Fanny Sundqvist

Effekten av DSS och
mesoporosa
kiseldioxidnanopartiklar
pa tarmfloran och
inflammationsresponsen
i Drosophila
melanogaster

213995.0 Pro gradu-avhandling i biokemi 40 sp

Fanny Sundqvist 38615
Utbildningslinjen for biovetenskaper / Biokemi
Fakulteten for naturvetenskaper och teknik
Abo Akademi
2018

Handledare:
Annika Meinander
Christa Kietz



Fanny Sundqvist

Sammanfattning

Drosophila melanogaster &dr en ofta anvind modellorganism for att studera de bakomliggande
genetiska och molekyléra orsakerna till inflammatoriska tarmsjukdomar — sjukdomar som bl.a.

karaktiriseras av en rubbad tarmflora, dysreglerat immunforsvar och oxidativ stress i tarmen.

I mitt pro gradu-projekt undersokte jag ifall mesopordsa kiseldioxidnanopartiklar innehallande
kapsaicin reducerar midngden Escherichia coli in vivo och om dessa partiklar paverkar
tarmflorans sammanséttning i bananflugan. Dessutom ville jag anvéinda DSS som ett sitt att
aktivera oxidativ stress och aktivera inflammation 1 tarmen hos flugan. Dértill undersokte jag
vilken effekt DSS har pd tarmflorans sammanséttning. Resultaten visar att nanopartiklarna &r
effektiva mot bakterieorsakad inflammation i flugan men utarmar den kommensala tarmfloran.
DSS resulterar i en lokal inflammationsrespons och utarmar dven tarmfloran pa samma sétt som
kiseldioxidnanopartiklarna, men mera optimering av experimentprotokollen behdvs for att

utvdrdera om DSS kan anvindas for att aktivera oxidativ stress 1 flugan.

Nyckelord: Drosophila melanogaster, dysbios, kronisk tarminflammation, medfodd
immunitet, nanopartiklar, oxidativ stress, tarmflora
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Forkortningar

Svenska

AMP  antimikrobiella peptider
DAP  diaminopimelinsyra

Dredd dodsrelaterad ced-3/Nedd2-lik kaspas

DUOX dualt oxidas
IBD inflammatorisk tarmsjukdom

IKKB  nukledr factor kappa-B-underenhet beta-inhibitor

IKKy NF-kappa-B-essentiell modulator

IMD  immunbrist

Ird5 I-kappaB-kinas-f§
LPO  laktoperoxidase
MDP  muramidylpeptid

NADPH nikotinamid-adenin-dinukleotidfosfat

NF-xB nukledr factor kappa-B
NOD2 nukleotidbindande oligomeriseringsdomén-

innehallande protein 2

NOX NADPH-oxidas

PAMP patogen-associerade molekyldra monster

Engelska

antimicrobial peptides
diaminopimelic acid

Death related ced-3/Nedd2
like caspase

dual oxidase

inflammatory bowel disease

inhibitor of nuclear factor

kappa-B kinase subunit beta

NF-kappa-B-essential

modulator
immunodeficiency
I-kappaB kinase 3
lactoperoxidase
muramyl dipeptide
nicotinamide adenine
dinucleotide phosphate
nuclear factor-kappa B
nucleotide-binding
oligomerization
domain-containing protein 2
NADPH oxidase

pathogen-associated

molecular pattern
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PGN  peptidoglykan peptidoglycan

PGRP peptidoglykan-igenkdnnande protein peptidoglycan recognition
protein

PHD  peroxidas-homologdomin peroxidase homology domain

PRR  pathogen-igenkdnnande receptor pathogen recognition
receptor

ROS  reaktiva syreféreningar reactive oxygen species

SNP  enbaspolymorfi single nucleotide
polymorphism

TAK1 mitogen-aktiverat proteinkinas-kinas-kinas 7 mitogen-activated protein

kinase kinase kinase 7

TNFR1 tumornekrosfaktor 1 tumor necrosis factor 1
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1 Inledning

Alla metazoer dr 1 konstant kontakt med mikrober vid ytan pa epitelvdavnader, som exempelvis
tarmen (Qin et al, 2010). En del av dessa mikrober koloniserar tarmen mer eller mindre
permanent och bildar den s.k. kommensala tarmfloran. Denna samverkan ér till nytta for viarden
eftersom de kommensala bakterierna bl.a. deltar i ndringsupptaget, forhindrar skadliga bakterier
frdn att kolonisera tarmen och producerar vitaminer och anti-inflammatoriska molekyler.
Samverkan mellan cellerna i tarmepitelet och kommensalerna regleras frimst av det medfodda
immunforsvaret. Kommensalerna stimulerar immunforsvaret sa att det hélls pa en konstant
aktivitetsniva och producerar antimikrobiella dmnen, vilket bidrar till att uppritthalla en
balanserad tarmflora och forhindrar att bakterierna forokar sig okontrollerat. Om tarmflorans
sammansittning rubbas av en infektion eller pa grund av ett dysreglerat immunforsvar kan det
leda till att skadliga bakterier far tillfélle att kolonisera tarmen. Om balansen inte aterstills kan
det leda till ett kroniskt inflammationstillstdnd (eng. inflammatory bowel disease, IBD) och att
integriteten hos tarmepitelet bryts sd att bakterier kan tringa in till den underliggande vdvnaden,

vilket ytterligare forvérrar inflammationen (Xavier & Podolsky, 2007).

IBD ir ett samlingsnamn for inflammatoriska sjukdomar som upptrdder i tarmen och
karaktiriseras av en kronisk inflammation i tarmslemhinnan, mukosan. Ulcerés kolit och
Crohns sjukdom é&r de tvd vanligaste formerna av IBD och antas uppstd p.g.a. felriktade
immunresponser mot kommensala tarmbakterier i kombination med miljéfaktorer hos individer
med genetiska anlag for IBD. Ett av kidnnetecknen pa IBD éar att immunforsvaret dr overaktivt
vilket leder till hoga nivéer av reaktiva syreforeningar (eng. reactive oxygen species, ROS) och
andra antimikrobiella &mnen 1 tarmen. Eftersom IBD o6kar risken for kolorektalcancer och
symtomen ofta dr svara och leder till minskad livskvalitet for patienten vore det viktigt att
noggrant kartligga de molekyldra och genetiska mekanismer som ligger till grund for

utvecklingen av inflammatoriska tarmsjukdomar (Ryan et al., 2014; Xavier & Podolsky, 2007).

Bananflugan, Drosophila melanogaster, har ldnge anvénts av forskare for att studera allt fran
utveckling och neurobiologi till olika genetiska sjukdomar. Hela dess genom blev sekvenserat
ar 2000 (Adams et al, 2000) och efter det har forskare upptéckt att 4tminstone 60 % av gener
associerade med cancer och andra genetiska sjukdomar i manniskor har funktionella homologer
1 bananflugans genom. Ménga signalrdckor dr evolutionért bevarade och fungerar pd samma
satt pd molekyldr niva i bananflugan och i ménniskan, i synnerhet de signalrdckor som reglerar
den medfodda immuniteten och cellférnyelsen i1 tarmen. Dértill &r matsméltningskanalen hos
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Drosophila till sin funktion och anatomi lik den hos dédggdjur (Fortini et al, 2000; Jiang & Edgar,
2009; Lemaitre & Hoffmann, 2007; Micchelli & Perrimon, 2006; Ohlstein & Spradling, 2006;
Takashima et al, 2008).

Eftersom bananflugans naturliga foda utgors av ruttnande frukt har den utvecklat ett effektivt
molekyldrt forsvar mot bakterieinfektioner. Dess immunfOrsvar i tarmen skots av IMD-
signalrdckan (eng. immunodeficiency), en evolutiondrt bevarad NF-kB-signalricka (eng.
nuclear factor-kappa B), som nér den aktiveras leder till produktionen av antimikrobiella
peptider, samt av dDuox-enzymet (eng. Drosophila dual oxidase) som producerar reaktiva
syreforeningar (Ha et al, 2005b; Lemaitre & Hoffmann, 2007). Mutationer som leder till
overaktivering eller inhibering av IMD-signalrickan leder till antingen kronisk inflammation
eller kroniska infektioner och ger upphov till fenotyper som paminner om IBD (Ryu et al, 2008;
Buchon et al, 2009a). IMD-signalrdckan har funktionella motsvarigheter i manniskan dér det
antimikrobiella forsvaret i tarmen till stor del skots av NF-kB-signalrdckor som aktiveras av
Toll-lika- och Nod-lika (eng. nucleotide-binding oligomerization domain protein) receptorer,
och mutationer i dessa signalridckor har visats 6ka risken for Crohns sjukdom och ulcerés kolit
(Huang & Chen, 2016; Hugot et al, 2001). Genom att anvinda bananflugan som
modellorganism hoppas man kunna kartligga ndgra av de genetiska mekanismer som

medverkar till uppkomsten av IBD.

Fordndringar i1 tarmflorans sammanséttning kan observeras hos si gott som alla IBD-patienter.
Behandlingar som syftar till att fordndra tarmflorans sammanséttning, t.ex. antibiotika- och
probiotikabehandling samt transplantation av tarmfloror fran friska patienter kan tillfalligt
mildra symtomen hos patienter med IBD men kan ocksa ha negativa biverkningar (Shen et al,
2018). P.g.a. deras antimikrobiella egenskaper har nanopartiklar gjorda av olika material, t.ex.
silver, anvénts for att bekdmpa bakterieinfektioner 1 ménniskor. Nanopartiklar kan fordndra
tarmflorans sammanséttning och en del studier har visat att nanopartiklar kan driva tarmfloran
mot ett dysbiotiskt tillstind (Karavolos & Holban, 2016). Andra studier ddremot har rapporterat
positiva effekter pd tarmfloran efter behandling med nanopartiklar och darfér kunde de

mojligtvis anvédndas for att behandla dysbios (Yausheva et al, 2018).

Att kunna identifiera specifika bakteriearter som med sin nirvaro eller frdnvaro bidrar till
uppkomsten av IBD skulle medfora att man kunde utveckla mera specifika behandlingar. Flera
studier har darfor forsokt kartligga skillnaderna mellan en normal och en dysbiotisk tarmflora
samt identifiera strukturen och sammanséttningen pa den tarmflora som kan kopplas till IBD.
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Sadana studier dr dock svéra att utféra i minniskor, och andra diggdjur, eftersom det
forekommer s stor variation i tarmflorans sammansittning individer emellan och dess
sammansdttning dr sd pass komplex. (Lee & Lee, 2014). Eftersom tarmfloran hos bananflugan
ar betydligt mindre komplex jamfort med den hos méinniskan kan flugan anvidndas som en
modell for att t.ex. undersoka de molekyldra och genetiska mekanismerna som bidrar till att
fordndra tarmflorans sammanséttning och driva den mot ett dysbiotiskt tillstdnd. (Cox &

Gilmore, 2007; Lee & Lee, 2014; Qin et al, 2010; Ren et al, 2007; Ryu et al, 2008).

I mitt pro graduprojekt ville jag underséka den mikrobicida effekten hos mesopordsa
kiseldioxidnanopartiklar innehdllande kapsaicin, samt undersdka vilken effekt dessa
nanopartiklar har pd tarmfloran i Drosophila. Dartill ville jag optimera anvéndningen av DSS
(eng. dextran sulfate sodium) som ett sitt att aktivera oxidativ stress och inflammation i tarmen

hos bananflugan.
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2 Bakgrund

2.1 Likheter mellan bananflugan och minniskan i tarmens anatomi

Minniskans tarm &r i flera avseenden lik den hos Drosophila, savél utvecklings- som
funktionsmaéssigt. Hos bananflugan delas tarmkanalen in 1 frimre tarmkanal, krdva, mittersta
och bakre tarmkanalen, vilka grovt taget motsvarar matstrupe, magséck, tunntarm och tjocktarm
hos ménniskan. Tarmen bildas, precis som hos ménniskan, av celler frin endoderm under
gastrulationen och gir som en lang tub genom den vuxna flugan. Den lidngsta delen utgdrs av
den mittersta tarmkanalen som kan jamforas med tunntarmen hos ménniskan. Den mittersta
tarmkanalen innehéller absorptiva celler och sekretoriska jarn- och kopparceller. De
sekretoriska cellerna ger upphov till ett 1agt pH-varde (pH <4, i kontrast till de dvriga delarna
av den mittersta tarmkanalen dir pH-vérdet ligger mellan 7 och 9). Den bakre delen av
tarmkanalen absorberar vétska och elektrolyter och motsvarar tjocktarmen hos ménniskan. De
malfigiska kérlen 1 flugan har samma funktion som njurarna hos méanniskan (Figur 1)
(Apidianakis & Rahme, 2011; Jung et al, 2005; Shanbhag & Tripathi, 2009; Tepass &
Hartenstein, 1994).

Minniska Drosophila
Matstrupe ]1 JFramrt tarmkanal
Magsick b
s }) . \"p
Tmm-.c"—‘ i\:;::’e-rsta O Kriiva
tarm
[«F___-_—,) kanalen  —

FelCm,

Malfigiska kil

Bakre
tarm- REkt um,
kanal ¥ anus

Figur 1 Grov jimforelse mellan tarmkanalen hos déiggdjur och Drosophila. Samma firger
motsvarar omraden med samma funktion. Hos bade didggdjur och Drosophila passerar fodan
forst genom matstrupen (frdmre tarmkanalen) till magsiacken (krdvan) dir den lagras en stund
innan den fors vidare till tunntarmen (mittersta tarmkanalen) dér néringsupptaget sker. Hos
Drosophila finns dessutom ett omrdde med Fe/Cu-celler i den mittersta delen av mellersta
tarmkanalen som ger denna del av tarmen ett lagt pH-viarde (pH<4,0). I tjocktarmen (bakre
tarmkanalen) absorberas vitska och elektrolyter innan avforing slutligen utsondras via rektum.
De malfigiska kérlen tar hand om en del avfallsprodukter och uppfyller samma funktion som
njurarna hos méanniskan (Figuren dr modifierad fran Apidianakis & Rahme, 2011).

4



Fanny Sundqvist

2.1.1 Stamcellspopulationen i tarmen hos méanniskan och flugan

Hos ménniskan veckar sig tunntarmen och bildar kryptor i vars botten finns pluripotenta
stamceller som ger upphov till de olika celltyperna i tarmepitelet (Figur 2). Stamcellerna ar
viktiga i och med att tarmens epitellager konstant fornyas nar cellerna i epitellagret dor och
lossnar (Buchon et al, 2009b; Vodovar et al, 2005). Stamcellerna ger genom celldelning upphov
till s.k. progenitorceller (eng. transit amplifying cells). Progenitorcellerna migrerar uppat i
tarmkryptorna och genomgar ytterligare celldelningar innan de differentieras till mogna

enterocyter (Figur 2).

Stamceller finns ocksé i tarmen hos Drosophila (Ohlstein & Spradling, 2006). Hos bananflugan
ger stamcellerna genom assymetrisk celldelning upphov till enteroblaster. Enteroblasterna
genomgar ingen ytterligare proliferation utan differentieras till tva celltyper: enterocyter och
enteroendokrina (hormonutsondrande) celler. Det finns evolutiondra likheter mellan flugan och
méinniskan i flera av de signalrdckor som styr celldelning, regeneration och uppritthillandet av
stamcellspopulationen i tarmen. Drosophila dr déarfor en passande modellorganism for att
studera hur stamcellspopulationen i1 tarmen uppritthélls och regleras under normala

forhallanden samt vid stress och infektion.

