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Sammanfattning 

Drosophila melanogaster är en ofta använd modellorganism för att studera de bakomliggande 

genetiska och molekylära orsakerna till inflammatoriska tarmsjukdomar – sjukdomar som bl.a. 

karaktäriseras av en rubbad tarmflora, dysreglerat immunförsvar och oxidativ stress i tarmen.  

I mitt pro gradu-projekt undersökte jag ifall mesoporösa kiseldioxidnanopartiklar innehållande 

kapsaicin reducerar mängden Escherichia coli in vivo och om dessa partiklar påverkar 

tarmflorans sammansättning i bananflugan. Dessutom ville jag använda DSS som ett sätt att 

aktivera oxidativ stress och aktivera inflammation i tarmen hos flugan. Därtill undersökte jag 

vilken effekt DSS har på tarmflorans sammansättning. Resultaten visar att nanopartiklarna är 

effektiva mot bakterieorsakad inflammation i flugan men utarmar den kommensala tarmfloran. 

DSS resulterar i en lokal inflammationsrespons och utarmar även tarmfloran på samma sätt som 

kiseldioxidnanopartiklarna, men mera optimering av experimentprotokollen behövs för att 

utvärdera om DSS kan användas för att aktivera oxidativ stress i flugan.  

Nyckelord: Drosophila melanogaster, dysbios, kronisk tarminflammation, medfödd 

immunitet, nanopartiklar, oxidativ stress, tarmflora  
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Förkortningar 

 Svenska Engelska 

      

AMP   antimikrobiella peptider  antimicrobial peptides 

DAP   diaminopimelinsyra  diaminopimelic acid 

Dredd   dödsrelaterad ced-3/Nedd2-lik kaspas  Death related ced-3/Nedd2 

   like caspase 

DUOX  dualt oxidas  dual oxidase 

IBD   inflammatorisk tarmsjukdom  inflammatory bowel disease 

IKKβ   nukleär factor kappa-B-underenhet beta-inhibitor  inhibitor of nuclear factor

   kappa-B kinase subunit beta 

IKKγ   NF-kappa-B-essentiell modulator  NF-kappa-B-essential

  modulator  

IMD  immunbrist  immunodeficiency 

Ird5   I-kappaB-kinas-β  I-kappaB kinase β 

LPO   laktoperoxidase  lactoperoxidase 

MDP   muramidylpeptid  muramyl dipeptide 

NADPH nikotinamid-adenin-dinukleotidfosfat  nicotinamide adenine  

   dinucleotide phosphate 

NF-κB   nukleär factor kappa-B  nuclear factor-kappa B 

NOD2   nukleotidbindande oligomeriseringsdomän-  nucleotide-binding 

 innehållande protein 2  oligomerization 

   domain-containing protein 2 

NOX   NADPH-oxidas  NADPH oxidase 

PAMP   patogen-associerade molekylära mönster  pathogen-associated

  molecular pattern 
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PGN   peptidoglykan  peptidoglycan 

PGRP   peptidoglykan-igenkännande protein                               peptidoglycan recognition  

  protein 

PHD   peroxidas-homologdomän  peroxidase homology domain 

PRR   pathogen-igenkännande receptor                                     pathogen recognition  

  receptor 

ROS   reaktiva syreföreningar  reactive oxygen species  

SNP   enbaspolymorfi                                                                 single nucleotide 

   polymorphism 

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

   kinase kinase kinase 7 

TNFR1  tumörnekrosfaktor 1  tumor necrosis factor 1

    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Fanny Sundqvist 

 
 

Innehållsförteckning 
 

1 Inledning  ................................................................................................... 1 

2 Bakgrund  .................................................................................................. 4 

2.1 Likheter mellan bananflugan och människan i tarmens anatomi ........................ 4 

2.1.1 Stamcellspopulationen i tarmen hos människan och flugan  ................................... 5 

2.1.2 Evolutionärt bevarade signalräckor involverade i homeostas och regenerering i    

tarmen  ............................................................................................................................... 6 

2.2 Tarmfloran  ................................................................................................................ 6 

2.2.1 Drosophila som modell för dysbios och kronisk inflammation  .............................. 7 

2.3 Inflammation och medfödd immunitet  .................................................................. 8 

2.3.1 Toll-signalering i flugan ........................................................................................... 9 

2.3.2 IMD-signalering och immunitet  .............................................................................. 9 

2.3.3 NOD2-signalering och immunitet  ......................................................................... 11 

2.3.4 Evolutionära likheter i Duox-enzymerna mellan människan och flugan  .............. 13 

2.3.5 dDuox-styrd ROS-produktion och dess betydelse för det mikrobiella försvaret i  

tarmen  ............................................................................................................................. 15 

2.3.6 Evolutionära likheter i aktivering och reglering av dDuox  ................................... 15 

2.3.7 Oxidativ stress och IRC  ......................................................................................... 17 

3 Målsättningar  ......................................................................................... 19 

4 Material och metoder  ............................................................................ 20 

4.1 Flughushållning och fluglinjer  .............................................................................. 20 

4.2 Nanopartikelexperiment  ........................................................................................ 20 

4.2.1 Strukturen på nanopartiklarna  ............................................................................... 20 

4.2.2 Transformering av E. coli med en plasmid med en ampicillinresistens-gen ......... 20 

4.2.3 Administrering av nanopartiklar åt tredje stadiets larver  ...................................... 21 

4.2.4 qRT-PCR  ............................................................................................................... 21 

4.2.4.1 Extrahering av mRNA  ........................................................................................ 22 

4.2.4.2 Tillverkning av cDNA med omvänd transkription  ............................................ 22 

4.2.4.3 Kvantifiering av genuttryck  ............................................................................... 22 

4.3 DSS-experiment  ...................................................................................................... 23 

4.3.1 qRT-PCR på DSS-matade larver  ........................................................................... 23 



Fanny Sundqvist 

 
 

4.3.2 DSS-matning och detektering av β-galaktosidasaktivitet ...................................... 23 

4.3.2.1 Dissekering av larver för detektering av β-galaktosidasaktivitet ........................ 24 

4.3.3 Detektering av radikala syreföreningar med H2DCF-DA-färgning  ...................... 25 

4.3.4 Kvantifiering av katalasaktivitet  ........................................................................... 26  

4.3.4.1 Lysering av larver  ............................................................................................... 26 

4.3.4.2 Pipettering av standard och prover  ..................................................................... 26 

4.3.4.3 Katalasreaktion  ................................................................................................... 27 

4.3.4.4 Mätning av katalasaktiviteten  ............................................................................. 28 

4.3.4.5 Kalkylering av katalasaktivitet  ........................................................................... 28 

4.4 Extrahering av DNA för 16S rRNA-sekvensering  .............................................. 28  

4.5 Statistiska analyser  ................................................................................................. 29 

5 Resultat  ................................................................................................... 30 

5.1 Optimering av DSS-inflammationsmodellen ........................................................ 30 

5.1.1 Behandling med DSS aktiverar en inflammationsrespons ..................................... 31 

5.1.2 DSS aktiverar en lokal inflammationsrespons i tarmen ......................................... 32 

5.1.3 Högre ROS-nivåer och förhöjd katalasaktivitet kunde inte iakttas i tarmen efter  

DSS-behandling .............................................................................................................. 34 

5.2 Nanopartiklarnas effekt på inflammation orsakad av bakterieinfektion .......... 36 

5.2.1 Nanopartiklar reducerar nivåerna av ampicillin-resistenta E. coli ......................... 37 

5.2.2 Nanopartiklar lindrar bakterieorsakad inflammation ............................................. 38 

5.3 Såväl DSS som kiseldioxidnanopartiklarna förändrar förhållandet mellan  

släktena Acetobacter och Lactobacillus i tarmen ....................................................... 39 

6 Diskussion  ............................................................................................... 43 

6.1 DSS stör kvantifieringen av transkriptionsnivåerna vilket gör det svårt att dra 

slutsatser av qRT-PCR-resultaten ............................................................................... 43 

6.1.1 DSS behandling leder till en lokal inflammationsrespons men hägre ROS-nivåer  

kunde inte detekteras  ...................................................................................................... 43 

6.2 Nanopartiklarna reducerar effektivt mängden E. coli in vivo och dämpar  

därmed den bakterieorsakade inflammationen ......................................................... 44 



Fanny Sundqvist 

 

6.3 Sekvenseringen av tarmfloran visar att såväl DSS som kiseldioxidnano- 

partiklarna utarmar tarmfloran .................................................................................. 46 

6.4 Slutsatser  ................................................................................................................. 46 

Buffertar och kemikalier  ......................................................................... 48 

Litteraturförteckning  ............................................................................... 51 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Fanny Sundqvist 

1 

 
 

1 Inledning 

Alla metazoer är i konstant kontakt med mikrober vid ytan på epitelvävnader, 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 är till nytta för värden 

eftersom de kommensala bakterierna bl.a. deltar i näringsupptaget, förhindrar skadliga bakterier 

från att kolonisera tarmen och producerar vitaminer och anti-inflammatoriska molekyler. 

Samverkan mellan cellerna i tarmepitelet och kommensalerna regleras främst av det medfödda 

immunförsvaret. Kommensalerna stimulerar immunförsvaret så att det hålls på en konstant 

aktivitetsnivå och producerar antimikrobiella ämnen, vilket bidrar till att upprätthålla en 

balanserad tarmflora och förhindrar att bakterierna förökar sig okontrollerat. Om tarmflorans 

sammansättning rubbas av en infektion eller på grund av ett dysreglerat immunförsvar kan det 

leda till att skadliga bakterier får tillfälle att kolonisera tarmen. Om balansen inte återställs kan 

det leda till ett kroniskt inflammationstillstånd (eng. inflammatory bowel disease, IBD) och att 

integriteten hos tarmepitelet bryts så att bakterier kan tränga in till den underliggande vävnaden, 

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

IBD är ett samlingsnamn för inflammatoriska sjukdomar som uppträder i tarmen och 

karaktäriseras av en kronisk inflammation i tarmslemhinnan, mukosan. Ulcerös  kolit och 

Crohns sjukdom är de två vanligaste formerna av IBD och antas uppstå p.g.a. felriktade 

immunresponser mot kommensala tarmbakterier i kombination med miljöfaktorer hos individer 

med genetiska anlag för IBD. Ett av kännetecknen på IBD är att immunförsvaret är överaktivt 

vilket leder till höga nivåer av reaktiva syreföreningar (eng. reactive oxygen species, ROS) och 

andra antimikrobiella ämnen i tarmen. Eftersom IBD ökar risken för kolorektalcancer och 

symtomen ofta är svåra och leder till minskad livskvalitet för patienten vore det viktigt att 

noggrant kartlägga de molekylära och genetiska mekanismer som ligger till grund för 

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

Bananflugan, Drosophila melanogaster, har länge använts av forskare för att studera allt från 

utveckling och neurobiologi till olika genetiska sjukdomar. Hela dess genom blev sekvenserat 

år 2000 (Adams et al, 2000) och efter det har forskare upptäckt att åtminstone 60 % av gener 

associerade med cancer och andra genetiska sjukdomar i människor har funktionella homologer 

i bananflugans genom. Många signalräckor är evolutionärt bevarade och fungerar på samma 

sätt på molekylär nivå i bananflugan och i människan, i synnerhet de signalräckor som reglerar 

den medfödda immuniteten och cellförnyelsen i tarmen. Därtill är matsmältningskanalen hos 
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Drosophila till sin funktion och anatomi lik den hos däggdjur (Fortini et al, 2000; Jiang & Edgar, 

2009; Lemaitre & Hoffmann, 2007; Micchelli & Perrimon, 2006; Ohlstein & Spradling, 2006; 

Takashima et al, 2008).  

Eftersom bananflugans naturliga föda utgörs av ruttnande frukt har den utvecklat ett effektivt 

molekylärt försvar mot bakterieinfektioner. Dess immunförsvar i tarmen sköts av IMD-

signalräckan (eng. immunodeficiency), en evolutionärt bevarad NF-κB-signalräcka (eng. 

nuclear factor-kappa B), som när den aktiveras leder till produktionen av antimikrobiella 

peptider, samt av dDuox-enzymet (eng. Drosophila dual oxidase) som producerar reaktiva 

syreföreningar (Ha et al, 2005b; Lemaitre & Hoffmann, 2007). Mutationer som leder till 

överaktivering eller inhibering av IMD-signalräckan leder till antingen kronisk inflammation 

eller kroniska infektioner och ger upphov till fenotyper som påminner om IBD (Ryu et al, 2008; 

Buchon et al, 2009a). IMD-signalräckan har funktionella motsvarigheter i människan där det 

antimikrobiella försvaret i tarmen till stor del sköts av NF-κB-signalräckor som aktiveras av 

Toll-lika- och Nod-lika (eng. nucleotide-binding oligomerization domain protein) receptorer, 

och mutationer i dessa signalräckor har visats öka risken för Crohns sjukdom och ulcerös kolit 

(Huang & Chen, 2016; Hugot et al, 2001). Genom att använda bananflugan som 

modellorganism hoppas man kunna kartlägga några av de genetiska mekanismer som 

medverkar till uppkomsten av IBD. 

Förändringar i tarmflorans sammansättning kan observeras hos så gott som alla IBD-patienter. 

Behandlingar som syftar till att förändra tarmflorans sammansättning, t.ex. antibiotika- och 

probiotikabehandling samt transplantation av tarmfloror från friska patienter kan tillfälligt 

mildra symtomen hos patienter med IBD men kan också ha negativa biverkningar (Shen et al, 

2018). P.g.a. deras antimikrobiella egenskaper har nanopartiklar gjorda av olika material, t.ex. 

silver, använts för att bekämpa bakterieinfektioner i människor. Nanopartiklar kan förändra 

tarmflorans sammansättning och en del studier har visat att nanopartiklar kan driva tarmfloran 

mot ett dysbiotiskt tillstånd (Karavolos & Holban, 2016). Andra studier däremot har rapporterat 

positiva effekter på tarmfloran efter behandling med nanopartiklar och därför kunde de 

möjligtvis användas för att behandla dysbios (Yausheva et al, 2018).  

