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1. Forkortelser
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2. Forsggets formal og hypotese

Formalet med dette observationelle, prospektive, translationelle biomarkgrforsgg, som
omfatter biologisk materiale fra blod, led og brusk- og knoglevev fra patienter med
inflammatoriske gigtsygdomme, der fglges i klinisk praksis, er at identificere een, flere eller et
panel af nedenstaende biomarkgrer.

| forsgget udtages biologisk materiale til undersggelse af fglgende hypoteser:
1. AtmikroRNA-ekspressionsprofiler kan diagnosticere sygdommen pa et tidligt tidspunkt,
praediktere behandlingsrespons og bivirkninger samt prognosticere sygdommens forlgb.
2. At gen- og SNPs-profiler kan diagnosticere sygdommen pd et tidligt tidspunkt,
praediktere behandlingsrespons og bivirkninger samt prognosticere sygdommens forlgb.
3. At protein-ekspressionsprofiler kan diagnosticere sygdommen pa et tidligt tidspunkt,
pradiktere behandlingsrespons og bivirkninger samt prognosticere sygdommens forlgb.
4. At metabolit-ekspressionsprofiler kan diagnosticere sygdommen pa et tidligt tidspunkt,
praediktere behandlingsrespons og bivirkninger samt prognosticere sygdommens forlgb.

Med denne viden vil man herefter i fremtiden forhabentligt kunne:

o Afklare (diagnosticere) tidligere i sygdomsforlgbet, om en patient med gigtsymptomer
har en inflammatorisk gigtsygdom samt udfgre basalforskning vedr.
sygdomsmekanismer.

e Identificere patienter med inflammatoriske gigtsygdomme, der har stor sandsynlighed
for at respondere positivt pa en eller flere medicinske behandlinger (og tilsvarende
identificere de patienter, som har stor risiko for at en behandling ikke virker pa dem).

e Identificere patienter med inflammatoriske gigtsygdomme, der har stor risiko for at
udvikle alvorlige bivirkninger til en eller flere medicinske behandlinger.

¢ Identificere patienter med inflammatoriske gigtsygdomme, der har et meget aggressivt
sygdomsforlgb og derfor skal tilbydes speciel medicinsk behandling.

Projektet vil gge vores viden om inflammatoriske gigtsygdomme og skabe fundamentet for at
forbedre sygdomsforlgbet og behandlingen af de ramte patienter. Individuelle, malrettede
behandlingsforlgb ("Personalized medicine”), hvor patienterne behandles med virksom
medicin uden bivirkninger vil veere en terapeutisk gevinst. Hermed kan vi nad det overordnede
mal:

at forbedre livskvaliteten og overlevelsen for patienter med inflammatoriske
gigtsygdomme

3. Baggrund og problemstilling

Inflammatoriske gigtsygdomme

Mindst 75.000 danskere lider af kronisk leddegigt (RA), psoriasisgigt (PsA), eller Mb.
Bechterew (AS, rygsgjlegigt). Hertil kommer et antal sjeeldnere bindevaevssygdomme som fx
systemisk lupus erythematosus (SLE), polymyositis (PM), sclerodermi og Sjggrens syndrom.
Disse inflammatoriske gigtsygdomme er lidelser, som medfgrer smerter og ledgdelzaeggelser,
nedsat funktionsevne, fglgesygdomme (fx osteoporose og hjertesygdomme), nedsat
erhvervsevne og risiko for tidlig dgd. For at mindske savel de personlige som de
samfundsmaessige omkostninger ved disse kroniske sygdomme er der et stort behov for
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yderligere viden om, hvordan de bedst kan behandles, sdledes at sygdommen hos den enkelte
patient bringes i ro, uden overbehandling og skadelige bivirkninger. Derved kan
folgevirkningerne af sygdommen mindskes sd meget, at patienterne kan leve et naesten normalt
liv.

DANBIO databasen

DANBIO databasen, som blev etableretiar 2000,er landsdaekkende og indeholder aktuelt mere
end 25.000 patienter med inflammatoriske gigtsygdomme. DANBIO er godkendt af
Sundhedsstyrelsen som kvalitetsdatabase og fungere i praksis som en slags elektronisk
patientjounal for denne gruppe patienter. Patienterne er tilknyttet reumatologiske
hospitalsafdelinger eller praktiserende specialleeger i reumatologi. De fglges i princippet
livslangt i DANBIO. Som led i den rutinemazessige behandling og monitoring registreres
prospektivt kliniske og parakliniske oplysninger om den enkelte patient, bla. diagnose,
sygdommens forlgb, de ivaerksatte behandlinger og deres effekt og bivirkninger, patientens
egen vurdering af sin sygdom, resultater af billediagnostiske undersggelser mm. Oplysningerne
i DANBIO kan (efter tilladelse fra Videnskabsetisk Komite og Datatilsynet) kobles til andre
nationale danske registre (fx Landspatientregistret, Cancerregistret, Receptregistret osv.).
Herigennem kan den enkelte patients gigtsygdom og dens fglgevirkninger for helbred,
erhvervsevne, overlevelse og komorbiditeter fglges ngje over mange ar.

