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Sammendrag 

 

Bakgrunn: Multippel sklerose (MS) er en kronisk autoimmun sykdom hvor myelinet og 

aksonene i sentralnervesystemet blir angrepet av kroppens egne immunceller. Tidligere 

forskning tyder på at glutenproteiner kan øke tarmens permeabilitet for uønskede molekyler, 

som videre kan ha en innvirkning på utvikling og forverring av enkelte autoimmune 

sykdommer. Derfor ønsket vi å undersøke om en glutenfri diett hos MS-pasienter kan gi 

lavere tarmpermeabilitet, og om dette kan ha en positiv innvirkning på sykdommen. 

Hovedformålet med denne oppgaven var å etablere en kromatografisk analysemetode for å 

detektere konsentrasjonen av sukkerartene mannitol, xylose og lactulose i urinen til 

forskningsprosjektets deltakere. Metoden skal benyttes til videre forskning, for å måle 

permeabilitet og absorbsjon i tarmen hos deltakerne. I tillegg var det ønskelig å etablere en 

metode for å kvantifisere gluteninntaket til forskningsprosjektets deltakere.  

Metoder: Metoden som ble benyttet til deteksjon av sukkerartene var High-Performance 

Anion-Exchange kromatografi med Pulsed Amperometric Detection (HPAE-PAD). Det ble 

benyttet to ulike kolonnesett; PA20 og MA1. Ved bruk av disse metodene, ønsket vi å 

sammenligne permeabilitet og absorbsjon i tarmen hos en intervensjonsgruppe (n= 40) og en 

kontrollgruppe (n=36), begge i tidlig stadier av MS-sykdom. Intervensjonsgruppen fulgte en 

glutenfri diett, og kontrollgruppen fortsatte med sin vanlige diett. Basert på et 

matvarefrekvens-spørreskjema ble det også utviklet en metode for beregning av 

gluteninntaket til hver pasient, kalt glutenscore.  

Resultater: Resultatene fra optimaliseringen av metode for deteksjon av mannitol og xylose 

med HPAE-PAD og MA1-kolonne viste at de ideelle betingelsene var med en flow-hastighet 

på 0,40 mL/min, temperatur på 30° C og med en bufferløsning med NaOH-konsentrasjon på 

480mM. Det ble beregnet god gjennomsnittlig recovery for mannitol og xylose, (m: 99,60%, 

x: 99,21%). Gjennomsnittlig CV for detektert konsentrasjon av mannitol og xylose mellom 

parallellene av pasientprøver var også god (m: 1,3%, x: 1,4%). Utprøvninger som ble gjort for 

å optimalisere kvantifisering av lactulose på PA20-kolonnen var ikke tilstrekkelig. Ved 

analyse på ufortynnet urin ble PA20-kolonnen overbelastet, mens ved analyse av fortynnede 

urinprøver var lactulose ikke lenger detekterbart grunnet for lav konsentrasjon. I dette 
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prosjektet var det derfor kun mannitol og xylose i pasientenes urin som ble detektert. Det ble i 

tillegg utviklet en metode for å beregne glutenscore for hver deltaker. Det er imidlertid knyttet 

usikkerhet til hvor godt egnet denne metoden er til å kvantifisere gluteninntaket til pasientene.  

Konklusjon: Resultatene i dette prosjektet er en del av et større forskningsprosjekt, og det må 

gjøres flere analyser før en kan vurdere effekten av glutenfri kost hos pasienter i tidlige 

stadier av MS-sykdom. Videre i forskningsarbeidet er det tenkt at resultatene fra den 

kromatografiske kvantifiseringen av sukkerartene i urinen, skal brukes til å undersøke om det 

er en signifikant forskjell i tarmpermeabilitet mellom intervensjonsgruppen og 

kontrollgruppen, og sammenligne dette med friske kontrollpersoner. 
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Abstract 
 

Background: Multiple sclerosis (MS) is a chronic autoimmune disease in which the myelin 

and axons in the central nervous system are attacked by one’s own immune cells. Previous 

research has shown that gluten proteins can increase the intestinal permeability to unwanted 

molecules, which in turn may affect the development and worsening of certain autoimmune 

diseases. Therefore, we wanted to investigate whether a gluten free diet among MS patients 

can lead to a decrease in intestinal permeability, and if this will have a positive effect on their 

illness. The main purpose of this project was to establish a chromatographic method of 

detecting the concentration of three sugars (mannitol, xylose and lactulose) in the participants' 

urine. The established method will be used in future research, to measure the participants’ 

intestinal permeability and absorption. Furthermore, a method for calculating the intake of 

gluten for each participant during the project period was developed. 

Methods: The method that was used to detect the sugars was High-Performance Anion-

Exchange chromatography with Pulsed Amperometric Detection (HPAE-PAD). Two 

different sets of columns were used, the PA20 and MA1. With these methods we wished to 

compare the permeability and absorption of the intestine for participants in an intervention 

group (n=40) and a control group (n=36), both in early stages of MS disease. The intervention 

group followed a gluten free diet, while the control group followed their regular diet. Based 

on food frequency questionnaires, a method for calculating the intake of gluten for each 

participant, called a gluten score, was developed. 

Results: The results of the optimization of the method for detecting mannitol and xylose by 

HPAE-PAD and MA1 column showed that the ideal conditions were with a flow rate of 0,40 

mL/min, a temperature of 30°C, and an eluent with a concentration of 480 mM. The average 

calculated recovery of mannitol and xylose in the samples with the MA1 column was found to 

be satisfactory (m: 99,60%, x: 99,21%). The average CV for detected concentration of 

mannitol and xylose between parallels of patient samples was also good (m: 1,3%, x: 1,4 %) 

The tests that were done to optimize the quantification of lactulose with the PA20 column 

were not sufficient. When analysing undiluted urine, the PA20 column became overloaded, 

and when diluted urine samples were analysed, the lactulose was no longer detectable due to 

low concentration. Therefore, only mannitol and xylose in the urine of patients were detected 

in this project. It was also established a method for calculating each patient's gluten score, 
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however it is uncertain how well suited this method is for quantifying the participants’ gluten 

intake. 

Conclusion: The findings in this project are a part of a bigger research project, and various 

other test will be done in order to determine the effect of a gluten free diet among patients in 

early stages of an MS disease. Forward in the research, the results from the chromatographic 

quantification of the sugars in urine will be used to investigate whether there is a significant 

difference in intestinal permeability among the intervention group compared to the control 

group and compared to healthy controls. 
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Forkortelser  
 

CSF - Cerebrospinalvæske  

CV – Variasjonskoeffisient  

DIS - Disseminering i sted 

DIT - Disseminering i tid  

EBV - Epstein Barr Virus  

EDSS score – Expanded Disability Status Scale score 

FFQ – Food Frequency Questionnaire  

FU – Follow Up 

GF - Glutenfri  

HPAE-PAD - High Performance Anion Exchange kromatografi–Pulsed Amperometric 

Detection 

IS – Intern standard  

IQR – Interquartile range 

L/M-test – Lactulose/Mannitol-test 

L/M-ratio - Lactulose/Mannitol-ratio 

MHC II – Major Histocompatibility Complex II 

MR - Magnetisk resonans undersøkelse  

MS - Multippel sklerose 

NaOH - Natriumhydroksid  

PPMS – Primær progressiv MS 

PRMS – Progressiv relapserende MS  

R2- Determinasjonskoeffisient 

RRMS – Relapserende remitterende MS 
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SPMS – Sekundær progressiv MS 

SD - Standardavvik 

T1DM – Type 1 diabetes mellitus 

TJ – Tight junctions 
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1.0 Innledning 
 

1.1 Multippel sklerose  
 

Multippel sklerose (MS) er en nevrologisk autoimmun sykdom som karakteriseres ved at 

immunforsvaret angriper myelinet i sentralnervesystemet. Myelin er det fettholdige materialet 

som omslutter og beskytter nervecellenes aksoner, som gjør at de elektriske signalene beveger 

seg raskt og kontrollert i sentralnervesystemet og i det perifere nervesystemet (Petrie, 2007). 

Figur 1 viser hvordan en normal nervecelle, og en nervecelle med skadet myelin ser ut. Skade 

på myelinet kan gi en rekke ulike symptomer, som nedsatt føle-evne, synsnervebetennelse, 

muskelsvakhet eller fatigue (Hernandez et al., 2014). Vevsskadene er forårsaket av 

immunforsvarets celler, men det er omdiskutert hvorvidt det er immunforsvarets T-celler eller 

B-celler som spiller den mest sentrale rollen i prosessen. (Dominguez-Villar et al., 

2011)(Obermeier et al., 2008). En autoimmun respons kan både være vev- og organspesifikk, 

og hos MS-pasienter er det sentralnervesystemet som rammes. Prosessen der myelinet 

ødelegges kalles demyelinisering og fører til arrdannelse i nervevevet. Utover i 

sykdomsforløpet dannes det flere slike skadede områder, kalt lesjoner, og sykdommen har 

derfor fått navnet Multippel sklerose, som betyr “mange arr”. Når myelinet er skadet, 

forsinkes signaloverføringer gjennom aksonet og gjør at de ikke videreføres med samme 

hastighet som tidligere. Både ved tidlige stadier og langtkomne stadier av en MS-sykdom 

skades også aksonene i tillegg til myelinet. Evnen til å regenerere myelinet er som oftest 

bedre i tidlige stadier av sykdommen, som til en viss grad kan kompensere for skadene på 

aksonene (Trapp et al., 1998). Myelinet regenereres ved at oligodendrogliaceller kommer til 

skadestedet og produserer nye fettstoffer. Dette gjør at signaloverføringen igjen kan forplantes 

med lik, eller tilnærmet lik, hastighet som tidligere. Ved langtkomne stadier derimot, er evnen 

til regenerering av myelinet dårligere, slik at de elektriske signalene ikke kan forplante seg på 

lik linje som tidligere (Hernandez et al., 2014) (Mumenthaler et al., 2004). Årsakene til 

utvikling og forverring av MS er kun delvis kjente, og det finnes foreløpig ingen “kur” mot 

sykdommen, derfor er dette en sykdom som det forskes mye på i dag.  
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Figur 1: Illustrasjon a viser en normal nervecelle med intakt myelin. Nervesignaler beveger seg hurtig 

gjennom aksonet. Illustrasjon b viser en demyelinisert nervecelle, der signaloverføringen gjennom 

aksonet er redusert (Illustrasjon: Enciclopedia Catalana/KF-arkiv) (Faiz & Gjerstad, 18/01-22). 

 

1.1.1 Epidemiologi 
 

På verdensbasis er det rundt 2,8 millioner (36 pr 100 000) mennesker som lever med MS, 

ifølge tall fra 2020 (King, 2020) .Det er stor variasjon i forekomst av sykdommen i de ulike 

delene av verden. Europa og Nord-Amerika er de områdene i verden der flest mennesker har 

MS. Danmark er ett av de landene med høyest forekomst av MS, da det er beregnet å være 

282 personer pr 100 000 som har diagnosen. Det viser seg i tillegg å være en ujevn fordeling 

mellom kjønnene, da det på verdensbasis er minst dobbelt så mange kvinner som menn med 

MS. I flere områder av verden er ratioen enda høyere, der det er opptil fire ganger så mange 

kvinner i forhold til menn med MS. Sykdomsdebut kan skje ved alle aldre, og globalt er 

gjennomsnittlig alder ved fastsettelse av diagnosen 32 år. Sammenlignet med andre 

nevrologiske sykdommer, slik som demens og hjerneslag, er dette en relativt ung alder for 

sykdomsdebut (King, 2020). 
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1.1.2 Årsaker til multippel sklerose  
 

Årsaken til den autoimmune responsen som fører til demyelinisering er ikke fullstendig kjent, 

men en vet at genetiske faktorer spiller en rolle. Studier viser at barn av foreldre med MS har 

15-25% større sannsynlighet for å utvikle sykdommen enn andre barn (Dyment et al., 2004). 

Forskning tyder også på at Epstein Barr viruset (EBV) er en risikofaktor for å utvikle MS, da 

99% av pasienter med MS har hatt infeksjon med EBV til sammenligning med 90% av den 

totale befolkningen (Bagert, 2009). Det er også sannsynlig at ulike miljøfaktorer påvirker 

utvikling av MS. Basert på geografisk fordeling av MS-pasienter er det gjort studier som viser 

at blant annet lite eksponering for sollys og lavt nivå av D-vitamin kan ha en betydning for 

utvikling av sykdommen (Ebers, 2008) (Hernandez et al., 2014). 

 

1.1.3 Inndeling av multippel sklerose 
 

Det er normalt å dele MS inn i fire forskjellige former, avhengig av hvordan sykdomsforløp 

den enkelte pasienten har; relapserende remitterende MS (RRMS), sekundær progressiv MS 

(SPMS), primær progressiv MS (PPMS) og progressiv relapserende MS (PRMS). Figur 2 

illustrerer sykdomsforløpet ved de ulike formene. RRMS er den vanligste formen og rammer 

omtrent 80–85% av MS-pasienter. Vedkommende får perioder med symptomer som kalles for 

attakker. Disse kan vare i korte eller lengre perioder. I tiden mellom attakkene vil pasienten 

ha varierende grader av symptomer. Sykdommen vil ikke utvikle seg, og pasientens 

funksjonsevne holder seg stabil mellom attakkene. Dersom RRMS ikke behandles vil det i 

40–50% av tilfellene utvikle seg til SPMS (Rose & Mackay, 2014).  

Ved SPMS kan pasienten fortsatt ha perioder med attakker, samtidig som vedkommende 

konsekvent blir dårligere og dårligere mellom attakkene. Ved PPMS får vedkommende ingen 

attakker, men blir gradvis dårligere helt fra starten. Det kan være perioder der utviklingen 

ikke er like drastisk, og sykdommen til tider er stabil. Det kan være vanskelig å oppdage 

denne formen for MS, og det kan ta måneder eller år før pasienten oppsøker medisinsk 

behandling (Hauser & Cree, 2020). Denne formen for MS rammer 10–15 % av MS-

pasientene. Den siste formen for MS, PRMS, kjennetegnes ved at pasienten gradvis blir 

dårligere fra sykdomsdebut, samtidig som at de har tidvise attakker. Det er antatt at rundt 5% 

av MS-pasienter har PRMS (Saunders, 2011) (Rose & Mackay, 2014).  
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1.1.4 Attakker og symptomer 

 

Et attakk vil si en kortere eller lengre periode med symptomer i mer eller mindre alvorlig 

grad. Under et attakk har pasienten nevrologiske symptomer som varer mer enn 48 timer, i 

fravær av feber. Det skal gå minst 30 dager mellom attakkene for at nyoppståtte symptomer 

kan defineres som et nytt attakk (Kurtzke, 2014). MS kan komme til uttrykk svært ulikt fra 

person til person. Ettersom den autoimmune reaksjonen er rettet mot sentralnervesystemet, 

som igjen påvirker hele kroppen, opplever hver enkelt pasient sykdommen forskjellig. 

Symptomene er avhengig av hvor i nervesystemet myelinet er brutt ned, enten i hjernen, 

hjernestammen eller i ryggmargen. Eksempler på symptomer er fatigue, depresjon, kognitive 

vansker, synsproblemer, smerter, ukontrollert vannlating, forstoppelse, muskelsmerter og 

seksuell dysfunksjon (Saunders, 2011). Normalt evalueres pasientenes funksjonsevne ved en 

rekke undersøkelser, og blir tildelt en Expanded Disability status scale score (EDSS-score). 

Scoren beskriver i hvilken grad pasienten hemmes av sin sykdom, og går i fra nivå 0 til 10.  

Ved nivå 0 har pasienten normal nevrologisk funksjon. Fra nivå 6 og oppover er pasienten 

avhengig av hjelpemidler for å forflytte seg, og ved nivå 10 er pasienten død som følge av 

sykdommen (Şen, 2018).  

 

 

Figur 2: Illustrasjon av funkjonsnedsettelsen som funksjon av tid 

for de fire ulike formene for MS (fra øverst til venstre); 

relapserende remitterende MS (RRMS), primær progressive MS 

(PPMS), sekundær progressiv MS (SPMS) og progressiv – 

relapserende MS (PRMS) (Saunders, 2011). 
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Synsnervebetennelse er et av de vanligste klinisk isolerte syndromer (CIS) for MS-pasienter. 

Det vil si at pasienten har et symptom, som kan utvikle seg til MS (Miller et al., 2012). 

Synsnervebetennelse er en tilstand der synsnerven blir demyelinisert, og som oftest er det ett 

av øynene som blir skadet. Noen dager til uker etter sykdomsdebuten kan pasienten få nedsatt 

syn, og eventuelt bli midlertidig eller permanent blind på det utsatte øyet (Dalbro & Kerty, 

2019). Pasienten kan få smerter i eller bak øyet, og ubehag i forbindelse med bevegelse av 

øyet (Hansen et al., 2004). Fargesynet kan bli påvirket, og kontraster kan bli mindre tydelige. 

I 50% av tilfellene vil pasienter med synsnervebetennelse utvikle MS innen 15 år (The Optic 

Neuritis Study Group, 2008).   

 

1.1.5 Diagnostikk 
 

Ved mistanke om at en person har MS er det ikke ett enkelt klinisk funn, eller én test som kan 

utføres for å bekrefte eller utelukke sykdommen. Derfor benyttes det et sett med 

standardiserte kriterier, kalt McDonald-kriteriene (tabell 1), som må oppfylles for å 

diagnostiseres med MS. Grunnlaget for å stille en MS-diagnose er at sykdomsaktiviteten skal 

være disseminert, altså spredt, både i tid (DIT) og i lokalisasjon av lesjoner (DIS). DIT vil si 

at pasienten har hatt mer enn ett attakk ved ulike tidspunkter, og DIS vil si at pasienten har 

lesjoner i minst 2 typiske områder av hjernen eller ryggmargen. Med tiden har nye 

undersøkelser blitt en del av diagnostiseringen ved hjelp av McDonald-kriteriene, og da 

spesielt magnetisk resonans (MR)-undersøkelse og immunologiske undersøkelser av 

cerebrospinalvæsken (CSF). I noen tilfeller kan MR-undersøkelse eller analyse av CSF være 

en substitusjon for DIT, noe som gjør at en diagnose kan stilles hurtigere, og behandling kan 

settes i gang tidligere (Thompson et al., 2018). Ved en aktiv inflammasjon i 

sentralnervesystemet vil blod-hjerne-barriere-permeabiliteten øke lokalt. Ved MR-

undersøkelse med gadoliniumholding kontrastvæske, vil de aktive lesjonene binde til seg 

kontraststoffet som krysser blod-hjerne-barrieren, mens de inaktive lesjonene ikke bindes. På 

denne måten kan en påvise sykdomsaktivitet ved flere adskilte tidspunkter, og dermed 

substituere DIT (Cotton et al., 2003). Undersøkelse av antistoffer i CSF kan være en god 

tilleggsanalyse, og kan i enkelte tilfeller erstatte DIT. Det utføres elektroforese eller 

isoelektrisk fokusering av pasientens CSF og blod, og tilstedeværelse av spesifikke 

monoklonale IgG-antistoffer kun i CSF, og ikke i blodet tyder på syntese av antistoffer i 

sentralnervesystemet. Disse kalles for oligklonale bånd (Thompson et al., 2018).  
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Tabell 1: Oversikt over McDonald kriteriene fra 2017, som må oppfylles for å stille en MS-diagnose. 

Diagnosen stilles på bakgrunn av påvist disseminert sykdomsaktivitet, både i tid og lokalisasjon av 

lesjoner i sentralnervesystemet  (Thompson et al., 2018) s. 167. 

 

1.1.6 Behandling  
 

Det finnes ingen behandling som helbreder sykdommen MS, da det er en kronisk sykdom. 

Det finnes imidlertid medikamenter som kan dempe betennelsesaktiviteten og bremse 

utviklingen. Det skilles gjerne mellom behandling av symptomene sykdommen gir, og 

behandling som er ment for å hindre eller forsinke sykdomsutvikling (Rose & Mackay, 2014). 

Det finnes sykdomsmodifiserende behandling som gis til MS-pasienter, og de fleste av disse 

har anti-inflammatorisk effekt, altså at de påvirker ulike komponenter i immunsystemet og 

undertrykker deres effekt (Myhr, 2008). Jo mer immunforsvarets celler skader nervecellene, 

desto mer utvikler sykdommen seg. Immunoterapi viser seg stort sett å fungere godt for 

pasienter med attakkvis MS, men mindre effektivt hos pasienter med primær- og sekundær-

progressiv MS (Rose & Mackay, 2014). Per dags dato er det standard i Danmark å gi 

immunmodulerende medikamenter som “førstelinje” behandling. Dersom dette ikke fungerer 

for pasienten blir “andrelinje” behandling gitt, som blant annet monoklonale antistoffer 

(Fagudvalget for multipel sklerose, 2016). Andrelinjebehandling har som regel kraftigere 

effekt, men medikamentene er vanligvis mer toksiske for pasienten (Río et al., 2011). For de 

fleste pasienter er behandling for å håndtere symptomene viktig for å leve et så normalt liv 
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som mulig. Nye og bedre behandlingsformer for MS er stadig under utprøving og utvikling, 

deriblant stamcellebehandling. Det er også økende interesse rundt ideen om at endret kosthold 

kan ha en modifiserende effekt på sykdommen, og en glutenfri kost er en av diettene som 

forskes på (Thomsen et al., 2019).  

 

1.2 Tarmens permeabilitet og autoimmune sykdommer 

 

1.2.1 Tarmens oppbygning og permeabilitet 
 

Tynntarmen er en viktig del av fordøyelseskanalen, og ligger plassert mellom magesekken og 

tykktarmen. Figur 3 illustrerer plassering og oppbygning av tynntarmen. Den har en stor 

overflate inn mot lumen grunnet dens foldede oppbygning, krypter, villi og mikrovilli. Den 

indre overflaten av tynntarmen, som er i kontakt med innholdet i lumen, er bygget opp av 

epitelceller. Disse er blant annet med på å regulere absorbsjon av næringsstoffer over 

tarmveggen. Epitelcellene fungerer også som en barriere mot ukjente antigener i 

tarminnholdet i lumen (Hansen et al., 2004).  

