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ALKUSANAT

Tama pro gradu -tutkielma tehtiin Jyvaskylan ylgipn bio- ja ymparistotieteiden laitoksella,
solubiologian osastolla kesédn 2005 ja kevaan 2@0i8ena aikana. Haluan kiittda tutkielmani
ohjaajaa, FT Varpu Marjomakea erittain suurestaikéllisyydesta taman pitkan projektin
aikana, seka erinomaisesta ja itsenaisen tyoskensalllivasta ohjauksesta. Suuret kiitokset
my0s laboratoriomestari Arja Mansikkaviitalle, jokgksoi vastailla lukemattomiin
kysymyksiini ja oli ndin suunnaton apu kaytannobolatoriotdissd. Raija Vassiselle kiitos
elektronimikroskooppinaytteiden nopeasta ja huskedta leikkaamisesta. Suurimmat
kiitokset kuuluvat kuitenkin rakkaalleni, Elinallejoka jaksoi uskoa tutkielmani
valmistumiseen seka vastaili lukemattomaan maak&amoja kysymyksia ja oli erittain
suureksi avuksi tutkielman oikoluvussa. Kiitoksetuluvat myds veljelleni Samille, joka
auttoi englannin kielen oikoluvussa seka mahdohistkittaiset irtautumiset tutkielman teosta
avustamalla koéyhaa pilviveikkoa. Liséksi viimeisendutta sitédkin suuremmassa maarin

haluaisin kiittd& vanhempiani vuosien varrella sasteni tuesta ja karsivallisyydesta.
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Monivesikkeliset rakenteet I6ydettiin alun periratkiinivalitteiseltd endosytoosireitiltd, jossa r@makenteet
muodostuvat kuljetukseen tarvittavien endosomaatlisajittelukompleksien (ESCRT, engl. endosomatisgr
complex required for transport) avulla. ESCRT-koekgit toimivat sisdvesikkelien kuroutumisessa ja
irtoamisessa ulkokalvon sisdan. Sisdvesikkeliekotrksena on muun muassa saada kalvoproteiinioha#n
ulkokalvon sisdén esimerkiksi hajotusta varten.t¥@ga monivesikkelisid rakenteita on myhemmindigtyy
myds muilta endosytoosireiteiltd, kuten kaveosomishutta naiden tarkoituksesta ja muodostumisdstdee
viela tietoa.

Echovirus 1 (EV1) on pikornaviruksiin kuuluva pieniaipaton ja yksijuosteinen (+)RNA-virus. Se kéajitt
reseptorinaarm2f1-integriinia, joka toimii myds kollageenin resepi@. Solukalvolla EV1 saa aikaar?f1-
integriinin kasautumisen, joka puolestaan aiheutt2@l-integriinin ja sen mukana EV1:n siirtymisen solun
sisdan makropinosytoosin kaltaisen reitin kauttaman reitin on todettu johtavan kaveosomiin, ja EvVan
myds havaittu I6ytyvan kaveosomin sisalta.

Tutkimuksessa oli tarkoituksena selvittdd, aihektukaveosomeissa havaittu monivesikkelinen rakenne
samoista ESCRT-komplekseista, jotka aiheuttavdtiklavdlitteisen endosomireitin monivesikkelisetkenteet.
Toisena tavoitteena oli selvittéa, tarvitseeko BACRT-komplekseja solujen infektoimiseen. Naitaykygksia
tutkittiin transfektoimalla soluihin dominanttindgginen Vps4-GFP, joka aiheuttaa kuroutuvien rakiden
"jJumiutumisen” ulkokalvolle. Lisaksi osassa kokaissoluihin transfektoitin Tsg101-, HCRPI- ja Vps24
proteiinien geeneille selektiivistd siRNA:ta. Nankéikki ovat ESCRT-kompleksien proteiineja. Vasta-
ainevarjayksia tarkasteltiin seka konfokaalimikrosfilla etté elektronimikroskoopilla.

Tulokset osoittivat dominanttinegatiivisen (DN) Mp&FP:n estdvdn selvasti EV1:.n infektiota.
Dominanttinegatiivisissa soluissa infektio olikirygihtynyt ja EV1 oli kerdantynyt DN Vps4-GFP:n ksans
kolokalisoituviin kertymiin. Vastaavia kertymia kontrollisoluissa nahty, vaan EV1 oli levittaytynigsaisesti
koko soluun. Vasta-ainevarjaykset myos osoittivaCRT-kompleksien kolokalisoituvan selvasti kavewiii:n,
a2-integriinin ja EV1:n kanssa. Koska kaikkien ndidmndosytoosireitit ristedvat kaveosomeissa, tagptSZRT-
kompleksien sijaita klatriinireitin lisaksi myos w@someissa. Lisaksi elektronimikroskooppikokeisagaittiin
kontrolli- ja dominanttinegatiivisten Vps4-GFP-katten valilla suuri ero monivesikkelisten rakenteide
lukumaaréassa. Tama ero johtuu siitd, ettei "viallih ESCRT-kompleksi pysty kuromaan sisavesikkel@iié
ulkokalvosta.
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Abstract:

Multivesicular bodies were first discovered in hlat-mediated endocytotic pathway. They are fornbgd
ESCRT complexes, which invaginate inner vesicles afuthe membrane and release them inside the outer
membrane. The inner vesicles act for example in lonane-bound protein degradation: those proteirtsvibald
otherwise be partly outside the outer membrane ream be invaginated with these vesicles. Multivelsicu
bodies are also found on other endocytotic pathwéks in caveosomes, but their function and mode o
formation has not been discovered yet.

Echovirus 1 (EV1) is a small, non-enveloped andglsistranded (+)RNA virus, which belongs to the
Picornaviridae family. It usesa2f1 integrin as its receptor and competes in binaliig a2B1 integrin’s natural
ligand, collagen. EV1 inducea2Bl integrin clustering and causes endocytosis of wines particles via
macropinosytosis-like entry. Macropinocytosis-likatry has been shown to lead to caveosomes andi€V1
shown to be located inside caveosomes.

The purpose of this research was to find out whieB®CRT complexes act also in caveosomes and whette
needs ESCRT complexes for infection to proceedluéntes of ESCRT complexes were studied using camtin
negative Vps4-GFP transfections and with Tsgl0ICRRI- and Vps24-selective siRNAs. All of these are
proteins in ESCRT complexes and they inhibit vesicvagination. These experiments were inspectéthus
confocal microscope and electron microscope.

Dominant-negative Vps4-GFP clearly inhibited the 1EVhfection. In dominant-negative cells EV1 was
accumulated in the same areas as dominant-neg4tis#-GFP. In control cells the infection had alsoogeded
much further and EV1 was distributed evenly thraughthe cell. Antibody-labelings showed that domina
negative Vps4-GFP colocalized with caveolina2,integrin and EV1. This means that ESCRT compléeas

to be located in caveosomes, as caveolinZlintegrin and EV1 all meet there. Experiments wathctron
microscope showed a significant decrease in muittvear body numbers, when cells where transfeuctita
dominant-negative Vps4-GFP. This is because noaotiimal ESCRT complexes cannot form vesicles in to
multivesicular bodies.
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1. JOHDANTO

1.1. Endosytoosi

Endosytoosilla tarkoitetaan yleenséa reseptorieidith endosytoosia, jossa esimerkiksi monet
kasvutekijat, hormonit ja useat virukset toimivatukalvolla olevien reseptorien ligandeina.
Sitoutuessaan reseptoriin ne saavat aikaan kuigdikslan, jonka avulla ne paasevat solun
sisdan. Aikanaan luultiin, ettd lahinna klatriiditt@éinen endosytoosi olisi ollut
reseptorivalitteista, mutta nykyaan lahes kaikidadosytoosireiteille on Idydetty tietty
reseptori. Endosytoosi voidaan jakaa karkeasti daht luokkaan, fagosytoosiin ja
pinosytoosiin. Fagosytoosi on erdanlaista “solusgdn eli kiinteiden partikkelien
ymparoimistd solukalvolla, jolloin partikkeli saada solun sisdén. Fagosytoosia tavataan
padasiassa elimiston puolustussoluissa, joissa syamumsia kaytetddn muun muassa
patogeenien ja apoptoottisten solujen tuhoamisglemskatsaus Aderem ja Underhill, 1999;
Hart ym., 2008)Pinosytoosia puolestaan tapahtuu lahes kaikissassal ja kansankielella se
tarkoittaa “solujuomista”, eli pinosytoosissa solaisddn otetaan nestettd seka liuenneita
aineita. Pinosytoosin kolme p&aamuotoa ovat klaudltteinen reitti, kaveoliinivalitteinen
reitti seka Kklatriinista ja kaveoliinista riippunb@mat reitit, joihin  esimerkiksi

makropinosytoosi kuuluu (yleiskatsaus Conner jan8dh2003) (kuva 1.1.).

Fagosytoosi Pinosytoosi

Klatriinista ja kaveolista
riippumaton endosytoosi

Makropinosytoosi g

Klatriini- Kaveoli-
viilitteinen villitteinen
endosytoosi  endosytoosi

56

Kuva 1.1. Endosytoosireitit eroavat toisistaan muun muassdogytoosivesikkelin koon, endosytoitavan
partikkelin ja vesikkelin muodostumismekanismin lesaKuvassa oikealla puolella on tdmén tutkimuksen
kannalta tarkeimmat reitit (makropinosytoosi sekktrini- ja kaveoliinivalitteinen endosytoosi), lse
vasemmalla hieman vahemmalla tarkastelulla selvié@itit. (Mukailtu artikkelista Conner ja Schmi203.)




