelsen av Th17 har vært knyttet til flere 

inflammatoriske og autoimmune sykdommer (66).  

B-celleaggregater kan observeres i spyttkjertelvev av pSjS-pasienter, både med og uten GC-

lignende strukturer, men mengden øker ved tilstedeværelse av slike strukturer (67). Blant ulike 

subtyper av B-celler som er identifisert, er hukommelses B-celler vanligere i spyttkjertelvev 

sammenlignet med perifert blod. En økning i antall CD27-positive plasmaceller i 

spyttkjertelvevet hos pSjS-pasienter er også vanlig (68). En avvikende regulering av B-celler 

er også observert, spesielt en overekspresjon av B-celleaktiverende faktor, som er uttrykt både 

i fokale infiltrater og GC-lignende strukturer (67).  

Histopatologisk karakteriseres GC-lignende strukturer av aggregater av B- og T-celler, CD21-

positive follikulære DC og aktiverte epitelceller (9). Ved bruk av FS for pasientklassifisering, 

er gjennomsnittlig FS høyere hos pasienter med GC-lignende strukturer sammenlignet med de 

uten (9). Figur 3 viser eksempler på spyttkjertelbiopsier med forskjellig FS.  

 

Ved histologisk evaluering av biopsiprøver fra pSjS-pasienter viser det seg en økt grad av 

atrofiske spyttkjertelendestykker samt fettinfiltrasjon sammenlignet med sicca-kontroller (69, 

70). Økning i fettvevserstatning er spesielt merkbar hos pasienter som tester seropositive for 

autoantistoffer. Adipocytter har blitt identifisert i nærheten av områder med høye nivåer av den 

proinflammatoriske cytokinen IL-6, og dette kan indikere involvering av fettvev i 



Side 18 av 72 

 

inflammasjonen ved pSjS, siden IL-6 er en vanlig mediator i inflammatoriske prosesser (69). 

Til tross for disse funnene kreves det ytterligere funksjonelle studier for å avdekke det 

underliggende mekanismene for økningen i fettvevserstatning ved pSjS og ikke minst 

undersøke spyttkjertelens mikromiljø ytterligere.  

Over 50% av pSjS-pasientene har en signatur for IFN type I, og disse har vanligvis høyere skår 

på ESSDAI, samt økte nivåer av autoantistoffer, revmatoid faktor (RF) og IgG. I tillegg har de 

reduserte nivåer av lymfocytter og nøytrofiler i blod (71). Aktivering av type I IFN-systemet 

fører til en kompleks kaskade av signalmolekyler som er sterkt assosiert med aktivering av 

immunsystemet, inflammatoriske responser og spesielt vern mot virale infeksjoner (72). IFN-

signaturen stimulerer videre visse immunceller, spesielt dendrittiske celler (DC), men også B- 

og T-celler. pDC befinner seg normalt i sirkulasjonen og sekundære lymfoide organer og det er 

uklart om det er pDC som driver IFN-uttrykket, eller om andre faktorer som apoptotiske celler 

spiller en rolle (31).  

Histopatologisk analyse av spyttkjertelbiopsier blir evaluert og diagnostisert av oral patologer, 

der de graderer FS. Biopsien anses som positiv ved FS ² 1. Ved evaluering av FS inkluderes 

ikke fettvev i måling av totalt kjertelareal (73). I enkelte biopsier kan forholdsvis store områder 

av kjertelvevet være erstattet av fettvev slik Figur 3B viser (4). Enkelte patologiske funn viser 

at de fleste individer med tørrhetsrelaterte symptomer i øyne og munn i sicca-kontrollgrupper 

har unormalt spyttkjertelvev med milde tegn på betennelse (44, 74). Figur 3C gir en nærmere 

illustrasjon av små infiltrasjoner av betennelsesceller i vev fra spyttkjertel hos en sicca-kontroll. 

