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Sammendrag

Myeloperoksidase (MPO) er et enzym som spiller en viktig rolle for immunforsvarets
bekjempelse av bakterier. Enzymet frigjares fra hvite blodceller under en
inflammasjonsreaksjon og katalyserer dannelsen av det bakteriedrepende stoffet
underklorsyrlig (HOCI). Under produksjon av HOCI dannes det ogsa reaktive
oksygenforbindelser (ROS) som har evne til & oksidere, og dermed gjare skade pa, ulike
cellekomponenter. Oksidativt stress er en tilstand der produksjonen av ROS er starre enn
kroppens evne til & ngytralisere dem. Oksidativt stress kan males ved a kvantifisere oksiderte
cellekomponenter. Det er foreslatt at gkt utslipp av MPO under en inflammasjon vil kunne
fare til gkt produksjon av ROS som igjen kan fare til oksidativt stress. Det har blitt pavist
oksidativt stress hos pasienter med kroniske inflammasjonssykdommer som primeert Sjagrens
syndrom (PSS) og systemisk lupus erythematosus (SLE).

Formalet med oppgaven er a validere en metode for & male konsentrasjon av MPO i plasma
og deretter anvende metoden for a finne ut om konsentrasjonen er hgyere hos pasienter med
SLE og PSS enn hos friske personer.

Metoden som ble validert er ELISA-kit fra BioVendor. Kitet ble validert med hensyn pa
falgende parametere: Prgvemateriale, kalibreringskurve, deteksjonsgrense, variasjon (CV) og
gjenfinning. Anbefalt pravemateriale er EDTA-plasma med kraftig sentrifugering (minst 2280
G). Fire-parameter logistisk kalibreringskurve ble brukt. Deteksjonsgrensen for metoden er
0,5 ng/ml, CV 16,2 % og gjenfinningen 62 %.

Konsentrasjon av MPO i plasma ble malt pa 17 friske personer, 21 pasienter med SLE og 26
pasienter med PSS. Pasientene med PSS hadde fatt betennelsesdempende medisin i fire uker
og blodpraver ble tatt ved start (uke 0) og etter fire uker. MPO ble malt pa alle pasientene i
uke 0 og i uke 4. Statistiske tester viste at konsentrasjon av MPO, i forhold til hos den friske
gruppen, var signifikant hgyere hos SLE-pasientene (P = 0,039). Hos pasientene med PSS var
konsentrasjon av MPO ikke signifikant hgyere enn hos de friske, hverken i uke 0 (P = 0,353)
eller uke 4 (P = 0,569).

Metodens spredning er forholdsvis hay og en ma regne med & matte analysere prever flere
ganger for & fa et palitelig resultat. Konsentrasjon av MPO hadde steget hos SLE-pasientene,
men ikke hos PSS-pasientene. Uten informasjon av sykdomsaktivitet eller grad av oksidativt
stress for alle pasientene er det vanskelig & si noe om sammenheng mellom dette og
konsentrasjon av MPO.
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Forord
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1 Innledning

Denne oppgaven omhandler validering og anvendelse av en kvantitativ immunologisk
analysemetode for a detektere konsentrasjon av myeloperoksidase i plasma. Metoden er
anvendt for & male myeloperoksidase hos pasienter med kroniske inflammasjonssykdommer
og friske personer.

1.1 MPO som markgr for inflammasjon og oksidativt stress

Myeloperoksidase (MPO) er et enzym som spiller en viktig rolle for kroppens immunforsvar
og brukes som en markgr for inflammasjon ved ulike sykdomstilstander. Blant annet har
enzymet blitt studert i sammenheng med hjertesyke pasienter der det har vist seg at gkte
konsentrasjoner av MPO i plasma kan veere en markar for gkt risiko for a fa hjerteinfarkt [1].
Pasienter med nyresvikt, som gjennomgar dialysebehandling, har gkt konsentrasjon av
oksiderte proteiner (AOPP) som trolig skyldes gkt MPO aktivitet [2]. Enzymet er allerede en
marker for inflammasjon, men det er ogsa gnskelig a benytte MPO som en markar for
oksidativt stress hos ulike pasientgrupper.

MPO finnes naturlig i to typer hvite blodceller som er spesielt viktige for uskadeliggjarelsen
av bakterier: Ngytrofile granulocytter og monocytter. Under en infeksjon vil de hvite
blodcellene stramme til omradet der infeksjonen er og sette i gang immunprosessen. MPO blir
frigjort fra blodcellene for & produsere en bakteriedrepende forbindelse som kalles
underklorsyrling (HOCI). Dannelsen av HOCI er altsa bra for kroppen for & dempe
infeksjonen. Men HOCI kan ogsa reagere videre med andre molekyler og danne reaktive
oksygenforbindelser (ROS) [3]. ROS er forbindelser som har oksiderende evner, det vil si at
de kan ta opp elektroner fra andre molekyler. Oksidering av for eksempel et protein kan fore
til skade pa proteinet. Skade pa DNA, lipider og proteiner som faglge av oksidering kan igjen
fare til sykdom [4]. Oksidativt stress er en tilstand der dannelsen av ROS er stgrre en
kroppens evne til & ngytralisere dem. For & ngytralisere ROS, og dermed forhindre eller
dempe skadevirkningene, produserer kroppen antioksidanter [5]. Oksidativt stress kan males
ved ulike markarer som for eksempel gkte nivaer av oksiderte lipider eller proteiner [6].

En autoimmun sykdom er en tilstand der kroppen danner antistoffer som angriper dens egne
vev og organer. To eksempler pa autoimmune sykdommer er systemisk lupus erythematosus
(SLE) og primert Sjaggrens syndrom (PSS) som gir kroniske inflammasjonsreaksjoner i ulike
organer [7, 8]. Immunforsvaret far signaler om & ga til angrep pa et omrade i kroppen selv om
det ikke er en bakteriell infeksjon tilstede og en inflammasjonsreaksjon oppstar. Kan de
stadige inflammasjonsreaksjonene fare til gkte konsentrasjoner av MPO i plasma hos disse
pasientene?

Hos pasienter med PSS og SLE oppstar det ofte en sykdomstilstand som kalles fatigue.
Fatigue er en tilstand der pasienten fgler seg konstant utmattet, uavhengig av hvor mye hvile
han/hun far. Tilstanden er sveert invalidiserende fordi pasienten ikke har krefter til & kunne ga
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pa arbeid eller vaere med pé sosiale aktiviteter [6]. Arsakene til at fatigue oppstar er fortsatt
ikke helt kjent, men det er funnet sammenhenger mellom oksidativt stress og fatigue.

Bade oksidativt stress og fatigue har blitt observert hos pasienter med PSS og SLE [6, 9, 10].
Kan det veere en sammenheng mellom konsentrasjon av MPO og grad av fatigue hos disse
pasientene? Det er gnskelig & finne ut om gkt konsentrasjon av MPO hos pasienter med
kroniske inflammasjonssykdommer kan vaere med a forklare forekomsten av fatigue.

1.2 ELISA som kvantitativ analysemetode

ELISA er en enkel og manuell metode som kan benyttes for & male konsentrasjonen av MPO i
plasma. Fordeler med metoden er at den er spesifikk og vil kun detektere analytten en er
interessert i. Analyseprinsippet baserer seg pa at antistoffer vil binde seg til MPO og det er
dermed konsentrasjonen av enzymet som males. Enzymaktiviteten vil ikke spille noen rolle
for resultatet. Metoden er kommersielt tilgjengelig og kjepes i kit der alle reagenser falger
med. Ulemper med slike metoder er at prosedyren inneholder mange manuelle steg som kan
fare til store variasjoner mellom hver analyseserie. Det finnes bade serigse og userigse aktarer
pa markedet for slike produkter og det er gnskelig a finne en palitelig og god metode for &
analysere MPO i plasma. Metoden skal brukes i forskning og ikke til diagnostisk arbeid.

1.3 Oppgavens formal
Formalet med denne oppgaven er a fa svar pa om konsentrasjon av MPO gker hos pasienter
med kronisk inflammasjon. En gnsker a finne dette ut ved a gjere falgende:

e Validere et kommersielt ELISA-kit for & male MPO i plasma.

e Anvende metoden til & analysere konsentrasjon av MPO hos to pasientgrupper som har
kronisk inflammasjon og fatigue (SLE og PSS) og i tillegg hos en gruppe friske
personer som en referansegruppe.
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2 Teori

2.1 Immunologi og autoimmune sykdommer

2.1.1 Immunforsvaret og antistoffer

Immunforsvaret er kroppens forsvar mot alt den oppfatter som fremmed eller skadelig. Det
kan veere bakterier, virus, sopp, implantater eller uforlikelig blod og organer. Nar en fremmed
mikroorganisme kommer inn i kroppen startes det vanligvis en betennelsesreaksjon for a
bekjempe bakteriens skadelige funksjon. En betennelse i et omrade kan gjenkjennes ved flere
tegn som varme, hevelse, rgdhet, nedsatt funksjon og smerte.

Immunforsvaret deles inn i to hoveddeler: Det uspesifikke og det spesifikke immunforsvaret.
Det uspesifikke bestar av et ytre forsvar som hud og slimhinner og et indre som bestar av
hvite blodceller som spiser mikroorganismer (fagocytter). Det uspesifikke angriper alt det ser
pa som skadelig og fremmed [11]. Det spesifikke immunforsvaret bestar av en type hvite
blodceller som kalles lymfocytter og som deles inn to hovedgrupper; T-celler og B-celler. T-
celler som blir presentert for den aktuelle mikroben formerer seg raskt og kan drepe andre
celler som er infisert, eller den kan ga til angrep pa den spesifikke mikroben. B-celler som
oppdager den aktuelle mikroben blir aktivert og formerer seg ved a danne to nye ulike celler:
Plasmaceller som danner antistoffer og hukommelsesceller som kan aktivere immunresponsen
raskere ved neste infeksjon av den samme mikroben.

Antistoffene som produseres av B-cellene er spesifikke mot ett antigen, det vil si at de kan
kun binde seg til for eksempel én type bakterie eller virus. Nar de frigjeres under en infeksjon
kan de enten ga til angrep pa selve mikroben og deaktivere eller gdelegge den, eller de kan
aktivere hvite blodceller som tilhgrer det uspesifikke immunforsvaret og dermed starte en
betennelsesreaksjon [12].

2.1.2 Autoimmune sykdommer

En autoimmun sykdom er en tilstand der kroppen danner antistoffer som er spesifikke mot
dens eget vev og celler. Autoantistoffer er antistoffer som retter seg mot ’seg selv”’. Nar vev
og celler angripes av autoantistoffer kan det oppsta betennelsesreaksjoner og skader. Dette
kan fare til det som kalles autoimmune sykdommer. Det finnes mange ulike autoimmune
sykdommer og falgende av dem avhenger av hvilket type vev som blir angrepet.
Autoantistoffene kan vare rettet mot spesifikke celler som for eksempel B-celler type 1 fra
pankreas, som gir diabetes I, eller oligodendrocytter i det sentrale nervesystemet som farer til
multippel sklerose (MS). I andre sykdomstilstander er autoantistoffene rettet mot et bredere
spekter av celler eller vevstyper som for eksempel ved systemisk lupus erythematosus (SLE)
[13]. Andre eksempler pa autoimmune sykdommer er primert Sjggrens syndrom (PSS) der
tare- og spyttkjertel angripes, revmatoid artritt (ogsa kjent som leddgikt) og psoriasis som gir
eksem og betennelse i huden.

Arsaken til at autoimmune sykdommer oppstér er ukjent. Det er kjent at enkelte familier har
hyppigere forekomst enn andre, noe som indikerer at genetiske forhold kan ha noe a si. Det er
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likevel ikke bevist at det er direkte arvelig og en tror dermed at ytre faktorer fra miljg ogsa har
betydning. Grad av sykdomsaktivitet varierer veldig fra person til person og hvilken type
sykdom en har. Autoantistoffer kan pavises i en blodprave [14].

2.1.3 Systemisk lupus erythematosus (SLE)

Systemisk lupus erythematosus (SLE) er en autoimmun sykdom som gir kroniske
betennelsesreaksjoner i bindevev i sentrale systemer i kroppen. Symptomer pa sykdommer
kan komme fra mange ulike organer som hud, ledd, blodkar, nyrene, det sentrale
nervesystemet og hjerte- og lungesystemet. | ansiktet kan det oppsta et utslett som kalles
sommerfuglutslett og gar fra det ene kinnbeinet til det andre over nesen. Det kan oppsta
symptomer pa leddgikt. Pasienter kan fa betennelser i nervesystemet som kan gi svimmelhet,
tretthet eller epileptiske anfall. Det finnes ikke en enkel test for & diagnostisere sykdommen,
men den pavises ved a sammenligne tegn og symptomer hos pasienten med blodpraver. SLE
kan vere livstruende, men gir oftest en darlig helse over lang tid [7]. Sykelig tretthet er en
tilstand som ofte forekommer hos pasienter med SLE.

Forekomsten av sykdommen er 15-50 personer per 100 000 innbyggere og 90 % som blir
rammet er kvinner. Den rammer hovedsakelig middelaldrende og yngre kvinner. Selv om det
ikke er bevist at SLE er arvelig er det funnet en genetisk sammenheng med sykdommen. Den
opptrer oftere hos familier der en eller flere familiemedlemmer har denne sykdommen eller en
annen autoimmun sykdom [15]. Det kan ogsa skyldes hormonelle forhold eller infeksjoner

[7]1.

Det finnes enda ikke en kur mot sykdommen, men lindrende behandling kan gis. Det kan
veere smertestillende og betennelsesdempende medisiner, i tillegg til kremer som lindrer
utslett. Ved livstruende tilstander kan det av og til brukes cellegift [7].

2.1.4 Primeert Sjggrens syndrom (PSS)

Primeert Sjegrens syndrom (PSS) er en kronisk betennelsessykdom som gir betennelse i
kjertler. Det er som regel tare- og spyttkjertlene som rammes og det farer til terrhet i munn og
gyne. Andre kjertler kan ogsa bli angrepet av sykdommen og mange ulike symptomer kan
oppsta. Primeert Sjegrens syndrom er nar sykdommen ikke oppstar i forbindelse med andre
sykdomstilstander. Sekundzrt Sjggrens syndrom er nar sykdommen opptrer hos pasienter som
allerede har revmatiske sykdommer som leddgikt. Forekomsten av sykdommen er ca. 0,5 %
av befolkningen og 90 % som rammes er kvinner. Sykdommen rammer vanligvis i alderen
15-35 eller fra 55 ar og oppover.

Symptomene er i hovedsak tagrrhet i gyne og munn. | gynene kan en fale en tretthet og
blunking kan veere smertefullt. @ynene blir veldig falsomme for rayk eller trekk og det kan i
tillegg veere vanskelig a lese i mer enn korte perioder av gangen. | munnen kan mangel pa
spytt gjere det vanskelig & holde tennende friske og rene. Det kan ogsa veere problematisk a
svelge, sarlig tarr mat. Kvinner med Sjagrens syndrom kan oppleve terrhet i skjeden.
Luftveisinfeksjoner er vanlig pa grunn av nedsatt slimproduksjon i luftrgrene. Andre litt mer
generelle symptomer som tretthet og smerter i muskler og ledd kan ogsa inntreffe.
Sykdomsaktiviteten og grad av symptomer varierer i perioder. | tillegg far Sjegrenpasienter
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ofte fatigue som er en sykelig tretthetstilstand og kan gjare pasienten ute av stand til a arbeide
eller leve et normalt liv.

Det kan veare vanskelig & diagnostisere sykdommen fordi symptomene kan vere vage og
gjelde for mange ulike sykdomstilstander. Siden symptomene ogsa kan komme og ga i
perioder kan det ta lang tid fer tilstanden er sa typisk at en kan stille diagnosen. En del av tegn
og symptomer overlapper med dem for SLE. For a diagnostisere Sjggrens syndrom kan det tas
blodprgver der en kan pavise autoantistoffer, vevspraver av spyttkjertel og testing av
tareproduksjon. Som for SLE finnes det ingen kur mot PSS, bare lindrende og smertestillende
behandlinger [8].

2.1.5 Fatigue

Fatigue er en tilstand der en fagler seg konstant trett og utmattet. Det skiller seg fra den
normale falelsen av tretthet som man far etter fysiske anstrengelser eller lite sgvn.
Konsentrasjonsvansker og muskelsmerter er ogsa vanlige symptomer. En person med fatigue
vil fale seg like sliten og utmattet uansett om han/hun har fétt nok sgvn og hvile. Det kalles
kronisk fatigue nar tilstanden varer i mer enn seks maneder [16]. Fatigue opptrer ofte i
sammenheng med andre sykdomstilstander, for eksempel kroniske inflammasjonssykdommer
som PSS og SLE, psykiatriske sykdommer og kreft. Noen pasienter har ikke krefter til &
arbeide eller & vaere sosial som kan fare til nedsatt livskvalitet. Symptomene er svart
uspesifikke og subjektive. Malinger av fatigue baserer seg i hovedsak pa hvordan pasienten
selv faler seg noe som gjar det vanskelig a diagnostisere tilstanden. Fatigue kan forveksles
med andre tilstander som gir lignende symptomer som for eksempel depresjon eller
sgvnmangel [6].

Arsakene til utvikling av fatigue er enda ikke fullstendig kartlagt. Det er gjort studier som
viser at proinflammatoriske cytokiner kan spille en viktig rolle for utviklingen av
sykdommen. Cytokiner er proteiner som fungerer som signalmolekyler og er viktige for
kommunikasjon mellom celler. Under en inflammasjon frigjgres proinflammatoriske
cytokiner og de kan pavirke hjernen til a indusere ”sykdomsoppfersel”. Sykdomsoppfarsel vil
blant annet si tap av energi, tilbaketrekking fra sosiale aktiviteter, og gkt behov for sgvn til
tross for at en sover normalt om natten [17]. Fatigue kan veere indusert av de samme
proinflammatoriske cytokiner som induserer sykdomsoppfersel”. Det er 0gsa funnet
sammenhenger mellom fatigue og oksidativt stress hos pasienter med kroniske
inflammasjonssykdommer [6].

2.2 Myeloperoksidase

Myeloperoksidase (MPO) er et peroksidaseenzym som finnes i ngytrofile granulocytter og i
andre typer hvite blodceller, som for eksempel monocytter. De hvite blodcellene er en del av
kroppens immunforsvar. Negytrofile granulocytter inneholder granuler og inne i granulene
finnes MPO i hgye konsentrasjoner (Figur 1). Enzymet spiller en rolle i bekjempelsen av
potensielt farlige bakterier som fagocyteres (spises opp) av ngytrofile granulocytter [18, 19].
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Figur 1. Neytrofil granulocytt fagocyterer (spiser opp) en bakterie. MPO i granula deltar i bekjempelsen
av bakterien.

MPO (Figur 2) har en molekylvekt pa 150 kDa og er en dimer, det vil si at den bestar av to
subenheter. Subenhetene er to identiske monomerer pa 73 kDa hver som er bundet sammen av
en cysteinbro ved Cys153. Hver monomer bestar av en lett og en tung kjede. Det er funnet tre
isoformer av MPO. Variasjonen ligger i den tunge kjeden som har molekylvekt pa
henholdsvis 60, 59 og 57 kDa. Den lette kjeden er lik for alle isoformene og har en masse pa
15 kDa [3, 20].

