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SAMMENDRAG

Bakgrunn: Et velfungerende fordgyelsessystem er viktig for bade mental og fysisk helse.
Serlig er et kontrollert miljg og symbiotisk mikrobiom i nederste del av tynntarm sveert
viktig, da hovednaeringsopptak skjer i dette omradet. Reaktive oksygenforbindelser (ROS)
dannes i alle celler i kroppen, men sarlig NADPH oksidaser (NOX) er assosiert med
produksjonen av disse. NOX1 som produserer superoksid er seerlig oppregulert i ileum, men

den ngyaktige rolle av NOX1, eller effekt av ROS i ulike situasjoner er fortsatt uklart.

Hensikt: Av den grunn gnsket vi a undersgke effekten av NOX1 i C57BL/6-hannmus foret
pa hgyfettdiett med og uten fababgnnefraksjon pa mikrobiotasammensetningen og —antallet.
Serlig ble det gnsket & indusere overvekt i musene, som har blitt assosiert med mikrobiell

dysbiose, og a undersgke om ROS eller fababgnnefraksjon bidro til forbedret tarmhelse.

Metoder: Villtypemus og NOX1-knockout mus ble foret med hgyfettdiett med eller uten
fababgnnefraksjon for a indusere overvekt. Videre ble ROS-produksjon i mageregion malt in
vivo ved bruk av en kjemiluminescerende probe. Den relative mikrobiotasammensetning i
ileum og cekum ble funnet gjennom 16S rRNA-sekvensering. Kvantifisering av antall
bakterier ble gjort flowcytometrisk ved bruk av tellekuler. Fgr kvantifiseringen kunne gjares
matte nedgang i celletall kvantifiseres som et resultat av lagringstid etter praveuttak.

Resultater: Gjennom prosjektet ble det sett at dietten farte til overvektig fenotype
sammenlignet med mus foret pa standarddiett, samt at fraveer av NOX1 kraftig reduserte det
L-012-medierte lyssignaet. Videre ble det sett gkt antall unike arter i cakum sammenlignet
med ileum, samt generell reduksjon av artsantallet i forsgksmusene foret med hgyfettdiett.
Det ble ogsa observert dysbioseassosiert mikrobiotasammensetning bade pa fylumniva og
slektsniva bade i ileum og cekum, og en antydning til gkning i mikrobiotakvantitet i
NOX1ko-musene sammenlignet med VT-musene. Fababgnnefraksjonen i dietten viste tegn

til & gke mengden av visse symbiotiske slekter, samt & holde bakteriemengden nede i ileum.

Konklusjon: Til sammen ga resultatene en viss indikasjon pa at NOX1-indusert ROS har en
regulativ effekt pa mikrobiotasammensetning og —kvantitet, samt at fababgnnefraksjon kunne

motvirke noen av de dysbioseassosierte effektene skapt av hgyfettdietten



ABSTRACT

Background: A well functioning digestive system is important both for mental and physical
health. Specifically, a controlled environment and symbiotic microbiome in the lower part of
the small intestine is very important, as the main nutrient uptake takes place in this area.
Reactive oxygen species (ROS) are created in all cells of the body, but especially NADPH
oxidases (NOX) are associated with the production of these. NOX1 is upregulated in ileum,

but the exact role of this enzyme, or the effect of ROS in different settings is still unclear.

Purpose: For this reason, we wanted to investigate the effect of NOX1 in C57BL/6 male
mice, fed on a high fat diet with or without a faba bean fraction in the microbiota composition
and count. There were specifically an intent to introduce obesity in the mice as has been
associated with microbial dysbiosis, and to investigate if ROS or faba bean fraction

contributed to better intestinal health.

Methods: Wild type and NOX1 knockout (NOX1ko) mice were fed with a high fat diet with
or without a faba bean fraction in order to induce obesity. Further, the ROS production in the
abdominal region was measured in vivo through use of a chemically luminescent probe. The

relative composition of microbiota in ileum and cecum were sequenced using the 16S rRNA-
genes. Quantification of the number of bacteria were done through flow cytometry by the use
of counting beads. Before the flow cytometric quantification could take place, the possible

reduction in cell count had to be quantified as a result of storage time after sampling.

Results: The project showed that the diet led to an obese phenotype compared to mice fed
with a standard diet, and that the absence of NOX1 strongly reduced the L-012 mediated light
signal. An increased number of unique species were observed in the cecum, as compared to
ileum, though reduction in operational taxonomic units were associated with the high fat diet
in all the test groups. A dysbiotic associated microbiome composition was observed both at
the phylum and genus level in the cecum, and a tendency to increased micro biotic quantity in
the NOX1ko mice as compared to the WT mice. The faba bean fraction of the diet showed
signs of increasing the amount of certain symbionts, as well controlling the bacteria load in

ileum low.

Conclusion: Taken together, the results gave a certain indication that the NOX1 produced
ROS had a regulatory effect on the microbiotic composition and quantity, and that the faba

bean fraction could counteract some of the dysbiotic effects associated with the high fat diet.
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INTRODUKSJON

1 INTRODUKSJON

Fordayelsessystemet er livsviktig for flercellede organismer, serlig i tarmen da dette er
hovedomradet for opptak av vaeske og naringsstoffer, et omrade for kommunikasjon mellom
vert og de fleste av mikrobene som lever inni oss, og et omrade hvor kroppen kvitter seg med
avfallsstoffer via fordgyelsessystemet. Vi er helt avhengige av de symbiotiske
mikroorganismene, bade for fysisk og mental helse. Kroppen har sarlig mange fysiske og
kjemiske forsvarsmekanismer i tarm. Blant annet er det en sterk fysisk barriere mellom
tarminnholdet og verten, det utskilles antimikrobielle stoffer og hovedtyngden av
immunsystemet er assosiert med tarmen. Tynntarmen er et omrade assosiert med relativt fa
bakterier sammenlignet med tykktarmen, men siden tynntarmen er avhengig av at
naringsstoffer far lett tilgang til epitelcellene for a bli tatt opp, er tynntarmens vegg utsatt for
bakterielle «angrep». Derfor har tynntarmen trolig et mer sofistikert forsvar mot bakterier enn
tykktarm. Dette omfatter blant annet hgyere utskillelse av antimikrobielle peptider, lavere pH,
hayere oksygeninnhold, og mer omfattende immunsystem. Videre kan produksjon av reaktive
oksygenforbindelser ha en viktig rolle i forsvarssystemet. For eksempel er det vist at
produksjon av reaktive oksygen- og nitrogenforbindelser (ROS/RNS) pavirker bade
bakterietall og -sammensetning, serlig i nedre del av tynntarm. NADPH oksidaser, forkortet
til NOX, er serlig viktige for produksjonen av ROS i kroppen, og en av disse, NOX1, er hgyt
uttrykt i epitelceller bade tynn- og tykktarm. Videre kan ROS produsert av NOX1 reagere
med andre reaktive forbindelser som nitrogenoksid og danne antibakterielle forbindelser som
peroksynitritt. Det som gjar tynntarmen serlig interessant er det relativt hgye uttrykket av
induserbar nitrogenoksid-syntase, (iINOS), serlig i nedre del av tynntarm. iNOS lager
nitrogenoksid og kan dermed konstitutivt lage relevante mengder med peroksynitritt i
samarbeid med NOX1. Diett har ogsa blitt vist at er viktig for tarmmikrobiomet. Et fettrikt
kosthold vil kunne fare til overvekt og tilhgrende livsstilsykdommer, som ogsa ofte er
assosiert med en endring i mikrobiotasammensetning og lavgradsinflammasjon i tarm. Inntak
av bgnner og andre belgfrukter er derimot assosiert med redusert forekomst av flere

livsstilsykdommer som diabetes og hjerte og karsykdom.

Effekten ROS/RNS-produksjon i tynntarm har pa bakteriesammensetningen og -antall under
ulike forhold er fortsatt uklar. Eksempelvis er det gjort fa studier for a se pa effekten av

NOX1-regulering av mikrobiotaen i ileum ved inntak av hgyfettdiett, og om
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INTRODUKSJON

fababgnnefraksjon i den fettrike dietten vil kunne pavirke positivt. Derfor ble det bestemt &
undersgke hva effekten av NOX1 ved fettrikt kosthold har pa mikrobesammensetning og -
antall i ileum, og om en fababgnnefraksjon i denne dietten pavirker denne i en mer positiv

retning.

1.1 TARMENS OPPBYGNING OG FUNKSJON

Som allerede forklart er hovedfokuset i denne oppgaven a studere effekten av det ROS-
produserende enzymet NOX1, og hgyfettdiett med og uten fababgnner pa
mikrobiotasammensetning og mikrobiotakvantitet i tarmen. Fordi dette er et relativt spesifikt
felt, vil den videre innledningen introdusere fordgyelsessystemets oppbygning,
immunsystemet assosiert med dette og introdusere viktigheten av tarmmikrobiotaen for a

sette oppgavens hovedfokus i perspektiv.

1.1.1 Fordgyelsen

Fordgyelsessystemet er helt essensielt for overlevelse i multicellulare organismer og bestar
av en rekke organer og systemer fra munnhulen til anus. | Igpet av maten og drikkens reise
gjennom fordgyelsessystemet blir ngdvendig veaeske og mikro- og makronaringsstoffer
absorbert av tarmens epitelceller, farst og fremst i tynntarm. For makroneringsstoffene
krever det farst at disse brytes ned til mindre bestanddeler for muliggjering av opptak. Denne
nedbrytningsprosessen foregar bade som mekaniske og kjemiske prosesser og resulterer i at
neringsstoffene har en slik stagrrelse og ladning at cellene kan absorbere dem. Alt som ikke
blir tatt opp fra tynntarmen sendes videre til tykktarm og enten skilt ut som avfaring eller

bearbeidet av bakterier der.

Nedbrytningsprosessen starter allerede i munnhulen med mekanisk kverning av maten, samt
kjemisk nedbrytning ved at spytt innholdende sma mengder enzymer som amylase og lipase
tilfares maten. Den spyttblandede maten fraktes videre gjennom spisergret til magesekken
hvor den blandes med magesyre og nye fordgyelsesenzymer. Fra dette dannes det en
tyktflytende blanding, kalt kymus, som videre sendes i porsjoner til tynntarmen. | gvre del av
tynntarmen blandes den sure kymusen med gallesaft og fordgyelsessafter som bade
inneholder fordgyelsesenzymer og alkalisk bikarbonat skilt ut fra bukspyttkjertel. Dermed
gker ogsa kymusens pH her. Tynntarmen kan deles inn i tre deler: duodenum, jejunum og
ileum, og det er i disse delene naer sagt all fordgyelse og opptak av neeringsstoffer foregar.
Distalt for ileum ligger blindtarmen, heretter kalt cakum, med blindtarmsvedhenget. Cgkum

2



INTRODUKSJON

er farste del av tykktarmen, videre kalt kolon. Mellom ileum og cakum er det en lukkemuskel
som hindrer tilbakeslag mellom de ulike delene. Lukkemuskler finnes det flere av i
fordgyelsessystemet, blant annet mellom spiserer og magesekk, og mellom magesekk og
tynntarm (Barrett, 2014). | mennesker er cgkum og blindtarmsvedhenget stort sett ansett som
potensielle problemer, mens i de fleste planteetere er cakum som en slags pose der vanskelig
nedbrytbare fiber blir brutt ned (Stumpff, Manneck, & Martens, 2019). Videre fra cekum
fraktes kymusen gjennom kolon som samler opp og kvitter seg med materiale som ikke ble
absorbert i tynntarm. | kolon skjer det absorbering av vaske i tillegg til absorbering av
kortkjedede fettsyrer (SCFA), produsert av kolonassosierte bakterier (Barrett, 2014). Kolon
kan ogsa deles inn i ulike omrader; den stigende, transverse og nedgaende kolon, i tillegg til
den sigmoidale kolon. Deretter skilles det som er til overs ut av fordgyelsessystemet som

avfaring gjennom rektum og anus.

Fordgyelsessystemet kan sees pa som et langt rar, hvor laget naermest tarminnholdet/ lumen
er bygget opp av epitelceller. Epitelcellene danner ytterste lag av mukosaen, ogsa kalt
slimhinnen. Mukosaen bestar videre av en tynn membran, et bindevevslag kalt Lamina
propria og et tynt muskellag kalt Muscularis mucosa. Rundt mukosaen ligger et lag med
nerveceller som kalles submukosa. Rundt submukosaen ligger blant annet et sirkuleert
muskelvev og et langsgaende muskelvev som begge bidrar til tynntarmens struktur og har
som hovedoppgave a frakte kymusblandingen videre i tynntarmen med regulerte

muskelkontraksjoner (Barrett, 2014).

Tynntarmen og tykktarmens struktur sett fra inni tarmen er noe ulik. Tynntarmen har bade
globulare strukturer kalt krypter i tillegg til fingerlignende utstikkere kalt tarmtotter.
Tykktarmen har kun krypter og har ellers en flat overflate. | bade tynn- og tykktarm skilles
tarminnhold fra resten av kroppen med et enkelt cellelag kalt epitelceller. Disse er koblet
sammen med tette celle-sammenfgyninger (tight junctions) for a hindre ugnsket transport
mellom cellene (Barrett, 2014). Nede i kryptene er det stamceller. Disse vil gjennom
celledeling og differensiering bli til fire hovedtyper spesialiserte celler; absorpsjonsceller,
begerceller, enteroendokrine celler og Paneth-celler. Absorpsjonscellene, begercelle og de
enteroendokrine cellene vil alle migrere ut av kryptene og oppover tarmtottene, mens bade
stamcellene og Paneth-cellene blir igjen nede i kryptene. Modningen/ differensiering av
cellene foregar under cellemigrering ut av kryptene. Videre migrere cellene oppover

tarmtottene. Absorpsjon av neeringsstoffer foregar i hovedsak pa tuppen av tarmtottene, men
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det er ogsa dette omradet som er mest utsatt for slitasje og celledgd. Nar det skjer havner de

dgde epitelcellene i lumen, mens nye epitelceller overtar plassen (Mowat & Agace, 2014).

1.1.2 Tarmens forsvarssystemer

Det totale overflatearealet pa tarmen i et voksent menneske er pa omtrent 30- 35 m?
(Helander & Fandriks, 2014) og er bade hovedomrade for nazringsopptak, men ogsa et
omrade sarlig utsatt for symbiotiske og patogene mikrober, metabolitter og toksiner (Lea,
2017). Mesteparten av kroppens immunforsvar holder til rundt tarmen, noe vi har to

hovedtyper av.

Farstelinjeforsvaret bestar blant annet av fysiske og kjemiske barrierer. De fysiske barrierene
inkluderer epitelcellene og tette celle-sammenfayninger mellom epitelcellene som danner en
barriere. Denne barrieren hindrer ugnskede molekyler og partikler a slippe inn i kroppen,
mens gnskede molekyler kan aktivt eller passivt transporteres gjennom epitelcellene som
transepitelial transport, eller mellom cellene som paracellulzer transport. Da tarminnholdet,
kymusen, ogsa bestar av skadelige stoffer er det et slimlag som skiller epitelcellene og
kymusen. I tynntarmen er det kun ett slikt lag, mens det i tykktarmen er bade et indre og et
ytre slimlag da bakteriemengden i tykktarmen utgjgr omradet pa jorda med hgyest
bakterietetthet. Slimlaget produseres av begercellene og har antimikrobielle egenskaper.
Dette er fordi mukuslaget bestar av mucin glykoproteiner som er giftige for mange bakterier,
i tillegg til at det ogsa er store mengder antistoffer og antimikrobielle peptider (Mowat &
Agace, 2014).

Antimikrobielle stoffer produseres i hovedsak av Paneth-celler. Disse stoffene er sveert
viktige og er en del av det medfedte forsvaret, som er et generelt forsvar som alltid er aktivt.
Det medfadte forsvaret omfatter i tillegg til antibakterielle stoffer ogsa flere immunceller som
finnes i Lamina propria. Disse er blant annet dendrittiske celler og makrofager, i tillegg til T-
og B-celler (Mowat & Agace, 2014). I likhet med immunsystemet i de fleste slimhinner, er
tarmens immunsystem tolerant ovenfor de kommensale bakteriene som innebarer at bade det
medfagdte og ervervede immunsystemet holdes i sjakk av antiinflammatoriske mekanismer
som sgrger for en effektiv men ikke-gdeleggende immunrespons hvis sma mengder bakterier

slipper gjennom barrieren og inn i Lamina propria.

Reduksjon eller gdeleggelse av tarmbarrierens integritet eksempelvis ved en omfattende
invasjon eller vevsskade, aktiverer inflammasjonsrespons i immunceller i Lamina propria. Da

vil immunceller tilhgrende bade det medfadte og adaptive forsvaret aktiveres, og mikrober vil
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gjenkjennes basert pa mgnstergjenkjenningsreseptorer (pattern recognition receptors, PRR)

og bli fagocytert. | fagocytoseprosessen spiller reaktive oksygenforbindelser en viktig rolle.

1.1.3 Tarmmikrobiota
Mikrobiota har blitt definert som alle levende vesener innen et mer eller mindre veldefinert

omrade, og inkluderer bakterier, arker, sopp, alger og sma protister (Berg et al., 2020).

Tarmmikrobiota har de siste arene blitt vist a veere viktig. Trolig lever sa godt som alle
flercellede organismer i symbiose med mikrober. Fysisk og mental helse i pattedyr er
avhengig av et sunt mikrobiom. Blant annet har mikrobiomet vist & ha en effekt pa
neeringsopptaket (Backhed et al., 2004), produsere kortkjedede fettsyrer (short chain fatty
acids, SCFA) som tarmepitelcellene trenger (den Besten et al., 2013), en effekt ved sarheling
og epitelcellevekst i tarm (Alam et al., 2016; Neish, 2009) og er ogsa viktig for oppleering av
immunsystemet (Lea, 2017). Mental helse har i de siste arene ogsa blitt vist at pavirkes av
mikrobiotaen var (Cryan & O'Mahony, 2011), og ogsa i motsatt tilfelle, nemlig at
mikrobiotaen kan pavirkes av mental helse (J. Zhang et al., 2019). Over tid har den humane
mikrobiotaen likevel vist seg a vare relativt stabil, og ble av Lozupone et al. (2012)
sammenlignet med et hvilket som helst annet gkosystem med tanke pa bade funksjonell
diversitet og stresstoleranse. Det er flere faktorer som kan skape normal variasjon eller som i
mer alvorlige tilfeller kan pavirke stabiliteten slik at en ny likevekt dannes. Disse kan vere
alder, genetikk, miljg, sykdom og medisinbruk som antibiotika (Lozupone et al., 2012;
Milani et al., 2017).

Trolig har artsrikheten noe a si for hvor stabilt et gkosystem er, hvor ulike arter forbruker
forskjellige ressurser og dermed er mindre sarbare for infeksjon (Lozupone et al., 2012). |
tarmen finnes det stort sett kommensale og symbiotiske mikrober, eller er opportunistiske
patogener. Strikte patogener blir oftest utkonkurrert av de andre artene tilstede. Dette legger
grunnlaget for en sunn og velfungerende tarmmikrobiota, ogsa kalt normobiose eller eubiose.
Motsetningen til normobiose er det som kalles dysbiose og defineres som midlertidig eller
vedvarende ubalanse i mikrobiotaen. Dysbiose har blant annet blitt assosiert med flere
sykdommer som Crohns sykdom, ulcergs kolitt, irritabel tarm syndrom (IBS), overvekt og
diabetes (Casén et al., 2015). Grensen mellom eubiose og dysbiose er dessverre ikke klart
markert og ble omtalt som et slags «Anna Karenina prinsipp» av Berg et al (2020) hvor
dysbiose blir sammenlignet med den kjente delen av sitatet om at hver ulykkelige familie er
ulykkelig pa hver sin mate. Med unntak av dyshiose, er mikrobiotaen i symbiose med verten.
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Like fullt er en dysbiotisk bakterieprofil i mange studier kjennetegnet ved en lavere
artsrikdom og gkte forekomster av visse typer bakteriefyla som Protebacteria (Shin, Whon,
& Bae, 2015).

Kvantifisering av bakterier i og pa menneskekroppen har blitt gjort pa mange mater og i
mange studier. | en metastudie gjort av Mowat et al (2014) ble bakteriekvantiteten gjennom
fordgyelsessystemet kartlagt: gvre del av tynntarmen (duodenum og jejunum) hadde i
underkant av 10° bakterier per mL, ileum hadde fra 103-107, mens cgkum og kolon hadde fra
10°-10%2. Noen av grunnen til de store forskjellene i bakterietall har blitt forklart med ulike
forhold i tynntarm og tykktarm bade med tanke pa pH-verdi, neringsstoffer, tilgang til
oksygen, antistoffproduksjon, oppbygningen i tillegg til gjennomfartstiden (Donaldson, Lee,
& Mazmanian, 2016). | forskningsmiljget med alle forbedringene og endrede maleteknikker
forandrer ting seg fort. Blant annet fra 2012 til 2013 ble det foreslatte antall ulike bakterielle
arter i mikrobiomet redusert fra rundt 1000 arter i hvert person til ca. 150 arter (Faith et al.,
2013; Lozupone et al., 2012).

