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Abstrakt

Transkriptionsfaktorn nukleér faktor kappa-littkedjeforstarkare av aktiverade B-celler
(eng. nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells, NF-kB) dr mycket
viktig for det molekyldra immunforsvaret hos bananflugan Drosophila melanogaster,
1 och med att transkriptionsfaktorn styr uttrycket av antimikrobiella peptider. I det har
projektet undersoks stidllningsproteinet Kenny som &r en nyckelreglerare av
immunbrist-signaleringsrickan (eng. immunodeficiency pathway, Imd) hos
bananflugan. Kenny ar essentiell for att aktivera NF—xB-transkriptionsfaktorn Relish
och under basala férhallanden nedbryts Kenny for att undvika en sténdig aktivering av

immunsignaleringsrackan.

Min hypotes var att kaspaset Dredd klyver Kenny for att eliminera signalen som leder
till dess nedbrytning. I det hér pro gradu-projektet visas det att Kenny klyvs vid ko-
transfektion tillsammans med Dredd i cellen och att klyvningen sker vid aminosyran
D21. Utgéende fran den informationen skapades transgener med olika Kenny-
mutanter, med syfte att sedan integrera dem i bananflugans genom. Experiment med
de transgena fluglinjerna kommer att ge information om hur Kenny och dess reglering
paverkar immunforsvaret. I det hir pro gradu-projektet utfordes ocksa
klyvningsanalyser av Kenny i bananflugans tarm, vilka antyder att Dredd klyver
Kenny dven in vivo. De sammanstdllda resultaten visar att en ny kaspasfunktion for
Dredd har karakteriserats, vilket tillskriver Dredd en viktig ny funktion inom flugans

inflammationsrespons.
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1 Inledning

Inflammatoriska sjukdomar 6kar i samhaillet och forskare uppskattar att de star for mer
an hilften av dodsfallen i varlden (Furman et al., 2019). Péastdendet stdds av att de tre
ledande dodsorsakerna — kranskérlssjukdom, stroke och kronisk obstruktiv
lungsjukdom — ar forknippade med inflammation (7he Top 10 Causes of Death, 2020).
Aven autoimmuna och neurodegenerativa sjukdomar samt olika cancerformer #r
upprédknade bland de ledande dodsorsakerna i virlden, varav samtliga dr kopplade till
kronisk inflammation (Furman et al., 2019). For att kunna forebygga och behandla
dessa sjukdomar behdvs en ingdende forstaelse av inflammationsprocessen och dess

funktionsprinciper.

Inflammationssignalering ar ett komplext fenomen som involverar flera
signaleringsrackor och aktivering av immunfOrsvaret. Bland de mest centrala
signaleringsrackorna dr de som aktiverar transkriptionsfaktorfamiljen nukleér faktor
kappa-littkedjeforstiarkare av aktiverade B-celler (eng. nuclear factor kappa-light-
chain-enhancer of activated B cells, NF-xB) som styr uttrycket av ett flertal pro-
inflammatoriska gener (Baldwin, 1996; Liu et al., 2017). Overaktiv NF—«B-
signalering dr associerat med kronisk inflammation och 4r en drivande faktor vid
sjukdomstillstdnd sdsom inflammatoriska tarmsjukdomar (Atreya et al., 2008;
Schottelius & Baldwin, 1999). En studie utford i patienter med inflammatoriska
tarmsjukdomar visade att nivén av aktiverat NF-kB signifikant korrelerar med graden
av inflammation 1 tarmen (Rogler et al., 1998). For att studera hur till exempel NF—
kB-signaleringen paverkar immunforsvaret och hur signaleringsrickan regleras
behdvs simpla system som kan modifieras enligt de forskningsfrdgor som ska
besvaras. Ett tillvigagingssitt dr att anvinda sig av modellorganismer for att beskriva
processerna i enklare system. Eftersom funktionsprinciperna for molekylirbiologiska
och cellbiologiska processer dr bevarade genom evolutionen kan dessa studeras 1
modellorganismer och resultaten tillimpas i mdnniskan. Bland annat dr de molekylédra
och celluldra mekanismerna for inflammationssignalering bevarad genom evolutionen
och kan studeras exempelvis i bananflugan Drosophila melanogaster. Dirtill har
bananflugan endast det medfodda immunforsvaret, vilket & ena sidan begrinsar dess

anvindning till fragor som berdr enbart den hér typen av immunrespons, men som a



andra sidan gor att inflytande frn det adaptiva immunforsvaret inte behdver beaktas i

experimenten.

Vid en systemisk bakteriell infektion producerar flugan i forsta hand antimikrobiella
peptider for att bekdmpa infektionen och detta utfors genom tva NF—«kB-
signaleringsrackor: Immunbrist-signaleringsrdckan (eng. immune deficiency signaling
pathway, Imd) och Toll-signaleringsriackan (Myllymaéki et al., 2014; Valanne et al.,
2011).  Imd-signaleringsrickan 1 bananflugan  motsvarar =~ ménniskans
tumdrnekrosfaktorreceptorsignalering (eng. tumour necrosis factor receptor pathway,
TNFR) som styr celluldra processer sdsom celldelning och 6verlevnad till olika former
av celldod (Buchon et al., 2014; Gough & Myles, 2020). D4 flugan utsétts for en lokal
bakteriell infektion i tarmen &r det enbart Imd-signaleringsrdckan som aktiveras och
som styr uttrycket av antimikrobiella peptider (Ferrandon et al., 1998; Tzou et al.,
2000). Darmed ar flugans tarm ett utmérkt organ att studera regleringen av Imd-
signaleringsrackan och dess roll 1 flugans immunforsvar. Utdver flugans tarm ar den
sa kallade fettkroppen ett viktigt organ for immunforsvaret och star for aktiveringen
av en systemisk immunrespons i flugan (Myllymiki et al., 2014). Eftersom
immunsignaleringsrickorna  dr bevarade genom evolutionen kan deras

funktionsprinciper ge en insikt i hur delar av ménniskans immunsignalering fungerar.

I mitt projekt studerades stillningsproteinet Kenny som &r en nyckelreglerare av Imd-
signaleringsrackan. Jag dr intresserad av att utreda hur Kenny regleras och jag anvinde
mig av flugans tarm dé inflammationssignaleringen i organismen studerades. Tarmen
ar ett fysiologiskt relevant organ att studera immunforsvaret i eftersom tarmepitelet
utgor en yta for vard—mikrob-interaktioner och bidrar ddirmed med information om en
lokal immunrespons. Som tidigare ndmnts star Imd-signaleringsrickan for den storsta
delen av immunresponsen i tarmen och ddrmed kan effekterna som iakttas 1 detta organ
tillskrivas denna signaleringsricka. I de experiment jag utférde i bananflugan aktiveras
Imd-signaleringsrickan i tarmepitelet genom att mata flugorna med bakterien Eccl5
(Buchon et al., 2009). Jag studerade hypotesen om att Kenny klyvs av kaspaset Dredd
for att stabilisera stdllningsproteinet och jag utredde ocksd vid vilket stille Kenny

klyvs. Med denna information kan jag sedan generera olika mutanter av Kenny och



studera hur dessa inverkar pé regleringen av NF-«B i flugans tarm. Dessa Kenny-

mutanter kommer bidra med information om Kennys roll i immunforsvaret.



2 Litteraturoversikt

2.1 Bananflugan som modellorganism

Bananflugan dr en mangsidig modellorganism och anvénds bade for grundforskning
och mer tillampade forskningsfrdgor. Bananflugan blev den andra multicelluldra
organismen vars genom sekvenserades, 1 och med att den forsta var rundmasken C.
elegans (Adams et al., 2000; C. elegans Sequencing Consortium, 1998). Det dr relativt
kostnadseffektivt att utfora studier i bananflugan, eftersom de kan fédas upp under
ansprakslosa forhdllanden och anvéndningen ar frimst reglerad av de bestimmelser
som giller for hanteringen av genmodifierade organismer. En annan fordel dr den korta
generationstiden som endast dr 10 dagar vid 25°C (Hartwell et al., 2021). Den korta
generationstiden i kombination med de manga molekylédrbiologiska tekniker som finns
tillgdngliga for att modifiera bananflugans genom mdjliggdr att olika genetiska
varianter kan skapas rétt fort. Bananflugans genom ér cirka 180 miljoner baspar stort
och enligt data fran 2023 1 modellorganismdatabasen FlyBase har forskare identifierat
13 986 proteinkodande gener (Bosco et al., 2007). Genomet dr fordelat pd fyra
kromosompar varvid det forsta utgors av sexkromosomerna X och Y, medan det andra,
tredje och fjarde kromosomparet utgdrs av autosomer (Hales et al., 2015). Majoriteten
av generna finns pa X-kromosomen och pa de ldngre autosomerna (kromosom 2 och
3, vars vénstra respektive hogra ”armar” bendms 2L, 2R, 3L och 3R). De resterande
kromosomerna, det vill siga Y-kromosomen och den pyttelilla autosomen (kromosom
4), bestar frimst av heterokromatin. Den enkla fordelningen av generna forenklar

utforandet av genetiska korsningar.

Historiskt sett har bananflugan som modellorganism bidragit med viktiga upptéckter.
Det dr oklart ndr de forsta experimenten med bananflugan inleddes, men da en
amerikansk vetenskapsman vid namn Thomas Morgan upprittade det som kom att bli
hans berdmda flugrum” och i bananflugan bevisade den kromosomala teorin om
arftlighet blev Drosophila melanogaster en populdr modellorganism (Morgan, 1915).
Morgans arbete om att arvsanlagen &r lokaliserade i kromosomerna godtogs och
belonades dr 1933 med Nobelpriset i fysiologi eller medicin (4/l Nobel Prizes in
Physiology or Medicine, 2023). Fram tills idag har ytterligare fyra Nobelpris tilldelats

forskare som studerar bananflugan: Herrman Muller belonades ar 1946 for sitt arbete



som bevisade att rontgenstrilning dr mutagent och att mutationerna kan gé i arv. Ar
1995 tilldelades forskarna Christiane Niisslein-Volhard, Edward Lewis och Eric
Wieschaus Nobelpriset for deras upptackt av en samling gener som kontrollerar den
tidiga utvecklingen 1 ett embryo. Jules Hoffman blev ar 2011 Nobelpristagare for sina
upptackter om det medfodda immunforsvaret och ar 2017 belonades Jeffrey Hall,
Michael Rosbash och Michael Young for sina beskrivningar om den molekyléra
mekanismen som styr dygnsrytmen. Eftersom bananflugan i1 6ver hundra ar har

anvénts som modellorganism har en stor mangd information erhallits.

2.2 Molekylarbiologiska tekniker och verktyg for genetisk analys av

bananflugan

Det finns ett brett utbud av molekylédrbiologiska tekniker som kan anvédndas for att
studera olika aspekter av bananflugans genom. For att studera vilken effekt specifika
gener har i bananflugan kan transgener med olika egenskaper genereras. For
modifiering och integrering av specifika gener anvdnds system som utnyttjar
integraser men dven andra tekniker kan tillimpas 1 Drosophila, sésom CRISPR/Cas9-
systemet (eng. clustered regularly interspaced short palindromic repeats). Uttrycket av
genen av intresse kan kontrolleras exempelvis med Gal4/UAS-systemet och det
syntetiserade proteinet kan styras till specifika stéllen i cellen, sasom till cellkdrnan
om en kérnlokaliseringssignal inkluderas. For att mojliggora detektektering av
genprodukterna kan nukleotidsekvenser som kodar for detekterbara protein eller
peptider inkluderas 1 transgenerna. Ett kidnt exempel ar gront fluorescerande protein
(GFP) som tack vare sin fluorescens kan detekteras da den belyses med UV-ljus
(Chalfie et al., 1994). GFP-mirkningen &r ett relativt stort protein, cirka 28 kDa, vilket
ar over hélften sé stort som det protein som studeras 1 den hir pro gradu-avhandlingen
(Kenny ér cirka 44 kDa). Det dr mojligt att GFP-mérkningen pa grund av sin storlek
paverkar egenskaperna hos proteinet det dr kopplat till och darfor kan det vara
fordelaktigt att vilja mindre markorer. Exempel pd smé epitopmarkorer ar
hemagglutin (HA) frén influensavirus och V5-markdren som hirstammar frén fosfo-
och V-proteiner i simianvirus 5 (Green et al., 1982; Hanke et al., 1992). Till skillnad
frén den stora GFP-mérkningen &r HA-méarkningens storlek endast 1,1 kDa och V5-

markningens 1,4 kDa. De tre ovan nimnda markdrerna kan bland annat detekteras med



Western blot, flodescytometri, immunoprecipitering och immunofluorescens. Dértill

underléttar markorerna isolering av proteinet av intresse.

2.2.1 Modellorganismdatabasen FlyBase underlattar genetisk analys av bananflugan

FlyBase dr den framsta modellorganismdatabasen for Drosophila melanogaster och
dess syfte dr att centralisera informationen som finns tillgéinglig om bananflugan och
gora den dtkomlig for forskare vérlden dver (Gramates et al., 2022). I FlyBase finns
data om Drosophilas gener och genom samt lidnkar till publikationer. Databasen
inkluderar en samling verktyg som hjdlper forskare att hitta specifik information. I
databasen finns information frdn genomik-, transkriptomik- och proteomikstudier
vilket bidrar med information om gener, deras homologer och koppling till sjukdomar
hos minniskan, med mera. En annan funktion modellorganismdatabasen uppfyller ar
att bidra med sammanfattningar om specifika temaomriden. Dessa sammanstillningar
organiserar informationen och gor den littillgdnglig. Bland annat finns det
sammanstéllningar 6ver gengrupper, signaleringsrickor, experimentella tekniker och

tillgidngliga fluglinjer.

2.2.1 Anvandningen av balanserarkromosomer i genetiska korsningar

For att underldtta skapandet av flugor med Onskade genotyper anvinds sa kallade
balanserarkromosomer (Miller et al., 2019). Dessa balanserare ar designade att uppvisa
tre egenskaper som gor dem anvédndbara i genetiska korsningar: For det forsta bar de
pd kromosomala inversioner, vilket innebdr att balanserarkromosomer undviker
genetisk rekombination med homologa kromosomer (Crown et al., 2018; Muller,
1918). Detta innebdr att inga nya genkombinationer skapas mellan kromosomerna och
att de darmed halls intakta. For det andra bar balanserarna ofta pd markdérmutationer
som underldttar identifiering och sallning av de flugor som bir pé
balanserarkromosomen (Ward, 1923). Dessa mutationer innefattar white pa X-
kromosomen som bestimmer 6gonfargen, Curly pd kromosom 2 som péverkar formen
pd vingarna samt Stubble pd kromosom 3 som pédverkar lingden péd borsthdren
(Dobzhansky, 1930; Morgan, 1910; Ward, 1923). For det tredje é&r
balanserarkromosomer konstruerade sa att de bar pa minst en mutation som &r recessivt
letal for flugan (Araye & Sawamura, 2013; Muller, 1918). Detta gor att ingen

avkomma kommer att vara homozygot for balanserarkromosomen och dérmed



undviks problemet att genen av intresse med tiden fOrsvinner ur populationen.
Exempel pd allmdnna balanserarkromosmerer dr den andra multipelt inverterade 2
(eng. second multiply inverted, SM) for den andra kromosomen, samt den tredje
multipelt inverterade 3 och 6 (eng. third multiply inverted, TM) for den tredje

kromosomen.

2.2.2 Gal4/UAS-systemet

For att styra uttrycket av specifika gener hos bananflugan kan Gal4/UAS-systemet
amvindas (Brand & Perrimon, 1993; Duffy, 2002; Fischer et al., 1988). Gal4 ar en
transkriptionsfaktor som ursprungligen hédrstammar frin jast (Giniger et al., 1985).
Transkriptionsfaktorn binder till den forstirkande gensekvensen UAS (eng. upstream
activation sequence) och aktiverar ddrmed transkription av genen som kommer
nedstroms om UAS-sekvensen (figur 1). Promotorn som styr uttrycket av Gal4
kommer indirekt att reglera uttrycket av den UAS-kopplade genen. Denna
funktionsprincip mojliggdér kontroll av genuttrycket, bade tidsméssigt och celltyps-
specifikt. En forutsittning for anvandningen av Gal4/UAS-systemet for detta andamal

ar att det finns en kénd promotor som kan reglera Gal4-uttrycket pé ett onskvért sétt.

Gal4-linje UAS-linje
— O
Promotor Gald >< UAS Gen av intresse
Promotor Gald UAS Gen av intresse

Gal4/UAS-linje

Figur 1. Gal4/UAS-systemet kan kontrollera uttrycket av gener av intresse. Den positiva
transkriptionsregleraren Gal4 formar binda till den forstdrkande gensekvensen UAS, vilket
aktiverar gentranskriptionen for genen nedstroms om UAS-sekvensen. Promotorn som
reglerar uttrycket av Gal4 kommer ddrmed indirekt att reglera uttrycket av den UAS-kopplade
genen. For att skapa flugor som utnyttjar Gal4/UAS-systemet korsas en drivarlinje som bér pa
Gal4-elementet med en fluglinje som bér pd UAS-elementet. UAS = eng. upstream activation
sequence.
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Gal4/UAS-systemet anvinds ocksa for att undersoka funktionen av promotorer
(Dufty, 2002). Gal4-uttrycket sitts da under reglering av promotorn som studeras och
UAS-elementet kopplas till en markdr som kan detekteras. Genom att studera uttrycket
av markoren kan funktionen hos promotorn undersokas. Denna experimentella
uppstillning kan exempelvis ge information om i vilken celltyp promotorn ar aktiv

samt vid vilken tidpunkt eller under vilka forhdllanden promotorn aktiveras.

