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Sammendrag

Inflammatorisk tarmsykdom viser et komplisert og sammensatt sykdomsbilde med miljg-,
genetisk predisposisjon- og immunforstyrrende faktorer som ligger til grunn for utvikling av
sykdommen. Pasienter med inflammatorisk tarmsykdom har en grunnleggende svikt i
reguleringen av tarmenes immunforsvar. Bakgrunnen for denne oppgaven er studiene som
viser at BioProtein forebygger kolitt hos mus. BioProtein bestar av 88 % Methylococcus
capsulatus, og det er i denne oppgaven undersgkt hvilke stimuleringsevner denne metanotrofe

bakterien har pa humane immunsystemer.

Dendrittiske celler er profesjonelle antigenpresenterende celler med viktige roller ved
aktivering av immunforsvaret knyttet til tarmen. Cellene har mulighet til & komme i direkte
kontakt med tarminnholdet i lumen via deres dendrittiske utlgpere, eller bearbeide antigen tatt
opp av epitelcellene og transportert gjennom epitelcellene via transcytose. Ved kontakt med
antigenmateriale vil cellene modnes og vere i stand til a aktivere T-celler.

| denne oppgaven ble dendrittiske celler og monocytter kokultivert med M. capsulatus for a
undersgke bakteriens stimulerende egenskaper. Analyser av overflatemarkgrene pa
dendrittiske celler viser at M. capsulatus stimulerer oppregulering av modningsmarkgrene og
de kostimulerende molekylene CD80 og CD86. Dette muliggjer T-celle aktivering ved
antigenpresentasjon. Et interessant funn er at M. capsulatus ikke stimulerer oppregulering av
modningsmarkaren CD83. Dette kan vare en viktig regulerende egenskap ved M. capsulatus

da fraveer av CD83 pa dendrittiske celler kan hemme T-celle prolifereringen.

Cytokiner ble analysert i supernatanter fra celler kokultivert med M. capsulatus. Cytokin-
analysene viser at M. capsulatus stimulerer produksjon av IL-6, som er et proinflammatorisk
cytokin, hos bade dendrittiske celler og monocytter. | tillegg viser M. capsulatus egenskaper

til & indusere anti-inflammatorisk 1L-10, som har regulerende egenskaper pa immunsystemet.



Abstract

Inflammatory bowel disease is a complex disease with environmental factors, genetic
predisposition, and dysfunctional immune response that triggers the development of the
disease. Patients with inflammatory bowel disease have a fundamental dysfunction in the
regulation of gut immune system. This study is based upon recent observations that bacterial
meal containing BioProtein prevent colitis in mouse. BioProtein is mainly containing
Methylococcus capsulatus, and the aim of this study is to determine the activation pattern in
human dendritic cells caused by this methanotrophic bacteria.

Dendritic cells are professional antigen presenting cells with central functions in the initiation
of the immune system in the intestine. The dendrites of the cells can get in direct contact with
the contents of the intestinal lumen, or the cells can process antigen transported across the
epithelial cells via tanscytosis. When dendritic cells get in contact with antigens they
differentiate to mature cells with capability of activating T-cells.

In this study dendritic cells and monocytes were exposed to M. capsulatus to determine
whether the bacteria could induce maturation of these immune cells. Dendritic cells exposed
to M. capsulatus up-regulate their surface molecules and maturation markers CD80 and
CD86. These co-activating molecules are essential in the activation of T-cells. M. capsulatus
does not induce the expression of the maturation marker CD83; this is interesting because
CD83 deficient dendritic cells could interfere with the proliferation of activated T-cells, and

could be a regulating trait of M. capsulatus.

Cytokines where determined in the cell supernatants after incubation with M. capsulatus. The
bacteria induce IL-6 production, a pro-inflammatory cytokine, in both dendritic cells and
monocytes. M. capsulatus also induce production of anti-inflammatory IL-10, a cytokine with

regulating effects on the immune system.
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1.0 Innledning

1.1 Inflammatorisk tarmsykdom

Crohns sykdom og ulcergs kolitt er gjerne de to diagnosene som omtales nar det er snakk om
inflammatorisk tarmsykdom, IBD (inflammatory bowel disease). Pasienter med en av disse
diagnosene har en grunnleggende svikt i reguleringen av tarmens immunforsvar. Forekomsten
av denne sykdommen er hgyere i industrialiserte land. Dette gir en geografisk avgrensning og
underbygger antagelsen om at miljgpavirkning sammen med genetisk predisposisjon og
forstyrret funksjon av tarmens immunforsvar utgjgr de viktigste faktorene nar det gjelder
utvikling av sykdommen (Hanauer 2006). Industriell forurensning, diett og utsettelse for
infeksjoner er noen av miljgfaktorene som ser ut til & pavirke IBDs sykdomsutvikling
(Hanauer 2006). Flere genmutasjoner har blitt assosiert med IBD, og crohns sykdom og
ulcergs kolitt har flere like IBD-assosierte gen (Khor et al. 2011).

Opprettholdelsen av immun homeostasen er viktig for et normalt immunsystem i tarmen.
Fordi tarmen kontinuerlig blir utsatt for stimuli fra tarmfloraen, ma immunsystemet i tarmen
kunne utvikle toleranse for disse samtidig som det ma kunne iverksette en immunreaksjon
mot patogene mikroorganismer. Langvarige forstyrrelser av immun homeostasen kan fare til
inflammasjon i tarmen som ved IBD (MacDonald & Monteleone 2005). Samspillet mellom
immuncellene og epitelcellene i mukosa er viktig for et normalt immunsystem i tarmen.
Epitelcellene er med pa & regulere immunresponsen etter mgte med kommensale- eller
patogene bakterier. Studier viser at epitelceller produserer stimuli som pavirker dendrittiske
celler til & indusere en immunrespons som gir et ikke-inflammatorisk miljg. Tarm-
epitelcellene produserer TSLP (thymic stromal lymphopoietin), og dendrittiske celler som
lever i dette miljget produserer ikke IL-12, som er et proinflammatorisk cytokin, og pavirkes
ikke til & indusere en proinflammatorisk T-cellerespons. Rimoldi et al. (2005) viser at 70 % av
pasienter med crohns sykdom ikke uttrykker TSLP (Rescigno & Di Sabatino 2009; Rimoldi et
al. 2005).

Epitelcellene i mukosa danner en fysisk barriere som beskytter det underliggende vevet fra
tarminnholdet. Paneth celler er epitelceller i mukosa som produserer antimikrobielle peptider
som skaper et beskyttende miljg. Defekt i permeabiliteten kan gjare at bakterier trenger

gjennom epitellaget og aktiverer immunceller som dendrittiske celler. De vil dermed bidra til



a aktivere en immunrespons. Det kan se ut til at svekket permeabilitet opptrer for IBD slar ut
for fullt. Flere mutante gen er funnet a pavirke forrandinger i kontaktene (junctions) mellom
epitelcellene og bidrar til & gke permeabiliteten i mukosa. Ogsa cytokiner, som TNF-o og
IFN-vy, produsert ved inflammasjon, forarsaker endringer i sammensetningen av tette-
kontaktproteiner (tight junctions) som igjen farer til gkt permeabilitet (Clayburgh et al. 2004;
Fasano & Shea-Donohue 2005).

Det er et sammensatt og omfattende sykdomsbilde med mange faktorer som pavirker
sykdommen. Bakteriefloraen, som for friske individer fungerer som en kommensal flora og
kan ha en positiv effekt pa immunsystemet i tarmen, trigger i stedet en til tider kraftig
immunrespons hos pasienter med IBD (Hanauer 2006; O'Hara & Shanahan 2006). Pasienter
med IBD har en annen bakteriesammensetning i tarmen enn friske individer. Dette kan veere
en induserende effekt for inflammatoriske responser eller kan ha skjedd som en konsekvens
av sykdommen (Artis 2008; Round & Mazmanian 2009). Pasientenes sammensetning av
fylogenetiske bakteriegrupper endres, og ofte gker mukosa assosierte bakterier i forhold til
facal assosierte bakterier. Deriblant har det blitt registrert et hgyere antall Escherichia coli
som koloniserer epitelet i tarmen ved IBD, og er karakteristisk ved crohns sykdom (Chassaing
& Darfeuille-Michaud 2011). Bruk av probiotika har vist seg & gi varierende effekter, men
det kan se ut til at det kan ha en positiv effekt hos pasienter med ulcergs kolitt (Fedorak et al.
2011).

1.2 Tarmens oppbygging

Fordgyelseskanalen er bygget opp av mukosa, submukosa, muscularis externa og serosa.
Mukosa dekker den innerste delen av fordgyelseskanalen, lumen. Lamina propria er lgst
bindevev som sammen med et tynt lag glatt muskulatur og epitelcellene danner mukosa og er
en del av vart ytre forsvar. Peyerske flekker og mesenteriske lymfeknuter er eksempler pa
lymfoide vev i tarmen som kalles tarm-assosiert lymfoid vev, GALT (Gut Associated
Lymphatic Tissue), og strekker seg fra mukosa til submukosa enkelte steder i Gl trakten
(gastrointestinal trakt). Submukosa er et tykkere lag av lgst bindevev. Muscularis externa

bestar av to lag med muskler. Serosa bestar av bindevev og mesotel (Saladin 2010).

1.2.1 Tynntarmen
Det meste av absorpsjon av naringsstoffer foregar i tynntarmen. Det er grunnet tynntarmens
store overflateareal som dannes av sirkulaere folder i mukosa og submukosa, og

fingerlignende prosjektiler kalt villi. Villi, eller tarmtottene, er dekket med absorberende



enterocytter og mukussekrerende begerceller (figur 1). En barstekant av mikrovilli pa villiene
gker overflaten ytterligere. | bunnen av kryptene, mellom villiene, finnes stamceller som i
lopet av 3-6 dager differensierer til epitelceller og migrerer til toppen av villi. Paneth celler
som befinner seg i bunnen av kryptene skiller ut antimikrobielle peptider. Peyerske flekker i
tarmen inneholder lymfatiske follikler. Disse blir stgrre jo neermere tykktarmen de er
lokalisert (Saladin 2010).
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Figur 1: Figuren viser kryptstrukturen i tarmen. Nederst i krypten befinner Paneth cellene seg.
De produserer antimikrobielle peptider. Fra stamcellene differensieres det epitelceller som pa
toppen av strukturen vil vaere fullt differensierte epitelceller (lllustrasjon: Tor Lea).

1.2.2 Tykktarmen
| tykktarmen absorberes store mengde vann og salter fra feces. Det er kun tynntarmen som har

sirkulzere folder og villi, mens bade tynntarm og tykktarm har kryptstukturer. (Saladin 2010).