10

1.1.1. Klatriinivalitteinen reitti

Klatriini koostuu kolmesta raskaasta ja kolmestayksta proteiinista, jotka muodostavat
kolmisakaraisen rakenteen, triskelionin, ja tomdinkiinnittyessaan verkkomaisen pallon
(Kirchhausen ja Harrison, 1981). Klatriinivalitteim reitti oli ensimmaisia tunnettuja
endosytoosireittejd, ja nykyddn sen toiminta tuaaetjo melko hyvin. Klatriinivuorattujen
vesikkelien kuroutuminen solukalvolta perustuu eiih ettd Klatriinin  kiinnittyessa
adaptoriproteiinin valityksella solukalvoon, vaéntllatriini solukalvon pallon malliseksi,
jonka jalkeen pé&éaasiassa dynamiini ja amfifysiirotiavat rakkulan solukalvolta (Takei ym.,
1999). Adaptoriproteiineja tunnetaan nelja erikisteterotetrameerista kompleksia, jotka
pystyvat tarttumaan erilaisiin  solukalvon reseptmiekyyleihin  ja nain lisdavan
Klatriinivalitteisissa rakkuloissa kuljetettavienolakyylien maaraa (yleiskatsaus Robinson ja
Bonifacino, 2001). Klatriinireitti toimii useimmisssolutyypeissa koko ajan, kuljettaen solulle
tarkeitd molekyyleja solukalvolta varhaiseen endagn Tallaisia ovat esimerkiksi
kolesterolia kuljettava alhaisen tiheyden lipopiioie(LDL, engl. low-density lipoprotein)
Klatriinireitilla on tarke& rooli myds hermosolugsgoissa se saatelee kalsiumkanavien maaraa
seka toimii synaptisten vesikkeleiden kalvoproteinkierratyksessa (yleiskatsaus Conner ja
Schmid, 2003). Koska Klatriinireitti toimii |Ahesaikissa soluissa, ovat myds hyvin monet
virukset (esimerkiksi hepatiittivirukset B ja C seemliki Forest virus) oppineet kayttamaan
tata reittia soluun sisddnpaasyssa (yleiskatsaumBes ja Helenius, 2003; Cooper ja Shaul,
useampia reitteja: esimerkiksi tavallinen influengsis pystyy tunkeutumaan soluun seka
Klatriinivalitteista, kaveoliinivalitteistd etta &driinista ja kaveoliinista rippumatonta reittia
pitkin (Sieczkarski ja Whittaker, 2002b). Kuroudigéin solukalvolta klatriinirakkula menettaa
klatriinivuorauksensa, jolloin kolmihakainen Kklatii siirtyy takaisin  solukalvolle
uudelleenkayttdd varten. Kuroutuneen rakkulan mgdlkleuu varhaiseen endosomiin, josta
edelleen myohaiseen endosomiin ja lysosomiin talgi@olaitteeseen ja sieltd eteenpain.
Rakkula voi myds kulkea kierratysendosomin kaudtaisin solun ulkopuolelle (yleiskatsaus
Winter ja Hauser, 2006).
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1.1.2. Kaveolivalitteinen reitti

Kaveolit I6ydettiin ensimmaisen kerran vuonna 18y8amen endoteelisoluista (yleiskatsaus
Stan, 2005). Silloin niitd ei vield kutsuttu kaveitiki, mutta koska nama pienet, ~ 70 nm
lApimitaltaan olevat rakkulat muistuttivat mikroskpikuvissa pienta luolaa, nimettiin ne
kaveoleiksi (engl. cave = luola). Kaveolit tunnekin pitkdan vain niiden morfologian
perusteella, kunnes Rothberg ytiysivat ensimmaisen pelkastaan kaveoleissa taazatta
merkkiaineen, kaveoliini-1:n (Rothberg ym., 199Rykyaén kaveoliineja tunnetaan kolme
erilaista (kaveoliinit 1, 2 ja 3). Kaveoliini-1:§a kaveoliini-2:ta esiintyy suurimmassa osassa
eri solutyyppejd, mutta kaveoliini-3 esiintyy paaasa vain lihassoluissa (Way ja Parton,
1996; Scherer ym., 1997). Kaveoliinien rakenne&gisalladn hydrofobisen alueen, jolla ne
kiinnittyvat solukalvon soluliman puoleiseen osadtaveoliinit eivat kuitenkaan lapaise
solukalvoa, vaan seka niiden N- ettd C-terminabfiggit osoittavat solulimaa kohti. Liséksi
kaveoliinit voivat muodostaa hetero-oligomeerisenompleksin  kaveoliinien ja
reseptorimolekyylien kanssa, kerdten néin kaveolmuodostumisessa tarvittavia
rakennusaineita (Sargiacomo ym., 1995; Scherer 3897). Kaveolien syntyminen on hyvin
tarkkaan saadelty prosessi, jossa reseptorimoleékpdatelevat sisddn otettavat aineet.
Kaveolien muodostumiseen kuuluu myos lipidilauttojpuodostuminen, ja kaveoleissa onkin
paljon sfingolipidejd ja kolesterolia (Pelkmans yn2001). Solukalvolta kurouduttuaan
kaveolit voivat liittyd joko varhaisiin endosomaihiai kaveosomeihin (Pelkmans ym., 2004).
Kaveolireittia kaytetdan esimerkiksi kolesterolinljgtukseen ja myds useat virukset ovat
oppineet hybédyntamaan tata reittia (yleiskatsaus@tNorris ym., 2005). SV40-virus on
vaipaton DNA-virus, joka kuuluu polyoomavirusterkgun. Hummeler ym. (1970) osoittivat
jo 1970-luvulla sen kayttavan kaveolivalitteistddesytoosia: SV40 kulkeutuu kaveoleissa

kaveosomeihin ja niisté edelleen siledan solulirastoon (Pelkmans ym., 2001).

1.1.3. Klatriinista ja kaveoliinista riippumattomat reitit

Klatriinivalitteisten reittien ja kaveolien lisaken useita endosytoosireitteja, joita klatriinir ta
kaveolireitin merkkiaineet eivat tunnista. Naistik& tunnetuin on makropinosytoosi (ks.

1.2.3.1) (yleiskatsaus Nichols ja Lippincott-Scht@ar2001). Makropinosytoosin liséaksi on
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olemassa useita hieman huonommin tunnettuja @itjejden tutkimuksia on vaikeuttanut
vain tiettyyn reittiin kuuluvien merkkiaineiden hoo |0ydettavyys. Yleensa nama reitit
kuitenkin liittyvat solukalvon mikrodomeeneihin,it@ myos solukalvon lipidilautat (engl.
lipid rafts) ovat. Kaveolien tapaan nama reitit aal&t usein kolesteroli- ja
glykosfingolipidirikkaista alueista, mutta niidenenkkiaineena ei kuitenkaan toimi kaveoliini.
Ehk& parhaiten tunnettu merkkiaine eraalle talleseitille on interleukiini-2-reseptori, jota
l0ytyy myoOhaisistd endosomeista ja lysosomeistattanei klatriini- eika kaveoliinireiteilta

(Lamaze ym., 2001).

1.1.3.1. Makropinosytoosi

Makropinosytoosi eroaa edellisistd endosytoosin aoigta monelta osin. Kokonsa puolesta
makropinosomit ovat huomattavasti edellisia rakiémtesuurempia ja epaspesifisempia.
Makropinosytoosin epéaspesifisyys liittyy pitkaltiakropinosomin suureen kokoon, jolloin
solun saadessa tarvittavan arsykkeen makropincsytoo alkamiselle,  siirtyy
makropinosytoosissa paljon my6és muita kuin vairykikeen laukaisevia makromolekyyleja
solun sisaan. Makropinosytoosia tapahtuu solukalalejalkojen avulla, jolloin solukalvo
poimuuntuu. Nain solukalvon sisdan jaava makromnosvoi olla lapimitaltaan jopa viisi
mikrometria. Koska valejalat ja solukalvon poimuuminen toimivat aktiinin avustuksella, on
aktiini elintdrked makropinosytoosin toiminnallew@son ja Watts, 1995; yleiskatsaus
Sieczkarski ja Whittaker, 2002a). Makropinosominand@paa solun sisalla riippuu pitkalti
solutyypistd. Esimerkiksi makrofagien makropinosommnenettavat nopeasti soluun
sisdanpaasyn jalkeen vetta ja vaeltavat solun ktas&ikohti. Ne muistuttavat ensin varhaisia
endosomeja ja mybhemmin mydhdaisia endosomeja, ditusn lopulta lysosomin kanssa.
Kuitenkin jo ennen lysosomiin fuusioitumista nanskenteet happamoituvat (Racoosin ja
Swanson, 1993). Vaikka makropinosytoosin  epaspggdi  kuulostaa hieman
epakaytannolliseltd tavalta saada solun sisdan amakekyylejd — tuleehan samalla sisaan
my0Os ei-toivottuja aineita — niin esimerkiksi deiittisoluissa antigeenien epaspesifinen
sisdaanotto on hyvin tarkeaa, koska viela tunnisteomelle antigeenille ei voisi ollakaan omaa

reseptoria. Nain elimiston puolustussolut saavainigtamattomankin antigeenin sisdénsa
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tunnistusta varten ja elimistdn puolustusmekaniskéynnistyvat (Sallusto ym., 1995).
Toisaalta muissa elimiston soluissa kyseista #eiisddnpaassyt patogeeni voi aiheuttaa
infektion, vaikka makropinosytoosia kayttavia paegeja ei tunneta ldheskdan niin paljon
kuin esimerkiksi Klatriinireittia kayttavia. Yleeékaan bakteerit tai virukset eivat turvaudu
epaspesifisiin reitteihin, vaan niilla on yleenséao reseptorinsa johon ne sitoutuvat.
Makropinosytoosillakin taytyy usein olla joku argyljoka tapahtuman laukaisee, mutta naita
mekanismeja tunnetaan viel& varsin huonosti. Egikm@# makropinosytoosia kayttavasta
tunnetusta bakteerista @lmonella, joka pystyy indusoimaan makropinosytoosin alkamis
Liséksi sen pintaproteiini SipB avustaa makropitoggin aikana solukalvojen sulautumisessa
yhteen (Hayward ym., 2000; Dai ym., 2007). Myo6s edtus 1:n (EV1) on todettu
kaveolireitin lisdksi kayttavan myods makropinoswiookaltaista reittid. Sitd, miten echovirus
1 indusoi makropinosytoosin, ei viela tunneta. Batus 1:n indusoiman makropinosomin
maaranpaa poikkeaa kuitenkin edellda kerrotustav&zran, ettei se liity lysosomiin vaan
kaveosomiin. Tama reitti on kuitenkin kaveoliinisippumaton eli kaveoliinireitti yhdistyy

kyseiseen reittiin vasta kaveosomissa (Karjalayran 2008, painossa).

