TAM-reseptoruttrykk labiale spyttkjertlerhos

pasienter megrimaet Sjogrens syndrom

Hovedvekpa makrofager og dendrittiske celler

Masteroppgave i farmasi

Alireza Molai

Senter for farmasag

Broegelmanng&orskningslaboratorium

Klinisk institutt 2

Universiteti Bergen

Mai 2023



I NNHOLDSFORTEGNELSE

SAMMENDRAG ...ttt e e e s nnmr e e e e enne 3
FORORD. ...t e e e ettt e e e e ettt e e e aaene e e e e eeaaa e e e e eeneaa e aan 4
FORKORTELSER .......coocuiuiiieess s veess s seesseses st seeaes st seeas s 5
1. INTRODUKSJION ...t eeee ettt eeee e e e e e e e e e e e e e eea s sn e eeas 7
1.1 SIOGRENS SYNDROM.....ceeiiurieitreesnreeessinnseessseeessesssssesssssessmnssesssssessssnesssseessssnned
I A 1o o= (oo =T = = RSRPRSTR 8
1.1.2 Kliniske ManifeStasSjOner..............vuuuiiiiiiiii i ereer e 12
1.1.3 KIasSIfiSeriNGSKIIEIIEN........cieiieeiiiii e 13
1.1.4 BehandliNg......cooooeiiiiiiiiiii e 15
1.2 HISTOPATOLOG I IP SIS ... ittt et ettt e 17
1.3 TAM -RESEPTORER.....cctttttititiiiiiiiiiaasimme e e e e e e e s e s e s s s e e e s s s s e e s 20
1.4 UTVALGTE IMMUNCELLER  ..eiiituiiiiiieiuteeasiteessmensessssseesssseesnseessnsesmmnsnseeesnseesssnes 22
2. MAL FOR STUDIEN ....ooiiieeieeieeeeieteeeaes e tes s eeeass st vens 23
3. MATERIALER OG METODER ...t 23
3.1 STUDIEPOPULASION ...utiiiuttteisteeasstesatseeamsasseeateeesnseesassessssnnnsassnsessnssessnsseesnsennn 23
3.2 IMMUNHISTOKIEMI  euiiiiiisieeeeeeeee ittt e e ettt 24
3.3  HAMAMATSU NANOZOOMER-=XR ....cciiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeee ettt e 28
I O U] = 1 PSPPI 29
3.4.1 Optimaliseringsprosess for farger...........ooouvvvuiieiiicccreeeerer e 29
3.4.2 PoOSItiV CelledeteKSJOM........ueieiiieie e eree e e e e e e e e e 33
3.4.3 CelleKIasSIfiSEING.........uuuuuuiiiiii i e e e ceeeeee e e e e e e e eeeee s e e e e e e e e e aeeeeeeeennnns 38
3.5 DATAANALYSE ..ottt ettt annn 40

Sidelav72



4. RESULTATER ...ttt enen s 41

4.1 | MMUNCELLER | PASIENTER OG SICCA KONTROLLER  evvvvuiviiiinieeeiineeeeinneeeeeennn 4L
4.2 TAM -RESEPTORER | PASIENTER OG KONTROLLER ....cviviiiiiiiieeciiineeevimmnrneeeannnns 45
4.3 | MMUNCELLER SOM UTTRYKKER TAM -RESEPTORER........ivvviiiiieriiineererimmnnnnnnn 49
O, DISKUSION .. o 53
5.1 ANALYSE AV UTTRYKKSNIVAENE AV TAM -RESEPTORER ...cccuuiiiiiinieriineeeenninns 53
5.2 STUDIENS BEGRENSNINGER ....uittvtiiiettiesetisesinmmssssesssisesssineeessnssnnnsssssnsesessnnns 58
6. KONKLUSJION ..ottt rrrn e rne e 62
7. REFERANSER. ... e e 63

Side2av72



SAMMENDRAG

Hensikt: Studien sammenlignet TANeseptoruttrykk labiale spyttkjertler mellom pasienter
med primaarSjogrens syndrom og kontroller med sicca symptomed fdentifisere potensiell

svekkelse av apoptotisk cellefjerning hp@sienter megrimaet Sjogrens syndrom

Metode: | denne studien ble immunhistokjemi brukt til & evaluere uttrykket av Tédéptorer
ogderes ligandsas6 i spyttkjertelvetnosbadepasienter og kontrolleAntistoffer bleanvendt
for & identifiserespesifikkeimmunceller | tillegg ble Hamamatsi NanozoomeiXR benyttet
for & ta heyopplgselige bilder av vevsseksjonepQuPathble bruktfor a kvantifisere

uttrykket av TAMreseptorer og Gas6 i immuncelke

Resultater: Det ble pavist en signifikant hgyere frekvensnaakrofager CD68+ celler) og
dendrittiske celler (identifisert ved hjelp @&D11c og CD37pi spyttkjertene tilpSjSpasienter
sammenlignet med sicdantroller. Det ble ogsa observert betydeligeskjeller i frekvensen

av TAM-reseptorer o§sasémellom disse analysegruppeimendritiske celleruttrykte Axl og
Tyro3, mens makrofager ikkejarde det. Generelt ble de hayeste uttrykksnivaene pavist for
Tyro3, etterfulgt Gasé som hadde lignende uttrykksnivaer, mens det laveste uttryéddsieiva
sett for Mer.Selv om uttrykket aix| ikke var statistisk signifikant, ble det observert et hgyere
uttrykk av Axl hos pSjSasienter enn sicekeontroller. Analysen avdekket ogsa en betydelig
variasjon i den positive prosentandelen av immunceller og -Ffédéptorer innen hver

analysegruppe.

Konklusjon: Studien viste hgyere uttrykk av  TAM-reseptoreri labiale spyttkjertlerhos
pasienter megrimaet Sjogrens syndrorsammenlignet med sicdéantroller. Dettekan antyde

at detantageligvigkke foreliggeret problemi opprydding av apoptotiske celler i spyttkjertlene

hos pSjSpasienter. Makrofager viste ikke uttrykk av Tyro3 og Axl, mens DC uttrykte begge
reseptoreneVidere forskninger ngdvendig for a forstiAM -reseptorfunksjonen bedre
aktiviteten og dens poteiefle rolle i spyttkjertler hos pasienter mg&jS. Enkeltfarging av
vevsseksjoner kan begrense pdliteligheten av identifiseringen av signaler i pafglgende

seksjonerog ytterligere metoder og teknikker er ngdvendig for & validere og bekrefte funnene.
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FORKORTELSER

ACR American College of Rheunt@ogy

AECG AmericanrEuropean Consensus Group

ANA Antinukleaere antistoffer

APC Antigenpresenterende celler

cDC1 Konvensjonelle dendrittiske celler type 1

DAB 3 , -Biapinobenzidin

DC Dendrittiske celler

EGM Ekstraglandulaere manifestasjon(er)

ESSDAI EULAR Sjogrens syndrom sykdomsaktivitetsindeks
ESSPRI EULAR Sjogrenssyndrom pasientrapportert indeks
EULAR EuropearAlliance of Associations for Rheumatology
FFPE Formalinfiksert parafininnstggEormalinFixed Pasffin-Embedde}l
FS Fokusscore

Gas6 V ekststoppspesifikt 6 (Growth arresspecific §

GC Germinalsente¢(Germinalcente)

HLA Humane leukocyttaintigerer

HRP Pepperrotperoksidagklorseradish peradase

IF Immunfluorescens

IFN Interferon

IHC Immunhistokjemilmmunohistochemistiy

IL Interleukin

MHC VevsforlikelighetsantigenkomplekMajor histocompability compléx
Min Minutt(er)

PBMC Perifere mononukleaere celler fra big®ripheral blood mononucleaell)
pDC Plasmacytoide dendrittiske celle