Bakteriefloraen i fordgyelsessystemet gker i tetthet nedover i Gl-trakten, og oppnar hgyeste
tetthet i tykktarmen (O'Hara & Shanahan 2006). Tarmens bakterieflora har stor betydning for
utviklingen av normal fysiologi og immunforsvar i tarmen. Deres tilstedeveerelse er med pa a

utvikle epitelet i tarmen. Immunsystemet ville vert underutviklet hadde det ikke veert for



bakteriene. Den kommensale bakteriefloraen gir ogsa naeringsmessige fordeler ved at de
hjelper til med a bryte ned materialer som mennesker ikke kan. Tarmen trenger beskyttelse
mot patogene organismer som kroppen kan ta inn. De kommensale bakteriene gir beskyttelse
mot patogene bakterier ved at de tar opp plass og naering og produserer antimikrobielle
peptider (Artis 2008). Sammensettingen av bakterier i tarmen er avhengig av livsstil og alder,
samtidig som tarmens immunsystem pavirker bakterienes miljg og leveforhold og kan pavirke
sammensetningen av bakterier (Artis 2008; O'Hara & Shanahan 2006).

1.3 Tarmens immunsystem

Tarmens immunforsvar deles ofte i induserende- og effektor omrader. De induserende
omradene er lymfoide vev som Peyerske flekker, lymfoide follikler og mesenteriale
lymfeknuter. Lamina propria og epitelet utgjer effektor omradene sammen med lymfocytter
og antigenpresenterende celler som ikke er en del av de organiserte, induserende lymfoide
vevene (Pabst & Mowat 2012).

M-celler, Microfold cells, befinner seg i follikelassosiert epitel. Dette spesialiserte
epitelcellelaget befinner seg over det lymfoide vevet. M-cellene har en viktig rolle ved at de
fagocytterer materiale fra lumen og frakter det over til den basolaterale siden av epitelcellene
(Figur 2a). Pa den basolaterale siden av epitelet vil materialet mgtes av dendrittiske celler,
makrofager og lymfocytter. De profesjonelle antigenpresenterende cellene vil bearbeide

materialet og presentere innholdet for T-cellene (Lea 2006).
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Figur 2: a) M-celler fagocyterer materiale fra luminal side og frakter det over til basolateral-side
av epitelcellene, her kan profesjonelle antigenpresenterende celler som dendrittiske celler fange
opp materiale og presentere det for lymfocyttene. CCL20 er et kKjemokin produsert av
epitelcellene som tiltrekker seg dendrittiske celler. b) Dendrittiske celler kan enten fange opp
antigen via M-celler, eller de kan fange opp antigen ved at de strekker dendritter mellom
epitelceller og ut i lumen. CX3CR1"" er makrofager som ogsé fanger opp antigen i lumen
(Pabst & Mowat 2012).

Nye studier viser at mukusproduserende begerceller ogsa har en rolle ved antigenopptak i
lumen. De viser egenskaper for & kunne transportere antigen til underliggende dendrittiske

celler i lamina propria. (McDole et al. 2012).

I tillegg til M-cellenes- og begercellens transcytose, har ogsa de dendrittiske cellene en viktig
funksjon for opptak av antigen fra luminalsiden av tarmen (figur 2b). Tette kontakter (tight
junctions) mellom epitelcellene i tarmen hindrer at makromolekyler og mikroorganismer
trenger gjennom mukosa. Dendrittiske celler uttrykker tette kontakt-proteiner. Flere av
proteinenes uttrykk gker ved modning av cellene slik at de kan bryte gjennom tette kontakter
som allerede er etablert mellom cellene og danne nye liknende strukturer med epitelcellene.
Pa denne maten kan de dendrittiske cellene reagere med materialet i lumen, uten a bryte den
beskyttende, ytre barrieren i tarmen (figur 3). Ved aktivering av cellene vil de deretter migrere

til lymfatiske vev og presenterer antigen for T-cellene (Rescigno et al. 2001).
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Figur 3: Dendrittiske celler kan strekke dendritter mellom epitelcellene og fange antigen fra
lumen. Dette kan gjgres uten & gdelegge den epiteliale barrieren som dannes med epitelceller og
tette kontakter. Grunnen til dette er at dendrittiske celler ogsa uttrykker tette kontakt-
proteiner. Nar cellene aktiveres gker deres uttrykk av occludin, som er en av
hovedkomponentene i tette kontakter, slik at tette kontakt-liknende strukturer kan dannes med
de omringene epitelcellene. Senere i aktiveringen oppreguleres ZO-1 (som er et cytoplasmatisk
protein knyttet til tight junction) og occludin nedreguleres slik at tette kontakter reorganiseres
og cellene kan trekke seg tilbake og ned i vevet. (Rescigno et al. 2001)

De dendrittiske cellene har dermed flere funksjoner i tarmens immunsystem ved at de tar opp
antigene forbindelser fra patogene bakterier som har penetrert M-cellene, eller antigene
forbindelser som M-cellene har fagocytert, i tillegg til at de selv penetrerer epitellaget og

fanger opp antigen direkte fra lumen.

1.4 Aktivering av antigenpresenterende celler
Dendrittiske celler, B-celler, monocytter og makrofager er profesjonelle antigenpresenterende

celler (APC) som pa ulike mater vil pavirke immunforsvaret.

Dendrittiske celler er en effektiv aktivator av T-celler. B-celler kan selv endocytere antigen T-
celler pa den andre siden gjenkjenner antigen i kompleks med vevsforlikelighetsantigener
(MHC), presentert av APC (Banchereau & Steinman 1998).

T-cellene deles i flere undergrupper. CD4" T-celler kalles T-hjelperceller Ty. Disse kan igjen
deles inn i nye grupper ved aktivering, Tyl, Th2 og Ty17 som har forskjellige egenskaper.
Tl produserer proinflammatoriske cytokiner som IFN-y og induserer produksjon av IL-12
hos dendrittiske celler. T2 cellene er ofte involvert i modningen av B-cellene og frigjer 1L-4
som er en viktig vekstfaktor for B-cellene. Ty2 produserer ogsa IL-10 og IL-6. Ty17
produserer IL-17 som er et proinflammatorisk cytokin, og ved autoimmune sykdommer er det
ofte sett at T417 er med pa & gke den pagaende inflammasjonen (Rescigno & Di Sabatino
2009). CD4 og CD25 positive T-celler kalles T-regulatoriske celler, T De er med pa a
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kontrollere T-cellenes effektorceller og nedregulering av inflammasjonen. CD8" T-celler er
cytotoksiske T-celler, T, som ved aktivering vil indusere apoptose hos malcellen (Lea 2006;
Rescigno & Di Sabatino 2009).

MHC klasse | finnes i varierte mengder pa kjerneholdige celler (Lea 2006), hvor de
presenterer intracelluleaere antigen. Tc, viser MHC Klasse | restriksjon. MHC klasse 11
uttrykkes pa APC og presenterer endosomale antigen. APC med antigen i sitt MHC klasse 1
molekyl, vil kunne aktivere Ty cellene (Banchereau & Steinman 1998). Ved modning av APC
vil cellene fa gkt uttrykk av MHC klasse 11 ved at omsetning av molekylene nedreguleres.
MHC Klasse 1l gker sin levetid i membranen ved at ubiquitineringen av deres cytoplasmatiske
hale opphgrer (Shin et al. 2006). MARCHL1 er en ubiquitin ligase som merker MHC II
molekylene (De Gassart et al. 2008).

1.5 Kostimulerende molekyler

MHC molekyler alene kan ikke aktivere T-celler. De er avhengig av to signaler, ett gjennom
TCR reseptoren som binder til MCH klasse 11 og et signal indusert av de kostimulerende
molekylene CD80 (B7-1) og CD86 (B7-2) (figur 4). Molekylene uttrykkes pa aktiverte APC
og binder til CD28 og CTLA-4 molekylene hos T-cellene. Uten kostimulerende molekyler til
a overfare signal to, vil T-cellene ga i en anergisk tilstand slik at de ikke utvikles til
effektorceller (Sharpe & Freeman 2002). Forskjellen pA CD28 og CTLA-4 er at CD28 gir en
forsterkende effekt pa aktiveringen, slik at T-cellene kan modnes til effektorceller, i
motsetning har CTLA-4 en hemmende effekt. CD28 er kontinuerlig uttrykt hos T-celler
(Butte et al. 2007; Taylor et al. 2004). Signalering gjennom reseptoren farer til at cytokin- og
kjemokin-produksjon gker. | tillegg vil cytokin-reseptorer og CD40 ligand, som beskrives

nedenfor, oppreguleres (Mc Adam et al. 1998).



PAMP or
thogon

Pathogen Tol
El]dOCy[IL
I

— \ a
- e
/ e \
{Dendrnc H| I'-,\

\‘_' Ce” |

Nature Reviews | Immunology

Figur 4: Profesjonelle antigenpresenterende celler aktiverer T-celler gjennom to signaler. Et
signal gar gjennom MHC klasse 11 og et signal gar gjennom CD80/86 signalisering til CD28 hos
T-cellene. Aktiveringen av T-cellenes underklasse, T-hjelper cellene, kan blant annet ende opp
med Tyl eller T2 differensiering (Medzhitov 2001).

1.5.1 CD83
CD83 fungerer i likhet med CD86, CD80 og MHC molekylene som en modningsmarkgr for

dendrittiske celler (Tze et al. 2011). CD83 er ogsa funnet uttrykt pa T-celler, koblet til TCRs
aktivering av NF-kB signaleringsvei (McKinsey et al. 2000). Det er forelgpig ikke mye som
er kjent om funksjonen til CD83. CD83 har en innvirkning pa utviklingen av T-celler. Fraveer
av CD83 vil hemme utviklingen av thymocytter til CD4" T-celler (Kuwano et al. 2007). Flere
studier har vist at nedregulering av CD83 uttrykk pa dendrittiske celler farer til reduksjon i T-
celle-aktivering. Stimulering av CD83 pa dendrittiske celler viser seg & ha en effekt pa deres
modning (Aerts-Toegaert et al. 2007; Kruse et al. 2000).

MHC 1l og CD86 nedreguleres blant annet ved ubiquitinering ved hjelp av MARCHL1 (figur
5). Ved aktivering av cellene oppreguleres uttrykket av CD83 som har en hemmende effekt pa
ligasens ubiquitinering av MHC 11 og CD86. Dette farer til oppregulering av disse to

membranmolekylene (Tze et al. 2011).
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Figur 5: Aktivering av CD83 molekylet hemmer MARCHL1 ligasens ubiquitinering av MHC
klasse 11 og CD86. Disse molekylene vil dermed oppreguleres pa cellens overflate (Tze et al.
2011)

1.5.2 (CD40
CDA40 utrykkes pa flere leukocytter som DC, monocytter, B-celler og T-celler, ogsa

epitelceller har vist uttrykk av dette molekylet. CD40 er kjent for & indusere B-celle
proliferasjon og utvikling av plasmaceller ved interaksjon med CD40 liganden, CD154. Nar
dendrittiske celler stimuleres ved en CD40/CDA40L interaksjon gker deres
antigenpresenterende egenskaper ved at MHCII, CD80 og CD86 oppreguleres. Produksjonen
av inflammatoriske cytokiner gker ogsa (Ma & Clark 2009). Etter CD40/CD40L interaksjon
mellom T-celler, dendrittiske celler og B-celler, vil ogsa dendrittiske celler og B-celler
uttrykke CD40L. Dermed kan dendrittiske celler indusere B-cellenes antistoffproduksjon ved
at de stimulerer B-celler med CD40L (Pinchuk et al. 1996). Dendrittiske celler kan ogsa
pavirke hverandre. Ved CD40 aktivering vil et av utfallene vare rekruttering av TRAF6 som
aktiverer NF-«kB signaleringsvei (Ma & Clark 2009).

