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Alkusanat

Tama pro gradu -tutkielma tehtiin Jyvaskylan ylgipn Bio- ja ymparistotieteiden laitoksen
solubiologian osastolla vuosien 2005-2006 aikanigki&lman ohjaajina toimivat professori
Jyrki Heino seka filosofian maisteri Mira Tulla Tur yliopiston Biokemian ja
elintarvikekemian laitokselta. Haluan kiittda prederi Jyrki Heinoa mahdollisuudesta tehda

tutkielmani hanen ryhmassaan.

Suuret kiitokset Miralle ohjauksesta seka loputtsta&annustuksesta ja karsivallisyydesta
pro gradu -projektini aikana. Lisdksi haluan kéttdarmo K&pylaa proteiinin tuottoon
liittyvista neuvoista ja Jyvaskylan yliopiston sbiologian osaston vékea, erityisesti Arja
Mansikkaviitaa, hyvista neuvoista ja kaikenlaisestausta. Kiitin myos perhettani ja

ystavidni antamastanne tuesta taman projektin aikan
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Tiivistelma:

Integriinit ovat heteromeerisia; ja p-alayksikoista koostuvia solukalvon adheesiomolédjgy jotka
valittdvat solun tarttumista sekd naapurisoluihité esoluvéliaineen proteiineihin. Integriinit mucdavat
solukalvolla solutukirangan ja soluvaliaineen \étidinkin ja toimivat lisdksi signalointimolekyylg, jotka
valittavat viestejd sekd solusta ulos ettd soluséas. lhmisella on 18 erilaista integriiniralayksikkda ja
kahdeksarf-alayksikkoda, joista muodostuu 24 heterodimeeridikila p-alayksikoilld ja yhdeksalla 18-
alayksikdstd on niin kutsuttu I-domeeni, joka onden p&aasiallinen ligandeja sitova osa. Ihmisén
domeenilliset integriinit voidaan jakaa ligandienparusteella kahteen ryhmaan: leukosyyttispesifisii
integriineihin, joiden ligandeihin kuuluvat esimiai solujenvaliset adheesiomolekyylit (ICAM) ja
komplementtijarjestelman C3b, sekéa kollageeniregepitegriineihin, jotka sitoutuvat eri tyypin Halgeenien
liséksi muun muassa laminiiniin.

Kaikilla monisoluisilla elaimilld, sienielaimet jpolttiaiseldimet mukaan lukien, on integriineja.
Selkarangattomiin kuuluvat vaippaeldint@&bna intestinalis ja Halocynthia roretzi -meritupet ovat kuitenkin
alkeellisimpia eldimi&, joiden integriineissa onvaitu olevanal-domeeneja.Halocynthian genomista on
I0ydetty kaksia-alayksikkoa, joista toisella on I-domeehialocynthian al-domeeni ilmentyy hemosyyteissé
ja sen arvellaan sitoutuvan komplementtijarjestalr@@b-fragmenttiinCionalla on viisi erilaista integriinin
B- ja 11 o-alayksikkod, joista kahdeksassaalayksikkdssd on I-domeenCionan ol-domeenit eivat ole
ortologisia selkarankaisteal-domeenien kanssa. Ne kuitenkin muistuttavat satdéistenal-domeeneja,
silla myds niiden on todettu laskostuvan Rossmanaitokseksi ja sisdltdvan metalli-ionista riippisem
adheesiokohdan (MIDASYXionan al-alayksikdn I-domeenin on havaittu sitoutuvan fpyfX kollageeniin,
mutta ei saikeitd muodostaviin kollageeneihin.

Taman tutkimuksen tarkoitus oli selvittda integnin-domeenin evoluutiot&ionan a2l-domeenin
avulla. Ciona o2l-domeenin geeni koottiin 18 oligonukleotidistaR&enetelmalld, siirrettin pGEM-T Easy
-valivektorin kautta pGEX-2T-vektoriin ja sekvensioi. Sekvenssin virheet korjattin  QuikChange-
mutageneesilla, jonka jalkeafiona o2l-domeeni liitettynd pGEX-2T-vektoriin transfornioi Escherichia
coli -tuottokantoihin. Liukoisen Ciona a2l-domeenin tuottaminen glutatioBSitransferaasi (GST) -
fuusioproteiinina ei onnistunut tuotto-olosuhteidemuuntelusta huolimatta. Proteiinin tuoton ongelmat
johtuivat luultavasti liukenemattomien proteiinikasnien syntymisesta.
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Abstract:

Integrins are heterodimeric transmembrane protiat consist ofy and subunits. They mediate
cell-cell and cell-extracellular matrix adhesiordasperate as mechanical links between the cytoskeknd
the extracellular matrix. Integrins are also edaésignaling molecules that transmit signals tddionally
across the plasma membrane. In human genome treedSBaifferenta subunits and eigtfi subunits. They
assemble into 24 distinct integrin heterodimerdf bifaithe o subunits have inserted (I) domain. It is the main
ligand binding domain of integrinsl domain-containing human integrins can be dividedwo groups.
These groups are the leukocyte-specific integtias tecognize for example intercellular adhesionegues
(ICAM) and complement C3b and the collagen recepttaait bind to different types of collagens anditans.

All metazoan, including the simplest ones, havéegrins. The invertebrate ascidia@ona
intestinalis and Halocynthia roretzi are the simplest animals in whial domains have been found.
Halocynthia has two distinct: subunits and one of them has an | domain. Thizaln-containingx subunit
has been observed to be expressed especially imethecytes and it is anticipated to serve as a Bmamnt
receptor.Ciona has five distincy subunits and eleves subunits. Eight of the elevansubunits have an |
domain. Those | domain-containingsubunits are not orthologous with human | domaintaininge. subunits
despite many similarities. Both human a@tbna al domains form Rossmann fold and have metal ion-
dependent adhesion site (MIDAS) on the top of tbmain. Theoll domain ofCiona has been observed to
recognize type IX collagen but not fibrillar colkaxgs.

The purpose of this study was to examine the éieolwof integrin | domains with the help @iona
a2l domain. The gene @iona o2l domain was built from 18 oligonucleotides usiPgR, cloned to pGEX-
2T vector, and sequenced. The mutations in the gegaence were corrected by QuikChange mutagenesis
and the pGEX-2T plasmid with the gene@bna a2l domain was transformed intescherichia coli. The
production of soluble glutathiorgtransferase (GSTXCiona a2l domain fusion protein did not succeed under
any conditions. The problems in protein productivare probably caused by insoluble inclusion bodies
formed during the protein production.
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Lyhenteet

A

bp
BSA

E. coli
EGF
ERK
FAK
GST
ICAM
I-domeeni
IPTG
MIDAS

NIF
PAGE
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SDS
VCAM
vWA
vVWF

absorbanssi
base pair, emaspari
bovine serum albumin, naudan seerumin allbumii
Escherichia coli
epidermal growth factor, epidermaalinen kéesija
externally regulated kinase, ulkoisesti séifidenaasi
fokaaliadheesiokinaasi
glutationiStransferaasi
intercellular adhesion molecule, solujenu@ih adheesiomolekyyli
inserted domain
isopropyylibetad-tiogalaktopyranosidi
metal ion-dependent adhesion site,
metalli-ionista riippuvainen adheesiokohta
neutrophil inhibitory factor, neutrofiilejéhiboiva tekija
polyakryyliamidigeelielektroforeesi
phosphate buffered saline, fosfaattipuskusaiblaliuos
sodium dodecyl sulphate, natriumdodekyylesaiti
vascular cell adhesion molecule, verisuordetuadheesiomolekyyli
von Willebrand faktori A
von Willebrand faktori



Aminohappojen lyhenteet

Alaniini Ala
Arginiini Arg
Asparagiini Asn
Asparagiinihappo Asp
Fenyylialaniini Phe
Glutamiini Gln
Glutamiinihappo Glu
Glysiini Gly
Histidiini His
Isoleusiini lle
Kysteiini Cys
Leusiini Leu
Lysiini Lys
Metioniini Met
Proliini Pro
Seriini Ser
Treoniini Thr
Tryptofaani Trp
Tyrosiini Tyr

Valiini Val
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1. JOHDANTO

Yksisoluisten elididen kehittyminen monisoluisikeglellytti solujen kykya tarttua seka niita
ymparoivaan soluvaliaineeseen ettd naapurisoluiMonisoluisten eldinten soluilla on
pinnallaan erityisia reseptoriproteiineja, joidemulda ne Kkiinnittyvat ymparistéénsa ja
vuorovaikuttavat sen kanssa. Téllaisia solun pimeaeptoreita ovat esimerkiksi kadheriinit,
selektiinit ja integriinit, jotka kaikki muodostavamat laajat proteiiniperheensa.

1.1. Integriinit

Integriinit ovat heterodimeereja: ne muodostuvaa p-alayksikosta, jotka ovat sitoutuneet
toisiinsa ei-kovalenttisilla sidoksilla. Molemmatagksikét ovat tyypin | glykosyloituja
kalvoproteiineja ja sisaltavat useita itsendidastkostuvia domeeneja. lhmisella on havaittu
olevan 18 erilaista-alayksikkda ja kahdeksdhalayksikkdda, joista muodostuu 24 erilaista
heterodimeeria (ks. Kuva 1). Integriinien lukumaauditenkin vaihtelee lajien valilla,
esimerkiksi Caenorhabditis elegans -sukkulamadolla on yksp- ja kaksi a-alayksikkoa,
joista muodostuu kaksi heterodimeeria (ks. yleskas Hynes, 2002). Vaippaelaimiin
kuuluvalta suolimeritupeltaGiona intestinalis) on loydetty 1la-alayksikkda ja viisip-
alayksikkéd (Ewan ym., 2005). Yleisesti alkeellssikldinlajeilla integriinialayksikdiden
lukumaara on pienempi kuin kehittyneemmilla lagillkuten selkarankaisilla (Hughes,
2001).

Kaikilla monisoluisten elainten integriiniefi-alayksikéilla ja osalla selkdjanteisten
alayksikoista on niin sanottu I-domeenengl. inserted domain), joka on niiden
paaasiallinen ligandia sitova osa (ks. yleiskatdaickeson ja Santoro, 1998). Integriinit
sitoutuvat monenlaisiin ligandeihin, joista suugaoon soluvéliaineen proteiineja kuten
kollageeneja, fibronektiineja ja lamiiniineja. Lis integriinien ligandeihin kuuluvat eréat
solukalvon reseptorit, kuten verisuonten soluadbeasekyyli-1 (VCAM-1, engl. vascular
cell adhesion molecule-1) ja solujenvaliset adheesiomolekyylit (ICAMRgl. intercellular
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adhesion molecule), immunoglobuliiniproteiiniperheen jasenet sek&plan proteiineja (ks.
yleiskatsaus Arnaout ym., 2002). Integriinit jaden ligandit osallistuvat soluissa ja
kudoksissa moniin tapahtumiin kuten kudosten jateli kehitykseen, fokaaliadheesioiden
syntyyn, leukosyyttien toimintaan, veren hyytym@ggssiin ja angiogeneesiin  (ks.
yleiskatsaukset Ahrens ym., 2005, Danen ja Sonmgnl2®03, Estelle ym., 2000, Serini
ym., 2006). Integriinigeenien mutaatioiden ja p@é&kan ilmentymisen on todettu
aiheuttavan erilaisia perinndllisid sairauksia sel@sauttavan sydpakasvaimien syntya ja
etaispesakkeiden muodostumista (Grzesiak ja Bo@§is, Hogg ja Bates, 2000, Sloan
ym., 2006, Vidal ym., 1995). Lisaksi erdat patogeekuten echovirus, kayttavat

integriineja reseptoreinaan tunkeutuessaan solBergélson ym., 1992).

S N
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Kuva 1 lhmisen integriinieru- ja f-alayksikdiden muodostamat heterodimeerit (kuva katta Hynes, 2002
yleiskatsauksen pohjalta)

Integriinit ovat tarkedssé osassa solun kommunéssd ymparistonsa kanssa. Ne valittavat
signaaleja seka solusta ulos ettd soluun sisdanylgiskatsaus Jones ja Walker, 1999).
Lisaksi ne toimivat solukalvolla mekaanisena limkki soluvéliaineen proteiinien ja

solutukirangan valilla (Lee ja Jacobson, 1997, Zami., 2000).
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1.1.1. Integriinin rakenne

Integriiniheterodimeerin rakenne koostuu 120-18@:kDkokoisesta-alayksikdsta ja 90—
110 kDa:n kokoisest@i-alayksikosta. Molempien alayksikdiden soluvali@nepuoleiset
osat sisaltavat lukuisia sokeritdhteita (ks. ylatskus Faull ja Ginsberg, 1996). Kumpikin
alayksikko lapaisee solukalvon kerran siten, etténahappoketjujen karboksyylipdat jaavat
sytoplasman ja aminopaat soluvéliaineen puolelleksdvoa. Integriinien uloimmat osat
muodostavat heterodimeerin suuren pallomaisen pegh. head), joka vastaa ligandien
sitomisesta. Paasta lahtevat kummankin alayksilathagsat(engl. leg), jotka lavistavat
solukalvon (Xiong ym., 2001). Integriinien sytoplaiset domeenit ovat yleisesti erittain
lyhyitéd, vain noin 50 aminohapon mittaisia. Ainogoikkeuksen tekee erityisesti
hemidesmosomeissa tavattapd-alayksikko, jonka sytoplasminen osa on noin 1000

aminohapon pituinen (ks. yleiskatsaus Hynes, 2002).

1.1.1.1.0- jap-jalka

B-alayksikk6 muodostuu lyhyehkdsta sytoplasmisesdasta, solukalvon lapaisevasia
heliksistd ja kahdeksasta solun ulkopuolisesta @nimst, joista alayksikon jalkaosan
muodostavag-hantadomeer(engl. p-tail domain), nelja epidermaalisen kasvutekijan (EGF,
engl. epidermal growth factor) domeenia seka PSIl-domeeni (PSI tulee sanoisksiie,
semaforiinit, integriinit).p-h&ntddomeeni sijaitsee solukalvon lapaisexdneliksin jalkeen
ja muodostuu neljanauhaisegidevyrakenteesta, joka sisaltdd sekd samansulnteiti

vastakkaissuuntaisia levyja, ja yhdestieliksista (Xiong ym., 2001).