2.2.3 Integrering av transgener i bananflugans genom: Anvandning av plasmiden
pUASTattB

En Overvigande orsak till att bananflugan blev en attraktiv modellorganism f{or
genetiska studier var upptickten och utvecklingen av tekniker som tillater integrering
av transgener i bananflugans genom. Bland de forsta och mest framstédende teknikerna
for transformering av flugembryon grundar sig pa det sa kallade P-elementet. P-
elementet dr en transposon som formér flytta sig 1 genomet (Rubin et al., 1982).
Ursprungligen bestod P-element av inverterade upprepningar som krivs for
integreringen i genomet samt en gen som kodar for ett transposasenzym som
katalyserar processen. Efter en del modifieringa kunde P-elementet anvéindas som en
vektor for att fora in transgener 1 bananflugans genom, om 4n pé ett slumpmassigt satt
(Rubin &  Spradling, 1982). Direfter har bland annat systemets
transformationseffektivitet optimerats och nya element med liknande tillampningar

har upptéckts.

For att fora in transgener pa forutbestdmda stillen i bananflugans genom kan ett system
som utnyttjar integraset ¢C31 anvindas (Groth et al., 2004). Systemet dr utvecklat for
att med hog transformationseffektivitet kunna anvindas for storskalig integrering av
transgener 1 en organisms genom (Bischof et al., 2007). Systemet utnyttjar ¢C31-
integrasets formaga att pa ett sekvensberoende sitt katalysera rekombination mellan
en bakteriell gensekvens kallad attB samt en gensekvens som kallas attP, vilket
hirstammar fran en bakteriofag (Thorpe et al., 2000). Principen gar ut pa att en vektor
(exempelvis pUASTattB), som innehéller attB-rekombinationssekvensen samt en
genkasett med en Onskad transgen, injiceras 1 flugembryon vars genom innehéller ett
landningsstille som inkluderar attP-rekombinationssekvensen (figur 2) (Bischof et al.,

2007). Integraset @C31 formedlar direfter rekombination mellan attB och attP vilket
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leder till att vektorn integreras i flugans genom. Vektorn samt landningsstillet i flugans
genom innehaller dven loxP-sekvenser, vars rekombination kan initieras genom att
tillfora rekombinaset Cre (Sternberg & Hamilton, 1981). Rekombination mellan dessa
loxP-sekvenser kan utforas for att spjdlka bort den mellanliggande DNA-sekvensen
som utgdrs av plasmidstommen och landningsstéllet. Kvar blir d& en loxP-sekvens,

genkasetten som innehaller transgenen samt en attL-sekvens (figur 2).

vektor |PUASTalEB - (UAS-MCS-5Vv40)

white H onPngn av intrésse“attB

X pC31
flugans genom

—IonPI promotor + markér floxPHattP
v

attR attL

—lloxPI promotor + markdar “onPH I H[-I white HchP“gen av intressel-m—

e —li—
+

flugans genom attL

Figur 2. Integrering av pUASTattB i attP-landningsstillen i bananflugans genom.
Vektorn pUASTattB innehaller markoren white, rekombinationssekvensen loxP, genkassetten
UAS-MCS-SV40, samt rekombinationsstillet attB. Genkasetten UAS-MCS-SV40 innehaller
multipla kloningsstillen i vilket genen av intresse infors. I bananflugans genom har ett

flugans genom

landningsstélle insatts, vilket bestar av loxP, promotor+markdr samt av rekombinationsstéllet
attP. Integreringen sker genom rekombination mellan attP och attB med hjélp av integraset
¢C31. Rekombination mellan loxP stillena kan vid behov utféras antingen fore eller efter
integreringen av pUASTattB (utmérkt med V-formad linje mellan loxP-sekvenser). Figuren
ar modifierad fran (Bischof et al., 2007).

Foretaget Bestgene Inc. erbjuder en tjénst for mikroinjektion av flugembryon. De har
tillgdng till olika fluglinjer som bédr pd landningsstillet som innehdller
rekombinationsstéllet attP och ar 2023 erbjuder de nio olika integrationsstéllen: Ett pa
X-kromosomen, fyra pd kromosom 2, tre pa kromosom 3 och ett pd kromosom 4.
Foretaget séllar fram de flugor 1 vilka det skett en lyckad integrering av pUASTattB-
plasmiden med det 6nskade genkonstruktet. I deras tjanst ingar inte Cre/loxP-tjdnsten

som skulle avldgsna de overflodiga gensekvenserna som &r beldgna uppstroms om
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genkasetten med den 6nskade transgenen. Atgirden #r i de flesta fall inte nddvindig
eftersom dessa Overflodiga gensekvenser inte mirkvért inverkar pd flugornas

livsduglighet och inte heller stor experimentella uppsattningar.

2.3 Imd-signaleringsrackan svarar for flugans immunforsvar mot Gramnegativa
bakterier

Flugans molekyldra immunf6rsvar regleras huvudsakligen av tva signaleringsriackor:
Immunbrist-signaleringsrdackan (eng. immune deficiency signaling pathway, Imd) och
Toll-signaleringsrdckan (Liu et al.,, 2017; Myllymédki et al., 2014). Imd-
signaleringsrackan hos Drosophila ansvarar for aktiveringen av NF—«B-
transkriptionsfaktorn Relish (Myllymaéki et al., 2014). Denna immunsignaleringsracka
aktiveras av Gramnegativa bakterier och resulterar i uttryck av cytokiner och
antimikrobiella peptider. Imd-signaleringsrackan kontrollerar uttrycket av de flesta
antimikrobiella peptiderna hos bananflugan, och signaleringsrickan &r saledes
oumbirlig for flugans immunforsvar mot bakterier. Funktionsprinciperna f{or
signaleringsrickan dr ockséd bevarade genom evolutionen och dess motsvarighet hos

diggdjur dr tumornekrosfaktorreceptorsignaleringsriackan (Buchon et al., 2014).

Imd-signaleringsrickan illustreras i figur 3. Imd-signaleringsrackan aktiveras dd en
receptor 1 cellmembranet (PGRP-LC; eng. peptidoglycan recognition protein LC)
kénner igen peptidoglykan som finns i bakteriers cellvigg (Choe et al., 2002). Detta
leder till rekrytering av ett signaleringskomplex som bestar av dodsdoménproteinet
Imd, adaptorproteinet Drosophila Fas-associerad dodsdomén (dFadd) och kaspaset
dodsrelaterat ced-3/Nedd2-likt kaspas (Dredd) (Georgel et al., 2001; Leulier et al.,
2002). Dérefter aktiveras Dredd av ett E3-ligas vid namn Drosophila inhibitor av
apoptos 2 (Diap2) genom K63-ldnkad ubikvitinering (Meinander et al., 2012). Dredd
klyver darefter Imd sa att ett bindningsstélle for Diap2 exponeras (Kim et al., 2014).
Rekrytering av Diap2 resulterar i ubikvitinering av Imd, som d& erbjuder ett
bindningsstélle for TAK1-associerat bindiningsprotein 2/TGF-f aktiverat kinas 1 -
komplexet (Tab2/Tak1-komplexet) (Kleino et al., 2005; Paquette et al., 2010). Ett
annat E3-ligas, LUBEL, inducerar M1-linkad ubikvitinering som rekryterar bland
annat [-KappaB-kinaskomplexet (IKK-komplexet) (Aalto et al., 2019). Tab2/Takl-
komplexet fosforylerar, och dirmed aktiverar, IKK-komplexet (Lu et al., 2001). IKK-
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komplexet kan da i sin tur fosforylera transkriptionsfaktorn Relish p4 flera stallen och
ddrmed aktivera transkriptionsfaktorn (Ertiirk-Hasdemir et al., 2009). Slutligen, for att
Relish ska kunna translokera till cellkdrnan mdste en inhiberande C-terminal del
klyvas bort (Stoven et al., 2003). Klyvningen av Relish utfors av Dredd (Kim et al.,
2014). Under basala forhéllanden bryts IKK-komplexet ner i autofagosomen, vilket ar

ett av manga sitt som aktiviteten av Imd-signaleringsrickan regleras pd (Tusco et al.,

2017).
Y/'

Peptidoglykan(

PGRP-LC

Cellmembran

Autofagosom

X

(P}
" th)

Antimikrobiella

/i-' ——— peptider, cytokiner

Cellkdrna \

(P
E Relish| N

| mMalgener |

Figur 3. Imd-signaleringsrickan hos Drosophila  melanogaster  aktiverar
transkriptionsfaktorn Relish. En membranreceptor (PGRP-LC) kdnner igen peptigoglykan,
vilket da sétter igdng en kaskad av molekyldra interaktioner som slutligen aktiverar
transkriptionsfaktorn Relish. Kaspaset Dredd ansvarar bland annat for att klyva Imd och
Relish. Kenny utgdr tillsammans med Ird5S IKK-kompexet som fosforylerar Relish, vilket
behovs for att effektivera uttrycket av transkriptionsfaktorns maélgener. Under basala
forhallanden nedbryts Kenny i autofagosomen. Tjocka morkgraa pilar visar fosforylering
medan tjocka ljusgria pilar visar passage genom membran (hér: autofagosomens membran
och kdrmmembranet). Svarta saxar syboliserar proteolytisk klyvning. Figuren &r modifierad
fran (Myllymaki et al., 2014)
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2.4 Kenny (IKKgamma) ar en nyckelreglerare av Imd-signeleringsrackan

Kenny ér en viktig reglerare av Imd-signaleringsridckan och &r homolog till NF—«B-
essentiell modulerare (eng. NF-kB essential modulator, NEMO) hos déiggdjur
(Silverman et al., 2000). Kenny kallas dven IKKy och dr som namnet antyder en del
av  IKK-komplexet. Detta proteinkomplex dr en reglerare av NF-xB
transkriptionsfaktorn Relish i1 flugan, varvid Kennys funktion &r att fungera som
stillning for kinaskomplexet. IKK-komplexet bidrar till aktiveringen av Relish genom
att fosforylera den pa flera stdllen (Silverman et al., 2000). Fosforylering av
transkriptionsfaktorn ar dock inte nddvindig for dess klyvning utan behovs for att
forstirka gentranskriptionen av NF—«B-malgenerna (Ertiirk-Hasdemir et al., 2009).
Fosforyleringen gdr ndmligen att transkriptionsfaktorn mer effektivt kan rekrytera

RNA-polymeras II som behdvs for initiering av gentranskriptionen.

Kenny innehéller en N-terminal LC3-samverkande region (eng. LC3 interacting
region, LIR), en ubikvitinbindande domén, tvé “coiled coil”’-superhelixstrukturer, ett
zinkfingermotiv samt en ubikvitinbindande i ABIN- och NEMO-domén (UBAN-
domin) (Tusco et al., 2017) (figur 4). Funktionen av LIR-doménen ér att styra Kenny,
och diarmed hela IKK-komplexet, till autofagosomen for nedbrytning under basala
forhéllanden (Tusco et al., 2017). Med andra ord bryts Kenny ner under normala
omstdndigheter for att undvika en Overaktivering av NF—«B-signaleringen. Hos
ménniskan d&r NEMO negativt reglerad genom nedbrytning i proteasomen, antingen
genom K48-ldnkad ubikvitinering eller bildandet av ett komplex tillsammans med
proteinet p62 (Chathuranga et al., 2020; Zhang et al., 2017). UBAN-dominen i NEMO
och Kenny binder selektivt Met1-lankade ubikvitinkedjor och specifika aminosyror i
denna domén har visats vara essentiella for att fullborda NF—«B-signaleringen in vivo

(Aalto et al., 2019; Rahighi et al., 2009).

15



5 10 150 229 292 322 355 385
1|] cC e ZnF | |357
LIR UBAN-doman
230 313

. 3 Ty,
M 7 e
r_;_;gj JJJJJJJ‘SIM j

\ hfh';r X5 XA -';f
V\Jw

Figur 4. Olika doménstrukturer i Kenny. A) Kenny innehéller en LIR-domén vars uppgift
ar att fungera som signaleringssekvens for autosomal nedbrytning. UBAN-doménen binder
Metl-linkade ubikvitinkedjor. LIR: LC3-interagerande region; CC: coiled coil (en
tertidrstruktur som bildas da tva eller flera alfahelixar tvinnar sig runt varandra och bildar en
superhelix); UBAN: ubikvitinbindande i ABIN- och NEMO-domin; ZnF: zinkfingermotiv.
Figuren dr modifierad fran (Tusco et al., 2017). B) Den uppskattade proteinstrukturen for
Kenny generarades av AlphaFold (AF-Q9GYV5-F1). De olika doméinen som indikeras i A)
ar farglagda med motsvarande farger i proteinstrukturen. Figuren &r framstilld med PyMOL.

2.5 Kaspaser hos manniskan och bananflugan

Kaspaser ér cysteinberoende proteaser som genom endoproteolys klyver proteiner
efter aminosyran asparaginsyra (Lamkanfi et al., 2002; Van Opdenbosch & Lamkanfi,
2019). Kaspaser ér frimst kdnda for sin medverkan 1 processer som leder till apoptos
men de formedlar dven celldod genom pyroptos, nekroptos och autofagi (Shalini et al.,
2015). Ménniskan har tolv stycken kaspaser och bananflugan har sju stycken (Julien
& Wells, 2017; Kumar & Doumanis, 2000). Kaspaserna har numera upptéckts ha fler
uppgifter utover formigan att formedla celldod, bland annat dr de involverade i
inflammationssignalering och cellproliferering (Van Opdenbosch & Lamkanfi, 2019).
Under basala forhéllanden existerar kaspaser som zymogener och befinner sig dirmed
1 en inaktiv form i cytoplasman. Doménstrukturen for pro-kaspaser utgérs av en N-

terminal prodomén av varierande storlek och en katalytisk domédn som utgdrs av en
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stor och en liten underenhet kallade p20 respektive p10. Kaspaser med ldnga prodomén
innehdller interaktionsstdllen for proteiner och kan da rekryteras till

multiproteinkomplex dér de aktiveras (Mace & Riedl, 2010).

Traditionellt indelas kaspaser som formedlar apoptos in tva grupper beroende pa deras
roll i cellsignaleringen: Initierande kaspaser fungerar uppstroms i
signaleringskaskaden medan utférande kaspaser fungerar nedstroms i
signaleringskaskaden (Lamkanfi et al., 2002). De initierande kaspaserna aktiveras i
borjan av apoptosprocessen och har i uppgift att aktivera de utférande kaspaserna
genom klyvning. De utforande kspaserna klyver sedan celluldra proteiner vilket
slutligen leder till programmerad cellddd. Under basala forhallanden existerar
initierande kaspaser som monomerer som maste genomgd dimersiering for att
aktiveras. Utforande kaspaser existerar ddremot som inaktiva dimerer som maste
klyvas for att aktiveras. For att initierande kaspaser efter dimeriseringen ska erhélla
sin katalytiska funktion inom apoptosformedling sker en rad klyvningar genom
autoproteolys (Julien & Wells, 2017). I och med autoproteolysen klyvs den katalytiska
dominen for vardera kaspas i tvd underenheter, p20 och pl0, som sedan kan
aterforenas i en ny konformation och bilda en katalytiskt aktiv heterotetramer (figur
5). Prodoménen frin respektive kaspas kan ocksa klyvas ocksa bort. Hos initierande
kaspaser utgdrs prodomédnen av kaspasrekryterande domidn (CARD) eller av
dodseffektordoméin (DED). Prodoménen hos utforande kaspaser dr daremot mycket

mindre och innehéller inga interaktionsstillen for andra proteiner.
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Figur 5. Aktivering av initierande kaspaser genom dimerisering. Initierande kaspaser
befinner sig under basala forhédllanden i en inaktiv form som prokaspasmonomerer. Den

Sammankopplande
region

katalytiska doménen bestér av tva underenheter, p20 och p10 som kopplas ihop av en flexibel
sammankopplande region. Prodomédnen i prokaspaserna formedlar dimeriseringen av tva
stycken prokaspasmonomerer, varvid autoproteolys leder till att de tva katalytiska
underenheterna separerar frén varandra for att direfter kunna bilda en tetramerstruktur.
Prodoménen kan ocksa avldgsnas i processen. De sma pilarna visar var autoproteolysen sker.
Forkortningar: p20= den storre underenheten i den katalytiska doménen, p10= den mindre
underenheten i den katalytiska doménen. Figuren dr modifierad fran (Lavrik et al., 2003).

Kaspaser maste 1 regel klyvas for att kunna utfora sina funktioner inom
apoptosformedling. Intressant nog behdvs dock ingen interdoménklyvning for att
mojliggora katalytisk aktivitet for en del andra funktioner. Till exempel formedlar
kaspas-8 LPS-inducerad B-lymfocytprolifirering utan att kaspaset genomgar klyvning
(Kang et al., 2008). Kaspaser har dven visats ha proteasoberoende funktioner,
exempelvis fungerar kaspas-8 som stillning for bildandet av ett pro-inflammatoriskt

signaleringskomplex som leder till induktion av NF-xB (Henry & Martin, 2017).