Att kunna identifiera specifika bakteriearter som med sin närvaro eller frånvaro bidrar till 

uppkomsten av IBD skulle medföra att man kunde utveckla mera specifika behandlingar. Flera 

studier har därför försökt kartlägga skillnaderna mellan en normal och en dysbiotisk tarmflora 

samt identifiera strukturen och sammansättningen på den tarmflora som kan kopplas till IBD. 
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Sådana studier är dock svåra att utföra i människor, och andra däggdjur, eftersom det 

förekommer så  stor variation i  tarmflorans sammansättning  individer  emellan och dess 

sammansättning är så pass komplex. (Lee & Lee, 2014). Eftersom tarmfloran hos bananflugan 

är betydligt mindre komplex jämfört med den hos människan kan flugan användas som en 

modell för att t.ex. undersöka de molekylära och genetiska mekanismerna som bidrar till att 

förändra tarmflorans sammansättning och driva den mot ett dysbiotiskt tillstånd. (Cox & 

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

I mitt pro graduprojekt ville jag undersöka den mikrobicida effekten hos mesoporösa 

kiseldioxidnanopartiklar innehållande kapsaicin, samt undersöka vilken effekt dessa 

nanopartiklar har på tarmfloran i Drosophila. Därtill ville jag optimera användningen av DSS 

(eng. dextran sulfate sodium) som ett sätt att aktivera oxidativ stress och inflammation i tarmen 

hos bananflugan. 
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2 Bakgrund 

2.1 Likheter mellan bananflugan och människan i tarmens anatomi  

Människans tarm är i flera avseenden lik den hos Drosophila, såväl utvecklings- som 

funktionsmässigt. Hos bananflugan delas tarmkanalen in i främre tarmkanal, kräva, mittersta 

och bakre tarmkanalen, vilka grovt taget motsvarar matstrupe, magsäck, tunntarm och tjocktarm 

hos människan. Tarmen bildas, precis som hos människan, av celler från endoderm under 

gastrulationen och går som en lång tub genom den vuxna flugan. Den längsta delen utgörs av 

den mittersta tarmkanalen som kan jämföras med tunntarmen hos människan. Den mittersta 

tarmkanalen innehåller absorptiva celler och sekretoriska järn- och kopparceller. De 

sekretoriska cellerna ger upphov till ett lågt pH-värde (pH <4, i kontrast till de övriga delarna 

av den mittersta tarmkanalen där pH-värdet ligger mellan 7 och 9). Den bakre delen av 

tarmkanalen absorberar vätska och elektrolyter och motsvarar tjocktarmen hos människan. De 

malfigiska kärlen i flugan har samma funktion som njurarna hos människan (Figur 1) 

(Apidianakis & Rahme, 2011; Jung et al, 2005; Shanbhag & Tripathi, 2009; Tepass & 

Hartenstein, 1994).   

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figur 1 Grov jämförelse mellan tarmkanalen hos däggdjur och Drosophila. Samma färger 

motsvarar områden med samma funktion. Hos  både  däggdjur  och  Drosophila passerar födan 

först genom matstrupen (främre tarmkanalen) till magsäcken (krävan) där den lagras en stund 

innan den förs vidare till tunntarmen (mittersta tarmkanalen) där näringsupptaget sker. Hos 

Drosophila finns dessutom ett område med Fe/Cu-celler i den mittersta delen av mellersta 

tarmkanalen som ger denna del av tarmen ett lågt pH-värde (pH<4,0). I tjocktarmen (bakre 

tarmkanalen) absorberas vätska och elektrolyter innan avföring slutligen utsöndras via rektum. 

De malfigiska kärlen tar hand om en del avfallsprodukter och uppfyller samma funktion som 

njurarna hos människan (Figuren är modifierad från Apidianakis & Rahme, 2011).  
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2.1.1 Stamcellspopulationen i tarmen hos människan och flugan 

Hos människan veckar sig tunntarmen och bildar kryptor i vars botten finns pluripotenta 

stamceller som ger upphov till de olika celltyperna i tarmepitelet (Figur 2). Stamcellerna är 

viktiga i och med att tarmens epitellager konstant förnyas när cellerna i epitellagret dör 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 uppåt i 

tarmkryptorna och genomgår ytterligare celldelningar innan de differentieras till mogna 

enterocyter (Figur 2).  

Stamceller finns också i tarmen hos Drosophila (Ohlstein & Spradling, 2006). Hos bananflugan 

ger stamcellerna genom assymetrisk celldelning upphov till enteroblaster. Enteroblasterna 

genomgår ingen ytterligare proliferation utan differentieras till två celltyper: enterocyter och 

enteroendokrina (hormonutsöndrande) celler. Det finns evolutionära likheter mellan flugan och 

människan i flera av de signalräckor som styr celldelning, regeneration och upprätthållandet av 

stamcellspopulationen i tarmen. Drosophila är därför en passande modellorganism för att 

studera hur stamcellspopulationen i tarmen upprätthålls och regleras under normala 

förhållanden samt vid stress och infektion. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figur 2 Jämförelse över mukosans uppbyggnad mellan 

däggdjur och flugan. Stamceller (gröna) och Panetceller (en 

typ av celler involverade i medfödd immunitet [orangea]) ligger 

i botten av tarmkryptorna hos däggdjur. Progenitorceller (gula) 

migrerar uppåt i kryptorna medan de prolifererar och mognar 

till enterocyter (orangea celler vid ytan). Under epitellagret 

ligger lamina propria, ett lager slät muskulatur (muscularis 

mucosae) och submukosan. Hos Drosophila förekommer också 

stamceller (gröna) vilka genom assymetrisk celldelning ger 

upphov till enteroblaster (gula). Enteroblasterna differentieras 

till enterocyter (orangea). Figuren är modifierad från 

Apidianakis & Rahme, 2011. 
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2.1.2 Evolutionärt bevarade signalräckor involverade i homeostas och 

regenerering i tarmen  

Notchsignalering styr proliferationen av stamcellerna i tarmen under dess utveckling hos såväl 

flugan som människan. Notch-receptorn aktiveras av Delta-liganden och hos både bananflugan 

och människan behövs Notch- och Delta-signalering i enteroblasterna respektive 

progenitorcellerna för 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 däggdjur, upprätthålls bl.a via kontroll av Wingless- (Wg, en Wnt 

homolog [eng. wingless-related integration site]) och Hedgehog (Hh)-signalräckor (Takashima 

et al, 2008). Wg utsöndras hos Drosophila av muskelceller i basalmembranet och håller 

stamcellerna kvar i ett odifferentierat tillstånd. Hos människan upprätthåller Wnt på samma sätt 

populationer av odifferentierade stamceller och progenitorceller. När cellerna i botten av 

tarmkryptorna eller epitellagret migrerar vidare uppåt avtar Wg/Wnt-signalering i styrka och 

Hh-signalering tar över, vilket stimulerar prolifereration (Apidianakis & Rahme, 2011; Jiang & 

Edgar, 2009; Takashima et al, 2008).  

2.2 Tarmfloran 

Tarmfloran hos människan är ännu inte särskilt väl karaktäriserad men uppskattas bestå av drygt 

1000 olika bakteriearter. De olika bakteriearterna klassificeras på basis av deras 

energimetabolism som aeroba, anaeroba eller fakultativa anaerober. De flesta tarmbakterier hos 

människan är anaeroba (Qin et al, 2010). De olika bakteriearterna delas vidare in i symbionter, 

opportunistiska patogener och patogener. Symbionterna, och till viss del de opportunistiska 

patogenerna, utgör tillsammans den kommensala tarmfloran. Symbionterna (t.ex. 

Bifidobacterium, Bacteroides och Peptococcus) är till största delen anaeroba bakterier som är 

nyttiga för värden i och med att de bl.a. är viktiga för näringsupptaget, producerar anti-

inflammatoriska molekyler och deltar i regleringen av immunförsvaret (Bäckhed et al, 2005; 

Zhang et al, 2015). De förhindrar dessutom att patogener koloniserar tarmepitelet, samtidigt 

som de stimulerar immunförsvaret till en låg aktivitetsnivå vilket bidrar till att upprätthålla en 

balanserad tarmflora. De opportunistiska patogenerna (t.ex. Enterococcus och Enterobacter) är 

till största delen fakultativa anaerober och förekommer inte lika rikligt som symbionterna. 

Opportunistiska patogener är under normala förhållanden harmlösa men kan vara 
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sjukdomsframkallande t.ex. om värdens immuförsvar är nedsatt. Patogener (t.ex. Proteus och 

Pseudomonas) kan ibland förekomma i tarmen under normala förhållanden, men i så små 

mängder att de inte orsakar sjukdom (Shen et al, 2018). Förändringar i tarmfloran kan orsaka 

en obalans som leder till ett dysbiotiskt tillstånd, d.v.s. en rubbad tarmflora karaktäriserad av 

en överproliferation av patogena bakterier. Det är känt att dysbios leder till en kronisk 

immunrespons, vilket agerar som en drivande faktor bakom uppkomsten av IBD (Zhang et al, 

2015).  

Många studier har gjorts där man har försökt kartlägga skillnader i tarmfloran mellan patienter 

med någon form av IBD och friska personer. Dessa studier har visat att patienter med Crohns 

sjukdom eller ulcerös kolit ofta har en tarmflora som är mindre komplex, d.v.s. består av färre 

antal arter, jämfört med friska personer. Patienter med Crohns sjukdom tycks därtill har ett 

förhöjt antal bakterier som har förmåga att fästa sig vid tarmepitelet vilket förmodligen bidrar 

till att upprätthålla ett kroniskt inflammationstillstånd. Också för ulcerös kolit har studier kunnat 

identifiera specifika bakteriearter som förekommer hos en stor andel av patienterna och dysbios 

verkar ha ett starkt samband med utvecklingen och framskridandet av sjukdomen, men de 

exakta bakomliggande mekanismerna är inte helt kända (Shen et al, 2018). Behandlingar som 

syftar till att förändra tarmflorans sammansättning, t.ex. antibiotikabehandlingar eller 

transplantation av tarmfloror från friska personer, har visats kunna mildra sjukdomssymtomen 

och till och med få sjukdomen att tillfälligt gå in i en latent fas. Dessa behandlingar har dock 

inte alltid långvariga effekter, utan tarmflorans sammansättning återgår ofta med tiden till 

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

Forskare försöker kartlägga tarmfloran hos patienter med någon form av kronisk 

tarminflammation för att om möjligt identifiera specifika bakteriearter som med sin närvaro 

eller frånvaro bidrar till uppkomsten av IBD och därigenom utarbeta mera specifika 

behandlingar. Detta försvåras dock av att det ännu inte är helt klarlagt exakt hur en frisk 

tarmflora ser ut och var gränsen mellan en frisk och en rubbad tarmflora går. Att försöka besvara 

sådana frågor kompliceras därtill av att tarmflorans sammansättning hos människan är svår att 

kartlägga p.g.a. det stora antalet bakteriearter samt den stora variation i tarmflorans 

sammansättning som förekommer individer emellan.    

2.2.1 Drosophila som modell för dysbios och kronisk inflammation  
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Jämfört med vertebrater består tarmfloran hos bananflugan av relativt få bakteriearter: endast 5 

till 20 stycken (Cox & Gilmore, 2007; Qin et al, 2010; Ren et al, 2007; Ryu et al, 2008). Av 

dessa tillhör de flesta bakterierna någon av familjerna Acetobacteraceae, Lactobacillaceae, 

Enterococcaceae eller Enterobacteriaceae (Cox & Gilmore, 2007; Storelli et al, 2011; Wong et 

al, 2011). Tack vare att bananflugans tarm innehåller så få bakteriearter kan tarmfloran lätt 

kartläggas med hjälp av t.ex. 16S rRNA-sekvensering. 16S rRNA-genen kodar för 16S 

ribosomala underenheten och denna gen återfinns hos alla bakterier. Genen är evolutionärt 

välbevarad men innehåller s.k. hypervariabla regioner som numreras 1–9 (V1 – V9). De 

hypervariabla regionerna avskiljs från varandra med icke-hypervariabla regioner, dit s.k. 

universiella primärer kan binda vilket möjliggör 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 förekommer i tarmen hos en viss 

organism (Patel, 2001). Genom att kartlägga tarmfloran på detta sätt kan förändringar i dess 

sammansättning t.ex. efter en viss behandling eller över tid studeras. Tarmfloran hos 

bananflugan är även relativt lätt att manipulera genom att generera axeniska (bakteriefria) 

flugor och därefter introducera specifika arter för att generera s.k. gnotobiotiska flugor. På så 

sätt kan förändringar i fenotypen enklare härledas till specifika bakteriearter (Lee & Lee, 2014).  

Bananflugan är alltså en användbar modell för att bl.a. kartlägga  skillnaderna  mellan  en  

normal och en dysbiotisk tarmflora, undersöka  hur en viss tarmflora kan kopplas till en specifik 

fenotyp, hur en viss genotyp bidrar till att forma tarmfloran eller hur tarmfloran förändras med 

åldern och hur det kan kopplas till t.ex. ett försvagat immunförsvar. Därtill kan den användas 

för att undersöka hur t.ex. enskilda bakteriearter påverkar immunsignalräckor samt hur 

immunförsvaret och tarmbakterierna samverkar för att upprätthålla homeostas (Lee & Lee, 

2014). Genom att använda sig av gnotobiotiska flugor har man bl.a. upptäckt att symbiotiska 

och patogena bakterier aktiverar immunförsvaret på olika sätt och att mutationer i 

immunsignalräckor leder till att värdorganismen reagerar på kommensala tarmbakterier med en 

överdriven immunrespons, vilket leder till skador på tarmepitelet och symtom som liknar de 

hos IBD (Lee et al, 2013; Lee & Lee, 2014; Ryu et al, 2008). 