 

  

Figur 3: Illustrasjon av tynntarmen. Tynntarmen ligger plassert mellom magesekken og tykktarmen (andre 

illustrasjon f.v). På fjerde illustrasjonen f.v. kan en se folder, krypter og villi. Illustrasjonen lengst til høyre viser 

nærbilde av krypter og villi med mikrovilli i tynntarmen. Her kan en se epitelceller som regulerer absorpsjon av 

næringsstoffer i tarmlumen (Encyclopædia Britannia, Inc., 2020). 
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Figur 4: Hvordan tarmens immunforsvar reagerer 

når Tight Junctions (TJ) er intakte (t.v), kontra når 

TJ er dysregulert, slik at antigener kan krysse 

tarmveggen (t.h) (Suzuki, 2013). 

Molekyler absorberes over tarmbarrieren på to ulike måter; transcellulært og paracellulær. 

Ved transcellulær transport fraktes molekyler gjennom cellen, og ved paracellulær transport 

fraktes molekylene mellom cellene (Misra, 2010). For å hindre at molekyler flyter uregulert 

mellom cellene, står cellene i kontakt med hverandre ved hjelp av “Tight Junctions” (TJ), kalt 

tette cellefobindelser på norsk. Slik figur 4 viser, tillater TJ at nødvendige molekyler som 

vann og næringsstoffer transporteres over tarmveggen, mens større antigener, lipider og 

peptider fra mikrober og ufordøyde komponenter fra kosten, normalt sett forhindres fra å 

krysse tarmbarrieren (Berkes, 2003). TJ er bundet til aktin, som forankrer TJ til cytoskjelettet. 

Ytre stimuli påvirker kontraksjonen av aktin, og regulerer på denne måten permeabiliteten 

mellom cellene. Regulering av TJ er dermed en viktig mekanisme for å holde tarmen robust, 

og for å opprettholde en barriere mot at uønskede molekyler krysser tarmveggen (Kiesslich et 

al., 2007). Dersom et antigen passerer tarmveggen, vil tarmens immunforsvar aktiveres og 

skape en immunologisk respons. Dette fører til utskillelse av molekyler som kan gjøre skade 

på TJ, og immunresponsen forsterkes ytterligere. Dysfunksjonelle TJ, som resulterer i økt 

tarmpermeabilitet, er kjent å være forbundet med en rekke autoimmune sykdommer som 

cøliaki, Crohns sykdom, ulcerøs kolitt (Lerner & Matthias, 2015).  
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1.2.2 Tarmens påvirkning på multippel sklerose 
 

Som forklart tidligere vil dysfunksjonell regulering av tarmens permeabilitet kunne gi økt 

immunrespons. Av den grunn stilles det spørsmål rundt hvorvidt økt tarmpermeabilitet har en 

sammenheng med utvikling av andre autoimmune sykdommer, som MS. En studie basert på 

22 MS-pasienter og 18 friske kontrollpersoner viser at økt tarmpermeabilitet var signifikant 

hyppigere hos personene med MS enn hos kontrollpersonene; 73% av MS-pasientene hadde 

økt tarmpermeabilitet, versus 28% av de friske (p= 0,001). Tarmpermeabiliteten ble målt vha. 

en sukkerabsorbsjonstest med lactulose og mannitol, hvor økt tarmpermeabilitet ble definert 

ved en lactulose/mannitol–ratio (L/M- ratio) over 0,03. I tillegg viser studien at pasientene 

hadde signifikant dårligere opptak av mannitol enn de friske kontrollpersonene (p=0,022), 

noe som indikerer malabsorpsjon av næringsstoffer i tynntarmen hos pasientene (Buscarinu et 

al., 2017). Videre viser en modellstudie på mus utført av Braniste et al. at tarmfloraen har 

sammenheng med permeabiliteten i blod-hjernebarrieren. Studien fant at mus med bakteriefri 

tarm har økt permeabilitet i blod-hjernebarrieren i forhold til mus med normal tarmflora (p < 

0,001) (Braniste et al., 2014). En annen studie gjort av Horai et al. undersøker hvorvidt 

immunceller som reagerer på kroppsegne strukturer kan ha blitt aktivert i tarmen. Studien 

baserer seg på undersøkelser av mus med en autoimmun betennelse på øyet, kalt uveitt. Det 

ble funnet at T-celler som har krysset blod-netthinne-barrieren og skapt denne betennelsen på 

øyet, trolig har mottatt aktiveringssignaler fra antigener i tarmens mikrobiom (Horai et al., 

2015). Disse funnene understreker hvor viktig tarmens mikrobiom og permeabilitet trolig er 

for utvikling av enkelte sykdommer, og at dette er nødvendig å forske videre på for å få økt 

kunnskap om sykdomsutvikling og behandling av MS.  

 

1.2.3 Tidligere forskning; gluten og tarmpermeabilitet 
 

Tarmens epitel utgjør den største slimhinnen i menneskekroppen, og er et «møtested» mellom 

komponenter fra det ytre miljøet og kroppens indre (Visser et al., 2009). Derfor er det meget 

viktig at opptak av stoffer fra tarmlumen er nøye regulert, og det forskes stadig på hvordan 

disse mekanismene fungerer, og hvordan reguleringen av dem henger sammen med ulike 

sykdomsmekanismer. En gruppe proteiner som får mye oppmerksomhet i media og i 

forskningsmiljøer verden over, er gluten. Det er gjort mye forskning på glutens påvirkning på 
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tarmpermeabilitet, samt sammenhengen mellom gluten og autoimmune sykdommer som 

cøliaki og type 1 diabetes mellitus. 

Gluten er en gruppe proteiner som finnes i kornsortene hvete, rug og bygg. Ved bearbeiding 

kan proteinene danne elastiske nettverk, og denne egenskapen utnyttes i stor grad i moderne 

matproduksjon. Glutenproteinene kan deles inn i to grupper, basert på deres løselighet i en 

60% etanol-løsning; prolaminer og gluteniner. Gliadiner er navnet på prolaminet som finnes i 

hvete (Wieser, 2007). Hos mennesker blir proteiner normalt brutt ned til aminosyrer, di- og 

tripeptider av enzymer i mage- og tarmkanalen. Gliadiner blir derimot ikke fullstendig brutt 

ned av fordøyelsesenzymene, da de blant annet inneholder sykliske strukturer som inhiberer 

enzymene fra å spalte bindingene mellom noen av aminosyrene. En rekke oligopeptider vil 

derfor bli værende i tynntarmen. Dersom det er patologisk økning i tarmpermeabiliteten, vil 

oligopeptidene lettere passere epitelbarrieren paracellulært. I bindevevet under epitelet kan 

oligopeptidene aktivere en autoimmun reaksjon hos genetisk predisponerte pasienter (Scherf 

et al., 2016).  

Når gliadinet passerer epitelbarrieren blir det deaminert av et enzym som heter tissue-

transglutaminase (tTG). Hos personer med cøliaki blir omgjøringsproduktene gjenkjent av 

antigenpresenterende celler, og presentert på major histocompatibility complex II (MHC II), 

slik figur 5 illustrerer (Molberg et al., 1998). T-hjelpeceller registrerer MHC II-gliadin-

komplekset og frigjør inflammatoriske cytokiner. Samtidig frigjøres natural killer cells, og 

autoantistoffer mot gliadin og tTG dannes (Lebwohl et al., 2018). Det oppstår dermed 

langvarig inflammasjon i tynntarmen, som over tid vil ødelegge villi og føre til malabsorbsjon 

av næringsstoffer (Scherf et al., 2016). Det er stor variasjon i alvorlighetsgrad av symptomer 

blant cøliaki-pasienter. Enkelte pasienter får ingen eller milde symptomer, mens andre 

pasienter får alvorlige symptomer. Eksempler på symptomer er diaré, forstoppelse og 

magesmerter. I tillegg kan en få blant annet anemi og beinskjørhet, grunnet mangelfull 

absorbsjon av næringsstoffer fra kosten. 
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Figur 5: Gliadin brytes delvis ned av fordøyelsesenzymer (1), og nedbrytningsproduktene 

transporteres paracellulært ved økt permeabilitet i tarmen (2). Nedbrytningsproduktene deamineres 

av tissue-transglutaminase (tTG) i bindevevet (3). Omgjøringsproduktene gjenkjennes av 

antigenpresenterende celler (APC) hos personer med cøliaki, og presenteres på MHC II (4). T-celler 

gjenkjenner MHC II-gliadin-komplekset og aktiverer en inflammasjon som skader tynntarmepitelet (5) 

(Kõiv & Tenson, 2021).  

 

Type 1 diabetes mellitus (T1DM) er en autoimmun sykdom som, i likhet med MS, påvirkes 

av både genetikk og miljøfaktorer (Delli & Lernmark, 2014). Sykdommen karakteriseres ved 

en kronisk autoimmun respons mot betacellene i bukspyttkjertelen. Dette fører til delvis eller 

fullstendig hemmet insulinproduksjon, og glukosenivået i blodet stiger. Det har blitt påvist en 

sammenheng mellom cøliaki og T1DM, og prevalens av cøliaki er høyere hos pasienter med 

T1DM enn den generelle befolkningen (Cronin et al., 1997) (Sategna-Guidetti et al., 1994). I 

et forsøk gjort av Funda, D. P. et al. ble det undersøkt om det er en sammenheng mellom en 

glutenholdig diett og utvikling av T1DM. 56 normalvektige hunn-mus som er predisponert for 

utvikling av T1DM ble fordelt i to grupper, der intervensjonsgruppen ble fôret med en 

1 

2 

3 

4 5 
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glutenfri (GF) diett og kontrollgruppen ble fôret med en tilsvarende glutenholdig diett. Det ble 

funnet at hos mus som fulgte GF diett, var insidensen av T1DM signifikant lavere enn hos 

mus som gikk på diett som inneholdt gluten (p=0,00007) (Funda et al., 1999). Disse 

resultatene gir grunnlag for at en glutenfri diett kan forhindre eller forsinke utviklingen av 

T1DM. Det er derfor interessant å forske på om gluten også kan påvirke andre autoimmune 

sykdommer, som for eksempel MS.   

De nevnte artiklene er kun et fåtall av forskningsprosjekter som tyder på at gliadin påvirker 

menneskekroppen på måter vi tidligere ikke har kjent til. Det forskes i dag blant annet på 

hvorvidt gliadineksponering kan øke permeabiliteten i tarmen hos mennesker. I en studie av 

Clemente et al. ble epitelceller fra rotte-tarm inkubert med en gliadin-holdig løsning. Det ble 

funnet at gliadin var et meget kraftfullt agens for å øke utskillelsen av et stoff kalt zonulin fra 

cellene (Clemente et al., 2003). Zonulin er et protein som, ved binding til epitelcellene, 

induserer nedbrytning av TJ mellom cellene. Dette øker den paracellulære permeabiliteten, og 

dermed også transporten av molekyler, inkludert gliadin, over tarmveggen. Liknende 

resultater er også funnet hos mennesker i en studie gjort av Hollon et al. Her ble biopsier fra 

både pasienter med kjent glutensensitivitet og fra kontrollpersoner uten glutensensitivitet, 

inkubert med medium både med og uten gliadin. De fant at biopsier fra kontrollpersoner uten 

glutensensitivitet inkubert med gliadin i 30, 60 og 120 minutter hadde økt tarmpermeabilitet 

sammenlignet med biopsier som ikke var eksponert for gliadin (p= 0,008, 0,03, 0,008, 

henholdsvis)  (Hollon et al., 2015). Dette viser at gliadin gir økt utskillelse av zonulin også 

hos mennesker, som fører til økt tarmpermeabilitet. Det er fortsatt usikkerhet rundt 

konsekvensene av endringer i TJ, men, som forklart tidligere, blir stadig flere autoimmune 

sykdommers patogenese knyttes opp mot dysfunksjon i TJ i tarmen. Det diskuteres hvorvidt 

oppregulering av zonulin-ekskresjon kan bidra i utvikling og forverring av sykdommer der det 

er en feil med intercellulær kommunikasjon, slik som cøliaki og T1DM (Fasano, 2001). 

Multippel sklerose er, som nevnt tidligere, en sykdom hvor det har blitt påvist en relativ 

økning i tarmpermeabilitet sammenlignet med friske individer. Det er derfor relevant å 

undersøke om økt tarmpermeabilitet kan øke risikoen for MS eller lede til et mer aggressivt 

sykdomsforløp, og om GF diett påvirker dette. Ved universitetssykehuset i Asturias ble det 

gjennomført en klinisk studie med 72 pasienter, hvor det ble sammenlignet effekten av en GF 

diett mot en glutenholdig diett hos pasienter med RRMS. Det ble rapportert at GF diett hadde 

nevro-beskyttende effekt på pasientene. Pasientene som hadde gått på GF diett hadde 

gjennomsnittlig bedre EDSS-score og mindre lesjoner, enn pasientene som gikk på 
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glutenholdig diett (Rodrigo et al., 2014). Videre har MS-forskningsgruppen ved 

Rigshospitalet Glostrup gjennomført et systematisk litteratursøk for å undersøke kunnskapen 

som finnes i litteraturen om sammenhengen mellom MS og glutenproteiner. 49 publikasjoner 

inngikk i litteratursøket, og det ble funnet to intervensjonsstudier, samt én prospektiv 

kohortstudie som tyder på at en GF diett har en positiv effekt på MS-sykdom. I flesteparten av 

publikasjonene som ble undersøkt var det ikke mulig å konkludere om gluten bedret, forverret 

eller i noen grad påvirket sykdommen. Litteratursøket viser imidlertid at det bør forskes 

ytterligere på dette emnet, for å få full forståelse av hvordan glutenproteinet påvirker MS-

pasienter (Thomsen et al., 2019). 

 

1.3 Måling av tarmpermeabilitet 

 

1.3.1 Måling av tarmpermeabilitet ved bruk av sukkertest 
 

Ettersom tarmpermeabiliteten har vist seg å være relevant ved utviklingen av enkelte 

autoimmune sykdommer, har det blitt utviklet flere metoder for å måle dette. Måling av 

tarmens evne til å oppta bestemte sukkerarter viser seg å være en god indikator på tarmens 

permeabilitet og absorbsjonsevne. Sukkertesten baserer seg på hypotesen om at store 

molekyler som er inntatt oralt, ikke krysser tarmveggen med mindre tarmveggens regulering 

dysfunksjonell, slik at permeabiliteten øker. Ved økt tarmpermeabilitet vil molekyler, som 

enkelte sukkerarter, krysse tarmveggen, diffundere over i blodbanen og til slutt skilles ut i 

urinen hvor de kan detekteres. En studie gjort på 1970-tallet viser at store oligosakkarider, 

som lactulose, i liten grad absorberes gjennom tarmveggen hos friske personer, mens hos 

pasienter med økt tarmpermeabilitet absorberes oligosakkaridet paracellulært over i 

blodbanen i større grad. Denne sukkertesten er begrenset til tynntarmen da det er her lactulose 

absorberes (Menzies et al., 1979). For å korrigere for biologiske variasjoner mellom personer, 

som magetømningshastighet, lengden på tynntarmen, bakteriell nedbrytning, metabolisering i 

leveren, nyrefunksjon og diurese, har det blitt utviklet metoder der en inkluderer et 

monosakkarid, som mannitol. Monosakkarider er mindre i størrelse og diffunderer både 

transcellulært og paracellulært over tarmveggen i tynntarmen, uavhengig av personens 

tarmpermeabilitet. Figur 6B illustrerer hvordan lactulose og mannitol beveger seg over 

tarmveggen (Grootjans et al., 2010). Ratioen av utskilt lactulose og mannitol målt i urin, kan 

derfor gi et mer korrekt bilde av tarmpermeabiliteten og den paracellulære absorbsjonen, enn 
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lactulose alene. Høy L/M-ratio er et tegn på økt tarmpermeabilitet, da dette tyder på at mye 

lactulose transporteres over i blodet. 

Xylose er også et monosakkarid som benyttes for å måle tarmens funksjon, og med denne 

sukkertesten er det tynntarmen absorbsjonsevne som måles. Dette sukkeret metaboliseres ikke 

hos mennesker, og skilles derfor ut i urinen uforandret. Normalt vil xylose lett absorberes i 

tynntarmen, men ved dysfunksjonell tarm vil en etter inntak av sukkeret kunne detektere 

lavere verdier enn forventet i urinen. Xylose-testen utføres altså for å undersøke om 

tynntarmen tar opp næringsstoffer slik den skal (Helmer & Fouts, 1930) (Hurley, 1995).   

 

Figur 6: Komponenter fra tarmlumen transporteres til sirkulasjonssystemet ved økt permeabilitet i 

tarmen. A: tarmepitelets enterocytter (1) er koplet tett sammen med Tight junctions (2) for å hindre at 

uønskede komponenter beveger seg fra tarmen og over i sirkulasjonssystemet. B: Disakkaridet 

lactulose (L) transporteres kun paracellulært over tarmepitelet dersom tarmen har økt permeabilitet. 

Monosakkaridet mannitol (M) kan krysse tarmepitelet både transcellulært og paracellulært, og er 

derfor en korreksjon for biologiske variasjoner (Grootjans et al., 2010). 

 

1.3.2 High Performance Anion Exchange Chromatography med Pulsed 

Amperometric Detection 
 

Metoden som benyttes for deteksjon av karbohydrater i urin er High Performance Anion 

Exchange Chromatography, med Pulsed Amperometric Detection (HPAE-PAD). 

Kromatografi baserer seg på at komponenter i en løsning blir separert på bakgrunn av deres 

kjemiske eller fysiske egenskaper, slik som størrelse, ladning og løselighet. De vanligste 

kromatografi-metodene er væske-, gass- og ionebytterkromatografi. Prøven blandes med en 

mobil fase og føres gjennom en stasjonær fase, som vanligvis er en kolonne. På bakgrunn av 

deres fysiske og kjemiske egenskaper beveger komponentene seg gjennom den stasjonære 

fasen i ulik hastighet. Tiden det tar fra en analytt injiseres i kolonnen, til den treffer detektoren 
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kalles for retensjonstiden. På bakgrunn av ulik retensjonstid for ulike molekyler er det mulig å 

skille mellom de ulike komponentene som prøven inneholder (Weiss, 2020). 

HPAE-PAD er en anionbyttermetode, der komponentene separeres på bakgrunn av ladning. 

Kolonnematerialet er positivt ladet, og komponentene i den mobile fasen er negativt ladet. 

Bufferløsningen, som i dette tilfelle er natriumhydroksid (NaOH), blir sendt gjennom 

kolonnen og hydroksidgruppene (OH-) binder seg til positive partikler i kolonneveggen. 

Deretter injiseres pasientprøven. Karbohydrater er svake syrer med en pKa-verdi mellom 12 

og 14 (Corradini et al., 2012). pKa-verdien til karbohydratene sier noe om hvor lett det 

dissosierer. Ved høy pH vil OH-gruppen i karbohydratringen miste ett eller flere 

hydrogenatom og O- vil stå igjen. Når de ioniserte karbohydratene injiseres i kolonnen, vil de 

bytte plass med OH-gruppene som allerede er bundet til partiklene i kolonneveggen (Weiss, 

2020). Desto lavere pKa-verdi et karbohydrat har, desto sterkere binder det seg til kolonnen 

(Rohrer, 2021). En kan dermed lage en forventing til rekkefølgen karbohydratene vil elueres 

ut av kolonnen, basert på deres pKa-verdier. Tabell 2 viser en oversikt over pKa-verdien til 

karbohydratene benyttet i sukkertesten (DL-Xylose, 2022) (Lactulose, u.å.) (Mannitol, 2022). 

På bakgrunn av pKa-verdiene forventes det at mannitol har lavest retensjonstid, deretter 

xylose, og til slutt lactulose.    
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Tabell 2: Oversikt over pKa-verdiene for karbohydratene benyttet i sukkertesten, samt deres 

strukturformel (DL-Xylose, 2022) (Lactulose, u.å.) (Mannitol, 2022). Lactulose har lavest pKa-verdi 

og er derfor den sterkeste syren, og binder seg sterkere til kolonnematerialet enn de to andre 

karbohydratene. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Instrumentet benytter Pulsed Amperometric Detection (PAD) som er en elektrokjemisk 

deteksjonsmetode. Metoden baserer seg på amperometrisk deteksjon, hvor det dannes en 

strøm når OH-gruppene fra karbohydratene oksiderer på overflaten av en gullelektrode. 

Denne strømmen detekteres, og strømstyrken er proporsjonal med konsentrasjon av 

komponentene innenfor et gitt måleområde. Signalet blir presentert som en kromatografisk 

topp i kromatogrammet (Weiss, 2020).  

  

Karbohydrat pKa-verdi Strukturformel 

Lactulose 11,7 

 

 

Xylose 12,14 

 

  

Mannitol 13,50 
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1.3.3 Avlesning fra kromatogram 

 

Et kromatogram er en grafisk fremstilling av en kromatografisk analyse, som viser 

deteksjonen av ulike komponenter i en prøve. Hver komponent i prøven danner ideelt sett 

hver sin topp i kromatogrammet. Høyden på toppen langs y-aksen er avhengig av mengden 

strøm som dannes i detektoren, som igjen er avhengig av blant annet mengde analytt i prøven. 

Hvor toppen befinner seg langs x-aksen avhenger av hvor lang tid komponenten bruker 

gjennom kolonnen (retensjonstid, tR). For å kunne separere to komponenter er det nødvendig 

at toppene har ulik retensjonstid. Hvis komponentene har samme retensjonstid, vil toppene 

havne på samme sted i kromatogrammet. Formen på toppene er også viktig for å kunne 

garantere god resolusjon (RS) og deteksjon. Resolusjon er et kvantitativt mål på hvor godt to 

topper er separert fra hverandre i et kromatogram. Dette er definert som forskjellen i 

retensjonstid mellom to topper multiplisert med 2, dividert på deres sammenlagte bredde (W) 

(formel 1). Det er ufullstendig separasjon av to topper dersom RS beregnes til lavere enn 0,8, 

mens god seperasjon er oppnådd dersom RS beregnes til 1,25 eller høyere (Burtis et al., 

2008b).  