Medicinsk behandling

Den medicinske behandling af de inflammatoriske gigtsygdomme har undergaet en dramatisk
forbedring i de seneste ca. 15 ar. Det skyldes dels en mere aggressiv behandling med de
traditionelle gigtpraeparater (kaldet DMARDs), bla. cellegiften methotrexate, men ogsa
udviklingen af sdkaldte biologiske laegemidler som fx. tumor-nekrosis faktor alfa heemmere
(TNFa-haemmere) har forbedret behandlingsmulighederne for de hardest ramte patienter.
Behandling med biologiske laegemidler er associeret med alvorlige bivirkninger (arligt hos op
til 4 %) som f.eks. alvorlige infektioner (arligt hos op til 2 %, svarende til ca. 34 % ggning i
risiko), allergiske reaktioner, ligesom der muligvis er en gget risiko for visse typer hudkraeft.
De biologiske laegemidler er meget kostbare - ca. 100.000 kr. om aret for behandling af én
patient. [ 2012 var de samlede omkostninger til biologiske praparater i Danmark ca. 1 mia kr.
For alle de biologiske behandlinger geelder, at de heemmer immunologiske signalmolekyler som
TNFa, interleukin-1, interleukin-6, CD20 overflademolekylet pa B-celler og det ko-
stimulatoriske signal CD80/CD86:CD28 mellem T-lymfocytter. Fremover forventer vi, at flere
nye biologiske (og ikke-biologiske) leegemidler f.eks. JAK (Janus Kinase) haemmere og
kopipraeparater af biologiske laeegemidler ("biosimilars”) vil blive markedsfgrt.

Biologiske behandlinger anvendes til patienter med inflammatoriske gigtsygdomme, hvis f.eks.
behandling med DMARDs har haft utilstreekkelig effekt eller har forarsaget uacceptable
bivirkninger. De biologiske leegemidler har god eller moderat effekt hos op til 60 % af
patienterne, men efter et til flere ars behandling aftager effekten hos en undergruppe af
patienter, der sa ma skifte behandling. Pa nuveaerende tidspunkt mangler leegerne redskaber til
at praediktere, hvilke praeparater der vil vaere mest egnede for den enkelte patient, bade med
hensyn til kort- og langsigtet effekt og bivirkninger.

Nuvaerende monitorering af sygdomsaktivitet og -progression
[ daglig klinisk praksis vurderes i overensstemmelse med geeldende kliniske retningslinier
sygdomsprogression (forveerring af ledskade) hos patienter med inflammatoriske
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gigtsygdomme rutinemeessigt med konventionel rgntgenundersggelse samt evt.
ultralydsundersggelse og magnetisk resonans (MR)-skanning.

Nuvaerende monitorering af komorbiditeter

I daglig praksis anbefales i overensstemmelse med gaeldende Kkliniske retningslinier arlig
screening for osteoporose (knogleskgrhed) med bla. dual-energy-x-ray-absorptionmety (DXA)-
scanning , hjertekarsygdomme (kolesteroltal, blodtryk, body mass index (BMI)),
ekstraartikuleere manifestationer samt tilstedevarelse af andre komorbiditeter (fx.
lungesygdomme, hormonsygdomme, cancersygdomme, mavesar, depression), og resultaterne
registreres i DANBIO.

Biomarkgrer til monitorering af gigtsygdomme

Hvor rgntgenundersggelse giver et billede af den akkumulerede sygdomsaktivitet over flere ar,
vil maling af egnede cirkulerende biomarkgrer for inflammation, brusk- og knogleomsaetning
kunne give et gjebliksbillede af sygdomsrelaterede biokemiske processer.

En biomarkgr defineres som “en karakteregenskab, der kan males objektivt og evalueres som
en indikator for en normal biologisk proces, en patologisk proces eller et farmakologisk respons
til en terapeutisk intervention”. Biomarkgrerne kan anvendes til klinisk pavisning af
gigtsygdomme (tidlig diagnose) eller klinisk opfglgning (prognose, behandlingseffekt og
monitorering med henblik pa tidlige tegn pa sygdomsprogression). Den ideelle diagnostiske
biomarkgr kan fastsla en diagnose med hgj sensitivitet og specificitet. Praediktive biomarkgrer
kan forudsige effekt af eller bivirkninger til en given behandling.Prognostiske biomarkgrer kan
derimod forudsige sygdomsforveerring uafthaengigt af behandling.

Biomarkgrer omfatter et spektrum af molekyler med forskellige karakteristika. En biomarkgr
kan fx veere et begrenset antal gensekvenser, mikroRNA, DNA, SNP, proteiner eller
metabolitter, der kan veaere relateret til bade inflammationsprocesser og biologiske processer i
relation til veevsnedbrydning eller medicinomsaetning. Omfattende genetisk kortleegning har
gget muligheden for udvikling af bedre genetiske biomarkgrer fx. i form af et panel af
biomarkgrer. Mikroarray teknikker, der kan profilere ekspressionen af titusindvis af gener og
hundredvis af mikroRNA samtidigt har revolutioneret dette forskningsfelt.

Identifikation af nye biomarkgrer i blod, ledvaeske og veev fra patienter med inflammatoriske
gigtsygdomme har derfor et stort potentiale til at hjeelpe med at pavise blandt andet hvilke
patienter, der vil have gavn af forskellige behandlinger. Det ville veere godt for patienten og
samfundsgkonomisk hensigtsmaessigt, hvis man kunne give den rigtige medicin til den rigtige
patient pa det rigtige tidspunkt og undga ungdvendige /virkningslgse behandlinger og mindske
antallet af bivirkninger.