1.6 Aktivering avimmunrespons

Immuncellene i det medfgdte immunforsvaret uttrykker reseptorer som er essensielle for a
detektere mikroorganismer ved en infeksjon. Mikrobielle molekyler gjenkjennes av blant
annet mgnstergjenkjennende reseptorer, PRR (Pattern Recognizing Receptors). Eksempler pa
mikrobielle molekyler er lipopolysakkarid (LPS) og virale- og bakterielle nukleinsyrer (figur
6). Typiske PRR er Toll-liknende reseptorer (TLR), Nucleotide Oligomerization Domain-like
receptors (NLR) og komplimentreseptorer (West et al. 2006).
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Figur 6: Tollliknende reseptorer gjenkjenner blant annet mikrobielle antigen. Figuren viser
hvilke mikrobielle molekyler hver reseptor har spesifisitet for. Binding av ligand til reseptorene
setter i gang en respons i cellen, blant annet aktivering av NF-kB signalvei (West et al. 2006).

TLRA4 binder lipopolysakkarid som finnes i yttermembranen hos Gram-negative bakterier.
TLR4 alene kan ikke binde LPS. Den er avhengig av et annet molekyl, MD-2, som sammen
med TLR4 utgjer TLR4/MD-2 komplekset (Fitzgerald et al. 2004). Ligandbinding til de
forskjellige TLR reseptorene vil frembringe forskjellige responser. TLR reseptorene har en
cytoplasmatisk del, TIR (TOLL/IL-1 reseptor). Ved ligandbinding og aktivering av
reseptorene vil et adapterprotein, MyD88 rekruttere kinasen IRAK (IL-1 receptor associated
kinase) til reseptorene. Deretter rekrutteres TNF receptor associated factor 6, TRAF6 (Akira
2003). Rekruttering av TRAF®6 til IRAK-4 (og TIRAP i noen tilfeller) resulterer i aktivering
av signalveier som regulerer uttrykk av gener involvert i cytokin produksjon og
kostimulerende faktorer. NF-xB er transkripsjonsfaktorene som aktiveres gjennom TLR og
TRAFG6 aktivering. Aktivering gjennom noen av TLR reseptorene er uavhengig av MyD88
rekruttering (Verstak et al. 2009).

1.6.1 NF-xB
Transkripsjonsfaktor nuclear factor-kappa B, NF-kB, regulerer transkripsjon av flere gen som
blant annet pavirker fysiologisk utvikling og immunrespons. Dette er proteiner som ved feil

regulering kan forarsake flere sykdommer, blant annet kronisk inflammasjon,
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immunsvekkelse og kreft (Courtois & Gilmore 2006). Aktivering av NF-«B signalvei kan
blant annet skje ved ligandbinding til TLR reseptorene. Aktivering kan ogsa skje som en
respons pa stress og intracellulere forandringer som DNA gdeleggelse. (Hayden & Ghosh
2012).

NF-«xB protein-familien bestar av RelA (p65), RelB, c-Rel, p50 og p52. Alle proteinene
bortsett fra p50 og p52 har c-terminale transkripsjons aktiveringsdomener, sakalte TADs.
Disse rekrutterer andre aktivatorer slik at malgenet uttrykkes. Ved aktivering danner
proteinene homo- eller heterodimerer, som er avgjerende for en aktiv transkripsjonsfaktor.
p50 og p52 mangler TADs. De kan danne heterodimerer med andre NF- xB proteiner eller
pavirke transkripsjon ved & binde til DNA som homodimerer og dermed blokkere binding av
andre heterodimerer (Hayden & Ghosh 2011).

| ustimulert tilstand holdes NF-xB dimerene inaktive ved nonkovalente bindinger til 1xB
proteiner (Inhibitor of kB kinase). Stimuli trigger konformasjonsendring hos reseptor og farer
til aktivering av 1kB kinasekomplekset, IKK. Kinasene er koblet til regulatoriske proteiner,
NEMO eller TAB, og danner et kinasekompleks. De regulatoriske enhetene fungerer som
adapterer for kinaserekruttering. Kinasekompleksene rekrutterer og fosforylerer 1B proteiner.
De fosforylerte 1xB proteinene merkes av ubiquitin ligase for degradering. | proteasomene blir
proteinene degradert slik at NF-xB dimerene frigjgres og kan translokere til kjernen. Her vil
NF-xB proteinene binde til spesifikke kB sekvenser pa DNA og fremme en transkripsjon av
de aktuelle genene (figur 7) (Hayden & Ghosh 2012).
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Figur 7: Klassisk aktiveringsvei er avhengig av et regulatorisk protein NEMO, som sammen
med IKKa og IKKp fosforylerer 1kB. Den blir merket for degradering og frigjer dermed NF-kB
dimerer som translokeres til kjernen og fremmer transkripsjon (Gilmore 2006).

1.7 Cytokinproduksjon

Som en del av modningsprosessen for de profesjonelle antigenpresenterende cellene, fremmes
produksjon av utvalgte cytokiner. Dette er med pa & pavirke immunstimuleringen. Det har vist
seg at dendrittiske celler har en sentral rolle i polariseringen av T-hjelper cellene (Moser &
Murphy 2000)

1.7.1 1IL-12
IL-12 er et heterodimer bestaende av p40 og p35. p40 og p35 utgjer sammen det biologiske
aktive IL-12 p70. Det er et proinflammatorisk cytokin produsert av aktiverte dendrittiske

celler, makrofager og monocytter (Trinchieri et al. 2003).

IL-12 produksjon hos antigenpresenterende celler har en induserende effekt pa T-hjelper

cellene, slik at de starter polariseringen til Tyl effektorceller (figur 3). Denne undergruppen
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av T-celler starter deretter produksjon av IFN-y og IL-2 som ogsa er med pa a differensiere
flere T-celler (Lea 2006; Trinchieri et al. 2003). Tyl cellene er med i den celluleere delen av
immunforsvaret ved at de er med pa a aktivere andre immunceller som makrofager og
cytotoksiske T-celler (Elkins et al. 2002; Lea 2006).

1.7.2 IL-10

11-10 er et antiinflammatorisk cytokin som nedregulerer immunresponsen pa flere mater. Det
er produsert av flere immunceller som makrofager, dendrittiske celler, B-celler og T-celler.
Th2- 0g Treq celler produserer 1L-10 og produksjonen hemmer effektor-responsen fra T-

cellene og nedregulerer dermed inflammasjonen (Couper et al. 2008).

Som nevnt ovenfor fagrer oppregulering av CD83 til en stabilisering og dermed en gkning av
MHCII og CD86 ved at ubiquitineringen av overflatemolekylene hemmes (Figur 4). Denne
ubiquitineringen av MHCII og CD86 ved MARCH1 drives av IL-10. @kning av 1L-10 vil
derfor inhibere modningen av profesjonelle antigenpresenterende celler (Tze et al. 2011).

1.7.3 IL-6
IL-6 er et proinflammatorisk cytokin som produseres av flere celler, blant annet dendrittiske

celler, makrofager, B-celler og epitelceller. Det er flere signaler som farer til syntese av IL-6,
deriblant flere cytokiner og LPS. IL-6 har veert kjent som en vekstfaktor for B-celler. (Dienz
& Rincon 2009). Ty17 celler induseres blant annet av I1L-6, mens T differensiering hemmes
av IL-6 (Kimura & Kishimoto 2010). Akuttfase-reaktanter er en viktig del av den medfadte
immunreaksjonen. IL-6 har en viktig rolle for disse reaktantene da det stimulerer produksjon
(Kishimoto 2010).

1.8 Nedregulerende faktorer avimmunforsvaret
Flere regulerende faktorer er nevnt ovenfor. CTLA-4 som oppreguleres ved TCR aktivering,
konkurrerer mot CD28 om CD80/CD86 ligandene fra profesjonelle antigenpresenterende

celler. IL-10 har en nedregulerende effekt pa flere omrader.

1.8.1 PD-L1/PD-1

PD-L1 (programmed death- ligand 1) er en del av B7 superfamilien sammen med blant annet
CD80 og 86. PD-L1 er liganden til PD-1. PD-1 uttrykkes pa T-celler, B-celler, monocytter og
noen dendrittiske celler. Oppreguleringen av molekylet skjer etter ett til to degn etter

antigenstimulering gjennom TCR. Uttrykket av PD-L1 oppreguleres ogsa ved aktivering, og
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er uttrykt pa B-celler, T-celler og dendrittiske celler. Det finnes ogsa uttrykk av liganden hos

endotelceller i enkelte organer (Brown et al. 2010).

For at PD-1 skal ha en hemmende effekt i cellene ma den veere lokalisert i nerheten av TCR
og CD28. Maten den nedregulerer T-celle aktivitet pa er ved & hemme uttrykk av et
overlevelsesgen og hemme metabolisme av glukose (Greenwald et al. 2005). Det er ikke bare
hemmende effekter som blitt observert. Det har ogsa blitt vist at PD-L1 kan indusere en

oppregulerende effekt for T-cellene (Keir et al. 2007).

1.9 BioProtein

BioProtein produseres ved fermentering av naturgass med metanotrofe bakterier. 88 % av
proteinet stammer fra den metanotrofe bakterien Methylococcus capsulatus (Bath). Ved siden
av a kunne veere en proteinkilde i dyrefor er det vist at det kan hindre utviklingen av kolitt hos
forsgksdyr (Romarheim et al. 2011).

Laks matet med soyabgnnebasert for (SBM- soybean meal) utvikler en inflammasjonstilstand
i tarmen som minner om Kolitt hos pattedyr. Det er gjort forsgk med laks som viser at
BioProtein motvirker utviklingen av inflammasjon som er indusert av SBM, og ngytraliserer

dermed utviklingen av tarminfeksjon. (Romarheim et al. 2011).

Kleiveland CR., et al (manuskript under utarbeidelse) viser i en musemodell at BioProtein gitt
profylaktisk, forebygger utviklingen av kolitt.