 

Resulosjon (Rs) =
2[(tR)B−[(tR)A]

WB+WA
        (1) 

 

Beregning av resolusjonen er et nyttig hjelpemiddel for å vurdere om noen av de analytiske 

forholdene bør endres på for å bedre seperasjonen mellom komponentene i prøven. Det er 

ulike betingelser som kan justeres på, slik at resolusjonen blir best mulig. Betingelsene for 

den mobile fasen kan enten være isokratisk eller gradert. Ved isokratiske forhold holdes 

betingelsene konstant gjennom hele analysen, mens ved gradient vil betingelsene endres 

underveis. I denne oppgaven er det valgt å fokusere på betingelsene flow-hastighet, NaOH-

konsentrasjon og temperatur i den mobile fasen.   

Det er også ønskelig at toppene er symmetriske. En asymmetrisk topp karakteriseres ved at 

avstanden fra starten av toppen til midten, og fra midten til enden av toppen er forskjellig. Det 

er to former for asymmetri; «fronting» og «tailing». «Fronting» oppstår ved tilfeller der den 

fremste halvdelen av toppen er bredere enn den bakre delen. Ved «tailing» er tilfellet motsatt. 

Asymmetri er et tegn på at noe ved metoden eller instrumentet ikke er optimalt, slik at 

analytten elueres ut av kolonnen over et lenger tidsrom. Asymmetri kan i tillegg gi bredere 
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topper, som heller ikke er ønskelig. Bredden på en topp (båndspredningen) er avhengig av 

tiden analytten bruker på å bli fullstendig eluert ut av kolonnnen. Båndspredningen må 

minimeres slik at ikke topper fra analyttene overlapper hverandre. Ved økt bredde vil toppen 

bli lavere, og det er derfor ideelt at toppene er høye med lav båndspredning (Burtis et al., 

2008a)(Harvey, 2000). 

 

1.3.4 Forskjeller mellom PA20-kolonnen og MA1-kolonnen 

 

Ved deteksjon av mannitol, xylose og lactulose i urin med HPAE-PAD, er Dionex CarboPac 

PA20-kolonnen og Dionex CarboPac MA1-kolonnen aktuelle. Disse kolonnene er begge 

utviklet for å separere karbohydrater, men på noen områder er de forskjellige. 

Kolonnematerialet i PA20-kolonnen består av latekspartikler bundet til anion-byttergruppene, 

mens MA1-kolonnen har anion-bytter gruppene direkte på partikkeloverflaten. PA20-

kolonnen er egnet for seperasjon av sammensatte monosakkarider. Denne kolonnen har en 

diameter på 3 mm og en lengde på 150 mm. Kolonnematerialet har en partikkelstørrelse på 

6µm. Ionebytter-kapasiteten er på 65 µeq per kolonne. Dette er et mål på hvor mange anioner 

som binder seg til kolonnen (Ion Exchange Chromatography, u.å.). Systemet kan tåle et 

maksimalt trykk på 3500 psi. MA1-kolonnen er egnet for seperasjon av svakt ioniserte 

komponenter som sukkeralkoholer, spesielt mono- og disakkaridalkoholer. Denne kolonnen 

har en noe større diameter og lengde på henholdsvis 4mm og 250 mm. Kolonnematerialet har 

en partikkelstørrelse på 7,5 µm. Her er ionebytter-kapasiteten på 1450 µeq, som vil si at det er 

flere anioner som kan binde seg til kolonnematerialet i MA1-kolonnen enn i PA20-kolonnen. 

Systemet tåler imidlertid et lavere maksimalt trykk enn PA20-kolonnen, da den kun tåler et 

trykk opp til 2000 psi. En oversikt over forskjellene mellom de to kolonnene er gitt i tabell 3 

(Thermo Scientific, 2018)(Thermo Scientific, 2013). 
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Tabell 3: Oversikt over forskjellene mellom PA20- og MA1-kolonnene, som gjør dem egnet til 

analyser av ulike komponenter. PA20-kolonnen er godt egnet til å separere sammensatte 

monosakkarider, mens MA1-kolonnen er egnet til separasjon av mono- og disakkaridalkoholer. PA20-

kolonnen tåler et høyere trykk enn MA1-kolonnen, men har imidlertid lavere partikkelstørrelse i 

kolonnematerialet og lavere ionebytterkapasitet enn MA1-kolonnen. 

 

 

1.4 Hensikt med oppgaven 

 

Denne oppgaven er en del av arbeidet knyttet til Lina Moschoula Passali sin doktorgrad innen 

klinisk ernæring, der hovedhensikten er å undersøke om glutenfri diett kan påvirke 

tarmpermeabiliteten hos pasienter med tidlige stadier av MS-sykdom. Vår oppgave i dette 

prosjektet er å optimalisere en metode med HPAE-PAD for å detektere mannitol, lactulose og 

xylose i urinprøver. Hovedfokuset er å definere optimale betingelser for sikker deteksjon av 

sukkerartene. Metodene som etableres med HPAE-PAD skal videre brukes til å analysere 

urinprøver fra pasienter som har gått på glutenfri diett (intervensjonsgruppe) i 6 måneder og 

en kontrollgruppe med som har fortsatt med sin vanlige diett, og vurdere om det er signifikant 

forskjell i tarmpermeabilitet mellom gruppene. Ut ifra spørreskjemaer pasientene har svart på, 

skal det lages en oversikt over karakteristika for deltakerne i forskningsprosjektet. Det skal i 

tillegg utvikles en metode for beregning av gluteninntaket til pasientene i løpet av 

prosjektperioden, kalt en glutenscore. Glutenscoren skal brukes for å kontrollere om 

intervensjonsgruppen faktisk har spist glutenfritt, samt gi en oversikt over hvor mye gluten 

deltakerne i kontrollgruppen har spist.  

 PA20-kolonne MA1-kolonne 

Seperasjon av Sammensatte monosakkarider 
Sukkeralkoholer av mono- og 

disakkarider 

Kolonnestørrelse 
Diameter: 3 mm 

Lengde: 150 mm 

Diameter: 4 mm 

Lengde: 250 mm 

Kolonnematerialets 

partikkelstørrelse 
6 µm 7,5 µm 

Ionebytter-kapasitet 65 µeq 1450 µeq 

Maksimalt trykk 3500 psi 2000 psi 
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2.0 Materiale og metode 

 

2.1 Gjennomføring av forskningsprosjektet og rekruttering av 

deltakere 
  

Dette bachelorprosjektet gjennomføres som en del av et større forskningsprosjekt som pågår 

ved Neurologisk afdeling, Rigshospitalet Glostrup. Forskningsprosjektet er godkjent av 

Videnskabsetisk Komité B for Region Hovedstaden (Journal_nr.: H-17019986). Pasienter 

som ble henvist til skleroseklinikken ved Rigshospitalet Glostrup med klinisk isolert syndrom 

(CIS), fra 2018 til 2021, ble invitert til å delta i en kontrollert intervensjonsstudie. Pasientene 

fikk utlevert informasjon om forskningsprosjektet og fikk vite at intervensjonsgruppen skulle 

følge en glutenfri diett i seks måneder, mens kontrollgruppen skulle holde seg til sin vanlige 

diett. Denne rekrutteringen ble gjennomført av overlege Jette Frederiksen ved 

Skleroseklinikken ved Rigshospitalet Glostrup. Kvinner og menn i alderen 18 til 59 år ble 

rekruttert, forutsatt at de var i fysisk og mental stand til å gjennomføre prosjektet. Fra januar 

til april 2018 ble det kun rekruttert pasienter med synsnervebetennelse, før pasienter med alle 

former for CIS ble rekruttert. Dersom en pasients symptomer senere skulle vise seg å være 

relatert til en annen sykdom enn MS, ble denne pasienten ekskludert fra studien. Pasienten 

kunne heller ikke ha en eller flere av en rekke eksklusjonskriterier, som blant annet graviditet, 

konkurrerende komorbiditet, eller at de allerede gikk på en glutenfri diett. Ved «baseline» 

(start) og «follow-up» (FU, avslutning) av forsøksperioden ble det gjennomført 

blodprøvetaking, spinalpunksjon, MR-skanning, antropometriske målinger (høyde, vekt, 

midjeomkrets) og sukkertest, i tillegg til at pasientene svarte på en rekke spørreskjemaer. Til 

gjennomføring av vårt prosjekt ble det disponert urinprøver fra sukkertesten og rådata fra 

antropometriske målinger og spørreskjemaer. 

 

2.1.1 Oversikt over deltakere i prosjektet 
 

Flytskjema i figur 7 visualiserer deltakerne i forskningsprosjektet, og viser i tillegg antall som 

droppet ut eller ble ekskludert underveis. Det var 103 pasienter som skrev under på 

samtykkeerklæring ved start av prosjektet. 48 pasienter valgte å delta i kontrollgruppen, og 46 

valgte å delta i intervensjonsgruppen. Til sammen ble 7 pasienter ekskludert, og 20 pasienter 

droppet ut i løpet av forskningsprosjektets periode. 40 pasienter fra intervensjonsgruppen, og 
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36 pasienter fra kontrollgruppen fullførte forskningsprosjektet, som til sammen er 76 

pasienter.  

 

Figur 7: Flytskjemaet viser fordelingen av deltakere i intervensjonsgruppen og kontrollgruppen, samt 

hvor mange som droppet ut eller ble ekskludert underveis i prosjektet. 

a: I intervensjonsgruppen ble én pasient ekskludert grunnet graviditet, og to ekskludert grunnet annen 

diagnose.  

b: I kontrollgruppen var det to pasienter som droppet ut grunnet restriksjoner under corona-

pandemien, én grunnet sykdom og de resterende av andre personlige årsaker.  

 

2.2 Gjennomføring av sukkertest  

 

Pasientene gjennomførte sukkertest ved Skleroseklinikken på Rigshospitalet Glostrup. Dagen 

før pasientene skulle gjennomføre testen ble de bedt om å unngå følgende; hard trening, melk 

og melkeprodukter, frukt, honning, lakris, tørket frukt, alkohol, sterk mat, koffein, sukkerfritt 

godteri og tyggegummi, avføringsmidler, samt medisiner av typen non-steroide 

antiinflammatoriske midler (NSAID). I tillegg ble pasientene bedt om å faste fra kl. 22.00 

dagen før sukkertesten. Dette ble gjort for å sikre at deteksjonen av lactulose, mannitol og 

xylose i urinen kun stammet fra sukkerløsningen. Da pasientene ankom sykehuset ble de bedt 

om å tømme innholdet i urinblæren i en beholder. Denne urinprøven ble kalt start-urin. Videre 
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inntok pasientene en sukkeroppløsning med 20 g xylose (Sigma-Aldrich), 5 g lactulose 

(Sigma-Aldrich) og 2 g mannitol (Sigma-Aldrich) i 180 ml vann. I de påfølgende fem timene 

etter inntak av sukkerartene, samlet pasientene opp all deres urin i beholdere. Etter en og tre 

timer inntok pasientene 200 ml vann, og etter fire timer inntok de 150 ml vann. Dette for å 

sikre at pasientene klarte å avgi urin. To timer etter inntak av sukkeroppløsningen fikk 

pasientene en proteindrikk, slik at de fikk næring uten at det påvirket resultatet av 

sukkertesten. Proteindrikken ble blandet som anvist av produsenten (40 g Bodylab Whey 

Vanilla Milkshake oppløst i 250 ml væske), rismelk ble brukt som væske da kumelk kan 

inneholde lactulose og gi falskt positivt resultat.  

Urinen som ble samlet opp i løpet av fem timer ble oppbevart i kjøleskap frem til sukkertesten 

ble avsluttet. Den oppsamlede urinen, utenom start-urinen, ble oppbevart i en større beholder. 

Prøvematerialet i den store beholderen ble veid (beholderens egenvekt ble trukket ifra) og 

densiteten ble målt med digitalt refraktometer (ATAGO PAL-10S). Den målte vekten og 

densiteten ble så brukt til å beregne prøvematerialets volum (formel 2). Tre ml fra start-

urinen, og tre ml fra den oppsamlede urinen ble pipettert over i cryorør på 1 ml og oppbevart 

ved -80oC frem til analyse.  

 

𝑉𝑜𝑙𝑢𝑚(𝐿) =
𝑚𝑎𝑠𝑠𝑒(𝑔)

𝑑𝑒𝑛𝑠𝑖𝑡𝑒𝑡(𝑔/𝐿)
         (2) 

 

2.3 Optimalisering av kromatografimetode for deteksjon av 

sukkerarter 

 

Optimalisering av kromatografimetode for deteksjon av sukkerartene mannitol, xylose og 

lactulose ble utført på Dionex ICS-6000 Ion Chromatography med detektoren Dionex ICS- 

6000 DC. Det ble benyttet to ulike Dionex CarboPac kolonnesett; PA20 og MA1. 

Bufferløsninger ble laget som beskrevet på side 3 i applikasjonen «Determination of 

Carbohydrates in Urine by HPAE-PAD» utviklet av Thermo Fisher (Hurum & Rohrer, 2016), 

ved å fortynne 50% (w/w) natriumhydroksidløsning (Sigma-Aldrich) i avgasset ultrarent vann 

(Milli-Q). 

 



23 

2.3.1 Optimalisering av metode for deteksjon av mannitol og xylose med 

HPAE-PAD og MA1-kolonnen 
 

Optimaliseringen av mannitol- og xylosedeteksjon ble utført på kolonnesettet MA1. Det ble 

tatt utgangspunkt i applikasjonen fra Thermo Fisher (Hurum & Rohrer, 2016), der en NaOH- 

konsentrasjon i bufferløsningen på 480 mM og flow-hastighet på 0,40 mL/min ved 30 CO er 

anbefalt. En sukkerblanding med 0,10 mM mannitol, xylose og lactulose ble først analysert 

med nevnte betingelser. 

Det ble laget to bufferløsninger med NaOH-konsentrasjon på 480mM og 612 mM til analyse 

på MA1-kolonnen. Slik tabell 4 viser ble 50% (w/w) NaOH fortynnet i avgasset Milli-Q vann 

for å oppnå ønsket konsentrasjon.  

 

Tabell 4: Oversikt over volum 50% (w/w) NaOH og masse avgasset Milli-Q vann som ble benyttet for 

å lage bufferløsninger med NaOH-konsentrasjon på 480 mM og 612 mM.  

Konsentrasjon (mM) Volum NaOH 50% (w/w) (mL) Milli-Q vann, masse (g) 

480 25,1 974,9 

612 32,0 967,0 

 

For å undersøke hvordan toppene endret seg ved ulik flow-hastighet, ble det analysert en 

sukkerløsning av 0,05 mM mannitol, xylose og lactulose. Bufferløsningens NaOH-

konsentrasjon og temperatur var konstant på henholdsvis 480 mM og 30°C ved hver analyse, 

mens flow-hastigheten var 0,25 mL/min, 0,3 mL/min og 0,4 mL/min. Det ble også undersøkt 

hvordan gradient ville påvirke toppene. Det ble derfor først analysert en sukkerløsning av 

0,10 mM mannitol, xylose og lactulose med en isokratisk metode, med betingelsene 480 mM 

NaOH og 0,30 mL/min flow-hastighet ved 30°C. Deretter ble samme sukkerløsning analysert 

med gradient med 300 mM NaOH-konsentrasjon fra 0-25 min, og deretter gradvis økning til 

612 mM NaOH-konsentrasjon fra 25–50 min. Fra 50-60 min ble konsentrasjonen holdt stabil 

på 612 mM. Flow-hastigheten og temperaturen ble satt likt som den isokratiske metoden med 

0,30 min/mL, og 30oC. Etter analysering med gradient, ble kolonnen re-ekvilibrert. Dette ble 

utført ved å “analysere” en vannprøve med samme NaOH-konsentrasjon i bufferløsningen, 

som neste prøve skulle analyseres med.  
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2.3.2 Optimalisering av metode for deteksjon av lactulose med HPAE-PAD og 

PA20-kolonnen 
 

Optimaliseringen av lactulose-deteksjon ble utført på kolonnesettet PA20. For å undersøke 

hvordan toppen for lactulose endret seg i kromatogrammet ved ulik flow-hastighet, 

temperatur og NaOH-konsentrasjon i bufferløsningen, ble det analysert prøver med en 

konsentrasjon av lactulose på 33,3 µM i Milli-Q vann. Konsentrasjonen på 33,3 µM ble valgt 

for å unngå overbelastning av kolonnen. Urinprøver fra tilfeldig valgte pasienter ble også 

analysert med endringer av de ulike betingelsene, for å se hvordan dette påvirket toppene til 

sukkerartene i reelle urinprøver.  

Det ble laget to bufferløsninger med NaOH-konsentrasjon på henholdsvis 200mM og 20mM, 

til analyse med PA20-kolonnen. Slik tabell 5 viser ble 50% (w/w) NaOH fortynnet i avgasset 

Milli-Q vann for å få ønskelig konsentrasjon.  

 

Tabell 5: Oversikt over volum 50% (w/w) NaOH og masse avgasset Milli-Q vann som ble benyttet for 

å lage bufferløsninger med NaOH-konsentrasjon på 200mM og 20mM.  

Konsentrasjon (mM) Volum NaOH 50% (w/w) (mL) Milli-Q vann, masse (g) 

200 10,46 990,0 

20 1,046 999,0 

 

De ulike betingelsene som ble endret for å optimalisere lactulose-deteksjonen var NaOH-

konsentrasjon i bufferløsningen, flow-hastighet og temperatur. På bakgrunn av tidligere 

analyserte prøver ble det valgt å standardisere betingelsene, med 30 mM NaOH-

konsentrasjon, 0,20 mL/min flow-hastighet og en temperatur på 30oC som utgangspunkt. 

Videre ble én og én betingelse justert, mens de andre ble holdt konstant. På denne måten ble 

det tydeliggjort effekten av de ulike betingelsene på toppene i kromatogrammet. Tabell 6 

viser hvilke endringer av de ulike betingelsene som ble utprøvd. For å rense kolonnen mellom 

hver analysering ble kolonnen renset ved å legge til et tidsrom på slutten av hver analyse med 

ren 200 mM bufferløsning. 
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Tabell 6: Oversikt over de ulike endringene av NaOH-konsentrasjon, flow-hastighet og temperatur 

som ble utprøvd ved optimalisering av deteksjon av lactulose på PA20-kolonnen. Én og én betingelse 

ble endret, mens de øvrige ble holdt konstant.  

NaOH-konsentrasjon (mM) 20 25 30 35 40 45 

Flow-hastighet (mL/min) 0,10 0,15 0,20 0,25 0,30 - 

Temperatur (oC) 20 30 40 - - - 

 

 

2.4 Metode for analysering av pasientprøver med HPAE-PAD 

 

2.4.1 Kalibrering av metode deteksjon av mannitol og xylose med HPAE-PAD 

og MA1-kolonnen 
 

For å etablere kalibreringskurver for bestemmelse av mannitol- og xylosekonsentrasjoner i 

urinprøvene, ble det laget elleve standardløsninger med ulike konsentrasjoner av de nevnte 

sukkerartene. Disse ble analysert med samme bufferløsning og betingelser som 

pasientprøvene (vedlegg 1). Det ble laget stamløsninger av sukkerartene fra tørrstoff, før de 

ble fortynnet til de ulike konsentrasjonsnivåene. Tabell 7 viser masse (mg) av tørrstoffene 

som ble løst opp i Milli-Q vann for å få 1 liter stamløsning med en konsentrasjon på 10 mM.  

 

Tabell 7: Oversikt over masse tørrstoff som ble benyttet for å lage 10 mM mannitol- og 

xylosestamløsninger, på bakgrunn av stoffenes molare masse.  

Analytt, molar masse (g/mol) Masse av tørrstoff (mg) 

Mannitol: 182,17 821,7 

Xylose: 150,13 1501,3 

 

Videre ble 20 µL av hver stamløsning blandet med 1960 µL Milli-Q vann, for å lage en ny 

fortynning med en konsentrasjon på 0,10 mM. Deretter ble fem av standardene laget etter 

fortynningsrekken som tabell 8 viser.   
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Tabell 8: Oversikt over volum sukkerløsning og Milli-Q vann som ble blandet for å lage mannitol- og 

xylosestandardløsninger med ønskelige konsentrasjoner. Første standardløsning ble laget ved å 

fortynne løsningen med 0,10 mM av mannitol og xylose. De resterende løsningene ble laget ved å 

fortynne den foregående løsningen. 

Konsentrasjon (mM) 
Volum fra foregående 

fortynning (µL) 
Milli-Q vann (µL) 

0,05 1000 1000 

0,01 400 1600 

0,005 1000 1000 

0,001 400 1600 

0,0005 1000 1000 

 

De fem resterende konsentrasjonene ble laget direkte fra stamløsningene av mannitol og 

xylose på 10 mM. Tabell 9 viser hvilket volum mannitol- og xylosestamløsning ble fortynnet 

med Milli-Q vann, for å oppnå ønskede konsentrasjoner.   

 

Tabell 9: Oversikt over volum av stamløsning og Milli-Q vann som ble blandet for å lage 

standardløsninger med ønskelige konsentrasjoner. Løsningene ble alle laget ved å fortynne 

stamløsningene av mannitol og xylose (10mM), unntatt 0,02 mM-løsningen, som ble laget ved å 

fortynne 0,20 mM-løsningen 1:10. 

Konsentrasjon (mM) Volum 10 mM mannitol (µL) Volum 10mM xylose (µL) 
Milli-Q 

vann (µL) 

0,20 20 20 960 

0,18 18 18 964 

0,13 13 13 974 

0,075 7,5 7,5 985 

0,02 Fortynnet 0,20 mM-løsningen 1:10 (100 µL 0,20 mM-løsning+ 900 µL vann) 
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Standardløsningene ble analysert, og lagt inn i dataprogrammet slik at det ble laget 

kalibreringskurver for sukkerartene. Deretter ble det gjort korrelasjonsanalyser mellom 

konsentrasjon og signal av analyttene. 