Overordnet kan man si at tarmmikrobiota har bestemte hovedfunksjoner, nemlig a bidra til
utvikling av tarmens immunsystem, opprettholde tarmbarrierens integritet, bidra med
naringsstoffer gjennom a bryte ned for oss vanskelig nedbrytbare komplekser, i tillegg il

beskyttelse av verten mot patogene mikroorganismer.

1.1.4 Hvordan pavirkes mikrobiota av kosthold?

Mikrobiota pavirkes av kosthold. Dette kan tydelig sees i studier av Avershina et al. (2014)
pa tarmmikrobiota i spedbarn der inntak av morsmelk farer til at Bifidobacterium dominerer i
tarmen Kkort tid etter fgdsel. Denne slekten er ofte assosiert med konsum av morsmelk og
nedbrytning av humane melke-oligosakkarider. Dette er en fellesbetegnelse pa komplekse
glykaner, og har demonstrert & fostre et bakteriesamfunn som sammen kan bryte nevnte
glykaner ned (Avershina et al., 2016) Etter introduksjon av fast fade i spedbarn ble det
videre sett en markant endring i sammensetning til en som var mer lik en «voksen»
mikrobiotasammensetning (Avershina et al., 2014). Tilsvarende har det blitt observert
forskjellige mikrobiotasammensetninger i mennesker i ulike geografiske omrader trolig som
et resultat diett og spisemansteret, selv om det ogsa kan vaere andre pavirkningsfaktorer som
geografisk eller genetisk effekt (Milani et al., 2017). Under mer kontrollerte forhold har det
blitt observert forandring i mikrobiotasammensetning etter endring i diett. | en studie utfart
av Wu et al. (2011) ble det observert endring i mikrobiotasammensetningen allerede etter 24
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timer pa ny diett, og denne endringen vedvarte de 10 dagene kostholdet ble opprettholdt.

Dette tyder pa at komponentene i dietten kan brukes til  pavirke bakteriesammensetningen.

Naturlig nok vil maten vi gir bakteriene kunne bestemme hva slags bakterier som far lov &
vokse. Bakteriene i tarmen kan som nevnt produsere SCFA. Dette gjgr de som et resultat av
energiproduksjon, hvor de hovedsakelig gjennom fermentering bryter ned kostfiber, resistent
stivelse og andre komplekse molekyler som ikke blir absorbert av verten. Hovedtyper SCFA
som produseres i tarmen er eddiksyre, propionsyre og smgrsyre. Med andre ord vil maten
som konsumeres bidra til & bestemme hva slags fermentering som forekommer og dermed
ogsa bakteriesammensetningen basert pa hvilken type metabolsk aktivitet som gjeres samt
hvilke endeprodukter som dannes (Holscher, 2017).

Visse trender mellom bakteriell sammensetning og diett har blitt sett. | et studie gjort av Ley,
Turnbaugh, Klein, and Gordon (2006) ble den relative sammensetningen i fekalpraver fra
overvektige mennesker pa enten fett- eller karbohydratbegrensede dietter analysert. Til tross
for at hver person hadde unike relative sammensetninger av bakterier, ble det funnet
fylogenetiske trender som antydet at raten mellom Firmicutes og Bacteroidetes er viktig for
fenotypen, og at gkt mengde Bacteriodetes assosieres med nedgang i vekt. Dette stgtter
teorien om at tarmmikrobiota i mennesker skal kunne klassifiseres ut fra noen fa enterotyper,
altsd noen fa ulike hovedsammensetninger av bakterielle arter (Hills et al., 2019; Lozupone et
al., 2012). Videre har et fettrikt kosthold blitt assosiert med nedgang i fylumet
Verrucomicrobia, samt oppgang i Proteobacteria (Candido et al., 2018). | studier pa mus hvor
dyrene har blitt foret med hgyfettdiett/ vestlig diett, har det ogsa blitt sett en sammenheng til
nedgang i Bacteroidetes, samt en generell nedgang i generell mikrobielldiversitet (Candido et
al., 2018).

1.2 REAKTIVE OKSYGENFORBINDELSER OG NADPH-OKSIDASE

1.2.1 Reaktive oksygen- og nitrogenforbindelser

Reaktive oksygenforbindelser, heretter kalt ROS, er sma forbindelser med opphav i
dioksygen, O,. ROS er en paraplybetegnelse og inkluderer radikale forbindelser (superoksid:
02", hydroksyl radikal: HO), singlet oksygen: 102, og noen ikke-radikale forbindelser
(hydrogenperoksid: H20, og hypoklorsyre: HCIO). Disse har bade sveert ulik reaktivitet og
halveringstid (Pryor, 1986). Radikal er en felleshetegnelse pa relativt ustabile ioner, atomer

eller molekyler. Felles for ROS-artene er at de har et uparet elektron i ytterste orbital og dette
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uparede elektronet omtales som reaktivt da det kan pavirke andre molekylers stabilitet, som

enzymer, nukleinsyrer og membranlipider (Nelson & Cox, 2013 (David L. Nelson, 2013)).

| likhet med ROS er reaktive nitrogenforbindelser, heretter kalt RNS, relativt sma
forbindelser derivert fra nitrogenoksid (NO). NO har forholdsvis spesifikk effekt, er
fysiologisk viktig blant annet for blodtrykksregulering (Moncada & Higgs, 2006) og ikke
spesielt reaktiv alene. Omdannelsen RNS skjer nar NO interagerer med frie radikaler eller
enzymer, serlig i magte med O, som danner det svaert reaktive peroksinitritt, ONOO- (Patel
et al., 1999). Pa denne maten er ROS blant annet viktig for regulering av blodtrykket sammen

med NO (Moncada & Higgs, 2006), og produseres i de fleste celler i kroppen.

1.2.2 NADPH-oksidaser og ROS-produksjon i kroppen

ROS produseres i alle aerobe celler som et biprodukt i energiproduksjonen (Nelson & Cox,
2013). Dannelsen av O, forekommer ved ufullstendig reduksjon av O til H-0, hovedsakelig
nar elektroner flyttes fra Kompleks I/11 til Ubiquinon, og fra Ubiquinone til Kompleks 111 i
den respiratoriske kjeden (Nelson & Cox, 2013). Dannelsen av O, forkommer sarlig nar det
er ulik rate pa elektronmengden inn i, og pa elektronflyten gjennom den respiratoriske kjeden
(Nelson & Cox, 2013). Elektrontransportkjeden overfarer elektroner fra nicotinamid adenin
dinukleotid fosfat (NADPH) eller nicotinamid adenin dinukleotid (NADH) gjennom fire
membrankomplekser pa veien til O, for a redusere dette til H,O (David L. Nelson, 2013).
Ved fullstendig reduksjon vil det ved bruk av 4 elektroner dannes to vannmolekyler fra Oa.
Ved ufullstendig reduksjon vil det kunne dannes 3 ulike typer frie radikaler: O." dannes ved
tilfarsel av ett elektron, med to elektroner omdannes Oz til H20z, mens det ved tre

elektroner dannes OH*.

Det foregar en aktiv omgjering av superoksid til hydrogenperoksid av mitokondrielle
superoksid dismutaser (SOD). Det finnes 3 isotyper av SOD i pattedyr (Miao & St Clair,
2009), men kun type 2, mangan superoksid dismutase (MnSOD), er essensiell for
overlevelse. Dette har blant annet blitt demonstrert i mus som dar kort tid etter fgdsel
(Lebovitz et al., 1996; Li et al., 1995). Omgjeringen til H20 er i tillegg til & beskytte cellene
fra oksidativ skade, ogsa brukt som signalmolekyl i diverse redoksprosesser fordi H2O, har
egenskaper som gjer det godt egnet (Hernandez-Garcia, Wood, Castro-Obregon, &
Covarrubias, 2010; Knaus, 2020). H20; er i motsetning til O, mye mer stabilt. Dessuten gjar
ladningen til O,™ at dette molekylet ikke kan diffundere gjennom membraner, men i stedet
kontrolleres lettere. H2O> har ingen ladning slik at diffusjon forekommer i tillegg til aktiv
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transport gjennom akvaporiner (Knaus, 2020). H20»-initiering av redokssignalisering kan
blant annet skje ved reversibel oksidering av reaktive cystein-forbindelser i enzymer slik at
de aktiveres. Reversibiliteten gjer det mulig for cellene & skille mellom, og reagere pa
varierende konsentrasjon av H20; (Jones & Neish, 2017).

| tillegg til produksjon av ROS som et biprodukt av elektrontransportkjeden, forekommer
ogsa aktiv produksjon av ROS i kroppen, hvor hovedmengden dannes av enzymfamilien
NADPH oksidaser. Det finnes 7 isoformer av NADPH oksidaser i mennesker; NOX 1-5 og
DUOX 1-2. Disse finnes i ulike vev hvor de har ulik funksjon. NOX2 var den farste
isoformen som ble oppdaget, og kjent for a vaere aktiv ved sykdomstilstand. Da vil det
produseres ROS i immunceller som fagocytter og granulocytter (Lea, 2017; Snelgrove,
Williams, Thorpe, & Hussell, 2004). Slike immunceller aktiveres gjennom binding av
«pattern recognition receptors», kort kalt PRR’er, som er pa utsiden av immunceller, til
«microbe associated molecular patterns», MAMPs pa mikrober (Jones & Neish, 2011) eller
«danger associated molecular patterns», DAMPs som kan finnes pa ikke-infeksigst skadet
vev (Q. Zhang, Itagaki, & Hauser, 2010). Ved slik binding aktiveres immuncellens
kjemotakse (bevegelse mot eller fra en gradient av et kjemisk stoff), i tillegg til endring i
aktinskijelettet og produksjon av ROS inne i immuncellene, alt for & kunne ta inn bakterier
eller andre celler ved fagocytose, og videre drepe dem med hgye konsentrasjoner av
ROS/RNS, sakalt respiratorisk utbrudd (Lea, 2017). NOX1 er nert beslektet NOX2, men i
stedet for & dominere i immunceller er NOX1 funnet i epitelceller i tynntarm (Mandal, 2010)
og kolon, i tillegg til i glatt muskelvev, livmor, prostata og endotelceller (Bedard & Krause,
2007). NOX3, NOX4 og NOXS5 har blitt funnet i flere indre organer som lever, lunger, nyrer
og milt i tillegg til eggstokker og testikler (Panday, Sahoo, Osorio, & Batra, 2015). DUOX 1
og 2 har begge blitt funnet langs fordgyelsessystemet, fra epitelceller i spisergret gjennom

magesekken og helt ned til kolon (Panday et al., 2015).

| likhet med NOX-enzymene, har ogsa nitrogenoksid syntasene (Brando et al.) viktige roller i
kroppen. NOS produserer NO i ulike vev og har tre ulike isoformer: nevral NOS (nNOS),
endotelisk NOS (eNOS), og induserbar NOS (iNOS) (Forstermann & Sessa, 2012). Bade
nNOS og eNOS har som navnene tilsier blitt funnet i nevroner og i endotelceller, i tillegg til
ogsa ha blitt funnet mange andre celletyper og vev hvor de produserer sma mengder NO.
INOS, farst funnet i makrofager (Arzumanian, Stankevicius, Laukeviciene, & Kevelaitis,
2003), er derimot ikke vanligvis uttrykt i celler far bestemte bakterielle agens eller

proinflammatoriske cytokiner induserer uttrykk. Slik induksjon kan forekomme i de fleste
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celletyper eller vev, kun avhengig av aktivering med riktig agens, og vil deretter veere aktiv
(Forstermann & Sessa, 2012).

1.2.3 Funksjon av NOX1 og ROS i tarmen

Funksjonen til NADPH-oksidaser og ROS i tarmen har lenge veart av interesse i
forskningsmiljget, og det finnes mange teorier om den faktiske funksjonen. Det har blitt
antydet at NOX sin rolle, og funksjonen av ROS, bade er for @ kommunisere mellom

mikrobiom og vert, vertens kontroll av mikrobiomet for & opprettholde homeostase.

NOX1 og iNOS finnes begge i tarmen. | normaltilstand uttrykkes NOX1 svakt i ileum og har
blitt funnet a uttrykkes i en gkende gradient fra proksimal til distal del av kolon (Szanto et al.,
2005). Uttrykk av iNOS er hgyest i ileum sammenlignet med resten av tarmen (Matziouridou
et al., 2018) og reguleres i epitelcellene i respons til bakteriemengden (Shaked et al., 2012).
Som tidligere nevnt kan iINOS og NOX1 sammen produsere forlgperne til den sveert reaktive
og kortlevde forbindelsen peroksinitritt (ONOO). Matziouridou et al (2018) viste at det var et
kraftig ROS-aktivert signal fra ileum i villtypemus og at i NOX1- eller iNOS-knockoutmus
ble signalet redusert, mens bakteriemengden gkte. Dette likner studier om ROS i
insektsartene Drosophila melanogaster og Aedes aegypti, der DUOX-oppregulering ser ut til
a kontrollere bakteriemengden i tarmen (Ha, Oh, Bae, & Lee, 2005; Xiao et al., 2017). |
NOX1ko-mus og iNOSko-mus har det ogsa blitt sett likere bakteriesammensetning i
tynntarm og cekum sammenlignet med villtypemus (Matziouridou et al., 2018). Alt dette
stgtter hypotesen om at aktiviteten til NOX1 og iNOS, og produksjon av ROS i tarmen er
med pa & opprettholde homeostase.

Homeostase i tarmen innebarer ogsa fraveer av patogene arter. | en studie gjort i 2016 viste
Pircalabioru et al at NOX1 beskyttet mot kolonisering av murine patogener, og at ved
infeksjon regulerte NOX1 uttrykket av DUOX2. Ved fravaer av NOX1 i tarmen ble det
derimot sett en oppregulering av H.O2-produserende bakterier som viste & hindre patogen
kolonisering og virulensfaktorer (Pircalabioru et al., 2016). I tillegg til at mikrobiotaen kan
hindre patogen vekst gjennom a etterligne vertens naturlige forsvar, har det ogsa blitt sett i
flere flercellede organismer at symbiotiske bakteriearter kan indusere ROS-produksjon i
vertens celler, kanskje som en form for kommunikasjon (Jones & Neish, 2017). Det er blitt
vist at visse bakteriestammer kan aktivere ROS-produksjon i intestinale epitelceller i mus til
ikke-dgdelige konsentrasjoner. Alam et al sa i denne studien fra 2016 at ROS-aktiveringen
hadde en positiv effekt pa sarheling og cellemotilitet i kolon. I samme studien ble det ogsa
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sett at bakteriefrie mus hadde darligere sarheling og tregere cellemotilitet trolig pa grunn av
fraveer av bakterieindusert ROS (Alam et al., 2016).

1.2.4 Maling av ROS/RNS med L-012

Det har blitt laget flere ulike prober og teknikker for & male ROS/RNS som har veert relativt
gode i in vitro-studier. | in vivo-studier har derimot den kjemiluminescerende proben L-012
gitt gode resultater for maling av peroksinitritt (Daiber, Oelze, Steven, Kroller-Schon, &
Minzel, 2017; Kielland et al., 2009; Van Dyke, Ghareeb, Van Dyke, & Van Thiel, 2007).
Trolig kan ogsa L-012 brukes til deteksjon av hypoklorsyre ifglge Goiffon et al. (Goiffon,
Martinez, & Piwnica-Worms).

L-012 er en probe som er en analog til den mer kjente ROS-proben luminol, men mer falsom
og dermed mer egnet for in vivo-avbildning i mus. Siden den er sarlig fglsom for peroksinitritt
er den godt egnet som NOX og NOS-aktivitetsindikator.

1.3 BELGFRUKTER OG FABABJNNER

| mange land er banner hovedkilden til et adekvat proteininntak. A bytte ut kjgtt med bgnner
har de siste arene derfor blitt populzrt og relevant, blant annet pa grunn av miljghensyn som
vannforbruk og redusert kjgttkonsum, og av gkonomiske arsaker. Flere bgnnearter er relativt
robuste slik at de er greie & kultivere, men brukes ofte til dyrefor til tross for at det ogsa kan
egne seg som mat for mennesker pa grunn av deres naringsinnhold og helsebringende
effekter. Banner er belgvekster i familien Fabaceae, og felles egenskaper for disse er det
relativt store innholdet av proteiner. | tillegg inneholder de komplekse karbohydrater som
kostfiber og resistent stivelse, samt lave nivaer av lipider. Videre kan de vere viktige kilder
til mineraler og vitaminer, og inneholder ogsa fenolforbindelser som kan fungere som
antioksidanter (Martin-Babrejas, 2019). | tillegg til alle forbindelsene med positiv effekt
inneholder bgnner ogsa ikke-naeringsstoffer (tidligere kalt anti-naringsstoffer), som tanniner,
oligosakkarider og alkaloider. Dette er stoffer som kan gi uheldige effekter da
metaboliseringmuligheten av disse er lav, men ogsa i stor grad kan fjernes gjennom

tilberedelsesprosessen (Martin-Babrejas, 2019).

Fababgnner med det latinske navnet Fabaceae vicia, har et proteininnhold pa ca. 30% av
tarrvekt (Gdala J., 1997).
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1.3.1 Effekten av belgfrukter pa inflammasjon

Helseeffekter av belgfrukter som kikerter, hvite og svarte bgnner, og hvite og merke
kidneybgnner har blitt undersgkt i ulike dyrestudier (Monk J. M. & A., 2017; Monk et al.,
2017; Monk, Wu, Hutchinson, et al., 2018; Monk, Wu, McGillis, et al., 2018; Monk et al.,
2015). Samtlige av disse studiene viste en positiv sammenheng mellom bgnnekonsum og
forbedret tarmhelse i C57BL/6-mus blant annet med ulcergs kolitt. Den forbedrede
tarmhelsen var blant annet assosiert med en gunstig pavirkning pa mikrobiota i tarm, som gkt

mengde av slekten Prevotella, som er i Bacteroides-fylumet, i cakum og kolon.

1.4 VAESKESTROMCYTOMETRI

Veaeskestrgmscytometri, heretter kalt flowcytometri, er en teknikk som kan kvantifisere og
skille celler basert pa starrelse, kompleksitet og fenotype. Dette gjares ved sende en lysstrale
rett pa en veeskestrale med celler eller partikler og registrere lysspredningen i forhold til
starrelse og kompleksitet. | eukaryote blir dette oftest kombinert med fluorescens ved a farge
celler med spesifikke antistoffer koblet til fluorescerende molekyler og derved gi mye
informasjon om bade kvalitet og kvantitet av bestemte celletyper og deres fenotypiske
egenskaper. De senere arene har det ogsa blitt utviklet bedre optikk som har gjort det lettere &
undersgke mindre celler som bakterier med flowcytometri, men lite tilfang av gode

bakterielle markerer og antistoffer gjgr analyser av bakterier mer begrenset.

Vanligvis benyttes en eksitasjonskilde, som er en laser. Denne belyser et snitt av en
vaeskestrgm av cellesuspensjon og faringsvaeske (sheeth fluid). Nar cellene passerer
eksitasjonslysstralen vil denne spre lyset fremover som sékalt lavvinkel lysspredning
(forward scatter, heretter FSC) og til siden i form av hgyvinkel lysspredning (side scatter,
heretter SSC) som videre registreres av detektorer. I hvilken grad slik lysspredning
forekommer er avhengig av intra- og ekstracelluleer kompleksitet i tillegg til sterrelse. Ofte
regnes FSC som et mal for starrelse pa partikkelen, mens SSC regnes som et resultat pa
cellens kompleksitet (Lea., 2002).

Detektorene for SSC registrerer ogsa fluorescens. Dette utnyttes vanligvis ved a farge
bestemte celletyper, for eksempel med antistoffer, eller farge universelle egenskaper som
dobbelttradig DNA. Kvantifisering av bakterier er i hovedsak basert pa a farge bakterielt
DNA med DNA-bindende fluorescerende molekyl som ogsa derfor vil skille mellom
uspesifikke partikler fra miljget og bakteriene.
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Ved cytometriske undersgkelser av prgver vil det bli dannet punktplot basert pa en
kombinasjon av FSC, SSC eller fluorescens. Disse vil ved bruk av ulike dataprogrammer
omgjgres til konturplott. Ved undersgkelse av ulike prgver bgr celletettheten i pravene ikke
veere for stor da dette kan gjere ngyaktig avlesning vanskelig. Videre bar cellene veaere som
enkeltceller i suspensjonen da dette vil gi riktigere cytometrisk avlesning. Filtrering og god
blanding eller vortexing av cellesuspensjonen vil kunne bidra til & gke andelen enkeltceller,

og a fjerne cellekomplekser (Lambrecht, Schattenberg, Harms, & Mueller, 2018).