Figur 2. Struktur av myeloperoksidase med to tunge kjeder (bla og grgnn) og to lette kjeder (brun og lilla)
[21]. Figuren er modifisert i dataprogrammet Cn3D for a fa en god illustrasjon.

MPO er et kationisk protein og har isoelektrisk punkt pa ca. 10 som betyr at ved pH 10 har det
en total ladning pa null. Under fysiologisk pH (7,4) har proteinet en positiv ladning og kan
binde seg til negativt ladde molekyler. Proteinets aktive sete er en hemgruppe som er bundet
til de tunge kjedene. Hemgruppen er en modifisert jern protoporfyrin IX [22]. Den sitter dypt
nede i en smal apning som gjar at kun hydrogenperoksid (H,O,) og sma anioner har adgang til
jernatomet i hemgruppen.

2.2.1 Enzymatisk funksjon
MPO deltar i bekjempelsen av bakterier ved a katalysere reaksjoner mellom H,O, og halider
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(CI', Br', I) og pseudohalid (SCN") og danne hypohalidsyrer som underklorsyrling (HOCI,
formel 1), underbromsyrlig (HOBr), underiodsyrling (HOI) og underthiocyanidsyrling
(HOSCN). HOCI er sveert viktig for de ngytrofile granulocyttenes bekjempelse av bakterier.

MPO
H,0, + CII ———» HOCI (1)

Den enzymatiske aktiviteten til MPO er en syklus som deles inn i to undersykluser;
peroksidasesyklusen og halogensyklusen (Figur 3).
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Figur 3. MPOs enzymatiske reaksjonssyklus [3].

Begge syklusene starter med at MPO-Fe*" (som er den opprinnelige formen av MPO) reagerer
med H,0, og danner Forbindelse 1 (en jernoksidforbindelse; Fe**=0 med en porfyrin n-
kationradikal) og H,O. Herfra er det to veier tilbake til MPO-Fe**. Gjennom halogensyklusen
blir et halid (X) oksidert ved at det donerer to elektroner til Forbindelse 1 og danner HOX.
Forbindelse 1 har blitt redusert og gétt tilbake til MPO-Fe**-formen. MPO produserer
hovedsakelig HOCI og HOSCN under fysiologisk pH.

Gjennom peroksidasesyklusen gar Forbindelse 1 tilbake til MPO-Fe** formen via to ett-
elektron reduksjosreaksjoner og et mellomstadium kalt Forbindelse 2. Forbindelse 1 reagerer
med H,0, og reduseres til Forbindelse 2 (Fe**=0). Videre reduseres Forbindelse 2 tilbake til
MPO-Fe®*" av O, eller andre reduserende molekyler. MPO kan altsé katalysere dannelse av
bade hypohalidsyrer og reaktive oksygenforbindelser. Halider og peroksidasesubstrater
konkurrerer om & reagere med Forbindelse 1 [3, 18]. MPO-Fe** kan danne en tredje
forbindelse (Forbindelse 3) ved & gjennomga en reduksjon der O, blir oksidert. Forbindelse 3
kan g4 tilbake til MPO-Fe** ved & bli oksidert av O,, som blir redusert til O,
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HOCI har oksiderende evner, men den er ikke fult sa reaktiv som frie radikaler. Molekylet kan
derimot reagere videre og danne reaktive oksygenforbindelser (ROS) som igjen kan fare til
skade i vevet pa grunn av oksidering (Figur 4).

Oksidering
Kloraminer — Aldehyder
OCF Klorinering
Ti / T Klortyrosiner
HOCI
Tl \ OH* o 6
C|2 - /' 22

2\0

3

Figur 4. HOCI kan danne reaktive oksygenforbindelser (ROS) [18].

Under en inflammasjon aktiveres granulocyttene ved at de blir stimulert av for eksempel
signalmolekyler (cytokiner) eller av patogene mikroorganismer (Figur 5). Aktivering farer til
degranulering som vil si at innholdet i granula, blant annet MPO, slippes ut i det
ekstracellulzere rommet. Ved kroniske inflammasjonssykdommer kan MPO bli stimulert til &
danne oksidanter til feil tid, pa feil sted eller i for stor grad, som kan det fare til oksidativt
stress [3].

Cytokiner —> h

Degranulering

A 3/ °
l 00000% % MPO
slippes ut i
plasma
Ngytrofil Aktivert ngytrofil
granulocytt granulocytt

Figur 5. Cytokiner stimulerer ngytrofile granulocytter som farer til aktivering og degranulering.

2.2.2 Oksidativt stress

Oksidativt stress er en tilstand der det er ubalanse mellom nivaet av reaktive
oksygenforbindelser (ROS) og antioksidanter (Figur 6). Denne tilstanden oppstar nar
dannelsen av ROS er hgyere enn kroppens evne til a ngytralisere dem.

ROS har evne til & oksidere andre molekyler og er sveart reaktive. Det vil si at de er lite
spesifikke og kan reagere med nesten hvilket som helst molekyl. OH’ er en av de mest
reaktive oksygenforbindelsene. Oksidering av proteiner, lipider eller DNA kan fare til skade
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pa cellekomponenter som igjen farer til sykdomstilstander[4]. Antioksidanter er molekyler
som har evne til & ngytralisere oksidantene slik at de ikke lenger er oksidative. De kan ogsa
reparere skader som allerede har skjedd og dermed hindre skadevirkningene. Tre eksempler
pa viktige antioksidanter, som produseres naturlig i kroppen, er enzymene katalase (CAT),
superoksid dismutase (SOD) og glutation peroksidase (GPX) [5]. Oksidativt stress kan males
ved ulike markarer, som for eksempel oksiderte proteiner eller lipider, skadet DNA eller gkt
aktivitet av antioksidanter.

Oksidant (ROS) Oksidativt stress

- Oksiderte proteiner ——— Svkd
Tl — OKseRtE AT R

- Skadet DNA
Antioksidant

Figur 6. Oksidativt stress er en tilstand der konsentrasjonen av oksidanter gker i forhold til
antioksidanter.

2.2.3 MPO i humant plasma

Normalt finnes MPO kun i sveert lave konsentrasjoner i plasma. Konsentrasjonene gker ved
aktivering av ngytrofile granulocytter og monocytter, Figur 5. MPO kan fungere som en
biomarker for ulike sykdomstilstander. | studier pa personer med brystsmerter og
hjertesykdom er det vist at MPO kan fungere som en markegr for gkt risiko for a fa
hjerteinfarkt. Inflammasjon og aktivering av ngytrofile granulocytter og monocytter har blitt
sett i sammenheng med diverse hjertesykdommer [1]. Pasienter med nyresvikt, som
gjennomgar dialysebehandling, har gkt konsentrasjon av oksiderte proteiner (AOPP) som
trolig skyldes gkt MPO aktivitet [2]. @kte nivaer av MPO kan gi gkt konsentrasjon av
oksiderte proteiner og lipider. MPO kan derfor fungere som en oksidativt stress-markar.

Det er gjort flere studier der MPO er analysert i plasma hos friske personer og ved ulike
sykdommer (Tabell 1).
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Tabell 1. MPO malt med ELISA hos friske kontrollpersoner og pasienter med SLE.

Forfatter Plasmatype Friske personer SLE
[MPO] ng/ml [MPO] ng/ml
Scheffer et al. EDTA 48,15 (37,5-58,35) °
[23] n=48
Wendland etal.  EDTA 51,4+ 155"
[24] n=15
Brennan etal. [1] Ikke oppgitt 18 (14,6-21,9)°
n=115
Telles et al. [25] Heparin 5,00 (3,33-7,08)° 5,99 (4,38-8,64)°
n=70 n=71

®Median (interkvartil spredning)
®Gjennomsnitt + standardavvik (SD)
‘Omregnet fra pmol/L

2.3 Analyseprinsipp for ELISA

ELISA star for Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay og er en immunologisk analysemetode
der en benytter antistoffer som er spesifikke mot det proteinet en gnsker a detektere. Metoden
brukes for & bestemme konsentrasjonen av MPO i plasma og tar ikke hensyn til
enzymaktiviteten.

2.3.1 Metodebeskrivelse
En ELISA-plate bestar av en ramme og tolv rekker med atte brgnner i hver rekke som kan
plasseres pa platen etter hvor mange prever som skal analyseres (Figur 7).

Figur 7. ELISA-plate med 96 brgnner. Brgnnene er fylt med pregvelgsning av varierende konsentrasjoner
som gir varierende fargeintensitet [26].
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Pa en plate kan det maksimalt veere 96 mikrobrgnner. Alle kjemiske reaksjoner foregar i
bragnnene. Ved falgende beskrivelse av analyseprinsippet steg for steg henvises det samtidig
til nummerering i Figur 8.

1. Hver brenn er pa forhand dekket med antistoff som er spesifikke mot MPO.

2. Plasma tilsettes brgnnen og MPO som er til stede i prgven vil binde seg til antistoffene. Det
er viktig at antistoffene er i overskudd i forhold til MPO for at alle MPO i prgven skal kunne
binde seg. Brgnnen blir sa vasket for a fjerne alle komponenter som ikke er bundet.

3. Et sekundaert antistoff, som er merket med biotin, tilsettes i overskudd og vil binde seg til
MPO. Brgnnen vaskes igjen slik at alle ubundne antistoffer blir fjernet.

4. Et enzym som Kalles streptavidin peroksidase tilsettes brgnnen i overskudd og vil kunne
binde seg til alle biotinmerkede, sekundare antistoff som er tilstede. Alle ubundne enzymer
blir fjernet ved vasking.

5. Nest siste steg er tilsetting av substratet tetrametylbenzidin (TMB).

6. Nar TMB reagerer med streptavidin peroksidase omdannes det til et farget molekyl og
lzsningen vil dermed skifte farge fra blankt til blatt. Jo flere enzymer som er bundet i brgnnen,
jo flere TMB vil reagere og skrifte farge og dermed gi en kraftigere blafarge.

7. Etter inkubasjon i 30 minutter stoppes reaksjonen mellom TMB og enzym ved a tilsette en
stopplasning som bestar av oksalsyre. Lasningen i brannen skifter farge fra blatt til gult. Jo
kraftigere blafarge det er i en brann, jo kraftigere vil gulfargen bli.

1. 2. 3. j\
Q \ -->Vasking --> /0 . > Vasking -->

Plasma tilsettes Sekundaert antistoff
tilsettes
4. T\. 5. J\. 6. L:.
e ) 30 min. v
¢ ~>Vasking --> | ‘@ inkubering (4
—>
Streptavidin TMB tilsettes TMB farget bla etter
peroksidase tilsettes reaksjon med enzym

=

A
. | V@
' Sekundaert & TMB (substrat)
Q Antistoff

ANOSTON TMB etter reaksjon
o med enzym
‘ @  Streptavidin y
Stopp-l@sning MPO peroksidase Prgvelgsning etter
tilsettes. Prgven (enzym) tilsetning av STOPP

farges gul

Figur 8. Prinsipp for deteksjon av MPO med ELISA-metode.
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Prinsippet gar ut pa at jo hayere konsentrasjon av MPO det er i en prave, jo hayere vil
fargeintensiteten i brannen bli. Fargeintensiteten leses av fotometrisk i en plateleser med en
balgelengde pa 450 nm. En kalibreringskurve brukes for a beregne konsentrasjon av MPO i
hver brgnn [27].

2.3.2 Prinsipp for spektrofotometri
Spektrofotometri er en metode som brukes for a male grad av lysabsorpsjon i en pravelgsning.

450 nm [

| {Mono-

Lyskilde ; Detektor
I |kromator i, I

Polykromatisk Kyvette med
lys provelgsning

Figur 9. Prinsipp for spektrofotometri.

Prinsippet, vist skjematisk i Figur 9, gar ut pa a sende en lysstrale med én bestemt
balgelengde gjennom en transparent kyvette som inneholder prgvelgsningen. P& andre siden
av kyvetten er det plassert en detektor som registrerer intensiteten av transmittert lys (lys som
har gatt gjennom kyvetten). Siden noe av lyset blir absorbert av pravelgsningen er
intensiteten av transmittert lys svakere enn intensiteten til den opprinnelige lysstralen.
Intensiteten av transmittert lys beregnes ut fra formel 2.

T=1/l )

T = Transmisjon
lo = Intensitet av opprinnelig lysstrale
| = Lysstrale som gar igjennom kyvetten.

Absorbans beregnes ved formel 3.
A (absorbans) = -log T (3)

Absorbansen er proporsjonal med konsentrasjon av analytt i prevelgsningen [28]. |
plateleseren for ELISA-platen blir lyset sendt gjennom hver brgnn vertikalt og absorbans for
hver brgnn blir beregnet. Beer-Lamberts lov (4) brukes for & beregne konsentrasjon:

A =b*c*e 4)

A = Absorbans

b = Bredde pa kyvetten

¢ = Konsentrasjon

¢ = Ekstingsjonskoeffisient
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2.4 Validering av metode

Nar en analysemetode skal valideres gjeres dette med hensyn pa flere parametere. Validering
av metoden far den tas i bruk gjgres for a finne ut hvor palitelig den er, om den er stabil over
en lengre periode og om resultatene en far ligger nar prevenes sanne verdi. Noen av de
viktigste parameterne er:

e Valg av prgvemateriale

e Kurvetilpasning for kalibreringskurve

e Deteksjonsgrense

e Analysevariasjon

e Stabilitet over tid (ved bruk av Shewhart kontrollkort)
e Gjenfinning

2.4.1 Prgvemateriale

Hvilket pravemateriale som er best egnet avhenger av hvilken analytt som skal detekteres. Til
analyser av proteiner i blod er det vanlig & bruke enten plasma eller serum. Blod bestar av
rede og hvite blodceller, blodplater og plasma. Plasma er en proteinrik vaeske som alle
blodkomponentene flyter rundt i. For a skille plasma fra blodceller og blodplater sentrifugeres
praveglasset slik at alle komponentene i blodet separeres etter tyngde. Jo kraftigere
sentrifugering, jo bedre skilles blodkomponentene fra hverandre. Plasma vil havne pa toppen
fordi det veier minst og dermed kan det pipetters av fra resten av blodet (Figur 10). For &
fjerne MPO har lekket ut i plasma in vitro, det vil si i pravergret etter tapping, kan plasma
sentrifugeres pa nytt etter at det er skilt fra blodcellene. Hvis blodet koagulerer (blodplater og
rede blodceller klotter seg sammen) far sentrifugering fjernes blant annet proteinet fibrinogen
fra plasma og det letteste sjiktet kalles da serum [29].

Malet er a kvantifisere MPO som flyter fritt i plasma og ikke det som er inne i blodcellene (de
ngytrofile granulocyttene og monocyttene). Under prgvetaking og i den preanalytiske fasen er
det derfor viktig & unnga lekkasje av MPO fra blodceller i sterst mulig grad. Plasma er et
foretrukket prevemateriale fremfor serum fordi MPO slippes ut av de ngytrofile
granulocyttene under koaguleringen av blodet [27].

Hvis blodpreven tappes i et glass uten tilsetning av en antikoagulerende forbindelse vil det
koagulere. For & kunne fa plasma og ikke serum ma blodet blandes med en slik tilsetning. To
eksempler pa en slik forbindelse som er vanlig & bruke til blodanalyser er
etylendiamintetraacetat (EDTA) og litium-heparin. EDTA hindrer koagulasjon ved & binde
blodets Ca?*-ioner som er ngdvendige for & kunne starte koagulering [30]. Heparin hemmer
koaguleringen ved & aktivere og forsterke en av blodets egne koagulasjonshemmere;
antitrombin 111 [31]. Det er tidligere gjort studier der MPO ble kvantifisert i EDTA- og
heparinplasma med ELISA-metode og konsentrasjonene ble signifikant hayere i
heparinplasma. | flere av studiene ble det konkludert med at EDTA-plasma anbefales for
maling av MPO [23, 32], mens andre har anbefalt heparinplasma [24, 27].
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< Plasma/serum

™ Hviteblodceller og blodplater
<Rade blodceller

Fullblod, fer sentrifugring Etter sentrifugring

Figur 10. Prgveglass med fullblod far sentrifugering (til hayre) og etter sentrifugering (til venstre).

2.4.2 Kalibreringskurve

| en immunologisk analysemetode som ELISA males absorpsjonen av et lyssignal for hver
brgnn. For a kunne finne ut hvilken konsentrasjon av MPO hver absorbans tilsvarer brukes en
kalibreringskurve. En serie kalibreringslgsninger med kjente konsentrasjoner av MPO blir
analysert pa samme mate som prgvene. | et diagram plottes de malte absorbansene mot den
kjente konsentrasjonen av hver kalibrator. Langs x-aksen plottes konsentrasjonene, mens
absorpsjonene plottes langs y-aksen (Figur 11). Det trekkes en kurve mellom alle punktene og
ligningen for kurven blir regnet ut i et dataprogram. For & finne ut konsentrasjonen av en
ukjent prave brukes ligningen for kurven til & beregne hvilken konsentrasjon den malte
absorbansen tilsvarer. Prinsippet er demonstrert i Figur 11 der den rgde pilen pa y-aksen viser
malt absorbans av en ukjent prgve. Den stiplete linjen viser hvilken konsentrasjon av MPO
som den malte absorbansen tilsvarer.

Fire-parameter logistisk kalibreringskurve
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Figur 11. Fire-parameter logistisk kalibreringskurve.
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For at en skal fa riktig resultat nar en beregner konsentrasjonene av MPO er det viktig at
kurven ligger nert alle punktene og at det ikke er for store avvik mellom hvert malepunkt og
kurven. Jo bedre kurvetilpasning, jo mer palitelig blir resultatene. Det finnes ulike
kurvetilpasninger og to som er mye brukt er lineer og logistisk kurvetilpasning. Ved lineger
kurvetilpasning trekkes en rett linje gjennom alle malepunktene og ligningen for kurven blir:

y=ax+b (5)

Kurven som vises i Figur 11 er en fire-parameter logistisk kalibreringskurve og ligningen for
kurven er:

y = b+(a-b)/(1+xc)"d (6)

For a finne ut om kurvetilpasningen er god kan en se pa avstanden mellom hvert enkelt
malepunkt og kurven. Denne avstanden kalles residual og skal veere sa liten som mulig (Figur
12). R? brukes ogsé som et mal p& hvor god kurvetilpasningen er. R? beregnes ut fra falgende
formel:

R2=1,0- T2 (7)
SStot

SSreg €F Summen av kvadratet av alle residualene. SSi.: beregnes ved & male avstanden fra
gjennomsnitt av y (den horisontale linjen i bildet til venstre i Figur 12) og summere
kvadratene av disse avstandene.

]

Figur 12. Bildet til venstre viser hvordan en maler avstand fra gjennomsnitt av y (den horisontale linjen
midt pa y-aksen) til hvert malepunkt. Bildet til hgyre viser hvordan en maler hver residual; avstanden fra
hvert malepunkt til kurven [33].