1.2. Endosomien ja kaveosomien sisavesikkelien mumstuminen

Eri reiteilla ja eri soluissa sisavesikkelien kurguisen aiheuttavat mekanismit ovat sailyneet
hyvin samanlaisina. Tama viittaa systeemin evalisisti vanhaan alkuperaan sekd myos sen
tarkeyteen soluille. Esimerkiksi kaikki endosomsetli lajittelukompleksit (ESCRT, engl.
endosomal sorting complex required for transport)atotoiminnallisesti suunnilleen
samanlaisia niin hiivalla kuin ihmisellakin (ylemsisaus Slagsvold ym., 2006). Tasta seuraa,
ettd eri lahteistd saattaa samoista proteiine@steyd useita eri nimia, joten vaikka eri lajien
sisavesikkelien kuroutumisessa toimivat proteiwotvat olla taysin erinimisia, toimivat ne
silti usein samoissa tehtavissa. Mybhemmin selivetsa ESCRT-kompleksien rakenteissa
kaytetdan siis selvyyden vuoksi hiivan proteiinieimid, mutta taulukkoon 1.1. on koottu

naita vastaavat ihmisen proteiinit.
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Taulukko 1.1. Ensimmaisesséa sarakkeessa on proteiinin nimi doluéssa, toisessa sarakkeessa vastaavan
proteiinin nimi ihmisen soluissa ja viimeisesséakéeessa kompleksi, johon proteiini kuuluu.

Hiivan proteiini Ihmisen proteiini Kompleksi
Vps27 HRS ESCRT-0-
Hsel STAM1, STAM2 kompleksi
Vps23 TSG101 ESCRT-I-
Vps28 VPS28 kompleksi
Vps37 VPS37

Vps22 EAP30 ESCRT-II-
Vps25 EAP25 kompleksi
Vps36 EAP45

Vps2 / Did4 CHMP2 ESCRT-III-
Vps20 CHMP6 kompleksi
Vps24 CHMP3

Vps32 / Snf7 CHMP4

Vps4 VPS4 Vps4-kompleksi
Vps31/Brol ALIX / AIP1 Muut MVB-
Vps60 CHMP5 proteiinit
Vps46 / Did2 CHMP1

Vtal LIPS

Sisavesikkelien muodostuminen tapahtuu paapiidéissiten, etta jokin kalvoon kiinnittynyt
proteiini halutaan sisavesikkeliin. Tallainen piwtepitdd ensimmaisena merkita jotenkin,
jotta se osataan ohjata haluttuun paikkaan. HyJeingn ja varsinkin lysosomaalisessa
kuljetuksessa tarkea merkki on ubikitiini, joka dghyt polypeptidi. Myds muita
kuljetussignaaleja on olemassa, mutta niista tégteviela varsin vahan (yleiskatsaus Raiborg
ym., 2003). Taman jalkeen kuljetussignaalin omganadeiini siirretddn proteiinilta/ESCRT-
kompleksilta toiselle ja lopulta kuroutuvaan veslkia, joka irrotetaan Vps4-kompleksin
(engl. vacuolar protein sorting 4) toimesta. Edekaévattu kuljetusketju perustuu
nimeamistavasta riippuen kolmeen tai neljagan ES®&Mpleksiin sekd muutamiin muihin
proteiineihin. Seuraavassa kaydaan lineaarisestjetktiavan lastin matka ESCRT-0-

kompleksilta ESCRT-IlII-kompleksille ja siita sis&kalle, vaikkakin talle mallille 16ytyy
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my0Os kritiikkinsad. Kappaleessa 1.3.5. kaydaan tarken l&pi taman mallin ongelmia ja

puutteita.

1.2.1. ESCRT-0 eli Vps27 ja Hsel

ESCRT-0-kompleksi on ehkd paremmin tunnettu siikealuvien proteiinien nimilld, jotka

hiivan tapauksessa ovat Vps27 ja Hsel (kuva 1.2.).

ESCRT-0
Hsel |
‘(prSZ/iﬁ\ e

“Ub

Kuva 1.2. Endosytoitu, punaisella merkitty virus on kiingityyt ubiginoituun a2-integriiniin, joka sijaitsee
monivesikkelisen rakenteen ulkokalvolla. Virus onomvesikkelisen rakenteen sisdpuolella ja ESCRT-
kompleksit soluliman puolella. ESCRT-0-kompleksnkittyy ensimmaisena ubikitiiniin.

Kummankin proteiinin N-terminaalisessa paassa ors\Mdmeeni (nimi tulee sanoista VPS-
27, Hrs ja STAM), jonka tehtavaa ei aivan tarkkéiedeta (Mao ym., 2000Rakenteellisissa
tutkimuksissa on viitteitda VHS-domeenin toimimiseseraanlaisena sitoutumisadapterina
FYVE-domeenin (nimi tulee sanoista Fabl, YOTB/ZKA22 Vacl ja EEAl) kanssa, mutta
todellisuudessa VHS-domeenin roolista on viela metkhan tietoa. FYVE-domeenin rooli
Vps27/Hsel-kompleksissa puolestaan tunnetaan méldn. Se on pieni, noin 70
aminohappoa sisaltava sinkkisormi, jota stabilokskaZrf*-ionia. Taman sinkkisormen
tentavd on sitoutua lipidikaksoiskalvolla sijaitaen fosfatidyyli-inositoli-3-fosfaattiin
(PI(3)P, engl. phosphatidylinositol-3-phosphateyVE-domeeni on hyvin valikoiva, eika se
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tartu muihin vastaaviin molekyyleihin, esimerkik$osfatidyyli-inositoli-3,4-bifosfaattiin
(Misra ja Hurley, 1999). Nain Vps27/Vhsl-kompleksystyy kiinnittymaan esimerkiksi
endosomin kalvoon, jossa FYVE-domeenin ligandi JA(8ijaitsee. Hyvin tarkea domeeni on
my0s ubikitiinin kanssa vuorovaikutuksessa olevendeni (UIM, engl. ubiquitin-interacting
motif), joka on ubikitiinia sitova alayksikk6. Vpg2la niitd on kaksi ja Hsel:lla yksi. Vaikka
Vps27:n UIM-domeenit sijaitsevat aivan toistensaressd, eivat ne silti sitoudu samaan
ubikitiiniin, vaan toimivat taysin itsendisesti $@taan riippumatta (Swanson ym., 2003).
Lisédksi N-terminaalia lahempana oleva UIM-domeeriiocs ubikitiinia huomattavasti
tehokkaammin kuin C-terminaalia lahella oleva (Eisym., 2003). Sisavesikkeleihin matkalla
oleva lasti merkitaan yleensa ubikitiinitdhteefdnka takia UIM-domeeni on erittdin tarkea
Vps27/Hsel-kompleksissa. Kompleksi kiinnittyy sdka&tiin, jossa on ubikitiinileima, etta
kalvolla olevaan PI(3)P:iin, jolloin kuljetettavaadti saadaan Vps27/Hsel kompleksin
valityksella sidottua haluttuun paikkaan esimerkésdosomin kalvolla (Bilodeau ym., 2002).
Hsel:lla on lisaksi SH3-domeeni (engl. Src homolo8)y joka toimii ubiginaation
poistotehtavissa. Taman domeenin tehtdvaa ESCRPpledsissa ei aivan tarkkaan tunneta,
mutta se saattaa toimia esimerkiksi silloin, jodjdtattavaa proteiinia ei halutakaan vieda
vesikkeliin, vaan ubikitiini poistetaan proteiirast SH3-domeeni ei itsessdaan varsinaisesti
poista ubikitiinia, vaan se varvaa ubikitiini-sgfes#n peptidaasi 8:n, joka puolestaan poistaa
ubikitiinin (Kato ym., 2000).

1.2.2. ESCRT-I

ESCRT-I-kompleksi koostuu kolmesta luokan E Vpstgioista, jotka ovat numeroiltaan 23,
28 ja 37 (kuva 1.3.).
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Kuva 1.3.Toisena monivesikkelisen rakenteen ulkokalvollgpsen ESCRT-I, joka kiinnittyy ubiginoituun lastiin
sekd ESCRT-0-kompleksiin.