1.4.1 Flowcytometri av bakterier

De senere arene har nytten av flowcytometriske undersgkelser av mikrober blitt oppdaget.
Dette er blant annet fordi flowcytometri har vist a vere en tidseffektiv og gkonomisk rimelig
metode & studere utviklingen av bakterielle kulturer og samfunn pa (Lambrecht et al., 2018).
Kvantifisering av bade renkulturer og blandede kulturer har blitt gjort med relativt stor
suksess, og telletall basert pa flowcytometri samsvarer godt med manuelle celletellinger
(Fontana et al., 2017). Noen flowcytometere har mulighet til & male celler per volum av prave
og kvantifisere bakterier ut fra det. Alternativt er det vanlig & bruke tellekuler med en bestemt
starrelse og konsentrasjon (Khomtchouk et al., 2019). Vandeputte et al. (2017) viste at
flowcytometrisk kvantifisering sammen med sekvenseringsinformasjon skapte et bedre bilde

av mikrobiotaulikheter mellom pasienter med Crohns sykdom og friske individer.

1.5 16S rRNA-SEKVENSERING

Sekvensering er en teknikk som brukes for a kartlegge rekkefalgen pa nukleotidene i DNA- og
RNA-sekvenser. De senere arene har denne teknikken blitt forenklet og forbedret s& mye at

sveert mange i dag har tatt den i bruk innen ulike omrader.

De sekvenseringsteknikkene som i dag benyttes er basert pa metoden Fredrick Sanger var med
a utvikle pa 1970-tallet (Sanger, Nicklen, & Coulson, 1977), som var starten pa
farstegenerasjons sekvensering (FGS). Sangersekvensering er en metode som gar ut pa selektiv
innsetting av dideoksynukleotider (ddNTP’er) i den komplementeere DNA-traden under in
vitro DNA-replikasjon. Dette var en dyr og tidkrevende metode, men i kombinasjon med den
senere utviklingen av andre metoder som blant annet polymerasekjedereaksjon (PCR) og
fluorescerende in situ hybridisering (FISH) ble det starten pa en revolusjon av hvordan man
studerte mikroorganismer (Escobar-Zepeda, Vera-Ponce de Leon, & Sanchez-Flores, 2015).

Denne revolusjonen farte til utviklingen av andregenerasjons sekvenseringsmetoder, ogsa kalt
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neste generasjons sekvensering (NGS), som i motsetning til FGS gir bade hayere og sikrere
utbytte. Med NGS, for eksempel med Illuminasekvensering, kan millioner av DNA-molekyler
parallellsekvenseres, selv om lengden pa disse er begrenset til mellom 100-500 bp lange
(Escobar-Zepeda et al., 2015). De siste arene har ogsa tredje generasjons sekvenseringmetoder
(TGS) blitt utviklet, som er enda raskere og kan kartlegge enda lenger fragmenter enn NGS-
metodene. Et eksempel pa en type TGS-metode er nanoporesekvensering som kan avlese rundt
500 sekvenser samtidig, men disse kan til gjengjeld ha en lengde pa mellom 2-10 kb (Magi,
Semeraro, Mingrino, Giusti, & D'Aurizio, 2018). Med utviklingen av NGS og TGS kan man i

dag gjennomfare sekvensering relativt raskt og rimelig av store mengder data.

Iluminasekvensering er en sekvenseringsteknikk som gar ut pa solid-faseamplifisering
kombinert med bro-amplifisering for 4 til slutt danne klynger av entrddede DNA-molekyler
(van Dijk, Auger, Jaszczyszyn, & Thermes, 2014). Mange NGS-teknikker benytter
«sekvensering-gjennom-syntesex»-teknikk som kan observeres mens det pagar. Illuminas bro-
amplifisering kalles dette nettopp fordi hver DNA-trad ma bgyes som en bro for a binde en neer
primer (bundet til samme flate som den sekvensen som skal repliseres) som er viktig for a starte
neste runde med polymerisering. Selve sekvenseringen gjgres med fluoriserende «reversibel-
terminator» deoxy nukleosidtrifosfater (ANTP) som krever at fluoroforen som er bundet til den
ene hydroxylposisjonen ma klgyves av far neste NTP kan festes pa. Ved a benytte ulike
fluoroforer pa de ulike dNTP’ene vil lyssignalene som dannes underveis i polymeriseringen
kunne avleses og skilles fra hverandre. Dessuten vil selve avlesningen vil vare synkron
(Heather & Chain).

Med dagens sekvenseringsteknologi kan blant annet kartlegging av organismesammensetning
enkelt utfares i komplekse prgver eller miljger. Dette kalles metagenomsekvensering. For &
bestemme artssammensetning best mulig ma det farst velges en relativt universal markagr som
ogsa har sapass store ulikheter at den kan benyttes til fylogenetisk klassifisering. Allerede pa
1970-tallet foreslo Carl Woese a bruke de ribosomale enhetene som en slik universell markar
(Fox, Magrum, Balch, Wolfe, & Woese, 1977), og i dag brukes ofte den lille ribosomale
subenheten, 16S-rRNA, til klassifisering av bakterier. Ved bruk av 16S rRNA som molekylar
marker kan slektskap bestemmes basert pa prosentandel likhet i sekvensen. 16S rRNA-genet
er et gen pa omtrent 1500bp som bestar av 9 variable regioner, V1-V9, med hgyt konserverte
regioner mellom seg. Ved a undersgke sekvenslikheten pleier vanligvis operational taxonomic
units (OTUW’er) & kunne bestemmes. Nar sekvenslikheten er pa >97% i 16S rRNA-genet, regnes
ofte OTU’en som samme art (Gentry, 2015; Stahl, 2015).
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For & kunne bestemme fylogenetisk slektskap i komplekse prever ved bruk av 16S rRNA-genet
og Illuminasekvensering, ma bade steg med amplifisering av malomradet gjennomfares, i
tillegg til kvalitative og kvantitative undersgkelser av pravene underveis. Amplifiseringen av
malomradet skjer i to omganger, farste stegs PCR og indeks-PCR. Disse stegene utfares for a
fa store nok mengder av malgenene til at de kan males med sekvensering, og krever bestemte
primere. Primerne som benyttes bestemmes basert pa hva man er ute etter a se pa, da noen er
spesifikke for gitte arter, mens andre er mer generelle. Ved a benytte primerne som binder seg
til de kjente konserverte sekvensene med variable omrader mellom, sa vil disse variable
omradene transkriberes og kan videre sammenlignes med hverandre og med
sekvensbiblioteker/databaser (Gentry, 2015).

1.6 HENSIKTEN MED PROSJEKTET

De fleste studiene som er gjort for & kartlegge effekter av diett pad mikrobiotasammensetning
har gjort dette i prgver fra kolon, cakum og/eller avfgring, og har hovedsakelig neglisjert
tynntarm. De distale delene av tynntarm, som imidlertid er veldig interessante da de blant
annet er hovedomradet for naeringsopptak samtidig som bakterier og toksiner skal unngas, er
det lite informasjon om. Szrlig manglende er studier pa mikrobiota fra ileum. Videre har
tidligere forsgk vist en lavere bakteriekvantitet i tynntarm sammenlignet med cgkum og
tykktarm, og en noe ulik mikrobiotasammensetning. I tidligere studier pa normale mus har
ogsa ileum blitt observert som det omradet i tarmen som bade har NOX1 og har hgyest
uttrykk av iNOS. Disse enzymene kan sammen produsere forlgperne til den sveert reaktive
oksygen- og nitrogenforbindelsen peroksinitritt, som trolig produseres i epitelcellene i ileum
for & opprettholde homeostase. Til tross for kroppens arbeid for a opprettholde et stabilt miljg
i tarmen, har diett vist & kunne pavirke dette. Blant annet er et kosthold rikt pa fett og enkle
karbohydrater ofte assosiert med livsstilssykdommer som diabetes og dysbiose i tarmen.
Videre har bgnner i dietten blitt antydet & kunne redusere sannsynlighet for blant annet de
overnevnte livsstilssykdommene, samt gi en gunstig mikrobiotasammensetning i tarm trolig

som et resultat av blant annet fenol-forbindelser og kostfiber.

Siden hovedopptaket av neeringsstoffer foregar i ileum, og peroksinitritt har blitt vist i
normalvektige mus at har hgyest konsentrasjon der, var formalet med dette forsgket a
undersgke effekten av NOX1 i C57BL/6-hannmus foret pa hgyfettdiett og hayfettdiett med

fababgnnefraksjon. Videre var det ogsa gnskelig & undersgke om tilstedevarelsen av
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fababgnner i dietten hadde en regulatorisk effekt pa mikrobiotasammensetning og —kvantitet,
samt om det hadde en antioksidanteffekt i tarmen i hgyfettdiett-forede C57BL/6-hannmus
med eller uten NOX1.

Mer spesifikt var malet & undersgke hva fraveer av NOX1, gjennom bruk av villtypemus og
NOX1-knockout mus, gjorde for ROS-mengde i tarm (ved bruk av optisk avbildning med L-
012), den mikrobiotiske sammensetningen (malt med 16S rRNA- sekvensering) og
bakteriekvantiteten (malt flowcytometrisk) ved konsum av hgyfettdiett eller hgyfettdiett med
fababgnnefraksjon.

Oppsummert var det fire hovedmal i dette prosjektet:

e Bestemme om hgyfettdietten med eller uten fababgnnefraksjon farte til vektekning
sammenlignet med villtypemus pa standarddiett, samt om genotypen ga noen
fenotypiske forskjeller

e Undersgke om ROS-signal fra mageregion ved bruk av L-012-probe ble pavirket av
genotype og eller diett

e Undersgke om mikrobiotasammensetningen i ileum og cakum pavirkes av genotypen
og diett, da seerlig om tegn til dysbiose-assosiert mikrobiota kunne sees

e Etablere om formalinfiksering og lagringstid hadde en effekt pa kvantitet av celler i
renkultur samt i ileale kymusprever fra mus, for deretter a undersgke om

bakteriekvantiteten i ileum ble pavirket av genotype og diett
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2 MATERIAL OG METODE

Falgende metoder ble hgsten 2019 og varen 2020 utfart ved NMBU. Oversikt over

programvarer, instrumenter og materialer er gitt i vedlegg A og B.

2.1 DYREFORS@K

Det ble gjennomfart ett forsgk som inneholdt fire eksperimentelle grupper mus foret med to
ulike eksperimentelle dietter i enten villtypemus eller i mus som manglet NOX1-ekspresjon
(NOX1 knockout mus). Forsgket pagikk i 15 uker. Underveis i forsgket, ble det parallelt
gjennomfart et innledende forsgk (delkapittel 2.4). Dyr hvor hensikten var & undersgke
hvordan fikseringstid i formalin, og langtidslagring pavirket celletallet. Uttak av praver
(delkapittel 2.5 og 2.6) fra forsgksdyrene til flowcytometri (delkapittel 2.7) og sekvensering
(delkapittel 2.8) ble gjennomfart og analysert.

2.1.1 Dyr og dyrehold

| forsgket var det to eksperimentelle grupper med 22 hannmus i hver. Den ene gruppen besto
av villtypemus (VT) og den andre gruppen besto av knockoutmus for NOX1-enzymet
(NOX1ko). I tillegg ble 4 VT-mus tatt med som en kontrollgruppe. Alle musene var hannmus
med C57BL/6J-bakgrunn. Villtypemusene ble innkjgpt fra The Jackson Laboratory (Bar
Harbor, ME), mens NOX1ko-mus i C57BL/6J-bakgrunn ble avlet frem ved NMBU gjennom
avl etter innkjep av homozygote avlspar fra Jackson Labs (innkjgpt i 2015). NOX1ko-
musene var av typen global knockout, som innebaerer at NOX1-genet var slatt ut i alle
organismens celler. Pa grunn av avishensyn ble NOX1ko-musene delt inn i 3 ulike
aldersgrupper. Ved innkjgp av VT-mus ble tilsvarende aldersgrupper bestilt opp slik at like

mange dyr fra hver aldersgruppe var representert i begge forsgksgrupper.

Oppstalling av dyrene var under kontrollerte forhold, med temperatur pa 25-27° C,
luftfuktighet pa 40-60% og lysforholdene var 12:12 timer dag/natt-syklus. Alle musene var
oppstallet i samme burstativ av typen Innorack (Innovive, San Diego, CA), med to eller tre
mus i hvert bur. Burene var individuelt ventilerte med bunnstrg, forskal og vannflasker.
Musene hadde tilgang til vann og for ad libitum; standard for (Chow SDS [Special Diet
Services], Witham, UK) fer forsgksstart og deretter spesiallaget for underveis i forsgket.
Burene var i tillegg utstyrt med hus med lgpehjul, bitepinne og reirmateriale. Ved forsgksstart
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ble Igpehjulet fjernet for a redusere aktiviteten og fremme fedme. Musene ble inspisert hver

dag.

2.1.2 Etiske aspekter
Pa forhand ble forsgket godkjent av mattilsynet (FOTS ID 21627). Forsgksoppsettet fulgte
kravene og retningslinjene vedtatt av EU-kommisjonen for omsorg og behandling av

laboratoriedyr.

2.1.3 NOX1ko-forsgk

De overordnede malene med forsgket var & undersgke om uttrykket av enzymet NOX1 ville
ha en effekt pa mikrobiotasammensetningen i musene, om fababgnnefraksjon i dietten hadde
noen positiv/negativ effekt pa mikrobiotasammensetningen, og om Flowcytometri var en god

teknikk for & se pa ulikheter i mikrobiotasammensetning og kvantitet.

| forsgket ble musene delt inn i fire grupper basert pa genotype: VT og NOX1ko, og pa
forsgksdiett: hgyfett diett (HF) og hgyfettdiett med fababgnnefraksjon (FB). Informasjon om
diettene kan finnes i delkapittel 2.2. Hver gruppe besto av 11 hannmus. Det ble ogsa inkludert
en kontrollgruppe mot slutten, 4 VT-hannmus féret med Chow SDS (SDS, UK). Musene
levde pa forsgksdietten i 15 uker, far terminering for ekstraksjon av pragver. De farste tre
ukene av forsgket ble bunnstrg med avfering fra alle burene blandet og tilbakefort til alle
burene i et forsgk pa a etablere en likere tarmmikrobiota mellom VT- og NOX1ko-musene.
Forkonsum og vekt pa musene ble ukentlig mal.

Underveis i forsgket ble musene barbert pd magen og injisert intraperitonealt med L-012-
probe for & se pa ROS i tarmen. Informasjon om dette kan finnes i delkapittel 2.3. Videre ble
det tatt ut blodprever av musene to ganger i lgpet av forsgket for & male blodsukker/insulin
ved faste. Dette ble gjort av Sissel Hulsund i sammenheng med hennes masterprosjekt. Alle

andre prgveuttak ble gjort pa termineringsdagen.

2.1.4 Innledende forsgk

Hensikten med det innledende forsgket var & undersgke om det var en tidssensitivitet rundt
preveuttaket av mikrobiota, fikseringstidslenge i formaldehyd (2%), og stor nedgang det ble i
antall bakterier ved langtidslagring. Forsgket ble gjennomfart pa renkultur av Echerichia coli,
0g pa ekstraherte ileumkumprgver fra to NOX1ko-hunnmus. Mer informasjon om dette
kommer i delkapittel 2.4.
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2.2 TILLAGING AV FOR

Foret som skulle benyttes i lgpet at forsgket var en hgyfettdiett hvor 60% av energien (kcal)
kommer fra fett, 24% av energien fra karbohydrater og de resterende 16% fra proteiner.
Halvparten av musene skulle fa ren hgyfettdiett (HF-diett) og den andre halvparten skulle fa
hgyfettdiett iblandet fababgnnefraksjon (FB-diett). Bgnnefraksjonen ble laget fra bunn, mens

de resterende ingrediensene ble bestilt fra Altromin i henhold til deres oppskrift pa HF-diett.

2.2.1 Tillaging av bgnnefraksjon

Et frysetarket pulver fra tarkede hele fababgnner av typen Columbo, produsert pa Vollebekk i
As, ble tilberedt og blandet inn i museforet i henhold til forsgk gjort av andre (Monk J. M. &
A., 2017). Farst ble bgnnene lagt i destillert vann over natt ved romtemperatur (ratio ca. 1:3
av bgnner og vann). De ble sa kokt i blgtleggingsvannet til de var myke (40 min.) og videre
homogenisert sammen med deler av bgnnevannet til konsistensen var jevn og flytende.
Homogenatet ble overfart til egne frysetarkekobler (1,5L) og oppbevart over natten i -80° C.
Frosset bennehomogenat ble frysetarket med Heto DW6-85 DryWinner i opptil 4 degn til
pulverkonsistens var oppnadd. Pulveret ble videre homogenisert og siktet med vanlig
kjokkensikt for a sikre pulverkonsistens og fjerne starre biter. Undersgkelse av
naringsinnhold i bgnnepulveret ble gjennomfart av IHA (Institutt for husdyr- og
akvakulturvitenskap v/ NMBU, Vedlegg ett eller annet). Bannepulveret ble oppbevart i
lufttette beholdere i romtemperatur frem til det ble benyttet i tillaging av FB-foret.

2.2.2 Tillaging av spesialfor

De to diettene, HF- og FB-diettene, ble laget ved a veie ut og blande alle ingrediensene i
henhold til utregnede mengder (Tabell 1), for deretter a tilsette vann slik at deigen ble fast
nok til & kunne forme til pellets. Disse ble formet til biter (2- 6 gr.) som var passende i
starrelse til & bli liggende i forbeholderen i burene, samtidig som tilgangen for musene var

god. Videre ble disse frosset ned (-80° C, minimum 8 timer) og fryseterket (minst 24t) og
deretter oppbevart i -20° C.
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Tabell 1: Ingredienser benyttet i tillagingen av hgyfettdiett med og uten fababgnnefraksjon
0g mengden benyttet av disse (vekt (g)). Utregnede verdier for energi (kcal) og
prosentandelen (% kcal) av disse i 100g av dietten. Totalvekt (total (g)) og energi per kg
0Qsa Vist.

Ingredienser Hayfettdiett med Hayfettdiett
fababgnnefraksjon
Vekt kcal % kcal Vekt (g) kcal %
(9) keal
Protein Kasein 23 92 1,76 35 140 2,63
Kollagen 77 308 5,88 120 480 9,03
Karbohydrat Stivelse 60,8 125 500 9,4
Sukrose 90 360 6,87 90 360 6,77
Cellulose, BW200 0 0 0 34 0 0
Flgtepulver (FP) 300 300
FP fett 126 1134 21,64 126 1134 21,32
FP protein 60 180 3,44 60 240 4,51
FP monosakkarid 101,1 404,4 7,72 101,1 404,4 7,6
Fett Lard 215 1935 36,93 220 1980 37,23
Mineraler Mineral Mix 35 0 35 0
Vitaminer Vitamin mix 20 80 1,53 20 80 15
Fababgnnepulver (FB) 200 - - -
FB stivelse 64,2 256,8 4,9 - - -
FB protein 68 272 5,19 - - -
FB fiber 32 64 1,22 - - -
FB andre 33,8 135,2 2,58 - - -
karbohydrater;
mono-, di-, poly-)
FB fett 2 18 0,34 - - -
Total () 1008 5239, 100 966,1 5318,4 100
4
Per kg 5198 5505

2.3 INVIVO-AVBILDNING AV ROS/RNS | TARM

In vivo- avbildning av ROS ved hjelp av kjemiluminescens emittert fra musene ble utfgrt med
avbildningsinstrumentet IVIS Lumina II. Dette instrumentet kan detektere lav luminescens

blant annet fra bioluminescerende og fotoluminiscerende markarer.

Den kjemiluminescerende proben/markgren L-012 (8-Amino-5-chloro-7-phenylpyrido [3,4-
d]-pyridazine-1,4-(2H,3H)dione natriumsalt) produsert av Wako er en sakalt ROS-probe som
blir oksidert av visse typer reaktive oksygenforbindelser. Oksidasjonen farer til at L-012 blir
eksitert for deretter a ga over til en ny grunntilstand med lavere energi. Energien som avgis er

i form av fotoner som ved bruk av et falsomt kamera bade kan kvantifiseres og visualiseres.
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Lyssignalet fra L-012 er tidligere benyttet for & kartlegge mengde ROS produsert i tarmen.
Fra tidligere forsgk (Kielland et al., 2009) er det kjent at denne proben blant annet reagerer
med peroksinitritt (ONOO), spesielt i distale ende av ileum, og gir malbar in vivo og ex vivo
kjemiluminescens. Dette ble malt ved ulike tidspunkt gjennom in vivo-avbildning 1 dag far
dietten ble implementert i tillegg til 6, 24 og 96 timer etter implementeringen for & undersgke
om diettene forte til en rask effekt pa ROS-nivaene. Deretter ble det gjennomfert en ny

avbildningsrunde etter 10 uker pa dietten.
Prosessering av bildene ble gjort ved bruk av programmet Living Image.

