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Drosophila melanogaster eller bananflugans Ref(2)P deltar 1 regleringen av celluldra
signaleringsrickor och autofagocytos genom att transportera ubikvitinerat material till
autofagosomer for nedbrytning. I mitt pro gradu-projekt har jag undersokt om Ref(2)P deltar 1
regleringen av Imd-signaleringsrickan som dr en av tvd NF-kB signaleringsrickor i
bananflugan. Jag har kunnat visa att Ref(2)P behovs for en effektiv NF-kB-aktivering i tarmens
epitel hos bananflugan efter infektion med gramnegativa bakterier eftersom uttrycket av
antimikrobiella peptider som dr NF-kB-maélgener minskade hos Ref(2)P-flugmutanter. Dértill
behovs Ref(2)P for att bananflugan skall 6verleva orala infektioner orsakade av gramnegativa
bakterier. Kenny 4r bananflugans I-kB kinas gamma och ér viktig for regleringen av Imd-
signaleringsrickan. Nivderna av Kenny har visats regleras av autofagi. Darfor studerade jag om
Ref(2)P reglerar Imd-signaleringsrickan och péverkar stabiliteten av Kenny. I det hér pro
gradu-projektet visades att Ref(2)P och Kenny kan samverka bade i Drosophila S2-celler och
i bananflugan. Dédremot minskade Ref(2)P:s och Kennys samverkan efter gramnegativ
bakterieinfektion eftersom Ref(2)P inte kunde binda till Kenny. Darmed foreslar jag att Kenny
ar ett mélprotein for Ref(2)P och att Ref(2)P samverkar med Kenny for att bryta ned Kenny
genom autofagi under normala forhédllanden och att en minskad samverkan leder till ansamling
av Kenny som framjar NF-kB-aktivitet under bakterieinfektion. Under denna studie undersokte
jag dven om forlust av Ref(2)P leder till minskad férmaga att aktivera inflammation. Jag kunde
se att forlust av Ref(2)P pdverkade bananflugans dverlevnadsforméga och dérmed foreslas att

Ref(2)P behovs for bananflugans immunforsvar.
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1. Inledning

Immunforsvaret fungerar som kroppens forsvar mot sjukdomar och infektioner. Vért
immunforsvar dr sammansatt av molekyler, celler och vivnader och deras uppgift ar
att upptacka dmnen som skiljer sig fran friska viavnader for att motverka skada i cellen.
Detta immunforsvar fungerar som respons mot skadliga mikroorganismer eller
molekyler som sammankopplas med fara. Om dessa patogener lyckas trdnga sig in,
aktiveras immunceller och det leder till en immunrespons hos organismer. Det
medfodda immunforsvaret kallas dven for det ospecifika immunforsvaret och ér en
viktig del av kroppens immunforsvar och arbetar tillsammans med det adaptiva
immunforsvaret. Tillsammans skapar de ett effektivt forsvarssystem for att skydda
kroppen mot infektioner och sjukdomar. Det medfédda immunforsvaret dr kroppens
forsta forsvarslinje mot bakterier och frimmande &mnen och aktiveras genast som svar
mot en infektion. Till skillnad frén det medfédda immunforsvaret aktiveras det
adaptiva immunforsvaret langsammare eftersom det adaptiva immunforsvaret kan
identifiera bakterier och aktivera en specifik immunrespons hos organismen.
Dessutom formér det adaptiva immunforsvaret att memorera och anpassa sig efter
sjukdomar och patogener organismen tidigare utsatts for. Om immunforsvaret inte
fungerar korrekt kan det leda till olika sjukdomar, sdsom autoimmuna sjukdomar eller
immunbristsjukdomar. Kannetecknande for autoimmuna sjukdomar ar att kroppens
immunforsvar borjar attackera kroppens friska celler och immunbristsjukdomar
uppstar da immunforsvaret inte &r tillrackligt effektivt for att skydda kroppen mot
infektioner (Hoffmann & Reichhart 2002; Hoffmann, 2003; Nicholson, 2016; Jang et
al., 2022).

Det medfodda immunforsvaret har studerats i olika arter av organismer eftersom det
inte alltid 4r mojligt bade av etiska och praktiska skal att utféra denna typ av forskning
i ddggdjur. Bananflugan har anvints som modellorganism for att studera det medfodda
immunforsvaret sedan ar 1996 da Toll-signaleringsrickan upptéicktes reglera
genuttrycket av den antimikrobiella peptiden Drosomycin (Hoffmann & Reichhart,
2002; Kenmoku et al., 2017). Bananflugan saknar ett adaptivt immunférsvar men har
i stéllet ett effektivt medfott immunforsvar. Det medfodda immunforsvaret aktiveras

ndr mikroorganismer lyckas tringa sig genom bananflugans kroppshala och vid



kontakt med inre epitel. Detta orsakar en vidvnadsspecifik aktivering och en
immunrespons som snabbt kan ta dod pé bakterier. Nukleér faktor-kappa B (NF-«B)
ar en viktig transkriptionsfaktor och kan aktivera det medfodda immunforsvaret i
bananflugan. NF-xB dr en transkriptionfaktorfamilj, vars uppgift ar att kontrollera
flera fysiologiska processer i cellen, bland annat celldelning, éverlevnad, motverka
apoptos och delta i aktiveringen av inflammatoriska responser vid infektion. En
felaktivering av NF-xB kan orsaka kronisk inflammation och cancer (Liu et al., 2017).
Det medfodda immunforsvaret mot patogener hos bananflugan utgdrs huvudsakligen
av tva vilstuderade NF-kB-signaleringsriackor; Immunbrist (eng. immunodeficiency
pathway, Imd) - och Toll-signaleringsrickan. Bada NF-«kB-signaleringsrickorna
kdnnetecknas av aktivering av transkriptionsfaktorn NF-kB som reglerar produktionen
och utsondringen av antimikrobiella peptider (Dionne, 2014). Antimikrobiella
peptider har en viktig funktion i det medfédda immunférsvaret med svampdddande
eller antibakteriell aktivitet (Hanson et al, 2019b). Bananflugans
immunsignaleringsrackor dr vél bevarade genom evolutionens gang och deras
funktionsprinciper kan dirfor ge oss en bittre forstaelse av hur médnniskans medfodda

immunforsvar fungerar (Nehme et al., 2007; Ugur et al., 2016).

Det dr viktigt att celler kan atervinna cellulért material. For att upprétthélla en cellular
balans behover celler kunna samla in och bryta ner skadligt material, samt transportera
det till lysosomen for nedbrytning. Detta sker genom en process som kallas autofagi.
Autofagi deltar 1 olika celluldra processer och reglerar bland annat, cellulér tillvaxt,
differentiering och aktivering av det medfodda immunforsvaret (Nezis, 2012; Liu et
al., 2016; Rahman et al., 2022). Selektiv autofagi deltar dven i regleringen av NF-kB-
signaleringsrickans proteinmiangd. For att forhindra att det uppstar fel i
immunforsvaret behover I[-KappaB-kinas (IKK)-proteinet Kenny och dess
ubikvitinering noga regleras (Tusco et al., 2017; Aalto et al., 2019). Okénslig (2) for
sigma P (eng. Refractory (2) to sigma P, Ref(2)P) har visats kunna binda till skadade
proteiner och transportera dem till autofagosomen for nedbrytning (Wurzer et al.,
2015; Tusco et al., 2017). Min hypotes for min pro gradu-avhandling var att Ref(2)P
binder till nyckelregleraren Kenny for att forhindra att NF-kB signaleringsrackan
aktiveras under normala forhallanden. Darmed var mélséttningarna for mitt pro gradu-
projekt att undersoka huruvida det autofagireglerande proteinet Ref(2)P formér att

reglera vilka proteiner som bryts ned under bade normala forhallanden och vid



inflammation i bananflugan. Dessutom undersoktes om Ref(2)P ar kopplat till tarmens
immunforsvar. Malsittningarna for detta projekt uppnéddes genom att identifiera att
Ref(2)P behovs for att reglera NF-kB-aktivitet 1 bananflugans tarm. Detta projekt kan
bidra till en béttre forstdelse hur immunsignalering regleras i bananflugans tarm, rollen

for selektiv autofagi och nya funktioner for kaspasformedlad reglering i bananflugan.



2. Litteraturoversikt

2.1 Bananflugan som modellorganism

Drosophila melanogaster, eller bananflugan, har sedan borjan av 1900-talet anvints
som modellorganism inom biologisk forskning (Jennings, 2011). Historiskt sétt har
bananflugan hjélpt oss att forstd kromosomernas funktion och delar av immunforsvaret
(Morgan et al., 1915; Hoffmann & Reichhart 2002; Hoffmann, 2003). Upptéckter i
bananflugan har tilldelats Nobelpris i fysiologi och medicin fem génger. For att nimna
ndgra exempel: Thomas Morgnas tilldelades Nobelpris ar 1933 for sin upptickt att
arvsanlagen 1 bananflugan ar lokaliserade i1 kromosomerna, Hermann Muller
tilldelades Nobelpris ar 1946 for sin upptickt att rontgenstrilning framkallar
mutationer och dessa kan gi 1 arv i1 bananflugan och Jules Hoffmann tilldelades
Nobelpris ar 2011 for sina upptéckter om det medfédda immunforsvaret (All Nobel
Prized in Phsysiology or Medicin, 2023). Bananflugan har en kort generationstid och
trots sin lilla storlek har den en relativt komplex anatomi och ett viletablerat genetiskt
system vars genom ar fordelat pa fyra kromosomer (Jennings, 2011; Ugur et al., 2016;
Yamagucchi & Tosida, 2018). Dessutom krdver bananflugan inte mycket utrymme
och kan producera en riklig avkomma. En annan fordel &r att bananflugan delar ett
stort antal besldktade gener med ménniskan. Det har visats att cirka 65 % av de gener
som kodar for minskliga sjukdomar har en funktionell homolog i bananflugan.
Bananflugan dr dven en relativt enkel modell att utnyttja for att studera grundldggande
biologiska processer sdsom molekyldra och cellulira mekanismer av maénskliga
sjukdomar. Det gor det mojligt att studera genetiska interaktioner och specifika
genuttryck 1 vivnader hos bananflugan. Bananflugans genom &ar dessutom relativt
enkelt att manipulera och genetiska variationer kan induceras genom att skapa
mutationer i flugans genom (Apidianakis & Rahme, 2011; Ugur et al., 2016). Darfor
ar bananflugan en lamplig modellorganism att anvinda for att forstd samverkan mellan

bakterier och immunforsvaret 1 manniskans tarm.
2.1.1 Bananflugans matspjalkningssystem

Bananflugan har ett liknande matspjilkningssystem som mainniskan (figur 1).
Matstrupens uppgift hos diggdjur ar att fora vidare den konsumerade maten till

magsécken, dir maten lagras. Magsickens frimsta uppgift ér att bryta ned fodan innan



den avancerar till tunntarmen. Matspjilkningen fortsétter och néringsupptaget sker 1
tunntarmen medan absorptionen av elektrolyter, nidringsdmnen och vatten sker i
tjocktarmen som slutligen mynnar ut i rektum (Thompson & Malagelda, 1981;
Apidianakis & Rahme, 2011). I bananflugan sker nedbrytningen av fodan och
ndringsupptaget frimst i den framre delen av den mittersta tarmkanalen. Den mittersta
tarmkanalen kantas av epitelceller (figur 2). Tarmkanalen innehéller ett stort antal
symbiotiska bakterier som ar viktiga under matspjalkningen och for niringsupptaget i
bananflugan. Efter att maten passerat den mittersta tarmkanalen, absorberas ytterligare
elektrolyter, ndringsimnen och vatten genom den bakre tarmkanalen och dndtarmen
innan avfallsprodukter utsondras genom rektum. Mellan den mittersta- och bakre
tarmkanalen i1 bananflugan finns Malpighiska kérl. De Malphigiska kérlen pdminner
till funktionen om daggdjuens njurar. De Malpighiska kérlens frimsta funktion &r att
absorbera I6sta &mnen och vatten fran hemolymfan for att frigéra dem i tarmen 1 form
av fasta kviveforeningar (Apidianakis & Rahme, 2011; Musselman & Kuhnlein,

2018).

A) Minniskans tarm - B) Bananflugans tarm
Matstrupe
Matstrupe
Magmun
Magsick Framre tarmkanalen :
Krava
Njure Mittersta tarmkanalen _
Tunntarm
. Malpighiska kirl
Tjocktarm Bakre tarmkanalen
Rektum
Rektum

Figur 1. Likheter mellan méinniskans och bananflugans tarm. (A) Uppbyggnaden av
méinniskans tarmsystem. Figuren presenterar de olika delarna av ménniskans tarmsystem.
Mainniskans tarmsystem bestar av matstrupen, magsécken, njurarna och tarmkanalen som é&r
indelad i tunntarm, tjocktarm och rektum. (B) Bananflugans tarmsystem bestir av en
matstrupe, en krdva och en magmun. Tarmen &r indelad i frimre-, mittersta- och bakre
tarmkanalen och rektum (figuren modiferad fran Apidianakis & Rahme, 2011).

Tarmen &r ett viktigt organ och fungerar som en barridr mellan organismens inre epitel

och dess levnadsmiljo. Dessutom deltar tarmen i regleringen av bananflugans



dmnesomsittning. Bananflugans och ménniskans tarm har liknande struktur och
funktion, bade pa celluldr och molekylir niva (figur 1) (Nehme et al., 2007; Shin et
al., 2022). Tarmepitelet 1 bananflugan &r sammansatt av olika celltyper med
speialiserade funktioner (figur 2). En skillnad mellan ménniskans och bananflugans
tarm dr att bananflugans mittersta- och bakre tarmkanal saknar kryptor. I stéllet for
kryptor har tarmen en rorliknande struktur som omges av ett monolager av epitelceller.
Detta monolager bestér av fyra celltyper: tarmstamceller och enteroblaster som vidare
kan differentiera till absorberande enterocyter eller sekretoriska enteroendokrina
stamceller. Vid normala forhéallanden f6rnyas epitelskiktet i tarmen for att uppratthalla
viavnadshomeostas genom naturlig apoptos (Takeishi et al., 2013). Tarmstamcellernas
frimsta funktion dr att konstant differentiera och utvecklas till nya specialiserade
celler, sdsom absorberande enterocyter och enteroendokrina stamceller. Notch-
signaleringsriackan styr tarmstamcellerna genom att reglera differentieringen av
enteroblaster och enteroendokrina stamceller. En stark Notch-signalering styr
differentieringen av enteroblasterna till absorberande enterocyter medan vid en svag
Notch-signalering differentieras enteroblasterna till enteroendokrina stamceller (Zeng
et al., 2010; Kuriaishi et al., 2013). Absorberande enterocyter hjélper till att absorbera
ndringsdmnen 1 tarmen medan huvudfunktionen for de enteroendokrina stamcellernas
ar att frisdtta hormoner for att forbittra tarmens funktion och rorlighet (Sadaqat et al.,
2022). Studier kring bananflugans tarm har bidragit till en béttre forstielse kring
tarmens fysiologi, utnyttjandet av néringsimnen och interaktioner mellan
tarmmikrober och virdorganismen (Apidianakis & Rahme, 2011). Storningar i
tarmens epitelhomeostas ér ofta associerat med inflammatoriska sjukdomar och cancer
(Shin et al., 2022). Dérfor dr det viktigt att forstd mekanismerna bakom proliferation,

differentiering och hur fornyelse av tarmens epitel regleras.
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Figur 2. Tarmepitelet i bananflugans mittersta tarmkanal. Figuren visar de olika
celltyperna representerade i bananflugans mittersta tarmkanal. I figuren presenteras
bananflugans perotrofiskt matrix, slemlager, absorberande enterocyter (EC) med mikrovilli,
stamceller, intestinala stamceller (ISC), sekretoriska senteroendokrinaceller (EE) och under
basalmembranet finns glatta muskelceller. Figuren dr skapad i Biorender.com

2.1.2 UAS-Gal4-systemet mojliggdér vidvnadsspecifikt genuttryck 1

bananflugan

UAS-Gal4-systemet dr en metod som kan utnyttjas 1 bananflugan for att reglera
uttrycket av en specifik gen i en specifik vdvnad. Det ér ett anvéndbart system for att
studera effekten av specifika genuttryck utan att samtidigt paverka andra cellulidra
processer 1 bananflugan (Liu & Lehmann 2008). UAS-Gal4-systemet gor det dven
mojligt att studera interaktioner mellan tvé eller flera proteiner (Busson & Pret, 2007).
Ar 1988 upptickte Kakidani och Ptashne att Gal4-proteinet kan binda till UAS-
kopplade gensekvenser och aktivera ett specifikt genuttryck i bananflugan (Kakidani
& Ptashne 1988). Nagra ar senare borjade metoden utnyttjas for att studera genuttryck
i bananflugan (Duffy, 2002). UAS-Gal4-systemet bestar av tva delar, en Gal4-gen som
kodar for jést transkriptions-aktivator proteinet Galaktos (Gal4) och en
uppstromsaktiverande sekvens (UAS, frdn engelskans Upstream Activation
Sequence). UAS-regionen fungerar som en forstirkare som Gal4-proteinet kan binda
till for att aktivera gentranskription (Brad & Perrimon, 1993). Gal4 &r ett protein fran
jast och bestar av en DNA-bindande domén och en aktiverande domén. Trots att Gal4
ar ett jastprotein har man kunnat visa att det kan aktivera transkription i olika

organismer, bade i bananflugan och 1 ménskliga celler. Detta tyder pé att likande
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mekanismer for genuttryck har bevarats over evolutionens géng (Busson & Pret, 2007,

Yamaguchi & Yoshida, 2018).

Det ar mojligt att skapa UAS-Gal4-fluglinjer som uttrycker Gal4 i hela organismen
eller 1 vivnader och organ sdsom 1 nerver eller i tarmen. For att utnyttja UAS-Gal4-
systemet pa detta sitt behovs en kdnd promotor som kan reglera uttrycket av Gal4, en
sa kallad Gal4-drivare. Da bananflugor som bar pa UAS-promotorn och korsas med
en Gal4-drivare kan uttrycket av gener drivas i hela flugan eller i specifika vivnader.
Gal4-transkriptionsfaktorn kan ddrmed aktivera transkriptionen av malgenerna genom
att binda till den cis-reglerande enheten vid UAS-regionen som finns kopplad bredvid
genen av intresse (figur 3). Nér drivargenen &r aktiv uttrycks Gal4-proteinet i cellerna
och gentranskription aktiveras. En synlig markor, till exempel, gront fluorescerande
protein (GFP), kan anvindas som markdr for att avgoéra om cellerna uttrycker Gal4-

protein (Duffy, 2002; Yamaguchi & Yoshida, 2018).