1.10 Methylococcus capsulatus
Methylococcus capsulatus (Bath) er en metanotrof Gram-negativ bakterie. Den bruker metan

som eneste karbon-kilde. Nar bakterien dyrkes i medium som inneholder kobber dannes det
en indre membran med sammensatt struktur (figur 8). Dette skyldes at mengden av metan
monooksygenase enzymet (MMO) gker ved tilstedeverelse av kobber, dermed gker ogsa
mengden av indre membraner fordi dette er et enzym i elektrontransportkjeden. MMO
oksiderer metan til metanol og membranene er involvert i oksideringen (Fjellbirkeland et al.
1997; PRIOR & DALTON 1985).
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Figur 8: Methylococcus capsulatus dyrket i medium med kobber. Ved tilstedeveerelse av kobber
dannes det innvaginering i den cytoplasmatiske membranen (Fjellbirkeland et al. 1997).

1.11 Prosjektets malsetting
Bakgrunnen for denne oppgaven er observasjonene som ble gjort i et studie utfart av

Kleiveland CR. et al. hvor det ble vist at BioProtein hadde en immunregulerende effekt ved
tarminfeksjon hos mus. BioProtein bestar av 88 % Methylococcus capsulatus. Derfor er det
interessant a undersgke om M. capsulatus alene har samme effekt og om det har samme
egenskaper hos mennesker. Dette er spesielt interessant innenfor inflammatorisk tarmsykdom

problematikken.

Dette prosjektet har tatt for seg M. capsulatus stimuleringsevner av det humane
immunsystemet ved & danne testsystemer som maler immunaktivitet in vitro. Analysene
innebar testing av M. capsulatus aktiverings-evne ovenfor dendrittiske celler og monocytter
(U937 cellelinje). Grunnen til at dendrittiske celler ble brukt i dette prosjektet er fordi de har
en viktig rolle i tarmens immunforsvar ved at den tar opp antigen fra tarmen og presenterer

disse for T-celler.
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2.0 Materialer

2.1 Laboratorieutstyr og instrumenter

Teknikk Utstyr/instrumenter Produsent
Celledyrking 24 brgnnsplate BD Falcon
75 cm* Tissue culture flask BD Falcon
CO; inkubator Thermo Scientific
Partikkelteller Beckman Coulter
Plastrgr 15 mi Greiner Bio-One
Plastrgr 50ml Greiner Bio-One
Bakteriedyrking Ecotron Infors HT
UV-160A Shimadzu
Kyvetter Brand
Monocytt-isolering Separator MACS Miltenyi Biotec

Mikroskopi

Sentrifuger

Luciferase-assay

Vaeskestrgmscytometri

Elisa

MACS kolonne
Pre-separeringsfilter
Leica DFC 420
Megafuge

Biofuge pico
96-brgnnsplate, hvit
Top Count NXT
MACS Quant Analyzer
MACS Quantify software
96-brgnnsplate

96 Well EIA/RIA Plate

Sunrise Absorbance Reader

MACS Miltenyi Biotec
MACS Miltenyi Biotec
Leica

Heraeus

Heraeus

Thermo Scientific
Packard

MACS Miltenyi Biotec
MACS Miltenyi Biotec
Fisher Scientific
Costar

Tecan
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2.2 Kjemikalier

Kjemikalier Produsent

Borsyre Sigma

CD14 Micro beads MACS Miltenyi Biotec

FeEDTA Sigma

Hydrogenperoksid Sigma

Jernsulfat heptahydrat Sigma

Kaliumnitrat Sigma

Kobolt(l1)klorid hexahydrat Sigma

LPS, Echerichia coli 0127:B8 Sigma

Luciferase assay system Promega

Magnesiumsulfat heksahydrat Sigma

Natriumfosfat dibasisk dodecahydrat Sigma

Nikkel(IT)klorid heksahydrat Sigma

R-human IL-6 R&D

Sinksulfat heptahydrat Sigma

TNF-a Immunotools
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2.3 Antistoff

Antistoff

Produsent

Mouse anti-human CD40
Mouse anti-human CD80
Mouse anti-human CD86

Mouse anti-human PD-L1

BD Biosciences
BD Biosciences
BD Biosciences

BD Biosciences

Mouse anti IL-6 Capture antibody R&D Systems
Mouse anti IL-10 Capture antibody R&D Systems
Goat anti IL-6 Detection antibody R&D Systems
Goat anti 1L-10 Detection antibody R&D Systems
2.4 Medier oglgsninger

Medier og lgsninger Produsent
RPMI 1640 PAA
Dulbeccos PBS PAA

Fotalt kalveserum, FCA PAA
Gentamicin Bio Whittaker
Ikke-essensielle aminosyrer PAA
Natrium-pyruvat PAA
Monothioglycerol Sigma
Trypsin EDTA PAA

L-Glutamin

Fisher Scientific
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2.5 Cellelinjer og bakterier

Cellelinje/bakterier Produsent
U937 ATTC
Methylococcus capsulatus (Bath) NCIMB

2.6 Oppskrifter

2.6.1 Cellearbeid

RPMI dyrkningsmedium

Natrium pyruvat 1mM
Ikke-essensielle aminosyrer 5ml
Gentamicinsulfat 25 pg/ml
Monothioglycerol 5x10° M
Fotalt kalveserum 10 %

Tilsettes en 500 ml flaske RPMI 1640

Innfrysningsmedium

RPMI 1640 dyrkningsmedium med 20 % FCS og 20 % DMSO

Differensieringsmedium for modning av dendrittiske celler

RPMI 1640 dyrkningsmedium
IL-4 25 ng/ml
GM-CSF 50 ng/ml

Positiv kontroll for aktivering av dendrittiske celler

RPMI 1640 dyrkingsmedium

LPS 100 ng/ml
PGE2 5 ng/ml
TNF-a 15 ng/ml
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2.6.2 Monocyttisolering fra PBL

Monocyttisoleringsbuffer

PBS

BSA 0,5%
EDTA 2 mM
2.6.3 Elisa

Vaskebuffer

PBS

Tween 20 0,01 %
Diluent/blokkeringslgsning

PBS

BSA 1%
Substratlgsning

ABTS 0,18 mg/ml
Natriumacetat pH 4 0,1M

3 % H,0, 0,8 pul/mi
2.6.4 Bakteriedyrking

NMS medium

Kaliumnitrat 1 mg/ml
Magnesiumsulfat heksahydrat 1 mg/ml
Kalsiumklorid 0,1 mg/mi
FeEDTA 0,38 mg/ml
Natriummolybdat dihydrat 0,26 pg/ml
Kobber(ll)sulfat pentahydrat 0,1 mg/mi
Jernsulfat heptahydrat 1 pg/ml
Sinksulfat heptahydrat 1 mg/ml
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Borsyre 10 pg/ml
Kobolt(I)klorid hexahydrat 10 pg/ml
EDTA di sodium salt 0,5mM
Mangan(ll)klorid tetrahydrat 10 pg/ml
Nikkel(Ih)klorid heksahydrat 10 pg/ml
Natriumfosfat dibasisk dodecahydrat 0,716 mg/mi
Kaliumfosfat enbasisk 0,26 mg/ml
H,O

2.6.5 NF-kB luciferase assay

RPMI 1640 med Hygromycin B

Glutamin 2mM
Gentamicin 0,5 ul/ml
Hygromycin B 75 pg/ml
FCS 10 %
RPMI 1640

Sultemedium

RPMI 1640

Gentamicin 0,5 ul/ml
Glutamin 2 mM

FCS 2%
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3.0 Metoder

3.1 Dyrking av U937 cellelinje
Materialer:

U937 monocyttcellelinje, T75 celleflasker, RPMI 1640 med 10 % FBS, partikkelteller og

celleinkubator.

Prosedyre:

U937 (gave fra R. Blomhoff, Universitetet i Oslo) er stabilt transfektert med reporterplasmid
(Austenaa et al. 2009). Cellene ble dyrket i T75 celleflasker i 37 °C med 5 % CO,. Ved
splitting ble cellesuspensjonen spunnet ned ved 1300 rcf og cellepelleten resuspendert i 1 ml
RPMI 1640. 20 pl av cellesuspensjonen ble fortynnet i 10 ml tellevaeske. Partikkeltelleren ble
stilt inn pa 4 telle antall partikler mellom 4 og 12 um. 1 million celler ble dyrket videre i 20
ml RPMI 1640 med 10 % FCS.

3.2 Nedfrysing av celler
Materialer:

RPMI 1640 medium, innfrysningsmedium, kryoampuller

Prosedyre:

En cellekonsentrasjon pa 10 millioner/ml ble laget med RPMI medium med 20 % FCS.
Innfrysningsmedium, som bestar av RPMI 1640 med 20 % FCS og 20 % DMSO, ble tilsatt
drapevis til avkjglt cellelgsning. Forholdene var 1/2 med cellesuspensjon og
innfrysningsmedium. Cellesuspensjonen ble overfaret til cryorar og deretter til — 80 °C fryser
far de senere ble satt i nitrogentanken.

3.3 Tining av celler

Materialer:
RPMI 1640 med 10 % FCS, vannbad

Prosedyre:

Ampullen med cellesuspensjonen ble tint ved 37 ° C til en ispellet var igjen. Cellene ble
deretter overfart til et 50 ml nuncrgr med 10-30 ml medium, avhengig av antall ampuller, og
sentrifugert ned ved 1300 rcf. @nsket celleantall ble overfort til en beholder med nytt

medium.
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3.4 NF-kB luciferase assay
Materialer:
U937 celler, hygromycin B medium, sultemedium, Bright-Glo Luciferase assay, 8-

kanalspipette, trau, mikrotiterplate, luminometer.

Prosedyre:

Blomhoffs gruppe har transfektert U937 monocyttene med et NF-«B luciferase reportergen og
et hygromycin B resistens-gen (Carlsen et al. 2002). Dagen far forsgket ble 3x10° celler/ml
overfort til en celleflaske med 10 ml hygromycin B medium og inkubert over natten. Dagen
etter ble cellene spunnet ned og resuspendert i 8 ml sultemedium (2 % FCS). 80 pl
cellesuspensjon ble tilsatt til hver brgnn og inkubert i 30 minutter i varmeskap. Deretter ble 20
ul med stimuli tilsatt. Platen hadde en inkuberingstid pa 6 timer far luciferaseaktiviteten ble
malt ved a tilsette 100 pl Bright-Glo Luciferase substrat til hver brgnn og inkubere platen med
substratet i 2-15 minutter. Platen ble lest av i et luminometer og intensiteten av luminescens

korrelerer luciferaseaktiviteten i cellene.

3.5 Stimulering av U937 monocytter

Materialer:
RPMI 1640 medium, M. capsulatus

Prosedyre:

U937 cellene ble spunnet ned og resuspendert i 1 ml medium og deretter telt. 1 million celler
per brgnn ble overfart til en 24-brgnnsplate. 1 ml med bakteriesuspensjon av OD 0,2 ble tilsatt
hver brgnn. Til branner med ustimulerte celler ble 1 ml medium tilsatt. Platen ble inkubert i 1

degn. Supernatanten fra celle/bakterie suspensjonen ble brukt til videre forsgk.

