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Sammendrag

Fordgyelsessystemet utgjer en elementzr viktighet for var helse og velveare. Tarmoverflaten
bestar av et enkelt lag med epitelceller som skiller innholdet i tarmlumen fra kroppens andre
vev. | tarmen finnes det ulike typer celler, som blant annet star for absorpsjon av
naringsstoffer. Tarmepitelet blir hele tiden utsatt for ulike mikroorganismer, bade gjennom
tarmens egne bakterier og gjennom kosten som inntas. Immunsystemet ma skille mellom eget
og fremmed, og mellom fredelige og sykdomsfremkallende mikrober for & unnga sykdommer

som matallergi, kronisk inflammatorisk tarmsykdom og tarmkreft.

Dendrittiske celler har sveert viktige funksjoner ved igangsettelse av immunrespons i tarm.
Dendrittene pa de dendrittiske cellene kan forlenges og trenge mellom epitelcellene slik at de
kommer i direkte kontakt med innholdet i tarmlumen. Dendrittiske celler vil kjenne igjen
fremmede mikroorganismer. De vil da modnes og migrere til lymfeknuter, hvor de vil

stimulere T-celler.

Man ville i denne studien undersgke om dendrittiske celler eksponert for patogene,
probiotiske og kommensale Enterococcus faecalis stammer, induserte til ulik ekspresjon av
overflatemolekylene og modningsmarkgrene CD80 og CD83. De ulike E. faecalis stammene

viste ingen forskjeller i evnen til & modne dendrittiske celler.

Kondisjonert medium fra dendrittiske celler eksponert for probiotiske, kommensale og
patogene bakterier ble pafart den basolaterale siden av polarisert tarmepitel. Tidligere
resultater fra en transkriptomanalyse (mikromatrise) hadde vist en kraftig nedregulering av
fibrinogen. Man ville verifisere dette ved a bruke real time-PCR, men kunne ikke finne noen

markant regulering av uttrykt fibrinogen.



Abstract

The gastrointestinal tract has a fundamental impact on our health and well-being. The
intestinal surface consists of a simple layer of epithelial cells that separates the intestinal
luminal content from the other tissues in the body. In the intestine, you can find many
different cell types that among other things are responsible for absorption of nutrition. The
intestinal epithelium is continuously exposed to different microorganisms, both through the
intestines own bacteria and trough food ingested. The immune system have to segregate
between its own and foreign material, and between unharmful and disease promoting
microorganisms to avoid diseases like food allergy, intestinal bowel disease and intestinal

cancer.

Dendritic cells have a central function in the initiation of an immune response in the intestine.
The dendrites on the dendritic cells can extend between the epithelial cells, to get in contact
with the content of the intestinal lumen. Dendritic cells will recognize foreign microorganisms

and subsequently mature and migrate to lymph nodes, where they will stimulate T-cells.

In this study, we wanted to investigate if dendritic cells exposed to a pathogen, a probiotic and
a commensal bacteria strain, all E. faecalis strains, induced to differences in the expressions
of the surface molecules and maturation markers CD80 and CD83. The different E. faecalis

strains didn’t show any differences in their ability to mature dendritic cells.

Conditioned medium from dendritic cells exposed to probiotic, commensal and pathogen
bacteria strains, was applied on the basolateral side of the polarized intestinal epithelium.
Earlier results from a transcriptome analysis (microarray) had shown a strong down-
regulation of fibrinogen. We wanted to verify this by using real time-PCR, but could not find

any pronounced regulations of expressed fibrinogen.
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1 Innledning

1.1 Tarmepitel og funksjon
Tarmoverflaten, som er ca 100 m?, bestdr av et enkelt lag med epitelceller som skiller
innholdet i tarmlumen fra kroppens andre vev. Alt epitel er strukturelt polarisert, og fungerer

som en selektiv gjennomtrengelig barriere. Polariserte epitelceller har en apikal (overside) og

en basolateral (underside) side (se figur 1).

Den apikale siden pa epitelcellene, som vender inn mot tarmlumen i tynntarmen, har
tarmtotter (villi) med barstesem (mikrovilli) (se figur 1). Epitelcellene er dekket av et tykt
slimlag (mucin) og glykosylerte membranproteiner. | tynntarmen er det omtrent 40-50
tarmtotter per mm?, og de er fra 0,5 til 1,5 mm lange. Epitelcellelaget i tykktarmen er ikke

organisert i tarmtotter, men apikal side er dekket med bgrstesem (Abreu, 2010).
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Figur 1: Figuren illustrerer oppbygningen av epitel i tynn- (”small intestine”) og tykktarm (”colon”). Den viser apikal

og basolateral side. (Abreu, 2010).

Mikrovilli er 1 um lange og forekommer med en tetthet p& omtrent 200 000 per mm?. Mellom
tarmtottene er det innbuktninger som kalles krypter. | tarmen finnes det ulike typer celler, som

enterocytter, Paneth celler, begerceller (goblet cells), enteroendokrine celler, microfold celler
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(M-celler), stamceller, lymfocytter, makrofager og dendrittiske celler (se figur 2).
Enterocytter er den dominerende celletypen. De star for absorpsjon av neeringsstoffer og
syntetiserer og skiller ut proinflammatoriske forbindelser. Enteroendokrine celler er
hormonproduserende celler og begerceller er slimproduserende celler. Nederst i kryptene
finner man stamcellene og Paneth cellene. Stamcellene sgrger for kontinuerlig fornyelse av
epitelcellelaget. Paneth cellene produserer antimikrobielle forbindelser, som kan hemme vekst

av patogene organismer som bakterier, sopp og parasitter.
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Figur 2: Tynn- og tykktarm inneholder ulike celletyper, og andre omkringliggende celler. Man kan her se beger
celler, stamceller, Paneth celler, enteroendokrine celler, M-celler, makrofager og dendrittiske celler. Tynntarmepitel
har tarmtotter (villus), og mellom dem er det krypter. | kryptene finner man Panethceller og stamceller. De peyerske
flekkene finner man like under epitelcellelaget i tynntarmen. | lamina propria, under de peyerske flekkene og M-

cellene, finner man dendrittiske celler, lymfocytter og makrofager. (Abreu, 2010).

Epitelceller er bundet tett sammen ved hjelp av cellekontakter (se figur 3). Kontaktpunktene
mellom celler danner blant annet kommunikasjonsveier som tillater cellene a utveksle signaler
som koordinerer deres oppfersel og regulerer deres genuttrykk. Disse kontaktpunktene har

forskjellige funksjoner.
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Figur 3: Mellom epitelcellene er det ulike kontaktpunkter. Figuren viser tette kontakter, beltedesmosomer,
desmosomer, rgrkontakter og hemidesmosomer. Tette kontakter holder narliggende epitelceller sammen, og sgrger
for at molekyler ikke kan passere fritt gjennom epitelcellelaget. Desmosomer og beltedesmosomer gir blant annet
mekanisk styrke til cellelaget. Rgrkontakter sgrger for fri passering av molekyler og ioner mellom to epitelceller.
Hemidesmosomer binder epitelceller og basalmembranen sammen (Lea, 2011).

Narmest den apikale siden, finner man tette kontakter (tight junctions). De holder
naerliggende epitelceller sammen, og s@rger for at molekyler ikke kan passere fritt gjennom
epitelcellelaget. Tette kontakter bestar av et forgreinet nettverk av transmembranproteiner.
Hovedtypene av disse adhesjonsproteinene er claudiner og occludiner (se figur 4). Det finnes
mange ulike typer occludiner og claudiner, med ulike funksjoner. Under de tette kontaktene
finner man desmosomer og beltedesmosomer (anchoring junctions), som er bundet til
cytoskjelettfilamenter i cellene. Rgrkontakter (gap junctions) forbinder cytoplasma mellom to
celler, og tillater molekyler og ioner & passere fritt. Hemidesmosomer binder epitelceller til

basalmembranen.
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Figur 4: Tette kontakter bestar av et grenet nettverk av adhesjonsproteiner som binder sammen naerliggende
epitelceller. De hindrer molekyler i & passere fritt mellom apikal og basolateral side av epitelcellene. Claudiner og

occludiner er hovedtransmembranproteinene. (Alberts, 2008).

1.2 Peyerske flekker og M-celler

Peyerske flekker er makroskopiske aggregater av immunceller som befinner seg like under
epitelcellelaget i tynntarm (se figur 2). Epitellaget over de peyerske flekkene er karakteristisk
i forhold til at det ikke er dekket av slim, antall mikrovilli er redusert og at det inneholder M-
celler. M-celler er fagocytterende celler som kan ta opp og transportere materiale fra apikal til
basolateral side ved hjelp av en prosess som kalles transcytose. | lamina propria, under de
peyerske flekkene og M-cellene, finner man dendrittiske celler, lymfocytter og makrofager (se
figur 2). Antigen fra M-celler kan dermed tas opp av dendrittiske celler som videre
presenterer disse til immunceller som T-celler. De peyerske flekkene, som det er omtrent 30
av i nederste del av tynntarmen (ileum), er en viktig del av immunsystemet i tarm. De

overvaker innholdet i tarmlumen.

1.3 Basolateral side og tarmassosiert lymfoid vev

Pa den basale siden av epitelcellelaget finner man tarmassosiert lymfoid vev (GALT: gut-
associated lymphoid tissue). Det inneholder som nevnt peyerske flekker (i ileum), men i
tillegg enkle follikler (i endetarm og rektum) og store lymfeknuter i mesenteriet, bindevevet
som fester deler av tarmene og andre bukorganer til bakre bukvegg. Det tarmassosierte
lymfoide vevet kan deles inn i effektor- og induksjonssteder. Utenfor det organiserte lymfoide
vevet finner man effektorstedene. De omfatter spredte lymfocytter i epitelcellelaget, og

lymfocytter, antigenpresenterende celler og IgA-produserende plasmaceller i det tynne



bindevevslaget under mukosa, i lamina propria. Mellom epitelcellene og bindevevet er det et
tynt, fleksibelt lag av bindevevsmolekyler som kalles basalmembranen (se figur 5).
Induksjonsstedene utgjeres av det organiserte lymfoide vevet som peyerske flekker og

mesentriske lymfeknuter. Immunresponsen settes i gang her.

