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Banaanikarpasen (Drosophila melanogaster) synnynnainen immuniteetti koostuu humoraalisesta
ja soluvalitteisesta vasteesta. Humoraalisen vasteen reitteja ovat Imd- ja Toll-signalointireitit. Kum-
mallakin reitilla vasteena infektioon tuotetaan antimikrobiaalisia peptideja. Yksi Toll-reitin tuottama
proteiini on Drosomysiini (Drosomycin), joka toimii antifungaalisena peptidind. Drosomysiinia ja
muita Toll-reitin proteiineja tuotetaan vasteena Gram-positiivisten bakteerien ja sienten aiheutta-
miin infektioihin.

Aiemmissa tutkimuksissa on huomattu, ettd ubikitinaatiossa tarvittava E2-entsyymi Effete toimii
Imd-signalointireitin saatelijana. Toll-reitin tutkimuksista saadut tulokset eivat kuitenkaan ole yhta
selkeitd, silla in vitro -tutkimuksissa karpasen makrofagien kaltaisilla S2-soluilla effeten hiljennyk-
sen havaittiin kasvattavan reitin aktivaatiota, kun taas in vivo -tutkimuksissa karpasen rasvakudok-
sessa vaikutus ei ollut niin selkea. Nain ollen vaikuttaa silta, etta Effetella olisi eri rooli eri kudok-
sissa.

Tassa tydssa tutkittiin effete-geenin hiljennyksen vaikutusta Toll-signalointireitin aktiivisuuteen ja
siten Drosomysiinin tuotantoon karpasen verisoluissa eli hemosyyteissa. Samalla selvitettiin myos
hemosyyttien signalointia toisiin kudoksiin. Signalointi muihin kudoksiin olisi iimennyt fluoresenssi-
signaalina muualla kuin hiljennyksen kohdekudoksessa eli hemosyyteissa. Aktiivisuuden havain-
nointiin kaytettiin vihreana fluoresoivaa proteiinia (GFP), joka ilmenee Drosomysiinin promootto-
rialueen alla. Hiljennys tehtiin hyddyntamalla UAS-GAL4 menetelmaa, jossa GAL4-proteiini hiljen-
taa geenin spesifisti halutuissa kudoksissa sitoutumalla UAS-sekvenssiin (Upstream Activating Se-
quence). Varsinaisen naytteen lisaksi tutkimuksessa oli mukana kontrollilinjoja, joissa effete ei ollut
hiljennettyna.

Fluoresenssisignaalia havainnoitiin kuvaamalla naytteet, eli toukat ja niiden hemosyytit, fluoresens-
simikroskoopilla. Toukkien kuvista voitiin havaita hemosyyttien lisdksi myos muiden kudosten mah-
dollinen GFP-signaali. Koska hemosyytit ovat hyvin pienia ja vaikeasti havaittavissa toukkien ku-
vista, ne kuvattiin viela erikseen tulosten varmistamiseksi.

Tulokset osoittavat, etta effeten hiljennykselld on vaikutusta Toll-signalointireitin toimintaan ja hil-
jennys saa aikaan Drosomysiinin tuotantoa. Vaikutus nayttda olevan lahes samalla tasolla kuin
Toll-reseptorin yliaktivoinnissakin. Toukissa nakyi hemosyyttien lisdksi voimakasta GFP-signaalia
hengitysputkissa, mutta ei esimerkiksi rasvakudoksessa, mika olisi ollut odotetumpi tulos. Tutki-
musta voisi edelleen jatkaa selvittdmalla kvantitatiivistesti Drosomysiinin ilmenemista effeten hil-
jennyksen jalkeen seka tutkimalla sita, mihin Effete Toll-signaloinnissa vaikuttaa.

Avainsanat: Toll-signalointireitti, effete-geeni, Drosophila melanogaster, banaanikarpanen,
synnynnainen immuniteetti
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1. JOHDANTO