Diiggdjur Drosophila
Lumen
£ g
Basalt tooofe'seoseoie’nre
membran . :
Ly __EF 33 B3 _§O3 _BROE RN |
Lamina
propria

Figur 2 Jamforelse 6ver mukosans uppbyggnad mellan
diggdjur och flugan. Stamceller (grona) och Panetceller (en
typ av celler involverade i medfodd immunitet [orangea]) ligger
i botten av tarmkryptorna hos ddggdjur. Progenitorceller (gula)
migrerar uppét i kryptorna medan de prolifererar och mognar
till enterocyter (orangea celler vid ytan). Under epitellagret

Submukosa ligger lamina propria, ett lager sldt muskulatur (muscularis
& e & KRG O S 0 e o
mucosae) och submukosan. Hos Drosophila forekommer ocksé
stamceller (grona) vilka genom assymetrisk celldelning ger
upphov till enteroblaster (gula). Enteroblasterna differentieras
till enterocyter (orangea). Figuren &r modifierad fran

Apidianakis & Rahme, 2011.
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2.1.2 Evolutionirt bevarade signalrickor involverade i homeostas och

regenerering i tarmen

Notchsignalering styr proliferationen av stamcellerna i tarmen under dess utveckling hos séval
flugan som ménniskan. Notch-receptorn aktiveras av Delta-liganden och hos bade bananflugan
och minniskan behdvs Notch- och Delta-signalering i enteroblasterna respektive
progenitorcellerna for att styra differentieringen av dessa till antingen enterocyter eller
endokrina celler; en svagare Notch-signal driver differentieringen av enteroblaster eller
progenitorceller till enteroendokrina celler (Apidianakis & Rahme, 2011; Ohlstein & Spradling,
2007). Takashima med flera visade att populationer av pluripotenta stamceller i tarmen hos
Drosophila, precis som hos diaggdjur, uppritthélls bl.a via kontroll av Wingless- (Wg, en Wnt
homolog [eng. wingless-related integration site]) och Hedgehog (Hh)-signalrdckor (Takashima
et al, 2008). Wg utsondras hos Drosophila av muskelceller i basalmembranet och haller
stamcellerna kvar i ett odifferentierat tillstind. Hos manniskan upprétthaller Wnt pa samma sétt
populationer av odifferentierade stamceller och progenitorceller. Nir cellerna i botten av
tarmkryptorna eller epitellagret migrerar vidare uppat avtar Wg/Wnt-signalering i styrka och
Hh-signalering tar 6ver, vilket stimulerar prolifereration (Apidianakis & Rahme, 2011; Jiang &

Edgar, 2009; Takashima et al, 2008).
2.2 Tarmfloran

Tarmfloran hos méinniskan &r dnnu inte sarskilt val karaktariserad men uppskattas besta av drygt
1000 olika bakteriearter. De olika bakteriearterna klassificeras pa basis av deras
energimetabolism som aeroba, anaeroba eller fakultativa anaerober. De flesta tarmbakterier hos
manniskan ar anaeroba (Qin et al, 2010). De olika bakteriearterna delas vidare in 1 symbionter,
opportunistiska patogener och patogener. Symbionterna, och till viss del de opportunistiska
patogenerna, utgdr tillsammans den kommensala tarmfloran. Symbionterna (t.ex.
Bifidobacterium, Bacteroides och Peptococcus) ér till storsta delen anaeroba bakterier som ar
nyttiga for virden i1 och med att de bl.a. dr viktiga for naringsupptaget, producerar anti-
inflammatoriska molekyler och deltar 1 regleringen av immunforsvaret (Bickhed et al, 2005;
Zhang et al, 2015). De forhindrar dessutom att patogener koloniserar tarmepitelet, samtidigt
som de stimulerar immunforsvaret till en 14g aktivitetsniva vilket bidrar till att upprétthalla en
balanserad tarmflora. De opportunistiska patogenerna (t.ex. Enterococcus och Enterobacter) ar
till storsta delen fakultativa anaerober och férekommer inte lika rikligt som symbionterna.
Opportunistiska patogener dr under normala forhallanden harmlosa men kan vara
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sjukdomsframkallande t.ex. om virdens immuforsvar dr nedsatt. Patogener (t.ex. Proteus och
Pseudomonas) kan ibland forekomma i tarmen under normala forhéllanden, men i sd sma
méngder att de inte orsakar sjukdom (Shen et al, 2018). Foridndringar i tarmfloran kan orsaka
en obalans som leder till ett dysbiotiskt tillstand, d.v.s. en rubbad tarmflora karaktériserad av
en Overproliferation av patogena bakterier. Det dr ként att dysbios leder till en kronisk
immunrespons, vilket agerar som en drivande faktor bakom uppkomsten av IBD (Zhang et al,

2015).

Maénga studier har gjorts dar man har forsokt kartlagga skillnader i tarmfloran mellan patienter
med ndgon form av IBD och friska personer. Dessa studier har visat att patienter med Crohns
sjukdom eller ulcerds kolit ofta har en tarmflora som dr mindre komplex, d.v.s. bestar av farre
antal arter, jimfort med friska personer. Patienter med Crohns sjukdom tycks dértill har ett
forhojt antal bakterier som har formaga att fésta sig vid tarmepitelet vilket formodligen bidrar
till att upprétthalla ett kroniskt inflammationstillstand. Ocksa for ulcerds kolit har studier kunnat
identifiera specifika bakteriearter som forekommer hos en stor andel av patienterna och dysbios
verkar ha ett starkt samband med utvecklingen och framskridandet av sjukdomen, men de
exakta bakomliggande mekanismerna dr inte helt kdnda (Shen et al, 2018). Behandlingar som
syftar till att fOordndra tarmflorans sammansittning, t.ex. antibiotikabehandlingar eller
transplantation av tarmfloror fran friska personer, har visats kunna mildra sjukdomssymtomen
och till och med fa sjukdomen att tillfdlligt g& in i en latent fas. Dessa behandlingar har dock
inte alltid langvariga effekter, utan tarmflorans sammansittning dtergdr ofta med tiden till

tillstindet innan behandlingen inleddes (Nitzan et al, 2016; Shen et al, 2018).

Forskare forsoker kartldgga tarmfloran hos patienter med ndgon form av kronisk
tarminflammation for att om mojligt identifiera specifika bakteriearter som med sin nérvaro
eller frdnvaro bidrar till uppkomsten av IBD och dérigenom utarbeta mera specifika
behandlingar. Detta forsvaras dock av att det dnnu inte &r helt klarlagt exakt hur en frisk
tarmflora ser ut och var gransen mellan en frisk och en rubbad tarmflora gar. Att forsoka besvara
sddana fragor kompliceras dértill av att tarmflorans sammanséttning hos ménniskan &r svér att
kartligga p.g.a. det stora antalet bakteriearter samt den stora variation 1 tarmflorans

sammansittning som foérekommer individer emellan.

2.2.1 Drosophila som modell for dysbios och kronisk inflammation
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Jamfort med vertebrater bestar tarmfloran hos bananflugan av relativt fa bakteriearter: endast 5
till 20 stycken (Cox & Gilmore, 2007; Qin et al, 2010; Ren et al, 2007; Ryu et al, 2008). Av
dessa tillhor de flesta bakterierna ndgon av familjerna Acetobacteraceae, Lactobacillaceae,
Enterococcaceae eller Enterobacteriaceae (Cox & Gilmore, 2007; Storelli et al, 2011; Wong et
al, 2011). Tack vare att bananflugans tarm innehaller s fi bakteriearter kan tarmfloran latt
kartlaggas med hjélp av t.ex. 16S rRNA-sekvensering. 16S rRNA-genen kodar for 16S
ribosomala underenheten och denna gen aterfinns hos alla bakterier. Genen dr evolutionirt
vilbevarad men innehaller s.k. hypervariabla regioner som numreras 1-9 (V1 — V9). De
hypervariabla regionerna avskiljs frdn varandra med icke-hypervariabla regioner, dit s.k.
universiella primdrer kan binda vilket mojliggdr amplifiering av de hypervariabla regionerna.
Genom att amplifiera och sekvensera de hypervariabla regionerna kan man identifiera alla
enskilda bakteriearter i ett prov, t.ex. alla bakteriearter som forekommer i tarmen hos en viss
organism (Patel, 2001). Genom att kartligga tarmfloran pa detta sétt kan fordndringar 1 dess
sammansittning t.ex. efter en viss behandling eller 6ver tid studeras. Tarmfloran hos
bananflugan dr dven relativt ldtt att manipulera genom att generera axeniska (bakteriefria)
flugor och dérefter introducera specifika arter for att generera s.k. gnotobiotiska flugor. P4 sa

satt kan fordndringar i fenotypen enklare hérledas till specifika bakteriearter (Lee & Lee, 2014).

Bananflugan ar alltsd en anvéndbar modell for att bl.a. kartligga skillnaderna mellan en
normal och en dysbiotisk tarmflora, undersoka hur en viss tarmflora kan kopplas till en specifik
fenotyp, hur en viss genotyp bidrar till att forma tarmfloran eller hur tarmfloran férdndras med
aldern och hur det kan kopplas till t.ex. ett forsvagat immunforsvar. Dartill kan den anvéndas
for att undersdka hur t.ex. enskilda bakteriearter paverkar immunsignalrdckor samt hur
immunfOrsvaret och tarmbakterierna samverkar for att uppratthilla homeostas (Lee & Lee,
2014). Genom att anvinda sig av gnotobiotiska flugor har man bl.a. upptickt att symbiotiska
och patogena bakterier aktiverar immunforsvaret pd olika sdtt och att mutationer i
immunsignalréckor leder till att virdorganismen reagerar pa kommensala tarmbakterier med en
overdriven immunrespons, vilket leder till skador pa tarmepitelet och symtom som liknar de

hos IBD (Lee et al, 2013; Lee & Lee, 2014; Ryu et al, 2008).
2.3 Inflammation och medfodd immunitet

Drosophila kommer 1 sin naturliga miljo regelbundet i kontakt med mikrober. Eftersom den,
som alla evertebrater, saknar ett adaptivt immunforsvar forlitar den sig helt pa de medfodda
forsvarsmekanismer som utgor det ospecifika immunforsvaret. Det ospecifika immunforsvaret
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hos bananflugan kan delas in 1 ett yttre forsvar, d.v.s. fysiska barridrer sa som epitelvdvnader
déar vissa celltyper producerar olika antimikrobiella peptider (eng. antimicrobial peptides,
AMPer), samt ett inre forsvar. Det inre forsvaret kan delas in i en celluldr och en humoral
respons. Den celluldra responsen skots till stor del av s.k. plasmatocyter, fagocyterande
makrofag-liknande celler. Den humorala responsen innefattar produktion av AMPer av celler 1
fettkroppen, bananflugans motsvarighet till levern hos daggdjur, samt av celler i epitelvdvnader
som tarmen och trakéerna. Det ospecifika immunfOrsvaret aktiveras bl.a. av specifika receptorer
pa ytan av immunceller. Dessa receptorer kdnner igen s.k. patogen-associerade molekyléra
monster (eng. pathogen-associated molecular patterns, PAMPs), d.v.s. karaktéristiska
molekyler frdn mikrober som peptidoglykaner och lipopolysackarider. Bindningen av dessa
PAMPs till deras specifika receptorer leder bl.a. till produktion av AMPer och cytokiner. Hos
Drosophila leder en infektion framst till produktionen av AMPer. AMP-produktion kontrolleras
av tvd evolutionirt bevarade NF-«xB signalrickor; Toll- och IMD-signalrickan (eng. immune
deficiency, IMD) (Govind, 2008; Lemaitre & Hoffmann, 2007; Medzhitov & Janeway, 1997;
Sendergaard, 1993).

2.3.1 Toll-signalering i flugan

Toll-signalrdckan &r en evolutiondrt bevarad signalricka som kridvs for forsvar mot
Grampositiva bakterier och svampinfektioner i flugan och den uppvisar ménga likheter med de
signalrdckor som aktiveras av Interleukin-1 och de TL-receptorerna i ddggdjur. Toll-receptorn
aktiveras av en extracelluldr cytokin, Spitzle, och fungerar alltsd inte som en PRR (eng.
pathogen recognition receptor), till skillnad fran TL-receptorerna hos daggdjur. Aktivering av
Toll-signalrickan leder till aktivering av tva NF-«kB transkriptionsfaktorer, Dif och Dorsal, till
cellkdrnan dér de aktiverar transkriptionen av AMPer riktade mot Grampositiva bakterier. TL-
receptorer uttrycks bl.a. 1 tarmepitelet hos ddggdjur dér de deltar i det antimikrobiella forsvaret
och studier har identifierat flera mutationer 1 TL-receptorer som direkt kan kopplas till IBD.
Toll-signalering ar viktig for forsvaret mot systemiska infektioner 1 flugan, men har inte visats
vara aktivt i tarmepitelet hos Drosophila och diskuteras dérfor inte ndrmare héir (Akira, 2003;

Lemaitre & Hoffmann, 2007; Leulier et al, 2003; Lu et al, 2018).

2.3.2 IMD-signalering och immunitet
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IMD-signalrdckan aktiveras av diaminopimelinsyra-peptidoglykan (DAP-PGN) fran
Gramnegativa bakterier som binder till PGRP-receptorer (eng. peptidoglycan recognition
protein, PGRP) (Kaneko et al, 2004; Choe et al, 2005). PGRPn ir evolutionért bevarade
proteiner vilka kan vara antingen transmembrana, intracelluldra eller extracelluldra och fungera
som PGN-receptorer eller enzymer. Drosophila har 13 PGRP-gener. PGRPn med
amidasaktivitet har en domidn homolog med N-acetylmuramyl-L-alaninamidas och dessa
PGRPn kan didrmed klyva bindningen mellan laktylgruppen i N-acetylmuramylsyra och L-
alanin 1 peptidoglykan. Andra PGRPn saknar amidasaktivitet och antas fungera enbart som
PGN-receptorer. Manniskan uttrycker fyra PGRPn, av vilka alla ar extracelluldra enzymer med
amidasaktivitet eller baktericid verkan — inga av dem har dock visats fungera som PGN-
receptorer (Kaneko & Silverman, 2005; Leulier et al, 2003; Myllymaki et al, 2014; Werner et
al, 2000).