B-hantddomeenia aminohappoketjussa seuraa nelja tparmankaltaista EGF-domeenia,
jotka ovat laskostuneet niille tyypilliseen tapdaokan | EGF-laskoksiksiefigl. EGF fold)
sisaltaen kolme rikkisiltaa. Lisaksi EGF-domeenétilla uskotaan olevan rikkisiltoja, ja
EGF-3:n ja EGF-4:n arvellaan muodostavan sauvamaideahden domeenin
moduulirakenteen. PSI-domeeni yhdistdd jalan EQRedmit integriinin alayksikot

yhdistavaan padosaan (Xiong ym., 2001).
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a-alayksikkd sisdltéa myos lyhyen sytoplasmisen ogan kalvon lavistavan a-
heliksirakenteena-alayksikén solun ulkoinen jalkaosa koostuu kolraetmeenista, joista
lahimpana solukalvoa ovat niin sanotut calf-1- @f-2-domeenit. Kolmas domeeni on

immunoglobuliinitaitokseen laskostuva thigh-domegfong ym., 2001).

Integriinin alayksikdiden solukalvon lavistavat bkaostuvai-helikseista, joiden arvellaan
olevan vuorovaikutuksessa keskenaéan. Alayksikogyeoplasmisten osien valilla arvellaan
olevan heikkoja elektrostaattisia ja hydrofobisisorovaikutuksia, jotka pitavat integriinin

inaktiivisessa muodossa (Vinogradova ym., 2002).

1.1.1.2. Pallomainen paa

B—alayksikon hybrididomeeni j@l-domeeni muodostavat integriinin padan yhdessa
alayksikonp-potkurin kanssaB-potkuri muodostuu seitsemasta noin 60 aminohappeea
toistojaksoista, joista muodostuu seitseman patklapaa. Yksi lapa koostuu neljasta
vastakkaissuuntaisegtguosteestaB-potkurissa on nelja kalsiumionin sitomiskohtaastgm
yksi onB-potkurin ja sen alla olevan thigh-domeenin véliggi@en domeenien liitoskohdan
jaykemmaksi (Xiong ym., 2001). Yhdeksassa ihmigealayksikdssa tavattavd-domeeni
silmukoituup-potkurista ja muodostaa osan naiden integriiniameshkosta paasta (Lee ym.,
1995).

B-alayksikon hybrididomeeni on aminohappoketjussal-d@®eenin jatkeena ja sen
tiedetddn kuuluvan ryhman | immunoglobuliinidomekime Hybrididomeeni muodostaa
laajan rajapinnan siitd silmukoituvapl-domeenin kanssapl-domeeni muodostaal-
domeenin tavoin niin sanotun Rossmannin laskok&m.koostuu kuusinauhaisedta
levyrakenteesta, jota ympéardi kahdeksaimeliksia. Keskimmaiserp-levyn paalla on
metalli-ionista riippuvainen adheesiokohta (MIDAShgl. metal ion-dependent adhesion
site) (Xiong ym., 2001). Lisékgsl-domeenissa on havaittu olevan kaksi muutakin hieta

sitomiskohtaa, jotka sijaitsevat MIDAS:n molemmimioin. Nama sitomiskohdat ovat
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ADMIDAS (engl. adjacent to metal ion-dependent adhesion site) ja LIMBS (engl. ligand-
associated metal binding site), joilla arvellaan olevan merkittava roofil-domeenin

aktiivisuuden saatelyssa (Chen ym., 2003).

Integriinin a-alayksikon B-potkuri ja p-alayksikon gl-domeeni muodostavat suurimman
alayksikéiden valisen rajapinnan, joka on jopa 160tn kokoinen.pl-domeeni ei ole
sijoittunut keskellep-potkurirakennetta, vaan sijaitsee hieman sivusga etta se on
vuorovaikutuksessa kuudeprpotkurin lavan kanssa. Tama integriinin alaykgled
yhtymékohta muistuttaa G-proteiineihin kuuluvien:@ja 3B:n yhtyméakohtaa (Xiong ym.,
2001).

1.1.1.3.al-domeeni

Yhdeksélla ihmisen 18:sta integriiniralayksikdsta onal-domeeni, joka on noin 200
aminohappotahteen pituinen ja silmukoitutalayksikon g-potkurin toisen ja kolmannen
lavan valistda muodostaen osan integriinin paastd@domeeni, jota kutsutaan myos A-
domeeniksi, laskostuu Rossmannin taitokseksi, joggfesta vastakkaissuuntaisesta ja
yhdesta lyhyestd samansuuntaisgsiavysta muodostuvag-levy-ydintd ympéaroivato-
heliksit (ks. Kuva 2)(Lee ym., 1995).

Kaikkien ihmisen yhdeksaml-domeenin rakenne on melko samankaltainen, vaddeal-
domeeneista on leukosyyttispesifisia ja osa toswoiiujen kollageenireseptoreina. Erityisesti
B-levyjen osalta rakenne on erittdin konservoiturdheliksien rakenteissa on sen sijaan
havaittu jonkin verran eroavaisuuksia. Kollageemeisitoutuvilla al-domeeneilla, kuten
all:lla ja a2l:l1a, on ylimaaraineruC-heliksi, jolla on arveltu olevan merkittava roalr
domeenin sitoutuessa kollageeniin (Dickeson ym991Emsley ym., 1997, Kapyla ym.,
2000).
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al-domeenissa on metalli-ionin sitoutumiskolfitdevyrakenteen paalla domeenin pinnalla.
Tama sitomiskohta sitoo erityisesti kahdenarvoig@ioneja, kuten magnesium- ja
mangaani-ioneja. Kalsiumioni ei kuitenkaan suurekdnsa takia mahdu sitoutumiskohtaan.
Metallin on todettu olevan oktaedrisesti koordingifolloin se muodostaa sidoksel-
domeenin ylapinnalla oleviin aminohappoihin sek& orkmaation taydentavaan
vesimolekyyliin tai ligandin aminohapon, esimerkighitamaatin sivuketjuun (Emsley ym.,
2000, Lee ym., 1995). Tata sitomiskohtaa kutsubHB»PAS:ksi (Michishita ym., 1993).

Kuva 2 Suljetussa konformaatiossa oleva ihmisetpl integriinin al-domeeni, jossa magnesiumioni
(keltainen) on MIDAS:ssd beta-levyjen (punainen)l{# Silmukat, jotka muoodstavat MIDAS:n, ja
kollageenireseptoreille typillinenC-heliksi on myds merkitty kuvaan. Kuva on tehtyyttamalla PyMol-
ohjelmaa (Delano scientific LLC, San Francisco, itéahia, Yhdysvallat) Protein Data Bank (PDB) -
tiedostosta 1PT6 (Nymalm ym., 2004).
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MIDAS:n tiedetddn muodostuvan kolmestdneliksia jap-levyd yhdistavasta silmukasta
(engl. loop). BA-juosteen janl-heliksin valinen silmukka sisaltdéa erittain kanvedtuneen
DxSxS-sekvenssin, jossa Xx voi olla mikd tahansanaha@ppo. Seriinien sivuketjut
muodostavat suorat sidokset metalli-ionin kanssséKsi aspartaatin sivuketju, silmukasta
BD-05, muodostaa suoran sidoksen metallin kans3a4-silmukan treoniinin ja DxSxS-
sekvenssin aspartaatin sivuketjut taas muodostambitkset metalliin vesimolekyylien
valityksella. Edella kuvatun kaltaisessa inaktiégsa eli niin sanotussa suljetussa tilassa
olevan al-domeenin kuudennen metalli-ionin ligandin paiki@yttaa usein vesimolekyyli
(Ajroud ym., 2004).

al-domeenin aktivoituessa kaikkien kolmen MIDAS:n edostavan silmukoiden sijainti
muuttuu jaa7-heliksi tyontyy alaspéin kohfil-domeenia. Metalli-ionia koordinoivat kuusi
ligandia jarjestaytyvat uudelleen siten, eio4-silmukan treoniinin sivuketju muodostaa
suoran sidoksen metalliin. Toisin kuin inaktiivisasnuodoss#D-a5-silmukan aspartaatin
uskotaan aktiivisessa muodossa koordinoivan matalia epéasuorasti vesimolekyylin
valityksella. Taméul-domeenin konformaatiomuutos mahdollistaa MIDA®etalli-ionin

kuudennen sidoksen muodostumisen integriinin ligandEsimerkiksi a2l-domeenin

sitoutuessa kollageeniin sidos muodostuu magnesiimija kollageenin glutamaatin

sivuketjun valille (Emsley ym., 2000).

1.1.2. Integriinin aktivaatio

Integriinin on todettu esiintyvan soluissa niin gduna taipuneengengl. bent) ja suorana
(engl. extended) muotona. Liséksi integriineilla arvellaan esiiriyw myos naiden kahden
valimuotoja (engl. intermediate)(Takagi ym., 2002, Xiong ym., 2001). IntegriiaVp3:n
rakennetutkimus paljasti, etté taipuminen tapahktalayksikon calf-1- ja thigh-domeenien
valistd (engl. genu) sekap-alayksikon ensimmaisen ja toisen EGF-domeenirst&liXiong
ym., 2001).
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Taipuneen integriinin pd&dosa osoittaa kohti solub@l mika vaikeuttaa ligandin sitomista.
Taipuneen muodon onkin useimmissa tapauksissattiogigbvan ligandeja suoraa muotoa
selvasti huonommin (Takagi ym., 2002). Viimeaiksssi tutkimuksissa on kuitenkin
havaittu, ettd myds taipuneen integriinin on makstal sitoutua ligandiin, sill&xVp3-
integriinin taipuneen muodon on havaittu sitoutuvanun muassa fibronektiinipeptidiin
(Adair ym., 2005).

Suorassa muodossa olevan integriipialayksikon hybrididomeeni on kaantynyt sivulle ja
sen asemgl-domeeniin ndhden on muuttunut. Lisdi#tdomeenissa on suoristumisen
yhteydessa havaittu tapahtuvan samankaltaisia teddésia muutoksia kuial-domeenissa
(Mould ym., 2002). al-domeenillisissa integriineissap-alayksikossa tapahtuvien
konformaatiomuutosten uskotaan valittyvan allossesti al-domeeniin aktivoiden sen

sitomaan ligandeja (Yang ym., 2004).

1.1.2.1. Integriinin aktiivisuuden saately solusédia

Integriinien konformaatiota ja ligandiaffiniteett&@adellaan solun sisalta tulevien erilaisten
signaalien avulla. Integriinin B-alayksikon noin 50 aminohappotéhteen pituinen
sytoplasminen domeeni on tarkedssa roolissa akithgsa.a-alayksikon arvellaan toimivan

viestinvalityksessa lahinna saatelijan roolissa yleiskatsaus Ginsberg ym., 2005).

Taliini on solutukirangan proteiini, jolla on kesken rooli integriinien aktiivisuuden
saatelyssa solun sisélta kasin. Taliinin sitoutwnjrjoka tapahtuu sen FERM-domeenissa
olevan konservoituneen fosfotyrosiinisitoutumisdema (engl. phosphotyrosine binding
domain) valityksella, saa integriinit aktivoitumaan. Fagfmsiinisitoutumisdomeeni
sitoutuu integriinin B-alayksikon sytoplasmisen domeenin konservoitureresBlPxY -

motiiviin, joka muodostaa usefitkdannoksen (Calderwood ym., 2002).
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Inaktiivisessa tilassa olevan integriinin sytoplasten osien konservoituneetalayksikon
arginiini ja p-alayksikon aspartaatti muodostavat alayksikot st#dién suolasillan, joka
pitdd sytoplasmiset osat lahelld toisiaan (ks.sihisaus Campbell ja Ginsberg, 2004).
Taliinin  sitoutuminen B-alayksikon sytoplasmiseen o0saan saa aikaan sleasi
katkeamisen ja siten alayksikdiden erkaantumisesistaan (Vinogradova ym., 2002).
Taliinin sitoutuessap-alayksikon sytoplasmisiin osiin myos alayksikoideolukalvon
lavistavien a-heliksien valiset vuorovaikutukset purkautuvatajayksikéiden solukalvon
lavistavat osat erkanevat toisistaan. Alayksikoidemiukalvon lavistavien domeenien
pakkauksessa tapahtuu my6s muutoksia taliinin @itoisen yhteydessa, silla kalvon
sisaisten osien on havaittu tyontyvan osittain wokikalvosta. Sytoplasmisten osien ja
solukalvon lavistdvien domeenien konformaatiomusébk valittyvat allosteerisesti
integriinin  soluvdliaineen puoleisiin  osiin  aktid@n koko integriinimolekyylin.
Aktivoitumisen seurauksena integriini suoristuu jgen ligandiaffiniteetti kasvaa
(Vinogradova ym., 2004).

Integriinin B-alayksikon sytoplasmiseen osaan sitoutuvan talisitoutumisen arvellaan
olevan viimeinen vaihe solun sisaltd tapahtuvassagriinin séatelyssa (Tadokoro ym.,
2003). Taliinin sitoutumisen séaatelysta ja sigmadln aikaisemmista vaiheista sen sijaan
tiedetdan viela melko vahan. Taliinin sitoutumisg@telyyn on esitetty vaikuttavan muun
muassa integriininp-alayksikon sytoplasmisen domeenin tyrosiinitdhtdesforylaatio
(Tapley ym., 1989), taliinin proteolyyttinen muokisa(Yan ym., 2001) seka fosfatidyyli-

inositoli-4,5-bisfosfaatin sitoutuminen taliiniiMartel ym., 2001).

1.1.2.2. Integriinin signaalinvalitys soluvaliairst solun sisaan

Integriinit toimivat solujen aistinmolekyyleing, tj@a tunnustelevat solun ymparistéa ja
valittavat siitda tietoa solun sisaan. Integriinitvab osa solun monimutkaisia
viestinvalitysverkostoja, joiden avulla saadelladmuun muassa solujen kasvua ja

likkumista seka solutukirangan ja geenien ilmengten muutoksia. Soluvéliaineessa
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integriiniin sitoutuva ligandi aiheuttaa integresa konformaatiomuutoksen, joka etenee
solukalvon l&péaisevien domeenien kautta sytoplasm@omeeneihin aiheuttaen niiden
erkanemisen. Ligandin sitoutuminen aiheuttaa myiegriinimolekyylien keraantymisen
rykelmiksi solukalvolla(engl. clustering) joko kalvodomeenien homo-oligomerisaation tai
lateraalisen diffuusion avulla. Integriinin sytophaisten osien erkaneminen ja integriinien
keraantyminen rykelmaksi saavat aikaan signaatpsitiolekyylien aktivoitumisen ja
viestin kulkeutumisen eteenpain. Viimeaikaisiss&itouksissa on kuitenkin havaittu, etta
integriinit muodostavat niin kutsuttuja nanoklusita myos ilman ligandin sitoutumista
(Cambi ym., 2006, Li ym., 2005, Luo ja Springer,080 Wiseman ym., 2004, ks.
yleiskatsaus Miranti ja Brugge, 2002).