Vps23:lla on N-terminaalisessa paassaan ubikitigitava ubikitiini E2 -varianttidomeeni
(UEV), joka tarttuu myos Vps27:n C-terminaalistégé@lahelld olevaan alueeseen, ja saa nain
koko ESCRT-I-kompleksin kiinnittymaan kalvoon. Vkik Vps23:n tarttuminen Vps27:4an
estettaisiin, ei tama kuitenkaan estaisi kaikkiahekettavien aineiden paasya sisavesikkeliin,
joten ESCRT-I-kompleksin tarttuminen ESCRT-0-konkgian toimii ikdan kuin lastin
kasittelyn tehostajana. Tosin joidenkin proteiinikohdalla paasy sisavesikkeleihin estyy
kokonaan, jos kyseisten kompleksien kiinnittymirteisiinsa estetdan (Bilodeau ym., 2003).
Vps27:n C-terminaalisen p&an aminohappojarjestyS/TPXP, johon UEV-domeeni
Kiinnittyy, l0ytyy mielenkiintoisesti myds monistaietroviruksista: esimerkiksi ihmisen
iImmuunikatovirus-1 tarvitsee PTAP-motiiviaan silmituakseen ulos solusta. Virus siis
pystyy varvaamaan ESCRT-I-kompleksin solukalvojloin puolestaan ESCRT-I varvaa
taas seuraavan silmukoitumiseen tarvittavan rakenfa niin edelleen (Goila-Gaur ym.,
2003). Normaalisti UEV-domeeni, Vps27:4an tarttienidiséksi, tarttuu myos kuljetettavana
olevan partikkelin ubikitiinileimaan ja nain sii&dastia eteenpain kuljetusketjussa (Bilodeau
ym., 2003). Monipuolista UEV-domeenia lukuun ottaéimd&SCRT-I-kompleksin merkitys on
viela melko tuntematon. Chu ym. (2006) loysivatjatihin monivesikkelisen rakenteen

lajittelutekijan (MVB12, engl. multivesicular bodsorting factor of 12 kD), joka sitoutuu
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Vps23:n keskivaiheilla olevaan kierteisesta kiest@emuodostuvaan domeeniin (CC, engl.

coild coil), sdadellen ESCRT-I-kompleksin muodoskien

1.2.3. ESCRT-II

ESCRT-lI-kompleksi on ESCRT-komplekseista ehka aigen tutkittu. Se koostuu kahdesta
Vps25:sta sekd Vps22:sta ja Vps36:n C-terminaaklgesasta (Hierro ym., 2004) (kuva 1.4.).

ESCRT-II
ESCRT-I qfo\
ESCRT-0 }522%\3\/
Hse1 ” (Vp336 ,08
Vp327\ w
Ub f e 5“

Kuva 1.4. ESCRT-ll-kompleksi kiinnittyy monivesikkelisen raiteen ulkokalvon lisdksi sek& ubiginoituun
lastiin ettda ESCRT-I-kompleksiin.

ESCRT-lI-kompleksi toimii eraanlaisena linkkina HSGI- ja ESCRT-IlI-kompleksien

valissa seka ubiginoidun lastin ja kalvon kanssab@ ym., 2002b). Ulkomuodoltaan
kompleksi nayttaa Y-kirjaimelta, jossa yksi sak&mwaostuu Vps25:std, toinen sakaroista
toisesta Vps25:sta ja kolmas sakara Vps22:sta gB&p C-terminaalisesta paasta (Hierro
ym., 2004). Kaikki nama proteiinit sisaltavat kaksippaletta WH-domeeneja (engl. winged
helix), joita lI6ydetddn yleensa transkriptiotelsiiai, joissa WH-domeeni sitoutuu DNA:han.
ESCRT-kompleksissa WH-domeenilla ei kuitenkaan mi¢aan tekemistda DNA:n kanssa,
vaan niilla on suuri merkitys ESCRT-lI-kompleksinuadostumisessa, eli ne auttavat
kompleksin Vps-proteiinien kiinnittymisessa toisia Vps25-proteiinin WH-domeeni liittyy

myOds ESCRT-Ill-kompleksin  Vps20:een, ja se toimmiki ESCRT-III-kompleksin
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varvaamisessa paikalle (Teo ym., 2004). ESCRT-hyileksin paikalle varvaajana
puolestaan toimii ESCRT-I-kompleksi, jonka Vps2&fgiinin C-terminaaliseen p&éhan
kiinnittyy ESCRT-II-kompleksin Vps36:n GLUE-domeer(engl. GRAMIike, ubiquitin
binding in EAP45). Kyseisella GLUE-domeenilla on @gsymuita kayttotarkoituksia. Hiivalla
se sisaltdd kaksi sinkkisormea, joista N-termimagluoleinen kiinnittyy Vps28:aan ja C-
terminaalin puoleinen puolestaan sitoo ubikitiinithmisella tata ubikitiinia sitovaa
sinkkisormea ei ole, mutta kyseisen domeenin ot gfoitettu sitovan ubikitiinia. Kun
ESCRT-I- ja ESCRT-ll-kompleksit kiinnittyvat toisisa, siirtyy kuljetettava lasti taas
eteenpdin, tassa kohtaa Vps36:n GLUE-domeenin aksin Vaikkakin GLUE-domeeni
kattaa vain Vps36:n C-terminaalisen paan ensimmaB@ aminohappoa ja sitoo jo valmiiksi
ESCRT-I-kompleksin ja ubiginiloidun lastin, sitoutise lisaksi myos kalvoon. Kalvolla se
sitoutuu ESCRT-0-kompleksin tapaan PI(3)P:iin, mue sitoo myds muita vastaavia
molekyyleja, vaikkakaan ei yhtd suurella voimakkeilal (Teo ym., 2006). Toinen alue, jonka
on uskottu muodostavan sidoksia proteiinien valile Vps22:n C-terminaalissa oleva CC-
domeeni. Sen luultiin sitoutuvan Vps20:een, muéA si ainakaan nykytietdamyksen valossa
uskota muodostavan sidoksia muiden ESCRT-kompleksiassa (Teo ym., 2004).

1.2.4. ESCRT-III

ESCRT-llI-kompleksi muodostuu kahdesta alakompkhksijoihin kuuluvat proteiinit Vps2,
Vps24 ja Vps20 sekd Snf7, joka tunnetaan myos hmégbs32. Naiden lisaksi ESCRT-III-
kompleksiin kuuluu viela kaksi proteiinia, Vps60 [ad2, joiden poistaminen ei kuitenkaan
esta ESCRT-IlII-kompleksin toimintaa monivesikketisekenteen muodostumisessa (Babst
ym., 2002a) (kuva 1.5.).
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Kuva 1.5. ESCRT-llII-kompleksi muodostuu lukuisista protgiiarien alakomplekseista, jotka kiinnittyvat
toisiinsa ja muodostavat ESCRT-IlII-kompleksin. Taméolestaan kiinnittyy monivesikkelisen rakenteen
ulkokalvoon ja ESCRT-Il-kompleksiin.

Kuten aikaisemmin todettiin, kiinnittyy Vps25 Vps2én ja kiinnittdd nain ESCRT-III-
kompleksin pitenevéaan kuljetusketjuun. Vps20, kuteyds muut ESCRT-IIl:n proteiinit, on
soluliman proteiini, joka kalvolle saapuessaan riityy Vps25:n lisaksi myos itse kalvoon
(Babst ym., 2002a). Vaikka suurin osa tutkijoistkia sitéa mieltd, ettd ESCRT-kompleksien
varvays tapahtuu lineaarisessa jarjestyksessa ledsijth toiselle, eivat kaikki sitoutumiset
silti noudata tata kaavaa. Vps20 sitoutuukin tgsiketen edella mainittujen molekyylien
lisdksi my6s ESCRT-I-kompleksin Vps28 proteiiniiBovers ym., 2004). Myds Vps20:n
alakompleksipari Snf7 Kkiinnittyy kalvoon, vaikka Itai ei olekaan Ioydetty mitaan
aminohappoaluetta milla tdma tapahtuu. Onkin mdistil ettd varautunut Snf7 proteiini
kiinnittyy fosfolipidien varautuneisiin paihin. S&kvps20 ettd Snf7 pystyvét siis toisistaan
riippumatta kiinnittymaan lipidikalvoon. Kaikki n@ ESCRT-IlI-kompleksin téarkeinta
proteiinia ovatkin hyvin samankaltaisia, eli kaikkisaltavat CC-domeeneja ja kaikkien
proteiinien C-terminaalinen paa sisaltaa hyvin lzapja sivuketjuja, kun taas N-terminaalinen
paa on hyvin eméksinen (Babst ym., 2002a). Lin Y&005) esittivat mallin Snf7:n
avautumisesta sen aktivoituessa. Mallin mukaantiv@ikuessaan proteiinin eri paat kaantyvat

yhteen, jolloin proteiinin CC-domeenien alfaheltksitoutuisivat toisiinsa antiparalleelisti.
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Koska C-terminaali on hapan ja N-terminaali eméaisjnon nailla eri varaukset ja nain
proteiini pysyisi kiinni vastakkaisten varaustetamana. Tahan viittaa se, ettd solulimassa
kyseiset proteiinit pysyvat irrallaan muista sanagista proteiineista, vaikka ne avonaisessa
muodossa muodostaisivat kertymia. Avautuessaan Bmfidittyy myos lipidikalvoon, joten
se pitdd solulimassa olla inaktiivisessa muodo$éma malli saattaisi selittaéa myds Vps2,
Vps24 ja Vps20:n konformaation. Snf7:4an Kiinnittggella mainittujen lisaksi myds
proteiini, jota ei yleensa lasketa kuuluvaksi ESGR-kompleksiin. Téllainen proteiini on
Brol, jota myds Vps31:ksi kutsutaan. lhmisella kyse proteiini on nimeltddn ALIX, ja sen
toiminta poikkeaa hiivan Brol:n toiminnasta sitettid se sitoutuu sekd CHMP4:4an (engl.
chromatin modifying protein 4) ettd Vps23:een, musiden nain sidoksen ESCRT-I- ja
ESCRT-lll-kompleksien valille. Tallaista sidosta @e kuitenkaan havaittu hiivan Brol:lla
(Bowers ym., 2004). Hiivankaan Brol ei silti ole kdn jaanne, vaan silla on roolinsa
ubikitiinin poistossa. Jotta ubikitiini ei jaisi ssivesikkeleihin kuljetettavan lastin mukana,
poistetaan ubikitini ESCRT-IlI-kompleksin kohdall®oa4-proteiinin toimesta. Tassa
puolestaan tarvitaan Brol:ta, joka varvaa Doadikafia (Luhtala ja Odorizzi, 2004). Naiden
lisdksi ESCRT-IlI-kompleksiin kuuluvat Vps24 ja \pqtunnetaan myds nimella Did4),
muodostavat oman alakompleksinsa Vps20 ja Snfpaata Vps24/Vps2-alakompleksi ei
kuitenkaan sitoudu lainkaan lipidikalvoon, vaan s®utuu Vps20/Snf7-alakompleksiin.
Vps24 ja Vps2 eivat myoskaddn pysty yksindan sitmatan, vaan ne tarvitsevat toisensa.
Taman alakompleksin hyvin tarkeéa tehtava on varvggsd ESCRT-III-kompleksiin ja nain
irrottaa koko kompleksi lipidikalvolta, samalla kuasikkeli kuroutuu irti (Babst ym., 2002a).
Babst ym. (2002a) osoittivat myos, ettei ESCRTkbmpleksi koostu vain yhdesta
kappaleesta jokaista proteiinia, vaan etta joktasedakompleksista on useita kopioita.
Kopioiden tarkkaa lukum&araa ei kuitenkaan pystgélvittamaan, mutta ilmeisesti Vps20:n,
Snf7:n, Vps24:n ja Vps2:n mé&arat ovat kuitenkirulwéaraisesti samat.
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Kuva 1.6. Vps4- ja Vtal-proteiinit muodostavat kuusikulmaiskompleksin, jonka keskelld on proteiinien
mentava aukko. Kompleksi kiinnittyy suoraan ESCRIkbmpleksiin, mutta myos esimerkiksi Did2:een ja
Vps60:een, jotka puolestaan kiinnittyvat ESCRTKdmpleksiin.