EPITHELIUM

LUMEN OR
EXTERNAL SURFACE

connective tissue basal lamina

Figure 19-39 part 2 of 3 Molecular Biology of the Cell 5/e (© Garland Science 2008)

Figur 5: Basalmembranen (basal lamina) er tynn og fleksibel, og danner en mekanisk forbindelse mellom epitelcellene
og bindevevet. (Alberts, 2008).

1.4 Dendrittiske celler

1.4.1 Dendrittiske celler

Dendrittiske celler er de mest avanserte og spesialiserte av de antigenpresenterende cellene,
og har svert viktige funksjoner ved igangsettelse av immunrespons i tarm. Umodne
dendrittiske celler blir produsert av hematopoetiske stamceller i beinmargen (Liu, 2001). De
dendrittiske cellene kan kommunisere med epitelceller, som kan regulere barrierefunksjon og
homeostase. De kan ogsa kommunisere med det adaptive immunsystemet, og da indusere en
immunrespons eller toleranse (Lea, 2006). Dendrittiske celler har lange utlgpere kalt
dendritter, derav navnet. Dendrittene kan forlenges og trenge mellom epitelcellene slik at de
kommer i direkte kontakt med innholdet i tarmlumen. For at dette skal kunne skije, apner de
dendrittiske cellene tette kontakter mellom epitelcellene. Siden dendrittiske celler ogsa
uttrykker tette kontakter, vil integriteten av epitelbarrieren vaere opprettholdt (Rescigno et al.,
2001). MyD88-avhengig (myeloid differentiation primary-response gene 88) signalering

gjennom mgnstergjenkjennende reseptorer og uttrykking av kjemokinreseptoren CX3CR1, er



ngdvendig for at utlgperne fra de dendrittiske cellene skal kunne komme i kontakt med
innholdet i tarmlumen. Eksempler pa manstergjenkjennende reseptorer er toll-lignende
reseptorer (TLR) og nukleotid oligomerisering domene-lignende reseptorer (NLR) (Coombes
and Powrie, 2008).

De dendrittiske cellene finnes i forskjellige varianter, bade i blod, i lymfoide organer og i
andre kroppsvev. De finnes i organiserte lymfoide strukturer i tarm som peyerske flekker og
mesentriske lymfeknuter (MLN), samt i lamina propria i bade tynn- og tykktarm (Coombes
and Powrie, 2008).

Det finnes to hovedtyper dendrittiske celler i blod. Disse klassifiseres med henhold til uttrykk
av B-integrinet CD11c. Myeloide dendrittiske celler uttrykker CD11c, og er forlgperen til
Langerhans celler og dendrittiske celler i hud. Denne typen dendrittiske celler binder
invaderende patogene mikroorganismer fra periferien, og migrerer deretter til sekundaert
lymfoid vev der de presenterer antigener for naive T-celler. Plasmacytoide dendrittiske celler
uttrykker derimot ikke CD11c, og migrerer direkte til sekundeert lymfoid vev fra blod.
Plasmacytoide dendrittiske celler skiller ut interferon-a (INF-a), og spiller dermed en viktig

rolle i kontroll av virusinfeksjoner (Donaghy et al., 2001, Ueda et al., 2003).

1.4.2 Dendrittiske cellers modning og regulering av immunitet

Pa overflaten til de dendrittiske cellene blir det uttrykt ulike proteinmolekyler, blant annet
MHC (Major Histocompatibility Complex/hovedvevsforlikelighetsantigenkompleks)
proteiner, kostimulatoriske proteiner og celleadhesjonsproteiner. Toll-lignende reseptorer pa
umodne dendrittiske celler vil gjenkjenne de invaderende mikroorganismene som vil bli
fagocyttert av dendrittiske celler. Bakterienes proteiner klgyes til peptidfragmenter i de
dendrittiske cellene som deretter vil bli presentert pa overflaten. Umodne dendrittiske celler
uttrykker lave nivaer av MHC klasse Il og kostimulatoriske molekyler, og er dermed svake
stimulatorer av T-celleproliferasjon. MHC proteinene pa dendrittiske celler vil binde
peptidfragmenter (se figur 6). De dendrittiske cellene med bundet antigen vil modnes, og bli
transportert til lymfeknuter. Under modningsprosessen vil de dendrittiske cellene oppregulere
uttrykket av MHC klasse Il og kostimulatoriske molekyler, og vil da kunne stimulere naive T-
celler. De vil ogsa rekruttere effektorceller til betennelsesstedet. | lymfeknutene vil T-cellene
binde antigen og MHC, ved hjelp av T-cellereseptorer (TCR) pa overflaten til T-cellene. T-
cellene har ogsa reseptorer som binder de kostimulatoriske proteinene pa dendrittiske celler.



Denne bindingen vil hjelpe til med & aktivere T-cellene (Stagg et al., 2003, Hua et al., 2010,
Alberts, 2008, Santegoets et al., 2008).

Eksempler pa kostimulatoriske proteiner er CD80, CD86, CD40 og CD83 (Petroff and
Perchellet, 2010, Tobiasova-Czetoova et al., 2005, Peach et al., 1995).
Celleadhesjonsproteinene pa dendrittiske celler og pa T-cellene bidrar til interaksjon mellom
cellene (se figur 6). Den inflammatoriske responsen er altsa et samspill mellom det medfadte

0g det adaptive immunsystemet.
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Figur 6: Aktiverte dendrittiske celler uttrykker CD80/86 kostimulatoriske molekyler og MHC klasse 11 molekyler som
binder seg til reseptorer (CD28 og TCR) pa naive T-celler. Ulike signaler farer til at den naive T-cellen utvikler seg til
for eksempel en TH1 eller en TH2 celler. (Medzhitov, 2001).

CD83 er en overflatemarker for fullt modne dendrittiske celler. Pa proteinniva er det to
forskjellige isoformer av CD83; en lgselig form og en membranbunden form. Den
membranbundne formen har immunstimulatorisk evne og aktiverer T-celler. Den lgselige
formen har motsatt virkning, den har en immunhemmende effekt (Prechtel and Steinkasserer,
2007).



1.4.3 Dendrittiske celler produserer cytokiner og kjemokiner

Dendrittiske celler produserer signalmolekyler som cytokiner og kjemokiner. Cytokiner kan
deles inn etter struktur og funksjoner. Noen cytokiner kalles for interleukiner (ILs), og kan ha
navn som IL-4 og IL-12. En annen type cytokiner er interferoner, som for eksempel INF-a, de
er antivirale cytokiner. Andre eksempler pa cytokiner er TNF-a (tumornekrosefaktor o),
CD40 ligand og Fas ligand. Granulocytt makrofag kolonistimulerende faktor (GM-CSF) og
makrofag kolonistimulerende faktor (M-CSF) regulerer hematopoiese, dannelsen av de ulike
celletypene i blodet (Lea, 2006).

Kjemokiner er en type kjemotaktiske cytokiner som har en viktig rolle i reguleringen av
cellebevegelse i spesifikke omrader i kroppen, samt celleaktivering (Oliveira and Lukacs,
2003). Kjemokinene er sma og positivt ladet, og i likhet med andre cytokiner, binder de seg til
korresponderende reseptorer pa celleoverflaten av ulike celler. Cytokiner og kjemokiner
virker stort sett lokalt, enten autokrint eller parakrint (Segerer et al., 2000, Alberts, 2008,
Middleton et al., 2002).

1.4.4 Toveis kommunikasjon mellom epitel og dendrittiske celler

Epitelcellene spiller en viktig rolle i opprettholdelsen av den normale tarmfunksjonen, ikke
bare som en barriere mellom tarminnholdet og de underliggende immuncellene, men ogsa
som en aktiv deltager i opprettholdelsen av toleranse mot mikrofloraen og matantigener og i
bekjempelsen av patogene bakterier. Dendrittiske celler blir sett pA som immunsystemets
“dervakter”, og kontakt mellom dendrittiske celler og tarmfloraen er essensiell for utvikling

og regulering av immunresponsen (Zeuthen et al., 2008).

Enteroendokrine celler, enterocytter og begerceller i tarmepitelet uttrykker
mgnstergjenkjennende reseptorer, slik at de kan kjenne igjen ulike molekylare strukturer pa
mikrobene. Signalisering fra mgnstergjenkjennende reseptorer i tarmepitelet er med pa a
opprettholde barrierefunksjonene i tarmen, inkludert produksjonen av sekretorisk IgA, som

bidrar til en barriere mot patogene bakterier og virus (Wells et al., 2011).

Tarmepitelceller pavirker responsen til dendrittiske celler mot mikrofloraen. Det antas at det
er en toveis kommunikasjon mellom tarmepitelcellene og de dendrittiske cellene (Zeuthen et
al., 2008). Tarmepitelcellene og de dendrittiske cellene kommuniserer ved hjelp av celle-celle
interaksjoner og ved utskillelse av lgselige komponenter (Niess and Reinecker, 2006). TSLP
(Thymic stromal lymphopoietin) og TGF-p (transforming growth factor () blir skilt ut fra
tarmepitelcellene, og spiller en sentral rolle i kommunikasjon mellom epitel og dendrittiske
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celler ved allergiske reaksjoner (Zeuthen et al., 2008). TSLP aktiverer umodne CD11c"
(myeloide) dendrittiske celler (Watanabe et al., 2005).