Tilsvarende er det ikke alle pasientene i pSjS-gruppen som har ødelagte spyttkjertler. Det er 

derfor et stort behov for en «gullstandard» for diagnostikk og klassifisering av pSjS. For tiden 

er spyttkjertelbiopsi fra underleppen det beste alternativet tilgjengelig (44). I tillegg til de 

ovennevnte funnene, er det også blitt påvist lignende resultater i denne studien som er vist under 

i Figur 3.  
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Figur 3. Histologiske vevssnitt fra spyttkjertel biopsier fra pSjS-pasienter (A og B) og sicca-kontroll 

(C). 3,3ǋ-Diaminobenzidine (DAB)-fargete seksjoner fra spyttkjertelvev av (A) pasient 6 med FS = 2 og 

GC+, (B) pasient 7 med FS = 9 og GC+, og (C) sicca-kontroll. (A*) forstørret bilde av markerte område i 

(A) viser et fokalt infiltrat av > 50 celler/mm2  rundt utførselsganger og med nærliggende normale acinære 

endestykker. (B*) forstørret bilde av markerte område i (B) viser betydelig med fettinfiltrasjon og tap av 

spyttkjertelendestykker med gjenværende utførselsganger. Fettvev erstatter store deler av kjertelvevet, noe 

som gjør diagnostikken utfordrende ettersom representativt spyttkjertelvev reduseres. (C*) forstørret bilde 

av tre markerte områder i (C) viser små immuncelleinfiltrater rundt utførselsganger og acinier. Dette er et 

mildt tegn på betennelse i spyttkjertelvevet til sicca-kontrollen.  

 

 

 

A 

C*  

A* 

C 

B* B 
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1.3 TAM -RESEPTORER  

En vesentlig mekanisme for å opprettholde immunologisk homeostase er apoptose, også kjent 

som programmert celledød. Apoptose er en kontinuerlig prosess som er viktig å aktiv fjerne 

apoptotiske avfall for å opprettholde vevshomeostase. Efferocytose, prosessen med å fjerne 

døde celler, reguleres av cellenes eksponering av et sett med «finn meg», «spis meg» og «tolerer 

meg» signaler, som gjør det mulig for nøytrofiler, DC og makrofager å fagocyttere døende 

celler. Effektiv fjerning av døde celler av fagocytter er avgjørende for å opprettholde 

immunsystemets toleranse for selv-antigener. Dette forhindrer frigjøring av auto-antigener fra 

døde celler og kan dermed undertrykke uønsket autoreaktivitet av immunsystemet (75).  

TAM-reseptorer spiller en viktig rolle i å opprettholde denne balansen ved å regulere apoptose 

og fagocytose av apoptotiske celler og dermed bidra til å forebygge autoimmune sykdommer 

(76). Tyro3, Axl og Mer er medlemmer av TAM-familien, en gruppe reseptortyrosinkinaser 

(RTK). Disse reseptorene samhandler med sine ligander, inkludert growth arrest-specific 6 

(Gas6) og protein S (ProS). Som andre RTK mottar TAM-reseptorer ekstracellulære signaler 

som fører til autofosforylering av tyrosinrester, rekruttering av signalmolekyler og 

intracellulære transkripsjonelle endringer. Aktivering av TAM-reseptorer kan regulere 

inflammatoriske cytokinfrigjøring, efferocytose, celleproliferasjon, overlevelse og 

blodplatestabilisering i immun-, reproduksjons- og nervesystemet (77). Svekkelse av TAM-

signalisering kan føre til akkumulering av apoptotiske substanser, frigjøring av auto-antigener, 

betennelse, undertrykking av toleranse og økt risiko for autoimmunitet. TAM-reseptorer 

uttrykkes hovedsakelig på fagocytter i sammenheng med immunsystemet, men kan også være 

tilstede på noen lymfoide populasjoner (78).  