ProS Protein S

pSjS Primeet Sjogrens syndrom

RA Revmatoid artritt

RF Revmatoid faktor

ROI Region av interesse

RT Romtemperatur

RTK Reseptortyrosinkinaser

Side5av72



SLE Systemisk lupus erythematosus

S|S Sjogrens syndrom

SSA Sjogrens syndrom antigen A
SSB Sjogrenssyndrom antigen B
Tfh Follikuleere Fhjelpeceller
Thl7 T-hjelpeceller 17

TLR Toll-lignendereseptor
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1. INTRODUKSJON

1.1 SIOGRENS SYNDROM

Sjogrens syndrom (SjS) er en kronisk, inflammatorisk og revmatisk autoimmun sykdom som
hovedsakelig rammer eksokrine kjertelvev som spwiy tarekjertler. Vedvarende og
progressive fokale mononukleaere celleinfiltrater er et av de viktigste histopatologiske
kiennetegnee pa sykdommen. Dette er noe som kan forarsake tgrrhet i munn (xergstgmia
gyne (keratoconjunctivitis siccg)l). Dessuten kan en rekke systemiske manifestasjoner
forekomme, som kan involvere nesten ethvert organsystem. Dette gjor at sykdommen er preget
av pleomorfe kliniske manifestasjoner som farer til at fenotypehvaglighetsgraden kan i stor

grad variere fra en pasient til en annen. SjS kan defineres som primaert Sjogrens syndrom (pSjS)
eller sekundaer Sjogrens syndrom (sSjS), avhengig av om det oppstar alene eller i forbindelse
med andre systemiske autoimmune ognratiske sykdommer. Disse inkluderevmeatoid

artritt (RA) hos 20" 30 % av pasientene, systemisk lupus erythematosus (SLE) id361%

av pasientene, eller begrenset og diffus systemisk sklerose hd®1% av pasienten@).

Studier av kjertelvev i sma stiijertler, kliniske symptomer og laboratorietester har avslart en
sykdomsheterogenitet hos pasienter med pSjS, noe som viser ulike nivaer av kjertelatrofi og
erstatning av andre celler med fettvev. For & beskrive antall fokale infiltratéolkasiscore

(FS) bidra til & kategorisere pasienter ytterligere, nar det gjelder alvorlighetsgraden av de fokale
infiltratene. Fokus defineres somn avgrenset tetinsamling av minst 50 mononukleaere
inflammasjonsceller spyttkjertelevet FS defineres som atitéoci per 4 mn? kjertelvev(3).

Hayere FSverdi har veert korreté med alvorlig sykdom og assosiert med forekomsten av
fokale infiltrater sonligner pagerminalsenter (GQ3trukturena sekundaere lymfoide organer

med en lys og mark son@, 4) Slike infiltrater kalles Gdignende strukturer, pga. sine
ektopiske lokasjon i spyttkjertlene, og de er rapportert has3b% av pasientene med pSjS

(5, 6). Forekomst av Gdignende strukturer i diagnostiske labiale spyttkjertelbiopsier er ofte
assosiert med produksjon av immunglobuliner og avvikende autoantigfpfferamt en gkt

risiko for utvikling av lymfom (5, 8). De vanligste autoantistoffeneetter seg mot
autoantigenene Sjogrens syndrom antigen(Ro/SSA) og Sjogrens syndrom antigen B
(La/SSB. Autoantistoffer spiller en sentral rolle i pSjS og kan veere invohagtspatogenese

(9). Opptil 70 % av pasientene er positive for @Rti/SSA og opptil 40 % er positive for anti
La/SSB(10). Med hengn til klinisk praksis, spiller pavisning av disse autoantistoffene i serum

en avgjegrende rolle i diagnostisering og klassifisering a8 (15)).
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Etiologien og mange aspekter ved patogenesen til pSjS er fortsatt ikke klarldgt, fomes

ingen enkel diagnostisk test. pSjS er en kronisk, livslang tilstand og det er for gyeblikket ingen
kient kur. Behandlinger er derfor vanligvis rettet mot & lindre symptomer og forbedre
livskvaliteten til pasiente(l). Adskillige epidemiologiske studier om pSjS har dokumentert
betydelig variasjon i forekomsten av sykdommen pa verdensbasis, men det antas likevel en
forekomst pa omtrent 0,1 3 % i den generelle befolkninge(d2-15). En markant
kignndorskjell viser seg & eksisteredrekomsten av pSjSla kvinner rammes hyppigere enn
menn med et forholdstall pa 9:Tilstanden kan inntreffe hos pasienter i alle aldersgrupper,
men har en tendens til & manifestere seg primeert i det fierde til sjetho tivet(1, 16) For a

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

befolkningsbaserte studier sonkiuderer en stagrre befolkningsgruppe.

1.1.1 ETIOPATOGENESE
Manglende reaktivitet i immunsystemet mot et antigen etter gjentatt ekspobkripgtegnet
som«toleranse», mens fraveer av respons motaeligeneomtales somselvtoleransex17).
Denne nekanismen sikrer eliminering av sekwaktive lymfocytter som potensielt kan utgjgre
en trussel for verten. Pga. den stokastiske genereringsprosesseamytil-Bellereseptorer, kan
enkeltelymfocytter med sehreaktive reseptorer produsereg dissekrever eliminering(17).
Sentrak og perifee mekanismer foB- og T-celle toleranse virker sammen farforhindre
utviklingen av autoreaktive Bog T-celler. Svikt isel+toleransen kan fgre til autoimmunitet
og inflammatoriske reaksjon€t7). Denne sammenhengen mellom toleranse, eliminenng a
selvreaktive lymfocytter og beskyttelse mot autoreaktive celler er avgjgrende for &

opprettholde immunsystemets normale funkgjon).

Autoimmune sykdommer @&fte preget av ekompleks og heterogen patofysiologi. Kliniske
manifestasjoner oppdages vanligvis etter utvikling av en antatt autoimaspons over tid, og

det kan ga flere ar far symptomer oppstar. Etiologien og patogenesen av mange autoimmune
sykdommer, inkludert pSjS, er ikke fult ut forstatt. Forskning har indikert at bade genetjsk
miljgfaktorer spiller en rolle i patogenesau SjS og bidrar til sykdomsutviklingeifl, 18)

Figur lillustrerer den antattetiologien av sykdommen.
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Figur 1. Et forenklet syn pa sannsynlige etiopatogene hendelser fgr diagnosen Sjogrens syndramg. Figur

tekst eradapterfra Jonsson, 202®). Gjengitt med tillatelse fra John Wiley and Sons.

Genetiske assosiasjonsstudier har \astgenetisle faktorer spiller en vesentlig rolle i
etiopatogeneseav pSjS. Derfremstegenetiske predisposisjonen for p&jknyttet tilhumart
leukocyttantigen (HLA) klasse tgener,hvor HLA-DR og HLA-DQ allelerdominerer, men
utrykketav disse genene varierer avhengigaxologisk status og etnisit@9, 20) CD4+ T-
celler binder seg tipeptider som presenteres BNA klasse Ikmolekyler pa overflaten av
antigerpresenterende celler (APC) og epitelceller. ligtydningsfull egenskapved pSjS
pasienter er uttrykket av HLA klassedhtigener pa epitelder, somvanligvisikke finnes hos
friske individer(19). | en nylig publisertartikkel i tidsskriftetNature ReviewsRheumatology
(21) gir de en grundiggjennomgang av genetiske og epigenetisikdorer somkan spille en
rolle i patogenesen av @j Dette inkluderer gener som er involvert i immunsystemet og

regulering av betennel¢21).