R? er et tall mellom 1 og 0 og har ingen benevning. Jo bedre kurven treffer p& malepunktene,
jo nermere vil R? bli 1,0 [34].

2.4.3 Deteksjonsgrense

Deteksjonsgrensen (LOD) er den laveste konsentrasjonen av analytt i en preve som metoden
klarer & detektere. Blir konsentrasjonen lavere enn deteksjonsgrensen vil ikke metoden klare &
skille mellom signal fra analytten og bakgrunnsstgy. Deteksjonsgrensen er bestemt som den
laveste konsentrasjonen som gir en absorbans som er 2 ganger standardavvik (SD) hgyere enn
gjennomsnittet for seks blankpraver [35].
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LOD = Gj.snitt abs + (2 * SD) (8)

Andre steder brukes gjennomsnitt + 3*SD for a beregne LOD [36]. | dette tilfellet blir
avstanden mellom blank og deteksjonsgrensen stgrre som farer til at sikkerheten rundt
deteksjonsgrensen blir hgyere.

2.4.4 Analysevariasjon

En metode vil alltid variere noe fra analyse til analyse fordi en ikke klarer & utfare prosedyren
helt identisk for hver gang. For at variasjonen skal bli minst mulig ma alle trinnene utfares
like presist og ngyaktig ved hver analysering. Variasjonen vil veere mindre mellom prgver
som analyseres pa samme plate enn prgver som analyseres pa to ulike plater. Praver som
analyseres pa samme plate har lik tid pa inkubering, samme konsentrasjon pa alle reagenser
0g konsentrasjonene regnes ut fra samme kalibreringskurve.

Avrsaker til variasjon mellom prgver p& samme plate kan veere:

e Unpgyaktig fortynning av plasma ved darlig pipettering som farer til konsentrasjonen
blir ulik.

e At brgnnene i platen ikke inneholder lik mengde antistoff (ikke homogene plater).

e At reagensene tilsettes i ulike mengder til hver brann ved bruk av ungyaktige
multipipetter.

Faktorer som kan fare til variasjon mellom to analyseplater:

e Ungyaktig tilberedelse av reagenser og kalibratorlgsninger som farer til varierende
konsentrasjoner.

e Varierende inkuberingstid: Om alle prgvene pa en plate far reagere for lenge/for lite
med reagensene i brennene vil det kunne fare til for hagyt eller for lavt resultat.

e Varierende temperatur: Kjemiske og enzymatiske reaksjoner er temperaturavhengige.
For at alle reaksjoner skal ga like fort hver gang er det viktig at temperaturen i rommet
er stabil.

En instrumentell metode vil som regel ha mindre variasjon enn en manuell metode fordi
utferelsen av hvert trinn blir gjort mer presist og ngyaktig, noe som minsker graden av
tilfeldige feil. Jo flere manuelle trinn i en metode, jo starre usikkerhet blir knyttet til
resultatene. For & fa et tall pa variasjonen beregnes variasjonskoeffisient, CV. CV er relativt
standardavvik (SD) og beregnes fra gjennomsnittet og SD av resultatene (formel 9). Lav
spredning av paralleller gir lav CV.

SD
= 0,
v Gj.snitt *100 % (9)
SD = Standardavvik for maleparalleller eller prgveparalleller
Gj.snitt = Gjennomsnitt av maleparalleller eller prgveparalleller

Maleparalleller: Nar en prgve skal analyseres lages det en pravefortynning.
Pravefortynningen pipetteres ut i tre brgnner og hver brgnn er én maleparallell. Deretter
beregnes gjennomsnittet, SD og CV.
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Proveparallell: En prave som analyseres to eller flere ganger ved at det lages to eller flere
prgvefortynninger ut fra samme plasma. Hver prevefortynning analyseres deretter i tre
maleparalleller.

Innen plate-variasjon: En kan beregne innen plate-variasjon for a fa et mal pa hvor stor
spredningen er innen en plate. Innen en plate kan en bade beregne CV for tre maleparalleller
og CV for flere prgveparalleller. For a kunne godkjenne senere prgveresultater skal
spredningen mellom maleparallellene/prgveparallellene vare lavere enn den CV ‘en som er
bestemt. Om spredningen er hgyere enn bestemt den bestemte CV ’en er usikkerheten rundt
resultatet for stor og paliteligheten er ikke god nok [37].

Mellom plate-variasjon: En kan beregne «mellom plate-variasjon» for prgver som er malt pa
ulike plater for & fa et tall pa variasjonen mellom platene. Det beregnes CV for gjennomsnitt
av prgver som er analysert pa flere ulike plater.

2.4.5 Shewhart kontrollkort

Et kontrollkort (Figur 13) kan brukes for & se om analysemetoden er under kontroll over tid og
til & se om en kan godkjenne ett analysesett (analyse av én plate). Shewhart kontrollkort er et
diagram der en plotter inn resultatet av kontrollmalinger som er gjort over tid. Langs y-aksen
er malt konsentrasjon av analytt (her MPO) og langs x-aksen er analyseplatene. Ved
etablering av kontrollkortet analyseres en kontrollprave mange ganger pa ulike plater og et
gjennomsnitt av alle malingene beregnes. Den hele horisontale linjen i kortet er gjennomsnitt,
farste linje over og under gjennomsnitt er varselgrenser, mens de to ytterste linjene er
aksjonsgrenser. De bla punktene er resultatet av en kontrollmaling per analyseplate.

Shewhart kontrollkort
40 e— (Gjennomsnitt
:-: .: .-. :-: .: ._. :-: ._. ._. :-: ._. ._. :-: ._. = = @yre varselgrense
= 30
E Q d d ° == «= Nedre varselgrense
!éb ® Py v ® ®
6‘ 20 - aee o o» o o» or aor aor o o : ------- ===-= ¢Vre aksjonsgrense
% 10| =e====-ssssssscccccccccccccccco-- = = = = Nedre aksjonsgrense
® Kontrollmalinger
0
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Figur 13. Shewhart kontrollkort.

Poenget med et kontrollkort er & vurdere om man kan godkjenne eller ma forkaste et
analysesett og & vurdere om analysemetoden er under kontroll over en periode. Verdiene av
kontrollmalingene skal veere normalfordelt og ligge innenfor varselgrensene, litt over og litt

under gjennomsnittet. Om alle malepunktene havner pa den ene siden av gjennomsnittet er det
en indikasjon pa en systematisk feil der samtlige verdier blir for lave eller for hgye. Om det er
mange tilfeldige feil blir det stor spredning mellom malepunktene. Om resultatene av to
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kontrollpragver som er malt pa to ulike plater har for stort avvik kan det indikere at
pasientprgvene som analyseres pa disse platene ikke er sammenlignbare.

Det finnes to typer feil en kan gjere nar en vurderer om et analysesett kan godkjennes eller ma
forkastes.

Type 1 feil: Forkaster et analysesett som egentlig kunne veert godkjent.

Type 2 feil: Godkjenner et analysesett som er mislykket.

Hvis en bruker to ulike kontrollprever i hvert analysesett gker sannsynligheten for at en gjar
type 1 feil, mens sannsynligheten for a gjere type 2 feil minkes. Det er derfor nyttig & ha med
to kontrollprgver i hvert analysesett [38].

Kontrollmaterialet bgr ha de samme egenskapene som pasientprgvene og analyseres pa
samme mate. En kontrollprgve kan vere en vanlig plasmaprave fra en frisk person eller en
pasient som er analysert mange ganger tidligere og har en kjent verdi.

2.4.6 Gjenfinning

Gjenfinning er et mal pa metodens ngyaktighet. Den malte konsentrasjonen av MPO i en
prgve stemmer ikke alltid med den «sanne» konsentrasjonen i prgven. En kan gjere forsgk der
man tilsetter en kjent mengde MPO til en prave (preven blir «spiket») og nar prgven er
analysert beregnes forholdet mellom malt konsentrasjon og den tilsatte konsentrasjonen (Figur
14). Hvis gjenfinning er pa hundre prosent vil den malte konsentrasjonen veere lik den tilsatte
konsentrasjonen. Formel 10 brukes for & beregne gjenfinning.

Prgve Prgve

Y i
; ? ; — Malt kons. av Prgve

+ kjent kons. av
MPO

Malt kons. av Prgve+Spike

Prgve Prgve+spike

Figur 14. «Spiking» av en plasmaprgve for & beregne gjenfinning.
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Malt mengde analytt = Kons.prgve+spike — KONS.prave

Malt mengde analytt

Gjenfinning = * 100 % (10)

Tilsatt mengde analytt
Gjenfinningen viser hvor stor prosent av prgvens sanne verdi som metoden klarer & «finne
igjen». For & beregne en pragves sanne verdi multipliseres den malte konsentrasjonen med en
faktor som regnes ut ved falgende formel:

100 %
Beregnet gjenfinning %

Faktor = (11)
Analytten som tilsettes bgr ha de samme egenskapene som den allerede eksisterende analytten
i praven for at gjenfinningen skal bli riktig. Om tilsatt analytt for eksempel har en darligere
reaksjonsevne enn originalen, kan den beregnede gjenfinningen bli for lav og faktoren en skal
multiplisere resultatene opp med blir for hagy [39].
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3 Materialer og metode

3.1 Kjemikalier og utstyr
ELISA MPO kit (BioVendor, LOT-nummer XI1-155). For detaljert innholdsliste henvises det
til vedlegg A og til brukermanualen [27]. Alle reagenser ble oppbevart i kjgleskap (4 °C).

Destillert vann ble brukt til fortynning av reagensene.

Til avlesning av platene ble det brukt en plateleser fra Thermo: Multiscan Ascent. Alle
avlesningene ble gjort ved bglgelengde 450 nm. Data ble bearbeidet i dataprogrammet Ascent
Software Version 2.6.

@vrig laboratorieutstyr som ble brukt: Enkle automatpipetter og multipipetter, Pasteur
pipetter, glassflasker, begerglass, malesylindre og sma titreringsrer.

3.2 Biologisk materiale

Testing av prgvemateriale

Det ble tatt blodpregver pa EDTA- og heparinglass fra to friske personer. Plasma ble separert
fra blodcellene etter 1 eller 2 sentrifugeringer. Fra hver person er det fire typer plasma, se
Tabell 2.

Tabell 2. Fire plasma typer ble testet.

EDTA Heparin
1 sentrifugering El H1

2 sentrifugeringer E2 H2

Kontrollmateriale
Til validering og overvaking av metoden ble det brukt kontrollplasma. Det er EDTA-plasma
fra to personer; K1 og K2.

Pasientpraver og friske personer

Plasma fra to pasientgrupper og en gruppe friske kontrollpersoner (FK) ble analysert for MPO
(Tabell 3). Plasma fra FK-gruppen er ikke den samme som K1 og K2. Det var pasienter med
systemisk lupus erythematosus (SLE) og med primart Sjggrens syndrom (PSS). Alle
gruppene har gitt samtykke til & delta i prosjektet.
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Tabell 3. Informasjon om pasientgruppene og gruppen med friske kontroller.

FK SLE PSS
Antall deltakere, n 17 21 26
Alder, ar
(gjennomsnitt +SD) 48,2+13,6  40,1+1,8  54,7+12,3
Menn/kvinner 4/13 4/17 7/19

Pasientene med PSS har tidligere veert med i en studie der virkningen av en
betennelsesdempende medisin kalt Kineret ble testet [10]. Halvparten av pasientene fikk
medisinen og den andre halvparten fikk placebo (Tabell 4). Blodprever ble tatt for de fikk
medisin (uke 0) og etter fire uker (uke 4). | dette prosjektet ble MPO malt pa alle
sjggrenpasientene i uke 0 og i uke 4.

Tabell 4. Oversikt over hvilke PSS-pasienter som fikk Kineret og hvilke som fikk placebo. Hver pasient er
merket med hvert sitt tresifret «ID»-nummer.

Kineret Placebo

301 302
304 303
307 305
308 306
310 309
312 311
313 316
315 317
318 320
319 321
323 322
324 326
325 327

3.3 Prgvetaking og sentrifugering
Alt blod er samlet inn i henhold til prosedyre for vengs blodprevetaking [40].

Testing av prgvemateriale:

To 9 ml KsEDTA-glass og fire 5 ml litium-heparin glass ble tappet fra Person 1 og Person 2.
Blodet ble sentrifugert umiddelbart etter tapping i 10 min ved 4 °C pa 1500 G i henhold til
anbefaling fra produsenten [27]. Etter sentrifugering ble plasma fra samme person og av
samme type homogenisert og fordelt pa to glass hver. Plasma i det ene glasset ble alikvotert
og merket med 1 sentrifugering”. Plasma i det andre glasset ble sentrifugert pé nytt, deretter
alikvotert og merket med 72 sentrifugeringer”. Volum pé alikvotene: 200 pl.
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Kontrollmateriale:
Fire 9 ml KsEDTA-glass ble tappet fra hver av K1 og K2 og deretter sentrifugert i 10 min ved
4 °C pa 1500 G. Fordelt i alikvoter pa 150 pl.

Pasienter og friske kontrollpersoner:

Blodet ble tappet pa et 9 ml KsEDTA-glass og sentrifugert i 10 min ved 4 °C pa 2280 G. Etter
sentrifugering ble plasma fordelt i alikvoter pa 150 pl. Alikvotene ble fryst ned og lagret ved -
72 °C.

3.4 Analyseprosedyre
Utfarelsen av analysen og tillaging av lgsningene ble gjort som beskrevet i vedlegg B. For
mer informasjon om metoden henvises det til brukermanualen [27].

Forberedelser

Far hver analyse ble alle reagenser satt ut pa benk slik at de hadde romtemperatur nar de
skulle brukes. Plasmaprgvene ble tatt opp fra frysen og tint pa is. De var fullstendig tint fer de
ble fortynnet.

Tillaging av reagenser og kalibreringsstandarder

Alle reagensene ble laget i henhold til prosedyren i Vedlegg B1. Kalibratorene ble laget ved &
fortynne MPO-stamlgsningen med fortynningsbuffer. Stamlgsningens konsentrasjon var 375
ng/ml og de atte fortynningene varierte fra 0-30 ng/ml.

Fortynning av plasmaprgvene
Alle plasmaprgvene ble fortynnet 1:10 med fortynningsbuffer som beskrevet i vedlegg B1.

3.5 Validering

3.5.1 EDTA vs. heparin og 1 vs. 2 sentrifugeringer

EDTA- og heparinplasma ble analysert pa flere plater. Konsentrasjonene av MPO i EDTA og
heparin med samme sentrifugering ble sammenlignet for & se om det var signifikant forskjell
mellom type antikoagulans. MPO-konsentrasjonen i EDTA og heparin med bade 1 og 2
sentrifugeringer ble sammenlignet for & se om antall sentrifugeringer har stor betydning for
resultatet.

3.5.2 Kalibreringskurve

For hver plate som ble analysert ble atte kalibratorer malt samtidig. Avlest absorbans for hver
kalibrator ble plottet mot den kjente konsentrasjonen av MPO og det ble laget en
kalibreringskurve. Fire-parameter logistisk kurvetilpasning ble valgt. Kurvetilpasningen ble
utfart i dataprogrammet Ascent Software Version 2.6. Ligningen for hver kurve ble oppgitt og
konsentrasjonene av MPO ble beregnet av programmet.

Til & vurdere kurvetilpasningen ble regresjonskoeffisient og residualer for seks kurver
sammenlignet. Residualene for hver kurve er differansen mellom den teoretiske
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konsentrasjonen av hver kalibrator og den beregnede konsentrasjonen. Teoretisk
konsentrasjon er den «sanne» konsentrasjon av en kalibrator dersom den er laget riktig.
Konsentrasjonen av MPO for hver kalibrator er beregnet ved & bruke ligningen for den
aktuelle kalibreringskurven.

3.5.3 Deteksjonsgrense

For a beregne deteksjonsgrense (LOD) brukes avlest absorbans fra seks blankpragver
(kalibrator 8, 0 ng/ml). Det ble beregnet et gjennomsnitt og standardavvik (SD) av
absorbansene. Deteksjonsgrensen er definert som gjennomsnittet pluss to ganger SD.
Konsentrasjonen som tilsvarer denne absorbansen er laveste konsentrasjon av analytten som
kan males.

LOD = Gj.snitt abs + 2*SD (12)
Produsenten av metoden har oppgitt at LOD er 0,4 ng/ml [27].

3.5.4 Analysevariasjon

Variasjon mellom maleparalleller

Pa en plate er det analysert 30 ulike prever i tre maleparalleller. For hver prave er CV
beregnet for de tre maleparallellene.

Innen plate-variasjon
Pa en plate er det analysert atte praveparalleller. Gjennomsnitt, SD og CV ble beregnet for de
atte prevene. Beregnet CV er et mal for innen plate-variasjon.

Mellom plate-variasjon

To eller flere paralleller av K1 og K2 ble analysert pa 6 ELISA-plater (de samme malingene
som ble brukt for & etablere 2 kontrollkort). Gjennomsnitt, SD og CV for alle malingene ble
beregnet. Beregnet CV er et mal for mellom plate-variasjon.

3.5.5 Etablering av Shewhart kontrollkort

Kontrollprgvene K1 og K2 ble analysert i 8 praveparalleller pa 6 plater. Innen samme plate
ble hver kontrollprave malt i praveparalleller. Det vil si at det ble laget atte prevefortynninger
av hver kontrollprgve og hver fortynning ble pipettert ut i hver sin. To av platene (21.10 og
3.11) hadde seks prgveparalleller, mens de fire neste (9., 11., 15. og 17.11) hadde atte.

For hver plate ble de atte malte konsentrasjonene sammenlignet og mistenkelige verdier ble
testet for & se om de kunne veere uteliggere ved bruk av Dixons Q-test [41]. De som var
uteliggere ble fjernet.

Etter at uteliggere var fjernet var det 42 malinger av hver kontrollprgve. For hver
kontrollprgve ble det beregnet gjennomsnitt, standardavvik (SD) og CV.

| kontrollkortene er det satt en senterlinje, to varselgrenser og to aksjonsgrenser.
Senterlinje: Gjennomsnitt ()

@vre/nedre varselgrense: Gjennomsnitt + 2*SD

@vre/nedre aksjonsgrense: Gjennomsnitt £ 3*SD
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3.5.6 Gjenfinning

Det ble laget to fortynninger av en kontrollprgve som ble merket K1 og K1+Sp.

K1 ble fortynnet pa vanlig mate. K1+Sp ble tilsatt humant MPO slik at konsentrasjonen ble
12,5 ng/ml hgyere enn i K1. Begge prgvene ble analysert og MPO-konsentrasjonene beregnet.
Differansen mellom K1+Sp og K1 er definert som “malt mengde analytt”. *’Tilsatt mengde
analytt” er 12,5 ng/ml.

Malt mengde analytt

Gjenfinning = *100 % (12)

Tilsatt mengde analytt
Det ble utfart ti forsgk der gjenfinning ble beregnet. Metodens gjenfinning er bestemt som
gjennomsnittet av alle ti gjenfinningene.