TAM-reseptorer er beslektet gjennom både sekvens- og funksjonelle homologier. Hvert 

medlem består av to ekstracellulære immunoglobulin (Ig)-lignende domener ved den 

aminoterminale enden, to fibronectin type III (FNIII)-repetisjoner, et hydrofobt transmembran-

domene og et intracellulært proteintyrosinkinase (PTK)-domene ved den karboksyterminale 

enden (78). Deres ligander, Gas6 og ProS er strukturelt homologe proteiner, som fungerer som 

brodannende molekyler mellom TAM-reseptorene og apoptotiske celler (Figur 4). Mens Gas6 

er en potent ligand for alle tre reseptorene, kan ProS bare binde seg til Tyro3 og Mer. Binding 

av ligander til TAM-reseptorer utløser fosforyleringskaskader i de intracellulære domenene av 

reseptorene. Dette fører til aktivering av flere signalveier, inkludert PI3K/Akt og MAPK/ERK, 

som regulerer flere cellulære prosesser, inkludert overlevelse, apoptose, celleproliferasjon og 
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cytokinproduksjon. Konsekvensene av denne aktiveringen kan varierer avhengig av typen celle 

og konteksten der signalene blir mottatt (79).  

Strukturelt består Gas6 og ProS av to laminindomener som utgjør det karboksyterminale 

kjønnshormonbindende globulin (SHBG)-lignende domenet. Laminindomenet binder seg til 

immunglobulin domenet til TAM-reseptoren. Dette forårsaker dimerisering og aktivering av 

reseptoren. Gla-domenene befinner seg ved aminoterminalen til ligandene, og det er fire 

epidermale vekstfaktorrelaterte domener (epidermal growth factor, EGF) mellom Gla- og 

laminindomenene. Gla-domenene er preget av en tett konsentrasjon av glutaminsyrerester (77).  

 

 

Figur 4. TAM -reseptorer og deres ligander. Tyro3 (også kjent som BRT, DTK, RSE, SKY og TIF), Axl 

(også kjent som ARK, TYRO7 og UFO) og Mer (også kjent som EYK, NYM og TYRO12) er 

reseptorproteintyrosinkinaser (PTK) som uttrykkes av dendrittiske celler, makrofager og umodne naturlige 

drepeceller i immunsystemet, Sertoli-celler i testiklene, retinale pigmentepitelceller (RPE) i øyet og flere 

andre celletyper. TAM-reseptordimerer binder seg til deres to ligander, Gas6 og protein S, gjennom 

interaksjon mellom de to N-terminale immunoglobulin-lignende domenene til reseptorene og de to C-

terminale laminin G (LG) regionene, som sammen utgjør SHBG-domenet (kjønnshormonbindende globulin), 

av liganden. Via deres N-terminale Gla-domener binder Gas6 og protein S seg til fosfatidylserin som vises 

på den ekstracellulære overflaten av plasmamembranene til apoptotiske celler eller på de ytre segmentene av 

fotoreseptorer. EGF, epidermal vekstfaktor; FNIII, fibronektin type III. Figur og tekst fra Lemke og Rothlin, 

2008 (79). Gjengitt med tillatelse fra Springer Nature.  
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1.4 UTVALGTE IMMUNCELLER  

Makrofager, dendrittiske celler (DC) og konvensjonelle dendrittiske celler type 1 (cDC1) er 

utvalgte immunceller som er inkludert i denne studien pga. deres betydelige uttrykksnivå av 

TAM-reseptorer på deres plasmamembran (76, 80). Disse immuncellene er spesielt kjent for 

deres sentrale roller i fagocytose av apoptotiske celler (efferocytose) og modulering av type I 

IFN signalering (77).  

