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fokaaliadheesiossa. Vinkuliinissa tapahtuvat komfatiomuutokset ja happamat fosfolipidit s&atelevat
vinkuliinin sitoutumista eri ligandeihin.

Vinkuliinin  yllapitamia adheesiorakenteita tutkitti transfektoimalla naudan munuaisen (MDBK)
epiteelisoluja ja hiiren alkion fibroblasteja (3T@asmidilla, jossa on GFP-vinkuliinia koodaava\asissi.

GFP-vinkuliinin lokalisaatiota ja sen aiheuttamiarfologisia muutoksia kuvannettiin ajan funktiorgolut

transfektoitiin ~ mikroinjektoimalla. MDBK-soluissa FR-vinkuliini  lokalisoitui  vydliitoksiin  ja

fokaaliadheesioihin  kuten endogeeninen  vinkuliini3T3-soluissa  GFP-vinkuliini  lokalisoitui
fokaaliadheesioihin.

Koska solun elektrofysiologisten olosuhteiden ttéde s&atelevan vinkuliinin konformaatiota ja
interaktioita, GFP-vinkuliinin jakautumaa MDBK-sidgsa ja 3T3-soluissa analysoitin happamassa
solunsiséisessa pH:ssa tai depolarisoivissa olesslat MDBK-soluissa matala pH lisési vinkuliinira@naa
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elektrofysiologisen ymparistén muutoksille, sitetéevinkuliini-vyoliitos vahvistui alhaisessa pHassTassa
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Abstract: Vinculin is a cytoskeletal protein. It has a role in embemasis, in cell junctions and in muscle
function, especially in cardiac muscle. In epithktiells vinculin localizes at adherens junctiond at focal
adhesions. Vinculin consists of three parts. Itdasund head, a proline-rich hinge region anckxilfle tail.
The molecule has at least two conformations. Iogeti conformation the molecule is inactive. Anrope
conformation predominates when the molecule isvacéind enables its binding to junctional complexes.
Vinculin has several binding partners both at fomdhesions and adherens junctions of cultured.ddls
interactions with these partners are regulatedoojormational changes and acidic phospholipids.

In order to analyze the role of vinculin in the mtahance of cell junctions of epithelial cells difwtoblasts,

we transfected epithelial Madin-Darby bovine kidn@DBK) cells and mouse embryo fibroblasts (3T3
cells) with a plasmid containing GFP-linked vincuBequence and monitored the distribution of exgaes
GFP-vinculin and the morphological changes of caflgunction of time. The transfection was caroeti by
microinjection. In MDBK cells GFP-vinculin localide at focal adhesions and adherens junctions as
endogenous vinculin. In 3T3 cells GFP-vinculin liwed at focal adhesions.

Since the electrophysiological conditions withicedl are known to regulate the vinculin conformatind

its binding properties, we analyzed the distribwtid GFP-vinculin in MDBK cells and in 3T3 cells latw
intracellular pH or in depolarizing conditions. MDBK cells low pH induced accumulation of vincuiimo
adherens junctions, whereas depolarization conipletéeased vinculin from focal adhesions and aehgr
junctions. In 3T3 cells depolarization releasedculm from focal adhesions. Hence, vinculin intéi@ts
seem to be very sensitive to electrophysiologicalirenment, especially the vinculin accumulation to
adherens junctions was increased at acidified tiondi In this respect, the interactions at adhejenctions
and focal adhesions are completely different.

In order to analyze the vinculin interactions amitding partners in epithelial cells, we generatedwation
where lipid binding domain and one actin bindingrdin were deleted from the vinculin construct. The
deletion comprised of aminoacids 1016-1066. In MDB#&lIs transfected with this mutated construct,
deletion of lipid binding domain and actin bindimpmain caused disruption of focal adhesions and
accumulation of vinculin to intracellular aggregat€his caused detachment of the cells from thetsatiim.
Lack of these two bindin partners caused vincutiouanulation to lateral walls but no adherens jurdi
were seen. Hence, binding to actin and to acid@spholipids seem to control vinculin interactiondazal
adhesions and adherens junctions.
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1. Johdanto

Vinkuliini on solun tukirangan proteiini. Se osatliu solu-soluliitosten ja solu-
soluvaliaineliitosten muodostamiseen. Liitoksisgakuliini toimii erdanlaisena siltana
litoskompleksien ja solutukirangan valilla. Vinkailla on useita sitoutumiskumppaneita
erilaisissa adheesiorakenteissa, ja sen sitoutuimore tarkasti saadeltya. Vinkuliinin
funktiota ei ole vyksiselitteisesti selvitetty, mattsen arvellaan toimivan seka

rakenteellisissa ettéa toiminnallisissa tehtavieb&a myos signaalinvalityksessa.

Vinkuliinin molekyylipaino on 117 kDa ja se sis&ltd066 aminohappoa. Sekvenssiltaan
vinkuliini on hyvin konservoitunut proteiini. Vinkinilla on erilaisen silmikoitumisen

tuloksena syntyva isoformi metavinkuliini, jotaiasyy lahinna lihassoluissa.

Rakenteeltaan vinkuliini muistuttaa narun paassaaa ilmapalloa; silla on pallomainen
paa ja pitka hanta. 90 kDa:n painoinen paa sisaftéiekyylin N-terminaalisen osan ja
proliinipitoisen sarana-alueen, joka erottaa paan 35 kDa:n hannan toisistaan.

Proliinirikas sarana-alue on herkka proteaaseille.

Molekyyli voi esiintya ainakin kahdessa eri konf@atiossa: avoimessa ja suljetussa.
Suljetussa konformaatiossa molekyylin paa ja h@éntt sitoutuneet toisiinsa, ja sarana-
alue on laskostunut niiden valiin. Tallin useimrigandinsitomispaikat ovat inaktiivisia.
Suljettu konformaatio vallitsee vinkuliinin ollesdimkoisessa muodossa sytoplasmassa.
Vinkuliinin aktivoituessa molekyylin konformaatiovautuu, jolloin ligandinsitominen

mahdollistuu ja vinkuliini sitoutuu adheesiorakasiia.

Eri solutyypeissa vinkuliini osallistuu erilaistesdheesiorakenteiden muodostamiseen.
Epiteelisoluissa vinkuliinin on osoitettu sitoutuvaydliitoksiin ja fokaaliadheesioihin. Eri

lihassolutyyppien adheesiorakenteissa vinkuliisiengyy metavinkuliinin ohella.
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1.1. Epiteelisolut

Epiteelisolujen muodostamat epiteelikudokset péittdelimiston ja ympariston valisia
rajapintoja. Ne reunustavat kudoksia ja tiehyitpitéelisolut ovat polaarisia, ja niiden
pinnat eroavat ominaisuuksiltaan toisistaan. Epkedoksen toiminnan kannalta
epasymmetrinen rakenne on valttdméaton, koska dpikgen lapi tapahtuu monenlaista
absorptio- ja sekreetiotoimintaa epiteelikudoksexkasta riippuen. Pintoja on kolme:
apikaalinen, lateraalinen ja basaalinen. Epitekljsn apikaalipinta reunustaa tiehyeiden
onteloa. Apikaalipinta on poimuinen ja siind volaomikrovilluksia tai muita rakenteita,
jotka lisaavat solun apikaalista pinta-alaa, mikétarpeen epiteelikudoksen toiminnalle.
Basaalipinta kiinnittda solun sidekudoksen puolalavaan tyvikalvoon. Lateraalisella
pinnalla sijaitsevat vierekkaisia soluja yhdistag@iu-soluliitokset. Niiden valityksella

solut kiinnittyvét lujasti toisiinsa muodostaen ghéisia pintoja

1.2. Epiteelisolujen liitokset

Tyypillisessa epiteelisolukerroksessa on solujetiss@ jarjestaytynyt solu-soluliitos-
kompleksi. Liitoskompleksissa lahinnd apikaalipantan tiivis liitos eli zonula occludens.
Se sulkee solujen valiin jadavan tilan tiiviisti &sh molekyylien kulkeutumisen solujen
valistd. Tiivis liitos erottaa solun apikaali- jaadwlateraalipinnan toisistaan. Tiiviin
litoksen basaalipuolella sijaitsee vyoliitos ebrmila adherens. Se kiertdd solun ympari
vyomaisena rakenteena. Liitoskompleksin kolmanneanomuodostavat desmosomit.
Desmosomit ovat pistemaisia liitoksia, jotka Ili#y solun tukirangan valikokoisiin
saikeisiin. Vydliitokset ja desmosomit ovat ankkui@ eli vahvistavia liitoksia. Solu-
soluliitokset liittyvéat solutukirankaan, mikd maHiikiaa vierekkaisten solujen toimimisen
yhteistyosséd koordinoituna kudoksena. Liitoskomgiek lisaksi solujen valilla on
konneksiinien muodostamia aukkoliitoksia, joiderityksella kemialliset viestit siirtyvat
solusta toiseen. Epiteelisolujen basaalipinnalldoiaaliadheesioita ja hemidesmosomeja,
joiden avulla solut kiinnittyvat sidekudokseen. & liitosten avulla solun tukiranka
liittyy solun ulkopuolisiin rakenteisiin, esimerlgk tyvikalvoon. Vinkuliini on solun
tukirangan proteiinina tarkea rakenneosa vyoliitesa ja fokaaliadheesioissa.
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1.3. Vinkuliini

Vinkuliini 16ydettiin vuonna 1980. Benjamin Geigsitovereineen eristi uuden, ennestaan
tuntemattoman proteiinin  kanan Kivipiirasta. Tutksnyhma totesi proteiinin
lokalisoituvan solukalvoon sellaisissa kohdissa sgai mikrofilamentit kohtasivat
solukalvon. Uuden proteiinin oletettiin liittavaktanisaikeitd solukalvoon, joten proteiini
nimettiin sen oletetun tehtavan mukaan vinkuliinfggnculum= linkki, lat.) (Geiger ym.,
1980). Kesti kuitenkin pitkddn ennen kuin vinkulinsitoutuminen aktiiniin lopulta
osoitettiin (Menkel ym., 1994).

Ihmisen, kanan, porsaan ja sukkulamadon vinkugkienssi on selvitetty. Sekvenssien
vertailu osoittaa, etta vinkuliini on erittain kargoitunut proteiini, joka sisaltdd 1066
aminohappoa. Samasta geenista erilaisen silmik@m kautta syntyvassa meta-
vinkuliinissa on 68 aminohappoa enemman. Vinkutimholekyylipaino on 117 kDa,

metavinkuliinin 124 kDa. Vinkuliinin aminohapposednssit ovat ihmisella ja kanalla yli
95 % yhtenevid, nukleotidisekvenssit 82 % yhtenevBuurimmat erot ilmenevat

aminohappojen 259-289 valilla. N- ja C-terminadlipgat ovat hyvin konservoituneet ja
siséltavat proteiinin toiminnan kannalta tarkeildega (Price ym., 1989; Weller ym.,

1990).

1.3.1. Vinkuliinin rakenne
Elektronimikroskoopilla tarkasteltuna vinkuliini yi&a narun paassa olevalta ilmapallolta.
Vinkuliini koostuu kolmesta rakenteellisesta osagtdéia ovat paa, sarana-alue ja hanta. N-
terminaalisen p&an ja sarana-alueen muodostamanyalen p&a koostuu neljasta
globulaarisesta lohkosta, jotka ovat jarjestaytyrigistyneen tetraedrin muotoon. Hanta
nayttda helminauhamaiselta (Winkler ym., 1996; Wénka Jockusch, 2001).