1.5 Mikroflora i tarm

1.5.1 Mikroflora i tarm. Kommensale, probiotiske og patogene bakterier

Tarmepitelet blir hele tiden utsatt for ulike mikroorganismer, bade gjennom tarmens egne
bakterier og gjennom kosten som inntas. Magesekken, som har en svert lav pH, representerer
et fiendtlig miljg for mikroorganismer, og begrenser mikroflora i den gverste delen av
fordgyelseskanalen. Deretter er det en gradvis gkning av bakterieinnhold jo lenger ned i
fordgyelseskanalen man kommer; gjennom tynntarm, tykktarm og mot endetarmen. Tarmen
inneholder omtrent 10'* bakterier, noe som er omtrent ti ganger fler celler enn i
menneskekroppen. Immunsystemet ma skille mellom eget og fremmed, og mellom fredelige
og sykdomsfremkallende mikrober for & unnga sykdommer som matallergi, kronisk

inflammatorisk tarmsykdom (inflammatory bowel disease) og tarmkreft.

Tarmfloraen bestar av ulike typer bakterier. Kommensale bakterier er en naturlig del av
tarmfloraen, husholdningsfloraen. Med kommensalisme menes en form for biologisk samliv
der den ene parten (her bakteriene) drar nytte av samlivet, mens den andre organismen
(verten) verken blir positivt eller negativt pavirket. Kommensale bakterier kan lette
fordgyelse, absorpsjon og lagring av naringsstoffer i tarm. I tillegg tror man at signaler fra
kommensale bakterier har en essensiell rolle for utviklingen av immunsystemet. Endringer i
sammensetningen av det kommensale bakteriesamfunnet i tarmen, kan ogsa pavirke

mottageligheten for, eller utviklingen av immunmedierte sykdommer (Artis, 2008).

Patogene bakterier som kommer inn i kroppen, for eksempel via mat, kan formere seg og
gdelegge vertsceller. Noen patogene bakterier produserer toksiner, og vil kunne forarsake
sykdom (Vorland, 2001). Kroppen vil reagere med ulike forsvarsmekanismer for a prove a
hindre skade, men mange patogene bakterier har evnen til & kunne unnslippe disse

forsvarssystemene.

En forklaring pa gjenkjennelsen av patogene versus kommensale bakterier, er at bare
patogene bakterier har utviklet mekanismer som gjer at de kan invadere epitelcellebarrieren
og overleve i vertens vev, og vil dermed bli gjenkjent av celler fra det medfadte
immunsystemet. Kommensale bakterier som mangler virulens vil ikke overleve i vertsceller

eller spre seg gjennom vev, og vil derfor ikke klare a lokke fram medfadte eller adaptive



immunresponser. Tarmepitelceller uttrykker, som beskrevet over, et bredt spekter av
mganstergjenkjennende reseptorer som Kjenner igjen bakterielle faktorer som blant annet
lipopolysakkarid (LPS), lipoproteiner, flagellin og umetylerte CpG-sekvenser i DNA
molekyler. Derfor vil tarmepitelceller ha mulighet til & kjenne igjen og reagere pa

kommensale bakterier, ogsa i fraver av patogener (Artis, 2008).

Probiotiske bakterier er bakterier som per definisjon skal gi en helsegevinst utover
kommensale bakterier. Probiotiske bakterier blir ofte tilsatt til matprodukter som yoghurt,
melk og farmasgytiske produkter. De kan veere effektive mot for eksempel diaré og kronisk
inflammatorisk tarmsykdom. Probiotiske mekanismer kan vere sveert ulike. De kan modulere
gjennomtrengeligheten av epitelceller, konkurrere med patogene bakterier om kolonisering i
tarm, eller direkte modifisere aktiviteten til immunceller. Probiotiske bakterier kan interagere
enten direkte med dendrittiske celler eller indirekte via effekten av epitelceller (Ouwehand et
al., 2002, Foulquié Moreno et al., 2006, Hua et al., 2010).

Det er visse krav for at en probiotisk bakterie skal kunne brukes i kommersielle produkter.
Det er derfor anbefalt at probiotiske stammer karakteriseres med et minimum av tester.
Testene gar ut pa & bestemme antibiotikaresistensmgnstre, vurdere visse metabolske
aktiviteter, vurdere sideeffekter under in vivo studier, og epidemiologisk overvakning av
unaturlige hendelser i forbrukere. Dersom stammen som undersgkes hgrer til en art som er
kjent som en toksinprodusent i mennesker, ma det testes for giftproduksjon, og dersom
stammen hgrer til en art med kjent hemolytisk potensial, sa kreves bestemmelse av
hemolytisk aktivitet.

For & vurdere sikkerheten av probiotiske bakterier som skal brukes pa mennesker, er det
ngdvendig a utfere bade in vitro og in vivo tester. In vitro tester anbefalt for probiotiske
stammer er analyse av gallesyreresistens, binding til mucus og/eller menneskeepitelceller og
cellelinjer, antimikrobiell aktivitet mot potensielle patogene bakterier, evnen til & redusere
patogen tilslutning til overflater og gallesalt hydrolase aktivitet. Probiotiske produkter ma vise
fordeler i menneskeforsgk, som statistiske og biologiske signifikante forbedringer i forhold til
tilstand, symptomer, velvare eller livskvalitet. Probiotika kan veere ansvarlig for fire typer
sideeffekter. Dette kan vere systemisk infeksjon, skadelige metabolske aktiviteter,

overdreven immunstimulering i mottakelige individer og genoverfgring (FAO/WHO, 2002).
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1.5.2 Enterokokker

Enterokokker er melkesyrebakterier og en vanlig kommensal tarmbakterie hos mennesker.
Enterokokker kan ogsa isoleres fra ulike miljg- og dyrekilder. De er fakultativt anaerobe,
grampositive bakterier som opptrer i par, kjeder eller som enkle kokker. Enterokokker kan
ikke danne sporer. Noen enterokokker kan overleve i stressende og fiendtlige miljger, som
ved hgye saltkonsentrasjoner og ved ekstreme temperaturer (5-65 °C) (Domann et al., 2007,
Fisher and Phillips, 2009). De har ogsa en generelt hgy endogen motstand mot gallesyre,

salter og lgsemidler (Paulsen et al., 2003).

Enterokokkslekten bestar av 28 ulike arter (Foulquié Moreno et al., 2006). De mest vanlige
artene er Enterococcus faecalis og Enterococcus faecium. Innenfor disse to artene finnes det

ulike stammer.

1.5.3 Enterococcus faecalis
Kommensale-, probiotiske- og patogene bakteriestammer er alle representert i E. faecalis, noe

som gjer denne arten spesielt interessant.

Enterokokker produserer bakteriosiner, og noen stammer blir dermed brukt som probiotiske
bakterier i matindustrien. Symbioflor-1 er en kommersiell probiotisk stamme som hevdes & ha

probiotiske egenskaper (Domann et al., 2007).

En velbeskrevet patogen stamme i arten E. faecalis er V583. Ved sekvensering av genomet
fant man ut at det inneholder mye bevegelig og fremmed DNA (Paulsen et al., 2003). Ved
sammenligning med den probiotiske stammen Symbioflor-1, fant man ut at den probiotiske
stammen mangler store genomiske omrader (Domann et al., 2007). Endringer i genomet til E.
faecalis har fart til forskjellige stammer med patogene- eller fordelaktige trekk (Foulquié
Moreno et al., 2006, Paulsen et al., 2003, Hua et al., 2010). Tidligere trodde man at
enterokokker var uskadelige for mennesker, men det har vist seg at visse typer er av de mest
vanlige arsakene til sykehusinfeksjoner. Bakteriene kan forarsake blant annet

urinveisinfeksjoner, sar infeksjoner, og sepsis. (Fisher and Phillips, 2009).

E. faecalis 3336 er en kommensal stamme isolert fra babyavfering. Denne kommensale
stammen heretter referert til som 3336, samt Symbioflor-1 og V583 blir brukt i denne

oppgaven.
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1.6 Fibrinogen

Fibrinogen er et protein som er mest kjent for sin rolle i blodkoagulering. Proteinet bestar av
par med tre uidentiske polypeptidkjeder; Aa, BB og y. Selv om leveren er det primare stedet
for fibrinogensyntese, har det blitt vist at epitelceller fra forskjellige vev ogsa uttrykker en
eller flere av fibrinogengenene (Simpson Haidaris, 1997). Oppregulering i tarm krever et
inflammatorisk stimulus (Molmenti et al., 1993). Ved oppregulering skilles fibrinogen ut, og
blir fgrt inn i epitelcellemembranen. Derfor kan fibrinogen veere viktig for barrierefunksjonen

i tarm.
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1.7 Prosjekt beskrivelse

Denne masteroppgaven er todelt. Den ene delen av studien tok sikte pa & studere modning av
dendrittiske celler. Umodne dendrittiske celler som blir eksponert for inflammatoriske og
bakterielle stimulus vil modnes. Dette medfarer store forandringer i dendrittiske cellers
biologi. Disse forandringene kan veere blant annet morfologiske endringer, endret
migreringsevne og / eller endring av uttrykk av overflatemolekyler. | denne studien ville man
undersgke om eksponering av dendrittiske celler for patogene, probiotiske og kommensale
bakteriestammer induserer til ulik oppregulering av ekspresjon, av slike overflatemolekyler pa
dendrittiske celler. Overflatemolekylene det ble valgt & studere, CD80 og CD83, er typiske
markarer for modning av dendrittiske celler. Bakteriestammene som ble brukt i studien var
alle av arten E. faecalis. E. faecalis er i dette tilfellet en passende modellorganisme, fordi den
har bade kommensale, probiotiske og patogene stammer. Stammene, med ulike egenskaper,
kommer fra samme art og slekt, og de har dermed mange likheter. Positive og negative

kontroller ble inkludert som referanser for maksimal og minimal stimulering.