Bindning av DAP-PGN till den transmembrana PGRP-LC-receptorn aktiverar Imd, ett
cytosoliskt protein som har homologa domdner med RIP1 (eng. receptor interacting protein 1,
RIP1). PGRP-LC har tre isoformer som transkriberas frdn samma gen via alternativ splitsning:
PGRP-LCy, -LCa och —LCy. Alla tre isoformer har nigot olika extracelluldra doméner men
identiska transmembrana- och cytoplasmiska doméner. DAP-PGN aktiverar -LCx och LC, -
isoformerna (PGRP-LCy tycks vara av mindre betydelse for immunforsvaret) (Werner et al,
2003). Ovriga komponenter i IMD-signalriickan &r bland andra Dredd (en kaspas-8-homolog,
eng. Death related ced-3/Nedd2-like caspase), TAK1 (en MAP3K, eng. Mitogen-activated
protein kinase kinase kinase 7), Ird5 (eng. I-kappaB kinase ) och Kenny (IKKYy) (homologer
med IKKp [Inhibitor of nuclear factor kappa-B kinase subunit beta] och IKKy [NF-kappa-B
essential modulator] hos ddggdjur) och Relish (en NF-kB-transkriptionsfaktor). Aktivering av
PGRP-LC och Imd aktiverar en intracelluldr signalkaskad som slutligen leder till att den C-
terminala doménen av Relish bryts ner. Den N-terminala delen forflyttas till cellkdrnan dér den
aktiverar transkriptionen av gener som kodar for AMPer mot Gramnegativa bakterier, bl.a.
Drosocin, Attacin och Diptericin (Figur 3). (Erturk-Hasdemir et al, 2009; Georgel et al, 2001;
Kaneko et al, 2006; Kleino et al, 2005; Lemaitre & Hoffmann, 2007; Leulier et al, 2000; Stoven
et al, 2003).

IMD-signalrdckan ar foremal for negativ reglering for att undvika att kommensala
tarmbakterier aktiverar produktionen av AMPer. Denna negativa reglering upprétthalls under

normala forhallanden via Caudal, en homeobox-transkriptionsfaktor som binder till
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promotorregionerna pa AMP-gener och blockerar transkription av dessa (Ryu et al, 2008).
Forutom Caudal deltar flera intracelluldra och extracelluldra negativa reglerare i kontrollen av
aktiveringsintensiteten hos IMD-signalrickan. Dessa inkluderar olika typer av PGRP-
receptorer med amidasaktivitet, t.ex. PGRP-SC och -LB, som hydrolyserar fritt DAP-PGN sa
att mindre finns tillgdngligt for PGRP-LC. Andra PGRPn fungerar som receptorer, t.ex. PGRP-
LF, och binder till PGRP-LC och inhiberar dess funktion. Aktivering av IMD-signalrickan vid
en infektion leder till transkription av gener som kodar for negativa reglerare. Pa detta sétt
reglerar IMD-signalrdckan sin egen aktivitet via negativ feedback (Bischoff et al., 2006; Maillet
et al, 2008; Mellroth et al, 2003; Zaidman-Rémy et al., 2006).

Betydelsen av reglering av IMD-signalrickan for uppritthallande av homeostas i tarmen
illustreras av studier pd bananflugor som muterats sa att de antingen har en dveraktiv eller
inhiberad IMD-signalricka. Caudal-KD-flugor (eng. Caudal-knockdown) har en kronisk
overproduktion av AMPer i tarmen och dirfor dven en fordndrad sammansittning pd sin
tarmflora. Denna rubbade sammansittning av tarmfloran leder till proliferation av s.k.
opportunistiska patogener och 6kad apoptos i tarmepitelet — symtom som padminner om IBD
(Ryu et al, 2008). I kontrast leder en inaktivering av IMD-signalridckan till okontrollerad

proliferation av kommensala bakterier och hyperplasi i tarmen (Buchon et al, 2009a).
2.3.3 NOD2-signalering och immunitet

IMD-signalrdckan jamfors ofta med TNFR1-signalrdckan (eng. tumor necrosis factor receptor
1), men eftersom den till skillnad frdn IMD-signalrdckan aktiveras av cytokiner och dessutom
inte dr aktiv 1 tarmepitelet (Fiers, 1991; Stokes et al., 2015), vore NOD2-signalrickan (eng.
nucleotide-binding oligomerization domain-containing protein 2) en béttre jamforelse 1 detta
fall. Nod2 ar en intracelluldr receptor som hor till de Nod-lika receptorerna och uttrycks i
kryptorna i tarmepitelet hos didggdjur. Sévdl NOD2- som IMD-signalrickan aktiveras av
bakteriellt PGN och leder till aktiveringen av NF-kB-transkriptionsfaktorer. Nod2 binder till
PGN med muramyldipeptidstruktur (MDP-PGN, eng. muramyl dipeptide PGN), vilket
aterfinns hos savil Gramnegativa som -positiva bakterier. Nod2 kdnner ddrmed igen ett mycket
stort antal bakterier och dr darfor viktig for det antimikrobiella forsvaret men ocksd for
upprétthdllandet av homeostas och for immunsystemets tolerans av kommensala bakterier. For
NOD2-signalering behdvs bland annat RIP2, TAK1 och IKK-kinaskomplexet och aktivering
av Nod2 leder till att NF-xB-transkriptionsfaktorn p65 forflyttas till cellkdrnan dér den aktiverar
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transkriptionen av gener som kodar for inflammatoriska cytokiner (Figur 3) (Boyle et al, 2014;

Cario, 2005; Petnicki-Ocwieja et al, 2009).

Imd-signalering Nod2-signalering

AMPn |

e

~ ___Cgllkiimn [

Figur 3. Grov jimforelse mellan Nod2-signalering och Imd-signalering i méiinniskan respektive
flugan. Signalridckorna uppvisar flera evolutiondrt bevarade likheter. Hos flugan aktiveras dock IMD-
signalrdckan av enbart DAP-PGN fran Gramnegativa bakterier medan NOD2-signalrdckan aktiveras
av MDP-PGN fran savil Grampositiva som -negativa bakterier. MDP binder till NOD2 och bildar ett
komplex med RIP2. Precis som i IMD-signalrickan behovs sdvial TAK1 som IKK-komplexet for full
aktivering av NF-«xB transkriptionsfaktorn. Imd-proteinet har homologa doméner med RIP2 medan
dTAKI och dIKK-komplexet har homologer i NOD2-signalréckan. Aktivering av IMD-signalrdckan
leder till transkription av AMP-gener medan aktivering av NOD2-signalrdckan leder till transkription
av cytokiner.

Precis som IMD-signalrdckan dr NOD2-signalrackan foremal for negativ reglering via olika
typer av PGRPn (ofta dven forkortat PGLYRP, eng. peptidoglycan recognition protein).
PGLYRP-2 har, precis som PGRP-LB och -SC, amidasaktivitet och bryter ned
muramyldipeptidstrukturen hos peptidoglykaner genom att hydrolysera bindningen mellan N-
acetylmuraminsyran och -alanin och dimpar ddirmed Nod2-formedlad NF-kB-aktivering, vilket
kan liknas vid hur Imd-signalering regleras i flugan (Duerr et al, 2011; Gelius et al, 2003; Wang
et al, 2003).
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Studier har visat att mutationer i NOD2 resulterar i en okad risk for att utveckla Crohns
sjukdom. Det exakta sambandet mellan dessa mutationer och Crohns sjukdom &r inte helt
klarlagt, men har formodligen att goéra med konformationsférdndringar i Nod2-receptorn
(Hugot et al, 2001; Ogura et al, 2001; Philpott & Girardin, 2009). Nod2 uttrycks bl.a. i
makrofager, tarmepitelceller och Paneth-celler (en celltyp som bl.a. utsondrar a-defensiner, en
typ av AMP) och studier har visat att mutationer i NOD2 bidrar till Crohns sjukdom genom att
Paneth-cellerna inte kan utsondra a-defensiner. Den minskade utsondringen av a-defensiner
leder till okontrollerad proliferation av kommensala bakterier vilket rubbar homeostasen i
tarmen, precis som hos flugor vars IMD-signalering ar inhiberad (Wehkamp et al, 2004, 2005;
Xavier & Podolsky, 2007). Vissa NOD2-mutationer leder till att makrofagerna har en férsdmrad
forméga att kénna igen mikrobiellt PGN. Det dr ocksa mojligt att mutationer i Nod2-receptorn
kan leda till att den kdnner igen andra patogener dn vildtypsallelen kinner igen vilket gor

receptorn overaktiv (Hugot et al, 2001; Ogura et al, 2001; Philpott & Girardin, 2009).
2.3.4 Evolutioniira likheter i Duox-enzymerna mellan méinniskan och flugan

Hos s gott som alla eukaryoter inklusive diggdjur fungerar produktionen av reaktiva
syreforeningar (eng. reactive oxygen species, ROS) som ett av det medfodda immunforsvarets
forsta forsvar mot invaderande mikrober (Geiszt et al, 2003; Pullar et al, 2000; Rosen et al,
2002). Vid epitelvdvnader, som tarmen, och i fagocytiska celler, s& som neutrofiler, hos
minniskan producerar NADPH-oxidasenzymkomplexet (eng. nicotinamide adenine
dinucleotide phosphate complex, Nox) superoxid som dérefter spontant omvandlas till
viteperoxid (H20y), vilket har en mikrobicid verkan vid hdga koncentrationer (Klebanoff,
1974; Quinn et al, 2004). Den generella strukturen pa Duox-enzymet (eng. dual oxidase), som
ar evolutiondrt bevarad, utgors av en extracelluldr peroxidas-homologdomin (PHD, eng.
peroxidase-homology domain), en transmembrandomén, en kalciummodulerad EF-handdomén
samt en NADPH-oxidasdomén (Kim & Lee, 2014). Hos ménniskan konverterar laktoperoxidas
(LPO) tiocyanat (SCN") till det mera mikrobicida hypotiocyanat (OSCN) vid epitelvdvnader
som tjocktarmsepitelet (Kim & Lee, 2014; Rosen et al, 2002). Ménniskans genom innehaller
flera homologa enzym till NADPH-oxidasenzymet (Nox 1-5 och Duox 1-2) vilka producerar
olika forstadier till reaktiva syreforeningar, till exempel H,O, (De Deken et al, 2000; Dupuy et
al, 1999; Geiszt et al, 2000). Av dessa Nox/Duox-enzym tycks vissa, som Duox2, vara

involverade 1 det ospecifika forsvaret mot mikrober vid epitelvdvnader (El Hassani et al, 2004)
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medan andra tycks vara involverade i1 andra intracelluldra signalrickor som inte involverar

immunitet (Bedard & Krause, 2007; De Deken et al, 2000; Geiszt et al, 2003; Pullar et al, 2000).

Drosophila har tva homologer till Nox/Duox-enzymerna: dNox och dDuox (Drosophila-Nox
och -Duox). Hos flugan uttrycks dDuox i barridrepitel, som t.ex. tarmen. I flugan producerar
dDuox-enzymet H>O- vilket ddrefter via PH-doménen konverteras till HOCI i ndrvaro av CI.
dDuox 1 tarmepitelet hos flugan antas ddrmed uppfylla samma funktion som Duox hos

manniskan, d.v.s. utséndra ROS vid nérvaro av patogena mikrober (Figur 4) (Ha et al, 2005b).
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Drosophila melanogaster

Diggdjur

Figur 4. Likheter i DUOX-signalrickan mellan diggdjur och Drosophila. Strukturen pa Duox-enzymet
ar likadan hos didggdjur och Drosophila. Hos Drosophila konverterar PHD viteperoxid (H20,) till HOCI i
lumen vid nirvaro av klorid. Hos méinskan anvénder enzymet laktoperoxidas (LPO) viteperoxid for att
konvertera SCN till OSCN" vid mukosala vivnader som t.ex. tjocktarmsepitelet. Bilden modifierad fran:

Kim & Lee, 2014.

NF-kB-aktiverad AMP-produktion, via t.ex. IMD-signalridckan, har en central roll i att skydda
flugan mot systemiska infektioner nir bakterier injiceras direkt in i kroppshélan. Detta sétt att
aktivera inflammationsresponsen aterspeglar dock inte nddvandigtvis det sétt pa vilket
Drosophila exponeras for mikrober i sin naturliga miljd. Injicering av bakterier 1 kroppshélan
aktiverar genast en systemisk inflammationsrespons dir syntesen av AMPer sker bl.a. i celler 1
fettkroppen. I dess naturliga miljo ar det diremot mycket vanligare att bananflugan exponeras

for patogena mikrober via fodan. Tarmepitelet, och den produktion av AMPer och reaktiva
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syreforeningar som sker dér, fungerar darfér som den forsta barridren mot infektion. (Basset et

al, 2000; Ha et al, 2005a; Vodovar et al, 2005).

2.3.5 dDuox-styrd ROS-produktion och dess betydelse for det mikrobiella

forsvaret i tarmen

Studier har visat att bananflugor som uttrycker dDuox-RNAi (eng. RNA interference) uppvisar
signifikant hogre mortalitet vid infektioner orsakade av kontaminerad foda jamfort med
vildtypsflugor. (Ha et al, 2005a). Flugor som uttrycker dDuox-RNAIi enbart i fettkroppen samt
flugor med inhiberande mutationer i IMD-signalrdckan dr dock resistenta mot infektioner med
Ecc-15 (Erwinia carotovora sp. carotovora 15). Dértill dr produktionen av superoxid i tarmen ~
30 % lagre hos dDuox-RNAi-flugor jamfort med vildtypsflugor. Re-introducering av sévil
hDuox (eng. human Duox 1-2) som dDuox i dDuox-RNAi-flugorna aterstéller ROS-nivaerna
och motverkar den hoga mortalitet som observeras for denna fenotyp vid infektioner. Detta
visar att den 6kade mottagligheten for infektioner 1 dessa flugor formodligen orsakas av en
okontrollerad tillvéxt av patogena mikrober p.g.a. 1dga ROS-nivder, vilket i sin tur orsakas av
lag dDuox-aktivitet. Okontrollerad proliferation av patogener leder till skador pa cellerna i
tarmepitelet och 6kad mortalitet, vilket antagligen orsakas av hoga halter av toxiska metaboliter

som utsondras av dessa bakterier (Ha et al, 2005b).

Eftersom epitelvivnader som tarmen &r i konstant kontakt med mikrober, vilket aktiverar
immunforsvaret hos viardorganismen, har en del mikrober utvecklat ROS-resistens for att kunna
kolonisera tarmen. IMD-signalrickan &r i sddana fall oumbaérlig for elimineringen av dessa
patogena mikrober. Flugor med mutationer i IMD-signalrdckan som matas med ROS-resistenta
bakterier & mera mottagliga for infektion och uppvisar hégre mortalitet jaimfort med
vildtypsflugor. I fraga om forsvaret mot patogena mikrober i tarmen tycks alltsa produktionen
av ROS fungera som den fOrsta forsvarslinjen medan IMD-signalrickan verkar ha en
komplimenterande roll (Ryu et al, 2006). Sammantaget understryker dessa iakttagelser
betydelsen av Duox-formedlad ROS-produktion, och dess dverordnade roll i forhallande till

NF-kB-formedlad immunitet, for forsvaret mot patogena mikrober 1 tarmen (Ha et al, 2005b).
2.3.6 Evolutioniira likheter i aktivering och reglering av dDuox

Eftersom kroniskt h6ga ROS-nivéer leder till skador pa epitelcellerna och omfattande apoptos
méste aktiveringen av dDuox vara reglerat sd att ROS-produktionen inte dveraktiveras i nirvaro

av kommensaler. In vitro och in vivo-studier har visat att den enzymatiska aktiviteten hos
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dDuox regleras av den evolutionirt bevarade Goq/PLCB/Ca®*-signalrickan (eng. G protein a q
subunit, phospholipase C beta). En obesvarad frdga har varit hur immunférsvaret hos
Drosophila klarar av att skilja pa kommensaler och patogener. Eftersom tidigare studier redan
visat att PGN inte kan aktivera dDuox-styrd ROS-produktion maste aktivering ske genom andra

mekanismer, mojligtvis via molekyler som ar specifika for enbart patogener (Ha et al, 2009a,

b).