Bananflugan har sju olika kaspaser, varvid tre av dem har langa prodomin vilket
antyder att de &r initierande kaspaser, medan de Ovriga fyra kaspaserna har korta
prodomén som indikerar att de dr utforarkaspaser (Kietz & Meinander, 2022; Kumar
& Doumanis, 2000). I det har pro gradu-projektet studerades kaspaset Dredd som ar

en viktig reglerare av Imd-signaleringsrdckan. Dredd har en lang prodomén och hor
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dérmed till gruppen initierande kaspaser (Kumar & Doumanis, 2000). Prodoménen i
Dredd bestér av tvd dodseffektordomén som tillsammans med dess Gvriga struktur gor
Dredd till en ortolog till ménniskans kaspas-8 och -10 (Lamkanfi et al., 2002). Dredd
formedlar apoptos och kravs for flugans immunforsvar mot Gramnegativa bakterier
(Kumar & Doumanis, 2000; Stoven et al., 2003). I in vitro-experiment har Dredd visats
klyva bade Imd och Relish i Imd-signaleringsrickan och flugor som uttrycker
muterade former av Dredd kan inte aktivera transkriptionsfaktorn NF-xB (Ertiirk-
Hasdemir et al., 2009; Kim et al., 2014; Stoven et al., 2000, 2003). Dredd har dven in
vivo visats klyva Relish (Meinander et al., 2012). I och med att Dredd klyver den hir
typen av substrat har kaspaset dven egenskaper som associeras med utforarkaspaser.
En studie som utférdes in vitro och 1 celler har dven visat att interdoménklyvning av
Dredd inte behdvs for dess funktion att klyva Imd och Relish (Kim et al., 2014).
Motsvarigheten till Dredd hos ménniskan, kaspas-8, har visats frimja aktiveringen av
NF-kB och — som tidigare nimts — behover inte heller klyvas for att utfora en del av
sina icke-apoptosrelaterade funktioner, sdsom att fungera som stéllningsprotein for

signaleringskomplex (Henry & Martin, 2017; Hu et al., 2000; Kang et al., 2008).
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3 Malsattning

Min hypotes var att Kenny och Dredd binder varandra och att den hir samverkan leder

till klyvning av Kenny. Denna klyvning kunde avldgsna signalsekvensen som leder till

nedbrytning av Kenny, vilket dirmed stabiliserar Kenny som da tilldter nedstroms

aktivering av Imd-signaleringsrdackan. Inledningsvis verifierades hypotesen om att

Dredd klyver Kenny och sedan faststilldes det var Kenny klyvs. Den andra delen gick

ut pé att studera ifall Dredd dven klyver Kenny in vivo. I den tredje delen utvecklades

verktyg for att kunna studera ifall klyvningen behdvs for en fungerande

immunrespons.

1.

For att studera om Dredd klyver Kenny i cellen transfekterades dessa i
Drosophila S2-celler, varvid klyvningen av Kenny iakttogs. For att undersoka
vid vilket stéille Kenny klyvs studerades olika mutanter av Kenny, i vilka en
asparaginsyra (D) har bytts ut till en glutaminsyra (E). Kenny-mutanterna
(D>E) uttrycktes tillsammans med Dredd i S2-celler for att undersoka ifall

mutanterna klyvs eller inte.

. For att studera om klyvningen av Kenny utfors av Dredd in vivo studerades

fenomenet 1 bananflugans tarm. Jag anvdnde mig av tre olika strategier: Forst
studerades effekten av pan-kaspasinhibitorn Emricasan pd klyvningen av
Kenny. Dirtill undersoktes det ifall overuttryck av Dredd paverkar Kenny-
klyvningen. Slutligen undersoktes det om flugor med katalytisk Dredd-

mutantbakgrund kommer att inverka pa klyvningen av Kenny.

. For att 1 framtida studier kunna studera regleringen av Kenny och dess roll i

immunforsvaret skapades det med hjélp av molekylér kloning transgena flugor
som uttrycker vildtyps och mutant Kenny. De olika Kenny-mutanterna
klonades in 1 plasmidstommen pUASTattB som mgjliggor integrering av

transgener i bananflugans genom.
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4 Material och metoder

4.1 Transfektion av S2-celler

Schneider2-celler (S2-celler) dr en cellinje som hédrstammar fran embryonala celler
isolerade fran Drosophila melanogaster (Ivey-Hoyle, 1991). S2-celler védxer som ett
enskiktat lager och ar ldtta att underhélla eftersom de dr semi-adherenta och
cellkulturen uppritthalls vid rumstemperatur. Som cellodlingsmedium fo6r S2-cellerna
(Invitrogen, USA) anvindes Schneiders insektmedium (Sigma-Aldrich, USA) som
kompletterats med 10 % fetalkalvserum (Biowest, Frankrike), 1 % L-glutamin
(Gibco, USA) och 0,5 % penicillin/streptomycin (Gibco, USA) S2-celler anvinds
bland annat som uttryckssystem da man vill studera proteininteraktioner i Drosophila-
celler. En fordel med S2-celler r att de kan transfekteras med olika slags plasmider
och uttrycka dem samtidigt. I de experiment som utfors 1 cellerna anvinds pMT-
plasmider samt en pAc-plasmid for att uttrycka proteiner. Dessa pMT-plasmider
innehéller promotorn metallotionein (MT) som kan aktiveras genom tillsats av

kopparsulfat till cellodlingsmediet (M. K. Olsen et al., 1992).

Transfektionen utfors 1 ett sterilt utrymme med Effectene-transfektionsreagens
(Qiagen, Nederldnderna). Proceduren inleds med att fordela S2-celler 1
cellodlingsplattor. Konfluenta S2-celler spolas 16s fran cellodlingsflaskan och dverfors
till Falconrér som sedan centrifugeras i 4 minuter med 1000 rpm vid rumstemperatur.
Supernatanten avldgsnas och cellpelleten 16ses upp 1 cellodlingsmedium. De
resuspenderade S2-cellerna tillsdtts till cellodlingsplattorna. Darefter forbereds
transfektionsmixen som bestér av transfektionsbuffert, 0,2 eller 1,0 ug av respektive
plasmid-DNA, forstirkande buffert (eng. Enhancer buffer) och Effectene-reagens.
Transfektionsmixen inkuberas 1 10 minuter och tillsdtts sedan till cellerna for att inleda
transfektionen. Cellerna inkuberas dérefter 1 16 timmar vid rumstemperatur, varvid
cellodlingsmediet byts ut till farskt medie. De transfekterade cellerna inkuberas
ytterligare 1 7 timmar, varvid kopparsulfatlosning tillsétts till en slutlig koncentration
pa 500 uM for att initiera uttrycket av de proteiner som regleras av promotorn MT.
Cellerna skordas 16 timmar efter att uttrycket initierats och for att studera de

Overuttrycka proteinerna mer ingédende kan ett cellysat framstillas.
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Plasmiderna pMT/Flag-His (kontrollplasmid), pMT-V5-Kenny-V5 och pAc-DIAP2
erholls av professor Pascal Meier institutet for cancerforskning i London,
Storbritannien. Plasmiden pMT-Kenny-HA skapades med pMT-V5-Kenny-V5 som
templat. Plasmiden pMT- LUBEL RBR-LDD skapades med en syntetiskt,
kodonoptimerad LUBEL RBR-LDD (GeneScript, USA) som templat (Aalto et al.,
2019).

4.2 Framstallning av cellysat

Cellerna som ska lyseras skdljs 10s fran cellodlingsplattan de vixer i och dverfors till
centrifugeringsror. Cellsuspensionen centrifugeras vid 4 °C med 1000 rpm i 5 minuter.
Supernatanten avldgsnas och cellpelleten 16ses upp 1 kall fosfatbuffrad saltlosning
(eng. phosphate-buffered saline, PBS, Medicago AB, Sverige) och Overfors till
mikrocentrifugtuber. Cellerna centrifugeras vid 12 000 g i 15 sekunder och sedan
avldgsnas supernatanten. Cellerna lyseras genom att 16sa upp cellpelleten i S2-
lyseringsbufferten bestdende av 50 mM Tris-bas (Sigma-Aldrich, USA), 150 mM
NaCl (Sigma, USA), 1 % Triton X-100 (Honeywell Fluka, USA), 1 mM EDTA
(Sigma-Aldrich, USA) och 10 % glycerol (Sigma-Aldrich, USA) som supplementerats
med 5 mM NEM (Sigma-Aldrich, USA), 5 mM kloroacetamid (Aldrich, USA), 1 mM
DTT (Sigma, USA) samt Pierce™ proteas- samt fosfatasinhibitor (Thermo Scientific,
USA) och inkuberas pa is 1 10 minuter. De lyserade cellerna centrifugeras sedan vid 4
°C med 12 000 g i 10 minuter. Dérefter tas supernatanten med proteinerna tillvara,
vilken kan analyseras som den é&r eller vidare studeras genom exempelvis
affinitetsanalyser. Ifall endast lysatet ska analyseras denatureras provet med Laemmli-
buffert som bestir av 10 % glycerol (Sigma-Aldrich, USA), 1 % SDS (Sigma, USA),
0,06 M Tris-bas (Sigma-Aldrich, USA), 0,005 % bromfenolbld (Sigma-Aldrich, USA)
och 3 % betamerkaptoetanol (Sigma-Aldrich, USA). Proven kokas 1 5 minuter och

forvaras darefter vid 4 °C.

4.3 Affinitetsanalys for precipitering av proteiner

For att studera ifall tvd proteiner associerar med varandra kan affinitetsanalyser
utfoéras. D4 proteiner fills ut med hjilp av antikroppar kallas det for
immunoprecipitering. Ett alternativ till anvindningen av antikroppar &r andra proteiner

som har en affinitet for de proteiner som ska studeras. Dessa affinitetsproteiner kopplas
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till agaroskulor eller dylikt for att fa dem att féllas ut ur I6sningen. I det hir pro gradu-
projektet utfordes tva olika slags neddragningsanalyser for att studera interaktioner
mellan proteiner: V5-immunoprecipitering som precipiterar V5-epitopmérkta
proteiner samt en affinitetsanalys 1 vilken Metl-ldinkade ubikvitinkonjugat

precipiteras.

4.3.1 V5-immunoprecipitering

Med V5-immunoprecipitering avses precipitering av V5-epitopmérkta proteiner med
hjélp av antikroppar som dr kopplade till agaroskulor. Cellysatet tillreddes i likhet med
avsnitt 4.2 framstillning av cellysat”, men innan tillsats av Leammli utfors sjdlva
immunoprecipiteringen. V5-agaroskulorna tvittas genom att centrifugera ner dem med
1000 rpm i 1 minut, blanda ut dem med PBS och ater centrifugera ner dem med 1000
rpm i 1 minut, varvid supernatanten avldgsnas. V5-agaroskulorna blandas ut i S2-
lyseringsbuffert och pipetteras sedan i mikrocentrifugror. Till dessa tillsdtts sedan
cellysatet, varvid proven placeras pd rotation 1 4 °C 1 2 timmar. V5-agaroskulorna och
eventuella substrat som bundit till dem centrifugeras darefter ner med 1000 rpm i 1
minut och supernatanten avldgsnas. Darpa tvéttas kulorna tre ganger med tvéttbuffert
for immunoprecipitering som bestir av 10 mM Tris-bas (Sigma-Aldrich, USA), 150
mM NaCl (Sigma, USA), 0,1 % Triton X-100 (Honeywell Fluka, USA) och 5 %
glycerol (Sigma-Aldrich, USA) utspitt i vatten som renats genom omvénd osmos (eng.
reverse osmosis, RO). Slutligen elueras provet med 4X Laemmli-buffert, kokas 1 5

minuter och forvaras i kylskép (4 °C).

4.3.2 Affinitetsanalys med GST-markt Met1-SUB

For att studera protein—protein-interaktioner kan dven andra proteiner dn antikroppar
anvindas. Funktionsprincipen for den hér typen av affinitetsanalyser &r att ett protein
innehdller en affinitetsdomén som binder till en bindningspartner som &r kopplad till
exempelvis agaroskulor. D& kulorna fills ut ur cellysatet som ska analyseras foljer det
bundna proteinet med. For att studera Metl-lankade ubikvitinkonjugat anvénds det
rekombinanta proteinet metioninl-ldnkat ubikvitinspecifikt ubikvitinbindande protein
(eng. Metl-Ubiquitin-specific ubiquitin binder, Metl-SUB), vilket dr kopplat till
glutation—S-transferas (GST). Glutation-S-transferaset binder till tripeptiden glutation

som &r kopplat till agaroskulor. Met1-SUB tillverkades i labbet genom rekombination
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1 E.coli genom att transformera dem med en plasmid som kodar for NEMO-UBAN
som kopplas till affinitetsmérkningen GST. UBAN-regionen i NEMO binder specifikt
till Metl-linkade ubikvitinkedjor (Rahighi et al., 2009). Plasmiden erholls av
professor Mads Gyrd-Hansen (KoOpenhamns universitet, Danmark) och den
ursprungliga framstédllningen av Met1-SUB beskrivs i en artikel av Fiil et al. (Fiil et
al., 2013).

Cellysatet tillreddes i likhet med avsnitt 4.2 framstillning av cellysat”, men innan
tillsats av Leammli utfors sjdlva affinitetsanalysen. Cellysatet blandades med
glutation-separos 4B-kulor (GE Healthcare, USA) samt 30 ug Metl-SUB och
inkuberades med rotation i cirka 16 timmar 1 4 °C. Darefter tvittas kulorna tre génger
med tvittbuffert for immunoprecipitering och elueras med 4X Laemmli-buffert.

Slutligen kokas proven i 5 minuter och forvaras vid 4 °C.

4.4 Western blot for detektering av specifika proteiner

Western blot anvéinds for att detektera proteiner med hjélp av antikroppar. Forst
separeras  proteinerna  enligt storlek genom en metod kallad SDS-
polyakrylamidgelelektrofores (eng. sodium dodecyl sulphate polyacrylamide gel
electrophoresis, SDS-PAGE). Dadrefter flyttas proteinerna over till ett
nitrocellulosamembran (Cytvia, USA) som sedan behandlas med antikroppar som kan

detekteras.

4.4.1 Gelelektrofores for separering av proteiner

SDS-PAGE idr en metod for att separera proteiner enligt storlek. Proven som
denaturerats med Laemmli-buffert kokas 5 minuter, centrifugeras ner och pipetteras i
10 % akrylamidgeler. Akrylamidgelerna bestir av tva delar, varvid den dvre gelen
bestar av 0,0625 M Tris-bas med pH 6,8 (Sigma-Aldrich, USA), 0,1 % SDS (Sigma-
Aldrich, USA), 3,75 % akrylamid (BioRad, USA), 0,04 % APS (Sigma-Aldrich,
USA), 0,02 % TEMED (Sigma, USA). Den undre gelen bestdr av 0,375 M Tris-bas
med pH 8,8 (Sigma-Aldrich, USA), 0,1 % SDS (Sigma-Aldrich, USA), 10 %
akrylamid (BioRad, USA), 0,05 % APS (Sigma, USA) och 0,05 % TEMED (Sigma,
USA). Gelerna placeras i en elektroforestank som fyllts med korbuffert som bestér av

25 mM Tris-bas med pH 8,3 (Sigma-Aldrich, USA), 192 mM glycin (Sigma-Aldrich)
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och 0,1 % SDS (Sigma-Aldrich, USA) utspédtt i RO-vatten. Da en likstrom slas pa
bildas ett elektriskt félt genom gelen. Korbufferten och den tvadelade akrylamidgelen
med olika pH bildar ett diskontinuerligt buffersystem som ger upphov till skillnader i
jonstyrka. Det hir leder till att den 6vre gelen samlar ithop proteinerna sa att de lagger
sig pa samma niva i gelen, medan den undre gelen separerar proteinerna enligt storlek.
I den undre gelen tar sig sma proteiner léttare fram genom porerna i gelen och kommer
dirmed att vandra snabbare. Molekylviktsmarkoren Precision Plus Protein Dual
Colour Standard (Bio-Rad, USA) anvdnds for att kunna identifiera de olika
proteinstorlekarna. Gelelektroforesen utférs med konstant spianning pa 80 V tills
molekylviktsmarkdren borjar separera. Dérefter hojs spanningen till 120 V och kors

tills proteinerna separerat tilrackligt for vidare analys.

4.4.2 Overféring av proteiner till nitrocellulosamembran

Efter gelelektroforesen Overfors proteinerna fran akrylamidgelen till ett
nitrocellulosamembran (Cytvia, USA). Detta gors genom att forbereda en sd kallad
overforingskasett: P4 vardera kasetthalva placeras ett par ’bjorntungor” och tre par
Whatman-papper (Cytvia, USA) vilka drénkts i dverforingsbuffert som bestar av 25
mM Tris-bas (Sigma-Aldrich, USA), 192 mM glycin (Sigma-Aldrich, USA), 0,01 %
SDS (Sigma-Aldrich, USA), 20% metanol (Sigma-Aldrich, USA) utspitt i RO-vatten.
Akrylamidgelen och nitrocellulosamembranet placeras i1 kasetten som viks ihop.
Kasetten placeras 1 en Overforingskammare med &verforingsbuffert sa att
akrylamidgelen kommer mot den negativa polen och membranet mot den positiva
polen. D4 likstrom slds pd kommer de negativt laddade proteinerna vandra mot den
positiva polen och fingas upp av membranet. Overféringen utfors vid 4 °C med 30 V

12 timmar.