Vps4, kuten useimmat muutkin ESCRT-kompleksien ginmait, on evolutiivisesti hyvin
samanlaisena sailynyt proteiini. Hiivan Vps4 onenaleeltaan 60 prosenttisesti sama kuin
ihmisen Vps4, mutta toiminnaltaan proteiinit ovanhrsamanlaisia, etta ihmisen Vps4B voi
korvata hiivan Vps4p:n (Scheuring ym., 2001; Sgott, 2005). Ihmisella on kaksi versiota
Vps4:sta, Vps4A ja Vps4B. Koska Vps4:n eri lajiedliNd ei tunneta toiminnallisia eroja,
kaytetdan tassakin kappaleessa yleisesti Vps4 ystait(Scott ym., 2005). Vps4 kuuluu
erittdin suureen AAA (engl. ATPases associated witierse cellular activities) NTPaasien
superperheeseen, jotka ovat kuusikulmaisen rergageen muodostavia, ja Vps4:n
tapauksessa, ATP:ta kayttavia proteiinirakentdfiackey ja Lupas, 2004) (kuva 1.6.). Yksi
toiminnallinen Vps4-kompleksi koostuu siis Scott .yif2005) esittdman mallin mukaan
kahdestatoista kuusikulmion muotoon ja kahteenokseen asettuvasta proteiinista. Yhden
proteiinin rakenne puolestaan pitaa sisallaan jagusienen AAA ATPaasin, beeta-domeenin,
C-terminaalisen heliksin ja N-terminaalisen MIT-degnin (engl. microtubule interacting and
transport). Beeta-domeeni koostuu kolmesta antipafsta beetalevystd, jollaisia ei muilla
AAA superperheen NTPaaseilla ole (Scott ym., 200%yseista domeenia tarvitaankin
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valillisesti ESCRT-llI-kompleksiin kiinnittymisessé&/tal-proteiinin (engl. Vps twenty
associated 1) kautta (Yeo ym., 2003). Vtal ei kuB®CRT-IlI-kompleksiin, mutta se
kiinnittyy Vps20/Snf7-alakompleksiin, Vps60:een &eWps46:een (Did2). Vps60:n kanssa
Vtal muodostaa todennakdisesti oman kompleksins&a jon samanlainen Vps4:n
positiivinen sadatelypari kuin Istl/Did2-proteiinipa joka kiinnittyy Vps2/Vps24-
alakompleksiin (Rue ym., 2008). Vps4:n C-termirsaii heliksin tarkoitusta ei viela taysin
varmasti tunneta, mutta toisessa paassa olevanNnA@alinen MIT-domeeni puolestaan on
hyvin tunnettu. Sen tarkoituksena on kiinnittdd X4psoteiinit suoraan ESCRT-III-
kompleksin proteiineihin Vps2, Vps24 ja Vps46 (Stelt-Brereton ym., 2007). Ehka kaikkein
mielenkiintoisimmat domeenit Vps4:ssa ovat sen se&a pieni AAA ATPaasi-domeeni,
joiden toiminta ja rakenne ovat hyvin tunnettuja& Muodostavat ATPaasi-kasetiksi nimetyn
alueen, joka sitoo ATP:n ja hydrolysoi sen ADP:ksiBR:ksi. Talla ATP:sta saatavalla
energialla saadaan Vps4-proteiinissa sen toimikaanalta oleellinen konformaation muutos
(yleiskatsaus Ogura ja Wilkinson, 2001). Vps4:rke#r tehtavd on ESCRT-III-kompleksin
purkaminen ja samalla kuroutuvan rakkulan vapauttamirti ulkokalvosta. Scott ym. (2005)
mallin mukaan Vps4 on solulimassa monomeerin ja edimm tasapainotilassa, ja
Vps2/Vps24:n tarttuessa MIT-domeeniin muodostuudesta Vps4-dimeerista kaksitoista
Vps4-proteiinia sisaltdva rengasrakenne. Taman asagenteen keskelle jaa ESCRT-III-
kompleksin proteiinien, eli Vps20, Snf7, Vps2 ja 92d:n mentava aukko, josta ATP:n
energialla kyseiset proteiinit vedetaan yksi késeal 1api (kuva 1.7.).
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Kuva 1.7. Vps4-kompleksi “vetdad” ESCRT-Ill-kompleksin pratet irti kalvolta hajottaen nain koko ESCRT-
koneiston. (Mukailtu yleiskatsauksesta Nickerson,y2007.)

Se miten tama mekanismi toimii, on viela melko skysymysmerkki. limeisesti ESCRT-III-
kompleksin proteiinien konformaatio muuttuu irrééetssa niiden inaktiiviseen muotoon.
Mybs se, miten ESCRT-I- ja ESCRT-II-kompleksit utavat kalvosta, on vield avoin
kysymys. On kuitenkin arveltu, ettd ESCRT-III-korek$in hajotus heikentaisi koko
rakennetta niin, ettd myos ESCRT-I- ja ESCRT-II-kdeksit irtautuisivat kalvolta. Myoskaan
rakkulan irtautumisen mekanismi ei ole viela s#yilmutta se vaikuttaisi myos liittyvan

Vps4:n kompleksien irrotukseen (Scott ym., 2005).

1.2.6. ESCRT-kompleksien lineaarinen- vs. ympyramal

Edellisissda kappaleissa ESCRT-kompleksien toimint@a jarjestystda on tarkasteltu
lineaarisesti, jolloin ESCRT-kompleksit toimivat klunsa osoittamassa jarjestyksessa,
varvaten aina seuraavan ESCRT-kompleksin paikdliama malli tunnetaan myos ns.
liukuhihnamallina (engl. conveyor belt model) (gleatsaus Hurley ja Emr, 2006). NyKkyiset
mallit ovat pitkalti pohjautuneet Babstin ym. (2@)Zesittamaan suoraviivaiseen askeleelta
toiselle etenevaan malliin, eikd taman mallin Kgdiin ole 16ytynyt kovin suurta innostusta.
Daniel Nickerson, Matthew Russel ja Greg Odorizztduitenkin poikkeus tédhan linjaan, ja

he ovatkin esitténeet, etteivat ESCRT-kompleksibdustaisikaan liukuhihnamaista suoraa
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ketjua, vaan eraanlaisen ympyramallin (yleiskatdigskerson ym., 2007). Havainnollisuuden

vuoksi on kuva 1.8. ympyramallista piirretty mukenl kyseisen artikkelin kuvia.

ESCRT-III ESCRT I
' ESCRT-I ESCRT-0 ESCRT-I ESCRT II

, s?s 22‘ Hse1 ‘ /'
qu' ps3 @ Vps27)

° a a ,

ESCRT-III

Kuva 1.8. ESCRT-kompleksien jarjestys monivesikkelisen ragen ulkokalvolla ympyramallin mukaan.
Kuroutuva kalvo syntyy kohtaan, jossa ESCRT-0-kazkgl sijaitsee. (Mukailtu yleiskatsauksesta Nickars
ym., 2007.)

Ympyramalli perustuu lahinnd lineaarisen mallintikekiin, ja seuraavassa onkin joitain
lineaarisen mallin ongelmia. Ensimmaisend on ESURKappaleessakin esiin nousseet
tutkimustulokset siitd, ettd myds ESCRT-IlI- ja BSGI-kompleksin valilla on sidoksia
(Pineda-Molina ym., 2006). Tamén lisaksi Bowers y2006) esittivat, ettei ESCRT-II-
kompleksi ole kaikissa tilanteissa aivan valttamatéaan sisarakkula voi muodostua myos
iiman tatd. Naissa tukimuksissaatiin epidermaalinen kasvutekijd ja MHC-I (englajor
histocompatibility complex class-) menemdan Hebhjen (ihmisen kohdunkaulan
syopasolulinja, engl. human cervical adenocarcinoreis) sisarakkuloihin normaalisti,
vaikka ESCRT-Il-kompleksin toiminta oli estetty §iR:lla (engl. small interfering RNA). Jos
kompleksien toimintajarjestys olisi lineaarinen,istoyhden kompleksin poisjaanti olla
kohtalokasta. Kun mallina kaytetaan ympyramalliayrden lenkin katkeaminen katkaise
koko ketjua, vaan malli pystyy joustamaan paremmiuuttuneisiin olosuhteisiin (yleiskatsaus
Nickerson ym., 2007). Kauan vallalla olleelle lilanamallille saattaa siis sittenkin olla
vaihtoehtoja. Ympyramallin perusidea on se, ettéCES-0-, ESCRT-I- ja ESCRT-II-
kompleksit muodostavat erdanlaisen superkompleksissa ESCRT-0 sijaitsee keskella,
ESCRT-I kehana taman ymparilla ja ESCRT-1I viel&OBI -1:n kehan ymparilla (kuva 1.9.).
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Kuva 1.9. ESCRT-kompleksien sijoittuminen toisiinsa nahdempyramallin mukaan. Kuva on kuvattu kalvoon
nahden ylhaaltapain, jolloin kuroutuva rakkula isigi ESCRT-0-kompleksin alla. (Mukailtu yleiskatsksesta
Nickerson ym., 2007.)