3.6 Dyrking av M. capsulatus

Materialer: NMS medium, M. capsulatus, gass med 95 % metan og 5 % CO,, rysteinkubator

Prosedyre:

10 mlI NMS medium til 1 ml bakteriesuspensjon ble tilsatt i en 100 ml kolbe. Til en 100 ml
kolbe ble 25 ml gassblanding med 95 % metan og 5 % CO, tilsatt. Bakteriesuspensjonen ble
inkubert over natt i Ecotron rysteinkubator fra Infors HT ved 200 rpm og 45 ° C.
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3.7 Tillaging av M. capsulatus frysestock
Materialer:

NMS medium, flytende nitrogen, cryorgr

Prosedyre:

10 ml bakteriesupensjon ble spunnet ned og resuspendert i 1 ml NMS medium. Til hvert
cryorgr overfgrtes 100 pl av bakteriesuspensjonen og ble deretter fryst ned i flytende nitrogen.
Ampullene ble videre fryst ned ved -80 grader.

3.8 Isolering av PBL fra buffy coats
Materialer:

Lymfoprep, hestekanyle, PBS, RPMI 1640 med 10 % FCS og innfrysningsmedium.

Prosedyre:

Buffy coats kommer fra friske blodgivere tappet ved blodbanken Sykehuset @stfold,
Fredrikstad. Prosedyren er laget med utgangspunkt i produsentens protokoll for isolering av
PBL (perifere blod-leukocytter) ved hjelp av Lymfoprep fra Axis Shield. Det er et
gradientmedium som skiller mononukleare celler fra erytrocytter og andre leukocytter. 15 ml
buffy coat ble tilsatt 15 ml PBS. 10 ml Lymfoprep ble sakte tilsatt i bunnen av raret, slik at
Lymfoprep la seg under blodet. Rarene ble sentrifugert ved 1500 rcf i 25 minutter, uten
brems. Lymfoprep skiller erytrocyttene fra leukocyttene slik at det dannes flere sjikt med
celler. Laget med mononukleare celler dannet et distinkt band over Lymfoprep som ble
samlet opp og vasket med PBS 3-5 ganger for a ta bort trombocytter. Frem til 3. vask ble
cellene spunnet ned ved 700 rcf i 15 min, etter det ble hastigheten gkt til 1300 rcf mens
sentrifugeringstiden ble redusert til 10 min. Cellene ble resuspendert til 60 millioner celler per
ml i medium, deretter ble protokollen for innfrysing av celler brukt. Ampullene med celler ble

oppbevart i nitrogentank.

3.9 Isolering av CD14+ monocytter fra PBL

Materialer:

MACS presepareringskolonne, MACS kolonne, CD14 MicroBeads, MACS separator,
monocyttisoleringsbuffer, RPMI 1640 medium med 10 % FCS, IL-4, GM-CSF, partikkelteller
0g 24-brgnnsplate.
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Prosedyre:

Monocyttene ble isolert fra PBL ved hjelp av CD14 partikler fra Miltenyi Biotec, i henhold til
prosedyre fra produsenten. PBL ble tint som nevnt ovenfor, spunnet ned og telt. 80 pl
monocyttisoleringsbuffer per 107 celler og 20 pl CD14 microbeads per 10” celler ble tilsatt og
blandet godt. Cellesuspensjonen ble inkubert kjglig (2-4 grader) i 15 min. 1-2 ml
monocyttisoleringsbuffer per 107 celler ble tilsatt og spunnet ned. For celleantall opp til 60-70
millioner ble én separeringskolonne brukt. Til hver separeringskolonne ble 500 pl
cellesuspensjon med buffer tilsatt etter at kolonnen var blitt fuktet med 500 pl buffer.
Cellesuspensjonen fikk renne gjennom far kolonnen ble vasket med 500 pl buffer tre ganger.
Kolonnen ble deretter overfart til et nytt rgr og tilsatt 1 ml buffer som ble presset gjennom
kolonnen med et stempel. Celleantallet ble telt og suspensjonen spunnet ned. Pelleten ble
resuspendert i differensieringsmedium og sadd ut i en 24-brgnnsplate med en tetthet pa 2

millioner celler per brgnn.

3.10 Differensiering av CD14* monocytter til dendrittiske celler

Materialer:
RPMI 1640 med 10 % FBS, GM-CSF og IL-4

Prosedyre:

Monocyttene som ble isolert med CD14 partikler ble differensiert i naerveer av 25 ng/ml IL-4
og 50 ng/ml GM-CSF til modningsdag 4, hvor mediet ble skiftet ut og erstattet med nytt
differensieringsmedium med samme konsentrasjoner av IL-4 og GM-CSF. Pa modningsdag 6
ble de umodne DC tilsatt stimuli. Som positiv kontroll bruktes LPS (100 ng/ml), PGE2 (5
pg/ml) og TNF-a (15 ng/ml), celler brukt som kontroll for umodne dendrittiske celler ble
tilsatt vanlig dyrkningsmedium (Christoffersen et al. 2012).

3.11 Stimulering av dendrittiske celler med M. capsulatus
Materialer: 24-brgnnsplate, RPMI med 10 % FCS, PBS, spektrofotometer

Prosedyre:

De dendrittiske cellene ble stimulert til umodne DC, fgr de pa 6. modningsdag ble tilsatt
stimuli. M. capsulatus ble vasket med PBS, spunnet ned ved 4000 rcf i 10 minutter og
resuspendert i RPMI 1640 medium med 10 % FCS til suspensjonen OD 0,2. Mediet i de
aktuelle brgnnene ble byttet ut med bakteriemediet og inkubert over natt, sammen med positiv

kontroll for modning av DC og negativ kontroll for umodne DC.
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3.12 Test av overflatemarkgrer pa stimulerte DC

Materialer: anti-human CD83, anti-human CD86, anti-human CD80, anti-human CD40, anti-
human PD-L1, vaskestramcytometer, PBS, mikrotiterplate, trypsin-EDTA, RPMI med 10 %
FBS.

Prosedyre:

Pa 7. modningsdag ble cellene vasket 1-2 ganger med PBS far de ble trypsinert. Likt volum
RPMI 1640 med 10 % FBS ble tilsatt for & ngytralisere trypsin. Deretter ble cellesuspensjonen
overfort til en 96-brgnns plate og vasket med PBS. Cellene ble farget med flurokrom
konjugerte antistoff etter anvisning fra produsent; 5 pl Alexa Fluor-CD86, 20 pl PE-cy5-
CD83, 5 ul PE-PD-L1, 20 pl PE-CD80, 20 ul PE-CD40. Inkuberingen forgikk i 45 minutter i
romtemperatur. Deretter ble cellene vasket og resuspendert i PBS. Vaskstramcytometer ble
innstilt til & suge opp 100 pl prevemateriale til hver analyse. Cellene passerer en laserstrale i
en vaeskestram og emittert lys detekteres. Intensiteten av emittert lys gjenspeiler antall
flurokrommolekyler som er koblet til cellene, altsa uttrykk av overflatemolekylene CD86,
CD83, CD80, CD40 eller PD-L1 pa cellene.

3.13 Maling av cytokinproduksjon
3.13.1 ELISAIL-10

Materialer:

Coating antistoff (capture antibody), biotinylert antistoff (detection antibody), rekombinant
humant IL-10, streptavidin HRP, ABTS, vaskebuffer, diluent, 96-brgnnsplate, absorbans
plateleser, RPMI 1640 med 10 % FBS.

Prosedyre:

Cytokin konsentrasjon ble malt med ELISA med prosedyre utviklet i henhold til produsenten.
En 96-brgnnsplate ble coatet med 100 pl av 2 pg/ml mus-anti-human IL-10 og inkubert i
romtemperatur over natt. Platen ble vasket med 200 ul vaskebuffer med fire repetisjoner, som
ble gjentatt etter hver inkubering i forsgket. 300 ul blokkeringsbuffer per brgnn ble inkubert i
en time, med et etterfalgende vasketrinn. En standard pa 2 ng/ml rekombinant I1L-10 ble titrert
til 31,25 pg/ml, og inkubert i 2 timer sammen med prever, blank og medium. 100 pl
biotinylert geit-anti-human IL-10 med konsentrasjon pa 150 ng/ml ble tilsatt til brgnnene og
inkubert i 2 timer. Deretter ble platen inkubert i 20 minutter med 100 pl/brgnn streptavidin
konjugert HRP (horseradish peroxidase) fortynnet 1:200. 8 pl hydrogenperoksid per 10 ml
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ABTS, HRP-substrat, ble tilsatt rett far fremkalling, hvor 100 pl substratlgsning ble tilsatt
hver brgnn. Nar ABTS oksideres av peroksidasen blir lgsningen gradvis grann. Platen ble lest
av med en Tecan Sunrise absorbans plateleser ved 405 nm. Absorbansen ble avlest nar
hgyeste standard nadde OD 1. Prgvenes OD malinger viser cytokinenes konsentrasjon i

lzsningene ved at transmittansen minker ved gkt konsentrasjon av cytokiner.

3.13.2 ELISAIL-6

Materialer:

Coating antistoff (capture antibody), biotinylert antistoff (detection antibody), rekombinant
humant IL-6, streptavidin HRP, ABTS, vaskebuffer, diluent, 96-brgnnsplate, Sunrise
absorbans plateleser, RPMI 1640 med 10 % FBS.

Prosedyre:

Cytokin-produksjonen av IL-6 ble malt med samme fremgangsmate som for 1L-10, men med
andre konsentrasjoner av standard og biotinylert anti-human IL-6. Standard ble titrert fra 600
pg/ml til 9,38 pg/ml i RPMI 1640 medium. Biotinmerket anti-human IL-6 ble tillaget med en

konsentrasjon pa 50 ng/ml i diluent.
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4.0 Resultater

Gjennom denne oppgaven ble det undersgkt hvilke effekter M. capsulatus har pa humane
monocytt-deriverte dendrittiske celler og den humane monocyttcellelinjen U937. Dette ble
gjort med bakgrunn i den effekten som er funnet av BioProtein pa forbygging av kolitt hos

mus (Kleiveland CR., et al. Manuskript under utarbeidelse).

4.1 Differensiering av dendrittiske celler
Monocytter kan isoleres fra perifere mononukleare leukocytter ved positiv seleksjon av
CD14" celler. Ved in vitro dyrking i naervaer av cytokinene GM-CSF og IL-4 differensierer

cellene til umodne dendrittiske celler i lgpet av 6 dager.

Pa dag 4 begynner noen av cellene a vise morfologiske endinger i retning av dendrittiske
celler (figur 9), mens andre celler fortsatt viser den runde morfologien til monocytter. Cellene
viser tydelig at de har blitt differensiert pa den sjette modningsdagen, med dendrittiske

utlgpere (figur 10).