4.4.3 Detektering av proteiner genom kemiluminiscens

Efter overforingen kokas membranen i1 10 minuter for att ytterligare bryta ner
proteinstrukturen i proven for att exponera domdn som antikroppar kan binda till.
Darefter blockeras membranen med en fettfri mjolkblandning bestdende av cirka 5 %
mjolkpulver (Valio, Finland), PBS (Medicago AB, Sverige) och 0,2 % Tween (Sigma,
USA) i 1 timme for att minska pé eventuell ospecifik bindning av antikropparna till

membranets yta. Membranen tvéttas sedan tva ganger med en tvittbuffert som bestér
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av PBS (Medicago AB, Sverige) och 0,2 % Tween (Sigma, USA). Dérefter inkuberas
membranen med en primir antikropp som binder till proteinet av intresse i cirka 16
timmar vid 4 °C. Ett undantag till inkuberingstiden &r den priméra antikroppen som
binder till Met1-ubikvitin, vilken inkuberas 1 timme vid rumstemperatur. Ofta tillhor
de primdra antikropparna klassen immunoglobulin G (IgG). Hérnist tvéttas
membranen tre gdnger innan den sekundira antikroppen tillsétts som dé binder till den
priméra antikroppen. Den sekundéra antikroppen &r kopplad till en markor kallad
pepparrotsperoxidas (eng. horseradish peroxidase, HRP). Detta enzym kommer att
katalysera en oxidationsreaktion d& substratet ECL (eng. enhanced
chemiluminescence by luminol, Cytvia, USA) tillsétts. For att erhélla en starkare
signal kan substratet SuperSignal™ West Femto Maximum Sensitivity Substrate
(ThermoFisher Scientific, USA) anvidndas. Reaktikonen ger upphov till en detekterbar
kemiluminiscent signal. Signalen fdngas upp pé ljuskénsliga medicinska filmer (Fuji
medical X-ray film, Kisker Biotech GmbH & Co. KG, Tyskland) och framkallas i ett
morkerrum. Signalen framtrader som morka flickar pa filmen, och med hjilp av
molekylvitsmarkdren kan molekylvikten pd proteinbanden faststillas. Styrkan pa

signalen korrelerar med en hogre proteinhalt i provet.

De priméra antikropparna som anvéndes var anti-HA som tillverkats i rdtta (klon 3F 10,
#11867423001, Roche, Schweiz), anti-V5 som tillverkats i mus (klon SV5-Pkl,
#MCA1360, Serotec, Storbritannien), anti-GFP som tillverkats 1 kanin (ab6556,
Abcam, Storbritannien), anti-Diap2 BIR3 SK34 som tillverkats 1 kanin (Leulier et al.,
2006) och anti—B-aktin som tillverkats i kanin (4967S, Cell Signaling Technology,
USA). Tvé olika antikroppar som binder till Metl-lankade ubikvitinkedjor anvindes:
en kommersiell vid namn 1E3 ZooMAb ZRB2114 (Sigma, USA) samt en anti-Metl
IgG som producerats i labbet. Losningarna for de priméra antikropparna bestar av
1:500-1:2500 primér antikropp, 1 % bovinserumalbumin och 0,02 % natriumazid
(NaN3) upplost 1 PBS (Medicago AB, Sverige). Den egengjorda Metl-antikroppen
framstélldes genom rekombination i samband med att transfektera celler med tva
plasmider som uttrycker Fab-fragmentets tunga respektive ldtta kedja. Dessa
plasmider erhdlls frén bitrddande professor Rune Busk Damgaard (Danmarks tekniska

universitet). Tillverkning av den ursprungliga Fab-fragmentet som binder Metl-
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lankade ubikvitinkedjor, klon 1E3, beskrivs i en studie utférd av Matsumoto et al.

(Matsumoto et al., 2012).

De sekundéra antikropparna som anviands var anti-ratta [gG-HRP (#sc-2006, Santa
Cruz Biotechnology, USA), anti-kanin IgG-HRP (#sc-2357, Santa Cruz
Biotechnology, USA), anti-mus IgG-HRP (ab6789, Abcam, Storbritannien) och anti-
méanniska IgG-HRP (#31410, Invitrogen, USA). Koncentrationen for samtliga
sekundira antikroppar &r 1:5000.

4.5 Uppfodning av flugor

Drosophila melanogaster fods upp 1 plastror, matas med Nutri-fly Bloomington
Formulation (Dutscher Scientific, Essex, Storbritannien) och upprétthalls vid
rumstemperatur under en 12h:12h ljus—morker-cykel. Flugmaten bestar av jist,
sojamjol, majsmjol, maltextrakt, agar, majssirap och konserveringsmedel (Tegosept
[Apex, USA] samt propansyra [Sigma-Aldrich, USA]) som blandats ut i RO-vatten. I
experimenten anviindes Canton® som motsvarighet till vildtypsflugor och dessa erhélls
av professor Pascal Meier (institutet for cancerforskning 1 London, Storbritannien).
For experimentet som undersoker klyvningen av Kenny anvinds fluglinjer som

overuttrycker GFP-Kenny 1 tarmen, varvid den wursprungliga fluglinjen har

NP1-Gal4 UAS-GFP—Kenny

genomtypen ; (Tusco et al., 2017). Vid behov utfordes
NP1-Gal4  UAS—-GFP—-Kenny

. . . . . . . Cyo TM3

genetiska korsningar for att erhalla specifika genotyper. Balanserarlinjen 7 Thes

erholls av doktor Ville Hietakangas (Helsingfors universitet, Finland).

4.6 Klyvningsanalys av Kenny in vivo

For att studera ifall Dredd klyver Kenny i bananflugan utférdes tre olika experiment:
Matning med pan-kaspasinhibitron Emricasan (MedChemExpress, USA), dveruttryck
av Dredd tillsammans med Kenny samt overuttryck av Kenny i1 en Dredd-
mutantbakgrund. I experimenten utnyttjas Gal4/UAS-systemet for att dveruttrycka
Kenny och/eller Dredd i flugans tarm och dirfor anvinds den tarmspecifika promotorn
NP1. UAS-elementet dr kopplade till GFP-Kenny och Dredd. For att aktivera Imd-

signaleringsrackan, och ddrmed inducera klyvningen av Kenny, matas flugorna med
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den Gramnegativa bakterien Erwinia carotovora carotovora 15 (Eccl5) (Buchon et

al., 2009).

4.6.1 Korsning av flugor

For att undersoka hur Overuttryck av Dredd inverkar pd klyvningen av Kenny
overuttrycks bade GFP-Kenny och Dredd i tarmen. For att skapa en sadan fluglinje
korsas flugor som overuttrycker GFP-mérkt Kenny med flugor som Overuttrycker
Dredd. Béada fluglinjerna utnyttjar Gal4/UAS-systemet, varvid Gal4-uttrycket styrs av
NPI-promotorn. Honflugorna som véljs for korsningarna éar jungfru-flugor for att

sdkerstélla att de inte bér pd spermier frén tidigare parningar.

Korsning I, P:
NP1Gal4 UAS-GFP-Kenny o NP1Gal4 UAS-Dredd
NP1Gal4’ UAS- GFP- Kenny NP1Gal4’ UAS-Dredd

F1:

NP1Gal4 UAS-GFP — Kenny
NP1Gal4’ UAS- Dredd

Avkomman kommer siledes bira pd badde UAS-GFP-Kenny och UAS-Dredd.
Eftersom flugorna &r heterozygota for allelen med UAS-GFP-Kenny kommer
kontrollflugorna for GFP-Kenny ocksa att endast ha en uppsittning av GFP-Kenny i

NP1Gal4 UAS-GFP—Kenny
NP1Gal4’ TM3,Sb

sitt genom. Genotypen for dessa kontrollflugor ér

For att studera inverkan av en katalytisk Dredd-mutant pa klyvningen av Kenny
skapades en fluglinje som uttrycker en s& kallad Dredd***-mutant och som dirtill
overuttrycker GFP-Kenny i tarmen. Genen som kodar for Dredd befinner sig pd X-
kromosomen, och dérfor anvdnds honflugor som &dr homozygota for L23-Dredd-
mutationen 1 korsningen s att varje avkomma erhéller en allel av den muterade
qL23

versionen av Dredd. Fluglinjen med Dred

Meier (Leulier et al., 2000).

-mutanten erholls fran professor Pascal
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Korsning II, P:

Y _ NPlGal4_ UAS- GFP-Kenny N XL23_Dreddl +. +.
X*’' NP1Gal4’ UAS-GFP-Kenny XL23-Dredd’ 4’ 4’

F1:

Y NP1Gal4 UAS-GFP-Kenny
XL23-Dredd ’ R n

eller

Xt NP1Gal4d UAS-GFP-Kenny
XL23—DTedd; + , +

Den hanliga avkomman kommer att vara hemizygot for de gener som befinner sig pa
X-kromosomen, vilket &r fallet for L23—Dredd-mutationen. Honflugorna i avkomman
kommer att bira pa en mutant och en vildtyps X-kromosom och kommer séledes béra
pa en vildtyps—Dredd-allel. Darmed anvidndes endast hanflugor i detta experiment.

Kontrollflugorna for uttrycket av GFP-Kenny kommer att ha genotypen

Y ~NPlGal4 UAS-GFP-Kenny

)

x+’ + +

4.6.2 Bakteriekultur av Erwinia carotovora carotovora 15

Bakteriekulturen framstélls genom att skrapa 10s frysta, glycerolbevarade, Eccl5-
bakterier och blanda ut dem 1 autoklaverad lysogenbuljong (eng. lysogeny broth, LB,
tillverkare Sigma-Aldrich). Bakterieldsningen inkuberas sedan vid 29 °C i 16 timmar.
Direfter centrifugeras bakterierna med 4000 rpm vid 10 °C 1 20 minuter och
supernatanten avldgsnas. Bakteriepelleten 16ses ater upp i LB-buljong och den optiska
titheten (eng. optical density, OD) vid vaglingden 600 nm maéttes med en
spektrofotometer (Helios f, UNICAM Instruments, Storbritannien) och justerades till
OD =0,2 (£ 0,02).
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4.6.3 Matning av flugorna med bakterieldsning och kaspasinhibitor samt dissekering
av flugtarmar

Flugorna i vilka klyvningen av Kenny studeras matas med Gramnegativa bakterier
(Eccl5) for att inducera aktiveringen av Imd-signaleringsrickan och dérmed
klyvningen av Kenny. Bakterierna 16ses upp tillsammans med en sackaroslosning
(50:50-16sning, slutlig koncentration bakterier OD=0,1 och sackaros 2,5 %) for att
locka flugorna att dta av Idsningarna. I experimentet som undersoker effekten av
kaspasinhibitor pa klyvningen av Kenny tillsattes 10 pM av pan-kaspasinhibitorn
Emricasan (MedChemExpress, USA). Dessa pipetteras sedan pd Whatmanpapper
(Cytvia, USA) som placerats 1 rena flugtuber, till vilka bdde hon- och hanflugor
introduceras. Ett undantag till detta &r experimentet som studerar effekten av den
katalytiska Dredd-mutanten, i vilket endast hanflugor anvindes (se avsnitt 4.6.1
“korsning av flugor”, korsning II). Tuberna forvaras i rumstemperatur och flugorna
tillats dta av 16sningarna under 16 timmar. Efter behandlingen beddvas flugorna med
koldioxid och avlivas genom att frysa ner dem vid -20 °C i 15 minuter. Flugorna
forvaras sedan pa is i vintan pa att bli dissekerade. Atta till tio tarmar per prov
dissekeras 1 PBS och forvaras tillfdlligt 1 kall PBS. Tarm-proven centrifugeras sedan
for att bilda en pellet och supernatanten avldgsnas. Till tarmarna tillsétts sedan S2-
lyseringsbufferten bestdende av 50 mM Tris-bas (Sigma-Aldrich, USA), 150 mM
NaCl (Sigma, USA), 1 % Triton X-100 (Honeywell Fluka, USA), 1 mM EDTA
(Sigma-Aldrich, USA) och 10 % glycerol (Sigma-Aldrich, USA) samt Pierce™
proteasinhibitor (Thermo Scientific, USA) for att lysera dem. Dérefter homogeniseres
proven mekaniskt med en mortel och inkuberas pa is i 15 minuter. Efter inkubationen
tillsétts 4X Laemmli-buffert till en slutlig koncentration p4 1X Laemmli och proven

kokas 1 15 minuter. Proven forvaras vid 4 °C tills de analyseras med Western blot.

4.7 Skapandet av transgena Kenny-flugor
For att studera hur klyvningen av Kenny inverkar pd immunfGrsvaret kommer
fluglinjer med tre stycken versioner av Kenny skapas:
1)  Flugor som uttrycker vildtyps-Kenny (figur 6b och 6d). De hér fluglinjerna kan
anvindas som vildtyps-kontroll av Kenny da dess roll i immunforsvaret

studeras.
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ii)  Flugor som uttrycker en klyvningsresistent version av Kenny (D>E, figur 6¢).
Denna fluglinje kan anvindas for att undersoka vad som sker d4 Kenny inte
kan klyvas.

ii1)  Flugor som uttrycker en konstitutivt klyvd form av Kenny (delta N-term, figur
3e). Denna fluglinje kan anvindas for att undersoka vad som sker d& Kenny ar

standigt klyvt.
LIR D

a) Vildtyp GFP|

LIR D
b) Vildtyp HA

LIR D=E

c) Klyvningsresistent HA

LIR D

d) Vildtyp

m

e) Standigt klyvt V

Figur 6. Olika versioner av Kenny som genereras for att skapa transgena flugor. Kenny-
genen dr visualiserad som en orange lada och méarkningar har visualiserats som mindre 1ador
kopplade till genen (GFP i gront, HA i ljusgult och V5 i rosa). A) En GFP-mirkning har lagts
till i N-terminus av vildtyps Kenny. Detta genkonstrukt finns redan insatt i en fluglinje och
anvinds i experiment som undersoker olika aspekter av Kenny. B) Vildtyps Kenny med en C-
terminal HA-mérkning. C) En kritisk punktmutation (D>E) goér denna form av Kenny
oférmdgen att klyvas. D) Vildtyps Kenny med en C-terminal V5-mérkning. E) AN-term
Kenny saknar de forsta aminosyrorna, inklusive de som utgér LIR-doménen och utgor ddrmed
en stindigt klyvd form av Kenny.

4.8 Polymeraskedjereaktion

PCR, det vill sidga polymeraskedjereaktion, 4r en metod som anvédnds for att
mangfaldiga DNA. Metoden gar ut pa att enzymet DNA-polymeras syntetiserar DNA
utgdende frén ett templat. For ménfaldigandet av DNA anvéns New England BioLabs
Reaktionsblandningen vilken bestir av Q5-buffert, 200 uM dNTP, 0,5 uM framat-
respektive bakétprimers (tabell 1), <1 pg DNA-templat, Q5—enhancer-16sning och
0,02 U/ul Q5-polymeras. Volymen justeras med MQ-vatten till 50 ul per prov. PCR-
cykeln bestar av sju steg, varvid det forsta &r en uppvirmning av reaktionsblandningen

till 98 °C 1 en minut. Det andra steget separerar DNA-tradarna och utfors vid 98 °C 1



tio sekunder. I det tredje steget sanks temperaturen till ungefar 60 °C i 20 sekunder for
att tillata att primererna binder till sina komplementira DNA-sekvenser. Dérefter hojs
temperaturen i det fjarde steget till 72 °C i1 tva minuter, varvid DNA-syntetiseras. Det
femte steget anger antalet ganger steg nummer tva till fyra upprepas, vilket stélls in pa
30 da syftet var att amplifiera upp en specifik DNA-sekvens. I det sjétte steget sker
den sista syntetiseringen av DNA-sekvensen, dven denna vid 72 °C i tvd minuter. I det
sjunde och sista steget kyls proven ner till 4°C, vilket &r temperaturen proven sedan

forvaras vid.

Tabell 1. Primerer for skapandet av Kenny-transgener. For att fora over HA-maérkt
vildtyps-Kenny i plasmiden pUAStattB anvidndes primerparet Kenny-HA. 1 framat primern
infordes restriktionsstillet BglII och i bakat primern Kpnl (markerat i fet stil). I bakatprimern
infordes dven ett stop-kodon innan restriktionsstillet (markerat i rott). For kloning av stidndigt
klyvt Kenny som ett ubikvitinfusionskonstrukt anvidndes primerparet pMT-KennyUbfus
(vildtyp och A21), varvid restriktionsstéllet Sacll inkluderades i framétprimaren och Xhol i
bakétprimeren (markerat i fet stil). Dartill tillsattes en extra nukleotid (markerat i lila) i
framatprimererna for att forskjuta ldsramen med en nukleotid. I primerparet pUASTattB-
KennyUbfus inkluderas restriktionsstillet EcoRI i1 framatprimeren och Notl infors i
bakétprimeren. Samtliga restriktionsstillen dr markerade i fet stil.

Primer Nukleotidsekvens

Kenny-HA Framét 5’-GCGCGCAGATCTATGTCGGACGAAGAC-3’
Kenny-HA Bakat 5’-CCCAAAGGTACCTTAGGCGTAGTCTGG-3’
pMT-KennyUbfus- 5’-AAATTTCCGCGGATCGGACGAAGAGTC-3’
vildtyp-Framéat

pMT- 5’-AAATTTCCGCGGAAGTTCCTTGCGGTC-3’
KennyUbfus A21-

Framat

pMT-KennyUbfus- 5’-CGCGCGCTCGAGGTTTTTATCCAAACA-3’
Bakat

4.9 Gelelektrofores for separering av DNA-molekyler

For att separera DNA-proven enligt molekylvikt anviandes geler bestaende av 1 %
agaros och vars bas utgjordes av TAE-buffert (Tris-acetat-etylendiamintetraittiksyra,
Sigma-Aldrich, USA). Gelerna fiargades med GelRed® DNA-firg (Biotium, USA) for
att mojliggora detektering av DNA-proven. Gelerna placeras i en elektroforestank som
fyllts med korbuffert (1X TAE) och DNA-proven som blandats med DNA-firg
pipetteras 1 brunnarna. Sedan slas en likstrom pd som bildar ett elektriskt falt genom

gelen, vilket gor att de negativt laddade DNA-molekylerna vandrar mot den positiva
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polen. DNA-molekyler med mindre storlek tar sig littare fram genom gelen och
kommer dédrmed vandra snabbare. Molekylviktsmarkoéren GeneRuler 1kb (Thermo
Scientific, USA) anvédnds for att identifiera de olika molekylstorlekarna.
Gelelektroforesen utférs med konstant spanning pd 80 V tills DNA-molekylerna

vandrat tillrackligt 1angt for vidare analys.