2.3.1 Tillaging av L-012-probe

L-012-markar, heretter kalt L-012-probe, ble tilbered ved & lgse 100mg konsentrert
krystallform av L-012 (2,5mg/mL, 8-Amino-5-chloro-7-phenylpyrido [3,4-d] pyridazine-1,4-
(2H,3H) dione Sodium Salt) i 40 mL vann blandet med 350 mg NaCl i samsvar med
oppskrift fra produsent. Den lgste proben ble videre sterilfiltrert, far den ble oppbevart lystett

i alikvoter pa 1 mL og lagret ved -20° C.

2.3.2 Avbildningsprosedyre

Musene ble pa forhand barbert pa ventral side og veid for & bestemme hvor mye probe som
skulle injiseres. Videre ble musene injisert intraperitonealt med L-012 probe (ca. 10 mg/kg
mus). Avbildning av musene skjedde 2-3 minutter etter injeksjon, med en eksponeringstid pa
5 minutter. Musene var immobilisert med isofluran (2,5-3%) under injeksjon og avbildning.

3-4 mus ble avbildet sammen. Living Image software ble benyttet til dataanalyse.

2.4 INNLEDENDE FORS@K

Det ble bestemt at et innledende forsgk skulle gjennomfares for & undersgke potensielt
tidssensitive aspekter ved ekstraksjon og behandling av miljepraver i hovedforsgket. Disse
var tidseffekten av formalinfiksering pa celletallet i prgven, og effekten av langtidslagring pa
kvantiteten av formalinfikserte celler. Prgvene som skulle undersgkes var E. coli-

renkulturprgver i tillegg til ileumkymprgver fra to NOX1ko-hunnmus.

2.4.1 E. coli-renkultur
En over natt-kultur av E. coli ble benyttet for & undersgke effekten av fikseringstid i formalin

og langtidslagring pa celletallet (figur 1). Etter lett vorteksing av preven ble det malt ut
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alikvoter (1mL) til begge deler av forsgket. Alle alikvotene ble sentrifugert (20 min, 15° C,

3 200 x g) far supernatanten ble fjernet.

E.coli renkultur

Effekt av
Tidseffekt av langtidslagring i PBS
formalinfiksering etter 30 min.
formalinfiksering

D D £ G E1 EN B3 B3 3 EX

Figur 2.1: Skjematisk oversikt over metode for det forberedende forsgket pa E.coli-renkultur.

Undersgkelse av henholdsvis ttidseffekten av ulik formalinfiksering (2% formaldehyd i 10, 20, 30 og 40 minutter), og
effekten av langtidslagring ved 4 ° C etter 30 minutter formalinfiksering (2% formaldehyd) malt samme dag (dag 0), dag 1,
dag 2, dag 3, dag 7 og dag 14 etter fiksering.

2.4.2 Fiksering i formaldehyd (2%) til tidseffekten og langtidslagring

Fire alikvoter ble benyttet for & undersake tidseffekten av formalinfiksering pa celletall, og
tre alikvoter ble benyttet for & undersgke langtidseffekten av lagring i PBS pa celletall i
renkulturprgvene. Etter sentrifugering og fjerning av supernatanten, ble nypreparert
formalinlgsning (2% formaldehyd i sterilfiltrert PBS, 1mL) tilfart hver alikvot slik at
cellepelletene ble resuspendert. De fire alikvotene til undersgkelse av
formalinfikseringseffekten ble videre inkubert i henholdsvis 10, 20, 30 og 40 minutter fgr de
ble sentrifugert (10 min, 15° C, 3 200 x g). Deretter ble supernatant fjernet og prgven
resuspendert i sterilfiltrert PBS. Alikvotene til undersgkelse av effekten av langtidslagring ble
inkubert med formalin i 30 minutter for sentrifugering (10 min, 15° C, 3 200 x g), fjerning
av supernatanten og resuspensjon i PBS. Alle pravene ble videre sentrifugert pa nytt slik at

supernatanten kunne fjernes far resuspensjon i ny, sterilfiltrert PBS (1 mL).

Hver prave ble filtrert (40 um) over i nye rar for a fjerne ulgste cellekomplekser og filtrene
ble skylt med PBS slik at prgvene ble fortynnet 1:1. De tre alikvotene til langtidslagring ble

filtrert over i samme rar.

2.4.3 OD-maling, fortynning og farging far flowcytometri
De na fem ulike prgvene (10 min., 20 min., 30 min., 40 min., og 30 min. til langtidslagring)
ble malt ODsgoo pa ved bruk av SpectraMax M2. Ut fra dette ble det kalkulert og tillaget en 1
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mL fortynning av hver prave med PBS til ODsoo var ca. 0,035. Prgven til langtidslagring ble
lagret kjelig (4° C) de neste ukene med uttak regelmessig (dag 1, 2, 3, 7, og 14). Videre ble
500 uL malt ut og overfart til nytt rar. Denne mengden ble deretter tilsatt SYBR® Green |
Nucleic Acid Gel Stain (3 uL, fortynnet til 100x konsentrat i DMSQ), blandet godt og

inkubert markt (15 min, romtemp.) i henhold til manual.

Det ble laget i stand tripletter av hver pragve for telling med flowcytometri, ved & male ut 100
uL godt blandet tellekulelgsning og tilfare 20 uL SYBR Green-farget prave til hver av dem.

Disse ble blandet godt for undersgkelse med flowcytometri.

Den langtidslagrede prgven gjennomgikk samme behandling som nevnt overfor. Ved hvert
uttak ble ODgoo malt, en fortynning basert pa OD-malingen ble laget, og ut fra dette ble det
farget en del med SYBR® Green I, og tripletter med tellekuler ble laget i stand.

For hver runde med flowcytometri som ble kjert ble minst en ufarget pragve undersgkt, en
farget prave med kun bakterier, og tripplettene med fargede prever. Dessuten ble det ogsa

kjart ren tellekule-preve og en runde med kun sterilfiltrert PBS.

2.4.4 Ekstraksjon av ileumkymusprgver i NOX1ko-hunnmus

Hunnmusene ble avlivet med nakkestrekk far de ble festet med naler til en isoporplate dekket
med desinfisert aluminiumfolie. Buken og bukhulen ble dpnet i to omganger ved bruk av
sterilteknikk. Videre ble tarmene dissekert ut ved a kutte duodenum like under magesekken,
og kolon like over rektum. Tarmene lagt pa en aseptisk avkjglt plate, og det ble kuttet i
overgangen ileum/cgkum. Videre ble ileum holdt fast med pinsett (ca. 6 cm fra kuttet), mens
en steril, bayd saks ble benyttet til & presse ut prave fra distal del av ileum mot platen. Denne
miljgpraven ble raskt overfort til forveide rgr med formalin (2% formaldehyd, 1 mL) i
henhold til manual fra Lambrecht et al. (2018) og homogenisert sa godt det lot seg gjere for

inkubasjon (minst 30 min, RT). Vekt av miljgpraven ble notert.
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lleumkymprgver fra NOX1 KO
hunnmus

Effekt av langtidslagring i PBS
etter ca. 30 min.
formalinfiksering

Dag .

Figur 2.2: Skjematisk oversikt over metode og tidspunkt for flowcytometrisk kvantifisering av mikrobiota fra ileum i mus.
Miljgpravene fra to hunnmus ble undersgkt med flowcytometri etter formalinfiksering (2% formaldehyd, 30 min.) ved
langtidslagring i 4 © C. Dette ble gjort for & bestemme hurtigheten av nedgangen i antall bakterier.

2.4.5 Stabilisering og fiksering av bakterier til flowcytometri

Etter fiksering av prevene i formalin (2% formaldehyd i PBS, 30 min., RT) ble de deretter
behandlet pa samme vis som renkulturprgvene (Delkapittel 2.4.1.1) med sentrifugering, kast
av supernatant, vask med PBS, lagring i ny PBS far filtrering (40 um). Skylling av filteret ble
deretter gjort med steril PBS (3mL) slik at begge praver ble fortynnet 3:1 i PBS. Denne

farstegangsfortynningen ble underveis i forsgket oppbevart kjglig (4° C).

2.4.6 OD-maling, fortynning og farging fer flowcytometri

For hver dag de fikserte pravene skulle kjgres pa flowcytometri ble ODsoo bestemt ved hjelp
av SpectraMax M2 og basert pa det kalkulert hvilket blandingsforhold av PBS og prave som
trengtes for a lage 1 mL med ODeoo = 0,04 for hver prgve. Videre ble det fra denne
fortynningen laget et rar til & farge bakteriene med SYBR® Green | (6 pL/ mL prave), far

inkubasjon og tillaging av tripletter av prgven med tellekuler.

For hver runde med flowcytometri som ble kjgrt ble minst en ufarget prave undersgkt, i
tillegg til den fargede praven med kun bakterier, og triplettene med fargede prgver for hver

mus.

2.5 INNHENTING AV BIOLOGISKE PRZVER VED TERMINERING
Pa termineringsdagen ble musene farst veid fer de ble injisert intraperitonealt med ZRF-
cocktail (3,2mg Zolazepam, 3,2mg Tiletamin, 0,45mg Xylazine og 2,6ug Fentanyl per mL,
injiserte 10uL/g mus) for & gi en dyp anestesi og analgesi. Videre ble det utfart hjertepunktur
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0g 0,4 - ImL blod ble ekstrahert. For a forsikre om at musene var avlivet ble det deretter

utfart nakkestrekk for videre praveuttak.

To eller tre mus fra hver av de fire forsgksgruppene ble terminert hver dag. Terminering og
prgveuttak ble kun gjort i 1,5-2,5 timer av gangen far ekstraherte prgver ble behandlet eller
lagret. Dette for a sikre at celletallet i prgvene ikke ble redusert far fiksering, og

flowcytometri kunne gjennomfares relativt kort tid etter ekstraksjon. Kontrollgruppen med

villtypemus pa chowdiett ble alle terminert samme dag, en dag fer forsgksgruppene.

Musene ble fiksert pa en ren plate og buken ble dpnet ved bruk av sterilteknikk far
tarmsystemet (fra duodenum rett etter magesekken, til nederst i kolon far rektum) kunne
aseptisk dissekeres ut og overfares til en ren, desinfisert plate. Der ble prgver av tarminnhold

(kym) fra bade ileum og cgkum samlet.

2.5.1 Uttak av kymus fra ileum til flowcytometri og 16S-sekvensering

Kymus fra ileum ble samlet ved & klippe rett ved den ileocgkale ventilen, overgangen mellom
ileum og cekum, og presse ut innhold fra de nederste 5-6 cm av ileum. Dette ble overfart til
forveide rar med iskald, sterilfiltrert PBS (1 mL). Rgrene ble oppbevart pa is i maksimalt 2,5
timer for ikke & miste mikrobiell masse far videre behandling av bakteriene. Vekt av hver

prave ble bestemt fgr videre behandling.

Det ble ogsa tatt ut skrapepraver av epitellaget i ileum til mMRNA-malinger og klippet ca. 1
cm. vevsbit fra ileum til sekvensering. Analysen av disse pravene ble gjort av andre og blir

ikke omtalt videre i denne oppgaven.

2.5.2 Ekstraksjon av cgkuminnhold

Kym fra cgkum ble tatt ut ved farst separere cakum fra bade ileum og kolon, for deretter a
kutte i underkant av 1 cm fra overgangen til ileum og kolon. Sistnevnte ble gjort for & i
hovedsak samle opp bakteriene pa motsatt side fra den ileocgkale ventilen da dette er et
omrade som er lett & identifisere for preveuttak. Fra denne biten av cgkum ble det klemt ut
prave som ble overfart til forveide rar med Stool Transport and Recovery buffer, S.T.A.R.-
buffer (400uL) for & stabilisere DNA ved lagring. Cakumprgvene ble oppbevart ved -20° C
frem til de skulle behandles til 16S rRNA-sekvensering.

2.5.3 Uttak av fekalpellet fra kolon
En eller to pelleter fra omtrent midt i kolon ble ogsa ekstrahert og fryst ned (-80° C). Disse

ble ikke undersgkt videre pa grunn av tidsmangel.



METODE

2.6 BEHANDLING AV KYMUSPR@VER FRA ILEUM

Etter overfering av ileuminnholdet til rar med iskald PBS (Delkapittel 2.5.1) ble rerene veid
og total vekt ble notert slik at kymusvekt kunne beregnes ved a subtrahere vekt av rar med
bare PBS. Videre ble kymus lgst opp til en naer homogen lgsning i PBS, fer halvparten (500
uL) ble overfart til nytt rgr. Alle prgvene ble videre sentrifugert (10 min, 10° C, 3200 x g)
slik at supernatanten kunne fjernes. Den ene parallellen av prgvene ble tilfert S.T.A.R-buffer
(250-350 pL avhengig av mengde prave) og deretter lagret ved -20° C far videre behandling
til sekvensering (Delkapittel 2.8). Den andre parallellen av prgvene ble resuspendert i
nypreparert formalin (2% formaldehyd i sterilfilterte PBS) og inkubert i 30 minutter i
romtemperatur fagr sentrifugering og fjerning av supernatant, vasking i PBS og videre
resuspensjon i ny PBS (som beskrevet i Delkapittel 2.4.1.1). Formalinfikseringen skjedde

innen 3 timer etter at pravene var blitt ekstrahert fra ileum.

2.7 FLOWCYTOMETRI AV BAKTERIER | KYMUS FRA ILEUM

Flowcytometri av ileumkymprgvene ble gjennomfart med CellStream™ Flow Cytometer.
Dette ble benyttet for & kvantifisere antall bakterier i de ulike pravene ved bruk av tellekuler.

2.7.1 Farging av bakterier og tillaging av praver til flowcytometri

Bakteriepragvene som skulle undersgkes med flowcytometri ble filtrert (40um) for a fjerne
eventuelle mat- og cellekomplekser, for det ble fortynnet i PBS til ODsqo ca. var 0,035.
Deretter ble de farget med SYBR® Green | konsentrat (x100 000) som hadde blitt fortynnet
(x100 konsentrat i DMSO). Det ble tilfart 3uL/0,5mL prave av SYBR® Green I. Prgvene ble
videre blandet godt og inkubert mgrkt (15 min., RT).

Etter farging av bakteriene ble det laget en parallell til kvantifisering bestaende av tellekuler
(100 pL) og SYBR® Green-farget prgve (20 ulL) til hver av dem.

For hver prave som skulle undersgkes ble det tillaget en ufarget bakterieprave, en farget
bakterieprgve og en parallell bestdende av tellekuler samt 2 replikater av fargede bakterier
fortynnet 5:1 med tellekulelgsning. Det ble ogsa laget i stand blindprgver med kun

sterilfiltrert PBS og kun tellekulelgsning.
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2.7.2 Visualisering og kvantifisering av bakterier med CellStream™

Visualisering og kvantifisering av bakterieprgvene ble gjennomfart med
vaeskestramscytometeret CellStream™ Flow Cytometer samme dag som prgvene ble tatt ut.
Instrumentet ble kalibrert far hver kjgring med CellStream ™ Calibration Reagent i henhold
til manual fra produsent. Videre ble sterilfiltrert avgasset vann benyttet som faringsvaske
(sheath fluid). Prgvene ble undersgkt som enkeltpraver, og flytraten ble satt til treg. Forward
Scatter (FSC), Side Scatter (SSC) og laseren 488 ble benyttet.

Ved oppstart av prosjektet ble PBS undersgkt som negativ kontroll for & bestemme hvordan
denne oppfarte seg. Videre ble ren tellekulelgsning analysert flowcytometri for & markere
omradet («gate») tellekulene havnet i. Tellekulene hadde en snittstarrelse pa ca. 7,4 pm i
diameter for lettere a skilles fra bakteriesamingene. Terskelverdien ble satt til 300 pa bade
FSC og SSC da alle hendelser under denne verdien ble ansett som irrelevante hendelser. Hver
runde med flowcytometri ble startet med analysering av ufargede bakterier og hvordan disse
ble registrert i hver prgve. Videre ble de fargede bakteriene kjgrt for a kunne skille mellom
ufargede og fargede bakterier. Til slutt ble prevene med tellekuler analysert og det ble
registrert 50 000 - 100 000 hendelser, 50 000 hendelser innenfor omradet merket som
bakterier, eller 1000 tellekuler for hver pragve i prever hvor det lot seg gjere. Utvelgelse av

flowcytometrisk omrade er vist i Vedlegg D.

2.8 16S RRNA-SEKVENSERING AV BAKTERIER FRA ILEUM OG
COKUM

For a riktigere kunne bestemme hvilke arter som var til stede i ileumkymprgvene og i
cokumprgvene fra musene ble det gjennomfart en 16S sekvensering pa MiSeq fra Illumina,
Inc. Sekvensen som var gnsket amplifisert opp var de variable regionene V3-V4 i 16S rRNA-
genet (rDNA). Prosesseringen som ble utfart pa prevene bade fra ileum og cokum er

skjematisk fremstilt i figur 2.3.
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16S sekvenseringsprossessering:
Mekanisk og enzymatisk lysering av prgver

DNA-isolasjon
Qubit-kvantifisering

1stegs PCR
Gelkvantifisering

Opprensing
Gelkvantifisering

Indeks PCR
Gelkvantifisering
Cambrexkvantifisering

Normalisering (samling)
Rensing av samling
Gelkvantifisering av samling
Kvantifisering med ddPCR og qPCR
MiSeq Illuminasekvensering

Figur 2.3: Skjematisk oversikt over utfarte steg fra lysering av praver frem til MiSeq Illumina-sekvensering av 16S rRNA.

2.8.1 Isolering av DNA
Isolering av DNA ble gjort gjennom en kombinasjon av mekanisk og enzymatisk behandling

for & oppna lysering av flest mulig typer celler uavhengig av celluleer oppbygging.

2.8.1.1 Mekanisk lysering

Det ble overfart 400 pL fra hver av ileumkym- og cekumprgvene opplgst i STAR-buffer
(Roche) til rar med tre typer syrevaskede glassperler (0.2g av < 106 um, 0.2g av 425-600 um
og 2-4 perler pa 2mm, alle fra Sigma Life Sciences). Videre ble rgrene prosessert i en
MagNA Lyser (6500 rpm, 20 sek x2) fra Roche far sentrifugering. Supernatant (50 pL) ble
overfort til en (KingFisher) 96-brgnns plate og videre brukt i den enzymatiske lyseringen.

2.8.1.2 Enzymatisk lysering
For & sikre lysering av celler som ikke ble lysert mekanisk ble lyseringsbuffer (50 pL)
tilsvarende prevevolumet, og proteinase (5 uL) blandet i hver prove pa platen for inkubering

(55 ° C, 10 min.) i KingFisher Flex robot fra Thermo Fisher Scientific.
11
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2.8.1.3 DNA-ekstraksjon

Da bade mekanisk og enzymatisk lysering var gjort kunne DNA ekstraheres fra prgvene.
Ekstraksjonen ble gjort med kittet Mag Midi (kitnr. 40420) i henhold til manualen ved bruk
av KingFisher Flex roboten.

2.8.2 PCR

Det ble gjennomfart en totrinns polymerasekjedereaksjon (PCR) for amplifisering og ID-
merking av de gnskede DNA-sekvensene fra ileumkym- og cgkumprgvene som vist i figur 1.
Disse er henholdsvis omtalt som farstestegs PCR og indeks PCR. Fgr sekvenseringen kunne
gjennomfares ble det ogsa utfert to kvantitative former for PCR nemlig kvantitativ PCR
(qPCR) og digital drape PCR (ddPCR) for mer ngyaktig a fastsla den sanne konsentrasjon av
DNA ([DNA]) pa det opparbeidede biblioteket. Dette er sveert viktig for ngyaktigheten pa

sekvenseringsresultatene.

2.8.2.1 Fagrstestegs PCR

Farstestegs PCR ble gjennomfart for & amplifisere opp det snskede 16S rDNA-fragmentet,
variabel region V3-V4 med en lengde pa 466bp (Yu, Lee, Kim, & Hwang, 2005). Hver
reaksjon besto av 2 pL av templat DNA (ukjent konsentrasjon), 1x HOT FIREPol® Blend
Master Mix Ready to Load, 0,2 uM forward/revers primere (PRK314F, PRK806R, sekvenser
i vedlegg C) og nukleasefritt vann til et endelig volum pa 25 pL. PCR-stegene var bygd opp
av 15 minutter initialisering ved 95° C, deretter 25 sykluser med 95° C i 30 sekunder
(denaturering), 55° C i 30 sekunder (annealing) og 72° C i 45 sekunder (elongering), far 7
minutter ved 72° C og endelig avkjgling ved 10° C. PCR-produktet ble videre undersgkt

med gelelektroforese (1,5% agarose), og deretter renset med Sera-Mag beads. Utvalgte
prgver ble pa nytt undersgkt med gelelektroforese for tilstedeverelse av templat- rDNA.