Makrofager er myeloid-differensierte immunceller som er spesialisert for fagocytose og 

antigenpresentasjon. DC er viktige for antigenpresentasjon, aktivering av T-celle-responsen og 

initiering av adaptiv immunitet. cDC1 er spesielt involvert i krysspresentasjon av antigener til 

CD8+ T-celler, som kan spille en rolle i ødeleggelsen av epitelceller og utvikling av 

autoimmunrespons (22). For påvisning av makrofager er anti-CD68 antistoff brukt, mens anti-

CD11c antistoff er anvendt for deteksjon av DC, og både anti-CD11c og anti-CD370 antistoffer 

er benyttet for påvisning av cDC1 (Tabell 4).  

I labiale spyttkjertler hos pSjS-pasienter er det observert en økning i antall makrofager og 

dendritiske celler, inkludert cDC1, sammenlignet med friske kontroller (81). Når TAM-

reseptorer binder til liganden Gas6, fører det til aktivering av intracellulære signalveier som 

regulerer en rekke cellulære funksjoner, inkludert overlevelse, differensiering, migrering og 

fagocytose (79). Nylige studier har identifisert TAM-reseptorer som viktige faktorer i å regulere 

funksjonen til makrofager og DC i autoimmune sykdommer. TAM-reseptorer hemmer 

immunresponsen og bidrar til å begrense betennelse og vevsskade (76).  
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2. MÅL FOR STUDIEN  

Målet i denne studien var å sammenligne spyttkjertelvev fra pSjS-pasienter og sicca-kontroller 

for å evaluere uttrykket av TAM-reseptorer og deres ligand Gas6 i immunceller. Formålet var 

å identifisere potensiell svekkelse av apoptotisk cellefjerning hos disse pasientene.  

3. MATERIALER OG METODER  

3.1 STUDIEPOPULASJON  

Studien benyttet små labiale spyttkjertelbiopsier fra 9 pasienter med pSjS og 4 kontrollpersoner 

uten SjS (non-SjS). De sistnevnte vil heretter bli omtalt som «sicca-kontroller». Disse 

kontrollene ble inkludert for å sammenligne med pasientene, og hadde symptomer på tørrhet 

(sicca symptomer), men oppfylte ikke kriteriene for å bli diagnostisert med SjS. Kliniske 

opplysninger for sicca-kontrollgruppen var ikke tilgjengelig. Alle biopsier ble tatt for 

diagnostisk prosedyre ved avdeling for øre-nese-hals i Haukeland universitetssjukehus, Bergen 

mellom 1989 og 2020. Alle pSjS-pasienter oppfylte AECG-kriteriene (47). På grunn av 

ytterligere revidering av kriteriene ble alle pasienter re-klassifisert med de reviderte 2016 

ACR/EULAR klassifiseringskriteriene (44). Alle pasientene oppfylte også 2016 

klassifiseringskriteriene uten å ha ekstra autoimmune sykdommer eller lymfom. I løpet av 

prosjektet ble pasient 1 underlagt en re-evaluering som avdekket at pasientens FS var under 1 

(FS < 1). Det ble oppdaget at pasienten ikke oppfylte kriteriene for å bli klassifisert som en 

pSjS-pasient. Imidlertid ble pasienten likevel beholdt i pasientkohorten basert på en tidligere 

klinisk diagnose av Sjögrens syndrom (Tabell 3). Denne viktige informasjonen om pasient 1 

ble oppdaget i etterkant av alle analysene. Pasient 1 er derfor markert i alle analyseresultatene 

for å reflektere denne etterfølgende innsikten.  

Fritt informert samtykke ble innhentet fra alle deltakerne og studien ble godkjent av Regionale 

komiteer fra medisinsk og helsefaglig forskningsetikk, Vest-Norge (REK vest) (#2009/686). 

 

 

 

 

 

 



Side 24 av 72 

 

Tabell 1. Kohortegenskaper.   