3.6 Anvendelse av metoden

Metoden ble anvendt pa friske kontrollpersoner, en gruppe med lupuspasienter og to grupper
med Sjagrenpasienter. Hver prgve ble analysert i tre maleparalleller der gjennomsnittet av de
tre ble bestemt som prgvens verdi. SD og CV ble beregnet for maleparallellene og brukt til &
vurdere om prgven var palitelig nok til 2 kunne godkjennes. P& hver plate med pasientpraver
ble det ogsa analysert to prgveparalleller av hver kontrollprave (K1 og K2).

Shewhart kontrollkort ble brukt for & vurdere kontrollmalingene. Kriterier for a kunne pasta at
analysen er ute av kontroll:

e Minst to av fire malepunkt havner utenfor aksjonsgrensen.

e Alle fire malepunkter havner utenfor varselgrensen pa samme analyseplate.

e | ett kontrollkort: Dagens to malepunkt og de to forrige malepunktene havner utenfor
varselgrensen.

e | ett kontrollkort: Ni etterfalgende malepunkter havner pa samme side av
gjennomsnittslinjen.

For & godkjenne én prgve skal CV for maleparallellene veere mindre enn 15 %.
For & godkjenne to preveparalleller (en prave analysert to ganger pa ulike dager) skal avviket
mellom dem veere mindre enn 30 % [27].

Friske kontrollpersoner
Alle personene ble analysert to ganger pa ulike dager bortsett fra FK 3, FK 14 og FK 15, som
ble analysert tre ganger.

Pasienter med SLE
Alle pasientene ble analysert to ganger pa ulike dager, bortsett SLE 1 som kun ble analysert
en gang.

Pasienter med PSS uke 0 og uke 4
Alle pasientene fra uke 0 ble analysert to ganger bortsett fra PSS 308, 309, 311, 312, 319 og
320 som ble analysert tre ganger.
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For pasientene fra uke 4 er PSS 301 til og med PSS 320 analysert to ganger, mens 321 til 327
analysert kun en gang.

3.7 Statistikk

Ved etablering av kontrollkortet ble Dixons Q-test brukt for a bestemme om det var noen
uteliggere i rekken av kontrolimalinger. Det ble valgt en tosidig test med 95 %
signifikansniva.

For & sammenligne pasientgruppene med den friske kontrollgruppen ble det brukt tosidig t-
test med 95 % signifikansniva. Tosidig F-test med 95 % signifikansniva er brukt for a
bestemme om gruppene har ulik varians [41].

For a sammenligne PSS uke 0 med PSS uke 4 er det brukt en paret t-test med 95 %
signifikansniva [41].

Alle statistiske tester ble utfgrt i Microsoft Excel, unntatt Dixons Q-test.
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4 Resultater

4.1 Prgvemateriale og sentrifugeringer

Konsentrasjon av MPO ble analysert i fire ulike plasmatyper fra to personer: EDTA og
heparin med 1 og 2 sentrifugeringer. Konsentrasjonen er gitt i absorbans fordi det ikke var
etablert en kalibreringskurve pa det tidspunktet malingene ble gjort. Gjennomsnittlig
absorbans, SD og CV for malingene er regnet ut (Tabell 5). Avlest absorbans for alle
malingene er gitt i Vedlegg C.

Tabell 5. Malte konsentrasjoner av MPO (gitt i absorbans) pd EDTA- og heparinplasma med 1
sentrifugering.

Person 1 Person 2
Heparin EDTA Heparin EDTA
Sentrifugeringer 1 2 1 2 1 2 1 2
Gj.snitt 0,352 0,215 0,194 0,152 0,340 0,258 0,167 0,145
SD 0,046 0,018 0,053 0,012 0,036 0,025 0,020 0,018
CV, % 13,0 8,6 27,3 7,9 10,7 96 12,1 12,7

Gjennomsnittene viser at heparinplasma generelt gir en hgyere absorbans enn EDTA-plasma
(Figur 15). CV for alle plasmatypene er < 15 %, unntatt for EDTA med 1 sentrifugering fra
Person 1 (27,3 %). Den heye CV’en skyldes mest sannsynlig en feil ved fortynning av
plasma. Videre ble det regnet ut hvor stor andel absorbansen til EDTA-plasma utgjar av
absorbansen til heparinplasma ved & bruke formel 13. Hos Person 1 og Person 2 utgjer
absorbansen til EDTA-plasma henholdsvis 55,1 % og 49,0 % av absorbansen til
heparinplasma.

(absorbansgpra/absorbansheparin) * 100 % (13)

..Heparin vs. EDTA (1 sentrifugering)

035 | %2 0,340
E 03 -
£ 0 100 % 100 %
< 0.25 -
e 0,194
E 0.2 1 0,167 Heparin
.'-; 0.15 - mEDTA
<

0.05 -

0 .
Person 1 Person 2

Figur 15. Gjennomsnittlig absorbans til heparin- og EDTA-plasma fra Person 1 og Person 2 med 1
sentrifugering. Tallene over sgylene viser gjennomsnittlig absorbans. Prosentavvik mellom heparin og
EDTA vises inne i de hvite boksene i hver sgyle.
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4.1.1 Betydning av antall sentrifugeringer

Hver plasmatype som er sentrifugert 1 gang ble sammenlignet med tilsvarende plasmatype
som er sentrifugert 2 ganger. Det var gnskelig a se om nivaet av MPO var signifikant lavere i
plasma som er sentrifugert 2 ganger. Forholdet mellom 1 og 2 sentrifugeringer ble beregnet
der absorbans ved 1 sentrifugering er satt som 100 % (formel 14). Verdiene er gitt i Tabell 6
og forholdene mellom absorbansene er vist i Figur 16. Malingene med 1 og 2 sentrifugeringer
er gjort pa to plater.

(absorbansz sentrifugeringer/absorbansl sentrifugering) *100 % (14)

Tabell 6. Forhold mellom plasma sentrifugert 1 gang og plasma sentrifugert 2 ganger. Absorbans ved 1
sentrifugering er satt som 100 %.

Person 1, % Person 2, %
Heparin EDTA Heparin EDTA
Plate 1 63,9 100,6 77,2 93,5
Plate 2 63,7 91,1 83,0 91,0
Gj.snitt 63,8 95,9 80,1 92,3
SD 0,14 6,72 4,10 1,77
CcVv 0,2 7,0 51 1,9
1 vs. 2 sentrifugeringer
120 - Person1 Person 2
| A
[ | \
100 - 95,9 % 92,3%
g0 - 80,1 %
"qé: 63,8 % 1 sentrifugering
§ 60 1 W 2 sentrifugeringer
o
40 A
20 -
0 : -
Heparin EDTA Heparin EDTA

Figur 16. Forhold mellom absorbans til plasma som er sentrifugert 1 gang (bla sgyler) og plasma som er
sentrifugert 2 ganger (rede sgyler). Tallet i prosent over de rgde sgylene angir hvor mye de utgjar av de
bla seylene. Absorbansen av plasma med 1 sentrifugering er 100 %.

Absorbansen til EDTA far en liten nedgang etter 2 sentrifugeringer. De rade sgylene i Figur

16 viser at absorbans for E2 utgjer 95,9 % (Person 1) og 92,3 % (Person 2) av absorbans for
E1l.
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For heparinplasma er nedgangen av MPO hgyere enn for EDTA-plasma etter to
sentrifugeringer. Absorbansen til H2 utgjer 63,8 % (Person 1) og 80,1 % (Person 2) av
absorbansen til H1.

4.2 Validering av ELISA metode

4.2.1 Kalibreringskurve
For hver plate er det laget en fire-parameter logistisk kalibreringskurve (Figur 17).

Kalibreringskurve 15.11.11
0.8

’ /'/ kalibratorlgsning
03 /
0.2

0.1

0T
g /’l
S 06 e
i
= /./
E 05 / B Malepunkt
for hver
2 04 ]
(3]
=
o
w
filw]
=T

0.0 -
0 5 10 15 20 25 30

[MPO] ng/ml

Figur 17. Eksempel pa kalibreringskurven for en plate.

Ligningene for kalibreringskurvene fra de seks platene som ble analysert 21.10.11-17.11.11.
er sammenlignet i Tabell 7.

Tabell 7. Ligningene og R? for seks kalibreringskurver.

Dato R? a b c d
21.10.2011 0,999 0,072 1,844 0,023 1,098
03.11.2011 0,999 0,068 2,837 0,015 1,006
09.11.2011 0,993 0,074 1,225 0,042 1,192
11.11.2011 0,994 0,069 1,114 0,042 1,123
15.11.2011 1 0,066 1,595 0,023 1,006
17.11.2011 0,998 0,075 1,264 0,022 1,114

Kurven fra 21.10, 3.11 og 15.11 fikk best tilpasning da R* er henholdsvis 0,999, 0,999 og 1.
R? for kurvene fra 9.11, 11.11 og 17.11 ble henholdsvis 0,993, 0,994 og 0,998. Det er godt
nok til & regnes som palitelig.

28



Validering og anvendelse av ELISA-metode for & male myeloperoksidase i plasma

Residualene for hver kurve ble sammenlignet (Tabell 8). Gjennomsnittavvikene er beregnet
med absoluttverdier og tar ikke hensyn til om beregnet konsentrasjon er hgyere eller lavere
enn teoretisk konsentrasjon. |1 Vedlegg G1 vises alle residualene for hver kurve.

Tabell 8. Gjennomsnittsresidualer for seks kalibreringskurver.

Teoretisk Gj.snittlig Gj.snittlig avvik

Kalibrator nr. kons. (ng/ml) awvik (ng/ml) (%)

1 30 0,413 1,38

2 20 0,701 3,51

3 10 0,472 4,72

4 5 0,191 3,84

5 2 0,168 8,40

6 1 0,057 5,67

7 0,5 0,099 19,73

Kalibrator 1 (30 ng/ml) og 7 (0,5 ng/ml) fikk henholdsvis lavest og hgyest prosentavvik. For
de andre kalibratorene varierer prosentavvikene.

4.2.2 Deteksjonsgrense
Malt absorbans av kalibrator 8 (blank) og kalibrator 7 (0,5 ng/ml) som er analysert pa seks
ulike plater er gitt i Tabell 9.

Tabell 9. Malt absorbans for kalibrator 7 og kalibrator 8 pa seks plater.

Abs. Kalibrator 8 Abs. kalibrator 7

Dato (blank) (0,5 ng/ml)
21.10.2011 0,068 0,090
03.11.2011 0,064 0,093
09.11.2011 0,068 0,083
11.11.2011 0,071 0,093
15.11.2011 0,067 0,082
17.11.2011 0,077 0,080
Gj.snitt 0,069 0,085
SD 0,0044 0,0051

LOD(,+spy = 0,069 + (2*0,0044) = 0,078
LODs+spy = 0,069 + (3*0,0044) = 0,082

Absorbansen til kalibrator 7 ma vare hgyere enn 0,078 for at den skal kunne detekteres.
Gjennomsnittlig absorbans for kalibrator 7 er 0,085. T-test med 95 % signifikansniva ble
utfert for & teste om absorbansen til kalibrator 7 er

a) signifikant forskjellig fra absorbansen til blankpreven:

Tosidig test, P = 0,000178

b) signifikant hgyere enn 0,078:

Ensidig test, P = 0,00846
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c) signifikant hayere enn 0,082 (LOD3+sp) ):
Ensidig test, P = 0,0859

Med 95 % sikkerhet kan det pastas at gjennomsnittlig absorbans for kalibrator 7 er signifikant
hayere enn deteksjonsgrensen pa 0,078. En konsentrasjon pa 0,5 ng/ml er dermed over
deteksjonsgrensen. Gjennomsnittlig absorbans for kalibrator 7 er derimot ikke signifikant
forskjellig fra 0,082 som er gjennomsnitt for blank + 3*SD.

Metodens deteksjonsgrense er bestemt som 0,5 ng/ml.

4.2.3 Etablering av kontrollkort
Alle malte konsentrasjoner av MPO i K1 og K2 er gitt i Vedlegg D. Gjennomsnittlig
konsentrasjon med beregnet SD og CV er gitt i Tabell 10.

Tabell 10. Beregnede verdier for etablering av kontrollkortene til kontrollprgvene K1 og K2. Alle verdiene
er oppgitt i ng/ml bortsett fra CV som er oppgitt i %.

Kontrollprgve 1 Kontrollprgve 2

(K1), ng/ml (K2), ng/ml Linje i kontrollkortet
Gj.snitt (x) 24,28 39,50 Senterlinjen
SD 4,00 6,27
CV, % 16,49 15,88
2*SD 8,01 12,55
3*SD 12,01 18,82
X -2*SD 16,27 26,95 @vre varselgrense
X+ 2*SD 32,28 52,04 Nedre varselgrense
X - 3*SD 12,27 20,68 @vre aksjonsgrense
X+ 3*SD 36,29 58,31 Nedre aksjonsgrense

Nar en kontrollprgve analyseres skal den havne innenfor sitt intervall for & kunne godkjennes
Intervall for K1: 16,27-32,28 ng/ml.
Intervall for K2: 26,95-52,04 ng/ml.

Etablerte kontrollkort for K1 og K2 er vist i Vedlegg D.

4.2.4 Gjenfinning

Det ble gjort fem gjenfinningsforsek der kontrollprevene K1 og K2 ble “spiket” med 12,5
ng/ml MPO. MPO-konsentrasjonen av hver prave ble regnet ut. Utregningen av alle
gjenfinningene er vist i Vedlegg E. Tabell 11 viser beregnet gjenfinning for K1 og K2 fra de
fem forsgkene.
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Tabell 11. Beregnet gjenfinning i prosent hos kontrollprgvene K1 og K2 fra fem forsgk.

Dato K1, % K2, %
3.11.11 55,44 66,72
9.11.11 49,76 55,28
11.11.11 61,68 61,76
15.11.11 57,60 72,96
17.11.11 70,88 66,96
Gj.snitt 59,07 64,74

Gjennomsnittlig gjenfinning: (59,07 + 64,74)/2 = 61,91 ~ 62 %
Faktor: 100 % /62 % = 1,61

Gjenfinning for metoden er 62 %. For a finne den «sanne» verdien av en pragve multipliseres
resultatet med faktoren 1,61.

4.2.5 Innen plate- og mellom plate-variasjon

Variasjon mellom maleparalleller

Pa tre plater ble det analysert totalt 90 praver i tre maleparalleller. CV for maleparallellene er
beregnet (Tabell 12. Tabeller med verdiene av 30 CV’er pa alle tre platene er lagt i Vedlegg
F.

Tabell 12. CV for maleparalleller av 30 praver pa tre plater. Alle verdiene er gitt i prosent.

Plate 1 Plate 2 Plate 3

n=30 n=30 n=30

Gj.snitt 9,1 9,7 9,0
SD 7,6 6,7 4,9
cv 84,0 68,5 54,5
Laveste 1,2 2,4 1,5
Hgyeste 29,0 35,0 20,2
Antall<150% 26 26 26
Antall >150% 4 4 4

Gjennomsnittlig CV for hver plate ble forholdsvis like. Standardavviket og CV viser at det er
stor variasjon i CV-verdiene. Kun fire av 30 praver fikk CV pa mer enn 15 % for alle tre
platene.

Innen plate-CV (repeterbarhet)

For & beregne CV for prgver som er analysert i flere praveparalleller pa en plate med ble det
tatt utgangspunkt i malepunktene til kontrollprgve 1 ved etablering av kontrollkort. Alle
malinger for hver plate er gitt i en tabell i Vedlegg F. For hver plate er det beregnet
gjennomsnitt, SD og CV (Tabell 13). Til slutt er det beregnet en gjennomsnittlig CV for alle
platene.
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Tabell 13. Sammenligning av CV for flere prgveparalleller. Tallene er gitt i prosent.

Gj.snitt 11,1
SD 3,4
cv 30,6
Laveste 8,4
Hpyeste 17,7
Antall £15,0% 1

Antall > 15,0 % 5

Mellom plate-CV

Ved etablering av kontrollkortet ble kontrollprgvene K1 og K2 analysert flere ganger pa
samme plate og pa seks ulike plater. CV for totalt 42 malinger av K1 og K2 ble regnet ut:
K1: 16,49 %

K2: 15,88 %

Mellom plate-CV: (16,49 + 15,88) /2 =16,2 %

Tabell 14 oppsummerer beregnet CV.

Tabell 14. Beregnet CV for ELISA MPO kit.

Gj.snittlig CV,
%

Mellom 3 maleparalleller 9,3
Innen en plate 11,0
Mellom plater 16,2

4.3 Anvendelse av ELISA-metode

Analysene av pasientprgvene og de friske personene er fordelt pa ti analyseplater.
Kalibreringskurven og resultatene fra kontrollmalingene ble vurdert for & bestemme om hver
plate kunne godkjennes. Den enkelte preve ble vurdert med hensyn pa CV for maleparalleller
og prosentavvik mellom to eller tre praveparalleller. Der CV var over 15 % eller
prosentavviket over 15 % ble enkeltprgvene forkastet.

4.3.1 Kalibreringskurver til anvendelsen av metoden.

For & vurdere kvaliteten pa kalibreringskurvene for de ti analyseplatene ble residualene for
hver kalibrator og R? sammenlignet (Tabell 15). Alle kurvene for analyseperioden er gitt i
Vedlegg G.
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Tabell 15. R? for hver kalibreringskurve for ti plater og residualene i prosent for hver kalibrator.

Std. Nr
(ImpPO]
ng/ml) 28.11. 2.12. 5.12. 7.12. 12.12. 14.12. 20.12. 21.12. 4.1. 8.1. Gj.snitt

1(30) -021 -0,16 -057 0,18 -001 -0,75 -045 -0,24 -0,40 0,39 0,34
2(200 070 043 1,71 -041 -002 249 144 045 156 -1,38 1,06
3(100 -1,73 033 -167 026 053 -1,84 -1,79 2,13 -2,15 425 167
4(5) 283 -076 -444 1,08 -231 808 -014 -669 -3,19 -7,63 3,71
5(2) -300 1,20 10,76 -220 501 956 -536 -1321 591 2,85 591
6(1) 2,60 -050 24,52 -1021 10,41 13,11 4,80 24,12 4,80 17,72 11,28
7(05 -521 11,62 -4930 942 -3567 13,43 16,83 36,87 9,22 2545 21,30
R 1 1 0999 1 1 0999 1 0999 1 0,999

Regresjonskoeffisienten, R?, for seks av kurvene er 1 bortsett fra 5.12., 14.12, 21.12 og 8.1
som er 0,999. Gjennomsnittlig avvik for hver kalibrator stiger med synkende konsentrasjon av
MPO. For kalibrator 6 og 7 er det henholdsvis tre og fire residualer som er hgyere enn 15 %.

4.3.2 Anvendelse av kontrollkort

For hver plate med pasientprgver som ble analysert, ble det samtidig analysert fire
kontrollprgver; to av K1 og to av K2. De malte konsentrasjonene for begge kontrollprgvene er
plottet inn i hvert sitt Shewhart kontrollkort (Figur 18 og Figur 19). I Vedlegg D finnes tabell
med alle de malte konsentrasjonene av K1 og K2.