2.3 Inflammation och medfödd immunitet  

Drosophila kommer i sin naturliga miljö regelbundet i kontakt med mikrober. Eftersom den, 

som alla evertebrater, saknar ett adaptivt immunförsvar förlitar den sig helt på de medfödda 

försvarsmekanismer som utgör det ospecifika immunförsvaret. Det ospecifika immunförsvaret 
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hos bananflugan kan delas in i ett yttre försvar, d.v.s. fysiska barriärer så som epitelvävnader 

där vissa celltyper producerar olika antimikrobiella peptider (eng. antimicrobial peptides, 

AMPer), samt ett inre försvar. Det inre försvaret kan delas in i en cellulär och en humoral 

respons. Den cellulära responsen sköts till stor del av s.k. plasmatocyter, fagocyterande 

makrofag-liknande celler. Den humorala responsen innefattar produktion av AMPer av celler i 

fettkroppen, bananflugans motsvarighet till levern hos däggdjur, samt av celler i epitelvävnader 

som tarmen och trakéerna. Det ospecifika immunförsvaret aktiveras bl.a. av specifika receptorer 

på ytan av immunceller. Dessa receptorer känner igen s.k. patogen-associerade molekylära 

mönster (eng. pathogen-associated molecular patterns, PAMPs), d.v.s. karaktäristiska 

molekyler från 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 främst till produktionen av AMPer. AMP-produktion kontrolleras 

av två evolutionärt bevarade NF-κB signalräckor; Toll- och IMD-signalräckan (eng. immune 

deficiency, IMD) (Govind, 2008; Lemaitre & Hoffmann, 2007; Medzhitov & Janeway, 1997; 

Søndergaard, 1993).    

 

2.3.1 Toll-signalering i flugan 

Toll-signalräckan är en evolutionärt bevarad signalräcka som krävs för försvar mot 

Grampositiva bakterier och svampinfektioner i flugan och den uppvisar många likheter med de 

signalräckor som aktiveras av Interleukin-1 och de TL-receptorerna i däggdjur. Toll-receptorn 

aktiveras av en extracellulär cytokin, Spätzle, och fungerar alltså inte som en PRR (eng. 

pathogen recognition receptor), till skillnad från TL-receptorerna hos däggdjur. Aktivering av 

Toll-signalräckan leder till aktivering av två NF-κB transkriptionsfaktorer, Dif och Dorsal, till 

cellkärnan där de aktiverar transkriptionen av AMPer riktade mot Grampositiva bakterier. TL-

receptorer uttrycks bl.a. i tarmepitelet hos däggdjur där de deltar i det antimikrobiella försvaret 

och studier har identifierat flera mutationer i TL-receptorer som direkt kan kopplas till IBD. 

Toll-signalering är viktig för försvaret mot systemiska infektioner i flugan, men har inte visats 

vara aktivt i tarmepitelet hos Drosophila och diskuteras därför inte närmare här (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-signalräckan aktiveras av diaminopimelinsyra-peptidoglykan (DAP-PGN) från 

Gramnegativa bakterier som binder till PGRP-receptorer (eng. peptidoglycan recognition 

protein, PGRP) (Kaneko et al, 2004; Choe et al, 2005). PGRPn är evolutionärt bevarade 

proteiner vilka kan vara antingen transmembrana, intracellulära eller extracellulära och fungera 

som PGN-receptorer eller enzymer. Drosophila har 13 PGRP-gener. PGRPn med 

amidasaktivitet har en domän homolog med N-acetylmuramyl-L-alaninamidas och dessa 

PGRPn kan därmed klyva bindningen mellan laktylgruppen i N-acetylmuramylsyra och L-

alanin i peptidoglykan. Andra PGRPn saknar amidasaktivitet och antas fungera enbart som 

PGN-receptorer. Människan uttrycker fyra PGRPn, av vilka alla är extracellulära enzymer med 

amidasaktivitet eller baktericid verkan – inga av dem har dock visats fungera som PGN-

receptorer (Kaneko & Silverman, 2005; Leulier et al, 2003; Myllymäki 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 domäner med RIP1 (eng. receptor interacting protein 1, 

RIP1). PGRP-LC har tre isoformer som transkriberas från samma gen via alternativ splitsning: 

PGRP-LCx, -LCa och –LCy. Alla tre isoformer har något olika extracellulära domäner men 

identiska transmembrana- och cytoplasmiska domäner. DAP-PGN aktiverar -LCx och LCa -

isoformerna (PGRP-LCy tycks vara av mindre betydelse för immunförsvaret) (Werner et al, 

2003). Övriga komponenter i IMD-signalräckan är 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 β) och Kenny (IKKγ) (homologer 

med IKKβ [Inhibitor of nuclear factor kappa-B kinase subunit beta] och IKKγ [NF-kappa-B 

essential modulator] hos däggdjur) och Relish (en NF-κB-transkriptionsfaktor). Aktivering av 

PGRP-LC och Imd aktiverar en intracellulär signalkaskad som slutligen leder till att den C-

terminala domänen av Relish bryts ner. Den N-terminala delen förflyttas till cellkärnan där den 

aktiverar transkriptionen av gener som kodar för 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; Stöven 

et al, 2003).  

IMD-signalräckan är föremål för negativ reglering för att undvika att kommensala 

tarmbakterier aktiverar produktionen av AMPer. Denna negativa reglering upprätthålls under 

normala förhållanden via Caudal, en homeobox-transkriptionsfaktor som binder till 
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promotorregionerna på AMP-gener och blockerar transkription av dessa (Ryu et al, 2008). 

Förutom Caudal deltar flera intracellulära och extracellulära negativa reglerare i kontrollen av 

aktiveringsintensiteten hos IMD-signalräckan. Dessa inkluderar olika typer av PGRP-

receptorer med amidasaktivitet, t.ex. PGRP-SC och -LB, som hydrolyserar fritt DAP-PGN så 

att mindre finns tillgängligt för PGRP-LC. Andra PGRPn fungerar som receptorer, t.ex. PGRP-

LF, och binder till PGRP-LC och inhiberar dess funktion. Aktivering av IMD-signalräckan vid 

en infektion leder till transkription av gener som kodar för negativa reglerare. På detta sätt 

reglerar IMD-signalräckan 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-signalräckan för upprätthållande av homeostas i tarmen 

illustreras av studier på bananflugor som muterats så att de antingen har en överaktiv eller 

inhiberad IMD-signalräcka. Caudal-KD-flugor (eng. Caudal-knockdown) har en kronisk 

överproduktion av AMPer i tarmen och därför även en förändrad sammansättning på sin 

tarmflora. Denna rubbade sammansättning av tarmfloran leder till proliferation av s.k. 

opportunistiska patogener och ökad apoptos i tarmepitelet – symtom som påminner om IBD 

(Ryu et al, 2008). I kontrast leder en inaktivering av IMD-signalräckan till okontrollerad 

proliferation av kommensala bakterier och hyperplasi i tarmen (Buchon et al, 2009a). 

2.3.3 NOD2-signalering och immunitet 

IMD-signalräckan jämförs ofta med TNFR1-signalräckan (eng. tumor necrosis factor receptor 

1), men eftersom den till skillnad från IMD-signalräckan aktiveras av cytokiner och dessutom 

inte är aktiv i tarmepitelet (Fiers, 1991; Stokes et al., 2015), vore NOD2-signalräckan (eng. 

nucleotide-binding oligomerization domain-containing protein 2) en bättre jämförelse i detta 

fall. Nod2 är en intracellulär receptor som hör till de Nod-lika receptorerna och uttrycks i 

kryptorna i tarmepitelet hos däggdjur.  Såväl NOD2- som IMD-signalräckan aktiveras av 

bakteriellt PGN och leder till aktiveringen av NF-ĸB-transkriptionsfaktorer. Nod2 binder till 

PGN med muramyldipeptidstruktur (MDP-PGN, eng. muramyl dipeptide PGN), vilket 

återfinns hos såväl Gramnegativa som -positiva bakterier. Nod2 känner därmed igen ett mycket 

stort antal bakterier och är därför viktig för det antimikrobiella försvaret men också för 

upprätthållandet av homeostas och för immunsystemets tolerans av kommensala bakterier. För 

NOD2-signalering behövs bland annat RIP2, TAK1 och IKK-kinaskomplexet och aktivering 

av Nod2 leder till att NF-κB-transkriptionsfaktorn p65 förflyttas till cellkärnan där den aktiverar 
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transkriptionen av gener som kodar för inflammatoriska cytokiner (Figur 3) (Boyle et al, 2014; 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Precis som IMD-signalräckan är NOD2-signalräckan föremål för negativ reglering via olika 

typer av PGRPn (ofta även förkortat 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 dämpar därmed Nod2-förmedlad 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).  

Figur 3. Grov jämförelse mellan Nod2-signalering och Imd-signalering i människan respektive 

flugan. Signalräckorna uppvisar flera evolutionärt bevarade likheter. Hos flugan aktiveras dock IMD-

signalräckan av enbart DAP-PGN från Gramnegativa bakterier medan NOD2-signalräckan aktiveras 

av MDP-PGN från såväl Grampositiva som -negativa bakterier. MDP binder till NOD2 och bildar ett 

komplex med RIP2. Precis som i IMD-signalräckan behövs såväl TAK1 som IKK-komplexet för full 

aktivering av NF-κB transkriptionsfaktorn. Imd-proteinet har homologa domäner med RIP2 medan 

dTAK1 och dIKK-komplexet har homologer i NOD2-signalräckan. Aktivering av IMD-signalräckan 

leder till transkription av AMP-gener medan aktivering av NOD2-signalräckan leder till transkription 

av cytokiner. 
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Studier har visat att mutationer i NOD2 resulterar i en ökad risk för att utveckla Crohns 

sjukdom. Det exakta sambandet mellan dessa mutationer och Crohns sjukdom är inte helt 

klarlagt, men har förmodligen att göra med konformationsförändringar 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. utsöndrar α-defensiner, en 

typ av AMP) och studier har visat att mutationer i NOD2 bidrar till Crohns sjukdom genom att 

Paneth-cellerna inte kan utsöndra α-defensiner. Den minskade utsöndringen av α-defensiner 

leder till okontrollerad proliferation av kommensala bakterier vilket rubbar homeostasen i 

tarmen, precis som hos flugor vars IMD-signalering är inhiberad (Wehkamp et al, 2004, 2005; 

Xavier & Podolsky, 2007). Vissa NOD2-mutationer leder till att makrofagerna har en försämrad 

förmåga att känna igen mikrobiellt PGN. Det är också möjligt att mutationer i Nod2-receptorn 

kan leda till att den känner igen andra patogener än vildtypsallelen känner igen vilket gör 

receptorn överaktiv (Hugot et al, 2001; Ogura et al, 2001; Philpott & Girardin, 2009).    

2.3.4 Evolutionära likheter i Duox-enzymerna mellan människan och flugan 

Hos så gott som alla eukaryoter inklusive däggdjur fungerar produktionen av reaktiva 

syreföreningar (eng. reactive oxygen species, ROS) som ett av det medfödda immunförsvarets 

första försvar mot invaderande mikrober (Geiszt et al, 2003; Pullar et al, 2000; Rosen et al, 

2002). Vid epitelvävnader, som tarmen, och i fagocytiska celler, så som neutrofiler, hos 

människan producerar NADPH-oxidasenzymkomplexet (eng. nicotinamide adenine 

dinucleotide phosphate complex, Nox) superoxid som därefter spontant omvandlas till 

väteperoxid (H2O2), vilket har en mikrobicid verkan vid höga koncentrationer (Klebanoff, 

1974; Quinn et al, 2004). Den generella strukturen på Duox-enzymet (eng. dual oxidase), som 

är evolutionärt bevarad, utgörs av en extracellulär peroxidas-homologdomän (PHD, eng. 

peroxidase-homology domain), en transmembrandomän, en kalciummodulerad EF-handdomän 

samt en NADPH-oxidasdomän (Kim & Lee, 2014). Hos människan konverterar laktoperoxidas 

(LPO) tiocyanat (SCN-) till det mera mikrobicida hypotiocyanat (OSCN) vid epitelvävnader 

som tjocktarmsepitelet (Kim & Lee, 2014; Rosen et al, 2002). Människans genom innehåller 

flera homologa enzym till NADPH-oxidasenzymet (Nox 1–5 och Duox 1–2) vilka producerar 

olika förstadier till reaktiva syreföreningar, till exempel H2O2 (De Deken et al, 2000; Dupuy et 

al, 1999; Geiszt et al, 2000). Av dessa Nox/Duox-enzym tycks vissa, som Duox2, vara 

involverade i det ospecifika försvaret mot mikrober vid epitelvävnader (El Hassani et al, 2004) 
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medan andra tycks vara involverade i andra intracellulära signalräckor som inte involverar 

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

Drosophila har två homologer till Nox/Duox-enzymerna: dNox och dDuox (Drosophila-Nox 

och -Duox). Hos flugan uttrycks dDuox i barriärepitel, som t.ex. tarmen. I flugan producerar 

dDuox-enzymet H2O2 vilket därefter via PH-domänen konverteras till HOCl i närvaro av Cl-. 

dDuox i tarmepitelet hos flugan antas därmed uppfylla samma funktion som Duox hos 

människan, d.v.s. utsöndra ROS vid närvaro av patogena mikrober (Figur 4) (Ha et al, 2005b).  