I de senere ar har en rivende udvikling fundet sted med hensyn til kortleegning af den
menneskelige arvemasse (det humane genom). Der forskes ogsa intensivti at identificere andre
biomarkgrer (mikroRNA, proteiner og metabolitter), der kan males i blodet og varierer med
sygdomsaktivitet. Samtidigt har forskningen skabt hab om, at netop genetiske faktorer og andre
biomarkgrer maske kan forudsige, hvilken behandling, som gavner den enkelte patient
("Personalized medicine”). Dette er et nyt og hurtigt voksende forskningsfelt. Der findes i dag
kun fa studier vedr. gen-, RNA-, mikroRNA- og protein-ekspressions samt metabolit-profiler i
fuldblod, plasma, serum, ledvaeske og veev fra patienter med inflammatoriske gigtsygdomme.
Enkelte af disse biomarkgrer kan skelne mellem syge og raske. Ekspressionen af enkelte af
disse biomarkgrer er associeret til prognosen, men ingen resultater er endnu validerede. Der
findes kun sma undersggelser pa fa patienter af disse mulige nye biomarkgrer i relation til
behandlingsrespons og risiko for bivirkninger, og ingen af fundene er blevet bekreeftet.
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Med de planlagte undersggelser i blod, ledvaeske og veaev af en lang raekke biomarkgrer
(mikroRNA, gener, SNPs, proteiner og metabolitter) hos patienter med inflammatoriske
gigtsygdomme fgr, under og efter forskellige typer behandling haber vi at gge vores viden om
hvilke patienter, der bgr tilbydes en specifik og gavnlig behandling. Biomarkgrprofilerne malt
undervejs i et behandlingsforlgb vil desuden kunne hjaelpe med at identificere patienter, der
skal ophgre med behandlingen pga. ineffektiv terapi, sdledes at patienter ikke behandles
ungdvendigt.

Potentielle biomarkgrer, der vil blive undersggt i aktuelle forsgg

Nedenfor fglger et resume vedr. de markgrer, som vi gnsker at undersgge i aktuelle forsgg.
Listen af biomarkgrer vil lgbende blive revideret i takt med den seneste nationale og
internationale forskning i feltet. Forskningsfeltet indenfor praediktive og prognostiske
biomarkgrer hos patienter i biologisk behandling er nyt, og der er endnu ikke identificeret
klinisk anvendelige biomarkgrer til de naevnte formal. Pga. det store antal patienter, der
inkluderes i projektet, vil det veere muligt at foretage bade "discovery-studier” og "treenings- og
valideringsstudier”.

¢ Gen- og mikroRNA ekspressionsprofiler samt SNPs

Gener, RNA og mikroRNA kan have betydning for farmakokinetiske egenskaber fx.
laegemidlers optagelse, halveringstid og binding til receptorer. Det er derfor
nzerliggende at undersgge om variation i gener, RNA og mikroRNA kan forudsige
behandlingseffekt. Genetisk variation deekker blandt andet over begreber som single
nukleotid polymorfier (SNP) og copy number variation (CNV). SNP er en a&ndring af en
enkelt base (A, T, C eller G) i et specifikt locus og repraesenterer den hyppigste form for
genetisk variation i det humane genom. CNV defineres som en dublikation eller deletion
af DNA-segmenter pa 1000 basepar eller mere.

Siden opdagelsen af mikroRNA er der sket et paradigmeskift indenfor forstaelsen af
genregulering. MikroRNA er sma ikke-kodende sekvenser pd 19-25 nukleotider, som
modulerer translationen af messenger-RNA (mRNA). Man kender i dag >2000
forskellige humane mikroRNA, som regulerer gener af betydning for fx inflammation,
veevsnedbrydning, angiogenese, apoptose, og fibrose. MikroRNA kan bestemmes i
fuldblod, serum, plasma, ledvaeske, veev og urin. Cirkulerende mikroRNA er stabilt i
blodet, og man forventer i fremtiden at kunne bruge cirkulerende mikroRNA som
diagnostiske,preaediktive og prognostiske biomarkgrer ved en lang reekke sygdomme
heriblandt inflammatoriske gigtsygdomme.

[ forsgget vil blive benyttet Next Generation Sequencing (NGS), Whole Genome
Sequencing, WGS samt total exom sekventering (Whole Exome Sequencing, WES) og
total RNA-sekventering pa udvalgte prgver.

¢ Proteinmarkgrer for inflammation, brusk- og knogleomsaetning samt "Vectra
disease activity test”
High sensitive C-reaktivt protein (hs-CRP), cytokiner (bl.a. Interleukin (IL)-6, IL-8), "TNF
superfamily members” og deres ligander, kemominer, vaskuleer endothelialt growth
factor (VEGF) og YKL-40 afspejler inflammation, C-terminal telopeptides of collagen
type II (CTXII) og matrix metallopeptidase 3 (MMP-3) afspejler brusk metabolisme og
osteocalcin, CTX-I, sclerostin og dickkopf 1 protein (DKK-1) afspejler
knoglemetabolisme. "Vectra disease activity test” analyserer 12 biomarkgrer, relateret
til inflammation, brusk og knogle metabolisme, i en test. Disse biomarkgrer er fundet
forhgjet hos patienter med inflammatoriske gigtsygdomme. Deres verdi som
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praediktive og prognostiske biomarkgrer er ikke velundersggt hos gigtpatienter i
biologisk behandling. Tidligere resultater vil kunne valideres i aktuelle projekt.

¢ Antistoffer mod biologisk medicin
Flere studier har vist, at RA og AS patienter, der udvikler antistoffer mod biologisk
behandling (anti-drug antibodies, ADA) har mindre effekt af og/eller gget risiko for
bivirkninger til behandlingen. Der er desuden kasuistiske meddelelser om gget dannelse
af antistoffer mod kopi-praeparater af biologisk medicin (biosimilars). Det er vigtigt at fa
dette spgrgsmal bedre belyst og afklaret.

e Metabolitter

Der findes mange tusinde metabolitter (molekyler med molekyleer vaegt <1.500 Da) i
menneskekroppen. "Metabolomics” er studiet af metabolitter i biologiske vasker, vaev
og isolerede celler. "Metabolome” repraesenterer en dynamisk enhed, som er relateret
til genomet af en bestemt organisme og reflekterer den vedvarende interaktion af
metaboliske- og signalveje i relation til interaktion med omgivelserne, inkluderende
dieet, medicin, patofysiologiske egenskaber m.v.Nuclear Magnetic Resonance (NMR)-
spektroskopi er en avanceret metode, der bygger pa atomkerners spin. NMR kan bruges
til at undersgge molekylers struktur og deres rumlige og elektroniske opbygning. NMR
spektra af biologiske prgver indeholder signaler af mange sma molekyler, der er til stede
i prgven. NMR spektra eller profiler af biologiske prgver er fundet informativt mht. diag-
nose og prognose af forskellige sygdomme, inklusiv inflammatoriske gigtsygdomme, og
vil maske muligggre inddeling af patienterne i forskellige kategorier (fx rask vs. syg,
behandlingseffekt vs. ikke effekt af behandling).