4.10 Gel- och PCR-rening av DNA-molekyler

For att isolera och rena DNA-molekylerna fran agargelen utfors Gel- och PCR-rening
med Macerey-Nagels NucleoSpin® reagensuppsittning och protokoll. DNA-
fragmenten som ska renas skérs ut fran agarosgelen och 16ses upp 1 buffer NTI vid 50
°C. For varje 100 mg agarosgel anvdnds 200 pl buffert NTI. Dérefter laddas proven i
NucleoSpin® Gel-och PCR-reningskolumner och centrifugeras i 30 sekunder vid 11
000 g, varvid genomflodet avlagsnas. Harnést tvittas kolumnens kiselmembran genom
att tillsdtta 700 ul buffert NT3 och centrifugera det 1 30 sekunder vid 11 000 g. Tvitt-
processen utfors tva ganger, varvid genomflodet avlidgsnas. Dairefter torkas
kiselmembranet genom att centrifugera reningskolumnen 1 minut vid 11 000 g.
Direfter elueras DNA-provet med 15 pl buffert NE och inkuberas vid rumstemperatur
1 en minut. Slutligen centrifugeras provet 1 minut vid 11 000 g och genomflédet tas
tillvara. Koncentrationen av DNA-provet bestims med spektrofotometern NanoDrop

2000 (Thermo Scientific, USA).

4.11 Behandling med restriktionsenzym och defosforylering av vektor

Innan DNA-fragmenten kan inforas i en plasmidvektor maste de behandlas med
restriktionsenzym och malvektorn maste dartill defosforyleras. Restriktionsenzym é&r
endonukleaser som klyver DNA-molekyler vid specifika nukleotidsekvenser.
Samtliga restriktionsenzym som anvindes i mitt pro gradu-arbete limnar specifika 3’-
overhiangen i DNA-trddarna, vilket underlattar ligeringen av DN A-fragmenten. For att
kunna sammanfoga DNA-fragmenten i en bestimd riktning anvénds tva olika
restriktionsenzym for att klippa DNA-molekylerna. New England BioLabs protokoll
och reagensblandningar anvinds for behandling med restriktionsenzym och
defosforylering av vektor. Till att borja med I16ses 0,5 pl av respektive

restriktionsenzym upp 1 3 pl CutSmart-buffert och tillsétts till 1 pg DNA-prov samt
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till 1 pg vektor. Volymen for de bada 16sningarna justeras med MQ vatten till 30 ul.
Reaktionsblandningarna inkuberas 1 timme vid 37 °C, vartefter provet med det klyvda
amplikonet forvaras vid 4 °C. Vektorn defosforyleras genom att till provet med den
klyvda vektorn tillsdtta 2 ul CIP. Reaktionsblandingen inkuberas dérefter 1 timme vid
37 °C och forvaras vid 4 °C.

4.12 Ligering av DNA-fragment

Ligering dr en metod som sammanfor tvd DNA-fragment. Processen utfors av enzymet
DNA-ligas, som formér &terstilla fosfodiesterbindningar i DNA-trddarna. Infor
ligeringen renas DNA-fragmenten som 1 avsnitt 4.8.2 7 gelelektrofores for separering
av DNA” och 4.8.3 “gel- och PCR-rening”, varvid koncentrationen bestims med
NanoDrop 2000 (Thermo Scientific, USA). Reaktionsblandningen for ligeringen
bestar av 1 pl 10X T4-buffert (New England BioLabs, USA), 1 ul T4 ligas (New
England BioLabs, USA), klyvd samt defosforylerad vektor, och klyvt DNA-fragment
(insert). Volymen justerades med MQ-vatten till 10 pl. Madngden insert beréknades

med formeln:

m(vektor)[ng] x 1(insert)[kb]
I(vektor)[kb]

insert)
vektor

m(insert)[ng] = x molforhallande

Varvid m stér for massa och | stér for langd. Klamrarna anger enheten pa storheterna.

Reaktionsblandingen inkuberades 2 timmar vid rumstemperatur.

4.13 Transformering av kompetenta celler for mangfaldigandet av plasmider

D4 DNA-molekyler i form av plasmider ska mangfaldigas kan kompetenta celler
anvindas. Cellerna ska vara kapabla att uppta plasmiderna och sedan syntetisera mer
av dem 1 stor skala. I fallet for ligerade produkter som ska méngfaldigas anvéndes E.
coli Topl0 bakterier, medan XL10-Gold® ultrakompetenta celler (Agilent, USA)

anvindes i smaband med basspecifik mutagenes.

4.13.1 Tillredning av LB-(ampicillin)plattor
LB-plattor anvénds for odling av bakterier pa ett fast substrat. Detta mojliggor
selektering av bakteriekolonier, vilka harstammar frén enskilda bakterier. LB—agar-

16sningen tillreds genom att 16sa upp 10 g LB-buljongpulver (Lennox, USA) och 10 g
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agar (ChemCruz, USA) i 500 ml RO-vatten. Losningen autoklaveras och da
temperaturen sjunkit till 50 °C kan antibiotika for selektion tillsittas. I experimenten
som utfordes i mitt pro gradu-projekt anvandes 50 pg/ml ampicillin (Sigma-Aldrich,
USA) for selektering av positiva bakteriekolonier. Den varma LB-agar-10sningen
(med ampicillin) hélls i cellodlingsplattor dir den stelnar till ett fast subtrat. Plattorna

tillats svalna vid rumstemperatur och forvaras sedan vid 4 °C.

4.13.2 Tillredning av kompetenta celler, E.coli Top10

For att tillreda kompetenta celler framstdlls en bakteriekultur. En liten méangd
kompetenta celler (E. coli Top10 bakterier, Thermo Fisher, USA) sprids med en 6gla
ut pa agarplattor. Plattorna inkuberas 16 timmar vid 37 °C, varvid en enskild
bakteriekoloni viljs ut for att inleda bakteriekulturen. Bakteriekolonin 16ses upp i 3 ml
LB-medium med 50 pg/ml streptomycin (Sigma, USA) och inkuberas med rotation i
16 timmar vid 37 °C. Forkulturen flyttas sedan dver i 150 ml farskt LB-medium och
inkuberas med skak vid 37 °C tills den optiska tdtheten vid 600 nm &r 0,6 eftersom
bakterierna d& befinner sig i den exponentiella tillvixtfasen. Bakterielosningen
centrifugerades sedan vid 4000 rpm i 10 minuter vid 4 °C. Supernatanten avldgsnades
och bakteriepelleten l6stes upp 1 15 ml strerilfiltrerad TSB buffert (slutlig
koncentration: 1X LB [Lennox, USA]; 5 % DMSO [dimetylsulfoxid, Sigma, USA];
10 mM MgCl, [Sigma, USA], 10 mM MgSOys; [Sigma-Aldrich, USA], 10 % PEG
[polyetylenglycol, Sigma, USA]). Cellsuspensionen inkuberades sedan pa is i 10
minuter och alikvoterades 1 sterila Eppendorftuber. De alikvoterade cellerna frystes

hastigt ner pa torris och forvarades sedan vid -80 °C.

4.13.3 Transformering av kompetenta celler

DNA-proven (ca 10 ng plasmid-DNA) spids ut i KCM buffert bestdende av 0,5 M
KCI (Sigma, USA), 0,15 M CaCl: (Sigma, USA), 0,25 M MgCl, (Sigma, USA) till en
total volym pa 100 pl och forvaras pa is. De kompetenta cellerna far [dngsamt tina upp,
varvid 100  ul  cellsuspension  sedan  tillsdtts  till  DNA-proven.
Transformationsblandningen inkuberas darefter 20 minuter pa is och ytterligare 10
minuter vid rumstemperatur. Direfter inkuberas de en timme vid 37 °C, varvid cellerna
sprids ut pa LB-plattor forsedda med ampicillin (50 pg/ml). Plattorna inkuberas cirka

16 timmar vid 37 °C. Endast de bakteriekolonier som innehaller plasmiden av intresse
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kommer selekteras fram, eftersom plasmiderna forsetts med en gen som bidrar med

ampicillinresistens. Enskilda bakteriekolonier viljs darefter ut for plasmidberedning.

4.14 Plasmidberedning

Plasmidberedning anvinds for att isolera och rena plasmid-DNA. For en mindre
mangd plasmid-DNA (upp till 20 ug) anvinds smaskalig plasmidberedning, medan
den storskaliga anvénds for en storre mangd (300-750 pg).

4.14.1 Smaskalig plasmidberedning

For sméskalig plasmidberedning anvindes Macherey-Nagels NucleoSpin® Plasmid
reagensuppsittning och protokoll for isolering av hog-kopieplasmider ur E. coli. En
mittad kultur av Top10 E.coli bakterier som bar pd plasmiden av intresse centrifugeras
30 sekunder vid 11 000 g och supernatanten avlidgsnas. Bakteriepelleten 16ses upp 1
250 pl buffert A1 for att inleda lyseringen av bakterierna. Darefter tillsédtts 350 pl
buffert A2 och provet blandas varsamt om. Lysatet inkuberas vid rumstemperatur i
fem minuter, varvid 300 ul av buffert A3 tillsdtts. Proven blandas varsamt om tills den
blaa indikatorfargen forsvinner helt. Lysatet klargors sedan genom centrifugering 1 5
minuter vid 11 000 g. Supernatanten laddas 1 en NucleoSpin®-Plasmid-kolum och
centrifugeras 1 en minut vid 11 000 g. Genomflodet avldgsnas och till kolumnen
tillsatts 500 pl tvéttbuffert AW. Tvitten av kiselmembranet genomfors genom
centrifugering vid 11 000 g i en minut. En ytterligare tvitt med 600 ul buffert A4 utfors
genom centrifugering vid 11 000 g 1 en minut. Kiselmembranet torkas genom att
centrifugera kolumnen vid 11 000 g i tva minuter. DNA-provet inkuberas med 50 pl
elueringsbuffert AE i en minut, som sedan elueras genom centrifugering vid 11 000 g
1 en minut. Koncentrationen av den renade plasmiden bestims med NanoDrop 2000

(Thermo Scientific, USA).

4.14.2 Storskalig plasmidberedning

For storskalig plasmidberedning anvindes Qiagens reagensuppséttning och protokoll
for isolering och rening av plasmid-DNA med reagensuppséttningen HiSpeed Plasmid
Maxi. Tillverkaren Qiagen foredrogs framom andra reagenstillverkare pa grund av

renhetsgraden av slutprodukten som erhalls. Den storskaliga plasmidberedningen
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genomfordes pd de pUAST-plasmider som ska skickas till Bestgene Inc. for

mikroinjektion av flugembryon.

En bakteriekoloni bestdende av ToplO E.coli som bir pa plasmiden av intresse
selekterades pa LB-ampicillinplattor (se ”” 4.8.6 Transformering av kompetenta celler
for mangfaldigandet av plasmider”). Enskilda kolonier inokulerades i 3 ml LB-
medium som supplementerats med ampicillin (100 pg/ml). Férkulturen inkuberades
med rotation 1 cirka 8 timmar vid 37 °C och fordes sedan 6ver 1 150 ml farskt LB-
medium och inkuberades ytterligare med rotation i cirka 16 timmar vid 37 °C.
Bakterierna skordades genom att centrifugera ner dem vid 4500 rpm i 20 minuter vid
4 °C och avldgsna supernatanten. Lyseringen av bakteriepelleten inleddes genom att
16sta upp den i 10 ml buffert Pierce™ proteasinhibitor (Thermo Scientific, USA).
LyseBlue anvindes som féargindikator. Lyseringsprocessen fortsattes genom tillsats av
10 ml buffert P2. Den nu blaa 16sningen blandades om tills den framstod som homogen
och inkuberades sedan vid rumstemperatur i 5 minuter. QIA-filteranordningen
forbereddes infor filtreringen av provet genom att skruva fast en kork 1 munstycket till
QIAfilter Maxi patronen. Efter inkuberingen av cellysatet tillsattes 10 ml kyld buffert
P3, blandades om vél och hilldes direkt over 1 filteranordningen. Ldsningen
inkuberades 1 10 minuter, varvid en féllning flyter upp till ytan av 16sningen. Féllning
bestar av protein och genomiskt DNA frén cellprovet samt ytaktiva dmnen fran
buffertarna. HiSpeed Maxi-filtreringsandan forbereddes (eng. equilibrate) genom att
lata 10 ml buffert QBT rinna igenom kolumnen. Filtreringen av cellysatet inleds med
att skruva bort korken frdn munstycket till QIAfilter Maxi patronen. Darefter insétts
kolven varsamt i patronen och det filtrerade cellysatet leds in i det forberedda HiSpeed
Maxi filtreringsédndan. Det uppklarnade lysatet tillats langsamt rinna igenom resinet
till £6]jd av sin gravitationskraft. HiSpeed Maxi filtreringséndan tvéttas sedan med 60
ml buffert QC, som tillats med gravitaitonskraft rinna igenom filtret. Harnést elueras
DNA-provet med 15 ml buffert QF. Dérefter tillsdtts 10,7 ml rumstempererad
isopropanol (Sigma-Aldrich, USA) till det eluerade DNA-provet och inkuberas i1 5
minuter for att falla ut DNA-molekylerna. Kolven fran en 30 ml spruta dras ut och fast
QIA-Maxi-utféllningsmodulen i sprutans munstycke. Utfdllningsmodulen &r kinslig
och maste darfor alltid skruvas 16s innan kolven dras ut ur sprutan. Eluat-

isopropanolldsningen hélls 1 30 ml sprutan och filtreras med jamn takt genom att trycka
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ner kolven med konstant tryck. Darefter 16sgjors QIA-Maxi-utféllningsmodulen fran
sprutans munstycke, kolven dras ut och utfdllningsmodulen fasts ater i sprutans
munstycke. Hérnést tillsitts 2 ml 70 % etanol (Anora Industrial, Finland) till sprutan
och pressas igenom utfiallningsmodulen. QIA-Maxi-utfallningsmodulen 16sgjors fran
sprutans munstycke, kolven dras ut och utfdllningsmodulen fasts dter i sprutans
munstycke. Membranet i utfallningsmodulen torkas genom att pressa luft igenom det.
Sedan dras kolven ut fran en 5 ml spruta och QIA-Maxi-utfallningsmodulen skruvas
fast 1 munstycket pd 5 ml sprutan. DNA-provet tas tillvara genom att pressa 1 ml
elueringsbuffert TE genom utféllningsmodulen. Eluatet fran foregdende steg pressades
en andra gang igenom utfallningsmodulen for att sékerstdlla maximal utvinning av
DNA-provet. Slutligen bestimdes DNA-koncentrationen med NanoDrop 2000
(Thermo Scientific, USA).

4.15 Sekvensering

For sekvensering av plasmider anvdndes Eurofins Genomics tjanst Mix2Sec
(Tyskland). Plasmid-DNA (250-500 ng) blandades med 25 pmol sekvenseringsprimer
och séndes till Eurofins Genomics for sekvensering. Foretaget sekvenserar DNA-
sekvensen genom Sangersekvensering. Sekvenseringsdata som erhdlls analyserades

med SerialCloner 2-6-1.

4.16 Basspecifik mutagenes

Den basspecifika mutagenesen utfordes med biovetenskapsforetaget Agilents Quick-
Change reagensuppsittning och protokoll (USA). Funktionsprincipen ar att en PCR
utfors med tva primers designade for att infora en punktmutation pé ett specifikt stille
1 en DNA-sekvens (se tabell 2). Till att borja med tillreds PCR-reagensblandningen
som bestdr av 1X Quick change lighting reaktionsbuffert, 50 ng dubbeltradigt DNA-
templat, 125 ng framat primer, 125 ng bakat primer, 1 pl dNTP-blandning och 1,5 pl
Quick solution reagens. PCR-reagensblandningen spads ut till 49 ul, varvid 1 pl Quick
change lighting enzym (DNA-polymeras) tillsétts. PCR-cykeln bestar av sju steg: I det
forsta steget virms reaktionsblandningen till 95 °C i tvd minuter. Det andra steget
separerar DNA-tradarna och utfors vid 95 °C i1 20 sekunder. I det tredje steget sénks

temperaturen till 60 °C 1 10 sekunder for att tilldta att primererna binder till sina

38



komplementidra DNA-sekvenser. Darefter hdjs temperaturen i det fjarde steget till 68
°C 1 2-6 minuter, varvid DNA syntetiseras. Tiden for detta steg bestdms av storleken
pa DNA-fragmentet som ska amplifieras: For varje kb reserveras trettio sekunder och
dartill adderas en minut for att sdkerstilla att syntetiseringen fullbordas vid varje cykel.
Det femte steget anger antalet ganger steg nummer tva till fyra upprepas, vilket i detta
fall justerades till 18 cykler. I det sjétte steget sker den sista syntetiseringen av DNA-
sekvensen, dven denna vid 68 °C. Det sjunde och sista steget kyler ner proven till 4
°C. Dérefter tillsétts 2 ul Dpnl-enzym till det amplifierade DNA-provet for att bryta
ner templatet sa att endast det nyligen syntetiserade DNA-sekvensen kvarstir.
Funktionsmekanismen ar att Dpnl-enzymet klyver metylerat och hemimetylerat DNA.
Eftersom DNA-templaten syntetiserats 1 FE.coli-bakterier kommer det vara
hemimetylerat, medan det som syntetieras i PCR reaktionen inte &r det. Det Dpnl-
bahandlade provet inkuberas omgéende vid 37 °C i 5 minuter och forvaras dérefter vid

4 °C.