2.8.2.2 Indeks PCR

Indekseringen av de ulike prgvene ble gjennomfart ved bruk av en kombinasjon av forward
og revers primere slik at hver prgve fikk en unik kombinasjon av disse for a skille dem fra
hverandre under selve sekvenseringen. Automatisert pipettering av indeksprimerne ble gjort
med epMotion 5070. Hver reaksjon besto av 2 uL renset DNA-templat, 1x FIREPol® Master
Mix Ready to Load, 0,2 uM forward/revers indeksprimere (sekvenser i vedlegg C, designet
av Mikrobiell Diversitet-gruppa ved NMBU) og nukleasefritt vann til et endelig volum pa 25

uL. PCR-stegene som ble gjennomfert var 5 minutter initialisering ved 95° C, deretter 10

sykluser med 95° C i 30 sekunder, 55° C i 1 minutt og 72° C i 45 sekunder, fgr 7 minutter

12
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ved 72° C og endelig avkjgling ved 10° C. Fortsatt tilstedeverelse av PCR-produktet ble

undersgkt med gel elektroforese (1,5% agarose i TAE-buffer) far en Cambrex-maling ble
utfart for tillaging av sekvenseringsbibliotek.

2.8.2.3 Kvantitativ og digital drape PCR

To ulike teknikker PCR ble utfgrt av andre pa det samlede biblioteket for & komme narmest
den sanne [DNA] for & gke ngyaktigheten av sekvenseringen. DNA konsentrasjonen funnet
med qPCR ble gjort ved bruk av KAPA Library quantification kit for Illumina platformer
(KAPABIosystems) i henhold til manual fra produsent. ddPCR ble utfart ved a lage to
fortynningsserier fra 10 til 10 fortynning av det samlede biblioteket. Videre ble en
mastermiks bestaende av 1x Super mix for EvaGreen, 0,2 uM Illumina koloni forward/revers
primere (primere som amplifiserer alle DNA fragmentene i biblioteket) og PCR-vann til et
totalt volum pé 20,7 uL per reaksjon tillaget. Duplikater fra hver fortynningsrekke ble satt
opp slik at det var 4 + 4 sanne duplikater av fortynningene 107 til 107, mens det av
fortynning 10® og negativ kontroll kun ble satt opp 2 + 2 sanne duplikater. Videre behandling
av pragvene ble gjort i henhold til manual for QX200™ droplet generator og i henhold til
manual for QX200 Droplet Rader and QuantaSoft Software instruksjonsmanual.

2.8.2.4 Rensing av prgver og bibliotek

Rensing av bade enkeltpraver og bibliotek ble gjort ved bruk av Sera-Mag Speed beads, en
teknologi basert pa selektiv binding av DNA til paramagnetiske perler. Rensingen av prgvene
ble gjort ved bruk av Sera-Mag Speed bead lgsning (0,1%, 10 uL) pa 10 uL av PCR-
produktet. Blanding av Sera-Magperler og pragver ble inkubert (5 min., romtemp.), far disse
ble plassert pa magnet til supernatanten var klar. Videre ble supernatanten fjernet, og perlene
ble vasket med etanol (80%, 100 pL) 1 to omganger. Overfladig etanol ble fjernet og perlene
ble luftterket (15 min.) for 20 uL. PCR-vann ble tilsatt til hver prgve og inkubert (2 min.,
romtemp.). Ved bruk av magnet kunne 16 pL supernatant inneholdenede det rensede DNA’et
bli overfort til ny plate. Ved rensing av biblioteket 300 pL renset, og tilsvarende mye Sera-
Mag lesning (0,1%, 300 pL). I to omganger ble dette vasket med 200 uL ethanol (80%), og
80 uL PCR-vann ble tilfort etter fjerning av etanol. Dette resulterte i ca. 70 pL renset
bibliotek.

2.8.2.5 Rensing av praver og bibliotek

Rensing av bade enkeltpraver og bibliotek ble gjort ved bruk av Sera-Mag Speed beads en
teknologi basert pa selektiv binding av DNA til paramagnetiske perler. Rensingen av prgvene
ble gjort ved bruk av Sera-Mag Speed bead lasning (0,1%, 10 uL) pa 10 pL av PCR-
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produktet. Blanding av Sera-Magperler og prever ble inkubert (5 min., romtemp.), far disse
ble plassert pa magnet til supernatanten var klar. Videre ble supernatanten fjernet, og perlene
ble vasket med etanol (80%, 100 pL) i to omganger. Overfladig etanol ble fjernet og perlene
ble lufttgrket (15 min.) for 20 uLL PCR-vann ble tilsatt til hver prgve og inkubert (2 min.,
romtemp.). Ved bruk av magnet kunne 16 uL supernatant inneholdenede det rensede DNA’et
bli overfert til ny plate. Ved rensing av biblioteket 300 pL renset, og tilsvarende mye Sera-
Mag lgsning (0,1%, 300 uL). I to omganger ble dette vasket med 200 pL ethanol (80%), og
80 uL PCR-vann ble tilfort etter fjerning av etanol. Dette resulterte i ca. 70 uL renset
bibliotek.

2.8.3 Kvantitative og kvalitative metoder

For & sikre at kvaliteten pa prevene ble opprettholdt gjennom prosesseringen ble
tilstedevaerelsen av DNA undersgkt og kvantifisert bade med agarosegelelektroforese og
Qubit® Flourometer - malinger. Etter at biblioteket ble samlet og renset ble DNA-
konsentrasjon bestemt basert pa gjennomfaring av agarosegel, Qubit-maling, real-time PCR
(gPCR) og digital droplet PCR (ddPCR) da ingen kvantifiseringsteknikk er perfekt. Disse

kvantifiseringsstegene av det samlede biblioteket ble gjennomfgrt av andre.

2.8.3.1 Kuvalitative undersgkelser med agarosegelelektroforese

For & bekrefte at det var DNA-sekvenser tilstede i pravene med riktig lengde underveis i
preveprosesseringen ble prevene undersgkt ved agarosegelelektroforese etter hver runde med
PCR og rensing. Agarosegelen ble tillaget ved a lgse opp agarose (1,5%, i TAE-buffer 1x),
og PeqGREEN farge ble tilfort (40 pL/L gel). Videre ble 5 uLL PCR produkt, eller renset
prove (farget med 1 pL. Loading Dye per 5 puL prove), applisert i hver brenn, eller 4 uL DNA
ladder (100 bp DNA Ladder Ready to Load). Kjgring av gelen ble gjort ved 80V, 25 min.
Ved undersekelse av renset produkt ble DNA farget med Loading dye (1 pL/ 5 puL prove).
Videre ble DNA-béandene visualisert og sammenlignet med de kjente lengdene til 100 bp
DNA Ladder Ready to Load.

2.8.3.2 Konsentrasjonsbestemmelser av DNA

Konsentrasjonsbestemmelse underveis i bibliotekstillagingen ble gjennomfart ved bruk av
Quant-iT™ dsDNA High Sensitivity Assay Kit. Arbeidslgsningen (Quant-iT™ Working
Solution) ble tillaget fra Quant-iT™ reagent (1 puL) og Quant-iT™ buffer (199 pL). For
maling av enkeltprover, ble tillagde standarder (190 pL arbeidslesning til 10 pL standard)
malt for & kalibrere Qubit® Flourometer. Arbeidslgsningen ble brukt i henhold til

produsentens manual til malingen av prever (198 pL arbeidslesning til 2 pL) som
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enkeltpraver eller i alle pravene samtidig ved bruk av Cambrex — FLX 800 CSE.
Fluorescenssignalet malt med Cambrex ble omgjort til konsentrasjon ved & velge ut femten
praver med et bredt spekter av fluorescenssignal. Etter & ha kalibrert Qubit® Fluorometer med
kjente standarder, ble konsentrasjonen av de utvalgte prgvene malt og DNA-konsentrasjonen
ble bestemt. Dermed kunne det til settes opp en standardkurve for & bestemme
konsentrasjonen i alle prgvene basert pa fluorescenssignalet registrert med Cambrex. Basert

pa disse utregningene kunne biblioteket tillages.

2.8.4 Tillaging av bibliotek

Ved samling av biblioteket matte mengde av hver prgve bestemmes basert pa
konsentrasjonen av DNA i den respektive praven. Dette ble gjort basert pa den malte
flourescensen og utregnede konsentrasjonen for at biblioteket som ble tillaget skulle veere
normalisert. Etter at mengde av hver prgve ble bestemt, ble det normaliserte biblioteket
tillaget ved bruk av Biomek® 3000 Laboratory Automation Workstation i henhold til

produsentens manual.

2.9 DATAANALYSE
29.1 QIIME

Ved analyse av 16S-sekvenseringsdata med MiSeq ble samlingen, clustring, bestemt & vere
681K/mm?. Det ble satt en grense i QIIME™ pa 6500 som var det antallet sekvenser,
rarefraction, som ble tilfeldig valgt ut fra hver prgve for a analysere den relative
sammensetningen av bakterier i hver prgve. Videre ble det satt en grense pa 97%
sekvenslikhet for unike OTU’er i provene. All behandling i QIIME™ ble gjort av andre

grunnet korona-pandemien.

For & undersgke om majoriteten av unike OTU’er var blitt identifisert fra 6500 sekvenser, ble
PD Whole Tree-dataene fra QIIME undersgkt. Disse dataene er vist i figur 2.4, og antyder en
utflating av antall unike OTU’er som tyder pé at majoriteten av disse har blitt identifisert og

at det derfor er greit & kun analysere 6500 sekvenser.

Videre statistiske analyser ble gjort pa L2 — fylumniva data, L6 — genusnivadata samt antall
unike OTU’er funnet med 97% sekvenslikhet.
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Figur 2.4: Observerte antall unike OTU er sortert ut fra provetype ileum eller cokum, samt genotype og diett.

PD Whole Tree- data fra QIIME antyder at antallet unike OTU 'er identifisert ved en rarefraction pd 6500 sekvenser nermer
seg en utflating. Modifisert figur fra QIIME-analyser. Forklaring: NA = ikke relevante praver; ¢ = cakumpraver ;i =
ileumkympraver; WT = villtype ; NOX1 = NOX1ko-mus; HF = hgyfettdiett; HF.FB = hgyfettdiett med fababgnner; pos=
positiv kontroll.

2.9.2 Flowcytometridata

Bestemmelse av bakteriekvantitet fra ileumkymprgvene ble gjort ved bruk av Cell Stream™
Analysis 1.2.1 (EDM Millipore Corporation, Darmstadt, Tyskand). Dette programmet ble
brukt til & justere og definere omradet for tellekuler og omradet for bakterier i alle prgvene
(forklart i Vedlegg C). Ved bruk av oppsamlet data om vekt av prgvemengde,
fortynningsgrad av prgven i PBS, antall celler registrert samt antall tellekuler registrert og
informasjon om konsentrasjonen av tellekuler i tellekulelgsningen kunne antall celler per
gram ileumkym for hver mus kalkuleres. Dette ble gjort i Excel (Microsoft Office

Professional).

2.9.3 Statistisk dataanalyse
Statistisk analyser ble hovedsakelig utfgrt i GraphPad Prism 8, samt SPSS Statitstics.

Statistisk modeller benyttet er spesifisert i der det er relevant i resultatdelen. | hvert tilfelle
ble den statistiske modellen valgt ut basert pa hva som passet dataene og hvor godt dataene
mgtte kriteriene for testene. Signifikansniva ble satt til p < 0,05, og er et mal pa
sannsynligheten for a gjare observasjonen man har gjort dersom alle antagelsene er oppfylt
for den benyttede statistiske modellen. Dataene er vist som gjennomsnitt £SEM der det
passer. De fleste dataene var ikke normalfordelte og ble derfor sammenlignet med

uparametriske tester. Normalfordeling ble malt med D’ Agostino Pearson.
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2.9.4 LEfSe-analyse

LEfSe, som star for Linear Diskriminant Analyse, forkortet LDA, Effekt Starrelse, er en
algoritme som identifiserer biologisk relevant informasjon som skiller to eller flere grupper
fra hverandre basert pa genetiske data (Segata et al., 2011). Den biologiske relevante
informasjonen kan blant annet vaere gener eller taksa (arter, slekter familier etc.). Store
biologiske datasett blir sammenlignet gjennom den uparametriske testen Kruskal-Wallis for &
finne taxa som har en signifikant ulik artsrikhet sammenlignet med den eller de andre
gruppene. Videre blir dataene analysert for om denne ulikheten stemmer for hele gruppen,
som males ved bruk av den parvise Wilcoxon rank- sum test. Til slutt benyttes LDA for &
estimere effektstarrelsen den biologisk relevante informasjonen har, samt a utfgre en

dimensjonsreduksjon viss gnskelig.

| dette prosjektet ble kun farste del av LEfSe benyttet, altsa utvelgelse av biologisk relevant
data ved bruk av Kruskal-Wallis og parvis Wilcoxon rank- sum test. Dette ble gjort pa
fylumniva data fra ileum og cekum, samt pa slektsniva data fra ileum. Datasettene som ble
analysert hadde kun ett niva, altsa ble skilt basert pa genotype, diett eller vev prgvene ble tatt

ut fra.
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3 RESULTATER

3.1 EFFEKTEN AV DIETT OG GENOTYPE PA VEKT OG ROS-
PRODUKSJON | TARM

| en tidligere studie gjort av Matziouridou et al. (2018) pa normalvektige mus foret med
standarddiett, heretter kalt Chowdiett ble det funnet at NOX1, sammen med iNOS, bidrar til &
produsere ROS som opprettholder homeostase i tarmmikrobiota i ileum. | dette forsgket ble
en hgyfettdiett med og uten fababgnner foret til C57BL/6 hannmus i 14 uker for & undersgke
rollen til NOX1.

3.1.1 Hayfettdiett med eller uten fababgnner farte til vektgkning

For a bekrefte om dietten farte til overvekt ble musene veid ukentlig fra forsgksstart til og
med uke 14. Ved forsgksstart veide musene i de ulike forsgksgruppene i gjennomsnitt
mellom 25-30 gram, mens de etter 14 uker hadde gkt snittvekten til 40-45 gram (figur 3.1a).
Ved & sammenligne vekten ved forsgksstat og -slutt innad i gruppene ble det funnet
signifikant vektgkning i alle fire forsgksgruppene (figur 3.1b). Villtypemusene pa
standarddiett og med samme alder ble ikke veid underveis, men hadde etter 14 uker en
signifikant lavere vekt enn forsgksgruppene, analysert med den ikke-parametriske Mann-
Whitney-testen (figur 3.1b). For a undersgke den kumulative endringen i vekt innad i hver
forsgksgruppe, ble arealet under kurven (Arzumanian et al.) for hver mus kalkulert (figur
3.4¢), og likheten mellom de fire forsgksgruppene ble analysert med Kruskal-Wallis-testen (p
=0,134). Da det kunne se ut til at den ene forsgksgruppen, VT med HF-diett, hadde en noe
lavere vektutvikling enn de andre gruppene, og p-verdien til tross for & ikke veere signifikant,
var relativt lav, ble det gjort en ad hoc Mann-Whitney-test mellom denne gruppen og de
andre tre. Dette resulterte i tre relativt lave p-verdier: p = 0,065, p = 0,034 og p = 0,116 for
sammenligninger mellom henholdsvis VT HF og NOX1ko HF, VT FB, og NOX1ko FB som
vist i figur 3.1c. Oppsummert farer HF dietten til en signifikant vektekning i lgpet av de 14
ukene, og alle forsgksgruppene med HF-diett har en signifikant hgyere vekt enn mus foret
med lavfett Chow. Videre er det en trend til at fraveer av NOX1 farer til en starre relativ
vektgkning enn villtypemus pa en ren HF-diett. Til slutt kan det synes som om Fababgnner i

HF-dietten bidrar til noe gkt vektutvikling.
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Figur 3.1: Gjennomsnittlig vektekning i forsgksgruppene fra forsgksstart (baseline) til terminering av musene i uke 14.
To genotyper (VT og NOX1ko) og to dietter (HF og FB) ble brukt. Bade NOX1ko-musene og villtypemusene hadde en jevn
vektgkning gjennom farsgket. (a) Snittvekten i gruppene fra uke til uke, med en startvekt pa 25-30 gram og et
termineringsvektsnitt p& mellom 40-45 gram. (b) Den absolutte vektakningen i de fire forsgksgruppene fra baseline til
termineringsdagen, og den avsluttende vekten for VT-musene pa chowdiett. (c) Gjennomsnittlige kumulativ vektgkningen for
hver forsgksgruppe. (b) Signifikans mellom baseline og termineringsvekten i hver forsgksgruppe ble kalkulert med paret t-
test og tilhgrende p-verdier var alle signifikante. Termineringsvekt mellom forsgksgruppene og Chowdiett-gruppen ble
sammenlignet med Mann-Whitney-test og alle sammenligningene hadde signifikant p-verdi: VT HF p = 0,0015; VT FB p <
0,0015; NOX1ko p < 0,0095; NOX1ko FB p < 0,0176. (c) Forskjell mellom total vektgkning mellom gruppene malt med
Kruskal-Wallis-testen (p = 0,134), samt ad hoc Mann-Whitney test mellom VT HF og de andre tre gruppene. N = 11 dyr i
hver forsgksgruppe, og n = 4 dyr i chowdiett-gruppen.
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3.1.2 L-012 signal fra mageregion forsvinner i NOX1-knockoutmus

Tidligere studier har vist at den kjemiluminescerende proben L-012 kan benyttes til in vivo-
avbildning av ROS/RNS og at den er serlig felsom for tilstedeveerelse av peroksinitritt
(Kielland et al., 2009; Matziouridou et al., 2018). NOX1 er hgyt uttrykt i epitelceller bade i
tykktarm og ileum. Siden NOX1 lager superoksid anion, vil det potensielt dannes
peroksinitritt nar superoksid reagerer med nitrogenoksid (NO) fra iNOS som er hgyt uttrykt i
epitelceller i ileum. Hypotesen var da at fraveer av NOX1 (NOX1ko) vil fare til drastisk

reduksjon i lyssignalet sammenliknet med villtypemusene.

Som vist i figur 3.2a var det et gjennomgaende kraftig redusert L-012-mediert signal i
NOX1ko-musenes mageregion i forhold til i villtypemusene. Dette viser at ROS/RNS-
mediert L-012-signal er tilneermet helt avhengig av NOXZ1, og fraveer av lys gjaldt i begge
NOX1ko-gruppene vist bade far og etter start av forsgket. Videre ble det undersgkt om
lyssignalet i NOX1ko-musene ble pavirket av diett. Det ble ikke funnet noen forskjeller
mellom de to diettgruppene ved maling ved baseline og uke 10 i forsgket (p=0.9, uke 14).
Med andre ord var effekten av NOX1-fraveeret pa L-012-signal uavhengig av hvilken diett

musene fikk.

Fra figur 3.2b og 3.2c kan det observeres signifikant forskjell mellom signal fra VT-mus og
NOX1ko-mus basert pa Mann-Whitney-analyser.
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Figur 3.2: Representative in vivo-avbildninger fra de fire forseksgruppene ved baseline, og ved 6, 24 og 96 timer
etter forsgksstart, samt ved 10 uker etter forsgksstart.

(a) Villtypemusene ble avbildet ved alle de valgte tidspunktene, mens NOX1ko-musene kun ble avbildet ved fire av
tidspunktene. Mengden emittert lys ble malt i fotoner/ sekund/ cm®/ steradianer. (b) Punktdiagram av alle in vivo-
malingene gjort av forsgksdyrene pa hayfettdiett for forseksstart, 24 og 96 timer inn i forsgket samt etter 10 uker pa
forsgksdietten. (c) Punktdiagram av alle in vivo-malingene av dyrene pa hgyfettdiett med fababenner for forsgksstart,
24 0g 96 timer inn i forsgket samt etter 10 uker pa forsgksdietten. (b,c) Analyser gjort med Mann-Whitney-test. P-
verdien mellom malingene er vist med en eller flere *.
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3.1.3 Fababgnner i hayfettdiett hos villtypemus har liten effekt pA ROS/RNS-signalet
Tidligere studier antyder en antiinflammatorisk effekt i tarmen ved konsum av kikerter, hvite
bgnner og svarte bgnner (Monk J. M. & A., 2017; Monk et al., 2017; Monk, Wu, Hutchinson,
et al., 2018; Monk, Wu, McGillis, et al., 2018; Monk et al., 2015). Siden disse belgfruktene
inneholder polyfenoler som kan virke som antioksidanter, ble det testet om

fababgnnefraksjonen ville pavirke mengden av ROS/RNS via en antioksidanteffekt.