Figur 9: CD14" monocytter isolert fra PBL p& modningsdag 4. Cellene dyrkes i
differensieringsmedium tilsatt GM-CSF og IL-4.
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Figur 10: Dendrittiske celler differensiert fra CD14" monocytter pad modningsdag 6 far M.
capsulatus er tilsatt.

4.2 Stimulering av umodne dendrittiske celler med M. capsulatus
Dendrittiske celler har en viktig rolle i reguleringen av det medfadte og adaptive
immunforsvaret. For & undersgke om M. capsulatus er i stand til & modne in vitro
differensierte dendrittiske celler fremfart fra monocytter, ble cellene koklutivert med M.
capsulatus. Bakteriene tilsettes levende til de umodne dendrittiske cellene pa dag 6 etter
isolering. | ett degn ble cellene kokultivert med bakteriene, figur 11, far cellene og
supernatanter ble brukt til videre analyser.
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Figur 11: Dendrittiske celler etter kokultivering med M. capsulatus i et dggn.

Bilder tatt ved SEM viser at bakteriene binder spesifikt til overflaten av de dendrittiske

cellene (figur 12).
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Figur 12: SEM bilde av dendrittiske celler etter kokultivering med M. capsulatus i 3 timer.
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4.3 Testav overflatemarkgrer pa dendrittiske celler stimulert med

M. capsulatus
For & undersgke om M. capsulatus induserer aktivering av dendrittiske celler ble umodne
dendrittiske celler, fremfart fra monocytter, kokultivert med M. capsulatus i 24 timer og

undersgkt for ekspresjon av ulike overflatemolekyler med vaeskestramscytometri.

4.3.1 CD86
CD86 er et kostimulerende molekyl uttrykt pa aktiverte dendrittiske celler. Molekylet er

viktig for T-celleaktiveringen og vi gnsket derfor a undersgke om M. capsulatus stimulerer
oppregulering av CD86 ekspresjon ved & kokultivere dendrittiske celler med M. capsulatus.
Cellene ble farget med Alexa Fluor konjugert anti-human CD86, og analysert med

vaeskestrgmscytometri.

B 0 1 1e1 1e2 1e
APC-Cy7-A

Figur 13: Dendrittiske celler stimulert med M. capsulatus. Bla graf viser uttrykk av CD86 hos
dendrittiske celler etter stimulering med bakterier dyrket i medium uten kobber. Gregnn graf
viser stimulering med bakterier dyrket med kobber. Svart graf viser intensiteten av uttrykt
CD86 hos DC stimulert med TNF-a, PGE2 og LPS. Den rgde grafen viser uttrykk av CD86 hos
umodne celler. Intensiteten av emittert signal leses av pa x-aksen. Jo lenger til hgyre grafene
ligger, jo flere CD86 molekyler er uttrykt pa cellene. n=3.

Figur 13 viser en oppregulering av CD86 molekyler hos dendrittiske celler som er kokultivert
med M. capsulatus, i forhold til umodne celler. Det ble brukt to bakteriesuspensjoner til denne
analysen, bakterier dyrket i naerveer og fraveer av kobber. Som vist i figur 13 er det ingen

forskjell i CD86 ekspresjon mellom umodne dendrittiske celler stimulert med bakterier dyrket
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i fraveer og naerveaer av kobber. Dette viser at kokultivering av umodne dendrittiske celler med

M. capsulatus farer til gkt uttrykk av det kostimulerende molekylet CD86.

4.3.2 CD80

Med bakgrunn i M. capsulatus egenskaper til 4 oppregulere CD86 gnsket vi ogsa a undersgke
om M. capsulatus var i stand til & oppregulere CD80. Sammen med CD86, er CD8O0 et
kostimulerende molekyl med samme ligandspesifisitet for CD28 hos T-celler (figur 4).
Dendrittiske celler ble farget med PE konjugert anti-human CD80 og analysert pa
vaeskestrgmcytometer.
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Figur 14: a) Dendrittiske cellers uttrykk av CD80. Den grgnne grafen representerer uttrykk av
CD80 hos celler stimulert med LPS, TNF-a og PGE2. Den bla grafen representerer CD80
uttrykt pa celler stimulert med M. capsulatus, og den rgde grafen representerer umodne celler.
n=2. b) Figur b viser et dotplott av negativ kontroll. Dette for & fremstille hvordan ufargede
celler har blitt gatet bort i den endelige figuren vist i 14a).

Celler kokultivert med M. capsulatus i 24 timer viser svak oppregulering av uttrykt CD80 i
forhold til umodne celler i noen av analysene. Andre analyser viste ingen oppregulering i
forhold til umodne celler. Figur 14 b) viser hvordan ufargede celler har blitt gatet bort, slik det

er vist i figur 14 a).

4.3.3 CD83
CD83 er et overflatemolekyl som oppreguleres ved aktivering av dendrittiske celler. Vi gnsket

derfor & undersgke om M. capuslatus stimulerer oppregulering av denne modningsmarkgren
ved a kokultivere dendrittiske celler med bakterien. Dendrittiske celler ble farget med PE-Cy5

konjugert anti-human CD83 og analysert med vaeskestrgmscytometri.
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Figur 15: Uttrykk av CD83 hos dendrittiske celler stimulert med M. capsulatus. Svart graf viser
uttrykk av CD83 hos celler stimulert med TNF-a, LPS og PGE2. Den rgde grafen viser uttykk
av CD83 hos umodne celler. De bla grafene viser uttrykk av CD83 hos celler som er stimulert
med bakterien. n=3.

Figur 15 viser at M. capsulatus ikke stimulerer oppregulering av CD83 hos celler som ble

kokultivert med bakterien.

4.3.4 CD40
Da M. capsulatus ikke stimulerer oppregulering av CD83 valgte vi & undersgke andre

markarer som oppreguleres ved aktivering av dendrittiske celler. CD40 er et overflatemolekyl
som gker ekspresjon ved aktivering av cellene (Hellman & Eriksson 2007). Dendrittiske celler
ble kokultivert med M. capsulatus for & undersgke om bakterien induserer oppregulering av
CDA40 hos dendrittiske celler. Dendrittiske celler ble farget med PE-konjugert anti-human

CD40 og analysert pa vaeskestramcytometer.
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Figur 16: a) Uttrykk av CD40 hos dendrittiske celler. Gragnn graf tilsvarer CD40 uttrykk hos
celler stimulert med LPS, TNF-a og PGE2. Rad graf viser uttrykt CD40 ligand hos ustimulerte
celler. BIa graf viser CD40 uttrykk hos celler stimulert med M. capsulatus. b): Dotplott av positiv
kontroll som viser hva som har blitt gatet bort. n=2.

Analysene viser at CD40 uttrykket er likt pa stimulerte og ustimulerte celler. Figur 16 a) viser
at stimulering av celler med M. capsulatus viser lik intensitet av CD40 fluorokromet som

umodne og modne celler.

4.3.5 PD-L1
PD-L1 er en ligand som hemmer T-celle aktiviteten ved & hemme uttrykk av overlevelsesgen

(Greenwald et al. 2005). Ved aktivering av dendrittiske celler gker uttrykket av PD-L1, derfor
gnsket vi & undersgke om M. capsulatus har evne til & indusere oppregulering av molekylet
ved a kokultivere monocytt-deriverte dendrittiske celler med bakterien. Dendrittiske celler ble
farget med PE konjugert anti-human PD-L1 og analysert med vaskestremscytometri.
Analysene viser at PD-L1 er uttrykt pA umodne dendrittiske celler, og at uttrykket gker
ytterligere ved stimulering med LPS, TNF-a og PGE2, men ikke ved kokultivering med M.

capsulatus (figur 17 a).
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Figur 17: a) Uttrykk av PD-L1 hos dendrittiske celler. Grgnn graf tilsvarer PD-L1 uttrykk hos
celler stimulert med LPS, TNF-a og PGE2. PD-L1 uttrykk hos umodne celler er representert
ved rgd graf. Bla graf tilsvarer PD-L1 uttrykt hos celler stimulert med M. capsulatus. n=3. b)
Dotplott av celleprave som viser hvordan dgde/ufargede celler har blitt gatet bort.

4.4 Cytokinproduksjon

4.4.1 IL-10
IL-10 er et anti-inflammatorisk molekyl med regulerende egenskaper i immunforsvaret.

Enkelte bakterier induserer IL-10 produksjon hos dendrittiske celler. Vi gnsket a undersgke
om M. capsulatus stimulerer 1L-10 produksjon hos dendrittiske celler. Supernatanter fra
dendrittiske celler stimulert med M. capsulatus ble undersgkt for innhold av IL-10, ved hjelp
av ELISA.
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IL-10 produksjon, dendrittiske celler
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Figur 18: produksjon av IL-10 hos dendrittiske celler. Diagrammet viser giennomsnittlig
konsentrasjon av sekrert IL-10 fra umodne dendrittiske celler, dendrittiske celler stimulert med
LPS, TNF-a og PGE2, og dendrittiske celler stimulert med M. capsulatus. n=5

Figur 18 viser at IL-10 innholdet i supernatanter fra celler kokultivert med M. capsulatus
(94,28 pg/ml £ 39,93) er signifikant hayere enn i supernatanter fra ustimulerte celler (0
pg/ml). Supernatanter fra modne dendrittiske celler hadde konsentrasjon pa 12,88 pg/ml
(standard avvik 19,42).

4.4.2 IL-6
Vi gnsket ogsa 4 undersgke om M. capsulatus stimulerer produksjon av IL-6 da nivaene av

cytokinet ofte er forhgyet ved IBD. Dette er et proinflammatorisk cytokin som er viktig ved
stimulering av medfedt- og adaptivt immunforsvar. Nivaene av IL-6 ble undersgkt i
supernatanter til modne og umodne dendrittiske celler i tillegg til celler kokultivert med M.

capsulatus.
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IL-6 produksjon, dendrittiske celler
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Figur 19: Gjennomsnittlig konsentrasjon av IL-6 sekrert fra umodne dendrittiske celler,
dendrittiske celler stimulert med LPS, TNF-a og PGE2, og dendrittiske celler stimulert med M.
capsulatus. Standard avvik er 109,27 for celler stimulert med M. capsulatus, 142,82 for modne
celler og 31,177 for umodne celler. n=5

Figur 19 viser at IL-6 innholdet i supernatanter fra celler kokultivert med M. capsulatus
(432,31 pg/ml £ 109,27) er signifikant hayere enn umodne celler (24,46 £31,18). Det er
ingen signifikant forskjell i IL-6 produksjon hos dendrittiske celler kokultivert med M.
capsulatus og celler stimulert med LPS, TNF-a og PGE2. Supernatanter fra celler stimulert
med LPS, TNF-a og PGE2 hadde IL-6 konsentrasjon pa 420,19 (+142,82).