En studie av Lee med flera visade att bakterier som brukar betraktas som patogener eller
opportunistiska patogener i flugan (t.ex. Ecc-15) aktiverar dDuox-styrd ROS-produktion redan
efter 1 till 3,5 timmar medan bakterier som brukar betraktas som ofarliga eller kommensaler
(t.ex. Lactobacillus plantarum) inte aktiverar ROS-produktion 6verhuvudtaget (Lee et al, 2013).
Masspektrometri pa supernatanter fran bakterieodlingar visade att patogena bakteriearter, som
Ecc-15, utsondrar uracil 1 odlingsmediet medan bakteriearter som observerats leva i symbios
med flugan, som Commensalibacter intestini A911", inte utsondrar uracil. Vidare studier av
Lee med flera visade att uracil aktiverar Hedgehog (Hh) signalering i enterocyterna och agerar
uppstroms frén Gag/PLCP/Ca®’-signalrickan. De exakta molekylira mekanismerna for hur
uracil aktiverar Hh dr &nnu inte helt kartlagda, men uracil fungerar som den aktiverande

liganden 1 den dDuox-styrda ROS-produktionen (Lee et al, 2015).

Uracil forekommer hos alla bakterier men det dr dnnu inte kédnt varfor patogener, men inte
kommensaler, utsondrar uracil. In vitro-studier har dock visat att t.ex. Pseudomonas aeruginosa,
en patogen bakterie, i ndrvaro av exogent uracil reglerar transkription av gener involverade i
bl.a. bildande av biofilmer (Ueda et al, 2009). En teori dr dirmed att utsondringen av uracil &r
en respons som hjdlper bakterierna att 6verleva och proliferera i ofordelaktiga forhéllanden.
Eftersom detta dr potentiellt skadligt for varden kan immunforsvaret ha anpassats till att reagera
pa uracil med att utsondra stora méangder ROS. Det faktum att kommensaler inte tycks utsondra
uracil, och patogener utsondrar det under ofordelaktiga forhéllanden, kunde forklara varfor
PGN inte aktiverar Duox — eftersom PGN utsondras 1 sma méngder av alla typer av bakterier

(Kim & Lee, 2014; Lee et al, 2013).

Lee med flera demonstrerade med hjdlp av masspektrometri pd supernatanter fran
bakteriekulturer att ocksé kidnda patogener i ménniskan, t.ex. P. aeruginosa, Vibrio fluvialis och
Kleibsella pneumoniae, utsondrar uracil. Uracil har dessutom visats stimulera Duox-aktivering
ocksd 1 Caenorhabditis elegans samt 1 minskliga epitelceller isolerade fran tarmen och
bronkerna (Lee et al, 2013). Exakt hur stor betydelse Duox har for det antimikrobiella forsvaret
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1 tarmen hos ménniskan dr dnnu inte helt kartlagt men studier har visat att uttrycksnivéerna av
Duox-gener dr hogre vid infektion och kronisk inflammation och att kroniskt hoga ROS-nivaer
forekommer vid IBD (Csillag et al, 2007; Hamm et al, 2010; Tian et al, 2017). En studie
identifierade en SNP (eng. single nucleotide polymorphism, enbaspolymorfi) i NCF4 (eng.
Neutrophil Cytosolic Factor 4) som medfor en okad risk for att utveckla Crohns sjukdom.
NCF4 ingir som en komponent i NADPH-oxidaskomplexet och SNP-formen av NCF4-
proteinet tros orsaka forsémrad ROS-produktion i fagosomerna (Rioux et al, 2007). Eftersom
bl.a. Duox 2 1 médnniskan uttrycks ldngs med hela tarmkanalen (El Hassani et al, 2005), uracil
utsondras av kénda patogener hos manniskan och tycks aktivera Duox i epitelcellinjer ar det
troligt att signalrdckorna involverade i aktiveringen av Duox-styrd ROS-produktion &r

evolutionirt bevarade (Kim & Lee, 2014).
2.3.7 Oxidativ stress och IRC

En snabb 6kning i de extracelluldra ROS-nivéerna i tarmen dr nddvindigt for att motarbeta en
infektion. ROS, 1 synnerhet HOCI, dr dock inte skadliga enbart for bakterier och Ovriga
mikrober utan orsakar ocksé skador pa sjélva epitelcellerna om de hélls pa en hog niva for en
langre tid, med bl.a. omfattande apoptos och cellférdndringar som f6ljd (Ha et al, 2009b; Pullar
et al, 2000).

Hos Drosophila fungerar IRC (eng. immune-regulated catalase) som ett katalas som
kontrollerar halterna av ROS genom att eliminera H>O,. IRC ér ett protein med en massa av 85
kDa och aminosyrasekvensen visar att det har likheter med ett flertal hem-peroxidaser. IRC
saknar en signalsekvens som skulle markera det for transport till peroxisomer, vilket skiljer det
fran de kénda katalaserna i dédggdjur. Det har dock en signalsekvens som markerar det for
exocytos. IRC é&r alltsd ett extracellulart katalas som eliminerar reaktiva syreforeningar
producerade av Duox-systemet genom att konvertera H>O» till molekylért syre, O2, och vatten,
H>O. Bekriftelsen pa att IRC ar ett protein med katalasaktivitet kom frén studier som bl.a.
visade att behandling av IRC-KD-celler med H20O: leder till morfologiska fordndringar och ett
okat antal apoptotiska celler, till skillnad fran kontrollceller. IRC-RNAi-flugor har en hogre
mortalitet vid oralt intag av H2O» jimf{ort med kontrollflugor. Samma hoga mortalitet upptrader
ocksa hos samma flugor nér de matas med doda bakterier. Hos IRC-RNAi-flugor dr det dirmed
de hoga ROS-nivderna och oforméga att kontrollera den oxidativa stressen som orsakar den

hoga mortaliteten (Ha et al, 2005a).
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Hos déggdjur utgor katalas en viktig del av forsvarssystemet mot oxidativ stress genom
elimineringen av cytotoxiskt H>O> vilket forhindrar att H2O> omvandlas till mera potenta
foreningar som kunde leda till skador pé epitelvdvnader (Bai & Cederbaum, 2003). Ett av
kdnnetecknen for IBD ar kronisk oxidativ stress i tarmen (Tian et al, 2017). Histologiska
undersdkningar pa biopsier fran tarmen hos patienter med ulcerds kolit eller Crohns sjukdom
har visat att lamina propria &r infiltrerat av ett stort antal immunceller, som t.ex. neutrofiler, hos
dessa patienter (Pavlick et al, 2002). Neutrofiler producerar ROS via NADPH-oxidaskomplexet
och dr den dominerande celltypen i det tidiga skedet av akut inflammation (Pullar et al, 2000).
Hos patienter med ndgon form av IBD tycks dock infiltreringen av bl.a. neutrofiler i tarmen
vara permanent vilket leder till kroniskt hoga ROS-nivaer, i synnerhet som neutrofiler isolerade
fran IBD-patienter har visats generera hogre nivaer av superoxid jamfort med celler fran friska
individer (Shiratora et al, 1989). Eftersom neutrofiler genererar HOCI fran H>O; i nirvaro av
CI resulterar nérvaron av dveraktiva neutrofiler 1 hog oxidativ stress vilket antas “6vervildiga”
epitelcellernas antioxidationsmekanismer, som t.ex. katalas (Pavlick et al, 2002). Denna
kroniska oxidativa stress orsakar manga av de karaktiristiska symtomen for ulcerds kolit och
Crohns sjukdom: blddningar, diarré, apoptos, nekros, DNA-skador etcetera (Pavlick et al, 2002;
Pereira et al, 2015; Pullar et al, 2000). I synnerhet HOCI kan penetrera cellmembranet och
samverka med intracellulira komponenter och bl.a. resultera i enkel- och dubbelstrangade
DNA-avbrott samt modifierade puriner och pyrimidiner. Dessa DNA-skador &r en bidragande
orsak till den dkade risken for kolorektalcancer hos patienter med nagon form av IBD (Pereira

et al, 2015; Pullar et al, 2000).
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3 Malsittningar

Mitt pro graduprojekt hade tre huvudsakliga malséittningar:

A) Optimera anvéndningen av DSS som en metod for att pa kemisk vég orsaka oxidativ stress

och tarminflammation i bananflugan

B) Undersoka effekten hos kiseldioxidnanopartiklar innehéllande kapsaicin att

e FEliminera Escherichia coli in vivo

e Dimpa den bakterieorsakade inflammationen

C) Undersoka effekten av DSS samt kiseldioxidnanopartiklarna pa tarmflorans sammansittning

1 bananflugan
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4 Material och metoder

4.1 Flughushallning och fluglinjer

Drosophila melanogaster uppratthélls 1 rumstemperatur (20-25 °C) med en ljus-mdrkerperiod
pa 12 timmar. Flugmaten utgjordes av standarformula (Nutri-fly BF, Dutscher Scientific, West
Thurrock, Essex, United Kingdom) med tillsatt Tegosept och propionsyra. Som kontrollflugor
anvindes Canton® vildtypsflugor och DaGal4, Dipt-LacZ-drivarlinjen vilka ficks frdn Professor

Pascal Meier (The Institute of Cancer Research, London, UK).
4.2 Nanopartikelexperiment

I vara nanopartikelexperiment var syftet att underséka om mesoporosa kiseldioxidnanopartiklar
(hérefter: nanopartiklar) bestdende av komponenter med antimikrobiella egenskaper och
innehallande kapsaicin kan eliminera E. coli in vivo. Tredje stadiets CantonS-larver matades
forst med ampicillinresistenta E. coli och dérefter med nanopartiklarna. Mangden E. coli
kvantifierades dérefter genom att larverna lyserades och lysaten breddes ut pd ampicillin-
agarplattor. Vi undersokte dven nanopartiklarnas inverkan pa inflammationsresponsen i
larverna genom att transkriptionsnivaerna av Diptericin, Attacin och Drosocin kvantifierades
med qRT-PCR. Slutligen undersoktes dven nanopartiklarnas inverkan pa den kommensala

tarmflorans sammanséttning i larverna med hjilp av 16S rRNA-sekvensering.
4.2.1 Strukturen pa nanopartiklarna

Experimenten med nanopartiklarna utfordes 1 samarbete med BioNanoMaterials-
laboratoriegrupp, som leds av Professor Jessica Rosenholm vid Abo Akademi, dir sjilva
designen samt tillverkningen av nanopartiklarna utfordes. Strukturen pa nanopartiklarna utgors
av en inre kdrna av ceriumoxid, ett skal av kiseldioxid samt en yta tickt med kitosan — en
polysackarid. Eftersom CeO2 och kitosan har antibakteriella egenskaper (Farias et al, 2018;
Goy et al, 2016; Marini et al, 2015) &r hypotesen att hela partikeln borde fungera som en

antibiotika (Rosenholm et al, opublicerade resultat).

4.2.2 Transformering av E. coli med en plasmid med en ampicillinresistens-

gen

20 pl 5x KCM buffert innehallande 0,5M KCL, 0,5M CaCl, samt 0,25M MgCl, blandades med
80 ul destillerat vatten (dH20) och 0,5-10 ng av en Mock-plasmid innehéllande en ampicillin-

resistensgen (pMT-FLAG-His). Blandningen vortexades varpa 100 pl Top10 kompetenta celler
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(E. coli) tillsattes. Provet inkuberades 1 4 °C 20 minuter, direfter i rumstemperatur i 10 minuter
och till sist i 37 °C i 1 timme. Provet breddes ut pa LB-agarplattor innehéllande 50 pg/ml
ampicillin och inkuberades 1 37 °C 6vernatt. En enskild bakteriekoloni dverfordes till 5 ml LB-
medie innehallande 100 pg/ml ampicillin och inkuberades 1 37 °C 1 5 timmar under skakning.
Bakteriekulturen overfordes till 200 ml LB-medie innehéllande 100 pg/ml ampicillin och
inkuberades 6vernatt i 37 °C under skakning. Transformerade E. coli gavs at Prof. Rosenholms
forskningsgrupp, som dérefter beredde de transformerade bakterierna fore varje

nanopartikelexperiment.
4.2.3 Administrering av nanopartiklar it tredje stadiets larver

Transformerade E. coli odlades av Rosenholms labbgrupp i 37 °C 6vernatt under skakning. 1
ml av bakteriekulturen blandades i 5 ml flugmat. Tredje stadiets Canton®S-larver matades med
bakterierna i 5 timmar och flyttades sedan over till flugmat med 0,3 mg/ml nanopartiklar for 2
timmar. Som en negativ kontroll anvindes obehandlade larver. Som positiva kontroller
anvindes larver som matades med E. coli i 5 timmar foljt av dterhdmtning pd vanlig flugmat i
2 timmar samt larver som matades med nanopartiklar i 2 eller 7 timmar foljt av av aterhdmtning
pa vanlig flugmat i 2 timmar. Alla behandlingar skedde i 25 °C. Larverna homogeniserades i
150 ul 1T x PBS. Lysatet centrifugerades snabbt ned och 1 och 10 pl av supernatanten spaddes
ut 1 99 och 90 pul 1 x PBS, respektive. 100 pl av den outspddda supernatanten samt 10x och
100x-utspddningarna breddes ut pd LB-agarplattor innehéllande 50 pg/ml ampicillin och

inkuberades 1 37 °C dvernatt. Antalet bakteriekolonier raknades efter 24 timmar.
4.2.4 qRT-PCR

Polymeraskedjereaktion med omvénd transkription eller RT-PCR (eng. reverse transcriptase
polymerase chain reaction) dr en teknik som anvinds for att detektera RN A-uttryck. Tekniken
gar ut pd att specifika mRNA-sekvenser med hjilp av primérer och enzymet omvént
transkriptas omvandlas till komplementédrt DNA (eng. complementary DNA, cDNA). cDNA-
sekvenserna amplifieras darefter med traditionell PCR. RT-PCR kan kombineras med realtids-
kvantitativ PCR (eng. quantitative PCR, qPCR) for att kvantifiera cDNA-nivéer, d.v.s. hur
mycket en specifik gen uttrycks. For att kvantifiera PCR-produkterna i qPCR anvénds en
fluorescent sond, i detta fall SYBR-Green. SYBR-Green ir ett syntetiskt fargdimne som, nir det
binder till dubbelstrangat DNA, emitterar ljus med en vaglingd av ~520 nm. For varje PCR-

cykel, d.v.s. ju mera PCR-produkter som ackumuleras, blir fluorescensen intensivare och
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mangden produkt kan dédrmed kvantifieras genom att méta intensiteten pa fluorescensen.
Kombinationen av teknikerna PCR med omvind transkription och realtids-kvantitativ PCR

refereras till som qRT-PCR (Nolan et al, 2006).
4.2.4.1 Extrahering av mRNA

For isolering av mRNA anvidndes RNA-isoleringskitet RNeasy Mini Kit (Qiagen). Isoleringen
utfordes enligt tillverkarens protokoll. Tredje stadiets larver som héllits 1 -80 °C 6vernatt
homogeniserades 1 300 pl RLT-lysisbuffert innehdllande p-merkaptoetanol (BME) i
forhallandet 1:100. Ytterligare 300 ul RLT-BME tillsattes varpd lysaten Overfordes till
QIAshredder-kolumner och centrifugerades 2 minuter i 1000 rpm. Detta gjordes for att filtrera
bort exoskelett-delar. RNA precipiterades genom att 600 pl 70 % etanol pipetterades till lysaten
varpa lysaten 6verfordes till spin-kolumner innehallande kiselmembran, till vilket RNA binder,
och centrifugerades 1 minut i 1000 rpm. Genomflddet hilldes bort och 700 pl RW1 buffert
tillsattes och centrifugerades 1 minut i 1000 rpm. Genomflodet hélldes bort och kolumnerna
tvittades direfter med 700 pl RPE-buffert 1 minut i 1000 rpm. Kolumnerna torkades 2 minuter
i 1000 rpm. Kolumnerna flyttades &ver till nya mérkta eppendorfror, 45 ul TE-buffert
pipetterades till kolumerna varpa de inkuberades 2 minuter i rumstemperatur. RNAt eluerades
1 TE-elueringsbuffert 1 minut i 1000 rpm. Elueringen upprepades en géng utan inkubering.
mRNA koncentrationen méttes med Nanodrop spektrometer (Thermo Fisher Scientific) vid

viglingden 260 nm. Det eluerade RNAt forvarades 1 -70 °C.
4.2.4.2 Tillverkning av ¢cDNA med omvind transkription

I omvind transkription anvénds ett enzym, omvént transkriptas, for att generera dubbelstrangat
DNA frén enkelstringat mRNA. DNA som syntetiserats frin mRNA saknar introner och kallas
for komplementirt DNA (eng. complementary DNA, cDNA). cDNA kan sedan anvéndas som
templat for qPCR (Nolan et al, 2006).