2.4.2 Kvalitetskontroll av metoden for deteksjon av mannitol og xylose med 

HPAE-PAD og MA1-kolonnen 
 

For å kontrollere mulige pipetteringsfeil, fortynningsfeil og feil under analysen ble det testet 

ulike interne standarder (IS). Cellobiose, som er en sukkerart, ble anbefalt som IS i 

applikasjonen fra Thermo Fisher (Hurum & Rohrer, 2016), og ble derfor testet først. Dette ble 

utført ved å lage tre løsninger med konsentrasjoner på 0,10 mM, 0,05 mM og 0,01 mM av 

cellobiose i Milli-Q vann, og analysert med samme betingelser som pasientprøvene. Videre 

ble det analysert pasientprøver for å undersøke om det var noen komponenter i urinen som 

eluerte i samme tidsrom som cellobiose, og som dermed ville overlappe med cellobiose-

toppen. Sukkeret melibiose (Barboza Jr. et al., 1999) ble også testet som mulig IS, og det ble 

analysert en løsning med 0,05 mM melibiose.  

Fortynnet human urin ble analysert for å vurdere om det var egnet som daglig kontroll. Urinen 

ble sentrifugert, og supernatanten deretter fortynnet 1:4000. Videre ble alikvoter fordelt i 1,5 

mL eppendorfrør og fryst ned i -80°C. En ny kontroll ble tint opp og analysert hver dag, over 

en periode på seks dager. 

I tillegg til å vurdere human urin som daglig kontroll, ble en syntetisk kontroll bestående av 

0,10 mM mannitol og xylose vurdert. Det ble laget totalt 20 alikvoter ved å fortynne 10 µL av 

10 mM mannitol og 10 µL av 10 mM xylose til et sluttvolum på 1 mL i hvert eppendorfrør. 

Deretter ble kontrollene fryst ned til -80 °C. Løsningene på 10 mM er de samme løsningene 

som er benyttet til å lage kalibreringskurve for metoden. En ny kontroll ble tint opp og analysert 

hver dag, over en periode på tre dager. Det ble deretter laget kontrollkort for å kontrollere 

reproduserbarheten til sukkerløsningen.  

 

2.4.3 Fortynning og analysering av pasientprøver for kvantifisering av mannitol 

og xylose med HPAE-PAD og MA1-kolonnen  
 

For å finne en velegnet fortynningsgrad ved analyse av pasientprøvene, ble én pasientprøve 

analysert med to ulike fortynninger. Prøvene ble analysert med fortynning 1:500 og 1:1000 og 
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konsentrasjonen av mannitol og xylose ble vurdert opp mot linearitetsområdet bestemt ut ifra 

kalibreringskurven.  

56 urinprøver fra pasientene ble analysert for å vurdere metodens evne til å måle 

konsentrasjon av mannitol og xylose presist og riktig. Prøver fra 8 pasienter fra 

intervensjonsgruppen, og 6 pasienter fra kontrollgruppen ble analysert i to paralleller, både fra 

baseline og FU. Det ble laget en randomisert liste over pasientene, slik at pasientprøvene ble 

analysert i tilfeldig rekkefølge. Urinprøvene lagret ved -80 °C ble tint opp i romtemperatur. 

Deretter ble prøvene sentrifugert ved 1500 G ved 4 °C i 5 minutter. Supernatanten ble 

pipettert over i et eppendorfrør og merket med ID og dato for prøvetaking. Deretter ble 

supernatanten fortynnet 1:500, 1:1000 eller 1:2000 ut ifra diuresen til pasienten. 

Analysebetingelsene ble holdt konstant med flow-hastighet på 0,40 mL/min, isokratisk 

NaOH-konsentrasjon på 480 mM i bufferløsningen, og en temperatur på 30 °C. En mer 

detaljert fremgangsmåte for analysering av pasientprøver er beskrevet i vedlegg 1.  

 

2.4.4 Validering av metode for deteksjon av mannitol og xylose med HPAE-

PAD og MA1-kolonnen 
 

Variasjonen i detektert konsentrasjon av mannitol og xylose mellom parallellene for prøvene 

ble beregnet. Deretter ble det vurdert om det er hensiktsmessig å analysere paralleller, eller 

om det er unødvendig bruk av tid og bufferløsning. Variasjonskoeffisienten (CV) mellom 

parallell 1 og 2 ble beregnet ut ifra standardavvik (SD) og middelverdi, slik formel 3 viser.  

 

%𝐶𝑉 =
𝑠𝑡𝑎𝑛𝑑𝑎𝑟𝑑𝑎𝑣𝑣𝑖𝑘 (𝑆𝐷)

𝑚𝑖𝑑𝑑𝑒𝑙𝑣𝑒𝑟𝑑𝑖(𝑥̅)
∗ 100%        (3) 

 

Recovery ble også beregnet som et trinn i validering av metoden for deteksjon av mannitol og 

xylose. For å beregne recovery ble en pasientprøve analysert i tre replikater ved to ulike 

fortynningsgrader, 1:100 og 1:1000. Retensjonstid og areal for mannitol- og xylosetoppen ble 

notert. Videre ble replikatene av fortynningene tilsatt en løsning av mannitol og xylose til en 

konsentrasjon i prøvene på 0,05 mM, før de på nytt ble analysert. Retensjonstid og areal ble 

igjen notert. I tillegg ble det analysert en ren 0,05 mM løsning av mannitol og xylose. CV 

mellom replikatene av pasientprøve, pasientprøve tilsatt sukkerartene og ren sukkerløsning 

ble så beregnet (formel 3).  
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Videre ble formel 4 benyttet for å beregne grad av gjenfinning av analytt i prøvene (Harvey, 

2016). Dette ble beregnet for både mannitol og xylose i hver replikat i hver av fortynningene. 

Et gjennomsnitt av recovery for replikatene, både for mannitol og xylose i begge 

konsentrasjonene, ble også beregnet.  

 

𝑅𝑒𝑐𝑜𝑣𝑒𝑟𝑦(%) =
𝑀å𝑙𝑡 𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙 𝑘𝑜𝑛𝑠𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑠𝑗𝑜𝑛 𝑖 𝑝𝑟ø𝑣𝑒𝑛

𝑇𝑖𝑙𝑠𝑎𝑡𝑡 𝑘𝑜𝑛𝑠𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑠𝑗𝑜𝑛 +𝑘𝑗𝑒𝑛𝑡 𝑘𝑜𝑛𝑠𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑠𝑗𝑜𝑛 𝑖 𝑝𝑟ø𝑣𝑒𝑛 𝑓ø𝑟 𝑡𝑖𝑙𝑠𝑎𝑡𝑠
  (4) 

 

2.5 Spørreskjemaer og utarbeidelse av glutenscore 
 

Til vårt prosjekt ble vi gitt tilgang til spørreskjemaer som pasientene i forskningsprosjektet 

har fylt ut. Disse inneholder informasjon om pasientenes livsstil, helse og livskvalitet ved 

baseline og FU, samt loggføring av deres gluteninntak hver måned. Svarene på 

spørreskjemaene fra pasientene ble lagt inn manuelt to ganger i et dataprogram som heter 

REDCap. Deretter ble data overført til Excel for videre beregninger. Det ble kontrollert at 

begge paralleller av den manuelle inntastingen var korrekt, i forhold til pasientenes svar. 

Eventuelle feil ble rettet. 

Spørreskjemaer om generelle opplysninger, livsstil og helse ved oppstart av prosjektet ble 

benyttet for å beskrive intervensjonsgruppen og kontrollgruppen. Her ble faktorene kjønn, 

alder, BMI, røyking, alkoholinntak og utdannelsesnivå for gruppene sammenlignet.  

For å gjøre utregninger av pasientenes glutentinntak i løpet av prosjektperioden, ble det 

benyttet Food Frequency Questionaires (FFQ) som pasientene fylte ut hver måned. FFQ 

inneholder informasjon om hvor mye deltakerne har spist av ulike glutenholdige matvarer, 

som blant annet rugbrød, pasta og soyasaus. FFQ ble benyttet til å bergene glutenscoren til 

hver pasient for hver måned. Glutenscoren ble beregnet ut ifra matvarens gluteninnhold per 

100 g, bestemt vha. DTU fødevaredatabanken (Frida - Database med fødevaredata udgivet 

DTU Fødevareinstituttet, 2022). For matvarer der den primære proteinkilden var hvete, rug 

eller bygg, ble gluteninnholdet estimert på bakgrunn av at disse kornsortene inneholder 

henholdsvis 80%, 65% og 50% gluten (Hoppe et al., 2013). For matvarer der gluten ikke 

utgjorde det primære bidraget til proteininnholdet, ble det estimert hvor mye av proteinet som 

stammet fra gluten, og gluteninnholdet i matvaren ble beregnet ut ifra dette. 

Porsjonsstørrelsene ble estimert basert på standardiserte porsjonsstørrelser fra DTU 
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fødevareinstituttet (Ygil, 2013), i tillegg til sunn fornuft for de matvarer som ikke var å finne i 

dette dokumentet.  

Det ble også gitt poeng til pasientene ut ifra hyppigheten av inntaket av den glutenholdige 

matvaren i løpet av en måned. Det gis mest poeng dersom en har spist den aktuelle matvaren 

hver dag, og synkende poengscore jo sjeldnere matvaren er inntatt, slik tabell 10 viser. 

Deretter ble beregnet gluteninnhold (g) i matvaregruppene multiplisert med poengene basert 

på hyppighet (tabell 10). På denne måten ble en glutenscore for hver måned beregnet for hver 

pasient. 

 

Tabell 10: Fordelingen av poeng basert på hvor hyppig pasienten har spist en glutenholdig matvare i 

løpet av en måned. Poengene benyttes i beregning av glutenscoren til pasienten, sammen med 

beregnet gluteninnhold pr. porsjon av de ulike matvarene.  

Hyppighet 

Flere 

ganger 

daglig 

Daglig 

5-6 

ganger i 

uken 

2-4 

ganger i 

uken 

Én gang i 

uken 

1-3 

ganger i 

måneden 

0 ganger i 

måneden 

Poeng 56 28 22 12 4 2 0 

 

 

2.6 Databehandling 
  

Statistiske beregninger ble gjennomført både ved hjelp av dataprogrammet R studio® (R Core 

Team, 2020) og Excel. Statistisk signifikans defineres som p < 0,05.  

Pasientkarakteristikk ved baseline omfatter variablene kjønn, alder, BMI, røyke- og 

alkoholvaner samt utdannelsesnivå. Dette ble behandlet i R studio®. Siden fordelingen av 

pasientene i intervensjonsgruppen og kontrollgruppen ikke var randomisert, var det 

nødvendig å sammenligne de nevnte variablene mellom gruppene. Det ble undersøkt om det 

er store forskjeller mellom gruppene som det må tas hensyn til når resultatene av sukkertesten 

skal diskuteres. Dataene for variablene ble vurdert til å ikke være normalfordelt, og det ble 

derfor beregnet median og «interquartile range» (IQR). Disse beregningene ble kun utført på 

de kvantitative variablene; BMI og alder, ettersom de kategoriske variablene; kjønn, 

utdannelsesnivå, røyke- og alkoholvaner, er ikke-numeriske variabler.  
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Både for de kvantitative variablene og de kategoriske variablene ble det beregnet p-verdi for å 

vurdere om fordelingen er signifikant forskjellig mellom intervensjonsgruppen og 

kontrollgruppen.  

Siden de kategoriske variablene ikke var normalfordelt, ble p-verdi beregnet med en Chi-

kvadrat-test, hvor to ikke-parede grupper ble sammenlignet. For de numeriske variablene, 

alder og BMI, ble det utført en Wilcoxon rank sum test, der det også ble sammenlignet to 

ikke-parede grupper. 

Ved bearbeidelsen av glutenscoren ble dataprogrammet Excel benyttet. Den samlede 

glutenscoren for hver pasient for hver måned ble benyttet til å lage et boksplott. Her ble 

spredningen i gluteninntaket mellom intervensjonsgruppen og kontrollgruppen ved hver 

måned sammenlignet.  

Da det ikke ble analysert en tilstrekkelig mengde pasientprøver, ble mannitol- og 

xyloseresultatene antatt å ikke være normalfordelt. Resultatet ble derfor presentert som 

median og IQR ved hjelp av R studio®. P-verdi mellom intervensjonsgruppen og 

kontrollgruppen, både ved baseline og FU, ble beregnet ved bruk av Wilcoxon rank sum test. 

P-verdien innad i gruppene ble også beregnet, der baseline og FU ble sammenlignet, ved bruk 

av tosidig ikke-paret t-test. 
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3.0 Resultater 

 

3.1 Bakgrunn for optimalisering av deteksjonsmetode for mannitol, 

xylose og lactulose i urin 
 

Opprinnelig var det tenkt å analysere pasientprøver med HPAE-PAD med MA1-kolonnen, 

ved å følge metode 2 (side 6, figur 4) i applikasjonen “Determination of Carbohydrates in 

Urine by HPAE-PAD" utarbeidet av Thermo Fisher (Hurum & Rohrer, 2016). Denne 

metoden, som er utarbeidet ved bruk av syntetisk urin tilsatt ulike sukkerarter, viste seg 

imidlertid å være uegnet til påvisning av sukkerartene mannitol, xylose og lactulose i 

pasientprøvene i dette prosjektet (muntlig meddelelse fra veileder). Figur 8a viser 

kromatogram fra en pasientprøve fortynnet 1:10 og analysert med HPAE-PAD og MA1-

kolonnen. Figuren viser at det er dårlig resolusjon mellom xylose og lactulose, da det er liten 

forskjell i deres retensjonstid og toppene ligger nære hverandre. Mengden xylose pasientene 

konsumerte under sukkertesten var fire ganger høyere enn mengden lactulose, og i tillegg er 

mengde xylose som tas opp i tynntarmen høyere enn opptaket av lactulose. Derfor vil toppen 

for xylose være meget høy i pasientenes urin, slik at eventuell lactulose i prøven vil elueres i 

“halen” til xylose-toppen. Figur 8b viser kromatogram fra analyse av samme pasientprøve, 

med samme betingelser, tilsatt 0,2 mM mannitol, xylose og lactulose. Figuren viser hvor 

lactulose danner en topp ved høyere konsentrasjon, og at toppen ligger i “halen” til xylose. 

Deretter ble det testet om metode 1 (side 4, figur 1) i applikasjonen fra Thermo Fisher 

(Hurum & Rohrer, 2016) med PA20-kolonnen ville fungere bedre for å detektere 

sukkerartene. Denne metoden fungerte heller ikke ideelt. Figur 9a viser kromatogrammet fra 

en pasientprøve fortynnet 1:10, analysert med PA20-kolonnen. Figuren viser at mannitol har 

kort retensjonstid ved bruk av denne kolonnen (rundt 2 minutter). Dette er fordi mannitol ikke 

binder seg godt til kolonnematerialet, og det skjer derfor ingen ionebytter-prosess. Dette fører 

til at sukkeret beveger seg raskt ut av kolonnen. Figur 9b viser samme pasientprøve tilsatt 

0,20 mM lactulose, for å visualisere hvor denne sukkerarten danner topp ved høyere 

konsentrasjon. Det er mye støy i kromatogrammet som kommer fra ulike komponenter i 

human urin, slik figur 9a og 9b også viser. Ettersom konsentrasjonen av lactulose normalt er 

lav i human urin, er sukkeret vanskelig å skille fra øvrige komponenter i urinen. Det ble på 
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bakgrunn av dette bestemt å gjøre optimaliseringer på MA1-kolonnen for deteksjon av 

mannitol og xylose, og optimaliseringer på PA20-kolonnen for deteksjon av lactulose. 

 

 

Figur 8: a.: Analyse av pasienturin fortynnet 1:10 på MA1-kolonnen. Mannitol elueres ved 26,3 

minutter, xylose ved 32,5 minutter, mens lactulose ikke er detektert. Prøven er analysert med NaOH-

konsentrasjon på 480 mM, og flow-hastighet på 0,3 mL/min, ved 40°C. 

b.: Analyse av samme pasienturin fortynnet 1:10, tilsatt 0,2 mM mannitol, xylose og lactulose. Dette 

illustrerer at xylose og lactulose ikke separeres godt nok med MA1-kolonnen (metode 2: side 6, figur 

4) (Hurum & Rohrer, 2016). Prøven er analyser med NaOH-konsentrasjon på 480 mM, og flow-

hastighet på 0,3 mL/min, ved 40°C. 
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Figur 9: a.: Analyse av pasienturin fortynnet 1:10 på PA20-kolonnen (metode 1: side 4, figur 1) 

(Hurum & Rohrer, 2016). a1.Mannitol elueres rundt 2 minutter, sammen med andre komponenter fra 

urinen. a2. Xylose elueres ved 11 minutter. a3. Lav konsentrasjon lactulose detekteres ved 20 

minutter. Prøven er analysert med NaOH-konsentrasjon på 20 mM, og flow-hastighet på 0,3 mL/min 

og temperatur på 30°C. 

b.: Analyse av samme pasienturin fortynnet 1:10 på PA20-kolonnen, tilsatt 1 mM lactulose. b1. 

Mannitol elueres ved samme tid som i figur 9a. b2. Xylose elueres ved samme tid som i figur 9a. b3. 

Tilsatt lactulose detekteres ved 22 minutter, og illustrerer hvor dette sukkeret ville vært dersom 

pasienturinen hadde høyere konsentrasjon av lactulose. Prøven er analysert med NaOH-

konsentrasjon på 20 mM, og flow-hastighet på 0,3 mL/min og temperatur på 30°C.  

 

 

 

3.2 Optimalisering av metoden for deteksjon av mannitol og xylose 

med HPAE-PAD og MA1-kolonne 

 

For deteksjon av mannitol og xylose ble det besluttet at MA1-kolonnen skulle benyttes, og det 

ble tatt utgangspunkt i metode 2 (side 6, figur 4) fra applikasjonen til Thermo Fisher (Hurum 

& Rohrer, 2016). Det ble gjort flere utprøvninger for å finne gunstige innstillinger med flow- 

hastighet og NaOH- konsentrasjon som separerte xylose og lactulose best. På denne måten 

skulle det være mulig å kvantifisere xylosen, samtidig som mannitol ble detektert med 
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sikkerhet. Det ble bestemt at temperatur i kolonnen skal være samme som i applikasjonen, 

nemlig 30° C. 

 

3.2.1 Ved analyse av mannitol og xylose med HPAE-PAD og MA1-kolonne 

fører økt flow-hastighet til topper med økt høyde, smalere bredde, lavere areal 

og kortere retensjonstid  

 

Det ble analysert en sukkerblanding med konsentrasjon 0,05 mM mannitol, xylose og 

lactulose med varierende flow-hastighet. Hensikten var å finne den hastigheten som vil gi best 

separasjon av xylose fra lactulose slik at toppene ble så høye og smale som mulig. De målte 

verdiene for sukkerløsningen analysert med varierende flow-hastighet er presentert i vedlegg 

4. Disse verdiene er presentert i punktdiagram i figur 10 til 13, der mannitol representerer blå 

punkter, og xylose representerer oransje punkter. Figur 10 viser at da flow-hastigheten økte 

fra 0,25 mL/min til 0,30 mL/min og deretter til 0,40 mL/min, økte høyden av mannitol-

toppen. Bredden for toppene minket med stigende flow-hastighet, slik figur 11 viser. I tillegg 

minket arealet for mannitol-toppen ved økt flow-hastighet, slik figur 12 viser. Retensjonstiden 

for mannitol-toppen ble kortere ved høyere flow-hastighet, slik figur 13 viser. Samme tendens 

ses også for xylose, hvor høyden økte (figur 10), bredden og arealet ble mindre (figur 11 og 

12) og retensjonstiden ble kortere (figur 13) med økte flow-hastighet.  
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Figur 10: Høyden til toppen for mannitol (blå) og xylose (oransje)øker ved økt flow-hastighet. 

MA1-kolonnen er benyttet, ved temperatur på 30°C, NaOH-konsentrasjon på 480 mM, og 

varierende flow-hastighet. 

Figur 11: Bredden til toppen for mannitol (blå) og xylose (oransje) blir kortere ved 

høyere flow-hastighet. MA1-kolonnen er benyttet, ved temperatur på 30°C, NaOH-

konsentrasjon på 480 mM, og varierende flow-hastighet. 
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Figur 12: Arealet til toppen for mannitol (blå) og xylose (oransje) minker når flow-hastigheten 

øker. MA1-kolonnen er benyttet, ved temperatur på 30°C, NaOH-konsentrasjon på 480 mM, og 

varierende flow-hastighet. 

 

Figur 13: Retensjonstiden til toppen for mannitol (blå) og xylose (oransje) blir kortere 

ved høyere flow-hastighet. MA1-kolonnen er benyttet, ved temperatur på 30°C, NaOH-

konsentrasjon på 480 mM, og varierende flow-hastighet. 
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3.2.2 Utprøvd isokratisk NaOH-konsentrasjon er foretrukket framfor utprøvd 

gradient med HPAE-PAD og MA1-kolonne 

 

En sukkerløsning ble analysert med både konsentrasjonsgradient og isokratisk NaOH-

konsentrasjon, for å undersøke hva som ga best seperasjon av xylose og lactulose. Først ble 

sukkerløsningen med 0,10 mM mannitol, xylose og lactulose analysert isokratisk med 

betingelsene 480 mM NaOH og 0,40 mL/min flow-hastighet ved 30°C. Figur 14 viser 

kromatogrammet fra analysen. Mannitol ble eluert først med en retensjonstid på 20,20 

minutter og ble tydelig separert fra de andre sukkerartene. Xylose fikk en retensjonstid på 25, 

58 minutter, og overlapper noe med lactulose som fikk en retensjonstid på 27,49 minutter. 

Resolusjonen mellom toppen for xylose og toppen for lactulose ble beregnet slik formel 5 

viser.  

 

𝑅𝑆 =  
2[27,492−[25,575]

0,728+0,999
= 2,22         (5)

  

 

Figur 14: Sukkerløsning på 0,10 mM mannitol, xylose og lactulose analysert med isokratisk metode 

(480 mM NaOH) på MA1-kolonnen. MA1-kolonnen er benyttet med temperaturen på 30°C og flow-

hastigheten på 0,4 mL/min. 
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Samme sukkerløsning på 0,10 mM ble analysert med gradient der NaOH-konsentrasjonen 

gradvis økte fra 300 mM til 612 mM etter 25 minutter. Figur 15 viser kromatogrammet fra 

analysen. Mannitol ble eluert først med en retensjonstid på 18,18 minutter, men ble ikke 

fullstendig separert fra den neste toppen med retensjonstiden 19,80 minutter som 

representerer både xylose og lactulose. Figuren viser at toppen for xylose og lactulose eluerte 

ved samme tid, og resolusjonen er ikke mulig å beregne.  

