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Leesenggle

a- Anti-

AaUH Aalborg Universitetshospital

APC Antigenpraesenterende celler

cD Cluster of differentiation

CIA Afsnit for Celluleer Immunologi

CID Kombinerede immundefekter (Combined Immunodeficiencies)
cTv CellTrace™ Violet

FSC Forward Scatter

FSC-A Forward Scatter - Areal

FSC-H Forward Scatter - Hgjde

ID Immundefekter

IL-2 Interleukin-2

IL-2R Interleukin-2-Receptor

KIA Klinisk Immunologisk Afdeling

L/D LIVE/DEAD™ Fixable Far-Red

PBMC Perifert blod mononuklezre celler

PBS Phosphatbufret saltvand

PHA Phytohamagglutinin

PID Primaere immundefekter

PMT Fotomultiplikatorrgr (Photomultiplier tubes)

PMN Polymorfnukleaere leukocytter (Polymorphonuclear neutrophils)
SCID Sveer kombineret immundefekt (Servere Combined Immunodeficiency)
SID Sekundaere immundefekter

SSC Side Scatter

TCR T-celle receptor
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1 Resumé

Introduktion: In vitro T-celle proliferations analyse kan i indga som led i udredningen af
patienter mistaenkt for primaere immundefekter. Nedsat evne til at proliferere hos T-celler
efter stimulation, kan vaere en forklaring pa disse patienters sygdomstilstand.
Proliferationsevnen malt i patientprgver er pa Klinisk Immunologisk Afdeling i Aalborg, hidtil
blevet tolket som vaerende nedsat, hvis denne findes > 50% lavere end proliferationsevnen
malt i 1-2 kontrolblodprgver. Da T-cellers proliferationsevne ogsa kan variere blandt raske
individer, vil patientprgver herved kunne tolkes forskelligt afhaengigt af, hvilke
kontrolblodprgver de sammenlignes med.

Formalet med projektet er derfor, ud fra en undersggelse af den biologiske variation i T-
cellers proliferationsevne, at beskrive referenceomrader til analysen.

Metode: Blodprgver fra 30 plasmadonorer blev indsamlet. Herpa blev udfgrt in vitro T-
celleproliferations analyse med det fluorescerende farvestof, CellTrace™ Violet.

T-celle proliferationsevnen blev vurderet flowcytometrisk efter stimulation med
fortyndinger af mitogenet PHA og anti-CD3/28 og mitogenet. Proliferationsevnen blev
beskrevet som procentdelen af prolifererede celler.

Fordelingen af resultaterne blandt donorerne blev afbildet i histogrammer for hver af de
anvendte fortyndinger af stimuli. Desuden blev 0,05-fraktiler beregnet, som udtryk for den
vaerdi 95% af raske individer, forventes af have vardier over.

Resultater: Ud fra vores histogrammer ses generelt, at jo kraftigere cellerne er stimuleret, jo
mere snaevert interval fordeler resultaterne blandt donorerne sig over, og jo hgjere er de
beregnede 0,05-fraktiler. Ved de fleste stimuli ses dog resultater fordelt over et bredt
interval, hvilket indikerer en stor biologisk variation blandt raske individer.

Konklusion: Det konkluderes at tolkning af patientprgver ud fra de beregnede 0,05-fraktiler
vil veere forbundet med en vis usikkerhed pga. stikprgvens lille stgrrelse (n=30).
Histogrammer og 0,05-fraktiler anvendt i kombination med viden om de enkelte PID-
undertyper udggr dog et mere solidt sammenligningsgrundlag, end 1-2 kontroller alene.



2 Introduktion

2.1 Baggrund

Et velfungerende immunsystem bestar af en raekke komplekse savel cellulzere som
humorale processer. Pga. systemets kompleksitet er der ogsa risiko for fejl i flere forskellige
komponenter. Der findes saledes en stor gruppe af sygdomstilstande, som samlet er
karakteriseret ved mangelfuld funktion af det normale immunsystem, sakaldte
immundefekter (ID). Det kliniske billede kan her vaere praeget af svaere/recidiverende
infektioner eller pget forekomst af autoimmunitet og malignitet (1,2).

ID kan overordnet inddeles i primaere immundefekter (PID), som er medfgdte og ofte
arvelige, og sekundaere immundefekter (SID), som er erhvervede, bl.a. som fglge af anden
sygdom eller medicinsk behandling. Hvor SID ses relativt hyppigt, er PID mere sjeldne. Det
anslas saledes at ca. 2.500 patienter har en klinisk betydende PID i Danmark. PID kan
endvidere opdeles funktionelt, efter hvilken del af immunsystemet der er afficeret. Heraf er
T-celle defekter og kombinerede immundefekter (CID) de mest alvorlige (3,4).

Udredning for PID bgr jeevnfgr “Retningslinjer for diagnostik og behandling af primaer
immundefekt, 2018” (5) overvejes ved tilstedevaerelse af ét eller flere af en raekke
definerede “advarselstegn”. Disse omfatter bl.a. kendt PID i familien, infektioner med
usaedvanligt forlgb, eller manglende respons pa antibiotisk behandling. Ved den indledende
udredning vurderes, pa baggrund af anamnese samt en raekke screenings-blodprgver,
hvorvidt der er indikation for yderligere udredning for PID. Hvis dette er tilfeeldet, kan en
raekke supplerende immunologiske og genetiske analyser foretages (2,5).

De immunologiske analyser foretages pa de regionale kliniske Immunologiske afdelinger
(KIA). Pa KIA, Aalborg Universitetshospital (AaUH) i Afsnit for Celluleer Immunologi (CIA)
udferes f.eks. en in vitro T-celleproliferations analyse. Her vurderes T-cellers evne til at
proliferere efter stimulation med mitogener eller antistoffer rettet mod T-celle receptoren
(TCR), som vha. intracellulzer signalering, kan igangsaette proliferation in vitro (6).

Trods analysen kun udfgres ca. 6-10 gange om aret pa KIA, AaUH, kan den have afggrende
betydning for udredning af visse PID.

Analysen spiller bl.a. en central rolle i udredning for Servere Combined Immunodeficiency
(SCID). Dette er en sjaelden, men alvorlig PID, hvor der ses nedsat T-celle proliferationsevne,
hvilket ggr patienterne modtagelige for alvorlige infektioner fra fgdslen. Tilstanden kan
behandles med allogen stamcelletransplantation eller genterapi, men tidlig diagnostik og
behandling er afggrende, idet bgrn med ubehandlet SCID vil dg indenfor de fgrste levear
(3,5,7). Trods tilstanden kun rammer ca. 1-2 bgrn arligt i Danmark (8), har analysen derfor
stor klinisk relevans for disse patienter. Dette understreges af, at screening for SCID i
februar 2020 blev implementeret som en del af den nationale screening af nyfgdte ifm.
halblodprgven (9).

Sk@nt genetiske analyser, herunder helgenomsekventering, formentlig vil komme til at spille
en stadig stgrre rolle i udredningen af PID, vil in vitro cellulzere analyser forsat veere helt
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uundveerlige. Dels fordi genetiske analyser er mere tidskraevende, og dels som supplement
til at vurdere den kliniske relevans af de fundne mutationer (5).

Til T-celle proliferations analyse benytter CIA, AaUH, pa nuvaerende tidspunkt guldstandard-
metoden, som er baseret pa inkorporering af radioaktivt maerket thymidin (3H-Thymidin) i
de prolifererende cellers DNA. Intensiteten af beta-straling fra cellerne malt med
scintillationsteeller, er herved indirekte mal for proliferationsevnen, idet signalet vil gges i
takt med antal celledelinger (10,11). Afdelingen har imidlertid et gnske om at udskifte
denne metode, til en metode baseret pa farvning af T-cellerne med det fluorescerende
farvestof, CellTrace™ Violet (CTV) fra Invitrogen, og efterfglgende flowcytometrisk
kvantificering af proliferationsevnen (Figur 1) (6).

Stimulation med Inkubation med 3H-Thymidin Scintillationsdetektor
Vask mitogener og antistoffer
o0 Cee
b"& |l — Lb ) — ==
't & olo] | Joje]t :
1 % (1] =

Vask og farvning Stimulation med Maerkning med
mitogener og antistoffer fluorokrom-konjugerede
antistoffer

Flowcytometer

Figur 1: Oversigt over guldstandard-metode (@verst) samt ny metode (nederst) til T-celle proliferations analyse.
Ved guldstandard-metoden inkuberes stimulerede celler med 3H-Thymidin, som indbygges i DNA ved
proliferation. Intensiteten af beta-strdling fra cellerne malt med scintillationsdetektor er indirekte mal for
proliferationsevnen. Ved den nye metode farves cellerne med CellTrace Violet forud for stimulation. Maerkning
med fluorokrom-konjugerede antistoffer muliggar flowcytometrisk vurdering af proliferationsevnen (6,10,11)*.

@nsket om skift af metode kommer, idet den nye metode rummer en raekke fordele
sammenlignet med den nuvaerende. Fgrst og fremmest undgas brugen af sundhedsskadelig
radioaktivitet. Dernaest ggr anvendelse af flowcytometri det muligt at skelne mellem, og
dermed vurdere proliferationsevnen af specifikke celle-subpopulationer.

Derudover kan analysen udfgres pa kortere tid, og kan tilrettelaegges, sa personalet undgar
at mgde ind udenfor normal arbejdstid. Dertil kommer at afdelingens scintillationstzeller kan
spares vaek, da den kun benyttes til denne ene analyse. Dette rummer i sig selv flere fordele,
eftersom den 1) Er dyr i service ift. hvor sjeeldent den benyttes, 2) Er et gammelt apparatur,
hvortil det er svaert at skaffe reservedele og 3) kraever mere plads, end der er tilgaengelig
efter den forestaende overflytning til Nyt Aalborg Universitetshospital. Personalet i CIA har



desuden mere erfaring med flowcytometri, da dette i forvejen benyttes til en reekke andre
analyser (10,12).

Ved den nuvaerende metode tolkes proliferationsevnen som vaerende nedsat, hvis den er
50% mindre end gennemsnittet af 2 kontrolblodprgver udtaget fra udvalgt personale (11).
Da der forekommer bade intra- og interindividuel biologisk variation i T-cellers
proliferationsevne, risikeres det, at de benyttede kontroller ikke er repraesentative for den
raske baggrundsbefolkning. Dermed vil patientprgverne kunne tolkes forskelligt, afhangigt
af hvornar kontrolblodprgven tages, og hvilken kontrolperson der benyttes (11,13,14). Den
mest ideelle I@sning pa dette vil vaere at inkludere flere kontrolblodprgver pr. analyseopsaet.
Dette eftersom den analytiske variation mellem malte vaerdier for patienter og kontroller
herved vil veere minimal, idet de analyseres i samme serie. Dette er dog af praktiske og
gkonomiske arsager ikke muligt.

Formalet med dette professionsbachelorprojekt er derfor at undersgge den biologiske
variation i T-cellers proliferationsevne hos raske individer, og herudfra beskrive et
referenceomrade. Sammen med de 1-2 kontroller, forventes dette at kunne bidrage til mere
entydig tolkning af patientprgver ved in vitro T-celle proliferations analyse med CTV pa KIA,
AaUH. Dette leder frem til fglgende problemformulering.

2.2 Problemformulering
Hvorledes kan undersggelse af den biologiske variation i T-cellers proliferationsevne

anvendes til at beskrive et referenceomrade for in vitro T-celleproliferations analyse med
CellTrace™ Violet?

2.3 Malformulering
Problemformuleringen besvares ved at:

1. Indsamle prgvemateriale fra 30 plasmadonorer (2x9 mL fuldbold i Lithium Heparin
glas).
2. Udfgre in vitro T-celle proliferations analyse pa de indsamlede blodprgver, herunder:

a. lIsolere mononukleare celler fra perifert fuldblod (PBMC) ved
densitetsgradient centrifugering.

b. Farve PBMC med CellTrace™ Violet.

c. Stimulere PBMC med fortyndinger af anti-CD3/CD28 og mitogenet, PHA.
Maerke PBMC med fluorokrom-konjugeret CD3/CD4/CD8/CD45 multi-
antistof.

e. Udfgre flowcytometrisk analyse vha. Novocyte flowcytometer og herigennem
indsamle data om procentdelen af prolifererede T-celler.

3. Beskrive fordelingen af T-cellers proliferationsevne hos de inkluderede donorer i
form af histogrammer for hver stimuli-fortynding og celletype.

4. Beregne 0,05-fraktiler, som udtryk for hvilke vaerdier 95% af raske individer
forventes at ligge over.



3 Teori

3.1 Leukocytter

Leukocytter i humant perifert blod kan kategoriseres som vaerende enten mononuklezere
(PBMC) eller polymorfnuklezere (PMN) afhaengigt af kerneantal. PMN’er er desuden
karakteriseret ved tilstedevaerelse af granula, og inddeles yderligere i neutrofile, eosinofile
og basofile granulocytter.