For omvind transkription anvéndes iScript cDNA Synthesis Kit (Bio-Rad). Baserat pa de
uppmadtta RNA-koncentrationerna spaddes 1 pug RNA ut i dH2O till en totalvolym av 15 pl. 1
ul iScript omvént transkriptas och 4 pl 5x iScript reaktionsbuffert pipetterades till varje prov
med utspétt RNA. Proven vortexades, centrifugerades snabbt ned och inkuberades 5 minuter i

25 °C, 20 minuter 1 46 °C och 1 minut 1 95 °C. cDNA-proven forvarades 1 -20 °C.

4.2.4.3 Kvantifiering av genuttryck
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For qPCR spdddes cDNA:t ut 1:20 1 dH2O. For standardkurvan gjordes en serieutspiddning av
det outspddda cDNAt: 1, 1/5, 1/25, 1/125 och 1/625. 2 ul av proven och standardkurvan
pipetterades i triplikat i en 96-halsplatta. Till varje prov och standard pipetterades direfter 5 ul
Sensifast Reaction Mix (Bioline), 0,8 ul primarer samt 2,2 ul dH>O. Fér qRT-PCR-reaktionen
anvandes Quantstudio 3 Real-Time PCR System (Thermo Fisher Scientific).

Kvantifieringen av genuttryck gors genom att skillnaden i uttrycksnivan for en gen av intresse
(malgen) jamfors med uttrycksnivan hos en referensgen. Som referensgen brukar anvéndas en
s.k. hushallsgen (eng. housekeeping gene) vars uttrycksniva borde vara konstant och inte
paverkas av t.ex. olika behandlingar. Som referensgen anvidndes hiar RP49, en gen som kodar

for ett ribosomalt protein vars uttrycksniva borde vara konstant.

4.3 DSS-experiment

DSS é4r en kemikalie som, ndr den intas oralt, orsakar akut inflammation i
matsméiltningssystemet, i synnerhet i tarmen, genom att den kraftigt 6kar halten av reaktiva
syreforeningar. DSS-orsakad kolit dr darfor en populdr modell for tarminflammation inom
forskning som fokuserar pé studier av inflammatoriska tarmsjukdomar som Crohns sjukdom
och ulcerds kolit (Wachsmann & Lamprecht, 2012; Wirtz et al, 2007). En 50 % (w/v)
stocklosning gjordes genom att 5 g DSS blandades med 10 ml dH20. Blandningen inkuberades
Overnatt i rumstemperatur for att DSS skulle 16sas upp. 1, 5 och 10 % koncentrationer gjordes
genom att 100, 500 eller 1000 ul av stocklosningen blandades 1 5 ml flugmat. Matningen av

tredje stadiets larver gjordes 1 rumstemperatur i 3 och 5 timmar.

4.3.1 qRT-PCR pa DSS-matade larver

For DSS-experimenten matades tredje stadiets larver med 1-10 % DSS 1 3-5 timmar. I de fall
proven skulle anvidndas for qRT-PCR tilléts larverna aterhdmta sig pa vanlig mat i 1 timme i
rumstemperatur. Detta gjordes for att avldgsna tillrickligt av DSS ur larverna for att mojliggora
omvénd transkription och kvantifiering av mRNA-nivéer. I dvrigt bereddes proven for qRT-

PCR sa som beskrivs i 4.2.4.

4.3.2 DSS-matning och detektering av p-galaktosidasaktivitet

X-gal fargning (5-bromo-4-kloro-3-indolyl-B-D-galaktopyranosid), eller detektering av [3-
galaktosidasaktivitet, anvindes for att méita Diptericin-uttryck hos tredje stadiets larver.

Anvindning av X-gal for att méta -galaktosidasaktivitet dr en histokemisk teknik som kan
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utnyttjas for att detektera uttrycket av en reportergen. For tekniken anvinds transgena
organismer eller transformerade bakterier i vilka den bakteriella LacZ-genen, som producerar
B-galaktosidas, har satts in som reportergen. For experimenten anvéndes tredje stadiets larver
av Dipt. LacZ-reportelinjen, hos vilka Diptericin-genen har fusionerats med LacZ-genen. Vid
inflammation aktiveras transkriptionen av Diptericin hos dessa larver och ddrmed produceras
ocksa B-galaktosidas (laktas). X-gal (5-bromo-4-kloro-3-indolyl-B-D-galaktopyranosid), som
ar en analog av laktos, hydrolyseras av B-galaktosidasenzymet. Reaktionen resulterar i galaktos
och 5-bromo-4-kloro-3-hydroxyindol. 5-bromo-4-kloro-3-hydroxyindol dimeriserar och
oxideras till 5,5’-dibromo-4,4’-dikloro-indigo, en blafiargad produkt (Figur 5). Fargintensiteten
hos den blaa produkten &r direkt proportionell till méngden B-galaktosidas som produceras

(Burn, 2012).

ol HO
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3-bromo-4-kloro-3-hydroxyindol galaktos
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X-gal (3-bromo-4-Koro-3-indolvl-B-D-
galaktopyranosid
oxidering

5-3"-dibromo-4-4'-dikloro-indigo

Figur 5. Den kemiska reaktionen mellan X-gal och p-galaktosidas.
Reaktionen mellan X-gal och B-galaktosidas resulterar i 5-bromo-4-kloro-3-
hydroxyindol, vilket dimeriserar och oxideras till 5,5’-dibromo-4,4’-dikloro-
indigo. (https://en.wikipedia.org/wiki/File:X-gal reaction.png 9.10.2018. Egen
modifiering)

4.3.2.1 Dissekering av larver for detektering av p-galaktosidasaktivitet

Brunnarna i en 24-hélsplatta vittes med 1 x PBS-1 % BSA {0r att gora ytan hal och férhindra

att tarmarna fastnade 1 botten. Tarmen, och i vissa fall dven fettkroppen, fran tredje stadiets
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larver dissekerades i 1 x kall PBS. Dissektionen utférdes med hjilp av pincetter (Dumont #5)
under stereomikroskop (Leica M60). Fore fixeringen, tvittningen och fargningen sogs 1 x PBS
-1 % BSA upp med pipetten ndgra ginger for att forhindra att tarmarna fastnade i1 spetsen.
Tarmarna fixerades 15 minuter 1 200 pl 1 x PBS innehéallande 0,4 % glutaraldehyd och 1 mM
MgCl. Tarmarna tvittades 3 x 5 minuter med 1 x PBS och fargades dérefter 1 200 pl X-gal-
fargningslosning innehdllande 5 mg/ml X-gal, 5 mM kaliumferrocyanid trihydrat, 5 mM
kristallint kaliumferoocyanid och 2 mg/ml MgCl> i 1 x PBS 1 37 °C i minst 1 timme, eller tills
en fargframtrddning kunde observeras. Tarmarna tvéttades igen 3 x 5 minuter varpa de

overfordes till objektglas och fixerades i 12 ul Mowiol.
4.3.3 Detektering av radikala syreforeningar med H2DCF-DA-firgning

H>DCF-DA (2',7'-Diklorofluorescindiacetat) ar ett fluorogent amne som kan anvindas for att
méta ndrvaron av reaktiva syreforeningar i celler. H-DCF-DA diffunderar in i cellen dir det
deacetyleras av esteraser till HoDCF. I nérvaro av reaktiva syreforeningar oxideras HoDCF
vidare till DCF (2°, 7’-diklorofluorescein). DCF é&r ett fluorescerande dmne med en

excitations/emissionsspektrum av 495/529 nm (Figur 6).

i
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H:DCFDA
Figur 6. Schema over de kemiska
Cellmembran reaktioner H,DCFDA undergir i
s cellen. H,DCFDA diffunderar in i
Cellulira ) )
L e cellen dir de lipofila acetylgrupperna
> klyvs bort av  esteraser. Det
¥ /:jpﬂ/f resulterande H,DCF oxideras i nirvaro
LRSS "r'lz":aT?ub av reaktiva syreforeningar till DCF,
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Fe /1;"03 E 495/529 nm. (Paul Held.
https://www.biotek.com/resources/whi
om0 te-papers/an-introduction-to-reactive-
oxygen-species-measurement-of-ros-
— Lol in-cells/. 17.8.2018. Egen modifiering).
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@
25



Fanny Sundqvist

En 20 uM DCF-DA 16sning gjordes genom att 16sa upp DCF-DA 1 DMSO (Dimetylsulfoxid).
Tredje stadiets larver dissekerades sa som beskrivits tidigare och tarmarna inkuberades med
200 pl DCF-DA-16sning 10 minuter i rumstemperatur skyddade fran ljus. Tarmarna flyttades
over till objektglas och fixerades i 12 ul Mowiol. Fluorescensen detekterades med ett inverterat

mikroskop (Zeiss Axio Vert.Al Inverted Microscope, Zeiss).

4.3.4 Kvantifiering av katalasaktivitet

For kvantifiering av katalasaktiviteten i tarmen anvindes Catalase activity assay kit (Abcam).
Katalasaktiviteten mits genom att katalaset 1 ett prov reagerar med véteperoxid (H202) och
konverterar det till vatten och molekylart syre. Reaktionen stoppas varpa okonverterad H>O»
reagerar med en sond i framkallningslosning som tillsétts och ger upphov till ett amne med ett
exiterings/emissionsspektrum av 535/587 nm. Om katalasaktiviteten dr 1ag finns det efter
reaktionen mera H>O; kvar 1 provet och mera slutlig produkt bildas ddrmed. Den uppmitta

absorbansen ér darfor omvént proportionell till katalasaktiviteten i provet.

4.3.4.1 Lysering av larver

For experimenten anvindes tredje stadiets Canton®-larver, vilka matades med varierande
koncentrationer av DSS samt E. coli. Larverna tvittades darefter i kylskapskall 1 x PBS och
homogeniserades dérefter 1 200 pl iskall reaktionsbuffert. Proven centrifugerades i 15 minuter

10 000 xg 1 4 °C. Supernatanten overfordes till nya eppendorfror.

4.3.4.2 Pipettering av standard och prover

Experimenten utfordes enligt instruktionerna 1 tillverkarens protokoll. En 20 mM H:O»-
standard gjordes genom att 5 pl av en 0,88 M H»O»-standard blandades med 215 pl dH20. 50
ul av den 20 mM standarden spiaddes med 950 ul dH>O for att f4 en 1 mM 16sning. Slutligen
gjordes en 0,1 mM 16sning genom att 100 pl av den 1 mM 16sningen spaddes med 900 pl dH>O.
Med den 0,1 mM H>O»-standarden gjordes en standardkurva (Tabell 1).
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Tabell 1. Schema 6ver H20:-standardkurvan. En standardkurva bereddes genom att den
0,1 mM H,O»-standarden spaddes ut i reaktionsbuffert for att generera standarder med
slutliga H>O»-koncentrationer av 0; 0,2; 0,4; 0,6; 0,8 och 1 nmol. Standarden pipetterades

i duplikat i en vit 96-halsplatta. Den slutliga volymen standard i varje brunn var 90 pl.

Standard # H,0, 0,1 mM Reaktions- Slutlig volym | Slutlig H,O, -
standard (pl) buffert (ul) som pipetteras | koncentration
till brunn (ul) | (nmol/brunn)
1 0 270 90 0

2 6 264 90 0,2

3 12 258 90 0.4

4 18 252 920 0.6

5 24 246 90 0.8

6 30 240 90 1.0

Standarden pipetterades 1 duplikat till en 96-halsplatta med vit, ogenomskinlig botten. 10 pl
Stop-10sning pipetterades genast till varje standardbrunn for att forhindra nedbrytning av H>Oo.
Minst 2 pl av varje prov pipetterades i duplikat till 96-halsplattan och volymen justerades till
78 ul med reaktionsbuffert. Den negativa och den positiva kontrollen pipetterades ocksa i
duplikat enligt samma volym som proven och reaktionsbuffert anvandes for att justera volymen
till 78 pul. I den negativa kontrollen stoppas nedbrytningen av H2O» genast genom att 10 pul Stop-
16sning tillsétts. Till den negativa kontrollen anvéndes kontrollprovet. 10 ul Stop-l6sning
pipetterades till varje brunn med den negativa kontrollen och plattan inkuberades 1 5 minuter 1

25 °C.

4.3.4.3 Katalasreaktion

For katalasreaktionen gjordes 12 pl utspiddd viteperoxidlosning med 1,5 ul 1 mM H2O»-
standard och 10,5 pl reaktionsbuffert for varje prov samt positiv- och negativ kontroll. Av
denna 16sning pipetterades sedan 12 pl till varje prov, positiv- och negativ kontrollbrunn. Extra
H>O, tillsédtts for att forsdkra att absorbansvéirdena faller inom standardkurvan ifall
katalasaktiviteten 1 proven dr mycket hog. Plattan inkuberades 30 minuter 1 25 °C varpa 10 pl

Stop-16sning pipetterades till varje prov samt den positiva kontrollen
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4.3.4.4 Matning av katalasaktiviteten

Framkallningslosning gjordes for varje brunn:

Reaktionsbuffert 47.7 pl
OxiRed-sond 0.3 pl
HRP-l6sning 2 ul
Totalvolym S0l

50 ul framkallningslosning pipetterades till varje brunn varpa plattan inkuberades 10 minuter i

25 °C skyddad frin ljus. Absorbansen mittes vid Ex/Em 535/616 nm (Hidex Sense).