Miljafaktorer spiller ogsa en rolle i patogenesen, spesielt virusinfeksjoner har veert diskutert for
a utlase autoimmune reaksjoner. Virus som Hepatitt C, EpBtginirus og Human F
cellelymfotropt virus typd har veert implisert i utvikling av pSjS, seerlig hos pasienter med
ant-Ro/SSA og antLa/SSB (22, 23) Bakterier har ogsa blitt foreslatt & vaere involvert i
patogenesen av pSjS, f.eks. kronisk bakteriell infeksjon fra Helicobacter 4riHos
genetisk disponerte individer kaen initial virusinfeksjon i spyttkjertleneforstyrre
kjertelepitelceller og dette kan fare tén forsterkeproduksjon avnterferon (FN), spesielt
IFN-U, avplasmacytoide dendrittiske cellg@i}C) (22). Som et resultat av den forsterkede {FN
produksjonen og forstyrrelsen av kjertelepitelceltlamne detet inflammatorisk mikromiljg
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| dette mikromiljget bliISSA- og SSBautoantigeneeksponerpa de dgende celle(22). Disse
autoantigenene er smiéonukleoproteinpartikler som normalt er lokalisert inne i cel(@.
Nar de antigenene blir kesponet i dgende cellerblir de gjenkjent av immunsystemet som
potensielle mal for immunresponblar APC behandler og presenterer de sefigamene
sammen med virale antigendean det fagre til aktivering agutoreaktive T og B-celler, og
pafglgende aktivering gMasmaceller til & produsere autoantistofs). Autoreaktive Tceller
kan skille ut cytotoksiske granulesom kan forsterke vevsskade. Dette kan fargttirligere
forstyrrelse awepitelet ogorsterkeeksponeringen av autoantigeii2?). Autoantistoffenesom
produseres kan danne immunkomplekser med deres beslektede autoantigener og binde seg til
pDC via Fereseptorene for IgGioe sondgrer til en forsterke produksjon avype | IFN(22).
Type | IFN, som er produsert som respons pa autoimmune stimulijgi@m fremme
differensiering og aktivering avautoreaktive Bceller og bidra til produksjonen av
autoantistoffef22).

Det er rapportert om en mulig potenssimmenheng mellom flere infeksjoner og utvikling av
seropositive pSjpasiente(26), men det er fortsatt uklart om det er en direkte sammenheng
mellom infeksjoner og autoantistoffproduksjon. En utfordring medindlersgke denne
sammenhengen er at blodprgver vanligvis tas etter at infeksjonen allerede har oppstatt, noe som

begrenser muligheten for a fastsla kausale fort@jl

Dysfunksjon i spyttkjertlene ved pSjS kagsaskyldes en rekke immunologiske faktorer,
inkludert produksjon av cytokiner og oppreguleringer av adhesjonsmolekyler pa epitelcelle
Dette resulterer i tiltrekning og opphold B¥nfocytter og dendrittiske dler i spyttkjertlene.
Stimulering awDC via type | IFNsystemet blipavisti spyttkjertelvevet hos pSjBasienter,

og okt frigjering auFN-Ubidrar til videreretensjon av lymfocytter i vevéR7).

En av de foreslatte mekanismene p&S er autoimmun epitelitt, som referer til en feilaktig
immunrespons mot epitelceller i spyttkjertlef@8). Nylig forskning har vist at epitelceller i
eksokrine kjertler og slimhinner kan etterligne rollen til iefesjonelle
antigenpresenterende celler, som kan presentere uvanlige autoantigener for autoreaktive T
celler(28-30). Denne mekanismen indikerer at epitelcellendesy@in viktig rolle i patogenesen

av SjS, bade som mal for den dysfunksjonelle immunresponsen og som promotgr for
immunsystemets dysregulering. Sammenhengen mellom medfgdte immunresponser og

aktivering av adaptive immunceller kan ogsa forklares ved deypadsern(31).
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Denne hypotesen er i samsvar med infeksjonshypotesen, som begge forklarer mulige
mekanismer bak patogenesen av pSjS, med fokus pa en dysfunksjonell immunrespons og
aktivering av autoreaktive celler. Pa denne maten kan det veere en mulig sammenheng mellom
de to hypotesene, hvor en feilaktig immunrespons mot epitelceller kan fagre til produksjon av
autoantistoffer, muligens etter aktivering av autoreaktive celler som &aigmikrobielle
antigener. Fortsettelsen av forskingen pa den potensielle sammenhengen vil kunne gi viktig
innsikt i utviklingen og behandlingen av Sjogrens syndidem foreslatte sykdomsmodellen

for SjS er vist i Figur 2.

MHCII  TCR

- Type | interf
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B cell TR Teell . ’
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Salivary gland epithelium
Activation of Cell damage Activation of Lymphocytic Further tissue Amplification of IFN
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with IFN production exposure and T cells target tissues autoantigen exposure immune complexes

Figur 2. Sykdomsmodell for pimaert Sjogrens syndrom.Mikrobielle triggere, som virusinfeksjoner,
initierer forstyrrelse av spyttkjertelepitelet og induserer produksjon av type | IFN, og skaper dermed et
inflammatorisk mikromiljg med autoantigener frigjort og eksponert pa dgende celler. Antigenpresenterende
celler behandler og presenterer deretter virale og selvantigener, noe som farer til aktivering av autoreaktive
T- og B-celler og pafelgende differensiering og aktivering av autoantistoffproduserende plasmaceller.
Autoreaktive TFceller induserer vevsskadeavsekresjon av cytotoksiske granuler, og forstyrrer dermed
epitelet ytterligere og forarsaker forsterket eksponering av autoantigener. Inmunkomplekser dannet mellom
autoantistoffer og autoantigener binder reseptorer pa pDC, noe som resulterer i gkENspeoduksjon. |

sin tur driver type | IFN autoantistoffproduksjon gjennom & fremme differensiering og aktivering av de
autoreaktive Bcellene. Gjennom denne prosessen skapes en selvopprettholdende syklus av autoimmunitet.
IFN, interferon; pDC, plasmaayide dendrittiske celler; MHGjevsforlikelighetsantigenkompleksCR, T-
cellereseptorFigur og tekst adaptert fra Bjoek al, 2020(22). Gjengitt med tillatelse frdohn Wiley and

Sons.
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1.1.2 KLINISKE MANIFESTASJONER
Det kliniske glandulzere manifestasjoner er dominert av tarrhetsfenomener i munn og gyne, som
er kient som keratokonjunktivitt sicca og xerostomi. Disse er forarsaket av gdeleggelse av
betent vev og atrofi i spyttkjertler og kjertler i gyngB&). Annet enn det apenbare ubehaget
munntgrrhet medfarer, kan dette gke risikoen for flere tilstander, inkludertataskoral
candidainfeksjon, angular chelitis, heshet i stemmen, samt hovne spyttk(8&leB4)
@yetarrhet skaper en ond sirkel med en kronisk og gkende lokal inflammasjon i og rundt gye
Inflammasjonen vil ofte pavirke meibomske kjertler i gvre og nedre gyelokk som er ansvarlig
for produksjon av lipide¢35). Nedsatt produksjon av tareveeske via tarekjertler og lipider fra
meibomske Kkjertler forarsaker terrhet, klge, radhet, brennende falelse og varierende
synsskarphet. Komplikasjonen ved a ha tgrre gyne kan gke risiko for hornhintesar e

infeksjoner som blefari35, 36)

Det er enstor variasjon i utvikling av ekstraglanduleere manifestasjoB&M) hos pSjS
pasienter, med opptil 70 % som utvikler flere av disse manifestasjonene, enten far eller etter
pSjSdiagnoser(37). De vanligste og svekkende systemiske symptomer er fatigue, artralgi og
myalgi. Gastrointestida manifestasjoner observeres ofte hos g®jSenter og arsaken er
redusert mengde veeske med enzymer fra gastrointestinale kjdstlar pankreas.
Manifestasjoner ses ogsa i lunger, nyrer, hud og né€t@grHos ca. 5 % av pasienter med pSjS
foreligger nyresykdon38). Tubulointerstitiell nefritt og glomerulonefritt er to av de hyggte
nyresykdommene, men det finnes et mangfoldig spekter av kliniske manifest3g)neiud
manifestasjoner er ogsa vanlig hos ca. 50 % av pasienter, seerlig tarr hud (xerodermi) og purpura
(39). Opptil 71 8 % sliter med nevrologiske manifestasjoner som ataksi, nevropati og kognitiv
svikt som er en vesentlig utfordring som er korrelert med sykdomsaktivigégr-lere utfarte

studier har vist at ved pSjS har man en hgyere risiko for betennelsesforandringer i
skjoldbruskkjertelen (thyroidea), som kan medfgre autoimmune tyroid sykdommer, spesielt
Hashimotos thyreoiditf37). Et av de mest dgdelige utfallene av pSjS er utvikling @eli&
nonHodgkins lymfom.l en genetiskanalyseble det observert &5 % av pasieet med pSjS
haddeGC-lignende strukturer ved diagnaskspunktet Seks av de syv pasientene ssgnere
utviklet nonHodgkins lymfomhadde Gdignende strukturer ved diagnaskspunktet(41).