Gal4-drivare UAS-mailgen

x ;
== Promotor = Gal4 = ‘ UAS Gen av intresse ==
!
O
Gal4
protein

Avkomma

== Promotor (= Gal4.:’— Qﬁm

Figur 3. UAS-Gal4-systemet reglerar vivnadsspecifikt genuttryck i bananflugan.
Jasttranskriptionsfaktorn Gal4 har formigan att aktivera UAS-forstérkare och anvénds for att
kontrollera uttrycket av malgener. UAS aktiveras nir Gal4 binder till UAS-regionen. Med
hjélp av UAS-Gal4-systemet kan genaktiviteten i specifika utvecklingsstadium, celler och
vévnader regleras. I den hér studien anvindes bananflugor som dveruttrycker Kenny. Kenny
var kopplat till gront fluorescerande protein (GFP) (Yamaguchi & Yoshida, 2018). Figuren ér
skapad med programvaran Biorender.com.
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2.2. Bananflugans immunforsvar

I likhet med ménniskan har bananflugan utvecklat ett vilfungerande immunsystem.
Immunfoérsvaret 1 bananflugan dr sammansatt av olika viavnadstyper inklusive tarmen,
fettkroppen och hemocyter (Buchon et al., 2014). Bananflugan kan naturligt infekteras
via fodan av till exempel bakterier, svamp och virus. Hans Boman med flera (1972)
upptdckte ett inducerbart antibakteriellt immunforsvar hos bananflugan. Denna
upptidckt har resulterat 1 att bananflugan borjat utnyttjas for att studera
infektionssjukdomar (Hoffmann & Reichhart, 2002). Till skillnad frdn ménniskan har
bananflugan endast ett medfott immunférsvar och saknar det adaptiva
immunforsvaret. Eftersom bananflugan saknar ett adaptivt immunforsvar kan den inte
producera antikroppar och minnesceller for att forsvara sig mot skadliga
mikroorganismer eller molekyler (Jang et al., 2022). Bananflugans respons mot
infektioner som orsakats av mikroorganismer dr en process i flera steg, och resulterar
slutligen 1 transkription och utsondring av specifika gener (DiAngelo et al., 2009;
Dionne 2014). Den fysiska barridren utgors av epitelet och representerar den forsta
forsvarslinjen mot mikroorganismer. Det medfodda immunforsvaret aktiveras nér
mikroorganismer lyckas trdnga genom bananflugans kroppshéla och samverka med
epitelet. [ borjan av 1990-talet upptécktes transkriptionsfaktorn NF-kB. NF-«kB har en
viktig funktion vid regleringen av bananflugans immunférsvar (Hetru & Hoffmann,
2009). Bananflugans genom kodar for tre NF-kB-transkiptionsfaktorer, Dorsal-
relaterad immunfaktor (Dif), Dorsal och Relish. Bdde Dif och Dorsal dr homologer till
diaggdjurens Rel A och B samt c-Rel medan Relish dr homolog till ddggdjurens p100
och pl05. Bananflugans tre NF-kB-gener reglerar, bland annat uttrycket av
antimikrobiella peptider och proteiner (Hoffmann, 2003).

Olika patogener kan framkalla en reaktion och aktivera tvd NF-«xB
immunsignaleringsrackor, Imd- och Toll-signaleringsrickan i bananflugan (Leclerc &
Reichhart, 2004; DiAngelo et al., 2009; Tanji et al., 2010; Dionne 2014). Gemensamt
for bdda NF-kB-signaleringsrackorna dr att de kan reglera uttrycket av gener genom
att peptidoglykanigenkidnnande proteiner (PGRP) kan urskilja olika strukturer hos
bakteriella peptidoglykan. Dessa PGRP:s dr vil bevarade fran insekter till ddggdjur
och antas vara den huvudsakliga regleraren for en nedstroms aktivering av

signaleringsriackor och proteolytiska kaskader (Vaz et al., 2019). I bananflugan har det
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hittills identifierats tvd olika PGRP-receptorer: PGRP-LC och PGRP-LE som
aktiverar ~ Imd-signaleringsrackan.  Imd-signaleringsrackan  aktiveras  nér
diaminopimeliksyra (DAP)-peptidolglykaner frdn gramnegativa bakterier binder till
PGRP-receptorer, vilket fraimjar aktiveringen av Imd-signaleringsriackan. Till skillnad
frdn Imd-signaleringsridckan aktiveras Toll-signaleringrickan som respons mot
grampositiva bakterie- och svampinfektioner. Bdde Imd- och Toll-signaleringsriackan
aktiverar transkriptionen av olika malgener, vilket kan tyda pa att signaleringsridckorna
ar oberoende av varandra (Buchon et al., 2009a; Fukuyama et al., 2013; Myllymaéki et
al., 2014; Vaz 2019).

2.2.1 Vévnadsspecifikt immunforsvar 1 bananflugan

Tack vare metoder och tekniker som har utvecklats dr bananflugans tarm en relativt
simpel modell att anvidnda for att studera lokala immunresponser (Nehme et al., 2007).
I likhet med ménniskan har bananflugan en naturlig bakterieflora i tarmen. Tarmen
exponeras konstant for patogener och for att uppritthdlla homeostas behover
tarmepitelet konstant fornyas. I tarmen finns det ett peritrofiskt membran som hjilper
till att binda mikrober for att forhindra dem frdn att komma 1 kontakt med den
mittersta- och bakre tarmkanalen (figur 2). Enterocyterna ansvarar for utsondringen av
antimikrobiella peptider i bananflugans tarm (Apidianakis & Rahme, 2011). Studier
har visat att det sker fordndringar i genuttryck i tarmen som svar pa infektion.
Bananflugans tarmimmunforsvar bestar forutom av produktion av antimikrobiella
peptider dven av tre andra komponenter: produktion av reaktiva syreradikaler (ROS),
en fysikalisk barridr sdsom det peritofiska matrixet och fornyelse av epitelceller i
tarmen. Dessa fyra komponenter behovs for att uppritthalla tarmehomeostasen och i
kombination med bananflugans tarmlumen bidrar de till en fientlig miljé for mikrober
(Buchon et al., 2009a; Buchon et al., 2009b; Bonnay et al., 2013). Genetiska analyser
har visat att tarmimmunforsvaret i bananflugan framst regleras av utsondring av
antimikrobiella peptider som kontrolleras av Imd-signaleringsridckan och av en snabb
frisdttning av ROS med hjilp av nikotinamidadebubdunukleotidfosfat (NADPH)-
oxidasenzymet dubbeloxidas (Duox) (Buchon et al., 2009a). ROS och antimikrobiella
peptider anses vara komplementidra och antimikrobiella peptider behdvs for att
kontrollera ROS-resistenta bakterier (Kim & Lee 2014). Flugor med reducerad Duox-

aktivitet har visats vara kénsligare for tarminfektioner, vilket tyder pé att produktionen

14



av ROS ir viktigt for att upprétthdlla tarmhomeostas (Ha et al., 2005; Buchon et al.,
2014).

2.2.2 Fettkroppen producerar antimikrobiella peptider for att bekdmpa

infektion

For att bekdmpa patogener som lyckats tringa sig igenom epitelytan och invadera
kroppen, har bananflugan ett organ som kan bekdmpa infektioner, ndmligen
fettkroppen. Om patogener inte bekdmpas av epitelceller leder det till en s& kallad
systematisk immunrespons, som drivs av hemocyter i fettkroppen (Lemaitre &
Hoffmann 2007). Fettkroppen é&r ett organ med flera funktioner och har en central roll
vid regleringen av bananflugans dmnesomsittning och fungerar som primér lagring av
fett (Musselman et al., 2013; Musselman & Kuhnlein, 2018). Som svar pa infektion
samverkar fettkroppen med patogener och justerar metaboliska processer genom att,
bland annat, reglera nettoenergibalansen i bananflugan (Lemaitre & Hoffmann 2007;

DiAngelo et al., 2009; Martinez et al., 2020).

Det humorala immunforsvaret 1 bananflugan regleras d@ven av fettkroppen och baserar
sig pa att PGRP:s kdnner igen mikrober och aktiverar en av bananflugans tva
immunsignaleringsriackor, Toll- eller Imd-signaleringsrickan som resulterar i
produktion och utsondring av antimikrobiella peptider genom hemolymfan (DiAngelo
et al., 2009). Hos ddggdjur regleras denna process 1 tva olika celltyper av adipocyter
och makrofager (Vaibhvi et al., 2022).

2.2.3 Imd-signaleringsriackan

For att uppritthalla celluldr homeostas maste Imd-signalerinsrackan vara noggrant
reglerad 1 olika vdvnader. Bananflugans Imd-signaleringsriacka delar likheter med
diaggdjurens  tumornekrosfaktorreceptor  (TNFR)  -signaleringsrickan  och
nukleotidbindande oligomerisieringsdoméninnehéllande protein 2 (NOD2) -
signaleringsrackan. NF-kB behdvs for regleringen av det medfédda immunforsvaret
hos bade didggdjur och insekter. I bananflugan ansvarar Imd-signaleringsriackan for

aktiveringen av NF-«kB-transkriptionsfaktorn Relish. Imd-signaleringsrickan kan
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endast aktiveras av DAP-peptidoglykan som &r beroende av PGRP:s, vars uppgift ar
att kdnna igen gramnegativa bakterier (Gosh et al., 1998; Kaneko & Silverman, 2005;
Fukuyama et al., 2013). Niar DAP-peptidoglykan fran gramnegativa bakterier binder
till PGRP-LC eller PGRP-LE receptorer vid cellmembranet leder det till en
nedstromsaktivering av ett signaleringskomplex. Detta signaleringskomplex bestar av
dodsdoméninnehillande protein (Imd), Fas-associerat protein med dodsdomin
(FADD) och kaspas-8 homologen dddsrelaterat Ced-3/Nedd2-likt kaspas (Dredd) (Hu
& Yang, 2000; Georgel et al., 2001; Fukuyama et al., 2013). Dredd é&r ett kaspasprotein
och har atminstone tva viktiga funktioner i Imd-signaleringsridckan, att klyva Imd-
proteinet och klyva transkriptionsfaktorn Relish (Paquette et al., 2014; Kim et al.,
2014). Dredd aktiveras dd E3 ligaset Drosophila inhiberare av apoptos 2 (Diap2)
tillsdtter K63-ubikvitinkedjor pa Dredd, vilket aktiverar Dredds katalytiska formaga
(Meinander et al., 2012). Nir Dredd aktiveras klyver Dredd en 30 aminosyror lang
sekvens vid den N-terminala delen av Imd-proteinet, och Diap2 binder sedan till den
C-terminala delen av Dredd (Kim et al., 2014). Detta stimulerar en Diap2-medierad
Lysin-63 (K63) -kopplad ubikvitinering av Imd, Dredd och I-KappaB-kinas (IKK)-
komplexet (figur 4). Ubikvitinkedjorna pa Imd och Dredd antas dven erbjuda ett
bindningsstélle for TGF-B-aktiverat kinas 1/TAKI1-forknippar bindningsprotein 2
(Tak1/Tab2) -komplexet (Silverman et al., 2000; Paquette et al., 2010; Kleino &
Silverman 2019). Efter att Tab2/Tak1-komplexet rekryterats antas det fosforylera och
aktivera IKK-komplexet (Silverman et al., 2000). IKK-komplexet dr uppbyggt av tva
proteiner, Ird5 (eng. immune response deficient 5) och Kenny déir bada proteinerna
fungerar som bananflugans homologer till ddggdjurens IKK[3 och IKKy. Takl antas
fosforylera Ird5 och aktiverar dess kinasaktivitet. Dérefter kan Ird5 fosforylera Relish
vid Relsih N-terminala dnda. Relish klyvs sedan genom proteolytisk klyvning som
utfors av Dredd. Den inhiberande C-terminala delen av Relish behdver klyvas bort for
att Relish skall kunna translokera till cellkdrnan. Den klyvda C-terminala delen av
Relish stannar i cytoplasman déir den bryts ned (Stdven et al., 2000; Ertiirk-Hasdemir
et al., 2009). Nér Relish translokerat till cellkdrnan aktiveras malgener for Imd-
signaleringsriackan, vilket resulterar i transkriptionen av antimikrobiella peptider,
sasom Diptericin och uttryck av cytokiner (figur 4) (Fukuyama et al., 2013; Tsapras et
al., 2021; Jang et al., 2022).
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Figur 4. Imd-signaleringsrickan aktiveras som svar pa gramnegativ bakterieinfektion
genom att gramnegativa bakterier binder till transmembranproteinet PGRP-LCx. Detta
leder till aktivering av ett signaleringskomplex som bestar av ett dddsdoménprotein, dFADD
och kaspaset Dredd. Dredd maste aktiveras for att klyva Relish, och det sker genom att Diap2,
ett E3 ligas som tillsdtter ubikvitinkedjor till Dredd och Dredds katalytiska forméga aktiveras.
Kluvet Relish kan forflyttas till cellkdrnan och aktivera immungener, sisom antimikrobiella
peptider (AMP:s). Figuren &r skapad med programvaran Biorender.com.

Hos minniskan kan en dverdriven NF-«kB-aktivering leda till en 6kad risk for olika
sjukdomar, sdsom autoimmuna-, och inflammatoriska sjukdomar och cancer (Pikarsky
et al., 2004; Xia et al., 2014). For att upprétthalla vivnadshomeostas och frdmja
organismers Overlevnad maste NF-kB-signaleringsrickorna regleras noga. Ett
exempel &r regleringen av dédggdjurens och bananflugans IKK-komplex. IKK-
komplexet bryts ned under normala forhéllanden i autofagosmen for att forhindra NF-
kB-aktivering (Tusco et al.,, 2017). Nyligen har Metionin 1 (M1) -kopplad
ubikvitinering visats vara en viktig uppreglerare av NF-kB-signalering i bananflugan
och behdvs for att inducera stressassocierad inflammmation och forhindra infektion
orsakade av patogener (Aalto et al., 2022). Kaspaser och apoptosinhiberare (IAP) &r
tva typer av proteiner som kan uppreglera bade inflammation och himma apoptos i
bananflugan. IAP-proteiner dr viktiga for ubikvitinering av proteiner genom att de kan
rikta substrat for proteosomal nedbrytning samt att stabilisera och rekrytera proteiner
till proteinkomplex. Drosophila IAP-proteinet, Diap2 ir ett av bananflugans fyra IAP-

proteiner. Diap2 antas vara en nyckelreglerare av NF-kB-aktivitet och behdvs for bade
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en lokal immunaktivering i tarmens epitelceller och for ett systemiskt immunforsvar 1
fettkroppens celler. Det finns dven flera nedreglerare som &r involverade i att forhindra
en Overdriven aktivering av Imd-signaleringsriackan (Heteru & Hoffmann 2009; Li et
al., 2020). En av dem éar Drosophila interleukin-1(B-konverterande enzym (eng.
Drosophila interleukin-13-converting enzyme, DrICE), och ér ett effektorkaspas som
samverkar med Diap2. Under normala forhallanden bildar DrICE och Diap2 ett
komplex for att undvika NF-kB-formedlande inflammationsresponser i bananflugan
(Leulier et al., 2006; Dumétier et al., 2020; Kietz et al., 2022). Detta komplex styrs
sedan till proteasomen for nedbrytning (Kietz et al., 2022).

2.2.4 Kenny ér en viktig reglerare av Imd-signaleringsrackan

Kenny tillhoér bananflugans IKK-komplex och dr en viktig komponent 1 Imd-
signaleringsrdckan. Kennys framsta uppgift dr att fungera som stdllning for
kinaskomplexet for att reglera aktiveringen av Relish 1 flugan (Silverman et al., 2000).
Kenny har visats delta i celluldra processer sdsom nedbrytning av IKK-komplexet och
behovs for ett antibakteriellt immunforsvar (Valanne et al., 2011; Tusco et al., 2017;
Jacomin & Nezis 2019). IKK-komplexet bidrar till Relish-aktivering genom att
fosforylera Relish pé flera stillen (figur 4).

Kenny innehéller en létt kedja-3-samverkande region (LIR, fran eng. LC3 interacting
region), tva coiled coil-doméner (CC), en ubikvitinbindande domén och en
zinkfingerdomaén (figur 5). En LIR-domén finns vid den N-terminala &ndan av Kenny.
Denna LIR-domén behovs for att Kenny skall kunna samverka med andra proteiner
med LC3-doméner (Tusco et al.,, 2017; Jacomin & Nezis 2019). LIR-doménens
frimsta uppgift ar att fungera som en signaleringssekvens for autofagosomal
nedbrytning. Kenny har visats vara ett LC3-samverkande protein och behdvs for att
selektivt bryta ned IKK-komplexet for att forhindra en konstant aktivering av Imd-
signaleringsrackan (Tusco et al., 2017; Jacomin & Nezis 2019). Tidigare studier har
visat att Kenny huvudsakligen bryts ned genom autofagi och under normala
forhallanden samverkar Kenny med LC3 pa ett LIR-beroende sitt (Tusco et al., 2017).
Denna samverkan ér viktig for att transportera Kenny tillsammans med hela IKK-
komplexet, inklusive Ird5 till autofagosomer som transporterar dem vidare till

lysosomen for nedbrytning. Nar autofagi inhiberas kan Kenny ansamlas och borja
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aggregera. Det leder till att Relish kan aktiveras och det resulterar i en 6kning av
antimikrobiella peptider, vilket frdmjar inflammation och kan skada tarmepitelet hos

bananflugan (Tusco et al., 2017; Jacomin & Nezis 2019).
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Figur 5. Kennys doménstruktur. Kenny innehdller en LC3-interagerande region (LIR), tva
coiled coil (CC) dominer, en ubikvitinbindande i ABIN-och NEMO (UBAN)-domén och ett
zinkfingermotiv (ZnF). Figuren &r skapad i Biorender.com och inspirerad av Tusco et al.,
2017.