Bakolitsa ym. (1999) selvitti ensimmaéisend vinkuhi h&nnan kristallirakenteen.
Vinkuliinin hanta, eli aminohapot 879-1066, on nateeltaan heliksien muodostama

kimppu. Hannan viisi heliksia (H1-H5) ovat jarjedi@neet antiparalleelisti ylos-alas
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kulkien siten etta kimpun keskusta on hydrofobifenlkopuoli hydrofiilinen. Positiiviset
varaukset ovat molekyylin pinnalla kasautuneet kdbdlueelle, tikapuuksi (basic ladder)
kolmannen heliksin kohdalle ja kaulukseksi (basitlar) C-terminaalisen hannanpéan
ymparille. C-terminaalinen hé&nnanpaa sulkee hddikgpun pohjan. Se voidaan jakaa
kolmeen osaan: taipuisa luuppi (aminohapot 10472L0%-levy (1053-1061) ja
hydrofobinen hiusneula (1062-1066).

Vinkuliinin N-terminaalinen p&a (aminohapot 1-23&)ostuu seitseméasta amfipaattisesta
a-heliksistd ¢1-7), jotka ovat jarjestaytyneet kahdeksi neljariksgn kimpuksi; N-
terminaaliseksi1-4) ja C-terminaaliseksiié-7). Inaktiivisessa molekyylissa nama ovat
jarjestaytyneet perakkain. Keskelle sijoittuva aitkheliksi a4 ulottuu molempien

kimppujen lapi sitoen kimput yhteen (Izard ym., 20ard ja Vornhein, 2004).

Kokonainen vinkuliinimolekyyli koostuu seitsemastéljan heliksin kimpusta ja yhdesta
viiden heliksin kimpusta. Heliksikimput ovat jariagtyneet neljaksi pariksi. Ensimmainen
pari muodostaa vinkuliinin paan. Toinen, kolmasgdjas pari muodostavat sarana-alueen
ja hdnnan. Ensimmaisen, toisen ja kolmannen pakanne on hyvin samankaltainen; ne
koostuvat seitseméasté heliksistd-7, jotka muodostavat kaksi neljan heliksin kimapu
joita yhdistad kimput lavistava pitk&d heliksi4. Neljdnnen parin ensimmainen
heliksikimppu sisaltda nelja heliksid, niitd seung@liinirikas alue ja viiden heliksin
kimppu joka on vinkuliinin hantd. Kokonaisuutena liket ovat jarjestaytyneet

globulaariseksi molekyyliksi (Bakolitsa ym., 20@lprgon ym., 2004).

1.3.2. Vinkuliinin konformaatio

Vinkuliinilla on todettu kaksi erilaista konformaaia, avoin ja suljettu. Suljettu
konformaatio, jossa paa ja hanta ovat kiinni tssa, on vallitseva vinkuliinin ollessa
monomeerimuodossa sytoplasmassa. Suljetussa kadtossa molekyyli on
inaktiivinen. Paan aminohapot 181-226 sitoutuvatlekyylin h&nnan aminohappoihin
1009-1038. Sitoutuminen on luonteeltaan voimakkaasista; paan alue on eméksinen ja

hannan alue hapan. Interaktio on erittdin voimgkak ~50nM). Paan ja hannan valinen
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sidos on herkkd ionivahvuuden ja lampdtilan noesulmika osoittaa ettd seka
elektrostaattiset etta hydrofobiset interaktiot tot&arkeassa roolissa (Miller ym., 2001).
Aktivoituessaan vinkuliini avautuu: paan ja hanndtinen sidos katkeaa, jolloin paa ja
hanta irtoavat toisistaan molekyylin sarana-aluesnoristuessa. Konformaation
avautuminen mahdollistaa ligandien sitomisen jaadisaation. Ligandeihin sitoutumalla
vinkuliini liittyy erilaisiin adheesiorakenteisiirRaé-hanta liitos heikkenee, jos pH on alle
7, mikd on havaittu kokonaisella vinkuliinimolekiid seka V8-proteaasilla sarana-
alueelta katkaistulla molekyylilla (Miller ym., 2@ Korkea suolakonsentraatio aiheuttaa
molekyylinsisdisten sidosten katkeamisen, jolloimleRyylien valisten sidosten osuus
kasvaa ja syntyy 4-6 vinkuliiniproteiinia sisaltdvmultimeereja (Winkler ym., 1996).
Liséksi eraiden lipidien on havaittu lisddvan pgérhannan dissosiaatiota (Johnson ja
Craig, 1995b). Useimmat vinkuliinin ligandinsitork@éhdista sijaitsevat lahella paan ja
hannan sitoutumispaikkoja. Paikkojen laheisyydesté olettaa ettd ligandinsitomisen
saately ja pdan ja hannéan valiset interaktioi/litit laheisesti toisiinsa.

1.4. Interaktiot

Vinkuliinilla on adheesiorakenteissa useita eratigeja. Globulaarisesta N-terminaalisesta
paastd on karakterisoitu taliinin, kateniinien, kéirainin ja hannan sitoutumispaikka.
Proliinipitoisella sarana-alueella on VASPIn, pamsi, vineksiinin ja Arp2/3-kompleksin
sitoutumispaikka. Hannéssa sijaitsee paksilliiaktjinin, happamien fosfolipidien ja paan
sitoutumispaikka. Vinkuliinin aminohapposekvenssisarakterisoidut sitoutumisalueet on

koottu taulukkoon 1.
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Taulukko 1. Sitoutumisalueet vinkuliinin aminohagpkvenssissa.

Aminohapposekvenssi  Sitoutumisalueet Kirjallisuiiev
Aminoterminaalinen | Taliini 1-208 Jones ym., 1989
paa 1-850 1-258 Gilmore ym., 1992
1-167 Bass ym., 1999
a-kateniini 1-850 Weiss ym., 1998
B-kateniini Hazan ym., 1997
a-aktiniini 1-170
1-850 Kroemker ym., 1994
Vinkuliinin 181-226 Johnson ja Craig, 1994
hanta
Sarana-alue VASP 839-850 Brindle ym., 1996
837-877 Ponsiini 839-893 Mandai ym., 1999
Vineksiini 849-893 Kioka ym., 1999
Arp2/3 850-881 DeMali ym., 2002
Karboksi- Paksilliini 978-1000 | Wood ym., 1994
terminaalinen  hantaHappamat
858-1066 fosfolipidit 916-970 Johnson ym., 1998
Aktiini 893-985 Huttelmaier ym., 1997
1016-1066 | Huttelmaier ym., 1997
PIP2 916-970 Gilmore ja Burridge, 1996
Weekes ym., 1996
Vinkuliinin paa | 1009-1038 | Miller ym., 2001
1.4.1. Taliini

Taliini on 270 kDa:n painoinen fokaaliadheesioidproteiini. Se sitoo integriinien

sytoplasmiset domeenit  solun  aktiinitukirankaan. liifia on  valttmaton
fokaaliadheesioiden syntymiselle (ks. yleiskats@ugchley, 2000). Taliinissa on kolme
erillista vinkuliinia sitovaa aluetta, jotka ovabkemiallisilta ominaisuuksiltaan yhtenevia
(Bass ym., 1999; Bass ym., 2002). Vinkuliinimolekyya taliinin sitoutumispaikka
sijaitsee vinkuliinin N-terminaalisessa globulaasisa paassa (Jones ym., 198%e ym.,
1989). Sitoutumiseen osallistuvat eri tutkimusteokean aminohapot 1-258 tai 1-131

(Gilmore ym., 1992; Bass ym., 2002).
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Aikaisemmin oletettiin, etta vinkuliinin pdan jar@n valinen interaktio sdatelee taliinin
sitoutumista vinkuliiniin siten, ettd hanta inhibtliinin sitoutumista. Tama perustui
havaintoon, ettd pelkalla paafragmenttilla ilmanté& on 3-4 kertaa suurempi affiniteetti
taliinille kuin kokonaisella vinkuliinimolekyylilla(Johnson ja Craig, 1994). Uusimpien
tutkimustulosten mukaan taliini sdatelee vinkuhiraktivoitumista. Taliinin sitoutuminen
vinkuliinin paahan aiheuttaa merkittavia konforma@uutoksia vinkuliinin rakenteessa.
Nama muutokset aiheuttavat hannan irtoamisen pgastin vinkuliini aktivoituu (lzard
ym., 2004).

1.4.2. Kateniinit

Epiteelisolujen vyoliitoksissa vinkuliini sito@a- ja B-kateniinien kanssa aktiinisaikeita
kadheriineihin.  Vinkuliinin a-kateniinia sitova paikka sijaitsee vinkuliinin  N-
terminaalisessa paassa, aminohapoissa 1-850 (Hemagnl1997; Weiss ym., 1998)-
kateniinin sitoutuminen lisda vinkuliinin ja aktim valista affiniteettia (Bakolitsa ym.,
2004).

1.4.3.a-aktiniini

a-aktiniini on aktiinia sitova proteiini, johon vinlkinin on osoitettu sitoutuvan erilaisissa
soluliitoksissa (Belkin ja Koteliansky, 1987). Vulkniproteiinin a-aktiniinia sitova kohta
sijaitsee vinkuliinin N-terminaalisessa paassa. wohappojen 1-107 on todettu
osallistuvan sitoutumiseen. Tutkimuksen mukaan wiinkin paafragmentti yksinaan sitoo
a-aktiniinia tehokkaammin kuin kokonainen vinkulgmoteiini. lImeisesti vinkuliinin paan
ja hannan interaktio saatelee paan sitoutumistaktiniiniin. Toisin sanoen
vinkuliiniproteiinin taytyy ensin aktivoitua ja awtua voidakseen sitoa-aktiniinia
(Kroemker ym., 1994).
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1.4.4. VASP

VASP (Vasodilator-stimulated phosphoprotein) onagalkadheesioiden, solu-soluliitosten
ja lamellipodien eli levyjalkojen proteiini, joka&telee aktiinisdikeiden jarjestaytymista.
Sen on osoitettu sitoutuvan vinkuliinin proliinipiselle sarana-alueelle aminohappoihin
389-850 (Brindle ym., 1996). PiHs&a VASP:in sitomista aktivoimalla vinkuliiniglloin
paan ja hannan interaktio katkeaa ja VASP:in siimigpaikka paljastuu (Huttelmaier ym.,
1998).

1.4.5. Vineksiini

Vineksiini on fokaaliadheesioiden ja vydliitosterrofeiini, joka sitoutuu vinkuliinin
proliinipitoiselle sarana-alueelle aminohappoihin 49893. GFP-vineksiinia
ekspressoivissa soluissa on havaittu lisaantyrwitiuliinin maaraa fokaaliadheesioissa.
Mahdollisesti vineksiini joko lisda vinkuliinin mé#& tai sitten stabiloi sen rakennetta
(Kioka ym., 1999).