PBMC’er kendetegnes ved at have en enkelt rund kerne, og udggres primaert af lymfocytter
(70-90%) og monocytter (10-30%). Lymfocytter indbefatter T- og B-celler, som tilhgrer det
adaptive, specifikke immunsystem, og NK-celler fra det innate, uspecifikke immunsystem.
Monocytter tilhgrer ligeledes det innate immunsystem (Figur 2) (15,16).

Leukocytter i humant perifert blod

Mononuklezere celler Polymorfnuklaere celler

(Granulocytter)

Lymfocytter Monocytter | | ‘

,_’_‘ Neutrofile Eosinofile Basofile
N oy § .—/ >

T-celler B-celler NK-celler PR | IR |

Figur 2: Klassificering af leukocytter i humant perifert blod (15,16)*.

3.2 T-celler

T-celler er kendetegnet ved deres evne til specifikt at genkende og angribe fremmede
patogener. T-celler kan inddeles i to undertyper, CD4 T-celler (T-hjzaelperceller) og CD8 T-
celler (cytotoksiske T-celler). Hvor CD8 T-cellers effektor-funktion er at inducere apoptose af
inficerede celler, er CD4 T-celler bl.a. essentielle for aktivering af CD8 T-celler og B-celler.
Fgr T-cellerne kan udgve deres effektor-funktioner, skal de primes i de sekundzere lymfoide
vaev (17,18).

3.3 Priming af T-celler

Priming af T-celler bestar overordnet af 3 forskellige aktiverende signaler. Signal 1 udlgses
ved binding mellem TCR og antigen praesenteret i MHC-molekyler udtrykt pa
antigenpraesenterende celler (APC). TCR bestar af et signalkompleks, hvori proteinet CD3 og
selvsteendige {-kader indgar. Pa de cytoplasmatiske dele af disse komplekser findes
tyrosiner betegnet ITAMs. Ved aktivering af TCR fosforyleres ITAMs, hvorved der sattes
gang i en intracellulzer signalvej, som resulterer i aktivering af transskriptionsfaktorerne
NFAT, NFkB og AP-1. Disse er ngdvendige for, at interleukin-2 receptoren (IL-2R) pa T-celler,
far hgj affinitet for interleukin-2 (IL-2) (Figur 3) (17,18).
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Figur 3: Signalering gennem T-cellereceptor. Komplekser af tyrosiner, betegnet ITAMs, fosforyleres og sender
signal til transskriptionsfaktorerne NFAT, NFkB og AP-1. Dette farer til pdseettelse af en a-kaede pa interleukin-2
receptoren, hvorved den far hgj affinitet for IL-2 (17,18).

Signal 2 inducerer til proliferation, og dermed klonal ekspansion af specifikke T-celler.
Signalet leveres ved binding mellem co-receptoren CD28, udtrykt pa T-celler, og co-
stimulatoriske ligander, f.eks. CD80 og CD86, udtrykt pa aktiverede APC’er. Dette fgrer til
produktion af IL-2 fra T-cellen, som ved binding til IL-2R med hgj affinitet, driver T-celle
proliferation. CD4 T-celler producerer store maengder IL-2, og kan derfor drive sin egen
proliferation. Modsat producerer CD8 T-celler en begraenset maengde, og er derfor afhaengig
af hjaelp fra CD4 T-celler.

F@r T-cellerne kan udgve deres funktion kraeves ogsa signal 3, hvor de prolifererede T-celler
uddifferentieres til effektor-celler. Under proliferation udskiller APC cytokiner, som binder til
cytokinreceptorer pa overfladen af T-celler. Afhaengigt af cytokinmiljget, dannes forskellige
T-celle subtyper, med hver deres specifikke funktion (Figur 4) (17,18).

» Signal3
e, 00

Signal 1. MHC/
antigen

Effektor T-celle

Proliferation
T-celle

Figur 4: Priming af T-celler bestdr af 3 forskellige aktiverende signaler. Signal 1 udigses ved binding mellem T-
cellereceptor (TCR) og antigen praesenteret i MHC pd antigenpraesenterende celler (APC). Herved skabes en
interleukin-2-receptor (IL-2R) med hgj affinitet. Signal 2 udlgses ved binding mellem CD80/86 og CD28. Dette
medfadrer produktion af IL-2 som ved binding til IL-2R medfgrer T-celle proliferation. Ved proliferation udskiller
APC cytokiner, som ved binding til cytokinreceptorer pd T-cellen igangseetter signal 3, hvor T-cellerne
uddifferentieres til effektor-celler (17,18)*.
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3.4 Primaere immundefekter
Primaere immundefekter (PID) daekker over en heterogen gruppe af, typisk arvelige,

tilstande karakteriseret ved mangelfuld funktion af komponenter i enten det innate eller
adaptive immunsystem.

De fleste patienter med PID debuterer med symptomer og diagnosticeres i barnealderen,
nogle dog f@rst senere i livet. Det kliniske billede ved PID varierer afhangigt af, hvilken del
af immunsystemet der er afficeret, men er generelt praeget af gget infektionstendens
og/eller gget forekomst af autoimmunitet og malignitet (2,19).

3.4.1 T-celle defekter og kombinerede immundefekter
T-celle defekter udggr de mest alvorlige undertyper af PID, idet T-celler ikke alene er

ansvarlige for det adaptive celluleere immunrespons, men ogsa er ngdvendige for B-
celleaktivering. Derfor fgrer de fleste T-celle defekter ogsa til sakaldte, kombinerede
immundefekter (CID). Den svaereste form for CID, sakaldt SCID, er karakteriseret ved fravaer
af T-celle- samt evt. B- og/eller NK-cellefunktion. Denne tilstand er, med en incidens pa
1:55.000 nyfgdte i Danmark sjeelden, men meget alvorlig (5).

Patienter med SCID praesenterer sig med alvorlige svampe- og virusinfektioner, kronisk
diarré og generel mistrivsel indenfor de fgrste levemaneder.

| ca. 50-60% af tilfeeldene af SCID er den bagvedliggende arsag en defekt i den felles y-kaede
for en lang reekke interleukin-receptorer, bl.a. IL-2R, som er essentiel for celleproliferation.
Tilstanden nedarves X-bundet, recessivt og er desuden karakteriseret ved fravaer af modne T
og NK-celler, men tilstedevaerelse af B-celler. Uden behandling med allogen
stamcelletransplantation er tilstanden livstruende, hvorfor tidlig diagnostik og behandling
spiller en afggrende rolle for prognosen (5,19).

Andre mindre alvorlige former for CID, er ikke ngdvendigvis forbundet med tidlig mortalitet,
men kan, afhaengigt af undertypen, komme til udtryk ved gentagne opportunistiske
infektioner, autoimmunitet, allergier eller malignitet i Igbet af barndommen.

Omend skellet mellem SCID og CID ikke er klart defineret, er CID, i modseetning til SCID,
typisk associeret med et normalt eller kun let nedsat antal T-celler. Funktionen af T-cellerne
er derimod ofte mangelfuld. Eksempler herpa er CD3-defekter, som er relateret til reduceret
ekspression af CD3-TCR komplekser pa T-celler, og RelB-defekter, som medfgrer mangel pa
NFkB-transkriptionsfaktoren, RelB. Begge tilfaelde medfgrer nedsat T-celle
proliferationsevne (19-22).

3.4.2 Immunologisk udredning
Diagnostik af PID kan veere udfordrende, idet der er tale om sjeeldne tilstande, og det

kliniske billede kan variere betydeligt i hvert enkelt tilfaelde. Ved mistanke om PID, kan en
raekke forskellige immunologiske og genetiske analyser dog i samspil bidrage til at pege i
retningen af en diagnose.

Immunologiske analyser ifm. udredning for CID og SCID omfatter bl.a.
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lymfocytfaenotypering, hvor der foretages en kvantitativ undersggelse af patientens
lymfocyt-undertyper (T, B og NK-celler) og in vitro T-celle proliferationsanalyse, hvor T-
cellernes evne til at proliferere undersgges (7,12).

3.5 Invitro T-celleproliferations analyse

En metode til undersggelse af T-cellers proliferationsevne in vitro indebaerer farvning af
isolerede PBMC’er med CTV og efterfglgende stimulation med f.eks. mitogener eller
antistoffer. Proliferationsevnen kan herefter vurderes flowcytometrisk ved maerkning af
celler med fluorokrom-konjugerede monoklonale antistoffer (6,23).

| det fglgende vil teori relateret til metodens deltrin blive gennemgaet.

3.5.1 Isolering af mononuklaere celler — Densitetsgradient centrifugering

PBMC’er kan isoleres fra en fuldblodsprgve vha. densitetsgradient centrifugering, hvor
blodprgven centrifugeres med et medium med en specifik densitet (p), f.eks. Lymphoprep™
(p =1,077 g/ml). Herved separeres blodceller baseret pa deres densitet relativt til mediets.
PNM’er og erytrocytter (p > 1,077 g/mL) vil sedimentere under mediet og udggre pellet.
PBMC’er (p < 1,077 g/mL) vil lagres i en skive umiddelbart over mediet, men under plasma,
hvorfra de kan hgstes (Figur 5) (24,25).

F@R CENTRIFUGERING EFTER CENTRIFUGERING
-

CENTRIFUGERING
EE—

I Plasma
Fortyndet blod - p<1,077 g/mL

. Mononuklezere celler

Lymphoprep™
< (p=1077 g/mL)

Lymphoprep™
Polymorfnuklezere celler + p>1,077 g/mL

| Erytrocytter

< | |j_|_i|“| [t

Figur 5: Isolering af mononukleaere celler vha. densitetsgradient-mediet Lymphoprep™ (24,25)*.

3.5.2 CellTrace™ Violet
CTV er et fluorescerende farvestof, som kan anvendes til celleproliferations analyser.

Farvestoffet binder kovalent til alle frie aminer savel intra- som ekstracellulaert. Ved hver
celledeling fordeles maengden af CTV ligeligt mellem dattercellerne. Hver generation af
celler vil dermed have en lavere fluorescensintensitet end den forrige.

De enkelte generationer af celler kan, ved flowcytometrisk analyse, skelnes som seperate
peaks i et histogram med CTV-intensitet som funktion af antal detekterede celler. Ikke
prolifererede celler (generation 0) vil findes i peaket laengst til hgjre pa x-aksen, idet disse
har den hgjeste CTV-intensitet. Jo leengere mod venstre peaks er pa x-aksen, jo lavere
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fluorescensintensitet har cellerne, og jo nyere er generationen. Proliferationsevnen kan
saledes vurderes ud fra procentdelen af detekterede celler, som ikke befinder sig i
generation O (Figur 6) (23,26).
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Figur 6: Ved farvning af stimulerede mononukleaere celler (PBMCs) med det fluorescerende farvestof CellTrace
Violet (CTV), bliver CTV-intensiteten svagere for hver celledeling.

Efter flowcytometrisk analyse, kan proliferation af celler illustreres i et histogram med fluorescensintensitet ad
x-aksen og antal detekterede celler ad y-aksen. Hvert peak indikerer en generation af celler (23,26)

3.5.3 Invitro stimulation med mitogener og monoklonale antistoffer
For at vurdere T-cellers proliferationsevne kraeves in vitro stimulation. Dette kan f.eks. ske

vha. mitogener eller antistoffer rettet mod CD3 og CD28.

Mitogener er planteekstrakter (lektiner), som kan bringe lymfocytter i mitose ved polyklonal
sitmulation in vitro. Et ofte anvendt mitogen til stimulation af T-celler er
Phytohamagglutinin (PHA) (10,18,27). PHA binder til kulhydrat-dele af TCR og CD3. Herved
igangsaettes en intracellulzer signalering, som fgrer til T-celle proliferation. Eftersom de
kulhydrat-dele, PHA binder sig til, er konstante for naesten alle T-celler, muligggres
proliferation uafhaengigt af antigenspecificitet, hvorfor der opnas et kraftigt signal.

a-CD3 bindes til CD3-komplekset af TCR, og efterligner dermed binding til MHC (signal 1) i in
vivo T-celle aktivering, dog, ligesom ved PHA, uden behov for tilstedevaerelse af et specifikt
antigen. For at sikre vedvarende proliferation er tilfgrsel af det co-stimulatoriske signal 2
ogsa ngdvendigt. For at levere dette signal, ved fravaer af APC, ma T-cellerne samtidig
stimuleres med a-CD28, som binder til T-cellernes CD28 co-receptor, og dermed efterligner
funktionen af de co-stimulatoriske ligander CD80 og 86.

Ved antistof-stimulation in vitro bgr mindst ét af antistofferne vaere bundet til en fast
overflade. Herved gges sandsynligheden for samtidig binding mellem begge receptorer pa T-
cellen og deres tilsvarende antistoffer, hvilket er ngdvendigt for et tilstraekkeligt proliferativt
signal (Figur 7) (18,27).
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Figur 7: Nar T-celler aktiveres in vivo indebaerer det praesentation af antigen i MHC pG antigenpraesenterende
celler (signal 1) samt et costimulatorisk signal (2). T-celle-aktivering in vitro kan enten ske ved efterligning af
signal 1 og 2 med hhv. a-CD3 og a-C28-antistoffer eller vha. mitogenet PHA (10,18,27)*.