Det er vist at stimulerte epitelceller kommuniserer med dendrittiske celler. I den andre delen
av studien ville man se om tilfellet ogsa var motsatt, om stimulerte dendrittiske celler
kommuniserer med epitelceller. Man ville da kokultivere Caco-2 celler med kondisjonert
medium fra dendrittiske celler stimulert med ulike E. faecalis stammer basolateralt, og se pa
genekspresjonen av et protein. Proteinet det ble valgt a studere var fibrinogen. Dette fordi det
i en tidligere masteroppgave ble vist i en transkriptomanalyse (mikromatrise), at uttrykket av
fibrinogen ble kraftig nedregulert for Caco-2 celler kokultivert med dendrittiske celler
eksponert for en kommensal og en probiotisk bakterie (Bjerkan, 2009). Man ville derfor se
om man kunne verifisere disse resultatene ved hjelp av real-time PCR (qRT-PCR). | denne
oppgaven ble det ogsa inkludert en patogen bakteriestamme, E. faecalis V583, samt negative

kontroller.
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2 Materialer

2.1 Laboratorieutstyr og instrumenter

Teknikk Utstyr/instrument Produsent
Cellearbeid 6, 24 og 96 brannsplater Becton Dickinson Labware
50 mL rgr Becton Dickinson Labware
Coulter Z1 (partikkelteller) Coulter Electronics Ltd
Filterbrgnner 0,4 um FALCON Becton Dickinson Labware
Filter 0,22 pum MILLEX®GP Millipore
Kyvetter 1,5 mL Plastibrand
15 og 50 mL PP-testtuber Greiner bio-one
Sprayte 1 mL, BD Plastipak Becton Dickinson Labware
Spraytespiss, BD Microlance Becton Dickinson Labware
Steril-cycle CO, inkubator Thermo Scientific
Celleskap Termacks
Sterilbenk Biowizard
Vortex Genie 2 Scientifc Industries
Cellelinje Caco-2 American Type Culture Collection
Mikroskop Leica DFC 420 Leica

Sentrifuger

Spekrofotometeri

Nukleinsyre analyse
v.h.a spektrofotometri

SEM Zeiss EVO - 50 - EP

Megafuge 1.0
B1Ofuge pico
IEC Micromax

UV-160A

BioAssay

Nanodrop 200C
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Heraeus
Heraeus
IEC

Shimadzu
Bioscreen C

Thermo Scientific



Magnetisk separasjon

Veeskestramscytometer
UV-lys

Kritisk punkt tgrker
Sputter Coater

RNA analyse

gRT-PCR

2.2 Kjemikalier

MACS Multi Stand
MACS Pre-separation Filters
MACS Separation Columns

MACSQuant Analyzer

Gel Doc 1000

BAL-TEC CPD 030

Polaron SC 7640

Agilent 2100 BioAnalyzer

PTC 200 Peltier Thermal cycler
Rotor-Gene TM 600

Miltenyi Biotec
Miltenyi Biotec
Miltenyi Biotec

Miltenyi Biotec

BioRad

BAL-TEC AG

Quorum Technologies Ltd

Agilent Technolgies

MJ reaserch
Corbett Research, UK

Kjemikalie Produsent
2-merkaptoetanol SIGMA

Dimethyl sulfoxide (DMSO) Merck

Etanol Kemetyl Norge AS
Paraformaldehyd SIGMA

Pipes SIGMA
Prostaglandin E2 SIGMA
Thioglycerol SIGMA

TNF-a Immuno Tools
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2.3 Kit

Navn Produsent
RNeasy®Mini kit (50) QIAGEN
Superscript®VILO cDNA Syntesis Kit Invitrogen

Agilent RNA Nano kit

2.4 Medier og lgsninger

Agilent Technologies

Navn

Produsent

BSA (Rinderalbumin 30 %)
Dulbecco’s PBS (1X)

Fotalt kalveserum (FCS)

Gentamicin Sulfat 50 mg/mL
Granulocyte monocyte colony-stimulating factor
Ikke-essensielle aminosyrer (100X)
IL-4

LPS

Lymfoprep

RPMI 1640 + L-Glutamin

Collagen Solution Type 1 from rat tail
EDTA

Trypsin EDTA (1X)

Natriumpyruvat

Biotest

PAA Laboratories
Fischer Scientific
Bio Whittaker
ImmunoTools
PAA Laboratories
ImmunoTools
SIGMA
Fresenius Kabi Norge AS
PAA Laboratories
SIGMA

SIGMA

PAA Laboratories
PAA Laboratories

2.5 Antistoff

Navn Produsent

CD14 microbeads (human) MACS Miltenyi Biotech
CD 80-PE BD Bioscienses

CD 80-FITC BD Bioscienses

CD 83-APC (human)
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2.6 Primere

Navn

Produsent

Fibrinogen a (Hs00241027_m1*)
Fibrinogen B (Hs00905942_m1*)
Fibrinogen y (Hs00241037_m1%*)
Ribosomal protein, large, PO (Hs99999902_m1)

2.7 Bakteriestammer

Applied Biosystems
Applied Biosystems
Applied Biosystems
Applied Biosystems

Navn

Kilde

Enterococcus faecalis V583
Enterococcus faecalis Symbioflor-1

Enterococcus faecalis 3336
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3 Metoder

3.1 Cellekulturarbeid

Cellearbeid ble utfert ved hjelp av sterilteknikk, altsa i sterilbenk med sterilt utstyr. Celler ble
dyrket i plastikkflasker eller i plater ved 37 °C i en atmosfaere med 5 % CO,. Caco-2 celler
(ATCC), monocytter og dendrittiske celler ble kultivert i RPMI 1640 medium med L-
glutamin tilsatt 10 % varmeinaktivert fotalt kalveserum (FCS), 25 pL/mL gentamicin sulfat, 1
mM natrium pyruvat, ikke-essensielle aminosyrer og 50 uM thioglycerol (refereres til som
supplementert medium). Cellene ble vasket med Dulbecco’s PBS (1x) for behandling med
trypsin EDTA, som ble brukt for & lgsne adherente celler fra plasten. Cellene ble trypsinert i
4-12 minutter ved 37 °C, og trypsineringen ble stoppet ved 4 tilsette supplementert medium
som inneholdt tilsvarende mengde serum. Estimering av antall celler ble utfart med en
Coulter Z1 partikkel teller.

Celler som skulle oppbevares i flytende nitrogen ble kjglt ned pa is og tilsatt 1 volum
innfrysningsmedium (20 % FCS og 20 % DMSO). Dette ble tilsatt drapevis for & unnga
proteindenaturering som et resultat av varmeutvikling fra DMSO. Mellom 5 - 25 x 10° celler
ble fryst ned i egnede rar. Celler ble farst oppbevart ved — 80 °C i 2 dagn, og deretter flyttet
over i flytende nitrogen som holder — 96 °C. Nar celler skulle tas i bruk, ble de tint i vannbad
(37 °C) til ca. 1 °C, vasket med supplementert medium og platet ut i flasker eller brgnner.

3.2 Isolering av mononuklezre celler fra perifert blod

Mononukleare celler (MNC) fra perifert blod ble isolert fra ferske buffy coats (levert av
Sykehuset @stfold, Fredrikstad) ved tetthetsgradientsentrifugering. Gradientmediet som ble
benyttet kalles Lymfoprep. Femten mL PBS og 15 mL buffy coat ble blandet godt i 50 mL
ror, far 10 mL Lymfoprep ble forsiktig avsatt i bunnen ved hjelp av en sprgyte. Rarene ble
sentrifugert ved 800 x g i 25 minutter. Sentrifugeringen ble utfgrt uten brems for & unnga
forstyrrelser i gradientlagene. De mononukleare cellene ble isolert fra interfasen mellom
plasma/PBS og gradientmediet. Cellene ble sugd opp med en pasteurpipette, tilsatt 40 mL
medium, og deretter vasket ved a sentrifugere ved 350 x g i 20 minutter med brems. Cellene
ble deretter vasket to ganger ved a sentrifugere i 10 minutter ved 350 x g, resuspendert i

supplementert medium og telt, far nedfrysning som beskrevet over.
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3.3 Magnetisk separasjon av monocytter fra isolerte mononukleare celler
Monocytter ble isolert fra mononukleaere celler ved hjelp av anti-CD14-koblede magnetiske
partikler fra Miltenyi Biotech, etter leverandgrens protokoll. Mononuklegre celler ble tint
hurtig i vannbad ved 37 °C, cellene overfart til et 50 mL rar, og tilsatt 45 mL supplementert
medium. Etter sentrifugering i 10 minutter ved 350 x g ble cellene resuspendert i 5 mL
supplementert medium og antall celler estimert. Cellene ble igjen sentrifugert i 10 minutter
ved 350 x g ,0g 10’ celler ble resuspendert i 80 pL vaskebuffer (0,5 % BSA, 2 mM EDTA i
PBS). Tyve pL anti-CD14-koblede magnetiske partikler ble tilsatt per 107 celler,
suspensjonen ble blandet godt og inkubert pa is i 15 minutter. Cellene ble vasket med 1 - 2
mL vaskebuffer, sentrifugert i 10 minutter ved 350 x g, og pelleten resuspendert i 500 pL
buffer. Monocyttene var na merket med magnetiske partikler, og en magnetisk kolonne ble
benyttet for & separere ut monocyttene. Kolonnen ble farst tilsatt 500 pL vaskebuffer, og
deretter ble cellesuspensjonene tilsatt. VVidere ble det vasket tre ganger med 500 pL
vaskebuffer. Kolonnen ble holdt over et 15 mL rar, og det ble tilsatt 1 mL vaskebuffer far et
stempel ble kjort ned. Monocyttene ble tilsatt 5 mL supplementert medium og sentrifugert i
10 minutter ved 350 x g. Pelleten ble resuspendert i supplementert medium og cellene ble telt.

Cellene ble platet ut med en tetthet p& 2-10° celler/per brann i 24 brgnns plater.