1.4.6. Ponsiini

Ponsiini  sitoutuu vinkuliinin - sarana-alueen pratiikkaalle alueelle yhdella tai
useammalla SH3-domeenilla. Vinkuliini ja ponsiinvad sitoutuneena epiteelisolujen
vyoliitoksissa ja fokaaliadheesioissa ja sydanklohgen kytkylevyissa (Mandai ym.,
1999). Vinkuliinin ja o-kateniinin  valityksella ~mahdollistuu  nektiini-afiad-
ponsiinikompleksin liittaminen kadheriinivalitteisi vyoliitoksiin. Nektiinin on todettu
saatelevan solu-soluliitosten syntyd, ja tatd kawolujen liiketta ja proliferaatiota
(Sakisaka ym., 2007).
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1.4.7. Arp2/3-kompleksi

Arp2/3-kompleksi (actin-related proteins 2 and 3mptex) on seitseman proteiinin
muodostama kompleksi, joka saatelee aktiinisdikeidhaarautumista erityisesti

fibroblastien lamellipodeissa. Lamellipodien fokkamplekseissa vinkuliinin on havaittu

sitoutuvan Arp2/3-kompleksiin. Sitoutuminen on hywansientti tapahtuma, jota nahdaan
ainoastaan juuri syntyneisséd fokaalikomplekseisstujen reuna-alueilla. Valmiissa

fokaaliadheesioissa tatd sitoutumista ei enaa tmvahrp2/3:en sitoutumispaikka

vinkuliinissa on lokalisoitu aminohappoihin 850-8&li vinkuliinin sarana-alueelle

(DeMali ym., 2002).

Arp2/3-kompleksin sitoutuminen vinkuliiniin on té&a joissakin integriinien ohjaamissa
tapahtumissa. Tata on tutkittu MEF-soluilla, joigtauttuu vinkuliini. MEF-solut ovat
hiiren alkion fibroblasteja (Mouse Embryo FibrolfjJaskun MEF-soluissa uudelleen
iimennetaan vinkuliinia, niin solut ovat leveitd Jateita. Jos Arp2/3-kompleksin ja
vinkuliiniin - sitoutuminen estetddn mutatoimalla ositumispaikkaa, MEF-solut ovat
pitkhnomaisia ja kapeita, samankaltaisia kuin vitlyypin solut. Ne levidvat huonosti ja
tekevat vain pienid, harvoja lamellipodimaisia Weita. Migraatioon ja solujen
adheesioon mutaatiolla ei ole vaikutusta. Mutasitio muita sarana-alueen proteiineja el
vineksiinia, ponsiinia ja VASPia normaalisti. Sitominen vinkuliiniin auttaa Arp2/3-
kompleksia  lokalisoitumaan  uusiin  adheesiokomplglse Nain  aktiinin
polymerisaatiokoneisto saadaan liitettyd syntywantheesiokomplekseihin (DeMali ym.,
2002).

1.4.8. Aktiini

Vinkuliinin h&nnan on osoitettu sitoutuvat aktisiéikeisiin (Menkel ym., 1994). Paan ja
hannan interaktio kuitenkin inhiboi sitoutumistaolfdison ja Craig, 1995a). Pelkka
hantafragmentti sitoutuu aktiiniin, mika tukee afh ettéd paa-hantainteraktio normaalisti

peittaa aktiinia sitovan alueen (Weekes ym., 1996).
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Hannéasta on identifioitu kaksi aktiinia sitovaaedta, mika teoriassa mahdollistaisi kahden
aktiiniflamentin sitoutumisen yhteen vinkuliinimelyyliin. Ligandinsitomispaikat on
lokalisoitu sekvenssin aminohappoihin 893-985 jd60066 (Huttelmaier ym., 1997).
Tehokkaaseen aktiinin sitomiseen tarvitaan todedisékti molemmat sitoutumispaikat.
Jalkimmaisen alueen on todettu osallistuvan vimkinholekyylien oligomerisoitumiseen,
mika voisi tuoda paikalle lisda aktiivista vinkuaiia aktiinin sitomisen tehostamiseksi.
Bakolitsan ym. (1999) tutkimusten mukaan hannarer@inuksella ei ole vaikutusta
aktiinin sitomiseen: hantafragmentti josta on paitst aminohapot 1052-1066 sitoo aktiinia
normaalisti. Aktiininsitominen aiheuttaa h&nnassiéenteellisia muutoksia, koska hannan
proteaasiherkkyys lisdantyy sen ollessa sitoutumedhiniin.

Uusien rakennetutkimusten perusteella nayttaa, sitd kokonaisen vinkuliiniproteiinin
aktiininsitomiskyky ei ole kovin hyva, mutta se paeea-kateniinin avulla (Janssen ym.,
2006). Ryhman tutkimustulokset tukevat aiempia hdeg, joiden mukaan aktiini aktivoi
vinkuliinin dimerisaation (Johnson ja Craig, 200Qansenin ym. (2006) tutkimusten
mukaan vinkuliinin h&ntd voi dimerisoitua vain akia sitoessaan. Talléin vinkuliini voi
muodostaa  ristisidoksia  aktiinisaikeiden  valille. kti#ninsitomisen aiheuttamat
konformaatiomuutokset hdnn&ssa ovat hienovaraspaikallisia, ne 1ahinn& ohjaavat eri
aktiinifilamentteihin sitoutuneet vinkuliinimolekiiy oikeaan asemaan mahdollistaen

niiden sitoutumisen toisiinsa.

1.4.9. Happamat fosfolipidit

Proteiiniligandien liséksi vinkuliini voi sitoutuahappamiin fosfolipideihin. Tama
mahdollistaa vinkuliinin toimimisen linkkind aktim ja solukalvon valilla (Ito ym., 1983;
Niggli ym., 1986). Happamat fosfolipidit lokalisoitat paaasiassa solukalvon
lipidikaksoiskerroksen sisempaan lehteen. Vinkudiitipideihin sitoutuva alue on C-
terminaalisessa hannassa (Johnson ja Craig, 1BR5ateraktio solukalvon fosfolipidien
kanssa stabiloi vinkuliinin paikalleen ja helpottagen interaktiota muiden
litoskomponenttien kanssa. Solukalvoon sitoutuminemahdollistaa vinkuliinin

hannanpaan tyontymisen solukalvon sisalle vahviagamadheesiokompleksia (Johnson
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ym., 1998). Uusimpien tutkimusten mukaan vinkuhinsitoutuminen solukalvoon on
hyvin dynaamista; fokaaliadheesioissa sitoutumioenerittdin voimakasta ja nopeasti
vaihtelevaa, kun taas vyoliitoksissa vinkuliini oheikosti sitoutunut solukalvon

proteiineihin (Yamada ym., 2005).

Vinkuliinin - h&nnan lipidejd sitova alue sijaitseeeliksissa H3. Helikaalinen
hiuspinnirakenne sisdltdéda aminohapot 916-970. Rakean konservoitunut kaikissa
vinkuliineissa ja on mukana myds sukulaisprotetinkateniinin lipidisitomiskohdassa.
Alue siséltdd kaksi itsenaista lipidisitomiskohtaptka toimivat yhteistydssa ja
muodostavat amfipaattisen heliksi-turn-heliksi-ratieen (Johnson ja Craig, 1995a, b;
Johnson ym., 1998).

Vinkuliinin hannanpdan sitoutumista happamiin fdigideihin on tutkittu mutaatioiden
avulla. Jos h&dnnanpaan hiusneula ja sitd edefided@yrakenne eli aminohapot 1052-1066
poistetaan, hantafragmentti laskostuu edelleen aaligti. Deleetio kuitenkin estéa hannan
sitoutumisen happamiin fosfolipidivesikkeleihin ifglogisissa olosuhteissa. pH:ta
alentamalla hannan sitoutumiskyky voidaan palayBakolitsa ym., 1999). Tama osoittaa
ettd C-terminaalinen hannanpaa on valttamatona joéintd voisi sitoutua solukalvoon
fysiologisissa olosuhteissa. Tutkittaessa happafasfolipideihin sitoutumisen vaikutusta
hannan konformaatioon, huomattiin ettd fosfolipidi&snaollessa tapahtui enemmaéan
proteolyysia sek& hannan ettéd deleetiomutantinc@)tbllessa kyseessa (Bakolitsa ym.,
1999). limeisesti sitoutuminen happamiin fosfolglin paljastaa vinkuliinin paa-hanta
sidoksen peittdmia alueita, jotka yleensa ovatga@sien ulottumattomissa.

Happamat fosfolipidit, erityisesti PiReli fosfatidyyli-inositoli-4,5-bisfosfaatti, inhitivat
pddn ja hannan vaélistd assosiaatiota. Neutraaleillpideilla, esimerkiksi
fosfatidyylikoliinilla tai fosfatidyyliseriinilla, ei ole tallaista vaikutusta molekyyliin
(Weekes ym., 1996). PiBaatelee useita aktiinia sitovia proteiineja, myibduliinia. Se
inhiboi paan ja hannan assosiaatiota paljastaé@niaja aktiinin sitomiskohdat. Taliinin
sitomista PIR lisasi nelinkertaisesti ja aktiinin sitomista kafhkertaisesti. Paksilliinin
sitomista PIR hieman véhensi (Gilmore ja Burridge, 1996). PIFsaad VASPIn
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sitoutumista vinkuliiniin ja indusoi hannan oligons®itumista. PIRn maaran lisaéaminen

lisdd myos oligomeerien maaraa (Huttelmaier ynmo8).9

Polyfosfoinositidien on havaittu estavan vinkuliina aktiinifilamenttien valiset interaktiot
in vitro. PIP:n sitoutuminen vinkuliiniin aukaisee sen konfort@a ja paljastaa
vinkuliinin paassa sijaitsevat ligandinsitomiskohddappamien fosfolipidien ja aktiinin
sitoutumispaikat sijaitsevat kuitenkin osittain eékain, joten aktiinin sitominen estyy
(Steimle ym., 1999).

1.4.10. Paksilliini

Fokaaliadheesioissa vinkuliini sitoutuu paksilimi (Turner ym., 1990). Paksilliinin
sitoutumiskohta sijaitsee vinkuliinin  C-terminaaksa hé&nnassa. Sitoutumiseen
osallistuvat aminohapot 978-1000 (Wood ym., 1984)e 1000-1028 sisaltda sekvenssin,
joka kohdentaa molekyylin fokaaliadheesioihin. Kokima 50 aminohapon sekvenssi
(978-1028) on hyvin konservoitunut ihmisen ja kamamkuliineissa, ja todenndkdisesti
tarkea fokaalidheesioiden jarjestaytymisen saaaly@Vood ym., 1994). Paksilliinin
sitominen ei vaadi lipidien lasndoloa, PIRieman vahentaa sitoutumista (Gilmore ja
Burridge, 1996). Kuvassa 1 on esitetty kaavakuvakuwliinimolekyylistd ja sen eri

alueiden molekyylien sitoutumiskohdista.
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Vinkuliini
taliini

a-aktiniini

//cx-kateniini

Vinkuliinin
vineksiini
ponsiini

F-aktiini

me ani

lipidikaksoiskerros

Kuva 1. Vinkuliinin rakenne ja interaktiokohdat.

1.5. Vinkuliinin aktivaatio

Vinkuliinilla on ainakin kaksi erilaista konformaata, avoin ja suljettu. Suljettu
konformaatio vallitsee vinkuliinin ollessa sytoplaassa. Aktivoituessaan vinkuliini
avautuu ja sitoutuu eri adheesiorakenteisiin, gomsskuliinilla on osoitettu olevan useita

eri sitoutumiskumppaneita.

Vinkuliinin mahdollisesta aktivoitumismekanismistan esitetty hypoteettisia malleja.
Johnson ja Craig (1994) esittivat, etta jokin syasta fokaaliadheesiosta tuleva signaali
aktivoi vinkuliinin, jolloin sen affiniteetti talnille ja muille litoskomponenteille kasvaa.