3.6 Flowcytometri — Analyseprincip

Flowcytometri er en metode som tillader simultan maling og analysering af multiple
parametre ved partikler (celler) i flydende suspensioner, nar disse passerer en laser.

Det overordnede analyseprincip baserer sig pa dels maling af cellers lysspredning (scatter),
og dels maling af fluorescens-emission. Lysspredning giver information om stgrrelse og
granularitet. Fluorescens-emission tillader adskillelse af celler baseret pa overflademarkgr-
ekspression, safremt disse forud for analysen er maerket med fluorokrom-konjugerede
monoklonale antistoffer (28).

Et flowcytometer er opbygget af 3 overordnede systemer: Et vaeskesystem, et optisk system
og et elektronisk system (Figur 8). Vaskesystemet bestar af en flowcelle samt en omgivende
sheatvaeske. Nar reagensvaesken med celleprgven injiceres i flowcellen, bliver den pga.
forskellige vaesketryk, hydrodynamisk fokuseret, dvs. der skabes en vaeskestrgm af
enkeltvise celler centralt i flowcellen.

Cellerne bevaeger sig derefter videre til det optiske system, som kan inddeles i et
excitations- og emissions-system. Excitationssystemet bestar af en raekke lasere, som
udsender lys med forskellige bglgelaengder. Hvilke lasere afhaenger af det enkelte
flowcytometer, men typisk er en violet (405 nm), bla (488 nm) og rgd (640 nm) laser
inkluderet. Nar en celle passerer en laser, spreder den lyset i forskellige retninger. Lys som
kun afbgjes lidt ift. laserstralens akse, har en intensitet tilnaermelsesvis proportional med
cellest@rrelsen. Denne parameter kaldes "Forward Scatter” (FSC). Intensiteten af lys som
udsendes vinkelret ift. laserstralens akse er relateret til cellens indhold af granula og kaldes
”Side Scatter” (SSC) (29,30).
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Figur 8: Overblik over et flowcytometers forskellige systemer. En celleprgve injiceres i vaeskesystemet (1),
hvorefter der vha. hydrodynamisk fokusering dannes en strgm af enkeltvise celler. Ndr cellerne interagerer med
en laser, spredes lyset og fluorokrom-konjugerede antistoffer exciteres (2). Det spredte lys detekteres hhv.
parallelt (FSC) og vinkelret (SSC) med laserens akse. Fluorescens-signalerne detekteres af photomultiplier tubes
(PMT’er) placeret bag optiske filtre og spejle, som tillader lys med bestemte bglgelaengder at passere (3). | det
elektroniske system (4) behandles data de detekterede signaler og praesenteres grafisk pad en computer (29).

Det udsendte laserlys kan ligeledes excitere fluorokrom-konjugerede monoklonale
antistoffer. Herved bringes en elektron i en hgjere energitilstand og kort tid efter emitteres
lys med en leengere bglgelangde (lavere energi), og dermed anden farve. Hvert fluorokrom
har et excitationsspektrum, bestaende af de bglgeleengder, som fluorokromet kan exciteres
af, samt et emissionsspetrum, indeholdende de bglgelaengder, fluorokromet emitterer lys
med. Fluorokromerne exciteres bedst ved deres excitations-maksimum og intensiteten af
det emitterede er stgrst ved emissions-maksimum (Figur 9) (30).

A B
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Figur 9: Princip i fluorescens.

A: Ved belysning af et fluorokrom med en laser, bringes en elektron i et exciteret energistadie, S, (1). Derefter
falder elektronen til et lavere og mere stabilt stadie, S,, idet lidt energi friggres som varme (2). Dette kaldes
“Stokes shift”. Den resterende energi frigares efterfglgende som fluorescens (emission), idet elektronen falder
tilbage til sit grundstadie, S,.

B: Et fluorokrom har et excitationsmaximum sv.t. den bglgeleengde, hvorved det absorberer maksimal energi
(A). Pga. stokes shift (B) vil den maksimale emissionsbglgelaengde (C) vaere lidt lzengere (lavere energi), og
dermed have en anden farve end excitationsbglgelaengden (30).
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Emissionssystemet udggres af en raekke optiske filtre og spejle, som tillader emitteret lys
med bestemte bglgelaengder, at passere til den bagvedliggende detektor. Dette gor det
muligt at detektere emitterede lyssignaler fra flere forskellige fluorokromer samtidigt (Figur
8) (30).

Til detektion af de genererede lyssignaler anvendes typisk photodioder eller photomultiplier
tubes (PMT). Hver gang en celle passerer en laser, genereres elektroniske signaler heri.
Signalet begynder nar en celle entrerer laseren, og stiger derefter gradvist indtil cellen
befinder sig centralt i laseren. Efterhanden som cellen forlader laseren, falder signalet igen.
Dette sakaldte “evnet”, kan illustreres ved en kurve i et plot med signalstgrrelse som
funktion af tid (Figur 10). Kurvens bredde afggres af tiden cellen befinder sig i laseren,
hgjden afhaenger af den malte lysintensitet, og arealet er integralet af kurvens hgjde og
bredde. Kurvens hgjde, areal og bredde males vha. det elektroniske system. Disse data
overfgres til en computer, som laver en grafisk praesentation af data f.eks. vha. dot-plots
eller histogrammer (29-31).
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Figur 10: Signalgenerering i det elektroniske system. Signalet begynder, ndr cellen entrerer laseren. Det
maksimale signal genereres, ndr cellen befinder sig centralt i laseren, derefter falder signalet igen. Kurvens
hgjde, bredde og areal udnyttes i det elektroniske system (29-31).

3.6.1 Dataanalyse - Gating
Flowcytometrisk dataanalyse indebzerer placering af gates omkring cellepopulationer med

faelles karakteristika baseret pa FSC, SSC eller overflademarkgr-ekspression. Herved kan
relevante celle-populationer undersgges enkeltvis (30).

Til gating benyttes f.eks. dot-plots, hvor hver enkelt detekteret celle (event) illustreres med
et punkt placeret i et plot med to forskellige akseparamtere, f.eks. FSC og SSC eller
overflademarkgr-ekspression.

FSC. vs. SSC-plots tillader differentiering mellem hhv. granulocytter, monocytter,
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lymfocytter, idet disse varierer ift. stgrrelse og granularitet, samt cellulzert debris (Figur 11).
Ved at placere en gate omkring den for analysen interessante cellepopulation, sorteres
celler uden relevans for analysen fra, mens de interessante celler efterfglgende kan
analyseres sekventielt ud fra en raekke andre akseparametre (30).

, Granulocytes

SSC

Monocytes

FSC

Figur 11: Flowcytometrisk adskillelse af celletyper baseret pd FSC og SSC-parametre. De bld/grgnne/qule/r@de
hot-spots i hver cellepopulation indikerer et stigende antal events (30).

3.6.1.1 Viabilitets-farvestof

Dgde celler har en gget uspecifik antistof-binding samt et hgjt niveau af autofluorescens.
Derfor kan disse med fordel ekskluderes fra videre analyse. Dette kan ske, ved at farve
cellerne med et proteinbindende viabilitets-farvestof, f.eks. LIVE/DEAD™ Fixable Far-Red
(L/D). Dette binder til frie aminer pa celleoverfladen. Safremt cellemembranen er gdelagt,
vil farvestoffet ogsa farve intracellulaere aminer. Dgde celler vil sdledes have en hgjere
fluorescensintensitet end levende, hvilket ggr det muligt at gate dgde celler vaek i et plot
med FSC vs. L/D-intensitet (Figur 12) (30,32).

B Figur 12:

===y Princip i farvning med viabilitets-farvestof.

A ; Q Levende celler (A) vil kun have en lav intensitet af farvestoffet,

It o \ da kun frie aminer pa cellemembranen farves. Dgde celler (B) vil
o ) derimod have en gdelagt cellemembran, hvorfor ogsé

Pa intracellulaere aminer farves. Dermed vil de have en stgrre
fluorescensintensitet

Pag et dot-plot med FSC ad x-aksen og fluorescensintensitet ad y-
akse, vil dgde celler ligge i en population hgjere pd y-aksen end
de levende celler (32) (C*).
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3.6.1.2 Cluster of differentiation-overflademarkgrer

Andre akse-parametre som typisk anvendes til gating inkluderer cellernes ekspression af
forskellige “Cluster of differentation” (CD)-overflademarkgrer, idet hver celle-undertype
udtrykker en unik kombination heraf. F.eks. udtrykkes CD45 pa alle leukocytter, CD3 pa
modne T-celler og CD4 og CD8 pa hhv. T-hjzelper celler og cytotoksiske T-celler (Figur 13)
(10).

Stamcelle
CD45 CD45 CD45 CD45 CD45
A
v v
CD15 CD19 ;
Granulocyt Monocyt T-celle B-celle NK-celle
CD45 CD45
A A
pCcDs
CDA4 T-celle CD8 T-celle

Figur 13: Overblik over leukocytters udtryk af CD-overflademarkgrer (10)*.

For at kunne gate pa baggrund af CD-markgrer, skal de forud for analysen meaerkes med
forskellige monoklonale fluorokrom-konjugerede antistoffer.

Fluorescensintensiteten malt ved et givet fluorokroms maksimale emissions-bglgelaengde,
bliver herved indirekte mal for ekspressionen af den CD-overflademarkgr, som det
fluorokrom-konjugerede antistof er rettet mod (Figur 14) (30,33).

FITC-labeled antibody A

|
|

- : @ 2) Cells expressing only B
: 3) Cells expressing only A
|
|

1) Cells not expressing either A or B

Cell 4) Cells expressing both A and B

F

A i
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Figur 14: Cellen er maerket med monoklonale antistoffer rettet mod hver sin overflademarkgr, A og B.
Antistofferne er konjugeret med hvert sit fluorokromer, hhv. FITC og PE.

Cellens placering i et dotplot med fluorescensintensitet af de to fluorokromer pa hver sin akse, afhaenger af
hvilke markgrer cellen udtrykker (30,33).
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3.6.1.3 Autofluorescens
Nar fluorescens-intensitet anvendes som akseparametre, vil der ogsa kunne detekteres

celler, som ikke er maerket med fluorokrom-konjugerede antistoffer. Dette skyldes, at celler
har en stgrre eller mindre grad af naturligt forekommende fluorescens, sakaldt
autofluorescens. Den cellulaere autofluorescens stammer bl.a. fra mitokondrier, lysosomer
og cellulzere organeller. Derfor vil store celler med granula typisk udsende mere
autofluorescens end sma celler uden granula (30).

3.6.1.4 Dublet-diskrimination
Hvis to celler passerer laseren umiddelbart efter hinanden, kan flowcytometeret fejlagtigt

tolke dem som ét event. Dubletter kan dog ekskluderes ved gating. Eftersom dubletter tager
lengere tid om at passere laseren end enkelte celler (singletter), vil bredden, og dermed
ogsa arealet, af det signal der generes ved detektion af en dublet ogsa vaere stgrre end ved
singletter. Hgjden vil vaere nogenlunde den samme. P3 et dot-plot med FSC areal (FSC—A)
som funktion af FSC hgjde (FSC-H), vil singletter vaere placeret i en diagonal linje i plottet,
hvorimod dubletter vil placeres laengere til hgjre herfor sv.t. et stgrre areal relativt til hgjden
(Figur 15) (30,34).

?’K\. bt /ar ex h%ght | 55 Area
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Figur 15: Signalet ved detektion af dubletter (B) har et stgrre areal relativt til hgjde end ved singletter (A). Dette
kan udnyttes til at eksklusion af dubletter under gating (30,34).
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4 Materialer og metoder

| felgende afsnit fremgar materialer og metoder anvendt til udfgrsel af vores
laboratorieforsgg. Metoden baserer sig pa fremgangsmaden anfgrt i CIA’s midlertidige
forskrift til flowcytometrisk in vitro T-celle proliferations analyse (Bilag 2). Forskriften er
udarbejdet af personale i CIA pa baggrund af videnskabelige artikler, inspiration fra KIA
Aarhus Universitetshospital og Rigshospitalet samt klinisk afprgvning og optimering i eget
laboratorie.

4.1 Materialer

4.1.1 Prgvemateriale
Som prgvemateriale blev anvendt blodprgver fra i alt 30 plasmadonorer indsamlet i

Blodbanken, Aalborg. Der blev udtaget 2x9 mL fuldblod i Lithium-Heparin glas pr. donor.

4.1.2 Kontroller
| forskriften star anfgrt, at der bgr medtages 1 kontrol-blodprgve pr. analyse-opsaet.

Eftersom opfyldelse af formalet med dette projekt er angivelse af et referenceomrade, blev
der udelukkende analyseret pa prgvemateriale fra raske plasmadonorer. Derfor blev
medtagelse af kontrol-blodprgver ikke prioriteret.

| hvert opsaet indgik dog en ustimuleret prgve, som blev anvendt som negativ kontrol.