Kontrollkort K1
60
50 ®
— — X
A0 e eccmmccmmmm———— = = X'
@ e - o = e e = = oy = B = = -
£ 30 ) v - = x2*SD
o) I . s
o v - e xi3*
S 20 ° s ¢ X+3*SD
T L L L L T LT T T DL T T T. mmmexww
10 . )
[ Malte konsentrasjoner
0
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

Figur 18. Shewhart kontrollkort for K1 med malte konsentrasjoner av MPO pa ti plater.

De atte farste malepunktene (plate 1 — 4) i kontrollkortet for K1 ligger pa en relativt fin rekke
rett under senterlinjen og varierer svert lite. Fra plate 5 til plate 10 blir variasjonen starre og
punktene havner pa begge sider av senterlinjen.
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Kontrollkort K2

70
°®
60 hemmcccccc—————— v--------- Fm——————— )
-y - - - ---.—-.—---
E 8 o= e=  Xx+2*SD
ey ® ° ®
® 40 E—— —r
- H - = x-2*SD
(o]
% 30 --------------------- - e e e y+3*SD
=, 20 ....................................
- e = = x-3*SD
10 ® Malte konsentrasjoner
0

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

Figur 19. Shewhart kontrollkort for K2 med maélte konsentrasjoner av MPO pa ti plater.

Variasjonen i kontrollkortet for K2 er liten pa fire farste platene. Fra plate 6 blir spredningen
mellom to malepunkter stgrre og verdiene blir hgyere. Gjennomsnittet for kontrollkortet er
39,5 ng/ml, mens gjennomsnittet for alle de malte kontrollpravene fra dag 1 til dag 10 er 46,5
ng/ml.

Ut i fra kriteriene som er gitt i kapittel 3.6 er alle malingene av K1 og K2 godkijent.

34



Validering og anvendelse av ELISA-metode for & male myeloperoksidase i plasma

4.3.3 MPO hos friske kontrollpersoner

Tabell som viser en oversikt over alle resultatene er lagt i Vedlegg H. Pravene som ble
forkastet pa grunn av for hgy CV er FK 3a, FK 4a, FK 11a, FK 14a og 14b og FK 15a. Resten
er godkjente og vist i Tabell 16 og Figur 20. Resultatene er multiplisert med 1,61 for a
korrigere for at gjenfinningen er 62 %.

Tabell 16. Resultatene av malt MPO hos friske kontrollpersoner som er godkjente. Verdiene er gitt i

ng/mil.
Kjgnn/alder Korrigert for
(ar) FK nr. Gjennomsnitt  gjenfinning

Kvinne/50 FK1 19,36 31,16
Kvinne/59 FK?2 34,67 55,81
Kvinne/62 FK3 41,74 67,19
Mann/43 FK 4 30,75 49,51
Kvinne/60 FK5 31,92 51,38
Kvinne/24 FK6 19,26 31,00
Kvinne/56 FK7 32,10 51,68
Mann/57  FK8 32,02 51,55
Kvinne/28 FK9 27,02 43,49
Kvinne/32 FK 10 36,40 58,60
Kvinne/58 FK 11 24,37 39,24
Mann/49  FK12 30,44 49,00
Mann/38  FK13 38,63 62,19
Kvinne/58 FK 14 45,88 73,87
Kvinne/55 FK 15 39,06 62,89
Kvinne/66 FK 16 35,65 57,39
Kvinne/27 FK 17 41,76 67,23

Gj.snitt 33,00 53,13

SD 7,54 12,13

CV, % 22,8

Gjennomsnitt av MPO-konsentrasjon malt hos friske kontrollpersoner er 33,00 ng/ml (SD =
7,54 ng/ml). Med korrigering for gjenfinning er gjennomsnittet 53,13 ng/ml (SD = 12,13
ng/ml). Nivaet av MPO varierte jevnt over alle personene og det var ingen tydelige tegn til at
alder eller kjgnn hadde betydning for konsentrasjonen (Figur 20).
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[MPO] fordeling mellom kjgnn og alder

(0]
o

~
o

2]
o

o

H Kvinne

{MPO] ng/ml
8 &8 8
| |
||

L4 Mann

= N
o O
I I

o
L

24 27 28 32 38 43 49 50 55 56 57 58 58 59 60 62 66
Alder (ar)

Figur 20. Fordeling av MPO mellom kjgnn og alder hos friske kontrollpersoner. Hver sgyle representerer
gjennomsnittlig konsentrasjon av MPO for én person. Den sorte horisontale linjen er gjennomsnitt av alle
konsentrasjonene.
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4.3.4 MPO hos SLE-pasienter

Resultatene fra analysene av pasienter med SLE er gitt i en tabell i Vedlegg I. Pravene som
ble forkastet pa grunn av hgy CV er SLE 5, SLE 10a, SLE 15a, SLE 20a og SLE 22b. De
godkjente pragveresultatene er vist i Tabell 17 og Figur 21.

Tabell 17. Resultatene av MPO maélt hos SLE-pasienter som er godkjent. Verdiene er gitt i ng/ml.

Pasient- Korrigert for
ID Gjennomsnitt  gjenfinning

SLE1 72,70 116,32
SLE 2 36,44 58,30
SLE3 18,92 30,26
SLE4 55,10 88,16
SLE 6 64,52 103,22
SLE7 30,12 48,18
SLE 8 37,71 60,34
SLE 9 30,05 48,07
SLE 10 53,18 85,09
SLE 11 39,93 63,88
SLE 12 157,75 252,40
SLE 13 63,00 100,79
SLE 15 16,01 25,62
SLE 16 32,58 52,13
SLE 17 51,54 82,46
SLE 18 33,91 54,25
SLE 19 36,81 58,89
SLE 20 30,49 48,78
SLE 21 47,15 75,43
SLE 22 57,14 91,42
Gj.snitt 48,25 77,20
SD 29,92 47,87
CV, % 62,0

Med korrigering for gjenfinning er gjennomsnittet for alle de godkjente malingene 77,20
ng/ml (SD = 47,87 ng/ml). Konsentrasjonene varierer fra 25,62 til 252,40 ng/ml og
spredningen for lupuspasientene er hgyere enn for de friske kontrollpersonene. Den hgyeste
verdien er mer enn dobbelt som hgy som den nest hgyeste (116,32). Uten den hgyeste verdien
(SLE 12) blir SD nesten halvert til 24,98 ng/ml.
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MPO hos pasienter med SLE
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Figur 21. Korrigerte verdier av malt MPO-konsentrasjon hos pasienter med SLE. Den sorte horisontale
linjen viser gjennomsnittet av alle konsentrasjonene.
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4.3.5 MPO hos PSS-pasienter

Resultatene fra alle analysene av PSS er gitt i Vedlegg J. Fra uke 0 er PSS 305a, 306a, 309c,
311a, 312c, 319a, 320a, 322h, 323b, 325b og 326a forkastet. Fra uke 4 er 304a, 309a og 309D,
311a 0g 311b, 317a, 319a 0g 319 b, 326 og 327 forkastet. De godkjente resultatene fra uke 0
er gitt i Tabell 18 og Figur 22. Resultatene fra uke 4 vises i Tabell 19.

Tabell 18. Godkjente resultater av malt MPO hos pasienter med PSS i uke 0. Verdiene er gitt i ng/ml.

Pasient- Korrigert for
ID Gjennomsnitt  gjenfinning

PSS 301 23,91 38,26
PSS 302 40,86 65,38
PSS 303 32,41 51,86
PSS 304 21,20 33,92
PSS 305 30,54 48,86
PSS 306 33,84 54,14
PSS 307 34,89 55,82
PSS 308 30,24 48,38
PSS 309 25,03 40,05
PSS 310 39,37 62,99
PSS 311 35,56 56,90
PSS 312 36,85 58,96
PSS 313 25,42 40,66
PSS 315 30,78 49,25
PSS 316 55,71 89,13
PSS 317 14,67 23,46
PSS 318 56,48 90,36
PSS 319 50,58 80,93
PSS 320 51,95 83,11
PSS 321 19,11 30,57
PSS 322 71,17 113,87
PSS 323 43,52 69,63
PSS 324 26,87 42,99
PSS 325 23,79 38,06
PSS 326 42,18 67,49
PSS 327 38,32 61,31
Gj.snitt 35,97 57,55
SD 13,16 21,05
CV, % 36,6

For PSS-pasienter i uke 0 er gjennomsnitt 35,9 ng/ml (SD = 13,16 ng/ml). Korrigert for
gjenfinning er gjennomsnitt 57,55 ng/ml (SD = 21,05 ng/ml). Verdiene sprer seg fra 23,46 til
113,87 ng/ml.
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Figur 22. Korrigerte nivaer av MPO hos pasienter med PSS. Den sorte, horisontale linjen viser

gjennomsnittet av alle konsentrasjonene.

Tabell 19. Godkjente resultater av mélt MPO hos pasienter med PSS i uke 4. Verdiene er gitt i ng/ml.

Pasient- Korrigert for
ID Gjennomsnitt  gjenfinning
PSS 301 32,34 51,74
PSS 302 30,55 48,88
PSS 303 28,44 45,50
PSS 304 17,00 27,20
PSS 305 27,96 44,73
PSS 306 34,96 55,93
PSS 307 32,97 52,75
PSS 308 29,29 46,86
PSS 310 30,44 48,70
PSS 312 27,10 43,36
PSS 313 24,24 38,78
PSS 315 34,57 55,31
PSS 316 46,10 73,76
PSS 317 12,32 19,71
PSS 318 49,27 78,83
PSS 320 46,53 74,44
PSS 321 25,63 41,01
PSS 322 47,69 76,30
PSS 323 26,08 41,73
PSS 325 22,82 36,51
Gj.snitt 31,31 50,10
SD 9,89 15,82
CV, % 31,6
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Gjennomsnitt for Sjegrenpasienter fra uke 4 er 31,32 (SD = 9,89 ng/ml). Korrigert for
gjenfinning er gjennomsnitt 50, 10 ng/ml (SD = 15,82 ng/ml). Verdiene gar fra 19,71 til 78,83
ng/ml.

Differanse mellom uke 0 og 4

Halvparten av Sjegrenpasientene har fatt en betennelsesdempende medisin (Kineret) i fire
uker, mens den andre halvparten har fatt placebo. Differansen i MPO-konsentrasjon mellom
uke 0 og uke 4 ble beregnet for hver pasient (Tabell 20). Pa grunn av at ikke alle
prgveresultatene ble godkjent er ikke alle pasientene tatt med i sammenligningen. Pasientene
som ikke er tatt med i sammenligningen er 309, 311, 324, 326 og 327. Av de pasientene som
er tatt med har 11 fatt medisin i fire uker, mens 9 har fatt placebo. | sammenligningen er det
de malte verdiene av MPO som er tatt med og ikke de som er korrigert for gjenfinning fordi
forholdet mellom tallene er det samme.

Differanse i prosent = (Differanse i konsentrasjon/konsentrasjon uke 0)*100 %  (15)

Tabell 20. Differanse i MPO-konsentrasjon mellom uke 0 og uke 4.

Uke 0, Uke 4, Uke4-ukeO, Differanse,

ng/ml ng/ml ng/ml % Kineret /Placebo

PSS 301 23,91 32,34 8,43 35 Kineret
PSS 302 40,86 30,55 -10,31 -25 Placebo
PSS 303 32,41 28,44 -3,97 -12 Placebo
PSS 304 21,20 17,00 -4,20 -20 Kineret
PSS 305 30,54 27,96 -2,58 -8 Placebo
PSS 306 33,84 34,96 1,12 3 Placebo
PSS 307 34,89 32,97 -1,92 -6 Kineret
PSS 308 30,24 29,29 -0,95 -3 Kineret
PSS 310 39,37 30,44 -8,93 -23 Kineret
PSS 312 36,85 27,10 -9,75 -27 Kineret
PSS 313 25,42 24,24 -1,18 -5 Kineret
PSS 315 30,78 34,57 3,79 12 Kineret
PSS 316 55,71 46,10 -9,61 -17 Placebo
PSS 317 14,67 12,32 -2,35 -16 Placebo
PSS 318 56,48 49,27 -7,21 -13 Kineret
PSS 320 51,95 46,53 -5,42 -10 Placebo
PSS 321 19,11 25,63 6,52 34 Placebo
PSS 322 71,17 47,69 -23,48 -33 Placebo
PSS 323 43,52 26,08 -17,44 -40 Kineret
PSS 325 23,79 22,82 -0,97 -4 Kineret
Gj.snitt 35,97 31,32

SD 13,16 9,89

Av de 11 pasientene som hadde fatt Kineret har 9 stykker en nedgang i MPO konsentrasjon
etter fire uker, mens 2 pasienter har en gkning. Av de som hadde fatt placebo har 7 pasienter
nedgang i MPO, mens 2 pasienter har en gkning (Figur 23).

41



Validering og anvendelse av ELISA-metode for & male myeloperoksidase i plasma

Kineret Placebo
60,00 80,00
3184
70,00 3224
50,00 oy
60,00
323 %
316 &
40,00 310 .--\\_ N 3200—_ T 3
S 50,00 —m
: . =3
E E
5 30,00 — 40,00 302%-__
e 8
Z Z 306 ¢— = r
: 30,00 382 . g
.- : ————
S e =
T
20,00 321
10,00 .
=
10,00
0,00
Uke 0 Uke 4 0,00 Uke 0 Uke 4

Figur 23. Pasienter som har fatt Kineret (til venstre) og placebo (til hgyre). De grgnne punktene
representerer malte konsentrasjoner i uke 0 og de lilla representerer méalte konsentrasjoner i uke 4. De
oransje linjene viser nedgang av MPO, mens de sorte viser en gkning.

Tosidig paret t-test med 95 % signifikansniva ble brukt for a teste om uke 4 hadde signifikant
forskjellig nivd av MPO enn uke 0. Dersom P < 0,05 kan en med 95 % sikkerhet pésta at det
er signifikant forskjell mellom to grupper. P-verdier stgrre enn 0,05 angir at en ikke kan pasta
signifikant forskjell med 95 % sikkerhet.

Kineret:

P=0,37.

En kan ikke pasta at det er en signifikant forskjell i MPO-konsentrasjon mellom uke 0 og uke
4 hos pasienter som fikk medikamentet Kineret.

Placebo:

P=0,084.

En kan ikke pasta at det er en signifikant forskjell i MPO-konsentrasjon mellom uke 0 og uke
4 hos pasienter som fikk placebo.
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4.3.6 Sammenligning av friske personer med hver av pasientgruppene ved bruk av

statistiske tester
Malt konsentrasjon av MPO i hver gruppe er presentert i Figur 24.

MPO hos tre pasientgrupper og friske
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Figur 24. Alle godkjente malepunkter fra hver gruppe. P < 0,05 angir at gruppen er signifikant forskjellig
fra kontrollgruppen (FK).

Avstand fra hgyeste til laveste malepunkt er forholdsvis lik for pasientgruppene, bortsett fra
ett malepunkt hos SLE-gruppen (157,75 ng/ml). En kan tydelig se at FK har lavest spredning
mellom hgyeste og laveste malepunkt. Det er gjort t-tester for & sammenligne maleseriene mot
hver andre. Testene gjort bade med og uten den hgyeste verdien til SLE-gruppen.

Tosidig t-test ble brukt for & sammenligne om gjennomsnittene er signifikant forskjellige fra
hverandre med 95 % signifikansniva (Tabell 21). Tosidig F-test er brukt for a teste om de
empiriske variansene for hver maleserie er signifikant ulike med 95 % signifikansniva.
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Tabell 21. P-verdier beregnet med tosidig t-test for & teste om det er signifikant forskjell mellom
gruppenes konsentrasjoner av MPO. Konklusjonene gjelder for bade med og uten den hgyeste SLE-

verdien.
Inkludert alle Hgyeste SLE- Konklusjon

Gruppe malepunkter verdien fjernet

FK vs. SLE 0,039 0,026 Signifikant forskjellig

FK vs. PSS-0 0,353 Ikke signifikant forskjellig
FK vs. PSS-4 0,569 Ikke signifikant forskjellig
SLE vs. PSS-0 0,067 0,137 Ikke signifikant forskjellig
SLE vs. PSS-4 0,025 0,011 Signifikant forskjellig

Det er kun SLE-pasientene som er signifikant forskjellig fra FK-gruppen. PSS-pasientene i
uke 0 og i uke4 ligger for nar FK til at en kan pasta en signifikant forskjell. SLE-pasientene
fikk signifikant forskjellig niva av MPO fra PSS-pasientene i uke 4, men ikke i uke 0.
Konklusjonene ble de samme selv om den hgyeste verdien hos SLE-pasientene ble fjernet.
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5 Diskusjon

Hensikten med denne oppgaven var a validere en ELISA-metode for & male MPO-
konsentrasjon i plasma og a anvende metoden pa friske kontrollpersoner og to pasientgrupper.
Det var interessant a undersgke om MPO stiger hos pasienter med kroniske
inflammasjonssykdommer. Fgrst omtales valideringen av metoden. Deretter diskuteres
resultatene av malt MPO pa friske kontrollpersoner, pasienter med systemisk lupus
erythematosus og pasienter med primeart Sjggrens syndrom.

5.1 Validering av metoden

Prgvematerialet

Det farste som ble testet ut var om EDTA-plasma kunne brukes i stedet for heparinplasma,
selv om heparin er anbefalt av produsenten. Heparinplasma fikk en hgyere absorbans enn
EDTA-plasma i samtlige malinger (Tabell 5). Tidligere studier har vist at det vil veere noe
lekkasje av MPO fra blodcellene til plasma som farer til gkt absorbans [23]. Det ser ikke ut til
at EDTA-plasma blir like mye pavirket av denne lekkasjen som heparinplasma. Med unntak
av E1 fra Person 1 (CV = 27,3 %) har alle en forholdsvis lav CV (< 15 %), noe som viser at
bade heparinplasma og EDTA-plasma gir stabile resultater fra plate til plate. Jo hgyere CV, jo
mer usikkerhet er knyttet til praveresultatet. Produsenten anbefaler ogsa at plasma skal
sentrifugeres 2 ganger for & unnga pavirkning av MPO-lekkasje fra blodceller i starst mulig
grad. To sentrifugeringer hadde starst betydning for heparinplasma (Figur 16) der nedgangen
av MPO er starre enn for EDTA-plasma etter andre sentrifugering. Dette stgtter mistanken om
at blodceller lekker MPO in vitro i heparinplasma. Absorbans til heparinplasma med 2
sentrifugeringer (H2) blir likevel hgyere enn absorbans til EDTA-plasma med 1 sentrifugering
(E2). Selv med to sentrifugeringer kommer ikke heparinplasma ned pa samme niva som
EDTA-plasma. Med disse resultatene ser det ut til at EDTA-plasma er mer stabilt siden det
ikke lot seg pavirke sa mye av antall sentrifugeringer.1 sentrifugering bar vare tilstrekkelig
hvis den er kraftig nok. | brukermanualen er det anbefalt a sentrifugere med 1500 G, mens
2280 G er normal styrke pa sentrifugeringer av pasientprgver pa Avdeling for medisinsk
biokjemi ved Stavanger Universitetssykehus.