4.3.4.5 Kalkylering av katalasaktivitet

Prov vars absorbansvérde var hogre dn den hdgsta standarden spidddes ut med reaktionsbuffert
varpa absorbansen mittes pa nytt. Berdkningarna utfordes enligt instruktionerna i tillverkarens
protokoll. En standardkurva ritades upp pa basis av absorbansvérdena for standarden. ARFU
riknades ut for varje prov genom att subtrahera absorbansvérdet for provet fran absorbansvérdet
for den negativa kontrollen. ARFU-vérdet applicerades till standardkurvan for att rakna ut den
nmol H>O> som brutits ned av katalas under reaktionen. Katalasaktiviteten rdknades ut som

nmol/min/mL med hjélp av ekvationen:
katalasaktivitet = (B/(30*V))*D

diar B = nmol H>O; som brutits ned av katalaset, V = volymen av prov som pipetterats till
brunnen och D = utspiddningsfaktorn, i de fall ddr proven spitts ut ytterligare for att

absorbansvirdena ska falla inom standardkurvan.

4.4 Extrahering av DNA for 16S rRNA-sekvensering

For att undersoka effekten av nanopartiklarna och DSS péd tarmflorans sammansittning
behandlades tredje stadiets CantonS-larver med nanopartiklar eller DSS varpd DNA
extraherades. Larverna matades med antingen 0,3 mg/ml nanopartiklar 2 timmar 1 25 °C f6ljt

av aterhdmtning 2 timmar eller 10 % DSS 3 timmar i1 rumstemperatur foljt av 2 timmars

28



Fanny Sundqvist

aterhdmtning. Larverna tvittades tva ganger 1 Klorilli och tvd ganger i dH>O. Larverna
homogeniserades darefter i 200 pl lyseringsbuffert bestdende av 20 mM Tris, 2 mM EDTA, 1,2
% Triton X-100 och 20 mg/ml lysozym. Lysaten inkuberades 90 minuter i 37 °C. For dterstoden
av experimentet anvdandes QIAamp DNA minikit (Qiagen). Till lysaten pipetterades 200 ul AL
buffert och 20 ul Proteinase K varpa lysaten inkuberades 90 minuter i 56 °C. Extraheringen av
DNA utfordes direfter fran och med steg 4 sa som beskrivs i tillverkarens protokoll. 200 ul 100
% EtOH pipetterades till lysaten, proven vortexades och lysaten dverfordes till spin-kolumner
och centrifugerades 1 minut i 8000 rpm. Genomflddet hilldes bort. 500 ul AW 1 buffert tillsattes
och proven centrifugerades 1 minut i 8000 rpm. Genomflédet hélldes bort och 500 ul AW2
buffert tillsattes varpa proven centrifugerades 3 minuter i 14 000 rpm. Genomflodet hélldes bort
och kolumnerna torkades genom att centrifugeras 1 minut i 14 000 rpm. Kolumnerna placerades
1 eppendorfror och DNA eluerades genom att tillsitta 200 ul AE buffert och inkubera proven 5
minuter i rumstemperatur foljt av centrifugering 1 minut i 8000 rpm. Elueringen upprepades
tva gdnger och proven inkuberades 1 minut i rumstemperatur varje ging. DNA-koncentrationen
mittes med Qubit Fluorometer (Invitrogen). Proven skickades till Eurofins for 16S rRNA-
sekvensering. I varje prov amplifierades de hypervariabla regionerna V1-V3 och V3-V5.
Analysen av sekvenseringsdata och artbestimningen av tarmfloran utférdes av Eurofins och
resultaten sammanstilldes i en rapport. De resultat fran 16S-sekvenseringen som beskrivs i

denna avhandling baserar sig pé data fran den rapporten.
4.5 Statistiska analyser

De statistiska analyserna utfordes 1 Prism 7, GraphPad Software. Medelvérdena 1 resultaten
jdmfordes med en envdgs ANOVA (eng. One-way ANOVA, Analysis of variance) samt Tukey-
test. Resultaten visas som staplar som visar medelvirdet samt medelvérdets medelfel (eng.

standard error of the mean, SEM).
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5 Resultat

5.1 Optimering av DSS-inflammationsmodellen

Produktionen av reaktiva syreforeningar fungerar som ett forsta forsvar mot tarminfektion hos
Drosophila och 6vriga organismer, inklusive ddggdjur (Geiszt et al, 2003; Pullar et al, 2000;
Rosen et al, 2002). En o6verdriven produktion av reaktiva syreforeningar dr dven ett av
symtomen pa kronisk tarminflammation (Tian et al, 2017). Metoder for att reducera halten av
dessa foreningar i tarmen kunde dérfor fungera som en form av behandling. I ddggdjur leder
administrering av DSS till produktion av ROS och skador pa tarmepitelet vilket initierar en
inflammationsrespons. Inom forskning administreras darfor DSS &t mdss i syfte att orsaka akut
oxidativ stress och dstadkomma ett sjukdomstillstind som imiterar ulcerds kolit (Fang et al,
2016; Wirtz et al, 2007). Tidigare studier utférda pa Drosophila har visat att administrering av
DSS i flugan skadar det basala membranet i tarmen och initierar proliferation av stamceller
(Amcheslavsky et al, 2009). Wu med flera visade att administrering av DSS i Drosophila-larver
orsakar oxidativ stress i tarmen och initierar NF-kB-formedlad Diptericin-produktion i
fettkroppen. I studien konstaterades att ROS-produktion inte initierar NF-kB-formedlad AMP-
produktion i tarmen (Wu et al, 2012).

Vi ville anvinda DSS 1 syfte att pa kemisk vég aktivera oxidativ stress i tarmen och anvénda
det som en modell for oxidativ stress-orsakad inflammation. Dértill ville vi undersdka om
oxidativ stress i flugan ger upphov till en systemisk inflammationsrespons, sd som beskrevs av
Wu et al, 2012. For att bekrifta att administrering av DSS aktiverar en inflammationsrespons
kvantifierades mRNA-nivéerna for Drosocin, AttacinA och Diptericin efter administrering av
DSS. Koncentrationer och tidpunkter varierades for att undersoka vid vilken tidpunkt och vid
hur hog DSS-koncentration som inflammationsresponsen aktiveras. I de forsta experimenten
kunde dock inga C'-viirden uppmitas i manga av fallen, trots 1dga DSS-koncentrationer och
korta behandlingstider (resultat inte inkluderade hér). Efter optimering av DSS-koncentrationer
och ldngden pa behandlingarna samt ytterligare konsultation av den tillgdngliga litteraturen
kom vi fram till att DSS kan bryta ner mRNA och ddrmed inhibera qRT-PCR om det
forekommer 1 for hoga koncentrationer 1 provet (Kerr et al, 2012). De DSS-behandlade larverna

tillats dérfor dterhdmta sig pa vanlig mat i 1 till 2 timmar innan de lyserades for qRT-PCR.
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5.1.1 Behandling med DSS aktiverar en inflammationsrespons

Efter att experimentforhallandena optimerats kvantifierades mRNA-nivaerna for Drosocin,
AttacinA och Diptericin med qRT-PCR i lysat gjorda pa hela larver. Tredje stadiets Canton®-

larver behandlades med olika koncentrationer DSS i rumstemperatur i 3 och 5 timmar.

I Figur 7 kan ses att transkriptionsnivan dr som hogst for Drosocin och AttacinA efter 3 timmars
behandling med 5 % DSS varefter transkriptionsnivén igen gér ner. Transkriptionsnivan for
Diptericin fordndras inte signifikant av DSS-behandling. Orsaken till de ldgre
transkriptionsnivaerna for Drosocin och AttacinA efter 3 timmars administrering av 5 % DSS
ar formodligen att DSS vid hogre koncentrationer och/eller ldngre tidpunkter bryter ned mRNA
eller pa anat sitt stor qRT-PCR-analysen. Transkriptionsnivan for Diptericin sjunker dramatiskt
efter 3 timmar. Orsaken till det kan antingen vara att mera mRNA har brutits ned eller att
transkriptionen av Diptericin nar sin hdgsta intensitet vid 3 timmar och sedan avtar, medan
transkriptionsnivderna for Drosocin och AttacinA halls ndgot hogre (Figur 7). Pa basis av
resultaten som illustreras 1 Figur 7 valde vi att i de fo6ljande experimenten anvénda 1, 5 eller 10

% DSS 1 3 timmar.
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Figur 7. DSS hdjer transkriptionsnivierna for AMP-gener. Transkriptionsnivéerna for
AMP-gener har mitts i lysat gjorda pé hela larver. Staplarna visar medelvirdet samt
medelvirdets medelfel (SEM). Fordndringen i transkriptionsnivén ér signifikant efter 3 timmar
med 5 % DSS for Drosocin och AttacinA. Transkriptionsnivan for Diptericin fordndras ocksa,
men fordndringen dr inte signifikant. Statistisk analys gjordes med envigs ANOVA samt
Tukey’s test. Kontroll (obehandlade larver), 3h 1% (1 procent DSS i 3 timmar), 3h 5% (5
procent DSS i 3 timmar), 3h 10% (10 procent DSS i 3 timmar), Sh 1% (1 procent DSS i 5), 5h
5% (5 procent DSS i 5 timmar), 5h 10% (10 procent DSS i 5 timmar). Alla DSS-behandlingar
skedde i1 rumstemperatur och atfoljdes av 1 timmes aterhdmtning i vanlig mat i
rumstemperatur. n => 3. (* =p =0,05; ** =p=0,01; n.s. = (p > 0,05) icke signifikant).

5.1.2 DSS aktiverar en lokal inflammationsrespons i tarmen

For att unders6ka om den observerade inflammationsresponsen dr systemisk eller lokal mittes
Diptericin-uttrycket i tarmen och fettkroppen hos tredje stadiets DaGal4-Dipt LacZ-larver med
X-Galfdrgning. B-galaktosidas som hos dessa larver produceras ndr transkriptionen av

Diptericin aktiveras bildar en blafargad produkt nidr X-Gal tillsdtts och intensiteten av
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Diptericin-transkriptionen kan ddrmed indirekt kvantifieras. Larverna matades med 1, 5 eller
10 % DSS i 3 timmar i rumstemperatur varpa de dissekerades och B-galaktosidas-uttrycket i
tarmen och fettkroppen kvantifierades. I Figur 8 A-D kan ses att administrering av DSS tycks
aktivera en lokal inflammationsrespons i1 tarmen eftersom de larver som matats med DSS

uttrycker mera Diptericin @n kontrollen (Figur 8 A-D).

Figur 8 A-D. DSS aktiverar en lokal inflammationsrespons i tarmen. Resultaten av X-
Galfirgning pa tarmarna hos DaGal4-Dipt.LacZ-larver efter DSS-administrering. Konturerna pa
tarmarna har streckats for att lattare urskiljas. Intensiteten pa den bléa férgen é&r i direkt proportion
till Diptericin-uttryck. A = Kontroll, B = DSS 1% (1 procent DSS i 3 timmar), C = DSS 5% (5
procent DSS i 3 timmar), D = DSS 10% (10 procent DSS i 3 timmar). n => 3.

Néagot Diptericin-uttryck kunde dock inte iakttas i fettkroppen, vilket visar att integriteten hos
tarmepitelet har hallits intakt. Ifall DSS skulle licka ut ur tarmen in i kroppshélan borde detta
ndmligen leda till en systemisk inflammation, vilket skulle leda till att fettkroppen ocksa
fargades bld. Detta tyder pa att den observerade inflammationen efter DSS administrering, trots

sin intensitet, dr begransad till tarmen, d.v.s. lokal (Figur 8 E-H).
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Figur 8 E-H. DSS aktiverar inte Diptericin-uttryck i fettkroppen. Resultaten av X-Galfargning
pa fettkroppen hos DaGal4-Dipt.LacZ-larver efter DSS-administrering. Konturerna pé fettkropparna
har streckats for att ldttare urskiljas. Inflammationen tycks inte spridas till fettkroppen nér larver
matas med DSS. De bléa strukturerna i F och G ér bitar av trakéer och inte en del av fettkroppen. A
= Kontroll, B=DSS 1% (1 procent DSS i 3 timmar), C = DSS 5% (5 procent DSS i 3 timmar), D =
DSS 10% (10 procent DSS i 3 timmar). n=> 3.

5.1.3 Hogre ROS-nivider och forhojd katalasaktivitet kunde inte iakttas i

tarmen efter DSS-behandling

For att verifiera att DSS orsakar oxidativ stress 1 tarmen anviandes HyDCF-DA for att detektera

ROS. HoDCF-DA ér ett fluorogent &mne som emitterar gron fluorescens 1 narvaro av ROS.

Tredje stadiets Canton®-larver matades med 1,5 och 10 % DSS i 35 timmar varefter larverna

dissekerades, tarmarna inkuberades med H2DCF-DA-16sning och halterna av ROS i tarmen

kvantifierades med hjélp av fluorescensmikroskopi. Som positiv kontroll anvéndes larver

matade med E. coli eftersom en bakterieinfektion borde aktivera ROS-produktion i tarmen som

ett forsta forsvar mot bakterier. Trots att fargningen av tarmarna utfordes s som beskrivits 1
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litteraturen kunde dock ingen fluorescens iakttas i nagot av proven (resultat inte inkluderade
hér).

H>DCF-DA-fargningen kan ha misslyckats av tekniska orsaker. Vi forsokte darfor mita den
oxidativa stressen indirekt genom att mita katalasaktiviteten. Var hypotes var att hogre ROS-
nivaer i tarmen borde resultera i hogre katalasaktivitet eftersom organismen maste neutralisera
de reaktiva syreforeningarna for att epitelvidvnaden inte ska skadas. For att undersoka detta
kvantifierades katalasaktiviteten i lysat gjorda péa hela larver efter administrering av DSS.
Tredje stadiets larver matades med 1, 5 och 10 % DSS 1 3 - 5 timmar. Larver matade med E.

coli anvéndes som en positiv kontroll. Katalasaktiviteten méttes i nmol/min/mL.