Integriinit liittavéat soluvaliaineen proteiinit daisten adapteriproteiinien kuten taliinio;
aktiniinin ja filamiinin valityksella solutukiranga aktiinisdikeisiin. Integriineilla on
merkittava rooli signalointimolekyyleina seka sokitangan organisoinnissa etta
fokaaliadheesioiden, lamellipodien ja filopodien adastumisessa (Miyamoto ym., 1995,
Nobes ja Hall, 1995, Ridley ja Hall, 1992). Integen kerddntyminen lahelle toisiaan
solukalvolla, niiden sitoutuminen soluvéliaineegalndeihinsa ja aktiinin polymerisaatio
ovat tarkeassa roolissa naiden rakenteiden synnylgagriinien valittdmat viestit
ailkaansaavat  erilaisten  viestinvalitys- ja  adapteteiinien keraantymisen
fokaaliadheesiorakenteisiin. Pienten GTPaasiengrkuRho:n, Rac:in ja Cdc42:n, on

havaittu indusoivan integriini-vlitteisten fokaalheesioiden syntya (Miyamoto ym., 1995).

Integriineilla on merkittdva rooli solusyklin etanesen ja apoptoosin saatelyssa. Solun
jakautumiseen ja sen elossa pysymiseen vaadit&amnsign kasvutekijoiden lisaksi solun

tarttuminen ymparistéonsa integriinien valityksek&@svutekijareseptoreiden ja integriinien
on havaittu toimivan yhdessa ja kayttavan ositeamoja viestinvalitysreitteja solusyklin

etenemisen saatelyssa (Bill ym., 2004). Integninisitoutuminen soluvaliaineeseen

erityisesti fokaaliadheesioissa aktivoi lukuisidussisaisia signalointimolekyylej, joista

yksi merkittavimmista on fokaaliadheesiokinaasi KJAFAK:n on havaittu aktivoivan

erilaisten signaalireittien kautta muun muassa igfsti saadellyn kinaasin (ERKngl.
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externally regulated kinase) ja johtaen lopulta solusyklin etenemiseen vaadién
sykliinien D ja E aktivoitumiseen (Pugacheva ymQ0@). FAK:n on havaittu myds
vaikuttavan eraiden transkriptiofaktoreiden aksiuiteen ja sitd kautta solusyklin
etenemiseen vaikuttavien geenien ilmentymiseen dZhan., 2003). Integriinien
sitoutuminen soluvéliaineeseen on valttamatontasmsgbusyklin myohemmissa vaiheissa,
eika esimerkiksi sytokineesi voi tapahtua ilmargmtinien valittamaa signaalia (Pugacheva
ym., 2006).

Sen liséksi, ettd integriinien sitoutuminen soliai@keeseen on valttdmatontd solusyklin
etenemiseksi, integriinien sitoutuminen soluvakan proteiineihin ja siita valittyvat viestit
ehkaisevat solun ohjattua kuolemaa eli apoptoddexddith ym., 1993). Integriinien kyky
estaa solujen apoptoottiset kuolemat perustuu $bdmi signaalireittien kuten FAK-,
Ras/ERK- ja fosfatidyyli-inositoli-3,4,5-trisfosfdaeittien aktivoitumiseen integriinin
sitoutuessa soluvdliaineeseen (Frisch ym., 1996yafd ym., 1997, McFall ym., 2001).
Ymparistoonsa tarttunut integriini inhiboi signaeiitien valityksella solujen pro-
apoptoottisia proteiineja, kuten kaspaaseja, jatae@asti tehostaa anti-apoptoottisten
proteiinien, kuten Bcl-2:n, ilmentymista. Solujemrallisuus ymparistostadn aiheuttaa
integriinien ja signaalireittien valityksella sabgia painvastaiset reaktiot johtaen lopulta
apoptoosiin (Rytdbmaa ym., 1999, Zhang ym., 1995).

1.2.al-domeenillisten integriinien ligandit

Ihmisen al-domeenillisissa integriineissa, jotka voidaans giakaa leukosyyttispesifisiin
integriineihin ja kollageenireseptori-integriinaihic-alayksikon I-domeeni ja sen MIDAS
muodostavat ensisijaisen ligandin sitoutumiskohdahrdomeenien lukuisten ligandien
joukossa on soluvéliaineen proteiineja, liukoisiatpiineja seka solukalvon reseptoreita (ks.
Taulukko 1)(Calderwood ym., 1997, Corbi ym., 1988jmaoka ym., 2003).
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Taulukko 1 lhmisen integriinienal-domeenien tarkeimmat ligandit. Taulukko muokabtykvist, 2004
pohjalta. Lyhenteet: neutrofiilejd inhiboiva tek{ilF, engl. neutrophil inhibitory factor)

Integriini | Ligandit

alfl kollageenit I, V, VI, laminiini-1-2
a2B1 kollageenit I, II, 1V, VI, IX, Xl
alOpl kollageenit I-VI, IX, laminiini-1
allpl kollageenit I, Il, VI

al g2 ICAM-1, ICAM-3

aMB2 ICAM-3, ICAM-4, VCAM-1, fibrinogeeni, komplementtC3b, hepariini, NIF
aXp2 ICAM-1, komplementti C3b
aDB2 VCAM-1

aEp4

aER7 E-kadheriini

1.2.1. Kollageenit ja niiden tunnistaminen

Kollageenit muodostavat suuren 27-jasenisen sahimal ja kalvoproteiinien perheen,
jonka tunnuspiirteita ovat trimeerinen, kolmestpolypeptideketjusta koostuva rakenne ja
aminohapposekvenssien sisaltamat glysiini-X-Y-tgisjoissa X on usein proliini ja Y
hydroksiproliini. Kaikki kollageeniperheen jasemsetaltavat vahintd&dn yhden glysiini-X-Y-
toistojaksojen mahdollistaman kolmoishelikaalisemeéenin. Kollageenit jaetaan ryhmiin
ominaisuuksiensa mukaan. Tunnetuin kollageenirybmayypin I, Il, 1ll, V, XI, XXIV ja
XXVII kollageenit sisdltava saikeitda muodostaviemll&ageenien ryhmé&. Suurimman
associated collagens with interrupted triple helices), joiden prototyyppi on tyypin IX
kollageeni. Muita kollageeniryhmiad ovat verkkoja mdostavat kollageenit, jonka tutkituin
jasen on tyvikalvojen tyypin IV kollageeni, transmigraanikollageenit, ankkuroivia saikeita
muodostavat kollageenit (tyyppi VII) sek& multipsakit (ks. yleiskatsaus Ricard-Blum ja
Ruggiero, 2005).

Kollageenireseptori-integriinite1f1, 21, a10B1 ja al1fl, sitoutuvat kaikki ligandiinsa
al-domeenin ylapinnalla olevan MIDAS:n valityksellEmsley ym., 2000). Vaikka

kaikkien naiden integriinien MIDAS:t ovat konserutmeita, niiden kyky sitoa eri
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kollageeneja eroaa toisistaan (Tulla ym., 2001).llageenireseptoriennl-domeenille
tyypillisen aC-heliksin ja muiden MIDAS:n l&hella olevien amiragpojen muodostaman
kourun on arveltu vaikuttavan kollageenireseptofigandispesifisyyteen (Dickeson ym.,
1999, Emsley ym., 2000, Kapyla ym., 2000). Lisaksneaikaisten tutkimusten perusteella
aC-heliksilla arvellaan olevan vaikutusta kollagesikeiden sitomiseen, vaikka
kollageenipeptidin ei ole havaittu muodostavan lestlaC-heliksiin (Emsley ym., 2000,

Emsley ym., 2004).

Kollageenireseptori-integriinien on havaittu turtaien saikeitd muodostavista
kollageeneista ja tyypin IV verkkoja muodostavastiollageenista kuuden
aminohappotahteen pituisen GFOGER-tunnistusmotiiviniséaksi kollageenireseptorit
sitoutuvat GFOGER-motiivin johdannaisiin, kuten GEER-, GMOGER- ja GASGER-
motiiveihin. al-domeenin  MIDAS:n magnesiumionin ja kollageenissélevan
tunnistusmotiivin glutamaattin sivuketjun valillen dhavaittu muodostuvan sidos (Knight
ym., 2000, Zhang ym., 2003)1B1- jaa2B1-integriinit muistuttavat hyvin paljon toisiaan ja
sitoutuvat kumpikin kollageenityyppeihin 1-VI (Cadvood ym., 1997, Loeser, 1997,
Turner ym., 1987). Nama kollageenireseptorit sitgat kuitenkin eri tyypin kollageeneihin
erilaisella affiniteetilla: Esimerkiksnlf1l sitoutuu ensisijaisesti verkkoja muodostavaan
tyvikalvon tyypin IV kollageeniin, kun taag2f1:n on todettu sitoutuvan parhaiten saikeita
muodostavaan tyypin | kollageeniiml-domeeneilla tehtyjen mittausten perusteella vanda
todeta, ett&n10l-domeeni muistuttaa ligandien sitomisprofiildtaall-domeenia, kun taas

alll-domeenin on todettu muistuttav@?l-domeenia (Tulla ym., 2001, Zhang ym., 2003).

1.2.2.0l-domeenien sitomat komplementtijarjestelman pnoitei

Komplementtijarjestelma toimii osana seka synnystddietta hankittua immuniteettia,
joissa silla on merkittava rooli vieraiden patogeentunnistuksessa ja fagosytoosissa.
Komplementtijarjestelma koostuu lukuisista verenkie ja kudosnesteiden proteiineista,
jotka muodostavat monimutkaisen, toisiaan aktianvi proteiinien reaktioketjun.
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Komplementtijarjestelman tiedetaan aktivoituvannked eri reittid: klassista, vaihtoehtoista
ja lektiinireittia. Kaikki edella mainitut reititghtavat komplemettijarjestelman keskeisen
proteiinin, komplementti C3:n aktivoitumiseen, jogdkotaan C3a- ja C3b-fragmenteiksi.
C3:n pilkkomisen jalkeen aktivaatioreitit etenew@malla tavoin johtaen lopulta MAC:n
muodostumiseen (ks. yleiskatsaus Seelen ym., 20{MB2- ja aXp2-integriinien on
havaittu sitoutuvan komplemettijarjestelméan C3b:hédomeeniensa valityksella ja nain

ollen toimivan komplementtireseptoreina (Bilsland.y1994, Ueda ym., 1994).

Modernin komplementtijarjestelman uskotaan kehégm vasta leuallisten selkarankaisten
kehittymisen yhteydessa (Nonaka, 2001). Alkukaetammilla jalkisuisilla, kuten
meritupilla, on  kuitenkin  havaittu  olevan  niin  kutes  primitiivinen
komplementtijarjestelm&, joka sisaltdd useita maidekomplementtijarjestelman tavoin
toimivia komponentteja, esimerkiksi komplementti:€8Nonaka ym., 1999). Primitiivinen
komplementtijarjestelm& toimii o0sana synnynnaist&nmuunipuolustusta ja sen
aktivoituminen tapahtuu vaihtoehtoista reittia kktiinireittia kayttden (ks. yleiskatsaus
Smith ym., 1999). Meritupilla komplementtijarjestéln on arveltu tehostavan mikrobien
fagosytoosia komplementti C3:n avulla (Nonaka y1899).Halocynthia roretzi -meritupen
genomista on |6ydetty integriinin  a-alayksikko, joka selkarankaisten
komplementtireseptorien tavoin sisaltdd I-domeediaman aHR1-alayksikon, joka on
ortologinen Ciona intestinalis -meritupen I-domeenillisteru-alayksikdiden kanssa, on
havaittu ilmentyvdn hemosyyteissd ja sen arvellagoutuvan C3b-komplementtiin ja
toimivan siten primitiivisen komplementtijarjestédm reseptorina (Ewan ym., 2005,
Miyazawa ym., 2001).

1.3. Von Willebrand faktori A -tyypin domeenit

Von Willebrand faktori A -tyypin (VWA) domeenit mdostavat laajan homologisten
domeenien superperheen, jonka tunnetuimpia jasewdd integriinien I-domeenit (ks.
yleiskatsaus Colombatti ja Bonaldo, 1991). vWA-demie laskostuvat tyypillisesti
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Rossmannin taitokseksi, josBdevya ymparoivat-heliksit (Huizinga ym., 1997, Lee ym.,

1995). Ihmisen genomista on loydetty kaikkiaan 8@giinia, jotka sisaltavat yhteensa 134
VWA-domeenia. VWA-domeenien levinneisyytta elibkassa kuvaa hyvin se, etta niita
tiedetddn olevan seka bakteerien ja arkkielididdd eukaryoottien proteiineissa (ks.

yleiskatsaus Whittaker ja Hynes, 2002).

1.3.1. vWA-domeenien esiintyminen ja tehtavat

Ensimmaiset VvWA-domeenit |0ydettiin veriplasman kglgroteiinista nimeltd von
Willebrand faktori (VWF), joka valittdd verihiutatken tarttumista verisuonten seindmien
saikeitd muodostaviin kollageeneihin verisuonieruri@tuessa (Ruggeri, 1997). Von
Willebrand faktori sisaltéa kolme A-tyypin domeenjatka on nimetty Al-, A2- ja A3-
domeeneiksi (Sadler ym., 1985). vVWF A3-domeenindeigan sitoutuvan saikeita
muodostaviin tyypin | ja lll kollageeneihin (Crumy, 1995, Lankhof ym., 1996). VWF A3-
domeeni siséltdd integriinien I-domeenien MIDASHauistuttavan rakenteen, jonka
uskotaan kuitenkin olevan epataydellinen eika sealla pystyvan koordinoimaan metalli-
ionia kuten I-domeenit (Huizinga ym., 1997). vWF -48meeni sitoutuu kollageeniin
mekanismilla, joka eroaa integriinin I-domeenin asta sitoa kollageeneja. VWF A3-
domeenin sitoutuminen kollageeniin on metalli-ibaisippumatonta ja sitoutumiskohdan
arvellaan olevan domeenin etupinnalla. Domeeninpienalla olevat positiivisesti
varautuneet aminohappotahteet muodostavat taspisean, johon kollageenin arvellaan

sitoutuvan heikkojen vuorovaikutusten avulla (Ngghym., 2003, Romijn ym., 2003).

VWA-domeenit osallistuvat moniin eri tehtaviin sislea ja kudoksissa. vVWA-domeeneja on
havaittu olevan sek& solunsisdisissd proteiineisizi soluvaliaineen proteiineissa.
Solunsisédisten VWA-proteiinien arvellaan olevan hiarpia, koska niitd on |0ydetty

bakteerien ohella seka sienista ettd kasvi- jankl@inan jaseniltd. Solunsisaisten VWA-

proteiinien tehtavat vaihtelevat: niiden tiedetaésallistuvan transkriptioon, DNA:n



24

korjaukseen ja kalvokuljetukseen (Ponting ym., 1989 yleiskatsaus Whittaker ja Hynes,
2002).