4.1.3 Reagenser, apparatur og utensiliter

Et skema over anvendte reagenser, lot-numre, udlgbsdato samt. evt. faremeerkning og
faresaetninger fremgar af Bilag 3.

Flere af de anvendte reagenser fremstillede vi selv efter anvisningerne i Tabel 1.

Reagens Indhold
Vaskemedie RPMI 1640 + 1% antibiotika + 15 IE/ml Heparin
Medium IV RPMI 1640 + 1% antibiotika + 10% FCS+V

FMB buffer 400 mL PBS, 4 mL Na-azid og 0,4 g Bovine Serum Albumin

Sheath fluid 2,7 ml. 37% formaldehyd pr. 200 mL FACSFlow

Tabel 1 — Fremstillede reagenser
*0OBS! Giftigt reagens

Af Bilag 3 fremgar desuden en liste med apparatur og utensilier.

4.2 Metoder

4.2.1 Indsamling af prgvemateriale
Prgvemateriale til analysen blev indsamlet i perioden 29/3 - 22/4 2022. Der blev indsamlet 2

blodprgver pr. donor, dvs. i alt 60 blodprgver fra 30 donorer.
Blodprgvernes holdbarhed er 24 timer ved stuetemperatur (6), men de blev anvendt til
analyse umiddelbart efter prgvetagning.
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4.2.1.1 Etik
Det indsamlede prgvemateriale stammer fra bloddonorer, som inden tapning har godkendt,

at deres blod anvendes til kvalitetssikring af rutineanalyser, herunder fastsaettelse af
referenceomrader (35). Derudover blev blodprgverne anonymiseret, idet tappe-nummer
blev fjernet og nummeret D1 - D30. Derfor kraevede indsamling af prgvematerialet ikke
yderligere samtykke.

De deltagende donorer blev dog forud for tapning orienteret om udtagelse af de ekstra
blodprgveglas, samt fik udleveret en kort projektbeskrivelse (Bilag 4).

4.2.2 Metodeoverblik
Analyseproceduren straekker sig over 5 dage, og kan inddeles i 8 delsteps (Figur 16). Heraf

udfgres step 1-4 sterilt i LAF-baenk. De enkelte delsteps uddybes i de fglgende afsnit.

DAG 1
1. Coating af 96-brgnds .
mikrotiterplade ——| 2. lsolering af PBMC
v
4. Klarggring af 96 brgnds
mikrotiterplade
DAG 2-4
INKUBATION
DAG5 l

6. Mzerkning med
fluorokrom-konjugerede |——
antistoffer

7. Flowcytometrisk
analyse

Figur 16: Overblik over metodens delsteps*.

Stimulation af PBMC’er foregik i en 96-brgnds mikrotiterplade. Donorprgverne blev, som
vist pa overblikket over pladeopsaet (Figur 17) stimuleret pa forskellige mader, hhv. med 3
fortyndinger af a-CD3; 1:2 (sgjle 3), 1:4 (spjle 4) og 1:8 (s@jle 5), ustimuleret (sgjle 6) og 2
fortyndinger af PHA; 1:100 (sgjle 7) og 1:500 (s@jle 8). Hver plade blev anvendt til analyse af
dobbeltbestemmelser af 2 donorer. PBMC’er fra de 2 donorer blev afpipetteret i hhv. raekke
B+C (donor 1) og F+G (donor 2).
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Figur 17: Overblik over pladeopszet med angivelse af stimuli i s@gjle 3-8 og donornummer i reekke B+C og F+G*.

4.2.3 Coating af 96-brgnds mikrotiterplade

Forud for arbejdet med celler, blev relevante brgnde coatet med fortyndinger af a-CD3.
Som det fremgar af flowdiagrammet, Figur 18, blev coatingbuffer tilsat, hvorefter der blev

udfert en fortyndingsraekke med a-CD3.

50 pl coatingbuffer
. Lo . . 50 pL fortyndet a-CD3
afpipetteres i sgjle 3-6 i 2 uL a-CD3 fortyndes i : . .. ;
en 96-brgnds 800 pL coatingbuffer afplfpsicieties | slle 2l
L a-CD3)
mikrotiterplade
v
50 pL fra sgjle 3 2%##;?:5;%?52;:%8 Pladen inkuberes mgrkt
overfgres til sgjle 4 (1:4 ——> K JI€ >, ¢ | —>| ved stuetemperatur i
-CD3) uL kasseres fra sgjle 5 min. 2 timer
(1:8 a-CD3) :

Figur 18: Flowdiagram over coating af 96-brgnds mikrotiterplade med a-CD3*.

4.2.4  |solering af mononuklezaere celler

PBMC’er blev isoleret vha. densitetsgradient centrifugering med mediet Lymphoprep™.

Fremgangsmaden herfor er anfgrt i flowdiagrammet, Figur 19.

Efter sidste vask blev cellekoncentrationen af de isolerede celler malt vha. Sysmex jf.
forskriften i Bilag 5. Ud fra koncentrationsmalingen blev udtaget et volumen af
cellesuspensionen sv.t. 5-10° celler til farvning med CTV. Hvis det udtagne volumen var
under 1 mL, blev der tilsat vaskemedie til et totalvolumen pa 1 mL. Formel og eksempler pa
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beregning af volumen af hhv. cellesuspension og vaskemedie er anfgrt nedenfor:

Eksempel 1 - Cellekoncentration > 5 - 10°/mL

. Vtil farvning * Ctil farvning
Vufarvede -

Cufarvede

1mL - 5-10° celler /mL

Vurarvede = 7.03-106 celler/mL = 0,71 mL cellesuspension

1mL — 0,71 mL = 0,28 mL vaskemedie
Eksempel 2 — Cellekoncentration< 5 - 10%/mL

1 mlL - 5-10° celler /mL

Vufarvede = 3,08 -10° celler/mL = 1,62 mL cellesuspension

Da cellekoncentrationen her som udgangspunkt var < 5-10° celler/mL, matte der anvendes
1,62 mL cellesuspension, og der blev ikke tilsat vaskemedie. Det anbefales i forskriften at

anvende et volumen pa 1 mL, dog tillades op til 2 mL.

[

g 3
. 3 15 ml Lymphoprep
fo}r-lt?/zzgggl:id;te d sprgjtes forsigtigt ud Cer)trifug.er(z)ret centrifugeres
vaskemedie i —>| under det fortyndede i 30 min v. 500 x g uden
centrifugergr blod med en spinocan- bremse
kanyle
v
; .
] PBMS(I:(iCZSct)\e/Z:?;'}hVId . Supernatanten borthzldes
s . 3k [ e —— Centnfugerqz)ret fyIc!es med . og pellet opsle.mmes med 1
ElE plastpipette, og —> vaskgmedle og centrifugeres i ——>| mL vaskemgdle, hvorefter
:ﬁ S5 overfares til’nyt 10 min v. 500 x g plus bremse cellesuspgnspnen overfgres
E . | v centrifugerar til spidsglas
Se video €1
v
Pellet opslemmes i 3,5 mL
Spidsglasset fyldes med vaskemedie. 250 pL heraf Cellekoncentrationen
vaskemedie og centrifugeres i ——> udnyttes til ——>| justeres til 5-106 celler/mL i
5 min v. 500 x g plus bremse koncentrationsmaling vha. et samlet volumen pa 1 mL
Sysmex

Figur 19: Flowdiagram over isolering af mononuklezere celler*.



4.2.5 Farvning med Cell Trace Violet™
Efter isolering af PBMC’er blev de farvet med CTV. Proceduren er beskrevet i
flowdiagrammet, Figur 20.

Figur 20: Flowdiagram over farvning med Cell Trace Violet™*,

Efter farvning blev cellekoncentrationen malt pa Sysmex. Cellekoncentrationen blev
derefter justeret til 1-10° celler/mL ved tilseetning af Medium IV. Dette ift. standardisering
ved den efterfglgende stimulation.

Formel og eksempel pa beregning af volumen af Medium 1V, der skulle tilseettes
cellesuspensionen for at opna den gnskede koncentration, fremgar nedenfor:

Eksempel 3 — Volumen Medium IV
Vegr - C
for for
VMedium v = ( C ) - Vfﬂr
efter

1,8 mL - 2,74-10%celler /mL
1-10°%celler/mL

Viedivmiv = < ) —1,8mL = 3,13 mL medium IV
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4.2.6 Klarggring af 96-brgnds mikrotiterplade

Den farvede cellesuspension blev overfgrt til relevante brgnde i 96 brgnds pladen som
tidligere blev coatet med a-CD3/coatingbuffer. Derefter blev relevante brgnde stimuleret
med enten a-CD28, 1:100 PHA eller 1:500 PHA jf. Figur 17 i afsnit 4.2.2 Metodeoverblik (s.
21). PHA blev fortyndet med Medium IV inden tilseetning ud fra forskriften som fremgar af

Bilag 6. Proceduren er uddybet i flowdiagrammet, Figur 21.

fiernes fra sgjle 3-6

brgndene igen

a- 200 L biyze v [ 100 pL 4 uL a-CD28
CD3/coatingbuffer tilfgjes sgjle 3-8, og I . f des i
tilfgjet i step 1 —> fiernes fra cellesuspension ortyndesi 2 mL
tilfgjes sgjle 3-8 Medium IV

\/

100 pL fortyndet a-
CD28 tilfgjes sgjle
3-5

>

100 pL Medium IV
tilfgjes sojle 6

50 pL PHA 1:100
tilfgjes sojle 7

50 pL PHA 1:500
tilfgjes sojle 8

\/

200 pL PBS tilfgjes
alle ubrugte brgnde

Pladen inkuberes i
CO2-inkubator ved
37°i 4 dggn

Figur 21: Flowdiagram over klarg@ring af 96-brgnds mikrotiterplade*.
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4.2.7 Test af CellTrace™ Violet farvning
Umiddelbart efter CTV-farvning, blev 100 uL hhv. farvet og ufarvet cellesuspension maerket

med fluorokromkonjugeret CD3/CD4/CD8/CD45-multiantistof og analyseret pa
flowcytometeret. Dette for at teste, at cellerne var farvet tilstraekkeligt, og dermed undga 4
dages inkubationstid med utilstraekkeligt farvede celler. Proceduren herfor er markeret med
grenne rammer i flowdiagrammet, Figur 22, og uddybes videre i afsnit 4.2.10.2 Test af CTV-
farvning —Dag 1 (s. 28).

4.2.8 Meerkning med fluorokrom-konjugerede antistoffer

Efter 4 degns inkubationstid blev cellerne farvet med L/D og maerket med fluorokrom-
konjugeret CD3/CD4/CD8/CD45 multiantistof. Proceduren er beskrevet i flowdiagrammet,
Figur 22.

Materialet i brgndene 2 mL PBS tilfgjes hvert rgr.
At i?f:;al:graf Haps —> overfgres til hvert sit Rgrene centrifugeres 5 Supe;nat:n;&ter:nsizsses Ui
falconrgr min.v.300x g 8P
. |
3 uL L/D fortyndes med 3 S
mL PBS. Rerene mixes og 2 mL FMB buffer tilfgjes Supernatanten suges fra,

hvert rgr. Rgrene pellet mixes, og 100 pL
centrifugeres 5 min. v. 300 FMB buffer tilfgjes hvert
Xxg rgr

——>| inkuberes mgrkt i 10 min.
v. stuetemperatur

100 pL fortyndet L/D
tilfgjes hvert rgr

\/

10 uL CD3/CD4/CD8/CD45
multiantistof tilfgjes hvert
rgr. Rgrene mixes og
inkuberes mgrkt i 15 min.
v. stuetemperatur

2 mL FMB buffer tilfgjes
hvert rgr. Rgrene

Supernantanten suges fra
og pellet mixes.
200 pL Sheath Fluid

centrifugeres 5 min. v. 300
Xg tilseettes hvert rgr

Figur 22: Flowdiagram over maerkning med fluorokrom-konjugerede antistoffer. Bokse med grgnne rammer
udfgres ogsd pd dag 1 ved test af CTV-farvning*.

4.2.9 Flowcytometrisk analyse
Til flowcytometrisk analyse blev fremgangsmaden anfgrt i forskriften i Bilag 7 fulgt.

Data for hvert eksperiment blev indsamlet i en analyseskabelon oprettet i NovoExpress
Software. Skabelonen indeholdt plots med foruddefinerede gates, opsamlingskriterier,
parametre og pladeopsat. De anvendte opsamlingskriterier er anfgrt i Tabel 2.