Tabell 2. Inforing av punktmutationer i Kenny med hjilp av basspecifik mutagenes. For
att generera den klyvningsresistenta versionen av pUASTattB-Kenny-HA infors
punktmutationen c63g, varvid kodonet dndrar fran ett som kodar for asparaginsyra till ett som
kodar for glutaminsyra. Korrigering av tva punktmutationer i pMT-Kenny-HA med hjilp av
basspecifik mutagenes. Primerparet som infor mutationen g106a aterstiller kodonet som kodar
for lysin till ett som kodar for glutaminsyra. Primerparet som infér mutationen t415¢ &ndrar
kodonet som kodar for histidin till ett som kodar for tyrosin. Korrigeringen gor att sekvensen
for Kenny i pMT-plasmiden motsvarar sekvensen som anges i FlyBase. Nukleotiderna som
infér mutationerna dr markerade 1 lila.

Primer Nukleotidsekvens

Kenny-c63g- | 5’-CTCGCTCATGCCGGAGAGTTCCTTGCGG-3’

Framat

Kenny-c63g- | 5-CCGCAAGGAACTCTCCGGCATGAGCGAG-3’

Bakat

Kenny- 5’-CGCGCAGGAGGCGAAGGAAACCGTTGC-3’

g106a-

Framat

Kenny- 5’-GCAACGGTTTCCTTCGCCTCCTGCGCG-3’

g106a-Bakit

Kenny- 5’-

t415c¢- CCAAACCATGCTGAACTACCACAACCTGACTCAACAATG-

Framat 3’

Kenny- 5’-

t415c-Bakat | CATTGTTGAGTCAGGTTCTGGTAGTTCAGCATGGTTTGG-
3
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5 Resultat

5.1 Ko-transfektion av Kenny och Dredd leder till att Kenny klyvs.

For att testa hypotesen om att Kenny klyvs av Dredd i celler utfordes en ko-
transfektion av dessa 1 Drosophila S2-celler. Cellysatet analyserades med Western blot
for att undersoka ifall en klyvd form av Kenny kan detekteras. Eftersom det inte finns
tillgdngligt ndgon antikropp som kan detektera Kenny kopplas markdrer till proteinet
for att kunna detektera det. Endast full-lingd Kenny kunde ses i de celler som enbart
transfekterats med Kenny (figur 7, prov 2) medan dven en klyvd produkt ses 1 de celler
som transfekterats med bdde Kenny och Dredd (figur 7, prov 3). Resultatet visar att
Kenny klyvs vid ko-transfektion med Dredd vilket antyder att det hér kaspaset klyver

Kenny i cellen.

¢ & &
& *:‘6" -
A 4@ o+
PO 3
& g
kDa | - + pMT-Dredd-v5s
a-HA
= Kenny (full langd)
- Kenny (klywd)
- Dredd
a-V5

= Dredd (khyvd)

asakiin 50 « Aktin
37-

Figur 7. Ko-transfektion av Kenny och Dredd i S2-celler leder till att Kenny klyvs. Kenny
ar HA-mérkt medan Dredd &r V5-mérkt. Av HA-blotten framgér det att endast full langd
Kenny ses i provet som transfekterats med pMT-Kenny-HA, medan det i provet som
transfekterats med bade pMT-Kenny och pMT-Dredd-V5 dven finns en klyvd form av Kenny.
Av V5-blotten framgar det att Dredd forekommer i rétt prov. Aktin-nivéerna dr jamnt
fordelade mellan proven. n>3

5.2 Kenny klyvs vid D21

For att ta reda pa vid vilket stille Kenny klyvs transfekterades olika D>E-mutanter av
Kenny tillsammans med Dredd i S2-celler. Kaspaset Dredd klyver sina substrat efter

asparaginsyra (Thornberry et al., 1997), och dirmed kommer dess igenkénningsstélle
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att forstoras d& aminosyran byts ut till glutaminsyra. D4 Kenny ko-transfekteras
tillsammans med Dredd ses en klyvningsprodukt av Kenny (figur 7, prov 3).
Storleksskillnaden mellan Kenny med full 1ingd och den klyvda versionen éar inte
sdrskilt stor. I och med att Kenny 1 det hér fallet var C-terminalt mérkt innebér det att
det &r en liten del av den N-terminala dndan som klyvts bort. Ddrmed genererades
D>E-mutanter for de fyra mest N-terminala asparaginsyrorna, det vill siga D21E,
D27E, D67E och D88E. Cellysatet analyserades med Western blot for att studera ifall
nagon av D>E-mutationerna inhiberar klyvningen av Kenny. Av Western blot-figuren
framgar det att bade vildtyps-Kenny och D>E-mutanterna uttrycks pa liknande sétt i
cellerna (figur 8, prov 2-6). Vid ko-transfektion med Dredd iakttas en
klyvningsprodukt for Kenny i cellerna (figur 8, prov 7, 9, 10 och 11), med undantag
for D21E-mutanten (figur 8, prov 8). Resultatet for klyvningsanalysen 1 S2-celler
visade ddrmed att D21E ar den klyvningsresistenta formen av Kenny, vilket innebér

att Kenny klyvs av Dredd vid D21.
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Figur 8. Kenny klyvs vid D21. Vildtyps-Kenny och D>E-mutanter av Kenny transfekterades
tillsammans med Dredd i S2-celler. Kenny dr HA-mirkt medan Dredd dr V5-méarkt. Av HA-
blotten framgéar det att mutanterna uttrycks i likhet med vildtyps-Kenny. V5-blotten visar ett
jdmn niva av Dredd i de celler som ska dveruttrycka Dredd. Aktin-nivéerna dr jaimnt fordelade
mellan proven. n=3
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5.3 Klyvningsanalys av Kenny i bananflugans tarm

For att undersoka ifall Dredd klyver Kenny in vivo utférdes klyvningsanalyser av
Kenny i1 bananflugans tarm. Tre olika strategier anvéindes for att studera klyvningen
av Kenny. I den forsta versionen av experimentet matades flugorna med en pan-
kaspasinhibitor for att se ifall klyvningen av Kenny inhiberas. I det andra fallet
overuttrycktes Dredd tillsammans med Kenny for att studera ifall klyvningen av
Kenny okar. I det tredje fallet undersoktes klyvningen av Kenny i en katalytisk Dredd-

mutantbakgrund for att se ifall klyvningen minskar.

5.3.1 Matning med kaspasinhibitor hade ingen patagbar effekt pa klyvningen av
Kenny

Canton® (vildtyps-kontroll) och flugor som o6veruttrycker GFP-Kenny i tarmen

(NPl—Gal4_ UAS-GFP—Kenny
NP1-Gal4’ UAS-GFP—Kenny

) matades med kaspasinhibitorn Emricasan

(MedChemExpress, USA) under totalt 16 timmar, varvid tarmarna dissekerades och
analyserades med Western blot. I experimentet administrerades Emricasan och Ecc15-
bakterierna skilt for sig (8+8 h). Eccl5-bakterierna anvéndes for att aktivera Imd-
signaleringsrackan och darmed inducera klyvningen av Kenny. Trots behandlingen
med kaspasinhibitor forblev nivéderna av klyvt Kenny vid infektion med Eccl5
detsamma som for de obehandlade flugorna (figur 9, prov 3 och 5). Nivéerna av klyvt
Kenny under basala forhéllanden tycks snarare dka vid behandling med Emricasan i
jamforelse med kontrollflugorna (figur 9, prov 2 och 4). Daremot verkar det som att
Kenny med full langd kan detekteras i flugorna som Overuttrycker GFP-Kenny 1
tarmen. Storleken pa GFP-Kenny-fusionsproteinet &r cirka 72 kDa (28 kDa + 44 kDa).
Ifall bandet vid 75 kDa ar full lingd Kenny kan det konstateras att en kraftig
ackumulering av proteinet sker under basala forhallanden d& Emricasan administreras,
jamfort med de obehandlade flugorna (figur 9, prov 2 och 4). Da flugorna utsitts for
en infektion med Eccl5 leder skador i tarmepitelet till att tarmens storlek minskar
(Houtz et al., 2019). Detta dr orsaken till att aktin-nivéerna i dessa flugors tarmar ar

reducerade jaimfort med nivderna som iakttas under basala forhéllanden.
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-
50-
a-GFP —
37- —-_— - -
=L Kenny (kiyvd)
25-
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Figur 9. Kenny Kklyvs trots behandling med kaspasinhibitorn Emricasan. Atta tarmar (4
honor + 4 hanar) dissekerades per prov. Canton® anvindes som vildtyps kontrollflugor.

Behandlingstiden (16 h) var uppdelad i1 tvd delar, varvid GFP-Kenny-flugorna
(NP1—Gal4_ UAS-GFP—Kenny

NP1-Gal4’ UAS-GFP—Kenny
bakterier (8 h). I GFP-blotten kan klyvt Kenny ses i proven som matats med Ecc15, Emricasan,
samt det som matats med badde Eccl5 och Emricasan. Asterisken indikerar ett oidentifierat
band som framtrdder i proven med flugorna som matats med Eccl5. Proteinbandet som
framtrader vid 75 kDa kan mojligtvis vara klyvt Kenny. Aktin-nivierna ir relativt jimna

) forst matades med Emricasan (8 h) och sedan med Eccl5-

mellan proven, men de ar lite ldgre i de prov som utsatts for infektion. Aktin-nivderna ar
relativt jimna. En liten reduktion i nivén av aktin kan iakttas i tarmarna hos flugorna som
utsatts for infektion med Eccl5. n=3

5.3.2 Overuttryck at Dredd tillsammans med Kenny 6kar klyvningen av Kenny under
basala forhallanden

Dredd och GFP-Kenny oOveruttrycktes 1 tarmen hos flugor med den genetiska

NP1-Gal4 UAS-GFP—Kenny
NP1-Gal4’ UAS-Dredd

uppséttningen . Dessa flugor utsattes for en bakteriell

infektion genom att mata dem med Eccl5 1 16 timmar for att aktivera Imd-

S

signaleringsrackan. Som vildtyps-kontroll anvindes Canton® och som kontroll for

NP1-Gal4 UAS-GFP—Kenny
NP1-Gal4’ TM3

GFP-Kenny anvindes flugor med genotypen . Cell-lysatet

frén tarmarna analyserades med Western blot och av resultatet framgér det att mdngden
klyvt Kenny ér storre under basala forhallanden 1 fluglinjen som &veruttrycker bade
Kenny och Dredd, jimfort med fluglinjen som endast dveruttrycker Kenny (figur 10,
prov 2 och 4). Nivderna av klyvt Kenny var dock lika hoga mellan de tvé fluglinjerna

dd Imd-signaleringsrickan aktiverats med Eccl5 (figur 10, prov 3 och 5), vilket kan
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bero pa att det endogena uttrycket av Dredd ér tillrackligt for att utfora klyvningen av
Kenny nér Imd-signaleringsridckan aktiveras med Eccl5. Med andra ord, en 6kning av
mingden Dredd da signaleringsrdckan &r aktiv okar inte andelen Kenny som klyvs,
antagligen for att Dredd inte &r den begriansande faktorn for mingden klyvt Kenny.
Under basala forhallanden da Kenny endast klyvs i 1ag grad finns det utrymme for att
hdja graden av klyvningen, vilket sker vid dveruttryck av Dredd.

()
S @““’bb
Y A ) A
F & &
o o - :
wa ¢ & ¢ & &
37 - - + - + Fccl15
a-GFP
=€ Kenny (klyvd)
25-
50-
o-aktin - Aktin

37-

Figur 10. Klyvningen av Kenny 6kar under basala forhillanden vid overuttryck av
Dredd tillsammans med Kenny. Atta tarmar (fyra fran honflugor och fyra frdn hanflugor)
dissekerades per prov. Ur GFP-blotten framgar det att inget GFP-mérkt, klyvt, Kenny kan

detekteras i vildtypskontrollflugan Canton®. Det forekommer en liten mingd klyvt Kenny i
NP1—Gal4_ UAS-GFP—Kenny
NP1-Gal4’ TM3
basala forhéllanden, medan en stérre mangd klyvt Kenny kan ses i provet fran samma fluglinje
men som matades med Eccl5. I flugorna som 6veruttrycker bdde GFP-Kenny och Dredd
NP1—Gal4_ UAS-GFP—Kenny

(NPl—Gal4 ' UAS-Dredd
nivan vid infektion med Eccl5 dr lika jaimfort med GFP-Kenny-kontrollflugorna. Ur aktin-

blotten framkommer det att aktin-nivéerna &r relativt jaimnt fordelade. n=3

provet fran GFP-Kenny-kontrollflugorna ( ) som holls under

) ses en 0kning av klyvt Kenny under basala forhallanden, medan

5.3.3 Katalytisk Dredd-mutantbakgrund minskar klyvningen av Kenny
GFP-Kenny 0&veruttrycktes i tarmen hos en fluglinje med katalytisk Dredd-
mutantbakgrund. Dredd-mutanten som anvindes kallas L.23, vars mutation befinner

sig niira det aktiva centret i Dredd. Dirmed kommer Dredd-?*-mutanten att ha minskad

. NP1Gal4 UAS-GFP-Kenny
XL23—DT'edd ’ + ’ +

katalytisk aktivitet. Flugorna med genotypen

matades med bakterien Eccl5 for att aktivera Imd-signaleringsrdckan. Som vildtyps

Y NPlGal4 UAS-GFP-Kenny

kontroll anvindes Canton® medan flugor med genotypen P R "

anvindes som kontroll for GFP-Kenny. Klyvningen av Kenny i flugans tarm
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analyserades med Western blot. Ur resultatet framgér det att klyvningen av Kenny
markant minskar hos flugorna med Dredd-mutantbakgrund i jimforelse med Kenny-
kontrollflugorna som uttrycker vildtyps Dredd (figur 11, prov 2 och 3 i jimforelse med
4 och 5). Resultatet visar att katalytiskt aktivt Dredd behovs for att klyva Kenny och
stodjer hypotesen om att Dredd utfér denna klyvning.

kDa

Ecc15
37- -
o-GFP
25 < Kenny (klyvd)
50-
a-aktin << Aktin

37-

Figur 11. Klyvningen av Kenny minskar i Dredd-mutantbakgrund. Atta tarmar (fran
hanflugor) dissekerades per prov. Ur GFP-blotten framgér det att inget GFP-markt, klyvt,

Kenny kan detekteras i vildtypskontrollflugan Canton®. Det forekommer en liten méngd klyvt
Y NP1Gal4 . UAS-GFP-Kenny

x+’ + +
under basala forhallanden, medan en stdrre méngd klyvt Kenny kan ses i provet fran samma

fluglinje d& de matats med Ecc15. L23-Dredd &r en katalytisk mutant med minskad aktvitet

h for d a Y _ NP1Gal4 UAS-GFP-Kenny
och for dessa flugor (XL23_Dredd, ) "

Kenny i provet frdn GFP-Kenny-kontrollflugorna ( ) som holls

) ses inget klyvt Kenny under

basala forhédllanden, medan en aning kan detekteras efter infektion med EcclS5. Asterisken
indikerar ett ospecifikt band. Ur aktin-blotten framgér det att aktin-nivéerna &r relativt jamnt
fordelade. n=3

5.4 Skapandet av transgener med olika verioner av Kenny

Syftet med den molekyldra kloningen var att skapa Kenny-transgener (vildtyp, -D>E
och -AN-term, se figur 6) och fora 6ver dem till ett sddant konstrukt (pUASTattB) som
kan integrera transgenen 1 bananflugans genom. For kloningen valdes en PCR-baserad
strategi (figur 12), varvid mjukvaran SerialCloner 2-6-1 anvindes for design av
primerer. Som integreringsstille for Kenny-transgenerna valdes R3-86F8, varvid R3
anger att det befinner sig pd den hogra armen av den tredje kromosomen och 86F8
anger lokuset, det vill sdga den bestdmda platsen pa kromosomen som gensekvensen

ar lokaliserad vid. Utgangspunkten for den molekyléra kloningen var en pMT-plasmid
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som innehéller HA-mérkt Kenny. Den kodande sekvensen for Kenny dr 1170 baspar
stort (FlyBase Gene Report: Dmellkey, 2015) och dd man rdknar med tillsatta

restriktionsstillen och HA-mérkningen blir transgenen 1236 baspar.
Molekyldr kloning, arbetssteg

Primerdesign
L, PCR amplifiering
Ly Gelelektrofores
L, Gelextrahering och PCR-rening
L Behandling med restriktionsenzym
L, Defosforylering av vektor
L, Gelelektrofores
L, Gelextrahering och PCR-rening
LsLigering
L, Transformering av kompetenta celler
L Mini-prep , smaskalig plasmidberedning
L Sekvensering
Ly Maxi-prep. storskalig plasmidberedning
L, Sekvensering

Figur 12. Flodesshcema for molekylidr kloning med en PCR-baserad strategi samt
anvindning av restriktionsenzym. Primererna for PCR-reaktionen avgriansar gensekvensen
som kommer att méngfaldigas samt infor vid behov restriktionsstidllen i amplikonet. Efter
utford PCR-reaktion separeras PCR-produkten enligt molekylvikt genom gelelektrofores.
Darefter isloeras amplikonet genom gelextrahering och PCR-rening. Amplikonet och vektorn
bahandlas sedan med tva restriktionsenzym, varvid vektorn dven defosforyleras for att undvika
sjdlvligering. De klyvda produkterna separeras genom gelelektrofores och isoleras genom
gelextrahering och PCR-ening. Harnést ligeras det det klyvda amplikonet med den klyvda och
defosforylerade vektorn. Den nybildade plasmiden transformeras i kompetenta celler som
mangfaldigar plasmiden. En smaskalig plasmidberedning utfors for att isolera och rena
plasmiden. Direfter sekvenseras plasmiden for att bekréfta att insertet &r det som 6nskades,
varvid plasmiden kan méngfaldigas genom storskalig plasmidberedning for att erhélla en
storre mingd plasmid-DNA. Slutligen sekvenseras plasmiden for att sdkerstdlla att
genkonstruktet i inserten &r korrekt.