Parameter ID FS GC Salivasekresjon 

(ml/ 5 min) 

SSA SSB ANA RF 

Ro+/La+ 8 3 0 1 + + + - 

7 9 1 *  + + + - 

2 4 0 *  + + - + 

Ro+/La- 5 1 0 1,2 + - + - 

6 2 1 1,2 + - - - 

Ro-/La- 3 2 1 1,2 - - + - 

4 3 0 3,5 - - *  - 

FS < 1, Ro+ 9 <1 0 3,2 + - + - 

FS < 1, Ro- 1**  <1 0 10,8 - - + - 

* Data er ikke tilgjengelig.                                                    

** Pasient 1 som tidligere hadde FS = 2, ble gjenstand for en revurdering av biopsien, som indikerte at 

pasienten hadde en FS < 1. Det bemerkes at pasienten forble en del av kohorten siden pasienten hadde en 

klinisk diagnose Sjögrens syndrom, men ble identifisert med rødfarge i alle påfølgende dataanalyser som 

presenteres.    

 

3.2 I MMUNHISTOKJEMI  

Formalinfiksert parafininnstøpt (FFPE) spyttkjertelvev fra både pSjS-pasienter og sicca-

kontroller ble kuttet i seksjoner med 4 mm tykkelse ved bruk av et mikrotom (Leica Instruments 

GmbH, Nussloch, Germany), plassert på Superfrost Plus Microscope objektglass, og inkubert 

ved 56 ̄C i 1 ï 2 timer for å øke bindingskapasiteten ytterligere. Objektglassene ble plassert i 

antigen retrieval (AR) løsning (1:50 fortynning) i PT-link (Pre-Treatment Module for Tissue 

Specimens, Agilent Technologis) ved ulike pH, temperatur og tid for hvert antistoff (Tabell 5).  

Objektglassene ble tatt ut av PT-linken og vasket i vaskebuffer (Tabell 5). Etter vask ble det 

dannet en hydrofob barriere med en lipofil penn (ImmEdge pen) for å begrense overflødig tap 

av antistoffløsning og sikre at dets retensjon på vevet, uten avrenning fra objektglasset. Uten 

den hydrofobe barrieren risikerer man at vevet tørker ut, spesielt ved inkubering over natt. 

Peroksidase blokk, se Tabell 5, ble påført objektglassene i et fuktekammer, før de ble vasket i 

100 ml vaskebuffer i 3 x 5 min på en orbital shaker. Serumblokking ble utført i et fuktekammer 

i ulike tidslengde for å forhindre uspesifikk binding av antistoffene, se Tabell 5. 
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Konsentrasjonene for hvert antistoff var basert på foreslåtte fortynninger fra leverandøren eller 

testing. Antistoffkonsentrasjonene testet for hvert antistoff er angitt i Tabell 4. Det ble foretatt 

flere feilsøkingsforsøk for antistoffer som ikke viste lovende resultater i samsvar med de 

foreslåtte fortynningene fra leverandøren av antistoffer. Eksempel på forskjellige testet 

konsentrasjoner av ulike antistoffer på små labial spyttkjertelvev med IHC er vist i Tabell 4. 

Etter at tiden for inkubasjon med serumblokk var over, ble antistoffene påført objektglassene. 

Antistoff inkubasjonstiden var 1 time for alle antistoffene i romtemperatur (RT), unntatt for 

Mer som var 1,5 time. Objektglassene ble deretter vasket med vaskebuffer i 3 x 5 min på en 

orbital shaker, både før og etter påføring av polymer koblet til horseradish peroksidase (HRP). 

Kromogen DAB ble påført objektglassene og inkubert inne i et avtrekkskap, og overflødig DAB 

ble vasket av med avionisert vann. Motfarging med Hematoxylin (S3301 Dako) for en visuell 

kontrast til DAB ble utført i 10 min før vask med avionisert vann. Til slutt ble objektglassene 

dehydrert i en serie i økende etanolprosent (70 %, 96 %, 96 %, 100 %, 100 %) i 1 min hver, og 

xylen i 5 min før de ble montert med Eukitt (mounting medium #3989) i et avtrekkskap. 