ESCRT-lIl muodostaa uloimman kehén, ja onkin liukumamallista poiketen kaikkein
kauimpana muodostuvasta rakkulasta. Ympyramalli@ESkompleksit ovat muodostuvaan
rakkulaan nahden taysin painvastaisessa jarjedgéskuin liukuhihnnamallissa, mutta silti
niiden toimintajarjestys ei poikkea paljoa lineaasta jarjestyksesta. Lisaksi ESCRT-III-
kompleksin kauimmaisena olo selittéisi hyvin senksin ESCRT-III-kompleksilla ei ole

lainkaan lastin ubikitiiniin tarttuvia motiiveja Igiskatsaus Nickerson ym., 2007).

1.3. Monivesikkelinen organelli

Monivesikkeliseksi rakenteeksi (MVB, engl. multivadar body) voidaan lukuisista
nimeamistavoista johtuen kasittdd — lahteesta uépp — esimerkiksi vain myo6haiset
endosomit, mutta tassa tutkielmassa kyseinen tedgittaa kaikki monivesikkeliset rakenteet
varhaisista endosomeista myohaisiin endosomeihikd sgiden lisaksi kaveosomit. Tassa
tutkielmassa kaytettyna termin laajuus johtuu sigté talla hetkella yleisesti hyvaksytyin
sisavesikkelien kuroutumistapa on samanlainen &sekinaissad rakenteissa (yleiskatsaus
Williams ja Urbe, 2007).
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1.3.1. Monivesikkeliset rakenteet endosomireitilla

Eniten tutkittu ja siten my6ds parhaiten tunnettu nidesikkelinen rakenne on

monivesikkelinen endosomi, jonka Grinberg ym. I§sijo 1980-luvun loppupuolella

(Grinberg ym., 1989). Termi kattaa rakenteet vaib@ endosomeista kuljetusrakkuloiden
kautta myohaisiin endosomeihin. Nama endosomityl@tt klatriinireitin varrelta, ja niiden

matka paattyy usein joko lysosomeihin, Golgin ésteen tai kierratysendosomin kautta
takaisin solukalvolle. Tastad johtuen Klatriiniraitendosomeilla on monia saatelytehtavia,
joista ehka eniten tutkittu on epidermaalisen ksskijiireseptorin (EGFR, engl. epidermal
growth factor receptor) saately joko hajottamallgsdinen reseptori lysosomissa tai
lahettamalla se takaisin solukalvolle. Jos kyseineseptori on tarkoitus hajottaa, pitdd se
saada jotenkin kokonaan lysosomin sisédlle. Tass@elorassa piilee ainakin yksi

monivesikkelisten rakenteiden tarkoitus, silla MYiBulkokalvon sulautuessa lysosomin
kalvoon, sisarakkulat proteiineineen vapautuvat okalan lysosomin sisaan. Nain
kalvoproteiinitkaan eivat jaad puoliksi ulkopuolell&uten kavisi, jos ne olisivat kiinni

kalvossa, joka sulautuu lysosomin kanssa yhdekbioksi. Nain siis saadaan hajotettua
kalvoproteiineja seka kalvoissa olevia rasva-ameiErityisen tarkedd on, ettd oikeat
molekyylit lajitellaan oikeaan paikkaan, jolloin jbtetuksi tulevat vain hajotukseen
tarkoitetut, usein ubikitiinilla merkityt molekyyli (yleiskatsaus Raiborg ym., 2003).
Monivesikkelisen endosomin toimintahdiridista joh&u sairauksia tunnetaan useita.
Esimerkiksi etuohimolohkon dementiassa, joka oselksi yleisin dementia heti Alzheimerin
taudin jalkeen, kuljetukseen tarvittavan ESCRTkbmpleksin CHMP2-proteiinin mutaatio

aiheuttaa ubikitinoitujen proteiinien kertymia heasoluihin (Filimonenko ym., 2007).

1.3.2. Monivesikkelinen kaveosomi

Kaveosomi on monivesikkelisista rakenteista viinmeléydos, ja sen roolista solussa on useita
eri selityksia. Ulkonadltaan kaveosomi on melko aalainen kuin esimerkiksi myohaiset
endosomit, mutta siitd puuttuvat myohaisille endositle tyypilliset merkkiaineet, kuten
lysobisfosfaattihappo (LBPA, engl. lysobisphosptiiatiacid) ja CD63. Kaveosomit ovatkin

pysyvia rakenteita, joiden pH on neutraali ja joidealvo siséltda runsaasti kolesterolia,
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glykosfingolipideja ja kaveoliini-1:ta (Pelkmans ym2001; yleiskatsaus Pelkmans ja
Helenius, 2002; Botos ym., 2007). Kaveosomeja sty kaveoliinireitilla, johon myos

makropinosytoosin kaltainen reitti nayttaisi yhtgu@arjalainen ym., 2008, painossa).

1.4. Echovirus 1

Echovirus 1 kuuluu pikornavirusten heimoon ja emtgusten sukuun. Kuten jo heimon
nimestakin voi paatella, on echovirus 1 hyvin pigmivaipaton RNA-virus. Sen kapsidi
koostuu 60 yksikdstd, jotka kukin sisaltavat neljgaista proteiinia. Echovirus 1:n genomi on
plus-merkkinen yksijuosteinen RNA, joka transloidgaolyproteiiniksi ja pilkotaan taman
jalkeen proteolyyttisesti echoviruksen virusprateiksi. Kaikki pikornavirukset lisaantyvat
solulimassa ja kuuluvat seitsemaan eri sukuuntgaemterovirukset ovat yksi (yleiskatsaus
Bedard ja Semler, 2004). Inmisella echovirukseeaitavat esimerkiksi hengitystieinfektioita,

aivokalvontulehdusta ja sydanlihastulehduksia $Waisaus Grist ym., 1978).

1.4.1. Reseptorit ja reitit

Reseptorinaan solun pinnalla echovirus 1 kayttdégmneihin kuuluvaan2p1-integriinia,
joka muodostuuo2- ja Bl-proteiineista. Integriinit kuuluvat suureen g@emheeseen
proteiineja, jotka valittavat solu—solu- ja soluksaliaineliitoksia. Kutenoa2B1-integriini,
my0s muut integriinit muodostuvat alfa- ja beetaylbikoista (yleiskatsaus Hynes, 1992).
Tarkemmin ottaen echoviruksen sitoutumiskohtananiton2-alayksikon I-domeeni (engl.
inserted domain), joka sijaitse-proteiinin aminoterminaalisessa paassa eli sttiuagsa
(Bergelson ym., 1992). Echovirus 1 kilpailee resdéptaan elian2p1-integriinin I-domeenista
padasiassa kollageeni-l:n kanssa (Kamata ym., 1928kka kollageeni-l ja echovirus 1
kiinnittyvatkin eri kohtiin I-domeenissa, eivat nsilti pysty steeristen esteiden takia
sitoutumaan I-domeeniin samanaikaisesti. Tassalmagsa echoviruksen apuna on kuitenkin
se, ettad echovirus 1 sitoo reseptoriaan 10-ketaigeimakkuudella kollageeniin verrattuna.
Echovirus 1 pystyy sitoutumaan yhtdaikaisesti eitex2B1-integriiniin, mika aiheuttaa
integriinien kasautumisen (engl. clustering) (Xigg., 2004). Kasautuminen puolestaan

aiheuttaa integriinien lateraalista liikkumista wdalvolla ja kasaumien kertymista yha
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suuremmiksi kasaumiksi. Tama johtaa signaalingi@gtioin aktivoitumiseen ja integriinien
siirtymiseen solun sisaan (Upla ym., 2004). Echawvirl kayttda vahaisessa maarin
kaveolivalitteistda endosytoosia ja padasiassa npakoeytoosin kaltaista reittia (Karjalainen
ym., 2008, painossa). Kummankin reitin kautta eatnsvl kuitenkin paatyy kaveosomiin,

josta eteenpdin echovirus 1:n reittia perinukleédaan ei viela tunneta (Marjoméaki ym.,

2002).
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2. TUTKIMUKSEN TARKOITUS

Kaveosomin monivesikkelinen rakenne havaitaan s&lMaV1-infektoiduissa SAO&2p1-
soluissa (Upla ym., 2004). Téallainen monivesikkefinkaveosomi muistuttaa hyvin paljon
Klatriinireitin myohaisia endosomeja seka endosdisiaakuljetusrakkuloita (Grinberg ym.,
1989). Tutkimuksen tarkoituksena olikin selvittd@jmiiko monivesikkelisen kaveosomin
muodostuksessa samat ESCRT-kompleksit, jotka maaektsklatriinireitin monivesikkeliset
rakenteet (yleiskatsaus Grinberg ja Stenmark, 20@4&rjomaki ja Schaible, 2005;
yleiskatsaus Slagsvold ym., 2006). Lisaksi, kosk4 paatyy solun sisélle paastyaan nopeasti
kaveosomeihin (Karjalainen ym., 2008, painossa), totkimuksessa tarkoitus selvittaa

kaveosomeissa mahdollisesti toimivien ESCRT-kormg&k merkitysta EV1-infektiossa.