1.1 Banaanikarpasen synnynnainen immuniteetti

Banaanikarpasen (Drosophila melanogaster) immuniteetti infektioille perustuu monitasoiseen puo-
lustukseen, jossa ensimmainen este on ulkoinen epiteeli. Jos patogeeni tastd huolimatta paasee
karpasen kehoon, aktivoituu synnynndinen immuniteetti, joka koostuu humoraalisesta ja sellulaa-
risesta/soluvalitteisesta vasteesta. Humoraalinen vaste perustuu antimikrobiaalisten peptidien
(AMP) tuottamiseen ja erittdmiseen hemolymfaan, eli kdrpasen avoimen verenkierron nesteeseen.
Soluvalitteinen vaste taas perustuu hemosyytteihin eli verisoluihin ja niiden toimintaan muun mu-
assa fagosyytteina (Leclerc ja Reichhart 2004). Toll- ja Imd-signalointireitit ovat osa humoraalista
puolustusta, mutta Toll-reitilld on rooli my6s soluvalitteisessad immuunivasteessa. Molemmat reitit
tuottavat antimikrobiaalisia peptideja (AMP) vasteena infektioille, etenkin karpasen rasvakudok-
sessa (fat body). Toll-reitti aktivoituu karpasen altistuessa Gram-positiivisten bakteerien tai sienien
aiheuttamalle infektiolle ja Toll-reseptorin aktivaatio vaatii sen ligandin Spatzlen sitoutumista. Imd-
reitti puolestaan aktivoituu Gram-negatiivisista bakteereista. Yksi Toll-reitin tuottama proteiini on
Drosomysiini (Drosomycin), joka toimii antifungaalisena peptidina. (Valanne, Wang, ja Ramet
2011; Myllymaki, Valanne, ja Ramet 2014)

1.2 Ubikitinaatio ja Effete

Ubikitinaatio on proteiinien translaation jalkeinen muokkaus, jossa niihin liitetdan yksi tai useampi
ubikitiini-proteiini. Prosessiin tarvitaan kolmea toiminnaltaan erilaista entsyymia: aktivoiva entsyymi
E1, konjugoiva entsyymi E2 seka ligaasi E3. Ubikitinaation vaikutus riippuu esimerkiksi siita, mihin
kohtaan kohdeproteiinia liittdminen tapahtuu ja kuinka monta ubikitiinia liitetdan. Esimerkiksi K48-
polyubikitiiniketjut merkkaavat proteiinit hajotettaviksi, kun taas K63-ubikitinaatiolla on monia ei-

hajottavia rooleja, kuten signalointireittien aktivointi (Swatek ja Komander 2016).

Effete on ubikitinaatiossa tarvittava konjugoiva E2-entsyymi, jolla on monia tehtavia useissa Dro-
sophilan biologisissa prosesseissa. Naita ovat esimerkiksi silman kehittyminen ja apoptoosi. Effe-
ten tiedetdan toimivan Imd-signalointireitilla aktivoiden sen toimintaa K63-ubikitinaation kautta,
mutta sen roolista Toll-signalointireitilla ei juuri tiedetad. Karpasen S2-soluissa tehdyista in vitro ko-
keista on kuitenkin saatu tulos, jossa effete-geenin hiljennys nostaa Toll-reitin aktivaatiota ja muun

muassa Drosomysiinin ekspressiota. Tama viittaa siihen, ettad Effete olisi reitin negatiivinen saate-



lija. Samaa tulosta ei kuitenkaan saatu in vivo, kun effete-geenin hiljennys tehtiin karpasen rasva-
kudoksessa (Ciantar 2021), joka on paaasiallinen immuunivasteesta vastaava kudos (Lemaitre ja
Hoffmann 2007). Talléin Drosomysiinin ekspressiotaso jopa laski hieman. Koska hiljennys kohdis-
tui rasvakudokseen, tama voisi viitata effeten hiliennyksella olevan erilainen vaikutus eri kudok-
sissa. (Ciantar 2021)

1.3 Hemosyytit

Hemosyytit eli verisolut toimivat banaanikarpasen synnynnaisessa immuniteetissa soluvalittei-
sessa puolustuksessa. Seka aikuisella karpasella etta toukalla nama solut toimivat muun muassa
fagosyytteina ja tuottavat antimikrobiaalisia peptideja (Wood ja Jacinto 2007). Hemosyytteja on eri
tyyppeja, ja ne voivat joko kiertdd hemolymfan mukana tai olla kiinnittyneind kudoksiin tai elimiin
(Holz ym. 2003). Drosophilan verisolut kuuluvat kolmeen luokkaan: plasmatosyytit, kristallisolut ja
lamellosyytit. Plasmatosyytit ovat fagosyytteja, jotka muistuttavat nisékkaiden makrofageja. Kris-
tallisolut sisaltavat entsyymeja, joita tarvitaan melanisaatioon. Melanisaatiossa syntyy sivutuot-
teena vapaita radikaaleja, jotka luultavasti osallistuvat patogeenien tappamiseen. Lamellosyytit
puolestaan erilaistuvat vasta infektion jalkeen ja ne muodostavat kapselin tunkeutujan ymparille.