Lyssignalet generert av L-012 ble derfor sammenliknet mellom villtypemusene som enten ble
foret med hoyfettdiett alene eller hgyfettdiett med fababgnnefraksjon. Dyrene ble fulgt tett de
farste fire dagene for @ male den dynamiske utviklingen i lyssignal etter introduksjon av
hayfettdiett med eller uten fababgnner til musene. Som figur 3.6 viser, gar lyssignalet i begge
gruppene ned i lgpet av de fire farste dagene (96 timer; VT HF p=0.13, VT FB p=0,0002).
Nedgangen er starst i VT FB gruppen, og er signifikant forskjellig i forhold til nedgang sett i
HF-gruppen nar endringen fra baselinenivaet er vurdert (p=0.04). Med den ikke-parametriske
Mann-Whitney analysen av hvert maletidspunkt ble det kun funnet forskjell mellom
malingene ved 96 timers tidspunktet (figur 3.3). Lyssignalet generert etter 10 uker pa
forsgksdietten var pa samme niva som etter 24 timer pa dietten for VT mus pa HF-diett, og

tilneermet tilbake pa baseline-nivaet for VT pa FB-diett.

500000 -
. 400000+ e VTFB
Z
£ 300000~
s . *
2 200000+ . — S
£ . .
= 100000 7] eiie z= 1
< 3 B [ [
0 I 1 ... 1 - . 1 r I 1 d | =

Baseline 6 timer 24 timer 96 timer 10 uker

Figur 3.3: Emitterte lyssignalet fra L-012-probe i villtypemus pa HF- og FB-diett ved ulike maletidspunkt.

Signifikant forskjell ble sett i lyssignal i VT-mus FB sammenlignet med VT HF. Signifikansen ble funnet fra ratioen mellom
baselinemalingen og 96 timers-malingen i de to gruppene. Mann-Whitney-test brukt for bestemme signifikans. P-verdi =
0,04 vist ved *.

Oppsummert ble det kun sett signifikant forskjell mellom lyssignalene fra L-012-proben

mellom baseline og 96-timersmalingen.
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3.2 EFFEKT AV GENOTYPE OG DIETT PA SAMMENSETNINGEN
AV MIKROBIOTA I ILEUM OG CZKUM

3.2.1 16S sekvensering av mikrobiota i ileum og cekum viser ulikt artsmangfold
Studier pa tarmmikrobiota viser, ikke overraskende, at det er forskjell mellom ileum og
cekum i bade antall arter og sammensetning (Matziouridou et al., 2018). Det ble hgstet
bakterieprgver fra bade ileum og cekum og utfert en 16SrRNA-sekvensering. De
opparbeidede dataene statter at antall OTU’er var betydelig hgyere i cakum enn i ileum (figur
3.4-3.5).

Basert pa 16S-sekvenseringsdata i QIIME ble det beregnet gjennomsnitt av antall unike
OTU’er (med 97% sekvenslikhet) til stede 1 hver prove, slik at forseksgruppegjennomsnitt
kunne finnes. Videre ble gruppesnittene sammenlignet innad i vevet de kom fra, og gjennom
Mann-Whitney-analyser ble det sett tendenser til at genotype og diett spiller en rolle for
artsdiversiteten i ileum. I cgkum var det derimot en tydelig effekt av diett pa artsdiversitet
(figur 3.4).
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Figur 3.4: Observerte antall unike OTU er fra 16S-sekvensering av kymus fra ileum og cekum i villtype- og NOX1ko-
mus.

Det ble funnet markant hgyere artsdiversitet i cakum sammenlignet med ileum. Feerrest antall ulike arter kan observeres fra
den rene hgyfettdietten uavhengig av genotype. | bade ileum og cgkum ble det funnet signifikante p-verdier ved
sammenligning av HF- og FB-diett i NOX1ko-mus. For VT-mus ble det kun funnet signifikant p-verdi ved sammenligning av
diettene i cgkum. VT-mus pa chowdiett hadde hgyest alfadiversitet i hver sin gruppe (ileum og cakum).

Som figur 3.4 viser, er det i gjennomsnitt en dobling i antall arter fra ileum til cokum i alle
fire forsgksgruppene. Chowdiettgruppen har ogsa en gkning, men er noe lavere enn i mus pa
HF-diett. | bade ileum- og cgkum-pravene var antall arter i mus foret pa chowdiett hgyere
enn i de andre diettene. Antall arter i cgkum fra mus foret med Fababgnner var ogsa

signifikant hgyere enn i mus foret med ren HF-diett. I ileum er derimot effekten av
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fababgnner kun marginalt forskjellig fra den rene HF-dietten. Hverken i ileum eller i cgkum

har fraveer av NOX1 noen effekt pa artsrikdom.

Oppsummert var antallet unike OTU’er signifikant hgyere 1 cokum sammenlignet med ileum.
Som ventet, er det starre artsmangfold i chow-férede mus sammenlignet med HF-férede mus.
Fababgnner farer til gkt artsantall i coakum sammenlignet med den rene HF-dietten, mens i
ileum er denne effekten mye svakere. Genotype hadde ingen effekt pa artsrikdom hverken i

ileum eller i cgkum.

3.2.2 Sammenligninger i mikrobiotasammensetning i ileum og cgkum som effekt av
NOX1 og diett ved bruk av LEfSe

For & undersgke om diett eller genotype kunne fere til endring i mikrobiotasammensetningen

ble sekvenseringsdataene analysert med LEfSe. LEfSe er et verktay som kan brukes til a

forklare hva som skiller mikrobielle samfunn Dette gjgres gjennom a finne for eksempel

organismer eller gener som gjennomgaende skiller et samfunn fra et annet.

Fordi tidligere studier (Matziouridou et al., 2018) har antydet at NOX1 bidrar til &
opprettholde homeostase i ileum ved & hindre kolonisering av bakterier fra cakum og
tykktarm, var hypotesen at mikrobiotasammensetningen i NOX1ko-musene ville vare likere

mellom ileum og cgkum enn i villtypemusene.

3.2.2.1 Cgkum har gjennomgaendende stgrre mangfold og gkt relativ sammensetning av
fyla sammenlignet med ileum, og bade genotype og diett har en signifikant effekt pa
fylumsammensetning

LEfSe- analyser av sekvenseringsdataene pa fylumniva viste at det var fire fyla (Tenericutes,

Deferribacteres, Proteobacteria og Bacteriodetes) som var hgyere i cgkum i villtypemus

sammenlignet med ileum (figur 3.5). Overlappende for begge dietter var oppregulering av

Tenericutes og Bacteriodetes i cakum, mens saregent for HF-dietten var Deferribacteres

(figur 3.5a), og i FB-dietten var det Proteobacteria (figur 3.5b).
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Figur 3.5: Forskjeller i fylumsammensetning i VT- og NOX1ko-mus mellom ileum og cakum.
VT- og NOX1ko-mus ble foret med (a,c) hayfettdiett eller (b,d) hayfettdiett med fababgnnefraksjon. Modifisert figur fra
LEfSe.

| villtypemusene foret med HF-diett ble det observert to fyla, Firmicutes og Actinobacteria
som var oppregulert i ileum sammenlignet med cekum (figur 3.5a), mens det i FB-dietten kun
ble sett oppregulering av Firmicutes (figur 3.5b). Det kunne ogsa observeres hgyere LDA-
score av sarlig Firmicutes og Bacteriodetes i FB-diettférede mus, sammenlignet med HF-

diettférede VT-mus i henholdsvis ileum og cakum.

I NOX1ko-musene ble det observert feerre fyla med LDA-score over 2 enn i villtypemusene.
Dette kan tyde pa starre likhet i mikrobiotasammensetningen mellom ileum og cokum i VT-
mus sammenlignet med NOX1ko-mus. Det ble ogsa funnet at Tenericutes var oppregulert i
hayfettdietten (figur 3.5¢), mens Proteobacteria var oppregulert i fababgnnedietten (figur
3.5d).

Bade villtypemusene og NOX1ko-musene hadde generelt hgyere LDA-score i musene foret
med fababgnner som kan tyde pa at forskjellene i mikrobiotasammensetningen var stgrre enn
de féret med ren hgyfettdiett.

Fra dette kan det konkluderes med at forskjellene mellom ileum og cekum var mindre i
NOX1ko- enn i VT-mus. Videre ble det observert at LDA-scoren var hgyere i FB-dietten
sammenlignet med HF-dietten.

3.2.2.2 Bakterielle ulikheter i cokum mellom de eksperimentelle gruppene

Siden fylogenetiske ulikheter var blitt kartlagt mellom kymus fra ileum og cgkum, kunne
eventuelle forskjeller forarsaket av de ulike diettene og NOX1 bestemmes. Siden cgkum har
en hgyere bakterietetthet og trolig ogsa stabilitet, ble det ikke forventet a se store

mikrobiologiske forskjeller her.
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Ved & benytte LEfSe til analysene av cgkum i villtypemus mellom diettene ble det funnet 5
fyla som var representert ulikt mellom individene pa standard Chow-diett og de pa ren
hgyfettdiett (figur 3.6a). Til sammenligning hadde villtypemus foret med henholdsvis ren
hgyfettdiett og hgyfettdiett med fababgnner ferre forskjeller, med kun de 3 fylaene
Firmicutes, Proteobacteria og Bacteriodetes som skilte de to diettene (figur 3.6b). Dessuten
var LDA-scoren lavere mellom hgyfett- og fababgnnedietten, enn mellom chow- og
hgyfettdietten.
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Figur 3.6: Forskjeller i fylumsammensetning i cakum.

Forskjeller i fylumsammensetning i VT-mus mellom (a) HF-og chowdiett og (b) HF- og FB-diett. (c) Forskjeller i
fylumsammensetning i NOX1ko-mus som et resultat av diet og (d) ulikheter innad i FB-diett som et resultat av genotype.
Modifisert figur fra LEfSe.

Ved a gjare tilsvarende analyser for NOX1ko-genotypen kunne det fastslas at det var 4 ulike
fyla med en LDA-score over 2. | HF-dietten var disse Firmicutes og Deferribacteres, mens i
FB-dietten var det Tenericutes og Bacteriodetes (figur 3.6c).

Videre etter at forskjell mellom genotyper som resultat av diett var kartlagt, kunne diett som
resultat av genotyper analyseres. Ved a sammenligne villtype- og NOX1ko-genotypene som
fikk ren hgyfettdiett ble det ikke funnet noen forskjeller i fylogenetisk sammensetning.
Fababgnnedietten viste derimot & ha resultert i oppregulering av Deferribacteres i VT-musene

og Proteobacteria i NOX1ko-musene (figur 3.6d).

Hayere mengde av Bacteriodetes i chow- og i FB-dietten sammenlignet med Firmicutes i HF-
dietten tyder pa en mer overvektig fenotype i HF-dietten. Oppregulert mengde av
Proteobacteria i NOX1ko-mus pa fababgnnedietten sammenlignet med VT-mus pa FB-diett

kan tyde pa starre grad av dysbiose i cakum.
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3.2.2.3 Bakterielle ulikheter i ileum mellom de eksperimentelle gruppene

Da konsentrasjonen av ROS/RNS er hgyest i ileum var det forventet a se sterre forandringer i
mikrobiotasammensetning i dette omradet. | VT-musene var det pa fylumniva kun forskiell
mellom standard Chow-diett og hgyfettdiett (figur 3.7a) men ikke mellom hgyfett og
fababgnner. Det ble heller ikke sett noen forskjeller i fylumniva-sammensetning mellom HF-
diett og FB-diett i NOX1ko-musene.

B Chow BN HF
(&) .
I
VT P'n’rmcute? .
_ Verrucomicrobia
_ Prgteobactaﬁa
_ Bacter(}idetes

-6.0 -4.8-3.6 -24 -1.2 0 1.2 24 3.6 48 6.0

(8) EEE NOXlko W VT

T p—

0 1 2 3 4
LDA-score (log;g)

Figur 3.7: Fylumniva ulikheter i bakteriesammensetning mellom dietter i ileum.

(a) Forskjeller i fylumsammensetning i VT-mus mellom HF- og chow-diett. (b) Sammenligning innad i
diettene (HF: VT mot NOX1ko; FB: VT mot NOX1ko) viste begge oppregulert niva av Proteobacteria.
Modifisert figur fra LEfSe.

HF &
FB

Derimot ble det sett en tydelig effekt av genotype pa fylumniva i ileum. Da VT-mus ble
sammenlignet med NOX1ko-mus foret med henholdsvis hgyfettdiett og fababgnnediett ble
det funnet 1 signifikant forskjell i fylum, nemlig Proteobacteria, som var hgyere i NOX1ko-
mus (figur 3.7b). Dette tyder pa gkt dysbiose i NOX1ko-musene sammenlignet med VT-

musene uavhengig av diett.

Videre ble mikrobiotafordelingen i ileum pa slektsniva mellom NOX1ko-musene og VT-
musene vurdert med LEfSe analyse. Analysene ble gjort ved & sammenligne diettene mot
hverandre, og ved & sammenligne genotypene mot hverandre. Totalt hadde 14 slekter en
LDA-verdi pa 2 eller mer. Det ble ogsa sett signifikant ulik relativ sammensetning pa hgyere
taxonomiske nivaer. | noen av sammenligningene ble det sett at tilstedevarelsen av bade
fylumet, klassen, ordenen, familien og slekten var signifikant ulik mellom gruppene, som
reflekterer de store omveltningene i mikrobiota som fglge av diett og genotype. De

oppregulerte familiene og slektene er presentert i figur 3.8.
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| VT- og NOX1ko-mus foret med ren HF-diett ble det kun funnet 3 slekter som
gjennomgaende hadde ulik fordeling i de to gruppene; Desulfovibrio, Escherichia/Shigella og
Rothia. Mens Desulfovibrio var oppregulert i NOX1ko-musene, var Rothia og
Escherichia/Shigella kraftig nedregulert sammenlignet med VT-musene. Tilsvarende
tendenser ble ogsa observert ved a sammenligne NOX1ko og VT pa FB-dietten. Innad i FB-
dietten, ble det i tillegg til Rothia ogsa observert signifikant endring i den relative mengden
av bade Allobaculum, Clostridium sensu stricto 1, Enterococcus, Peptoclostridium,

Turicibacter og Corpococcus.

Ved a se pa effekt av diett innad i genotypene ble det ogsa funnet ulikheter slekts-
sammensetningen. NOX1ko-musene fgrte FB-dietten til oppregulering i slektene
Allobaculum, Lachnospiraceae UCG 001 og Parvibacter i forhold til HF-dietten. VT-
genotypen ble alle tre diettene; HF-, FB- og chow-dietten, sammenlignet. | FB-dietten var
serlig Allobaculum og Turicibacter oppregulert sammenlignet med de andre to diettene, og
Faecalibaculum var oppregulert i HF-dietten sammenlignet med de andre to. Chow-dietten
viste derimot a ha en signifikant hgyere andel av slektene Oscillibacter, Lachnospiraceae
NK4A136 gr., Lachnospiraceae UCG 001, og en ukulturert slekt av Lachnospiraceae (alle

slektene bortsett fra den ukulturerte Lachnospiraceae vist i figur 3.8).

10



0.254

0.20—

Alfobaculum

e
=
S
=
=
1

=
=
2
2
o
1

Lachnospiraceae
s
-
=
-
1

0005

0,004

0.003

0,002

Parvibacter

*LJ*

0.007

0.000-

0.00020- |
B
=
Q9
S 0.00015
2
b
= 0.00010- I |
g
&
~ 0,000054
=
&
0.00000-

=
T
]

=
[
1

=
-
1

RESULTAT

Clostridinm sensu stricto

0.0-

0.0006

D.0004 -

00002

Fam, Enterococcaceae

0.0000-

0,006

2
n

yal-T

Fam. Micrococcaceae

z
1

Lachnospiraceae UCG-001
2
1

0.15

=

-

=
1

Peproclostridium
=
-
uh
L

* |
Coprococeus

_

=

[

=
]

=
s

-

0.10

Turicibacter

0,05

0.00-

J *F—’

Escherichia/ Shigella

i

Fam. Rhwodospirillaceae

0.00015

0000104

0.00005

0.00000 -

= .

0,005

0,004

0.003 =

0.002

0,001+

0.000-

0.0020

= = =
= = =
g = =
P = wh
1 1 1

00000~

.

00005

0.0004

00003

00002

0.0001 -

0.0000 -

Oscillibacter

Rothia

1

0.5

2
Y

=
.

1

=]

Faecalibaculum

e
1

=
=
1

0.0003 5

0.0002

0.0001

0.0000-

0.00204

D.0015-

0.0010

0.0005

VT Chow
VT HF
NOXI1ko HF
VT FB
NOXIKO FB

1
|

*

IE

Figur 3.8: Relativ sammensetning av oppregulerte slekter og familier i ileum som resultat av diett og genotype.

Alle utvalgte bakterieslekter og -familier hadde en LDA-verdi pa 2 eller mer, og ble funnet gjennom bruk av LEfSe. Slekter

og familier med signifikant ulik tilstedevarelse mellom genotypene eller diettene er merket med *.

11



RESULTAT

Fra LEfSe-analysene av 16S-sekvenseringen kan det konkluderes med at det er flere unike
OTU’er 1 cokum sammenlignet med ileum, i tillegg til at mikrobiotaen i cekum virket mer
stabil enn den i ileum. I NOX1ko-mus var det feerre signifikante forskjeller mellom ileum og
cogkum pa fylumniva sammenlignet med de i VT-musene. | cakum ble det funnet gkt mengde
av Bacteriodetes i chow- og i FB-dietten, og gkt mengde Firmicutes i HF-dietten. Videre i
cokum ble det ogsa sett oppregulert mengde av Proteobacteria i NOX1ko-mus pa FB-diett
sammenlignet med VT-mus pa samme diett. | ileum pa fylumniva ble det hovedsakelig sett
ulikheter mellom chow- og HF-diett i VT-mus, og oppregulering av Proteobacteria i
NOX1ko-mus pa begge dietter sammenlignet med VT-mus pa tilsvarende dietter. Ved
nermere LEfSe-analyser i ileum ble det funnet 15 slekter, samt diverse hgyere taksonomiske
grupper som hadde signifikant ulik relativ sammensetning ved sammenligning av genotypene

og diettene.

3.3 EFFEKTEN AV DIETT OG GENOTYPE PA BAKTERIETALL |
ILEUM

Mikrobiotasammensetningen i forsgksgruppene viste en effekt bade av genotype og diett.
Tidligere studier har funnet en gkning i bakteriekvantitet i ileum trolig pa grunn av fraver av
NOX1 (Matziouridou et al., 2018). | den studien ble kvantifiseringen gjort med platetelling.
Jeg gnsket a finne ut om bakteriekvantifisering ogsa kunne gjgres med flowcytometri, og om

det var noen effekt av NOX1 og diett pa antall bakterier i ileum.

Det ble farst initiert innledende forsgk for & 1) etablere hvor lenge kymuspravene fra
forsgksdyrene burde fikseres for & opprettholde sa representativt antall celler som mulig til
kvantifisering, og 2) bestemme om lagringstid i PBS etter formalinfiksering pavirker
celletallet. De to forberedende forsgkene ble gjennomfart pa renkultur av E. coli og pa

kymusprgver fra ileum i to hunnmus pa chowdiett.

3.3.1 Forberedende forsgk

3.3.1.1 Renkultur — ingen effekt av ulik fikseringstid pa celletall

Fikseringstid og den eventuelle effekten av denne ble undersgkt pa renkultur E. coli. Det ble
forventet a se en nedgang i celletall ved 40 minutter, da 30 minutter brukes som fikseringstid
i flere forsgk (Lambrecht et al., 2018). Det ble malt tre paralleller for hver
fikseringsbehandling. Fra disse malingene ble det funnet et gjennomsnitt for hver av de ulike
fikseringstidene med tilhgrende standardfeil (SEM)(figur 3.9).
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Figur 3.9: Celletall av E. coli-renkultur bestemt med flowcytometri etter henholdsvis 10, 20, 30 og 40 minutters fiksering i
2% formaldehyd.

Ingen signifikant forskjell funnet, testet med Wilcoxon matched pairs signed rank test. Gjennomsnitt og SEM er presentert
for triplettene av hver fikseringsbehandling.

Ved & analysere telledataene opp mot hverandre, ble det fastslatt at det ikke kunne observeres
noen signifikant effekt av de valgte fikseringstidene pa celletallet. Ut fra figur 3.9 kan det se
ut som at antallet celler er lavest ved 30 minutters fiksering, men pa grunn av de
overlappende standardfeilene kan ikke de ulike tidsbehandlingene antas & ha ulik effekt pa

celletallet. Det ble bestemt & fiksere fremtidige cellepraver i 30 minutter.

3.3.1.2 Bakterietall ved langtidslagring etter formalinfiksering

For & undersgke stabiliteten i celletall ved lagring etter fiksering i 2% formaldehyd (30 min.)
ble bade renkultur E. coli og kymusprever fra to hunnmus benyttet. Tripletter fra hver
lagringstid (dag 0, 1, 2, 3, 7 og 14) ble undersgkt med flowcytometri. For renkulturen ble det
observert en svak stigning i bakterietall, men med relativt store variasjoner fra dag til dag
(figur 3.10).
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Figur 3.10: Kvantifisering av bakterietall (celler/mL) i renkultur av E. coli.