I Figur 9 kan ses att 3-timmars behandling med 1 — 10 % DSS hojer katalasaktiviteten nagot,
men Okningen dr inte signifikant. Efter 5 timmars DSS-behandling samt behandling med E. coli

har vi inte mera ndgon fordndring (Figur 9).
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Figur 9. Katalasaktiviteten stiger inte signifikant efter behandling med DSS. Staplarna visar
medelvirdet och medelvérdets medelfel (SEM). Statistisk analys gjordes med envigs ANOVA samt
Tukey’s test. Katalasaktiviteten stiger ndgot med hogre DSS-koncentrationer under 3-timmars
behandling, men sjunker vid 5-timmars DSS-behandling. Behandling med E. coli leder inte till en
markbar 0kning i katalasaktiviteten. Kontroll (obehandlade larver), 1% 3h (1 procent DSS i 3
timmar), 5% 3h (5 procent DSS i 3 timmar), 10% 3h (10 procent DSS i 3 timmar), 1% 5h (1 procent
DSSi5), 5% 5h (5 procent DSS i 5 timmar), 10% 5h (10 procent DSS i 5 timmar) E. coli 5h (E. coli
1 5 timmar). n => 3. n.s. = (p 0,05) icke-signifikant.
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5.2 Nanopartiklarnas effekt pa inflammation orsakad av bakterieinfektion

Anvindning av nanopartiklar inom ldkemedelsutveckling &r ett forskningsomrade som far
mycket uppmérksamhet eftersom leverering av ldkemedel med hjilp av nanopartiklar kan
erbjuda ett effektivare alternativ till konventionella metoder. Inkapsling av ett likemedel 1
nanopartiklar leder till 6kad koncentration och absorption av likemedlet vid malvdvnaden och
diarmed blir behandlingen mera riktad och mera effektiv. Nanopartiklar har bl.a. visats vara
anvindbara for att behandla IBD eftersom de effektivare levererar ldkemedel till den
inflammerade vdvnaden i tarmen jamfort med konventionella metoder. (Hua et al, 2015;
Wachsmann & Lamprecht, 2012). Resultat frén vissa studier tyder péd att nanopartiklar kan
fordndra tarmflorans sammanséttning, men om denna fordndring alltid dr negativ eller positiv

ar inte helt klarlagt (Karavolos & Holban, 2016; Ohno et al, 2017; Yausheva et al, 2018).

Strukturen pé kiseldioxidnanopartiklarna som anvéndes hér kan ses i Figur 10. Kérnan utgors
av ceriumoxid (CeO2) och omges av ett mesopordst skal av kiseldioxid (pSiO;). Kapsaicin
adsorberas in 1 pSiO; skalet varpa ytan ticks med kitosan, en lineér polysackarid uppbyggd av
B-linkade D-glukosamin och N-acetyl-D-glukosamin monosackarider. Jessica Rosenholms
forskningsgrupp har tidigare visat att kiseldioxidnanopartiklarna innehallande kapsaicin
minskar mdngden E. coli 1 bakteriekultur in vitro (opublicerade resultat). I mitt projekt ville jag
undersdka om nanopartiklar dven minskar méngden E. coli in vivo, om de kan lindra den

inflammation som denna patogen normalt orsakar i flugan.

."ﬂ "

CeO:2-kiirna CeO: @ PSiO2 CeO: @ PSi02 / kapsaicin CeO2 @ PSi0:2/ kapsaicin-kitosan

Figur 10 Nanopartikeln bestir av en kidrna av CeO: som omges av ett mesoporost skal av PSiO:.
Kapsaicin adsorberas in i PSiO»-skalet och hela strukturen técks slutligen med kitosan. Hela strukturen kan
skrivas som CeO; @ PSiO» / kapsaicin-kitosan. Eftersom flera av komponenterna i partikeln var for sig
uppvisat antibakteriella egenskaper antas hela strukturen fungera som en antibiotika. Bilden fran
Govardhanam Narayana Prakirth, M.Sc. Egen modifiering.
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5.2.1 Nanopartiklar reducerar nividerna av ampicillin-resistenta E. coli

For att undersoka om nanopartiklarna minskar mangden E. coli ocksé in vivo anvéndes tredje
stadiets CantonS-larver som forst matades med ampicillin-resistenta E. coli och dérefter med
nanopartiklarna. Effektiviteten hos nanopartiklarna kontrollerades genom att ridkna antalet
bakteriekolonier pa ampicillin-agarplattor efter 24 timmar. I Figur 11 kan ses att behandling av
larver med nanopartiklar efter infektion med E. coli reducerar antalet bakteriekolonier efter 24
timmar jimfort med behandling med enbart E. coli. Skillnaden i antalet bakteriekolonier ar
statistiskt signifikant. Inga bakteriekolonier kunde observeras 1 de negativa kontrollerna (Figur

11).
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Figur 11. Mesoporosa kiseldioxidnanopartiklar innehéllande kapsaicin reducerar antalet
E.coli-bakterier in vivo. Resultat fran kvantifieringen av antalet bakteriekolonier frdn den
outspddda supernatanten. Larverna matades med E. coli i 5 timmar f6ljt av antingen aterhdmtning i
vanlig mat i 2 timmar eller behandling med 0,3 mg/ml nanopartiklar i 2 timmar. Som negativa
kontroller anvindes obehandlade larver samt larver som enbart matats med 0,3 mg/ml nanopartiklar
i 2 timmar. Supernatanten braddes ut pa ampicillin-agarplattor och bakteriekolonier riknades efter
24 timmar. Behandling av larverna med nanopartiklar efter att de infekterats med E. coli leder till en
signifikant minskning i antalet bakteriekolonier efter 24 timmar. Staplarna visar medelvirdet samt
medelvirdets medelfel (SEM). Statistisk analys gjordes med envigs ANOVA samt Tukey’s test.
Kontroll (obehandlade larver), np (0,3 mg/ml nanopartiklar i 2 timmar), E. coli (matning med E. coli
i 5 timmar f6ljt av dterhdmtning i vanlig mat i 2 timmar), E. coli + np (matning med E. coli i 5
timmar f6ljt av behandling med 0,3 mg/ml nanopartiklar i 2 timmar). n =2 3. (**** =p =0,0001).
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5.2.2 Nanopartiklar lindrar bakterieorsakad inflammation

Ifall nanopartiklarna minskar halten av E. coli i tarmen s& borde dven den bakterieorsakade
inflammationsresponsen ddmpas. For att undersoka detta kvantifierades mangden mRNA for
AMP-generna Drosocin, AttacinA och Diptericin med hjélp av qRT-PCR efter behandling med
E. coli och nanopartiklar. For att undersoka ifall nanopartiklarna i sig sjédlva aktiverar en
inflammationsrespons matades larverna dessutom med enbart nanopartiklar i 2 och 7 timmar.
Figur 12 visar att transkriptionsnivéerna for Attacin, Drosocin och Diptericin ar signifikant
lagre hos de larver som behandlades med nanopartiklar efter att de infekterats med ampicillin-
resistenta E. coli. Behandling med nanopartiklar ddmpar alltsd den bakterieorsakade
inflammationsresponsen. En 7-timmarsbehandling med nanopartiklarna tycks inte stimulera en
inflammationsrespons. Daremot verkar de ddimpa AttacinA- och Drosocin-produktionen nagot,

men skillnaden jamfort med kontrollen &r inte signifikant (Figur 12).
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£ sl pd larver behandlade med nanopartiklar och/eller
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£ i och Drosocin gar tydligt ner efter behandling med
“ ol T O nanopartiklar. Staplarna  visar medelvirdet samt
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R

med envdgs ANOVA samt Tukey’s test. Kontroll
(obehandlade larver), np 2h (0,3 mg/ml nanopartiklar i 2
timmar), np 7h (0,3 mg/ml nanopartiklar i 7 timmar), E.
coli (1 ml bakterieodling i 5 ml mat i 5 timmar f6ljt av
aterhdmtning i vanlig mat i 2 timmar), E. coli + np (1 ml
bakterieodling i 5 ml mat i 5 timmar foljt av behandling
med 0,3 mg/ml nanopartiklar i 2 timmar). n=>3. (* =p
= 0,05; ** = p = 0,01; *** = p = 0,00]; **** = p =
0,0001).
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5.3 Savil DSS som Kkiseldioxidnanopartiklarna forindrar forhiallandet mellan

sliktena Acetobacter och Lactobacillus i tarmen

Efter att ha konstaterat att DSS orsakar en kraftig lokal inflammation och att
kiseldioxidnanopatiklarna lindrar baktericorsakad inflammation genom att eliminera de
patogena bakterierna, ville vi undersoka hur de bdda behandlingarna paverkar sjdlva tarmfloran.
For att studera vilken effekt behandlingar med DSS och nanopartiklarna har pd tarmflorans
sammansittning 1 flugan behandlades tredje stadiets larver med antingen DSS eller
kiseldioxidnanopartiklar, varpa larverna lyserades och lysaten skickades till Eurofins for
analys. Baserat pd rapporten sammanstilld av Eurofins gjordes ett diagram déir den procentuella
andelen av de identifierade bakteriearterna och -underarterna illustreras (Figur 13). S& som
véintat utgjordes den storsta andelen av de identifierade arterna av bakterier fran sliktet
Wolbachia. Wolbachia dr en intracellulir Gramnegativ bakterie som ofta infekterar
bananflugan och forekommer i stor utstrickning i de flesta forskningslaboratorier dar
Drosophila studeras. Forekomsten av Wolbachia tycks under vissa omstidndigheter kunna
fungera som en patogen, men effekten av Wolbachia pd bananflugan &r inte sarskilt utforligt
studerad (Clark et al, 2005; Min & Benzer, 1997). I 6vrigt tycks tarmfloran best av relativt fa
arter, med de flesta arter tillhorande antingen sldktet Lactobacillus eller Acetobacter, vilket
stimmer Overens med tidigare studier dir tarmfloran hos bananflugan karaktériserats
(Broderick & Lemaitre, 2012; Trinder et al, 2017). For att lattare askidliggora vilken effekt
behandling med DSS eller kiseldioxidnanopartiklar har pa olika arter i tarmfloran har grafen i
Figur 13 modifierats sa att Wolbachia avldgsnats, detta eftersom den inte tycktes paverkas av
de olika behandlingarna (resultat inte inkluderade hér). Savél V1 — V3 som V3 — V5-regionerna
amplifierades och sekvenserades, men i provet frdn de DSS-behandlade larverna kunde inte V3
— V5-regionen sekvenseras. Darfor har jag 1 Figur 13 valt att inte inkludera data frén V3 — V5-

sekvenseringen utan i stillet valt att jimfora data frdn V1 — V3-sekvenseringen.

De resterande bakteriearterna illustreras som olika férger och en arts andel av hela stapeln avser
dess procentuella andel av det totala antalet identifierade arter i provet. Observera att Figur 13
illustrerar forhallandet mellan de olika bakteriearterna. Den totala méngden bakterier har inte
kvantifierats. De vetenskapliga namnen for de identifierade arterna, samt deras

korresponderande férg 1 grafen, stér listade under figuren.

I kontrollen utgors cirka tva tredjedelar (65,96 %) av tarmfloran av sldktet Lactobacillus medan
Acetobacter uppgar till cirka en tredjedel (30,26 %). Séaval DSS som kiseldioxidnanopartiklar
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resulterar 1 en tarmflora dér arter av sliktet Lactobacillus utgér endast en sjittedel (16, 27 %
respektive 16,8 %) medan merparten utgors av arter tillhorande sléktet Acetobacter (81,16 %
respektive 79,21 %).
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mk  FEukarvota;p_ Streptophytaje ;o0 Fabales;:f Fabaceaejg 35

mk_ Bacteria;p__ Proteohacteria;c__Alphaproteobacteria;o_ Rhodospirillales;f  Acetobacteraceae;g_ Acetobacter;s

mk Bacteria;p_ Proteobacteria;c  Alphaproteobacteria;o  Rhodospirillales;f Acetobacteraceae;g ;5

mk_ Bacteria;p_ Proteohacteriaze o f g 5

mk Bacteria;p_ Firmicutes;c Bacilliio Lactobacillales;f Lactobacillaceae;g  Lactobacillus;s  sp, ChDC B632

mk  Bacteria;p_ Firmicutes;c  Bacillio Lactobacillales;f Lactobacillaceae;g  Lactobacillus;s  plantarum

mk_ Bacteria:p_ Firmicutes;c_ Bacillio_ Lactobacillales:f Lactobacillaceae;g_ Lactobacillus:s  pentosus

uk  Bacteria;p_ Firmicutes;c  Bacillio Lactobacillales;f Lactobacillaceae;g  Lactobacillusis  brevis

k_ Bacteria;p_ Firmicutes;c_ Bacillio Lactobacillales;f Lactobacillaceae;g Lactobacillus;s

k_ Bacteria;p_ Firmicutes;c  Bacilliio Lactobacillales;f FEmnterococcaceae;g  Enterococcus;s  termitis

ok Bacteria;p_ Firmicutes;e_ Bacilliio Lactobacillales;f g 35

mk Bacteria;p_ ;¢ ;0 f g 3

Figur 13. Behandling med DSS och Kkiseldioxidnanopartiklar forindrar forhallandet mellan
Lactobacillus och Acetobacter i tarmfloran. Administrering av savdl DSS som
kiseldioxidnanopartiklar tycks fordndra forhallandet mellan arterna av sléktena Lactobacillus och
Acetobacter. I normala forhéllanden, d.v.s. i kontrollen, dominerar Lactobacillus 6ver Acetobacter, medan
forhéllandet efter de olika behandlingarna dr omvént, d.v.s. Acetobacter dominerar 6ver Lactobacillus.
De specifika arterna av Acetobacter har inte kunnat nirmare specificeras. Resultatet tyder pa att
Lactobacillus-arterna dr mera kénsliga for savdl DSS som kiseldioxidnanopartiklarna. I vissa fall har
endast fylum eller klass specificerats. Detta betyder bara att man pd basis av kvaliteten pé
sekvenseringsdata inte kunnat specificera narmare vilken ordning, familj, slékte eller art sekvensen ifraga
korresponderar till. Jag har valt att endast jimfora sekvenseringsdata dar V1 — V3-regionen amplifierades
eftersom man i provet frain de DSS-behandlade larverna inte kunde amplifiera V3 — V5-regionen. Den
enda eukaryoten som identifierats i alla proven hor till familjen Fabaceae, d.v.s. drtvixter. Detta kan vara
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6 Diskussion

6.1 DSS stor kvantifieringen av transkriptionsnivaerna vilket gor det svart
att dra slutsatser av qRT-PCR-resultaten

DSS éar en kemikalie som orsakar akut inflammation i tjocktarmen. DSS orsakar
tjocktarmsinflammation genom att den kraftigt 6kar halten av ROS, orsakar skador och apoptos
1 tarmepitelet och initierar en inflammationsrespons och anvédnds dérfor ofta som modell for att
imitera ulcerds kolit i vissa forsoksdjur, sd som mdss. (Araki et al, 2010; Fang et al 2016;
Wachsmann & Lamprecht, 2012; Wirtz et al, 2007). I flugan har DSS visat leda till skador pa
det basala membranet i tarmen, initiera proliferation av stamceller, aktivera ROS-produktion

och aktivera en systemisk, men inte en lokal, immunrespons (Wu et al, 2012).