Taman seurauksena vinkuliini sitoutuu jarjestayyvlitoskompleksiin.
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Bakolitsan ym. (1999) esittdman mallin mukaan vinkin p&& kontrolloi
ligandinsitomista allosteerisesti stabiloimalla ha@n heliksikimppua ja estdmalla sen
avautumisen. Talloin useimmat ligandinsitomispaikedt piilossa. Solukalvon happamien
fosfolipidien l&heisyydesséa elektrostaattiset vuarkutukset vetavat hannan positiivisesti
varautuneita osia (basic ladder ja basic collaRtikieegatiivisesti varautunutta solukalvoa.
Bakolitsan teorian mukaan RIR sitoutuminen vinkuliiniin voisi aiheuttaa C-teimaalisen
hiusneularakenteen tyontymisen solukalvoon. Tamérosiaan laukaisisi hannan
heliksikimpun avautumisen, jolloin paan ja hannamternaktio katkeaa ja useat
ligandinsitomispaikat tulevat esiin. Hannan helikskeutuvat solukalvon laheisyyteen ja
sarana-alue, joka oli laskostunut paan ja hanndinydulee taipuisaksi ja ligandin-
sitominen mahdollistuu. Elektronimikroskooppikudassékyvat "helmet” voisivat edustaa
heliksien muodostamia rakenteita tallaisessa awaessa konformaatiossa. Hannan
aktivoituessa sen PIRBitova alue voisi samanaikaisesti sitoutua aldiiikeiden
distaalisiin péaihin ja rekrytoida lisaa aktiivisiavinkuliinimolekyyleja paikalle
oligomerisoitumalla. Aktiivisen vinkuliinin konsematation kasvu voisi vetaa yhteen-
sitoutuneita aktiinisaikeita tiiviiksi kimpuiksi. @nanaikaisesti aktivoitunut paa voisi
kiinnittyd syntyvaan fokaaliadheesioon suuren naiffiniteettinsa vuoksi. Naiden
tapahtumien saatelijand saattaa toimia fdBon vaihtelu, vinkuliinin ja muiden
komponenttien fosforylaatio (Schwienbacher ym., &99ai vinkuliinin liittyminen

signaalinvalitysreitteihin esimerkiksi VASP:n kau(Brindle ym., 1996).

Johnsonin ja Craigin (2000) teorian mukaan vinkudiiaktivoitumiseen liittyy molekyylin
dimerisaatio. Janssenin ym. (2006) tutkimus tukeealmtoa. Aktiinin sitoutuminen
vinkuliiniin  aktivoi hienoisten konformaatiomuutest avulla vinkuliinin hannan
dimerisoitumisen paljastamalla molekyylin dimerigaleohdat. On mahdollista etta
dimerisaatio stabiloi vinkuliinin aktivoitunutta awta muotoa ja estdd vinkuliini-
molekyylin siirtymisen takaisin suljettuun muotoansAktivoitunut vinkuliini sitoutuu
toiseen aktiiviseen vinkuliiniin, jolloin aktiinifamenteista syntyy kimppuja. Johnsonin ja
Craigin (2000) tutkimusten mukaan myos happamieiofgpidien (PIR) sitoutuminen

johtaa vinkuliinin dimerisaatioon.
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Bass ym. (2002) havaitsi vinkuliinin aktivoituvamliinin vaikutuksesta. Uusimpien
tutkimustulosten mukaan taliinilla on merkittdva olio vinkuliinin aktivaatiossa.
Kristallisoidusta taliini-vinkuliinikompleksista orhuomattu, ettd taliinin sitoutuminen
aiheuttaa vinkuliinin pddssad huomattavia helikealisakenteen konformaatiomuutoksia
(Izard ym., 2004; Izard ja Vornhein, 2004). Heltkgirjestaytyvat uudelleen tehden tilaa
taliinille, joka osittain tunkeutuu vinkuliinin hi&sien valiin. Tama johtaa vinkuliinin
aktivoitumiseen. Taliinissa on kolme perakkaistéuiiininsitomispaikkaa, joista jokainen
kykenee aktivoimaan vinkuliinin. Teoriassa tama dwllistaisi kolmen vinkuliini-
molekyylin aktivoitumisen yhden taliinimolekyylin &lityksella, mik& voisi vahvistaa
integriinisignalointia ja edistdd nopeita muutokakiinitukirangassa (Izard ja Vornhein,
2004).

Papagrigorioun ym. (2004) mallin mukaan vinkul¥mahvistaa fokaaliadheesiota sitoutuen
yhta aikaa taliiniin ja aktiinisaikeisiin. Seka kiriinissa etta taliinissa tapahtuu suuria
rakennemuutoksia taliinin tunkeutuessa vinkuliiheliksien keskelle. Taman seurauksena
molemmat proteiinit stabiloivat toistensa rakemtgéd nain taliinin ja aktiinisédikeen liitos
fokaaliadheesiossa vahvistuu. Havainto taliinineattamasta vinkuliinin p&éan heliksien
huomattavasta uudelleenjarjestaytymisesta oli mdysdottamaton. Aikaisemmin ol
ajateltu etta vinkuliinin tehtava on olla passiein joustamaton “tukiasema’. Uuden tiedon
perusteella vinkuliini on rakenteellisesti dynaaemnproteiini, joka taipuu ja joustaa

sopeutuakseen eri ligandeja ja funktioita varteard ym., 2004).
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1.6. Vinkuliinin funktio

Vinkuliinin funktiota ja merkitystd on tutkittu usk keinoilla sek& solutasolla etta

poistogeenisissa hiirissa.

1.6.1. Poistogeeniset hiiret

Vinkuliinin  funktiota alkionkehityksessd on tutkitt poistogeenisten hiirten avulla.
Vinkuliinin geeni inaktivoitiin homologisella rekdomaatiolla. Yhtaan homotsygoottista
vinkuliini -/- hiirtd ei syntynyt elavana, vaan a&k kuolivat varhaisessa vaiheessa (E8-
E10). Alkioissa todetut huomattavimmat vammat yntt hermoston ja sydamen
kehitykseen. Alkiot olivat 30-40 % normaalia piern@én ja niiden somiittien eli
alkujaokkeiden ja raajojen kehitys oli jalkeenjatily Ektodermaaliset kudokset olivat
ohuita ja hauraita. Sikioista eristetyt fibroblagtiivat fenotyypiltéan samankaltaisia kuin

F9 hiiren alkion karsinoomasolut (Xu ym., 1998a).

1.6.2. Funktio solutasolla

Vinkuliinin on todettu liittyvan solujen normaalk@ytoksen sdatelyyn. Vinkuliinin paan ja
hannan valiset interaktiot séatelevat soluadhessisblujen leviamista, lamellipodien

muodostumista ja liikkumista.

Vinkuliinin maara vaikuttaa solun muotoon ja liikkauteen. Vinkuliinin yliekspressio
fibroblasteissa stabiloi fokaaliadheesioita lisdteiden maaréaa ja kokoa ja samalla
vahentden solujen liikkuvuutta huomattavasti (Rgukz Fernandez ym., 1992a).
Vinkuliinin maaran vahentaminen voi aiheuttaa tfamsoiduille solulinjoille ominaisia
muutoksia, eli fokaaliadheesioiden maaran vaherdiimja lisaantynytta liikkuvuutta
(Rodriguez Fernandez ym., 1993). Erilaisiin sy6pésgoihin transfektoitu vinkuliini
vahentdd solujen tuumorigeenisyytta. Injektoitunaiitn ndiden solujen aiheuttamien

kasvainten muodostuminen vahentyy (Rodriguez Felerym., 1992b).
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Homologisella rekombinaatiolla valmistetut vinkaltitomat F9 solut ja sikion kantasolut
ovat muodoltaan pyoreampia kuin villin tyypin soltiiden adheesiokyky ja leviaminen
on heikentynyt, ja lamellipodien syntyminen vahemty Vinkuliinin puuttuessa solujen

likkuminen lisdantyi 2,4 kertaisesti (Coll ym.,9%).

Hiiren F9 solulinjan avulla on tutkittu vinkuliinipteiinin puuttumisen vaikutusta soluihin.
Solulinja 5.51 on mutatoitu hiiren F9 embryon kaogimasolulinja, joka ei ilmenna
vinkuliinia eika erilaistu polaariseksi epiteelik3iaman mallin avulla on tutkittu, kuinka
vinkuliini vaikuttaa tukirangan ja solujen muodonuaoksiin verrattuna villin tyypin F9
solulinjaan ja vinkuliinitransfektoituihin kloonain (Samuels ym., 1993). 5.51 solut eivat
kykene muodostamaan lamellipodeja eivéatka strakeit# Fokaaliadheesio-kompleksien
muodostuminen vaikeutuu, soluadheesio ja solujenang@nen estyvat. Solut myo6s
ekspressoivat vahemmanaktiniinia ja paksilliinia, mik& saattaa johtaaestsisaikeiden
muodostumisen estymiseen. Vinkuliinin puuttuessaegnini-solutukiranka-liitoksen
mekaaninen lujuus laskee. Kun vinkuliinia transbédthan soluihin, niin stressisaikeiden
muodostumistehog-aktiniinin ja paksillinin maara ja integriini-safukiranka-liitosten
mekaaninen lujuus palautuvat lahelle villityypinsda (Ezzel ym., 1997). Vinkuliinin
yliekspressio vuorostaan véhentdaa solujen adhsgutia, ehka ylistabiloimalla
stressisaikeita ja vaikuttamalla aktiiniflamenttieiudelleenjarjestymiseen. Vinkuliinin
voidaan ajatella edistavan solujen levidmista kiaballa fokaaliadheesioita ja
valittamalla mekaanista stressid, joka ohjaa sdalikirangan uudelleenmuovautumista.
(Samuels ym., 1993; Ezzel ym., 1997).

Vinkuliinin eri osien vaikutusta solun muotoon ganhintaan on tutkittu solulinjoilla, joista
puuttuu vinkuliini. On todettu, ettd kokonainen &hyinkuliiniproteiini tarvitaan

lamellipodien aikaansaamiseksi, pelkké p&é/hantadayhdessa ei riita (Goldmann ja
Ingberg, 2002). Vinkuliini osallistuu solun tukigan mekaanisen yhtenaisyyden ja
muodon yllapitoon sitoutumalla yhtéaikaisesti ugseisfokaaliadheesioproteiineihin.
Taman interaktion tehokkuus voimistuu, kun paanhgnnan sitoutumiskohdat ovat
toistensa valittomassa laheisyydessd samassa mylidsily Tehokas rakenteellinen liitos
integriinien ja tukirangan valilla saattaa olla tams myos signaalinvalityksessa.

Injektoitaessa soluihin aktiivisteac-GTPaasia, sen indusoimia lamellipodeja syntyi vain
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soluissa, jotka ilmensivat kokonaista vinkuliinipgionia. TAma osoittaa etta vinkuliini voi
muokata solun signaalinvélityskoneistoa, erityisgsenten G-proteiinien signalointia
(Goldmann ja Ingber, 2002). Vinkuliinin pdd aihaattmuutoksia solujen liikkumisessa.
Paafragmentin vaikutuksesta solut liikkuvat kakeitha nopeammin kuin solut, jotka eivat
ilmenn& vinkuliinia lainkaan. Hannan ilmentaminemns sijaan vahentdaa solujen
likkumiskykya. Kokonaisen vinkuliinimolekyylin illantdminen palauttaa solut villin
tyypin kaltaisiksi. Hannéan ja paan ilmentdminenahlmiiden valista kovalenttista sidosta

palauttaa solut osittain kohti villin tyypin fenggypia (Xu ym., 1998b).