Minniskans IKK-komplex bestar av en reglerande underenhet NEMO och en
katalytisk underenhet som bestdr av nukledr faktor kappa-B-underenhet alfa-inhibitor
(IKKa) och nukledr faktor kappa-B-underenhet beta inhibitor (IKK). Ménniskans
NEMO motsvarar bananflugans Kenny (Henning et al., 2021). IKK-komplexet ar
viktigt for att reglera NF-kB-aktivitet och aktivera genuttrycket hos bade méinniskan
och bananflugan. Dessutom hat IKK-komplexet visats aktiveras av M1-och K63-
ubikvitinkedjor (Aalto et al., 2019; Herhaus et al., 2019). NEMO fridmjar IKK
aktivering genom att binda till polyubikvitinkedjor som svar pa tidig NF-kB-aktivering
(Tokunaga et al., 2009; Ko et al., 2022). Liknande upptéickter har dven gjorts i
bananflugan. Aalto med flera (2019) visade nyligen att Diap2 inte bara inducerade
K63-ubikvitinering av Kenny utan dven 6kade M1-ubikvitinering av Kenny nir Imd-
signaleringsrackan dr aktiverad. Detta antyder dven pa att bade K63-lankad och M1-
lankad ubikvitinering dr viktig for regleringen av NF-kB-signaleringsridckan hos bade

ddggdjur och bananflugan (Aalto et al., 2019).

2.2.5 Antimikrobiella peptider produceras som svar pé infektion

Antimikrobiella peptider dr viktiga for att uppritthilla en god hilsa savdl hos
bananflugan som minniskan (Boman et al., 1972; Buchon et al., 2014; Marra et al.,
2021). For en fungerande immunrespons i bananflugan, behdver antimikrobiella
peptider produceras. Antimikrobiella peptider har en viktig funktion 1 det medfédda

immunforsvaret med svampdddande eller antibakteriell aktivitet genom att forstora
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cellmembranet hos invaderande mikrober och patogener (Hanson et al.,, 2019a;
Hanson et al., 2019b; Marra et al., 2021). Immunsystemet producerar antimikrobiella
peptider som regleras av bananflugans bada NF-xB-signaleringsridckor, Imd- och Toll-
signaleringsrackan (Hanson et al., 2019b). Antimikrobiella peptider har dven visat sig
behovas for en nedstromsaktivering av Imd-signaleringsrdckan for att motstd
infektioner orsakade av gramnegativa bakterier. Nedreglering av antimikrobiella
peptider har associerats med rubbningar i tarmhomeostasen 1 bananflugan (Hanson et

al., 2022).

Antimikrobiella peptider maste vara tillrackligt effektiva for att doda skadliga
patogener utan att skada friska védvnader eller komponenter som tillhor
vardorganismen. Felreglering av produktionen av antimikrobiella peptider kan ddrmed
vara ett hot mot hdlsan. Nivaerna av antimikrobiella peptider har visats variera med
aldern. Vid normalt &ldrande 0kar nivderna av antimikrobiella peptider, vilket kan 6ka
risken for utvecklingen av kroniska inflammatoriska sjukdomar som senare leder till
celldod (Hanson et al., 2019b). I bananflugan har det observerats sju klasser av
antimikrobiella peptider och dessa indelas 1 tre grupper enligt deras mikrobiella
huvudmal. Négra av dessa klasser ér till exempel Attacin, Diptericin och Drosocin
(Leclerc & Reichhart, 2004; Hanson et al., 2019b; Marra et al., 2021). Tidigare studier
har dven visat att antimikrobiella peptider kan fungera ensamma och rikta sig mot
specifika mikrober for att effektivt bekdmpa infektioner orsakade av specifika
bakterier genom att aktivera transkriptionen av en specifik antimikrobiell peptid
(Hanson et al., 2019a; Hanson et al, 2019b). Vid bakterieinfektioner kan
transkriptionen av flera olika klasser av antimikrobiella peptider aktiveras. For att
bekdmpa specifika bakterieinfektioner har transkriptionen av flera antimikrobiella
peptider visat fungera mindre effektivt (Hanson et al., 2019b). Darfor &r det viktigt att
forsta hur antimikrobiella peptider fungerar och forstd mot vilka typer av mikrober de
ar mest effektiva mot for att i framtiden kunna utveckla nya likemedel och fa béttre
forstaelse av hur man skall behandla sjukdomar orsakade av insekter (Hanson et al.,

2019a).
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2.3 Ubikvitinering reglerar Imd-signaleringsrickan

Ubikvitin dr viktigt 1 Imd-signaleringen och deltar i regleringen av det medfodda
immunforsvaret hos bananflugan. Ubikvitinering 4r en viktig post-translationell
modifiering som reglerar aktiviteten hos proteiner och bindningen av
ubikvitinmolekyler till proteiner for transport till lysosomen och proteasomen for
nedbrytning. Ubikvitin &r ett 76 aminosyror stort protein och reglerar manga olika
celluldra processer genom att tillsdtta ubikvitinmolekyler till maélproteiner via
kovalenta bindningar. Bildningen av ubikvitinkedjor sker genom en enzymatisk
process 1 tre steg (Li et al., 2016; Cockram et al., 2021; Damgaard 2021). Denna
process involverar tre enzymgrupper, ubikvitin-aktiverande enzym (E1),
ubikvitinkonjugerande enzym (E2) och ubikvitinligas (E3) (figur 6). Ubikvitineringen
startar med att E1 aktiveras med hjélp av energi i form av adenosintrifosfat (ATP) for
att sedan binda till den C-terminala delen av ubikvitinmolekylen. E1 innehaller en E2-
bindande domén. Aktiverat E1-komplex binder till E2 for att E2 skall kunna katalysera
overforingen av ubikvitin fran E1-komplexet till E2 med hjdlp av en transesterifierings
reaktion. E1 maste forst 16sgoras frén E2 for att E3-ligaset skall kunna binda till E2.
E3 binder bade till substratet och E2 tillsammans med ubikvitinmolekylen, vilket
mdjliggdr Overforing av ubikvitinmolekyler till substratet (figur 6). E3
ubikvitinligaserna reglerar flera funktioner i cellen, bland annat cellcykeln, transport
av cykliner for nedbrytning, igenkdnning av substrat for ubikvitinering och transport
till proteasomen for nedbrytning (figur 6). Ubikvitinmolekylerna &r bundna till
varandra och formar en ubikvitinkedja som tillsétts pa malproteiner. Ubikvitin har sju
olika lysinrester (K6, K11, K25, K29, K33, K48 och K63) och en N-terminal
metioninrest (M 1), som kan utnyttjas for att bilda ubikvitinkedjor (Komander, 2009;
Hu & Sun, 2016; French et al., 2021). Ubikvitin kan binda till malproteiner som en
monomer eller bilda en polyubikvitinkedja. Ubikvitinkedjor varierar i storlek och
struktur (Li & Ye, 2008). Nér en ubikvitinmolekyl eller ubikvitinkedja dr bunden till
ett mélprotein kan andra signalproteiner som innehaller ubikvitinbindande doméner
(UBD) samverka med ubikvitinmolekylen eller ubikvitinkedjan (Hurley et al., 2006).
Ubikvitinkedjan avldgsnas med hjilp av deubikvitinaser (DUB:er) varefter
ubikvitinmolekylerna kan sedan dteranvéndas (Swatek & Komander 2016). Enstaka

ubikvitinmolekyler och ubikvitinkedjor kan ldnkas samman och kénns igen av
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specifika UBD-dominer. Ubikvitin fungerar som ett byggelement som proteiner med
UBD-doméner kan binda till via icke-kovalenta bindningar for att driva signaleringen
vidare eller fOr att stabilisera ett komplex. Fram tills idag har det identifierats 20 UBD-
domaéner som till strukturen ar olika och kan binda till olika ubikvitinmolekyler och
ubikvitinkedjor. Specifika ubikvitinmolekyler samverkar med UBD-doméner och
denna samverkan ar viktig vid regleringen av celluldra processer, sisom reglering av
proteinstabilitet, och respons mot DNA-skador (Dikic et al., 2009). P& proteasomen
finns det specifika UBD-doméner som autofagimaskineriet kan binda till. Det leder
till ubikvitinering och nedbrytning av proteiner med mairkta ubikvitinkedjor (Dittmar

& Winklofer 2020).

De vanligaste ubikvitinkedjorna som reglerar NF-«kB signaleringskaskaderna dr K63-,
K48-, och M1-ubikvitinkedjor. K63- och M1-polyubikvitinkedjor har dven visats ha
en viktig funktion 1 Imd-signaleringsrickan da E3-ligaset kan bilda
polyubikvitinkedjor pd signaleringsproteiner som tillhdr signaleringsrickan. K63-
ubikvitinkedjor som har tillsatts av Diap2 har visat sig kunna aktivera Dredds
katalytiska formaga medan Diap2 har visat sig kunna tillsatta K63-ubikvitinkedjor till
bade Imd-proteinet och Dredd (Paquette et al., 2010, Meinander et al., 2012). Dredds
aktivitet regleras av ubikvitinering och om Dredd inte &r aktiverat sker ingen klyvning
av Relish. Vid bakteriell infektion har det visats att M1-ubikvitinering krdvs for
aktivering av NF-xB 1 tarmen och en forhdjd M1-ubikvitinkedjebildning under
normala forhdllanden kan driva kronisk tarminflammation i bananflugan (Aalto et al.,

2019).
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Figur 6. Oversikt av ubikvitin-proteasomsystemet. (A) Ubikvitiering &r en trestegs
enzymatisk kaskad som involverar ubikvitin-aktiverande enzym (E1), ubikvitinkonjugerande
enzym (E2) och ubikvitinligas (E3) for att kunna fasta ubikvitinmolekyler (ub) till
malproteiner. (B) Det ubikvitinerade malproteinet kénns igen av 26S-proteasomen och
lysosomen dir nedbrytningen av peptider och aminosyror sker. Deubikvitinaser (DUB:er)
avldgsnar polyubikvitinkedjor fran proteiner for att uppréitthdlla en intracelluldr balans av
ubikvitinnivaer. Figuren ar skapad i Biorender.com.

2.4 Autofagi-formedlad lysosomal nedbrytning

Ubikvitinering leder till bade proteasomal nedbrytning och lysosomal nedbrytning via
autofagi. Autofagi dr en evolutionért vilbevarad biologisk process dér celler bryter ned
cytoplasmiskt material, organeller eller proteiner och invaderande bakterier och virus
(Nezis, 2012; Liu et al., 2016; Rahman et al., 2022). Vid optimala fysiologiska
forhallanden finns det en balans mellan produktionen av nya cellulira komponenter
eller proteiner och eliminering av dverflodiga och skadade komponenter (Liu et al.,
2016). Autofagi ar en katabolisk process dér ett isoleringsmembran samlar in onddigt
celluldrt material for att bilda autofagosomer som smélter samman med lysosomen for

att sedan bryta ned innehallet 1 autofagosomen (Barlett et al., 2011; Jain et al., 2015).

Autofagi aktiveras nér ett isoleringsmembran, en fagofor, bildas 1 cytoplasman och en
autofagosom bildas i1 cellen. Ddrefter kan autofagosomen smélta samman med
lysosomen for att bilda en autolysosom. I autolysosomen bryts det sekvenserade

materialet ned med hjélp av lysosomala hydrolaser. Nedbrytningen av cytoplasmiskt
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material dr en selektiv process och sker med hjidlp av specifika receptorproteiner.
Selektiva autofagireceptorer innehaller vanligtvis korta LIR-regioner som binder till
bararproteiner som &r 1 direkt samverkan med proteiner som tillhor LC3-
proteinfamiljen. Detta mojliggodr autofagireglerad nedbrytning av autofagosomerna
(Nezis, 2012; Jain et al., 2015; Liu et al., 2016). Hos ddggdjur har det identifierats tvé
familjer av LC3-proteiner; mikrotubuli associerat protein 1A/1B ljuskedja 3B
(MAPILC3) eller LC3 och gammaaminosmdrsyrareceptor associerat protein
(GABARAP) som samverkar med proteiner som innehéller ett LIR-motiv. LIR-
motiven behovs for att de skall kunna samverka med de autofagosomala
membranproteiner som tillhor LC3-proteinfamiljen. I bananflugan har det identifierats
tva olika LC3-proteiner, LC3a och LC3b. Studier 1 flugor har visat att endast hanar
kan uttrycka LC3b och dérfor antas LC3b vara viktigt for hanars fertilitet (Rahman et
al., 2022). Hos diaggdjur har man identifierat sex proteiner, p62, NBR1, NDP62, Nix,
optineurin och STbd och kidnnetecknas som receptorer for selektiv autofagi.
Gemensamt for dessa proteiner &r att de innehéller en LIR-domén, vilket &r viktigt for
att samverka med autofagosomalt membranprotein LC3. Utdver en LIR-domén har
manga autofagireceptorer d&ven en ubikvitinbindande domén (UBD). I bananflugan har
Ref(2)P identifierats som en receptor for autofagi. Ref(2)P &r homolog till ménniskans
Sekvestom-1 protein (SQSTM1) eller mera kénd som p62 (Nezis et al., 2012; Rahman
et al., 2022; Tsapras et al., 2022).

2.5 Ref(2)P fungerar som en selektiv receptor for autofagi 1 bananflugan
2.5.1 p62 och Ref(2)P

Déggdjurens p62 dr ett multifunktionellt protein involverat 1 flera
signaltransduktionsvigar och kan bland annat markera ubikvitinerade proteiner for
autofagosomal nedbrytning (Nezis et al., 2008). Utdver ubikvitinering regleras p62
ocksd av post-translationella mekanismer sasom fosforylering, acetylering och
proteolytiska processer (Lamark et al., 2009; Henning et al., 2021). p62 ir ett 440
aminosyror stort protein och bestér av en PB1-domén, en ZZ-domén, en TNF-receptor-
associerad faktor 6-bindningsdomin (TRAF6), en LIR-domin, en Kelch-liknande
ECH-associerat protein 1-domén (Keapl) och en UBA-domin (Ciuffa et al., 2015).
Via p62:s UBA-domén kan ubikvitinkedjor binda till LC3 via LIR-doménen vid p62:s

C-terminala del, vilket resulterar i autofagosomal nedbrytning. Dértill innehéller p62
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en lang IDR- region (eng. intrinsically discorded region) (figur 7). IDR-regionen
mojliggdr bindning till olika integrerande proteiner sdisom LC3 och Keap1 (Berkamp
et al., 2020; Henning et al., 2021). p62 antas vara ett viktigt autofagi-reglerade protein
som frédmjar samspel mellan olika signaleringsrackor och celluldra processer, sisom
aktiveringen av NF-«kB och aktiveringen av mitogenaktiverande proteinkinaser (MAP-
kinaser). Detta antyder dven att p62 kan delta i regleringen av viktiga biologiska
processer sdsom oxidativ stress, inflammation och tumoérutveckling. Ett flertal studier
har visat att autofagi kan minska tumoérutveckling genom att nedreglera p62-
proteinnivaer (Su et al., 2015; Henning et al., 2021). Mutationer i p62-proteiner eller
fellokalisering av p62-proteiner antas &ven delta i regleringen av aldrande,
metaboliska-och neurogenerativa sjukdomar (Henning et al., 2021). Studier kring
forlust av p62 har visats orsaka storningar hos protein-proteininteraktioner eller
fellokalisering av proteiner. Endast ett fatal studier har gjorts for att undersoka p62
funktion 1 specifika vdvnader. Mycket tyder pé att laga nivaer av p62 leder till 6kad

fosforylering medan forlust av p62 frimjar tumorutveckling (Kumar et al., 2022).

Ref(2)P dr en homolog till p62 och dr ett 599 aminosyror stort protein som
identifierades 1 samband med en screening ddr man undersokte olika modifierare av
sigmavirus (Carré-Mloukka et al., 2007; Nezis et al., 2008; Jang et al., 2015).
Sigmaviruset dr kanske det mest studerade viruset av Drosophila melanogaster-virus
och finns utbrett hos naturliga populationer av bananflugan. Virusforskning i
bananflugan ledde till upptickt av Ref(2)P-generna som anses vara viktiga for att
forhindra virusforokning i cellerna. Ref(2)P finns beldget fritt i cytoplasman och i
autofagosomer (Dezelee et al., 1989; Lemaitre & Hoffmann, 2007; Pircs et al., 2012;
Nagy et al., 2014). Ref(2)P fungerar d4ven som en selektiv autofagireceptor genom att
Ref(2)P kénner igen och binder till skadade eller onddiga proteiner och organeller for
att sedan transportera dem till lysosomen for nedbrytning. Detta hjilper till att
upprétthalla cellens funktioner genom att transportera bort avfall for att upprétthélla
en intracelluldr balans i cellen. Ref(2)P-doménerna bestdr av en proteinbindnade
domién (PB1), en zinkfingerdomén (ZZ), en LIR domén och en ubikvitinbindande
doméin (UBA) (Barlett et al., 2011). PB1-doménen finns vid den N-terminala delen av
Ref(2)P, vid aminosyrorna 3-88, medan ZZ fingerdomdnen finns mellan
aminosyrorna 122—-173, LIR-doménen finns mellan aminosyrorna 451-458 och UBA-

domidnen finns vid C-terminus mellan aminosyrorna 550-595 (figur 7) (Carré-
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Mloukka et al., 2007; Nezis et al., 2008; Nezis, 2012). PB1-dominen &r viktiga for
sjdlvoligomerisering och bindning till andra proteinkinas C (PKC)-doméner. LIR-
doménen behovs for att samverka med proteiner som tillhdr LC3-proteinfamiljen.
Denna samverkan &r viktig for att selektivt bryta ner Ref(2)P via autofagi. Ref(2)P:s
LIR-domédn agerar dven som ett adapterprotein fOr transport av ubikvitinerade
molekyler till autofagosomen for nedbrytning (Pircs et al., 2012). Ref(2)P kan
samverka med proteiner fista med ubikvitin eller polyubikvitinkedjor via LIR-
doménen (Nilangekar et al., 2019). Studier har visat att bade PBl-och UBA-
domaénerna behovs for att bilda proteinaggregat och en minskad autofagiaktivitet leder
till ansamling av Ref(2)P-aggregat, vilket antyder att kan Ref(2)P fungera som en
markor for autofagiaktivitet (Nezis et al., 2008; Bartlett et al., 2011; Nilangekar et al.,
2019).

p62 N

PB1 — ZZ —— TRAF6 LIR - KIR — UBA
1 102 122 167 228 233 336 341 346 359 389 434

C

Ref(2)P N PBl — 77 LIR ——  UBA —C

3 88 122 173 451 458 550 595

Figur 7. Domiénstrukturen for diggdjurens p62 och bananflugans Ref(2)P. p62 och
Ref(2)P har liknande dominstruktur och innehdller en protein bindande domén (PB1), en
zinkfinger domén (ZZ), en LIR domin, en ubikvitinbindande doman (UBA). p62 har dessutom
en TNF-receptor-associerad faktor 6-bindningsdomén (TRAF6) och en Keap-interagerande
region (KIR). Figuren skapad i Biorender.com.