Objektglassene ble sendt til skanning etter å ha vært i et avtrekkskap i RT over natt. Figur 5 

viser en sekvensiell avbildning av generell arbeidsflyt for IHC.   

 

Tabell 2. Liste over mono- og polyklonale antistoffer brukt til IHC-farging av vev fra labiale 

spyttkjertler. 

* Valgte konsentrasjoner for farging av vevsseksjoner.  

Antistoff  Vert  Klon Produsent Testet konsentrasjon 

CD68 Mus PG-M1 Agilent Dako 1:25 1:50 1:100* - 

CD11c Kanin Polyklonal SIGMA-

ALDRICH 

1:50 1:200* - - 

CD370 Kanin Polyklonal Proteintech 1:50 1:200* - - 

Tyro3 Mus OTI4C8 ORIGENE 1:50*  - - 

Mer Kanin Polyklonal Invitrogen 1:50 1:200* - - 

Axl  Geit Polyklonal R&D systems 0,3 

mg/ml* 

1,0 

mg/ml 

1,5 

mg/ml 

3,0 

mg/ml 

Gas6 Geit Polyklonal R&D systems 5 mg/ml* 10 

mg/ml 

15 

mg/ml 

- 
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Figur 5. Flytskjema for immunhistokjemi (IHC) . Formalinfiksert parafininnstøpt (FFPE)-spyttkjertelvev 

fra pSjS-pasienter og sicca-kontroller ble kuttet i 4 ɛm tykke seksjoner ved hjelp av et mikrotom. Seksjonene 

ble plassert på Superfrost Plus-mikroskopglass og inkubert ved 56 °C i 1-2 timer for å forbedre 

bindingskapasiteten. Deretter ble objektglassene behandlet med antigen retrieval-løsning ved ulike pH-

verdier, temperaturer og tider for hvert antistoff (Tabell 5). Etter vask ble det påført en hydrofob barriere 

rundt vevet. Peroksidaseblokkering og serumblokking ble deretter utført for å redusere uspesifikk binding. 

Antistoffene ble påført objektglassene og inkubert i angitt tid ved romtemperatur. Etter vasking ble polymer 

koblet til horseradish peroksidase (HRP) påført og visualisert med DAB-kromogen. Objektglassene ble 

motfarget med Hematoxylin for kontrast og deretter dehydrert og montert før skanning. Figuren laget med 

https://www.biorender.com.  
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Tabell 3. Oversikt over trinnene og reagensene i IHC-protokoller for alle antistoffene.  

Antistoff  

 

Trinn  

og løsninger 

CD68 

 

CD370 

 

CD11c 

 

Tyro3 

 

Mer  

 

Axl  

 

Gas6 

 

pH/PT-link  

(Dako EnVision 

Target retrieval sol 

pH) 

pH = 9 

97 ̄  C / 20 

min 

pH = 9 

97 ̄  C / 20 

min 

pH = 6 

98 ̄  C / 28 

min 

pH = 6 

100 ̄  C / 

10 min 

pH = 6 

97 ̄  C / 20 

min 

pH = 6 

95 ̄  C / 10 min 

pH = 6 

95 ̄  C / 10 min 

Vaske buffer  EnVision 

FLEX 

(20x) 

(3 x 5 min) 

EnVision 

FLEX 

(20x) 

(3 x 5 

min) 

EnVision 

FLEX 

(20x) 

(3 x 5 

min) 

EnVision 

FLEX 

(20x) 

(3 x 5 

min) 

EnVision 

FLEX 

(20x) 

(3 x 5 

min) 

PBS med 

0,05 % 

Tween20 

(3 x 10 min) 

PBS med 

0,05 % 

Tween20 

(3 x 10 min) 

Peroksidase blokk 

 

EnVision 

FLEX 

Peroxidase 

block 

(5 min) 