Dette funnet harenereblitt bekreftet i flerestudier der de har vist til at tilstedeveerelsen av
ektopiske Gdignende strukturer i biopsivev fra sma labiale spyttkgerdr assosiert med gkt

risiko for lymfom hos pasienter med pSfS.
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De autoantistoffene sonmyppigst pavies hos pSjSpasienter erantinuklezere antistoffer
(ANA), anttRo 60/SSA, antRo 52/SSA og ania/SSB(42). Andre autoantistoffesom har
blitt assosiert med pSjS kludererrevmatoid faktor (RFpg antimuskarin acetylkolin M3
reseptor antistoffgl0). Anti-R0/SSA og antLa/SSB er serologiske funn som#ant de mest
karakteristiske fopSjS og som oftesproduseres flere ar fgr kliniske symptomer opp@&ta).
Anti-SSA kanofte pavises alene, mens a®EB ses oftest sammen med a®5A antistoffer
(10). Disse atpantistoffene er sterkt assosiert med risikoen for & utvikle pSjS, spesititlig
debut av sykdommen og alvorlig sykdomsfotrlepy har en hgyere innvirkning pa

spyttkjertelfunksjorsammenlignemed seronegative pasien{&n, 42)

1.1.3 KLASSIFISERINGSKRITERIER
Dagens klassifisering av pSjS gjgres pa grunnlag av retningdtiaj2016fra bade American
College of Rieumatology(ACR) og Europearilliance of Associations for Rheumatology
(EULAR) (44), som er oppsumert i Tabdll For vurdering av sykdomsaktiviteten ved pSjS er
det utviklet to indekser: EULAR Sjogrens syndrom pasientrapportert indeks (ESSPRI) og
EULAR Sjogrens syndrom sykdomsaktivitetsindeks (ESSDAI). ESSPRI inkluddneksue
symptomer rapportert av pasienten, mens ESSDAI inkluderer objektive symptomer rapportert
av helsepersonel(45, 46) Tidligere kriterier fra AmericarEuropean Consensus Group
(AECG) i 2002 inkluderte ogsa subjektive symtomer, men ACR/EULiRriene er
begrenset til objektiemalbare forhold47).

Men forutsetningen for at pasienten skal ga til stadiet med kliniske undersgkelser eltepye
munntgrrhet. Dette defineresmsopositiv respons pa minst ett av fglgende spgrsmal om
inklusjonskriterier iTabell2. 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 undersgkelser for pSjS, f.eks. stralebehandling av
hode og nakke, aktiv hepatitt-iGfeksjon, AIDS, sarkoidose, amyloidose, graftsusr host

sykdom, og Ig@-relatert sykdon{44).

Formalet med de nye kriteriene fra 2016 er & kunne diagnostisere pSjS mer presist og skille det
bedre fra andre sykdomstilstander som kan ligne pa den autoimmune sykd{diné&ren
histopatologisk undersgkelsen utfgres av en patolog for & klassifisere FS til eventuelle fokale
infiltrater, som skarer 3. Tilstedeveerelserspesifikkeautoantistoffefor SjSi blodpravertil

pasienter skarer ogsa 3. Ocular staining sdodikerer skade i gynenes epitel, mengde
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tareveeske males ved Schiratest, og stramningshastigheten av spytt testes med sialometri for
a overvake abnormitetene i sekresjon fra spyttkjertlene, hver andesitarer 1. En samlet skar

pa fire eller hagyere (4) for disse kriteriene er nadvendig for & stille en sikker diagnose av pS;jS.

Tabell 1. 2016 ACR/EULAR klassifiseringskriterier. Fra Shiboskial, 2017(44).

Element Poeng/skar
Spyttkjertel med fokalt infiltrat og F5 1 foci/4 mnt 3
Positiv aniRo/SSA 3
Okular Staining score 5 (eller van Bijsterveld scofe4) i minst 1 gye * 1
Schirmers test 5 mm/5 minutter i minst 1 gye * 1
Ustimulert sialometrf 0,1 ml/minutt * 1

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

medikamenter, fordi disse medikamentene kan veere et gyldig mal pa oral og okulser terrhet.

Tabell 2. Inklusjonskriterie (innkomstkriterier), hvis pasient svarer «Ja» pa minst ett av
spgrsmalene. Fra Shibosiial, 2017 (44).

Spgrsmal om inklusjonskriterier

1) | Har du hatt daglig, vedvarende plagsomme tgrre gyne i minst 3 maneder?

2) | Har du hatt gjentakende fglelse av sand eller grus i gynene?

3) | Bruker du kunstig tarevaeske minst tre ganger daglig?

4) | Har du hatt daglig fglelse av tgrr munn i minst tre maneder?

5) | Ma du ofte drikke for a svelge tarre matvarer?
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1.1.4 BEHANDLING
Behandling av pSjS deles hovedsakelig i symptomlindrende og sykdomsmodifiserende
behandling, for det er forelgpig ingen kur eller behandling for denne sykdommen. Pasienter har
ofte behov for oppfalging fra gyeleger og tannleger, og kan ha nytte av v#mging fra

spesialister ved systemisk involvering.

Tarrhet i gynene skaper en ond sirkel med gkende og vedvarende lokal inflammasjon i og rundt
gyet. Tareerstatningsveesker kan virke symptomlindrende og fuktighetsgivende, mens
ayedraper med ikksterode antiinflammatoriske legemidl&an ha effekt pa tgrre gyne, men

dette er ikke vanlig i praks{g8, 49) Ciklosporin gyedraper kan veere et alternativ for pasienter
med alvorlige okuleere tegn relatert til betenngs@). Pasienter som ikke responderer pa
gyedraper kan dra nytte aan naermere undersgkelse hos gyelege, som kan anbefale
behandlingsalternativer som «SmartPlugenne enheten bestar av en liten silikonplugg som
plasseres i gyets tarekanal, og har til hensikt & gke retensjonen av tarer pa overflaten av gyet
for & lindresymptomene assosiert med tgrrhet i gyr(&ag

Ved nmunntarrheinbefales det & benyite-medikamentell behandling og god munnhygiene
Dette innebzerer & gkeeskeinntakeinngd mat og drikke sokanfremskyndesymptomene

pa tarrhet For & stimulere pasientens egenproduksjon av spytt, kan sugetabletter som
inneholder fluorid eller tyggegummi vaere et godt farstevalg. Videre kan ogsa- saliva
erstatningsmidler, so erstatningsveesker og fuktighetskremer, bidra til & lindre tarrhet og
beskytte mot skade. Det anbefales ogsasiepter med pSjBarregelmessige kontroller hos
enodontolog, grunnet betydelig kariestendens, periodontitt og orale infek§g#).

Andre kroppsomrader som er rammet av tgrrhet kan behandles med fuktighetsgivende kremer
og salver, og tarr skjede kan behandles med-ideenonelle smgremidler eller vaginal
gstrogenkrem(52). Farmakologisk behandling med muskarin agonister som pilokarpin
(Salagen) g cevimelin kan forsgkes hos pasienter med store tgrrhetsplager, men medisinen bar

brukes med forsiktighet pga. betydelige bivirknin{fes).