2.5.2 Ref(2)P och Kenny samverkar via LIR-motiv

Ar 2022 visade Rahman med flera att bide Ref(2)P och Kenny samverkar med
LC3FAT via LIR-motiv. Bade Ref(2)P och Kenny ackumulerades 1 flugor med
mutationer 1 LC3-proteinet, vilket tyder pd att LIR-motivet &ar viktigt for
autofagireglerad nedbrytning av Ref(2)P och Kenny (Nezis et al., 2008; Rahman et al.,
2022). Dessutom rekryterar ackumulerad Kenny, som bildar cytoplasmiska aggregat,
Ref(2) till sig. Detta observerades i autofagi-inhiberade flugvivnader, sdsom i hjdrnan,
fettkroppen och tarmen hos bananflugan (Tusco et al., 2017). Tidigare resultat antyder
att Ref(2)P behovs for NF-kB-aktivering men om Ref(2)P kan binda till ubikvitinerade
proteiner som tillhor NF-kB-signaleringsrickan dr outforskat (Liu et al., 2016;

Rahman et al., 2022)
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2.5.3 p62 1 NF-kB-signalering

Under normala forhdllanden halls p62 inaktiverat i cellen for att forhindra att UBA -
doménen skall binda till ubikvitinmolekyler. Autolysosomer bryter ned p62 for att
forhindra att p62 ackumuleras i1 cellen (Zhang et al., 2016; Islam et al., 2018).
Mainniskans transkriptionsfaktor NF-kB bestar av fem medlemmar som fungerar som
homo-och heterodimera komplex. NF-kB dr viktigt och behovs for att upprétthélla
epitelhomeostas i1 tarmen. Under normala forhallanden halls NF-kB inaktiverat 1
cytoplasman bundet till IkB-proteiner som markerar och blockerar
karnlokaliseringssignaler. Ndr NF-kB aktiveras binder de till specifika DNA-
sekvenser pd mélgener som innehaller kB-element. Dessa reglerar transkriptionen av
gener som reglerar anti-apoptotiska reaktioner i cellen, inflammatoriska processer och
tumdrutveckling (Zhong et al., 2016). Aven hos diggdjur har IKK-komplexet en
visentlig roll i aktiveringen av NF-kB (Ghosh & Karin, 2002). Diaggdjurens IKK-
komplex bestdr av tvd kinaser IKKa och IKKf samt en reglerande subenhet IKKy
(NEMO). Ubikvitinering av NEMO antas vara viktig for NF-kB-aktivering och p62
har visats reglera olika signaleringsriackor och ubikvitinering antas dven p62 kunna
reglera aktiveringen av NF-xB framst for att frimja inflammation och tumorutveckling
(Duran et al., 2014; Zotti et al., 2014). Detta upptéicktes di Zotti med flera undersokte
potentiella proteiner som kan sammankopplas med IKK-komplexet och behovs for att
reglera NF-kB-aktivitet. De visade att p62 kan reglera ubikvitineringen av NEMO
genom att p62 samverkar och behdvs for TRAF6-formelad ubikvitinering av NEMO
(Zotti et al., 2014). Dessutom har andra studier visat att p62 kan fungera som en viktig
ubikvitinmodulerare via dess UBA-domén och binda till ubikvitinerade substrat som
p62 antas ansamla och transporteras dem till autofagosomer (Wooten et al., 2005;
Islam et al., 2018). Senare har p62:s UBA-domén uppvisat en preferens for K63-
ubikvitinerade proteiner, vilket stoder antaganden om att p62 kan reglera
ubikvitineringen av NEMO och ger oss bittre forstaelse av hur olika molekyléra

mekanismer reglerar NF-kB-aktiveringen i celler.
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3. Malséttningar

Den huvudsakliga mélsdttningen for denna avhandling var att undersoka ifall Ref(2)P
deltar 1 regleringen av Imd-signaleringsrackan genom samverkan mellan Ref(2)P och
Imd-signaleringskomponenten ~ Kenny. NF-kB-aktivering genom  Imd-
signaleringsrdckan behdvs for att reglera transkriptionen av antimikrobiella peptider
och krivs for att flugor skall Gverleva tarminfektioner orsakade av gramnegativa
bakterier. Séledes dr min hypotes att Ref(2)P behovs for en effektiv NF-kB-aktivering

och paverkar stabiliteten av Kenny i tarmen hos bananflugan.

Den fOrsta malsittningen var att studera om Ref(2)P-nivderna pdverkas av
gramnegativ bakterieinfektion. Detta undersoktes genom att mata flugor med
gramnegativa bakterier och utféra Western blot analyser pd material isolerat fran

infekterade bananflugor.

Den andra malséttningen var att undersoka om Ref(2)P paverkar immunforsvaret i
tarmen. Detta undersoktes genom att utfora Overlevnadsanalyser pa Ref(2)P-
flugmutanter infekterade med gramnegativa bakterier. Dessutom undersoktes Ref(2)P-
flugmutanternas forméga att aktivera NF-«B med hjélp av kvantitativa PCR-analyser

pa material isolerat frdn tarmen pé infekterade bananflugor.

Den tredje malsdttningen var att undersdka om Ref(2)P samverkar med Imd-
signaleringsformedlaren Kenny. Detta undersoktes genom att transfektera Kenny i S2-
celler och overuttrycka Kenny i bananflugan. Dessutom undersokte jag bade om
Ref(2)P-Kenny samverkan paverkas av Diap2 i S2-celler och om Ref(2)P paverkar
stabiliteten av Kenny in vivo efter gramnegativ bakterieinfektion. Dérefter utfordes
immunoprecipiteringsexperiment och Western blot analyser pd material isolerat fran

S2-celler och hela bananflugor.

Den fjdrde mélséttningen for avhandlingen var att undersoka ifall Ref(2)P och Kenny
samverkan dr beroende av ubikvitinerade signaleringsmolekyler i bananflugan. Detta
undersoktes genom att utféra immunoprecipiteringsexperiment for Kenny fran
material isolerat fran bananflugor. Dessutom behandlades

immunoprecipiteringsproverna med deubikvitinerade enzymer for att klyva
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ubikvitinkedjor i immunoprecipiteringsproverna och Western blot analyser gjordes for

att detektera Ref(2)P-proteinnivaer.
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4. Material och metoder

4.1 Bakterieodling

I denna studie anvidndes den gramnegativa bakteriestammen Erwinia carotovora
carotovora (Eccl5) for att infektera fluglinjer. Bakteriestammen Eccl5 kan infektera
bananflugan och starta en immunrespons utan att bakterien dr en ménsklig patogen
(Leclerc & Reichhart 2004). Bakteriestammen odlades i1 autoklaverat LB-medium
(20g LB-Broth [Sigma-Aldrich] 1 1 liter destillerat vatten) genom att en steril ogla
doppades 1 en koncentrerad FEccl5-glycerolstocklosning. Bakterieodlingen
inkuberades sedan 129 °C i cirka 16 timmar for att lata bakterierna proliferera. Dérefter
skordades bakterierna genom centrifugering vid 4000 rpm, 10 °C i 20 minuter varefter
supernatanten avldgsnades. Bakteriepelleten 16stes upp 1 LB-medium och den optiska
densiteten (OD) justerades. Bakterierna forvarades i kylskép tills de anvéndes for

experiment.

4.2 Uppfodning av flugor och bananflugans diet

Bananflugan har en relativt regelbunden dygnsrytm. Bananflugorna fods upp i
plasttuber med lock som forvarades i 25° C inkubatorer med en 12 timmar ljus-
morkerperiod. Flugorna matades med Nutri-fly Bloomington Formulation (Dutscher
Scientific, Essex, Storbritannien) och maten bots ut var tredje vecka. Flugmaten
tillreddes genom att blanda en pase Nutri-fly BF som bestod av 17 g jast, 10 sojam;jol,
73 g majsmjol, 46 g malt extrakt, 6 g agar och 80 ml majssirap som blandades ut i 1
liter vatten som renats via osmos (RO-vatten) tillsammans med konserveringsmedel,

10 % Tegosept/Nipagin (Apex, USA) och 99 % propansyra (Sigma-Aldrich, USA).
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Tabell 1. Fluglinjer som anvéndes for orala infektionsexperiment och for kvantitativa PCR
experiment.

Canton® CS Vildtyp Gava av Prof. H. Jacobs

Bloomington Drosophila

w18 Glazed/CurlyO |Glazed Markorlinje
stock center

w18 Ref(2)PO4? Ref(2)P°2  |Deletion av PB1 i Ref(2)P |Gava av E. Baehrecke

w!li8; Ref(2)pOd Ref(2)P°  |Deletion av UBA i Ref(2)P |(Giva av E. Baehrecke

INonsensmutation som Gava av Prof. P. Meier
1118. 4 4
W Key'/CyO e avbryter Kenny genen (Rutschmann et al., 2000)
w18 UbiGal4;UAS- [UAS-GFP-  |GFP-Kenny transgen, Bloomington Drosophila
GFP-Kenny Kenny driven av UbiGal4 stock center

. . . . Gava av Prof. F. Leulier

1118. 7c 7c _

w' % Diap2 Diap2 Deletion av Diap2-genen (Leulier et al 2006)

4.3 Overlevnadsexperiment

For att studera bananflugans dverlevnadsformaga vid bakterieinfektion anvéndes en
kontrollfluga Glazed och flugor med mutationer i Ref(2)P-proteiner. Bananflugornas
overlevnad studerades genom att infektera flugorna med den gramnegativa
bakteriestammen Ecc/5. Ett Whatmanpapper placerades pé bottnet av en plasttub och
for att infektera flugorna tillsattes en bakterie-sukroslosning pd Whatmanpappret.
Bakterie-sukroslosningen bestod till 50 procent av Eccl5-bakteriesuspension med den
optiska densiteten 0,1+ 0,02 och till 50 procent av en femprocentig sukroslosning. For
varje fluglinje anvéndes 10 hanar och 10 honor i varje experiment, det vill sdga 20
flugor valdes ut. Flugorna placerades 1 plasttuben och de fick fritt dta av bakterie-
sukroslosningen. Efter 24 timmar riknades antalet 6verlevande flugor. De dverlevande
flugorna placerades i en ny tub med ny bakterie-sukroslosning av samma
koncentration som hade tillsatts pa ett nytt Whatmanpapper. Samma process
upprepades efter varje 24 timmar tills det hade gatt 72 timmar. Procenten och
medeltalet av antalet overlevande flugor rdknades ut med Excel. Grafer gjordes
utgdende fran resultaten med programvaran Graphpad Prism genom att anvdnda en

tva-vigs ANOV A-analys med fortroendeintervallet 95 %.

31



4.4 Undersokning av samverkan mellan Ref(2)P och Kenny 1 S2-celler
4.4.1 Odling av S2-celler

Schneider-2-celler (S2-celler) dr en makrofag-liknande cellinje och hiarstammar frén
priméra kulturer av 20—24 timmar gamla Drosophila-embryon (Ivey-Hoyle, 1991; Lee
et al., 2013). S2-cellerna odlades 1 rumstemperatur 1 75 kvadratcentimeters
cellodlingsflaskor dir S2-cellerna kunde véxa béde i suspension och bilda ett 16st
monolager. Cellodlingsmediet som anvéndes var Schneiders insektmedium (Sigma-
Aldrich, USA). Till cellodlingsmediet tillsattes 10 % fetalt kalvserum (FBS) [Biowest,
Frankrike], 2 mM 1 % L-glutamin (Gibco, USA) och 100 U penicillin och 0,1 mg/ml
streptomycin (Gibco, USA). Kulturen av S2-celler upprittholls i1 steril miljo. S2-
cellerna anvindes som uttryckningssystem for att undersdka proteininteraktioner i

Drosophila-celler.
4.4.2 Transfektion av S2-celler

Malet med transfektionen var att uttrycka protein i S2-celler for att studera ifall Imd-
signaleringsformedlaren Kenny kan samverka med Ref(2)P. For att uttrycka proteiner
1 S2-cellerna anvéndes plasmider. For att reglera plasmidernas genuttryck anviandes
pMT-plasmider som innehdll promotorn metallotionein (MT), en DNA-forstirkare
som aktiverades vid tillsats av koppar (Olsen et al., 1992). Transfektionen utfordes i
10 centimeters cellodlingsplattor och for att ha tillrdckligt med celler uppskattades
cellernas konfluensgrad till cirka 100 % i en 75 kvadratcentimeters cellodlingsflaska.
Transfektionen utfordes 1 steril miljo och ett Effectene-kit (Quiagen, Nederldnderna)
anvindes. Effectene-kittet 4r en icke-liposomal transfektionsreagens och innehaller en
buffert, en fOrstirkare och en effectene-buffert. For att uppnd bittre
transfektionseffektivitet anvindes Effectene-kittet tillsammans med en specifik DNA-
forstirkare och en optimerad buffert. Kopparsulfat (CuSOa) tillsattes for att aktivera
MT-promotorn som reglerar proteinsyntesen under specifika forhallanden. Dartill
studerades dven om Ref(2)P-Kenny interaktionen kan paverkas av Diap2. Déarfor
anviandes plasmider som kodar for tvd Imd-signaleringsférmedlare, Kenny och
vildtyps Diap2 samt en muterad form av Diap2 (Diap2-F496A) som saknar E3-
ligasaktivitet. S2-cellerna transfekterades totalt med 1 pg DNA per prov (tabell 2). Det
forbereddes dven ett kontrollprov som enbart innehdll 1 pg mock DNA, det vill sdga
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ett prov med en tom plasmid. Kontrollprovet anvidndes for att utesluta att de

transfekterade proteinerna ospecifikt bundit till agaroskulorna.

For att starta transfektionen dverfordes 15 ml konfluenta S2-celler i suspension till ett
provror, varefter cellerna centrifugerades 5 minuter i 1000 rpm. Supernatanten
avlagsnades och cellpelleten l6stes forsiktigt upp i en ldmplig mingd Schneiders
insektmedium, 1 ml per prov. S2-cellerna kultiverades i 10 cm cellskélar varav 9 ml
av Schneiders insektmedium tillsattes och 1 ml celler pipeterades till varje
cellodlingsplatta. 1 pg plasmid anvidndes och utrdknades pa basen av plasmidernas
koncentration och tillsattes 1 500 pl DNA-kondenseringsbuffert. Darefter tillsattes 20
pul  effectene buffert och 16 pl  forstirkare till varje plasmid-och
transfektionsbuffertlosning, och proven blandades genom suspension och inkuberades
sedan 1 10 minuter 1 rumstemperatur. Transfektionsldsningen tillsattes sedan droppvis
till varje enskild cellodlingsplatta, varefter cellodlingsplattan blandades om forsiktigt
och ordentligt. Cellodlingsplattorna inkuberades 1 cirka 16 timmar vid

rumstemperatur.

Foljande morgon ersattes cellodlingsmediet med féarskt cellodlingsmedium. Det
gjordes genom att suga upp och overfora cellodlingsmediet med de transfekterade
cellerna fran varje enskild cellodlingplatta till ett eget provror. For att ta tillvara de
transfekterade S2-cellerna centrifugerades provroren 4 minuter i 1000 rpm.
Cellpelleten som bildades togs tillvara, supernatanten avldgsnades och S2-cellerna
16stes upp 1 10 ml farskt odlingsmedium, varefter S2-cellerna tillsattes tillbaka till ratt
odlingsplatta. 7 timmar senare tillsattes 500 uM CuSOa4 {6r att inducera transfektionen.
16 timmar efter att transkriptionen hade inducerats skordades S2-cellerna genom att
centrifugera cellerna 5 minuter vid 1000 rpm for att samla cellerna till en pellet.
Supernatanten avldgsnades och S2-cellerna tvittades med 1 ml 1x kall fosfatbuffrad
saltlosning (PBS, Merdicagi AB, Sverige) och centrifugerades sedan med snabbspinn

och PBS: en avldgsnades.
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Tabell 2: Plasmider som anvéndes i detta forskningsprojekt.

Mock pMT-V5-His Géva av Prof. P. Meier
Kenny-V5 pMT-V5-Kenny-V5 | Gava av Prof. P. Meier
Diap2 pAc5-DIAP2 Gava av Prof. P. Meier
Diap2-F496A-mutant | pAc5-Diap2-F496A | Géva av Prof. P. Meier

4.5 Immunoprecipitering

4.5.1 Utvinna protein fran fluglysat och lysat frén flugtarmar

Fluglysat tillreddes ocksa for att studera hur Ref(2)P-nivaerna regleras i flugan,
flugans tarm och flugans fettkropp efter bakterieinfektion, med den gramnegativa
bakteriestammen, Eccl5. For varje experiment valdes totalt 20 flugor per fluglinje,
varav lika méngd hanar och honor. Flugorna matades med bakteriestammen Eccl5 i
16 timmar innan flugorna sévdes ned med koldioxid och avlivades genom att sétta
flugorna 1 frysen i cirka 15 minuter. Flugorna forvarades pa is innan flugtarmarna
disskekerades och fettkroppen togs tillvara. Tarmarna och fettkroppen forvarades i
skilda eppendorfror i kall PBS, varefter PBS-losningen avldgsnades. Flugorna,
flugtarmarna och fettkroppen homogeniserades med hjidlp av en mortel 1 S2-
lyseringsbuffert (se bilaga) tillsammans med 1 X proteasinhibitor (Thermo Scientific,
minitabletter, USA) i forhallandet 1:20. For att forhindra proteolytisk nedbrytning av
proteiner i fluglysaten tillsattes proteasinhibitorn i S2-lyseringsbufferten. Hela flugor
avsedda for immunoprecipitering lyserades 1 400 pl S2-lyseringsbuffert tillsammans
med inhibitorer 1 X proteas-och fosfatasinhibitor (Pierce™, Thermo Scientific, USA),
5 mM 2-kloroacetamid (Aldrich, USA), 5 mM N-etylmaleimid (NEM) (Sigma-
Aldrich, USA) och 1 mM ditiolretinol (DTT) (Sigma, USA) {6r att stabilisera och
bromsa nedbrytningen av proteiner och enzymer i fluglysaten. Kloroacetamid och
NEM fungerade som deubikvitinaser (DUB)-inhibitorer och forhindrar klyvning av
ubikvitinkedjor fran proteinsubstrat. Proverna forvarades pa is i 15 minuter for att
forhindra att nedbrytning sker innan de centrifugerades 10 minuter vid 12 000 rpm vid
4 °C. 350 pl av lysatet tillsattes i ett nytt eppendorfror och centrifugerades sedan 5
minuter vid 12 000 rpm och 4°C. Dérefter togs fluglysatet tillvara, 300 ul av
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fluglysatet var avsett for immunoprecipitering och behandlades med specifika
agaroskulor. 40 pl cellysatprov togs tillvara och anvidndes som kontrollprov.
Kontrollprovet blandandes med 40 pl 4 x Laemmlibuffert (se bilaga) innan proven

denturerades 5 minuter vid 97 °C.