 

 

 

 

 

 

 

 

NF-κB-aktiverad AMP-produktion, via t.ex. IMD-signalräckan, har en central roll i att skydda 

flugan mot systemiska infektioner när bakterier injiceras direkt in i kroppshålan. Detta sätt att 

aktivera inflammationsresponsen återspeglar dock inte nödvändigtvis det sätt på vilket 

Drosophila exponeras för mikrober i sin naturliga miljö. Injicering av bakterier i kroppshålan 

aktiverar genast en systemisk inflammationsrespons där syntesen av AMPer sker bl.a. i celler i 

fettkroppen. I dess naturliga miljö är det däremot mycket vanligare att bananflugan exponeras 

för patogena mikrober via födan. Tarmepitelet, och den produktion av AMPer och reaktiva 

Figur 4. Likheter i DUOX-signalräckan mellan däggdjur och Drosophila. Strukturen på Duox-enzymet 

är likadan hos däggdjur och Drosophila. Hos Drosophila konverterar PHD väteperoxid (H2O2) till HOCl i 

lumen vid närvaro av klorid. Hos mänskan använder enzymet laktoperoxidas (LPO) väteperoxid för att 

konvertera SCN- till OSCN-  vid mukosala vävnader som t.ex. tjocktarmsepitelet. Bilden modifierad från: 

Kim & Lee, 2014.  
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syreföreningar som sker där, fungerar därför som den första barriären mot infektion. (Basset et 

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

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

försvaret i tarmen 

Studier har visat att bananflugor som uttrycker dDuox-RNAi (eng. RNA interference) uppvisar 

signifikant högre mortalitet vid infektioner orsakade av kontaminerad föda jämfört med 

vildtypsflugor. (Ha et al, 2005a). Flugor som uttrycker dDuox-RNAi enbart i fettkroppen samt 

flugor med inhiberande mutationer i IMD-signalräckan är dock resistenta mot infektioner med 

Ecc-15 (Erwinia carotovora sp. carotovora 15). Därtill är produktionen av superoxid i tarmen ~ 

30 % lägre hos dDuox-RNAi-flugor jämfört med vildtypsflugor. Re-introducering av såväl 

hDuox (eng. human Duox 1-2) som dDuox i dDuox-RNAi-flugorna återställer ROS-nivåerna 

och motverkar den höga mortalitet som observeras för denna fenotyp vid infektioner. Detta 

visar att den ökade mottagligheten för infektioner i dessa flugor förmodligen orsakas av en 

okontrollerad tillväxt av patogena mikrober p.g.a. låga ROS-nivåer, vilket i sin tur orsakas av 

låg dDuox-aktivitet. Okontrollerad proliferation av patogener leder till skador på cellerna i 

tarmepitelet och ökad mortalitet, vilket antagligen orsakas av höga halter av toxiska metaboliter 

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

Eftersom epitelvävnader som tarmen är i konstant kontakt med mikrober, vilket aktiverar 

immunförsvaret hos värdorganismen, har en del mikrober utvecklat ROS-resistens för att kunna 

kolonisera tarmen. IMD-signalräckan är i sådana fall oumbärlig för elimineringen av dessa 

patogena mikrober. Flugor med mutationer i IMD-signalräckan som matas med ROS-resistenta 

bakterier är mera mottagliga för infektion och uppvisar högre mortalitet jämfört med 

vildtypsflugor. I fråga om försvaret mot patogena mikrober i tarmen tycks alltså produktionen 

av ROS fungera som den första försvarslinjen medan IMD-signalräckan verkar ha en 

komplimenterande roll (Ryu et al, 2006). Sammantaget understryker dessa iakttagelser 

betydelsen av Duox-förmedlad ROS-produktion, och dess överordnade roll i förhållande till 

NF-κB-förmedlad immunitet, för försvaret mot patogena mikrober i tarmen (Ha et al, 2005b).   

2.3.6 Evolutionära likheter i aktivering och reglering av dDuox 

Eftersom kroniskt höga ROS-nivåer leder till skador på epitelcellerna och omfattande apoptos 

måste aktiveringen av dDuox vara reglerat så att ROS-produktionen inte överaktiveras i närvaro 

av kommensaler. In vitro och in vivo-studier har visat att den enzymatiska aktiviteten hos 
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dDuox regleras av den evolutionärt bevarade Gαq/PLCβ/Ca2+-signalräckan (eng. G protein α q 

subunit, phospholipase C beta). En obesvarad fråga har varit hur immunförsvaret hos 

Drosophila klarar av att skilja på kommensaler och patogener. Eftersom tidigare studier redan 

visat att PGN inte kan aktivera dDuox-styrd ROS-produktion måste aktivering ske genom andra 

mekanismer, möjligtvis via molekyler som är specifika för 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 överhuvudtaget (Lee et al, 2013). 

Masspektrometri på supernatanter från bakterieodlingar visade att patogena bakteriearter, som 

Ecc-15, utsöndrar uracil i odlingsmediet medan bakteriearter som observerats leva i symbios 

med flugan, som Commensalibacter intestini A911T, inte utsöndrar uracil. Vidare studier av 

Lee med flera visade att uracil aktiverar Hedgehog (Hh) signalering i enterocyterna och agerar 

uppströms från Gαq/PLCβ/Ca2+-signalräckan. De exakta molekylära mekanismerna för hur 

uracil aktiverar Hh är ännu inte helt kartlagda, men uracil fungerar som den aktiverande 

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

Uracil förekommer hos alla bakterier men det är ännu inte känt varför patogener, men inte 

kommensaler, utsöndrar uracil. In vitro-studier har dock visat att t.ex. Pseudomonas aeruginosa, 

en patogen bakterie, i närvaro av exogent uracil reglerar transkription av gener involverade i 

bl.a. bildande av biofilmer (Ueda et al, 2009). En teori är därmed att utsöndringen av uracil är 

en respons som hjälper bakterierna att överleva och proliferera i ofördelaktiga förhållanden. 

Eftersom detta är potentiellt skadligt för värden kan immunförsvaret ha anpassats till att reagera 

på uracil med att utsöndra stora mängder ROS. Det faktum att kommensaler inte tycks utsöndra 

uracil, och patogener utsöndrar det under ofördelaktiga förhållanden, kunde förklara varför 

PGN inte aktiverar Duox – eftersom PGN utsöndras i små mängder av alla typer av bakterier 

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

Lee med flera demonstrerade med hjälp av masspektrometri på supernatanter från 

bakteriekulturer att också kända patogener i människan, t.ex. P. aeruginosa, Vibrio fluvialis och 

Kleibsella pneumoniae, utsöndrar uracil. Uracil har dessutom visats stimulera Duox-aktivering 

också i Caenorhabditis elegans samt i mänskliga epitelceller isolerade från tarmen och 

bronkerna (Lee et al, 2013). Exakt hur stor betydelse Duox har för det antimikrobiella försvaret 
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i tarmen hos människan är ännu inte helt kartlagt men studier har visat att uttrycksnivåerna av 

Duox-gener är högre vid infektion och kronisk inflammation och att kroniskt höga ROS-nivåer 

förekommer 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 medför en ökad risk för att utveckla Crohns sjukdom. 

NCF4 ingår som en komponent i NADPH-oxidaskomplexet och SNP-formen av NCF4-

proteinet tros orsaka försämrad ROS-produktion i fagosomerna (Rioux et al, 2007). Eftersom 

bl.a. Duox 2 i människan uttrycks längs med hela tarmkanalen (El Hassani et al, 2005), uracil 

utsöndras av kända patogener hos människan och tycks aktivera Duox i epitelcellinjer är det 

troligt att signalräckorna involverade i aktiveringen av Duox-styrd ROS-produktion är 

evolutionärt bevarade (Kim & Lee, 2014).  

2.3.7 Oxidativ stress och IRC 

En snabb ökning i de extracellulära ROS-nivåerna i tarmen är nödvändigt för att motarbeta en 

infektion. ROS, i synnerhet HOCl, är dock inte skadliga enbart för bakterier och övriga 

mikrober utan orsakar också skador på själva epitelcellerna om de hålls på en hög nivå för en 

längre tid, med bl.a. omfattande apoptos och cellförändringar som följd (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 H2O2. IRC är 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 för transport till peroxisomer, vilket skiljer det 

från de kända katalaserna i däggdjur. Det har dock en signalsekvens som markerar det för 

exocytos. IRC är alltså ett extracellulärt katalas som eliminerar reaktiva syreföreningar 

producerade av Duox-systemet genom att konvertera H2O2 till molekylärt syre, O2, och vatten, 

H2O. Bekräftelsen på att IRC är ett protein med katalasaktivitet kom från studier som bl.a. 

visade att behandling av IRC-KD-celler med H2O2 leder till morfologiska förändringar och ett 

ökat antal apoptotiska celler, till skillnad från kontrollceller. IRC-RNAi-flugor har en högre 

mortalitet vid oralt intag av H2O2 jämfört med kontrollflugor. Samma höga mortalitet uppträder 

också hos samma flugor när de matas med döda bakterier. Hos IRC-RNAi-flugor är det därmed 

de höga ROS-nivåerna och oförmåga att kontrollera den oxidativa stressen som orsakar den 

höga mortaliteten (Ha et al, 2005a).      
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Hos däggdjur utgör katalas en viktig del av försvarssystemet mot oxidativ stress genom 

elimineringen av cytotoxiskt H2O2 vilket förhindrar att H2O2 omvandlas till mera potenta 

föreningar som kunde leda till skador på epitelvävnader (Bai & Cederbaum, 2003). Ett av 

kännetecknen för IBD är kronisk oxidativ stress i tarmen (Tian et al, 2017). Histologiska 

undersökningar på biopsier från tarmen hos patienter med ulcerös kolit eller Crohns sjukdom 

har visat att lamina propria är infiltrerat av ett stort antal immunceller, som t.ex. neutrofiler, hos 

dessa patienter (Pavlick et al, 2002). Neutrofiler producerar ROS via NADPH-oxidaskomplexet 

och är den dominerande celltypen i det tidiga skedet av akut inflammation (Pullar et al, 2000). 

Hos patienter med någon form av IBD tycks dock infiltreringen av bl.a. neutrofiler i tarmen 

vara permanent vilket leder till kroniskt höga ROS-nivåer, i synnerhet som neutrofiler isolerade 

från IBD-patienter har visats generera högre nivåer av superoxid jämfört med celler från friska 

individer (Shiratora et al, 1989). Eftersom neutrofiler genererar HOCl från H2O2 i närvaro av 

Cl- resulterar närvaron av överaktiva neutrofiler i hög oxidativ stress vilket antas ”överväldiga” 

epitelcellernas antioxidationsmekanismer, som t.ex. katalas (Pavlick et al, 2002). Denna 

kroniska oxidativa stress orsakar många av de karaktäristiska symtomen för ulcerös kolit och 

Crohns sjukdom: blödningar, diarré, apoptos, nekros, DNA-skador etcetera (Pavlick et al, 2002; 

Pereira et al, 2015; Pullar et al, 2000). I synnerhet HOCl kan penetrera cellmembranet och 

samverka med intracellulära komponenter och bl.a. resultera i enkel- och dubbelsträngade 

DNA-avbrott samt modifierade puriner och pyrimidiner. Dessa DNA-skador är en bidragande 

orsak till den ökade risken för kolorektalcancer hos patienter med någon form av IBD (Pereira 

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

 

Mitt pro graduprojekt hade tre huvudsakliga målsättningar: 

A) Optimera användningen av DSS som en metod för att på kemisk väg orsaka oxidativ stress 

och tarminflammation i bananflugan 

 

B) Undersöka effekten hos kiseldioxidnanopartiklar innehållande kapsaicin att  

• Eliminera Escherichia coli in vivo 

• Dämpa den bakterieorsakade inflammationen 

 

C) Undersöka effekten av DSS samt kiseldioxidnanopartiklarna på tarmflorans sammansättning 

i bananflugan 
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4 Material och metoder 

4.1 Flughushållning och fluglinjer  

Drosophila melanogaster upprätthölls i rumstemperatur (20-25 oC) med en ljus-mörkerperiod 

på 12 timmar. Flugmaten utgjordes av standarformula (Nutri-fly BF, Dutscher Scientific, West 

Thurrock, Essex, United Kingdom) med tillsatt Tegosept och propionsyra. Som kontrollflugor 

användes CantonS vildtypsflugor och DaGal4, Dipt-LacZ-drivarlinjen vilka ficks från Professor 

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

4.2 Nanopartikelexperiment 

I våra nanopartikelexperiment var syftet att undersöka om mesoporösa kiseldioxidnanopartiklar 

(härefter: nanopartiklar) bestående av komponenter med antimikrobiella egenskaper och 

innehållande kapsaicin kan eliminera E. coli in vivo. Tredje stadiets CantonS-larver matades 

först med ampicillinresistenta E. coli och därefter med nanopartiklarna. Mängden E. coli 

kvantifierades därefter genom att larverna lyserades och lysaten breddes ut på ampicillin-

agarplattor. Vi undersökte även nanopartiklarnas inverkan på inflammationsresponsen i 

larverna genom att transkriptionsnivåerna av Diptericin, Attacin och Drosocin kvantifierades 

med qRT-PCR. Slutligen undersöktes även nanopartiklarnas inverkan på den kommensala 

tarmflorans sammansättning i larverna med hjälp av 16S rRNA-sekvensering. 

4.2.1 Strukturen på nanopartiklarna 

Experimenten med nanopartiklarna utfördes i samarbete med BioNanoMaterials-

laboratoriegrupp, som leds av Professor Jessica Rosenholm vid Åbo Akademi, där själva 

designen samt tillverkningen av nanopartiklarna utfördes. Strukturen på nanopartiklarna utgörs 

av en inre kärna av ceriumoxid, ett skal av kiseldioxid samt en yta täckt med kitosan – en 

polysackarid. Eftersom CeO2 och kitosan har antibakteriella egenskaper (Farias et al, 2018; 

Goy et al, 2016; Marini et al, 2015) är 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 µl 5x KCM buffert innehållande 0,5M KCL, 0,5M CaCl2 samt 0,25M MgCl2 blandades med 

80 µl destillerat vatten (dH2O) och 0,5-10 ng av en Mock-plasmid innehållande en ampicillin-

resistensgen (pMT-FLAG-His). Blandningen vortexades varpå 100 µl Top10 kompetenta celler 
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(E. coli) tillsattes. Provet inkuberades i 4 oC 20 minuter, därefter i rumstemperatur i 10 minuter 

och till sist i 37 oC i 1 timme. Provet breddes ut på LB-agarplattor innehållande 50 µg/ml 

ampicillin och inkuberades i 37 oC övernatt. En enskild bakteriekoloni överfördes till 5 ml LB-

medie innehållande 100 µg/ml ampicillin och inkuberades i 37 oC i 5 timmar under skakning. 