 

 

 

Figur 15: Sukkerløsning på 0,10 mM mannitol, xylose og lactulose analysert med gradert NaOH-

konsentrasjon: 300 mM fra 0-25 minutter, deretter 612 mM fra 25-50 minutter, til slutt 612 mM fra 

50-60 minutter. MA1-kolonnen er benyttet med temperaturen på 30°C og flow-hastigheten på 0,3 

mL/min. 
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3.3 Optimalisering av metoden for deteksjon av lactulose med HPAE-

PAD og PA20-kolonnen 

 

Ettersom konsentrasjonen av lactulose i urin for friske mennesker er meget lav, ble det sett på 

ulike faktorer som kunne bedre sensitiviteten for dette sukkeret på PA20-kolonnen. Det ble 

gjort utprøvninger av flow-hastighet, NaOH-konsentrasjon og temperatur, for å finne de 

betingelsene som best kvantifiserte lactulose med PA20-kolonnen. 

 

3.3.1 Ved analyse av lactulose med HPAE-PAD og PA20-kolonnen fører økt 

flow-hastighet til kortere retensjonstid, og topper med økt høyde, smalere 

bredde og lavere areal 
 

For å bestemme hvilken flow-hastighet som gir best resolusjon, ble det gjort forsøk med ulike 

flow-hastigheter. NaOH- konsentrasjonen og temperaturen ble holdt konstant på henholdsvis 

30mM og 30oC. Utprøvningene ble utført med en løsning på 3,33 mM lactulose i vann. Flow-

hastigheten ble satt opp fra 0,15 til 0,30 mL/min med et intervall på 0,05 mL/min. De målte 

verdier for sukkerløsningen analysert med varierende flow-hastighet er presentert i tabell 5.1, 

i vedlegg 5. Figur 16-19 viser hvordan henholdsvis retensjonstid, høyde, bredde og areal 

endret seg med økende flow-hastighet. Figur 16 viser at da flow-hastigheten ble satt opp fra 

0,15 mL/min til 0,20 mL/min og 0,30 mL/min, minket retensjonstiden til lactulose. Høyden til 

lactulose-toppen økte ved økt flow-hastighet, slik figur 17 viser. Figur 18 viser at bredden på 

lactulose-toppen minket ved økt flow-hastighet. Til slutt viser figur 19 at arealet til lactulose 

toppen minket da flow-hastigheten økte.    
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Figur 16: Retensjonstiden til toppen for lactulose blir kortere ved høyere flow-hastighet. PA20-

kolonnen er benyttet med temperatur på 30°C, NaOH-konsentrasjon på 30 mM, og varierende flow-

hastighet.  

 

 

 

Figur 17: Høyden til toppen for lactulose øker ved økt flow-hastighet. PA20-kolonnen er benyttet, med 

temperatur på 30°C, NaOH-konsentrasjon på 30 mM, og varierende flow-hastighet. 
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Figur 18: Bredden på toppen for lactulose minker ved økt flow-hastighet. PA20-kolonnen er benyttet 

med ved temperatur på 30°C, NaOH-konsentrasjon på 30 mM, og varierende flow-hastighet. 

 

 

Figur 19: Arealet til toppen til lactulose minker når flow-hastigheten øker. PA20-kolonnen er benyttet 

med temperatur på 30°C, NaOH-konsentrasjon på 30 mM, og varierende flow-hastighet. 
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3.3.2 Ved analyse av lactulose med HPAE-PAD og PA20-kolonne fører økt 

NaOH-konsentrasjon til kortere retensjonstid, og topper med økt høyde, smalere 

bredde og større areal 

 

NaOH-konsentrasjonen er en viktig variabel for seperasjon av sukkerartene med HPAE-PAD, 

da det påvirker hvor godt anionene i prøven binder seg til kolonnen. Det ble gjort forsøk med 

ulike NaOH-konsentrasjoner på bufferløsningen, og flow-hastighet og temperatur ble holdt 

konstant på henholdsvis 0,20 mL/min på 30oC. Utprøvningene ble gjennomført med en 

løsning på 3,33 mM lactulose i vann. NaOH-konsentrasjonen ble satt opp med 5 mM fra 20 

mM til 45 mM. De målte verdier for sukkerløsningen analysert med varierende NaOH-

konsentrasjon er presentert i tabell 5.2, i vedlegg 5. Slik figur 20 viser, førte en økning i 

NaOH-konsentrasjon fra 20 mM og 45 mM til at retensjonstiden sank. I tillegg økte høyden 

på toppen ved økt NaOH-konsentrasjon, slik figur 21 viser. Samtidig viser figur 22 at ved 

høyere NaOH-konsentrasjon ble toppens bredde smalere. Til slutt viser figur 23 at arealet økte 

ved økt NaOH-konsentrasjon.   
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Figur 20: Retensjonstiden til toppen for lactulose blir kortere ved høyere NaOH-konsentrasjon. PA20-kolonnen 

er benyttet med temperatur på 30°C, flow-hastighet på 0,20 mL/min og varierende NaOH-konsentrasjon. 

 

 

 

Figur 21: Høyden til toppen for lactulose øker ved økt NaOH-konsentrasjon. PA20-kolonnen er benyttet med 

temperatur på 30°C, flow-hastighet på 0,20 mL/min og varierende NaOH-konsentrasjon. 
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Figur 22: Bredden på toppen for lactulose minker ved økt NaOH-konsentrasjon. PA20-kolonnen er benyttet med 

temperatur på 30°C, flow-hastighet på 0,20 mL/min og varierende NaOH-konsentrasjon. 

 

 

 

 

 

Figur 23: Arealet til toppen for lactulose øker ved økt NaOH-konsentrasjon. PA20-kolonnen er benyttet med 

temperatur på 30°C, flow-hastighet på 0,20 mL/min og varierende NaOH-konsentrasjon. 
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3.3.3 Ved analyse av lactulose med HPAE-PAD og PA20-kolonnen fører økt 

temperatur til kortere retensjonstid, og topper med økt høyde, smalere bredde og 

større areal  

 

Det ble gjort forsøk med varierende temperatur i kolonnen, for å undersøke om det ville 

påvirke retensjonstiden, høyde, bredde og areal til analytten. Flow-hastighet og NaOH- 

konsentrasjonen ble holdt konstant på henholdsvis 0,20 mL/min 30 mM. Utprøvningene ble 

utført med en løsning på 3,33 mM lactulose i vann. De målte verdier fra analyse av 

sukkerløsningen med varierende temperatur er presentert i tabell 5.3, i vedlegg 5. Figur 24 

viser at retensjonstiden for toppen sank med økt temperatur. I tillegg viser figur 25 at toppen 

for lactulose ble høyere ved økende temperatur. Toppen for lactulose ble også smalere ved økt 

temperatur, slik figur 26 viser. Figur 27 viser at arealet økte med økt temperatur. 
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Figur 24: Retensjonstiden til toppen for lactulose blir kortere ved høyere temperatur. PA20-kolonnen 

er benyttet med flow-hastighet på 0,20 mL/min og NaOH-konsentrasjon på 30 mM, med varierende 

temperatur.  

 

 

Figur 25: Høyden til toppen for lactulose øker ved økt temperatur. PA20-kolonnen er benyttet med 

flow-hastighet på 0,20 mL/min og NaOH-konsentrasjon på 30 mM, med varierende temperatur. 
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Figur 26: Bredden til toppen for lactulose minker ved økt temperatur. PA20-kolonnen er benyttet med 

flow-hastighet på 0,20 mL/min og NaOH-konsentrasjon på 30 mM, med varierende temperatur. 

 

 

Figur 27: Arealet til toppen for lactulose øker noe ved økt temperatur. PA20-kolonnen er benyttet med 

flow-hastighet på 0,20 mL/min og NaOH-konsentrasjon på 30 mM, med varierende temperatur. 
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3.4 Areal av topp benyttes for å bestemme konsentrasjon av mannitol 

og xylose ved analyse med HPAE-PAD og MA1-kolonne   
 

For å etablere en kalibreringskurve for mannitol og xylose ble sukkerløsninger i seks 

konsentrasjonsnivåer (0,1 mM, 0,05 mM, 0,01 mM, 0,005 mM, 0,001 mM og 0,0005 mM) 

analysert med MA1-kolonnen. Figur 6.1 til 6.4 i vedlegg 6 viser korrelasjon mellom 

konsentrasjon av sukkerartene og henholdsvis topphøyde og areal, samt 

determinasjonskoeffisient (R2) og funksjonen til kurven. Kurvene er kvadratiske funksjoner. 

Figurene viser en R2 på 1 for korrelasjonen mellom konsentrasjon av mannitol for både 

topphøyde og areal. For xylose ble R2 tilnærmet lik 1 for begge verdiene. Ved analysering av 

sukkerblandingen på 0,0005 mM ble ikke xylose detektert, og deteksjonsgrensen settes derfor 

til 0,001 mM. Det ble videre bestemt at det skulle legges til 5 flere standarder, da det var store 

intervaller mellom nivåene 0,01 mM og 0,05 mM og 0,10 mM, i tillegg til at det var ønskelig 

med et større måleområde opp til 0,20 mM for å kunne sikre god deteksjon ved høyere 

konsentrasjon av sukkerartene. Løsninger med konsentrasjon 0,20 mM, 0,075 mM, 0,02 mM, 

0,113 mM og 0,118 mM ble analysert. Vedlegg 7 viser areal og høyde for alle løsningene i 

den utvidede kalibreringskurven. Figur 6.5 til 6.8 i vedlegg 6 viser korrelasjonen mellom 

konsentrasjonen av hvert sukker og henholdsvis topphøyde og areal, samt R2 og funksjonen til 

kurven etter de nye nivåene ble lagt til. Disse kurvene er også kvadratiske funksjoner. 

Figur 28 og 29 viser de endelige kalibreringskurvene for henholdsvis mannitol og xylose, med 

10 konsentrasjonsnivåer fra 0,001 mM til 0,20 mM. R2 ble beregnet til henholdsvis 0,9989 og 

0,9987.  
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Figur 28: Kalibreringskurve for mannitol med 10 konsentrasjonsnivåer. Konsentrasjon (amount) er 

på x-aksen og areal er på y-aksen. R2 ble beregnet til 0,9989.  

 

 

Figur 29: Kalibreringskurve for xylose med 10 konsentrasjonsnivåer. Konsentrasjon (amount) er på x-

aksen og areal er på y-aksen. R2 ble beregnet til 0,9987. 
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3.5 Ingen utprøvd intern standard er egnet til analyse av sukkerarter 

med HPAE-PAD, og human urinprøve er egnet som daglig kontroll 
 

For å vurdere om cellobiose kunne være en god intern standard i analysen, ble en løsning med 

0,05 mM mannitol, xylose og cellobiose analysert med samme betingelser som 

pasientprøvene. Kromatogrammet i figur 30 viser resultatet av analysen, signalet for 

cellobiose er topp nummer tre fra venstre og har en retensjonstid på 42,93 minutter. Det ble i 

tillegg analysert tre løsninger med ulike konsentrasjoner på henholdsvis 0,10 mM, 0,05 mM 

og 0,025 mM cellobiose. Resultatene er fremstilt i samme kromatogram i figur 31. Toppen for 

cellobiose har «fronting» som en kan se blir mer markant jo høyere konsentrasjonen av 

cellobiose er. Det ble også analysert pasientprøver med høy og lav diurese, og det var ingen 

funn av andre komponenter med samme retensjonstid som cellobiose.   

 

’ 

Figur 30: Kromatogrammet fra en analyse av løsning med 0,05 mM mannitol, xylose og cellobiose. 

Cellobiose er topp nummer tre, og elueres ved 42,925 minutter. MA1-kolonnen ble benyttet med en 

flow-hastighet 0,4mL/min, NaOH-konsentrasjon og temperatur på 30 °C. 
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Videre ble en løsning med 0,05mM melibiose analysert, for å vurdere om denne egnet seg 

som intern standard. Figur 32 viser toppen til melibiose presentert i samme kromatogram som 

resultatet av en løsning med 0,05mM mannitol og xylose. Melibiose har en retensjonstid på 

22,43 minutter. Toppen ligger mellom mannitol og xylose, og har en høy og smal form. Det 

ble i motsetning til cellobiose observert andre komponenter i pasientprøvene med samme 

retensjonstid som melibiose.  

 

 

 

Figur 32: Kromatogram fra en analyse av mannitol, melibiose og xylose med konsentrasjon 0,05mM. 

Helt til høyre i kromatogrammet ligger cellobiose. MA1-kolonnen ble benyttet med flow-hastighet 0,4 

mL/min, NaOH- konsentrasjon 480mM og temperatur på 30 °C.  

 

For å vurdere om syntetisk kontrollmateriale eller en reel pasientprøve (human kontroll) 

kunne være godt egnet til å måle presisjon og riktighet, ble kontrollmaterialene analysert som 

daglig kontroll over en periode på henholdsvis 3 og 6 dager. For å beregne presisjonen av 

metoden ble SD og CV beregnet, som tabell 11 og 12 viser. Konsentrasjonen av mannitol og 

xylose som ble målt for det syntetiske kontrollmaterialet over en periode på 3 dager, er 

presentert i kontrollkort i vedlegg 8. 

Figur 31: kromatogrammet av cellobiose analysert med konsentrasjon 0,10mM (svart kurve), 0,05 

mM (blå kurve) og 0,025 mM (rosa kurve). MA1-kolonnen ble benyttet med flow-hastighet 0,4 

mL/min, NaOH- konsentrasjon 480mM og temperatur på 30 °C. 

Mannitol Melibiose 

Xylose 

Cellobiose 
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 Tabell 11: Oversikt over detektert konsentrasjon av mannitol og xylose i den syntetiske kontrollen i 

løpet av 3 dager, samt beregninger gjort for å vurdere presisjon.  

 Mannitol  Xylose 

Konsentrasjon, dag 1 (mM) 0,0991 0,0955 

Konsentrasjon, dag 2 (mM) 0,0981 0,1005 

Konsentrasjon, dag 3 (mM) 0,0957 0,0966 

Gjennomsnitt (Xmid) 0,0976 mM 0,0985 mM 

Standardavvik (SD) 0,0017 mM 0,0027 mM 

Variasjonskoeffisienten (%CV) 1,8 % 2,7 % 

 

 

Tabell 12: Oversikt over detektert konsentrasjon av mannitol og xylose i den humane kontrollen i løpet 

av 6 dager, samt beregninger gjort for å vurdere presisjon.  

 Mannitol Xylose 

Konsentrasjon, dag 1 (mM) 0,0031 0,0697 

Konsentrasjon, dag 2 (mM) 0,0028 0,0649 

Konsentrasjon, dag 3 (mM) 0,0030 0,0700 

Konsentrasjon, dag 4 (mM) 0,0030 0,0705 

Konsentrasjon, dag 5 (mM) 0,0029 0,0707 

Konsentrasjon, dag 6 (mM) 0,0033 0,0796 

Gjennomsnitt (Xmid) 0,00300 mM 0,0709 mM 

Standardavvik (SD) 1,7*10-4 mM 4,8*10-3 mM 

Variasjonskoeffisienten (%CV) 5,7% 6,7% 
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3.6 Ulik diurese hos pasientene krever ulik fortynningsgrad av 

urinprøvene 
 

Det var ønskelig å undersøke hvilken fortynningsgrad av urinprøvene som ga den mest optimale 

deteksjonen av mannitol og xylose på MA1-kolonnen. Én pasientprøve ble derfor fortynnet 

1:500 og 1:1000 og resultatene er presentert i tabell 13.  

 

Tabell 13: Detektert konsentrasjon av mannitol og xylose i en pasientprøve ved fortynningsgrad 1:500 

og 1:1000. 

Fortynningsgrad Konsentrasjon av mannitol (mM) Konsentrasjon av xylose (mM) 

1:500 0,0032 0,0865 

1:1000 0,0020 0,0403 

 

 

3.7 Validering av analysemetoden for deteksjon av mannitol og xylose 

med HPAE-PAD viser at det er liten variasjon mellom parallellene, og 

at metoden har god recovery av analyttene 
 

For å undersøke om det er behov for å analysere paralleller av pasientprøvene eller ikke, ble 

SD og CV for konsentrasjon av mannitol og xylose mellom parallellene til 28 pasientprøver 

beregnet (A–N). Det ble analysert både baseline- og FU-urinprøver for hver pasient. Beregnet 

CV mellom baselineparallellene angis med «1», og beregnet CV mellom FU-parallellene 

angis med «2». For den første pasientprøven som ble analysert var CV mellom parallellene 

ved baseline (A2) på 7,0% og 19,6 % for henholdsvis mannitol og xylose. For de resterende 

pasientprøvene hadde parallellene en CV på 5,1 % og nedover. Dersom en fjerner den nevnte 

parallellen med høyest CV fra beregningen er gjennomsnittlig CV på henholdsvis 1,3% og 

1,4%. Diagrammene i figur 33 og 34 fremstiller variasjonen i CV mellom paralleller fra 

pasientprøvene til mannitol og xylose. Parallell A2 er ekskludert. Beregning av CV mellom 

parallellene vises i vedlegg 9. 
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Figur 33: Diagram viser beregnet CV for konsentrasjon av mannitol mellom parallellene av 

pasientprøvene A- N. Figur 33: Diagram som viser beregnet CV for konsentrasjon av mannitol 

mellom parallellene av pasientprøvene A- N. Pasientprøvene inkluderer både baselineprøver og 

follow-up-prøver. Parallell A2 hadde en CV på 19,6%, og er ekskludert fra søylediagrammet. 

Parallell D1 har da den høyeste CV med 5,1%. Parallellene som ikke har noen høyde i diagrammet, 

har en CV på 0%.  



56 

 

For å validere hvor god metoden er til å detektere mannitol og xylose i urin ble recovery, altså 

grad av gjenfunnet analytt, beregnet. Tre replikater av samme pasientprøve, ved 

fortynningsgrad 1:100 og 1:1000 ble analysert, og resultatene fra analysering vises i vedlegg 

2. Tabell 14 viser beregnet recovery av mannitol og xylose for hver replikat, ved 

fortynningsgrad 1:100 og 1:1000. Gjennomsnittlig recovery for mannitol ved fortynning 

1:100 ble 99,60%, og 98,89% ved fortynning 1:1000. For xylose ble gjennomsnittlig recovery 

99,21% ved fortynning 1:100 og 98,89% ved fortynning 1:1000. 
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Figur 34: Diagram viser beregnet CV for konsentrasjon av xylose mellom parallellene av 

pasientprøvene A- N. Figur 34: Diagram som viser beregnet CV for konsentrasjon av xylose 

mellom parallellene av pasientprøvene A- N. Figur 34: Histogram som viser beregnet CV for 

konsentrasjon av xylose mellom parallellene av pasientprøvene A- N. Pasientprøvene inkluderer 

både baselineprøver og follow-up-prøver Parallell A2 hadde en CV på 7,0%, og er ekskludert fra 

diagrammet. Parallell D1 har da den høyeste CV med 4,7%. 
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Tabell 14: Oversikt over gjenfunnet mannitol og xylose (%) i tre replikater av samme 

pasientprøve med kjent konsentrasjon både ved fortynningsgrad 1:100 og 1:1000, samt 

gjennomsnittet for tre de analyserte replikatene.  

 Gjenfunnet mannitol (%) i prøven Gjenfunnet xylose (%) i prøven 

Replikat 
Fortynnet 

1:100  
Fortynnet 1:1000 

Fortynnet 

 1:100 

Fortynnet 1:1000 

1 99,18 98,77 98,27 98,77 

2 99,92 97,98 100,79 97,98 

3 99,70 99,93 98,56 99,93 

Gjennomsnitt 

gjenfunnet (%) 
99,60 98,89 99,21 98,89 

 

 

3.8 Pasientprøver 

 

3.8.1 Oversikt over pasientkarakteristikk ved baseline 

 

Basert på pasientenes svar i spørreskjemaet «Generelle opplysninger» og «Livsstil» ved 

oppstart av forsøksperioden, ble tabell 15 utarbeidet. Faktorene alder, kjønn, BMI, røyke- og 

alkoholforbruk og utdannelsesnivå ble sammenlignet mellom gruppene, samt p-verdi for hver 

parameter.  
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Tabell 15: Oversikt over fordelingen av ulike parametere i intervensjonsgruppen (glutenfri gruppe, 

GF) og kontrollgruppen, samt p-verdi for forskjell mellom gruppene. 

 a: Ettersom aldersfordelingen i de to gruppene ikke var normalfordelt ble det beregnet 

median og interkvartal range (IQR). b: BMI ble beregnet slik FHI anbefaler 

(«Kroppsmasseindeks (KMI / BMI) og helse», 2015) c: Ved spørsmål om røykevaner 

omfatter kategorien “Daglig” deltakerne som har svart “Ja, dagligt”, kategorien “Sjeldnere” 

omfatter deltakerne som har svart “Ja, mindst en gang om ugen”, “Ja, mindst en gang om 

måneden, men ikke hver uge” eller “Ja, sjældnere end en gang om måneden”, og kategorien 

“Røykere ikke” omfatter deltakerne som har svart “Nej, jeg er holdt op” eller “Nej, jeg har 

aldrig røget”. d: Ved spørsmål om utdannelsesnivå omfatter kategorien “Høyere utdannelse” 

deltakerne som har svar “Kort videregående uddannelse (<3 år)”, “Mellemlang videregående 

uddannelse (3-4 år)” eller “Lang videregående uddannelse (>4 år)”, og kategorien “Lavere 

 
GF   

n= 40 

Kontroll  

n= 36 
p-verdi 

Kjønn (kvinner/menn) 33 / 7 17 / 19 0,0025 

Alder, medianª (IQR) 31 (IQR: 27-39,5) 33 (IQR: 27-42) 0,7193 

BMIᵇ, median (IQR) 23,9 (IQR: 21,9-27,6) 25,5 (IQR: 21,9-27,9) 0,4696 

Undervekt (< 18,5) 0 1 0,4982 

Normalvekt (18,5-24,9) 25 15 0,1805 

Overvekt (25,0-29,9) 7 12 0,2019 

Fedme (>30) 8 8 0,4982 

Røykerc
    

Daglig 5 15 0,0043 

Sjeldnere 4 1 0,4351 

Røyker ikke 31 20 0,0489 

Alkoholenheter per uke    

Ingen 10 10 0,5430 

1 til 14 30 24 0,5359 

> 14 0 2 0,2436 

Høyere utdannelsed 30 19 0,0608 
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utdannelse” omfatter deltakerne som har svar “Grundskole”, “Gymnasial uddannelse” eller 

“Erhvervsfaglig uddannelse”. 