4.5.2 Immunoprecipitering av lysat frin S2-celler

For att wundersoka interaktion mellan Kenny och Ref(2)P utfordes
immunoprecipitering eftersom det dr en effektiv metod att utnyttja for att isolera
protein eller biomolekyler frén cellysat eller vdvnadslysat. De transfekterade cellerna
lyserades 1 S2-lyserings buffert (se bilaga) tillsammans med 1 X proteas-och
fosfatasinhibitor, 5 mM 2-kloroacetamid, 5 mM NEM och 1 mM DTT. S2-cellerna
lyserades och inkuberades pd is 10 minuter innan proven renades genom
centrifugering, 10 minuter vid 12 000 rpm vid 4 °C. 800 pl av supernatanten tillsattes
1 ett provror avsett for immunoprecipitering och 100 pl supernatant anvindes for
tillredning av cellysatet. Till obehandlade cellysat tillsattes direkt 4x Laemmlibuffert
(se bilaga) och proven denaturerades 1 5 minuter 1 97 °C. De férdiga proverna

forvarades 1 kylskap 1 4 °C.

4.6.1 Behandling av antikroppskladda agaroskulor

Till det tillredda cellysatet och fluglysatet tillsattes fortvittade agaroskulor kopplade
med en specifik antikropp. Kenny isolerades fran cellysaten genom att utfora
immunoprecipitering med V5-agaroskulor (Sigma-Aldrich, USA) eftersom Kenny var
kopplat till V5-epitopen. V5-agaroskulorna bestod av en agaroskédrna bundet till
monoklonala V5-mérkta antikroppar producerade i moss. V5-agaroskulorna var
forvarade 1 en 20 % fosfatbuffrad saltlosning. Saltldsningen renades bort innan V5-
agaroskulorna tillsattes till immunoprecipiteringsproven. For immunoprecipitering i
fluglysat anvindes GFP-maérkta agaroskulor (ChromoTek, Tyskland) eftersom Kenny
var GFP-maérkt. For att {4 lamplig mingd V5-agaroskulor och GFP-agaroskulor togs
cirka 20 % mera agaroskulsblandning per prov och 16sningen centrifugerades 1 minut

vid 1000 rpm. Dérefter avldgsnades supernatanten och agaroskulorna renades en géng
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med kall 1x PBS innan agaroskulorna homogeniserades i S2-lyseringsbuffert (se

bilaga) sé att 16sningen var 50:50 agaroskulor och S2-lyseringsbuffert.

4.6.2 Inkubering och tvitt

Prover avsedda for immunoprecipitering tillsattes 25 ul av fortvittade agaroskulor som
hade blandats ut i S2-lyseringsbuffert (50:50) till immuonoprecipiteringsproven. Lika
mingd fortvittade agaroskulor anvéndes for bade cellysat och for fluglysat. Déarefter
inkuberades cellysatproven med V5-maérkta agaroskulor under rotation i 2 timmar i 4
°C medan fluglysaten med GFP-mirkta agaroskulor inkuberades under rotation 1 3
timmar i 4 °C. Under inkubation kan de epitopmirkta proteinerna binda till
antikropparna pa agaroskulorna. Efter immunoprecipiteringen centrifugerades proven
I minut vid 1000 rpm och supernatanten avldgsnades. De antikroppstickta
agaroskulorna renades tre gdnger 1 immunoprecipiteringsbuffert (se bilaga) genom att
centrifugera proven 1 minut vid 1000 rpm och avlidgsna supernatanten. Efter sista
reningen tillsattes 30 ul 4x Laemmlie (se bilaga), varefter proven inkuberades sedan 5
minuter 1 97 °C. Under inkuberingen forstors antikropparna och de bundna peptiderna

frisdtts. De fardiga proverna forvarades 1 kylskép 14 °C.

4.6.3 Deubikvitinering av fluglysat

For att undersoka ifall Ref(2)P och Kenny samverkan i flugor 4r beroende av K63-
eller M1-ubikvitinkedjor behandlades immunoprecipiteringsproverna med AMSH
(eng. Associated molecule with the SH3 domain of STAM) eller OTULIN (eng. Ovarian
tumor domain deubiquitinase with linear likage specificity). AMSH ar ett
deubikvitinerande enzym och forhindrar ubikvitinberoende genom att klyva K48-och
K63-ubikvitinkedjor (Komander et al., 2009; Reyes-Turcu et al., 2009; Hospenthal et
al., 2015). Aven OTULIN ir ett deubikvitinerande enzym och formar att klyva M1-
ubikvitinkedjor (Keusekotten et al., 2013; Rivkin et al., 2013; Damgaard et al., 2016).
Immunoprecipteringen fick ske under rotation sd att de mérkta proteinerna kunde
binda till agaroskulorna. Immunoprecipiteringsproverna inkuberades under rotation i
2 timmar i1 4 °C och efter rotationen overfordes proverna till ett gemensamt provror

forutom kontrollen. Proverna centrifugerades 1 minut vid 1000 rpm och darefter

36



suspenderades 16sningen och den fordelades jdmnt i tre skilda provrdr. Proverna
centrifugerades 1 minut vid 1000 rpm och supernatanten avldgsnades. De GFP-mirkta
agaroskulorna som Kenny bundit till suspenderades 1 en total volym pa 30 pl, DUB-
buffert tillsammans med AMSH (Ubiquigent, Storbritannien) eller OTULIN
(Ubiquigent, Storbritannien). DUB-bufferten bestod av 1M HEPES (Sigma-Aldrich,
USA), 5M NacCl (Sigma, USA), 0,5M DTT (Sigma, USA) och MilliQ-vatten. 1,18 pg
AMSH tillsattes till ett av proverna, till det andra provet tillsattes 1,67 ug OTULIN
och det tredje provet fungerade som kontroll. Till kontrollprovet tillsattes endast DUB-
buffert. Deubikvitineringsreaktionen utférdes under en timme i 37 °C innan
supernatanten  avldgsnades och agaroskulorna tvittades tre gdnger i
immunoprecipiteringsbuffert (samma princip som 1 4.7.2). Efter den sista reningen
tillsattes 30 pl 4x Lammelie (se bilaga), varefter proven inkuberades 5 minuter i 97

°C. De férdiga proverna forvarades 1 kylskép 1 4 °C innan Western blot analyser.

4.7 SDS-PAGE och transfer

SDS-PAGE (eng. sodium dodecyl sulphate-polyacrylamide gel electrophoresis) ér en
metod som separerar proteiner enligt molekylstorlek. Proven som erhillits fran
immunoprecipiteringen och cellysatproven laddades pad en akrylamidgel.
Akrylamidkoncentrationen for akrylamidgelerna var 10 % och bestod av en undre och
en ovre gel (se bilaga). Den O6vre gelen packar samman proteinerna och hjélper dem
att parallellt 6vergd till den undre gelen. I den undre akrylamidgelen separeras
proteinerna enligt deras storlek. Nér elektrisk strom leds genom gelen vandrar sma
proteiner fortare én storre proteiner eftersom de stdrre proteinerna stoter pa ett storre
motstand 1 akrylamidgelen. En proteinstandard (Precision Plus Protein Dual Color
Standard, Bio-rad, USA) med kinda molekylvikter anvdndes for att identifiera de
transfekterade proteinernas proteinstorlekar. De transfekterade proteinerna
identifierades med hjilp av specifika antikroppar. Antikropparna som anvéndes finns
listade 1 tabell 3. Efter att proteinerna hade separerats utfordes en sa kallad “wet
transfer”. Det innebér att de separerade proteinerna overfordes frdn akrylamiden till
ett nitrocellulosamembran (Cytavia, USA). P4 membranet placerades akrylamidgelen
som inneholl de laddade proteinerna och placerades sedan i en dverforingskammare.
For att 6verfora proteinerna placerades akrylamidgelen mot den negativt laddade polen

och membranet mot den positivt laddade polen. Overforingen skedde vid tillforsel av
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elektricitet (30 V) i 2 timmar 1 4 °C sa att de negativt laddade proteinerna fingades

upp av membranet.
4.8 Western blot analys

For att forhindra ospecifik bindning av antikroppar till membranets yta blockerades
membranet med fettfri mjolk (Valio, Finland). Dérefter tvittades membranet tre
ginger 1 10 minuter 1 en 0,2 % PBS-tween20 (Sigma-Aldrich, USA) -16sning fore
membranet inkuberades med en specifik primérantikropp under omrdrning i 4 °C till
foljande dag. Under inkubering binder den priméra antikroppen till malproteinet. Efter
inkubering med den priméra antikroppen tvéttades membranet, varefter en sekundar
antikropp kopplad till en visualiseringsmolekyl, pepparotsperoxidas (HRP, eng. horse
radish peroxidase) tillsattes pd membranet och inkuberades en timme i
rumstemperatur. Under inkuberingen binder den sekundira antikroppen till den
primédra antikroppen for att visualisera proteinerna (Mahmood et al., 2012). En lista
over de primira och sekundira antikropparna som anvéndes under detta projekt finns
listade i tabell 3. Efter inkubationen tvéttades membranet tre gdnger i 10 minuter innan
ECL (eng. enhanced chemilumiscence) -buffert (Cytiva, USA) som reagerar med HRP
som dr konjugerad till den sekundéra antikroppen for att visualisera proteinerna.
Signalen detekterades pa rontgenfilm. Ju starkare emission desto hogre proteinméngd
och proteinbanden &r synligare pa rontgenfilmen. Western blot ar en effektiv metod
for att ta reda pa information om massa eller nérvaro av protein av intresse. Dérfor
lampar sig SDS-PAGE och Western blot analyser for att underséka Kenny-Ref(2)P
interaktion i S2-celler, regleringen av Ref(2)P-nivder hos Imd-flugmutanter och ifall
Ref(2)P binder till ubikvitinerade signaleringsmolekyler via K63-och M1-specifika

ubikvitin bindningsdomén efter transfektion och immunoprecipitering.
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Tabell 3. Primidr-och sekundira ntikroppar och deras koncentrationer (priméra antikroppar i
PBS, 1 % BSA, 0,02 % NaN; och sekundéra antikroppar i mjolk).

V5-epitop (Serotec) 1: 2500 a-mus IgG (Abcam) 1: 5000
o-kanin (Santa Cruz
a-Ref(2)P (Abcam) 1: 1000 1: 5000
Biotechnology)
a-Diap2 (gava av Prof. P. a-kanin (Santa Cruz
1: 2500 1: 5000
Meier, Leulier et al., 2006) Biotechnology)
o-kanin (Santa Cruz
o-GFP (Abcam) 1: 2000 1: 5000
Biotechnology)
o-M1 (producerat i ) i
1: 1000 oa-méanniska (Invitrogen) 1: 5000
laboratoriet)
a-Aktin (Santa Cruz a-kanin (Santa Cruz
1: 2500 1: 5000
Biotechnology) Biotechnology)

4.9 Bakterieinducering i flugor infor kvantitativ PCR-experiment

Kvantitativa PCR-analyser utfordes for att studera hur genuttrycket av den
antimikrobiella peptiden Diptericin reglerades 1 Ref(2)P-flugmutanter efter
bakterieinfektion. For att undersoka detta sviltes flugorna i tvd timmar och flugorna
placerades i skilda tomma tuber. Totalt plockades 10 vuxna flugor varav fem var honor
och fem var hanar. Dérefter infekterades de olika fluglinjerna genom matning med en
16sning som inneholl bakterier och sukros som pipetterades péa ett Whatmanpapper.
Bakteriestammen som anvdndes var Eccl5 och den optimala densiteten for
bakteriesuspensionen var 0.3 och bestod av 50 procent bakteriesuspension och till 50
procent femprocentig sukroslosning. Flugorna fick fritt dta av 16sningen som inneholl
bakterier och sukros i cirka 16 timmar i rumstemperatur. Dérefter dissekerades hela
tarmen frin flugorna. For varje fluglinje anvindes ett kontrollprov vars AMP-uttryck

jamfordes med de infekterade flugornas AMP-uttryck.
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4.10 mRNA extrahering infor kvantitativ PCR-experiment

For att isolera mRNA frdn flugorna och tarmarna anvéndes ett RNA-isoleringskit,
RNeasy kit (Qiagen, Tyskland). Flugorna och tarmarna lyserades forst i
lyseringsbuffert som inneholl B-merkaptoetanol (Sigma-Aldrich, USA) och RLT-
buffertlosning (Qiagen, Tyskland) i1 forhallandet 1:100 med varierande totalvolym.
Hela flugor homogeniserades 1 600 pl medan flugtarmar homogeniserades 1 300 pl
RLT-lyseringsbuffert. Lysatet tillsattes sedan i en QIAshredder kolonn och
centrifugerades 2 minuter vid 10 000 rpm. Lysatet som passerade kolonnen togs
tillvara och darefter tillsattes 70 % etanol (VWR, USA, utspétt i RO-vatten) till lysatet
for att uppna optimala bindningsforhallanden. 600 ul 70 % etanol tillsattes i fluglysat
av hela flugor och 300 pl 70 % etanol tillsattes i lysatet med tarmar. Lysat-
etanolblandningen tillsattes sedan i en RNeasy kolonn och centrifugerades 1 minut vid
10000 rpm s& att RNA:t binder till kieldioxidmembranet. Etanolblandningen
avldgsnades och 700 ul RW1-buffert tillsattes till kolonnen och centrifugerades 1
minut 10 000 rpm. Vitskan som flodat genom kolonnen avldgsnades. Kolonnen
tvittades tva ganger for att avldgsna alla fororeningar genom att tillsétta 700 pl RPE-
buffert innan den sedan torkades genom centrifugering, 2 minuter vid 10 000 rpm.
RNA:t som hade samlats i kolonnen eluerades i 3045 ul TE-buffert (0,1 mM EDTA
[Sigma-Aldrich, USA], 10 mM Tris [Sigma-Aldrich, USA] med pH-vérdet 8) och
proven inkuberades 2 minuter i rumstemperatur innan centrifugering, 30 sekunder vid
10 000 rpm. RNA:t och TE-bufferten togs tillvara och elueringssteget upprepades en
géng till men utan inkubering. Darefter méttes RNA koncentrationen vid varje prov
med hjilp av NanoDrop2000™-spektrofotometer (Thermofischer, USA). Mitning av
nukleinsyror valdes och provernas absorbans mittes vid 260 nm (A260) for att méta
provernas mRNA-koncentrationer. Som blank anvidndes TE-buffert. Dessutom
kontrollerades dven provernas renhet vid A230 nm (230) och 280 nm (A280) for att
kontrollera provernas renhet med A260/280- och A260/A230- forhallandet. For varje
prov som innehdll mRNA, togs 1ug mRNA och blandades ut med x pl MilliQ vatten
sd att den totala volymen 1 varje prov blev 15 pl. Dartill forbereddes dven ett
kontrollprov, "NAC”-prov (eng. No Amplification Control) som endast innehdll 15 pl
MilliQ-vatten. NAC-provet anvidndes som kontroll for att testa eventuell

kontamination av genomiskt DNA. RNA-proverna forvarades i -80 °C.
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4.11 cDNA syntes infor kvantitativ PCR-experiment

For att undersoka Diptericingenuttrycket i flugor och flugtarmar under normala
forhallanden och efter bakterieinfektion utférdes kvantitativa PCR-analyser och darfor
behovde komplementéirt DNA (cDNA) syntetiseras. For att starta syntesen av cDNA
forbereddes en mastermix av iScript cDNA synteskit (Meridia Bioscience, USA).
Mastermixen bestod av 1:4 omvént transkription (RT)-reaktionsbuffert: RT enzym
och 1 pug RNA. Proven inkuberades direkt 10 minuter i 25 °C for att laita RNA-
polymeraset fésta sig vid promotorn for att sedan inkubera proverna 15 minuter i 42
°C for att starta elongeringsfasen och slutligen inkuberades proverna i 5 minuter i 85
°C for att inaktivera enzymet. cDNA-proven forvarades sedan i -20 °C tills de

anviandes for kvantitativ PCR.

4.12 Kvantitativ PCR

For att utféra kvantitativ PCR-reaktionen spdddes samtliga cDNA-prov ut i
forhédllandet 1:20 1 milliQ vatten och en standardkurva forbereddes. En standardkurva
av cDNA anvéndes for att méta den totala mdngden DNA 1 proven. Den forsta punkten
var en outspiadd blandning av samtliga cDNA prov med en totalvolym pd 50 pl. Fran
det forsta standardprovet utfordes en 1:5 serieutspadning sammanlagt fyra ganger s
att varje utspidning var fem ganger svagare dn den foregédende utspadningen. Dérefter
tillreddes en reaktionslosning (tabell 4). Den totala mangden reaktionsmix beréknades
utgdende frdn antalet prover. Det forbereddes alltid tva reaktionslosningar per
experiment, en reaktionslosning som inneholl priméren for kontrollgenen och en
annan reaktionslosning som innehdll priméren for malgenen. Kontrollgenen anvéndes
for att kunna jamfora aktiveringen av malgenen. Kontrollgenen som anvindes var
RP49 och malgenen som anvéndes vid varje experiment var Diptericin (tabell 5). Av
reaktionslosningen pipetterades 8 pl till brunnarna i 96-halsplattan varefter 2 ul av
standardproven, det utspadda cDNA:t och NAC-kontrollprovet tillsattes till brunnarna.
Varje cDNA-prov pipeterades i triplikat 1 96-halsplattan. Plattan centrifugerades 1
minut vid 1000 rpm for att fa all vétska pa bottnet av brunnarna innan plattan kordes i
PCR-maskin. Antalet PCR cykler per korning var 40 och reaktionsprotokollet som

anvandes finns presenterat i tabell 6. Radatat exporterades till en Excelfil dér
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effektiviteten och det relativa genuttrycket beréknades. For varje brunn pa plattan
rdknades ett deltaCi.-virde. deltaCi.-virdet berdknades genom att virdet for
effektiviteten upphdjdes med Ce-vérdet, detta berdknades bade for kontrollgenen och
malgenen. Darefter riknades ett deltadeltaCi-varde for att jamfora kontrollgenen med
mélgenen, varefter ett medelviarde for triplikaten berdknades, eventuella outliners
avlidgsnades. Det relativa genuttrycket berdknades sedan genom att dividera
deltadeltaCi-virdet for varje prov med motsvarande virde for icke-infekterade
kontrollen, sa att det relativa genuttrycket for kontrollen alltid var 1. Resultaten
analyserades sedan med programvaran Graphpad Prism och det gjordes en envégs-
ANOVA analys med fortroendeintervallet 95 % sa att varje oral infekterat flugprov
jamfordes med den infekterade kontrollen. Slutligen gjordes grafer av de slutliga

resultaten.