Stop kriterie 100.000 CD3+ events eller 100 uL

Flow Rate 100 pL/min

Threshold FSC-H > 100.000, Ungated

Tabel 2 — Anvendte opsamlingskriterier til flowcytometrisk analyse
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| analyseskabelonens parametre var det defineret, hvilke lasere der skulle anvendes til
excitation af de forskellige fluorokromer og fluorescerende farvestoffer, samt hvilke
filtre/detektorer det spredte og emitterede lys skulle detekteres af. Disse parametre

fremgar af Tabel 3.
Excitationslaser Antistof Fluorokrom/ Filter
fluorescerende farvestof
CTvV
o-CD3 FITC

a-CD8 PE 572 £ 14 nm

a-CD45 PerCP
a-CD4 APC
L/D
Tabel 3: Oversigt over de anvendte fluorokromkonjugerede antistoffer og fluoroscerende farvestoffer samt de
tilhgrende exitationslasere og filtre.

Prgvergrene blev inden indkgring pa flowcytometeret mixet og placeret i et 24-rgrs-rack.

4.2.10 Databehandling
Efter indkgring af prgver pa flowcytometeret, blev de indsamlede data analyseret. Dette

indebar fgrst og fremmest tilpasning af de i analyseskabelonen foruddefinerede gates for
hver enkelt prgve.

4.2.10.1 Gatingstrategi
Den samme overordnede gatingstrategi blev anvendst til analyse af samtlige prever (Figur
23). Ved at fglge denne hierakiske strategi blev det muligt, at kvantificere procentdelen af
prolifererede hhv. CD3+, CD4+ og CD8+ T-celler.
Alle celler
E--- CD4.5+ (Leukocytter)

»=x= Levende celler

== u s CD3+ (T-celler)

* === Singletter
s====unus Prolifererede CD3+ celler

=u= CD4+ T-celler

#» =« Prolifererede CD4+ celler

s=s= CD8+ T-celler
=« = «Prolifererede CD8+ celler

Figur 23: Hierarkisk overblik over den anvendte gatingstrategi (eksempel fra vores projekt)*.

| Figur 24 vises et eksempel pa, hvilke plots der blev anvendt, samt hvor gates blev placeret
heri, for at udfgre den indledende del af gatingstrategien. Eksemplet er fra en ustimuleret
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prove.

| plot 1 blev der placeret en gate omkring populationen af CD45+ celler (leukocytter). Disse
blev overfgrt til plot 2, hvor cellerne med den hgjeste L/D-intensitet (dgde celler) blev gatet
vaek. De levende CD45+ celler blev herefter taget med videre til plot 3, hvor der blev
placeret en gate omkring populationen af CD3+ celler (T-celler). | plot 4 blev dubletter gatet
veek pa baggrund af FSC-H og FSC-A parametre. Endelig blev de gatede singletter overfgrt til
plot 5, hvor der blev placeret 2 gates omkring hhv. CD4+ og CD8+ T-celler.

- ustimulerede = ustimulerede / CD45+ » ustimulerede/CD45+/Live
1 = . 2 © 3 @
(=3 b o
- T I - CD3+
54 CD45+ 1 i w1 " 81,15% . -
S iR 80.68% 1S d ] g
g : N 3 -
. g 5 o
™ < < O
[=] Qo Q-
= = = (@]
o
oY S . v © : . . (O} — . .
-102% 103 10* 1055 01 1 2 3 39 1027 103 104 105!
CD45 PerCP-A FSC-H (10%) CD3 FITC-H
ustimulerede / CD45+ / Live ustimulerede / CD45+ / Live
| /CD3+ w / CD3+/ CD3+Singletter
4 - 5 "é CD8+
B e x
= i
a
® ot
3 - o
[T
o T T T
0 0,6 12 1,8

FSC-A (109) CD4 APC-H

Figur 24: Eksempel pa farste del af den anvendte gatingstrategi til gating af hhv. CD3+ celler (plot 4) og CD4+
og CD8+ T-celler (plot 5) (eksempel fra eget projekt).

Den efterfglgende del af gatingstrategien var forskellig pa dag 1, hvor CTV-farvningen blev
testet og dag 5, hvor proliferationsevnen af de stimulerede celler blev vurderet.

4.2.10.2 Test af CTV-farvning —Dag 1
For at teste CTV-farvningen pa dag 1 blev den gatede population af levende CD3+ singletter

fra plot 4 (Figur 24) placeret i et histogram med CTV-intensitet som funktion af antal
detekterede celler. For at farvningen kunne godkendes, skulle ufarvede celler veere i
omradet "Min” og farvede celler i omradet "MAX” (Figur 25).
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ufarvede + antistof f CD45+ /] Live f CD3+/ farvede + antistof f CO45+ / Live / CD3+ f
CD3+Singletter | CD3+Singletter

A B =
™ ]
™
Q_
8 — =
rul \ T V] Min |
] in =
5 = "_7553% I‘_MM - |_0.05%‘| lMN( .
5 F7 0,02% E ] 99,55%
8" |
§J "
[=] T T T (=] i T T . J T T
0! 102 1|:3 10%  10% 0% pf2 ! 102 10* et 0% 1wf 1072
Cell Trace Violat-A Call Trace Violet-A

Figur 25: Test af CTV-farvning (Dag 1) vha. histogram med CTV-intensitet som funktion af detekterede celler
(counts). Ved analyse af ufarvede cellesuspensioner (A) bgr der vaere ét peak i omrddet “Min”. Ved farvede
cellesuspensioner bar peaket vaere i omradet “Max” (B) (Eksempel fra eget projekt).

4.2.10.3 Proliferationsanalyse — Dag 5

Pa dag 5 efter stimulation blev de gatede populationer af hhv. CD3+ CD4+ og CD8+ fra hhv.
plot 4 og 5 (Figur 24) tilfgjet plots med CTV-intensitet ad x-aksen mhp. vurdering af
proliferationsevnen. Et eksempel pa dette for en prgve stimuleret med 1:500 PHA fremgar
af Figur 26. Til vurdering af proliferationsevne blev anvendt to forskellige plot-typer:
Histogrammer og dot-plots. | histogrammerne (plot 6-8) blev hver generation af celler
visualiseret ved seperate peaks. Procentdelen af prolifererede celler blev bestemt ved
placering af en gate omkring alle peaks panaer peaket med hgjest CTV-intensitet (sv.t.
generation 0). Pa dot-plots (plot 9-11) viste de forskellige generationer sig ved distinkte
populationer. Her blev gates placeret omkring alle populationer undtagen populationen
laengst til hgjre (sv.t. generation 0).

1:500 PHA / CD45+ / Live / CD3+/ 1:500 PHA/ CD45+/ Live/ CD3+/ 1:500 PHA / CD45+/ Live / CD3+/
6 7
. CD3+Singletter - CD3+Singletter / CD4+ - CD3+8ingletter / CD&+
N & =7
1 A o | if. hi ]
CD3+ prolif. histo CD3+ GO histo & { cD4+ prolif. histo I CDSs prolit.histo cpg+ o histo
65,72% 34 28% o | 59.23% [ g4 % ! 17.97%
£ 8 z 3] H ' | £
3~ 3 o ) 3 o]
© S 8/ b, cosrcohise | S BT, M \J r
= .| \ 40 69% ! R '
g - AVAY 1 o
© II " ¥ \|‘ l' \ =
Yl ) \
= o T T T - = T T T T
101 102 10° 104 105 106 1072 1023 10 0% 10° 1088 1028 104 108 1085
Cell Trace Violet-A Cell Trace Vialet-H Cell Trace Vialet-H
9 1:500 PHA / CD45+ / Live / CD3+/ 10 1:500 PHA/CD45+/ Live/ CD3+/ 11  1:500 PHA/CD45+/ Live / CD3+/
@ CD3+8Singletter @ CD3+Singletter / CD4+ " CD3+8Singletter / CD8+
% % e
Prolif. CD8+
T o] T L] 8245%
2 g £ ’
< < ™ S
-+ =+ 27 -+
fa] fa] a
3 o C ol
= Prolif. CD4+
- 60,17% q
- ‘S
. . T - o = : T 2 r . r -
"1028 10 10° 109 1022 10® 0% 10° 105 102° 104 10° 1088
Cell Trace Violet-H Cell Trace Violet-H Cell Trace Violet-H

Figur 26: Eksempel pa gatingstrategi til vurdering af fraktion af prolifererede hhv. CD3+, CD4+ og CD8+ T-celler.
@verst illustreret ved histogrammer, nederst ved dot-plots (eksempel fra eget projekt).
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4.2.11 Histogrammer og beregning af 0,05-fraktiler

Data for de i histogrammerne angivne procentdele af prolifererede celler blev overfgrt fra
NovoExpress Software til Excel.

| Excel blev middelveerdien af dobbeltbestemmelserne beregnet vha. funktionen MIDDEL.
Dette blev gjort for hver af de 3 celletyper (CD3+, CD4+ og CD8+) ved hver af de anvendte
stimuli (1:100 PHA, 1:500 PHA, 1:2 a-CD3, 1:4 a-CD3 og 1:8 a-CD3).

De beregnede middelvardier for hver af de 30 donorer blev derefter indsat i histogrammer
med en intervalbredde pd 2%. Der blev fremstillet individuelle histogrammer for hver
celletype og stimuli. Herudfra blev der foretaget en beskrivelse af, hvordan malingerne
fordelte sig blandt de inkluderede donorer.

Til hvert histogram blev der desuden beregnet en 0,05-fraktil, sv.t. den veerdi 95% af
malingerne i stikprgven var stgrre end. Da det pa baggrund af stikprgvens st@rrelse ikke var
muligt at afggre, hvorvidt stikprgven var normalfordelt, blev 0,05-fraktilen beregnet vha.
Excel-funktionen FRAKTIL.UDELAD.

4.2.12 In- og eksklusionskriterier
For at afggre hvorvidt et resultat skulle in- eller ekskluderes, blev fglgende kriterier anvendt:

1. Hvis procentdelen af prolifererede celler i en ustimuleret prgve var >50%, blev de
tilhgrende stimulerede prgver fra samme raekke i pladeopsaettet ekskluderet.

2. Hvis der blev detekteret for fa celler indenfor de foruddefinerede CD45, CD3, CD4 og
CD8-gates, til at kunne vurdere hvilke celletyper, der havde prolifereret, blev det
pagaeldende resultat ekskluderet.

3. Huvis plots til gating af levende celler (plot 2, Figur 24) og/eller singletter (plot 4, Figur
24) fremkom usaedvanligt, udelukkes disse plots fra gatingstrategien. Resultatet blev
dog stadig inkluderet, safremt populationerne af CD3+, CD4+ og CD8+ celler kunne
gates ud fra de gvrige plots.

Hvis en af dobbeltbestemmelserne blev ekskluderet pga. ovenstaende kriterier, blev den
anden maling benyttet alene, fremfor at beregne middelvaerdien.

4.2.13 Litteratursggning
Til litteratursggning blev anvendt forskellige spgestrategier. Der blev bl.a. foretaget

systematiske sggninger i databaserne PubMed og Embase. Dette for at undersgge, om der
forefindes videnskabelige artikler, som tidligere har forsggt at beskrive referenceomrader
for T-cellers proliferationsevne. Bloksggningsdiagrammer og sggestrategi hertil fremgar af
Bilag 8. Der blev desuden foretaget bevidst tilfaeldig sggning pa Google og PubMed for
yderligere at fremfinde viden og artikler, der kunne anvendes til at afdeekke
problemstillingen.
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5 Resultater

Det fglgende afsnit indledes med en praesentation af udvalgte eksempler pa plots fra prgver
med afvigelser i metoden, samt en angivelse af hvilke resultater der blev ekskluderet.
Dernaest praesenteres fordelingen af resultater for de inkluderede donorerne vha.
histogrammer for hver stimuli-fortynding og celletype inkl. angivelse af beregnede 0,05-
fraktiler. Radata og beregninger fremgar af Bilag 9.

5.1 Afvigelser og ekskluderede prgver

For enkelte prgver var det ngdvendigt at afvige fra proceduren for databehandling. Disse
fremgar af Tabel 4. Her er desuden angivet hvilke resultater der blev ekskluderet, og pa
baggrund af hvilket kriterie, jf. afsnit 4.2.12 (s. 30).

Donor nr. Stimuli Afvigelse
8 1:500 PHA X
10 + Duplikat 1:100 PHA X
1:500 PHA X
1:2 a-CD3 X
1:4 a-CD3 X
1:8 a-CD3 X
11 + Duplikat 1:8 a-CD3 X
12 1:4 a-CD3 X
12 Duplikat 1:8 a-CD3 X
20 Duplikat 1:4 a-CD3 X

Tabel 4 — Oversigt over prgver med afvigelser i databehandling

Grgnt X = Gatet uden singlet-gate pga. forskydning af FSC-H-parametre ved flowcytometrisk analyse.