Systemisk behandling kan veere ngdvendig for pasienter med ekstraglanduleere systemiske
trekk. Sykdomsmodifiserende behandling kan bidra til & forhindre senkomplikasjoner og skade
paorganer og vev. Kliniske erfaringer viser at fa pasienter med hgy systemisk symptombyrde
responderer pa sykdomsmodifiserende medikamenter, inkludert biologiske preparater.
Kortikosteroid  (Prednisolon), hydroksyklorokin  (Plaquenil) og immunsuppressive

medikamenter som metotreksat (Metex) kan ha effekt pa enkelte ekstraglanduleere
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manifestasjoner som muskelog leddsmerter. Disse kan ogsa forsgkes ved andre
manifestasjoner, selv om evidens for effekt er da la{@&rg4)

EULAR har nylig lansert eviden®g konsensusbaserte anbefalinger for behandling av pSjS
med lokale og systemiske medikamen(&s). | de fleste tilfeller fant gruppen at det er lav
evidens for bruk av immunsuppresjon, og at biologisk behandling ikke har vist seg & ha
tilsvarende effektivitet som ved behandling av andre autoimmune sykdof®)er

Biologiske preparatenar begrenset effektar det gjelder & behandle pSjBed unntak av en
mindrerandomisert studider noerpositive effekter pa stimulert spyttsekresjm reduksjon
avfatigue/trettheble observer(56, 57) Det kan vaere flere arsaker til den begrenséidten

av biologiske preparater. En av hovedarsakene er pasientens heterogenitet, og derfor
stratifisering av pasienter i undergrupper er viktig for & skille mellom responderende og ikke
responderende terapier. En annen grunn kan veere mangelen pa goitreddcelige
responskriterier for & male en remisjon.

Naveerende terapeutiske anbefalingene baserer seg dessverre hovedsakelig pa effekter sett for
andre autoimmune systemiske sykdommer som RA og SLE. De fleste studier innen pSjS er
randomiserte klinise studier som bare varer i en kort periode og de fleste
behandlingsforslagene har sikkerhetsproblemer i form av ugnskede bivirkninger. Disse midlene
bar derfor monitorers ngye med tanke pa effekten og mulige bivirkninger i forhold til mengden

og alvorligretsgraden av EGNB8).

Flere studier har blitt utfert pa rituximab (ar®@D20), en Bcelle hemmer, i behandling av
pasienter med pSjS. Disse studiene har konkludert med at rituximab ikke gir noe klinisk
nytteverdi for pSjasiente59, 60). Det ma bemerkes ogsa at det er bekymringer knyttet til
sikkerheten ved bruk av rituximab, spesielt i forhold til infeksjonsrigi&).

For tidenpagar det to viktige kliniske utpre@vninger som utforskank av leflunomid og
hydroksyklorokinsom kombinasjonsbehandling, saestalimab énant-CD40 behandling, i
separate studier som er oppfartElJ Clinical Trials Register(61, 62) Studien om
kombinasjonsbehandlieg med leflunomid og hydroksyklorokirvisserforelgpige resultater
som tyder paat behandlingen er trygg ogir enklinisk responsmed redwsert ESSDAI hos
pasienten€62). Det er viktig & merke seg at studien fortsatt er under utprgvning, og ytterligere
data og starre deltakergrupper vil veere ngdvendig for & trekke endelige konkluBjener.
pagaende studien om iscalimab har nyiagtet og underseksikkerhet og effekt av flere doser

av iscalimatadministrersubkutant i to ulike populasjoner av pasienter p®j®$, ogsa oppfart

i Eu Clinical Trials Registe(61).
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1.2 HISTOPATOLOGI | PSIS

Histopatologiske trekk i spyttkjertlene til pasienter med pSjS gir verdifull innsikt i sykdommens
patofysiologi. En betydelig histopatologiskjennetegnved pSjS er lymfocyttinfiltrasjoni
spyttkjertlerne, karakterisert av foci og eventuell atrofi og dksjon avkjertelveveti sma
spyttkjertler(Figur 3A). Dette skyldes at de infiltrerende lymfocyttene, spesielt CD4eller
som produserer cytokinegg B-celler som produsererutoantistoffer kan fremme en
inflammatorisk respons dgdra til skade spykjertelepitelet, acinaere celler, dukter, blodkar og
nervefibre. Videre kan den inflammatoriske responsen ogsa fere til fibrose og redusert
sekresjon av spytt.

De mest fremtredende -Gellene i forbindelse med pSjS er CD4+cdller, samt
underpopulasjonentllikuleere T-hjelpeceller (Tfh) og Thjelpeceller 17 (Th17§63). Tfh-
celler spiller en viktig rolle i G@eaksjoner, og aktiverer-Beller for & produsere antistoffer
(64). Nivaene av Tfkceller i perifert blod, som ogsa er bekreftet i vev, kan indikere
sykdomsaktivitet(65). ThiZceller og dets signaturcytik interleukin (IL}17 er pavist i
spyttkjertelvev hos pSipasienter(63) og oppdagelsen av Thl7 hegert knyttet til flere
inflammatoriske og autoimmune sykdomn(é).

B-celleaggregater kaobserveres i spyttkjertelveawv pSjSpasienterbdde med og uten GC
lignende strukturer, men mengden gker ved tilstedeveerelse av slike str(&iyrBiant ulike
subtyper av Bceller som er idntifisert, ethukommelse®-celler vanligere i spyttkjertelvev
sammenlignet med perifert blod. En gkning i antall CIp@sitive plasmaceller i
spyttkjertelvevet hos pSjBasienter er ogsa vanl{§8). En avvikende regulering av-&ller

er ogsa observerspesielt en overekspresjon axc8lleaktiverende faktor, som er uttrykt bade

i fokale infiltrater og GGElignende strukturef67).

Histopatologisk karakteriseres @ignende strukturer av aggregater avdg T-celler, CD21
positive follikulezere DC ogktiverte epitelcelle9). Ved bruk av FS for pasientklassifisering,
er giennomsnittlig FS hgyere hos pasienter medi@@nde strukturer sammenlignet med de
uten(9). Figur3 viser eksempler pa spyttkjertelbiopsier med forskjellig FS.

Ved histologisk evaluering av biopsiprgver fra ppgsienter viser det sesn gkt grad av
atrofiske spyttkjertelendestykkesamtfettinfiltrasjon sammenlignet med sicdantroller (69,

70). Gkning i fettvevserstatning er spesielt merkbar hos pasienter som tester seropositive for
autoantistoffer. Adipocytter halitt identifisert i neerheten av omrader med hgye nivaer av den

proinfammatoriske cytokinen H6, og dette kan indikere involvering av fettvev i
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inflammasjonen ved pSjS, siden-@_erenvanlig mediator i inflammatoriske proses$é®).
Til tross for disse funnene kreves det ytterligere funksjonelle studier for a avdekke det
underliggende ni@anismene for gkningen i fettvevserstatning ved pSjS og ikke minst

undersgke spyttkjertelens mikromiljg ytterligere.

Over 50% av pSj$asientene har en signatur for IFN typeg disse har vanligvis hgyere skar

pa ESSDAI, samt gkte nivaer autoantistoffer, revmatoid fakt¢RF) og IgG. I tillegg har de
reduserte nivaer av lymfocytter og naytrofiidslod (71). Aktivering avtype | IFN-systemet

farer til en kompleks kaskade av signalmolekyler som er sterkt assosiert med aktivering av
immunsystemet, inflammatoriske responser og spesielt vern mot virale infek&jandFN-
signaturen stimulerer videre visse immunceller, spesielt dendrittiske celler (DC), men-ogsa B
og T-celler. pDC befinnersegnormailti sirkulasjonen og sekundaere lymfoide organer og det er
uklart om det er pDC som driver IFiitrykket, 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. Biopsi anses som positiv ved F.. Ved evaluering av FS inkluderes
ikke fettvev i maling av totalt kjertelare@3). | enkelte biopsier kan forholdsvis store omrader
av kjertelvevet veere erstattet av fettvev slik FigBrviser (4). Enkelte patologiske funwiser

at de flestendivider med tarrhetsrelaterte syrapter i gyne og munnsiccakontrollgrupper
harunormat spyttkjertelvev med milde tegn pa betenndgsg 74) Figur 3Cgir en neermere
illustrasjon awsma infiltrasjoner abetennelsesceller i vev fra spyttkjertel hos en skooaroll.
Tilsvarende er det ikke alle pasientene i p§j&Gppen som har gdelagte spyttkjertler. Det er
derfor et stort behov for exgullstandare for diagnostikk og klassifisering av pSjS. For tiden
er spyttkjertelbiopsi fra underleppen det beste alternativet tilgjengédig | tillegg til de
ovennevnte funene er det ogsa blitt pavisignende resultatérdenne studiesom er vist under

i Figur 3.
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Figur 3. Histologiske vevssnitt fraspyttkjertel biopsier fra pSjS-pasienter (A og B) og siccontroll