3.4 Differensiering og stimulering av dendrittiske celler

Monocytter ble differensiert til umodne dendrittiske celler ved kultivering i naervaer av 25 ng /
mL IL-4 og 50 ng / mL granulocytt makrofag koloni stimulerende faktor (GM-CSF).
Vekstfaktorer ble tilsatt pa dag 0 og 4. Pa dag 6 ble de umodne dendrittiske cellene stimulert
til modning ved tilsetting av ulike stimulus. Som positiv kontroll ble det brukt 5 pg / mL
PGE,, 5 ng/ mL TNF-o og 100 ng / mL LPS.

3.5 UV-inaktivering av bakterier

Kulturer inkubert over natt, ble sentrifugert i 10 minutter ved 3345 x g og bakteriene vasket
med 3 mL PBS. Bakteriepelleten ble resuspendert i vekstmedium uten gentamicin, slik at
suspensjonen hadde en optisk tetthet (OD) ved 600 nm pa ca 0,5. Dette gir ca. 2-10% bakterier
/ mL. Tre mL bakteriesuspensjon ble overfart til en 6 brenns plate. For & bestemme
bestralingstiden for komplett inaktivering, ble det tatt praver ved ulike tidspunkt. Prgvene ble
platet ut pa agarskaler, og etter et dagns innkubering ble eventuelle bakteriekolonier telt. Ved

kokulturforsgkene ble bakteriesuspensjonene UV-bestralt i 120 minutter.
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3.6 Kokultivering av bakterier og umodne dendritter

Pa dag 6 (se over) ble umodne dendrittiske celler kultivert ssmmen med tre ulike stammer av
bakterien Enterococcus faecalis; Symbioflor-1, 3336 og VV583. Bakteriesuspensjonene hadde
en optisk tetthet p& 0,5 (se over). Ved noen forsgk ble bakteriene UV-inaktivert. En mL av
disse bakteriesuspensjonene ble tilsatt i brgnner med umodne dendrittiske celler. Cellene ble
kokultivert i 2 timer, adherente celler vasket 5 ganger i supplementert medium med
gentamicin og til slutt inkubert ved 37 °C i 24 timer i supplementert medium med gentamicin.

3.7 Bioassay

Bakterievekst ble monitorert ved hjelp av et sakalt bioassay. Et bioassay er en
spektrofotometrisk metode som maler OD. Overnattkulturer av V583, 3336 og Symbioflor-1
ble brukt som inokulum i sterilt supplementert medium med og uten gentamicin og overfgrt til
bioassay-plater i triplikater. Sterilt medium ble brukt som negativ kontroll, samt
bakgrunnskorreksjon. Malingene ble utfert ved 600 nm, ved 37 °C og med risting i forkant av

hver maling (hvert 15 min) i 15 timer.

3.8 Fluorescens merking og vaeskestrgmscytometri

Dendrittiske celler ble sentrifugert ved 350 x g i 10 minutter og resuspendert i 100 pL
supplementert medium, far suspensjonen ble overfart til spisse 96-brgnnersplater egnet for
veaeskestrgmscytometrianalyser. Platen med cellene ble sentrifugert i 5 minutter ved 350 x g,
far det ble tilsatt 100 puL PBS og farget med 10 pL fluorokromkoblede antistoff (CD80-PE /
CDB80-FITC, og/ eller CD83-APC). Platen ble satt i kjgleskap i 30 minutter. Platen med
cellene ble sa sentrifugert i 5 minutter ved 350 x g og cellene vasket 3 ganger med 100 pL
PBS. Vaskestramscytometeret blandet cellesuspensjonene, far 90 L prgve ble analysert.
Merkede celler passerer da i en vaeskestrgm gjennom en laserstrale og fluorokromene
eksiteres. Emisjonslyset blir dermed detektert og fungerer som et avlesningssystem for antall
merkede celler. Det ble her analysert for grad av uttrykking av overflatemolekylene CD80 og
CD83.
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3.9 Caco-2 polarisering

Filterbranner egnet for polarisering av celler ble plassert i 24-brgnnersplater og coated med
300 pL 5 % collagen i 5 timer. Collagenlgsningen ble fjernet etter 5 timer og filtrene tarket i
romtemperatur overnatt. Det ble sadd ut 300 000 Caco-2 celler / filter i 300 pL supplementert
medium, og 900 pL supplementert medium ble tilsatt i brannene under filterkoppene.
Supplementert medium ble byttet pa dag 4, 8, 12, 16 og 18, og utviklingen av et konfluent

cellelag ble fulgt ved hjelp av lysmikroskopering. Celler var normalt polarisert etter 21dager.

3.10 Fremfgring av praver til sveipeelektronmikroskopering

Polariserte Caco-2 celler ble fiksert, dehydrert, kritiskpunkttarket og coatet far
mikroskopering, som fglger. Cellene ble vasket med 500 pL PBS og fiksert med 500 pL 4 %
paraformaldehyd (PFA) i 45 min ved romtemperatur. Fikseringslgsningen ble forsiktig sugd
av far det ble vasket 3 ganger med 500 pL 0,05 M pipesbuffer (34,63 g Pipes/ 1 |1 dH.0, pH
justert til 7,2 med konsentrert HCI). Cellene ble deretter dehydrert i gkende konsentrasjon av
(50 %, 70 %, 80 %, 96 % og 100 %) etanol i 0,05 M pipesbuffer i 15 minutter ved
romtemperatur. Dehydrering med 100 % etanol ble gjentatt tre ganger. Ved
kritiskpunktterking ble kammeret fylt % med 100 % etanol, og prgven ble lagt nedi. Prgven
ble avkjelt til 10 °C, og den flytende etanolen ble gradvis skiftet ut med transisjonsveeske.
Utskiftingen ble utfart pa 90 bar, helt til pravekammeret nadde en temperatur pa 40 °C. Gass
ble da sluppet forsiktig ut, helt til trykket var pa 0 bar. Prgvene ble til slutt coated med et tynt

lag palladium, far de ble analysert med sveipeelektronmikroskopet.

3.11Basolateral stimulering av epitelceller

Kondisjonert medium fra dendrittiske celler (d.v.s. kokultivert med bakterier) ble sterilfiltrert
(0,22 um porer) og tilsatt polariserte Caco-2 celler basolateralt (under filterkoppen).
Supplementer medium i filterkoppene ble skiftet. Cellene ble stimulert i 2 timer ved 37 °C,
vasket med PBS og trypsinert. Cellene ble deretter overfert til eppendorfrar sammen med 1

mL supplementert medium.

3.12 mRNA isolering, cDNA syntese og real-time PCR

MRNA ble ekstrahert fra Caco-2 celler ved bruk av RNeasy Mini Kit (50) (QIAGEN) etter
leverandgrens protokoll, og konsentrasjonen ble malt pa nanodrop (spektrofotometer).
RNAse fritt vann ble brukt som negativ prgve. RNA ble lagret ved — 80 °C.
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cDNA syntese ble utfart pa en konvensjonell PCR-maskin (MJ RESEARCH PTC-200 Peltier
Thermal Cycler) ved a bruke SuperScript VILO cDNA syntesis kit (INVITROGEN), som
beskrevet av leverandgren. Her ble 4 uL 5 X VILO Reaction Mix, 2 pL 10 X SuperScript
Enzyme Mix og RNA opp til et totalvolum pa 20 pL blandet. cDNA konsentrasjonen ble malt
spektrofotometrisk pa nanodrop (med RNase fritt vann som blank). cDNA ble lagret ved -20
°C.

Real-time polymerase chain reaction (qQRT-PCR) ble utfart ved & amplifisere spesifikt cDNA
pa qRT-PCR Rotor-Gene TM 600 (Corbett Research, UK). qRT-PCR estimerer mengde
MRNA i en prgve. TagMan Gene Expression Assays protokoll (INVITROGEN) ble fulgt.
10,0 uL 2x TagMan MM, 1,0 uL 20 X TagMan GEA (Fibrinogen: o, y og et referansegen
(RPLPO), 7,0 pL DEPC H,0 og 2,0 pL cDNA (100 ng) per preve ble blandet. Utstyret ble
sterilisert ved UV-belysning. To pL av hver prgve ble tilsatt, far gRT- PCR ble kjgart.

3.13 Bioanalyzer

Agilent RNA 6000 Nano Assay protokoll ble fulgt for & se pa kvaliteten til det isolerte
RNA’et. Agilent RNA 6000 Nano kit (Agilent Technolgies) ble brukt, som beskrevet av
leverandgren. Denaturerte prever og ladder ble tilsatt pa en chip, far pravene ble analysert.
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4 Resultater

4.1 Differensiering og stimulering av dendrittiske celler

Monocytter kan differensieres in vitro til dendrittiske celler ved tilsetting av GM-CSF og IL-4
til dyrkningsmediet (Butler et al., 2006). For & kunne fungere som effektive
antigenpresenterende celler, ma dendrittiske celler gjennom en modningsprosess fra umodne
dendrittiske celler og videre til modne. Umodne dendrittiske celler kan modnes ved a
stimulere med LPS, PGE; og TNF-a (Boullart et al., 2008, Kvale et al., 2006).

2) & TS et et

Figur 7: a)Monocytter pa vei til & bli dendrittiske celler. Bildet er tatt ved hjelp av et lysmikroskop (10x), pa dag 4
etter separasjon og utplating av monocytter. Pa dag 4 ble cellene differensiert ved tilsetting av IL-4 og GM-CSF
sammen med friskt medium. b) Bildet viser dendrittiske celler pa dag 6 etter separasjon og utplating av monocytter,

far stimulering med LPS, TNF-a og PGE,. Bildet er tatt ved hjelp av et lysmikroskop (10x).