Suurin osa eukaryoottien VWA-domeeneista on |I0ydetiuvaliaineen proteiineista, jotka
osallistuvat muun muassa immuunijarjestelman jahugnleiden toimintaan seka solujen
tarttumiseen ymparistoonsa (Bentley, 1986, Ignayims, 1990, Koller ym., 1989, Pytela,
1988, Sadler ym., 1985). Suuri osa ihmisen solairéen proteiinien vVWA-domeeneista on
kollageeneissa, joista on l6ydetty 57 ihmisen 13 Avdomeenista (ks. yleiskatsaus
Whittaker ja Hynes, 2002).

1.3.2. vWA-domeenien evoluutio

Suurin osa prokaryoottien vVWA-domeeneista toimaras solunsisaisia proteiineja, mutta
bakteereilla myo6s joidenkin eritettavien proteimiga kalvoproteiinien on havaittu
siséltdvan vWA-domeeneja. VWA-domeenien ei uskotdevam valttamattomia
prokaryoottien olemassaololle, silla niitd ei olaikila bakteereilla. Prokaryooteilla
esiintyvistd vVWA-proteiineista suurin osa ei oléotwgisia eukaryoottien vWA-proteiinien
kanssa. Osasta sekd bakteerien ettd arkkielibidemongeista tunnistetuista VWA-
domeeneista on kuitenkin Idydetty selvdd homologeagkaryoottien vWA-domeenien
kanssa. Prokaryoottien vWA-proteiinien, jotka muitdvat eukaryoottien proteiineja,
arvellaan siirtyneen eukaryooteista prokaryooteillteraalisten geenin siirtymisten
seurauksena (Ponting ym., 1999, ks. yleiskatsaugtdiér ja Hynes, 2002).

Kasvien ja bakteerien viherhiukkaset sisaltavavdghteesiin osallistuvia magnesium- ja
kobolttikelataaseja, joissa on VWA-domeeni. Kelataa olemassaolo on elintarkeaa seka
yhteyttaville bakteereille etta kasveille. Ne muitdvat erittdin paljon toisiaan, minka
vuoksi magnesiumkelataasien arvellaan siirtyneenokgyooteilta eukaryooteille
viherhiukkasten endosymbioosin yhteydessa latse@di geenin siirtymana (Ponting ym.,
1999, ks. yleiskatsaus Whittaker ja Hynes, 2002).
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VWA-domeenin uskotaan kehittyneen alkeellisessaamuaotissa Rossmannin taitoksesta,
silla kaikki Saccharomyces cerevisiae -leivinhiivan ja Drosophila melanogaster -
banaanikarpasen vVWA-domeenit ovat ortologisia ilemig hiiren vVWA-domeenien kanssa.
Myds useatArabidopsis thaliana -lituruohon vWA-domeenit kuuluvat tdhan samaan
ortologisten proteiinidomeenien ryhmaan. Ensimne@istvWA-domeenien uskotaan
toimineen solunsisaisten proteiinien osana. Kasegiis sienissa tdma solunsisaisten vWA.-
proteiinien perhe on huomattavasti laajentunut jkyaankin kaikki niiden VvWA-
domeenilliset proteiinit ovat solun sisalla toinaproteiineja (ks. yleiskatsaus Whittaker ja
Hynes, 2002).

Elaimilla vVWA-domeenit toimivat enimméakseen soluaileen proteiineissa ja osallistuvat
proteiinien sitoutumiseen ymparistoonsa (Colombgti Bonaldo, 1991). Kaikilla
monisoluisilla elaimilla (Metazoa) on vWA-domeeneja. VWA-domeeneihin kuuluvia
integriinien pl-domeeneja ja hemisentiineja on l0ydetty kaikistanisoluisista eldimista,
mika viittaa niiden kehittyneen heti ensimmaisteronmoluisten elainten kehityttya
(Hughes, 2001, ks. yleiskatsaukset Hutter ym., 200hittaker ja Hynes, 2002). Suuri osa
monisoluisten eldinten VWA-domeenin sisaltavistatg@meista on kuitenkin kehittynyt
vasta selkgjanteisten historiallisessa esimuodossdlA niitd ei ole |0ydetty
alkukantaisemmista eldimista kuten sukkulamadadtehtgla ym., 2005, Miyazawa ym.,
2001, ks. yleiskatsaus Whittaker ja Hynes, 2002).

1.4. Integriinien evoluutio

Integriineja on havaittu olevan kaikilla monisoilaelaimilla. Seka kaikilta kaksikylkisilta
elaimilta (Bilateria) ettd alkeellisimpien monisoluisten, kuten sienrgkn @orifera) ja
polttiaiseldinten Cnidaria), genomeista on loydetty niitd koodittavia aludita. Kuva 3).
Sen sijaan prokaryooteilla, kasveilla ja sienilidugkota olevan integriineja solukalvoillaan
(ks. yleiskatsaus Burke, 1999). Integriinien levarayys monisoluisten elainten keskuudessa
antaa viitteitd niiden merkittavastd roolista seluj tarttuessa ympaéristoonsa ja
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muodostaessa yhd suurempia ja monimutkaisempianlatduksia, kuten kudoksia ja

elimia.

Niveljallkaiset

Suldkculamadot

Alkmsumzet
Mivelmadot

Nilvisiset

Pukkimahkaiset

Esiselkijanteiset

Viaippaekiimer
Tallaswmzet

— Kallottomet selkdjiniteiset

Selkirnkaiset

Kuva 3 Kaksikylkisten eldinten suhteita kuvaava puu, josskajanteiset on merkitthursiivilla. Kaikilla

kuvassa nadkyvien paajaksojen elaimilla on kahdsialaintegriineja: laminiini- ja RGD-reseptoreitallés

integriinit kehittyivat jo jossakin varhaisessa rsmiuisessa eldimessa-domeenilliset integriinit kehittyivat
vasta jossakin varhaisessa selkajanteisessa (Hug@k, Huhtala ym., 2005). Kuva on muokattu Defmal,

2002 -artikkelin pohjalta.

1.4.1.B-alayksikon evoluutio

SelkarankaistenB-alayksikot jakautuvat fylogeneettisen analyysinrugéeella kolmeen
ryhmaan.pl-ryhmaan kuuluvapl-alayksikon liséaksip2- ja p7-alayksikot. Tama ryhma
siséltda alayksikoitda muun muassa pallokal@tkifugu rubripes), hiireltd (Mus musculus)

ja ihmiselta, mika viittaa naiden alayksikoidenotogisuuteen (Hughes, 2001, Huhtala ym.,
2005). Pallokalan genomista on Ioydetty kuitenkamn\B1-alayksikko, jonka arvellaan sen
vuoksi monistuneen vasta luukalojen erkaantumigékeg¢n (Hughes, 2001, Huhtala ym.,

2005). Viimeaikaisissa tutkimuksissa on havaittité p1-alayksikdiden ryhmé&an sijoittuu
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myo6s selkajanteisiin vaippaelédimiin kuuluv@rona intestinalis -suolimeritupen genomista
|0ydetty Bl-alayksikkd, jonka myos todettiin olevan ortologmn ihmisten f1-ryhman

alayksikoiden kanssa (Ewan ym., 2005).

B3-alayksikdiden ryhmé&an kuuluvdi3:n lisdksi p5-, p6- ja P8-alayksikot. Xenopus
tropicalis -kynsisammakolta on |0ydetty vafB-alayksikon geeni, mutta pallokalalla on
havaittu olevan kaikki ihmisenp-alayksik6itd vastaavat geenit. Fylogeneettisissa
analyyseissa yhdestakaan selkarangattomasta léytyayt integriinin-alayksikaoita, jotka

olisivat ortologisia tAman ryhman alayksikoiden sen (Hughes, 2001).

B4-alayksikot, joilla on suurehko sytoplasminen deme muodostavat oman haaransa
fylogeneettisessa puussa. Tahan ryhmaan kuuluvagksikoita on |6ydetty useilta
selkarankaisilta, kuten pallokalalta, hiirelta hemiseltd (Hughes, 2001, Huhtala ym., 2005).
Liséksi suolimeritupenp5-alayksikbn on havaittu kuuluvan tahan ortologistp4-

alayksikdiden ryhnmaan (Ewan ym., 2005).

Paasaantoisesti, suolimeritup@h- ja p5-alayksikkdja lukuun ottamatta, tdhan asti tutkitu
selkarangattomienB-alayksikot muodostavat fylogeneettisessd puussanommaaransa.
Tahéan selkarangattomien ryhmaan kuuluvat muun rauasslemmat niveljalkaisiin
kuuluvan banaanikarpase(Drosophila melanogaster) p-alayksikot ja sukkulamadon
(Caenorhabditis elegans) yksi p-alayksikkd. Sen liséksi vaippaeldimiin  kuuluvien
Halocynthian B-alayksikdiden jaCionan neljan g-alayksikon on havaittu sijoittuvan tahan
selkarangattomien p-alayksikdiden ryhmaan, jonka jasenet eivat ole ologisia
selkarankaisterg-alayksikdiden kanssa, eli niilla ei uskota olewgnteista kantamuotoa
selkarankaistenp-alayksikdiden kanssa. Selkarankaistpralayksikdiden kantamuodon
arvellaan kehittyneen vasta jalkisuistéDeuterostomata) ja alkusuisten(Protostomata)
erkaantumisen jalkeen, silla yhdenk&én alkusulaimuvan lajin genomista ei ole 10ydetty
B-alayksikdita, jotka olisivat ortologisia selkarangtenp-alayksikdiden kanssa (Ewan ym.,
2005, Huhtala ym., 2005).
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1.4.2.0-alayksikon evoluutio

Integriinin a-alayksikdt muodostavat fylogeneettisen analyysikaan viisi eri ryhmaa,
joista yhden ryhman alayksikdilla on I-domeeni. okteenittomata-alayksikot jaetaan
banaanikarpases{®rosophila melanogaster) I6ydettyjen alayksikdiden mukaan kolmeen
ryhmaan, joita ovatPS1,aPS2 jaoPS3. Sen lisaksi ainoastaan selkarankaisilta |§yddt

ja a9-alayksikdt muodostavat fylogeneettisessd puussanohaaransa (Hughes, 2001,
Huhtala ym., 2005).

BanaanikarpasenPS1-alayksikbn mukaan nimetyn ryhmén tiedetaan iw@im soluissa
laminiinireseptoreina (Sonnenberg, 1993). Siihenulkwat banaanikarpasermPS1-
alayksikon ja selkarankaistem3- o6- ja a7-alayksikoiden lisaksi muun muassa
Caenorhabditis elegans -sukkulamadona2-alayksikkd, mink& vuoksibPS1-ryhména-
alayksikdiden arvellaan erkaantuneen muista integri a-alayksikoista jo ennen
alkusuisten, esimerkiksi hyonteisten, erkaantumjglaisuisista. Lisaksi fylogeneettisesta
puusta voidaan paatelld selkarankaist8ralayksikon erkaantuneen ensin, mita seurési
ja ar-alayksikdiden erkaantuminen. Seka pallokalgifakifugu rubripes) etta
kynsisammakor{Xenopus tropicalis) genomeista on Idydetty kaikki kolme selkarankhasil
tyypillista aPS1-ryhmaan kuuluvaa alayksikkéd, mika viittaa esiih etta alayksikot
erkanivat toisistaan jo ennen luukalojen ja samrmakdinten erkaantumista omiksi
ryhmikseen (Hughes, 2001, Huhtala ym., 2005).

aPS2-ryhman alayksikoita on loydetty banaanikérpabsiksi muun muass#&eodia
cydonium -sienielaimen Caenorhabditis elegans -sukkulamadonCionan ja Halocynthian
genomeista seké selkarankaisilta. Tahan rynmaahnkatuselkarankaisteas-, o8-, aV- ja
allB-alayksikét, joiden tiedetdén tunnistavan soliaiieen proteiinien arginiini-glysiini-
aspartaatti (RGD) -aminohapposekvenssin (ks. ys$sius Sonnenberg, 1993)PS2-
ryhman alayksikoistallb:n arvellaan erkaantuneen ensimmaisend, muideeyksikoiden
erkaantumisjarjestystd ei tahanastisten tutkimugpenusteella pystytd maarittelemaan
(Hughes, 2001).
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BanaanikarpasemP S3-alayksikon mukaan nimetty ryhma sisatB&3:n liséksi vain kaksi
muuta banaanikarpaseralayksikk6a.oPS4:n jaaPS5:n. Tama viittaa siihen, etta kyseinen
geeni monistui banaanikarpdsen genomissa, muttsikebkonaan tarpeettomana muilta

elainlajeilta (Hughes, 2001).

On selvaa, etta integriinit kehittyivat vastaamaatun tarpeisiin kiinnittyd ymparistéonsa
monisoluisissa eldaimiss@-alayksikdiden fylogeneettisen analyysin peruste@lystytdan
paattelemaan, etta jossakin alkukantaisessa maisesba eldaimessa kehittyi kaksi
ligandeiltaan erilaista-alayksikkda. Toinen pystyi sitoutumaan soluvéaken proteiineihin
RGD-sekvenssin valityksella ja toinen toimi resej® laminiineille. Nama kaksi
alayksikk6d monistuivat evoluution edetessd muadstkaksi fylogeneettisesti erillista
ryhmaa a-alayksikoita: laminiinireseptorit ja RGD-resepto(ks. yleiskatsaus Hynes ja
Zhao, 2000).

1.4.3.al-domeenin evoluutio

Kaikkien tahan asti tutkittujen selkarankaisten ohlrgeenilliset a-alayksikét voidaan
luokitella ihmisen I-domeenillistem-alayksikdiden kanssa samaan ryhmaan muodostaen
ortologisen ryhman. lhmisen I-domeenillisetalayksikét jakautuvat fylogeneettisessa
analyysissa kahteen alaryhmaan: kollageeniresepitorgohon kuuluvatol-, a2-, al0- ja
all-alayksikot, ja vain leukosyyteissa esiintyvirralayksikoihin. Leukosyyttispesifisten
alayksikoiden haaran fylogeneettisessa puussa msteddoM, al, oX ja aD. Lisaksi
melko lahelle taman ryhman alayksikditéa luokitetlamyds I-domeenin sisaltavak-
alayksikko (Hughes, 2001).