Blat X = Ekskluderet pga. stimuleret negativ kontrol (kriterie 1, jf. afsnit 4.2.12)

Radt X = Ekskluderet pga. manglende fluorescens-maerkning af overflademarkgrer (kriterie 2, jf. afsnit 4.2.12))

For at uddybe betydningen af afvigelserne praesenteres i det fglgende udvalgte eksempler
pa plots fra de omtalte prgver. De resterende plots fremgar af Bilag 10.
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5.1.1 Eksempel 1 — Gating uden singlet-gate

| Figur 27 vises plottet for donor 8, 1:500 PHA, stillet op mod det tilsvarende plot i en
"normal” prgve, her duplikatet af donor 8 (1:500 PHA). Her fremgar det, at vaerdierne pa y-
aksen er usadvanligt hgje, hvilket medfgrer, at de detekterede celler ligger udenfor den
foruddefinerede gate (diskuteres i afsnit 6.4.1 (s. 46)).

Donor 8 (1:500 PHA) — Singlet gate Donor 8 Duplikat (1:500 PHA) - Singlet gate
1:500 PHA / CD45+ / Live / 1:500 PHA / CD45+/ Live /
- CD3+ - CD3+
- o5 :
g o
= ba o4
: A ;
» €1 e 2
S CD3+Singletter *
0,00% =
— o . . ,
= ! ! ! 0 0,6 12 1,8
0 06 12 18 . |

FSC-A (105)

Figur 27: Af plottet for donor 8 (1:500 PHA) (venstre) ses usaedvanligt hgje y-vaerdier sammenlignet med en
“normal” prgve (hgjre). Bemeerk forskellig akseinddeling pd y-aksen.

5.1.2 Eksempel 2 — Manglende fluorescens-maerkning af overflademarkgrer

Af Figur 28 vises alle plots fra donor 12 (1:4 a-CD3). Her ses, at kun meget fa celler er
detekteret indenfor de foruddefinerede CD45/CD3/CD4/CD8-gates, hvorfor prgven blev
ekskluderet. | plot 6 er gatingstrategien fjernet, og i stedet er alle celler i prgven inkluderet.
Her ses det, at der er detekteret prolifererede celler i prgven.

Pa plot 9 ses en lille population af celler i gaten for prolifererede CD3+ celler med samme
CD4-intensitet, og dermed samme placering pa y-aksen, som CD8+ celler. Disse fremgar ikke
af CD8-gaten i plot 5 og 11 (diskuteres i afsnit 6.4.2 (s. 47)).
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Figur 28: Donor 12 (1:4 a-CD3) — Manglende fluorescens-meaerkning af overflademarkagrer

5.2 Histogrammer — Fordeling af resultater

| det fglgende praesenteres fordelingen af resultaterne af de inkluderede prgver vha.
histogrammer. Til hvert histogram er en 0,05 fraktil beregnet og illustreret med en rgd
stiplet linje. NB! De beregnede 0,05 fraktiler er forbundet med stor usikkerhed pga.
stikprgvens lille stgrrelse.

5.2.1 1:100 PHA
Af Figur 29-31 ses histogrammer for celler stimuleret med 1:100 PHA. | hvert histogram

indgar 29 resultater, idet donor 10 inkl. duplikat blev ekskluderet.
For de CD3+ celler (Figur 29) ligger 28 ud af 29 resultater over 70%. Resultatet for Donor 6
pa 54,84% adskiller sig fra de gvrige. 0,05-fraktilen blev beregnet til 62,61%.
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Figur 29: Fordeling af resultater for CD3+ celler stimuleret med 1:100 PHA.

For de CD4+ celler (Figur 30) ligger 28 ud af 29 resultater mellem 78 og 96%, 17 af disse
ligger over 90%. Donor 6 ligger her pa 68,95%. 0,05-fraktilen blev beregnet til 74,00%.
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Figur 30: Fordeling af resultater for CD4+ celler stimuleret med 1:100 PHA

34



For de CD8+ celler (Figur 31) ses, at stgrstedelen af resultaterne ligger i omradet 72-98%.

Resultatet for donor 6 var igen lavest (55,67%), efterfulgt af Donor 20 (58,90%) og Donor 18
(62,98%). 0,05-fraktilen blev beregnet til 57,28%.

Antal donorer
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Figur 31: Fordeling af resultater for CD8+ celler stimuleret med 1:100 PHA

5.2.2 1:500 PHA
Af Figur 32-34 vises histogrammer for celler stimuleret med 1:500 PHA. Donor 10 inkl.

duplikat blev ekskluderet, hvorfor der indgar 29 malinger.

For de CD3+ celler (Figur 32) ligger de fleste resultater jaevnt fordelt mellem 36 og 80%.

Donor 6 og 18 udggr de laveste resultater, og ligger i intervallet 22-24%. 0,05-fraktilen blev
beregnet til 23,96%. Fraktilen udelukker donor 6, men medtager donor 18.
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Figur 32: Fordeling af resultater for CD3+ celler stimuleret med 1:500 PHA

For de CD4+ celler (Figur 33) ligger resultaterne jaevnt fordelt mellem 26 og 78%. Donor 4, 6
og 18 udggr de laveste resultater pa hhv. 27,76, 27,92 og 26,78%. Heriblandt ligger 0,05

fraktilen, som blev beregnet til 27,24%.
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Figur 33: Fordeling af resultater for CD4+ celler stimuleret med 1:500 PHA
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For de CD8+ celler (Figur 34) ligger ca. 2/3 af resultaterne mellem 72-90%, hvoraf resten er
jeevnt fordelt mellem 25 og 68%. 0,05-fraktilen blev beregnet til 28,46%.
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Figur 34: Fordeling af resultater for CD8+ celler stimuleret med 1:500 PHA

52.3 1:2a-CD3
Af Figur 35-37 ses histogrammer for celler stimuleret med 1:2 a-CD3. Donor 10 inkl. duplikat
blev ekskluderet, hvorfor der indgar 29 resultater i hvert af histogrammerne.

For de CD3+ celler (Figur 35) ligger 27 ud af 29 resultater mellem 60 og 88%.

Donor 6 og 27 udggr de laveste resultater pa hhv. 47,66 og 35,40%. 0,05-fraktilen blev
beregnet til 41,43%.
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Figur 35: Fordeling af resultater for CD3+ celler stimuleret med 1:2 a-CD3

For de CD4+ celler (Figur 36) ligger stgrstedelen af resultaterne over 62%, halvdelen af

resultaterne ligger mellem 78-84%. Resultaterne for donor 6 og 27 pa hhv. 40,11 og 27,74%

adskiller sig fra de gvrige resultater. 0,05 fraktilen blev beregnet til 33,92%.
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Figur 36: Fordeling af resultater for CD4+ celler stimuleret med 1:2 a-CD3
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For de CD8+ celler (Figur 37) fordeler 27 ud af 29 resultater sig mellem 70 og 94%. Donor 23
og 27 adskiller sig herfra med hhv. 58,56 og 38,42%. 0,05 fraktilen blev beregnet til 48,49%.
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Figur 37: Fordeling af resultater for CD8+ celler stimuleret med 1:2 a-CD

524 1:4a-CD3

Af Figur 38-40 ses histogrammer for celler stimuleret med 1:4 a-CD3. | hvert histogram

indgar 29 malinger, idet donor 10 inkl. duplikat blev ekskluderet. For donor 12 indgar kun

det ene resultat for dobbelbestemmelsen, og dermed ikke en middelveerdi af, som ved de

gvrige.

For de CD3+ celler (Figur 38) ses, at stgrstedelen af resultaterne ligger mellem 58 og 86%.

Enkelte ligger herunder, hvoraf donor 6 ligger lavest med 19,78%. 0,05 fraktilen blev

beregnet til 29,78%.
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Figur 38: Fordeling af resultater for CD3+ celler stimuleret med 1:4 a-CD3

For de CD4+ celler (Figur 39) ses, at resultaterne for 28 ud af 29 donorer fordeler sig mellem
38 og 84%. Donor 6 adskiller sig fra de gvrige, med 11,45%. 0,05 fraktilen blev beregnet til

25,69%.
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Figur 39: Fordeling af resultater for CD4+ celler stimuleret med 1:4 a-CD3
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For de CD8+ celler (Figur 40) ligger resultaterne fordelt mellem 38 og 90%. Halvdelen dog
mellem 78 og 90%. Ingen resultater skiller sig betydeligt ud. 0,05 fraktilen blev beregnet til
42,62%.
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Figur 40: Fordeling af resultater for CD8+ celler stimuleret med 1:4 a-CD3

525 1:8a-CD3

Af Figur 41-43 ses histogrammer for celler stimuleret med 1:8 a-CD3. Donor 10 inkl. duplikat
og Donor 11 inkl. duplikat blev ekskluderet, hvorfor kun 28 malinger indgar i hvert
histogram. Ved Donor 12 blev kun det ene resultat fra dobbeltbestemmelsen medtaget i
histogrammerne.

For de CD3+ celler (Figur 41) ligger resultaterne fordelt mellem 6 og 76%. Her blev 0,05
fraktilen beregnet til 8,61%.
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Figur 41: Fordeling af resultater for CD3+ celler stimuleret med 1:8 a-CD3

Resultaterne for de CD4+ celler (Figur 42) ligger fordelt mellem 2 og 72%. 0,05 fraktilen blev

beregnet til 4,18%.
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Figur 42: Fordeling af resultater for CD4+ celler stimuleret med 1:8 a-CD3

For de CD8+ celler (Figur 43) ligger resultaterne fordelt mellem 12 og 84%. 0,05 fraktilen

blev beregnet til 13,94%
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Figur 43: Fordeling af resultater for CD8+ celler stimuleret med 1:8 a-CD3

% Prolifererede CD8+ celler

5.3 Beregnede 0,05-fraktiler

Af Tabel 5 fremgar en oversigt over de beregnede 0,05-fraktiler for alle histogrammer.

Bemaerk dog at der kun er tale om estimater pa populationens 0,05-fraktil, idet de er
beregnet pa baggrund af en lille stikprgve (n=30).

Celletype | CD3+ celler CD4+ celler CD8+ celler
Stimuli
1:100 PHA 62,61% 74,00% 57,28%
1:500 PHA 23,96% 27,24% 28,45%
1:2 a-CD3 41,53% 33,92% 48,49%
1:4 a-CD3 29,78% 25,69% 42,62%
1:8 a-CD3 8,61% 4,18% 13,94%

Tabel 5: Oversigt over beregnede 0,05-fraktiler ved hver celletype og stimuli.
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6 Diskussion

In vitro T-celle proliferations analyse kan spille en vigtig rolle i udredningen af visse PID, idet
nogle af disse patienters sygdomstilstand kan skyldes nedsat T-celle proliferationsevne.
Projektets formal var at beskrive et referenceomrade til analysen. For at opfylde dette blev
analysen udfgrt pa blodprgver fra 30 bloddonorer. Fordelingen af resultaterne opnaet
herved blev afbildet i histogrammer og 0,05-fraktiler blev beregnet, som estimater pa de
vaerdier 95% af raske individer forventes at ligge over. | det fglgende vil udvalgte elementer
af vores metode og resultater blive diskuteret.

6.1 Stikprgvens repraesentativitet
Vores referenceomrader er baseret pa resultater fra en stikprgve pa 30 plasmadonorer.

Om end vi ikke med sikkerhed kan udelukke, at donorerne har nedsat proliferationsevne,
ma disse betragtes som det bedste bud pa repraesentanter for baggrundsbefolkningen med
normal T-celle proliferationsevne. Dette eftersom plasmadonorer er underlagt en lang
raekke helbredsmaessige krav. Samtidig var dette af praktiske og etiske hensyn det mest
hensigtsmaessige, idet der i forvejen udtages blodprgver ved plasmafereser.

Det at stikprgven er udtaget blandt plasmadonorer, kan imidlertid medfgre en raekke
begraensninger ift. de patienter referenceomradet skal anvendes til diagnostik af.

For det fgrste er plasmadonorer mellem 17 og 75 ar (35), hvorfor kun disse aldersomrader
kan vaere repraesenteret i vores referenceomrader. Dette kan vaere en udfordring, idet PID
ofte diagnosticeres i barnealderen. Denne problematik belyses i Stone et al. (14), som
papeger, at anvendelse af voksne kontroller, kan fgre til en systematisk underestimering ved
diagnostik af bgrn. Heri henvises videre til et studie af Hicks et al. (36), hvor man fandt at
proliferationsevnen ved stimulation med mitogener falder 50% fra spaedbarns- til
voksenalderen. Nar resultater fra bgrn sammenlignes med referenceomrader, baseret pa
resultater fra raske voksne, indebaerer det derfor en risiko for, at bgrn med nedsat
proliferationsevne far falsk negative svar. Denne pointe bakkes videre op af, at European
Society for Immunodeficiencies, i en opdateret diagnostisk protokol fra 2011 (E de Vries et
al. (37)), anbefaler at anvende alders-matchede kontroller til T-celle proliferations analyser.
Af bade etiske og praktiske arsager var det ikke muligt at inkludere bgrn i vores projekt.
Klinikeren kan dog med fordel have dette med i overvejelserne ved tolkning af analyser
foretaget pa bgrn.