5. Forsggets design, metode og styrkeberegning

Registrering af patienter i DANBIO databasen sker i overensstemmelse med
Sundhedsstyrelsens retningslinier for kliniske kvalitetsdatabaser. Lagemidlerne ordineres
som normalt, og beslutningen om at ordinere laegemidlet er klart adskilt fra beslutningen om
at inkludere en patient i DANBIO. Selve behandlingen sker ikke efter en forsggsprotokol men
falger almindelig praksis. Der er tale om et observationelt studie.

For at teste hypoteserne og na de opstillede formal planleegges tre delforsgg:

1) Tveersnitsstudie. Alle patienter, som er inkluderet i DANBIO databasen (ialt ca. 20.000
patienter), vil blive adspurgt om at deltage, nar de mgder til klinisk kontrol for deres
gigtsygdom (Figur 1). Disse patienter far udtaget blodprgver een gang og kliniske og
parakliniske oplysninger indhentes fra DANBIO databasen og journalgennemgang.

2) Longitudinelt studie. Alle patienter, som er inkluderet i DANBIO databasen, vil blive
adspurgt om at deltage i forbindelse med, at de pabegynder ny medicinsk behandling for deres
gigtsygdom (ca. 3.000 patienter arligt, figur 1). Der udtages blodprgver fgr behandlingen
pabegyndes, efter 3, 6 og 12 maneder, og derefter arligt i 5 ar. Der udtages ogsa blodprgver,
hvis behandlingen ophgrer fx pga. manglende effekt eller bivirkninger. Hvis der skiftes til en
anden behandling starter blodprgvetagningen forfra. Ved hver blodprgve indhentes kliniske og
parakliniske oplysninger fra DANBIO databasen og journalgennemgang.
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3) Indsamling af andet biologisk vaev. Patienter, som er inkluderet i DANBIO databasen og
far udtaget ledvaeske, vaevsprgver fra synovialis (ledhinder), brusk-, knogle- eller andet vaev
inkl. knoglemarv, vil blive adspurgt om at deltage. Repraesentative prgver af det udtagne vaev
vil blive gemt i forskningsbiobanken med henblik pa analyse for de naevnte biomarkgrer. Det
forventes arligt at andrage ca. 700 patienter (ledvaske), ca. 350 patienter (operationsvaev) og
350 patienter (knoglemarvsundersggelse). Kliniske og parakliniske oplysninger indhentes fra
DANBIO databasen og journalgennemgang.

Figur 1. Oversigt over patienter, som potentielt kan indga i de forskellige studier:

Tveersnitsstudie (2015-38):

1 szet blodpregver

Kronisk leddegigt
N=13.500

Longitudinelt studie (2015-2038):

Blodprgver tages ved behandlingsstart og efter 3, 6 og 12 mdr,
derefter arligt i fem ar eller ved ophgr/skift/bivirkninger

Kronisk leddegigt n

N=3.500 nye/ar

Mb. Bechterew

N= 500 nye/ar

Psoriasisgigt '
N= 1.000 nye/ar

Andre gigtsygdomme

N=200

For det longitudinelle studie gzelder, at vi forventer at antallet af indsamlede prgver i lgbet af
forsggets 10 arige indsamlingsperiode vil give tilstraekkelig statistisk styrke til at identificere
savel prognostiske som praediktive markgrer, hvis disse er til stede hos 10 % af patienterne. Da
forskningsomradet er jomfrueligt, er det ikke muligt pd nuveaerende tidspunkt at foretage
egentlig styrkeberegning.

Mb. Bechterew Psoriasisgigt

Andre gigtsygdomme
N=2.700

N= 2.000 N=3.000

Alle patienter, som har afgivet informeret samtykke og inkluderes i undersggelsen, far udtaget
60 ml blod (Tversnitsstudiet, Baselinebesgg i Longitudinelt studie samt Indsamling af andet
vaev), til gvrige besgg i Longitudinelt studie udtages 30 ml blod. Blodet fordeles i flere prgvergr,
som egner sig til de forskellige analyser (se figur 2).

6. Oprettelse af en forskningsbiobank
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Vi forventer, at de planlagte forsgg kan forbedre diagnostik, praediktion af behandlingseffekt,
forebyggelse af bivirkninger og langtidsprognose hos patienter med inflammatoriske
gigtsygdomme. Herved faciliteres translationel forskning pad internationalt niveau, som kan
fore til identifikation af flere nye biomarkgrer og udvikling af tilhgrende tests. Dette vil veere et
vigtigt supplement til billeddiagnostik (rgntgen, MR, UL og CT scanninger, m.v.), invasiv
diagnostik (biopsi, m.v.) og rutineblodprgver (haemoglobin, leukocytter, differentialtzelling,
trombocytter, kreatinin, levertal, C-reaktivt protein, autoantistoffer (IgM-reumafaktor, anti-
CCP, anti-nuklezere antistoffer, anti-DNA), vaevstype m.v.).