(C). 3 , -Biavpinobenziding DAB)-fargeteseksjoner fra spyttkjertelvev aA) pasient 6 med FS = 2 og
GC+, (B) pasient 7 med FS = 9 og GC+, () siccakontroll. (A*) forstgrret bilde av markerte omrade i
(A) viseret fokalt infiltratav > 50 celler/mrhrundt utfarselsganger og med neerliggende normale acinzere
endestykker(B*) forstgrret bilde av markerte omrad¢B) viser betydelig med fettinfiltrasjon og tap av
spyttkjertelendestykker med gjenveerende utfarselsganger. Fettvev erstatter store deltelagvgt, noe

som gjar diagnostikken utfordrende ettersom representativt spyttkjertelvev red(S&yderstarret bilde
av tre markerte omradéerC) viser smammurcelleinfiltrater rundt utfarselsganger og aciniBette eret

mildt tegn pa betennelse i spyttkjextevettil siccakontrollen.
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1.3 TAM -RESEPTORER

En vesentlig mekanisme for & opprettholde immunologisk homeostase er apoptose, ogsa kjent
som programmert celledad. Apoptose er en kontinuerlig prosesgersaktig & aktiv fierne
apoptotiske avfall for & opprettholde vevshomeostase. Efferocytose, prosessen med a fierne
dade celler, reguleres av cellenes eksponering av et sett med «finn meg», «spis meg» og «tolerer
meg» signaler, som gjgr det mulig for naytrofiler, DC og rofdger a fagocyttere dgende

celler. Effektiv fierning av dede celler av fagocytter er avgjgrende for a opprettholde
immunsystemets toleranse for saltigener. Dette forhindrer frigjgring av atdatigener fra

dade celler og kan dermed undertrykke ugnalgireaktivitet av immunsystem@b).

TAM -reseptorespiller en viktig rolle i & opprettholde denne balansen ved a regulere apoptose
og fagocytose av apoptotiske celler og dermed bidra til & forebygge autoimmune sykdommer
(76). Tyro3, Axl og Merer medlemmer av TAMamilien, en gruppe reseptortyrosinkinaser
(RTK). Disse reseptorene samhandler med &gender inkludert growth arresspecific 6
(Gas6) og protein S (ProSJom andre RTK mottar TAMeseptorer ekstracelluleere signaler
som farer til autofosforylering av tyrosinrester, rekruttering av signalmolekyler og
intracelluleere transkripsjonelle endringer. Aktivering av TAddeptorer kan regulere
inflammatoriske  cytokinfrigjgring, efferocytose, celleproliferasjon, overlevelse og
blodplatestalbisering i immun, reproduksjonsog nervesystemg77). Svekkelse av TAM
signalsering kan fare til akkumulering av apoptosgubstansefrigjgring av auteantigener,
betennelseundertrykking av toleranse og gkt risiko for autoimmunitet. TAseptorer
uttrykkes hovedsakelig pa fagocytter i sammenheng med immunsystemet, men kan ogsa vaere
tilstede pa noen lymfoide populasjor{&s).

TAM-reseptorer er beslektet gjennom bade sekvensfunksjonelle homalgier. Hvert
medlem bestar av to ekstracelluleere immunoglobulin-ligmende domener ved den
aminoterminale enden, to fibronectin type Il (FNHiBpetisjoner, et hydrofobt transmembyran
domene og et intracelluleert proteintyrosinkinase (Rd&mene ved dekarboksyterminale
enden(78). Deres ligander, Gas6 og ProS eulsturelt homologe proteiner, som fungerer som
brodannende molekyler mellom TAkeseptorene og apoptotiske cellEilgur 4). Mens Gas6

er en potent ligand for alle tre reseptorene, kan ProS bare binde seg til Tyro3. &jndierg

av ligander tilTAM -reseptorer utlgser $oryleringskaskader i de intracellulsere domenene av
reseptorene. Dette farer til aktivering av flere signalveier, inkludert PI3K/Akt og MAPK/ERK,
som regulerer flere celluleere prosesser, inkludert overlevelse, apoptose, cidlasioh og
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cytokinproduksjon. Konsekvensene av denne aktiveringen kan varierer avhengig av typen celle

og konteksten der signalene blir mot{@).

Strukturelt bestar Gas6 og ProS av to laminindomener som utgjer det karboksyterminale
kignnshormonbindende globulin (SHB{)nende domenet. Lamimlomenet binder seg til
immunglobulin domenet til TAMeseptoren. Dette forarsaker dimerisering og aktivering av
reseptoren. Gladomenene befinner seg ved aminoterminalen til ligandene, og det er fire
epidermale vekstfaktorrelaterte domener (epidermal drdattor, EGF) mellom Glaog

laminindomenene. Gldomenene er preget av en tett konsentrasjon av glutaminsyrér&ster
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Figur 4. TAM -reseptorer og deres liganderTyro3 (ogsa kjent som BRT, DTK, RSE, SKY og TIF)xIA
(ogsd kjent som ARK, TYRO7 og UFO) ogeM(ogsa kjent som EYK, NYM og TYRO12) er
reseptorproteintyrosinkinaser (PTK) som uttrykkesdamdrittiske cellermakrofager og umodne naturlige
drepeceller immunsystemet, Sertetieller i testiklene, retinale pigmentepitelceller (RPE) i gyet og flere
andre celletyper. TAMeseptordimerer binder seg til deres to ligandeasGog protein S, gjennom
interaksjon mellom de to f#&rminale immunoglobulilignende @menene til reseptorene og de te C
terminale laminin G (LG) regionene, som sammen utgjar StdB@enet (kjgnnshormonbindende globulin),
av liganden. Via deres-drminale Gladomener binder &6 og protein S seg til fosfatidylserin som vises
pa den ekstradealeere overflaten av plasmamembranene til apoptotiske celler eller pa de ytre segmentene av
fotoreseptorer. EGF, epidermal vekstfaktor; FNIII, fibronektin type-idur og tekstfra Lemke og Rothlin,
2008(79). Gjengitt med tillatelse fra Springer Nature.
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1.4 UTVALGTE IMMUNCELLER
Makrofager,dendrittiske celler (DCpg korvensjonelle denditiske celler type 1 (cDC1gr
utvalgte immunceller som er inkludert i denne studien pga. deres betydelige uttrykksniva av
TAM -reseptorer pa deres plasmamemiizg 80) Disse immuncellene er spesielt kjent for
deres sentrale roller i fagocytose av apoptotiske celler (efferocytose) og modulering av type |
IFN signalering(77).