1.4.3.1. Selkadrankaistem-domeenit

Luukaloihin kuuluvanTakifugu rubripes -pallokalan genomista I6ytyvat kaikki ihmisen

kollageenireseptoreita vastaavatalayksikon geenit. Liséksi pallokalallal0- ja all-
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alayksikot ovat monistuneet kahdeksi kappaleekadiokRalanal-domeenien MIDAS ja sitéa
ymparoivan alueen sekvenssit seké-heliksi muistuttavat huomattavasti ihmisen
kollageenireseptorin vastaavia sekvensseja. Seksvaovellaan, ettd myods pallokalad-

ja a2l-domeenit seka molemmat kopigt0- jaall-alayksikdiden I-domeeneista sitoutuvat
kollageeneihin samalla mekanismilla kuin ihmiseldgeenireseptori-integriinit (Huhtala
ym., 2005).

Samaan kollageenireseptorien ryhmaan sijoittuMagbneettisessa analyysissa myds muun
muassaxenopus tropicalis -kynsisammakoml1-alayksikko, kanar(Gallus gallus) al-
alayksikkd seka hiiren(Mus musculus) o2-, a10- ja all-alayksikot. Selkarankaisten
kollageenireseptori-integriinienu-alayksikdiden ortologisuus antaa viitteitd siitésta
integriinien  kollageenin tunnistamis- ja sitomisraglsmit ovat konservoituneita
selkarankaisten kesken ja ettd tama mekanismitigelgiiteisessa kantamuodossa jo ennen
luukalojen erkaantumista nelijalkaisistee{r apoda)(Huhtala ym., 2005).

Leukosyyttispesifiseti-alayksikot, jotka sisaltéavat I-domeenin, ovat nigikasséa roolissa
immuunijarjestelman toiminnassa. Niiden tiedetddimivan reseptoreina muun muassa
komplemettijarjestelmédn C3b:lle ja ICAM:lle (Dickas ja Santoro, 1998). Kaikki
selkarankaisten genomeista |6ydetyt leukosyyttifipes I-domeenilliset a-alayksikot
voidaan luokitella fylogeneettisessa analyysisséasan ortologiseen ryhmaan. Luukaloihin
kuuluvan pallokalan Takifugu rubripes) genomista kuitenkin puuttuvat kokonaan seka
leukosyyttispesifiseta-alayksikot ettd niiden kanssa heterodimeerin mata@ p2-
alayksikko. Toisen luukalan, karpirCyprinus carpio), genomista on kuitenkin l6ydetty
ihmisen  leukosyyttispesifisten a-alayksikdiden ortologeja. Lisdksi  esimerkiksi
kynsisammakon Xenopus tropicalis) ja hiiren (Mus musculus) genomit siséltavat
leukosyyttispesifisten integriinieru-alayksikoitd, jotka kuuluvat myods tdhdn samaan
haaraan fylogeneettisessa puussa. Naiden tutkimugierusteella arvellaan, etta
leukosyyttispesifiset-alayksikot erkanivat kollageenireseptorien alaktiglen ryhmasta jo
ennen luukalojen erkaantumista nelijalkaisista.dkss voidaan olettaa, ettd luukudosta

omaavien selkarankaisten yhteisella kantamuoddilzeka f2-alayksikkod ettd vahintaan
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yksi leukosyyttispesifinen a-alayksikkd, joka myOdhemmin monistui. Joidenkin
selkarankaisten lajien genomeista ndma immuungéii@massa toimivat integriinit ovat

kuitenkin myéhemmin kadonneet (Fujiki ym., 2001 hitala ym., 2005).

1.4.3.2. Selk&rangattomief-domeenit

Yhdenkdan alkusuisiin kuuluvan lajin genomista deé ddydetty I-domeenillistaa-
alayksikkoa, josta voidaan pdaatellda I-domeenillistealayksikdiden kehittyneen vasta
alkusuisten ja jalkisuisten erkaannuttua noin 60ljoonaa vuotta sitten. Sen sijaan
selkajanteisiin vaippaelaintgirochordata) alajaksoon kuuluvieionan ja Halocynthian
genomeista on loydetty-alayksikoita, joilla on I-domeeni. Merituppien éoheenilliseta-
alayksik6t muodostavat kuitenkin fylogeneettiseasalyysissd oman erillisen ryhmansa,
eivatkd ne ole ortologisia selkarankaisten I|-domiksten o-alayksikdiden kanssa.
Selkdrangattomat meritupet ovat mielenkiintoiseasamassa, sillda ne ovat tahan asti
tutkituista elaimista alkukantaisimpia, joiden grigneissa on havaittu olevar-domeeni

(Ewan ym., 2005, Miyazawa ym., 2001).

Halocynthian ainoa I-domeenillinem-alayksikkd,aHr1l sisaltéd 209 aminohappoa pitkan I-
domeenin, joka, kuten selkarankaistealayksikoissakin, silmukoitu@-potkurin toisen ja
kolmannen lavan valistaaHrl-alayksikkd siséltdd myos konservoituneen MIDAS:
Tutkimusten mukaamHrl-alayksikko ilmentyy erityisestHalocynthian fagosytoottisissa
verisoluissa, minka vuoksi sen uskotaan olevan iosauunijarjestelmaa. Merituppien
primitiivisen komplementtijarjestelman on havaittwimivan samansuuntaisesti kuin
ihmisen komplementtijarjestelméa jaoHrl-alayksikon arvellaan toimivan taman
reaktioketjun osana sitoutumalla komplementtijagesdn C3b-fragmenttiin (Miyazawa
ym., 2001, Nonaka ja Azumi, 1999).
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1.4.3.3.Ciona intestinalis integriinienal-domeenit

Ciona intestinalis eli suolimerituppi on vaipppaelaimiin kuuluva siEBnteinen, jonka
genomista on loydetty kahdeksan integriiniralayksikk6d, jotka sisaltavat I-domeenin.
Nama kahdeksa@ionan a-alayksikkdd muodostavat fylogeneettisessa anaggisyhdessa
Halocynthian al-domeenin kanssa oman selkarankaisten alayksik@stlisen haaransa.
Cionan I-domeenillisistan-alayksikdista ainakin neljan uskotaan olevan syyityaskettain
geenien monistumisen seuraukse@#onan ol-domeenillisten alayksikdiden on havaittu
iImentyvan erityisesti verisoluissa, mika Vviittaa iiden mahdolliseen rooliin

immuunijarjestelman osana (Ewan ym., 2005, Huhtalg 2005).

Cionan al-domeenit silmukoituvat selkarankaistelhkdomeenien tavoifi-potkurin toisen ja
kolmannen lavan vélista ja laskostuvat Rossmaraitokseksi. Myo<Cionan al-domeenit
siséltdvat MIDAS:n, jonka aminohappojen on todetlavan konservoituneita kaikissa
Cionan al-domeeneissabl-domeenia lukuun ottamatta5l-domeenissa konservoituneen

DxSxS-sekvenssin toinen seriinitahde on korvauttreamniinilla (Ewan ym., 2005).

Cionan al-domeeneista on havaittu puuttuvan selkarankaistelageenireseptoreina
toimiville ol-domeeneille tyypillinen aC-heliksi, joka ei kuitenkaan ole valttamaton
kollageenien sitomisessa (Dickeson ym., 1999, Eynghe., 2000, Kapyla ym., 20000.C-
heliksi puuttuu myos selkdrankaisten leukosyytgdmita ol-domeeneilta.Cionan al-
domeenien BE-levyn ja a6-heliksin  véalinen silmukka, joka selkarankaisten
kollageenireseptoreina toimivillal-domeeneilla laskostuuC-heliksiksi, on yhdekséan tai
kymmenen aminohappotahdetta lyhyempi kuin kollagesaptoreilla. Lyhyytensa vuoksi
silmukka ei voi laskostua-heliksiksi (Tulla ym. kasikirjoitus).

Ciona all-domeenin on havaittu sitoutuvan tyypin IX kokemiin, jota tavataan saikeité
muodostavien kollageenien pinnalla (Tulla ym. kapkus). Tyypin IX kollageeni

poikkeaa muista tutkituista kollageenireseptdrdomeenien tunnistamista kollageeneista,
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silla siité ei ole l6ydetty yleisesti tunnettujantustusmotiiveja kuten GFOGER-motiivia tai
sen johdannaisia, joiden valitykseti&domeenit yleensa sitoutuvat kollageeneihin (Kapyl
ym., 2004). Huomattavaa on, e@énan genomista on I6ydetty ihmisen kollageenityyppia
IX vastaava geeni ja proteiinin on todettu muistudin huomattavasti ihmisen tyypin IX

kollageenia (Vizzini ym., 2002).

Cionan all-domeenin sitoutuminen tyypin IX kollageeniin oretalli-ionista riippumatonta
(Tulla ym. kasikirjoitus). lhmisen kollageenireseqtintegriinin al-domeenien tiedetddn
sitoutuvan tyypin IX kollageeniin eri mekanismill&kuin saikeitd muodostaviin
kollageeneihin (Kapyla ym., 2004)Cionan oll-domeenin tyypin IX kollageenin
sitomismekanismi poikkeaa kuitenkin myds ihmisdrdomeenien tavasta sitoa tyypin IX
kollageenia, silla ihmiserul-domeenien ja tyypin IX kollageenin sitoutuminematii

metalli-ionin lasndolon (K&apyla ym., 2004, Tulla ykésikirjoitus).

Ciona integriinin all-domeenin ei ole havaittu sitoutuvan ihmisen tgyplll saikeita
muodostaviin kollageeneihin eika tyvikalvossa agudan tyypin IV kollageeniin, vaikka
esimerkiksi tyypin IV kollageenia vastaavat geemit |0ydetty mydsCionan genomista.
Cionan all-domeeni ei sitoudu kollageenien GFOGER-motitansen johdannaisiin, eika
Cionan oll-domeeni myoskaan sisalla selkdrankaisten kodageseptori-integriineista
|6ydettyja al-domeenien konservoituneita aminohappotéhteitkajonuodostavat sidokset

kollageenien tunnistussekvenssien aminohappojesskafi ulla ym. kasikirjoitus).
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2. TUTKIMUKSEN TARKOITUS

Ciona intestinalis -suolimerituppi on yhdess#&alocynthia roretzi -meritupen kanssa
alkeellisimpia elaimia, joiden integriiniem-alayksikdissd on havaittu olevan I-domeeni.
Halocynthian ainoan I|-domeenillisen a-alayksikén ¢Hrl) arvellaan toimivan
komplementtireseptorina ja sitoutuvan C3b komplatianMiyazawa ym., 2001)Cionan
genomista on loydetty kahdeksalhdomeenillista alayksikkoa, jotka eivat kuitenkaale
ortologisia ihmisterul-domeenillisten alayksikdiden kanssa (Ewan ymQ30Ryhmamme
aikaisemmissa tutkimuksissa on havaittu, €litdhan all-domeeni sitoutuu metalli-ionista
rippumattomalla tavalla tyypin IX kollageeniin ntat ei esimerkiksi tyypin | ja IV
kollageeneihin (Tulla ym. kasikirjoitus).

Taman tutkimuksen tarkoitus oli selvitt&konan integriini a2l-domeenin (ci0100149446)

mahdollisia ligandeja kokoamalla geeni 18 oligomakidista polymeraasiketjureaktiota
kayttden ja kloonata se proteiinin tuottoa vart€BEX-2T-vektoriin. Geenisekvenssin
oikeellisuuden varmistamisen jalke@monan a2l-domeenia oli tarkoitus tuottaa glutationi-
Stransferaasi (GST) -fuusioproteiinizscherichia coli -bakteerituottokannassa. Proteiinin
puhdistus tehtiin affiniteettikromatografialla GS&faroosipylvdassa ja puhtauden
arvioinnissa  kaytettin  natriumdodekyylisulfaattlpakryyliamidigeelielektroforeesia

(SDS-PAGE).

Tutkimuksessa oli tarkoitus selvittdd tunnettujeldomeenien ligandien sitoutumista
tuotettuunCiona a2l-domeeniin kiinteafaasisitoumiskokeilla kayttaearopium-leimattua
GST-vasta-ainetta ja aikaerotteista fluoresensdiavoitteena oli tutkia eri tyypin
kollageenien, kuten tyyppien |, II, I, IV ja IXe&& laminiinin ja C3b-komplementin

sitoutumistaCionan a2l-domeeniin.
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3. MATERIAALIT JA MENETELMAT

3.1. Geenin kokoaminen PCR:n avulla

Cionan integriinin nukleotidisekvenssin (Ci0100149446) hjadta suunniteltin 18
oligonukleotidia (oligonukleotidit 1-18), joista mdostuu koko a2l-domeenin 687
emasparin pituinen geeni (sekvenssi liitteend)g@lukleotidien suunnittelu tehtiin DNA
Builder -tietokoneohjelman (http://www.evolvingcodet/codon/#dnabuilder) avulla ja sen
suoritti  Jarmo  K&pyld. Oligonukleotidien  kumpaankinpaahan  suunniteltiin
restriktioentsyymille leikkauskohta, joiden avuldgeeni pystytaan liittAmaan plasmidiin.
KoskaE. coli -bakteerilla on omanlaisensa siirtdja-RNA-molekiyyiodonit muutettiinE.
colin kodoneja vastaaviksi, siten ettd aminohappojagesdilyi ennallaan, mutta proteiinin

tuotto onnistuisi paremmin.

Oligo 1 Olhigo 3 Oligo 5

jl

Oligo 2 Oligo 4 Cligo &

Kuva 4 Osittain sekvensseiltdan paallekkaisistd 18 oligratideista koottin PCR:n avulla kokonainen
geeni.