Figur 7a viser monocytter pa vei til & bli dendrittiske celler. Man kan her se monocytter med
deres runde form. Figur 7b viser dendrittiske celler pa dag 6 etter separasjon og utplating av
monocytter, for stimulering med TNF-a, PGE; og LPS. Man kan av bildene se at de
dendrittiske cellene har utviklet seg, og at de viser morforlogiske forandringer. Dette indikerer

at stimuleringen har indusert til differensiering mot dendrittiske celler.
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4.2 Suboptimal overflatemarkar for pavisning av modne dendrittiske celler
For & undersgke om ulike bakteriestammer induserer ulik oppregulering av
overflatemolekyler pa dendrittiske celler, ble umodne dendrittiske celler eksponert for ulike
stammer av bakterien E. faecalis. De ble eksponert for den patogene stammen E. faecalis
V583, den probiotiske stammen E. faecalis Symbioflor-1, og den kommensale stammen E.
faecalis 3336, heretter referert til som V583, Symbioflor-1 og 3336. Eksponeringen ble utfart
pa dag 6 i modningsprosessen. Vaskestrgmscytometri ble brukt for & se pa oppregulering av

overflatemolekylet CD80, som blir oppregulert pA modne dendrittiske celler. Se metoder for

fremgangsmate.
Pos Neg
100 100
75 75
50 50
25 25
0 0- '|}|""| T
101 lel 1e2  1e3 101 lel  1e2  1e3
FITC-A FITC-A
Symbioflor-1 3336 V583
100 100 100
75 75 75
50 50 50
25 25 J 25 K
Do ) et 03—y, 04— [—*M
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FITC-A FITC-A FITC-A

Figur 8: Vaeskestramscytometrianalyse for uttrykk av overflatemarkaren CD80 pa dendrittiske celler eksponert for
ulike bakteriestammer. Resultatene er representative for ett forsgk. Positiv kontroll (pos) er dendrittiske celler
stimulert med LPS, TNF-a og PGE,. Negativ kontroll (neg) er ustimulerte dendrittiske celler.

Resultatet er representative for ett forsgk. Positiv kontroll ser ikke ut til a fungere. Resultatene
viste, som vist i figur 8, at uttrykket av CD80 var kraftig oppregulert for V583, i forhold til for
3336 og Symbioflor-1.
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4.3 V583 er resistent mot gentamicin

Ved kokultivering av dendrittiske celler og bakterier, ble vekstmediet tilsatt gentamicin for a
hemme bakterievekst og surgjering av mediet som et resultat av bakterienes syreproduksjon.
Etter overnatt kokultivering med gentamicin, ble det observert at kulturen med den patogene
stammen V583 hadde vekst og dermed fatt en gul farge grunnet lav pH. Dette tyder pa at E.
faecalis V583 er resistent mot gentamicin. For & bekrefte dette ble veksten til de ulike

bakteriene studert i medium med og uten gentamicin.
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Figur 9: Spektrofotometrisk monitorering av bakterievekst. Ved hjelp av en spektrofotometrisk metode, et bioassay,
ble OD for de tre E. faecalis stammene 3336, Symbioflor-1 og V583, med og uten gentamicin tilsetting malt hvert 45.

minutt.

Som man kan se av figur 9, var det vekst for alle tre stammer nar de ikke var behandlet med
gentamicin. Stammene 3336 og Symbioflor-1 behandlet med gentamicin, viste ikke vekst.
V583 behandlet med gentamicin viste derimot vekst. V583 sa ut til & vokse bedre i naerver av

gentamicin enn uten.

Bioassayet viser at V583 er resistent mot gentamicin. Man vil derfor bruke UV-bestraling for

& inaktivere alle bakteriestammene.
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4.4 UV-inaktivering av bakterier

Vaskestramscytometriresultatene for dendrittiske celler eksponert for bakterier behandlet
med gentamicin, viste antydning til at V583 uttrykte mer av overflatemolekylet CD80, enn
Symbioflor-1 og 3336. Ved hjelp av en spektrofotometrisk metode der OD ble malt, ble det
bekreftet at V583 var resistent mot gentamicin. Bakteriene ble derfor inaktivert med UV-lys i
stedet, slik at bakterieveksten skulle veere hemmet. Det ble farst gjort et forsgk for a se hvor
lenge man ma bestrale bakteriene med UV-lys for at de skal vaere inaktiverte. Det ble tatt ut
praver fra bakteriekulturene under UV-bestralingen ved ulike tidspunkt (30, 60, 90, 120 og
150 minutter), og prevene ble platet ut pa agarskaler (BHI).

Tabell 1: Kolonivekst (antall kolonier) pa agarskaler (BHI) med UV-inaktiverte bakterier ved ulike tidspunkt (minutter).

30 > > >
60 > 51 3
90 4 4 2
120 Ingen kolonier Ingen kolonier Ingen kolonier
150 Ingen kolonier Ingen kolonier Ingen kolonier

Ved & undersgke veksten pa agarskalene etter ett dggns inkubering, fant man ut at de tre
bakteriestammene ble inaktivert etter ulike tidspunkt (se tabell 1). Etter 60 minutter var E.
faecalis 3336 sd godt som inaktivert, mens Symbioflor-1 da hadde 51 kolonier og V583 hadde
over 300 (TMTC) kolonier pa skalene. Etter 90 minutter var alle stammene s& godt som
inaktivert, med 4 kolonier pa skalene for V583 og Symbioflor-1, og 2 for 3336. Etter 120
minutter hadde ingen av de tre E. faecalis stammene noen kolonier pa agarskalene. Det ble
derfor utfart UV-bestraling i 120 minutter fer kokultivering med dendrittiske celler, for a

veere sikker pa at alle de tre stammene var inaktivert.

4.5 Oppregulering av CD80 som fglge av UV-inaktiverte bakterier
Etter UV-inaktivering, ble oppregulering av CD80 pa dendrittiske celler eksponert for ulike

bakteriestammer studert. Fremgangsmaten var ellers lik som tidligere.

26



P

300_5 Median= 1547 500—. Median= 66,8
250 40”“
200 300—
150 200—
100
50_; 100—
03 | A B 04— T
101 1el 132 e3 101 1e1 '|e2 1e3
PE-A PE-A
Symbioflor-1 3336 V583
Median= 70,1 1 Median=55.6 500 Median= 54.63
500— 500— 3
4003
400- 400— ]
300 300 300
200 2003 200
100 100 100
0- AR AR 0 e 0 e
-1 1 Tel 1e2 1e -1 1 1el 1e2 1e3 101 1el 1e2 1e3
PE-A PE-A PE-A

Figur 10: Veaeskestrgmscytometrianalyse av dendrittiske celler eksponert for UV-inaktiverte bakteriestammer.
Resultatene vist er representativt for ett forsgk. Positiv kontroll (pos) er dendrittiske celler stimulert med LPS, TNF-a
og PGE,. Negativ kontroll (neg) er ustimulerte dendrittiske celler. Medianen for fluorescens intensiteten er ogsa vist.

Vaeskestramscytometriresultatene, presentert i figur 10, viste ingen markante forskjeller i
oppreguleringen av CD8O0 for de tre bakteriestammene. Medianen for fluorescens intensiteten
for Symbioflor-1 er noe hgyere enn for de andre bakteriestammene. Den negative kontrollen

virket ikke som den skulle.

4.6 Oppregulering av CD83 etter stimulering med UV-inaktiverte bakterier
Siden CD80 ikke fungerte som markar for & se pa modningen av dendrittiske celler, ville man
bruke en annen markgr. Zhou og Tedder studerte ekspresjon av overflatemolekylet CD83 pa
dendrittiske celler (Zhou and Tedder, 1996). De fant at CD83 ble uttrykt nar dendrittiske
celler var fullt modne. Man vil derfor analysere uttrykk av CD83 for & se pa modningen av
dendrittiske celler som et alternativ for CD80. Det ble brukt samme framgangsmate som

tidligere.
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Figur 11: a) Figuren viser resultater fra ett representativt veeskestramscytometriforsgk der uttrykk av CD83 pa
dendrittiske celler ble studert etter stimulering med ulike bakteriestammer. Forsgket ble utfgrt totalt fire ganger.
Resultatene er fremstilt som tetthetsplot. Plottene er delt inn i fire kvadranter; gvre hgyre (UR), gvre venstre (UL),
nedre hgyre (LR) og nedre venstre (LL). Celler i UL, uttrykker ikke CD83, mens celler i UR uttrykker CD83. Positiv
kontroll (pos) er dendrittiske celler stimulert med LPS, TNF-a og PGE,. Negativ kontroll (neg) er dendrittiske celler
som ikke er stimulert. b) Figuren viser gjennomsnittet av % UL og % UR av totalt antall celler for alle forsgkene, der
uttrykk av CD83 pa dendrittiske celler ble studert etter stimulering med ulike bakteriestammer. Positiv kontroll (pos)
er dendrittiske celler stimulert med LPS, TNF-a og PGE,. Negativ kontroll (neg) er dendrittiske celler som ikke er
stimulert. Standardavvik for alle prgvene er ogsa vist.
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Sammenliknet med negativ kontroll, virker det som om alle de tre bakteriestammene har en
tendens til & oppregulere CD83, og dermed gi en liten stimulering av dendrittiske celler. Ut fra
resultatene presentert i figur 11b, ser det ikke ut til at de forskjellige stammene har ulik

pavirkning pa modningen av dendrittiske celler.

4.7 Pavisning av polariserte epitelceller ved hjelp av SEM

| den andre delen av dette masterprosjektet, skulle man studere om stimulering av dendrittiske
celler med ulike typer bakterier regulerte gentranskripsjonen av fibrinogen i tarmepitel. Det
benyttes da polariserte Caco-2 celler. Caco-2 er en kreftcellelinje etablert fra en
tykktarmkreftsvulst, som gradvis vil utvikle en barstesgm (mikrovilli) nar de dyrkes pa filter.
Det ble sadd ut Caco-2 celler i filterkopper der medium var tilgjengelig for cellene bade
apikalt og basolateralt. Dette vil fremme polariseringsprosessen.
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Figur 13: a og b) Polariserte Caco-2 celler. Bildene er tatt ved hjelp av et sveipeelektronmikroskop ved 35 000 og 50
000 x forstarrelse.