 

3.8.2 Ingen signifikant forskjell i masse mannitol og xylose for pasientene i 

intervensjonsgruppen og kontrollgruppen, samt mellom baseline og follow-up 

innad i gruppene 

 

For å undersøke hvor god metoden er til å detektere mannitol og xylose i urinen, ble 14 

pasienters urinprøve, en ved baseline og en ved FU, analysert. Prøver fra 8 pasienter i 

intervensjonsgruppen og 6 prøver fra pasienter i kontrollgruppen, ble analysert etter 

prosedyren i vedlegg 1. Figur 35 viser kromatogrammet til en urinprøve fra en pasient 

analysert etter prosedyren. 

 

Figur 35: Kromatogram av urinprøve fra pasient fortynnet 1:500 analysert på MA1-kolonnen etter 

prosedyren i vedlegg 1. MA1-kolonnen ble benyttet med flow-hastighet 0,4 mL/min, NaOH- 

konsentrasjon 480mM og temperatur på 30 °C.  

Det ble analysert to paralleller av hver urinprøve, deretter ble SD, CV og masse (g) beregnet 

ved å bruke gjennomsnittet av to parallellene. Resultatet er vist i vedlegg 9. Tabell 16 viser 

median for masse av sukkerartene ved baseline og FU for intervensjonsgruppen og 

kontrollgruppen. Median av masse for mannitol i urinen for pasientene i intervensjonsgruppen 

ved baseline ble funnet til å være 0,241 g, og ved FU ble median 0,269 g. For kontrollgruppen 

ble median masse for mannitol ved baseline funnet til å være 0,215 g, og 0,270 g ved FU. For 

xylose ble median masse detektert i urinen ved baseline og FU for intervensjonsgruppen 

henholdsvis 6,198 g og 5,588 g, og for kontrollgruppen ved baseline og FU henholdsvis 5,407 
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g og 5,904 g.  Det ble også beregnet en p-verdi på >0,05 for masse mannitol og xylose 

detektert hos pasientene i intervensjonsgruppen sammenlignet med kontrollgruppen. I tillegg 

ble p-verdi for masse av mannitol og xylose innad i gruppene ved baseline og FU beregnet til 

>0,05, slik tabell 17 viser.  

Disse statistiske beregningene viser at det ikke er en signifikant forskjell mellom gruppene, 

verken ved baseline eller FU. Heller ikke er det en signifikant forskjell innad i gruppene ved 

baseline og FU.  

 

Tabell 16: Oversikt over utskilt masse (g) mannitol og xylose i urin for intervensjonsgruppen og 

kontrollgruppen. Det er beregnet median og IQR, samt p-verdi som viser forskjellen mellom den 

intervensjonsgruppen (glutenfri gruppe) og kontrollgruppen. 

  Glutenfri gruppe Kontrollgruppe p-verdi 

Median (IQR) for masse (g) av 

mannitol ved baseline (IQR) 
0,241 (0,214-0,342) 0,215 (0,191-0,318) 0,662 

Median (IQR) for masse (g) av 

mannitol ved FU (IQR) 
0,269 (0,233-0,312) 0,270 (0,196-0,323) 0,7546 

Median (IQR) for masse (g) av 

xylose ved baseline (IQR) 
6,198 (4,590-6,637) 5,407 (3,960-6,162) 0,662 

Median (IQR) for masse (g) av 

xylose ved FU (IQR) 
5,588 (5,051-6,575) 5,904 (5,192-6,386) 0,9497 

 

 

Tabell 17: Beregnet p-verdi for forskjellen i masse mannitol og xylose utskilt i urinen ved baseline og 

follow-up, for pasientene i intervensjonsgruppen (glutenfrie gruppen) og kontrollgruppen. 

 p-verdi 

Glutenfri: BL sammenlignet med FU for mannitol 0,9717 

Glutenfri: BL sammenlignet med FU for xylose 0,6492 

Kontroll: BL sammenlignet med FU for mannitol 0,3014 

Kontroll: BL sammenlignet med FU for xylose 0,2011 
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3.8.3 Beregnet glutenscore for pasienter i intervensjonsgruppen og 

kontrollgruppen  

 

Matvarenes gluteninnhold (g), samt hyppigheten av pasientenes inntak av matvarene, ble 

brukt for å beregne glutenscore for hver pasient. En oversikt over beregnet gluteninnhold per 

porsjon av matvarene som er loggført i FFQ er vist i tabell 18, og vedlegg 3 viser utregningen.  

Tabell 18: Oversikt over beregnet gluteninnhold (g) pr porsjon av hver matvaregruppe i prosjektets 

spørreskjema. Verdiene er beregnet ut ifra standardiserte porsjonsstørrelser og tilgjengelig 

informasjon om gluteninnhold i ulike matvarer. 

Matvare Mengde gluten (g) pr porsjon 

Soyasaus 0,01 

Leverpostei og paté 0,05 

Matfløte 0,08 

Wienerpølse 0,08 

Sprøstekt løk 0,09 

Saus jevnet med mel 0,23 

Sjokolade med kjeks (Kit Kat) 0,33 

Øl 0,50 

Kake 1,20 

Wienerbrød 1,54 

Kjeks 1,56 

Frokostblanding (Havrefras, Rugfras, Cheerios, Cornflakes) 1,61 

Panering (rasp) 1,71 

Vafler 2,39 

Grøt (m hvete, bygg eller rug) 2,76 

Rugbrød 2,98 

Bulgur, couscous, perlespelt, perlebygg, perlerug 3,46 

Ferdige middagsretter (m gluten) 4,19 

Bolle 4,82 

Pizza, burger og pitabrød 4,86 

Franskbrød 5,63 

Pasta og nudler (ikke risnudler) 6,00 
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Resultatene av glutenscoren for intervensjonsgruppen og kontrollgruppen ble prosessert i 

Excel. For å visualisere resultatene ble det laget et boksplott, som er vist i figur 36. 

Diagrammet viser tidspunkter fra «Baseline» til «Follow-Up» langs x- aksen, og glutenscore 

langs y- aksen. En oversikt over medianen og interkvartilintervallet (Q1 til Q3) for 

intervensjonsgruppen og kontrollgruppen er fremstilt i tabell 19.  

 

 

 

  

Figur 36: Boksplottet visualiserer median og spredning av glutenscoren for intervensjonsgruppen (blå) og 

kontrollgruppen (oransje). Langs x- aksen er prosjektperiodens varighet fra baseline til follow-up, og langt y- 

aksen er glutenscoren for samtlige pasienter. 
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Tabell 19: Oversikt over intervensjonsgruppens og kontrollgruppens median og IQR for glutenscore, 

ved hver måned i prosjektperioden. 

 Baseline Måned 1 Måned 2 Måned 3 Måned 4 Måned 5 Follow-up 

Intervensjons-

gruppe 

Median (IQR) 

262,0 

(190,9- 

322,3) 

0,18 (0,0-

3,2) 

0,02(0,0-

6,6) 

0,0 (0,0-

0,80) 

0,0 (0,0-

2,5) 

0,0 (0,0-

0,51 

0,0 (0,0-

0,02) 

Kontroll-

gruppe  

Median (IQR) 

221, 96 

(165,7 – 

314,4) 

222,04 

(163,0- 

285,8) 

217,6 

(188,1 – 

294,0, 8) 

223,0 

(159,- 

294,0) 

224,6 

(144,5 – 

271,3) 

243,8 

(178,4- 

267,0) 

224,3 

(162,1- 

292,8) 
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4.0 Diskusjon 
 

Hovedformålet med dette prosjektet var å etablere en metode for sikker deteksjon av 

sukkerartene mannitol, xylose og lactulose i prosjektdeltakernes urin med HPAE-PAD. I 

tillegg skulle en liten gruppe pasientprøver analyseres, for å vurdere om metoden som ble 

etablert er god nok til å analysere resten av pasientprøvene. Den etablerte metoden skal 

benyttes i et større forskningsprosjekt, som sammenligner tarmpermeabilitet og gluteninnhold 

i kosten hos pasienter i tidlige stadier av en MS-sykdom. Dette prosjektet gjennomføres for å 

vurdere om en glutenholdig diett kan være en faktor som bidrar til utvikling eller forverring 

av MS-sykdom.  

 

4.1 Forskning på multippel sklerose 

 

For at et intervensjonsprosjekt om multippel sklerose skal være interessant, er det viktig å 

studere en stor og representativ gruppe pasienter, slik at resultatene også gjelder for resten av 

MS-populasjonen. Slik det kom frem i flytskjemaet i figur 7, er det 40 deltakere fra 

intervensjonsgruppen og 36 deltakere fra kontrollgruppen som gjennomførte sukkertest ved 

FU. Ifølge forfatteren av «Practical Statistics for Medical Research» er det nødvendig med 

minst 50 deltakere i et forskningsprosjekt med FFQ´s for å kunne gjøre gode statistiske 

beregninger, men 100 eller flere deltakere er ønskelig (Cade et al., 2002) (Altman, 1990). Det 

er derfor mulig å gjennomføre gode statistiske beregninger med denne populasjonen, selv om 

det ideelt sett kunne vært flere.  

I flytskjemaet kom det også frem at antall pasienter i intervensjonsgruppen og 

kontrollgruppen er jevnt fordelt. Det var en marginal forskjell, med to flere deltagere i 

kontrollgruppen ved oppstart av prosjektet, og fire flere deltagere i intervensjonsgruppen ved 

slutten av prosjektet. Det var totalt 20 forskningsobjekter som droppet ut i tidsperioden fra 

prosjektets start til prosjektets slutt. Grunnet personlige årsaker var det sju deltakere som 

droppet ut før de fordelte seg i grupper, og senere var det tre deltakere fra 

intervensjonsgruppen og syv deltakere fra kontrollgruppen som droppet ut. To deltakere i 

kontrollgruppen droppet ut grunnet restriksjoner under corona-pandemien, og én grunnet 

sykdom.  
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Etter at deltakerne fordelte seg i intervensjonsgruppe og kontrollgruppe, var det et flertall fra 

den sistnevnte gruppen som droppet ut. Dette tyder på at det ikke var den glutenfrie dietten 

som har vært årsaken til det største frafallet, som en kanskje kunne forvente. Det å følge en 

glutenfri diett kan være en livsstilsendring som påvirker hverdagen i stor grad. Ettersom det 

kreves en større innsats fra intervensjonsgruppen, ble disse deltakerne trolig oftere påminnet 

om at de var en del av studien, og var av den grunn antagelig mer innstilte på å fullføre. Det er 

også mulig at deltakerne i kontrollgruppen valgte å ikke gå på glutenfri diett fordi de var 

mindre interesserte i prosjektet fra begynnelsen, og at det derfor var flere fra denne gruppen 

som droppet ut.  

I tillegg til de som droppet ut var det totalt syv deltakere som ble ekskludert fra studien av 

ulike grunner. Da pasientene fikk tilbud om å ta del i studien hadde de fått påvist 

synsnervebetennelse, som i mange tilfeller er det første symptomet på MS (Dalbro & Kerty, 

2019). Pasientene ble rekruttert på et så tidlig tidspunkt for å være sikker på at de ikke hadde 

startet medisinsk behandling før de deltok i studien. Likevel var det ikke alle med 

synsnervebetennelse som utviklet MS. Det var i tillegg to tilfeller der det viste seg at deres 

synsrelaterte problemer skyltes andre sykdommer i øyet, og de ble av den grunn ekskludert. 

En pasient ble også ekskludert grunnet graviditet. Under graviditet skilles det ut hormoner, 

spesielt østrogen og progesteron, som har vist seg å påvirke tarmfunksjonen og metabolismen 

(Edwards et al., 2017). I tillegg påvirker graviditet immunsystemet, og kvinner under 

graviditet er delvis beskyttet mot MS-relatert sykdomsaktivitet (Whitacre et al., 1999). 

Gravide kunne derfor ikke delta i studien da det ville vært usikkert om endringer i 

tarmpermeabiliteten faktisk er grunnet et glutenfritt kosthold eller noe annet. 

For å kunne sammenligne med den øvrige befolkningen, er det i slike forskningsprosjekter 

nødvendig med friske kontrollpersoner. I forskningsprosjektet denne oppgaven er en del av, er 

også urinprøver fra friske kontrollpersoner analysert, men i denne oppgaven er kun MS-

pasienter inkludert.   
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4.1.2 Vurdering av pasientkarakteristika ved baseline  

 

Parameterne som vurderes i tabell 15 ble valgt ut fordi de kan gi et godt bilde på hva slags 

mennesker som er i intervensjonsgruppen og kontrollgruppen, samt å vurdere bias og hvorvidt 

disse resultatene kan gjelde for en større gruppe pasienter. Fordelingen av pasienter i 

gruppene er ikke randomisert, og det er derfor viktig å vurdere om dette kan ha en påvirkning 

på resultatene (Cade et al., 2002). Kjønn var spesielt interessant å vurdere av flere årsaker. I 

en studie gjort av Edogawa et al., kommer det frem at friske kvinner har lavere utskillelse av 

lactulose i urinen enn friske menn etter fullført sukkertest (p=0,009). Dette reflekterer en 

lavere tarmpermeabilitet hos kvinner enn hos menn (Edogawa et al., 2018). I tillegg er det 

kjent at den generelle MS-populasjonen består av et flertall kvinner (King, 2020). Slik 

tabellen viser utgjorde kvinnene 33 av 40 individer i intervensjonsgruppen, som tilsvarer 

83%, og i kontrollgruppen var 17 av 36 individer kvinner, som tilsvarer 47%. Videre ble p-

verdien beregnet til å være 0,0025, som er lavere enn signifikansnivået på 5% (0,05). Dette 

tilsier at det ikke er en tilfeldig fordeling av kvinner og menn i intervensjonsgruppen og 

kontrollgruppen. Ut ifra denne beregningen kan en påstå at flere kvinner enn menn 

foretrekker å delta i intervensjonsgruppen. Dette funnet er av stor betydning for 

databehandlingen videre i prosjektet, da en må vurdere om gruppene, på tross av den skjeve 

kjønnsfordelingen, er sammenlignbare. Dersom en, på bakgrunn av sukkertesten, finner ut at 

intervensjonsgruppen gjennomsnittlig har en mindre permeabel tarm sammenlignet med 

kontrollgruppen, kan en ikke nødvendigvis være sikker på om dette skyldes den glutenfrie 

dietten eller biologiske forskjeller mellom kvinner og menn. På bakgrunn av den signifikante 

forskjellen i kjønnsfordeling, vil det være gunstig å behandle resultatene oppdelt, slik at 

kvinner i intervensjonsgruppen sammenlignes med kvinner i kontrollgruppen, og tilsvarende 

for menn. “The Sex and Gender Equity in Research” (SAGER)-veilederen er et godt redskap 

å følge for å unngå at kjønnsbias påvirker tolkningen av resultatene (Heidari et al., 2016).  

For å kunne si noe om livsstil og helse blant deltakerne i gruppene, ble parameterne BMI, 

alkohol- og røykevaner sammenlignet. For parameterne BMI, alder og alkoholvaner ble det 

ikke funnet en signifikant forskjell mellom intervensjonsgruppen og kontrollgruppen. For 

røykevaner ble det imidlertid funnet en signifikant forskjell mellom gruppene da det er flere 

av deltakerne i kontrollgruppen som røyker daglig enn deltakerne i intervensjonsgruppen 

(p=0,0043). I tillegg er det et lite flertall av deltakerne i intervensjonsgruppen i forhold til 

kontrollgruppen som har svart at de ikke røyker, som viser at det er en signifikant forskjell 
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også her (p=0,0489). Røyking er en svært viktig parameter å vurdere, da det viser seg at 

denne miljøfaktoren fører til dårligere prognose og økt sykdomsaktivitet hos MS-pasienter 

(Arneth, 2020) (Rosso & Chitnis, 2020). En studie av Hedström et al., der 902 MS-pasienter 

og 1855 kontrollpersoner deltok, ble det funnet at røykere av begge kjønn hadde økt risiko for 

å utvikle MS, og at risikoen økte med økt hyppighet av røyking (p<0,0001) (Hedström et al., 

2009). Den signifikante forskjellen i røykevaner mellom intervensjonsgruppen og 

kontrollgruppen gjør at det må justeres for røyking ved vurdering av resultatene på samme 

måte som for kjønn. Blir ikke røykevaner og kjønn justert for, kan en risikere gjøre en type 1 

feil. Dette er en feil der en konkluderer med et falskt positivt resultat. En slik feil vil være å 

konkludere med at en eventuell forskjell i tarmpermeabilitet mellom intervensjonsgruppen og 

kontrollgruppen skyldes et glutenfritt kosthold, når det egentlig er røykevaner eller kjønn som 

er årsaken til forskjellen (S. R. Jones et al., 2003).  

Når det gjelder utdannelse, er det ingen signifikant forskjell mellom intervensjonsgruppen og 

kontrollgruppen. Likevel er det en tendens til forskjell da det er et flertall i 

intervensjonsgruppen med høyere utdannelse (p=0,0608). Utdannelse kan si noe om 

sosioøkonomisk status, og en kan diskutere om dette påvirker valg av diett. Det å holde en 

diett kan være økonomisk kostbart, og glutenfrie erstatninger koster i de fleste tilfeller mer 

enn tilsvarende produkter med gluten (Stevens & Rashid, 2008). Det er vist at det er en 

sammenheng mellom sosioøkonomisk status og fysisk helse, og det bør derfor tas hensyn til 

dette ved behandling av resultater i denne studien (Mackenbach et al., 2008).  

 

4.2 Sukkertest som måling av tarmpermeabilitet  
 

Bestemmelse av L/M-ratio er en godt dokumentert metode i litteraturen for å vurdere 

tarmpermeabilitet, og xylose gir en indikasjon på absorbsjonsevnen i tynntarmen. (Grootjans 

et al., 2010) (Menzies et al., 1979). I studien som Buscarinu et al. gjennomførte i 2016, som 

presenteres under kapittel 1.2.2, ble L/M-ratio undersøkt for pasienter med RRMS, og 

sammenlignet denne ratioen med friske kontroller (Buscarinu et al., 2017). I vår oppgave 

utføres en lignende sukkertest, denne gangen for å se om gluten påvirker tarmpermeabiliteten. 

Ettersom metoden for kvantifisering av lactulose med HPAE-PAD ikke ga tilfredsstillende 

deteksjon, er ikke lactulose i pasientenes urin kvantifisert. Dermed er det per dags dato ikke 

mulig å beregne L/M-ratio hos pasientene. En velegnet metode for deteksjon av mannitol og 

xylose med HPAE-PAD og MA1-kolonnen er imidlertid utviklet, og de nevnte sukkerartene 
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ble kvantifisert hos et randomisert utvalg av pasienter. Figur 35 viser kromatogrammet fra en 

av pasientprøvene fortynnet 1:500, analysert med den utviklede metoden. En kan se i 

kromatogrammet at kun mannitol og xylose detekteres, og at lactulosekonsentrasjonen er 

under med målbare området. Toppene til sukkerartene er tydelig adskilt fra de øvrige 

komponentene i urinen, som tyder på god separasjon. 

Ved sammenligning av masse av mannitol og xylose i intervensjonsgruppen og 

kontrollgruppen, ble det ikke funnet en signifikant forskjell verken ved baseline eller FU 

(p>0,05). Innad i gruppene var det heller ingen signifikant forskjell på masse av sukkerartene 

ved baseline og FU (p> 0,05). På bakgrunn av dette kan en tenke seg at glutenfritt kosthold 

ikke har betydning for absorbsjon av mannitol og xylose i tarmen. Det ble imidlertid ikke 

analysert et stort nok antall urinprøver til å kunne si at dette resultatet gjelder for resten av 

pasientene i forskningsprosjektet. Dersom en videre konkluderer med at glutenfri diett ikke 

har effekt på tarmpermeabilitet basert på disse resultatene, gjøres en type 2 feil. Dette vil si at 

en konkluderer med et falsk negativt resultat, altså at man forkaster en hypotese på feil 

grunnlag (S. R. Jones et al., 2003)(Aarø, 2007). For å kunne si at glutenfri diett har påvirkning 

på tarmpermeabilitet, er det nødvendig å beregne L/M-ratio for et stort nok antall pasienter. 

Videre i forskningsprosjektet vil L/M-ratio for alle pasientene i intervensjonsgruppen og 

kontrollgruppen beregnes og sammenlignes. I tillegg vil deres verdier sammenlignes med 

friske kontrollpersoner for å vurdere hva som er normal og unormal L/M-ratio. Resultatene 

fra analyse av de 56 urinprøvene fra 14 pasienter er hovedsakelig ment som en demonstrasjon 

på hvordan resultater fra analyse med HPAE-PAD kan beregnes og fremstilles. 

 

4.2.1 Vurdering av glutenscore 

 

Som vist i figur 36 og beregnet i tabell 19, var inntaket av gluten blant deltakerne i 

intervensjonsgruppen og i kontrollgruppen relativt like ved baseline. Intervensjonsgruppen 

hadde et noe høyere inntak av gluten enn det kontrollgruppen hadde baseline. Etter en måned 

inn i prosjektet ble intervensjonsgruppens glutenscore kraftig redusert, med en lav IQR, som 

forble lav gjennom prosjektperioden. Kontrollgruppen hadde en noe lavere IQR ved start av 

perioden, men holdt den på samme jevne nivå gjennom prosjektperioden.  