Flowcytometrisk kvantifisering ble gjort ved dag 0, 1, 2, 3, 7 og 14 etter formaldehydfiksering (2%). Hvert gjennomsnitt er
presentert med tilhgrende SEM. Dag 1, 2 og 7 har sa lav SEM at denne ikke syns. En linear kurve er tilpasset datapunktene
med en R verdi pa 0,234.
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Det ble tilpasset en lineaer trendlinje til dataene som mot forventningen viser en stigende
trend i renkulturen (figur 3.10). Dette antyder en vekst og kan skyldes at fiksering av
renkulturen ikke var tilstrekkelig. Den tilpassede trendlinjen hadde svert lav R?-verdi som
tyder pa darlig tilpasning til dataene.

Ved & undersgke kymusprgvene fra to mus kunne tidseffekten av lagring ogsa bestemmes pa
praver likere de som skulle analyseres i hovedforsgket. Malinger av miljgpraven fra musl,
dag 0, ble fjernet grunnet hgye verdier av celler som et resultat av i snitt sveert fa tellekuler i
akkurat denne prgvetripletten. Snitt ble regnet ut fra hver triplett, en linezr trendlinje ble

tilpasset hver av museprgvene (figur 3.11).
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Figur 3.11: Celletall (celler/mL) i miljgpraver fra mus som en effekt av lagring.
Flowcytometrisk kvantifisering ble gjort ved 0, 1, 2, 3, 7 og 14 dager etter formaldehydfiksering (30 min.). Det ble tilpasset
en linear trendkurve. Trendkurven for mus 1 har en R2-verdi pa 0,722, mens den for mus 2 har en R?-verdi pa 0,384.

I motsetning til renkulturpreven (figur 3.10) kan det observeres synkende trend i
miljgprevene fra begge mus (figur 3.11). Den synkende trenden var forventet, men den er
kun svak. For mus 1, hvor dag 0-malingene ble fjernet var den tilhgrende R?-verdien relativt
hay, mens den for mus 2 var serlig lav som antyder en mindre enn optimal tilpasning av den
linezere kurven. Trenden de tilpassede linjene viser antyder en viss nedgang i celletall over
tid.

Da miljgpravene var mest representative for prgvene i hovedforsgket ble det bestemt a

analysere prgvene allerede samme dag som prgveuttakene.
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3.3.2 Diett har en effekt pa bakteriekvantitet i ileum hos villtypemus

Basert pa de forberedende forsgkene ble det bestemt at formalinfikseringstiden ikke ga noen
signifikant forskjell i celletall, og at celletallet i miljgpravene var hgyest samme dag som
proveuttaket. Derfor ble det bestemt at bakteriekvantifisering av kymuspraver skulle fikseres

i 30 minutter og analyseres med flowcytometri samme dag som prgveuttaket ble gjort.

Bakterietellingen ble gjort sammen med tellekuler for en riktigere kvantifisering.
Kvantifiseringen ble gjort pa 40 prgver, fra henholdsvis ni mus (n = 9) i hver av
forsgksgruppene, og de fire musene foret med standarddiett (n = 4). Telletallene av bakterier
ble korrigert med telletallene av kvantifiseringkuler og den kjente konsentrasjonen av disse.
Telletallene i alle gruppenen ble kalkulert & veere i starrelsesorden 108-10°, som er et noe
heyt estimat sammenlignet med tidligere forskning pa tynntarm (Mowat et al., 2014;
Donaldson et al, 2016). Gjennomsnittet i hver forsgksgruppe ble kalkulert, samt tilhgrende

SEM og signifikansniva mellom gruppene ved bruk av Mann-Whitney testen (figur 3.12).
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Figur 3.12: Kvantifisering av bakterier i ileum i NOX1ko- og VT-mus pa ulike dietter.

Det ble sett signifikant forskjell i telletall fra VT-mus pa HF- diett sammenlignet med FB-diett (p=0,04), samt mellom VT-
mus pa FB- og chowdiett (p=0,03). Telletallene kalkulert fra flowcytometriske data funnet med tellekuler. Forsgksgruppene
hadde n=9 individer hver, VT-msus pa chowdiett hadde n=4 dyr. Statistisk sammenligning ble gjort parvis med Mann-
Whitney test.

Figur 3.12 viser at det kun var signifikant forskjell pa bakterieantallet mellom HF- og FB-
diett (p = 0,04), samt mellom FB- og chowdiett (p = 0,03), begge i VT-mus. Det ble ogsa sett
relativt stor variasjon mellom bakterietallet i VT-mus pa HF-diett, samt generelt i NOX1ko-
musene. Serlig er det stor spredning mellom malepunktene i NOX1ko-musene, som ogsa er
gjenspeilet i SEM-linjene (figur 3.12). Dette kan antyde at bade FB- og chowdietten hadde en

mer stabiliserende effekt pa mikrobiotakvantiteten i VT-musene enn ren HF-diett. Den
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relativt store variasjonen i telletall i NOX1-genotypen kan tyde pa et mer ustabilt miljg i

ileum.
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DISKUSJON

4 DISKUSJON

Oppregulering av ROS i tarm har de senere arene blitt antydet & ha en regulatorisk rolle i
tarmen, da serlig i tynntarm, for & opprettholde homeostase. Det ROS-produserende enzymet
NOX1 har blitt vist at er seerlig oppregulert i nedre del av ileum i normalvektige mus. Til
tross for gkt fokus pa tarmhelse, er forskningen pa mikrobiota i ileum relativt lite studert.
Derimot er det store studier pa effekt av diett pA mikrobiotasammensetnin i kolon og
avfering. Fett- og karbohydratrike dietter har blitt assosiert med dysbiose i tarm, overvekt,
diabetes og diverse andre livsstilsykdommer, mens fababgnner har vist a redusere
sannsynligheten for noe av dette.

Hensikten med dette prosjektet var derfor a undersgke rollen til NOX1-produsert ROS pa
mikrobiotasammensetning og bakterieantall i ileum i overvektige mus foret med hgyfettdiett
med eller uten fababgnnefraksjon. Videre var det gnsket a bestemme om tilstedevarelse av

fababgnnefraksjon i hgyfettdietten hadde positiv eller negativ effekt pa mikrobiotaen.

Gjennom prosjektet ble det sett at dietten farte til overvektig fenotype sammenlignet med
mus foret pa standarddiett, samt at fraveer av NOX1 kraftig reduserte det L-012-medierte
lyssignaet. Videre ble det sett gkt antall unike arter i cekum sammenlignet med ileum, samt
generell reduksjon artsantallet i forsgksmusene foret med hgyfettdiett. Det ble ogsa observert
dysbioseassosiert mikrobiotasammensetning bade pa fylumniva og slektsniva bade i ileum og
cgkum, og en antydning til gkning i mikrobiotakvantitet i NOX1ko-musene sammenlignet
med VT-musene. Fababgnnefraksjonen i dietten viste tegn til & gke mengden av visse

eubioseassosierte slekter, samt & holde bakteriemengden nede i ileum.
Det som diskuteres nermere i denne delen kan settes opp punktvis:

e Hvordan vekten gjennom forsgket ble pa virket av diett og genotype

e Hvordan ROS-signal fra tykktarm ble pavirket av NOX1 og hgyfettdiett med eller
uten fababgnner

e Mulige tolkninger om hvordan mikrobiotasammensetningen pavirkes av genotypen og
diett

e Mulige tolkninger av om bakteriekvantiteten i ileum ble pavirket av genotype og diett

e Veien videre
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4.1 HVORDAN DIETT OG GENOTYPE PAVIRKER VEKT |
C57BL/6-HANNMUS

Det ble sett en tydelig vektakning i alle de fire forsgksgruppene fra forsgksstart til
terminering. Ved sammenligning av den endelige vekten i forsgksgruppene og VT-musene pa
chowdiett ble det sett en signifikant forskjell. Dette tyder pa at hgyfettforet hadde den
gnskede effekten som var a fare til overvekt i begge genotyper. Dette var i samsvar med det
som har blitt sett i mange andre studier pa hannmus ved ad libitum matkonsum og fraver av
lgpehjul i C57BL/6-mus (Delahaye et al., 2018; Hicks et al., 2016; Jeong, Jang, & Kim,
2019; Ronis et al., 2013).

Videre ble det sett en tendens til forskjell i vektgkning mellom VT-mus pa HF-diett
sammenlignet med de andre tre forsgksgruppene, hvor bade VT-mus pa FB-diett samt begge
NOX1ko-gruppene antydet & ha en kraftigere vektakning. Dette ligner pa en tidligere studie
gjort av Monk et al., (2017) hvor det ble observert en forskjell i vektgkning mellom mus foret
med 20% kcal kikertfraksjon i grunndiett ssmmenlignet med mus féret pa standard
grunndietten. Samme forskjell ble derimot ikke sett i mus féret med fraksjon av hvite eller
sorte bgnner (Monk et al., 2017), som kan tyde pa at visse bgnner i dietten gir kraftigere

vektgkning enn andre sammenlignet med grunndiett.

Kanskje hadde det blitt sett tydeligere forskjeller i vektgkning ved starre forsgksgrupper, da
det kun var n=11 individer i hvert forsgksgruppe, samt n= 4 i VT-gruppen pa chowdiett.
Dessuten ble det sett relativt store ulikheter i termineringsvekt innad i gruppene som kan
skyldes burfordeling da to eller tre mus ble plassert sammen. En slik fordeling kan fare til
dominerende/submissiv oppfarsel som videre kan pavirke forkonsumet samt vektgkningen i

begge parter, men kan ogsa gi utslag i mus som bor alene (Bartolomucci et al., 2009).

Generelt ble det sett en vektgkning i forsgksgruppene som tyder pa at den fettrike kosten
fungerte for & gi overvekt i musemodellen. Det ble ogsa antydet ulik vektgkning mellom

visse av forsgksgruppene, men dette er ikke sikkert.
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4.2 GENOTYPE, OG | MINDRE GRAD DIETT, PAVIRKET IN VIVO
ROS-SIGNALET FRA TARM | C57BL/6-HANNMUS

Det ble sett at L-012-signalet fra mageregionen forsvant i NOX1ko-musene sammenlignet
med VT-musene, som tyder pa hypotesen stemmer ved at NOX1-produsert superoksid i tarm
er viktig for det L-012-medierte lyssignalet. Flere tidligere studier statter dette, og viser
videre at hovedsignalet kommer fra tynntarmen i mus med uhindret ROS/RNS-produksjon
(Kielland et al., 2009; Matziouridou et al., 2018). Dette antyder ogsa at ingen andre enzymer,
eksempelvis DUOX 1 eller 2, oppreguleres og overtar NOX1 sin rolle i tarmen i lgpet av de

farste 10 ukene av forsgket.

Videre ble det kun observert ulikheter mellom diettene i VT-musene etter 96 timers tilgang til
den eksperimentelle dietten da lyssignalratioen mellom startniva og 96 timer var signifikant
lavere i FB-dietten sammenlignet med HF-dietten. Dette kan tyde pa at fababgnnefraksjonen
kan ha en viss antioksidanteffekt pa grunn av fenolforbindelsene, eller at det er andre
forbindelser i bgnnene som har en effekt direkte pa enten ROS-mengden eller indirekte via en
endring i mikrobiotasammensetningen. Antioksidanteffekten vil kunne stemme over ens med
den antiinflammatoriske effekten sett av Monk et al. ved konsum av kikerter samt hvite og
svarte bgnner i mus (Monk J. M. & A., 2017; Monk et al., 2017; Monk, Wu, Hutchinson, et
al., 2018; Monk, Wu, McGillis, et al., 2018).

Dersom endringen i L-012-emittert lys skyldes endring i mikrobiotasammensetning sa kan
dette stemme over ens med den raske diettavhengige mikrobiotaendringen som blant annet
har blitt rapportert av Wu et al. (2011). Potensielt kan det hende endringen i L-012-mediert
lyssignal reflekterer den dynamiske mikrobiotautviklingen skapt av diettskifte de 96 farste
timene, men at dette har stabilisert seg pa et noe hgyere niva i begge dietter innen 10 uker. Da
10-ukersmalingen er sveert lik i begge forsgksgruppene, tyder dette pa at hgyfettdelen i
diettene har starre innvirkning over tid, direkte eller indirekte, pa lyssignalet enn

fababgnnefraksjonen i FB-dietten.

Det ble ogsa sett noe variasjon i lyssignal mellom hvert individ innad i gruppene. Denne
variasjonen kan ha en sammenheng med spisemgnsteret til dyrene, i likhet med det som ble
sett i mygg, der DUOX ble oppregulert rett etter blodkonsum (Xiao et al., 2017). Alternativt
kan forskjellene i lyssignal skyldes inkonsekvent administrering av L-012-proben ved IP-

injeksjon.
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Oppsummert ble det kun sett en midlertidig signifikant endring i ROS-signal fra mageregion

hos VT-mus pa FB-diett relativt kort tid etter introduksjonen av denne.

4.3 MULIGE TOLKNINGER OM HVORDAN
MIKROBIOTASAMMENSETNINGEN PAVIRKES AV NOX1 OG
DIETT I ILEUM OG CGKUM

4.3.1 Det ble sett ulikt artsmangfold mellom ileum og cekum som effekt av diett

Fra 16S-sekvenseringen ble det observert nesten en dobling i antall unike bakterielle OTU’er
i cgkum sammenlignet med ileum i hver forsgksgruppe. Dette reflekterer godt det litteraturen
sier om at ileum har et mer krevende miljg pa grunn av lavere pH, gjennomfartstid,
oksygentilgang og immunforsvaret som er serlig fokusert i tynntarmen og serlig i ileum
(Donaldson et al., 2016; Mowat & Agace, 2014).

Det ble ogsa sett en signifikant reduksjon i antall arter bade i ileum og cgkum i begge HF-
diettene sammenlignet med chowdietten. Reduksjon i artsmangfold er ofte assosiert med bade
overvekt og dysbiose (Candido et al., 2018; Lozupone et al., 2012). FB-dietten viste liten
effekt sammenlignet med HF-dietten i ileum, men i cekum ble det derimot sett signifikant
hayere antall arter i FB-dietten sammenlignet med ren HF-diett. Dette tyder pa at
fababgnnefraksjonen i dietten hadde en positiv effekt pa artsmangfold primeert distalt for
tynntarm i trdd med teorier om at kostfiber i dietten gker metabolske interaksjoner mellom

mikrober og at fiber ikke i samme grad pavirker mikrobiota i tynntarm (Holscher, 2017).

Oppsummert ble det sett hgyere artsmangfold i cakum sammenlignet med ileum. Hayfett-
diett hadde en negativ effekt pa antall arter i bade ileum og cekum, og fababgnnefraksjonen
farte til et starre artsmangfold i cakum. Overraskende ble tilstedeveerelse av NOX1 ikke sett

a ha noen effekt pa artsmangfold i verken ileum eller cakum.

4.3.2 NOX1ko-mus pa HF-diett viste faerre forskjeller i diversitet og relativ
sammensetning av bakteriefylum mellom ileum og cgkum

Basert pa tidligere studier, ble det jobbet utfra en hypotese at det i NOX1ko-musene var

starre likhet i sammensetning mellom ileum og cgkum som et resultat av darligere

bakterieregulering pa grunn av fraveer av ROS/RNS i ileum. Gjennom LEfSe-analyser hvor

sammensetning i ileum og cekum i de ulike forsgksgruppene ble sammenlignet, ble det sett
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starre forskjeller i VT-mus sammenlignet med NOX1ko-mus féret med HF-diett. Det ble sett
signifikant ulikheter i 6 fyla i VT-musene, mens det i NOX1-musene kun var 4 slike
ulikheter. Feerre signifikante forskijeller i relativ sammensetning tyder pa starre likhet mellom
ileum og cakum. Dette statter teorien om at fraveer av NOX1 og ROS/RNS farer til likere

forhold i ileum og cokum, som ogsa ble vist av Matziouridou et al. (2018).

Hypotesen stemte for gvrig ikke i FB-dietten, der bade VT-musene og NOX1ko-musene
hadde ulik sammensetning i 5 fyla hver mellom ileum og cgkum. Dette kan skyldes at
Actinobacteria er oppregulert i ileum hos NOX1ko-musene pa FB-diett sammenlignet med i
cekum. Videre er det ogsa ikke oppregulerte mengder av Deferribacteres i cokum i
motsetning til de tre andre forsgksgruppene. | falge Murine Mibrobiome Database (Yang,
Park, Park, Baek, & Chun, 2019) er Deferribacteres et forholdsvis vanlig fylum a finne i
cekum i C57BL/6-mus hvor det har blitt funnet i nesten 30% av labmus. Deferribacteres,
seerlig arten Mucispirillum schaedleri, er kjent for & drive anaerob fermentering, og har blitt
sett i relativt store mengder i kryptene i cgkum hos mus der de har blitt antydet & veere en
ngkkelart som opprettholder stabilitet (Zaborin et al., 2020). Fraveeret av oppregulert
Deferribacteres i cakum, eller tilstedevaerelsen av dette fylumet i bade ileum og cekum, samt
oppreguleringen av Actinobacteria i ileum kan veere et resultat av manglende ROS/RNS-

produksjon.

| alle de fire forsgksgruppene ble det sett en oppregulering av Firmicutes i ileum som er et
fylum assosiert med hgyere syretoleranse. Dette stemmer godt over ens med forholdene i
tynntarmen (Mowat & Agace, 2014). Tilstedevarelsen av Bacteroidetes i cakum og kolon er
ogsa som forventet da dette fylumet serlig er assosiert med nedbrytning av mange typer
kostfiber og komplekse polysakkarider, som hovedsakelig foregar i cakum og kolon (Salyers,
Vercellotti, West, & Wilkins, 1977).

4.3.3 | cgkum ble oppregulert mengde Bacteroidetes assosiert med FB- og chowdiett,
mens Firmicutes-oppregulering ble assosiert med HF-diett
I cokum ble det funnet gkt relativ mengde av Bacteroidetes i FB- og chowdietten, og gkt
relativ mengde Firmicutes i HF-dietten. Endringen i Firmicutes/Bacteroidetes-forholdet
mellom VT-musene pa HF- og chowdiett er typisk for den som blir sett i sammenheng med
overvektsfenotypen som ogsa har blitt sett i her (Ley et al., 2006). Oppreguleringen av
henholdsvis Bacteroidetes i begge genotyper pa FB-diett og Firmicutes i begge genotyper pa
HF-diett tyder ogsa pa at bgnnefraksjonen har en effekt pa dette forholdet. Dette kan trolig
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knyttes til blant annet kostfibermengden som fins i disse bgnnene. At HF-dietten har en
oppregulerende effekt pa Firmicutes-mengden i cekum virker naturlig da Firmicutes er
syretolerante, og gkt fettinntak ferer til oppregulering av gallesyre i tynntarmen, som kan gi
et surere miljg ogsa i cokum (Yokota et al., 2012).

| cekum ble det observert signifikant nedregulert mengde Proteobacteria i VT-mus pa FB-
diett. Denne forskjellen ble ikke sett ved sammenligning av HF- og chowdiett i VT-mus, som
kan tyde pa at bannefraksjonen alene har en nedregulerende effekt pa Proteobacteria. Den
samme nedregulering ble ogsa sett ved sammenligning i FB-diett mellom VT- og NOX1ko-
mus, som kan tyde pa at fraveer av NOX1 ogsa spiller inn. Tilstedeverelsen av Proteobacteria
er en velbrukt marker pa dyshiose (Shin et al., 2015), og kan her tyde pa lavere grad av

dysbiose som en effekt av fababgnner.