Tabell 4. Reaktionslosning {for kvantitativ PCR.

SensiFAST SYBR green (Merdian Bioscience) 1X
Friamre primir 10 uM 200 mM
Bakre primér 10 pM 200 mM
MilliQ vatten 2,6 ul

Tabell 5: Primérer som anvéndes for qPCR och deras sekvens.

RP49 3'-GAC GCT TCA AGG GAC AGT AT-5 5’-AAA CGC GGT TCT GCA TGA G-3°

Diptericin | 5°’ACC-GCA GTA CCC ACT CAA TC-3 5'-ACT TTC CAG CTC GGT TCT GA-3"

Tabell 6. Kvantitativ PCR reaktionsprotokoll, antalet cykler per korning var 40.

Inledande denaturering 50 03:00
Denaturering 95 00:03
Fistning 60 00:20
Forlingning 95 00:15
Slutlig forlingning 60 01:00
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5. Resultat

5.1 Ref(2)P-proteinnivderna okar 1 bananflugan efter gramnegativ
bakterieinfektion

5.1.1 Ref(2)P-proteinnivderna okar 1 vildtypsflugor efter FEccls-
bakterieinfektion

For att undersoka ifall Ref(2)P-nivaerna péverkas av bakterieinfektion tillreddes
fluglysat pa material isolerat frdn hela bananflugor. Fluglysaten analyserades med
Western blot for att undersoka ifall Ref(2)P kunde detekteras. Bade vildtypsflugan
Canton® och Glazed fungerade som kontroller for att kontrollera att bada fluglinjerna
fungerar pd samma sitt. De erhéllna resultaten visade att Ref(2)P-nivderna i de
obehandlade lysatproverna var obetydliga i bade vildtypsflugan Canton® (figur 9,
brunn 1) och kontrollen Glazed (figur 9, brunn 3). Dédremot observerades en tydlig
okning av Ref(2)P-nivderna hos béade Canton® och Glazed efter Eccl5-
bakterieinfektion (figur 9, brunn 2 och 4). Dértill noterades ytterligare en tydlig smear
av Ref(2)P efter Eccl5-bakterieinfektion hos Canton® (figur 9, brunn 2). Denna smear
kan tyda pd ubikvitin-associerat Ref(2)P. Motsvarande smear observerades hos
kontrollflugan Glazed efter Eccl5-bakterieinfektion men betydligt svagare (figur 9,
brunn 4). Resultaten antyder att Ref(2)P behdvs for ett Imd-formedlat immunforsvar i

bananflugan.
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Figur 9. Ref(2)P-nivierna okar efter bakterieinfektion. Vuxna flugor matades med 5 %
socker och Eccl5 och Western blot analyser av fluglysat gjordes fran kontrollflugor med
antikroppar mot Ref(2)P och Aktin (n=3).
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5.1.2 Karakterisering av Ref(2)P-flugmutanter

I den hiir studien anviindes tva Ref(2)P-mutanter, Ref(2)P°% och Ref(2)PO%® (figur 10).
Ref(2)PO%-mutanten saknar en proteinbinande domén och antas ha en molekylmassa
pd 85 kDa. Ref(2)POB-mutanten saknar en ubikvitinbindande domén och har en
uppskattad molekylstorlek pad 69 kDa. Badde den proteinbinande doméinen och den
ubikvitinbinande doménen antas vara nddvéindiga for Ref(2)P:s funktion. Forlust av
endera doménen antas kan leda till forlorad funktionalitet (Wyers et al., 1995; Nezis

et al., 2008; de Castro et al., 2013).

Ref(2)P N PBI — ZZ LIR ——— UBA C

3 a8 122 173 451 458 550 595
Ref(2)poe N — ZZ LIR UBA Cc
Ref(Z)P”":‘ N PBl — ZZ LIR C

Figur 10. Ref(2)P doméner och mutanter. Ref(2)P innehaller en PB1-domén, en ZZ-domén,
en LIR-domin och en UBA-domin. Ref(2)P°“-mutanten saknar PBIl-dominen medan
Ref(2)P°P3-mutanten saknar UBA-doménen. Figuren #r skapad i Biorender.com och
inspirerad av de Castro et al., 2013.

P4 samma sitt som kontrollflugan Glazed matades Ref(2)P-mutanterna, Ref(2)PO%
och Ref(2)P°® med bakteriestammen Eccl5 och lysat tillreddes pa material isolerat
frdn hela bananflugor. Resultaten visade att det var mojligt att detektera Ref(2)P-
proteiner hos kontrollflugan Glazed och att Ref(2)P-nivaerna okade efter Eccl5-
bakterieinfektion (figur 11, brunn 1 och 2). Det var inte mojligt att detektera Ref(2)P-
mutanternas stympade proteinstorlekar pd 85 kDa respektive 69 kDa, varken hos
obehandlade (figur 11, brunn 3 och 5) eller behandlade prover (figur 11, brunn 4 och
6). Detta kan tyda pa att Ref(2)P-proteinet hos badda Ref(2)P-mutanterna ar instabilt.
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Figur 11. Ref(2)P detekterades inte hos Ref(2)P-mutanta flugor. Vuxna flugor matades
med 5 % socker och Eccl5 och fluglysat tillreddes av hela flugor. For att detektera Ref(2)P
utférdes Western blot analyser med antikropparna anti-Ref(2)P och anti-Aktin (n=3).

5.1.3 Ref(2)P-nivderna varierar i tarmen och fettkroppen hos Imd-
signaleringsflugmutanter

Projektet fortsatte med att undersoka om Ref(2)P-nivaerna reglerades olika i tarmen
och 1 fettkroppen hos bananflugan efter Eccl5-bakterieinfektion och om nivaerna kan
regleras av Imd-signaleringsridckan. I denna studie anvindes kontrollflugan Glazed
och tvd Imd-flugmutanter, Diap2’ och Key*. Diap2’°- flugmutanten innehéller en
gendeletion i det kritiska E3-ligaset Diap2 medan Key*-flugan innehéller en
nonsensmutation som avbryter Kenny-genen (Rutschmann et al., 2000). Tarmarna och
fettkroppen fran kontrollflugan och Imd-signaleringsflugmutanterna dissekerades och
tarmlysat och lysat av fettkroppen tillreddes. I likhet med resultaten i hela flugor fran
figur 9 och 11 observerades dven forhojda Ref(2)P-nivaer i tarmen (figur 12 A, brunn
1 och 2) och 1 fettkroppen (figur 12 B, brunn 1 och 2) hos kontrollfluglinjen Glazed
efter Eccl5-bakterieinfektion. T Key*mutanten noterades hoga Ref(2)P-nivéer i
tarmen redan under normala forhéllanden (figur 12 A, brunn 1 och 3) medan Ref(2)P-
nivderna minskade efter Ecc/5-infektion (figur 12 A, brunn 2 och 4), vilket var
overraskande. Den obehandlade Key*-mutanten hade i likhet med resultaten fran
tarmen (figur 12 A) anmérkningsvért hogre Ref(2)P-nivaer 1 fettkroppen (figur 12 B,
brunn 1 och 3) redan under normala forhallanden. Vid jdmforelse med Eccl5-
bakteriematade kontrollflugor var Ref(2)P-nivéerna i fettkroppen hos Key*-mutanta
flugorna obetydliga efter Eccl5- bakterieinfektion (figur 12 B, brunn 2 och 4). Detta
antyder att Ref(2)P inte bryts ned i tarmen eller fettkroppen hos Key*-mutanta flugor,
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vilket 1 sin tur antyder att Ref(2)P och Kenny behdver varandra for att transporteras

till autofagosomen for nedbrytning.

Resultaten fran Western blot analysen visade dven att avsaknad av Diap2 inte
paverkade Ref(2)P-nivderna i1 tarmen under normala férhallanden (figur 12, brunn 1
och 5). Daremot 6kade inte Ref(2)P-nivaerna efter Eccl5-bakterieinfektion i Diap27¢-
mutanta bananflugor sdsom hos kontrollen Glazed (figur 12, brunn 2 och 6). I likhet
med resultaten frén tarmen (figur 12) noterades ingen okning av Ref(2)P-nivéer i
fettkroppen hos Diap2’c-mutanten efter Eccl5-bakterieinfektion (figur 12 B, brunn 2
och 6). Detta antyder pé att Diap2 behovs for att stabilisera Ref(2)P i bade tarmen och
fettkroppen vid bakterieinfektion. En aktinblot utférdes for att undersoka ifall

proteinnivaerna var jimna i samtliga cellysat (figur 12 A och B).

A) Flugtarm B) Fettkropp
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Figur 12. Ref(2)P-nivierna varierar i tarmen och fettkroppen hos Imd-
signaleringsmutanter. Vuxna flugor matades med 5 % socker och Eccl5 och fluglysat
tillreddes pa dissekerade (A) flugtarmar (B) fettkropp. Ref(2)P analyserades efter Western blot
med antikropparna anti-Ref(2)P och anti-Aktin (n=3).

5.2 Ref(2)P samverkar med Kenny 1 S2-celler

Eftersom Kenny verkar pdverka Ref(2)P-stabiliteten fortsatte studien med att studera
om Ref(2)P kan samverka med Kenny i Drosophila S2-celler. For att undersoka detta
transfekterades S2-celler med plasmider som innehdll Kenny kopplat till V5.
Immunoprecipitering av V5-Kenny utfordes i cellysat och Western blot anviandes for
att detektera Ref(2)P-nivder i1 immunoprecipiteringsproven och 1 cellysaten.
Resultaten fran lysatblotten i figur 13 B visade att det var mdjligt att detektera Ref(2)P
1 samtliga cellysat och att Ref(2)P uttrycks pé likande sitt i cellerna (figur 13 B, brunn
1,2, 3 och 4). V5-Kenny kunde enbart detekteras i de prov som var transfekterade med
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denna plasmid (figur 13 A och B, brunn 2, 3 och 4). Resultaten fran
immunoprecipiteringen visade att Kenny kan samverka med Ref(2)P i S2-celler (figur

13 A, brunn 2).

I denna studie undersdktes dven ifall overuttryck av Imd-signaleringsférmedlaren
Diap2 péverkar Ref(2)P-Kenny interaktionen. Detta undersoktes eftersom Ko63-
ubikvitinkedjor dr viktiga for regleringen av IMD-signaleringsrackan och Diap2 har
visat kunna tillsdtta K63-ubikvitinkedjor pd komponenter som tillhér Imd-
signaleringsrackan (Zhou et al., 2005; Paquette et al., 2010; Aalto et al., 2019).
Dessutom antas Diap2 behovas for Ref(2)P-stabilisering (figur 12). For att undersoka
ifall Diap2 paverkar Ref(2)P-nivaerna 1 S2-celler transfekterades cellerna med bade
vildtyps Diap2 och en muterad form av Diap2 (Diap2-F496A) som saknar E3
ligasaktivitet tillsammans med V5-Kenny. Immunoprecipitering av V5-Kenny
utfordes 1 cellysat. Resultaten visade att Kennys och Ref(2)P:s samverkan inte
paverkades varken av dveruttryck av vildtyps Diap2 eller Diap2-F496A (figur 13 A,
brunn 3 och 4). Daremot var det mojligt att detektera en svag smear av Ref(2)P hos
S2-celler transfekterade med V5-Kenny och vildtyp Diap2 (figur 13 A, brunn 3). Detta
kan antyda att Ref(2)P ubikvitinerats eller att Ref(2)P binder till ubikvitinkedjor dé
V5-Kenny transfekterades med vildtyps Diap2. Med denna metod var det inte mdjligt
att identifiera om Ref(2)P hade ubikvitinerats. Motsvarande smear observerades inte
hos S2-cellerna transfekterade med V5-Kenny och Diap2-F496A, vilket antyder att
Diap2s E3-ligasaktivitet ansvarar for denna ubikvitinering (figur 13 A, brunn 4). Ur
resultaten frén cellysatblotten noterades &dven en forflyttning av VS5-Kenny
transfekterat med Diap2 (figur 13 B, brunn 3). Motsvarande {orflyttning av V5-markta
proteiner noterades inte dir V5-Kenny dveruttrycktes tillsammans med Diap2-F496A
(figur 13 B, brunn 4). Detta antyder dven att Kenny kan ubikvitineras av Diap2 eller
att Kenny formar binda till ubikvitinkedjor kopplade till Diap2. En aktinblot utfordes
for att undersoka ifall proteinnivaerna var jamna 1 samtliga cellysat (figur 13 B, brunn
1, 2, 3 och 4). Resultatet frin detta experiment visar att Ref(2)P och Kenny samverkar

1 S2-celler och att deras samverkan inte paverkades av Diap2.
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Figur 13. Ref(2)P och Kenny samverkar och éir oberoende av Diap2. For att detektera
interaktion mellan Ref(2)P och Kenny, transfekterades S2-celler och immunoprecipitering
utférdes pa V5-Kenny. For att undersdoka om Diap2 paverkar Ref(2)P-Kenny interaktionen
overuttrycktes Diap2 och katalytiskt inaktivt Diap2 F496A tillsammans med V5-Kenny i S2-
celler. Western blot analyser av immunoprecipiteringen (A) och av cellysat (B) gjordes med
antikropparna anti-Ref(2)P, anti-V5, anti-Diap2 och anti-Aktin (n>3).

Diap2 F496A-mutant

a-Ref(2)P a-Ref(2)P

100- <Ref(2)P

75-

a-V5
a-V5

IP:V5
Lysat

< Kenny

5.3 Ref(2)P samverkar med Kenny i bananflugan och deras samverkan
minskar efter bakterieinfektion

Vi visade att Ref(2)P och Kenny samverkar i S2-celler. Dértill observerades hogre
Ref(2)P-nivéer 1 Kenny muterade flugor. Opublicerade resultat fran Meinanders
laboratorium har visat att Dredd kan klyva bort Kennys LIR-domin vid gramnegativ
bakterieinfektion. Detta sker fOr att stabilisera den aktiva formen av Kenny och for att
forhindra Kenny frén autofagosomal nedbrytning. Déarfor undersoktes det ifall Ref(2)P
och Kennys samverkan péverkades av Eccl5-bakterieinfektion. Canton® anvindes
som vildtypskontroll och for att 6veruttrycka Kenny 1 hela bananflugor utnyttjades
UAS-Gal4-systemet. Immunoprecipitering utférdes 1 fluglysat av hela flugor och

Western blot anvéndes for att detektera Ref(2)P-proteinnivaer i fluglysaten.

Kenny detekterades efter transgent uttryck i fluglinjen Ubigal4; UAS-GFP-Kenny
(figur 14 A, brunn 2 och 3). Hos obehandlade flugor med uttryck av GFP-Kenny
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noterades en tydlig interaktion mellan Ref(2)P och GFP-Kenny efter
immunoprecipitering (figur 14 A, brunn 2) och som forvéntat detekterades Ref(2)P
enbart 1 flugor med uttryck av GFP-Kenny (figur 14 A brunn 2 och 3). Interaktionen
mellan Ref(2)P och GFP-Kenny minskade efter Eccl5-bakterieinfektion trots att GFP-
Kenny-nivderna i immunoprecipiteringsproverna inte paverkades (figur 14 A brunn
3). Déremot observerades hogre nivder av kluvet GFP-Kenny efter Eccl5-
bakterieinfektion (figur 14 A, brunn 3) eftersom Dredd formar att klyva bort Kennys
LIR-domén efter Eccl5-bakterieinfektion.

I fluglinjen med forhdjt GFP-Kenny-genuttryck observerades dven hoga Ref(2)P
proteinnivaer i lysatproverna (figur 14 B, brunn 2). Resultaten visade dven att Ref(2)P-
nivderna inte langre Okade i lysat efter Eccl5-bakterieinfektion dd& GFP-Kenny
overuttrycktes 1 bananflugan. Istdllet var Ref(2)P-nivderna en aning liagre i GFP-
Kenny flugor efter Eccl5-bakterieinfektion (figur 14 B, brunn 3). Aktinblot utfordes
for att undersoka ifall proteinnivaerna var jamna 1 samtliga proteinprover. Resultaten
visade att Ref(2)P och GFP-Kenny samverkar under normala forhdllanden. Dessutom
visade resultaten att Ref(2)P-nivderna minskade vid bakterieinfektion dd GFP-Kenny
overuttrycktes 1 bananflugan. Detta antyder att Kenny paverkar stabiliteten av Ref(2)P

negativt vid bakterieinfektion.
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Figur 14. Ref(2)P samverkar med GFP-Kenny och deras samverkan minskar efter
gramnegativ bakterieinfektion. Vuxna flugor frin Canton® och Ubigal4; GFP-Kenny flugor
matades med 5 % socker och Eccl5 och fluglysat pd material isolerat fran hela flugor
tillreddes. Western blot analyser av immunoprecipiteringen (A) och av fluglysat (B) utfordes
med antikropparna anti-Ref(2)P, anti-GFP och anti-Aktin (n=3).

5.4 Ref(2)P behovs for att overleva Eccl5-bakterieinfektion i bananflugan

For att bananflugan skall dverleva bakterieinfektion maste Relish aktiveras. Studier
har visat att flugmutanter med mutationer i gener som tillhor Imd-signaleringsrackan
har sdmre formaga att dverleva gramnegativa bakterieinfektioner eftersom de inte
formar att neutralisera bakterier (Leulier et al., 2000). For att undersoka ifall Ref(2)P
behovs for ett fungerande immunforsvar 1 bananflugan utférdes orala
infektionsexperiment pa Ref(2)P-mutanter med bakteriestammen Eccl5 och fluglinjen
Glazed fungerade som kontroll. Resultaten visade att kontrollen Glazed 6verlever
bittre Eccl5-bakterieinfektion eftersom flugorna formar att neutralisera bakterier
(figur 15). Resultaten visade dven att bdda Ref(2)P-mutanterna, Ref(2)P°% och
Ref(2)PO8 dr kinsliga mot Eccl5-bakterieinfektion och har sdmre éverlevnad jamfort
med kontrollen Glazed (figur 15). Detta tyder pa att Ref(2)P behdvs for ett fungerande

immunforsvar i bananflugan.
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Figur 15. Overlevnadsanalys av Ref(2)P-flugmutanter. Ref(2)P flugmutanternas
overlevnadsformaga testades efter Eccl5-bakterieinfektion. Fluglinjernas 6verlevnadsprocent
presenteras pd y-axeln och tiden pé x-axeln. Signifikanta skillnader kan observeras mellan
kontrollen Glazed och bdda Ref(2)P flugmutanterna Ref(2)P°® och Ref(2)P°® efter 72
timmar. Statistiska analyser gjordes med programvaran Graphpad Prism (tvavags-ANOVA,
Bonferronitest, medelvardet + SEM, p> 0,05, n=7).