(Meister ja Lagueux 2003)

1.4 UAS-GAL4

Yksi banaanikarpasessa yleisesti kaytetyista geenien ilmenemisen muunteluun tarkoitetuista me-
netelmistd on UAS-GAL4. Sen toimivuus banaanikarpasella naytettin ensimmaisen kerran jo
vuonna 1993 (Brand ja Perrimon 1993). Menetelma perustuu GAL4-transkriptiotekijan sitoutumi-
seen kohdesekvenssialueelle eli UAS-alueelle (Upstream Activating Sequence), joka sijaitsee gee-
nista ylavirtaan. GAL4:n sitoutuminen UAS-sekvenssiin saa aikaan transkription alkamisen. Mene-
telmalla voidaan joko aktivoida tai hiljentda geeneja. Jos UAS-sekvenssi on liitetty geenin koodaa-
vaan sekvenssiin, GAL4:n sitoutuminen saa aikaan geenin transkription ja siten aktivaation. Jos
taas UAS-alue on liitetty kaksijuosteista RNA:ta (dsRNA) tuottavaan sekvenssiin, joka vastaa tiet-
tya geenia, GAL4:n sitoutuminen saa aikaan dsRNA:n muodostumisen. dsRNA pilkotaan soluissa
lyhyemmiksi RNA-molekyyleiksi (small interfering RNA, siRNA), jotka saavat aikaan geenin hiljen-
tymisen (Elbashir ym. 2001). UAS-sekvenssi ja GAL4-transkriptiotekija yllapidetaan eri karpaslin-
joissa, jolloin menetelma alkaa toimia vasta naiden keskenaan risteytettyjen karpaslinjojen jalke-
laisissa. Menetelman vaikutus on mahdollista kohdistaa koko karpasen sijasta myos vain yhteen

tiettyyn kudokseen. (Valanne ja Ramet 2011)



1.5 Banaanikarpanen tutkimuksessa

Ty6ssa hyddynnettiin banaanikarpasta, Drosophila melanogasteria, joka on erinomainen mallielain
sen kasvattamisen helppouden ja lyhyen sukupolvivalin ansiosta. Banaanikarpasen geeneja on
suhteellisen helppo muokata, koska yhdella geenilld on harvoin useita paallekkaisia toimintoja.
Nain ollen yksittdisen geenin muutos nakyy yleensa yksilon ilmiasussa. Banaanikarpasella on
myo6s vastingeeni runsaalle maaralle ihmisen sairausgeeneja, mika tekeekin sen geenien vaiku-

tusten tutkimisesta mielekasta. (Valanne ja Ramet 2011)

1.6 Tutkimuksen tavoitteet

Tydn tarkoituksena oli tarkastella effete (eff)-geenin hiljentdmisen vaikutusta Drosomysiinin (Drs)
ilmentymiseen hemosyyteissa seka eri kudoksissa, kuten rasvakudoksessa. Tarkastelu tehtiin Dro-
somysiini-geenin promoottorialueen hallinnan alla ilmentyvan vihrean fluoresoivan proteiinin (GFP)
avulla. Tama toteutettiin hiljentamallad ensin effete UAS-GAL4 menetelmalla ja kuvaamalla sitten
fluoresenssimikroskoopilla seka kokonaisia toukkia etta pelkkia hemosyytteja. Kaytetyissa karpas-
linjoissa effeten hiljennys kohdistui hemosyytteihin, joten muissa kudoksissa mahdollisesti ilme-
neva Drs-GFP kertoisi hemosyyttien signaloinnista eri kudosten kanssa. Kuvaamisen tavoitteena
oli saada selvyytta effeten hiliennyksen vaikutuksista in vivo. Fluoresenssisignaalin ndkyminen nii-
den toukkien hemosyyteissa, joissa effete on hiljennetty, kertoisi siita, etta hiljennys kyseisessa
kudoksessa aktivoi Toll-signalointireittia ja lisda nain Drosomysiinin tuotantoa. Immuunivasteiden
tarkka saately on tarkeaa, koska liian heikko tai vahva immuunivaste johtaa ei-toivottuihin seurauk-

siin. Siksi on tarkeaa tutkia, mitka tekijat osallistuvat naiden vasteiden saatelyyn.

2. MATERIAALIT JA MENETELMAT

2.1 Kaytetyt karpaslinjat ja risteytykset

Tata tutkimusta varten kaytettiin karpasia neljasta geneettisesti muokatusta linjasta ja yhdesta
kontrollilinjasta. Linjat ovat listattuina taulukossa 1. Taulukossa on lisaksi kerrottu karpaslinjasta

kaytettava lyhenne seka sen kayttotarkoitus lyhyesti.



Taulukko 1 Kaytetyt karpaslinjat, niiden lyhenteet ja kayttotarkoitus.