Det finns redan fluglinjer som uttrycker mirkt Kenny. Mérkningen behdvs for att
kunna detektera proteinet, eftersom det inte finns tillgéngligt nagon antikropp som kan
detektera endogent Kenny. I klyvningsanalyserna som utfors i bananflugan anvinds
en fluglinje med N-terminalt, GFP-mérkt, Kenny (figur 6a). Da Kenny klyvs i sin N-
terminala dnda kan endast den mindre klyvningsprodukten detekteras. For att
mojliggora studier av den aktiva formen av Kenny och dess tinkbara

interaktionspartners méiste markningen finns i den C-terminala &dndan. Dirmed
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kommer de transgena flugorna som skapas innehdlla en C-terminal mirkning av

Kenny.

5.4.1 Vildtyps Kenny och klyvningsresistent Kenny klonades in i pUASTattB-vektorn

Som templat for kloningen anvindes en pMT-plasmid med vildtyps Kenny som har en
C-terminal HA-mirkning (hiddanefter kallad pMT-Kenny-HA. For att skapa flugor
med HA-markt Kenny kommer plasmidstommen att bytas fran pMT till pUASTattB.
Primererna designas sa att de infor lampliga restriktionsstéllen i1 vardera énda av
Kenny-HA. Primererna som anvéndes var Kenny-HA Framat och Kenny-HA Bakat
som finns uppstdllda i tabell 1. Efter utford PCR klyvs amplikonet och malvektorn
med de tvd utvalda restriktionsenzymen. Dérefter ligeras de for att bilda en
sammanhéngande plasmid och sedan transformeras kompetenta celler med dem. De
celler som inkorporerat hela plasmider selekteras och gar vidare till sméskalig
plasmidberedning. Analys av sekvenseringsdata med mjukvaran SerialCloner 2-6-1
bekriftade att integreringen av Kenny-transgenen 1 pUASTattB-plasmidstommen
lyckats. Dérefter méngfaldigaedes och renades plasmiden genom storskalig
plasmidberedning (Qiagen, Nederldnderna) och skickades till Bestgene Inc. for

mikroinjektion av flugembryon.

Den klyvningsresistenta (D>E) formen av Kenny innehdller en punktmutation i sin N-
terminala dnda som dndrar ett kodon som kodar for asparaginsyra till ett som kodar {for
glutaminsyra (gac>gag). I experimentet d& D>E-mutanter av Kenny transfekterades
tillsammans med Dredd i S2-celler framkom det att D21E &r den klyvningsresistenta
formen av Kenny (figur 8, prov 8). Denna punktmutation skapades genom basspecifik
mutagenes och primererna som anvédndes var Kenny-c63g, vilka finns uppstillda 1
tabell 2. Templatet for den basspecifika mutagenesen ér vildtyps Kenny-HA som har
insatts 1 pUASTattB-vektorn. Efter utford PCR erh6lls ddrmed klyvningsresistent
Kenny som befinner sig i den rdtta plasmidstommen, det vill sdga i pUASTattB.
Analys av sekvenseringsdata bekréiftade att den basspecifika mutagenesen lyckats
inféra D21E-mutationen 1 Kenny-transgenen. Plasmiden méingfaldigaedes och renades
genom storskalig plasmidberedning (Qiagen, Nederldnderna) och skickades till

Bestgene Inc. for mikroinjektion av flugembryon.
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5.4.3 Standigt klyvt Kenny uttrycks i pMT-plasmider som ett ubikvitinfusionskonstrukt
For att imitera den klyvda formen av Kenny skapas en kortare version av proteinet.
Kenny klyvs efter en asparaginsyra och darmed borjar den konstitutivt klyvda formen
av Kenny med en annan aminosyra dn metionin. For att uttrycka det klyvda Kenny
maste ett okonventionellt uttryckssystem tillimpas, och 1 detta fall anvéndes en
ubikvitinfusion. D& ubikvitin syntetiseras 1 cellerna skapas de forst som
translationsfusioner med ribosomala proteiner, eller som polyubikvitin (Grou et al.,
2015). Dessa kommer sedan att klyvas av deubikvitinaser till sina enskilda
ubikvitinenheter. Detta maskineri kan utnyttjas for att skapa translationsfusioner med
ubikvitin, som dirmed klyvs pa ett forutbestimt stille, det vill sdga efter
ubikvitinenheten = (Varshavsky, 2000). En  schematisk illustration av

ubikvitinkonstruktet med Kenny ses i figur 13.

A DUB:er
4

Kenny, vildtyp [vs

DUB:er
4

221 Kenny fvs

B ubikvitinfusionskonstrukt i pMT/V5-His-plasmid

3 i- Kenny .z

— . — o — . —— —

os 0o o Ub-fusion o ' o w @ @
| £5858 vsDHFRHAUBQ & WT/A21 £ S5c RS KIS |

Figur 13. Skapandet av en stindigt klyvd form av Kenny genom en ubikvitinfusion. A)
Den klyvda formen av Kenny inleds med aminosyra nummer 22, vilket &r ett serin. Eftersom
transgenen som kodar for Kenny borde inledas med en annan aminosyra &n metionin méste en
alternativ uttrycksstrategi tillimpas. For att inducera en klyvning pé ett forutbestdmt stélle
skapades en ubikvitinfusion. Translationsfusioner med ubikvitinenheter klyvs av
deubikvitinaser (DUB:er), och saledes kan proteinet klyvas posttranslationellt och inledas med
en annan aminosyra dn metionin. En motsvarande vildtypsversion av Kenny skapades med
samma konstrukt for att fungera som kontroll for uttrycket av Kenny-transgenen. B) De tva
Kenny-transgenerna klonades in som ubikvitinfusioner i plasmiden pMT-V5-DHFR-HA-
UBQ-V5-His. Kenny inleds med nukleotid nummer 4 for vildtypsversionen (eng. wildtype,
WT) respektive 64 fér A21-versionen och avslutas med nukleotid nummer 1167.
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Till att borja med skapades en gensekvens av Kenny som saknar en del av sin N-
terminala &nda, vilket sedan klonades in i en plasmid som innehéller komponenterna
for ubikvitinfusionen samt en C-terminal mérkning (pMT-V5-DHFR-HA-UBQ-V5-
His). Arbetsstegen for den molekyldra kloningen som utfors ér i1 stora drag PCR,
behandling med restriktionsenzym, ligering och plasmidberedning. I figur 12 ges en
oversikt av de ingdende stegen. For att klona in Kenny i pMT-vektorn med
ubikvitinkonstruktet anvidndes primerparet pMT-KennyUbfus-vildtyp och pMT-
KennyUbfus-A21, vilka anvénde sig av samma bakatprimer (tabell 1). Som templat
anvindes pMT-Kenny-HA al06, c415 (se avsnitt 5.5 ” tvd avvikande nukleotider i
pMT-Kenny-HA korrigerades”). Kloningsstrategin utnyttjade restriktionsstillena
Sacll 1 framétprimeren och Xhol i1 bakétprimeren. Dértill tillsattes en extra nukleotid
(tabell 1, markerat 1 lila) 1 framétprimeren for att forskjuta lasramen med en nukleotid
sa att kodonen kodar for ratt aminosyrasekens. Gensekvensen som kodar for Kenny
inleddes med nukleotid nummer fyra for vildtyps-Kenny for att exkludera det
inledande kodonet som kodar for metionin. Detta initierande metionin skulle
antagligen interferera med uttrycket av ubikvitinkonstruktet. Gensekvensen som kodar
for A21-Kenny inleddes med nukleotid nummer 64. Bakatprimeren som avgransar
slutet av Kenny-genen exkluderade det sista stop-kodonet for att 1 den nya
plasmidstommen tilldta translation av de efterkommande markorerna. Déarmed
avslutades Kenny-genen i detta fall med nukleotid nummer 1167 istéllet for 1170 som

1 det endogena Kenny.

D4 viltypsversionen och den stindigt klyvda versionen av Kenny klonats in i
plasmiden med ubikvitinkonstruktet (harefter bendmns de pMT-Ubfus-Kenny-V5 -
vildtyp respektive -A21) studerades deras uttryck genom transfektion av S2-celler.
Cellysatet analyserades med Western blot, varvid bade vildtyps Kenny och stindigt
klyvt Kenny kunde detekteras i respektive prov (figur 14). Uttrycket av Kenny-
mutanterna var dock rétt ineffektivt och istéllet forekommer &dven en storre genprodukt
1 proven (utmirkt med * i figur 14). Storleken av denna motsvarar den av hela
ubikvitinfusionskonstruktet, det vill sdga klyvningen som f6rvéntas ske innan Kenny
uteblev delvis. Vid analys av sekvenseringsdata uppticktes en tdnkbar orsak till den

ineffektiva klyvningen: Ett kodon saknas vid vergangen fran ubikvitin till Kenny.

49



Kodonet borde koda for aminosyran glycin vilket dr den sista aminosyran i
ubikvitinenheter. Avsaknaden av ubikvitinets sista aminosyra kan mycket vél inverka

pa klyvningen av translationsfusionen.

- Kenny (full langd)

a-V5
-~ Kenny (klyvd)
100-
75-
50- - Dredd
a-HA
37-
<< Dredd (klyvd)
25-
a-aktin ~C Aktin

Figur 14. Uttryck av pMT-ubikvitinfusionsplasmiderna med vildtyps samt
klyvingsresistent Kenny. Kenny dr V5-mirkt medan Dredd dr HA-mérkt. Plasmiden pMT-
V5-Kenny-VS5 uttrycker vildtyps Kenny som dr V5-mérkt i bdda dndorna och anvéndes som
kontrollplasmid for Kenny. Ur V5-blotten framgér det att V5-Kenny-V5 uttrycks och har en
storlek pa cirka 50 kDa. Vid ko-expression tillsammans med Dredd klyvs V5-Kenny-VS5.
Vildtyps-Kenny som klonats in i ett ubikvitinfusionskonstrukt (pMT-UbFus-Kenny-V5 WT)
uttrycks och ar strax under 50 kDa i storlek. Da transgenen uttrycks tillsammans med Dredd
leder det till att Kenny klyvs. Den stéindigt klyvda versionen av Kenny som klonats in i ett
ubikvitinfusionskonstrukt (pMT-UbFus-Kenny-V5 A21) uttrycks och har storleken av den
klyvda formen av Kenny. Vid ko-expression av transgenen tillsammans med Dredd sker ingen
klyvning, och séledes ingen storleksfordndring av den stindigt klyvda formen av Kenny. 1
proven som transfekterats med ubikvitinfusions-konstrukten uttycks det forutom Kenny dven
en Overflodig V5-mirkt genprodukt. Storleken av genprodukten motsvarar den av hela
ubikvitinfusionskonstruktet utan att en klyvning efter ubikvitin-enheten har dgt rum. Ur HA-
blotten framgér det att Dredd forekommer i de ritta proven. I aktin-blotten ses jdmna nivaer
av aktin mellan proven.
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5.5 Tva avvikande nukleotider i pMT-Kenny-HA korrigerades

I samband med kloningen av de olika versionerna av Kenny noterades det att det
forekom tva avvikelser 1 nukleotidsekvensen for plasmiden pMT-Kenny-HA jamfort
med den som anges i FlyBase (FlyBase ID: FBpp0296952). Denna plasmid anvéndes
som templat for skapandet av vildtyps Kenny samt klyvningsresistent Kenny med en
C-terminal HA-mérkning. Avvikelserna som uppticktes var al06g och c415t, med
avseende pa de nukleotider som anges for Kenny i FlyBase. Mutationerna dndrar ett
positivt laddat lysin till en negativt laddad glutaminsyra (K36E) respektive en positivt
laddad histidin till ett polért, aromatiskt, tyrosin (H139Y). Aminosyrasekvensen for
Kenny som anges pa UniProt (ID: Q9GYVY5) inkluderar E36 samt H139, vilket innebér
att endast c415t-mutationen i pMT-Kenny-HA skiljer sig frdn de bada
referenssekvenserna. For att aterstdlla de potentiella punktmutationerna utfordes
basspecifik mutagenes. Atgirden lyckades dock endast i pMT-Kenny-HA, medan
mutationerna inte kunde korrigeras 1 Kenny-transgenerna med pUASTattB-
plasmidstomme. Den korrigerade versionen (al06, c415) av pMT-Kenny-HA
anviandes som templat for skapandet av flugor med stindigt klyvt Kenny eftersom

nukleotidsekvensen for Kenny dé dr lika med den som anges i1 FlyBase.

For att verifiera att den korrigerade versionen av Kenny 1 pMT-plasmiden uppvisar
samma grundliggande egenskaper som den ursprungliga plasmiden utfordes ett par
experiment. I det forsta experimentet studerades klyvningen av Kenny da plasmiderna
ko-transfekteras tillsammans med Dredd. Bade det ursprungliga samt det korrigerade
Kenny klyvs vid ko-transfektion med Dredd (figur 16, prov 4 och 5). Den korrigerade
versionen av Kenny verkar dock vara lite mindre &n den ursprungliga, eftersom
proteinbanden iakttas strax under den wursprungliga motsvarigheten. En
posttranslationell modifiering sdsom fosforylering kan vara orsaken till att den
ursprungliga Kenny-plasmiden med t415 (Y139) é&r stérre dn den korrigerade
plasmiden med c415 (H139). I det andra experimentet undersoktes Kennys egenskap
att binda till — och/eller modifieras av — Metl-ubikvitin genom att utféra en Metl-
SUB-affinitetsanalys. Experimentet utfordes endast en gang men tyder pa att bada

versionerna av Kenny &r associerat med ubikvitinkedjor (Tilldggsdata, figur T1).
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Dredd-V5

a-HA < Kenny (full langd)
-~ Kenny (klyvd)
75-
-« Dredd
a-Vs 3%
e ~< Dredd (klyvd)
50-
a-aktin < Aktin

37-

Figur 16. Bide den ursprungliga och den korrigerade pMT-Kenny-HA-plasmiden klyvs
av Dredd. Den ursprungliga (g106, t415) samt den korrigerade (al06, c415) versionen av
pMT-Kenny-HA transfekterades tillsammans med pMT-Dredd-V5 for att studera klyvningen
av Kenny. Cellysatet analyserades med antikropparna a-HA, a-V5 och a-aktin. Ur HA-blotten
framgér det att bdda versionerna av pMT-Kenny-HA uttrycks i lika grad och att de har samma
storlek. Vid ko-transfektion tillsammans med Dredd ses en klyvd produkt bade for den
ursprungliga och den korrigerade versionen av Kenny. Aktin-blotten visar att aktinnivaerna &r
jamnt fordelade mellan proven. n=2
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6 Diskussion

I den hér pro gradu-avhandlingen antyder experiment i cellen att Dredd klyver Kenny
(figur 7) och att klyvningen sker vid D21 i Kenny (figur 8). Tva olika experiment som
utfordes 1 bananflugan visade att Dredd klyver Kenny in vivo: Klyvningen av Kenny
okade 1 de flugor som 6veruttrycker bade Kenny och Dredd 1 jamf6relse med de flugor
som endast overuttrycker Kenny (figur 10, prov 2 och 4) samt att klyvningen minskade
markant i de flugor som dveruttrycker Kenny i en mutant Dredd bakgrund jaimfort med
Kenny-kontrollflugorna (figur 11, prov 2 och 3 i jamforelse med 4 och 5). Resultatet
frén dessa tva klyvningsanalyser i flugan stoder hypotesen om att vid aktivering av
Imd-signaleringsrickan klyver Dredd Kenny. En tinkbar f6ljd av detta ar att Kenny
inte styrs till autofagosomen for nedbrytning. Darmed stabiliseras Kenny, och IKK-
komplexet, for att tillita nedstroms aktivering av Imd-signaleringsrickan. I
klyvningsexperimenten som utfordes i flugor utnyttjades N-terminalt markt Kenny,
vilket gor att efter klyvningen kan endast den mindre klyvningsprodukten detekteras.
For att kunna iaktta vad som sker med den aktiva formen av Kenny efter klyvningen

behovs C-terminalt mérkta Kenny-flugor.

Klyvningsexperimentet som utférdes 1 flugor som matats med pan-kaspasinhibitorn
Emricasan hade ingen patagbar inhiberande effekt pa klyvningen av Kenny (figur 9).
Tvértom tyder resultatet pd att klyvningen av Kenny oOkar efter matning med
Emricasan under basala forhallanden (figur 9, prov 1 och 3). I ett forsok att optimera
experimentet forlingdes behandlingstiden med Emricasan till 16 timmar, varvid
kaspasinhibitorn administrerades tillsammans med Eccl5-bakterierna. Férdndringen
inverkade dock inte pa resultatet. En tinkbar forklaring till det motstridiga resultatet
ar att pan-kaspasinhibitorn Emricasan, forutom att ha en inhiberande effekt pa Dredd,
daven inverkar pd andra kaspaser i1 cellen. Ett annat kaspas som é&r involverat i
regleringen av Imd-signaleringsrickan &r kaspas—3-homologen Drosophila
interleukin-1B-konverterande enzym (eng. Drosophila interleukin-1B converting
enzyme, DrICE) (Kietz et al., 2022). Kaspaset DrICE é&r en negativ reglerare av Imd-
signaleringsrdackan 1 och med att det hindrar E3-ligaset Diap2:s aktivitet. D4 den
negativa regleraren DrICE inhiberas leder det till en 6kad aktivering av Imd-

signaleringsreckan (Kietz et al., 2022). Darmed skulle en tdnkbar forklaring till den
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okade andelen klyvt Kenny i flugor som matats med pan-kaspasinhibitorn Emricasan
vara att den katalytiska aktiviteten hos DrICE inhiberas mer effektivt &n den hos
Dredd. For att utreda effekten som olika kaspasinhibitorer har pa klyvningen av Kenny
kunde andra kaspasinhibitorer utover Emricasan anvéndas. Utav de kaspasinhibitorer
som finns pa marknaden kunde exempelvis Z-IETD-FMK (inhiberar framst kaspas-8),
Z-DEVD-FMK (inhiberar framst kaspas-3) och z-VAD-FMK (pan-kaspasinhibitor
som inhiberar kaspas-1-10, med undantag for kaspas-2) anvdndas (Chauvier et al.,
2007; Dhani et al., 2021). En ytterligare observation som gjordes i experimentet med
Emricasan var att ett proteinband med en storlek kring 75 kDa framtriddde i proven
fran flugorna som overuttrycker GFP-Kenny i tarmen. Ackumuleringen var som storst
1 flugorna som under basala forhéllanden matats med Emricasan (figur 9, prov 4). Ifall
detta proteinband motsvarar GFP-Kenny (cirka 72 kDa) vore det intressant att studera
stabiliseringen av full-lingd Kenny i samband med administrering av

kaspasinhibitorer. Den fulla storleken av Kenny brukar vanligtvis inte gé att detektera.