Pa bakgrunn av malingene gjort i denne studien kan det pastas EDTA-plasma er a foretrekke
fremfor heparinplasma. Hvis konsentrasjon av MPO skal sammenlignes mellom flere
personer er det hensiktsmessig a bruke samme prgvemateriale pa alle personene. En bar
derfor alltid oppgi hvilket prgvemateriale som er brukt fordi konsentrasjonene blir hgyere i
heparinplasma enn i EDTA-plasma. Dersom heparin skal brukes bar plasma sentrifugeres 2
ganger. Til analyse av pasientgruppene i denne studien er det samlet inn EDTA-plasma med 1
sentrifugering og til kontrollgruppen ble det derfor brukt samme type pregvemateriale.

Kalibreringskurven

Tabell 7 viser oversikt over ligningene for kalibreringskurvene som er brukt til validering av
metoden. Regresjonskoeffisienten, R?, sier noe om hvor godt kurven treffer pa alle
mélepunktene og skal bli s& nar 1 som mulig. R? ble god nok (> 0,993) for alle kurvene.
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Ligningene for kurvene varierer en noe fra plate til plate, noe som viser at det ikke er sa lett &
gjenskape en ngyaktig lik kalibreringskurve fra analyse til analyse. Tabell 8 viser
gjennomsnittlige residualer i prosent for hver kalibrator. I likhet med R? sier residualene noe
om hvor godt kurven treffer malepunktene. Selv om R? = 1 betyr det ikke at kurven treffer
perfekt pa alle punktene. Med darlig kurvetilpasning blir usikkerheten rundt resultatene starre.
Tendensen en kan se i tabellen er at jo lavere konsentrasjon, jo sterre blir residualene.
Kalibrator 7 er den eneste som fikk et gjennomsnittlig residual pa over 15 %. Den relative
usikkerheten er altsa sterst for de laveste konsentrasjonene som males.

Deteksjonsgrense

Den laveste konsentrasjonen som kan skilles fra blankprgven skal tilsvare en absorbans pa
0,078. Kalibrator 7 (0,5 ng/ml), som er den nest laveste kalibratoren far blankprgven, har en
gjennomsnittlig absorbans som er signifikant hgyere enn 0,078. En kan pasta at
deteksjonsgrensen dermed er lavere enn 0,5 ng/ml. Formelen for a beregne deteksjonsgrensen
i denne studien er hentet fra en brukermanual for et ELISA-kit som benytter samme type
kalibreringskurve [35]. Andre steder beregnes deteksjonsgrense ved & bruke gjennomsnitt av
blankprgven + SD*3 [36]. Den gjennomsnittlige absorbansen for kalibrator 7 er derimot ikke
signifikant hgyere enn 0,082, som er beregnet deteksjonsgrense ved a bruke 3*SD i stedet for
2*SD. Ved a se pa Tabell 8 ser en at avvikene er hgyest ved kalibrator 7. En kan altsa pasta at
deteksjonsgrensen er 0,5 ng/ml og det er ikke hensiktsmessig & bruke en lavere kalibrator enn
det. Produsenten oppgir 0,4 ng/ml som deteksjonsgrense, noe som ville gitt sveert stor
usikkerhet.

Kontrollkort og variasjon i metoden (CV)

| hvert kontrollkort ble det bestemt et intervall som fremtidige malepunkter skal ligge
innenfor for a bli godkijent. Jo sterre variasjon det er i malingene, jo bredere blir intervallet. Et
smalere intervall vil gi en strengere kontrollering av resultatene og en vil kunne stole mer pa
resultatene som faller innenfor. CV for hver serie av K1 og K2 er henholdsvis 16,5 og 15,9 %.
Gjennomsnittet av dem er 16,2 % som er bestemt som metodens mellom plate-CV. | forhold
til automatiserte analysemetoder pa medisinske laboratorier, der CV ofte er mindre enn 5 %,
er dette relativt hgyt. En lavere metodevariasjon ville fgrt til mindre usikkerhet rundt
resultatene. Nar produsenten har oppgitt en CV pa 15 % kan en likevel ikke forvente a fa en
mindre variasjon. Etter samtaler med personer i forskningsmiljeet pa Stavanger
Universitetssykehus har det kommet frem at oppgitt CV for ELISA kit ofte er 15 % og den
CV’en som beregnes ligger pa omtrent det samme.

CV for tre maleparalleller pa tre plater ble sammenlignet (Tabell 12) og varierte fra 1,2 % til
35,0 %. P4 hver plate var det 4 av 30 CV-verdier som 13 over 15 %. Det vil si at fire prover
matte forkastes per plate. En kan altsa ikke forvente at alle prgver pa en plate blir godkjent og
en bar regne med at noen prgver ma analyseres om igjen. CV for pregveparalleller analysert pa
samme plate er vist i Tabell 13 og varierte fra 8,4 til 17,7 %. Nar en prgve analyseres to eller
flere ganger pa samme plate kan en ikke forvente at resultatene alltid blir like nok til & kunne
godkjennes.
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Gjenfinning

Gjenfinningen ble 62 % som vil si at nar en tilfeldig prave analyseres vil den malte
konsentrasjonen bli kun 62 % av den «sanne» konsentrasjonen i prgven. Gjenfinning er et mal
pa metodens ngyaktighet og med en gjenfinning pa 62 % er ngyaktigheten forholdsvis lav. Til
a beregne gjenfinning ble plasmaprgver tilsatt en kjent mengde humant MPO for sa & se hvor
mye av den tilsatte mengden som kunne males. MPO som ble tilsatt var humant MPO fra
standardlgsningen som fulgte med Kitet. Det som ikke kan vites med sikkerhet er om MPO
som tilsettes vil oppfare seg likt som MPO som allerede finnes i plasmapraven.
Analyseprinsippet baserer seg pa affinitet mellom antistoff mot MPO og MPO. Om
antistoffene ikke har lik affinitet til tilsatt MPO som til naturlig MPO vil gjenfinningen kunne
bli for lav. Nar det malte resultatet multipliseres opp med faktoren pa 1,6 kan det endelige
resultatet bli for hgyt i forhold til «<sannx» verdi.

5.2 Anvendelse av metoden

Kalibreringskurvene

Kalibreringskurvene fra anvendelsen av metoden ble vurdert for a se om de er palitelige nok
til & kunne stole pa preveresultatene fra denne analyseperioden. Tabell 15 viser residualene
for hver kalibrator for alle analyseplatene. For hver kalibrator er gjennomsnittlig residual
lavere enn ved validering av metoden, bortsett fra kalibrator 6 og 7. Regresjonskoeffisienten
er 1 for seks av platene og 0,999 for fire av dem. Det tyder pa at kurvetilpasningene er relativt
gode og konsentrasjonene som beregnes fra kurven er palitelige. Kurvetilpasningene for disse
ti analyseplatene sa ut til & vaere bedre enn for de seks platene som ble brukt til validering
(Tabell 8). Det kan ha sammenheng med gkt presisjon ved utferelsen av metoden ettersom
erfaringen gker utover i arbeidet med prosjektet.

Kontrollmalingene

Nar en skal overvake analysemetoden over tid er det viktig a se at kontrollprgvene far verdier
som ligger rundt det gjennomsnittet som er bestemt for kontrollkortet. Hvis alle punktene
hadde ligget pa samme side av gjennomsnittet ville det veert et tegn pa at metoden gir
systematisk for lave eller for haye verdier.

K1:

Dette kontrollkortet viser at metoden har stor variasjon bade innen-dag og dag-til-dag. Pa
grunn av metodens naturlige variasjon blir konsentrasjonene bade hgyere og lavere enn
gjennomsnittet. De tre siste dagene havner alle malingene over gjennomsnittet, men det ser
ikke ut til & vaere en jevn stigning og Kortet viser ingen tegn til systematiske feil. Den ekstremt
haye verdien pa plate 9 skyldes en fabrikasjonsfeil med platen og ikke analysemetodens
variasjon.

K2:

K2 har en jevn stigning av verdiene gjennom analyseperioden og ser ut til & veere systematisk
for hgye de tre siste dagene. Det er fortsatt en naturlig variasjon som gjgr at punktene havner
litt hgyere den ene dagen og litt lavere den andre dagen, men variasjonen ligger ikke lenger
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rundt senterlinjen i kontrollkortet. Hva som er arsaken til stigningen er ukjent, men kun sett ut
fra dette ene kontrollkortet ser det ut som en systematisk feil ved analysene.

Det er stagrre avvik mellom to kontroller malt pa samme plate hos K2 enn hos K1. Pa plate 5
og plate 8 havnet begge malepunktene for K2 over gvre varselgrense. Nar begge
malepunktene pa samme plate havner over gvre varselgrense kan det tyde pa at alle verdiene
pa den aktuelle platen har blitt for hgye. Malepunktene til K1 pa plate 5 og plate 8 ligger
derimot innenfor varselgrensene og er godkjente. Plate 5 ble forkastet pa grunn av svert hgye
verdier pa alle pasientpregvene, mens plate 8 ble godkijent. I falge kriteriene under punkt 3.6
kan alle analyseplatene godkjennes. Hadde det veert flere plater tilgjengelig burde plate 8 blitt
analysert pa nytt for a fa et mer palitelig resultat.

Friske kontrollpersoner

Gjennomsnittlig konsentrasjon av MPO for FK-gruppen er 53,30 ng/ml og verdiene varierer
fra 31,00 ng/ml til 73,87 ng/ml. Sammenlignet med MPO analysert i EDTA-plasma i tidligere
studier (Tabell 1) stemmer verdiene godt med Wendland og Scheffer, mens i studiene til
Brennan og Telles ble konsentrasjonene av MPO mye lavere. Samme metode er brukt i alle
studiene, men fra ulike produsenter. Det er ikke funnet noen god forklaring pa de store
variasjonene. Blant personene i denne studien ser det ikke ut til nivaet av MPO har en direkte
sammenheng med hverken kjgnn eller alder (Figur 20). Hvis en skulle ha funnet ut om kjgnn
er av vesentlig betydning burde gruppen med forsgkspersoner veert stgrre og fordelingen av
kvinner og menn mer jevn. Ingen av de friske kontrollene er fastende. | en studie er det vist at
det bare er en liten forskjell i MPO-konsentrasjon hos fastende og ikke-fastende personer [23].
Derfor har det trolig liten betydning for resultatene i denne studien.

Systemisk lupus erythematosus

Alle godkjente resultater av SLE-pasientene er gitt i Tabell 17. Nivaene av MPO ligger jevnt
spredt mellom 25,62 til 116,32 ng/ml, mens én pasient ligger svert hgyt i forhold til de andre;
SLE 12 med 252,40 ng/ml. Gjennomsnittet er hgyere enn for FK. FK-gruppen og SLE-
pasientene ble testet mot hverandre, bade med og uten den hgyeste verdien til SLE-
pasientene, og i begge tilfeller er MPO-konsentrasjonen hos SLE-pasientene signifikant
forskjellig fra FK-gruppen (Tabell 21). Det er tidligere gjort studier der oksidativt stress og
MPO er malt hos SLE. Morgan et al. [15] har funnet gkte nivaer av markarer for oksiderte
proteiner som korrelerte med sykdomsaktiviteten. Konsentrasjonen av MPO var derimot
lavere enn den friske kontrollgruppen og forfatteren har foreslatt at MPO ikke er ansvarlig for
proteinoksidering. Dette er imidlertid en litt eldre artikkel (2005) og nyere studier har fatt
motsatte resultater. Telles et al. [25] fant gkte MPO konsentrasjoner hos SLE i forhold til
friske personer. | deres studie ble pasientene inndelt etter grad av sykdomsaktivitet (hay og
lav), men konsentrasjonen av MPO var ikke signifikant forskjellig mellom gruppene. | studien
viste de at MPO var hgyere hos lupuspasientene som ogsa hadde artritt. De foreslar at
konsentrasjonen av MPO kan vere avhengig av hvilke type organer som rammes av
sykdommen.

Det er ikke gitt informasjon om sykdomsaktiviteten til SLE-pasientene i dette prosjektet. Det
kunne veert interessant & se om MPO-konsentrasjonen stiger med gkt sykdomsaktivitet hos
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disse pasientene. Analysering av markgrer for oksidativt stress, som produkter av oksiderte
proteiner (AOPP) og protein karbonyl (PC) av de samme pasientene kunne veert interessant
for a vise en eventuell sammenheng mellom oksidativt stress og MPO.

Primert Sjggrens syndrom

PSS-pasientene i uke 0 hadde hgyere gjennomsnitt (57,55 ng/ml) og starre spredning mellom
malepunktene enn FK-gruppen (CV er henholdsvis 36,6 % og 22,9 %). Gjennom t-test ble det
imidlertid vist at hverken PSS-pasientene i uke O eller i uke 4 hadde signifikant forskjellig
konsentrasjon fra FK (Tabell 21). | en tidligere studie med de samme PSS-pasientene ble det
pavist gkt oksidativt stress ved maling av AOPP og PC [9]. Konsentrasjonene av AOPP og PC
var betydelig hgyere hos PSS-gruppen enn hos den friske kontrollgruppen, P er henholdsvis
<0,002 og 0,0005. AOPP er produkter av proteinoksidering som delvis skyldes gkt MPO-
aktivitet. Oksidativt stress hos kroniske inflammasjonssykdommer oppstar hovedsakelig som
falge av gkt produksjon av ROS [9]. @kte konsentrasjoner av inflammasjonsmarkgarer
indikerer at pasientgruppen hadde inflammasjon da prgvene ble tatt. Seerlig konsentrasjonen
av ngytrofile granulocytter er gkt og det var derfor forventet at konsentrasjonen av MPO ogsa
ville vaere hgyere hos disse pasientene i forhold til FK-gruppen. Det hadde veert interessant a
se om sykdomsaktiviteten til den enkelte pasient har sammenheng med konsentrasjon av
MPO, men den informasjonen er ikke gitt.

Sammenligning mellom PSS uke 0 og PSS uke 4 er gitt vist i Figur 23. Gruppen som fikk
medikamentet Kineret og gruppen som fikk Placebo er vist i hvert sitt plott. Hos begge
gruppene kan en tydelig se at konsentrasjon av MPO har hatt nedgang hos alle unntatt to
pasienter. Likevel ble var det ikke signifikant forskjell mellom uke 0 og uke 4 hos noen av
gruppene. Det er interessant & se at resultatene for begge gruppene ble sa like nar kun den ene
gruppen har fatt medisin.

5.3 Oppsummering

Forskjellen mellom kalibreringskurvene viser at det kan bli store variasjoner fra plate til plate.
Absorbansene for platene varierer mye, men sa lenge forholdene mellom absorbans for
kalibreringskurven og absorbans for prevene er det samme skal det ikke ha stor betydning for
konsentrasjonene som beregnes. Etableringen av kontrollkortet viste derimot at variasjonen
mellom platene er stor og resultatene av prgvene som analyseres senere vil ha en viss
usikkerhet knyttet til seg, selv om de faller innenfor kriteriene for hva som kan godkjennes.
Hadde metodens variasjon veert lavere, ville kanskje spredningen av malepunktene for hver
gruppe blitt mindre, og det kunne veert lettere a skille de ulike grupper fra hverandre med
sikkerhet. PSS-pasientene 13 litt hgyere enn FK-gruppen, men ikke nok til & kunne pasta en
signifikant forskjell fordi mange av konsentrasjonene 1a pa samme niva. Det er likevel ikke
sikkert at en mer presis metode ville gjort det lettere a skille gruppene fra hverandre nar
variasjonen innen hver gruppe er sa stor.

Underveis i studiet ble det gjort endringer i utfarelsen av metoden for a optimalisere egen
presisjon og metodengyaktighet. Det at flere trinn matte endres underveis viser at metoden
ikke var sa godt beskrevet pa forhand. Brukermanualen [27] ga mindre opplysninger om
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metoden enn gnskelig. ELISA-metoden inneholder mange manuelle steg som alle kan fare til
gkt variasjon mellom resultatene. Pa grunn av den lave gjenfinningen (62 %) bgr metoden kun
brukes til sammenligning av ulike grupper, men ikke til diagnostisk arbeid.
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6 Konklusjon

Et ELISA-kit for & kvantifisere MPO i plasma ble validert og anvendt pa to grupper pasienter
og en frisk kontrollgruppe. Prosedyren for ELISA-metoden inneholder mange manuelle steg
som farer til gkt variasjon. Ulike parametere ble testet ut for & bestemme metodens
ngyaktighet, variasjon og palitelighet.

Resultatene viste at bade heparin- og EDTA-plasma kan benyttes som prgvemateriale, men
for alle prgver som skal sammenlignes ma det brukes samme type plasma. EDTA-plasma
foretrekkes fordi det ser ut til & bli mindre pavirket av lekkasje av MPO fra blodceller in vitro.
Metoden ble validert med hensyn pa ulike parametere og resultatene ble som falger:

e Kalibreringskurve: Fire parametrer logistisk med 7 kalibratorer (0,5 — 30 ng/ml) og
blankprgve (0 ng/ml).

e Deteksjonsgrense = 0,5 ng/ml.

e Mellom plate-CV = 16,2 %.

e Gjenfinning = 62 %.

Metoden er palitelig nok for det formal som er gitt i denne studien, men bar ikke brukes til
diagnostisering.

Det var forventet at konsentrasjonen av MPO ville stige noe hos pasienter med kroniske
inflammasjonssykdommer fordi aktiveringen av ngytrofile granulocytter gker ved en
betennelsesreaksjon. MPO-konsentrasjonen var signifikant forskjellig fra FK-gruppen hos
SLE-pasientene, men ikke hos noen av PSS-pasientene, hverken i uke O eller i uke 4.

Etter fire uker med medisin hadde ikke konsentrasjon av MPO sunket signifikant, verken hos
gruppen som fikk Kineret eller hos placebogruppen.
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Vedlegg

Vedlegg A. ELISA MPO kit
Produsent: BioVendor
LOT-nummer: XI1-155

Innholdsliste:
Komponent Kvantitet
Vaskebuffer 20x 2 flasker @ 20 ml

Fortynningsbuffer A 5x
Fortynningsbuffer B 10x

MPO Standard

Biotinylert sekundaert antistoff
Streptavidin-peroxidase

TMB substrat

Stopplgsning

Plate med 96 mikrobrgnner, dekket med
antistoff

Plastramme

Klebende kontaktfolie
Brukermanual

Sertifikant for kvalitetskontroll

1 flaske 8 20 ml

2 flasker a8 5 ml

2 flasker & 0,5 ml (nar rekonstituert)
2 flasker & 1 ml (nar rekonstituert)

1 flaske @ 1 ml (nar rekonstituert)

1 flaske @ 20 ml

1 flaske @ 20 ml

N I N )
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Vedlegg B. Prosedyre for ELISA MPO kit

B1 Tillaging av lgsninger og prgvefortynning

Alle lgsninger: Oppbevar lgsningene i kjgleskap (2-8 °C) nar de ikke er i bruk. De lgsningene
som skal brukes i analysen ma farst komme opp i romtemperatur (sta en time pa benk far
bruk). Nar flaskene i kitet er apnet ma de resterende vaeskene som ikke brukes overfares til
tette polypropylenrgr. Hvis de skal brukes opp innen 1-2 dager kan de oppbevares i
originalflaskene, men da ma korken tettes med parafilm. Homogeniser alle lgsninger far bruk.