Kérpéslinja Lyhenne Tehtava

HmIA-GAL4, Hemese-GAL4 HH-GAL4 GAL4-proteiinin tuottaja; ilmenee spesifisti hemo-
syyteissa

Dipt2.2-lacZ, Drs-GFP Drs-GFP GFP on liitetty Drs-geenin promoottorialueelle ja

se ilmenee Drosomysiinin mukaisesti: ilmentyy
kaikissa kudoksissa

Drs-GFP; UAS-eff® Drs-GFP; eff® Linja, jossa 1) GAL4-proteiinin sitoutuminen koh-
desekvenssiinsa saa aikaan effete-geenin hiljen-
tymisen, 2) GFP ilmenee kudoksissa, joissa Drs

aktivoituu

Drs-GFP, UAS-Toll"® Drs-GFP, Toll'®  Linja, jossa 1) GAL4-proteiinin sitoutuminen koh-
desekvenssiinsd saa aikaa pysyvasti aktiivisen
Toll-reseptorin (Toll'®) ilmentymisen ja Toll-reitin
aktivaation, 2) GFP ilmenee kudoksissa, joissa
Drs aktivoituu

1118 - Ei tuota mitaan ajavaa proteiinia risteytykseen

Eff® (RNAi)-linja on Vienna Drosophila Resource Centerin linja numero 26011GD. Negatiivisia
kontrolliristeytyksia oli kaksi ja positiivisia yksi. Naiden liséksi oli varsinainen nayte. Kaikki ristey-

tyksissa kaytetyt naaraskarpaset keréattiin neitsyina.

Effeten hiljennys tutkittavassa naytteessa tehtiin UAS-GAL4 menetelmaa hyédyntaen. HH-GAL4-
karpaslinjasta keréttiin risteytykseen koiraat ja Drs-GFP; eff? -karpaslinjasta naaraat. HH-GAL4 x
Drs-GFP; effR -risteytyksen jalkelaisilla GAL4-proteiini iimentyy hemosyyteissa, jolloin effeten hil-
jennys tapahtuu spesifisti niissa. Lisaksi kyseinen GAL4-proteiini saattaa ilmentya jonkin verran

myos toukan sylkirauhasissa (Zettervall ym. 2004).

Negatiivisessa kontrolliristeytyksessa Drs-GFP; eff” -linjan naaraat risteytettiin w’’’5-linjan koirai-
den kanssa, jolloin hiljennysta ei tapahdu, koska GAL4-proteiini puuttuu. Toinen negatiivinen kont-
rolli oli HH-GAL4-linjan koiraiden ja Drs-GFP-linjan naaraiden risteytys. Drs-GFP-linjassa ei ole

UAS-sekvenssia, johon GAL4 voisi sitoutua, jolloin se ei mydskaan paase aktivoimaan geenia.

Positiivisena kontrollina toimi karpaslinja, joka saatiin risteyttamalla HH-GAL4-linjan koiraat Drs-
GFP, Toll'®-linjan naaraiden kanssa. Toll'® on mutatoitunut muoto Toll-reseptoriproteiinista. Pis-

temutaatio Toll-sekvenssissa aiheuttaa sen, etta geenista tuotetaan konstitutiivisesti aktiivisista



proteiinia eli Toll-reseptori on pysyvasti aktiivinen (Schneider ym. 1991). Koska UAS-GAL4-mene-
telma tuottaa jalkelaisille koko ajan aktiivisen Toll-reseptorin, ei aktivoitumiseen tarvita ligandia ja
siten Toll-reitti tuottaa jatkuvasti Drs-GFP:td. UAS-Toll'®-linja luotiin vuonna 1999 kloonaamalla

sen sekvenssi pUAST-plasmidiin (Maxton-Kiichenmeister ym. 1999).

Risteytyksista valittiin kuvattavaksi koirastoukkia ja niiden hemosyytteja, koska koiraiden on ha-
vaittu tuottavan enemman kohdeproteiinia UAS-GAL4 menetelman kautta (Masukawa ym. 2021).
Nain ollen effeten hiljennys saattaa olla voimakkaampi koirailla, jolloin sen mahdollinen vaikutus

Drosomysiinin tuotantoon olisi suurempi ja helpommin havaittavissa.

Kaytettyja karpaslinjoja yllapidettiin +25 asteessa. Risteytyksia pidettiin myos +25 asteessa ja kar-
pasten annettiin paritella yhdessa putkessa noin vuorokauden ajan. Putket, joissa oli munia, siir-
rettiin +29 asteeseen, koska UAS-GAL4-menetelma toimii tehokkaammin korkeammassa [ampéti-
lassa (Duffy 2002). Karpasia siirrettiin uusiin putkiin kolmen paivan ajan, jonka jalkeen ne heitettiin

pois ja odotettiin, ettd munista kehittyy toukkia.