Siden glutenscoren var noe høyere for intervensjonsgruppen før prosjektstart enn for 

kontrollgruppen, kunne en forvente at det ville være vanskeligere for den førstnevnte gruppen 
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å holde seg til en glutenfri diett resten av prosjektperioden. Resultatene viste imidlertid at 

deltakere i intervensjonsgruppen hadde en lav glutenscore, og kontrollgruppen en høyere 

glutenscore, i månedene etter baseline. Glutenscoren viser høy grad av komplians hos 

intervensjonsgruppen, som vil si at de stort sett har holdt seg til et glutenfritt kosthold. 

Medianen, visualisert med en horisontal strek i boksen, deler datasettet i to, der halvparten av 

datasettet ligger over, og den andre halvparten ligger under denne verdien. Gjennomsnittet av 

datasettet er markert med et kryss. Dersom fordelingen er symmetrisk, vil medianen og 

gjennomsnittet være det samme. Ut ifra figuren kan en se at ingen av månedene for 

kontrollgruppen har et normalfordelt gluteninntak. En kan se at spredningen er stor, da det er 

punkter høyt oppe og langt nede i diagrammet. For kontrollgruppen ved baseline ligger den 

høyeste glutenscore-verdien rundt 600 og den laveste verdien rundt 80. Spredningen i 

kontrollgruppen er også høy for de andre månedene.  

For intervensjonsgruppen er det vanskelig å se om datasettet er normalfordelt eller ikke, da 

verdiene er såpass lave. Ved baseline kan en imidlertid se at spredningen er lavere enn hos 

kontrollgruppen, da den høyeste glutenscore-verdien ligger rundt 540 og den laveste verdien 

ligger rundt 120. For de resterende månedene har flertallet av deltakerne i 

intervensjonsgruppen glutenscore under 20, men i noen av månedene har én til to pasienter 

høyere glutenscore. For disse pasientene kan det være hensiktsmessig å undersøke 

spørreskjemaene nærmere, da det kan ha oppstått misforståelser rundt besvarelsene. Det kan 

være nyttig å sammenligne hvor ofte deltakerne har konsumert gluten i løpet av en måned 

med hvor lett de syntes det har vært å følge en glutenfri diett. På denne måten kan en vurdere 

om disse svarene korrelerer. 

Det er knyttet usikkerhet til hvor godt egnet en beregnet glutenscore er til å bestemme 

gluteninntaket til pasientene. Gluteninnhold i matvaregruppene, som er presentert i tabell 18, 

er estimert på bakgrunn av varedeklarasjoner på representative produkter. Det er ikke tatt 

hensyn til at gluteninnholdet varierer i produkter fra ulike produsenter, og forskjeller mellom 

kjøpte og hjemmelagde matvarer. Glutenscoren til pasientene er i tillegg basert på 

standardiserte porsjonsstørrelser, og det er antatt at alle forsøkspersonene har spist samme 

porsjonsstørrelser, selv om dette ikke er realistisk. Denne metoden er semikvantitativ og viser 

kun en tendens til hvordan gluteninntaket til pasientene har vært i løpet av prosjektperioden. 

Glutenscoren er egnet til å sammenligne det generelle gluteninntaket på gruppenivå, men er 

trolig lite egnet til å kvantifisere gluteninntaket til hver enkelt pasient. Under avsnitt 4.7 
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vurderes spørreskjemaene ytterligere, og usikkerheten knyttet til dette som også påvirker 

glutenscoren. 

 

 

4.3 Validering av metoden  
 

4.3.1 Kalibrering av metode for deteksjon av mannitol og xylose med HPAE-

PAD og MA1-kolonne 

 

Ved etablering av en prosedyre hvor kalibreringskurve benyttes, skal det bestemmes hva som 

definerer forholdet mellom konsentrasjonen av analytten i en prøve og det detekterte signal. I 

en kromatografisk metode benyttes vanligvis topphøyde eller arealet av toppen til å beregne 

konsentrasjonen. R2 ble funnet til å være marginalt høyest for areal som funksjon av 

konsentrasjon for mannitol (R2=0,999), sammenlignet med topphøyde (R2=0,998). For xylose 

viste det seg å være identisk R2 for begge signalene, nemlig 0,9986. I applikasjonen fra 

Thermo Fisher (Hurum & Rohrer, 2016) ble det benyttet areal til bestemmelse av 

konsentrasjon, og R2 ble beregnet til 0,999. Ettersom vi fikk tilsvarende resultater, besluttet vi 

også å benytte areal. Det ble bestemt å benytte 10 standarder med konsentrasjon av mannitol 

og xylose fra 0,001 mM til 0,2 mM. Dette ble gjort for å skape et tilstrekkelig stort 

måleområde med direkte korrelasjon mellom toppens areal og konsentrasjon av det aktuelle 

sukkeret. Ettersom pasientenes diurese i løpet av fem timer varierte i stor grad, varierte 

følgelig konsentrasjonen av mannitol og xylose også i stor grad mellom pasientene. En slik 

biologisk variasjon er vanskelig å standardisere. I tillegg er det stor forskjell i konsentrasjon 

av mannitol i forhold til xylose i én pasients urin, da de konsumerte større mengde xylose enn 

mannitol. Xylosekonsentrasjonen vil da befinne seg i det øvre sjiktet av måleområdet, mens 

mannitol befinner seg i det nedre sjiktet.  

I tillegg ble det besluttet at 10 konsentrasjonsnivåer i kalibreringskurven var nødvendig for å 

få en nøyaktig kvantifisering av sukkerartene i hele måleområdet. Den første 

kalibreringskurven, med 5 nivåer, hadde kun én standardløsning i et høyt konsentrasjonsnivå 

(0,1 mM), noe som gir større usikkerhet i kvantifisering av sukkerarter med høy 

konsentrasjon. Til tross for at kurven har en R2 på 1, noe som tilsier en god korrelasjon 

mellom areal og konsentrasjon, er avstanden mellom konsentrasjonsnivåene for stor til å 

kunne være sikker på at dette er riktig. Dersom kurven imidlertid baserer seg på flere punkter 
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jevnt fordelt i måleområdet, vil funksjonen til kurven defineres ut ifra et større datasett. Dette 

vil resultere i en mer presis estimering av sukkerartenes konsentrasjon i urinen. 

 

4.3.2 Kontroll av metode for deteksjon av mannitol og xylose med HPAE-PAD 

og MA1-kolonne 

 

For å sikre kvaliteten av metoden ble det vurdert om en intern standard (IS) kan benyttes som 

et hjelpemiddel i vurderingen av presisjonen. Dersom konsentrasjonen av IS er konstant i hver 

pasientprøve, vil dette indikere at forarbeidet og selve analyseringen er korrekt utført. For at 

en IS skal være hensiktsmessig å bruke, må den ha lignende egenskaper som analyttene som 

skal detekteres. Samtidig må den ha retensjonstid ulik analyttene, slik at toppene ikke 

sammenfaller. Toppen skal i tillegg være høy og smal. Det er viktig at pasientprøvene ikke 

inneholder andre komponenter som koeluerer med IS, da dette vil gi varierende 

konsentrasjoner av IS, uten at det nødvendigvis skyldes en analytisk feil (J. Dolan, 2012).  

Cellobiose, som figur 31 viser, har “fronting” selv ved lave konsentrasjoner. Det er uklart 

hvorfor dette oppstår, men asymmetri fører med seg større usikkerhet knyttet til deteksjon. En 

mulig årsak til asymmetrien er at prøvematerialet er utgått på dato, som kan påvirke dets 

struktur og reaksjon med kolonnematerialet. Cellobiose har i tillegg lang retensjonstid, som 

gjør at analysetiden blir lenger. Dette er ugunstig ved analyse av mange pasientprøver. Videre 

ble det undersøkt om sukkeret melibiose kunne fungere som IS. Melibiose har kort 

retensjonstid som er fordelaktig, da tilsats av den ikke vil øke den totale analysetiden. Som 

det imidlertid kommer fram av figur 32 ligger toppen for melibiose tett mellom mannitol og 

xylose, og det er fare for at toppene vil overlappe dersom konsentrasjonen av analyttene øker. 

Det ble ikke funnet komponenter i pasienturinen som koeluerer med cellobiose, men det ble 

funnet komponenter med samme retensjonstid som melibiose. På bakgrunn av disse 

resultatene, ble det bestemt at verken cellobiose eller melibiose var egnet som IS for denne 

metoden. Fucose og sorbitol ble også vurdert som mulige IS, men disse karbohydratene ble 

utelukket da de finnes i en rekke matvarer, og kan være til stede i urinen fra før hos deltakerne 

(Mack et al., 2018). Ettersom metoden med HPAE-PAD krever lite forarbeid, ble det vurdert 

at daglig kontroll er tilstrekkelig.  

Når det etableres en ny metode, er det nødvendig å vurdere hva slags materiale som skal 

benyttes for å kontrollere metodens riktighet og presisjon over tid. Det ble testet ut et 
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syntetisk kontrollmateriale, som besto av xylose- og mannitoltørrstoff oppløst i vann. På 

grunn av mangel på tid ble den kun analysert over tre dager. Likevel ble det laget kontrollkort 

for både mannitol og xylose som er presentert i vedlegg 8. Ut ifra kontrollkortene ser en at det 

er lite spredning i analyseresultatene fra dag til dag for begge analyttene. Dette er noe SD og 

CV i tabell 11 også antyder. Dette indikerer at det er lite tilfeldige variasjoner mellom serier, 

og tyder på god presisjon for metoden (Hovind, 1986). Siden samtlige verdier for mannitol 

ligger under sann verdi, kan det være en tendens til underestimering. Kontrollen må imidlertid 

analyseres over flere dager, for å kunne vurdere om det er en systematisk feil (Westgard et al., 

1981).  

Til tross for tilsynelatende god presisjon, er det flere årsaker til at resultatene fra det 

syntetiske kontrollmaterialet ikke er tilstrekkelig for å kunne vurdere metodens presisjon og 

riktighet. Optimalt skal daglig kontroll analyseres i to nivå over en periode på minst 20 dager 

for mest korrekt vurdering av presisjon (Chesher, 2008). Tillagingen av kontrollmaterialet ble 

heller ikke utført på korrekt måte, da samme stamløsning av mannitol og xylose også ble 

brukt ved tillaging av standardløsninger for kalibrering. Det er dermed ingen måte å oppdage 

feil ved tillaging av stamløsningen eller undersøke tørrstoffets renhet (Magnusson et al., 

2018).  I tillegg ble kontrollene laget enkeltvis og ikke i et samlet parti, noe som gjorde at 

materialet ikke var ensartet. For å vurdere metodens presisjon og riktighet på en mer korrekt 

måte, hadde det vært fordelaktig å analysere kontrollmateriale med kjent fasitverdi i to nivåer 

fra en ekstern leverandør, og analysert de daglig over en lenger periode.  

Det ble også analysert en reell pasientprøve som kontroll, over en periode på seks dager. 

Gjennomsnittlig masse for mannitol og xylose ble målt til henholdsvis 0,0030 g og 0,0709 g.  

Ettersom kontrollen er en pasienturin, er det ikke mulig å vite sann verdi av analyttene i 

prøven, slik som er tilfelle for syntetisk kontrollmateriale. Derfor kan ikke denne kontrollen 

benyttes til å vurdere riktigheten til metoden, kun presisjonen. Det ble beregnet et lavt SD 

mellom prøvene, på 2,722*10-4 mM for mannitol og 4,778*10-4 mM for xylose. Dette tyder 

på at betingelser som blant annet tidspunktet analysen utføres på, ulike bufferløsninger eller at 

analysen gjennomføres av ulike operatører, har liten betydning for prøveresultatene. Det ble 

beregnet en CV for de 6 dagene på like over presisjonskravet (5,0%). Ved analyse av prøver 

med lave konsentrasjoner av analytter, kan CV ofte komme over presisjonskravet, da små 

forskjeller vil gi stort utslag på CV. Siden det kun har blitt analysert seks kontroller, ble det 

besluttet å gå videre med den reelle pasientprøven som daglig kontroll for å kunne vurdere 

presisjonen av metoden over en lenger periode.  
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4.3.3 Recovery og matrikseffekt  
 

Som et trinn i valideringen av metoden ble det beregnet grad av gjenfinning av analytt i 

prøven, kalt recovery. 100% recovery indikerer at ingenting av analytten har gått tapt i 

prøveopparbeidelsen. Det er ikke fastsatt en universell nedre grense for akseptabel recovery. 

Dette fordi en lavere recovery kan godtas for enkelte analytter, dersom deteksjonsmetoden har 

god sensitivitet for den aktuelle analytten. Resultater fra recovery-undersøkelse skal 

imidlertid ha god presisjon, være reproduserbart og recovery skal være lik over hele 

måleområdet (González et al., 2014). Gjennomsnittlig recovery av mannitol og xylose viste 

seg å være høy ved tilsetting av kjent mengde sukkerarter i pasientprøver både ved fortynning 

1:100 og 1:1000. Dette tyder på at lite av sukkerartene går tapt under analyseringen, og en 

med høy sikkerhet kan stole på kvantifiseringen av sukkerartene. Det var beregnet liten 

variasjon (CV) i resultatene fra analyseringen av tre replikater, slik vedlegg 2 viser. Dette 

tyder på god presisjon for resultatene i recovery-undersøkelsen. Det har imidlertid ikke blitt 

analysert recovery i de samme prøvene over flere dager, og reproduserbarheten kan derfor 

ikke vurderes. Det ble heller ikke analysert recovery i prøver med ulik konsentrasjon av 

mannitol og xylose, kun ved én konsentrasjon i det nedre måleområde på 0,05 mM. Derfor er 

det heller ikke sikkert om grad av recovery er den samme ved høyere konsentrasjonsnivåer.  

Gjennomsnittlig recovery viste seg å være marginalt bedre i fortynningsgrad 1:100, enn 

1:1000. Dette kan tyde på at noe analytt går tapt ved fortynning 1:1000. Dette kan skyldes at 

det er større usikkerhet knyttet til nøyaktigheten ved høyere fortynning. Recovery er ikke 

beregnet for prøver fortynnet 1:2000, og en kan derfor ikke med sikkerhet si om noe av 

analytten går tapt i pasientprøver ved denne fortynningsgraden.  

Matrikseffekt er ikke beregnet i denne oppgaven, men det er anbefalt for å kontrollere at det 

ikke er interfererende komponenter i urinen, da dette kan ha mye å si for resultatet av 

recovery. Matrikseffekt har også betydning for valg av kontrollmateriale. Ved lav 

matrikseffekt vil syntetisk kontrollmateriale være representativt, men dersom det er høy 

matrikseffekt er det nødvendig å benytte kontrollmateriale av samme matriks som 

pasientprøvene (Hovind, 1986). 
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4.3.4 Vurdering av pasientprøvenes presisjon 
 

Pasientprøvene ble analysert i to paralleller, og det ble beregnet CV for å vurdere presisjonen 

mellom dem. Variasjonen mellom parallellene er størst for den første pasientprøven som ble 

analysert, der CV er 7,0% for mannitol og 19,6% for xylose. Årsaken til det høye avviket kan 

komme av pipetteringsfeil, men også feil i beregning av konsentrasjon av dataprogrammet. 

For den første pasientprøven som ble analysert, var det en betydelig forskjell i hvor 

programmet valgte å avgrense toppen for de to parallellene. Ved stor bredde er det vanskelig 

for dataprogrammet å definere hvor toppen starter. Som regel vil endene av toppene være 

lange og slake når båndspredningen er stor. Da vil det være vanskelig for dataprogrammet å 

skille enden av toppen i fra grunnlinjen i kromatogrammet, og dermed avgrense toppen 

korrekt. Det er derfor nødvendig å vurdere kromatogrammene manuelt og forsikre seg om at 

programmet har avgrenset toppene på samme måte for begge parallellene. Dersom problemet 

ikke ligger i hvordan programmet har avgrenset toppene, og CV likevel er høy, er det 

nødvendig å utføre analysen på nytt for å oppdage eventuelle pipetteringefeil.  

CV for de øvrige pasientprøvene viser at det ikke er behov for å analysere to paralleller. Dette 

fordi at CV mellom parallellene for prøvene, sett bort i fra den første, ligger under grensen for 

god presisjon på 5,0%. Ved videre arbeid er det derfor kun nødvendig å analysere én parallell 

slik at en sparer både tid og bufferløsning. Alternativt kan først to paralleller av daglig 

kontroll analyseres. Dersom CV mellom parallellene er innenfor presisjonskravet, kan de 

andre pasientprøvene analyseres med kun én parallell.  

 

4.4 Metodologiske betraktninger knyttet til undersøkelse av 

tarmpermeabilitet med HPAE-PAD 
 

Det er flere ulike metoder som kan benyttes for å detektere karbohydrater i urin. 

Karbohydrater kan for eksempel bli merket med fluorescerende stoffer og deretter detektert 

med High-Performance Liquid Chromatography (HPLC), eller bli derivatisert og detektert 

med Gas Chromatography-Flame Ionization Detection (GC-FID) (Rohrer, 2021). Et tredje 

alternativ er direkte deteksjon av karbohydratene i urinprøvene med HPAE-PAD, som er 

valgt å gjøre i dette prosjektet. HPAE-PAD er en veletablert metode for deteksjon av 

karbohydrater, men metoden har både fordeler og ulemper. Ved bruk av denne metoden er det 
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ikke behov for derivatisering før analyse, som ofte er nødvendig ved deteksjon av 

karbohydrater i urin. Dette er en fordel som gjør at man sparer analysetid, samtidig som man 

sparer reagensutgifter (Hurum & Rohrer, 2016). I tillegg er HPAE-PAD en metode som kan 

detektere svært lave konsentrasjoner av karbohydrater i prøvematerialet. Dette er svært 

gunstig i dette prosjektet, da utskillelsen av lactulose i urin normalt er svært lav. En ulempe 

med HPAE-PAD er utfordringen med å separere to karbohydrater med tilnærmet lik 

retensjonstid, som i dette prosjektet er erfart ved seperasjon av xylose og lactulose.  

 

4.4.1 Optimalisering av metode for deteksjon av mannitol og xylose med 

HPAE-PAD og MA1-kolonne 
 

I denne oppgaven er det blitt gjort ulike utprøvninger for å optimalisere metoden for deteksjon 

av mannitol og xylose i urin med HPAE-PAD og MA1-kolonne. Det ble først utført 

utprøvninger med flow-hastighet. Flow-hastigheten vil si hastigheten som den mobile fasen 

pumpes gjennom kolonnen med. Den defineres som det volumet (mL) av den mobile fasen 

som passerer gjennom kolonnen per tidsenhet (min) (McNaught & Wilkinson, 1997). Slik det 

kommer fram i figur 10 til 13, gir en flow-hastighet på 0,4 mL/mine høyeste mannitol- og 

xylosetopper, med smalest bredde og kortest retensjonstid. Dette stemmer godt overens med 

teorien om at høyere flow-hastighet fører til at komponentene i prøven får mindre tid til å 

binde seg til kolonnen, og elueres derfor ut raskere. I tillegg vil toppene i kromatogrammet bli 

høyere og bredden blir smalere, ved høyere flow-hastighet (McNaught & Wilkinson, 1997).  

Det ble bestemt at det skulle benyttes en flow-hastighet på 0,4 mL/min ved analysering av 

pasientprøver på MA1-kolonnen, da det også er denne flow-hastigheten som er anbefalt i 

applikasjonen fra Thermo Fisher (Hurum & Rohrer, 2016). Ved den laveste flow-hastigheten 

som ble utprøvd, 0,25 mL/min, ble resolusjonen mellom xylose og lactulose høyere enn ved 

økt flow-hastighet. Det ble imidlertid ikke valgt denne flow-hastigheten da lavere flow-

hastighet vil gi lenger analysetid, og det ble vurdert at separasjonen ved høyere flow-hastighet 

var tilstrekkelig.  

Det ble videre undersøkt om en konsentrasjonsgradient ville gi bedre separasjon av xylose og 

lactulose, enn isokratisk NaOH-konsentrasjon. Formel 5 viser at resolusjonen mellom xylose 

og lactulose ved isokratisk NaOH-konsentrasjon på 480 mM er 2,22, noe som er akseptabelt 

da den ifølge teorien bør være større enn 1,2 (Burtis et al., 2008b). Likevel viser figur 14 at 

det ikke er et tydelig skille mellom toppen for xylose og toppen for lactulose, det er derfor 
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knyttet usikkerhet til dataprogrammets avgrensning mellom analyttene. Ved å benytte en 

gradient kan toppenes retensjonstid endres slik at resolusjonen mellom toppene blir bedre. 

Slik det kommer fram i figur 15 ble ikke resultatet av den utprøvde gradienten som ønsket, da 

xylose og lactulose koeluerte og dannet én stor topp. Resolusjonen mellom xylose og 

lactulose ved analyse med konsentrasjonsgradient var ikke mulig å beregne, ettersom toppene 

eluerte ved samme tid. Andre konsentrasjonsgradienter fungerer muligens bedre enn den som 

ble utprøvd i dette prosjektet. Det ble imidlertid besluttet å gå bort ifra videre utprøvninger 

med gradient, da det ble anbefalt fra leverandøren å benytte isokratisk metode. Dette fordi at 

kolonnen må re-ekvilibreres etter hver gang det analyseres med gradient, og ettersom MA1-

kolonnen har stor bindingskapasitet, altså mange bindingsseter, vil dette ta lang tid. Derfor ble 

det bestemt å benytte en NaOH-konsentrasjon på 480 mM, ettersom dette benyttes i 

applikasjonen fra Thermo Fisher (Hurum & Rohrer, 2016). 

 

4.4.2 Optimalisering av metode for deteksjon av lactulose med HPAE-PAD og 

PA20-kolonnen 
 

I denne oppgaven ble det og gjort utprøvninger for å optimalisere deteksjon av lactulose i urin 

med HPAE-PAD og PA20-kolonne. Resultatene fra utprøvningene av flow-hastighet i figur 

16 til 19 viser at høyere flow-hastighet fører til kortere retensjonstid, høyere topphøyde, 

smalere bredde og lavere areal. Dette stemmer overens med teorien om flow-hastighet 

beskrevet i avsnitt 4.4.1 På PA20-kolonnen anbefaler Thermo Fisher en maksimal flow-

hastighet på 0,5 mL/min og minimum flow-hastighet på 0,01 mL/min (Hurum & Rohrer, 

2016). For å unngå å overbelaste PA20-kolonnen med for høyt trykk, er det ikke blitt 

gjennomført utprøvninger med høyere flow-hastighet enn 0,3 mL/min. 