Injektoidun vinkuliinin on todettu aiheuttavan egatisoluissa muutoksia: injektoitu kanan
vinkuliini saa aikaan vydliitosten ja tiiviiden tasten fragmentoitumisen, joka johtaa 5-13
tumaa sisaltavien polykaryonien muodostumiseenitukuuessa injektiosta (Palovuori ja
Eskelinen, 2000). Vinkuliinin paa aiheuttaa fuudem sijasta solujen irtoamisen alustasta,
morfologiaan. Vinkuliinin ylimaara ehka irrottaa lglitokset solun tukirangasta, mikéa
johtaa litoskompleksien fragmentoitumiseen ja &alsioihin (Palovuori ja Eskelinen,
2000).

Vinkuliinin  funktiota E-kadheriinipohjaisissa vydbksissa on tutkittu esimerkiksi
rintasyopasolulinjalla MDA-MB-468. Tutkimuksen pstaella oletetaan, etta vinkuliini
littyy solu-solukontaktien kypsymiseen. Kun vinkol osallistuu kadheriinien ja
solutukirangan ankkuroimiseen, niig-kateniini saa aikaan pysyvamman adheesion.
Siirtyminen vinkuliinipohjaisesta liitoksesta-kateniinipohjaiseen liitokseen voi olla
mekanismi, jolla siirrytdan alkuperaisesta liitodtse kestavampaan vyodliitokseen (Hazan
ym., 1997).

1.6.3. Vinkuliini ja metavinkuliini lihassoluissa

Vinkuliinin  isoformi  metavinkuliini eroaa hiukan kanteeltaan vinkuliinista.
Metavinkuliinissa on 68 aminohapon insertti moldikyyC-terminaalisessa osassa. Insertti

koostuu vaihtelevasta ja konservoituneesta os#@stanohappokoostumukseltaan se on
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voimakkaasti hapan, kun vinkuliinin hantd on hyvwamaksinen. Metavinkuliini ja
vinkuliini syntyvat samasta geenista erilaisen sbitumisen tuloksena. Vinkuliinin
sekvenssissa insertti sijoittuu aminohappojen 9G-@aliin. Metavinkuliinin paino on
124 kDa (Strasser ym., 1993).

Vinkuliini ja metavinkuliini kolokalisoituvat lihasolujen adheesiorakenteissa. N&itd ovat
esimerkiksi kytkylevyt ja kostameerit. Kytkylevythglistavat sydanlihassoluja toisiinsa.
Kostameerit ovat rakenteita, jotka ymparoivat migofieja ja ankkuroivat sarkomeerit
sarkolemmaan ja soluvdliaineeseen. Ne auttavatsddiaja toimimaan supistumis-

koneistona johtamalla lihassupistusta edelleen muitrassoluihin.

Vinkuliinilla ja metavinkuliinilla ajatellaan olevafunktionaalinen rooli kardiogeneesissa
ja  sydanlihassolujen supistumismekaniikassa. SydEsdolujen taytyy toimia

synkronisesti, joten sydanlihassolujen kytkylevyjbaikkeneminen véahentaa sydamen
supistumistehoa. Vinkuliinin rooli sydamen toimissa onkin ilmeisen tarked. Tata
ajatusta tukee havainto ettda metavinkuliinin puaiesen mutaatio aiheuttaa perinndéllista

kardiomyopatiaa (Maeda ym., 1997).

Vinkuliini  ja metavinkuliini eroavat aktiininsitorskyvyssaan. Epiteelisoluihin
transfektoitu  metavinkuliinin  h&ntd aiheuttaa aikti diffuusia verkkomaista
jarjestaytymista, ei kimppumaisia rakenteita kuerkuliinin hanta (Radiger ym., 1998).
Happamasta insertistd johtuen metavinkuliinin hasi@utuu vinkuliinia heikommin

happamiin fosfolipideihin. Metavinkuliinin dimerigamiskyky on heikompi kuin

vinkuliinilla. Saattaa olla, ettd metavinkuliini @koituu vinkuliinin sitoutuessa siihen.
Vinkuliini ja metavinkuliini muodostavat yhdessa tédimeereja. Tama voimistaa

adheesiorakenteita mahdollistaen useampien ligarsieutumisen (Witt ym., 2004).

Metavinkuliinin rooli on spesifinen lihassoluisd@ytkylevyt ja kostameerit ovat pysyvia
rakenteita eivatka dynaamisia kuten fokaaliadheéeMletavinkuliinin varsinainen funktio
saattaakin liittya aktiinifilamenttien ja kytkylepn yhteenliittamiseen (Rudiger ym.,
1998). Mutaatiot metavinkuliinin hannassa vaikustiavaktiinin organisoitumiseen ja
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muuttavat kytkylevyjen rakennetta, mika on todetty6s kardiomyopatiasta karsivien
potilaiden naytteista (Olson ym., 2002).

Toistaiseksi ei ole identifioitu metavinkuliinillspesifeja ligandeja. Vastikdan |6ydetty
ligandi raverl on ensimmainen, jolla on suuremgdinaéetti metavinkuliinille kuin
vinkuliinille. Aktiini ja raverl eivat vaadi metavkuliini-inserttid sitoutuakseen, joten
metavinkuliini-insertin vaikutus todennékdisesthkisstuukin vinkuliinin konformaatioon,

ei niinkaan ligandinsitomiseen (Huttelmaier ym.Q2p

On osoitettu, ettd siledssa lihaksessa supistusyigéiraineuttaa vinkuliinin siirtymisen
solukalvolle (Opazo Saez ym., 2004). Lihasten asibegkenteissa vinkuliini ja
metavinkuliini toimivat yhteistydssa. Aktivoituessa metavinkuliini vaatii vinkuliinin
koaktivaattorikseen, vinkuliini-metavinkuliini hetelimeerien muodostuminen voi
saadella mikrofilamenttien ankkuroitumista (Witt yn2004). Metavinkuliinin puutteen
aiheuttama kardiomyopatia puhkeaa aikuisidssa,n jodetettavasti metavinkuliinin
puutosta voidaan sietaa pitkan aikaa, mutta vuasikgnien mekaaninen stressi saa aikaan

myopatian (Witt ym., 2004).

Vinkuliinigeenin heterotsygoottinen inaktivaatiohauttaa hiirille stressin indusoimaa
kardiomyopatiaa. Vin+/- hiiret kehittyvat ja lisd§mat normaalisti ja niiden sydamen
perustoiminnot ja histologia ovat normaaleja. Mydsgn ja kytkylevyjen rakenne on
kuitenkin epanormaali. Alle puoleen vahentynyt wihikin ja metavinkuliinin tuotanto

aiheuttaa sen, etta sydan ei sieda akillistda hemaainista stressia; sydamen

toimintahairiot ja hiirten kuolleisuus lisdanty\&@emljic-Harpf ym., 2004).

Vinkuliinilla on tarkeéa rooli myosCaenorhabditis eleganssukkulamadon normaaleissa
lihastoiminnoissa. Vinkuliinigeenin mutaatiot ailtiavat sikididen halvaantumista ja
kehitysongelmia. Halvaantuminen oletettavasti johtsiitd, etta vinkuliinia tarvitaan

funktionaalisen lihaksen jarjestaytymiseen (Bajea/Naterston, 1991).
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2. Tutkimuksen tarkoitus

Tutkimuksella oli kaksi paatavoitetta. Ensimmairtaxoite oli tutkia vinkuliiniproteiinin
lokalisaatiota epiteelisoluissa erilaisissa fysgiissa olosuhteissa. Kuvantamisessa
hyodynnettiin  vinkuliiniin  liitettyd vihrednd fluesoivaa proteiinia eli GFP:ta.
Tutkimuksen toisena tavoitteena oli muuttaa vinkui rakennetta mutaation avulla ja

havainnoida mutaation vaikutus solutasolla.

Kaytossa oli GFP-vektori, johon oli liitetty vinkulia koodaava insertti. GFP-
vinkuliiniplasmidia vietiin epiteelisoluihin mikraijektion avulla. Vuorokauden kuluttua
solujen tuottama GFP-vinkuliiniproteiini  havainnimit elavistd epiteelisoluista

fluoresenssimikroskoopilla.

Vinkuliiniin tehtiin mutaatio, jossa sen hannastisgettin 50 aminohappoa. Mutaation
seurauksena vinkuliinin oletettiin olevan jatkuvastvoimessa konformaatiossa, eli
kykenemétbn muodostamaan sidosta hannan ja padéle. Wibnformaatioiden vaihtelun
estyessa vinkuliinin oletettiin  sitoutuvan poikkala tavalla vyodliitoksiin ja

fokaaliadheesioihin.

GFP-vinkuliinia kuvattiin elavien solujen lisaksk$atuissa soluissa. Soluista varjattiin
jokin vinkuliiniin liittyva proteiini. GFP-vinkulinin ja varjatyn proteiinin paikantumista

soluissa tarkasteltiin joko fluoresenssimikroskdagai konfokaalimikroskoopilla.
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3. Materiaalit ja menetelmat

3.1. MDBK-solut ja 3T3-solut

Tutkimus suoritettiin kdyttden naudan munuaiseteepsoluja eli MDBK-soluja (Madin-
Darby Bovine Kidney-solut; American Type Culture li€otion, Rockville, MD, USA).
Namé& solut ovat osoittautuneet hyviksi kohteiksi tkitteessa injektoidun
vinkuliiniproteiinin kayttaytymista (Palovuori ym2000; Palovuori ym., 2004). MDBK-
solut ovat muodoltaan litteitd, ja ne muodostavatidn solu-solukontakteja. Littedsta
muodosta johtuen mikroinjektioneula voidaan ohgdliun tumaa vahingoittamatta. Solut
kestavat mikroinjektiosta syntyvan paineaallon Wmetté soluliitokset rikkoutuvat, ja
toipuvat mikroinjektiosta nopeasti. Epiteelisolujesiiksi kaytettiin 3T3-soluja, jotka ovat
hiiren alkion fibroblasteja (BALB/3T3 Clone A31; Aerican Type Culture Collection,
Rockville, MD, USA).

Molemmat solulinjat kasvatettin samanlaisissa udaineissa ja olosuhteissa. Solut
kasvoivat Dulbecco’s Modified Eagle Mediumissa (EM; Gibco), johon oli liséatty
10 % naudan sikion seerumia (FBS; HyClone, Gibadntibiootteja. Soluja kasvatettiin

+37°C:ssa soluviljelykaapissa (Forma), jossa hidikdidipitoisuus oli 5 %.