EnVision 

FLEX 

Peroxidase 

block 

(5 min) 

EnVision 

FLEX 

Peroxidase 

block 

(5 min) 

EnVision 

FLEX 

Peroxidase 

block 

(5 min) 

EnVision 

FLEX 

Peroxidase 

block 

(5 min) 

3 % 

H2O2/Methanol 

(15 min) 

3 % 

H2O2/Methanol 

(15 min) 

Protein blokk 3 % BSA i 

TBS med 5 

% 

geiteserum 

(10 min) 

3 % BSA i 

TBS med 

5 % 

geiteserum 

(10 min) 

3 % BSA i 

TBS med 

5 % 

geiteserum 

(15 min) 

3 % BSA i 

TBS med 

5 % 

geiteserum 

(10 min) 

3 % BSA i 

TBS med 

5 % 

geiteserum 

(15 min) 

1 % BSA, 

10 % Donkey 

in PBS 

Tween20 0,05 

% 

(30 min) 

1 % BSA, 

10 % Donkey 

in PBS 

Tween20 0,05 

% 

(30 min) 

Antistoff -klon 

Fortynningsforhold 

Inkubasjonstid 

Mab 

1/100 

1 time 

Rabbit 

1/200 

1 time 

Polyclonal 

Rabbit 

IgG 

1/200 

1 time 

OriGene 

Mab 1/150 

1 time 

Invitrogen 

Polyclonal 

rabbit IgG 

1/200 

1,5 time 

Polyclonal 

goat IgG 

0.3 ml/ml 

1 time 

Polyclonal 

goat IgG 

Gas6 5,0 ml/ml 

1 time 

Polymer/HRP EnVision 

FFLEX 

HRP 

(30 min) 

EnVision 

FFLEX 

HRP 

(30 min) 

EnVision 

FFLEX 

HRP 

(30 min) 

EnVision 

FFLEX 

HRP 

(30 min) 

EnVision 

FFLEX 

HRP 

(30 min) 

VisUCyte 

HRP polymer 

Goat IgG ab 
(30 min) 

VisUCyte 

HRP polymer 

Goat IgG ab 
(30 min) 

DAB 17 min 13 min 10 min 5 min 10 min 3,5 min 3,5 min 
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3.3 HAMAMATSU NANOZOOMER -XR 

Biopsisnittene ble skannet ved bruk av en Whole Slide Scanning (WSS)-maskin av typen 

Hamamatsu NanoZoomer-XR etter fullføring av immunhistokjemiske prosesser. WSS-

maskiner representerer høyteknologiske digitale mikroskoper som gir høyoppløselige digitale 

bilder av hele vevsprøven. Dette gjorde det mulig å analysere vevsprøvene digitalt i stedet for 

tradisjonelle mikroskoper. NanoZoomer-XR er spesielt utviklet for å møte kravene til moderne 

patologi, forskningslaboratorier og helsepersonell innen diagnostisering av sykdommer. 

Maskinen opprettholder et skarpt fokus på hele snittet og produserer klare og skarpe bilder. 

Videre innehar maskinen en automatisk kalibreringsfunksjon som jevnlig utfører rutinemessige 

kalibreringer av lysintensitet, hvitbalanse og skyggelegging for å sikre den beste bildekvaliteten 

(82).   

Det moderne digitale mikroskopet analyserte snittene med høy presisjon. Snittene ble lastet inn 

og programvaren startet skanning ved å trykke på batch-knappen. Heretter ble snittene skannet 

automatisk og lagret i en ønsket mappe. Automatisering av hele prosessen førte til en mer 

effektiv arbeidsflyt og redusert risiko for menneskelig feil ved å eliminere feilaktig håndtering 

og/eller subjektive vurderinger. Skanneprosessen tok omtrent 1 min per snitt og de skannede 

snittene ble vist jevnt og raskt gjennom visningsprogramvaren, NDP.view2. Digitale bilder av 

vevssnittene ble heretter analysert ved hjelp av analyseprogramvaren QuPath.  
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3.4 QUPATH  