Makrofager er myelakdifferensierte immunceller som er spesialisert for fagocytose og
antigenpresentasjoBC er viktige for antigenpresentasj@ktivering av Fcelleresponseing
initiering av adaptivimmunitet. cDC1 er spesielt involvert i krysspresentasjon av antigener til
CD8+ T-celler, som kan spille en rolle i gdeleggelsen av epitelceller og utvikling av
autoimmunrespon@2). For pavisning av makrofager er a@bD68 antistoff brukt, mens anti
CD11c antistoff er anvendt for deteksjon av DC, og la@dieCD11c ogantiCD370 antistoffer

er benyttet for pavisning av clGTabell4).

| labiale spyttkjertler hos pSjfasienter er det observert en gkning i antall makrofager og
dendritiske celler, inkludert cDC1, sammenlignet med friske kontr¢8&). Nar TAM-
reseptorer binder til ligamh Gas6 farer det til aktivering av intracelluleere signalveier som
regulerer en rekke celluleere funksjoner, inkludert overlevelse, differensiering, migrering og
fagocytosg€79). Nylige studier har identifisert TAMeseptoresomviktige faktorer i & regulere
funksjonen til makrofager odC i autoimmune sykdmmer. TAMreseptorer hemmer

immunresponsen og bidrar til & begrense betennelse og vev§gkade
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2. MAL FOR STUDIEN

Malet i denne studien var & sammenligne spyttkjesieira pSjSpasienter ogiccakontroller
for & evaluere uttrykket av TAMeseptorer og deres ligand Gas6 i immuncefermalet var

a identifisere potensiell svekkelse av apoptotisk cellefierning hos disse pasientene.

3. MATERIALER OG METODER
3.1 STUDIEPOPULASJON

Studien benyttet sma labiale spyttkjertelbiopsier fra 9 pasienter med pSjS og 4 kontrollpersoner
uten SjS (notBjS). De sistnevnte vil heretter bli omtalt som «sikoatroller». Disse
kontrollene ble inkludert for & sammenligne med pdsie® og hadde symptomer pa tarrhet
(sicca symptomer), men oppfylte ikke kriteriene for a bli diagnostisert medKS8jfiske
opplysninger for siccakontrollgruppenvar ikke tilgjengelig Alle biopsier ble tatt for
diagnostisk prosedyre ved avdeling foe-aesehals i Haukeland universitetssjukehus, Bergen
mellom 1989 og 2020. Alle pSjgasienter oppfylte AEC@riteriene (47). P& grunn av
ytterligere revidering av kriteriene ble alle pasienteklessifisert med de reviderte 2016
ACR/EULAR Klassifiseringskriteriene (44). Alle pasientene oppfylte ogsa 2016
klassifiseringskriteriene uten a ha ekstra autoimmune sykdommer eller lyrhfapet av
prosjektet blgpasient lunderlagt eme-evaluemg som avdekket at pasientens FS var under 1
(FS < 1).Det ble oppdaget at pasienten ikke oppfylte kriteriene foli Elassifisert som en
pSjSpasient. Imidlertid blgasienterikevel beholdt i pasientkohorten basert pa en tidligere
klinisk diagnose av Sjogrens syndrom (Tabell 3). Denne viktifpgmasjonen om pasient 1

ble oppdaget i etterkant av alle analysd?asient ler derformarkert i alle analyseresultatene

for & reflektere denne etterfglgende innsikten.

Fritt informert samtykke ble innhentet fra alle deltakerne og studien ble godkjent av Regionale
komiteer fra medisinsk og helsefaglig forskningsetikk, \gtge (REK vest) (#2009/686).
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Tabell 1. Kohortegenskaper.

Parameter ID FS GC  Salivasekresjon SSA SSB ANA RF
(ml/ 5 min)
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,Re | 1** <1 0 10,8 - - + -

* Data er ikke tilgjengelig.

** Pasient 1som 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 lstlentgrasienten hadde en
klinisk diagnose Sjogrens syndromen ble identifisert medzdfarge i alle pafelgende dataanalyser som

presenteres.

3.2 | MMUNHISTOKJEMI
Formalinfiksert parafininnstgpt (FEp spyttkjertelvev fra bade pSjSasienter og sicea
kontroller ble kuttet i seksjoner medvh tykkelse ved bruk av et mikrotom (Leica Instruments
GmbH, Nussloch, Germany), plassert pa Superfrost Plus Microscope objektglass, og inkubert
ved 56 Ci 17 2 timer for & gke bindingskapasiteten ytterligere. Objektglassene ble plassert i
antigen retrieal (AR) lgsning (1:50 fortynning) i Rlink (PreTreatment Module for Tissue
Specimens, Agilent Technologis) ved ulike pH, temperatur og tid for hvert antistoff (babell
Objektglassene ble tatt ut av fifiken og vasket i vaskebuffer (Tab&). Ettervask bledet
dannet en hydrofob barrieneed enlipofil penn (ImmEdge pen) for Begrense overfladig tap
av antistofflasning og sikre at detetensjon p&evet,uten avrenning fra objektglassétten
den hydrofobe barrieren risikerer man at vevet tarkespesielt ved inkubering over natt.
Peroksidase blokk, se TabBb|lble pafart objektglassene i et fuktekammer, fgr de ble vasket i
100 ml vaskebuffer i 3 x 5 min pa en orbital shaker. Serumblokking ble utfart i et fuktekammer

i ulike tidslengde for a fidindre uspesifikk binding av antistoffenese Tabell 5.
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Konsentrasjonene for hvert antistoff var basert pa foreslatte fortynninger fra leverandgren eller
testing Antistoffkonsentrasjonene testet for hvert antistoff er angitt i TdbElet ble foretatt

flere feilsgkingsforsgk foantistoffer som ikkeviste lovende resultar i samsvar med de
foreslatte fortynningee fra leverandgen av antistoffer. Eksempel paorkkjellige testet
konsentrasjoner awlike antistofferpa sma labial spyttkjertelvev med IHC er \iitabell 4

Etter at tiden for inkubasjon med serumblokk var over, ble antistoffene pafart objektglassene.
Antistoff inkubasjonstiden var 1 time for al#tistoffene i romtemperatur (RT), unntatt for

Mer som var 1,5 time. Objektglassene ble deretter vasket med vaskebuffer i 3 x 5 min pa en
orbital shaker, bade far og etter pafaringoalymer koblet til horseradish péwdase (HRP)
Kromogen DAB ble pafart objektglassene og inkubert inne i et avtrekkskap, og overfladig DAB
ble vasket av med avionisert vann. Motfarging med Hematoxylin (S3301 Dako) for en visuell
kontrast til DAB ble utfgrt i 10 min fgr vask med avionisert vann. Tittdlle objektglassene
dehydrert i en serie i gkende etanolprosent (70 %, 96 %, 96 %, 100 %, 100 %) i 1 min hver, og
xylen i 5 min fgr de ble montert med Eukitt (mounting medium #3989) i et avtrekkskap.
Objektglassene ble sendt til skanning etter & ha ivedravtrekkskap i RT over naftigur 5

viser en sekvensiell avbildning av generell arbeidsflyt for IHC.

Tabell 2. Liste over moneog polyklonale antistoffer brukt til IHGarging av vev fra labiale
spyttkjertler.

Antistoff Vert Klon Produsent Testet konsentrasjon
CD68 Mus PGM1 Agilent Dako 1:25 1:50 1:100* -
CD11c Kanin Polyklonal SIGMA- 1:50 1:200* - -
ALDRICH

CD370 Kanin Polyklonal Proteintech 1:50 1:200* - -
Tyro3 Mus OTl4C8 ORIGENE 1:50* - -
Mer Kanin Polyklonal Invitrogen 1:50 1:200* - -
AxI Geit Polyklonal R&D systems 0,3 1,0 15 3,0

nmg/ml* mg/ml mg/ml | mg/ml
Gas6 Geit Polyklonal R&D systems | 5ng/ml* 10 15 -
ng/ml ng/ml

* Valgte konsentrasjoner for farging av vevsseksjoner.
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Figur 5. Flytskjema for immunhistokjemi (IHC) . Formalinfiksert parafininnstggEFPB-spyttkjertelvev
fra pSjSpasienterogsicce ont r ol | er bl e

kuttet i
ble plassert p&d Superfrost Pluskroskopglass og inkubert ved 56 °C i21timer for &

mikroom Seksjokdne

forbedre
bindingskapasiteten. Deretter ble objektglassene behandlet med antigen rkdsewvey ved ulike pH

verdier, temperaturer og tidésr hvert antistoff (Tabell 5)Etter vask ble det pafgrt en hydrofob barriere

seks|

rundt vevet Peroksidaseblokkering og serumblokking ble deretter utfgrt for & redusere uspesifikk binding.