Oligonukleotidien (Oligomer, Helsinki, Suomi) sekssien paallekkaisyys (ks. Kuva 4)
mahdollistaa geenin kokoamisen PCR:n avulla DNAIBog -menetelmaa kayttaen, silla
oligonukleotidit pariutuvat komplementaaristen asi&ohdalta reaktion aikana, kun
lampdotila lasketaan 50 °C:een. Reaktioon lisatiagipolymeraasi tayttaa puuttuvat DNA-
juosteen osat kaksijuosteiseksi pitenemisvaihe&anai Geenin kokoaminen suoritettiin
kahdessa osassa siten, ettd ensimmaisella PCRHKsella koottiin geenin alkuosa
oligonukleotideista 1-9 ja loppuosa oligonukleoistie 10-18 eri putkissa, minka jalkeen
naiden PCR-tuotteet yhdistettiin toisella kierrdksghdeksi kokopitkaksi DNA-juosteeksi.
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3.1.1. PCR:n suorittaminen

Ensimmaisen kierroksen PCR-reagenssit:

Oligonukleotidi 18 (5QuM)

Tag-polymeraasi (5 Wl)(Fermentas, Burlington, Ontario, Kanada) Qs
dNTP-seos (2 mM) 10,0
Tag:in kymmenkertainen puskuri ilman MgFermentas) 5,0l
MgCl, (25 mM) (Fermentas) 310
Oligonukleotidiseos 1-9 /10-18 (28M; 2,778uM kutakin) 2,0ul
H,O 29,4
Yhteensa: 501
Toisen kierroksen PCR-reagenssit:
Tag-polymeraasi 0,pl
dNTP-seos (2 mM) 010
Tag:in kymmenkertainen puskuri ilman MgCl 3,3
MgCl, (25 mM) 2,Qul
1. kierroksen tuote reaktiosta oligonukleotideill@ 8,0ul
1. kierroksen tuote reaktiosta oligonukleotidell@18 8,Qul
Oligonukleotidi 1 (5aM) 1,0ul
Oligonukleotidi 18 (50uM) 1,0ul
H,O 16,21
Yhteensa: 501
Kolmannen kierroksen PCR-reagenssit:

Tag-polymeraasi 0,pl
dNTP-seos (2 mM) 10,0
Tag:in kymmenkertainen puskuri ilman MgCl 3,0yl
MgCl, (25 mM) 3,Qul
Oligonukleotidi 1 (5QuM) 1,0ul

1,0ul
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Toisen kierroksen PCR-tuote 1,45

H20 28,25

Yhteensa: 50l
PCR-ohjelma:

94 °C 1 min; 50 °C 1,5 min; 72 °C 1 min
Sykli toistettiin 30 kertaa.
Kaikki PCR:t tehtiin PCR Sprint -laitteella (Hybaidemel Hempstead, Iso-Britannia).

3.1.2. Geenin eristys agaroosigeelilta

PCR:ien toimivuus tarkistettiin ajamalla toisen kalmannen kierroksen PCR-tuotteet
agaroosigeelilla, jonka agaroosipitoisuus oli 10§/inl ja puskurina kaytettiin tris-asetaatti-
etyyleenidiaminitetraetikkahappopuskuria. ~ Liséaksi eelgn  lisattin 0,5 ug/ml
etidiumbromidia. Geeliajo suoritettiin Mini-sub C&T -ajolaitteella (Bio-Rad, Hercules,
Kalifornia, Yhdysvallat) 100 voltin jannitteella mo tunnissa. Naytteeseen lisattiin
naytepuskuri (Fermentas) ennen geelin kaivoihiretoimista. PCR-tuotteen emasparien
lukumaara paateltiin GeneRuler 100 bp DNA LaddarsPlkokostandardin (Fermentas)
avulla. Noin 700 emasparin pituinen PCR-tuote etiist geelilta ja puhdistettiin UltraFree-
DA-pylvaassa (Millipore, Billerica, Massachusett¥hdysvallat) valmistajan ohjeen

mukaisesti.

3.2. Eristetyn PCR-tuotteen paiden tekeminen tgipik

Kootun geenin paat tehtiin tylpiksi PCR:4a kayttgetta sen liittdminen pGEM-T Easy -
vektoriin onnistuisi. Reaktiossa kaytettifiu-polymeraasia (Promega, Madison, Wisconsin,
Yhdysvallat), jolla on 3> 5’ -oikolukuaktiivisuus. Alukkeina reaktiossa kaitiin geenin
kokoamisessa kaytettyja 5-pdéan ja 3’-paan oligéentideja (numerot 1 ja 18) ja

templaattina noin 700 emasparin pituista kolmarfP€R-kierroksen tuotetta.
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PCR-reagenssit:

Pfu:n kymmenkertainen puskuri b
dNTP-seos (2 mM) 10
5" aluke (50 mM) 1l
3’ aluke (50 mM) 1
Templaatti-DNA Jul
H.O 29l
Pfu-polymeraasi (3 Uifl)(Promega) 1d
Yhteensa: 50l
PCR-ohjelma:

94 °C 5 min, 1 sykKili
94 °C 30's; 55 °C 30 s; 72 °C 1 min, 30 syklia
72 °C 10 min, 1 sykli

3.3. Geenin siirtdminen pGEM-T Easy -vektoriin

pGem-T Easy (Promega) on kaksijuosteinen plasmitiive joka on linearisoitu. Sen 5'-

paissa on yksijuosteiset ylimaaraisista tymiiniesgik sisaltavista nukleotideista koostuvat
hannat. Kun insertti-DNA:n 3’-pdihin vastaavastséligdn adeniiniemaksen sisaltavia
nukleotideja, pGEM-T Easy -vektori ja insertti vaah liittda toisiinsa komplementaaristen

alueiden ja ligaasientsyymin avulla.

3.3.1. Adeniininukleotidien lisdaminen inserting@thin

Tag-polymeraasi lisaa kaksijuosteisen DNA-juosteep&@han adeniiniemaksen sisaltavia
nukleotideja reaktiossa, jossa ei tarvita tempjaatttetta. Nukleotidien lisddmiseen
tarvitaanTag-polymeraasin ja dATP:n lisdksi kaksijuosteinen DNWlekyyli, jonka paat

ovat tylpat.



Reaktioseos:
Tylppapainen insertti-DNA
dATP (100 mM)
H,O
Tag:in 10-kertainen puskuri ilman Mgg&l
MgCl, (25 mM)
Tag-polymeraasi

Yhteensa:

Reaktio suoritettiin +72 °C:ssa tunnin aikana.

3.3.2. Insertin ligaatio pPGEM-T Easy -vektoriin

39

15@
4l
6ul
20ul
16ul

200

Insertti, jonka tylppiin paihin oli lisatty adenimukleotideja, liitettin pGEM-T Easy -

vektoriin ligaatioreaktiossa.

Reaktioseos:
Nopea kaksinkertainen T4 DNA -ligaasipuskuri (Prgaje
PGEM-T Easy -vektori (50 ng) (Promega)
Insertti-DNA
T4 DNA-ligaasi (3 UAl) (Promega)
H,O

Yhteensa:

Sul
ull

ul
l

2ul
10l

Ligaatioseosta pidettiin ensin +25 °C:ssa 30 mitiaja sen jalkeen +4 °C:ssa 16 tuntia.
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3.3.3. Transformaatio

Transformaatiossa kaytettiin 20l kompetenttejaE. coli JM109-soluja (Promega) ja
plasmidi-DNA:na kaytettin 2 ul pGEM-T Easy -vektoria, johon oli ligoitu
oligonukleotideista koottuCionan integriinin a2l-domeeni. Bakteerisolut sulatettiin
jddhauteella, minka jalkeen ligaatioseos ja solyetpitiin esijaahdytettyihin putkiin.
Seoksen annettiin olla jaahauteella 20 minuuttiankén jalkeen soluille annettiin 45
sekunnin lampodshokki (+42 °C). Lamposhokin jalkeetuja jaahdytettiin kaksi minuuttia.
Sen jalkeen soluille annettiin 950 SOC-mediumia (2 % tryptoni; 0,5 % hiivauute; 16/m
NaCl; 2,5 mM KCI; 10 mM MgGt 20 mM glukoosi). Solujen annettiin toipua 1,5 tanti
ravistelijassa (250 rpm) +37 °C:ssa.

Toipumisen jalkeerkE. coli -solut maljattiin Luria-Bertani medium -maljallgka sisalsi
ampisilliinia 100ug/ml, ja annettiin kasvaa +37 °C:ssa 16 tunnin .ajagéksi maljalle oli
levitetty 100ul 100 mM isopropyylibeta-tiogalaktopyranosidia (IPTG) ja 50 Blue-Gal-
reagenssia (20 mg/ml), jotka mahdollistavat sinkeselektion pesékkeiden seulonnassa.
IPTG on laktoosianalogi, joka sitoutdac-repressoriin ja inhiboi sitd indusoidéacZ-
geenin ilmentymista. ToimiessadacZ-geeni tuottag-galaktosidaasia, joka pilkkoo Blue-
Gal-reagenssin muodostaen maljalle sinisen sak@EMsT Easy -vektori on katkaistu
lacZ-geenin keskeltd, jolloin insertti-DNA katkaiseeege ja estaa siten sen toiminnan,
mikali ligaatio on onnistunut. Bakteeripesakkeenrnv@erusteella pystytdan siis erottamaan

ne pesékkeet, joiden solut sisdltavat plasmidissgon insertti.

3.4. PCR bakteeripesakkeesta

Peséke-PCR:lla seulottiin maljalla kasvavista batpesakkeista ne, joissa oli haluttu geeni.
PCR:4an poimittin transformaatiomaljalta vaaleitzakteeripesakkeita ja alukkeina
kaytettiin 5’-paan (1) ja 3’-paan (18) oligonukletsja.
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Reaktioseos:
Tag:in kymmenkertainen puskuri ilman MgCl 2ul
dNTP-seos (2 mM) Bl
5" aluke (50 mM) 0,al
3’ aluke (50 mM) 0,7l
MgCl; (25 mM) 2,51
H.O 8,0ul
Tag-polymeraasi 0,pl
Bakteeripeséke 1
Yhteensa: 20l

Bakteeripesake siirrettiin ensin maljalta pieneeiéraan fosfaattipuskuroitua suolaliuosta
(PBS, engl. phosphate buffered saline) siirrostussilmukan avulla. Sen jalkeen PCR-

reagenssit pipetoitiin jadahauteella putkeen, jolsiittiin bakteereja PBS:sta.

Peséke-PCR-ohjelma:
95 °C 5 min, 1 sykli
95°C30s;52°C30s; 72 °C 45 s, 30 syklia
72 °C 10 min, 1 sykli

Pesédke-PCR:n tulos tarkistettiin agaroosigeeliedédteesin avulla kuten kohdassa 3.1.3.

3.5. Plasmidin eristys ja sekvensointi

Plasmidi eristettin JM109-bakteeripesdkkeestakgobakteereilla pesdke-PCR:n mukaan
oli Ciona a2l-domeenin geeni plasmidissaan. Pesakkeen bajdelessvatettiin aluksi 4
ml:ssa Luria-Bertani-mediumia, johon oli lisatty misilliinia (100 pg/ml), +37 °C:ssa
ravistelijassa (250 rpm) yon yli, minka jalkeen grtadi eristettiin kayttamalla QlAprep®
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Spin Miniprep -pakettia (Qiagen, Hilden Germanyyisfys tehtiin valmistajan ohjeen

mukaan.

Eristetystd plasmidista sekvensoitiirCiona o2l-domeenin geeni, jota verrattiin
suunniteltuun nukleotidisekvenssiin. Sekvensoirmigéytettin SP6 ja T7-alukkeita ja
sekvensoinnin suoritti laboratoriomestari Eila Kamkn.

3.6. Geenin kloonaaminen pGEX-2T-vektoriin

Ciona a2l-domeenin geeni kloonattiin pGEX-2T-vektoriin (&nsham Pharmacia Biotech,
Piscataway, New York, Yhdysvallat). pGEX-2T-vekss@& on tac-promoottorin saatelyn
alaisena GST-geeni ja heti sen jalkeen restriktigkaukohdat muun muassa EcoR1 ja
BamHL1 -restriktioentsyymeille, minka vuoksi I-domeée geeni voidaan liittad plasmidiin

siten, ettéa I-domeeni on mahdollista tuottaa GSisimproteiinina.

3.6.1. Insertin ja vektorin katkaisu sek& eristyaraosigeelilta

Koska geenin kokoamiseen tarvittavia oligonuklegjad suunniteltaess&Ciona o2l-
domeenin geenin 5°-paahan suunniteltin BamHI-katkeohta (5-GGATCC-3’) ja 3'-
paahan EcoRlI-katkaisukohta (5-GAATTC-3), voitiin  edella mainittuja

restriktioentsyymeja kayttaa katkaisemaan geemGEM-T Easy -plasmidista.

Reaktioseos:
Multicore kymmenkertainen puskuri (Promega) ul3
EcoRlI (10 UAl)(Promega) 2l
BamHI (10 ULl)(Promega) 2l
Naudan seerumin albumiini (BS2ngl. bovine serum albumin)
(20 mg/ml)(Promega) 0,8

DNA (pGEX-2T-vektori/insertti) 20l
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Hzo 2,7].L|
Yhteensa: 30l

Katkaisu suoritettiin +37 °C:ssa kahdessa tunnissa.

Katkaistut DNA:t ajettiin agaroosigeelille ja gée#i eristettiin katkennutCiona o2l-
domeeni (noin 700 emasparia) ja pGEX-2T-vektoriakgsigeelielektroforeesi ja eristys
tehtiin kuten kohdassa 3.1.3. Seka insertti-|(@/nl) etta vektoriliuoksen (50g/ml) DNA-
konsentraatiot mitattiin GeneQuant -laitteella (ftecia, Uppsala, Ruotsi) kayttamalla 260

nm aallonpituutta.

3.6.2. Ligaatio ja transformaatio

Ligaatiossa insertti elCiona a2l-domeenin geeni ja pGEX-2T-vektori liitettiin siinsa
kayttamalla DNA-ligaasientsyymia. Ligaatiossa kéyite 100 ng vektoria, 43 ng inserttid, 1
ul T4 DNA -ligaasia, 1ul kymmenkertaista ligaatiopuskuria (Promega) sed#iv Ligaatio
suoritettiin +15 °C:ssa 16 tunnissa. Ligaatiotuttnsformoitiin E. coli JM109-soluihin

kuten kohdassa 3.3.3 ja niista eristettiin plasfBNA kuten kohdassa 3.5.

3.7. Kohdennettu mutageneesi

Kohdennettu mutageneesi tehtiin sekvenssissa haeait mutaatioiden korjaamiseksi
PCR:n avulla QuikChange-menetelmaa kayttaen. Menate perustuu
oligonukleotidialukkeisiin, jotka poikkeavat temptd-DNA:sta, saaden aikaan halutun
mutaation. PCR:ssé kaytetaBfu-polymeraasia, jolla on 355’ oikolukuaktiivisuus.Pfu
irtoaa +68 °C:ssa plasmidi-DNA:sta yhden taydemdlesen jalkeen eli syntetisoituaan siita
yhden kopion. PCR:n jalkeen reaktiotuote katkaisiipnl-restriktioendonukleaasilla, joka
pilkkoo vain metyloitua DNA:ta. Dpnl-entsyymin kailsukohta on 5-&°ATC-3’, jonka
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adeniiniemas on metyloitu. Vain parentaalinen elnplaatti-DNA on metyloitu, joten
Dpnl-digestion jalkeen jaljelle jaa vain vasta gfigoitu metyloimaton eli mutatoitu DNA.

3.7.1. Oligonukleotidialukkeet seka PCR:n suorittean

Kootun geenin mutaatioden korjaamiseen QuikChangeetelmalla kaytettiin kahdeksaa
oligonukleotidialukeparia (Oligomer; Thermo, WalthaMassachusetts, Yhdysvallat), jotka

olivat 18-29 nukleotidia pitkia.