QuPath er en åpen kildekode-programvare for biomedisinsk bildeanalyse. Programvaren er en 

digital kvantifiseringsprogramvare som brukes i patologisk og biomedisinsk forskning. QuPath 

ble valgt i denne studien pga. at den tilbyr et omfattende evalueringsverktøy for analyser av 

biomarkører (83). Ved hjelp av QuPath var det mulig å identifisere og segmentere objekter i 

spyttkjertelvevet. Flere QuPath-funksjoner (versjon 0.3.2) ble anvendt i denne studien for å 

analysere spyttkjertelvev av både pSjS-pasienter og sicca-kontroller.  

3.4.1 OPTIMALISERINGSPROSESS FOR FARGER  

Tilpasninger i QuPath ble utført for å kunne gjennomføre en så presis celledeteksjon som mulig. 

Dette ble gjort ved å estimere fargevektorer i programvaren. Fargevektorene har en viktig 

funksjon i fargeutvinning ved å normalisere fargene på de «rene» fargene i et bilde, uavhengig 

av fargeintensiteten (84). Dette gir en standardisert fremstilling av fargeinformasjonen som kan 

brukes til å identifisere og kvantifisere spesifikke farger eller fargekombinasjoner i bildet. En 

tilsvarende fargevektor som representerer bakgrunnen, gir informasjon om hvordan «ingen 

farge» ser ut og spiller også en vesentlig rolle i beregningene (85). Ved å velge Brightfield (H-

DAB) som bildetype i QuPath, vil standard fargevektorer for hematoxylin og DAB automatisk 

benyttes. Selv om implementeringen av denne prosessen ikke alltid er nødvendig for å forbedre 

fargeadskillelsen i QuPath, var det avgjørende for dette prosjektet. Utførelsen av vevsfarging 

på visse snitt ble utført av en overingeniør i forskningsgruppen i oktober 2020. Dette resulterte 

i en lys hematoxylin-kromogen, som skapte utfordringer for korrekt identifisering og 

gjenkjenning av farger ved bruk av QuPath-programvaren. Selv utførte jeg farging av 

kontrollgruppen og en del av pasientsnittene i løpet av våren 2023. For å illustrere dette 

fenomenet, vises eksempler i Figur 20 og 21.  

For å forbedre fargeseparasjonen ble det utført en prosedyre for å estimere fargevektorene ved 

å bruke kommandoen çAnalyze  Preprocessing  Estimate stain vectorsè i QuPath. Prosedyren 

involverte valg av en representativ region som inneholdt tydelige eksempler på fargene, samt 

valg av et bakgrunnsområde og tegning av en rektangelanmerkning rundt dette området som er 

illustrert i Figur 6. Fargeforbedringer som ble utført på vevsseksjoner farget for CD68 er 

presentert her som illustrasjon. Tilsvarende metode ble anvendt for hvert enkelt antistoff.  
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Figur 6. Pasient ID: 2, Antistoff: CD68. Manuelt valgt område for automatisert fargeestimering som er 

representativt for spyttkjertelvev, med både DAB- og hematoxylin-kromogen og bakgrunnsområde. Ved 

hjelp av denne annoteringen ble QuPath begrenset til å kun analysere dette området for telling av positive 

celler for markøren CD68.  

 

QuPath genererte da spredningsplott for å visualisere forholdet mellom de røde, grønne og blå 

verdiene for hver piksel vist i Figur 7. Informasjonen ble presentert gjennom tre separate 2D-

spredningsplott, hvor hver farge ble systematisk plottet mot en annen farge. I tillegg tegnet 

QuPath fargede linjer for å indikere de eksisterende fargevektorene. Dette er vist i Figur 7. 

 

 

 




































