Figur 13 viser en rett og tettstaende barstesem (mikrovilli) pa apikal side av epitelcellene.
Dette verifiserer at Caco-2 cellene hadde polarisert og kunne da brukes til a studere
genregulering i Caco-2 celler kokultivert med kondisjonert medium fra dendrittiske celler

eksponert for ulike stammer av bakterien E. faecalis.

4.8 Genekspresjon av fibrinogen

En potensiell nedregulering av fibrinogen i Caco-2 celler stimulert med kondisjonert medium
fra dendrittiske celler eksponert for ulike stammer fra bakterien E. faecalis skulle studeres.
Etter basolateral stimulering av Caco-2 cellene, ble mRNA isolert som beskrevet i
metodedelen. Etter & ha utfert mRNA isolering ble konsentrasjonene malt spektrofotometrisk
pa nanodrop (Nanodrop 200C, Thermo Scientific). Konsentrasjonene var generelt noe lave, sa
man ville videre sjekke kvaliteten av mRNA’et ved hjelp av en bioanalyzer (Agilent 2100

BioAnalyzer, Agilent Technolgies).
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Figur 14: Bioanalyzer resultater av mRNA fra Caco-2 celler kokultivert med kondisjonert medium fra dendrittiske celler eksponert
for de tre E. faecalis stammene 3336, symbioflor-1 og V583. Resultatet viser ogsa kontroller, der Caco-2 celler er kokultivert med
ustimulerte og stimulerte dendrittiske celler.

Figur 14 viser bioanalyzer resultater av mRNA fra Caco-2 celler kokultivert med kondisjonert
medium fra dendrittiske celler eksponert for de tre E. faecalis stammene 3336, symbioflor-1
og V583. Positive og negative kontroller er ogsa tatt med. Gelbildet viser at det er lite
degradering.

RIN (RNA integritetnummer) er et mal pa RNA kvaliteten. Bioanalyzer tildeler hver prgve

RIN-verdier mellom 1 og 10, hvor 10 korresponderer til en ren, udegradert prgve.
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Tabell 2: Tabellen viser bioanalyzer resultater med RIN-verdier for Caco-2 celler kokultivert med dendrittiske celler

eksponert for ulike bakteriestammer.

Caco-2 celler kokultivert med ustimulerte DC, 1 8,90
Caco-2 celler kokultivert med ustimulerte DC, 2 8,80
Caco-2 celler kokultivert med DC eksponert for Sym-1, 1 9,0
Caco-2 celler kokultivert med DC eksponert for Sym-1, 2 8,30
Caco-2 celler kokultivert med DC eksponert for V583, 1 8,70
Caco-2 celler kokultivert med DC eksponert for v583, 2 8,50
Caco-2 celler kokultivert med DC eksponert for 3336, 1 8,70
Caco-2 celler kokultivert med DC eksponert for 3336, 2 8,60
Caco-2 celler kokultivert med stimulerte DC 8,80

Som tabell 2 viser, var RIN-verdiene hgye, med verdier mellom 8,3 og 9,0.
Det var bra kvalitet pA mRNA’et, og man kunne da ga videre med & utfore en cDNA syntese.

Etter cDNA syntese, ble det kjert qRT-PCR for & se pa ekspresjon av proteinet fibrinogen.
gRT PCR resultatene vil da gi et uttrykk for hvor mye mRNA som var tilstede i hver prove,
altsd mengde fibrinogentranskript og eventuelle forskjeller etter ulike stimuli.
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Tabell 3: Tabellen viser resultater fra gRT-PCR, der genregulering av de tre fibrinogenkjedene FGa, FGf og FGy i
Caco-2 celler stimulert med kondisjonert medium fra dendrittiske celler eksponert for de tre bakteriestammene
Symbioflor-1 (Sym-1), 3336 og V583, ble malt. Tallene viser til mengde fibrinogentranskript, og er korrigert for
referansegen , samt at negativkontroll (ustimulerte dendrittiske celler) er trukket fra. Resultatene viser to paralleller
fra to forsgk.

Genregulering

FGa Sym-1 1,19 -0,69 1,23 0,62
3336 -0,33 -0,49 3,33 -0,06
V583 0,9 0,07
FGB Sym-1 1,19 0,66 0,58 0,09
3336 0,34 g -0,5 0,31
V583 0,14 -0,18
FGy Sym-1 0,75 -0,31 0,45 0,29
3336 -0,45 1,41 0,07 0,06
V583 0,39 -0,05

Tabell 3 viser reguleringen av fibrinogen mMRNA i Caco-2 celler etter stimulering med
kondisjonert medium fra dendrittiske celler eksponert for de tre bakteriestammene
Symbioflor-1, 3336 og VV583. Det kreves minimum en to-folds opp- eller nedregulering, for &
kunne hevde at genekspresjonen er pavirket. Resultatene viste at det ikke var noen signifikant

opp- eller nedregulering av fibrinogen.
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5 Diskusjon

Ulike bakteriestammers evne til & stimulere dendrittiske

For & undersgke om bakteriestammer med forskjellige egenskaper (kommensale, probiotiske
og patogene) pavirker dendrittiske celler pa ulik mate, ville man studere oppreguleringen av
overflatemarkgrene CD80 og CD83. Oppregulering av disse overflatemarkarene gir en
indikasjon pa modning av dendrittiske celler. E. faecalis er i dette tilfellet en egnet art &
studere, nettopp fordi det finnes bade kommensale, probiotiske og patogene stammer.
Stammene, med ulike egenskaper, kommer fra samme art og slekt, og de har dermed mange
likheter.

| et innledende forsgk, viste resultatene antydning til at den patogene E. faecalis stammen
V583 gav hgyest uttrykk av overflatemolekylet CD80 pa dendrittiske celler, sammenliknet
med Symbioflor-1 og 3336 (figur 8, side 24). CD80 gir et kostimulatorisk signal som er
ngdvendig for & sette i gang en immunrespons. Antistoffet ga respons, men den positive
kontrollen for CD80 oppregulering pa dendrittiske celler fungerte ikke optimalt. I tillegg var
antallet celler i dette forsgket ganske lavt, noe som kan ha gitt feilaktige resultater. Ut fra
dette forsgket kan man dermed ikke konkludere med at den patogene stammen V583 farer til

noen oppregulering av CD80 pa dendrittiske celler.

I motsetning til de andre E. faecalis stammene (Symbioflor-1 og 3336), ble det observert at
den patogene stammen V583 hadde vokst i nerveer av gentamicin i det innledende forsgket
beskrevet over. Antibiotikaresistens ble deretter pavist ved hjelp av bioassaystudiene
beskrevet i resultatdelen (Figur 9, side 25). Denne antibiotikaresistensen farte til at den
patogene stammen V583 fortsatt var aktiv under kokultivering med dendrittiske celler.
Symbioflor-1 og 3336 var ikke resistente mot gentamicin, dermed var veksten deres hemmet.
Den levende patogene bakteriekulturen stimulerte dermed dendrittiske celler i 24 timer, mens
de inaktiverte probiotiske og kommensale bakteriene kun stimulerte dendrittiske celler i en 2
timers kokultur (se metoder). Dette kan veere arsaken til at det sa ut som om V583 gav en

starre stimulering av dendrittiske celler enn de andre stammene.

Av bioassayresultatene ser det ut som om V583 vokser bedre med gentamicin enn uten. Man
ville forventet at V583 behandlet med gentamicin hadde vist mindre vekst enn for V583 som

ikke var behandlet med gentamicin. Forsgket ble bare utfart en gang sa det er mulig dette kan
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skyldes feil utfarelse. Hensikten med forsgket var a pavise gentamicinresistens, og siden dette

ble vist, sa ble ikke forsgket gjentatt.

Lefort med flere, fant ut at gentamicin ikke er optimal for 8 hemme veksten til to E. faecalis
stammer (Lefort et al., 2000). Enterokokker transporterer ikke gentamicin effektivt gjennom
membranen, og derfor er ikke denne typen antibiotikum effektiv nok til & hemme
enterokokker alene (Lefort et al., 2000). For & lgse problemet med at en av de tre stammene i
prosjektet var resistent mot gentamicin, burde man vurdert alternative antibiotika som ogsa
ville hemmet den patogene stammen V583. Dette kan veere utfordrende da V583 er resistent
mot flere typer antibiotika. Hensikten med antibiotikabehandling etter kokultur av dendrittiske
celler og bakterier, var 8 hemme bakteriell vekst og dermed syreproduksjon. Syren kan

indusere en stressrespons i celler.

Et alternativ som ble utprgvd, var inaktivering ved hjelp av UV-bestraling. Metode for UV-
bestraling ble optimalisert, slik at det etter endt bestraling ikke ga noe vekst i form av

bakteriekolonier pa agarskaler, som beskrevet over.

Inaktiverte bakterier kan fare til at man mister en del av det helhetlige bildet. Aktive bakterier
skiller ut faktorer som inaktive ikke gjer, noe som kan pavirke de dendrittiske cellene. Hadde
man brukt aktive bakterier isteden, ville man muligens fatt andre resultater. Men dette var da

ikke mulig pa grunn av syreproduksjon.

Etter UV- inaktivering, ble det utfart et nytt forsgk for & analysere uttrykket av CD80 pa
dendrittiske celler etter kokultur med de forskjellige E. faecalis stammene. Resultatene viste
na ingen betydelig forskjell mellom de ulike bakteriestammene. Medianen for fluorescens
intensiteten for Symbioflor-1 stimulerte dendrittiske celler, var noe hgyere enn for de andre
bakteriestammene. Antistoffet ga respons, men den negative kontrollen for CD80
oppregulering pa dendrittiske celler fungerte ikke. Man kan ikke si i hvilken grad
bakteriestammene stimulerte til uttrykk av CD80 pa dendrittiske celler. Siden CD80 som
markar ikke ga optimale resultater for analyse av modningen til dendrittiske celler, ble en

alternativ overflatemarkgr, CD83, brukt isteden.