Cytokinproduksjonen ble ogsa undersgkt i supernatanter fra monocytt cellelinjen U937. Hos
ustimulerte celler ble det ikke detektert IL-6, mens det i kultursupernatant fra monocytter

kokultivert med M. capsulatus ble detektert et gjennomsnitt pa 192,60 pg/ml (figur 20).
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Figur 20: Produksjon av IL-6 hos monocyttcellelinjen U937. Supernatanter fra stimulerte celler
hadde en gjennomsnittskonsentrasjon pa 192,6 pg/ml. Standardavviket er 71,1.

4.5 NF-kB luciferase assay
Monocyttcellelinjen U937 er stabilt transfektert med et luciferase reporterplasmid der NF-xB

promotoren er koblet til transkripsjon av luciferase. Vi gnsket a undersgke om M. capsulatus
induserer NF-kB aktivering hos monocyttene. Cellene ble stimulert med M. capsulatus i 6
timer far det ble tilsatt substrat for luciferase for & undersgke enzymaktiviteten.

Enzymaktiviteten av luciferase kan korreleres til aktiviteten av NF-«xB i cellene.
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Figur 21: Figuren viser luciferaseaktivitet hos U937 monocytter, transfektert ned NF-xB
luciferase reportergen, kokultivert med M. capsulatus og ustimulerte U937 monocytter. n=3
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Figur 21 illustrerer gkningen av luciferaseaktivitet i forhold til ustimulerte celler. Celler
kokultivert med M. capsulatus viser signifikant hgyere luciferase-aktivitet i forhold til

ustimulerte celler.

39



5.0 Diskusjon

Inflammatorisk tarmsykdom er en kompleks sykdom som pavirkes av flere faktorer og mye
om sykdommens arsak er fortsatt ukjent. BioProtein, som bestar av 88 % M. capsulatus, er
vist til & ha en dempende effekt pa enteritt hos laks. Hensikten med denne oppgaven var a
undersgke om M. capsulatus’ pavirker aktivering og modning av dendrittiske celler og
monocytter. Det er ikke kjent at det tidligere har blitt gjort undersgkelser med denne

metanotrofe jordbakterien i humane systemer.

| tarmens immunforsvar har dendrittiske celler en aktiv rolle ved at de penetrerer
epitelcellelaget med dendritter for & fange opp antigen, samtidig som cellene pa basolateral
side av epitelcellene tar opp antigen som er transcyttert av epitelcellene. Ved IBD er det
registrert nedsatt epitelial barriere som gjar at bakteriene kan trenge inn i vevet og dermed
aktivere dendrittiske celler. Cellene har deretter muligheter til & stimulere det adaptive
immunforsvaret ved a presentere antigen til T-celler. Dendrittiske cellers viktige rolle ved
aktivering av immunforsvaret er grunnen til at cellene er brukt til in vitro analyser i denne

oppgaven.

Umodne dendrittiske celler ble fremfart fra CD14" positive monocytter isolert fra PBL, ved
kultivering i nerveer av GM-CSF og IL-4. | lgpet av 6 dager hadde monocyttene differensiert
til umodne dendrittiske celler, med tydelig endret morfologi (figur 10). En cocktail av stimuli,
med TNF-a, PGE2 og LPS, som det er kjent at farer til modning av dendrittiske celler ble
brukt som positiv kontroll (Christoffersen et al. 2012), mens M. capsulatus ble kokultivert
med de dendrittiske cellene i ett dagn. Cellene ble videre analysert for ekspresjon av

overflatemarkgarer og supernatantene ble undersgkt for endringer i cytokinproduksjon.

5.1 Overflatemarkgrer

For & undersgke om M. capsulatus stimulerer aktivering av dendrittiske celler ble flere
overflatemolekyler analysert. CD86 ble undersgkt pa bakgrunn av molekylets viktige rolle
ved T-celle aktivering. Dendrittiske celler stimulert med cocktailen for positiv kontroll viser
gkt uttrykk av CD86, sammenliknet med umodne dendrittiske celler (figur 13). I innledende
forsgk ble det brukt to bakteriesuspensjoner av M. capsulatus, en i naerver og en i fraveer av
kobber. M. capsulatus dyrket i kobber viser en gkning av cytoplasmatiske membraner (figur

13), og det ble derfor undersgkt om dette hadde en innvirkning pa M. capsulatus’ evne til &
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aktivere dendrittiske celler. Dendrittiske celler stimulert med M. capsulatus oppregulerer
uttrykk av CD86 i forhold til umodne celler, men det ble ikke vist noen forskjell pa
stimulering med bakterier dyrket med og uten kobber. | videre undersgkelser er M. capsulatus

dyrket i naerveer av kobber.

Overflatemarkgren CD86 er et viktig kostimulerende molekyl. Zeuthen et al. viste i sine
studier at Gram-negative tarmbakterier har stgrre potensial til a stimulere til oppregulering av
CD86 og andre modningsmarkarer pa dendrittiske celler, enn det Gram-positive
melkesyrebakterier har (Zeuthen et al. 2006). Christoffersen et al. (2012) viste at bade
patogen-, probiotisk- og kommensal stamme av tarmbakterien Enterococcus faecalis
stimulerer dendrittiske celler til & oppregulere CD86, uten at noen stamme-forskijell ble
observert (Christoffersen et al. 2012).

Disse tidligere studiene viser at aktivering av dendrittiske celler farer til oppregulering av
CD86 ved interaksjon med bade kommensale, probiotiske og patogene bakterier. Intensiteten
av oppreguleringen ser ikke ut til & avhenge av bakteriens egenskaper i tarmen. Det kan se ut
til at Gram-negative viser stgrre stimuleringspotensial til oppregulering av CD86 uttrykt pa
overflaten enn Gram-positive. Dette kan skyldes at Gram-negative bakterier stimulerer andre
PRR reseptorer enn Gram-positive bakterier. LPS som finnes i yttermembranen hos Gram-
negative celler stimulerer Toll-liknende reseptor 4 (figur 6), noe Gram-positive ikke kan. M.
capsulatus er Gram-negativ og inneholder dermed LPS i sin yttermembran. For & undersgke
om M. capsulatus stimulerer oppreguleringen av CD86 i like stor grad som det er vist for
andre Gram-negative bakterier, ma analysen gjeres sammen med bakterier som det er kjent
farer til aktivering av dendrittiske celler.

Sammen med CD86, er CD80 et viktig kostimulerende molekyl. MHC klasse 11 med antigen i
sin grop stimulerer T-celler, men for & oppna aktivering er T-cellene avhengig av enda et
signal som oppnas ved CD80/CD86 interaksjon med CD28 (figur 4). Vi ville derfor
undersgke om M. capsulatus viser samme oppregulerende egenskaper for CD80, som det vi sa
ved CD86. Undersgkelsene av CD80 ekspresjon viste oppregulering av overflatemolekylet
hos dendrittiske celler som ble kokultivert med M. capsulatus i forhold til umodne
dendrittiske celler (figur 14). Selv om CD80 og CD86 har like roller ved en immunrespons er
det likevel rapportert at oppreguleringen ved stimulering av immunceller med bakterier ikke
alltid er lik (Nolan et al. 2009). Boele et al. har undersgkt effekten av ulike patogene bakterier

som E.coli, Vibrio cholerae, Salmonella enterica med flere, og alle bakteriene stimulerte
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oppregulering av CD80, CD86 og CD83 hos dendrittiske celler. Det ble ogsa funnet
forskjeller i stimuleringspotensiale hos Gram-negative og Gram-positive bakterier, ved at
dendrittiske celler stimulert med Gram-negative bakterier hadde et hgyere uttrykk av
modningsmarkgrene (Boele et al. 2009). Probiotiske bakterier stimulerer ogsa oppregulering
av CD80 hos dendrittiske celler (Gad et al. 2011).

Studiene viser altsa at det for oppregulering av CD80 heller ikke skilles mellom bakteriens
positive eller negative pavirkning i tarmen. CD80 oppreguleres ved stimulering av patogene
sa vel som probiotiske bakterier. Begge de kostimulerende molekylene CD80 og CD86 blir
altsa oppregulert ved kokultivering av M. capsulatus. Det har ikke blitt gjort liknende
undersgkelser med bakterier som M. capsulatus tidligere. Bakteriesammensetningen i det
probiotiske produktet, VSL#3, har blitt rapportert & ha hemmende effekt pa kolitt. VSL#3
bestar av probiotiske Laktobacillus-, Bifidobacterium- og Streptokokk stammer. Disse er ogsa
vist & kunne stimulere dendrittiske cellers oppregulering av CD80 og CD86 (Drakes et al.
2004; Gad et al. 2011; Shibolet et al. 2002). Ut i fra vare undersgkelser kan vi se at
kokultivering av dendrittiske celler med M. capsulatus gir cellene evne til & kunne overfare
signal 2 ved antigenpresentering og aktivering av T-celler (figur 4).

Vi gnsket ogsa a undersgke om M. capsulatus aktiveringsevner pavirker andre
overflatemolekyler som er kjent at gker ekspresjon ved aktivering av dendrittiske celler.
Undersgkelsene av CD83, som er en modningsmarkar for dendrittiske celler, viste ingen
oppregulering av molekylet hos celler som ble kokultivert med M. capsulatus i 24 timer,
sammenliknet med umodne celler. Flere har vist at oppregulering av CD83 ofte falger
oppregulering av CD86 ved stimulering av dendrittiske celler med bade patogene-,
kommensale-, og probiotiske bakterier (Boele et al. 2009; Christoffersen et al. 2012; Zeuthen
et al. 2006). Dendrittiske celler med blokkert eller nedregulert CD83 uttrykk er vist  redusere
T-cellers proliferasjon ved at de hemmer T-cellers produksjon av IFN-y. IFN-y som
produseres av Tyl T-cellene er med pa a styre differensieringen av T-celler (Aerts-Toegaert et
al. 2007; Lechmann et al. 2005).

Modningsmarkgren CD83 skiller seg ut fra CD80 og CD86 ved at den ikke oppreguleres ved
kokultivering med M. capsulatus. Dette kan veere en av M. capsulatus’ regulerende
egenskaper. Evnen til @ hemme T-cellers proliferering viser at CD83 har viktige stimulerende
egenskaper ved aktivering av immunforsvaret. Dette er konsekvenser av totalt fraveerende

uttrykk av CD83 pa cellene. Mye er fortsatt ukjent rundt CD83s funksjoner i immunforsvaret,
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sa for & bekrefte eller avkrefte om graden av manglende CD83 uttrykk i dette tilfellet kan
hemme T-celleresponsen, ma det gjares ytterligere analyser hvor en undersgker interaksjonen

med M. capsulatus stimulerte dendrittiske celler og T-celler.