Injektiokokeita varten solut kasvatettiin ruudutidupeitinlaseilla (Bellco, Vineland, NJ,
USA). Numeroita ja kirjaimia sisaltdva ruudukko ki transfektoitujen solujen
loytamista maljalta injektiota seuraavana pdaivaBanen kayttdd ruudutetut peitinlasit
Kiinnitettin hammasvahalla @ 6 cm:n maljoihin. hahin oli etukateen tehty reika
peitinlasia varten. Talléin maljan muovinen pohjahairitse mikroskopointia vaan soluja

paastdaan kuvaamaan elavina kaanteismikroskooggitalasin Iapi.
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3.2. GFP-vinkuliiniplasmidi

Tutkimuksessa kaytetty GFP-vinkuliiniplasmidi (Ku2aon saatu lahjoituksena professori
Benjamin Geigerilta Weizmann-instituutista Isra@i<GFP-vektoriin on liitetty vinkuliinia
koodaava insertti. Nisakassoluihin siirrettynd plak tuottaa GFP-vinkuliinin
fuusioproteiinina, jossa GFP on liitetty vinkulimiN-terminaaliseen paahan. FM Essi
Myrskyn pro gradu-tyon yhteydessa (Oulun yliopidakemian laitos, 2003) vinkuliinin
hannésta on sekvensoitu osa, jonka avulla tehdywesssivertailun perusteella on todettu
kyseessa olevan kanan vinkuliinia (EMBL: GGVINX 4026).

Clal

BamHlI
Hindlll

Vinkuliini
3247 bp

Apall

SV40 poly A
Apall

Kuva 2. GFP-vinkuliiniplasmidin kaavakuva.
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3.3. Plasmidin tuotto

3.3.1. Transformaatio kompetentteihin soluihin

GFP-vinkuliiniplasmidi transformoitiin kompetenttén E. coli TOP10-soluihin (100mM
CaClb, 15 % glyseroli). TOP10-solut saatiin kayttoonpmsessitekniikan laitokselta (FT
Johanna Veijola, Bioprosessitekniikan laitos, Ouldiopisto). Transformaatiossa solut
sulatettin  nopeasti, vorteksoitin ja asetettinddhauteeseen 10 minuutiksi.
Solususpensioon (100 lisattiin 100ng plasmidia ja tatd seosta pidetfidahauteessa 30
minuuttia. Transformaatioseokselle annettiin lanhodki (45s, 42°C), jolloin DNA menee
solujen sisaan. Lampoéshokin jalkeen soluja pideg#idhauteessa 2 minuuttia. Soluille
lisattiin 1ml kasvatuslienta (LB) ja kasvatettiirBA C:ssa ravistelijassa 1h. Tana aikana
vektorin  antibioottiresistenssigeeni  ehtii  ekspo@is®. Solut maljattin @ LB-
ampisilliinimaljoille, joilla vain transformoitunéebakteerisolut kykenevéat kasvamaan
ampisilliiniresistenssin ansiosta. Transformoittmeibakteereja kasvatettin maljoilla

lampokaapissa yon Vli.

3.3.2. Plasmidin eristys bakteerisoluista

Maljoilta poimittiin  toisistaan erillddn olevia bieripesakkeita 3ml.aan LB-
ampisilliinilienta. Bakteereja kasvatettiin +37°€as ravistelijassa yon yli. Plasmidi
eristettiin bakteereista kaupallisella kitilla (NeeSpin® Plasmid QuickPure, Macherey-

Nagel, Diren, Saksa) valmistajan ohjeen mukaalugtén lopuksi steriililla vedell&.
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3.3.3. Plasmidi-DNA:n geelielektroforeesi

Eristetty plasmidi-DNA analysoitiin agaroosigeetieroforeesin avulla. 1 % agaroosigeeli
valmistettiin  1XTAE-puskuriin. Analysointia varteplasmidia digestoitiin kahdella
restriktioentsyymilla, jotka molemmat katkaisevat lagmidin yhden kerran.
Digestioreaktioon kaytettiixba- ja EcaRV-restriktioentsyymeja (New England Biolabs,
Beverly, MA, USA). Geeliin ladattiin molekyylipaimarkkeria (GeneRul8f 1kb DNA
Ladder, Fermentas, Saksa) seké& digestoitua jatdigegonta GFP-vinkuliiniplasmidia.
Geelida ajettiin 80V:n jannitteella noin tunti. Gdtél tarkistettiin plasmidin koko ja
katkeaminen, jotta voitiin paatella oliko eristefilasmidi oikea. GFP-vinkuliiniplasmidin
koko on noin 10000 emasparia, josta vinkulininuws on 3247 emaé&sparia.
Restriktioentsyymien katkaiseman palan pituus an 4800 emé&sparia.

3.4. GFP-vinkuliinin mutaatio

3.4.1. Insertin tuotto PCR-tekniikalla

Aminohappojen 1016-1066 poistamista varten suulimte PCR-alukkeet, joissa
hyoddynnettiin vinkuliinin sekvenssista 16ytyv&&dRV- ja vektorista heti vinkuliinigeenin
jalkeen loytyvaaXba-restriktioentsyymin katkaisukohtaa (Taulukko R)ain vinkuliinin
geeniin voitaisiin vaihtaa osa, joka koodaa halutuntaation. Koodaavan juosteen
EcoRV-katkaisukohtaan suunniteltin -53’-aluke (sense-aluke) ja mutaatiokohtaan
3'—5’-aluke (antisense-aluke). Antisense-alukkeese@mtiin stop-kodoni (TGA)
aminohapon 1016 kohdalle ja sen peraépa-entsyymin katkaisukohtaTCTAGA.
Mutaatioinsertti tuotettin PCR-tekniikalla polynaasin valmistajan ohjeen mukaan

(Phusion™ High-Fidelity DNA Polymerase, Finnzymes, HelsinRijomi).
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Taulukko 2. TyOssa kaytetyt alukkeet

Aluke Sekvenssi

Sense +1280 ATTGTGTGAGGAGCCTAAAG

Antisense -3066 CTAGTCTAGATCATTCTTCATCGCTGATGTTA

3.4.2. Insertin puhdistus

PCR-tekniikalla tuotetun insertin koko tarkistettgeelielektroforeesilla. Insertin pituus on
noin 1900 emaéasparia. Insertti puhdistettiin liuataepuhdistuskitilla valmistajan ohjeen
mukaan (GFX PCR DNA and Gel Band Purification Kdtmersham Biosciences, NJ,
USA).

3.4.3. Insertin ja vektorin digestio

Seka insertti ettd GFP-vinkuliinivektori digestmitEcdRrV- ja Xbal- restriktioentsyymeilla
valmistajan ohjeen mukaan. Nain saatiin kohesgivigaat ligaatiota varten. Vektorin
digestoituminen tarkistettiin geelielektroforeesi(Kuva 3). Oikea fragmentti puhdistettiin
geelista kitilla (GFX PCR DNA and Gel Band Purifica Kit, Amersham Biosciences,
NJ, USA) ja kaytettiin ligaatioreaktioon.
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st A B C D

PharmaciaBiotech

No.613

HIRR AT

Kuva 3. GFP-vinkuliinin ja pcr-tuotteen koon tartkis agaroosigeelielektroforeesilla. Vektori ja mteon
digestoitu EcoRV- ja Xbalvrestriktioentsyymeilla ja puhdistettu. Molekyylipaimarkkerina (st) on
GeneRulel™ 1kb DNA Ladder Mix, Fermentas. Digestoidun vektofiA, B) koko on noin 7,5 kb.
Digestoidun PCR-tuotteen (D) koko on noin 1,9 kluvEssa myds toinen (C) eri kohtaan suunniteltu

mutaatioinsertti.

3.4.4. Ligaatio ja transformaatio

Digestion jalkeen insertti ja vektori liitettiin y&en T4-ligaasilla (New England Biolabs,
MA, USA) valmistajan ohjeen mukaan. Ligaatiose@ns$formoitiin kompetentteihiik.
coli TOP 10-soluihin ja maljattin LB-ampisilliinimaljtbe. Transformoituja bakteereja

kasvatettiin maljoilla lampokaapissa +37°C:ssa yln

3.4.5. Mutaation tarkistus sekvensoimalla
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Maljoilta poimittiin toisistaan erillaan olevia bederipesakkeitd 3ml:aan kasvatuslientd
(LB). Bakteereja kasvatettin yon yli ja niistd sdttin plasmidit. Useita klooneja
tarkastettiin ensin geelielektroforeesilla ja odem kloonien I6ytamiseksi lupaavimmat
sekvensoitiin. Sekvensoinnissa kaytettiin kittia Y@hamic™ ET Terminator Cycle
Sequencing kit, Amersham Biosciences, NJ, USA).v8e&ointi suoritettin  Oulun
yliopiston laaketieteellisen biokemian laitoksellautomaattisella sekvenaattorilla.
Geeliajon suoritti laboratoriohoitaja Outi Laurildlutaation onnistuminen tarkastettiin
sekvenssista. Onnistuneita klooneja oli useita.ddtibn sisaltavista klooneista eristettiin

plasmidit transfektiokokeita varten.

3.5. Solujen transfektio mikroinjektiolla

Koska epiteelisolut ovat differentioituneita jalldiion selkeat solu-soluliitokset, niita on
vaikea transfektoida liposomien tai kalsiumfosfipadsipitaation avulla solujen

vaurioitumatta. Tasta johtuen menetelmaksi valittiikroinjektio.

Mikroinjektio suoritettiin Eppendorfin mikromanipagttorilla 5171 ja mikroinjektorilla
5246 (Eppendorf, Hampuri, Saksa) asennettuna Aricl@ M k&é&nteismikroskooppiin
(Zeiss, Oberkochen, Saksa). Mikroinjektiokokeitatea solut kasvatettiin peitinlaseilla,
joissa oli numeroita ja kirjaimia sisaltdva ruudaokiRuudukon tarkoituksena oli helpottaa
transfektoitujen solujen loytamista seuraavana gy Injektiota varten plasmidit
laimennettiin injektiopuskuriin (100mM KCI, 5mM HIES, pH 7.25) pitoisuuteen 50ng/

ja suodatettiin, jotta mikroinjektioneula ei tukkeisi. Oikean pH:n yllapito injektion
aikana on tarke&a, koska solut halutaan sailyttdkdallisimman hyvakuntoisina. Tasta
johtuen injektion ajaksi kasvatusmediumin tilall@ihdettin Medium 199 Hanksin
suoloilla (Gibco), joka on tarkoitettu pitamaan pidutraalina avoimessa ilmakehassa.
Yhden mikroinjektiokokeen aikana injektoitin 1-2uutua eli noin 100-200 solua.
Injektoitavat solut valittiin niin, etteivat soluma@kkeet ehtisi kasvaa seuraavan
vuorokauden aikana liian tiheiksi.  Mikroinjektion alkeen solut laitettiin
kasvatusmediumissaan takaisin soluviljelykaappampumaan injektiosta. Vuorokauden

kuluttua injektoituja soluja tarkasteltiin fluoressimikroskoopilla.
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3.6. Kalvopotentiaalin ja solunsisaisen pH:n muséik

3.6.1. Fysiologisten olosuhteiden merkitys

Vinkuliinin konformaatio ja interaktiot erityisestipidien kanssa riippuvat ympariston
pH:sta ja solun membraanipotentiaalista (Miller Ball, 2001; Palovuori ym., 2004).
Solujen pH:n ja membraanipotentiaalin muutoksetylit sikiokautiseen kehitykseen,
jossa vinkuliinilla oletetaan olevan tarke& roollutkimuksissa on havaittu, etta
poistogeeniset hiiret, joilta puuttuu vinkuliini, ulevat varhaisessa vaiheessa
sikionkehityksen aikana (Xu ym., 1998a). Siksi GkRkuliinin lokalisaatiota MDBK-

soluissa haluttiin tarkastella my6s depolarisowigshappamissa olosuhteissa.