Bakteriekulturen överfördes till 200 ml LB-medie innehållande 100 µg/ml ampicillin och 

inkuberades övernatt i 37 oC under skakning. Transformerade E. coli gavs åt Prof. Rosenholms 

forskningsgrupp, som därefter beredde de transformerade bakterierna före varje 

nanopartikelexperiment.   

4.2.3 Administrering av nanopartiklar  åt tredje stadiets larver  

Transformerade E. coli odlades av Rosenholms labbgrupp i 37 oC övernatt under skakning. 1 

ml av bakteriekulturen blandades i 5 ml flugmat. Tredje stadiets CantonS-larver matades med 

bakterierna i 5 timmar och flyttades sedan över till flugmat med 0,3 mg/ml nanopartiklar för 2 

timmar. Som en negativ kontroll användes obehandlade larver. Som positiva kontroller 

användes larver som matades med E. coli i 5 timmar följt av återhämtning på vanlig flugmat i 

2 timmar samt larver som matades med nanopartiklar i 2 eller 7 timmar följt av av återhämtning 

på vanlig flugmat i 2 timmar. Alla behandlingar skedde i 25 oC. Larverna homogeniserades i 

150 µl 1 x PBS. Lysatet centrifugerades snabbt ned och 1 och 10 µl av supernatanten späddes 

ut i 99 och 90 µl 1 x PBS, respektive. 100 µl av den outspädda supernatanten samt 10x och 

100x-utspädningarna breddes ut på LB-agarplattor innehållande 50 µg/ml ampicillin och 

inkuberades i 37 oC övernatt. Antalet bakteriekolonier räknades efter 24 timmar.    

4.2.4 qRT-PCR 

Polymeraskedjereaktion med omvänd transkription eller RT-PCR (eng. reverse transcriptase 

polymerase chain reaction) är en teknik som används för att detektera RNA-uttryck. Tekniken 

går ut på att specifika mRNA-sekvenser med hjälp av primärer och enzymet omvänt 

transkriptas omvandlas till komplementärt DNA (eng. complementary DNA, cDNA). cDNA-

sekvenserna amplifieras därefter med traditionell PCR. RT-PCR kan kombineras med realtids-

kvantitativ PCR (eng. quantitative PCR, qPCR) för att kvantifiera cDNA-nivåer, d.v.s. hur 

mycket en specifik gen uttrycks. För att kvantifiera PCR-produkterna i qPCR används en 

fluorescent sond, i detta fall SYBR-Green. SYBR-Green är ett syntetiskt färgämne som, när det 

binder till dubbelsträngat DNA, emitterar ljus med en våglängd av ~520 nm. För varje PCR-

cykel, d.v.s. ju mera PCR-produkter som ackumuleras, blir fluorescensen intensivare och 
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mängden produkt kan därmed kvantifieras genom att mäta intensiteten på fluorescensen. 

Kombinationen av teknikerna PCR med omvänd transkription och realtids-kvantitativ PCR 

refereras till som qRT-PCR (Nolan et al, 2006).  

4.2.4.1 Extrahering av mRNA    

För isolering av mRNA användes RNA-isoleringskitet RNeasy Mini Kit (Qiagen). Isoleringen 

utfördes enligt tillverkarens protokoll. Tredje stadiets larver som hållits i -80 oC övernatt 

homogeniserades i 300 µl RLT-lysisbuffert innehållande β-merkaptoetanol (BME) i 

förhållandet 1:100. Ytterligare 300 µl RLT-BME tillsattes varpå lysaten överfördes till 

QIAshredder-kolumner och centrifugerades 2 minuter i 1000 rpm. Detta gjordes för att filtrera 

bort exoskelett-delar. RNA precipiterades genom att 600 µl 70 % etanol pipetterades till lysaten 

varpå lysaten överfördes till spin-kolumner innehållande kiselmembran, till vilket RNA binder, 

och centrifugerades 1 minut i 1000 rpm. Genomflödet hälldes bort och 700 µl RW1 buffert 

tillsattes och centrifugerades 1 minut i 1000 rpm. Genomflödet hälldes bort och kolumnerna 

tvättades därefter med 700 µl RPE-buffert 1 minut i 1000 rpm. Kolumnerna torkades 2 minuter 

i 1000 rpm. Kolumnerna flyttades över till nya märkta eppendorfrör, 45 µl TE-buffert 

pipetterades till kolumerna varpå de inkuberades 2 minuter i rumstemperatur. RNAt eluerades 

i TE-elueringsbuffert 1 minut i 1000 rpm. Elueringen upprepades en gång utan inkubering. 

mRNA koncentrationen mättes med Nanodrop spektrometer (Thermo Fisher Scientific) vid 

våglängden 260 nm. Det eluerade RNAt förvarades i -70 oC. 

4.2.4.2 Tillverkning av cDNA med omvänd transkription  

I omvänd transkription används ett enzym, omvänt transkriptas, för att generera dubbelsträngat 

DNA från enkelsträngat mRNA. DNA som syntetiserats från mRNA saknar introner och kallas 

för komplementärt DNA (eng. complementary DNA, cDNA). cDNA kan sedan användas som 

templat för qPCR (Nolan et al, 2006). 

För omvänd transkription användes iScript cDNA Synthesis Kit (Bio-Rad). Baserat på de 

uppmätta RNA-koncentrationerna späddes 1 µg RNA ut i dH2O till en totalvolym av 15 µl. 1 

µl iScript omvänt transkriptas och 4 µl 5x iScript reaktionsbuffert pipetterades till varje prov 

med utspätt RNA. Proven vortexades, centrifugerades snabbt ned och inkuberades 5 minuter i 

25 oC, 20 minuter i 46 oC och 1 minut i 95 oC. cDNA-proven förvarades i -20 oC. 

4.2.4.3 Kvantifiering av genuttryck 
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För qPCR späddes cDNA:t ut 1:20 i dH2O. För standardkurvan gjordes en serieutspädning av 

det outspädda cDNAt: 1, 1/5, 1/25, 1/125 och 1/625. 2 µl av proven och standardkurvan 

pipetterades i triplikat i en 96-hålsplatta. Till varje prov och standard pipetterades därefter 5 µl 

Sensifast Reaction Mix (Bioline), 0,8 µl primärer samt 2,2 µl dH2O. För qRT-PCR-reaktionen 

användes Quantstudio 3 Real-Time PCR System (Thermo Fisher Scientific). 

Kvantifieringen av genuttryck görs genom att skillnaden i uttrycksnivån för en gen av intresse 

(målgen) jämförs med uttrycksnivån hos en referensgen. Som referensgen brukar användas en 

s.k. hushållsgen (eng. housekeeping gene) vars uttrycksnivå borde vara konstant och inte 

påverkas av t.ex. olika behandlingar. Som referensgen användes här RP49, en gen som kodar 

för ett ribosomalt protein vars uttrycksnivå borde vara konstant.     

4.3 DSS-experiment 

 DSS är en kemikalie som, när den intas oralt, orsakar akut inflammation i 

matsmältningssystemet, i synnerhet i tarmen, genom att den kraftigt ökar halten av reaktiva 

syreföreningar. DSS-orsakad kolit är därför en populär modell för tarminflammation inom 

forskning som fokuserar på studier av inflammatoriska tarmsjukdomar som Crohns sjukdom 

och ulcerös kolit (Wachsmann & Lamprecht, 2012; Wirtz et al, 2007). En 50 % (w/v) 

stocklösning gjordes genom att 5 g DSS blandades med 10 ml dH2O. Blandningen inkuberades 

övernatt i rumstemperatur för att DSS skulle lösas upp. 1, 5 och 10 % koncentrationer gjordes 

genom att 100, 500 eller 1000 µl av stocklösningen blandades i 5 ml flugmat. Matningen av 

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

4.3.1 qRT-PCR på DSS-matade larver 

För DSS-experimenten matades tredje stadiets larver med 1-10 % DSS i 3-5 timmar. I de fall 

proven skulle användas för qRT-PCR tilläts larverna återhämta sig på vanlig mat i 1 timme i 

rumstemperatur. Detta gjordes för att avlägsna tillräckligt av DSS ur larverna för att möjliggöra 

omvänd transkription och kvantifiering av mRNA-nivåer. I övrigt bereddes proven för qRT-

PCR så som beskrivs i 4.2.4. 

4.3.2 DSS-matning och detektering av β-galaktosidasaktivitet 

X-gal färgning (5-bromo-4-kloro-3-indolyl-β-D-galaktopyranosid), eller detektering av β-

galaktosidasaktivitet, användes för att mäta Diptericin-uttryck hos tredje stadiets larver. 

Användning av X-gal för att mäta β-galaktosidasaktivitet är en histokemisk teknik som kan 
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utnyttjas för att detektera uttrycket av en reportergen. För tekniken används transgena 

organismer eller transformerade bakterier i vilka den bakteriella LacZ-genen, som producerar 

β-galaktosidas, har satts in som reportergen. För experimenten användes 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 därmed produceras 

också β-galaktosidas (laktas). X-gal (5-bromo-4-kloro-3-indolyl-β-D-galaktopyranosid), som 

är en analog av laktos, hydrolyseras av β-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 blåfärgad produkt (Figur 5). Färgintensiteten 

hos den blåa produkten är direkt proportionell till mängden β-galaktosidas som produceras 

(Burn, 2012).  

 

 

 

 

 

4.3.2.1 Dissekering av larver för detektering av β-galaktosidasaktivitet  

Brunnarna i en 24-hålsplatta vättes med 1 x PBS-1 % BSA för att göra ytan hal och förhindra 

att tarmarna fastnade i botten. Tarmen, och i vissa fall även fettkroppen, från tredje stadiets 

Figur 5. Den kemiska reaktionen mellan X-gal och β-galaktosidas. 

Reaktionen mellan X-gal och β-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) 
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larver dissekerades i 1 x kall PBS. Dissektionen utfördes med hjälp av pincetter (Dumont #5) 

under stereomikroskop (Leica M60). Före fixeringen, tvättningen och färgningen sögs 1 x PBS 

-1 % BSA upp med pipetten några gånger för att förhindra att tarmarna fastnade i spetsen. 

Tarmarna fixerades 15 minuter i 200 µl 1 x PBS innehållande 0,4 % glutaraldehyd och 1 mM 

MgCl2. Tarmarna tvättades 3 x 5 minuter med 1 x PBS och färgades därefter i 200 µl X-gal- 

färgningslösning innehållande 5 mg/ml X-gal, 5 mM kaliumferrocyanid trihydrat, 5 mM 

kristallint kaliumferoocyanid och 2 mg/ml MgCl2 i 1 x PBS i 37 oC i minst 1 timme, eller tills 

en färgframträdning kunde observeras. Tarmarna tvättades igen 3 x 5 minuter varpå de 

överfördes till objektglas och fixerades i 12 µl Mowiol.  

4.3.3 Detektering av radikala syreföreningar med H2DCF-DA-färgning  

H2DCF-DA (2′,7′-Diklorofluorescindiacetat) är ett fluorogent ämne som kan användas för att 

mäta närvaron av reaktiva syreföreningar i celler. H2DCF-DA diffunderar in i cellen där det 

deacetyleras av esteraser till H2DCF. I närvaro av reaktiva syreföreningar oxideras H2DCF 

vidare till DCF (2’, 7’-diklorofluorescein). DCF är ett fluorescerande ämne med en 

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

 

 

 

 

 

Figur 6. Schema över de kemiska 

reaktioner H2DCFDA undergår i 

cellen. H2DCFDA diffunderar in i 

cellen där de lipofila acetylgrupperna 

klyvs bort av esteraser. Det 

resulterande H2DCF oxideras i närvaro 

av reaktiva syreföreningar till DCF, 

vars excitations/emissionsspektrum är 

495/529 nm. (Paul Held. 

https://www.biotek.com/resources/whi

te-papers/an-introduction-to-reactive-

oxygen-species-measurement-of-ros-

in-cells/. 17.8.2018. Egen modifiering). 
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En 20 µM DCF-DA lösning gjordes genom att lösa upp DCF-DA i DMSO (Dimetylsulfoxid). 

Tredje stadiets larver dissekerades så som beskrivits tidigare och tarmarna inkuberades med 

200 µl DCF-DA-lösning 10 minuter i rumstemperatur skyddade från ljus. Tarmarna flyttades 

över till objektglas och fixerades i 12 µl Mowiol. Fluorescensen detekterades med ett inverterat 

mikroskop (Zeiss Axio Vert.A1 Inverted Microscope, Zeiss).   

4.3.4 Kvantifiering av katalasaktivitet  

För kvantifiering av katalasaktiviteten i tarmen användes Catalase activity assay kit (Abcam). 

Katalasaktiviteten mäts genom att katalaset i ett prov reagerar med väteperoxid (H2O2) och 

konverterar det till vatten och molekylärt syre. Reaktionen stoppas varpå okonverterad H2O2 

reagerar med en sond i framkallningslösning som tillsätts och ger upphov till ett ämne med ett 

exiterings/emissionsspektrum av 535/587 nm. Om katalasaktiviteten är låg finns det efter 

reaktionen mera H2O2 kvar i provet och mera slutlig produkt bildas därmed. Den uppmätta 

absorbansen är därför omvänt proportionell till katalasaktiviteten i provet.  

4.3.4.1 Lysering av larver 

För experimenten användes tredje stadiets CantonS-larver, vilka matades med varierande 

koncentrationer av DSS samt E. coli. Larverna tvättades därefter i kylskåpskall 1 x PBS och 

homogeniserades därefter i 200 µl iskall reaktionsbuffert. Proven centrifugerades i 15 minuter 

10 000 xg i 4 oC. Supernatanten överfördes till nya eppendorfrör. 

4.3.4.2 Pipettering av standard och prover   

Experimenten utfördes enligt instruktionerna i tillverkarens protokoll. En 20 mM H2O2-

standard gjordes genom att 5 µl av en 0,88 M H2O2-standard blandades med 215 µl dH2O. 50 

µl av den 20 mM standarden späddes med 950 µl dH2O för att få en 1 mM lösning. Slutligen 

gjordes en 0,1 mM lösning genom att 100 µl av den 1 mM lösningen späddes med 900 µl dH2O. 