Resultaten fran qRT-PCR visar att transkriptionsnivderna for Drosocin, AttacinA och
Diptericin sjunker efter 5 timmars DSS-behandling. Det skulle betyda att inflammationen gar
ner efter en viss tidpunkt fast DSS-behandlingen fortgdr. Detta verkar osannolikt med tanke pa
att resultaten frin X-galfargningen visar att Diptericin-uttrycket i tarmen, d.v.s. den lokala
inflammationsresponsen, stiger med hogre DSS-koncentrationer. Trots att X-galfdrgningen
utfordes pa larver som matats 1 enbart 3 timmar dr det mojligt att de observerade AMP-
transkriptionsnivaerna efter 5-timmars DSS-behandling &r lagre for att DSS-koncentrationen 1
proven varit for hog och stort analysen. Det dr mojligt att 1-2 timmars aterhdmtning i vanlig
mat inte &r tillrdckligt for att rena ut DSS nér behandlingen varit for lang eller DSS-
koncentrationen for hog. Inte manga studier tycks ha gjorts dar DSS férméga att inhibera qRT-
PCR-analyser har diskuterats och metoder for att rena ut DSS fore analys har undersokts. Kerr
med flera foreslog dock en metod for att rena ut DSS ur proven fore analys dir mRNA
isolerades med hjélp av oligo-dT-kulor som hybridiserade med polyA-sekvensen av mRNA
(Kerr et al, 2012). Denna metod dr i praktiken inte sirskilt kostnadseftektiv, varfor vi valde att

1 stdllet testa att 1ata larverna dterhdmta sig 1 vanlig mat innan qRT-PCR-analys.

6.1.1 DSS behandling leder till en lokal inflammationsrespons men higre ROS-nivéer

kunde inte detekteras

P& basis av resultaten av X-galreaktionen drar jag slutsatsen att den observerade
inflammationsresponsen efter DSS-behandling dr lokal, trots att experimenten 1 enstaka fall
resulterade 1 att dven fettkroppen fargades bld (vilket indikerar en systemisk inflammation). I
de experiment dir fettkroppen fargades bla efter DSS behandlingen hade kontrollen ocksa

inflammation, sa 1 de fallen kan DSS ha orsakat en systemisk inflammation enbart pa grund av
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att alla larverna inklusive kontrollen led av inflammation. Detta anser jag vara en tillforlitlig
forklaring i och med att experimenten utférdes under de varmaste sommarmanaderna och under
den tiden &r bakterietillvixten i flugmaten hog och flugorna lider ofta av infektioner, vilket
forsvarar analysen. Resultaten fran X-galfargningen stér i kontrast med observationerna gjorda
av Wu et al. Genom att anvinda sig av samma reporterlinje som vi (DaGal4, Dipt.LacZ)
observerade de att aktivering av oxidativ stress i tarmen genom DSS-behandling aktiverar
Diptericin-uttryck i fettkroppen men inte i tarmen (Wu et al, 2012). I mina experiment
observerade jag dock alltid Diptericin-uttryck 1 tarmen efter DSS-behandling. Av dessa resultat
man dra slutsatsen att DSS aktiverar en lokal inflammationsrespons i tarmen i larverna, men

inte nddvindigtvis en systemisk inflammationsrespons.

Wu med flera demonstrerade med hjilp av H2DCF-DA-fiargning att DSS-behandling i tredje
stadiets Drosophila-larver leder till 6kade halter av ROS i tarmen (Wu et al, 2012). Dessa
resultat kunde jag dock inte replikera mera &n en gang (resultat inte inkluderade hér). Det &r
mojligt att ytterligare optimering av experimentforhallandena, andra DSS koncentrationer eller

kortare/langre DSS-behandling skulle ha gett andra resultat.

Nar HoDCF-DA-fargningen inte gav nigra resultat beslot jag att mita oxidativ stress indirekt
genom att kvantifiera katalasaktiviteten. Flera studier har demonstrerat att oxidativ stress leder
till hogre aktivitet av antioxidant-enzymer, déribland katalas (Gonzalez-Parraga et al, 2003;
Patlolla et al, 2009). Jag kunde dock inte detektera fordndringar i katalasaktiviteten efter DSS-
administrering. Hir finns dock den mojligheten att produktionen av ROS och 6kningen i
katalasaktiviteten nar sin hogsta punkt mycket tidigare dn den forsta mitningen, som var vid 3

timmar.

6.2 Nanopartiklarna reducerar effektivt mingden E. coli in vivo och dimpar
dirmed den bakterieorsakade inflammationen

Jessica Rosenholm med flera har tidigare demonstrerat att de mesopordsa
kiseldioxidnanopartiklarna effektivt reducerar antalet E. coli i bakteriekultur (opublicerade
resultat). Vara resultat visar tydligt att administreringen av nanopartiklarna &dven reducerar
antalet E. coli 1 tarmen. Darmed kan den ddmpade inflammationsresponsen som illustreras 1
figur 8 antagligen hirledas direkt till den minskade mingden E. coli. Alla komponenter som
ingdr i nanopartiklarna har antimikrobiella egenskaper (Farias et al, 2018; Goy et al, 2016;
Marini et al, 2015). Kitosan dr en biopolymer bestdende av B-linkade D-glukosamin- och N-

acetyl-D-glukosamin-monomerer. Kitosanets antimikrobiella egenskaper tros uppsté av jonisk
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samverkan mellan protonerade aminogrupper i kitosan och PGN 1 bakteriernas cellvigg. Denna
samverkan leder till att bakteriellt PGN hydrolyseras, cellvdggen bryts ned och bakterierna
lyseras. Goy med flera visade att kitosan &r effektivt mot savdl Grampositiva- som
Gramnegativa bakterier in vitro (Goy et al, 2016). Férmodligen uppkommer den observerade
antibakteriella effekten av nanopartiklarna fran de kombinerade antimikrobiella egenskaperna

av de ingdende komponenterna.

Tack vare deras antimikrobiella egenskaper har olika typer av nanopartiklar redan anvénts for
att bekdmpa bakterieinfektioner 1 ménniskor. Men nanopartiklar kan dven anvédndas for att
behandla andra typer av sjukdomstillstind som t.ex. IBD (Karavolos & Holban, 2016;
Wachsmann & Lamprecht, 2012). En av svérigheterna med att behandla IBD ir att
administreringen av ldkemedel till det inflammerade omridet i tarmen dr svart att uppnd med
traditionella metoder. Detta beror till stor del pd att tarmen hos patienter med ndgon form av
IBD ofta har ett fordndrat pH-viarde och mera produktion av mukus. Dessutom uppvisar
patienter med IBD foréndrad peristaltik jaimfort med friska personer. Allt detta paverkar hur
snabbt ett 1ikemedel passerar genom tarmen och hur vil det upptas (Fischer et al, 2017; Nugent
et al, 2001; Pullan et al, 1994). Malinriktade behandlingar som utforts i bl.a. murina IBD-
modeller diar ldkemedel eller andra substanser levereras med hjélp av nanopartiklar har
demonstrerat att oral administrering av ldkemedel med hjélp av nanopartiklar leder till hogre
koncentration av likemedlet vid den inflammerade vdavnaden och forbattrad terapeutisk effekt.
Nanopartiklar dr anvdndbara for att leverera likemedel 1 IBD-patienter eftersom de kan
designas sa att de inte paverkas av de forindrade forhallanden som rader i en inflammerad tarm
och som forsdmrar upptagningen av likemedel (Hua et al, 2015; Wachsmann & Lamprecht,
2012). Nanopartiklar har dven formdga att fordndra tarmflorans sammanséttning, men om
denna fordndring medfor positiva eller negativa effekter dr ndgot omstritt. Flera studier har
demonstrerat att behandlingar som syftar till att fordndra tarmflorans sammanséttning, t.ex.
antibiotika- och probiotikabehandling och transplantation av tarmfloror fran friska patienter, i
vissa fall kan mildra symtomen hos patienter med IBD. Ett problem med dessa metoder &r dock
att de kan ha negativa effekter for patienten, i vérsta fall forvérra symtomen. Dessutom har
dessa behandlingar inte alltid langvariga effekter, utan tarmflorans sammanséttning atergar ofta

med tiden till tillstdndet innan behandlingen inleddes (Nitzan et al, 2016; Shen et al, 2018).

En del studier dér effekten av nanopartiklar pa tarmfloran har undersokts har demonstrerat att

nanopartiklar kan driva tarmfloran mot ett dysbiotiskt tillstdnd (Karavolos & Holban, 2016).
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Andra studier har rapporterat positiva effekter pa tarmfloran efter behandling med nanopartiklar
(Yausheva et al, 2018). Ohno med flera visade att nanopartiklar innehallande kurkumin démpar
DSS-orsakad tarminflammation och dimpar NF-kB-aktivering i tarmepitelceller hos moss. De
menar att den observerade positiva effekten kom av att nanopartiklarna forandrade tarmfloran
och okade halten av bakterier som producerar korta fettsyrakedjor (Ohno et al, 2017).
Effekterna av nanopartiklar pa tarmflorans sammansdttning och funktion, d.v.s. vilka
bakteriearter som péverkas, tycks till stor del bero pa vilket material som nanopartiklarna ar

gjorda av (Karavolos & Holban, 2016; Ohno et al, 2017; Yausheva et al, 2018).

6.3 Sekvenseringen av tarmfloran visar att siavil DSS som Kkiseldioxidnanopartiklarna

utarmar tarmfloran

Intressant nog tycks tarmfloran hos larver behandlade med DSS och de behandlade med
kiseldioxidnanopartiklar inte skilja sig fran varandra speciellt mycket. I jamforelse med
kontrollen verkar bada behandlingarna rubba forhallandet mellan sldktet Lactobacillus och
Acetobacter. Det dr mojligt att de bada behandlingarna “skéljer ut” bakterier ur tarmen eller
att de bada fordndrar pH-vérdet sé att forhallandena gynnar Acetobacter mera dn Lactobacillus.
Tarmfloran hos de behandlade larverna verka dartill besta av ett firre antal arter d4n tarmfloran
hos de obehandlade larverna. Trots att kiseldioxidnanopartiklarna helt tydligt ddmpar den E.
coli-orsakade inflammationen &r det dirfor mojligt att anta att DSS och
kiseldioxidnanopartiklarna i det l&nga loppet kan leda till en utarmning av tarmfloran. En
tarmflora bestdende av flera olika arter anses allmint vara till nytta for organismen medan en
utarmad tarmflora ger utrymme for opportunistiska patogener, eller patogena arter utifran, att
foroka sig och orsaka inflammation. Det vore dérfor intressant att f6lja med larver som
administrerats antingen DSS eller kiseldioxidnanopartiklar och se ifall de med tiden utvecklar

tarminflammation.

6.4 Slutsatser

Syftet med mitt projekt var tudelat. Dels ville jag utnyttja DSS som ett sétt att aktivera oxidativ
stress 1 tarmen hos bananflugan och pa det séttet aktivera en inflammationsrespons. Dértill ville
jag undersoka ifall kiseldioxidnanopartiklar innehéllande kapsaicin kan reducera méangden E.
coli in vivo och om dessa nanopartiklar har en effekt pd inflammationsresponsen. Slutligen ville
jag undersoka vilken effekt DSS samt kiseldioxidnanopartiklarna har pd tarmflorans

sammansittning i bananflugan.
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DSS har anvénts mycket inom forskningen for att orsaka tarminflammation 1 ddggdjur. Vissa
studier har dven anvant DSS 1 liknande syfte i Drosophila, men nagot enhetligt protokoll for
hur DSS administrering bést sker i bananflugan samt vilka koncentrationer och tidpunkter som
ar optimala finns inte tydligt beskrivet i litteraturen. For att underséka om DSS kan anvindas
som en modell for kemiskt aktiverad oxidativ stress och inflammation var jag darfor tvungen

att optimera experimenten sjalv.

P& basis av resultaten fran mina experiment kunde jag inte demonstrera att DSS aktiverar ROS-
produktion i tarmen. Att DSS-behandling leder till oxidativ stress och inflammation i savél
ddggdjur som bananflugan finns ddremot beskrivet i litteraturen, &ven om enbart ett fital studier
har gjorts dir effekten av DSS pé dessa inflammationsprocesser undersokts i flugan. Det &r
troligt att andra metoder for att rena proven efter DSS-behandling samt mera optimering av
vissa av experiment-protokollen skulle ha gett annorlunda resultat. Dock kan jag konstatera att
DSS aktiverar en NF-kB-formedlad inflammationsrespons i tarmen och att denna inflammation
inte sprider sig till resten av flugan. Déarav drar jag slutsatsen att DSS kan utnyttjas i syfte att
astadkomma en stark men avgrinsad lokal inflammation i Drosophila-larver. Pa basis av
sekvenseringen av tarmfloran efter DSS-behandling kan konstateras att DSS verkar utarma
tarmfloran. Detta kan orsakas av den irriterande effekt som DSS har pa tarmepitelet. DSS-
administrering i mdss orsakar apoptos av epitelceller i tarmen och effekten dr formodligen
densamma 1 bananflugan. Apoptotiska celler lossnar frdn epitelvivnaden och detta har
antagligen en skdljande” effekt i tarmen, vilket delvis kan forklara den minskning i antalet

bakteriearter som sker 1 samband med DSS-administrering.

Kiseldioxidnanopartiklarna dr mycket effektiva mot E. coli s&vél in vitro som in vivo. De
ddmpar ddrmed den bakterie-orsakade inflammationsresponsen. Dock visar sekvenseringen av
tarmfloran att de dven eliminerar kommensala bakterier. I det langa loppet skulle dessa
nanopartiklar formodligen ge upphov till ett inflammatoriskt tillstdnd orsakat av dysbios. Detta
bor tas 1 beaktande nér nanopartiklar designas for att anvéndas i terapeutiskt syfte 1 ménniskor.
For att nanopartiklar ska gdra nytta snarare &n skada méste de alltsd optimeras sé att de inte
orsakar dysbios. Nanopartiklar har dock den fordelen att deras yta och komposition kan
modifieras sd att de blir mera specifika mot vissa bakteriearter, s anvindningsomradet for dem

ar 1 det ndrmaste obegrénsat.
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Buffertar och kemikalier
1xPBS (1)

Kommersiella tabletter som innehéaller NaCl, KCIl, Na,HPO4*2H>0O och KH>PO4 blandas i 1
liter dH2O.

LB-ampicillin agarplattor
10g Agar
500 ml LB-medium

Autoklavera. Nér temperaturen sjunkit till 50 °C, tillsitt 250 ul 100 mg/ml ampicillin.

LB medium (1 1)
10g LB-broth
11 dH>O

Autoklavera. Forvara 1 4°C.

Ampicillin 100 mg/ml

Los upp 1 dH20. Sterilfiltrera och forvara 1 -20 °C.

DSS (Dextran Sulfate Sodium) 50 % (w/v) stocklosning
5¢g DSS

10 ml dH20

KCM buffert 5x (30 ml)

5ml 3M KCL
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4,5 ml IM CaCl
7,5 ml 1M MgCl,
13 ml dH,0

Elueringsbuffert for RNA-extrahering (TE buffert) (5 ml)
1 ul 0,5M EDTA
50 ul IM Tris, pH: 8,0

4,949 ml dH20

Lyseringsbuffert for DNA-extrahering (5 ml)
0,1 ml IM Tris

0,02 ml 0,5M EDTA

60 ul Triton X-100

2 ml 50 mg/ml lysozym

2,82 ml dH>O

Kemikalier

Produkt Foretag
Agar Santa Cruz
Ampicillin Sigma
B-merkaptoetanol Sigma
DCF-DA (2',7"-Dichlorofluorescin diacetate) Sigma
DMSO (dimetylsulfoxid) Sigma

DSS (Dextran Sulfate Sodium)
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EDTA

LB-broth

PBS (Phosphate Buffered Saline) tabletter
Tris

Triton X-100

50

Sigma
Sigma
Biotop
Sigma

Fluka
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