PCR-reaktioseos:

H,O 30 pl
Pfu:n kymmenkertainen puskuri 5 ul
dNTP-seos (2 mM) 5 ul
Mutaatioaluke (forw) (20 uM) 4 ul
Mutaatioaluke (rev) (20 uM) 4 ul
Templaatti-DNA 1l
Pfu-polymeraasi (3 U/ul) 1l
Yhteensa: 50 pl
PCR-ohjelma:

95 °C 2 min 1 sykli
95 °C 30 s; 48 °C 1 min; 68 °C 15 min 20 syklia

3.7.2. Dpnl-katkaisu ja transformaatio

Dpnl-katkaisun reaktioseokseen pipetoitin 10 pl RP@Qotetta ja 1 pl Dpnl-
restriktioentsyymia (10 W)(Promega). Seosta pidettiin +37 °C:ssa 1-2 tu€etkaisun
jalkeen plasmidi transformoitiinE. coli JM109-soluihin, joita kasvatettiin plasmidin

eristysta varten kuten edelld. Mutaatioiden korgaurkjalkeen geeni sekvensoitiin uudelleen
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nukleotidisekvenssin oikeellisuuden varmistamisek8ekvensointi teetettiin  Turun

yliopiston la&ketieteellisen genetiikan osastornveakointipalvelussa.

3.8.Ciona a2l-domeenin tuottd. coli BL21- ja Tuner-soluissa

Cionan integriinin a2l-domeenin tuottamiseen GST:n kanssa fuusioprotgikaytettiinE.
coli -bakteerien BL21- ja Tuner-kantoja, jotka ovatyesesti proteiinituottoon soveltuvia

solukantoja.

3.8.1. Transformaatio

BL21- ja Tuner-soluja kasvatettiin 16 tuntia 4 red2xYT-mediumia (Sambrook ym., 1989)
+37 °C:ssa ravistelijassa (250 rpm). Sen jalkeesvddas laajennettin 50 ml:ksi ja
kasvatusta jatkettiin kunnes liuoksen absorbar@®3irin:n aallonpituudella @) mitattuna

oli noin 0,5, jonka jalkeen solut sentrifugoitinolgaan Heraeus Megafuge 1.0R -
sentrifuugilla (2500 x g, 10-15 min, +4 ©). Soluspensoitiin jailla 5 ml:an kylmaa TSS-
puskuria (PEG 0.2 %, DMSO 0.01 %, MgCI2 10 mM).

BL21- ja Tuner-soluihin transformoitiin sekvensogGEX-2T-plasmidi, joka sisdl€liona
a2l-domeenin geenin. Transformaatiossa kaytettiml 3oluja ja 3ul (143 ng{ul) plasmidia,
joita pidettiin jddhauteella 45 minuuttia. Jaahdytie soluille annettiin kahden minuutin
lamposhokki +42 °C:ssa, jonka jalkeen soluja ja#dttn hetki jailla. 150ul soluja
siirrettiin 900ul:an SOC-mediumia ja annettiin kasvaa tunti +3#&@stelijassa (250 rpm).
Taman jalkeen solut sentrifugoitiin pohjalle ja paissoitin 100ul:an SOC-mediumia.
Solut maljattiin Luria-Bertani-maljoille, joissa ioampisillinia 100 ug/ml, ja annettiin

kasvaa 16 tuntia +37 °C:ssa.
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3.8.2.Ciona a2l-domeenin tuoton optimointi

Ciona o2l-domeenin tuottamista BL21- ja Tuner-tuottokassai testattin ensin eri
klooneilla 2 ml:n kasvatuksilla 2xYT-mediumissa,sga ampisillinia 100ug/ml, jota
kasvatettiin +37 °C:ssa ravistelijassa (250 rpm)nlas absorbanssi 600 oli noin 0,8. Sen
jalkeen solujen proteiinin tuottoa indusoitiin GyiM, 0,4 mM tai 1 mM IPTG:lla ja soluja
kasvatettiin ravistelijassa kaksi tuntia. Solut t#aa erilleen kasvatusmediumista
sentrifugoimalla niitd Centrifuge 5415C -sentrifillag(Eppendorf, Hampuri, Saksa) (13000
x g) viiden sekunnin ajan, jonka jalkeen solujdyséitiin -70 °C:ssa.

GST-Ciona a2l-domeeni -fuusioproteiinin puhdistus aloitettinspensoimalla jadhauteella
solut 300ul:an kylmé&é PBS:44, jonka jalkeen solut rikottiongaattorilla (Branson Sonic
Power. Co., Danbury, Connecticut, Yhdysvallat) kayialla mikrokdrkea ja
sonikointiohjelmaa, jossa sonikoidaan yhden sekumjan 30 %:n teholla ja sen jalkeen
pidetddn sekunnin tauko toistaen yhteensd minuajin. Sonikoinnin jalkeen proteiinit
eroteltiin solun muista osista sentrifugoimalladein minuutin ajan Centrifuge 5415C -
sentrifuugilla (13000 x g) +4 °C:ssa. Supernatanligattiin 20ul 50 % glutationisefaroosia
(Glutathione Sepharose 4 Fast Flow, Amersham Baoseis) ja sekoitettiin viiden minuutin
+25 °C:ssa. Sefaroosia pestiin kolme kertaa kybnBBS:I1a, jonka jalkeen GST eluoitiin
irti pylvaasta PBS:an tehdylla 30 mM pelkistetyjiutationilla (Sigma-Aldrich, St. Louis,
Missouri, Yhdysvallat) sentrifugoimalla viisi mintiia.

Puhdistuksen jalkeen proteiininaytteita, joihin dkatty p-merkaptoetanolia sisaltavaa
naytepuskuria, keitettiin viisi minuuttia ja ajétti SDS-PAGE Phast System -geelin
ajolaittetta (Pharmacia) kayttaen. Geelielektrodsissa kaytettiin kaupallisia PhastGel
gradienttigeeleja (8-25 %) (GE Healthcare Bio-Scé) Uppsala, Ruotsi) ja PhastGel SDS
Buffer strips -puskereita (GE Healthcare Bio-Scem)c Geeli varjattin Phast System -
laitteella kayttden PhastGel Blue R -variainettiagfithacia).
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3.8.3.Ciona a2l-domeenin tuottaminen

Ciona a2l-domeenin tuottamista varten BL21-/ Tuner-sokgavatettiin 16 tuntia viidessa
millilitrassa 2xYT-mediumissa +37 °C:ssa ravistaga (250 rpm), jonka jalkeen kasvatus
laajennettiin 200500 ml:an 2xYT-mediumia. Solugskatettiin kunnes &y oli 0,5; 0,6;
0,8 tai 1, jonka jalkeen bakteerien proteiinitudt@nindusoitiin 10 minuutin jadhauteella
jdéhdyttamisen jalkeen 0,4 mM IPTG:llA ja kasvatusttkettiin 2-5 tuntia tai 16 tuntia.
Indusoinnin aikana kasvatuspulloja pidettiin ragigaissa (200 rpm) +18 °C:ssa, +25 °C:ssa,
+30 °C:ssa tai +37 °C:ssa. Tuoton paéatteeksi saatrifugoitin (Sorvall RC5, GSA-
roottori, 5000 x g, 5 min, +4 °C) ja sdilytettiiiO- °C:ssa. Ennen indusointia ja tuoton
paatteeksi kasvatuksesta otettin 1 ml:n SDS-PA@{#a) jonka solut sentrifugoitiin

pohjaan ja suspensoitiin 200 pl:imerkaptoetanolia sisaltavaan naytepuskuriin.

3.8.4.Ciona a2l-domeenin puhdistus

Pakastetut solut suspensoitiin jadhauteella kylnZBa8:an 5Qul/ml kasvatusmediumia ja
sonikoitiin edelld mainitulla ohjelmalla. Rikottujesolujen paalle laitettiin 20 % Triton X-
100:a niin, ettd loppukonsentraatio oli 1 % ja swdtin 30 minuuttia +4 °C:ssa. Sen
jalkeen isot kappaleet sentrifugoitiin pohjaan S8rRC5 -sentrifuugilla kayttden SS-34-
roottoria (17000 rpm, 10 min, +4 °C). Sekd supamidta ettd pelletista otettiin SDS-
PAGE:a varten naytteet. Supernatanttiin lisattia thl glutationisefaroosia (4B Fast Flow)
ja sekoitettin tunnin ajan +4 °C:ssa. Glutatiofaseosia pestiin kylmalla PBS:lla
sentrifugoimalla (Heraeus Megafuge 1.0R) kolmedee®00 x g, 5 min, +4 °C:ssa, jonka
jalkeen glutationisefaroosi siirrettin Chromatgging Columns -pylvaaseen (Bio-Rad).
GST-Ci2l-fuusioproteiini eluoitiin irti pylvaastd PBS:amehdylla 30 mM pelkistetylla
glutationilla. Proteiinikonsentraatio maariteltilArotein Assay -reagenssin (Bio-Rad) ja
BSA-standardisuoran avulla valmistajan ohjeen mukaaproteiinin puhtaus tarkistettiin
Phast System SDS-PAGE:n avulla kuten edella.
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3.9.Ciona a2l-domeenin geenin lyhentdminen

Ciona integriinin a2l-domeenin geenia lyhennettiin 15 aminohapollaglnukleotidilla 5’ -
paastd (lyhennetty sekvenssi liitteend) kayttAmaR&R:4a ja lyhennysta varten
suunniteltuja alukkeita. Templaattina kaytettinkaeasemmin koottua ja pGEX-2T-
plasmidiin ligoitua pitkaa geenia.
Lyhennysalukkeet:

5’-paan aluke: 5'- aag atc gga tcc ccg atc ate3jat

3’-paan aluke: 5'- cac gat gaa ttc cca acc gaa3jgc

Reaktioseos:

Pfu-polymeraasi (3 Uil) 1,0l
dNTP-seos (2 mM) 10,0
Pfu-puskuri (kymmenkertainen) 5,0
5’ -aluke (20 pmolil, Oligomer) 5,Qul
3’ -aluke (20 pmolil, Oligomer) 5,Qul
Templaatti-DNA (153 ngd) 1,0pl
H,O 23,Qul
Yhteensa: 50l
PCR-ohjelma:

95 °C 5 min, 1 sykli
95°C 30s;48°C 30s; 72 °C 45 s, 25 syklia
72 °C 10 min 1 sykli

PCR:n onnistuminen varmistettiin agaroosigeelietdktreesilla, jonka jalkee@ionan a2l-
domeeni ligoitiin pGEM-T Easy -vektorin kautta pGEX-vektoriin ja transformoitiirkE.
coli IM109-soluihin. Sekvenssin oikeellisuus varmistegtekvensoimalla lyhennetty geeni
Turun yliopiston |adketieteellisen genetiikan sels@ntipalvelussa, jonka jalkeen

proteiinia tuotettiin ja puhdistettiin kuten pide&&Ciona a2l-domeenia.
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4. TULOKSET

4.1. Ciona a2l-domeenin geenin kokoaminen oligonukleotideista

Cionan integriinin a2l-domeenin geenin kokoaminen tehtiin 18 oligonokidista PCR:4a
kayttaen. Kokoaminen suoritettiin osissa siterg etisimmaisen kierroksen aikana koottiin
geenin alkupaa oligonukleotideista 1-9 ja loppupégonukleotideista 10-18 erillisissa
reaktioissa. Naiden reaktioiden tuotteet yhdistettbisella kierroksella, jonka jalkeen
ajetussa agaroosigeelielektroforeesissa nakyy a&stikeoin 700 emasparin pituinen DNA-
juoste. Kolmannella kierroksella toisen kierroksemtetta monistettiin edelleen DNA-
konsentraation kasvattamiseksi, mika nakyy myddile@oimakkaampana juovana (ks.
Kuva 5).

700 b
500 b

Kuva 5 Agaroosigeeli I-domeenin geenin kokoamisesta tofdna kolmannen (3.) PCR-kierroksen jalkeen.
Vasemmalla DNA-kokostandardi.
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4.2. Geenin siirtdminen valivektorin kautta pGEX-2dktoriin

Koska PCR-tuotteen katkaisu ei suoraan onnistuiwna a2l-domeenin geeni siirrettiin
ensin pGEM-T EASY -valivektoriin. Transformaatiossa hyoddynnettiin
sinivalkoselektiomenetelm&&, jossa bakteeripesdkkéesta ndhdaan, sisaltddko kyseisen
pesakkeen bakteerien plasmidit geenin. Transfointahbkkuus oli hyva, silla maljalla oli
yli 100 bakteeripeséketta, joista noin 80 % olikeaia. Valkoisesta bakteeripesékkeesta
tehtiin viela PCR, jonka tuote ajettiin agaroosigdektroforeesilla. Pesakkeen plasmidi
sisélsi noin 700 emasparin pituis€rona a2l-domeenin, joka siirrettiin edelleen pGEX-2T-
vektoriin. Myos tassa transformaatiotehokkuus giid) silla bakteeripesakkeita oli yli 100

kpl/malja. Plasmidi eristettiin, jolloin DNA-konst&raatioksi saatiin 15Qg/ml.

Sekvensoinnissa  paljastui kuusi yhden tai kahden akseen pituista
aminohappojarjestykseen vaikuttavaa pistemutaatiga yksi siihen vaikuttamaton

pistemutaatio kootussaiona a2l-domeenin geenissa.

4.3. Mutaatioiden korjaus QuikChange-menetelmalla

Ciona a2l-domeenissa havaitut mutaatiot korjattiin Quik@@@menetelmalla yksitellen
kayttaen kahdeksaa aluketta. Dpnl-katkaisun aikaetyloity, vanha DNA pilkottiin ja vain
uusi mutatoitu eli tdssé tapauksessa korjattu D&lAdjjelle. Transformaatiotehokkuus oli
naissa Dpnl-katkaisun jalkeisissa transformaatomsglko huono, silla maljalla oli yleensa
vain 10-30 bakteeripesaketta, joissa suurimmasgankin oli mutatoitu DNA. Kaikkien
korjausten jalkeen tehdyssa sekvensoinnisSna a2l-domeenin geeni todettiin

virheettomaksi ja sen todettiin olevan oikeassalaamissa.
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4.4.Ciona a2l-domeenin tuoton optimoink. coli -tuottokannoissa

SekvensoitiCiona o2l-domeeni pGEX-2T-vektorissa transformoitiincoli BL21-soluihin.