2.2 Naytteiden valmistelu

2.2.1 Hemosyyttien valmistelu

Koirastoukat kerattiin toukan kolmannessa kehitysvaiheessa (instar) kasvatusputken seinamilta
pinsettien avulla ja pestiin kolmesti vedessa. Nain paastiin eroon toukkiin mahdollisesti jaaneista
ruuanpaloista tai muista roskista, jotka nakyisivat kuvanottohetkella naytteen joukossa. Hemosyyt-
tien valmistelussa toukkia auottiin pinseteilld 12-kuoppaisen levyn kaivoihin kolme kappaletta per
kaivo. Kuhunkin naytekaivoon pipetoitiin ennen toukkien avaamista 20 ul 1 x PBS, jossa oli mukana
1 % BSA:ta. Kun hemosyytit oli saatu valutettua ulos toukista, solujen annettiin kiinnittya lasille noin
45 minuuttia kosteassa ymparistdssa (kannellisessa astiassa, jossa oli vedella kostutettua paperia
pohjalla). Kiinnittymisen jalkeen kuhunkin naytekaivoon pipetoitiin 10 ul 10 % formaliinia ja annettiin
olla 10 minuuttia. Tdman vaiheen jalkeen kaivot pestiin kolme kertaa jaakylmalla 1x PBS:lla. Lo-
puksi hemosyytit Kiinnitettiin tipalla (noin 20 ul) ProLong Diamond Antifade Mountant with DAPI -
reagenssia (Life Technologies). Naytekaivojen paalle asetettiin peitinlasi ja naytelevya sailytettiin

yon yli huoneenlammaossa pimeassa. Seuraavana paivana hemosyytit kuvattiin.
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2.2.2 Toukkien valmistelu

Toukkien valmistelussa hyédynnettiin kylmakasittelya, jolla toukista pyrittiin tekemaan liikkumatto-
mia. Naytelasit valmisteltiin kaksipuoleisella teipilla siten, etta teippien valiin jai alue toukille ja etta
niiden paalle sai asetettua peitinlasin. Naytelasi laitettiin kylmenemaan toukkien pesun ajaksi. Tou-
kista valittiin jalleen koiraat ja ne laitettiin hetkeksi jaille pienessa petrimaljassa, jotta niista tulisi
likkumattomampia. Samassa maljassa toukat myds pestiin. Toukat aseteltiin naytelevylle dorsaa-
linen eli selkdpuoli yléspain. Kun toukat olivat lasilla, niiden paalle pipetoitiin jaakylmaa 70 %
glyserolia ja asetettiin peitinlasi teippien paalle. Valmistelu pyrittiin tekemaan niin, etta toukat sai-
lyisivat hengissa seuraavaan paivaan. Naytelevya sailytettiin jadkaapissa yon yli ja seuraavana

paivana toukat kuvattiin.

2.2.3 Infektio

Drs-GFP -konstruktin toimivuus testattiin infektoimalla HH-GAL4 x Drs-GFP risteytyksen jalkelai-
sina tulleita toukkia Micrococcus luteus -bakteerilla. Infektion tulisi saada aikaan Toll-reitin aktivaa-

tio ja siten Drs-GFP:n ilmeneminen karpasen rasvakudoksessa.

M. luteus-bakteeria kasvatettiin Luria-Bertani (LB) agar maljoilla, joihin puhdasviljelman varmista-
miseksi lisattiin antibiootiksi streptomysiinia, koska kaytetylla M. luteus-bakteerikannalla on strep-
tomysiiniresistenssigeeni. Maljalle laitettiin kasvamaan 100 ul M. luteusta, ja sitd kasvatettiin kol-
men paivan ajan +30 asteessa. Kasvatuksen jalkeen bakteereja kerattiin silmukalla maljalta 1,5 ml
koeputken irrotettuun kanteen. Ennen infektion aloittamista bakteerimassan sekaan pipetoitiin

glyserolia, jolloin massasta tuli hieman juoksevampaa.

Toukkia infektoitiin pistamalla niitd kylkeen teroitetulla volfram-langasta tehdylla pistimella, joka ol
kaytetty bakteerimassassa. Infektoidut toukat siirrettiin kuudeksi tunniksi ruokaputkeen, jonka jal-
keen ne valmisteltiin kuvaamiseen edelld mainitulla tavalla. Toukkia infektoitiin yhteensa kymme-

nen, joista vain kaksi oli elossa kuuden tunnin jalkeen.