4.3.4 @kt relativ sammensetning av Proteobacteria ble sett i ileummikrobiota i
NOX1ko-mus

I ileum pa fylumniva ble det sett oppregulering av Proteobacteria i NOX1ko-mus

sammenlignet med VVT-mus pa tilsvarende dietter. Dette stemmer godt med den oppregulerte

mengden Proteobacteria som ble sett i cakum, og stetter ogsa hypotesen om at NOX1 og

ROS-produksjon er brukt i bakteriell kontroll i ileum (Matziouridou et al., 2018)

| VT-musene, ved sammenligning av de tre diettene (HF, FB, chow), ble det som ventet sett
kraftig oppreguleringen av Firmicutes i HF-dietten. Dette ble ikke gjenspeilet i FB-dietten,
som kan tyde pa at fababgnnefraksjonen hadde en liten effekt mikrobiotasammensetningen
ogsa i ileum. Chow-dietten viste oppregulering av Verrucomicrobia, som kun inneholder den
kommensale slekten Akkermansia, som er assosiert med god tarmhelse (Alam et al., 2016),
samt Bacteroidetes og Proteobacteria. Sistnevnte var ikke forventet, da oppregulering av
Proteobacteria som oftest er sett i sammenheng med dysbiose (Jeong et al., 2019; Litvak,
Byndloss, Tsolis, & Baumler, 2017; Shin et al., 2015). Dette kan skyldes at fylumet
Proteobacteria er litt mer allsidig enn bare dysbiose-assosiert, og blant annet inkluderer
mange opportunistiske bakterier som ogsa blir sett i normaltilstand (Sivaraj et al., 2020).
Nedregulering av Proteobacteria i HF- og FB-diettene sett i VT-mus kan muligens forklares

med oppreguleringen i Firmicutes som et resultat av diett.
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4.3.5 Mikrobielle endringer i ileum pa slekts- og familieniva
Ved naermere LEfSe-analyser i ileum ble det funnet 14 slekter, samt flere ulike hgyere
taksonomiske grupper, som hadde signifikant ulik relativ sammensetning ved sammenligning

av genotypene og diettene.

| alle forsgksgruppene ble det sett nedregulering av de butyratproduserende
Lachnospiraceae-slektene sammenlignet med chowdietten. Disse slektene har nylig blitt vist
a veere viktige for & hindre inflammasjon i tarmen da butyratproduksjonen begrenser
regulatorisk T-cellerespons (Takahashi et al., 2020). Nedreguleringen av disse slektene i alle
forsgksmusene pa hgyfettdiett med eller uten fababgnner kan veaere med a forklare hvorfor
fettrikt kosthold ofte er assosiert med hgyere grad av inflammasjon i tarmen (Candido et al.,
2018; Delahaye et al., 2018).

Det ble ogsa sett en signifikant nedregulering av den fakultative anaerobe familien
Streptococcaceae og slekten Escherichia/Shigella i VT-musene pa HF-diett og generelt i
NOX1ko-musene sammenlignet med chow-dietten. Dette stemmer godt overens med endring
i mikrobiotasammensetning i cakum og kolon i mus etter konsum av fett- og karbohydratrik
diett sett i en studie av Pircalabioru et al. (2016). Disse bakteriene har vist & ha en
beskyttende effekt i NOX1ko-mus da de kan konkurrere om nzringsstoffene med patogene
mikrober som Citrobacter rodentium (Pircalabioru et al., 2016). | VT-mus pa FB-diett ble det
derimot sett tilsvarende mengder av Escherichia/Shigella som i de chow-férede musene, som

antyder den positive effekten bgnner kan ha i kostholdet.

Enterococcaceae, som i likhet Streptococcaceae er en melkesyreproduserende familie, ble
sett i signifikant lavere relative mengder i NOX1ko-genotypen sammenlignet med VT-
musene. Dette er motsatt trend av hva som ble sett i studien til Matziouridou et al. (2018),
men kan forklares med at disse musene ble féret med chowdiett. Pricalabioru et al (2016)
viste nettopp dette da en endring i diett fra chowdiett til hgyfettdiett forte til at
melkesyrebakteriene og andre symbiotiske bakterier som fgr hadde veert oppregulert i
NOX1ko-musene, i stor grad forsvant.

Studien av Pricalabioru et al (2016) viste at diettskifte farte til oppregulering av familien
Desulfovibrionaceae. Dette ble det ogsa sett tendenser til her, men i mye sterre grad i
sammenheng med FB-dietten, som kan vere er resultat av at denne bakteriefamilien er
svovelreduserende. | fekalprgver fra mennesker har det ikke blitt sett noen sammenheng

mellom Desulfovibrionaceae-mengde og konsum av svolvelholdige proteiner (Lennon et al.,
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2014), men det kan vare problematisk & sammenligne fekalsammensetningen med
bakteriesammensetningen i ileum da det ikke ngdvendigvis er representativt (Yan et al.,
2019). Dette stattes ogsa av de tydelige forskjellene i mikrobiotasammensetning mellom

ileum og cekum i forsgksmusene i dette prosjektet.

Forskjeller i mikrobiota kan som nevnt forekomme som et resultat av miljg. Optimalt burde
avl av globale knockout-dyr gjgres gjennom heterozygot avl (krysning av to heterozygote
individer) bade for a sikre likest mulig genetisk og mikrobiotisk grunnlag. Dette for & sikre at
endringer som forekommer gjennom forsgk er et resultat av behandlingene som har blitt
gjort, og ikke som en effekt av hvor dyrene ble avlet frem. Av praktiske arsaker ble NOX1ko-
musene avlet frem gjennom homozygot avl ved NMBU, mens VT-musene innkjgpt. | et
forsgk pa a harmonisere mikrobiota mellom de to genetiske forsgksgruppene, ble bunnstrg fra
de respektive burene blandet og tilbakefart flere ganger i ukene far forsgksstart. Da det ikke
ble sett noen forskjell pa fylumniva mellom VT- og NOX1ko-musene i cgkum, kan det tyde
pa at harmoniseringen ble oppnadd. Videre kan det derfor sies at de observerte forskjellene
som Dblir sett er et resultat av genotype og diett.

Kort oppsummert ble det sett ulikt artsmangfold i ileum og cekum. Videre ble det
hovedsakelig sett forskjeller i fylumnivasammensetning i cekum pa grunn av dietten, mens
sammensetningen i ileum sa ut til & veere mest pavirket av fraveer eller tilstedevaerelse av
NOX1. Pa slektsniva ble det funnet mikrobielle ulikheter som samsvarer med resultater

funnet av andre.

4.4 MULIGE TOLKNINGER AV OM DIETT ELLER GENOTYPE
PAVIRKET BAKTERIEANTALL | ILEUM

Det ble kun sett en signifikant forskjell mellom bakteriekvantiteten i ileum mellom VT-mus
pa henholdsvis HF- og FB-diett, og mellom HF- og chowdiett, men relativt stor spredning i
telletallene til NOX1ko-musene og VT-musene pa HF-diett. Dette kan tyde pa at
bakterietallet gjennomgaende var bedre regulert i VT-musene, mens HF-diett og NOX1ko-
genotypen hadde et mer ustabilt miljg i tarmen, derav de store forskjellene. Fra Matziouridou
et al (Matziouridou et al., 2018) kunne det observeres en liknende spredning i
bakteriekvantiteten fra ileum i NOX1ko-musene som observert her, men med praver fra flere
individer var disse jevnere fordelt. Potensielt kan disse ulikhetene tilskrives ulike dietter, da

musene til Matziouridou et al (2018) ble féret med chowdiett. | en studie gjort av Ahmed et al

7
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(2007) ble mukuspraver hentet ut fra ileum i 6 individer i sasmmenheng med akuttkirurgi pa
grunn av tarmreseksjon, ogsa kalt kolektomi. Estimatene av bakterieantall fra denne delen
viste ogsa stor spredning (107°-10%° 16S rRNA kopier/mg mukosalt vev). Da akuttkirurgien
kanskje ogsa var assosiert med dysbiose, kan det antyde at spredningen i telletall nettopp

skyldes dette.

Dersom dysbiose er grunnen til det tydelige spredningen i estimerte bakterietall i VT-mus pa
HF-diett, kan dette tyde pa at hgyfettdiett variable forhold i tynntarmen. Videre kan
samlingen i VT-mus foret med henholdsvis FB- og chowdiett tyde pa velfungerende normalt
immunsystem som kontrollert holder celletallet nede. Seerlig i VT-musene pa FB-diett ble det
sett signifikant lavere bakteriekvantitet sammenlignet med VT-mus pa chowdiett. Dette kan
statte hypotesen om den antiinflammatoriske effekten bgnner kan ha pa tarm, eventuelt kan
det tyde pa at det er andre naringsstoffer som bidrar positivt. Uansett ser det ut til & stotte
studier om forbedret tarmhelse ved konsum av bgnner (Monk J. M. & A., 2017; Monk et al.,
2017; Monk, Wu, Hutchinson, et al., 2018; Monk, Wu, McGillis, et al., 2018; Monk et al.,
2015).

Ved kvantifiseringen av bakterietall med flowcytometri ble det kalkulert tall i starrelsesorden
108-10%°. Dette er noe hgyere enn konsensus-estimat fra tidligere &r som sier at det i
tynntarmen er mellom 103-107 antall bakterier, som kan tyde p& noe overestimerte bakterietall
(Donaldson et al., 2016; Mowat & Agace, 2014). Til tross for dette, har det ogsa blitt
rapportert om hgyere bakterietall nederst i ileum, som er likere de som har blitt funnet i
cokum og kolon. Blant annet fant Ahmed et al (2007) at det i siste del av ileum ble funnet 10°
bakterier gram ! gjennom kvantitativ PCR, mens Matziouridou et al (2018) rapportert om
mellom 10°-10%° bakterier gram i ilealt kym estimert fra kolonidannende enheter (colony
forming units, CFU). Begge disse teknikkene er kjent for  henholdsvis over- og
underestimere bakterietall, i likhet med mange andre metoder. Med andre ord er det vanskelig
a estimere absolutte celletall pa en god mate, sarlig fordi det har blitt sett at hvert steg med
generelle progveforberedelser vil kunne pavirke bakteriekvantiteten bade positivt og negativt
(Ou, McGoverin, Swift, & Vanholsbeeck, 2017).

Flowcytometri er en metode som krever sma kvanta av prgve og relativt lite
praveforberedelser. For & kvantifisere absolutte bakterietall flowcytometrisk har det blitt sett
gode estimater ved bruk av tellekuler (Khomtchouk et al., 2019). Motstridende til dette er den
potensielle overestimeringen som har blitt sett gjennom for kraftig blanding av tellekulene, da
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dette kan produsere bobler som har blitt sett a redusere antall tellekuler, og dermed
overestimere cellekvantiteten (Ou et al., 2017). Videre er estimatene av bakterieantall som er
kalkulert fra NOX1ko- og VT-musene ikke normalfordelte. Dette kan potensielt bedres

gjennom flere replikater av hver prave.

Oppsummert ble det sett signifikant forskjell, eller tendenser til en forskjell, i
bakteriekvantitet mellom de forsgksgruppene, trolig som et resultat av diett og genotype, men

selve bakteriekvantiteten er det noe usikkerhet rundt da estimatene var svert hgye.
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4.5 FORSLAG TIL VIDERE ARBEID

Da dggnet bare har 24 timer, og masterprosjektet ogsa hadde en naturlig tidsbegrensning, var
det analysearbeid som det ikke ble funnet tid til. En naturlig viderefaring av prosjektet ville
veere a kvantifisere bakterieantallet flowcytometrisk ogsa i cakum, og deretter bruke det
kalkulerte antallet sammen med den relative mikrobiotasammensetningen til a finne

kvantitativ sammensetning. Dette vil kunne gi et bedre inntrykk av faktiske forskjeller.

Videre ville det vare interessant a undersgke det flowcytometriske avtrykket til mikrobiotaen
med hensyn pa forskjeller mellom, og likheter innad i forsgksgruppene og om noen av disse
kan tilskrives spesifikke bakteriegrupper. Ved flowcytometrisk sortering av celler i bestemte

omrader vil disse deretter kunne sekvenseres slik at bakteriesammensetninge kan bestemmes.
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KONKLUSJON

5 KONKLUSJON

Gjennom foring av villtypemus og NOX1 knockout-mus med hgyfettdiett med eller uten
fababgnnefraksjon i 14 uker ble overvekt indusert i alle fire forsgksgruppene. Det ble sett en
marginal forskjell i vektgkning mellom diettene, men ingen mellom genotypene. Gjennom in
vivo- avbildning med L-012, ble det sett en kraftig nedregulering i ROS/RNS-signal fra
mageregionen i NOX1ko-musene. | villtypemusene ble det sett en midlertidig svak

nedregulering i ROS/RNS-signal etter noen fa dager pa hgyfettdiett med fababgnnefraksjon.

Ved bruk av 16S rRNA-sekvensering ble det funnet dobbelt sa mange unike arter i cgkum
som i ileum. Hayfettdiett farte til signifikant reduksjon i antall av unike arter og
dysbioseassosiert oppregulering av fylum bade i ileum og cekum. Fababgnnefraksjonen viste
derimot probiotiske effekt i cakum gjennom a bade gke mengde Bacteroidetes i tillegg il
antallet unike arter. Fraveer av NOX1 ble antydet a ha starre effekt pa fylumsammensetning i
ileum sammenlignet med cekum. Ved undersgkelser av bakteriesammensetning i ileum pa
slekts- og familieniva ble det sett nedregulering av flere symbiotiske arter i alle
forsgksgrupper, om enn i noe mindre grad i villtypemus pa hgyfettdiett med
fababgnnefraksjon. Videre sa det ut til at bade genotypen og dietten hadde en effekt pa

mikrobiotasammensetningen i ileum.

De forberedende flowcytometriske kvantifiseringsanalysene tydet pa en negativ korrelasjon
mellom bakteriekvantitet i ileumkymprgver og lagringstid. Derfor ble flowcytometri
gjennomfgrt samme dag som pregveuttak. Videre ble det sett at fababgnnefraksjonen hadde en
regulerende effekt pa bakterieantallet i ileum, mens fravaer av NOX1, samt ren hgyfett diett
farte til store variasjonen i bakteriekvantitet. Antallet bakterier i ileum ble flowcytometrisk
bestemt & veere i starrelsesorden 10°-10%.

Til sammen ga resultatene en viss indikasjon pa at NOX1-indusert ROS har en positivt
regulativ effekt pa tarmmikrobiotasammensetning og —kvantitet, samt at fababgnnefraksjon

kunne motvirke noen av de dysbioseassosierte effektene skapt av hgyfettdietten.
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VEDLEGG

VEDLEGG A — Programvarer og instrumenter

Programvarer Referanser

Cell StreamTM Analysis | Merck KGaA, Darmstadt, Tyskland

1.2.1

GraphPad Prism 8 GraphPad Software LLC

LEfSe

Living Image Software PerkinElmer, Waltham, MA

QIIME

QuantaSoft Software Bio-Rad Laboratories, Inc.,

SPSS IBM Corp. Released 2017. IBM SPSS Statistics for Windows,
Version 25.0. Armonk, NY: IBM Corp.

Instrumenter - produktnavn Leverandar

Biomek 3000 Laboratory Automation Beckman Coulter, Fullerton, CA, USA

Workstation

Cambrex FLX 800 CSE Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA

epMotion 5070 Eppendorf International, Hamburg,
Germany

Heto DW6-85 DryWinner Heto-Holten, Denmark

IVIS Lumina I1 Perkin Elmer, Walthamn, MA, USA

KingFisher Flex Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA

LightCycler 480 Instrument |1 Roche Applied Science, Indianapolis, IN,
USA

MagNA Lyser Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,
Tyskland

MiSeq Illumina, San Diego, CA, USA




NanoDrop 2000

NanoDrop Technologies, Wilmington, DE,
USA

QX200 Droplet Generatior

BioRad Laboratories, Inc.,

QX200 Droplet Reader

BioRad Laboratories, Inc.,

Qubit flourometer

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA

VEDLEGG B — Materialer

Kitt benyttet

Leverandgr

Flow Cytometry Absolute Count
Standard™

Bangs Laboratories, Inc., Fishers, IN, USA

KAPA Library Quantification Kit
Illumina® Platforms KR0405 — v8.17

KAPA Biosystems

Mag Midi kit, NAP40420

LGC Limited, Middelsex, UK

MiSeq Reagens Kit v3 600-cycle (MS-102-
3003)

Illumina Advantage (TG), San Diego, CA,
USA

Sera-mag speed beads

GE Lifesciences Europe GmbH,
Buckinghamshire, UK

Quant-iT™ dsDNA High-Sensitivity Assay
Kit

Invitrogen™, Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA

Kjemikalier

Leverandgr

Dimetyl sulfoxid

Sigma-Aldrich

DNA Ladder Ready to Load

Solis BioDyne, Tartu, Estland

Ethanol 96 % vol (20824.365)

VWR Chemicals

L-012 (120-04891)

Wako Pure Chemical Industries, Neuss,
Tyskland

PBS

SYBR® Green | Nucleic Acid Gel Stain,
10 000x concentrate in DMSO

Invitrogen, Ltd., Paisley, UK
Invitrogen™, Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA




QX200TM ddPCRTM EvaGreen® Bothium, Inc.,

supermix

S.T.A.R Buffer

Roche Molecular Systems, Inc.,
Branchburg, NJ

Neutral buffered formalin 10% Sigma-Aldrich

VEDLEGG C — Virkestoff i ZRF

Virkestoffer i ZRF Endelig konsentrasjon Mengde

Fentanyl 2,6 ug

Tiletamine 3,3mg

Xylazine 0,45 mg

Zolazepam 3,3mg

Isotonisk NaCl 1 mL (0,9 %)
VEDLEGG D — Primere

Primere benyttet i farstestegs Sekvens

PCR

Forward (PRK341F) 5 ¢ CCTACGGGRBGCASCAG 3¢

Revers (PRK806) 5 GGACTACYVGGGTATCTAAT 3¢

Forward primersekvens 5° = 3°,

Primernavn Malregion: 16S rRNA (V3-V4)
aatgatacggcgaccaccgagatctacactctttccctacacgacgctcttccgatctgtttcgCCTAC
F9 GGGRBGCASCAG
aatgatacggcgaccaccgagatctacactctttccctacacgacgctcttccgatctcgtacgCCTA
F10 CGGGRBGCASCAG
aatgatacggcgaccaccgagatctacactctttccctacacgacgctcttccgatctgagtggCCTA
F11 CGGGRBGCASCAG
aatgatacggcgaccaccgagatctacactctttccctacacgacgctcttccgatctggtagcCCTA
F12 CGGGRBGCASCAG
aatgatacggcgaccaccgagatctacactctttccctacacgacgctcttccgatctactgatCCTAC
F13 GGGRBGCASCAG



aatgatacggcgaccaccgagatctacactctttccctacacgacgctcttccgatctatgagcCCTA

F14 CGGGRBGCASCAG

aatgatacggcgaccaccgagatctacactctttccctacacgacgctcttccgatctattcct CCTAC
F15 GGGRBGCASCAG

aatgatacggcgaccaccgagatctacactctttccctacacgacgctcttccgatctcaaaagCCTA
F16 CGGGRBGCASCAG

Revers primersekvens 5° > 3’
Primernavn Malregion: 16S rRNA (V3-V4)

caagcagaagacggcatacgagatT TGACTgtgactggagttcagacgtgtgctcttccgatctG
R13 GACTACYVGGGTATCTAAT

caagcagaagacggcatacgagatGGAACT gtgactggagttcagacgtgtgctcttccgatctG
R14 GACTACYVGGGTATCTAAT

caagcagaagacggcatacgagatT GACATgtgactggagttcagacgtgtgctcttccgatctG
R15 GACTACYVGGGTATCTAAT

caagcagaagacggcatacgagatGGACGGgtgactggagttcagacgtgtgctcttccgatctG
R16 GACTACYVGGGTATCTAAT

caagcagaagacggcatacgagatCTCTACgtgactggagttcagacgtgtgctcttccgatctG
R17 GACTACYVGGGTATCTAAT

caagcagaagacggcatacgagatGCGGACgtgactggagttcagacgtgtgctcttccgatctG
R18 GACTACYVGGGTATCTAAT

caagcagaagacggcatacgagatT T TCACgtgactggagttcagacgtgtgctcttccgatctG
R19 GACTACYVGGGTATCTAAT

caagcagaagacggcatacgagatGGCCACgtgactggagttcagacgtgtgctcttccgatctG
R20 GACTACYVGGGTATCTAAT

caagcagaagacggcatacgagatCGAAACQgtgactggagttcagacgtgtgctcttccgatctG
R21 GACTACYVGGGTATCTAAT

caagcagaagacggcatacgagatCGTACGgtgactggagttcagacgtgtgctcttccgatctG
R22 GACTACYVGGGTATCTAAT

caagcagaagacggcatacgagatCCACT CgtgactggagttcagacgtgtgctcttccgatctG
R23 GACTACYVGGGTATCTAAT

caagcagaagacggcatacgagatGCTACCgtgactggagttcagacgtgtgctcttccgatctG
R24 GACTACYVGGGTATCTAAT

caagcagaagacggcatacgagatATCAGTgtgactggagttcagacgtgtgctcttccgatctG
R25 GACTACYVGGGTATCTAAT



VEDLEGG E — Utvelgelse av flowcytometrisk omrade

Definisjon og justering av kvantifiseringsomrade ble gjort i CellStreamTM Analysis ved a
farst bestemme og markere omradet hvor tellekulene havnet (A), deretter markere hvor de
ufargede bakteriene havnet (B). Ut fra dette kunne nedre grense, threshold, bestemmes. Her
bestemt til Th = 300. Videre ble omradet de fargede bakteriene havnet innenfor markert (C),
far fortynninger med fargede bakterier med tellekuler ble analysert (D). Antall hendelser ble

funnet og benyttet til videre analysering av bakteriekvantitet.
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