Alle 24 reumatologiske afdelinger i Danmark (Glostrup, Rigshospitalet, Gentofte, Hillergd,
Rgnne, Frederiksberg, Kgge/Roskilde, Holbaek, Slagelse, Odense, Svendborg, Grasten
Gigthospital, Esbjerg, Fredericia, Horsens, Kolding, Vejle, Silkeborg, Arhus, Holstebro, Viborg,
Hjgrring, Randers, Alborg) vil i Igbet af 2015 blive koblet pa Dansk Reuma Biobank, som har til
formdl at muligggre indsamling af blodprgver til denne type forskningsbiobanker. Alle
reumatologiske afdelinger er derfor blevet inviteret til at deltage i projektet, og pa nuverende
tidspunkt (august 2014) har 12 afdelinger meldt tilbage, at de gnsker at deltage. For de
deltagende afdelinger vil de indsamlede blodprgver blive handteret i henhold til Dansk Reuma
Biobanks laboratoriemanual for forskningsbiobanker (punkt 18), og opbevaret pa de
tilhgrende Klinisk Biokemiske afdelinger. Patienter, der fglges hos praktiserende speciallaeger,
tilbydes ogsa deltagelse efter neermere aftale.

Alle projektprgver opbevares kodet. Forskningsbiobanken administreres fra Copenhagen
Center for Arthritis Research pa Glostrup Hospital i samarbejde med projektgruppen efter
naermere aftale.

DANBIO databasen indeholder de tilhgrende kliniske og parakliniske patientdata. I takt med at
der inkluderes patienter i forsgget vil disse data blive kontrolleret. Det er en forudsatning for
at kunne identificere nye biomarkgrer pa patient-niveau, at alle kliniske oplysninger (fx
diagnose, sygdomsaktivitet, behandlinger og deres effekt og bivirkninger) er helt korrekte. I det
omfang, at en (for forsgget uvedkommende) undersggelse, som burde veeret foretaget som led
i den rutinemaessige monitorering, ikke er udfgrt, vil en leege eller en sygeplejerske pa
afdelingen foranledige at dette finder sted.

De indsamlede blod- og veevsprgver vil blive gemt i hgjst 15 ar i forskningsbiobanken. Evt.
overskydende restmateriale (blod- og vaevsprgver) vil efter 15 ar overga til en biobank. Safremt
der planleegges nye undersggelser pa materialet vil VEK blive ansggt om tilladelse hertil.

Hver biomarkgr vil blive vurderet i henhold til REMARK anbefalingerne.

Man kender i dag ikke funktionen af alle mennesketsgener, RNA, mikroRNA, SNPs, proteiner og
metabolitter, der cirkulerer i blodbanen. Forskningsfeltet er i stor udvikling pga. bedre
teknikker og der vil sandsynligvis i lgbet at den naermeste arraekke blive identificeret en raekke
nye biomarkgrer hos patienter med inflammatoriske gigtsygdomme.

I det omfang det skgnnes formalstjenligt at udfgre undersggelser som ikke kunne forudses pa
nuveerende tidspunkt vil disse kun finde sted efter tilladelse fra Videnskabsetisk Komite. I
henhold til projektets formal vil der udover analyse af kendte potentielle biomarkgrer blive
gemt blodprgver, ledveeske og vav til senere analyse af nye, aktuelt ukendte, potentielle
biomarkgrer. Nogle analyser vil blive udfgrt pa laboratorier i udlandet. Mens det biologiske
materiale befinder sig i udlandet er det omfattet af det pagaeldende lands lovgivning. Eventuelt
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overskydende biologisk materiale efter analyser i udlandet sendes retur til Danmark. Der vil
vere danske forskere involveret i alle studierne.

7. Statistiske overvejelser

For det longitudinelle studie gaelder, at vi forventer at antallet af indsamlede prgver i lgbet af
forsggets 10 arige indsamlingsperiode vil give tilstraekkelig statistisk styrke til at identificere
savel prognostiske som praediktive markgrer, hvis disse er til stede hos 10 % af patienterne. Da
forskningsomradet er jomfrueligt, er det ikke muligt pd nuveerende tidspunkt at foretage
egentlig styrkeberegning.

Der vil blive foretaget styrkeberegning fgr analyse af de enkelte biomarkgrer. Vi planlaegger at
benytte fglgende statistikprogrammer til dataanalyserne:

e STATA version 12 ellersenere (Stata Corp LP, College Station, Texas)
Multiexperiment Viewer (MeV), version 4.4eller senere
The Significance Analysis of Microassays (SAM), version 3.0eller senere
The Prediction Analysis of Microarrays (PAM), version 2.1eller senere
R-software package (www.r-project.org)
Plink software (http://pngu.mgh.harvard.edu/ ~purcell/plink/)

e SASversion 9.1 eller senere(SAS Institute, Cary, NC, USA)
Fglgende statistiske test vil blive anvendt (listen er ikke udtgmmende): Student’s t-test,
Pearson’s chi-square test, Mann-Whitney U-test, general linear models, logistic regression,
Kaplan-Meier kurver, log-rank statistik samt Cox regressions analyse. Fagstatistikere vil blive
inddraget i beregningerne efter behov.

8. Forsggspersonerne, herunder in- og eksklusionskriterier

Inklusionskriterier:
e Patienter, der er registreret i DANBIO med de til DANBIO hgrende diagnoser. Desuden
patienter, der registreres i DANBIO pa mistanke om en af DANBIO diagnoserne.
e Informeret samtykke fra habil, myndig person over 18 ar gammel.

Eksklusionskriterier: Ingen.