Med den 0,1 mM H2O2-standarden gjordes en standardkurva (Tabell 1).    
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Standarden pipetterades i duplikat till en 96-hålsplatta med vit, ogenomskinlig botten. 10 µl 

Stop-lösning pipetterades genast till varje standardbrunn för att förhindra nedbrytning av H2O2. 

Minst 2 µl av varje prov pipetterades i duplikat till 96-hålsplattan och volymen justerades till 

78 µl med reaktionsbuffert. Den negativa och den positiva kontrollen pipetterades också i 

duplikat enligt samma volym som proven och reaktionsbuffert användes för att justera volymen 

till 78 µl. I den negativa kontrollen stoppas nedbrytningen av H2O2 genast genom att 10 µl Stop-

lösning tillsätts. Till den negativa kontrollen användes kontrollprovet. 10 µl Stop-lösning 

pipetterades till varje brunn med den negativa kontrollen och plattan inkuberades i 5 minuter i 

25 oC.    

4.3.4.3 Katalasreaktion 

För katalasreaktionen gjordes 12 µl utspädd väteperoxidlösning med 1,5 µl 1 mM H2O2-

standard och 10,5 µl reaktionsbuffert för varje prov samt positiv- och negativ kontroll. Av 

denna lösning pipetterades sedan 12 µl till varje prov, positiv- och negativ kontrollbrunn. Extra 

H2O2 tillsätts för att försäkra att absorbansvärdena faller inom standardkurvan ifall 

katalasaktiviteten i proven är mycket hög. Plattan inkuberades 30 minuter i 25 oC varpå 10 µl 

Stop-lösning pipetterades till varje prov samt den positiva kontrollen 

Tabell 1. Schema över H2O2-standardkurvan. En standardkurva bereddes genom att den 

0,1 mM H2O2-standarden späddes ut i reaktionsbuffert för att generera standarder med 

slutliga H2O2-koncentrationer av 0; 0,2; 0,4; 0,6; 0,8 och 1 nmol. Standarden pipetterades 

i duplikat i en vit 96-hålsplatta. Den slutliga volymen standard i varje brunn var 90 µl. 
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4.3.4.4 Mätning av katalasaktiviteten  

Framkallningslösning gjordes för varje brunn: 

 

 

 

 

50 µl framkallningslösning pipetterades till varje brunn varpå plattan inkuberades 10 minuter i 

25 oC skyddad från ljus. Absorbansen mättes vid Ex/Em 535/616 nm (Hidex Sense). 

4.3.4.5 Kalkylering av katalasaktivitet  

Prov vars absorbansvärde var högre än den högsta standarden späddes ut med reaktionsbuffert 

varpå absorbansen mättes på nytt. Beräkningarna utfördes enligt instruktionerna i tillverkarens 

protokoll. En standardkurva ritades upp på basis av absorbansvärdena för standarden. ∆RFU 

räknades ut för varje prov genom att subtrahera absorbansvärdet för provet från absorbansvärdet 

för den negativa kontrollen. ∆RFU-värdet applicerades till standardkurvan för att räkna ut den 

nmol H2O2 som brutits ned av katalas under reaktionen. Katalasaktiviteten räknades ut som 

nmol/min/mL med hjälp av ekvationen:   

katalasaktivitet = ((B/(30*V))*D  

där B = nmol H2O2 som brutits ned av katalaset, V = volymen av prov som pipetterats till 

brunnen och D = utspädningsfaktorn, i de fall där proven spätts ut ytterligare för att 

absorbansvärdena ska falla inom standardkurvan.  

 

4.4 Extrahering av DNA för 16S rRNA-sekvensering 

För att undersöka effekten av nanopartiklarna och DSS på tarmflorans sammansättning 

behandlades tredje stadiets CantonS-larver med nanopartiklar eller DSS varpå DNA 

extraherades. Larverna matades med antingen 0,3 mg/ml nanopartiklar 2 timmar i 25 oC följt 

av återhämtning 2 timmar eller 10 % DSS 3 timmar i rumstemperatur följt av 2 timmars 
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återhämtning. Larverna tvättades två gånger i Klorilli och två gånger i dH2O. Larverna 

homogeniserades därefter i 200 µl lyseringsbuffert bestående av 20 mM Tris, 2 mM EDTA, 1,2 

% Triton X-100 och 20 mg/ml lysozym. Lysaten inkuberades 90 minuter i 37 oC. För återstoden 

av experimentet användes QIAamp DNA minikit (Qiagen). Till lysaten pipetterades 200 µl AL 

buffert och 20 µl Proteinase K varpå lysaten inkuberades 90 minuter i 56 oC. Extraheringen av 

DNA utfördes därefter från och med steg 4 så som beskrivs i tillverkarens protokoll. 200 µl 100 

% EtOH pipetterades till lysaten, proven vortexades och lysaten överfördes till spin-kolumner 

och centrifugerades 1 minut i 8000 rpm. Genomflödet hälldes bort. 500 µl AW1 buffert tillsattes 

och proven centrifugerades 1 minut i 8000 rpm. Genomflödet hälldes bort och 500 µl AW2 

buffert tillsattes varpå proven centrifugerades 3 minuter i 14 000 rpm. Genomflödet hälldes bort 

och kolumnerna torkades genom att centrifugeras 1 minut i 14 000 rpm. Kolumnerna placerades 

i eppendorfrör och DNA eluerades genom att tillsätta 200 µl AE buffert och inkubera proven 5 

minuter i rumstemperatur följt av centrifugering 1 minut i 8000 rpm. Elueringen upprepades 

två gånger och proven inkuberades 1 minut i rumstemperatur varje gång. DNA-koncentrationen 

mättes med Qubit Fluorometer (Invitrogen). Proven skickades till Eurofins för 16S rRNA-

sekvensering. I varje prov amplifierades de hypervariabla regionerna V1-V3 och V3-V5. 

Analysen av sekvenseringsdata och artbestämningen av tarmfloran utfördes av Eurofins och 

resultaten sammanställdes i en rapport. De resultat från 16S-sekvenseringen som beskrivs i 

denna avhandling baserar sig på data från den rapporten. 

4.5 Statistiska analyser 

De statistiska analyserna utfördes i Prism 7, GraphPad Software. Medelvärdena i resultaten 

jämfördes med en envägs ANOVA (eng. One-way ANOVA, Analysis of variance) samt Tukey-

test. Resultaten visas som staplar som visar medelvärdet samt medelvärdets medelfel (eng. 

standard error of the mean, SEM).  
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5 Resultat 

5.1 Optimering av DSS-inflammationsmodellen 

Produktionen av reaktiva syreföreningar fungerar som ett första försvar mot tarminfektion hos 

Drosophila och övriga organismer, inklusive däggdjur (Geiszt et al, 2003; Pullar et al, 2000; 

Rosen et al, 2002). En överdriven produktion av reaktiva syreföreningar är även ett av 

symtomen på kronisk tarminflammation (Tian et al, 2017). Metoder för att reducera halten av 

dessa föreningar i tarmen kunde därför fungera som en form av behandling. I däggdjur leder 

administrering av DSS till produktion av ROS och skador på tarmepitelet vilket initierar en 

inflammationsrespons. Inom forskning administreras därför DSS åt möss i syfte att orsaka akut 

oxidativ stress och åstadkomma ett sjukdomstillstånd som imiterar ulcerös kolit (Fang et al, 

2016; Wirtz et al, 2007).  Tidigare studier utförda på 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-κB-förmedlad Diptericin-produktion i 

fettkroppen. I studien konstaterades att ROS-produktion inte initierar NF-κB-förmedlad AMP-

produktion i tarmen (Wu et al, 2012).    

Vi ville använda DSS i syfte att på kemisk väg aktivera oxidativ stress i tarmen och använda 

det som en modell för oxidativ stress-orsakad inflammation. Därtill ville vi undersöka om 

oxidativ stress i flugan ger upphov till en systemisk inflammationsrespons, så som beskrevs av 

Wu et al, 2012. För att bekräfta att administrering av DSS aktiverar en inflammationsrespons 

kvantifierades mRNA-nivåerna för Drosocin, AttacinA och Diptericin efter administrering av 

DSS. Koncentrationer och tidpunkter varierades för att undersöka vid vilken tidpunkt och vid 

hur hög DSS-koncentration som inflammationsresponsen aktiveras. I de första experimenten 

kunde dock inga CT-värden uppmätas i många av fallen, trots låga DSS-koncentrationer och 

korta behandlingstider (resultat inte inkluderade här). Efter optimering av DSS-koncentrationer 

och längden på behandlingarna samt ytterligare konsultation av den tillgängliga litteraturen 

kom vi fram till att DSS kan bryta ner mRNA och därmed inhibera qRT-PCR om det 

förekommer i för höga koncentrationer i provet (Kerr et al, 2012). De DSS-behandlade larverna 

tilläts därför återhämta sig på vanlig mat i 1 till 2 timmar innan de lyserades för qRT-PCR.  
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5.1.1 Behandling med DSS aktiverar en inflammationsrespons  

Efter att experimentförhållandena optimerats kvantifierades mRNA-nivåerna för Drosocin, 

AttacinA och Diptericin med qRT-PCR i lysat gjorda på hela larver. Tredje stadiets CantonS-

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

I Figur 7 kan ses att transkriptionsnivån är som högst för Drosocin och AttacinA efter 3 timmars 

behandling med 5 % DSS varefter transkriptionsnivån igen går ner. Transkriptionsnivån för 

Diptericin förändras inte signifikant av DSS-behandling. Orsaken till de lägre 

transkriptionsnivåerna för Drosocin och AttacinA efter 3 timmars administrering av 5 % DSS 

är förmodligen att DSS vid högre koncentrationer och/eller längre tidpunkter bryter ned mRNA 

eller på anat sätt stör qRT-PCR-analysen. Transkriptionsnivån för Diptericin sjunker dramatiskt 

efter 3 timmar. Orsaken till det kan antingen vara att mera mRNA har brutits ned eller att 

transkriptionen av Diptericin når sin högsta intensitet vid 3 timmar och sedan avtar, medan 

transkriptionsnivåerna för Drosocin och AttacinA hålls något högre (Figur 7). På basis av 

resultaten som illustreras i Figur 7 valde vi att i de följande experimenten använda 1, 5 eller 10 

% DSS i 3 timmar.   
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5.1.2 DSS aktiverar en lokal inflammationsrespons i tarmen  

För att undersöka om den observerade inflammationsresponsen är systemisk eller lokal mättes 

Diptericin-uttrycket i tarmen och fettkroppen hos tredje stadiets DaGal4-Dipt LacZ-larver med 

X-Galfärgning. β-galaktosidas som hos dessa larver produceras när transkriptionen av 

Diptericin aktiveras bildar en blåfärgad produkt när X-Gal tillsätts och intensiteten av 

Figur 7. DSS höjer transkriptionsnivåerna för AMP-gener. Transkriptionsnivåerna för 

AMP-gener har mätts i lysat gjorda på hela larver. Staplarna visar medelvärdet samt 

medelvärdets medelfel (SEM). Förändringen i transkriptionsnivån är signifikant efter 3 timmar 

med 5 % DSS för Drosocin och AttacinA. Transkriptionsnivån för Diptericin förändras också, 

men förändringen är  inte signifikant. Statistisk analys gjordes med envägs 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), 5h 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 i rumstemperatur och åtföljdes av 1 timmes återhämtning i vanlig mat i 

rumstemperatur. n = ≥ 3. (* = p = 0,05; ** = p = 0,01; n.s. = (p > 0,05) icke signifikant). 
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Diptericin-transkriptionen kan därmed indirekt kvantifieras. Larverna matades med 1, 5 eller 

10 % DSS i 3 timmar i rumstemperatur varpå de dissekerades och β-galaktosidas-uttrycket i 

tarmen och fettkroppen kvantifierades. I Figur 8 A-D kan ses att administrering av DSS tycks 

aktivera en lokal inflammationsrespons i tarmen eftersom de larver som matats med DSS 

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

Något Diptericin-uttryck kunde dock inte iakttas i fettkroppen, vilket visar att integriteten hos 

tarmepitelet har hållits intakt. Ifall DSS skulle läcka ut ur tarmen in i kroppshålan borde detta 

nämligen leda till en systemisk inflammation, vilket skulle leda till att fettkroppen också 

färgades blå. Detta tyder på att den observerade inflammationen efter DSS administrering, trots 

sin intensitet, är begränsad till tarmen, d.v.s. lokal  (Figur 8 E-H).  

 

 

Figur 8 A-D. DSS aktiverar en lokal inflammationsrespons i tarmen. Resultaten av X-

Galfärgning på tarmarna hos DaGal4-Dipt.LacZ-larver efter DSS-administrering. Konturerna på 

tarmarna har streckats för att lättare urskiljas. Intensiteten på den blåa färgen är 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. 
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5.1.3 Högre ROS-nivåer och förhöjd katalasaktivitet kunde inte iakttas i 

tarmen efter DSS-behandling 

För att verifiera att DSS orsakar oxidativ stress i tarmen användes H2DCF-DA för att detektera 

ROS. H2DCF-DA är ett fluorogent ämne som emitterar grön fluorescens i närvaro av ROS.  

Tredje stadiets CantonS-larver matades med 1,5 och 10 % DSS i 3–5 timmar varefter larverna 

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

kvantifierades med hjälp av fluorescensmikroskopi. Som positiv kontroll användes larver 

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

ett första försvar mot bakterier. Trots att färgningen av tarmarna utfördes så som beskrivits i 

Figur 8 E-H. DSS aktiverar inte Diptericin-uttryck i fettkroppen. Resultaten av X-Galfärgning 

på fettkroppen hos DaGal4-Dipt.LacZ-larver efter DSS-administrering. Konturerna på fettkropparna 

har streckats för att lättare urskiljas. Inflammationen tycks inte spridas till fettkroppen när larver 

matas med DSS. De blåa strukturerna i F och G är 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. 
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litteraturen kunde dock ingen fluorescens iakttas i något av proven (resultat inte inkluderade 

här).   