2.3 Kuvaaminen

Kuvaamisessa kaytettiin Zeiss Apotome.2 fluoresenssimikroskooppia. Hemosyyttien kuvaamiseen
kaytettiin Plan-Neofluar 40x/1,3 oil -objektiivia, jonka kokonaissuurennos oli 400x. Toukille kaytet-
tiin EC Plan-Neofluar 5x/0.16 -objektiivia, jonka kokonaissuurennos oli 50x. 40x objektiivin kanssa

kaytettiin Zeissin ImmersolTM 518 F -immersiodljya, jota laitettiin tippa kuvattavan kaivon paalle.
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Kuvaamisessa kaytettiin apuna Apotomia. Apotomi luo optisia leikkeita (sections) fluoresenssinayt-
teesta ja luo tarkan kuvan paksummastakin naytteesta leikkaamalla/kasittelemalla sironneen valon

pois kuvasta. Taman tyon kuvissa Apotomin gridit olivat viidessa eri asennossa.

Hemosyyttien kuvaamisessa kaytettiin kahta eri kanavaa, toinen DAPI:lle (380 nm) ja toinen
GFP:lle (470 nm). Valotusaika DAPI:lle oli 46 ms ja GFP:lle 400 ms. Fluoresenssisignaalin suoda-
tukseen kaytettiin Zeissin High Efficiency (HE) filttereitad (38 HE GFP:lle ja 62 HE B/G/HR DAPI:lle).
Osa hemosyyttikuvista otettiin myds 680 ms valotusajalla. Naihin valotusaikoihin paadyttiin nega-
tiilvisten kontrollien perusteella siten, etta nailla valotusajoilla negatiivisissa kontrolleissa ei nakynyt

signaalia. Toukkien kuvaamisessa kaytettiin ainoastaan GFP-kanavaa ja valotusaika oli 2200 ms.

Kuvat kasiteltiin ImageJ-sovelluksessa (Imaged 1.53t), jossa kuvien tasot yhdistettiin ja niista luotiin
8-bittiset versiot. Kuvista saadettiin kirkkautta ja kontrastia negatiivisten kontrollien perusteella.

Saadot pidettiin samoina kaikissa kuvissa.

3. TULOKSET JA NIIDEN TARKASTELU

3.1 Toukat

Kuvasta 1 nahdaan, ettd HH x Drs-GFP linjan infektoiduilla toukilla (vasemmanpuoleiset toukat)
GFP:n ilmeneminen rasvakudoksessa on hyvin selkeda ja vahvaa. Nain ollen kaytetty Drs-GFP-
konstrukti on toimiva. Negatiivisilla kontrolleilla eli HH x Drs-GFP ja w'’"® x Drs-GFP; eff® -ristey-
tysten toukilla ei ole nakyvissa ollenkaan GFP-signaalia eli Drs-GFP ei ilmene niissa. Vasemman-
puoleisimman toukan rasvakudoksessa nakyy tummentuma (punainen nuoli), joka luultavasti on

pistettdessa kudokseen tullut vaurio.
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HH x Drs-GFP, infektoidut HH x Drs-GFP w1118 x Drs-GFP; effR

Kuva 1 HH x Drs-GFP infektoidut toukat seké kaksi negatiivista kontrollia, HH x Drs-GFP ja w'""®
x Drs-GFP; effR. Mittaviiva on 500 um ja kaikki toukat ovat kuvissa etupaa (anteriorinen paa) ylds-
pain.

Kuvista 2a ja b nakyy, etta effeten hiljennys aktivoi jotain kudoksissa kiinni olevia hemosyytteja,
mutta ei ollenkaan rasvakudosta. Tasta voidaan paatella, ettd hemosyyttien aktivaatio ei nayttaisi
kaynnistavan Drosomysiinin tuotantoa esimerkiksi rasvakudoksessa. Toisaalta osalla naista tou-
kista oli GFP-signaalia hengitysputkissa (trachea), joissa HH-GAL4:n ei pitaisi ilmentya. Myds

osalla positiivisen kontrollin eli HH x Drs-GFP, Toll"®

-risteytyksen toukista oli runsaasti GFP-sig-
naalia putkimaisissa rakenteissaan. HH-GAL4:n pitaisi iimeta spesifisti hemosyyteissa (ja sylkirau-
hasessa), mutta ei hengitysputkissa. Jokin on kuitenkin saanut runsasta Drs-GFP:n aktivaatiota
aikaan hengitysputkissa, mutta aiheuttajaa ei kuvien perusteella pysty paattelemaan. On mahdol-
lista, ettd hemosyyteissa tapahtuva effete-geenin hiljennys saa aikaan muutoksen, joka johtaa Dro-

somysiinin tuottamiseen hemosyyttien lisaksi myos hengitysputkissa.
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HH x Drs-GFP, Tol|10 HH x Drs-GFP; eff'®

Kuva 2a

HH x Drs-GFP, Toll10® HH x Drs-GFP; effR

Kuva 2b Positiiviset kontrollit ja varsinainen nayte. Nuolilla on osoitettu esimerkkeja GFP-positiivi-
sista kohdista. Punaisella tdhdelld on merkitty voimakas signaali putkimaisessa rakenteessa, joka
on toukan hengitysputki. Mittaviiva on 500 um.