9. Bivirkninger, risici og ulemper for forsggspersoner

Den udtagne maengde blod ved forsgget andrager 30-60 ml blod per besgg. De ekstra
blodprgver tages pa tidspunkter, hvor patienten alligevel far taget rutineblodprgver i
forbindelse med kontrol og behandling af sygdommen, idet den medicinske behandling kraever
hyppig blodprgvekontrol for at opdage evt. bivirkninger. Blodprgvetagningen kan vaere
forbundet med en kortvarig smerte (et stik) og man kan efterfglgende fa et blat maerke
(blodudtraedning). Risikoen for infektion i forbindelse med blodprgvetagningen ma anses for
at vaere helt minimal.

Kliniske og parakliniske data hentes fra DANBIO, hvor de er registreret som led i
rutinebehandlingen af patienterne og kontrol af behandlingskvalitet.
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10. Respekten for forsggspersonernes fysiske og mentale integritet samt
privatlivets fred

Forskningsbiobanken skal godkendes af Datatilsynet.

Det er vores vurdering, at forsgget respekterer forsggspersonernes fysiske og mentale
integritet samt privatlivets fred.

11. @konomiske forhold

Merete Lund Hetland, Julia Johansen, Estrid Hggdall har taget initiativ til forsgget.
Gigtforeningen og Danske Regioner har bevilliget hhv. 3,5 mio.kr. og 14 mio.kr. til etablering og
drift af Dansk Reuma Biobank, der har til formal at muligggre gennemfgrelse af landsdeekkende
projekter som det aktuelle. Disse bevillinger forventes at blive brugt til at indsamle de planlagte
projektprgver samt til at kvalitetssikre kliniske og parakliniske data i DANBIO databasen.
Dakning af udgifter til analyse af projektprgverne vil skulle ske for andre midler. Hertil vil vi
ansgge private og offentlige fonde og virksomheder i Danmark og i udlandet. Nar der opnas
stgtte, vil navn pa og belgb fra stgttegiver blive efteroplyst til VEK og til forsggspersonerne.
Sponsorer har ingen rolle i studiets design, statistiske analyser, fortolkning af data,
manuskriptudkast eller manuskriptrevision. Der er i forbindelse med forsgget ingen
gkonomisk gevinst for afdelingerne eller personalet.

12. Hvervning af deltagere

Til forsgget gnsker vi at rekruttere patienter, som allerede fglges i DANBIO databasen.

Vi planlaegger flere rekrutteringskanaler, idet patienterne er meget heterogene med hensyn til
alder, IT-kompetencer m.m., og afdelingerne har varierende ressourcer til og erfaring med at
handtere projektpatienter, se separat bilag.

Uanset rekrutteringsmade vil det af den skriftlige patientinformation tydeligt fremga, at
patienten ved behov tilbydes en uforstyrret samtale med mundtlig patientinformation samt at
de har ret til en bisidder.

For patienter, som gnsker mundtlig information gelder fglgende retningslinjer for
afgivelse af den mundtlige information og indhentelse af samtykke

Den mundtlige information vedrgrende projektet vil blive givet pa de reumatologiske
afdelinger og reumatologiske specialleegepraksis i Danmark i forbindelse med patientens
ambulante besgg. Samtalerne vil blive varetaget af laeger og sygeplejersker herfra. Samtalerne
vil finde sted i overensstemmelse med geldende retningslinjer fra Den Videnskabsetiske
Komité.

Inden informationssamtalen
o treeffes aftale om tid og sted for samtalen
e oplyses om, at der er tale om en forespgrgsel om deltagelse i et videnskabeligt forsgg
e oplyses om retten til betzenkningstid efter information og muligheden for at medbringe
bisidder til samtalen
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e har forsker overvejet deltagernes ret til at frasige sig viden om egne helbredsforhold

Informationssamtalen

e er ngje planlagt

e foregdri uforstyrrede rammer

e deltageren har pa forhdnd faet udleveret/tilsendt/downloaded skriftlig information

e deltageren gives tilstraekkelig tid til at leese den skriftlige information, lytte til den
mundtlige information og stille spgrgsmal

e informationen gives af den projektansvarlige leege eller af denne dertil bemyndigede
person med tilknytning til forsgget

Betenkningstid
e gives af mindst ét dggns leengde. Patienten kan vzelge at afsta fra betaenkningstid

Indhentelse af samtykke
e dervil veere en klar sasmmenhaeng mellem information og samtykke
o etsamtykke til forsggsdeltagelse skal som udgangspunkt afgives snarest efter afgivelsen
af informationen, dog under hensyntagen til forngden betaenkningstid

13. Tilgeengelighed af oplysninger for forsggspersoner

Patienterne vil blive kontaktet og informeret om de samlede resultater safremt de har valgt
dette.

14. Offentliggorelse af forsggsresultater

Resultaterne vil indga i flere engelsksprogede artikler, hvor de videnskabelige projektdeltagere
som opfylder medforfatterkriterierne i henhold til Vancouver-regelsaettet vil blive
medforfattere pa artiklerne. Forfatterraekkefglge bestemmes ligeledes i henhold til Vancouver-
reglerne.

Artiklerne vil fglge "/REMARK” anbefalingerne for nye prognostiske biomarkgrer. Savel positive,
negative og inkonklusive resultater vil blive offentliggjort.

Det forventes, at der vil blive samarbejdet med udenlandske forskere, idet nogle biomarkgr
undersggelser ikke vil kunne udfgres i Danmark.

15. Videnskabsetisk redeggrelse

Projektet vil ikke blive igangsat, fgr det er godkendt af Videnskabsetisk Komite. Forsgget
anmeldes til via regionens faellesanmeldelse til Datatilsynet.