3.6.2. Solujen depolarisointi

Nigerisiini on ionofori, joka vaihtaa K ja H'-ioneja solukalvon lapi niin, etta niiden
konsentraatio solun sisalla on yhtd suuri kuin sollkopuolella. Sen avulla voidaan
vaikuttaa solunsisdiseen pH-arvoon ja toisaaltarsohembraanipotentiaaliin. Kun solun
ulkopuolen K-ionien konsentraatio nousee ja solukalvo on ioéggiseva, solukalvon
membraanipotentiaali ladhenee nollaa. Solukalvo Bejoituu ja sen varaukset

neutraloituvat.

Mikroinjektoimalla transfektoituja soluja tarkagtel fluoresenssimikroskoopilla. Solut
depolarisoitiin vaihtamalla injektiopuskurin tilallKClI-nigerisiinipuskuri (140mM KCl,
2mM CaC, 1mM MgCh, 0,5mM KHPQ,, 20 mM HEPES, oM nigerisiini, pH 7,5).
Talléin solunsisdinen pH pysyy neutraalina, mutivépotentiaali lAhenee nollaa ja
solukalvo depolarisoituu. Depolarisaation vaikuausGFP-vinkuliinin lokalisaatioon

kuvattiin fluoresenssimikroskoopilla.
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3.6.3. Solujen pH:n alentaminen

GFP-vinkuliinin lokalisaatiota soluissa tutkittimyds alentamalla solujen sisdista pH:ta.
pH:ta muutettiin KCI-nigerisiinipuskurilla, jonkaHp oli 5,5. Nigerisiinin vaikutuksesta
solunsisainen pH laskee ja solukalvo depolarisoitusoluliman happamoitumisen
vaikutusta GFP-vinkuliinin lokalisaatioon seurattii  elavilla soluilla

fluoresenssimikroskoopilla.

3.7. Immunofluoresenssivarjays

3.7.1. Solujen fiksaus ja varjays

Fluoresenssimikroskopiaa varten transfektoitujaujsolfiksoitiin ja varjattin. Ennen
fiksausta solut pestiin Hanksin suolaliuoksella meenlammosséa. Soluja fiksattiin 15
minuuttia 1 %:lla paraformaldehydilla (PFA), jokd mimennettu fosfaattipuskuroituun
suolaliuokseen (PBS). PFA pestiin pois PBS:llas&#ion jalkeen soluja permeabilisoitiin
0,2 %:lla Triton-liuoksella 15 minuuttia (Triton X00 PBS-puskurissa). Soluja pestiin
kylmalla PBS:lla. Primaarivasta-aineen annettiitoigiua 30 minuuttia +4°C:ssa. Vasta-
aineen ylimaara pestiin pois PBS-glysiinilla. Flofriin litetyn sekundaarisen vasta-
aineen annettiin vaikuttaa 30 minuuttia +4°C:ssapuksi solut pestiin PBS-glysiinilla ja
viela vedelld. Solujen paalle kiinnitettiin peitasi petausaineella (Shandon Immu-Mount,
Thermo Electron Corporation, Pittsburg, PA, USA).

3.7.2. Vasta-aineet

Transfektoiduista soluista varjattiin proteiinejatka paikantuvat soluliitoksissa yhdessa
vinkuliinin kanssa. Vyodliitoksista varjattiin tramembraaniproteiini kadheriini kanin
polyklonaalisella anti-pankadheriinivasta-ainee{l@ymed, South San Francisco, CA,

USA). Fokaaliadheesioista varjattiin endogeeninémkuwliini hiiren monoklonaalisella
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anti-vinkuliinilla (Sigma), ja a-kateniini monoklonaalisella vasta-aineella, jonk&
ystavallisesti lahjoittanut Margaret Wheelock (Epgdastitute, University of Nebraska,
Omaha, USA). Sekundaarisina vasta-aineina kaytetéixas-Red anti-kania, seké Alexa
488 anti-hiirta ja Texas-Red anti-hiirtda (MoleculBrobes, Eugene, OR, USA). Vasta-
aineet laimennettiin PBS-glysiiniin suhteessa 1:1&Kiiinifilamentit varjattiin Alexa 568
falloidiinilla (Molecular Probes, Eugene, OR, USA).

3.8. Fluoresenssimikroskopia

GFP-vinkuliini havainnoitiin epiteelisoluista fluesenssimikroskoopilla (Zeiss Axiovert
405M), johon on liitetty CoolSnap-videokamera (RoBeientific Inc., Duluth, GA, USA)
ja MetaMorph-kuvantamisohjelma (Universal Imagingrg@dration, Downingtown, PA,
USA) kayttaen 40x ja 100x suurennoksia tai Olympiell M videomikroskoopilla

(Olympus Europe, Hampuri, Saksa) kayttaen 40x waesiersio-objektiivia.

3.9. Konfokaalimikroskopia

Fiksoidut naytteet kuvattiin Olympus FluoView 100&onfokaalimikroskoopilla kayttaen

60x Oljyimmersio-objektiivia.
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4. Tulokset

4.1. Plasmidin tuotto ja transfektio soluihin

4.1.1. GFP-vinkuliiniplasmidi

Weizmann-instituutista saatua GFP-vinkuliiniplasiaid tuotettiin  bakteerisoluissa.
Plasmidista tarkistettiin sellaisten katkaisukahti®ytyminen, joita aiottiin hyddyntaa

mutaation tuottamisessa.

4.1.2. Mutaatio vinkuliinigeenissa

Vinkuliinin  hantdan suunniteltu mutaatio tuotettifPCR-tekniikalla ja liitettiin
vinkuliinigeeniin. Mutaation onnistuminen tarkigiet sekvensoimalla. Halutussa
kohdassa eli aminohapon 1016 jalkeen sekvenssissiop-kodoni joten mutaatio oli

onnistunut ja proteiinista puuttui viimeiset 50 aohappoa (kuva 4).

4.1.3. Transfektiot

Mikroinjektio osoittautui toimivaksi transfektiometelméaksi seka epiteelisoluille etta

fibroblasteille.
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Kuva 4. Kanan vinkuliinisekvenssi, johon on osaitemutaatiokohta aminohapon 1016 jalkeen. Stop-

kodonin jalkeen sekvenssissa sijait¥alrestriktioentsyymin katkaisukohta, jota tydssa hyitketaan.
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4.2. GFP-vinkuliinin lokalisaatio

4.2.1. Kuvantaminen

Transfektoituja soluja kuvattiin fluoresenssimikiospilla. Soluja kuvattiin seka elavina
ettd fiksattuina ja varjattyind. Soluista havairtimoiGFP-vinkuliinin liittymista erilaisiin
adheesiorakenteisiin. Ensin kuvattiin endogeenisgmkuliinin lokalisaatio MDBK-
soluissa (kuva 5). Vinkuliinia esiintyi fokaaliadksoissa ja solu-soluliitoksissa, missa se

kolokalisoitui aktiinin ja kadheriinin kanssa.

4.2.2. GFP-vinkuliinin lokalisaatio soluissa

Epiteelisoluissa GFP-vinkuliini lokalisoitui vydloksiin ja fokaaliadheesioihin kuten
endogeeninen vinkuliinikin (kuvat 5. ja 6.). Vyddksissa se kolokalisoitui aktiinin,
kadheriinien jaa-kateniinin kanssa (kuva 6.). Fibroblasteissa GHFRuliini lokalisoitui

fokaaliadheesioihin (kuva 8).

4.2.3. Depolarisaatio

GFP-Vinkuliinin vaikutusta soluissa tutkittin myoegrilaisissa elektrofysiologisissa
olosuhteissa. Kun transfektoitujen MDBK-solujen u@lvot depolarisoitin  KCI-
nigerisiiniliuoksella, huomattiin, ettd fokaaliadfsoihin sitoutunut GFP-vinkuliini alkoi
irrota jo melko pian depolarisaation jalkeen, eikéndad sitoutunut takaisin
fokaaliadheesioihin (kuva 7B). 3T3-soluilla dep@agatio myds aiheutti GFP-vinkuliinin

irtoamisen fokaaliadheesioista (kuva 8B). Siteridlei ollut rippuvainen solutyypista.
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4.2.4. pH:n alentaminen

Kun MDBK-solujen pH alennettiin, GFP-vinkuliini assoitui voimakkaasti solu-
soluliitoksiin ja GFP-vinkuliinin maara vyoliitokssa kasvoi koko seuranta-ajan, 120

minuuttia (kuva 7C).

4.2.5. Muunnellun GFP-vinkuliinin lokalisaatio epélisoluissa

Mutatoitua GFP-vinkuliinia transfektoitiin MDBK-swoihin ja tarkasteltiin sen sitoutumista
adheesiorakenteisiin  elavissd  soluissa.  Mutatoitu FP-@inkuliini  assosioitui
fokaaliadheesioihin ja aiheutti niiden irtoamisauslustasta ja kertymisen solun sisélle.
Solu-matriksisidosten rikkoutuminen aiheutti my@tugen irtoamisen alustasta. Sen sijaan

solu-soluliitokset nayttivat sailyvan pidempaanimdjkuva 9).
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MDBK cells ~ MDBK cells
vinculin and cadherin

vinculin and actin “»s"

Kuva 5. Konfokaalimikroskooppikuvat MDBK-soluistgpissa on kuvattu endogeenisen vinkuliinin
kolokalisaatio aktiinin kanssa (a) ja kadheriinianksa (b). Vinkuliini ndkyy vihredna, muut protéiin

punaisena ja niiden kolokalisaatio keltaisena.

MDBK cells

GFP full length vinculin
and actin

GFP full length vinculin GFP full length vinculin
and cadherin and a catenin

/
/

Kuva 6. Konfokaalimikroskooppikuvat MDBK-soluist@issa on kuvattu transfektoidun GFP-vinkuliinin
kolokalisaatio aktiinin kanssa (a, d), kadheriikemssa (b, €) ja-kateniini kanssa (c, f). Vinkuliini nakyy
vihredna, muut proteiinit punaisena ja niiden kal@aatio keltaisena. Soluista on kuvattu apikaalikerros

(a, b, ¢) ja basaalinen kerros (d, €, f).
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Fluorescence microscope images showing the injected GFP-vinculin at AJs in living MDBK cells. In normal media GFP-vinculin
persisted at AJs at all time points investigated (A-D).

Fluorescence microscope images showing the injected GFP-vinculin at FAs in living depolarized MDBK cells. At time point

0 minutes (A) the cells have been photographed immediately after change of the medium for KCl-nigericin buffer. The amount of
GFP-vinculin has diminished from FAs at time point 30 minutes (B). The disappearance of GFP-vinculin continued (C), and after
120 minutes GFP-vinculin was hardly visible at FAs (D).

Fluorescence microscope images showing the injected GFP-vinculin at Als in living depolarized and acidified MDBK cells. At time
point 0 minutes (A) the cells have been photographed immediately after change of the medium for KCl-nigericin buffer. AJs
gradually became stronger at later time points (B-D).

C

Kuva 7. GFP-vinkuliinin sijainti elavissa MDBK-safisa kuvattuna fluoresenssimikroskoopilla eri

aikapisteissa mediumin vaihdon jalkeen. A: Konindlyte normaalimediumissa. B: Depolarisoiva medium.

C: Depolarisoiva hapan medium.
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Fluorescence microscope images showing the injected GFP-vinculin at FAs as a function of time in living 3T3 cells. GFP-vinculin
is shown in green pseudo color. The numbers indicate the time points in minutes when the fluorescence signal was measured (A-D).
The images indicate that the structure of FAs remains unchanged in normal media.