Tutkimuksessa pyrittiin siis selvittdmaan

1. Toimivatko monivesikkelisen endosomin muodostavaé8CRT-kompleksit myos

monivesikkelisen kaveosomin muodostuksessa

2. Mik& merkitys ESCRT-komplekseilla on echovirus fektiossa
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3. MATERIAALIT JA MENETELMAT

3.1. Solut, bakteerit, virukset ja vasta-aineet

Kokeissa kaytettiin SAOS-soluja (ihmisen luusyopéksga, engl. human osteosarcoma cells;
American Type Culture Collection [ATCC], Manass&#, USA) ja HelLa-soluja (ihmisen
kohdunkaulan syopasolulinja, engl. human cerviclnacarcinoma cells; Ohio-kanta, joka
saatu Timo Hyypialtd, Virologian osasto, Turun pi&to). Padosa kokeista suoritettiin SAOS-
soluilla (SAOSe2B1-solut), joihin on pysyvasti transfektoiti2-integriini (lvaska ym., 1999)
ja solut kuuluivat SAOS247-soluklooniin. Kaikki solut viljeltin Gibcon DEM:ss&, joka
sisélsi 10 % FBS-seerumia (Gibco, Gran Island, USA)MM L-glutamiinia (Gibco), 100
ug/ml streptomysiinia (Gibco) ja 100 1U/ml penisitii& (Gibco).Escherichia colia (JM109-
kanta) kaytettiin kokeissa tarvittavan pEGFP-hVER85Q -konstruktin (tekstissé lyhennetty
DN Vps4-GFP) tuottoon. Konstruktin oli lahjoittanutarald Stenmark (Dept. Of
Biochemistry, The Norwegian Radium Hospital, Momiédy Oslo, Norja). Kokeissa kéaytettiin
echovirus 1:t4 (Farouk-kanta, ATCC), joka oli tutte GMK-soluissa (viherapinan
munuaissolulinja, engl. green monkey kidney cedlatu Timo Hyypialtd), sekd puhdistettu
sakkaroosigradienttiajolla (Marjoméki ym., 2002)okeissa kaytetyt vasta-aineet olivat
seuraavat:. anti-EV1-vasta-aine (Marjomaki ym., 200@&mennos 1:150), kaveoliini-1
(Transduction Laboratories, Lexington, KY, USA;nennos 1:150), Has6, joka tunnisteéa
integriinin (Fiona M., Watt D. Phil., Cancer ResggrEnglanti; laimennos 1:100), L230, joka
tunnistaaaV-integriinin (ATCC; laimennos 1:50), Rabll (Sar@auz Biotechnology, Inc.,
CA, USA; laimennos 1:150), CI-MPR, joka tunnistagdmiiset endosomit (Marjomaki ym.,
1990; laimennos 1:100), Tsgl101 (GeneTex Inc., 14386cron Dr., Suite1l01, San Antonio,
TX, 78245, USA,; laimennos 1:75). Kaikkien vastaeaiten laimennokset tehtiin 3 % BSA:ta
(Boehring, Marburg, Saksa) sisaltavaan PBS:&an.

3.2. siRNA-transfektiot

siRNA-transfektioissa kaytettin  HelLa-soluja, jaihi transfektoitin  Tsgl01 (5'-
CGAUGGCAGUUCCAGGGAAdTAT-3’; saatu Harald Stenmak)] Vps24 (5'-
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AGCAUGGACGAUCAGGAAGTT-3; saatu Harald Stenmarkjfa HCRPI (5-
CAACAAGUCAUACCACAGCTT-3’; saatu Harald Stenmarkijtéai kontrollina kaytettavaa
kalpaiini-siRNA:ta (5-CCGGACCATCCGCAAATGGAA-3’; Qigen, Valencia, CA, USA).
Toisena kontrollina toimi pelkka seerumiton DMEM-aingm. Transfektoinnit suoritettiin
oligofektamiinilla (Invitrogen, Carlsbad, CA, USABishop ym. (2002) artikkelin ohjeen
mukaan seitseman tunnin EV1 infektiolla. Transf@ktionnistuminen varmennettiin SDS-
PAGE-geelielektroforeesilla (Mini Protean 1l Elemphoresis Cell; Bio-Rad, Richmond, CA,
USA) ja immunoblottauksella (Mini Trans-Blot Elegphoretic Transfer Cell; Bio-Rad).
Geelielektroforeesiajoissa kaytettiin 12 %:sta Sw8rakryyliamidigeelia ja immunoblottaus
tehtiin polyvinyylidifluoridikalvolle (Millipore, Bedford, MA, USA). Taméan jalkeen kalvolta
estettiin epaspesifinen sitoutuminen inkuboimakldvéia 5 % maitojauhetta ja 1 % BSA:ta
siséltdvassa TBS-TWEEN-liuoksessa (150 mM NaCl, MORRIS pH 7.5, 0.05 % TWEEN),
vaihtoehtoisesti tunnin huoneenlammaossa tai 12igumft °C:ssa. Vasta-ainevarjayksissa
kaytettiin primaarivasta-aineena HCRPI ja Vps24tasmsneita (molemmat saatu Harald
Stenmarkilta), joista HCRPI laimennettiin 1:2000tel2a Vps24 1:5000:een, 1 % BSA:ta
siséaltdvaan TBS-TWEEN:iin. Blotteja varjattiin hiemmlammaossa kaksi tuntia ja taman
jalkeen sekundaarivasta-aineena kaytettiin anti-ki®P-konjugaattia (Bio-Rad), jonka
laimennus oli 1:3000 5 % maitojauhetta sisaltavad®a-TWEEN:ssa. Signaalien detektointi

tapahtui kemiluminesenssilla (Pierce, Rockford,UISA).

3.3. Transfektiot

SAOS«2B1-solut transfektoitiin FUGENE 6 -reagenssilla vistiaan ohjeen mukaan (Roche,
Basel, Sveitsi) 48 tuntia. Transfektiossa kaytdighstruktit olivat DN Vps4-GFP, seka
kontrolleina GFP, Cdc42 wt ja N1-YFP (kaikki sadtucas Pelkmansilta, Institute of

Molecular Systems Biology, Zurich, Sveitsi).

3.4. Immunofluoresenssivarjaykset ja konfokaalimikioskopia

Transfektoituinin  tai tranfektoimattomiin, lahes riflmentteihin  SAOSx2B1-soluihin
tartutettiin EV1:ta (MOI noin 100 ja proteiinipitius 0,5 — Lig/ul) tunnin ajan +4 °C:ssa, 1
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% FBS-seerumia siséltavassa DMEM:ssa. Ylimaar&isgtset pestiin pois kylmalla PBS:l1a,
joka sisalsi 0,5 % BSA:ta. Infektion annettiin eddfs minuuttia, 2 tuntia tai 7 tuntia, +37
°C:ssa 10 % seerumia sisdltavassa DMEM:ssa. Ta&atkeen solut kiinnitettiin 30 minuutin
ajan huoneenldammadssa PBS:4an laimennetulla 4 %llBRMerck, Darmstadt, Saksa) ja
permeabilisoitiin 5 minuutin ajan PBS:aan laimenfiat0,2 % Triton-X-100:1la (Sigma, St.
Louis, MO, USA). Sekundaarivasta-aineina toimivabkessa tuotetut kanin ja hiiren vasta-
aineet Alexa 488 nm, Alexa 555 nm ja Alexa 633 riMolécular Probes, Inc.; laimennos
1:200). aV-integriinin, a2-integriinin ja DN Vps4-GFP:n kolokalisaatiokokestioritettiin
seuraavasti: Joko Has6 vasta-ainetid-iftegriini), tai L230 vasta-ainettax\{(-integriini),
lisattin SAOSe2B1-soluihin, jotka oli transfektoitu dominanttinemasella Vps4-GFP:lla.
Vasta-aineita tartutettiin 1h jailla 1 % DMEM:ssatgman jalkeen pestiin PBS:II4, joka sisalsi
0,5 % BSA:ia.a2- ja aV-integriinien kasautumiskokeiden sekundaarivasteena toimi
vuohessa tuotettu hiiren vasta-aine Alexa 555 nrolébular Probes, Inc.; laimennos 1:750),
jota tartutettiin tunnin jailla 1 %:ssa DMEM:ssatddtumattomat vasta-aineet pestiin pois 0,5
% BSA-PBS:lla (3 x 5 min). Taman jalkeen kasaut@mennettiin edeta +37 °C:ssa joko 15
minuuttia tai kaksi tuntia. Halutun ajan jalkeernusdiinnitettin 30 minuuttia 4 % PFA-
PBS:lla ja permeabilisoitin 5 minuuttia PBS:aanmlannetulla 0,2 % Triton-X-100:lla.
Primaarivasta-aineina kaytettin 15 minuutin ailsapissa kaveoliini-1:t& ja 2 tunnin
aikapisteissd CI-MPR:4a. Sekundaarivasta-aineeptkién vuohessa tuotettua kanin vasta-
ainetta, Alexa 633:a. Naytteet kuvattiin konfokamakroskoopilla (Olympus IX81, Fluoview-
1000-ohjelma) ja resoluutiona kaytettiin 800 x 8fiRselia, objektiivin ollessa UPSLAPO
60x, 1.35, oljyobjektiivi. Eri eksitaatioaallonpitdet skannattiin erikseen epatodellisen
kolokalisaation ja kanavalta toiselle vuotamisertamsseksi. Tilastolliseen testaukseen
kaytettiin binomista t-testia ja naytteiden kolakahtiot havainnollistettiin BiolmageXD-
ohjelman kolokalisaatio toiminnolla.