Karbohydrater er svake syrer med pKa-verdi mellom 12 og 14, og avhengig av pH i løsningen 

vil karbohydratene dissosiere i varierende grad (Weiss, 2020). NaOH-konsentrasjonen i den 

mobile fasen er en viktig betingelse for analysen, ettersom dette bestemmer pH-verdien i 

løsningen. Konsentrasjonen av NaOH har motstridene effekt på elueringen ettersom den kan 

gjøre retensjonstiden både lenger og kortere. På den ene siden vil høyere NaOH-

konsentrasjon føre til at karbohydratene dissosiere i større grad og får høyere ladning. Da vil 

karbohydratene binde seg sterkere til kolonnen, slik at det tar lenger tid før de elueres. Høyere 

NaOH-konsentrasjon vil derfor gi lenger retensjonstid. I tillegg fungerer hydroksidionene som 

ionebyttere i den mobile fasen, og “dytter” karbohydratene ut av kolonnen. Ved økt NaOH-
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konsentrasjon vil det være en større mengde ionebyttere i kolonnen, noe som fører til kortere 

retensjonstid. I tilfeller der karbohydratene ikke er fullstendig dissosiert, vil disse to effektene 

utligne hverandre. I tilfeller der karbohydratene er fullstendig dissosiert, er det kun 

hydroksidionenes funksjon som ionebyttere som vil påvirke retensjonstiden. Sistnevnte tilfelle 

observeres i figur 20 til 23, der toppen for lactulose får kortere retensjonstid, økt høyde, 

smalere bredde og større areal ved økt NaOH-konsentrasjon.  

Slik figur 24 til 27 viser, resulterer en økning i temperatur til kortere retensjonstid, samt 

høyere topper, smalere bredde og større areal. Dette stemmer med teorien om hvordan 

temperatur påvirker eluering av ulike stoffer. Dolan forklarer i artikkelen «the Importance of 

Temperature» (J. W. Dolan, 2022) at ulike stoffer påvirkes ulikt av endring i temperatur, og at 

to topper kan komme nærmere hverandre dersom den ene påvirkes mer enn den andre. Det 

bør undersøkes hvordan xylose-toppen påvirkes av temperatur, og vurdere om temperatur er 

en faktor som kan optimaliseres for å bedre resolusjonen mellom lactulose- og xylose-

toppene. Selv om temperatur er noe som en kan justere for å endre på retensjonstidene, har vi 

i vår metode valgt å holde temperaturen konstant ved 30° C. Det er viktig at temperaturen 

holdes konstant slik at reproduserbarheten blir best mulig.  

Grunnet mangel på tid er det ikke analysert pasienturin med høy flow-hastighet og høy 

NaOH-konsentrasjon samtidig, og det er usikkert hvorvidt dette vil være gunstig for 

resolusjonen. Utprøvningene på PA20-kolonnen har enda ikke ført til et godt nok resultat, da 

prøvene må analyseres ufortynnet for å kunne detektere laculose. I ufortynnede prøver er 

imidlertid konsentrasjonen av xylose så høy at kolonnen overbelastes og toppen for xylose får 

«fronting». Ved et tidspunkt ble det holdt et rådgivningsmøte med teknikker fra Thermo 

Fisher. Her ble det foreslått ulike alternativer for veien videre. Tiltakene vil bli vurdert av 

prosjektansvarlig, og eventuelt prøvd ut videre i forskningsprosjektet. Slik den 

kromatografiske metoden er nå, er det nødvendig å først detektere mannitol og xylose på 

MA1-kolonnen og deretter bytte til PA20-kolonnen for å detektere lactulose. Dette er ikke 

ideelt da det er tidkrevende og kostbart å analysere samtlige prøver to ganger.  

  



78 

4.4.3 Fortynning av pasientprøvene slik at konsentrasjonen av lactulose er under 

deteksjonsnivå 

 

Som forklart i avsnitt 4.3.1 varierer konsentrasjonen av sukkerartene i stor grad grunnet 

varierende diurese, og inntak av ulik mengde mannitol, xylose og lactulose ved prosjektstart. 

Den ideelle fortynningen av pasientprøvene for deteksjon av mannitol og xylose er der 

lactulose er under deteksjonsnivået, samtidig som mannitol er målbart. Når lactulose er under 

deteksjonsnivået kan en være sikker på at toppen for xylose kun representerer dette sukkeret. 

Imidlertid vil økt fortynningsgrad gi lavere topphøyde for mannitol, og det er risiko for at 

mannitol ikke blir detektert.  

Resultatene av utprøvningene (tabell 13) viste at en fortynning på 1:500 er fordelaktig da 

fortynningen på 1:1000 ga en verdi av mannitol som befant seg nær den nedre grensen av 

måleområdet (0,001mM), noe som ga økt usikkerhet. Imidlertid viste det seg, etter å ha 

analysert et større antall pasientprøver, at det var nødvendig å fortynne prøvene ulikt på 

bakgrunn av diurese. For urinprøver der pasientens diurese var over 500 mL/5t ble det 

benyttet en fortynningsgrad på 1:500. Ved diurese mellom 200 mL/5t og 500 mL/5t ble det 

benyttet en fortynningsgrad på 1:1000, og der diuresen var under 200 mL/5t ble 

fortynningsgraden 1:2000 benyttet. Ved disse fortynningene så det ut til at lactulose ligger 

under deteksjonsnivået, samtidig som mannitol var målbart.  

 

4.5 Spørreskjema som forskningsmetode 
 

Spørreskjemaer ble brukt som metode for innhenting av resultater i dette forskningsprosjektet. 

Det er viktig å være klar over begrensningene knyttet til denne metoden, og til hvilken grad 

resultatene kan gi svar på det en lurer på. Skjemaene ble delt ut til deltakerne, enten på papir 

eller digitalt, og ble senere samlet inn igjen. Denne formen for spørreundersøkelser er 

fordelaktige dersom en vil nå ut til mange personer, sammenlignet med telefon-intervju eller 

fysisk intervju med pasienten. På den andre siden krever det at pasienten selv tar initiativ til å 

fylle ut spørreskjemaene, noe som gir økt risiko for responsbias (T. L. Jones et al., 2013). Det 

ble sendt ut 1339 skjemaer ved baseline og FU samt ett FFQ hver måned i 5 måneder, til 103 

pasienter. Dette er relativt mange spørreskjemaer, og det ble observert at 207 skjemaer ikke 

ble fylt ut. Dette tilsvarer en andel på 15%. Av denne grunn kan en diskutere hvorvidt det 

burde vært færre spørreskjemaer som pasientene skulle fylle ut, som muligens ville økt graden 
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av respons hos pasientene. Et alternativ kunne vært at de skulle fylle ut FFQ kun hver 3. 

måned, altså 3 ganger i tillegg til oppstarten og slutten av perioden. På en annen side kunne 

dette gitt mindre sikre svar, da de er nødt til å huske hva de har spist over en lenger periode, 

dette kalles hukommelsesbias (Coughlin, 1990). I tillegg skulle deltakerne kun krysse av på 

ett alternativ for hvor ofte de hadde spist maten i de ulike matvaregruppene. Denne måten å 

formulere spørsmålet på er lite nyansert da noen av matvaregruppene i FFQ inneholder flere 

matvarer. Et eksempel på en matvaregruppe er “Pizza, burger og pitabrød”. Gluteninnholdet i 

disse matvare kan variere og det er vanskelig å beregne hvor mye gluten vedkommende 

faktisk har inntatt. Slike formuleringer gir imidlertid svar som er enklere å bearbeide, enn 

ukategorisert loggføring som må tolkes i etterkant.  

Et problem som oppsto under bearbeidelsen av spørreskjemaene som var fylt ut på papir, var 

at enkelte pasienter hadde krysset av for to alternativer på samme spørsmål. I tillegg var det 

tilfeller der pasienten hadde svart blankt for et eller flere spørsmål. Dette kan være fordi 

pasienten ikke var sikker på hvor mye vedkommende hadde spist av den aktuelle matvaren, 

eller at spørsmålet ble oversett. Det ble vurdert som for upresist å anta hva som var det 

korrekte svaret, både i tilfeller der det var krysset av på to alternativer og i tilfeller der et 

alternativ var blankt. Svaret på disse spørsmålene ble derfor notert som “not available” (NA) i 

RedCap. 

De nevnte usikkerhetene er også nødvendig å ta med i betraktning når en skal vurdere hvor 

godt egnet data fra spørreskjemaer er til å måle gluteninntak for pasientene. Bestemmelsen av 

gluteninntak til pasientene er kun semikvantitativ da de kun svarte på hvor ofte de konsumerte 

de ulike matvarene, og ikke oppga størrelsen på porsjonene. I oppstarten av 

forskningsprosjektet ble det diskutert hvorvidt det hadde vært mer gunstig å be pasienten om å 

veie eller ta bilde av måltidene sine. De første deltakerne ble bedt om å fotografere sine 

måltider, men det ble fort tydelig at færre pasienter ønsket å delta i studien dersom de ble bedt 

om å gjøre dette. Det er derfor viktig å finne en middelvei der det ikke kreves for mye av 

pasientene, samtidig som informasjonen som samles inn er av god kvalitet.  
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4.6 Konklusjon og veien videre 
 

I denne oppgaven har det blitt etablert en god metode for deteksjon av mannitol og xylose 

med HPAE-PAD og MA1-kolonne. Det bør imidlertid analyseres flere kontrollprøver og 

pasientprøver, for å sikre metodens presisjon og riktighet. Det er i tillegg forsøkt å 

optimalisere metoden for deteksjon av lactulose med HPAE-PAD og PA20-kolonnen, uten 

ønskede resultater. Det har blitt etablert en metode for å bestemme gluteninntaket til 

pasientene basert på deres svar på FFQ, men det er imidlertid knyttet usikkerhet til hvor godt 

egnet denne metoden kan kvantifisere gluteninntaket til pasientene. Videre er det tenkt at 

glutenscoren til hver pasient skal sammenlignes opp mot deres L/M-ratio, og undersøke om 

det er en korrelasjon mellom gluteninntak og tarmpermeabilitet. Det vil også bli vurdert om 

tarmpermeabiliteten til pasientene i intervensjonsgruppen er signifikant lavere enn hos 

pasientene i kontrollgruppen, og hos friske kontrollpersoner. På denne måten vil det 

forhåpentligvis være mulig å si noe om påvirkningen gluten har på pasientenes 

tarmpermeabilitet. Dette vil gi økt kunnskap om hvorvidt tarmens immunforsvar og 

permeabilitet kan henge sammen med utviklingen av autoimmune sykdommer, som multippel 

sklerose. 
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Vedlegg 1: Prosedyre for deteksjon av mannitol og xylose på High 

Performance Anion Exchange Chromatography med Pulsed 

Amperometric Detection (HPAE-PAD) 

  

Hensikt  

Dette er en prosedyre for deteksjon av mannitol og xylose i urinprøver med HPAE-PAD med 

Dionex CarboPac MA1-kolonnesett.   

 

Fremgangsmåte  

Hent startprøve og FU prøve for én pasient som er lagret ved -80OC.   

Tin urinprøvene i ca 15 minutter i romtemperatur. Skriv ID på eppendorf-rør og hetteglass 

mens prøvene tiner.  

Vortex prøvene kort.  

Mål eventuelt densitet dersom dette mangler med digitalt refraktometer (ATAGO PAL-10S). 

(Følg fremgangsmåten som er vedlagt med instrumentet.)  

Still sentrifugen på innstillingene presentert i tabell 1.1 og sentrifugér først en gang uten 

pasientprøvene for å oppnå korrekt temperatur. Sentrifugér så urinprøvene.   

 

Tabell 1.1: Oversikt over innstillingene for sentrifugering av urinprøvene.  

Tid  5 minutter  

G  15000 g  

Temperatur  4° C  

Akselerasjon  Normal  

  

Legg pasientprøvene i en kjøleveske med kjøleelement for å bevare temperaturen på 4OC 

under transport til analysebenk.  

Avpipeter supernatanten i et eppendorfrør som er merket med ID og dato for prøvetaking.   

Fortynn to paralleller av både startprøven og FU prøven. Lag først en 1:50 fortynning, og 

fortynn deretter videre til 1:500. Videre fortynning avhenger av pasientens diurese:   

• Dersom diurese er <200mL / 5t: prøve fortynnes 1:2000  

• Dersom diurese er 200 – 500mL /5t: prøve fortynnes 1:1000  

• Dersom diurese er >500mL /5t: prøve fortynnes 1:500  

Tabell 1.2 gir en oversikt over hvordan de videre fortynningene skal utføres.  
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Tabell 1.2: Oversikt over hvordan videre fortynning skal gjennomføres.  

Fortynningsgrad Pasientprøve, µL MilliQ-vann, µL Sluttvolum 

1:50 20 980 1000 µL 

1:500 100 (fra fortynning 1:50) 900 1000 µL 

1:1000 500 (fra fortynning 1:500) 500 1000 µL 

1:2000 500 (fra fortynning 1:1000) 500 1000 µL 

  

Obs! Bruk samme pipetter for hver analysering, og bruk hansker.  

Overfør fortynningene i eppendorfrørene til de merkede hetteglassene og sett på kork.  

Legg inn ny analyse for prøvene på Chromeleon med metoden presentert i tabell 1.3.   

 

Tabell 1.3: Metoden som urinprøvene skal analyseres på, for deteksjon av mannitol og xylose, med 

HPAE-PAD. 

Kolonne  Dionex CarboPac MA1-kolonne og -forkolonne 

Bufferløsning 480 mM NaOH  

Flow-hastighet  0,4 mL/min  

Injeksjonsvolum  25 µL  

Temperatur  30 °C  

Deteksjonsmetode PAD  

Analysetid  35 minutter  

  

Sett hetteglassene i riktige posisjoner i autosampleren, og trykk på “start”. 

Analysér en prøve med rent Milli-Q vann med jevne mellomrom mellom analysering av 

pasientprøver eller kontroller 

  

Vurdering av kromatogrammer for vannprøvene:  

Dykk og topper i starten av kromatogrammet er ok. Dersom det er topper senere i 

kromatogrammet er det noe i kolonnen som må renses før pasientprøve kan analyseres. 

Kromatogrammet skal vurderes med y-akse på +/- 5 nC.   

Dersom det er mye støy i kromatogrammet, skal følgende gjennomføres:  

• Analysere ny vannprøve med rent Milli-Q vann  

• Rense Dionex CarboPac MA1-kolonnen med NaOH-buffer  

• Rense Dionex CarboPac MA1 guard med NaOH-buffer  



91 

Vedlegg 2: Resultater fra recovery-forsøk i tre replikater av samme 

pasientprøve  

 

Prøve 
Replikat Retentionstid Areal 

 Mannitol Xylose Mannitol Xylose 

Pasienturin 1:100 

1 19,95 24,984 11,5359 172,736 

2 19,959 24,984 11,2472 166,8327 

3 19,959 24,984 11,2868 167,7812 

CV (%)  0,026 0,00 1,38 1,87 

Pasienturin 1:1000 

1 19,942 24,992 0,9298 17,0618 

2 19,942 24,984 0,9351 17,2149 

3 19,942 24,975 0,8918 16,535 

CV (%)  0,00 0,03 2,57 2,11 

Mix 0.05mM xylose & 

mannitol  

1 19,959 24,992 45,3516 32,2685 

2 19,959 24,984 45,1133 32,0329 

3 19,959 24,984 45,1267 32,5242 

CV (%)   0,00 0,02 0,30 0,76 

Pasienturin 1:100 tilsatt 

mix 0.05mM xylose & 

mannitol  

1 19,959 24,984 56,4225 201,4559 

2 19,959 24,984 56,3139 200,4413 

3 19,95 24,975 56,2468 197,4306 

CV (%)   0,03 0,02 0,16 1,05 

Pasienturin 1:1000 

tilsatt mix 0.05mM 

xylose & mannitol  

1 19,959 24,984 45,528 48,7259 

2 19,95 24,984 47,2223 48,2507 

3 19,95 24,975 45,7995 49,0242 

CV (%)  
 

0,026 0,021 1,970 0,802 
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Vedlegg 3: Beregning av gluteninnhold i hver matvare fra 

spørreskjema  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



93 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



94 

Vedlegg 4: Resultater fra optimalisering av analyse på MA1-kolonnen 

for deteksjon av mannitol og xylose: retensjonstid, høyde, bredde og 

areal for mannitol- og xylosetopp analysert med ulike flow-hastigheter 

 

Flow-hastighet 

(mL/min) 
Høyde (nC) Areal (nC*min) Retensjonstid (min) Bredde (min) 

 Mannitol Xylose Mannitol Xylose Mannitol Xylose Mannitol Xylose 

0,25 69,590 36,340 66,407 42,360 31,667 39,117 0,869 1,051 

0,3 75,170 42,360 60,212 40,767 26,200 32,192 0,735 0,879 

0,4 79,490 48,740 53,224 38,242 19,417 23,758 0,577 0,713 
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Vedlegg 5: Resultater fra optimalisering av analyse på PA20-kolonnen 

for deteksjon av mannitol og xylose; retensjonstid, høyde, bredde og 

areal for mannitol- og xylosetopp analysert med ulik flow-hastighet, 

NaOH-konsentrasjon og temperatur 

Tabell 5.1: Oversikt over retensjonstid, høyde, bredde og areal for lactulose-toppen analysert med 

ulik flow-hastighet med PA20-kolonnen, og med NaOH-konsentrasjon på 30mM og temperatur på 30 

°C. 

Flow-rate 

(min/mL) 

Retensjonstid 

(min) 
Høyde (nC) Bredde (min) Areal (nC*min) 

0,15 35,525 67,45 0,858 69,3824 

0,2 26,584 72,98 0,667 57,5829 

0,25 21,192 75,97 0,55 48,9493 

0,3 17,65 78,3 0,47 42,5512 

 

Tabell 5.2: Oversikt over retensjonstid, høyde, bredde og areal for lactulose-toppen analysert med 

ulik NaOH-konsentrasjon på PA20-kolonnen. 

NaOH-

konsentrasjon 

(nM) 

Retensjonstid 

(min) 
Høyde (nC) Bredde (min) Areal (nC*min) 

20 32,467 52,070 0,790 44,545 

25 29,325 60,400 0,710 46,367 

30 26,350 71,190 0,644 50,205 

35 23,900 84,380 0,606 52,934 

40 21,825 91,170 0,540 53,596 

45 20,050 104,450 0,507 59,103 
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Tabell 5.3: Oversikt over retensjonstid, høyde, bredde og areal for lactulose-toppen analysert ved 

ulike temperaturer på PA20-kolonnen. 

Temperatur (C) Retensjonstid (min) Høyde (nC) Bredde (min) Areal (nC*min) 

20 31,867 41,63 0,827 37,5543 

30 26,125 66,98 0,624 44,5682 

40 22,45 73,59 0,553 48,7708 
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Vedlegg 6: Korrelasjon mellom konsentrasjon av sukkerartene og 

topphøyde og areal for standardløsningene 

 

 

Figur 6.1: Grafen viser korrelasjonen mellom topphøyde (nC) og konsentrasjon (mM) av mannitol på 

MA1-kolonnen med 6 konsentrasjonsnivåer. R2 er 1 med kvadratisk funksjon.  

 

Figur 6.2: grafen viser korrelasjonen mellom areal(nC*min) av toppen og konsentrasjon(mM) av 

mannitol på MA1-kolonnen med 6 konsentrasjonsnivåer. R2 er 1 med kvadratisk funksjon. 
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Figur 6.3: grafen viser korrelasjonen mellom topphøyde (nC) og konsentrasjon(mM) av xylose på 

MA1-kolonnen med 6 konsentrasjonsnivåer. R2 er 0,9999 med kvadratisk funksjon. 

 

 

Figur 6.4: grafen viser grafen viser korrelasjonen mellom areal(nC*min) av toppen og 

konsentrasjon(mM) av mannitol på MA1-kolonnen med 6 konsentrasjonsnivåer. R2 er 0,9999 med 

kvadratisk funksjon. 
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Figur 6.5: grafen viser korrelasjonen mellom topphøyde (nC) og konsentrasjon (mM) av mannitol på 

MA1-kolonnen med 10 nivåer. R2 er 0,9988 med kvadratisk funksjon. 

 

 

Figur 6.6: grafen viser korrelasjonen mellom areal(nC*min) av toppen og konsentrasjon(mM) av 

mannitol på MA1-kolonnen med 10 nivåer. R2 er 0,999 med kvadratisk funksjon. 
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Figur 6.7: Grafen viser korrelasjonen mellom topphøyde (nC) og konsentrasjon (mM) av xylose på 

MA1-kolonnen med 10 nivåer. R2 er 0,9986 med kvadratisk funksjon. 

 

Figur 6.8: Grafen viser korrelasjonen mellom areal(nC*min) av toppen og konsentrasjon(mM) av 

xylose på MA1-kolonnen med 10 nivåer. R2 er 0,9986 med kvadratisk funksjon. 
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Vedlegg 7: Konsentrasjon detektert av standardløsningene i 

kalibreringskurven 

 

 

Tabell 7.1: Oversikt over standardløsningenes konsentrasjon (x-verdi), samt areal (nC*min,y-verdi) 

og høyde (nC) for mannitol-toppene.  

 

  

Tabell 7.2: Oversikt over standardløsningenes konsentrasjon (x-verdi), samt areal (nC*min,y-verdi) 

og høyde (nC) for xylose-toppene.  
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Vedlegg 8: Kontrollkort for syntetisk kontrollmateriale over tre dager  

 

 

Figur 8.1: Kontrollkortet viser variasjon i detektert konsentrasjon av mannitol i syntetisk 

kontrollprøve over 3 dager.  
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Figur 8.2: Kontrollkort viser variasjon i detektert konsentrasjon av xylose i syntetisk kontrollprøve 

over 3 dager.  
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Vedlegg 9: Beregning av masse og prosent gjenfunnet mannitol i 

pasientprøver analysert med HPAE-PAD og MA1-kolonnen 
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Vedlegg 10: Beregning av masse og prosent gjenfunnet xylose i 

pasientprøver analysert med HPAE-PAD og MA1-kolonnen 

 