En anden faktor der kan spille ind, nar stikprgven udtages blandt plasmadonorer er, at det
ikke kan udelukkes, at den samme donor indgar i projektet flere gange. Dette eftersom
prgverne blev indsamlet over 5 uger, og der kun kraeves 11 dggns pause mellem to
plasmafereser (35). Samtidig blev donorerne anonymiseret og udvalgt tilfaeldigt af
personalet i Blodbanken. Hvis to resultater stammer fra samme donor, vil det i stedet for
den inter-individuelle variation, veere den intra-individuelle variation der undersgges
mellem de to resultater. Under antagelse af, at den intra-individuelle variation generelt er
mindre end den inter-individuelle, ville dette kunne fa den biologiske variation i vores
resultater til at se mindre ud, end den reelt er. At dette skulle veere sket flere gange,
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vurderes dog som vaerende mindre sandsynligt.

Om en stikprgvestgrrelse pa 30 donorer er tilstraekkelig til at repraesentere T-cellers
proliferationsevne blandt alle i Region Nordjylland, som referenceomradet skal veere
geeldende for, er tvivisomt. Pa den ene side ses ved flere af vores histogrammer enkelte
resultater, som ligger vaesentligt lavere end de gvrige. For at kunne vurdere, om dette er
udtryk for almindelig biologisk variation, eller om disse donorer udggr ”saertilfelde”, vil det
vaere ngdvendigt med en stgrre stikprgve. Dette var dog af tids- og ressourcemaessige
arsager ikke muligt indenfor projektets rammer. Pa den anden side, ma viden om hvordan
resultater fra 30 donorer fordeler sig give et vaesentligt stgrre indblik i normalomradet for T-
cellers proliferationsevne, end de 1-2 kontroller der har veeret anvendt hidtil.

6.2 Gating

Flere forskellige parametre ved vores metode til gating kan have haft en indvirkning pa
vores resultater.

Fgrst og fremmest er data for procentdelen af prolifererede celler afhangig af manuel
placering af gates, og dermed subjektive vurderinger.

Da gates var foruddefinerede i analyseskabelonen, og graenserne mellem de enkelte
cellepopulationer i de fleste tilfaelde var tydelige, drejer det sig dog formentlig om en
afvigelse pa fa procent.

Placering af gates omkring de prolifererede CD3+ celler i plot 9 (Figur 26), kunne dog veere
en udfordring, da plottet indeholder bade CD4+ og CD8+ celler. Ideelt skulle gaten placeres
mellem populationen af celler i generation 0 og 1 for bade populationen af CD4+ og CD8+
celler. Eftersom CD8+ celler generelt 13 lidt laengere til hgjre pa x-aksen end de CD4+ celler,
var dette ikke altid muligt. Resultatet af procentdelen af prolifererede CD3+ celler, afthanger
saledes af, om gaten blev placeret ud fra populationen af CD4+ eller CD8+ celler.

En anden usikkerhed ved vurdering af procentdelen af alle prolifererede CD3+ celler er, at
der formentlig ogsa indgar andre celletyper end T-celler i plot 9 (Figur 26), herunder f.eks.
monocytter, B- og NK-celler. Dette eftersom cellerne overfgres fra gaten i plot 4 (Figur 24),
som ogsa indeholder celler der hverken er CD4+ eller CD8+. Afhaengigt af om disse celler er
placeret indenfor eller udenfor gaten af prolifererede CD3+ celler i plot 9, vil de fejlagtigt
medregnes som hhv. prolifererede eller ikke-prolifererede T-celler, og dermed pavirke
resultatet.

| plot 10 og 11 (Figur 26) overfgres cellerne derimod specifikt fra hver sin gate af hhv. CD4+
og CD8+ celler fra plot 5 (Figur 24), hvorfor de udefinerede celler ikke i samme grad spiller
ind pa resultaterne her.

Ud fra disse betragtninger kan det overvejes at undlade at vurdere procentdelen af
prolifererede CD3+ celler ved analyse af patientprgver, da det ikke umiddelbart bidrager til
information som procentdelen af prolifererede CD4+ og CD8+ ikke kan give.

Alternativt kunne det overvejes at inddrage fluorescens-maerkede antistoffer rettet mod
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overflademarkgrerne CD14, CD19 og CD56, som findes pa hhv. monocytter, B-celler og NK-
celler, hvorved disse ville kunne ekskluderes. Om dette vil kunne betale sig gkonomisk og
tidsmaessigt afhaenger af, hvor stor indvirkning disse celler viser sig at have pa resultatet.

6.3 Metode til beskrivelse af referenceomrade

Til beskrivelse af referenceomrader blev anvendt histogrammer samt beregnet 0,05-
fraktiler, sv.t. den vaerdi 95% af de inkluderede donorer har vaerdier over. Formalet med
beregning af en 0,05-fraktiler var at fastlaegge en objektiv beslutningsgraense, til at skelne
patienter med nedsat proliferationsevne fra raske individer. Dette for at ggre diagnostik af
patienter mere entydig.

Om vores beregnede fraktiler reelt repraesenterer de vaerdier 95% af alle raske individer
ligger over er imidlertid tvivisomt. Da stikprgven kun er baseret pa 30 donorer, har
resultatet for hver enkelt donor stor indflydelse pa stgrrelsen af den beregnede 0,05-fraktil.
F.eks. vil de beregnede fraktiler blive betydeligt hgjere, hvis donor 6, som i samtlige
histogrammer ligger vaesentlige lavere end de gvrige donorer, blev ekskluderet.

Da en beregnet beslutningsgraense baseret pa en stikprgve altid vil vaere forbundet med en
vis usikkerhed, vil det sandsynligvis, uanset stikprgvens st@rrelse, veere mere sikkert at
klinikeren i hvert enkelt patienttilfaelde vurderer, hvor patienten ligger ift. de raske donorer i
histogrammerne. | vurderingen af, hvorvidt patientens proliferationsevne er nedsat, kan
herved ogsa inddrages viden om hvor meget proliferationsevnen typisk er nedsat hos den
PID-undertype der misteenkes, samt hvorvidt sensitivitet eller specificitet prioriteres hgjest i
det enkelte tilfeelde.

6.4 Metodeafvigelser
Som praesenteret i afsnit 5.1 (s. 31) matte vi ved enkelte prgver afvige fra standard-
metoden. Nogle af disse afvigelser vil blive diskuteres i det fglgende.

6.4.1 Gating uden singlet-gate

Donor 8 (1:500 PHA) er et eksempel pa en prgve, som blev gatet uden benyttelse af singlet-
gaten. Arsagen til dette er illustreret af Figur 27, hvor plottet med singlet-gaten for donor 8
er stillet op mod duplikatet, som repraesenterer en normal singlet-gate.

Af figuren fremgar forhgjede veerdier pa y-aksen (FSC-H signal) ift. duplikatet. En plausibel
forklaring pa dette kan vaere, kortvarig tilstedevaerelse af en luftboble i flowcytometerets
vaeskesystem, som kan ggre, at cellerne detekteres st@grre end de reelt er. | og med at de
gvrige plots med fluorescensmaerkede antistoffer og CTV sa normale ud, valgte vi at
udelukke singlet-gaten fra gating-strategien.

Dette valg medfgrer, at der blandt de prolifererede celler i histogrammerne for denne prgve
indgar flere dubletter. Dette kan potentielt fgre til underestimering af procentdelen af
prolifererede celler. Hvis dubletten f.eks. bestar af en prolifereret celle (lav CTV-intensitet)
og en ikke-prolifereret celle (hgj CTV-intensitet) vil de to celler pga. den hgje samlede CTV-
intensitet, formentlig detekteres som én ikke-prolifereret celle.
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Samtidig kan der indga dubletter af CD4+ og CD8+ celler. | og med at disse vil vaere positive
for bade CD4 og CD8, vil de ikke indga i gaten af hverken CD4+ eller CD8+ celler, og dermed
heller ikke i de tilsvarende histogrammer, hvor procentdelen af prolifererede celler
vurderes. Til gengeeld vil de indga i gaten af CD3+ celler, hvorfor problemet formentlig vil
veere st@rst her.

Efter diskussion af dette med CIA’s personale, blev vi dog enige om, at indvirkningen pa det
endelige resultat ville vaere sa lille, at prgverne kunne inkluderes, uden singlet-gaten.

6.4.2 Manglende fluorescens-maerkning af overflademarkgrer
Af Figur 28 blev vist et eksempel pa plots fra donor 12 (1:4 a-CD3), hvor der kun var

detekteret ganske fa celler indenfor de foruddefinerede CD45/CD3/CD4/CD8-gates. Den
mest sandsynlige forklaring pa dette er, at der ved en fejl ikke var blevet tilsat fluorokrom-
konjugeret antistof til prgven, forud for den flowcytometriske analyse. | plot 6 (Figur 28),
hvor alle celler i prgven er inkluderet, fremgar det, at cellerne er farvet med CTV og har
prolifereret. Men pga. manglende fluorescens-maerkning af de relevante overflademarkgrer,
er det ikke muligt at afggre, hvilke celler der har prolifereret. Derfor valgte vi at ekskludere
prgven.

Det at vi glemte at tilseette antistof, gjorde os til gengaeld opmaerksomme p3, at der
indenfor gaten af prolifererede CD3+ celler i plot 9 (Figur 28), trods den manglende
maerkning af overflademarkgrer, ligger en population af celler. Pga. placeringen i gaten kan
disse ved fgrste gjekast tolkes som prolifererede CD8+. | og med at cellerne i prgven ikke
antages at veere farvet med CD45/CD3/CD4/CD8-antistof, og cellerne samtidig ikke findes i
de foruddefinerede CD8-gates i plot 5 eller 11, formodes der dog at veere tale om
autofluorescens fra monocytter, B- og/eller NK-celler. Pga. cellernes placering i gaten i plot
9, vil disse altid indga i gaten af prolifererede CD3+ celler, og dermed kunne fgre til en
overestimering heraf. Dette underbygger pointerne fra afsnit 6.2 om evt. at undlade en
samlet vurdering af prolifererede CD3+ celler, eller alternativt udvide antistof-panelet.

6.5 Analytisk variation og fejlkilder
Den variation der afspejles i vores resultater, vil sandsynligvis veere en kombination af

egentlig biologisk variation, som vi gnsker at undersgge, men ogsa i stgrre eller mindre grad
tilfeeldig variation ifm. udfgrsel af analysen.

Jo st@rre den analytiske variation er, jo mindre retvisende billede af den biologiske variation
ma histogrammerne antages at give. Hvilken type variation vores resultater er mest pavirket
af, er imidlertid ikke mulig at skelne ud fra vores histogrammer.

Et bud pa st@rrelsen af den analytiske variation kan dog opnas ud fra en vurdering af
forskellen mellem de to resultater fra hver af vores dobbeltbestemmelser (fremgar
udelukkende af radata i Bilag 9). | langt stgrstedelen af tilfeeldene er denne forskel kun pa fa
procent. Dette indikerer, at vores resultater generelt er praeget af en meget lille analytisk
variation. Szerligt ift. hvad man kunne forvente ved en analyse som denne, med mange
manuelle analysesteps. Samtidig vil analytisk variation aldrig kunne elimineres helt.
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| enkelte tilfelde er forskellen mellem resultaterne fra dobbeltbestemmelserne dog helt op
til 50%. Da der er tale om et fatal, skyldes dette sandsynligvis fejl ifm. udfgrsel af analysen af
de pageeldende prgver.

Da analysen indebaerer mange steps, er der ogsa mange potentielle fejlkilder. Den stgrste
fejlkilde forventes dog at vaere tab af celler i procedurerne fra stimulation af cellerne frem til
den flowcytometriske analyse. Dette kan f.eks. ske, nar cellerne overfgres fra 96-brgnds
pladen til falconrgr inden farvning med fluorescens-konjugerede antistoffer, eller ved de
efterfglgende vaskeproducerer. Hvis mange celler gar tabt, vil procentdelen af prolifererede
celler for de enkelte prgver kunne pavirkes i enten positiv eller negativ retning, afhaengigt af
om de mistede celler havde prolifereret eller ej.

Andre fejlkilder kan vaere at cellerne stimuleres med ukorrekte fortyndinger af stimuli, eller
at der sker kontaminering fra én donorprgve til en anden under isolering og farvning med
CTV af PBMLC. Sidstnaevnte vil dog ikke afslgres af en afvigelse af resultaterne for
dobbeltbestemmelserne, da donorprgverne fgrst efterfglgende opdeles i
dobbeltbestemmelser i hver sin raekke i 96-brgnds pladen.

6.6 Diskussion af resultater
Til stimulation af T-celler blev der anvendt 2 fortyndinger af mitogenet PHA hhv. 1:100 (100

ug/mL) og 1:500 (20 pug/mL) og 3 fortyndinger af a-CD3, hhv. 1:2, 1:4 og 1:8. Hvilke
fortyndinger der bedst beskriver den biologiske variation, og hvilke der er mest anvendelige
ift. diagnostik af patienter kan diskuteres ud fra vores resultater.