En stor del av det hér pro gradu-projekt var att skapa Kenny-mutanter, som bland annat
kan anvindas for att studera deras effekt pd immunresponsen i flugan. I samband med
skapandet av Kenny-flugmutanterna uppticktes det att tva nukleotider i plasmiden
pMT-Kenny-HA, som tidigare anvints for experiment, avviker fran den angivna
nukleotidsekvensen for Kenny i FlyBase. Dessa tvd avvikelser dr al06g och c415t som
motsvarar aminosyrorna K36E respektive H139Y. D& mer utforlig sekvensering
utfordes av tvd andra plasmider som innehaller Kenny, pMT-V5-Kenny-V5 och
pMTIZ-Kenny-GTC, visade det sig att al06g forekommer dven i dessa. Forekomsten
av E36 (gl06) aterfinns dock 1 UniProt, vilket innebér att aminosyrasekvensen for
pMT-V5-Kenny-V5 och pMTIZ-Kenny-GTC overensstimmer med
referenssekvensen 1 UniProt. Bdde gl06 och t415 1 pMT-Kenny-HA korrigerades
genom basspecifik mutagenes och deras egenskaper undersoktes sedan i S2-celler. Det
korrigerade Kenny (al06, c415) klyvs fortfarande i likhet med den ursprungliga
versionen (figur 16, prov 4 och 5) och det finns beldgg for att Kenny associerar med
Metl-ubikvitinkedjor oberoende av de tva potentiella punktmutationerna (figur T1).
En liten skillnad i proteinstorlek mellan den ursprungliga och den korrigerade
versionen av Kenny kunde dock iakttas (figur 16). Storleksskillnaden kunde bero pa

en posttranslationell modifiering av proteinet. Den ursprungliga versionen av pMT-
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Kenny-HA verkar storre och innehéller ett tyrsosin istéllet for en histidin vid
aminosyra nummer 139. Tyrosin dr en av de aminosyror som mest frekvent
fosforyleras (J. V. Olsen et al., 2006). Dirmed ar det mojligt att den ursprungliga
plasmiden fosforyleras pa aminosyra nummer 139, medan den korrigerade inte gor det.
Eftersom det inte framkom ndgra storre skillnader i egenskaperna hos de tva
versionerna av pMT-Kenny-HA tyder det pé att punktmutationerna i sjilva verket ér
enbaspolymorfismer av genen som inte inverkar nimnvart pa proteinets funktion.
Forekomsten av dessa genvarianter i olika fluglinjer kunde undersokas for att utreda
huruvida det ror sig om punktmutationer eller enbaspolymorfism. En strategi for att
undersoka detta vore att isolera mRNA som kodar for Kenny, producera cDNA genom
anviandning av omvént transkriptas och amplifiera sekvensen genom en PCR-reaktion.
Amplikonet med Kenny kan da sekvenseras vilket ger svar pa vilka nukleotider som

finns 1 nukleotidsekvensen.

Kloningen av vildtyps samt klyvningsresistent Kenny 1 pUASTattB-plasmiden
lyckades och foretaget BestGene Inc. genererar flugor med dessa Kenny-mutanter.
Utvecklingen av den klyvningsresistenta formen av Kenny fortsétter dock dnnu 1 och
med att en aminosyra fattas vid 6vergangen fran ubikvitin till Kenny. Ett sétt att infora
kodonet som fattas dr att utféra kloningen igen men med nya primers som &r designade
for detta dandamal. Ett annat alternativ &r att utfora en restriktionsenzymbaserad metod
kallad kodonkassettmutagenes (eng. codon cassette mutagenesis) for att infGra
kodonet till det 6nskade stéllet (Kegler-Ebo et al., 1994). Dé kloningen av den standigt
klyvda formen av Kenny har korrigerats och uttrycket av transgenen i cellen har
effektiverats kan konstruktet klonas in i pUASTattB-plasmidstommen. Da flugorna
vil anlidnder fran BestGene Inc. méste en del nddviandiga genetiska korsningar utforas.
Fluglinjerna méste balanseras sa att transgenen forblir inom fluglinen samt att det
endogena Kenny muteras eller tas ur bruk pa annat satt. Produktionen av det endogena
Kenny kan inhiberas genom att anvdnda en Kenny-mutantbakgrund sasom Key4
(Rutschmann et al., 2000). Dartill ska uttrycket av UAS-Kenny ldggas under kontroll

av den enterocytspecifika promotorn NP1 som ar kopplat till Gal4.

En av hypoteserna som studerades var att Kenny klyvs for att stabilisera den aktiva

formen av stéllningsproteinet, som d& formér formedla nedstroms signalering 1 Imd-
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signaleringsriackan. I det hir projektet verifierades det att klyvningen av Kenny
avldgsnar den N-terminala signalen som styr proteinet till autofagosomen for
nedbrytning. Utgaende fran detta dr det tdnkbart att flugorna som bir pa Kenny-
mutanterna som skapats kommer att ha olika effekter pdA immunresponsen da Imd-
signaleringsrackan aktiveras. Kenny-vildtypsflugorna borde ha en normal
immunrespons, eftersom det som skiljer dem fran vildtypsflugor dr att de dveruttrycker
HA-mirkt Kenny under kontroll av Gal4/UAS-systemet. Fluglinjen med
klyvningsresistent Kenny kommer sténdigt att nedbrytas i1 autofagosomen och det ar
mojligt att denna mutant inte kan aktivera ndgon effektiv immunrespons. Dé kloningen
av den stindigt klyvda formen av Kenny lyckats och flugor med detta konstrukt
genererats kan dven dessa studeras. Flugor som overuttrycker stindigt klyvt Kenny
kommer antagligen att ha ett dverskott av IKK-komplexet vilket d4 borde oka
fosforyleringen av transkriptionsfaktorn NF-xB. Ett dverflod av IKK-komplexet kan
mojligtvis leda till aktivering av Imd-signaleringsrdckan dven i avsaknad av en

bakteriell infektion.

Studier om regleringen av Kenny dr nodvandiga trots att Kenny och dess homolog i
minniskan, NEMO, regleras pa olika sitt. Nivan av Kenny regleras bland annat genom
autofagosomal nedbrytning tack vare sin LIR-domén (Tusco et al., 2017), medan
NEMO som saknar en LIR-domin regleras genom nedbrytning i proteasomen
(Chathuranga et al., 2020; Zhang et al., 2017). Trots skillnaderna i deras reglering kan
det hinda att effekten av deras nedbrytning &r likartade, i och med att bada reglerar
aktiviteten av IKK-komplexet de dr del av. Darmed kan studier om hur klyvningen och
nedbrytningen av Kenny reglerar IKK-komplexet, och vilka foljder detta har, dven ge

ledtradar om motsvarande fenomen i manniskan.
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7 Avslutning

For att finna 16snigar till problem kring inflammatoriska sjukdomar ar det viktigt att
forsta hur proteiner som reglerar inflammationssignaleringen fungerar. I och med att
inflammationssignalering ar ett komplext fenomen &r det nddvéndigt att anvinda enkla
system for att kunna avgridnsa studierna till specifika delar av immunforsvaret.
Bananflugan Drosophila melanogaster dr en lamplig modellorganism for studier av
det medfodda immunforsvaret och i den hir pro gradu-avhandlingen studerades Imd-
signaleringsrackan som dr homolog till TNFR-signaleringsrickan hos ménniskan
(Buchon et al., 2014). Imd-signaleringsrackan reglerar aktiveringen av NF—«B-
transkriptionsfaktorn Relish som styr uttrycket av malgener vars funktion dr att initiera
en immunrespons och fridmja celloverlevnad. I det hér projektet studerades
stdllningsproteinet Kenny och dess reglering genom proteolytisk klyvning utfort av
Dredd. For att i framtida studier kunna utreda effekten av denna reglering pa

immunresponsen skapades Kenny-transgener.

I figur 15 illustreras en uppdaterad version av Imd-signaleringsréickan i vilket bidraget
frén det hér pro gradu-projektet, det vill sdga att Dredd klyver Kenny, finns tillsatt.
Hypotesen som studerades var att Dredd klyver bort LIR-doménen 1 Kenny f{or att
stabilisera den aktiva formen av Kenny vilket dd mojliggor nedstroms signalering i
Imd-signaleringsrickan. I den hédr pro gradu-avhandlingen visas det att LIR-doménen
avldgsnas genom proteolytisk klyvning utfért av Dredd. Genom molekyldr kloning
skapades tva transgena flugor: vildtyps och klyvningsresistent Kenny med en C-
terminal HA-mérkning. Med dessa Kenny-mutanter kan da den andra delen av
hypotesen studeras, det vill sdga ifall klyvningen av Kenny stabiliserar dess aktiva
form for att mojliggéra nedstroms aktivering av Imd-signaleringsrackan. For att
studera detta kunde 6verlevnadsexperiment utforas for att iaktta hur vil flugorna med
de olika Kenny-mutanterna overlever bakterieinfektioner. Ett annat sétt att studera
aktiveringen av Imd-signaleringsrickan vore att studera uttrycket av NF—«B-mélgener

genom realtids-PCR.
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Figur 15. En uppdaterad schematisk illustration over Imd-signaleringsrickan.
Signeleringen inleds dd membranreceptorn PGRP-LC aktiveras av peptigoglykan, vilket leder
till rekrytering av proteiner som genom molekyldra interaktioner slutligen aktiverar
transkriptionsfaktorn Relish. Kaspaset Dredd ansvarar bland annat for att klyva Imd och
Relish. Kenny ér en del av IKK-kompexet som fosforylerar Relish, vilket behdvs for att
effektivera uttrycket av transkriptionsfaktorns maélgener. Under basala forhallanden
degraderas Kenny i autofagosomen. Det nya som den hir pro gradu-avhandlingen bidragit
med ér att kaspaset Dredd dven klyver Kenny (inringat i svart), vilket avlégsnar signalen for
aurofagosomal nedbrytning. Tjocka morkgraa pilar visar fosforylering medan tjocka ljusgraa
pilar visar passage genom membran, exempelvis till autofagosomen eller till cellkérnan. Svarta
saxar syboliserar proteolytisk klyvning.

Den C-terminala mérkningen av Kenny mdjliggor detektering av den aktiva formen
av Kenny. Ddarmed kunde Kennys samverkan med andra proteiner som medverkar i

Imd-signaleringsrickan studeras. Det vore intressant att studera tédnkbara reglerare av
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Kenny och IKK-komplexet. Ref(2)P ar ett adaptorprotein for autofagosomal
nedbrytning och opublicerade data fran vart labb indikerar att Ref(2)P samverkar med
Kenny. En annan studie konstaterade att Kenny ackumuleras i1 cytoplasmiska aggregat
och att dessa ko-lokaliserar med Ref(2)P i autofagimutanta flugor (Tusco et al., 2017).
Framtida studier skulle kunna klargora ifall interaktionen mellan Ref(2)P och Kenny
ytterligare bidrar med ett sétt att reglera Kenny genom autofagosomal nedbrytning.
Homologen i manniskan for Ref(2)P dr p62, och proteinet har visats negativt reglera
aktiveringen av NF-kB genom att associera med NEMO och styra den till

autofagosomen for nedbrytning (Zhang et al., 2017).
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Appendix

Receptbilagor

Akrylamidgelerna som anvéndes i SDS-PAGE bestar av en 6vre och en undre gel,
varvid den Ovre gelen bestar av 0,0625 M Tris-bas pH 6,8 (Sigma-Aldrich, USA), 0,1
% SDS (Sigma-Aldrich, USA), 3,75 % akrylamid (BioRad, USA), 0,04 % APS
(Sigma-Aldrich, USA), 0,02 % TEMED (Sigma, USA). Den undre gelen bestar av
0,375 M Tris-bas pH 8,8 (Sigma-Aldrich, USA), 0,1 % SDS (Sigma-Aldrich, USA),
10 % akrylamid (BioRad, USA), 0,05 % APS (Sigma, USA) och 0,05 % TEMED
(Sigma, USA).

IP-lyseringsbufferten bestar av 10 mM Tris-bas, 150 mM NaCl (Sigma, USA), 5 mM
EDTA (Sigma-Aldrich, USA), 0,1 % Triton X-100 (Honeywell Fluka, USA) och 5 %
glycerol (Sigma-Aldrich, USA) utspitt i RO-vatten.

Korbufferten for SDS-PAGE bestar av 25 mM Tris-bas (Sigma-Aldrich, USA), 192
mM glycin (Sigma-Aldrich) och 0,1 % SDS (Sigma-Aldrich, USA) utspétt i vatten

Losningarna for de priméra antikropparna bestar av 1:500—1:2500 primér antikropp, 1
% bovinserumalbumin, 0,02 % natriumazid (NaN3) upplost 1 PBS (Medicago AB,

Sverige).

4X Laemmli-bufferten bestar av 39 % glycerol (Sigma-Aldrich, USA), 3,9 % SDS
(Sigma, USA), 0,24 M Tris-bas (Sigma-Aldrich, USA), 0,019 % bromfenolbld
(Sigma-Aldrich, USA) och 3 % betamerkaptoetanol (Sigma-Aldrich, USA).

S2-lyseringsbufferten bestar av 50 mM Tris-bas (Sigma-Aldrich, USA), 150 mM NaCl
(Sigma, USA), 1 % Triton X-100 (Honeywell Fluka, USA), 1 mM EDTA (Sigma-
Aldrich, USA) och 10 % glycerol (Sigma-Aldrich, USA) som infor lysering av celler
supplementeras med 5SmM NEM (Sigma-Aldrich, USA), 5mM kloroacetamid
(Aldrich, USA) och 1 mM DTT (Sigma, USA).
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Tvattbufferten bestér av en tablett PBS (Medicago AB, Sverige) upplost i 1 liter RO-
vatten och 0,2 % Tween (Sigma, USA).

Overforingsbufferten vid SDS-PAGE bestar av 25 mM Tris-bas (Sigma-Aldrich,
USA), 192 mM glycin (Sigma-Aldrich, USA), 0,01 % SDS (Sigma-Aldrich, USA),
20% metanol (Sigma-Aldrich, USA) utspétt i RO-vatten.

Tillaggsdata om experiment

For att verifiera att den korrigerade pMT-Kenny-HA plasmiden har liknande
egenskaper som den ursprungliga versionen studeras Kennys egenskap att binda till -
och/eller modifieras av- ubikvitin. Detta gjordes genom att utfora en Metl/SUB-
affinitetsanalys och studera mdjliga ubkivitin-konjugat. Analysen &r nddvéndig for
framtida anvéndning av de korrigerade plasmiderna men eftersom detta ligger utanfor
avhandlingens malséttning behandlas  experimentet som tilliggsmaterial.

Experimentet har ddrmed inte prioriterats vilket dr orsaken till att det endast utforts en

ging.

Kenny transfekterades tillsammans med E3-ligaset Diap2 for att 6ka ubikvitineringen
av Kenny. Diap2 bygger upp K63-linkade ubikvitinkedjor, vilka antas inga
tillsammans med Metl-linkade séddana i polyubikvitinkedjor som fasts pa Kenny.
Experimentet tyder p4 att bada versionerna av Kenny &r associerat med ubikvitinkedjor
(Figur T1), men fler upprepningar och mer ingéende analyser krdvs for att faststélla
Kennys interaktion med Metl-ldnkade ubikvitinkedjor. Ur det hér experimentet ar det
svart att dra ndgon slutsats om nivan av de Metl-lankade ubikvitinkedjor mellan

proven som transfekterats med pMT-Kenny-HA.
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Figur T1. Bade det ursprungliga och det korrigerade Kenny-HA i pMT-plasmiden
binder till ubikvitin eller blir modifierat av det. Den ursprungliga (G106 T415) samt den
korrigerade (A106 C415) versionen av pMT-Kenny-HA transfekterades tillsammans med
pMT-Dredd-V5 for att studera Kennys forméga att binda Metl-ubikvitin. Cellysatet
analyserades med antikropparna a-HA, a-Diap2 och a-aktin. Ur HA-blotten framgér det att
bada versionerna av pMT-Kenny-HA uttrycks i lika grad och att de har samma storlek. Vid
ko-transfektion tillsammans med Diap2 ses en modifierad version av Kenny som har 6kad
molekylvikt bade for den ursprungliga och den korrigerade versionen av Kenny. Okningen
beror antagligen pd att Kenny blir ubikvitinerat i dessa prov. Met1/SUB-neddragningsprovet
analyserades med a-HA, o-Metl. Ur HA-blotten framgar det att badda versionerna av Kenny
bildar konjugat med Metl-ldnkat ubikvitin. I Met1-blotten ses M1-lankade ubikvitinkedjor i
samtliga prov fran cellerna som transfekterats med Kenny. n=1

Diap2
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