Fluorescence microscope images showing the injected GFP-vinculin in living depolarized 3T3 cells. At time point 0 minutes (A)
the cells have been photographed immediately after change of the medium for KCl-nigericin buffer. GFP-vinculin has partially
disappeared from FAs after 10 minutes (B). The disappearance of GFP-vinculin from FAs became more prominent at later time
points (C, D).

Kuva 8. GFP-vinkuliinin sijainti elavissa 3T3-sasa kuvattuna fluoresenssimikroskoopilla eri aikgissa

mediumin vaihdon jalkeen. A: Kontrollindyte normiasdiumissa. B: Depolarisoiva medium.
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MDBK cells
GFP full length vinculin GFP1016 vinculin.deletion

Kuva 9. GFP-vinkuliinin (a, c¢) ja mutatoidun GFRikiliinin (b, d) sijainti eldvissé MDBK-soluissa
kuvattuna fluoresenssimikroskoopilla vuorokausnsfaktion jalkeen. Soluista on kuvattu apikaalikerros

(a, b) ja basaalinen kerros (c, d).
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5. Tulosten tarkastelu

Solu-soluliitoskohtien proteiinien sitoutumisestalus sisaiseen tukirankaan on viime
vuosina saatu paljon uutta tietoa. On osoitetttd Bitokset ovat hyvin dynaamisia ja
proteiinien vuorovaikutukset jatkuvassa muutokseBsaes ym. (2005) on osoittanut, etta
a-kateniini toimii naiden vuorovaikutusten saatelga He osoittivat, ettd monomeerinen
kateniini  sitoutuu voimakkaammin E-kadherifitkateniinikompleksiin, kun taas
dimeerinena-kateniini sitoutuu aktiinifilamentteihin. Sama rgé on osoittanut, etté-
kateniini ei sitoudu samanaikaisesti aktiinifilarttean ja E-kadheriini-kateniinikompleksin
kanssa (Yamada ym., 2005). He osoittivat myds, @&&-vinkuliinin sitoutuminen solu-
soluliitoksiin oli paljon dynaamisempi kuin fokaadiheesioihin (Yamada ym., 2005).
Capaldo ja Macara (2007) ovat jopa osoittaneetda @tDCK-solujen epiteelinen
morfologia sailyy, vaikka E-kadheriinin ilmentymmeon estetty, kun taas-kateniinin
iImentymisen esto rikkoi solu-soluliitokset ja mtitgolut mesenkymaalisen muotoisiksi.
N&in perinteinen stabiilien vyoliitoskompleksienolio epiteelikudoksen yllapidossa on
osoitettu lilan yksinkertaiseksi ja liitokset ovaéljon dynaamisempia kuin on oletettu.
Kadheriinikompleksin  lisdksi on myds muita solutdiloksia yllapitamassa
epiteelikudoksen yhtenaisyytta. Tallaisista kompk&ta tarkeimpid ovat tiiviit liitokset ja
nektiini-afadiini-ponsiini-(NAP)-kompleksi (Sakisakm., 2007).

Vinkuliini osallistuu seka NAP-kompleksin ettd kadlinikompleksin rakentumiseen
sitomalla sek&-kateniinia ja ponsiinia etta aktiinia jaaktiniinia. Mielenkiintoinen uusi
komponentti solu-solukontaktien synnyssd on myosMi, joka auttaa epakypsia
kadheriinikontakteja vahvistumaan jatkuviksi valkgbi litoksiksi (Maddugoda ym.,
2007). Vinkuliinin on osoitettu osallistuvan tadhamuutokseen jarjestamalla
aktiinitukirangan ja kadheriinikompleksien vélismyosiini VI:n valittamid muutoksia.
Siten vinkuliini voi sitoutua kadheriinikompleksiisekaa-kateniinin ettd myosiini VI:n
valityksella (Maddugoda ym., 2007).
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Vinkuliinilla on rooli myds tuumorigeneesissa. Osodettu, etta vinkuliini (-/-) soluista
puuttuu tuumorisuppressorimolekyyli PTEN (phospbkatand tensin homolog), joka on
fosfodiesteraasi ja saatelee fosfoinositoli-3-kewaekt signaalireittia (Subauste ym.,
2005). PTEN sitoutuu vyoliitoksissa MAGI2-proteim (membrane associated guanylate
kinase inverted 2), joka vuorostaan sitoudkateniiniin. Tekijat osoittivat, etta vinkuliini
saatelee PTEN-proteiinin maaraa estamalla sen rhgta pitamalla sen MAGI2-
kompleksissa. Siten vinkuliinilla on tarkea tehtaa§os solusignaloinnissa fosfoinositoli-
3-kinaasireitillda. Subauste ym. (2005) ei kuitenkaasoittanut mekanismia, milla
vinkuliini s&ateled-kateniini-MAGI2-PTEN-kompleksia.

Suurin osa vinkuliinitutkimuksesta kasittelee solatriksikontakteja. Tassa tyodssa
halusimme tutkia solu-solukontakteja ja vinkuliininehtavia ja kayttaytymista
vyoliitoksissa. GFP-vinkuliini toimii MDBK-soluissasamalla tavalla kuin solun
endogeeninen vinkuliini. Solun tuottama GFP-vinkuilisitoutuu samoihin rakenteisiin.
Ainakaan vinkuliinin N-terminaaliseen paahan liyei GFP ei hairitse vinkuliinin
sitoutumista. Toisinaan GFP-vinkuliini aiheutti wigsa fuusioita ja polykaryonien
syntymistd. Sama ilmid on havaittu transfektoitaessoluja TAMRA-vinkuliinilla
(Palovuori ym., 2004). GFP-vinkuliinin fuusioitadasoiva vaikutus ei kuitenkaan ollut
yhta voimakas. Eron saattaa selittdéa se, etta TAMRAuliini injektoitiin soluihin
proteiinina ja  GFP-vinkuliini  plasmidina. Ilimeisest suuri maara vapaata
vinkuliiniproteiinia vaikutti solujen fuusioitumightkkyyteen. Solun itse tuottaessa
proteiinin sitd ei muodostu niin nopeasti ylimaanolloin fuusioherkkyyskin pienenee.
Toki mikroinjektio itsess&én voi myds indusoidadiaita (Palovuori ym., 2004).

Koska vinkuliinilla on niin paljon interaktoivia pamereita ja sen konformaatio muuttuu
ympariston vaikutuksesta, halusimme selvittdd, mgelun fysikokemialliset muutokset
vaikuttavat vinkuliinin sitoutumiseen solu-solukaktikohtiin. Solun kalvopotentiaalilla
oli selkea vaikutus ja vinkuliini irtosi fokaaliadbsioista depolarisoivissa olosuhteissa.
Bakolitsa ym. (1999) ehdotti, ettd elektrostaattis@orovaikutukset vetavat vinkuliinin
hannan positiivisesti varautuneita osia kohti négsésti varautunutta solukalvoa.
Depolarisaatio neutraloi solukalvon lipidien varaekja mahdollisesti tyontaa vinkuliinin

hannan ulos kalvosta. Vinkuliinin konformaatio \aalata takaisin suljettuun muotoon tai
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sen aktiinin tai jonkun muun interaktoivan partnesitomiskyky heikkenee muuttuneiden
olosuhteiden vaikutuksesta. Sen sijaan happamiesaltdeissa vinkuliini sailyi ja jopa
naytti kertyvan vydaliitoksiin. On osoitettu, ett@gohéntasidos heikkenee, jos pH on <7,
mika edistaa vinkuliinin sitoutumista mm. aktiinifMiller ym., 2001). Myds hannanpaan
lipidisitomiskyky paranee alhaisessa pH:ssa (Bésalym., 1999). Palovuoren ym. (2004)
tutkimusten mukaan MDBK-solujen depolarisaatio tiaa endogeenisen vinkuliinin ja
aktiinin toisistaan ja lateraalisista seinamistavihy nopeasti. Jos soluja pidetaan
depolarisoivissa olosuhteissa pidempéaén, endogaeniminkuliini haviaa seinilta
kokonaan, samoin kuin fokaaliadheesioista. Ympdmisthappamoituminen lisaa

vinkuliinin sitoutumista lipideihin tai muihin sitdumispartnereihin vyoliitoksissa.

Mutatoitu GFP-vinkuliini aiheutti fokaaliadheesiei jarjestaytymisessa hairiditd. Hannan
aktiinin ja lipidin sitoutumispaikkojen puuttumineimeisesti heikentaa litoskomplekseja
niin huomattavasti, etteivat ne enad pysy koosszadliadheesioiden rakenne on
hairiintynyt ja ne eivat ole kiinni matriksissa, ara kertyvéat solu sisdosiin. Yleensa
fokaaliadheesiot ovat jarjestaytyneet solujen maile. Puutteellinen kiinnittaytyminen
alustaan vaikuttaa my6s solujen muotoon estdenjesolnormaalin levittdytymisen
alustalleen. Chandrasekar ym. (2005) on myds tutkimkuliinin h&ntdosan mutaatioiden
vaikutusta fokaaliadheesioihin. He poistivat pistégatioilla vinkuliinin hannasta lipideja
sitovat emaéksiset alueet aktiinin sitomisen pysyesnnallaan. Lipidiensitomisen
estyminen vahensi solujen liikkkumiskykya, ja sofufekaaliadheesioiden maara kasvoi ja
niiden rakenne stabiloitui. Vaikutukset olivat slisvempia kuin tassa tyossa tehdylla
mutaatiolla, jossa seka lipidien ettd yksi aktiisitomiskohta poistettiin.

Janssen tyotovereineen (2006) on tutkinut aktiinkuliinikompleksin rakennetta lahes
atomitasolla. He ovat osoittaneet, ettd aktiinikulinikompleksin syntyminen on
monivaiheinen prosessi. Tayspitka vinkuliini sidiinia huonosti. Sen sijaan aktiiniga
kateniini yhdessa aikaansaavat vinkuliinin varsgai aktivoitumisen ja voimakkaan
sitoutumisen aktiiniin. Koskaao-kateniini on keskeinen molekyyli epiteelikerroksen
yllapidossa (Capaldo ja Macara, 2007), vinkulirkateniini vuorovaikutus voi olla

merkittava kudosten kehittymisessa ja toiminnassa.
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Liite 1.

Liuosten valmistusohjeita

LB-liemi
1 % tryptoni

0,5 % hiivauute
0,5 % NacCl

LB-ampisilliiniliemi
1 % tryptoni

0,5 % hiivauute

0,5 % NaCl

100ug/ml ampisilliini

LB-ampisillinimaljat
1 % tryptoni

0,5 % hiivauute

0,5 % NacCl

1,5 % agar

100ug/ml ampisilliini

KCI-nigerisiinipuskuri

140mM KClI
2mM CaCh
1mM MgClh
0,5mM KH,POy
20mM HEPES
5uM nigerisiini
pH 7,5 tai 5,5



1XTAE-puskuri
0,04M Tris-asetaatti
0,001M EDTA

pH 8,0

PBS

0,01M NaHPOW/NaHPO,
145mM NacCl
pH 7,2

Injektiopuskuri
100mM KClI
5mM HEPES
pH 7,25

Hanksin suolaliuos
5mM KClI

0,3mM KH,PO,
138mM NaCl

4mM NaHCQ

0,3mM NgHPO,
5,6mM D-glukoosi
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