Vaskebuffer:

WASH buffer 20x

Hel plate (tot. 400 ml):

20 ml vaskebuffer + 380 ml destillert vann.

Halv plate (tot. 200 ml):

10 ml vaskebuffer + 190 ml destillert vann.

Andre volumer: 1 del vaskebuffer blandes med 19 deler destillert vann.

Fortynningsbuffer:

Dilution buffer A 5x

Dilution buffer B 10x

Hel plate (tot. 50 ml):

10 ml fortynningsbuffer A + 15 ml destillert vann.

5 ml fortynningsbuffer B + 20 ml destillert vann.

Halv plate (tot 25 ml):

5 ml fortynningsbuffer A + 7,5 ml destillert vann.

2,5 ml fortynningsbuffer B + 10 ml destillert vann.

Bland fortynningsbuffer A og B hver for seg og deretter sammen med hverandre.

Kalibratorlgsninger:

Stamlgsningen til kalibratoren er i pulverform og ma lgses opp i 0,5 ml destillert vann. Pa
grunn av vakuum i flasken bgr vannet tilsettes med sprayte som stikkes gjennom
gummikorken. Apnes korken far vannet er tilsatt kan noe av pulveret fly ut.

Ut i fra stamlgsningen skal det lages en serie pa atte brukslgsninger med synkende
konsentrasjoner. Tabellen under viser hvilke konsentrasjoner de atte lgsningene skal ha og
forholdet mellom stamlgsning og fortynningsbuffer.
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Kalibreringsstandard [MPO] ng/ml ul buffer pl* Totalt volum
1 30 322 28 (staml.) 350

2 20,1 662,5 37,5 (staml.) 350

3 10,05 350 350 (std. 2) 350

4 5 350 350 (std. 3) 421,5

5 2 421,5 278,5 (std. 4) 350

6 1 350 350 (std. 5) 350

7 0,5 350 350 (std. 6) 700

8 0 350 0 350

*ul stamlgsning eller kalibrator

Restene av den stamlgsningen fryses ned i alikvoter pa 100 pl. Den er holdbar i 24 timer i
kjoleskap og en maned i -20 °C.

Biotinylert sekundeert antistoff (tracer):

Det sekundzre antistoffet er i pulverform og ma lgses opp i 1 ml destillert vann. Bruk en
sprayte til & tilsette vannet, eventuelt stikk en kanyle gjennom korken for a fjerne vakuum og
deretter tilsett vann. Pase at alt pulveret er blitt lgst opp.

Hel plate (tot. 12 ml):

1 ml tracer lgsning + 11 ml dilution buffer.

Halv plate (tot. 6 ml):

0,5 ml tracer + 5,5 ml dilution buffer.

Ellers: 1 del ferdig opplast tracer lgsning + 11 deler ferdig laget fortynningsbuffer.
Lasningen er holdbar en maned i kjoleskap etter at den er lgst ut i vann og korken tettes med
parafilm.

Streptavidin-peroxidase (konjugat):

Streptavidin-peroxidase er i pulverform og ma lgses opp i 1 ml destillert vann. Bruk en
sproyte til & tilsette vannet, eventuelt stikk en kanyle gjennom korken for a fjerne vakuum og
deretter tilsett vann. Pase at alt pulveret er blitt lgst opp.

Hel plate (tot. 12 ml):

0,5 ml konjugat lgsning + 11,5 ml fortynningsbuffer.

Halv plate (tot. 6 ml):

0,25 ml konjugatlgsning + 5,750 ml fortynningsbuffer.

Andre volumer: 1 del opplast konjugat + 23 deler ferdig laget fortynningsbuffer.

Lgsningen er holdbar en maned i kjgleskap etter at den er lgst ut i vann. Korken ma tettes med
parafilm.

TMB (substrat):

Substratet pipetteres rett fra flasken.

Hel plate: 12 ml.

Halv plate: 6 ml.

Resten som blir igjen i plastkaret etter tilsetning ma overfares tilbake til flasken. Det er kun
20 ml totalt av TMB og dermed kan kun 5 ml brukes per halve plate.

Lesningen er holdbar en maned i kjgleskap etter apning. Korken ma tettes med parafilm.
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Stopplgsning:

Stopplagsningen pipetteres rett fra flasken.

Hel plate: 12 ml

Halv plate: 6 ml

Resten som blir igjen i plastkaret etter tilsetning ma overfares tilbake til flasken. Det er kun
20 ml totalt av TMB og dermed kan kun 5 ml brukes per halve plate.

Lagsningen er holdbar en maned i kjgleskap etter apning. Korken ma tettes med parafilm.

Prgvefortynning:

Plasma ma veere fullstendig tint. Homogeniser ved a knipse lett pa prevergret og vende det
opp ned gjentatte ganger.

400 pl prevefortynning til tre maleparaleller:

40 pl plasma

360 pl fortynningsbuffer.

Restene av prgvefortynningen etter tilsetning til platen ber kastes.

A2 Utfgrelse av metoden

Pa forhand, far hele analyseprosessen starter:

Skriv ned pa et skjema over 96 brgnner hvilke praver som skal hvor pa platen.

Beregne hvor mange alikvoter en trenger av hver prgve.

Finn frem sma PP-rer til fortynning av prever, kontroller og kalibratorer. Merk alle rgrene
med innhold og gjerne dato. Merk sma titreringsrar til & pipettere pravene fra.

Finn frem alt utstyr en trenger til oppmaling av vesker, saks, pinsett og naler til & stikke hull i
reagensene som er i vakuum.

1. Sette alle reagenser i romtemperatur:

Alle reagenser som skal brukes ma settes frem i romtemperatur (20 — 25 °C) 1 time fer de skal
brukes. Sett frem alt det en trenger for en halv eller en hel plate og sett resten tilbake i
kjaleskap.

Skriv dato og initialer pa alt som settes frem i romtemperatur og som skal apnes samme dag.
TMB er lysgmfintlig og ma settes inn i et skap eller pakkes inn i aluminiumsfolie.

Bruk en stalpinsett for & opp forseglingen pa flaskene.

2. Finne frem platerammen og strips for en halv/hel plate:

Hel plate: Ta ut hele platen. Finn frem to hele kontaktfolier.

Halv plate: Ta ut 6 strips, fest de pa plastrammen og legg resten tilbake i aluminiumsposen.
Finn frem kontaktfolie til en halv plate (ma ha to stk for en analyse, klipp en hel folie i to).

3. Finne frem utstyr til oppbevaring og tillaging av lgsninger:

Finn frem og merk plastkar som en skal pipettere med multipipette fra; vaskebuffer, tracer,
streptavidin-peroxidase, TMB og stopplasning.

Finn frem og merk 50 ml PP-rer til & lage dilutionbuffer A og B (2 stk). 2 x 15 ml PP-rgr; 1 til
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tracer og 1 til streptavidin. Finn frem og merk glassflaske til vaskebuffer (200 ml halv plate,
400 ml hel plate).

4. Finne frem riktig antall alikvoter av hver prgve som skal analyseres.
Finn frem en isoporeske og ha i is. Hent ut riktig antall prgver fra fryseren og la prevene sta til
tining pa isen i romtemperatur mens andre lgsninger tilberedes.

5. Lage vaskebuffer:

Bruk en glassflaske, enten 200 ml eller 400 ml for & ha vaskelgsningen i. Sett restene tilbake i
kjoleskapet og tett igjen med parafilm. Med mindre det er mer enn en mnd til neste analyse,
lag 400 ml med en gang for & spare tid ved neste analyse.

6. Lage fortynningsbuffer:

Lag fortynningsbufferne slik det stir beskrevet i ’Tillaging av losninger”.

Hel plate (50 ml): Bruker opp halve buffer A og en hel buffer B. Tett buffer A med parafilm
og sett den tilbake i kjoleskapet.

Halv plate (25 ml): Bruker opp ¥4 av buffer A og en halv buffer B. Sett begge tilbake i
kjoleskapet med parafilm.

7. Rekonstituere kalibreringsstandard:

Gjer som beskrevet 1 "Tillaging av lesninger”. Bruk en sproyte for a tilsette nayaktig 500 pl
destillert vann ved a stikke sprayten ned gjennom gummilokket. Bland godit slik at alt pulveret
Igses i vann. Unnga a riste flasken.

8. Lage 8 kalibratorlgsninger:

Lag kalibratorlesningene slik det star beskrevet 1 "Tillaging av losninger”. Det skal alltid vere
3 paralleller og dermed ma det lages minst 350 pl av hver lgsning. Brukt rotmikser til &
blande lgsningene godit.

9. Fortynne prgver/kontroller 1:10:

Sett alle prgvene pa et stativ i romtemperatur slik at de tiner helt far de skal fortynnes.
Homogeniser prgven. Totalvolumet pa en prgvefortynning som skal males en gang i tre
paralleller bgr vaere 400 pl:

40 pl plasma + 360 pl fortynningsbuffer = 400 pl prevelgsning.

Lag prevelgsningene i PP-rgrene med lokk slik at de kan blandes godt. Overfar deretter
Igsningene til titreringsrarene som er merket pa forhand.

10. Tilsette 100 ul av alle pravene til platen og start inkubering:

Hver prgvelgsning skal tilsettes i tre brgnner for a fa tre maleparalleller per prgve. Bruk en
attekanals multipipette til & tilsette atte prevelgsninger samtidig til analyseplaten. Pipetten skal
vare innstilt pa 100x3 pl. Hold alle spissene over hver sin brgnn og slipp ut 100 pl. Flytt
pipetten slik at alle spissene star over neste rekke med atte branner og slipp ut 100 pl. Gjenta
og slipp ut de siste 100 pl med prgvelgsning. Na er atte prgverlgsninger tilsatt platen i tre
paralleller. Tilsett de resterende prevene og kalibratorene pa samme mate. Ha alltid kontroll
pa hvilke prgver som ble tilsatt hvor.
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Nar alle pravenelgsningene og kalibratorene er kommet i brannene, start en stoppeklokke pa
60 min. Legg kontaktfolien forsiktig over og se at den er tett over platen. Sett platen til
inkubering pa et sted den kan sta uforstyrret. Skriv ned klokkeslett for start og stopp av
inkuberingen.

FORSTE INKUBASJON — 60 min 20-25 °C

11. Rekonstituere Tracer-solution
Under farste inkubasjon lages tracer-solution til som beskrevet i ”Tillaging av lgsninger”.

12. Vaskeprosess 1:

Hell vaskebufferen i et plastkar og legg frem tart cellestoff pa forhand. Nar stoppeklokken har
talt ned er inkuberingen ferdig. Dra kontaktfolien forsiktig av platen og pass pa sa ingen
Igsninger skvetter over i andre brgnner. Tem ut alle prgvelgsningene i vasken ved a snu platen
opp ned og bank den mot tart cellestoff for & fa ut restene.

Tilsett 200 pl vaskebuffer i alle branner. Nar siste rad med branner er fylt skal det ga 20
sekunder far en temmer det ut i vasken pa samme mate som med prgvelgsningene. Bank
platen skikkelig mot cellestoff for & fa ut alle restene av vaskebufferen.

13. Tilsette 100 pl Tracer og inkuber:

Overfor all tracerlgsningen en trenger til et plastkar. Tilsett 100 pl tracerlgsning til hver
brgnn. Se at spissene er nedi alle brgnnene sa ingen veaske havner utenfor. Sett pa samme
kontaktfolie som brukt tidligere. Inkuber pa samme mate som i punkt 10.

ANDRE INKUBASJON — 60 min 20-25 °C

14: Rekonstituere streptavidin-peroxidase:
Under andre inkubasjon lages streptavidin-peroxidase som beskrevet i ”Tillaging av
losninger”.

15. Vaskeprosess 2:
P& samme mate som i punkt 12 (vaskeprosess 1).

16. Tilsette 100 pl streptavidin-peroxidase og inkubasjon:

Overfar all streptavidin-peroxidase en trenger til et plastkar. Tilsett 100 pl i hver brgnn pa
samme mate som i punkt 13. Ha tilstrekkelig med lgsning (6 ml for en halv plate, 12 ml for
hel plate). Sett pa samme kontaktfolie som tidligere. Inkuber pa samme mate som i punkt 10.

TREDJE INKUBASJON - 60 min 20-25 °C

16. Sla pa ELISA plateleseren og klargjar dataprogrammet for avlesning av platen:
Skru pa plateleseren farst, deretter dataprogrammet. Lagre en ny fil med et filnavn som du vet
hva betyr og som du ikke kan misforsta. | dataprogrammet skal det fylles inn:

- Bolgelengde platen skal avleses av ved (450 nm).

- Markere hvilke brenner som skal avleses under ”’Area definition”.

- Skrive inn hvilke brgnner som inneholder blankpreve (BLANK).

- Hvilke brgnner som inneholder kalibratorlgsningene (CALIBRATOR) og hvilken
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konsentrasjon de har.

- Skrive inn hva prgvene (SAMPLE) heter og hvilken fortynning de har. En prgve som for
eksempel er fortynnet 1:10 har 10 som fortynning

De tre siste punktene gar under ”layout” i dataprogrammet og gir en oversikt over hele platen
om hvilke typer prgver som befinner seg hvor.

17. Klargjgring av TMB-lgsning:
Ta av forseglingen og klargjar en enkeltpipette slik den man raskt kan male opp riktig volum
av substratet (6 ml for halv plate, 12 ml for hel plate).

18. Vaskeprosess 3:
Se vaskeprosess 1, punkt 12.

19: Tilsette 100 pul TMB:

Still den store multipipetten inn pa 6 eller 12 x 100 pl. Fest spissese til pipetten og kontroller
at de sitter godt inntil kanalapningene. Overfar riktig volum av TMB til et plastkar og tilsett
100 pl i hver brgnn. Ha klar en stoppeklokke som settes pa 30 min. Legg et lokk av
aluminiumsfolie over plastkaret sa lyset ikke skader TMB-restene. Legg pa en ny kontaktfolie
pa platen. Sett platen til inkubasjon under en aluminiumsfolie og pass pa at det er lystett.
Overfar restene av TMB tilbake til glasset. Unnga mest mulig eksponering for lys.

FJERDE INKUBASJON — 30 min 20-25 °C

20: Klargjare stopplgsning:
Mot slutten av inkubasjonstiden (ca 10 min igjen), mal opp riktig mengde stopplgsning (6
eller 12 ml) og overfar til et plastkar. Legg plastkaret under folie for 4 unnga forurensing.

21: Tilsette 100 pl stopplgsning:

Se pa stoppeklokken. Nar det er 1 min igjen, hent frem platen og ta forsiktig av kontaktfolien.
Gjer klar multipipetten med alle spissene godt inntil pipetten. Nar klokken piper, tilsett 100 pl
stopplgsning i hver brenn. Bland forsiktig ved a bruke apparatet for plateblanderen eller ved a
riste lett pa platen.

22: Avlesning:

Sett platen i sporet pa plateleseren, sjekk at den sitter rett og riktig. Kontroller for siste gang at
“layout” er riktig utfylt og at belgelengden er satt til 450 nm. Trykk ’START” for & starte
avlesningen. Platen skal avleses innen 30 min etter at reaksjonen er stoppet.

Etter avlesning ma filen lagres slik at alle de avleste dataene ikke forsvinner.
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Vedlegg C. EDTA vs. Heparin og 1 vs. 2 sentrifugeringer

Malte konsentrasjoner av MPO (gitt i absorbans) i EDTA- og heparinplasma fra personene S1
0g S2 som er sentrifugert 1 og 2 ganger.

Forsgk A —21.9.2011

Forsgk A - S1H1 S1E1 S2H1 S2E1
21.09.2011 n=10 n=6 n=4 n=2
Gj.snitt 0,414 0,189 0,373 0,182
SD 0,017 0,012 0,024 0,007
CV, % 4,2 6,4 6,3 3,9

Forsgk B — 1.10.2011

Forsgk B - S1H1 S1H2 S1E1 S1E2 S2H1 S2H2 S2E1 S2E2
01.10.11 n=2 n=4 n=2 n=4 n=2 n=4 n=2 n=4
Gj.snitt 0,357 0,228 0,159 0,160 0,356 0,275 0,169 0,158
SD 0,006 0,028 0,015 0,014 0,032 0,035 0,008 0,013
CV, % 1,8 12,4 9,4 8,9 9,0 12,9 5,0 8,0
Forsgk C —4.10.2011

Forsgk C - S1H1 S1E1 S2H1 S2E1

4.10.11 n=6 n=6 n=6 n=6

Gj.snitt 0,318 0,270 0,340 0,159

SD 0,009 0,010 0,018 0,012

CV, % 2,7 3,8 51 7,4

Forsgk D — 6.10.2011

Forsgk D - S1H1 S1H2 S1El1 S1E2 S2H1 S2H2 S2E1 S2E2
6.10.11 n=6 n=6 n=6 n=6 n=6 n=6 n=6 n=6
Gj.snitt 0,317 0,202 0,157 0,143 0,289 0,240 0,145 0,132

SD 0,022 0,027 0,012 0,005 0,015 0,054 0,012 0,006

CV, % 6,8 13,2 7,5 3,4 5,0 22,6 8,3 4,6
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Vedlegg D. Shewhart kontrollkort
Etablering av kontrollkort
Alle de malte absorbansene og beregnede konsentrasjoner av kontrollpravene K1 og K2.

Kontrollprgve K1 Kontrollprgve K2
Dato [MPO] (ng/ml) [MPO] (ng/ml)

21.10.2011 29,64 32,39
21.10.2011 24,38 41,67
21.10.2011 27,47 45,29
21.10.2011 27,06 41,25
21.10.2011 33,47 41,70
21.10.2011 28,33 39,80
03.11.2011 14,26 30,46
03.11.2011 24,44 35,78
03.11.2011 20,65 38,67
03.11.2011 21,26 29,25
03.11.2011 20,47 35,48
03.11.2011 17,42 37,51
09.11.2011 28,89 40,25
09.11.2011 23,04 39,06
09.11.2011 22,91 38,26
09.11.2011 27,43 42,37
09.11.2011 23,16 42,37
09.11.2011 26,24 46,75
09.11.2011 25,30 38,14
11.11.2011 18,28 25,13
11.11.2011 19,99 33,21
11.11.2011 19,90 37,38
11.11.2011 21,83 33,11
11.11.2011 20,55 31,62
11.11.2011 22,70 40,40
11.11.2011 20,58 38,09
11.11.2011 24,13 44,65
15.11.2011 22,27 40,36
15.11.2011 21,37 43,75
15.11.2011 24,77 52,05
15.11.2011 23,57 46,69
15.11.2011 21,43 38,32
15.11.2011 26,31 41,51
15.11.2011 24,61 41,96
15.11.2011 26,34 31,45
17.11.2011 29,65
17.11.2011 24,43 43,20
17.11.2011 24,07 48,00
17.11.2011 27,52 50,92
17.11.2011 32,09 33,25
17.11.2011 30,67 46,72
17.11.2011 29,20
17.11.2011 27,17 50,92

Gj.snitt 24,28 39,50
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Anvendelse av kontrollkort

Dato Analyseplate K1 [MPO] ng/ml K2 [MPO] ng/ml

28.11.2011 1 21,13 37,42
1 21,30 34,86

2.12.2011 2 20,61 41,52
2 19,45 40,65

5.12.2011 3 21,87 37,28
3 22,76 42,11

7.12.2011 4 23,84 45,91
4 24,00 47,86

12.12.2011 5 26,98 57,58
5 30,89 56,74

14.12.2011 6 22,82 38,79
6 23,79 52,86

20.12.2011 7 19,61 42,78
7 24,28 37,76

21.11.2011 8 24,58 52,23
8 31,19 56,85

4.1.2012 9 51,40 49,33
9 33,14 50,94

8.1.2012 10 27,34 42,29
10 28,66 63,43
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Vedlegg E. Gjenfinning
Malte konsentrasjoner av MPO 1 normale prever (K1 og K2) og “’spikete” prover.