Af histogrammerne ved stimulation med 1:100 PHA (Figur 29-31) ses generelt, at
stgrstedelen af resultaterne ligger i et snaevert interval mellem 80 og 96%. Ud fra denne
betragtning ma disse histogrammer pa den ene side kunne udggre et relativt entydigt
sammenligningsgrundlag til tolkning af patientprgver. Pa den anden side kan man
argumentere for, at der ikke ngdvendigvis opnas et retvisende billede af den biologiske
variation, nar flere af resultaterne naermer sig 100%. Samtidig risikeres det ved anvendelse
af en sa kraftig stimuli, som 1:100 PHA, at celler i patientprgver med let nedsat
proliferationsevne ogsa prolifererer sa kraftigt, at de ikke kan skelnes fra donorerne,
hvorved falsk negativt svar risikeres. Dette kan dog ikke hverken be- eller afkraeftes,
eftersom vi i dette projekt ikke har haft mulighed for at analysere patientprgver med kendt
nedsat proliferationsevne.

Omvendt ses af histogrammerne med den laveste koncentration af PHA 1:500 (Figur 32-34),
at resultaterne fordeler sig ud over et bredt interval (ca. 20-90%). Herved opnas
sandsynligvis et mere retvisende billede af den biologiske variation. Til gengzeld kan det
veere mere udfordrende at give et entydigt svar pa, hvorvidt proliferationsevnen i en
patientprgve er nedsat, ud fra histogrammerne eller 0,05-fraktilerne.

Alene ud fra vores resultater, og med det forbehold at vi ikke ved, hvor patienter ville ligge,
vil det derfor maske vaere en fordel at inkludere en ekstra fortynding af PHA pa f.eks. 1:250-
fortynding (40 pg/uL). Dette i habet om at fa resultater i et mere snaevert interval end ved
1:500, men med en stgrre afstand til 100%, end ved 1:100 PHA, ligesom der ses ved vores
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histogrammer ved stimulation med 1:4 a-CD3 (Figur 38-40).

Af histogrammerne ved stimulation med fortyndingerne af a-CD3 g@gr samme mgnster sig
geldende, idet der ses lavere og mere spredte resultater, jo st@rre fortynding af a-CD3 der
anvendes. Stimulation med 1:2 a-CD3 ser dog generelt ud til ikke at give et nzer sa kraftigt
proliferativt repsons som 1:100 PHA, og derudover ses ogsa en lidt stgrre spredning af
resultaterne. Dermed giver denne fortynding muligvis et mere retvisende billede af den
biologiske variation, og kan derfor ogsa sandsynligvis veere mere anvendelig ift. diagnostik
end 1:100 PHA.

Ved stimulation med 1:8 a-CD3 (Figur 41-43) fordeler resultaterne sig jeevnt mellem 3 og
83%. En 1:8 fortynding af a-CD3 ma herudfra vurderes at give et for svagt proliferativt
signal, til at hverken histogrammer eller 0,05-fraktiler vil kunne bidrage til skelne patienter
med nedsat proliferationsevne fra raske individer.

6.7 Sammenligning med videnskabelige studier

Vi har ifm. projektet forsggt at identificere videnskabelige studier, som ligesom os har haft
til formal at undersgge den biologiske variation i T-cellers proliferationsevne eller beskrive
et referenceomrade til in vitro T-celle proliferationsanalyse. Dette med henblik pa evt.
metode- og/eller resultatsammenligning.

Trods anvendelse af forskellige spgestrategier i forskellige databaser (Bilag 8), var det dog
generelt en udfordring. En mulig forklaring pa dette kan vaere, at relativt fa patienter
diagnosticeres med PID. Derfor har forskning i en analyse, som udelukkende anvendes
hertil, maske heller ikke har veeret af hgjeste prioritet. Vi fandt dog et par nyere
videnskabelige studier, som vil blive diskuteret i det fglgende.

Alsalamah et al. fra 2019 (13) fremhaever netop det problematiske i, at der, trods
proliferations analyser har vaeret anvendt diagnostisk i over 50 ar, endnu ikke er etableret
referenceomrader. | studiet udfgres T-celle proliferations analyse pa blodprgver fra 440
raske kontroller. Herudfra angives 95%-referenceintervaller ved beregning af 0,025 og
0,975-fraktiler. Vigtigt at bemeerke er, at studiet anvender den nuvaerende
“guldstandmetode” baseret pa maerkning af cellerne med radioaktivt maerket thymidin.
Derfor udggres vaerdierne i intervallet af “stimulations-indexer”, og ikke en procentdel af
prolifererede celler som vores resultater. Dermed er en direkte resultatsammenligning ikke
meningsfuld. Trods dette diskuteres en raekke pointer med relevans for vores projekt.
F@rst og fremmest nar studiet frem til et bredt interval ([134; 2220,5]), hvilket er et udtryk
for, at der ogsa eksisterer en stor biologisk variation, nar der inddrages en stgrre stikprgve
end i vores projekt. Studiet papeger derfor, at tolkning af patientprgver ud fra kontroller
alene, indebaerer en betydelig risiko for falsk positive og falsk negative analysesvar.
Studiet inddrager endvidere resultater fra 39 patienter med SCID og 52 patienter med CID.
Blandt patienterne med SCID blev der beregnet stimulatonsindexer pa mellem 0 og 4,1. Da
disse ligger betydeligt under referenceintervalletes nedre graense, konkluderes det, at
nedsat prolifeationsevne hos disse patienter vil vaere forholdsvist let at identificere.
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Ved gruppen af CID findes stimulationsindexer mellem 0,8 og 241,3. Ift. dette kan patienter
med andre undertyper af PID, altsa have en mindre nedsat proliferationsevne. Nogle af
disse vil muligvis risikere falsk negativt svar, hvis der alene tolkes ud fra
referenceintervallets nedre graense. Det samme vil sandsynligvis ggre sig gaeldende nar
analysen foretages flowcytometrisk. Dette understreger en af de risici, der er forbundet ved
udelukkende at anvende referenceintervaller/fraktiler til vurdering af patientprgver, og
underbygger saledes ogsa vores valg om ogsa at praesentere resultater i form af
histogrammer.

| Marits et al. (2014) (12) praesenteres ligeledes 95%-referenceintervaller, som anvendes til
proliferations analyse pa Karolinska University Hospital i Stockholm. Intervallet er baseret pa
beregninger af 0,025- og 0,975-fraktiler ud fra malinger pa over 100 raske bloddonorer.
Trods der her benyttes en flowcytometrisk analyse, varierer metoden betydeligt fra vores.
Analysen foretages bl.a. pa fuldblod og udfgres pa en anden type flowcytometer, somi
stedet for procentdelen, maler antallet af prolifererede celler pr. uL blod. Herved er en
direkte resultatsammenligning heller ikke mulig ift. dette studie.

| Azariz et al. (38) fra 2017 undersgges anvendelsen af en flowcytometrisk T-
celleproliferations analyse til diagnostik af patienter med PID. Selv om studiets formal ikke
direkte er at definere et referenceinterval, analyseres 25 raske individer, hvorefter
middelvaerdien + SD benyttes til at afggre, hvorvidt proliferationsevnen hos 46 patienter
med klinisk mistanke om PID har nedsat proliferationsevne. Resultater angives, ligesom i
vores metode, som procentdelen af prolifererede T-celler.

For de 25 kontroller udregnes middel £ SD til 67,9 + 8,79%. For at kunne vurdere, hvordan
dette stemmer overens med vores resultater, har vi for vores resultater for CD3+ celler ved
stimulation med 1:500 PHA forsggt at beregne en tilsvarende vaerdi, hvorved vi fik 57,20% +
15,04%. Det skal dog bemaerkes, at vi i vores projekt bevidst har fravalgt beregning af
middelvaerdier og spredning, idet vi vurderede, at dette kun vil veere meningsfuldt at
anvende som referenceomrade, safremt data er normalfordelte. Derfor er denne beregning
udelukkende foretaget, for at ga med pa studiets praemis.

Taget i betragtning, at de i studiet stimulerer med den halve koncentration af PHA (1 pg pr
100 pL), kunne man alene ud fra vores idé om, at malingerne spredes mere og blive mindre,
jo mindre kraftig stimuli der anvendes, forvente, at middelvaerdien i studiet havde veeret
lavere. At dette ikke er tilfaeldet kan veere et resultat af, at donorerne inkluderet i vores
projekt i gennemsnit har hgjere proliferationsevne end kontrollerne inkluderet i studiets, og
dermed et udtryk for stor biologiske variation. Dette ville understrege vores pointe om at
hverken 25 eller 30 raske individer ngdvendigvis er udtemmende ift. at beskrive denne.

Det er dog vigtigt at bemaerke, at studiets metode pa flere punkter afviger fra vores. Bl.a.
anvendes et andet fluorescerende farvestof end CTV, inkubationstiden er mindre, og der
anvendes et flowcytometer fra et andet maerke og en anden gatingstrategi. Samtidig
fremgar det ikke klart af metodeafsnittet, hvor stort cellevolumen, stimuli tilseettes, hvilket
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er afggrende for de endelige resultater. Derfor er ovenstaende alene baseret pa antagelser.
Studiet analyserer desuden proliferationevnen hos 46 patienter, som i Igbet af studiets
varighed (5 ar) diagnosticeres med forskellige undertyper af PID. Her beregnes middel + SD
til 31,1+28,8%. Den store SD indikerer her, ligesom i Alsalamah et al., at T-cellers
proliferationsevne ogsa kan variere blandt de enkelte typer af PID, hvilket ma tages med i
overvejelserne ved tolkning af patientprgver.

Det at alle de omtalte studier benytter metoder til proliferationsanalysen som i st@rre eller
mindre grad afviger fra vores, papeger en anden mulig forklaring pa vores udfordring ift. at
identificere lignende studier; Sa laenge der ikke findes en standardiseret metode til udfgrsel
af analysen, er det heller ikke muligt at fremstille referenceomrader, som kan benyttes pa
tvaers af laboratorier. Beskrivelse af referenceomrader vil sdledes kun have vaerdi, for det
laboratorie det er fremstillet i.

Ydermere giver studierne udtryk for, at der eksisterer en stor biologisk variation i T-celle
proliferationsevne bade blandt raske individer, men ogsa mellem de enkelte patienter.
Dette indikerer at vurdering af proliferationsevne ikke er sort-hvid og understreger vores
pointe om, at tolkning af patientprgver ikke ngdvendigvis kan ske ud fra standardiserede
kvantitative beslutningsgraense. Trods dette mainformation om hvordan 30 donorer
fordeler sig trods alt udggre bedre sammenligningsgrundlag end 1-2 kontroller alene.

51



7 Konklusion

Pa baggrund af stor variation i de opnaede resultater blandt de inkluderede donorer, er det
uklart, hvorvidt vores stikprgve pa 30 donorer, giver et retvisende billede af den generelle
biologiske variation i T-cellers proliferationsevne. Derfor ma det ogsa konkluderes, at
benyttelse af vores fremstillede histogrammer og beregnede 0,05-fraktiler til tolkning af
patientprgver er forbundet med en vis usikkerhed, hvorfor fraktilerne ikke udggr entydige
diagnostiske beslutningsgraenser.

Hvilke af de fremstillede histogrammer og 0,05-fraktiler, der om nogle, vil vaere mest
anvendelige ift. diagnostik af patienter med nedsat prolfierationsevne, er uklart, pga.
manglende mulighed fra inddragelse af patientprgver. Inddraget videnskabelig litteratur
indikerer dog, at graden af nedsaettelse i proliferationsevne kan variere afhaengigt af PID-
undertypen.

Trods dette konkluderes det, at vores histogrammer og fraktiler i kombination med viden
om de enkelte PID-undertyper, ma udggre et mere solidt sammenligningsgrundlag til
tolkning af patientprgver end 1-2 kontroller alene.

8 Perspektivering

| dette projekt er der blevet forsggt beskrevet referenceomrader til in vitro proliferations
analyse pa KIA, AaUH. Denne analyse kan bidrage til udredning af patienter mistaenkt for
primaer immundefekt. | foraret 2022 er netop denne patientgruppe blevet godkendt til at
modtage helgenomsekventering via Nationalt Genom Center, som led i deres
sygdomsudredning. Dette forventes at kunne bidrage til mere pracis diagnostik, og dermed
0gsa mere malrettet og individualiseret behandling.

Med sekventering fglger imidlertid ogsa et gget behov for afklaring af, hvorvidt fundne
varianter i genotypen er arsag til patientens faenotypiske tilstand. Til dette er
immunologiske analyser ngdvendige. Dermed forventes den analyse vores projekt centrerer
sig om, ogsa at blive udfgrt i stigende grad i de kommende ar. Dette ggr det kun endnu
vigtigere at analysesvarene er af hgj kvalitet, hvilket vores referenceomrader forventes at
kunne bidrage til. Den ggede udfgrsel af analysen i fremtiden, ser vi desuden som en oplagt
mulighed for, at afdelingen inkluderer donorblodprgver ved hvert analyseopseet, hvorved
referenceomraderne med tiden vil kunne udbygges og kvalificeres yderligere (39).
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