5.5 Ref(2)P:s PBl-och UBA-domén behovs for att bekdmpa Eccls-

bakterieinfektion 1 bananflugan

I bananflugan uttrycks antimikrobiella peptider bland annat i tarmen och dessa behdvs
for att flugan skall kunna motsta bakterieinfektioner orsakade av gramnegativa
bakterier (Hanson et al., 2019a; Marra et al., 2021). Darfor fortsatte studien med att
undersoka Ref(2)P:s roll 1 aktiviteten av Relish 1 tarmens epitel efter gramnegativ
bakterieinfektion. Kvantitativa PCR-analyser utfordes for att undersoka om Ref(2)P-
mutanterna, Ref(2)P°% och Ref(2)PO% formér att aktivera den Imd-specifika genen
Diptericin. Flugorna matades med bakteriestammen Eccl5 och fluglysat tillreddes pé
dissekerade flugtarmar. Relish-aktiviteten i tarmen mattes vid normala forhéllanden
och efter Eccl5-bakterieinfektion. Glazed fungerade som kontroll och Diap2’
anvindes som negativ kontroll eftersom Diap2’¢ inte borde kunna aktivera
genuttrycket for Diptericin (Leulier et al., 2000). Resultaten visade att kontrollen
Glazed formar att aktivera genuttrycket av Diptericin och en tydlig 0kning av
Diptericingenuttrycket noterades efter Eccl5-bakterieinfektion, vilket var véintat (figur
16). Fluglinjerna Ref(2)P°%, Ref(2)P°$ och Diap2’ hade signifikant ldgre
Diptericingenuttryck jamfort med den infekterade kontrollen Glazed (figur 16). Detta
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antyder att bdde den proteinbindande-och ubikvitinbindande doménen behovs for att
aktivera Relish 1 tarmen och darféor har Ref(2)P-mutanterna sdmre
overlevnadsformaga pd grund av bristféllig transkriptionen av antimikrobiella
peptiden Diptericin i tarmen efter bakterieinfektion. Hos Imd-signaleringsmutanten
Diap2’® noterades ingen Okning av Diptericingenuttrycket efter Eccl3-
bakterieinfektion (figur 16) eftersom de inte kan aktivera Relish-formedlat uttryck av
AMP-gener efter bakteriell infektion. Detta antyder dven att Diap2 behovs for att

aktivera Relish 1 tarmen.
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Figur 16. Det relativa genuttrycket av Diptericin i tarmen hos Ref(2)P-mutanta flugor
fore och efter Eccl5-bakterieinfektion. Kvantitativ realtids-PCR utfordes for att undersoka
Diptericigennuttrycket efter en 16 timmar lang oral Ecci5-bakterieinfektion. RP49 fungerade
som uttrycksstandard. Glazed fungerade som kontroll och Diap2” som negativ kontroll.
Signifikanta skillnader observerades hos Ref(2)P-mutanterna och Diap2’°-mutanten i
jamforelse med den bakteriebehandlade kontrollen Glazed. Resultatet som erholls baserar sig
pa tre experiment och analyserades med programvaran Graphpad Prism (envigs-ANOVA,
Bonferroni-test, medelviarde £ SEM, p>0,05, n=3).

5.6 Ref(2)P och Kennys samverkan dr inte Ko63-eller MI-
ubikvitinberoende

Eftersom Ref(2)P-proteinet innehdller en UBA-domén var en av maélséttningarna 1
denna studie att undersoka om Ref(2)P och Kennys samverkan &r ubikvitinberoende.
Detta undersoktes genom att studera ifall Ref(2)P formaér att binda till K63-och M1-
specifika ubikvitinkedjor som &r kopplade till GFP-Kenny (figur 17 A) (Aalto et al.,
2019). Fluglysat av hela flugor tillreddes och immunoprecipitering utférdes for att
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forst filla ner GFP-Kenny fran fluglysaten for att dérefter ytterligare behandla ett
immunoprecipiteringsprov. med deubikvitinaset AMSH for att bryta ned K63-
ubikvitinkedjor. Det andra immunoprecipiteringsprovet behandlades med
deubikvitinaset OTULIN for att bryta ned mojliga M1-ubikvitinkedjor. Western blot
anvandes for att detektera Ref(2)P-proteinnivaer och MIl-ubikvitinnivaer i

immunoprecipiteringsprover och i fluglysat.

Resultaten visade att det inte var mojligt att detektera Ref(2)P hos vildtypsflugan
Canton® (figur 17 B, brunn 1). Diremot var Ref(2)P-nivderna var jimna d& GFP-
Kenny 6veruttrycktes i bananflugan (figur 17 B, brunn 2, 3 och 4). Aktinblot utfordes
for att undersdka om proteinnivaerna var jamna i samtliga proteinprover. Resultaten
visade att Ref(2)P och GFP-Kenny samverkar och att deras samverkan inte paverkades
efter AMSH- eller OTULIN-behandling (figur 17 B, brunn 3 och 4). Som forvintat
var det inte mojligt att observera M1-ubikvitinkedjor hos det OTULIN-behandlade
immunoprecipiteringsprovet (figur 17 B, brunn 4). Diremot observerades M-
ubikvitinkedjor hos icke-OTULIN-behandlade immunoprecipiteringsprover dd GFP-
Kenny overuttrycktes, vilket tyder pa att OTULIN-behandlingen fungerade (figur 17
B, brunn 2 och 3). Eftersom Ref(2)P och GFP-Kenny:s samverkan inte paverkades
efter OTULIN-behandling kan dessa resultat antyda att Ref(2)P och Kenny inte
samverkar via M 1-ubikvitinkedjor. Trots att det i den hér studien var det inte mojligt
att detektera om AMSH-behandlingen fungerade eftersom K63-antikroppen inte
fungerade, antyder resultaten att Ref(2)P-Kenny samverkan inte &r beroende av K63-
ubikvitinkedjor. Resultaten fran fluglysaten visade att Ref(2)P-nivaerna ar jimna i

samtliga lysatprover (figur 17 C, brunn 1 och 2).
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Figur 17. Ref(2)P och Kenny samverkar i flugor och deras samverkan ir inte beroende
av K63-eller M1-ubikvitinkedjor. (A) Hypotes: Kenny och Ref(2)P samverkar genom
ubikvitinbindning, figur skapad i Biorender.com. Western blot analyser av

immunoprecipiteringen (B) och av fluglysat (C) utférdes med antikropparna anti-Ref(2)P,
anti-GFP, anti-M1 och anti-aktin, n >2.
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6. Diskussion

Idén till att undersoka Ref(2)P:s roll i Imd-signaleringsrackan uppkom tack vare
tidigare studier i Meinanders laboratorium dér de bland annat har visat att Ref(2)P
behovs for ett Imd-formedlat immunforsvar i1 bananflugan (Lotfbacka, 2015).
Dessutom har tidigare studier av bland annat, Barlett med flera (2011), Pircs med flera
(2012), och Jang med flera (2015) visat att manniskans p62 och bananflugans Ref(2)P
delar liknande funktioner genom att de reglerar olika cellulira processer, sdsom
autofagi, differentiering och 6verlevnad. Ref(2)P deltar i regleringen av autofagocytos
genom att transportera ubikvitinerat material till proteasomen och autofagosomen for
nedbrytning. Det har tidigare forskats relativt lite kring hurdan funktion Ref(2)P har
hos bananflugans immunforsvar. Forskare antar att Ref(2)P behovs for att aktivera
ubikvitinerade proteiner och dérfor antas Ref(2)P kunna reglera NF-«xB-aktivitet
(Tusco et al., 2017). Dérfor var malsattningen for denna studie att studera om Ref(2)P
behovs for en effektiv. NF-kB-aktivering 1 tarmen hos bananflugan vid
bakterieinfektion och om Ref(2)P péverkar stabiliteten av Kenny i tarmen. Kenny
tillhor IKK-komplexet och &r en viktig komponent i Imd-signaleringsrackan och vid
normala situationer hiller autofagosomer Kenny inaktivt 1 cytoplasman (Tusco et al.,
2017; Jacom & Nezis 2020). Det antas att bade Ref(2)P och Kenny péverkas av
autofagosomen vid infektion. Dessutom har minniskans NEMO och p62 visats
samverka (Isalm et al., 2013; Zotti et al., 2014; Furthmann et al., 2023). Déarfor var
den huvudsakliga hypotesen for denna studie att Ref(2)P behdvs for en effektiv NF-
kB-aktivering och paverkar Imd-signaleringsrdckan i tarmen hos bananflugan genom
att Ref(2)P samverkar med Kenny. I detta arbete undersdktes dven hur avsaknad av
Ref(2)P:s proteinbindande domédn och ubikvitinbindande domin péverkade
bananflugans immunforsvar. Maélsittningarna for forskningsprojektet uppnaddes

delvis och resulterade i nya upptéckter kring Ref(2)P:s roll i Imd-signaleringsrickan.

6.1 Avsaknad av doménstruktur 1 Ref(2)P-proteiner kan orsaka

proteininstabilitet

Wyers med flera (1995) lyckades identifiera bada Ref(2)P°%-och Ref(2)PO%-

mutanternas stympade proteinprodukter vars molekylstorlek antas vara 85 kDa
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respektive 65 kDa. Motsvarande resultat visade dven Nezis med flera ar 2008. I den
hér studien anvindes en Ref(2)P-antikropp for att detektera Ref(2)P i fluglysat och i
S2-celler. Det var mojligt att detektera fullstort Ref(2)P genom hela studien bide 1 S2-
celler, i vildtypsflugor och i Imd-signaleringsflugmutanter. Daremot detekterades inte
Ref(2)P-proteinerna i Ref(2)P°%? och Ref(2)P°®-mutanterna, vilket delvis var
overraskande eftersom det inte heller var mojligt att notera nagon skillnad mellan
Ref(2)P°¥ och Ref(2)POB-mutanterna. En mojlig forklaring ir att Ref(2)P-
antikroppen som anvindes i den hir studien inte var tillrickligt specifik for att kéinna
igen och binda till Ref(2)P:s stympade proteinprodukter. Darfor detekterades endast
fullstort Ref(2)P-protein. For att detektera Ref(2)P-mutanternas stympade
proteinprodukter skulle man alternativt kunna prova att optimera Ref(2)P-antikroppen.
Det ar dessutom mojligt att avsaknad av en doménstruktur i Ref(2)P-proteinet leder
till proteininstabilitet. Detta skulle sannolikt dven paverka Ref(2)P-proteinets
veckning och dérmed ocksa dess stabilitet eftersom Ref(2)P-proteinerna i Ref(2)P-
mutanternas antas nedbrytas snabbt in vivo, vilket kan vara en orsak till varfor Ref(2)P-
mutanterna inte detekterades under den hér studien (Nezis et al., 2008). Tidigare
resultat frén studier av Wyers med flera (1995) antyder pé att Ref(2)P-proteinerna som
Ref(2)PO“-mutanten uttrycker kan produceras i stora méngder men att Ref(2)P-
proteineras antas vara icke-funktionella. Detta skulle kunna antyda att de 82 forsta

aminosyrorna i Ref(2)P-proteinet dr nddvindiga och behdvs for proteinaktivitet.

6.2 Ref(2)P-doménerna behovs for att reglera Relish aktivitet

Availa med flera (2002) visade att bdde p62 och Ref(2)P behdver samverka med
respektive aPKC via proteinbindande domén for att aktivera NF-kB. De visade dven
genom in vitro studier att Ref(2)P kan binda till aPKC och att Ref(2)P behovs for att
aktivera Toll-signaleringsrdckan i S2-celler. I samma studie pastod de &dven att
motsvarande samverkan mellan Ref(2)P och aPKC inte paverkade Imd-
signaleringsrackan och aktiveringen av NF-kB-faktorn Relish (Availa et al., 2002).
Detta r intressant eftersom tidigare in vivo studier i Meinanders laboratorium har visat
att Ref(2)P inte paverkade bananflugans dverlevnadsformaga efter att de aktiverade
Toll-signaleringsrdckan 1 Ref(2)P-flugmutanter efter septiskt skada med den

grampositiva bakteriestammen Micrococcus luteus (M. luteus). 1 samma studie visade
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Meinanders laboratorium att Ref(2)P deltar i Imd-signaleringsridckan och att bade
Ref(2)P:s proteinbindande domén och ubikvitinbinande domidn behovs for ett
véilfungerande immunférsvar 1 hela bananflugor. Fran resultaten ur
overlevnadsanalyserna kunde de inte notera nagra signifikanta skillnader trots att
trenden 1 Overlevnadskurvorna mellan Ref(2)P-mutanterna och kontrollflugorna var
tydlig efter septisk infektion med den gramnegativa bakteriestammen Eccl), vilket
var Overraskande (Lofbacka, 2015). Detta kan tyda pa att regleringen av Ref(2)P ar
starkare reglerad i tarmen eftersom orala infektionsexpeiment orsakar en lokal
tarminflammation medan septiska infektionsexperiment orsakar en systemisk

infektion och paverkar istéllet bananflugans septiska immunforsvar.

I den hidr studien har jag kunnat visa att Ref(2)P behovs for ett fungerande
immunforsvar i bananflugan och att sdnkta Diptericinnivaer i Ref(2)P-mutanterna
tyder pa att Ref(2)P behovs for att aktivera Relish. Dessa resultat dverensstimmer dven
med tidigare resultat frdn Meinanders laboratorium (Lofbacka 2015). Resultaten fran
de kvantitativa-PCR-analyserna 1 tarmen visade att aktiveringen av
Diptericingenuttrycket dr bristféllig hos bada Ref(2)P-mutanterna, vilket kan vara
orsaken till varfor Ref(2)P-mutanterna avlider vid Eccl5-bakterieinfektion (figur 15
och 16). Detta antyder att bade Ref(2)P:s proteinbindande domidn och
ubikvitinbindande domén behdvs for att reglera transkription av antimikrobiella
peptider vid Eccl5-bakterieinfektion 1 tarmen och dérfor har ingendera Ref(2)P-
mutant normal Relish-aktivitet. Om Relish inte aktiveras kan antimikrobiella peptider
inte produceras som svar pa infektion. Tidigare studier har dven visat att en bristfillig
produktion av antimikrobiella peptider leder till sdmre Overlevnad hos flugor vid
bakterieinfektion, vilket skulle kunna forklara varfor flugmutanter med mutationer i
proteiner som tillhér Imd-signaleringsrackan och mutationer i Ref(2)P-proteiner har
sdmre Overlevnad jamfort med vildtypsflugor. Darfor skulle det vara intressant att
undersdka huruvida bananflugans 6verlevnadsformaga paverkades om man nedtystar
Ref(2)P-proteinet med hjilp av RNA interferens (RNAi) och skapar en Ref(2)PRNAL

transgen fluga.
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6.3 Ref(2)P:s roll som selektiv receptor for autofagi i bananflugan

Autofagi reglerar NF-kB-aktivitet bade 1 ddggdjursceller och 1 bananflugan (Meng &
Cai, 2011; Ganesan et al., 2010). Det antas att Ref(2)P och Kenny kan samverka via
autofagosomproteinet LC3a eftersom bade Ref(2)P och Kenny innehaller en LIR-
domén som binder till detta protein (Barlett et al., 2011; Jang et al., 2015). Tidigare
studier har visat att Kenny bryts ned under normala forhéllanden for att forhindra en
konstant aktivering av Imd-signaleringsrackan (Availa et al., 2002; Goto et al., 2003).
Dessutom har studier visat att Kennys LIR-domén behdvs for att styra Kenny och IKK-
komplexet till autofagosomen for nedbrytning, och didrmed undvika en nedstroms
aktivering av Imd-signaleringsrdckan (Ertiirk-Hasdemir et al., 2009; Tusco et al.,
2017). Preliminéra resultat fran Meinanders laboratorium visar att Kenny och kaspaset
Dredd kan samverka. Vid infektion med gramnegativa bakterier leder denna
samverkan till att Dredd utfér en proteolytisk klyvning av Kennys LIR-doméin
(Hermanson, 2023). Dirmed é&r det troligt att Dredd klyver Kenny vid
bakterieinfektion for att hindra Kenny och IKK-komplexet frdn att brytas ner i
autofagosomen. En hypotes som skulle stoda detta antagande &r att Ref(2)P samverkar
med Kenny under normala forhdllanden genom att frimja dess nedbrytning for att
forhindra aktivering av Imd-signaleringsriackan (figur 18 A). Denna hypotes
overensstimmer med resultaten frin experimenten som visade att Ref(2)P och Kenny
samverkar bade 1 S2-celler och i bananflugan under normala férhillanden. Séledes &r
det mojligt att Ref(2)P och Kenny tillsammans transporteras till autofagosomen dér de
bryts ner. Dessutom korrelerar dessa resultat med tidigare observationer i Meinanders
laboratorium eftersom det var mojligt att detektera bade fullstort Kenny och kluvet
Kenny efter Eccl5-bakterieinfektion. Dartill noterades en minskad Ref(2)P-Kenny
samverkan efter bakterieinfektion, vilket skulle kunna orsakas av minskade nivéaer av
fullstort Kenny. Séldes ar det troligt att Kenny klyvs vid bakterieinfektion for att
framja aktivering av Imd-signaleringsriackan (figur 18 B), men sé ldnge nivaerna av
fullstort Kenny halls hoga verkar 4ven Ref(2)P brytas ned. Daremot bryts Ref(2)P inte
ned i Key*-mutanta flugor, vilket stoder antagandet att en samverkan mellan Ref(2)P
och Kenny ar nodvindig for att de skall transporteras till autofagosomen. Darfor skulle

det vara intressant att undersoka denna samverkan mera ingéende, exempelvis genom

58



att undersoka hur Kenny-nivderna paverkas i ndgondera av Ref(2)P-flugmutanterna

under normala forhéllanden samt efter bakterieinfektion.

A) Normala forhallanden B) Eccl5-bakterieinfektion
Cellmembran
Ingen
Cytoplasma Ref(2)P Ref(2)P vXiarnverkan
GFP-Kenny GFP-Kenny
Ingen aktivering Imd-
av Imd- signaleringsrackan
signaleringsrdackan aktiverad

Figur 18. Ref(2)P binder till Kenny under normala férhallanden. (A) Ref(2)P och Kenny
samverkar for att bryta ned Kenny via autofagi under normala forhéllanden. (B) Efter
bakterieinfektion minskar Ref(2)P-Kenny samverkan, vilket frimjar aktivering av Relish.
Figuren &r skapad i Biorender.com.