Vi forventer at resultaterne vil veaere valide pd gruppeniveau, naeppe pa individniveau. De
inflammatoriske gigtsygdomme opstar som fglge af en raekke bade miljgmaessige og arvelige
forhold, og sidstnaevnte udggr kun en lille del af den samlede risiko. Til gengeeld haber vi at
kunne kortlaegge, i hvilket omfang genetiske og biologiske forhold pavirker chancen for at en
behandling virker og risikoen for at en behandling giver alvorlige bivirkninger. Resultaterne
vurderes at veere mindre fglsomme for patienten, end hvis der var tale om analyse for kendte
arvelige sygdomme. Da der er tale om omfattende genetisk kortleegning pa subgrupper af
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patienter har vi medtaget formuleringen: ”“Hvis der kommer nye vaesentlige
helbredsoplysninger frem om dig i forskningsprojektet vil du blive informeret. Vil du frabede
dig information om nye vaeesentlige helbredsoplysninger, som kommer frem i
forskningsprojektet, bedes du markere her: (seet x)” i samtykkeerkleeringen.

Tilbagemelding til forsggspersoner kan blive aktuel bade efter fund af mutationer i kendte
sygdomsgener, der specifikt undersgges, og hvis der forekommer tilfeeldighedsfund. Med
mindre forsggspersonen eksplicit frabeder sig det, vil forsggspersonen altid fd en
tilbagemelding om alvorlig genetisk betinget sygdom eller om tilfeeldighedsfund, hvis der er en
rimelig grad af sandsynlighed for, at en genetisk disposition er til stede, hvis der foreligger en
sikker dokumenteret sammenhang mellem den genetiske disposition og sygdomsudviklingen,
hvis de tests, som benyttes for at fastsla den genetiske disposition, er sikre, hvis sygdommen i
vaesentlig grad kan forebygges eller behandles og hvis sammenhaengen har en vasentlig
betydning for forsggspersonen (Jf. retningslinier fra Den Nationale Videnskabsetiske Komite
dok nr. 1293688 2. oktober 2013). Ved forekomst af tilfeeldighedsfund vil der blive oprettet en
komite af uathaengige sagkyndige, der skal vurdere, om der skal ske tilbagemelding, herunder
processen herfor (fx henvisning til kvalificeret rddgivning). Hvorvidt der skal ske
tilbagemelding til eventuelle slaegtninge, hvis forsggspersonen har frabedt sig oplysninger, eller
er dgd, vil blive afgjort ud fra et laegefagligt skgn af komiteen af uathaengige sagkyndige.

Den projektansvarlige laege pa hver afdeling/klinik vil sgrge for, at studiet bliver udfert i
overensstemmelse med den seneste revision af Helsinki-deklarationen.

Dansk lov om behandling af personoplysninger vil blive overholdt.

Alle patienter vil blive informeret skriftligt om formalet med studiet og efter evt.
beteenkningstid skal patienterne afgive skriftligt samtykke fgr inklusion. Hvis patienten gnsker
det, kan han/hun fa en samtale om projektet. Det understreges, at det er frivilligt at deltage i
forsgget og at patienten pa ethvert tidspunkt kan vaelge at treede ud af forsgget. Dette vil ikke
have indvirkning pa patientens behandling eller forhold til afdelingen i gvrigt.

Patientens samtykkeerklaering vil blive opbevaret i en mappe, der er last inde pa et kontor med
begrenset adgang pa de involverede afdelinger/Kklinikker. Desuden far patienten en kopi af
samtykket.

Der vil ikke blive foretaget nye undersggelser af blod og veevsprgverne, som ikke er beskrevet
i projektbeskrivelsen, uden at en tilleegsprotokol er blevet godkendt af den Videnskabsetiske
Komité.

[ undersggelsen inkluderes patienter, der er inkluderet i DANBIO databasen, med kendt eller
mistenkt inflammatoriske gigtsydomme. Formalet med projektet er at undersgge om en
bestemmelse af en rakke nye potentielle biomarkgrer kan forbedre diagnose,
behandlingsrespons samt prognose for patienter med inflammatoriske gigtsygdomme.

Patienterne vil fa taget de ekstra blodprgver samtidigt med, at de alligevel far foretaget
rutineblodprgver og skal sdledes ikke stikkes oftere. Der vil saledes blive udtaget i alt 30-60 ml
ekstra blod pr besgg, hvilket ikke udggr en risiko for patienten (hgjst 7 besgg per ar = 240 ml
arligt).

Vaevsprgver vil blive udtaget i forbindelse med rutine ledpunktur (max. 20 ml ledvaeske) eller
operation (max 1-2 cm3 brusk- og knoglevaev).
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Patientforsikringsordningen deaekker som udgangspunkt skader, der matte blive pafgrt
forsggsdeltageren.

Patienter, som indgar i projektet, vil ikke blive informeret om svarene pa projektblodprgverne,
da prgverne ikke analyseres lgbende og det ikke vil have behandlingsmaessige konsekvenser
for patienterne. Patienterne vil dog have mulighed for at blive kontaktet med information om
forsggets endelige resultater, safremt de gnsker dette.

Da funktionen af de fleste biomarkgrer ikke er velbeskrevet og da der ikke foreligger noget
normalomrade for de fleste af dem, vil patienterne ikke kunne bruge deres individuelle
resultater til noget og vi vil heller ikke kunne tolke noget ud fra en enkelt patients maling. Vi
vurderer derfor, at patienterne ikke vil fa nogen gavn ud af at se disse resultater, og at det derfor
er etisk forsvarligt ikke at informere dem om resultaterne af deres prgver.