EffR-toukissa on joitakin Drs-GFP:ta ilmentavia hemosyytteja, mutta kuitenkin véhemman kuin po-
sitiivisen kontrollin toukissa. Tama kuitenkin viittaa siihen, etta effeten hiljennyksella on hemosyyt-
teja aktivoiva vaikutus. Koska toukat eivat ole taysin lapinakyvia, niiden kuvista on vaikea erottaa
GFP-positiivisia hemosyytteja. Siksi toukkien lisaksi kuvattiin myds niista valutetut hemosyytit, jotta

voitiin varmentaa toukista saatu tulos.
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3.2 Hemosyytit

Kuvasta 3 nahdaan, etta effeten hiljennys vaikuttaa Toll-reitin aktivaatioon ja fluoresenssignaalia
on havaittavissa. Kuitenkin verrattaessa positiiviseen kontrolliin, signaalin vahvuus ja maara on
alhaisempi. Negatiiviisiin kontrolleihin verrattuna signaalia kuitenkin selkeasti on, eli effeten
hiljennys vaikuttaa Toll-reittiin aktivoivasti.

HH x Drs-GFP w8 x Drs-GFP; eff®R HH x Drs-GFP, Tol[% HH x Drs-GFP; effl®

Kuva 3 Kuvapaneeli hemosyyttinaytteista. Kuvien jarjestys vasemmalta lahtien: kaksi negatiivista
kontrollia, positiivinen kontrolli ja varsinainen nayte. HH x Drs-GFP kuvien valotusaika on 680 ms
ja muiden 400 ms. Mittaviiva on 10 um.

Koska Effete on ubikitinaatiossa tarvittava E2-entsyymi, se luultavasti myds Toll-signalointireitilla
toimii ubikitinoiden jotakin komponenttia. Koska sen puuttuminen aktivoi reittid, se voisi toimia ubi-
kitinoiden jotakin reitin tdrkeda aktivoivaa komponenttia. Kuitenkin koska saatu signaali on hei-
kompi kuin positiivisessa kontrollissa, ei Effete ehka aktivoi Toll-reittia taysin. Vaikka hiljennyksen
aktivoiva vaikutus nakyykin kuvissa, ei naiden perusteella pysty kuitenkaan arvioimaan, mihin ef-
fete reitilla vaikuttaa. Effeten mahdollinen toimintamekanismi reitilla voisi olla esimerkiksi K48-po-
Iyubikitiiniketjun luominen johonkin Toll-reitille tarkedan aktivoivaan komponenttiin, jolloin kompo-
nentti ohjattaisiin hajotukseen. Nain aktivaatio olisi mahdollinen effeten hiljennyksen seurauksena

myos ilman infektiota. Taman varmistamiseksi tulisi tehda lisaa tutkimusta aiheesta.
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Taulukossa 2 on koottuna solujen lukumaard HH x Drs-GFP; eff -linjan naytteissa seka positiivi-
sen kontrollin eli HH x Drs-GFP, Toll'® -linjan naytteissa. Naiden lisdksi on myds GFP-positiivisten
solujen osuus sekad lukumaarana etta prosenttiosuutena. Kvantitatiivisessa analyysissa kaytettiin
suuremman valotusajan (680 ms) kuvia. Taulukosta havaitaan, etta positiivisen kontrollin (HH x
Drs-GFP, Toll'®) kuvissa on keskimaarin enemman GFP-positiivisia soluja kuin eff*-naytteissa eli
Drosomysiinin tuotanto olisi ollut hieman suurempaa. Kuitenkin myés eff*-soluissa Drs-GFP tuo-
tantoa selkeasti on, etenkin jos verrataan negatiivisiin naytteisiin, joissa Drs-GFP:ta ei tuotu lain-

kaan.

Taulukko 2 Naytteissa ja positiivissa kontrolleissa olleiden GFP-positiivisten solujen lukumaara
verrattuna kaikkien solujen lukumaaraan.