Forsgk 1 - 03.11.11

K1 K2 K1+Sp K2+Sp

n=6 n=6 n=6 n=6
Gj.snitt 19,75 34,53 8,91 11,79
SD 3,50 3,82 0,61 0,80
CV, % 8,81 10,66 8,81 5,69

Differanse mellom snittene av kontrollprgve og spikeprave
K1+Sp — K1:

8,91 ng/ml — 1,98 ng/ml = 6,93 ng/ml

Tilsatt konsentrasjon = 12,5 ng/ml

Gjenfinning: (6,93/12,5)*100 % = 55,44 %

K2+Sp — K2:

11,79 ng/ml — 3,45 ng/ml = 8,34 ng/ml
Gjenfinning: (8,34/12,5)*100 % = 66,72

Forsgk 2 - 09.11.11

K1 K2 K1+Sp K2+Sp

n=7 n=7 n=4 n=4
Gj.snitt 25,28 41,03 8,74 11,01
SD 2,37 3,08 1,44 0,35
CV, % 9,4 7,5 16,5 3,1

Differanse mellom snittene av kontrollprgve og spikeprave:
K1+Sp — K1:

8,74 ng/ml — 2,52 ng/ml = 6,22 ng/ml

Tilsatt konsentrasjon = 12,5 ng/ml

Gjenfinning: (6,22/12,5)*100 % = 49,76 %

K2+Sp — K2:

11,01 ng/ml —4,10 ng/ml = 6,91 ng/mi
Gjenfinning: (6,91/12,5)*100 % = 55,28 %
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Forsgk 3-11.11.11

K1 K2 K1+Sp K2+Sp

n=8 n=8 n=4 n=4
Gj.snitt 21,00 35,45 9,82 11,27
SD 1,83 5,99 1,23 0,71
CV, % 8,7 16,9 12,5 6,3

Differanse mellom snittene av kontrollpreve og spikeprave:

K1+Sp — K1:

9,82 ng/ml — 2,10 ng/ml = 7,71 ng/ml
Tilsatt konsentrasjon = 12,5 ng/ml
Gjenfinning: (7,71/12,5)*100 % = 61,68 %

K2+Sp — K2:

11,27 ng/ml —3,55 ng/ml = 7,72 ng/mi
Gjenfinning: (7,72/12,5)*100 % = 61,76

Forsgk 4 - 15.11.11

K1 K2 K1+Sp K2+Sp

n=8 n=8 n=4 n=4
Gj.snitt 23,83 42,01 9,58 13,32
SD 2,01 6,02 1,75 0,96
cv 8,4 14,3 18,3 7,2

Differanse mellom snittene av kontrollprgve og spikeprave:

K1+Sp — K1:

9,58 ng/ml —2,38 ng/ml = 7,20 ng/mi
Teoretisk differanse = 12,5 ng/ml
Gjenfinning: (7,20/12,5)*100 % = 57,6 %

K2+Sp — K2:
13,32 ng/ml — 4,20 ng/ml = 9,12 ng/ml
Gjenfinning: (9,12/12,5)*100 % = 72,96 %
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Forsgk 5-17.11.11

K1 K2 K1+Sp K2+Sp

n=7 n=7 n=4 n=4
Gj.snitt 27,88 43,24 11,65 12,69
SD 3,01 8,54 0,38 1,13
cv 10,8 19,7 3,2 8,9

Differanse mellom snittene av kontrollpreve og spikeprave:
K1+Sp — K1:

11,65 ng/ml — 2,79 ng/ml = 8,86 ng/ml

Teoretisk differanse = 12,5 ng/ml

Gjenfinning: (8,86/12,5)*100 % = 70,88 %

K2+Sp — K2:

12,69 ng/ml — 4,32 ng/ml = 8,37 ng/ml
Gjenfinning: (8,37/12,5)*100 % = 66,96 %
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Vedlegg F. Beregning av CV
CV for tre maleparalleller

CV mellom tre maleparalleller av 30 praver som er analysert pa tre ulike ELISA-plater;
2.12.11,21.12.11 09 4.1.12.

CV % mellom tre maleparalleller - 2.12.11

11,56 6,18 5,51 3,2 24,59
4,64 5,69 4,03 6,66 2,26
1,24 3,5 3,5 10,07 111
8,47 1,48 22,79 1,44 13,65
29,02 11,18 6,39 9,48 5,28
26,11 11,79 3,15 14,42 3,55

Gjennomsnitt CV: 9,1 %

CV % mellom tre maleparalleller - 21.12.11

6,64 13,4 4,59 6,77 17,68
6,21 7,31 15,87 6,91 21,66
8,02 9,39 3,19 4,89 3,62
34,95 2,47 9,37 6,87 14,83
7,04 2,38 5,05 9,64 5,2
12,95 11,39 8,87 12,73 11,77

Gjennomsnitt CV: 9,7 %

CV % mellom tre maleparalleller - 4.1.12

2,35 17,02 7,76 8,51 1,46
7,09 1,48 4,38 4,99 10,39
11,2 15,21 3,21 4,31 14,81
8,17 12,76 14,38 10,05 7,19
20,18 10,75 6,89 5,06 9,93
15,08 12,82 7,89 2,83 12,83

Gjennomsnitt CV: 9,0 %
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Innen plate-CV:

Konsentrasjon av MPO malt i flere praveparalleller pa seks analyseplater:

21.10.2011 03.11.2011 09.11.2011 11.11.2011 15.11.2011 17.11.2011 CVgjsnint

29,64 14,26 28,89 18,28 22,27 24,43

24,38 24,44 23,04 19,99 21,37 24,07

27,47 20,65 22,91 19,90 24,77 27,52

27,06 21,26 27,43 21,83 23,57 32,09

33,47 20,47 23,16 20,55 21,43 30,67

28,33 17,42 26,24 22,70 26,31 29,20

25,30 20,58 24,61 27,17

24,13 26,34

Gj.snitt 28,39 19,75 25,28 21,00 23,83 27,88

SD 3,04 3,50 2,37 1,83 2,01 3,01
v, % 10,7 17,7 9,4 8,7 8,4 10,8 11,0

Innen plate-CV = 11 %.
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Vedlegg G. Kalibreringskurvene
G1. Sammenligning av kalibreringskurvene fra 21.10.11-17.11.12.

Tabell A. Sammenligning av ligningen og R? for hver kurve.

Dato R? a b c d
21.10.2011 0,999 0,072 1,844 0,023 1,098
03.11.2011 0,999 0,068 2,837 0,015 1,006
09.11.2011 0,993 0,074 1,225 0,042 1,192
11.11.2011 0,994 0,069 1,114 0,042 1,123
15.11.2011 1 0,066 1,595 0,023 1,006
17.11.2011 0,998 0,075 1,264 0,022 1,114

Tabell B. Residualer i konsentrasjon (differanse mellom oppgitt konsentrasjon og beregnet
konsentrasjon ved bruk av ligningen for hver kurve). Der den beregnede konsentrasjonen er stgrre
enn den oppgitte blir differansen negativ.

Kalibrator Gitt kons.,, 21.10.11, 3.11.11, 9.11.11, 11.11.11, 15.11.11, 17.11.11,

nr. ng/ml ng/ml ng/ml ng/mli ng/ml ng/ml ng/ml
1 30 -0,066 -0,166 0,919 -0,787 -0,243 -0,297
2 20 0,17 0,361 -1,467 1,224 0,395 0,586
3 10 -0,279 -0,306 0,811 -0,955 -0,116 -0,365
4 0,276 0,087 -0,01 0,451 -0,162 -0,158
5 -0,049 0,014 -0,595 -0,043 0,043 0,264
6 -0,038 0,01 0,086 0,04 0,068 -0,098
7 0,5 -0,16 -0,126 0,084 -0,009 0,03 0,183
8 0 0,001 0,001 0,001 -0,094 -0,029 -0,135

Tabell C. Differanse i tabell B er regnet ut i prosent. Gjennomsnittlig avvik for hver kalibrator er regnet
ut med absoluttverdier (ingen negative verdier).

Kalibrator nr.
(IMPO] 21.10.11, 3.11.11,  9.11.11, 11.11.11, 15.11.11, 17.11.11,  Gj.snitt,

ng/ml) % % % % % % %
1(30) -0,22 -0,55 3,06 -2,62 -0,81 -0,99 1,38
2 (20) 0,85 1,81 -7,34 6,12 1,98 2,93 3,51
3(10) -2,79 -3,06 8,11 -9,55 -1,16 -3,65 4,72
4 (5) 5,52 1,74 -0,20 9,02 -3,24 -3,16 3,84
5(2) -2,45 0,70 -29,75 -2,15 2,15 13,20 8,40
6 (1) -3,80 1,00 8,60 4,00 6,80 -9,80 5,67
7 (0,5) -32,00 -25,20 16,80 -1,80 6,00 36,60 19,73
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G2. Sammenligning av kalibreringskurvene fra 28.11.11 til 8.1.12.

Tabell D. Sammenligning av ligningen og R? for hver kurve.

Dato R? a b c d

28.11.2011 1 0,069 1,646 0,024 1,049
2.12.2011 1 0,065 1,777 0,018 0,978
5.12.2011 0,999 0,075 2,618 0,017 1,059
7.12.2011 1 0,073 1,478 0,034 1,183
12.12.2011 1 0,068 1,952 0,019 1,031
14.12.2011 0,999 0,062 4,179 0,005 0,892
20.12.2011 1 0,081 3,108 0,011 1,006
21.12.2011 0,999 0,063 3,657 0,006 0,938

4.1.2012 1 0,067 12,264 0,003 0,955

8.1.2012 0,999 0,072 2,231 0,024 1,114

Tabell E. Residualer i konsentrasjon (differanse mellom oppgitt konsentrasjon og beregnet
konsentrasjon ved bruk av ligningen for hver kurve). Der den beregnede konsentrasjonen er stgrre
enn den oppgitte blir differansen negativ.

Std. Gitt
Nr kons. 28.11.11 2.12.11 5.12.11 7.12.11 12.12.11 14.12.11 20.12.11 21.12.11 4.1.12 8.1.12
1 30 -0,063 -0,049 -0,170 0,055 -0,003 -0,226 -0,136 -0,071 -0,120 0,118
2 20 0,141 0,086 0,343 -0,083 -0,005 0,501 0,289 0,091 0,314 -0,277
3 10 -0,174 -0,033 -0,168 0,026 0,053 -0,185 -0,180 0,214 -0,216 0,427
4 0,142 -0,038  -0,223 0,054 -0,116 -0,406 -0,007 -0,336 -0,160 -0,383
5 -0,060 0,024 0,215 -0,044 0,100 0,191 -0,107 -0,264 0,118 0,057
6 0,026 -0,005 0,245 -0,102 0,104 0,131 0,048 0,241 0,048 -0,177
7 0,5 -0,026 0,058 -0,246 0,047 -0,178 0,067 0,084 0,184 0,046 0,127
8 0 0,001 -0,043 0,001 0,001 0,001 -0,073 0,001 -0,070 -0,031 0,001

Tabell F. Differanse i tabell E er regnet ut i prosent. Gjennomsnittlig avvik for hver kalibrator er regnet
ut med absoluttverdier (ingen negative verdier).

Std. Nr

(ImPO]
ng/ml) 28.11.11 02.12.11 5.12.11 7.12.11 12.12.11 14.12.11 20.12.11 21.12.11 4.1.12 8.1.12 Gj.snitt
1(30) -0,21 -0,16 -0,57 0,18 -0,01 -0,75 -0,45 -0,24 -0,40 0,39 0,34
2 (20) 0,70 0,43 1,71 -0,41 -0,02 2,49 1,44 0,45 1,56 -1,38 1,06
3(10) -1,73 -0,33 -1,67 0,26 0,53 -1,84 -1,79 2,13 -2,15 4,25 1,67
4 (5) 2,83 -0,76 -4,44 1,08 -2,31 -8,08 -0,14 -6,69 -3,19 -7,63 3,71
5(2) -3,00 1,20 10,76 -2,20 5,01 9,56 -5,36 -13,21 591 2,85 5,91
6(1) 2,60 -0,50 24,52 -10,21 10,41 13,11 4,80 24,12 4,80 17,72 11,28
7 (0,5) -5,21 11,62 -49,30 9,42 -35,67 13,43 16,83 36,87 9,22 25,45 21,30

75



Validering og anvendelse av ELISA-metode for & male myeloperoksidase i plasma
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Absorbans ved 450 nm
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Absorbans ved 450 nm
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Absorbans ved 450 nm
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Vedlegg H. MPO hos FK

Alle resultatene fra analysering av MPO hos friske kontrollpersoner (FK). Alle tallene er gitt i
ng/ml bortsett fra beregnet CV som er gitt i prosent. MPO-verdiene i kursiv har en hgyere CV
mellom parallellene enn 15 % (rade). De verdiene av prosentavviket som star i kursiv er
hayere enn 30 % (bla).

1.analyse 2.analyse 3.analyse Avwvik(1.0g2.), Awvik(2.0g3.),

(a), ng/ml (b), ng/ml (c),ng/ml % %
FK 1 16,81 21,90 26,3
FK 2 30,67 38,66 23
FK 3 27,25 39,96 43,51 37,8 8,5
FK 4 24,26 30,75 23,6
FK 5 29,15 34,68 17,3
FK 6 18,90 19,61 3,7
FK7 31,01 33,19 6,8
FK 8 32,56 31,48 3,4
FK 9 26,51 27,52 3,7
FK 10 37,87 34,92 8,1
FK 11 25,49 24,37 4,5
FK 12 30,79 30,08 2,3
FK 13 37,23 40,03 7,2
FK 14 32,33 51,35 45,88 45,5 11,3
FK 15 26,09 39,06 38,06 39,8 2,6
FK 16 34,24 37,05 7,9
FK 17 39,08 44,44 12,8
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Vedlegg I. MPO hos SLE

Alle resultatene fra analysering av MPO hos pasienter med systemisk lupus erythematosus
(SLE). Alle tallene er gitt i ng/ml bortsett fra beregnet CV som er gitt i prosent. MPO-
verdiene i kursiv har en hgyere CV mellom parallellene enn 15 % (rede). De verdiene av
prosentavviket som star i kursiv er hgyere enn 30 % (bld).

1.analyse  2.analyse pyyik (1. 0g2.),
(@), ng/ml  (b),ng/ml o
SLE1 72,70

SLE 2 33,62 39,26 15,5
SLE 3 16,60 21,23 24,5
SLE 4 47,76 62,44 26,6
SLES 48,82 67,52 32,1
SLE 6 60,35 68,68 12,9
SLE 7 25,93 34,3 27,8
SLE 8 32,36 43,06 28,4
SLE9 28,75 31,34 8,6
SLE 10 48,56 53,18 9,1
SLE 11 45,92 33,93 30,0
SLE 12 168,21 147,29 13,3
SLE 13 67,76 58,23 15,1
SLE 15 16,01 17,68 9,9
SLE 16 32,76 32,4 1,1
SLE 17 49,47 53,61 8,0
SLE 18 35,51 32,3 9,5
SLE 19 36,86 36,75 0,3
SLE 20 24,49 30,49 21,8
SLE 21 43,34 50,95 16,1
SLE 22 57,14 71,81 22,8
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Vedlegg J. MPO hos PSS
Alle resultatene fra analysering av MPO hos pasienter med primeert sjggrens syndrom (PSS).
Alle tallene er gitt i ng/ml bortsett fra beregnet CV som er gitt i prosent. MPO-verdiene i

kursiv har en hgyere CV mellom parallellene enn 15 % (rgde). De verdiene av prosentavviket

som star i kursiv er hgyere enn 30 % (bld).

UKE O
1. analyse 2.analyse 3.analyse Avwvik(1.0g2.), Awvik(2.0g3.),
(a), ng/ml (b), ng/ml (c),ng/ml % %
PSS 301 24,61 23,21 5,9
PSS 302 44,05 37,67 15,6
PSS 303 34,34 30,48 11,9
PSS 304 20,31 22,09 8,4
PSS 305 26,03 30,54 15,9
PSS 306 35,40 33,84 4,5
PSS 307 35,40 34,38 2,9
PSS 308 27,41 31,74 31,57 14,6 0,5
PSS309 22,71 27,35 38,4 18,5 33,6
PSS 310 35,55 43,19 19,4
PSS 311 24,31 33,96 37,16 33,1 9,0
PSS 312 31,90 41,80 57,71 26,9 32,0
PSS 313 24,47 26,36 7,4
PSS 315 28,48 33,08 14,9
PSS 316 49,67 61,74 21,7
PSS 317 15,39 13,94 9,9
PSS 318 53,22 59,73 11,5
PSS 319 36,92 53,35 47,81 36,4 11,0
PSS 320 36,92 51,62 52,27 33,2 1,3
PSS 321 20,99 17,22 19,7
PSS 322 71,17 60,09 16,9
PSS 323 43,52 34,13 24,2
PSS 324 26,21 27,53 4,9
PSS 325 23,79 27,25 13,6
PSS 326 34,19 42,18 20,9
PSS 327 39,28 37,36 5,0
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UKE 4
1. analyse 2.analyse Avwvik (1. 0g2),
(a), ng/ml (b), ng/ml %

PSS 301 31,88 32,79 2,8
PSS 302 28,55 32,55 13,1
PSS 303 27,60 29,27 5,9
PSS304 17,00 20,28 17,6
PSS 305 26,03 29,88 13,8
PSS 306 32,22 37,69 15,6
PSS 307 28,31 37,63 28,3
PSS 308 24,94 33,63 29,7
PSS 309 19,46 28,82 38,8
PSS 310 27,44 33,44 19,7
PSS 311 22,03 35,24 46,1
PSS 312 24,46 29,74 19,5
PSS 313 24,26 24,21 0,2
PSS 315 36,75 32,39 12,6
PSS316 43,39 48,81 11,8
PSS 317 14,58 12,32 16,8
PSS 318 44,23 54,31 20,5
PSS319 34,69 48,55 33,3
PSS 320 46,03 47,02 2,1

PSS 321 25,63 -
PSS 322 47,69 -
PSS 323 26,08 -
PSS 324 --- -
PSS 325 22,82 -
PSS 326 34,64 -
PSS 327 37,02 -
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