Med de metoder som anvindes i denna studie var det endast mgjligt att pavisa att
Ref(2)P binder till fullstort Kenny, och detta observerades i bdde in vitro och in vivo
studier. | framtida studier kunde man undersoka ifall Ref(2)P ocksé kan binda till olika
varianter av kluvet Kenny. Ref(2)P:s forméga att binda till andra doméner i Kenny ar
fortfarande outforskat. For att undersoka detta skulle man kunna skapa en fluglinje
med GFP-mérkt Kenny som saknar LIR-doménen samt en fluglinje med vildtyps-
Kenny, vars GFP-mirkning placeras 1 den C-terminala dndan. Samverkan med
Ref(2)P kunde da studeras genom att utféra immunoprecipitering i vilket man
precipiterar GFP-mérkta proteiner och blottar for Ref(2)P. I dessa fluglinjer skulle det
dven vara mdjligt att studera om Ref(2)P kan brytas ner dven vid avsaknad av Kennys
LIR-domén. For att skapa en flugmutant med klyvningsresistent Kenny kunde man
utnyttja tekniker sdsom, molekylédr kloning. En flugmutant med klyvningsresistent
Kenny skulle hogst antagligen sakna en effektiv immunrespons eftersom Ref(2)P
antagligen konstant skulle kunna binda till det klyvningsresistenta Kenny och frimja
dess nedbrytning. Med andra ord, om Ref(2)P kan binda till klyvningsresistent Kenny
skulle det stdda hypotesen om att Ref(2)P och Kenny behover varandra for att

transporteras till autofagosomen for nedbrytning.
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Meinander med flera (2012) har tidigare spekulerat kring om den ubikvitinbindande
doménen i diggdjurens p62 frimjar aggregering och aktivering av ubikvitinerat
kaspas-8. I och med att Dredd dr homolog till kaspas-8 skulle det vara intressant att
undersoka om Ref(2)P behovs for att aktivera Dredd genom att Ref(2)P binder till
ubikvitinerat Dredd for en effektivare klyvning av Kenny for att framja aktiveringen
av Imd-signaleringsriackan. Utover detta skulle det vara intressant att undersoka ifall
Ref(2)P-Kenny interaktionen férdandras i mutanter med forhojt Dredd-genuttryck eller
i en Dredd-mutant med forlorad genfunktion. Detta antagande kunde studeras i
bananflugan genom att anvidnda olika Dredd-flugmutanter for att studera om Ref(2)P
och Dredd behdver varandra for att transporteras till autofagosomen under normala
forhallanden. En Dredd-flugmutant som har en punktmutation 1 allel D44 har visats
sakna katalytisk aktivitet (Leulier et al., 2000). Denna Dredd-flugmutant har anvénds
1 Meinanaders laboratorium for att underséka om Ref(2)P-nivderna péverkas av
ofunktionerligt Dredd. Opublicerat data har visat att D44-flugmutanten har hoga
Ref(2)P-nivéer bdde 1 tarmen och 1 fettkroppen redan under normala f6rhéllanden samt
att Ref(2)P-nivéerna halls ofordndrade efter Eccl5-bakterieinfektion. Detta skulle
indikera att Ref(2)P dven kan binda till och reglera nivierna av andra proteiner som
tillhor Imd-signaleringsrdckan under normala forhéllanden. En fluglinje med forhojt
Dredd-genuttryck skulle hogst antagligen ha hogre Ref(2)P-nivéer for att forhindra
Dredd-formedlad aktivering av Imd-signaleringsrdckan under normala forhallanden.
Vid bakterieinfektion ar det troligt att Ref(2)P-nivaderna minskar i flugor med forhojt
Dredd uttryck pa grund av en tydlig Dredd-Kenny samverkan som frimjar Relish-
aktivering. For att undersoka om Ref(2)P deltar i regleringen av Dredd skulle Dredd
kunna 6veruttryckas i bananflugor och immuoprecipiteras pa samma sétt som i denna
studie. Med hjélp av Western blot analyser skulle man sedan kunna undersoka ifall

Ref(2)P kan detekteras bade under normala forhallanden och efter bakterieinfektion.

6.4 Ref(2)P-Kenny samverkan ar inte K63- eller M 1-ubikvitinberoende

Kietz med flera (2022) visade att Diap2 dr en nyckelreglerare av Imd-
signaleringsrdckan och att detta E3-ligas behovs for lokal immunaktivering i
epitelcellerna i tarmen. I likhet med resultat fran tidigare studier av Leulier med flera

(2006) och Kietz med flera (2022) noterades det dven i1 den hir studien att Diap2
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behovs for en lokal immunaktivering i bananflugans tarm eftersom Diap2’¢-mutanta
flugor hade bristféllig Relish-aktivering efter Eccl5-bakterieinfektion. Dessa resultat
korrelerar med resultaten i denna avhandling som visade att Diap2 behovs for
bananflugans lokala immunforsvar i tarmen (figur 16). Senare noterades dven att
Ref(2)P péverkade stabiliteten av Diap2 hos Diap2’¢-mutanta flugor. Séledes &r det
mdjligt att d&ven Diap2 behovs for att stabilisera Ref(2)P i bananflugans tarm och
fettkropp. For att undersoka om Diap2 behovs for att stabilisera Ref(2)P kunde man
overuttrycka Diap2 1 S2-celler eller i bananflugor, utfora
immmunoprecipiteringsexperiment och med hjélp av Wester blot analyser detektera

Ref(2)P.

I den hér studien undersoktes det aven om Ref(2)P och Kennys samverkan paverkades
av Diap2 1 S2-celler. Resultaten var delvis Overraskande eftersom en “smear” av
Ref(2)P noterades vid dveruttryck av Kenny och Diap2 i S2-cellerna trots att Ref(2)P-
nivierna holls oférdndrade. I den hér studien var det inte mojligt att faststdlla om
smearen som noterades orsakas av att Kenny ubikvitineras av Diap2. Samtidigt skulle
det betyda att Diap2 samverkar med Kenny eftersom Diap2 kan férmedla K63-
formedlad ubikvitinering av Kenny (Paquette et al., 2010; Meinander et al., 2012;
Aalto et al., 2019). En mojlig teori till dessa resultat dr att Ref(2)P inte ubikvitineras
av Diap2 och ddrmed é&r det troligt att Diap2 inte i direkt kontakt med Ref(2)P. Detta
skulle kunna forklara varfor Ref(2)P-nivéerna holls oférdndrade nér Kenny och Diap2
overuttrycktes 1 S2-celler (figur 13). Tidigare studier av Aalto med flera (2019) visade
att Diap2 utfor K63-ubikvitinering av Kenny, vilket skulle kunna forklara varfor en
smear noterades av Ref(2)P. Darmed behdvs mera studier for att underséka om Diap2
paverkar Ref(2)P-Kenny interaktionen. Inga tidigare studier, varken i S2-celler eller i
bananflugan, har utférts om mojligheten att Ref(2)P skulle binda till ubkvitinerade
signaleringsmolekyler. Darfor skulle det vara intressant att undersoka om Diap2
paverkar Ref(2)-Kenny stabiliteten under normala forhallanden for att styra Ref(2)P
och Kenny till autofagosomen (figur 19).
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Figur 19. Ref(2)P och Kenny samverkar inte via ubikvitinkedjor. Hypotes: Diap2

ubikvitinerar Kenny, men inte Ref(2)P. Ubikvitineringen av Kenny behovs for att styra
Ref(2)P och Kenny till autofagosomen. Figuren dr skapad i Biorender.com

Resultaten 1 den hir studien antyder att Ref(2)P och Kennys samverkan inte &r
beroende av K63-eller M1-ubikvitinkedjor i bananflugan eftersom Ref(2)P-Kenny
interaktionen var oférdndrad i AMSH-och OTULIN-behandlade fluglysat. For att
sdkerstélla att Ref(2)P och Kenny inte samverkar via K63- eller M 1-ubikvitinkedjor
skulle man dértill kunna prova andra metoder. Ett exempel &r att inducera M1-
ubikvitinering av Kenny genom att infektera Kenny-mutanta flugor med gramnegativa
bakterier (Aalto et al., 2019). Alternativt kan man studera en Kenny-UBAN-mutant,
som inte kan binda till M1-ubikvitinkedjor, och sedan infektera flugorna med
bakteriestammen Eccl5 likt Aalto med flera (2019) gjort. For att studera om Kennys
ubikvitinbindande domin behdvs for Ref(2)P interaktion, kunde man dven utféra
transfektioner 1 S2-celler med plasmider som har mutationer i1 Kennys
ubikvitinbinande domén. Trots att resultaten frdn denna studie visar att Ref(2)P och
Kenny samverkar och de bryts ned under normala forhdllanden dr det &ndé osannolikt
att M 1-ubikvitinkedjor paverkar Ref(2)P-Kenny interaktionen sker genom en direkt

kontakt mellan dessa proteiner och inte via ubikvitinkedjor.
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7 Avslutning

For ungefar 40 ar sedan upptickte av Boman med flera (1972) antimikrobiella peptider
1 bananflugan. Tack vare denna upptiackt har det fram tills idag gjorts betydande
upptidckter 1 hur bananflugans medfédda immunforsvar regleras eftersom
antimikrobiella peptider krdvs for att bekdmpa bakterieinfektioner (Boman et al.,
1972; Buchon et al., 2014). Trots dessa upptickter finns det &nnu manga obesvarade
frdgor kring hur bananflugans immunforsvar regleras. Inflammationssignalering ar ett
komplext fenomen och for att i framtiden kunna behandla inflammatoriska sjukdomar
ar det viktigt att forstd hur inflammationssignalering fungerar och identifiera vilka
proteiner som reglerar inflammationssignalering. Fram tills idag har det studerats
relativt lite kring hur Ref(2)P paverkar Imd-signaleringsrackan och om Ref(2)P kan
reglera Relish-aktivitet. Detta forskningsprojekt resulterade i upptidckter kring
Ref(2)P:s roll 1 Imd-signaleringsriackan (figur 20). Studier i bananflugan gor det
mojligt att forsta hur Ref(2)P regleras och mojliga komponenter Ref(2)P kan samverka
med i1 Imd-signaleringsrickan for att paverka Relish-aktivitet. Férutom att resultaten
fran detta forskningsprojekt har bidragit till ny kunskap om hur Ref(2)P reglerar Imd-
signaleringsrdckan 1 bananflugan har resultaten &dven Oppnat upp for nya
fragestéllningar for fortsatta studier. Studier kring Ref(2)P:s roll i bananflugans
immunforsvar dr darfor viktiga och kan hjélpa forskare att forsta hur p62 reglerar NF-
kB-aktivitet i minniskan. Saledes dr bananflugan en mycket l[dmplig modellorganism
for att studera det medfodda immunforsvaret, sdisom interaktioner mellan patogener
och tarmassocierade mikroorganismer i tarmkanalen. Bade kaspaser och IAP-
proteiner har visat sig vara viktiga for immunitet och celldod (Ribero et al., 2007). I
framtiden skulle de fungera som intressanta mal for att studera ifall Ref(2)P kan
reglerar bade kaspaser och IAP-proteiner for att uppritthdlla vivnadshomeostas och
forhindra utvecklingen av inflammatoriska sjukdomar. Saledes, skulle det bland annat,
vara intressant att definiera pa vilken niva Ref(2)P f{ormar reglera Imd-
signaleringsriackan. Detta kan goras genom epistasanalyser for att studera ifall Ref(2)P
har andra mojliga interaktioner mellan olika proteiner eftersom resultaten fran denna
studie enbart visade att Ref(2)P samverkar med Kenny bade 1 S2-celler och i1

bananflugan under normala forhéllanden (figur 20).
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Figur 20. Schematisk illustration éver Imd-signaleringsrickan med Ref(2)P. Nar Imd-
proteinet binder till PGRP-LCx-receptorn rekryteras dFADD och Dredd. Dérefter rekryteras
E3-ligaset Diap? till signaleringskomplexet och tillsdtter K63-ubikvitinkedjor till bade Dredd
och Imd. Tillséittning av K63-ubikvitinkedjor p&4 Dredd aktiverar Dredds katalytiska forméga
medan Diap2 fungerar som stodstruktur for IKK-komplexet och Relish. Relish rekryteras till
signaleringskomplexet och fosforyleras av IKK-komplexet for att sedan klyvas av Dredd.
Daérefter translokeras Relish till cellkdrnan for att effektivera uttrycket av NF-kB-malgener. |
den hdr pro gradu-avhandlingen visade jag att Ref(2)P deltar i regleringen av Imd-
signaleringsrackan genom att samverka med Kenny. Under normala férhéllanden binder
Ref(2)P till Kenny for att transportera Kenny till autofagosomen for nedbrytning. Figuren ar
skapad i Biorender.com.

\—/

I detta forskningsprojekt fokuserade vi pa att undersdka Ref(2)P: s roll vid regleringen
av NF-kB-aktivitet i tarmen. Det ar viktigt att fa battre forstaelse av hur bade Ref(2)P
och p62 regleras 1 bananflugan och ménniskan eftersom bade Ref(2)P och p62 éar
multifunktionella proteiner och &r involverade i flera olika sjukdomar, sédsom
inflammatoriska sjukdomar, neurogenerativa sjukdomar och tumoérutveckling. Bland
annat har tidigare studier av p62-genen bidragit till en forstaelse kring p62 funktion 1
bade vid aldrade och neurogenerativa sjukdomar eftersom mutationer i p62-genen har
observerats hos patienter med Amyotrofisk lateralskleros (ALS) och vissa former av
Parkinsons sjukdom (Hurley & Staveley 2021). I samma grad som méanniskans p62
har dldre flugor uppvisat hogre Ref(2)P-proteinnivaer i hjarnan jaimfort med yngre
flugor. Detta tyder pa att Ref(2)P ackumuleras i hjdrnan under normal &ldringsprocess
hos bananflugan pa grund av nedsatt proteasomal funktion (Tusco et al., 2017).

Dessutom har p62 visats delta i regleringen och utvecklingen av olika cancerformer,
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sdsom brostcancer, prostatacancer och tarmcancer men det har gjorts relativt lite
forskning kring vdvnadsspecifik reglering av p62. Dérfor dr det viktigt att fortsatta
studera funktionen av bade Ref(2)P och p62 for att i framtiden identifiera andra

tankbara reglerare i bade flugans och ménniskans NF-kB-signaleringsrickor.
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8. Appendix

Buffertar och kemikalier

S2-lyserings buffert: 50 mM Tris (Sigma-Aldrich, USA) med pH-vérdet 7.5, 150 mM
NaCl (Sigma, USA), 1 % Triton x-100 (Honeywell Fluka, USA), 1 mM EDTA
(Sigma-Aldrich, USA) med pH-vérdet 8 och 10 % glycerol (Sigma-Aldrich, USA).

LB medium: 20g LB-Broth (Sigma-Aldrich, USA) blandades i 1 I destillerat vatten

(dH20). Losningen autoklaverades och forvarades i +4°C.

1x PBS: Kommersiella PBS tabletter (Medicago AB, Sverige) blandades i 1 liter
dH20. PBS tabletterna inneholl NaCl, KCl, NaxHPO4 *2H,0 och LH2POs4.

10 % APS (ammonium persulfat): 1 g APS (Sigma-Aldrich, USA) 16stes upp 1 10 ml
dH20 och forvarades i -20°C.

0,5 M DTT (ditiotreitol, M=154,3 g/mol, Sigma, USA): 0,771 g DTT (Sigma, USA)
16stes upp 1 10 ml dH20 och férvarades 1 -20°C.

0,5 M EDTA (etylendiamintetradttikssyra, M=292,2438 g/mol): 93,06 g EDTA
(Sigma-Aldrich, USA) 16stes upp 1 300 ml dH20 och pH-vérdet justerades till 8 innan

resterande dH2O tillsattes sa att totalvolymen var 500 ml.

0,5mM NEM (N-etylmaleimid, M=225,15 g/mol): 0,6256 g NEM (Sigma-Aldrich,
USA) l6stes upp 1 10 ml 99,5 % Etanol (VWR, USA)

Tvittbuffert for immunoprecipitering (1 1): 10 ml 1 M Tris (Sigma-Aldrich, USA)
med pH-virdet 7.5, 30 ml 5 M NaCl (Sigma, USA), 1 ml Triton x-100 (Honeywell
Fluka, USA), glycerol (Sigma-Aldrich, USA) och 900 ml dH:0.

4X Laemmli: 0,259 M Tris (Sigma-Aldrich, USA) med pH-vérdet 6,8, 0,02 %

Bromfenolbla (Sigma, USA), 40 % glycerol (Sigma-Aldrich, USA), 4 % SDS (Sigma-
Aldrich, USA) och 3 % beta-merkaptoetanol (Sigma, USA).
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Separerande gel 10 ml: 3,725 ml dH20, 0,625 ml separerande buffert (30,25 g, 0,5M
Tris-bas (Sigma-Aldrich, USA) i 500 ml dH20 med pH-vérdet 6.8, 0,025 ml 20 %
SDS (Sigma-Aldrich, USA), 0,625 ml 30 % Akrylamid (Sigma-Aldrich, USA), 0,02
ml 10 % APS (Sigma-Aldrich, USA) och 0,05 ml TEMED (Sigma-Aldrich, USA).

Uppsamlande gel 5 ml: 4,2 ml dH:0, 2,5 ml separerande buffert (30,25 g, 0,5M Tris-
bas (Sigma-Aldrich, USA)) i 500 ml dH20 med pH-virdet 6.8, 0,05 ml 20 % SDS
(Sigma-Aldrich, USA), 3,3 ml 30 % Akrylamid (Sigma-Aldrich, USA), 0,02 ml 10 %
APS (Sigma-Aldrich, USA) och 0,01 ml TEMED (Sigma-Aldrich, USA).

10x Korbuffert: 30 g Tris-bas (Sigma-Aldrich, USA) och 144 g glycin (Sigma-
Aldrich, USA) 16stes upp 1 1 1 MQ-H20.

DUB-buffert: 1 M HEPES (Sigma-Aldrich, USA), 5 M NaCl (Sigma, USA) och 0,5
M DTT (Sigma, USA) 16stes upp i MQ-H20.

TE-buffert: 10 mM Tris (Sigma-Aldrich, USA) med pH-virdet och 0,1 mM EDTA
(Sigma-Aldrich, USA) 16stes upp 1 dH20.
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