Transformaatiotehokkuus oli kohtalainen: maljalla leskimarin 50 bakteeripesaketta.
Optimointiin  valittin kymmenen eri bakteeriklooniajoiden tuottamat proteiinit
puhdistettin ja ajettin SDS-PAGE:ssa. Kloonien lil& oli huomattavia eroja
tuottavuudessa. Parhaaksi arvioitu klooni valittiijatko-optimointiin.  Toisella

optimointikerralla testattiin  toimivinta IPTG-konseaatiota, joista SDS-PAGE:n
perusteella todettiin parhaaksi 0,4 mM IPTG (ks.v&u6). Optimoinnissa havaittiin

tuottuvan jonkin verran myos pelkkéa GST:ta.

E 01 i g —

b
o
SR

b

Kuva 6 Optimointituotoista ajettu SDS-PAGE Phast-geelgsp IPTG-konsentraatiot ndkyvat ylhaalla ja
oikealla on molekyylipainostandardi, jossa yksikdmt kilodaltoneina. GST:n molekyylipaino on 25 ki2a
GST-Ciona a2l -fuusioproteiinin 50 kDa.

Pienia 2 ml:n tuottoja kokeiltiin myds. coli Tuner-tuottokannassa, jolla ei kuitenkaan
saatu yht& hyvia tuloksia kuin BL21-kannalla.

4.5.Ciona o2l-domeenin tuottaminen ja puhdistus

Ciona a2l-domeenin tuottamista yritettiin monissa eri oloeissa seka BL21- ettd Tuner-
tuottokannoissa. Kasvatuksia tehtiin 200-500 mlilavdiuksissa. Proteiinin tuotto
indusoitiin eri bakteeritineyksissa, esimerkiksinkAsgo oli 0,5; 0,6; 0,8 tai 1. Indusoinnin
aikana kasvatuksen lampdtilaa laskettiin 37 °C3§a’C:en, 25 °C:en tai jopa 18 °C:en

liukenemattomien proteiinikasaumien syntymisen ragéksi. Tuotoissa kokeiltiin kahden,
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vaikuttanut liukoisena tuottuvan GSJiena o2l -fuusioproteiinin maaraan, joka
puhdistuksen jalkeen oli lahes olematon. AjettaesS®HS-PAGE tuotto- ja
puhdistusnaytteistd fuusioproteiinin havaittiin v@a enimmakseen liukenemattomassa

muodossa (ks. Kuva 7).

50

IR 2k L

Kuva 7 SDS-PAGE Phast-geeli GSTiona a2l -fuusioproteiinin puhdistuksen aikana ja sekgéh otetuista
naytteistd. GST:n molekyylipaino on noin 25 kDaG&T-Ciona a2l -fuusioproteiinin 50 kDa. Oikealla
molekyylipainostandardi, jossa yksikot merkitty ddeltoneina. Nayte 1 ei-liukoiset proteiinit, nayfe
liukoiset proteiinit, naytteet 3 ja 4 lopputuotehplistuksen jalkeen.

4.6.Ciona a2l-domeenin geenin lyhentaminen

Epaonnistuneiden tuottoyritysten taki@iona o2l-domeenin geenia lyhennettin 15
aminohapolla geenin 5-paastd PCR:lla kayttamaitd sarten suunniteltuja alukkeita.
Alukkeiden  suunnittelu  onnistui  hyvin ja PCR:n tommus tarkistettiin
agaroosigeelielektroforeesilla, jossa nakyi seliedle 700 emésparin pituinen DNA-juoste.
Geenin ligoimisen jalkeen se sekvensoitiin ja sekse sekd lukuraami todettiin oikeiksi.
Cionan a2l-domeenin geeni ligoituna pGEX-2T-vektoriin tréorsnoitiin E. coli BL21 ja
Tuner-tuottokantoihin, jolloin transformaatiotehakis oli kohtalainen, noin 50 peséaketta
maljalla. Lyhyemmank&&n Ciona o2l-domeenin tuottaminen liukoisena GST-
fuusioproteiinina ei onnistunut vaan proteiinisaatnféivat olemattomiksi.Ciona o2l-

domeenin  tuotto-ongelmien takia  sitoutumiskokeita i evoitu suorittaa.
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5. TULOSTEN TARKASTELU

Integriineja tiedetdan olevan kaikkien monisoluisteeldinten solukalvoilla, mutta
viimeaikoihin asti on arveltu, etta vain joissakmlkarankaisten integriinienralayksikoissa
on I-domeeni (ks. yleiskatsaus Burke, 1999). Sal&jsiin kuuluvierCiona intestinalis ja
Halocynthia roretzi -merituppien genomeista on kuitenkin I6ydettglayksikoita, joilla on
ligandeja sitovaal-domeeni (Ewan ym., 2005, Miyazawa ym., 2001). kdgpien I-
domeenilliset a-alayksikdt muodostavat fylogeneettisessd analggisisman erillisen
ryhmanséa eli niiden ei uskota olevan ortologisianigen ja muiden selkarankaisten I-
domeenillistena-alayksikdiden kanssa. Rakenteelta@onan al-domeenit muistuttavat
kuitenkin ihmiserul-domeeneja, silla nekin laskostuvat Rossmanntokaeksi ja sisaltavat
MIDAS:n (Ewan ym., 2005, Huhtala ym., 2005).

Ihmisen al-domeenien ligandeja ovat muun muassa kollagedaminiinit, ICAM:t ja
komplementtijarjestelméan C3b-fragmentti (ks. Taklukl). Merituppien I-domeenillisten
a-alayksikdiden on havaittu ilmentyvan erityisestinfiosyyteissa, mika viittaa niiden rooliin
komplementtireseptoreina (Ewan ym., 2005, Miyazgawdonaka, 2004)Halocynthian
ainoan I-domeenillisen-alayksikdn on havaittu sitoutuvan komplementti @tgmenttiin
(Ewan ym., 2005, Huhtala ym., 2005, Miyazawa ja &lan 2004)Cionan kahdeksastal-
domeenista ainoan tutkitun I-domeenimll:n on todettu ryhmamme aiemmissa
tutkimuksissa sitoutuvan tyypin X kollageeniin, ttau ei saikeitd muodostaviin

kollageeneihin (Tulla ym., kasikirjoitus).

Tassa tutkimuksessaionan a2l-domeenin geeni koottiin oligonukleotideista PE@Rvulla
kayttaen kaikilla kolmella kierroksellgag-polymeraasientsyymid&ag-polymeraasi on altis
virheille, minka vuoksi kootuss@iona a2l-domeenin geenissa oli useita pistemutaatioita,
joita korjattin myéhemmin QuikChange-mutageneasilB—5’ -oikolukuaktiivisuuden

geenissd. Ryhmamme aiempi kokemus vastaavanlaesmngkokoamisesta on, etféu-
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polymeraasi ei toimi geenin kokoamisreaktiossa ik@&ti juuri sen oikolukuaktiivisuuden

takia.

GST-Ciona a2l -fuusioproteiinin tuottaminek. colissa osoittautui erittédin ongelmalliseksi.
Proteiinisaanto jai olemattomiksi, vaikka tuott@®lhteita muunneltin eri tavoin.
Proteiinin tuoton ja puhdistuksen aikana otetuttie@y ajettin SDS-PAGE:lla, josta
havaittiin, ettd proteiinia tuottuu, mutta se onukknemattomassa muodossa.
Fuusioproteiinin arveltin muodostavan soluiss&dinemattomia proteiinikeraantymia el
niin kutsuttuja inkluusiobodeja, mikd saattaa j@hfroteiinin liian nopeasta ja runsaasta
tuotosta bakteereissa. Liukenemattomuusongelmadtiipyrratkaisemaan hidastamalla
proteiinin tuottoa laskemalla lampdtilaa indusompyilkeen ja lopulta lyhentamaltaiona
a2l-domeenin geenia 15 aminohapolla. Joissakin tegissa konstruktin pituuden on
havaittu vaikuttavan fuusioproteiinin liukoisuute€fuotto-ongelmaa ei kuitenkaan saatu
ratkaistua tdhan tutkielmaan varatun ajan puitteisgkd nain ollerCionan integriini a2l-

domeenin sitoutumiskokeita voitu suorittaa.

LiukoisenCiona a2l-domeenin tuottaminen GST-fuusioproteiiniBacoli -bakteerisoluissa
voisi olla mahdollista kayttamalla paremman ilm&sten mahdollistavaa
laboratoriokokoluokan fermentoria, jossa myds latigd saately on tehokkaampaa.
Tutkimuksen aikana kokeilimme myos pienentdd kassmn tilavuutta pienentamatta
kuitenkaan kasvatuspullon kokoa, jolloin ilmastukgataisi parantua ravistelun aikana.

Tilavuuden muuttaminen ei kuitenkaan parantanubtusaantoa.

Ciona a2l-domeenin tuotto&. coli -soluissa on yritetty ainoastaan GST-fuusioproied.

On mahdollista, ettd GST aiheuttaa proteiinin lné@attomuuden, jolloin ratkaisu saattaisi
olla toisen merkkigeeninlengl. tag) kayttdminen. Esimerkiksi maltoosiin sitoutuvan
proteiinin (engl. maltose binding protein) tiedetddn olevan GST:ta liukoisempi ja
useimmissa tapauksissa maltoosiin sitoutuvan pnateon havaittu tuottuvan liukoisena
my0s osana fuusioproteiinia. Toinen paljon rekorabttiproteiinien tuotoissa ja

puhdistuksissa kaytetty merkkimolekyyli on piengsetimmiten kuudesta histidiinitdhteesta
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koostuva His-Tag, joka muodostaa sidoksia muun sauaskkeliin ja voidaan siten
puhdistaa nikkelin avulla. Taman tutkimuksen sitmoiskokeet oli suunniteltu tehtavan
kayttaen leimattua GST-vasta-ainetta, mika ei mgdénin vaihtamisen jalkeen enada ole

mahdollista. Sitoutumisen tutkimiseen voidaan kte kayttdd muita menetelmia.

Ciona oa2l-domeenin liukenemattomuus saattoi myods johtuan sedadranlaisesta

laskostumisest&. coli -soluissa. Yksi vaihtoehto liukoisuusongelman ae&miseksi on

kayttaa tuoton yhteydessd toisia proteiineja oik®aessa laskostumisessa avustavia
kaperonejalengl. chaperones), joiden toimintaan perustuvia tuotteita on saatavenyos

kaupallisesti. Nam& ovat useiden eri kaperonienngée sisaltavia plasmideja, jotka
transformoidaan soluun ennen proteiinin tuottamigiloin kaperoneja voidaan tuottaa
yhdessa rekombinanttiproteiinin kanssa. Proteiinefa mahdollista myds laskostaa
uudelleen denaturoivan kasittelyn jalkeen. Denatiimasa kaytetaan yleensd vahvaa
guanidiinihydrokloridi- tai urealiuosta, jonka j&é&n proteiini laskostetaan uudelleen
esimerkiksi kaperonien tai foldaasientsyymien avubenaturaatiolla saattaa kuitenkin olla
vaikutuksia proteiinin sitoutumisaktiivisuuteen, nkéi vuoksi uudelleen laskostaminen ei

valttamatta olisi toimiva vaihtoehto tassa tapaskae

Bakteerit, kuten E. colit, eivat tee tuottamiinsa proteiineihin translaatigilkeisia
muokkauksia, joita tumallisten solujen tiedetddhketgn. NiinpdCiona a2l-domeenin
tuottaminen tumallisissa soluissa, esimerkiksig&ss hiivalajissa, saattaisi onnistua. Tassa
tapauksessa kootun geenin aminohappokodonit onngalin juuri E. coli -lajille hyvin
sopiviksi, joten geeni pitaisi koota uudelleen Jag@nukleotidit suunnitella juuri kyseisen

lajin siirtdja-RNA-molekyylien mukaan.

Bakteerisolujen ja tumallisten solujen liséksi piistien tuottaminen on mahdollista myds
ilman soluja eli niin kutsuttunan vitro -translaationa. Naitd soluvapaita proteiinin tuctto
koneistoja on kehitetty useiden eri organismienteRLE. colin, vehnanalkion ja kanin
retikulosyyttilysaattien pohjaltaln vitro -translaation avulla myod€iona a2l-domeenin

tuottaminen liukoisena saattaisi olla mahdollis&d]a tuotto-olosuhteita on helpompi
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kontrolloida ja erilaisia laskostumista tehostag@umolekyyleja voidaan kayttaén vitro
translaatioissa my0s tilavuus on suurempi, jolipioteiinien liukenemattomuus ei yleensa
ole ongelmana. Kun kaytetddn eukaryoottien pohjakehitettyjd soluvapaita
proteiinisynteesi -koneistoja, myods translaationkgéten muokkausten on havaittu

toteutuvan kuten tumallisissa soluissa.
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LITTEET

Ciona intestinalis integriinin pidemmanm2l-domeenin geenin nukleotidisekvenssi

ggttctacttgggccececgggtccggagactaacaagatccgetgtatggitctggatatgcetgttcgtgcetggatggttetgg
ttctgtgggtaaggataacttcgagatcgtgaagaactggactatgamggactctttcgatatctctgatggttatactcaggt
gggtgtgatccagtattctcactattgggccactgagcecgcetggatgazatcaagactgaggtgecgetgggtaagtate
gcaacaagcaggagttctctgccgecgtgegeaacatctctctgcatgetgicttatactgcccacgecctgaacaagactgt
gttcgatttccagcagtcttctcgctggaaccgeccgaagacttctaetggtcctgctgactgatggtetgtctactgataagea
gctgctgcecgtcttctgeccaactatgtgegctctctgaacatcaatgettytgggtgtgggtgaggeccaacgagaaggagcetg
caggagatcgccaacggtcagggtactaacgagcgcgtgtattadacttcjccggtctgaacaagatcgtgtctcagetge
gctctgccatcctgaacttcgtgctggagggtgccaacgecaacttgsattgecttcggttgg

Ciona intestinalis integriinin lyhnyemmaru2l-domeenin geenin nukleotidisekvenssi

ccgatcatcgatctggatatgctgttcgtgctggatggttetggtigmimpggataacttcgagatcgtgaagaactggactatc
aaggtggccaactctttcgatatctctgatggttatactcaggtggatmtagtattctcactattgggecactgagecgctggat
aagcagtcttatatcaagactgaggtgccgctgggtaagtatcgcaagaagttctctgccgecgtgegeaacatctetctge
acgagtatactacttatactgcccacgccctgaacaagactgtgttcgattagtcttctcgctggaaccgeccgaagacttct
aaggtgctgatcctgctgactgatggtctgtctactgataagcagetgiitjtctgccaactatgtgegcetctctgaacatcact
actttcgccgtgggtgtgggtgaggccaacgagaaggagctgcaggagabeggtcagggtactaacgagegegtgtatt
atacttctaacttcgccggtctgaacaagatcgtgtctcagctgcegettirtgaacttcgtgctggagggtgccaacgecaac
tctactgtgtctgecttcggttgg