CD83 viste seg a vere en god marker for a se pa modningen til dendrittiske celler. Bade
positiv og negativ kontroll viste forventede resultater. Etter fire modningsforsgk med CD83

som markar, kan det se ut til at alle tre bakteriestammene viser en tendens til & stimulere
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modning av dendrittiske celler. Resultatene viste derimot ingen signifikant forskjell pa uttrykt

CD83 mellom de ulike bakteriestammene.

Rimoldi med flere, sa pa om dendrittiske celler kunne diskriminere mellom bakterier med
ulike egenskaper (Rimoldi et al., 2005). De fant ut at dendrittiske celler reagerte veldig likt pa
alle de testede bakteriestammene, inkludert patogene og kommensale bakterier. De
dendrittiske cellene eksponert for ulike bakterier, oppregulerte uttrykket av CD83, CD80 og
HLA-DR. Oppreguleringen av overflatemarkgrene var uavhengig av om de dendrittiske
cellene var stimulert med patogene eller kommensale bakterier, noe som stemmer med hva

man s& i denne studien.

| andre studier, utfart av Zeuthen med flere og Christensen med flere, har det derimot blitt vist
at forskijellige bakterier har stimulert til ulik oppregulering av overflatemarkgrer pa
dendrittiske celler (Zeuthen et al., 2006, Christensen et al., 2002). Studiene viste at bakterier
med starst evne til & indusere 1L-12, et proinflammatorisk cytokin, viste starst oppregulering
av overflatemolekyler pa dendrittiske celler. Hart med flere, studerte ogsa dendrittiske celler
eksponert for ulike bakterier (Hart et al., 2004). De sa at noen av stammene nedregulerte
uttrykt CD80 (og noe CD40), at ingen av stammene regulerte CD86, og at alle stammene
oppregulerte CD83 pa dendrittiske celler. Det var forskjeller mellom de ulike bakteriene pa
hvor mye de oppregulerte CD83.

Disse tidligere studiene viste altsa at ulike bakterier pavirket dendrittiske celler pa forskijellig
mate. Men disse studiene var stort sett pa ulike bakteriearter, eller ulike bakteriestammer med
antatt like egenskaper (probiotiske). At resultatene i disse studiene ikke viste det samme som i
denne, tyder pa at ulike bakteriearter og andre bakteriestammer innenfor andre arter, kan ha
ulike effekter pa modningen av dendrittiske celler. Noen bakterier kan vise forskjeller pa
uttrykket av overflatemarkgrer, mens andre ser ut til & ha lik effekt. Slik som i dette tilfellet,
med antatte ulike egenskaper mellom bakteriestammene, hadde man forventet at de ville
stimulert dendrittiske celler pa ulik mate, noe som viste seg a ikke vere tilfellet. E. faecalis
Symbiofor-1 viser ikke probiotiske egenskaper i denne studien. For & bli klassifisert som en
probiotisk bakterie, ma stammen i sa fall vise andre probiotiske egenskaper. Men siden andre
studier har vist at Symbioflor-1 binder darligere til tarmepitel og at viabiliteten blir darligere
ved lav pH, sammenlignet med de to andre stammene, sa kan man sette spgrsmalstegn ved om
E. faecalis Symbioflor-1 er en probiotisk bakterie, slik som det er antatt (Christoffersen,
2011).
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Transkriptomanalyse av fibrinogen i tarmepitel etter stimulering med kondisjonert

medium fra dendrittiske celler

Rimoldi med flere, har vist at dendrittiske celler inkubert med kondisjonert medium fra
bakteriebehandlede epitelceller produserer antiinflammatoriske cytokiner (Rimoldi et al.,
2005). Men da de studerte epitelceller, bakterier og dendrittiske celler i et direkte
kokultiveringsforsgk (Caco-2 celler pa filter, med bakterier pa apikal side og dendrittiske
celler pa basolateral side), viste det seg at det ble produsert bade proinflammatoriske og
antiinflammatoriske cytokiner. Dette tyder pa at stimulerte tarmepitelceller kommuniserer
med dendrittiske celler. Flere studier har ogsa vist dette (Butler et al., 2006, Zeuthen et al.,
2008, Rimoldi et al., 2005). Man ville i dette forsgket se om tilfellet ogsa er motsatt; om
stimulerte dendrittiske celler kommuniserer med tarmepitelcellene. En slik toveis
kommunikasjon har ikke blitt studert tidligere. Man kokultiverte Caco-2 celler med
kondisjonert medium fra dendrittiske celler stimulert med ulike E. faecalis stammer

basolateralt, og sa pa genekspresjonen av et protein (fibrinogen).

Fibrinogen er et komplekst protein, som bestar av par med tre ikke-identiske
polypeptidkjeder; Aa, BP og y. Proteinet uttrykkes primert 1 leveren (intracelluleer
ekspresjon), men er ogsa blitt pavist i andre vev, som lunge og tarm (Lawrence and Simpson-
Haidaris, 2004). Det er fa studier pa fibrinogen i tarmepitel.

Fibrinogen gamma blir uttrykt i flere forskjellige ekstrahepatiske vev. Simpson- Haidaris
undersgkte om epitelceller fra lunge og lever uttrykte a, B og y fibrinogen i respons pa
proinflammatoriske faktorer (Simpson Haidaris, 1997). Resultatene viste en lokal syntese av
fibrinogen i skadet vev. Fibrinogen i ekstrahepatiske epitelceller ble produsert i respons pa

betennelsesfaktorer, og har dermed en betydning for reparasjon av skadet vev.

| en tidligere masteroppgave (Bjerkan, 2009), ble det ved en helgenomisk transkriptomanalyse
vist en kraftig nedregulering av uttrykt fibrinogen i Caco-2 celler stimulert basolateralt med
kondisjonert medium fra dendrittiske celler eksponert for ulike bakteriestammer. Man ville
derfor se om man kunne verifisere disse resultatene ved bruk av qRT-PCR. Oppregulering av
fibrinogen i tarm krever et inflammatorisk stimulus (Molmenti et al., 1993). S man kunne ha
forventet at V583 ville oppregulert fibrinogen. gqRT-PCR resultatene i dette prosjektet viste

derimot ingen markant opp- eller nedregulering av fibrinogen (a, B, 7).
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Mikromatriseforsgk er en god metode for & profilere genomet. Det er vanlig a bekrefte
mikromatriseresultater ved hjelp av gRT-PCR. Mikromatrise og gRT-PCR forsgk gir ofte
ulike resultater (Morey et al., 2006). Begge metodene gir muligheter for feil, som kan pavirke
dataene. mMRNA isolering, cDNA syntese og gRT-PCR analysene inneholder mange trinn
hvor feil kan oppsta. Det tidligere mikromatriseforsgket ble utfert kun en gang. Kvaliteten pa
mRNA’et er avgjerende for et ngyaktig resultat, noe som ble verifisert for qRT-PCR forsgket
i denne studien. Selv om tallene, som viser mengde fibrinogentranskript, fra gqRT-PCR
forsgket i denne studien (se tabell 3, side 34) ikke viste helt samme tendens i forhold til opp-
eller nedregulering av fibrinogen for alle parallellene, sa tyder det ikke pa noen markant
nedregulering av uttrykt fibrinogen. Det ma eventuelt gjeres flere studier for a kunne
konkludere med at fibrinogen blir nedregulert i Caco-2 celler etter kokultivering med

stimulerte med dendrittiske celler.

| denne studien ble bakteriene inaktivert dobbelt sa lenge som i det tidligere utfarte
mikromatriseforsgket. Dette kan ha fort til at bakteriene i mikromatriseforsgket, som var
bestralt med UV-lys i en time, skilte ut flere faktorer enn det bakteriene i denne studien
gjorde, noe som kan ha pavirket reguleringen av fibrinogen. Det er mulig det var derfor
mikromatriseforsgket viste en sa kraftig nedregulering, og at man da ikke fikk noen
signifikant regulering i qRT-PCR forsgket, men dette er trolig ikke hele svaret. For & fa alle
bakteriestammene inaktivert, matte man her inaktivere i to timer, slik som UV-

inaktiveringsforsgket viste.

Kokultiveringseksperimentet ble utfgrt ved at Caco-2 celler ble eksponert for kondisjonert
medium fra stimulerte dendrittiske celler i to timer. Forsgket var en indirekte kokultivering.
En annen metode kunne vaert & bruke en direkte kokultiveringsmetode, ved a stimulere
dendrittiske celler i naerveer av Caco-2 celler. Indirekte kokultivering ble valgt for & oppna en
effekt pa genaktiviteten, som et resultat av ulike faktorer skilt ut fra dendrittiske celler, i
respons pa tilsatte stimulus. Man kunne ha inkubert Caco-2 cellene med kondisjonert medium
fra dendrittiske celler eksponert for ulike bakterier i mer enn to timer, for a veere sikker pa at
inkubasjonstiden var lang nok til a aktivere gentranskripsjonen og fullfare translasjonen. Men
en kokultiveringsperiode pa to timer burde vaere optimalt, i folge O’Hara med flere (O'Hara et
al., 2006).

Man har her bare Caco-2 (epitel) og utskilte faktorer fra dendrittiske celler eksponert for

bakterier, in vitro. | menneskets tarm vil det veere flere komponenter tilstede, som kan ha
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pavirkning pa blant annet genuttrykket. Man kan derfor ikke si at oppsettet er representativt
for slik det er i mennesketarmen. Man ma utfare in vivo studier for & fa et representativt

forsgk.

Resultatene fra denne studien indikerer at bakterier ikke pavirker fibrinogen i tarmepitelceller.
Det ville videre vaere relevant & undersgke cytokinproduksjonen. Man har her bare sett pa ett
gen, noe som ikke er nok for a kunne si noe om dendrittiske celler pavirker tarmepitelet eller
ikke.
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