Néayte (680ms) Solujen GFP-positiiviset Prosenttiosuus (%)
lkm solut

HH x Drs-GFP;efff 1 31 5 16,1

HH x Drs-GFP;eff~ 2 35 2 57

HH x Drs-GFP:eff® 3 25 3 12,0

HH x Drs-GFP;effR 4 36 2 5,6

HH x Drs-GFP, Toll'® 1 13 6 46,2

HH x Drs-GFP, Toll'® 2 95 30 31,6

HH x Drs-GFP, Toll® 3 87 10 11,5

Kuvaajassa 1 on naytetty rinnakkain seka effeten hiljennyksen, etta Toll-reitin yliaktiivisuuden vai-
kutus Drs-GFP:n tuotantoon. Kuvaajan piirtoon kaytetyt arvot nakyvat taulukossa 2. Palkkien kor-
keusero on selkeasti havaittavissa, mutta ero ei silti ole tilastollisesti merkitseva, (Studentin t-testi,
kaksisuuntainen jakauma, p-arvo 0,077), vaikkakin hyvin lahelld sitd. Tarkemman tuloksen saa-

miseksi soluista voitaisiin mitata GFP:n fluoresenssi-intensiteetti.
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Kuvaaja 1 Seka effeten hiljennys etta Toll'®:n ilmentaminen aiheuttavat Drs-GFP:n tuottumista
karpasen hemosyyteissa, mikd on merkkina Toll-reitin aktivaatiosta.

4. YHTEENVETO

Tassa tyossa tutkittiin effete-geenin hiljennyksen vaikutusta Toll-signalointireitin aktiivisuuteen he-
mosyyteissa. Aktiivisuutta havainnoitiin Drs-GFP ilmenemisen avulla. Hiljennys saatiin aikaan kayt-
tamalla UAS-GAL4 menetelmad, joka tassa tapauksessa hiljensi effeten spesifisti hemosyyteissa.
Hillennyksen jalkeen toukkia ja niiden hemosyytteja kuvattiin fluoresenssimikroskoopilla, jotta nah-
tiin, iimeneekd Drs-GFP. Kokonaisista toukista katsottiin samalla, iimeneekd fluoresenssisignaalia
jossakin muissa kudoksissa kuin vain hiljennyksen kohdekudoksissa. Naytteen lisdksi kuvattiin
myos yksi positiivinen kontrolli, kaksi negatiivista kontrollia seké infektoitu kontrolli. Infektiolla var-
mistetiin Drs-GFP:n toimivuus ja aktivaatio karpasen rasvakudoksessa Toll-reitin aktivoitumisen

seurauksena.

Seka kokonaisten toukkien ettd hemosyyttien kuvaamisen tuloksena selvisi, etta effeten hiljennys
aktivoi Toll-reittia ja aktivaatio on lahes samalla tasolla kuin positiivisessa kontrollissa. Tama tulos
viittaa siihen, etta effete voisi olla Toll-reitin uusi saatelija. Tuloksista selvisi myds se, etta effeten
hiliennys hemosyyteissa ei nayta johtavan Toll-reitin aktivaatioon muissa kudoksissa, silla fluore-

senssisignaalia ei havaittu esimerkiksi karpasen rasvakudoksessa. Odottamaton tulos oli kuitenkin
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se, ettd Drs-GFP signaalia havaittiin hengitysputkissa. Lisatutkimuksia tarvitaan selvittamaan, joh-
taako effeten hiliennys hemosyyteissa todella immuunisignaloinnin aktivoitumiseen hengitysput-
kissa, ja minka signaalimolekyylin kautta. Tuloksia tulkitessa on hyva kuitenkin ottaa huomioon se,
ettd Drosomysiini saattaa osittain ilmentya myds Imd-reitin kautta. Vaikka Drosomysiinin iimenty-
mista kaytetaankin usein merkkina Toll-signaloinnin aktiivisuudesta, on tuloksia myés siita, etta

Imd-signalointireitti sitd jossain maarin aktivoi (De Gregorio ym. 2002).

Tutkimusta voisi jatkaa edelleen selvittdmalla tarkemmin, mihin Effete Toll-reitilld vaikuttaa. Koska
Effete on ubikitinaatiossa tarvittava entsyymi, se luultavasti osallistuu Toll-reitilla jonkin komponen-
tin ubikitinaatioon ja siten esimerkiksi hajotukseen tai inaktivaatioon. Esimerkiksi ubikitinoimalla
jotakin reitille tarkeaa komponenttia, Effete saattaa normaalisti pitaa Toll-reittia inaktiivisena. Kun
effete on hiljennettyna, se ei paase ubikitinoimaan ja inaktivoimaan Toll-reitin komponentteja ja
siksi reitti tdssa tapauksessa voi aktivoitua myds ilman infektiota. Se, miksi aktivaatio ei kuitenkaan
ole taysin samalla tasolla kuin Toll'® -linjan tapauksessa, olisi myds mielenkiintoinen tutkimuksen
kohde. Drs-GFP:n ilmentymisen eroja voisi edelleen tutkia myds kvantitatiivisilla menetelmilla, ku-
ten gPCR:lla. Nain saataisiin tarkkaa tietoa ilmenemisen maaran eroista ja tulos saataisiin vahvis-

tettua myds toisella menetelmalla.
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