M. capsulatus viser ikke egenskaper til a oppregulere modningsmarkgren CD83, vi gnsket
derfor & undersgke CD40 som ogsa er Kjent at oppreguleres ved aktivering av dendrittiske
celler. Analysene av overflatemarkaren CD40 pa dendrittiske celler viste ingen oppregulering
ved kokultivering med M. capsulatus eller ved stimulering med cocktail for positiv kontroll.
Figur 16 a) viser at uttrykk av CD40 pa umodne dendrittiske celler er den samme som hos
modne dendrittiske celler. Oppreguleringen ser ut til & skje pa et tidligere stadium ved bruk av
denne differensierningsprotokollen. Zeuthen et al. brukte i deres studier et annet forhold av
IL-4 og GM-CSF ved differensieringen av CD14" monocytter, og uttrykket av CD40 hos
umodne dendrittiske celler var da lavere. De fant da oppregulering av CD40 ved stimulering
med blant annet E.coli (Zeuthen et al. 2006). | egne analyser kunne et annet forhold av
differensieringsfaktorer blitt brukt for & undersgke om M. capsulatus har pavirkning pa

oppregulering av dette molekylet.

PD-L1 er en ligand som er vist & ha negativ effekt pa aktiveringen av T-celler og er oftest sett
pa som en regulerende faktor i immunforsvaret (Greenwald et al. 2005). Hos pasienter med
IBD er ekspresjonen av PD-1/PD-L1 gkt pa mononuklezre celler sett i forhold til
mononuklezre celler fra friske individer (Kanai et al. 2003). P& bakgrunn av studier som viser
at blokkering av PD-L1 reduserer inflammasjon ved kolitt i mus, er det foreslatt at PD-L1
kostimulering kan forarsake inflammasjon i tarmen (Dong et al. 2007; Kanai et al. 2003). Vi
gnsket & undersgke hvorvidt M. capsulatus stimulerer oppregulering av PD-L1 hos
dendrittiske celler da det er kjent at ekspresjonen av PD-L1 ofte gker ved aktivering av
cellene (Brown et al. 2010; Gad et al. 2011). Vi har vist at umodne dendrittiske celler fremfart
fra CD14" monocytter er positive for PD-L1, men kokultiveringen med M. capsulatus tilfarer
ikke gkt ekspresjon av liganden. Figur 17 a) viser at uttrykket av PD-L1 allerede er hgyt hos
umodne dendrittiske celler, og bare cocktailen med stimuli for positiv kontroll induserer en
gkning av ekspresjon. Gad et al. rapporterer oppregulering av PD-L1 ved stimulering med
bade Gram-positive og Gram-negative tarmbakterier, deriblant sammensetningen av
probiotiske bakterier VSL#3 som er vist & ha hemmende effekt pa kolitt. Dette er sett i forhold
til umodne dendrittiske celler (Gad et al. 2011). En annen konsentrasjon av
differensieringsfaktorer ble brukt i Gads studier, slik at endring av konsentrasjonen av

differensieringsfaktorer i denne oppgaven kunne gitt lavere uttrykk av PD-L1 hos umodne
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dendrittiske celler slik at en eventuell oppregulering ved kokultivering med M. capsulatus

kunne blitt identifisert.

5.2 NF-xB

Monocyttcellelinjen U937 som ble brukt er transfektert med et luciferase reporterplasmid med
NF-kB promotor (Austenaa et al. 2009). U937 celler som ble kokultivert med M. capsulatus
induserer luciferase-aktivitet som er signifikant hgyere enn hos ustimulerte celler.
Enzymaktiviteten var neermere dobbelt sa hay for M. capsulatus stimulerte celler enn for
ustimulerte celler (figur 21). Enzymaktiviteten av luciferase kan korreleres til NF-xB
luciferase-aktiviteten i cellene. NF- kB signalvei kan aktiveres gjennom flere reseptorer. Figur
6 viser at samtlige TLR-reseptorer har mulighet til & aktivere NF- kB nar de selv aktiveres ved
ligandbinding. M. capsulatus er en Gram-negativ bakterie med LPS i yttermembranen og har
dermed mulighet til & aktivere cellene blant annet gjennom TLR4 reseptoren. Denne analysen
viser at M. capsulatus har aktiverende egenskaper pa U937 monocytter, og som det er

beskrevet nedenfor, deretter kan indusere produksjon av cytokiner som IL-6.

5.3 Cytokinproduksjon
Supernatantene fra stimulerte dendrittiske celler og U937 monocytter ble brukt for & male

cytokinproduksjon hos cellene ved bruk av ELISA. IL-6, sammen med andre
proinflammatoriske cytokiner som IL-12 og TNF-a, er ofte oppregulert hos pasienter med
IBD. Produksjonen av IL-6 gker i utbruddsfasene av sykdommen. Det er forslatt at IL-6 kan
brukes som en marker for & overvake sykdomsutviklingen hos IBD pasienter (Mudter &
Neurath 2007). Vi gnsker derfor a undersgke om M. capsulatus induserer produksjon av I1L-6
hos dendrittiske celler og monocyttcellelinjen U937. Figur 19 og 20 viser at gjennomsnittlig
konsentrasjon i supernatantene fra dendrittiske celler var 432,31 pg/ml og 192,60 pg/ml for
U937 cellene. Det ble brukt dobbelt antall dendrittiske celler i forhold til U937 monocytter.
Konsentrasjonene fra celler kokultivert med M. capsulatus var signifikant hgyere enn
ustimulerte celler. Karlsson et al. stimulerte dendrittiske celler og monocytter med Gram-
negative og Gram-positive kommensale bakterier. Gram-negative bakterier, blant annet E.
coli, ble vist a stimulere stgrre konsentrasjoner av I1L-6 enn det Gram-positive bakterier gjorde
(Karlsson et al. 2004). | Karlssons studie sekrerte monocytter starre konsentrasjoner av I1L-6
enn dendrittiske celler, mens det i egne studier ble sekrert omtrent like konsentrasjoner av IL-
6 nar en tar hensyn til antall celler som ble brukt. Monocyttene som ble stimulert med M.
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capsulatus er celler fra en cellelinje, U937. | Karlssons studie ble brukt monocytter isolert fra
PBL.

IL-10 er et anti-inflammatorisk cytokin, som er kjent & nedregulere immunresponsen. Det er
vist at noen IBD pasienter har mutante IL-10 gen (Franke et al. 2008; Linde et al. 2003).
Disse funnene sammen med studiene som viser at mus med fraveerende IL-10 eller IL10- R
utvikler kolitt understreker at IL-10 er viktig ved regulering av tarmens immunforsvar
(Glocker et al. 2011). Vi gnsket a undersgke hvorvidt M. capsulatus er i stand til & stimulere
IL-10 produksjon hos dendrittiske celler. Supernatantene fra dendrittiske celler kokultivert
med M. capsulatus hadde en gjennomsnittskonsentrasjon av 1L-10 pa 98,28 pg/ml (figur 18).
Dette er signifikant hgyere enn IL-10 konsentrasjon fra ustimulerte celler, og celler stimulert
med cocktail for positiv kontroll. Det ble ikke detektert IL-10 i supernatanter fra
monocyttcellelinjen U937. Den probiotiske bakterien E. coli Nissle induserer I1L-10
produksjon hos dendrittiske celler, og kan indusere 1L-10 konsentrasjoner pa 1-3 ng/ml
avhengig av bakteriekonsentrasjon (Gad et al. 2011). Antall dendrittiske celler per ml medium
var 2 millioner, altsa likt celleantall som det ble brukt i egne studier. Antall bakterier tilsatt
var 3x10° il 3x10°. VSL#3 derimot induserer ikke IL-10 produksjon (Gad et al. 2011). Selv
om IL-10 er et anti-inflammatorisk cytokin viser disse studiene at induksjon av 1L-10 ikke er
en betinget egenskap ved probiotiske bakterier, som bade VSL#3 og denne E. coli stammen
er. IL-10 er kjent for 8 hemme T-celle aktivering, og det er vist at bade Tyl og Tx2 produserte
cytokiner reduseres ved tilstedeveerelse av IL-10 (Joss et al. 2000). Produksjonen av IL-10
indusert av M. capsulatus er betraktelig lavere i forhold til det som induseres av E. coli Nissle
0g det som ble brukt i Joss’ studie (50 ng/ml), og om denne konsentrasjonen er hoy nok for &
virke autokrint ved nedregulering av egne modningsmarkgrer eller nedregulering av T-celle-
aktivitet vises ikke av denne analysen alene. Analysen viser derimot at M. capsulatus har evne
til & pavirke anti-inflammatoriske faktorer hos dendrittiske celler, som kan veere viktig ved

regulering av inflammasjon.

Forholdet mellom antiinflammatorisk I1L-10 og proinflammatorisk IL-12 blir ofte
sammenliknet for a se hvilke immunpavirkninger bakterien kan indusere. 1 tillegg er det kjent
at IBD pasienter ofte har forhgyede konsentrasjoner av IL-12 (Mudter & Neurath 2007). IL-
10/1L-12 forholdet ble undersegkt i Gads’ studier som viser at bade VSL#3 og E. coli Nissle
induserer produksjon av IL-12, som er kjent for & polarisere Tyl celler. M. capsulatus
induserte ikke IL-12 produksjon hos dendrittiske celler (data ikke vist), det gjorde heller ikke

den positive kontrollen. Kleiveland CR et al. (manuskript under utarbeidelse) stimulerte
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umodne dendrittiske celler, fremfart med samme fremgangsmate som for denne oppgaven,
med Gram-Positive bakterier. Det ble detektert IL-12 i supernatanter fra cellene. Karlsson et
al. tilsatte IFN-y sammen med bakterielgsningen i sine studier, dette induserte I1L-12 sekresjon
hos celler stimulert med bakterier med potensial til a indusere 1L-12 produksjon (Karlsson et
al. 2004). Analysen ber gjentas med stimuli med kjente egenskaper for & indusere 1L-12

produksjon for a se at cellene har potensial for dette.

5.4 Konklusjon og viderearbeid
Kort oppsummert ble det i denne oppgaven vist at M. capsulatus stimulerer oppregulering av

de kostimulerende molekylene CD80 og CD86 i yttermembranen hos dendrittiske celler.
Dette er modningsfaktorer som muliggjer aktivering av T-celler ved antigenpresentasjon.
Undersgkelsen av overflatemolekylet CD83 viste at M. capsulatus ikke induserer
oppregulering av molekylet. Dette er et interessant funn da T-celle prolifereringen kan
hemmes om CD83 er fravaerende pa dendrittiske celler. Cytokin-analysene viser at M.
capsulatus induserer bade proinflammatorisk- og antiinflammatorisk cytokinproduksjon hos

dendrittiske celler.

Videre vil det veere interessant & sammenlikne M. capsulatus egenskaper med bakterier med
kjente egenskaper, for & undersgke om dette er karakteristiske egenskaper for M. capsulatus.
Det vil ogsa veere interessant a undersgke hvordan T-celle aktiveringen vil utarte seg i nerveer

av antigenpresenterende celler som er kokultivert med M. capsulatus.
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