H2DCF-DA-färgningen kan ha misslyckats av tekniska orsaker. Vi försökte därför mäta den 

oxidativa stressen indirekt genom att mäta katalasaktiviteten. Vår hypotes var att högre ROS-

nivåer i tarmen borde resultera i högre katalasaktivitet eftersom organismen måste neutralisera 

de reaktiva syreföreningarna för att epitelvävnaden inte ska skadas. För att undersöka detta 

kvantifierades katalasaktiviteten i lysat gjorda på hela larver efter administrering av DSS. 

Tredje stadiets larver matades med 1, 5 och 10 % DSS i 3 - 5 timmar. Larver matade med E. 

coli användes som en positiv kontroll. Katalasaktiviteten mättes i nmol/min/mL.  

I Figur 9 kan ses att 3-timmars behandling med 1 – 10 % DSS höjer katalasaktiviteten något, 

men ökningen är inte signifikant. Efter 5 timmars DSS-behandling samt behandling med E. coli 

har vi inte mera någon förändring (Figur 9).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figur 9. Katalasaktiviteten stiger inte signifikant efter behandling med DSS. Staplarna visar 

medelvärdet och medelvärdets medelfel (SEM). Statistisk analys gjordes med envägs ANOVA samt 

Tukey’s test. Katalasaktiviteten stiger något med högre DSS-koncentrationer under 3-timmars 

behandling, men sjunker vid 5-timmars DSS-behandling. Behandling med E. coli leder inte till en 

märkbar ökning 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 

DSS i 5), 5% 5h (5 procent DSS i 5 timmar), 10% 5h (10 procent DSS i 5 timmar) E. coli 5h (E. coli 

i 5 timmar). n = ≥ 3. n.s. = (p 0,05) icke-signifikant. 
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5.2 Nanopartiklarnas effekt på inflammation orsakad av bakterieinfektion 

Användning av nanopartiklar inom läkemedelsutveckling är ett forskningsområde som får 

mycket uppmärksamhet eftersom leverering av läkemedel med hjälp av nanopartiklar kan 

erbjuda ett effektivare alternativ till konventionella metoder. Inkapsling av ett läkemedel i 

nanopartiklar leder till ökad koncentration och absorption av läkemedlet vid målvävnaden och 

därmed blir behandlingen mera riktad och mera effektiv. Nanopartiklar har bl.a. visats vara 

användbara för att behandla IBD eftersom de effektivare levererar läkemedel till den 

inflammerade vävnaden i tarmen jämfört med konventionella metoder. (Hua et al, 2015; 

Wachsmann & Lamprecht, 2012). Resultat från vissa studier tyder på att nanopartiklar kan 

förändra tarmflorans sammansättning, men om denna förändring alltid är negativ eller positiv 

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

Strukturen på kiseldioxidnanopartiklarna som användes här kan ses i Figur 10. Kärnan utgörs 

av ceriumoxid (CeO2) och omges av ett mesoporöst skal av kiseldioxid (pSiO2). Kapsaicin 

adsorberas in i pSiO2 skalet varpå ytan täcks med kitosan, en lineär polysackarid uppbyggd av 

β-länkade D-glukosamin och N-acetyl-D-glukosamin monosackarider. Jessica Rosenholms 

forskningsgrupp har tidigare visat att kiseldioxidnanopartiklarna innehållande kapsaicin 

minskar mängden E. coli i bakteriekultur in vitro (opublicerade resultat). I mitt projekt ville jag 

undersöka om nanopartiklar även minskar mängden E. coli in vivo, om de kan lindra den 

inflammation som denna patogen normalt orsakar i flugan.  

Figur 10 Nanopartikeln består av en kärna av CeO2 som omges av ett mesoporöst skal av PSiO2. 

Kapsaicin adsorberas in i PSiO2-skalet och hela strukturen täcks slutligen med kitosan. Hela strukturen kan 

skrivas som CeO2 @ PSiO2 / kapsaicin-kitosan. Eftersom flera av komponenterna i partikeln var för sig 

uppvisat antibakteriella egenskaper antas hela strukturen fungera som en antibiotika. Bilden från 

Govardhanam Narayana Prakirth, M.Sc. Egen modifiering. 
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5.2.1 Nanopartiklar reducerar nivåerna av ampicillin-resistenta E. coli  

För att undersöka om nanopartiklarna minskar mängden E. coli också in vivo användes tredje 

stadiets CantonS-larver som först matades med ampicillin-resistenta E. coli och därefter med 

nanopartiklarna. Effektiviteten hos nanopartiklarna kontrollerades genom att räkna antalet 

bakteriekolonier på 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 jämfört med behandling med enbart E. coli. Skillnaden i antalet bakteriekolonier är 

statistiskt signifikant. Inga bakteriekolonier kunde observeras i de negativa kontrollerna (Figur 

11).   

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

Figur 11. Mesoporösa kiseldioxidnanopartiklar innehållande kapsaicin reducerar antalet 

E.coli-bakterier in vivo.  Resultat från kvantifieringen av antalet bakteriekolonier från den 

outspädda supernatanten. Larverna matades med E. coli i 5 timmar följt av antingen återhämtning i 

vanlig mat i 2 timmar eller behandling med 0,3 mg/ml nanopartiklar i 2 timmar. Som negativa 

kontroller användes obehandlade larver samt larver som enbart matats med 0,3 mg/ml nanopartiklar 

i 2 timmar. Supernatanten bräddes ut på ampicillin-agarplattor och bakteriekolonier räknades 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 medelvärdet samt 

medelvärdets medelfel (SEM). Statistisk analys gjordes med envägs 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 följt av återhämtning i vanlig mat i 2 timmar), E. coli + np (matning med E. coli i 5 

timmar följt av behandling med 0,3 mg/ml nanopartiklar i 2 timmar).  n = ≥ 3. (**** = p = 0,0001). 
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5.2.2 Nanopartiklar lindrar bakterieorsakad inflammation  

Ifall nanopartiklarna minskar halten av E. coli i tarmen så borde även den bakterieorsakade 

inflammationsresponsen dämpas. För att undersöka detta kvantifierades mängden mRNA för 

AMP-generna Drosocin, AttacinA och Diptericin med hjälp av qRT-PCR efter behandling med 

E. coli och nanopartiklar. För att undersöka ifall nanopartiklarna i sig själva aktiverar en 

inflammationsrespons matades larverna dessutom med enbart nanopartiklar i 2 och 7 timmar.  

Figur 12 visar att transkriptionsnivåerna för Attacin, Drosocin och Diptericin är signifikant 

lägre hos de larver som behandlades med nanopartiklar efter att de infekterats med ampicillin-

resistenta E. coli. Behandling med nanopartiklar dämpar alltså den bakterieorsakade 

inflammationsresponsen. En 7-timmarsbehandling med nanopartiklarna tycks inte stimulera en 

inflammationsrespons. Däremot verkar de dämpa AttacinA- och Drosocin-produktionen något, 

men skillnaden jämfört med kontrollen är inte signifikant (Figur 12). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figur 12. Nanopartiklarna sänker även 

transkriptionsnivåerna för AMP-gener efter 

bakterieorsakad inflammation. Resultat från qRT-PCR 

på larver behandlade med nanopartiklar och/eller 

bakterier. Transkriptionsnivån för Diptericin, AttacinA 

och Drosocin går tydligt ner efter behandling med 

nanopartiklar. Staplarna visar medelvärdet samt 

medelvärdets medelfel (SEM). Statistisk analys gjordes 

med envägs 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 följt av 

återhämtning i vanlig mat i 2 timmar), E. coli + np (1 ml 

bakterieodling i 5 ml mat i 5 timmar följt av behandling 

med 0,3 mg/ml nanopartiklar i 2 timmar). n = ≥ 3. (* = p 

= 0,05; ** = p = 0,01; *** = p = 0,001; **** = p = 

0,0001). 
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5.3 Såväl DSS som kiseldioxidnanopartiklarna förändrar förhållandet mellan 

släktena Acetobacter och Lactobacillus  i tarmen 

Efter att ha konstaterat att DSS orsakar en kraftig lokal inflammation och att 

kiseldioxidnanopatiklarna lindrar bakterieorsakad inflammation genom att eliminera de 

patogena bakterierna, ville vi undersöka hur de båda behandlingarna påverkar själva tarmfloran. 

För att studera vilken effekt behandlingar med DSS och nanopartiklarna har på tarmflorans 

sammansättning i flugan behandlades tredje stadiets larver med antingen DSS eller 

kiseldioxidnanopartiklar, varpå larverna lyserades och lysaten skickades till Eurofins för 

analys. Baserat på rapporten sammanställd av Eurofins gjordes ett diagram där den procentuella 

andelen av de identifierade bakteriearterna och -underarterna illustreras (Figur 13). Så som 

väntat utgjordes den största andelen av de identifierade arterna av bakterier från släktet 

Wolbachia. Wolbachia är en intracellulär Gramnegativ bakterie som ofta infekterar 

bananflugan och förekommer i stor utsträckning i de flesta forskningslaboratorier där 

Drosophila studeras. Förekomsten av Wolbachia tycks under vissa omständigheter kunna 

fungera som en patogen, men effekten av Wolbachia på bananflugan är inte särskilt utförligt 

studerad (Clark et al, 2005; Min & Benzer, 1997). I övrigt tycks tarmfloran bestå av relativt få 

arter, med de flesta arter tillhörande antingen släktet Lactobacillus eller Acetobacter, vilket 

stämmer överens med tidigare studier där tarmfloran hos bananflugan karaktäriserats 

(Broderick & Lemaitre, 2012; Trinder et al, 2017). För att lättare åskådliggöra vilken effekt 

behandling med DSS eller kiseldioxidnanopartiklar har på olika arter i tarmfloran har grafen i 

Figur 13 modifierats så att Wolbachia avlägsnats, detta eftersom den inte tycktes påverkas av 

de olika behandlingarna (resultat inte inkluderade här). Såväl V1 – V3 som V3 – V5-regionerna 

amplifierades och sekvenserades, men i provet från de DSS-behandlade larverna kunde inte V3 

– V5-regionen sekvenseras. Därför har jag i Figur 13 valt att inte inkludera data från V3 – V5-

sekvenseringen utan i stället valt att jämföra data från V1 – V3-sekvenseringen.  

De resterande bakteriearterna illustreras som olika färger och en arts andel av hela stapeln avser 

dess procentuella andel av det totala antalet identifierade arter i provet. Observera att Figur 13 

illustrerar förhållandet mellan de olika bakteriearterna. Den totala mängden bakterier har inte 

kvantifierats. De vetenskapliga namnen för de identifierade arterna, samt deras 

korresponderande färg i grafen, står listade under figuren. 

I kontrollen utgörs cirka två tredjedelar (65,96 %) av tarmfloran av släktet Lactobacillus medan 

Acetobacter uppgår till cirka en tredjedel (30,26 %). Såväl DSS som kiseldioxidnanopartiklar 
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resulterar i en tarmflora där arter av släktet Lactobacillus utgör endast en sjättedel (16, 27 % 

respektive 16,8 %) medan merparten utgörs av arter tillhörande släktet Acetobacter (81,16 % 

respektive 79,21 %).  
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Figur 13. Behandling med DSS och kiseldioxidnanopartiklar förändrar förhållandet mellan 

Lactobacillus och Acetobacter i tarmfloran. Administrering av såväl DSS som 

kiseldioxidnanopartiklar tycks förändra förhållandet mellan arterna av släktena Lactobacillus och 

Acetobacter. I normala förhållanden, d.v.s. i kontrollen, dominerar Lactobacillus över Acetobacter, medan 

förhållandet efter de olika behandlingarna är omvänt, d.v.s. Acetobacter dominerar över Lactobacillus. 

De specifika arterna av Acetobacter har inte kunnat närmare specificeras. Resultatet tyder på att 

Lactobacillus-arterna är mera känsliga för såväl DSS som kiseldioxidnanopartiklarna. I vissa fall har 

endast fylum eller klass specificerats. Detta betyder bara att man på basis av kvaliteten på 

sekvenseringsdata inte kunnat specificera närmare vilken ordning, familj, släkte eller art sekvensen ifråga 

korresponderar till. Jag har valt att endast jämföra sekvenseringsdata där V1 – V3-regionen amplifierades 

eftersom man i provet från de DSS-behandlade larverna inte kunde amplifiera V3 – V5-regionen. Den 

enda eukaryoten som identifierats i alla proven hör till familjen Fabaceae, d.v.s. ärtväxter. Detta kan vara 

en kontamination från flugmaten. 
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6 Diskussion 

6.1 DSS stör kvantifieringen av transkriptionsnivåerna vilket gör det svårt 

att dra slutsatser av qRT-PCR-resultaten 

DSS är en kemikalie som orsakar akut inflammation i tjocktarmen. DSS orsakar 

tjocktarmsinflammation genom att den kraftigt ökar halten av ROS, orsakar skador och apoptos 

i tarmepitelet och initierar en inflammationsrespons och används därför ofta som modell för att 

imitera ulcerös kolit i vissa försöksdjur, så som möss. (Araki et al, 2010; Fang et al 2016; 

Wachsmann & Lamprecht, 2012; Wirtz et al, 2007). I flugan har DSS visat leda till skador på 

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 från qRT-PCR visar att transkriptionsnivåerna för Drosocin, AttacinA och 

Diptericin sjunker efter 5 timmars DSS-behandling. Det skulle betyda att inflammationen går 

ner efter en viss tidpunkt fast DSS-behandlingen fortgår. Detta verkar osannolikt med tanke på 

att resultaten från X-galfärgningen visar att Diptericin-uttrycket i tarmen, d.v.s. den lokala 

inflammationsresponsen, stiger med högre DSS-koncentrationer. Trots att X-galfärgningen 

utfördes på larver som matats i enbart 3 timmar är det möjligt att de observerade AMP-

transkriptionsnivåerna efter 5-timmars DSS-behandling är lägre för att DSS-koncentrationen i 

proven varit för hög och stört analysen. Det är möjligt att 1-2 timmars återhämtning i vanlig 

mat inte är tillräckligt för att rena ut DSS när behandlingen varit för lång eller DSS-

koncentrationen för hög. Inte många studier tycks ha gjorts där DSS förmåga att inhibera qRT-

PCR-analyser har diskuterats och metoder för att rena ut DSS före analys har undersökts. Kerr 

med flera föreslog dock en metod för att rena ut DSS ur proven före analys där mRNA 

isolerades med hjälp av oligo-dT-kulor som hybridiserade med polyA-sekvensen av mRNA 

(Kerr et al, 2012). Denna metod är i praktiken inte särskilt kostnadseffektiv, varför vi valde att 

i stället testa att låta larverna återhämta sig i vanlig mat innan qRT-PCR-analys.  