Selve deltagelsen i forsgget vil ikke pavirke behandlingsforlgbet for de patienter som veelger at
deltage. Den viden vi far om diagnostiske prognostiske og praediktive faktorer vil komme
fremtidige patienter til nytte, fordi man bedre vil kunne vealge og fraveelge behandling ud fra
visse karakteristika hos den enkelte patient.

Da den gene som forsgget medfgrer for den enkelte deltager (ekstra blodprgver taget samtidigt
med andre blodprgver), ikke kan kaldes en risiko som sddan, og da den potentielle gevinst for
almenheden er betragtelig, skgnnes det at den begraensede gene rigeligt opvejes af den
potentielle gevinst.

16. Deltagerinformation
Se separat bilag.

17. Forsggspersoners rettigheder i et biomedicinsk forskningsprojekt
Se separat bilag.

18. Samtykkeerklaering
Se separat bilag.

19. Blodprgvehandtering

Praktiske oplysninger vedr. handtering af blodprgver til forskningsbiobanken

Tidspunkt for blodprgvetagning
Pa nedenstdende tidspunkter tages fglgende blodprgver til forskningsbiobanken. Prgverne
tages samtidigt med rutineblodprgver (heematologi, levertal, elektrolytter, kreatinin og CRP):

Blodprgvetidspunkter

Tveaersnitsstudie og Indsamling af andet vaev:
Blodprgverne tages en gang (T1)

Longitudinelt studie- gaelder for hver ny behandling*
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1) Fgr ny behandling (baseline) (L1)

2) Efter 3 maneders behandling (L2)
3) Efter 6 maneders behandling (L3)
4) Efter 12 maneders behandling (L4)
5) Efter 24 maneders behandling (L5)
6) Efter 36 maneders behandling (L6)
7) Efter 48 maneders behandling (L7)
8) Efter 60 maneders behandling (L8)
9) Ved alvorlige bivirkninger (L9)

10) Ved behandlingsophgr (L10)

* Hvis patienten skifter til ny behandling starter ovennaevnte blodprgveplan forfra.

Anvendelse af blodprgverne
Blodprgverne maerkes og opbevares i anonymiseret form i en fryser. Blodprgverne kan kun
bruges efter aftale med laegerne i protokolstyregruppen samt godkendelse af Etisk komite.

Figur 2.
EDTA-blod Blodet tappes Blod i gelglas
i - Fuldblod afpipetteres
1 x 1%ml fuldblod 1
Centrifugering Centrifugering
FAlB o= TAlIB
jAle e i

2 x 2m|hplasma Hvidt mellem| f c f 5
:, vidt mellemlag | [of
| @ g™ (=bufycoar) L

1 x 1%2ml buffycoat 4 x 2ml serum
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Blodprgver

Der henvises til "Skema vedr. blodprgvehandteringen”. Der tages:

2 x 8 ml blod i gel-glas til serum

1x 9 ml blod i EDTA glas til EDTA-plasma, fuldblod og buffy-coat

2 x 2.5 ml blod i PAXgene Blood RNA rgr(ikke vist pa figuren)

Ved Tveersnitsstudie, ved baselinebesgg i det longitudinelle studie og ved indsamling af
andet vaev tages dobbelt volumen af ovenstdende

Til alle andre tider tages ovenstaende.

X/ X/ /7 X/
LR X R X I X4

X/
°e

Processering af blodprgverne til opbevaring.
Kontaktnavne vedrgrende blodprgvehandtering:

Teresa Rozenfeld, bioanalytiker

Videncenter for Reumatologi og Rygsygdomme, VRR
Glostrup Hospital, Ndr. Ringvej 57, 2600 Glostrup
TIf. nr.: 386328 56

E-mail: teresa.rozenfeld.01@regionh.dk

Merete Lund Hetland, professor, overlaege, dr. med., ph.d.
Videncenter for Reumatologi og Rygsygdomme, VRR
Glostrup Hospital, Ndr. Ringvej 57, 2600 Glostrup

TIf. nr.: 40295050

E-mail: merete.lund.hetland@regionh.dk

Estrid V. Hggdall, leder af Dansk CancerBiobank, ph.d.
Patologiafdelingen

Herlev Hospital, Herlev Ringvej 75, 2730 Herlev

TIf. nr.: 38689132

E-mail: estrid.hoegdall@regionh.dk

Julia S. Johansen, professor, overlaege, dr. med.
Medicinsk afdeling O

Herlev Hospital, Herlev Ringvej 75, 2730 Herlev
TIf. nr.: 38689241

E-mail: julia.sidenius.johansen@regionh.dk
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20. Vejledning til projektprgver

2x8ml
ROD/GULT
GEL-GLAS

1x9ml
LILLA
EDTA GLAS

2x2.5ml
PAXgene
RNA-rgr

P
R
£
P
A
R
E
R
|
N
G

Henstar mindst
30 min.

Centrifugeres ved
2330g
10 min
4°C

Serum afpipetteres

og gemmes i 4
frysergr

Fuldblod
afpipetteres og
gemmesi 1l
frysergr

Centrifugeres
ved 2330g
10 min
4°C

Plasma
afpipetteres og
gemmesi2
frysergr

Buffy-coat
afpipetteres og
gemmesi 1l
frysergr

Skal vendes forsigtigt
8-10 gange, STRAKS
efter blodprgve-tagning!

Henstar i
2 - 48 timer
ved stuetemperatur

Vendes godt
inden rgret fryses

FRYSER

-80° C fryser

-80° C fryser
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Fryses ved -20° C
14-72 timer

Derefter flyttes glasset til
-80° C fryser
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21. DANBIO spgrgsmal til patienten samt kliniske og parakliniske variable,

der indsamles rutinemaessigt
Se separat bilag.
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