Antistoffene ble pafart objektglassene og inkubert i angitt tid ved romtatopeEtter vasking ble polymer
koblet til horseradish peroksidase (HRP) péafert og visualisert med-lddMogen.Objektglassene ble

motfarget med Hematoxylin for kontrast og deretter dehydrert og montert fgr skafigimgn laget med

https://www.biorender.com
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Tabell 3. Oversikt over trinnene og reagense IHC-protokoller foralle antistoffene.

pH/PT-link pH=9 pH=9 pH=6 pH=6 pH=6 pH=6 pH=6
(Dako EnVision 97 C/20 | 97 C/20| 98 C/28| 100 C/ |97 C/20| 95 C/10min| 95 C/10 min
Target retrieval sol min min min 10 min min
pH)
Vaskebuffer EnVision EnVision | EnVision | EnVision | EnVision PBS med PBS med
FLEX FLEX FLEX FLEX FLEX 0,05 % 0,05 %
(20x) (20x) (20x) (20x) (20x) Tween20 Tween20
(3 x5 min) (Bx5 (3x5 (B3x5 (3x5 (3 x 10 min) (3 x 10 min)
min) min) min) min)
Peroksidase blokk EnVision EnVision | EnVision | EnVision | EnVision 3% 3%
FLEX FLEX FLEX FLEX FLEX H.0O./Methanol | H2O./Methanol
Peroxidase| Peroxidase| Peroxidase| Peroxidase| Peroxidase (15 min) (15 min)
block block block block block
(5 min) (5 min) (5 min) (5 min) (5 min)
Protein blokk 3%BSAi | 3%BSAi| 3% BSAi| 3%BSAi| 3%BSAI 1% BSA, 1% BSA,
TBS med5| TBSmed | TBSmed | TBSmed | TBS med | 10 % Donkey | 10 % Donkey
% 5% 5% 5% 5% in PBS in PBS
geiteserum| geiteserum| geiteserum| geiteserum| geiteserum| Tween20 0,05| Tween20 0,05
(10 min) (10 min) (15 min) (10 min) (15 min) % %
(30 min) (30 min)
Antistoff -klon Mab Rabbit Polyclonal | OriGene | Invitrogen Polyclonal Polyclonal
Fortynningsforhold 1/100 1/200 Rabbit Mab 1/150| Polyclonal goat 19G goat 19G
Inkubasjonstid 1time 1time IgG 1time rabbit IgG 0.3m/ml Gas6 5,ar/ml
1/200 1/200 1time 1time
1time 1,5time
Polymer/HRP EnVision | EnVision | EnVision | EnVision | EnVision VisUCyte VisUCyte
FFLEX FFLEX FFLEX FFLEX FFLEX HRP po|ymer HRP p0|ymer
HRP | HRP | HRP | HRP | HRP | GoatlgGab| GoatlgG ab
(30 min) (30 min) (30 min) (30 min) (30 min) (30 min) (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 Whsliele Scanning (WSS8haskin av typen
Hamamatsu NanoZoom&R etter fullfgring av immunhistokjemiskeprosesse WSS
maskiner representerer hgyteknologiske digitale mikroskoper som gir hgyopplgselige digitale
bilder av hele vevsprgven. Dettogjedet muligd analysere vevsprgweuligitalt i stedet for
tradisjonelle mikroskopeNanoZoomeiXR er spesielt utviklet for & mgte kravene til moderne
patologi, forskningslaboratorier og helsepersonell innen diagnostisering av sykdommer.
Maskinen opprettholder et gia fokus pa hele snittet og produserer klare og skarpe bilder.
Videre innehar maskinen en automatisk kalibreringsfunksjon som jevnlig utfgrer rutinemessige
kalibreringer av lysintensitet, hvitbalanse og skyggelegging for a sikre den beste bildekvaliteten
(82).

Det moderne digitale mikroskopet analyserte snittene med hgy presisjon. Snittene ble lastet inn
og programvaren startet skanning ved a trykkbatéhknappen. Heretter ble snittene skannet
automatisk og lagret i en gnsket mappe. Automatisering av hele prosessen farte til en mer
effektiv arbeidsflyt og redusert risiko for menneskddiij ved & eliminere feilaktig handtering
og/eller subjektive vurderingeBkanneprosessen tok omtrent 1 min per snitt og de skannede
snittene ble vist jevnt og raskt gjennom visningsprogramvaren, NDP.Vidigifale bilder av

vevsshittaeble heretter amlysert ved hjelp av analyseprogramvaren QuPath.
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3.4 QUPATH

QuPath er en apen kildekegeogramvare for biomedisinsk bildeanalyBeogramvarerr en
digital kvantifiseringspogramvae sombrukesi patologisk og biomedisinsk forskninQuPath

ble valgt i denne studien pga. at den tilbyr et omfattende evalueringsverkiayalgser av
biomarkgrer(83). Ved hjelp av QuPath var det muligdentifisere og segmentere objekter i
spyttkjertelveet Flere QuPattfiunksjoner (versjon 0.3.2) ble anvendt i denne studien for a

analysere spyttkjertelvev av bade pgisienter og sicekontroller.

3.4.1 OPTIMALISERINGSPROSESS FOR FARGER
Tilpasninge i QuPdh ble utfart for &unne gjennomfare en sa presis celledeteksjon som mulig.
Dette ble gjort ved a estimere fargevektorgrogramvarenFargevektorene har en viktig
funksjon i fargeutvinning ved & normalisere fargene péeee> fargene i et bilde, uawmgig
avfargdntensiteter(84). Dette gir en standardisert fremstilling av fargeinformasjonen som kan
brukes til & identifisere og kvantifisere spesifikke farger eller fargekombinasjoner i Hidet.
tilsvarende fargevektor som representerer bakgrunnen, gir informasjon om hwandan
farge» ser ut og spiller ogsa en vesentlig rolle i beregning@8k Ved a velgrightfield (H
DAB) som bildetype i QuPath, vil standard fargevektorer for hematoxylin og DAB automatisk
benyttes. Selv om impieenteringen av denne prosessen ikke alltid er ngdvendig for & forbedre
fargeadskillelsen i QuPath, var det avgjgrende for dette prosjektetelsen av gvsfarging
pa visse snitt blatfgrt av en overingenigiforskninggruppen oktober 2020. Btteresulterte
i en lys hematoxylinkromogen som skapte utfordringer for korrekt identifisering og
gjenkjenning av farger ved bruk av QuPRptlogramvaren. Selv utfgrte jeg farging av
kontrollgruppen og en del av pasientsnittene i lgpet av varen 2023. Fortéeriéludette

fenomenet, vises eksempler i Figirog 21.

For & forbedre fargeseparasjonen ble det utfgrt en prosedyre for a estimere fargevektorene ved

a bruke kommandoepnAnal y z e Pr epr oc es siQuPgth. Prosedyren mat e
involverte valg av en representativ region som inneholdt tydeligergise pa fargene, samt

valg av et bakgrunnsomrade og tegning av en rektangelanmerkning rundt dette soméeet

illustrert i Figur 6. Fargeforbedringer som ble utfgrt pa vevsseksjoner farget for CD68 er

presentert her som illustrasjon. Tilsvarende metdd@anvendt for hvert enkelt antistoff.
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Figur 6. Pasient ID: 2, Antistoff: CD68Manueltvalgt omradefor automatisert fargeestimering som er
representativfor spyttkjertelvey med bade DAB og hematoxylirkkromogenog bakgrunnsomradé/ed
hjelp av denne annoteringen ble QuPath begrenset til & kun analysere dette omradet for telling av positive

celler for markagren CD68.

QuPath genererte da spredningsplott feiséialisere forholdet mellom de rade, granne og bla
verdiene for hver piksalist i Figur 7. Informasjonen ble presentert gjennom tre separate 2D
spredningsplott, hvor hver farge ble systematisk plottet mot en annen farge. | tillegg tegnet

QuPath fargeddrijer for a indikere de eksisterende fargevektor8mdte er vist i Figuf.
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