6.1.1 DSS behandling leder till en lokal inflammationsrespons men hägre ROS-nivåer 

kunde inte detekteras 

På basis av resultaten av X-galreaktionen drar jag slutsatsen att den observerade 

inflammationsresponsen efter DSS-behandling är lokal, trots att experimenten i enstaka fall 

resulterade i att även fettkroppen färgades blå (vilket indikerar en systemisk inflammation). I 

de experiment där fettkroppen färgades blå efter DSS behandlingen hade kontrollen också 

inflammation, så i de fallen kan DSS ha orsakat en systemisk inflammation enbart på grund av 
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att alla larverna inklusive kontrollen led av inflammation. Detta anser jag vara en tillförlitlig 

förklaring i och med att experimenten utfördes under de varmaste sommarmånaderna och under 

den tiden är bakterietillväxten i flugmaten hög och flugorna lider ofta av infektioner, vilket 

försvårar analysen. Resultaten från X-galfärgningen står i kontrast med observationerna gjorda 

av Wu et al. Genom att använda 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 i tarmen efter DSS-behandling. Av dessa resultat 

man dra slutsatsen att DSS aktiverar en lokal inflammationsrespons i tarmen i larverna, men 

inte nödvändigtvis en systemisk inflammationsrespons.  

Wu med flera demonstrerade med hjälp av H2DCF-DA-färgning att DSS-behandling i tredje 

stadiets Drosophila-larver leder till ökade halter av ROS i tarmen (Wu et al, 2012). Dessa 

resultat kunde jag dock inte replikera mera än en gång (resultat inte inkluderade här). Det är 

möjligt att ytterligare optimering av experimentförhållandena, andra DSS koncentrationer eller 

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

När H2DCF-DA-färgningen inte gav några resultat beslöt jag att mäta oxidativ stress indirekt 

genom att kvantifiera katalasaktiviteten. Flera studier har demonstrerat att oxidativ stress leder 

till högre aktivitet av antioxidant-enzymer, däribland katalas (González-Párraga et al, 2003; 

Patlolla et al, 2009). Jag kunde dock inte detektera förändringar i katalasaktiviteten efter DSS-

administrering. Här finns dock den möjligheten att produktionen av ROS och ökningen i 

katalasaktiviteten når sin högsta punkt mycket tidigare än den första mätningen, som var vid 3 

timmar.  

6.2 Nanopartiklarna reducerar effektivt mängden E. coli in vivo och dämpar 

därmed den bakterieorsakade inflammationen  

Jessica Rosenholm med flera har tidigare demonstrerat att de mesoporösa 

kiseldioxidnanopartiklarna effektivt reducerar antalet E. coli i bakteriekultur (opublicerade 

resultat). Våra resultat visar tydligt att administreringen av nanopartiklarna även reducerar 

antalet E. coli i tarmen. Därmed kan den dämpade inflammationsresponsen som illustreras i 

figur 8 antagligen härledas direkt till den minskade mängden E. coli. Alla komponenter som 

ingår i nanopartiklarna har antimikrobiella egenskaper (Farias et al, 2018; Goy et al, 2016; 

Marini et al, 2015). Kitosan är en biopolymer bestående av β-länkade D-glukosamin- och N-

acetyl-D-glukosamin-monomerer. Kitosanets antimikrobiella egenskaper tros uppstå av jonisk 
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samverkan mellan protonerade aminogrupper i kitosan och PGN i bakteriernas cellvägg. Denna 

samverkan leder till att bakteriellt PGN hydrolyseras, cellväggen bryts ned och bakterierna 

lyseras. Goy med flera visade att kitosan är effektivt mot såväl Grampositiva- som 

Gramnegativa bakterier in vitro (Goy et al, 2016). Förmodligen uppkommer den observerade 

antibakteriella effekten av nanopartiklarna från de kombinerade antimikrobiella egenskaperna 

av de ingående komponenterna. 

Tack vare deras antimikrobiella egenskaper har olika typer av nanopartiklar redan använts för 

att bekämpa bakterieinfektioner i människor. Men nanopartiklar kan även användas för att 

behandla andra typer av sjukdomstillstånd som t.ex. IBD (Karavolos & Holban, 2016; 

Wachsmann & Lamprecht, 2012). En av svårigheterna med att behandla IBD är att 

administreringen av läkemedel till det inflammerade området i tarmen är svårt att uppnå med 

traditionella metoder. Detta beror till stor del på att tarmen hos patienter med någon form av 

IBD ofta har ett förändrat pH-värde och mera produktion av mukus. Dessutom uppvisar 

patienter med IBD förändrad peristaltik jämfört med friska personer. Allt detta påverkar hur 

snabbt ett läkemedel passerar genom tarmen och hur väl det upptas (Fischer et al, 2017; Nugent 

et al, 2001; Pullan et al, 1994). Målinriktade behandlingar som utförts i bl.a. murina IBD-

modeller där läkemedel eller andra substanser levereras med hjälp av nanopartiklar har 

demonstrerat att oral administrering av läkemedel med hjälp av nanopartiklar leder till högre 

koncentration av läkemedlet vid den inflammerade vävnaden och förbättrad terapeutisk effekt. 

Nanopartiklar är användbara för att leverera läkemedel i IBD-patienter eftersom de kan 

designas så att de inte påverkas av de förändrade förhållanden som råder i en inflammerad tarm 

och som försämrar upptagningen av läkemedel (Hua et al, 2015; Wachsmann & Lamprecht, 

2012). Nanopartiklar har även förmåga att förändra tarmflorans sammansättning, men om 

denna förändring medför positiva eller negativa effekter är något omstritt. Flera studier har 

demonstrerat att behandlingar som syftar till att förändra tarmflorans sammansättning, t.ex. 

antibiotika- och probiotikabehandling och transplantation av tarmfloror från friska patienter, i 

vissa fall kan mildra symtomen hos patienter med IBD. Ett problem med dessa metoder är dock 

att de kan ha negativa effekter för patienten, i värsta fall förvärra symtomen. Dessutom har 

dessa behandlingar inte alltid långvariga effekter, utan tarmflorans sammansättning återgår ofta 

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

En del studier där effekten av nanopartiklar på tarmfloran har undersökts har demonstrerat att 

nanopartiklar kan driva tarmfloran mot ett dysbiotiskt tillstånd (Karavolos & Holban, 2016). 



Fanny Sundqvist 

46 

 
 

Andra studier har rapporterat positiva effekter på tarmfloran efter behandling med nanopartiklar 

(Yausheva et al, 2018). Ohno med flera visade att nanopartiklar innehållande kurkumin dämpar 

DSS-orsakad tarminflammation och dämpar NF-κB-aktivering i tarmepitelceller hos möss. De 

menar att den observerade positiva effekten kom av att nanopartiklarna förändrade tarmfloran 

och ökade halten av bakterier som producerar korta fettsyrakedjor (Ohno et al, 2017). 

Effekterna av nanopartiklar på tarmflorans sammansättning och funktion, d.v.s. vilka 

bakteriearter som påverkas, tycks till stor del bero på vilket material som nanopartiklarna är 

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

6.3 Sekvenseringen av tarmfloran visar att såväl DSS som kiseldioxidnanopartiklarna 

utarmar tarmfloran 

Intressant nog tycks tarmfloran hos larver behandlade med DSS och de behandlade med 

kiseldioxidnanopartiklar inte skilja sig från varandra speciellt mycket. I jämförelse med 

kontrollen verkar båda behandlingarna rubba förhållandet mellan släktet Lactobacillus och 

Acetobacter. Det är möjligt att de båda behandlingarna ”sköljer ut”  bakterier ur tarmen eller 

att de båda förändrar pH-värdet så att förhållandena gynnar Acetobacter mera än Lactobacillus. 

Tarmfloran hos de behandlade larverna verka därtill bestå av ett färre antal arter än tarmfloran 

hos de obehandlade larverna. Trots att kiseldioxidnanopartiklarna helt tydligt dämpar den E. 

coli-orsakade inflammationen är det därför möjligt att anta att DSS och 

kiseldioxidnanopartiklarna i det långa loppet kan leda till en utarmning av tarmfloran. En 

tarmflora bestående av flera olika arter anses allmänt vara till nytta för organismen medan en 

utarmad tarmflora ger utrymme för opportunistiska patogener, eller patogena arter utifrån, att 

föröka sig och orsaka inflammation. Det vore därför intressant att följa 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 sätt att aktivera oxidativ 

stress i tarmen hos bananflugan och på det sättet aktivera en inflammationsrespons. Därtill ville 

jag undersöka ifall kiseldioxidnanopartiklar innehållande kapsaicin kan reducera mängden E. 

coli in vivo och om dessa nanopartiklar har en effekt på inflammationsresponsen. Slutligen ville 

jag undersöka vilken effekt DSS samt kiseldioxidnanopartiklarna har på tarmflorans 

sammansättning i bananflugan.  
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DSS har använts mycket inom forskningen för att orsaka tarminflammation i däggdjur. Vissa 

studier har även använt DSS i liknande syfte i Drosophila, men något enhetligt protokoll för 

hur DSS administrering bäst sker i bananflugan samt vilka koncentrationer och tidpunkter som 

är optimala finns inte tydligt beskrivet i litteraturen. För att undersöka om DSS kan användas 

som en modell för kemiskt aktiverad oxidativ stress och inflammation var jag därför tvungen 

att optimera experimenten själv. 

På basis av resultaten från mina experiment kunde jag inte demonstrera att DSS aktiverar ROS-

produktion i tarmen. Att DSS-behandling leder till oxidativ stress och inflammation i såväl 

däggdjur som bananflugan finns däremot beskrivet i litteraturen, även om enbart ett fåtal studier 

har gjorts där effekten av DSS på dessa inflammationsprocesser undersökts i flugan. Det är 

troligt att andra metoder för 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-κB-förmedlad inflammationsrespons i tarmen och att denna inflammation 

inte sprider sig till resten av flugan. Därav drar jag slutsatsen att DSS kan utnyttjas i syfte att 

åstadkomma en stark men avgränsad lokal inflammation i Drosophila-larver. På 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 på tarmepitelet. DSS-

administrering i möss orsakar apoptos av epitelceller i tarmen och effekten är förmodligen 

densamma i bananflugan. Apoptotiska celler lossnar från epitelvävnaden och detta har 

antagligen en ”sköljande” effekt i tarmen, vilket delvis kan förklara den minskning i antalet 

bakteriearter som sker i samband med DSS-administrering. 

Kiseldioxidnanopartiklarna är mycket effektiva mot E. coli såväl in vitro som in vivo. De 

dämpar därmed den bakterie-orsakade inflammationsresponsen. Dock visar sekvenseringen av 

tarmfloran att de även eliminerar kommensala bakterier. I det långa loppet skulle dessa 

nanopartiklar förmodligen ge upphov till ett inflammatoriskt tillstånd orsakat av dysbios. Detta 

bör tas i beaktande när nanopartiklar designas för att användas i terapeutiskt syfte i människor. 

För att nanopartiklar ska göra nytta snarare än skada måste de alltså optimeras så att de inte 

orsakar dysbios. Nanopartiklar har dock den fördelen att deras yta och komposition kan 

modifieras så att de blir mera specifika mot vissa bakteriearter, så användningsområdet för dem 

är i det närmaste obegränsat. 
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Buffertar och kemikalier 

1x PBS (1 l) 

Kommersiella tabletter som innehåller NaCl, KCl, Na2HPO4*2H2O och KH2PO4 blandas i 1 

liter dH2O.  

 

LB-ampicillin agarplattor 

10 g Agar 

500 ml LB-medium 

Autoklavera. När temperaturen sjunkit till 50 oC, tillsätt 250 ul 100 mg/ml ampicillin. 

 

LB medium (1 l) 

10 g LB-broth 

1 l dH2O 

Autoklavera. Förvara i 4oC. 

 

Ampicillin 100 mg/ml 

Lös upp i dH2O. Sterilfiltrera och förvara i -20 oC. 

 

DSS (Dextran Sulfate Sodium) 50 % (w/v) stocklösning 

5 g DSS 

10 ml dH2O 

 

KCM buffert 5x (30 ml) 

5 ml 3M KCL  
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4,5 ml 1M CaCl2 

7,5 ml 1M MgCl2 

13 ml dH2O 

 

Elueringsbuffert för RNA-extrahering (TE buffert) (5 ml) 

1 ul 0,5M EDTA 

50 ul 1M Tris, pH: 8,0 

4,949 ml dH2O 

 

Lyseringsbuffert för DNA-extrahering (5 ml) 

0,1 ml 1M Tris 

0,02 ml  0,5 M EDTA 

60 µl Triton X-100 

2 ml 50 mg/ml lysozym 

2,82 ml dH2O 

 

Kemikalier 

Produkt    Företag  

Agar    Santa Cruz 

Ampicillin    Sigma 

β-merkaptoetanol   Sigma 

DCF-DA (2′,7′-Dichlorofluorescin diacetate) Sigma 

DMSO (dimetylsulfoxid)   Sigma 

DSS (Dextran Sulfate Sodium)   
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EDTA    Sigma 

LB-broth    Sigma 

PBS (Phosphate Buffered Saline) tabletter Biotop 

Tris    Sigma 

Triton X-100    Fluka 
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