3.5. Elektronimikroskopia

Transfektoidut SAOS221-solut kasiteltiin hiiren anti2 vasta-aineella (laimennos 1:100).

Vasta-ainetta tartutettiin yhden tunnin ajan jailla% DMEM:ssa, jonka jalkeen tehtiin
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vastaava tunnin kasittely kanin anti-hiiri IgG \astineella (Sigma; laimennos 1:750). Talla
sekundaarivasta-aineella saatii2-integriinit kasautettua ja nain kulkeutumaan sadisaan.
Viimeisena naytteet kasiteltin sekundaérivastaeeseen sitoutuvalla proteiini A -kullalla
(10nm, G. Posthuma ja J. Slot, Utrecht, The Nedimeld) tunnin jailla, 1 % DMEM:ssa.
Taman jalkeen solut pidettiin kaksi tuntia +37 ¥@;s10 % DMEM:ssa. Solujen kiinnitys
tehtin 2,5 % glutaraldehydilla (0,1 M:ssa natrimsfaattipuskurissa, pH 7.4). Fiksaus
suoritettiin +4 °C:ssa yhden tunnin ajan. Jalkdiks tehtiin 1 %:lla osmiumtetroksidilla
samoin kuin edellinenkin fiksaus ja samassa puskari Naytteet kuivattiin etanolilla,
varjattiin uranyyliasetaatilla ja valettiin LX-112:Valetut naytteet leikattiin ultramikrotomilla
Raija Vassisen toimesta. Elektronimikroskooppirgsfit kuvattin JEOL JEM-1200ex
elektronimikroskoopilla ja naytteiden tilastollinéestaus tehtiin binomisella t-testill&.
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4. TULOKSET
4.1. Dominanttinegatiivisen Vps4-GFP:n vaikutus EViinfektioon

4.1.1. Virusten seuraaminen 15 minuutin, 2 tunning 7 tunnin aikapisteissa

Havaitaksemme dominanttinegatiivisen Vps4-GFP:kuwtakset EV1 infektioon, seurasimme
EV1 infektion etenemistd SAO&2B1-soluissa, joihin oli transfektoitu joko DN Vps4-8 tai
kontrollina toimiva GFP. Kaikissa kokeissa EV1 ¥dijn punaisella. Aikapisteissa 15
minuuttia ja 2 tuntia ei viela havaittu merkittavkélokalisoitumista EV1:n ja DN Vps4-
GFP:n valilla. Kummassakin aikapisteessa voi kkiterhavaita EV1:n kertymista lahelle
Vps4-GFP:lla leimautuvia rakenteita (kuva 4.1.).

15 min 2h

DN Vps4-GFP DN Vps4-GFP

Kolokalisaatio Kolokalisaatio

Kuva 4.1.Vasemmalla 15 minuutin ja oikealla 2 tunnin ails#@iDN Vps4-GFP-transfektoiduista soluista, joissa
EV1 on varjatty punaisella ja DN Vps4-GFP nékyyredlla. Nuolet osoittavat keltaisena nakyvia kqgljéssa
EV1 ja DN Vps4-GFP kolokalisoituvat. Kuvien alakussa on kolokalisaatiokuvat, joissa nékyy valkdeghin
kolokalisoituneet pikselit. Kuvat ovat yksittaidéikkeita ja mittajana 1@m.

Seitsemén tunnin aikapisteessa nakyy kuitenkinojtkyn verran EV1:n kasautumista DN
Vps4-GFP:n kanssa samalle alueelle (kolokalisoistai Taman lisaksi kontrollisolujen EV1

infektio on edennyt selvasti pidemmalle kuin domniti@aegatiivisen Vps4-GFP:n sisaltavien
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solujen infektio. Kotrollisoluissa EV1 onkin ledlgtynyt paljon tasaisemmin ja laajemmalle

solulimaan, eli infektio on edennyt pidemmalle (&ut.2.).

DN Vps4-GFP Kolokalisaatio

(DN Vps4-GFP)

Kuva 4.2. Kaikki kuvat ovat 7 tunnin aikapisteistd. Kuvids®1 on varjatty punaisella ja vasemman ylakulman
kuvassa DN Vps4-GFP nakyy vihredlla seka naiden ddéah kolokalisoituminen keltaisella. Pelkéat
kolokalisoituneet pikselit ndkyvét oikeanpuoleigegtikuvassa valkoisena. Vasemmanpuoleiset kuveait DM
Vps4-GFP-transfektoidusta solusta ja oikealla dlaadeva GFP-transfektoidusta solusta. Kuvat giaittaisia
leikkeita ja mittajana 1@m.
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4.1.2. Infektiotitraus

Naissa kokeissa SAO&B1-soluihin transfektoitin  dominanttinegatiivisen p84-GFP:n
lisdksi kolme eri kontrollia (GFP, Cdc42 wt ja NFF). Alun perin kontrollina piti toimia
vain GFP, mutta GFP:n alhaisen transfektiotehokkunutdkia kokeet toistettiin myds Cdc42
wt- ja N1-YFP-konstrukteilla. Kokeissa EV1-infektioaika oli seitseman tuntia. Naista
kokeista laskettiin konfokaalimikroskoopilla otefta kuvista infektiotehokkuus, el
transfektoituneiden ja infektoituneiden solujen dilvain transfektoituneisiin soluihin (kuva
4.3.).

40

35 -

30 -

25

Infektioprosentti
M
o

10

GFP DN Vps4-GFP N1-YFP DN Vps4-GFP Cdc42 wtDN Vps4-GFP

Kuva 4.3. Kuvaajaan on yhdistetty kolmen eri kokeen tulokgtkeet, joissa kontrolleina kaytettiin GFP:ta tai
N1-YFP:t4, toistettiin kolme kertaa. Kuvaajan irtfeprosentti laskettiin transfektoituneiden ja kif@tuneiden
solujen suhteena transfektoituneisiin soluihin.oksllle laskettiin binominen t-testi, jolloin kaildn kokeiden
DN Vps4-GFP:lle saatiin arvoksi p < 0,001 (***).
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Taulukko 4.1. Kokeet, joissa kontrolleina kaytettiin GFP- tai MEP-transfektioita, toistettiin kolme kertaa.
Taulukkoon on laskettu yhteen ndiden toistojen digktoituneet ja infektoituneet solut seka naista
infektioprosentit. SD = keskihajonta (engl. stamdaeviation).

Transfektoituneet | Infektoituneet | Infektioprosentti SD

GFP (kontrolli) 6641 1911 28,8 0,20

DN Vps4-GFP 1381 145 10,5 1,63

N1-YFP (kontrolli) 1429 382 26,7 1,04

DN Vps4-GFP 574 43 7,5 1,19
Cdc42 wt (kontrolli) 422 118 28,0 -
DN Vps4-GFP 179 16 8,9 -

4.2. Transfektoimattomien solujen ESCRT-I-kompleksn vasta-
ainevarjaykset

Koska Tsgl0l1 on hyvin tarked proteiini ESCRT-I-kdekgissa, halusimme tutkia sen
kolokalisoitumista kaveoliini-1:n ja EV1:n kans3éokeissa soluihin tartutettin EV1, ja 15
minuutin tai 2 tunnin aikapisteiden jalkeen soluinkitettiin. Osassa kokeista varjasimme
EV1:n ja Tsgl01l:n, ja osassa kaveoliini-1:n ja TEgh. Kummatkin, kaveoliini-1 ja EV1,
kolokalisoituivat Tsg101:n kanssa seka 15 minuetith kahden tunnin aikapisteissa (kuva
4.4).



39

Kolokalisaatio 5 ‘ e .. - Kolokalisaatio

. Kol;l;élisaat'i(; sz r ; Kolokalisaatio

Kuva 4.4. Vasemmalla ovat 15 minuutin ja oikealla 2 tunnikapisteet. Ylimmissa kuvissa kaveoliini-1 ja
alemmissa EV1 on varjatty punaisella. Kaikissa &sa&i Tsg1l01 on varjatty vihredlld ja punaisen jaedh
kolokalisaatio nakyy keltaisella. Lisaksi joka ksga on pienennettynd pelkastdédn kolokalisaatiokoisalla
osoittava kuva. Kuvat ovat yksittaisia leikkeiténptajana 1Qum.
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4.3. a2-integriinin ja kaveoliini-1:n kolokalisoituminen DN Vps4-GFP:n
kanssa

Osa infektoiduista soluista varjatti2-integriini- ja kaveoliini-1-vasta-aineilla. Kaviéai-1-
varjatyissa kokeissa ainoa infektion aikapiste 1d@i minuuttia ja kolokalisaatio DN Vps4-
GFP:n kanssa oli selvasti havaittavissa (kuva 4kmkeet, joissa2-integriini varjattiin, eivat
onnistuneet. Tama johtui pdaasiassa huonoistaygtujaksista, eika naita varjayksia kuvattu

lainkaan.

DN Vps4-GFP Kolokalisaatio

Kuva 4.5. EV1-infektion aikapiste on 15 minuuttia. Soluun tmansfektoitu DN Vps4-GFP, joka nakyy
vasemmalla olevassa kuvassa vihredlla. Vasemmasseda on varjatty punaisella kaveoliini-1, ja DIgs¢-
GFP:n ja kaveoliini-1:n kolokalisaatio nékyy keftella. Oikeanpuoleinen kuva nayttdd vain
vasemmanpuoleisessa kuvassa kolokalisoituvat fiikkelva on yksittainen leike ja mittajana ffn.

4.4. Kasautettujena2- ja aV-integriinien kolokalisoituminen DN Vps4-
GFP:n kanssa

Kasautettuina eli vasta-aineella yhteen kytkettyind- ja aV-integriinit kasautuvat
solukalvolla yhteen ja siirtyvat kullekin ominaistaittia solun sisdanu2-integriini kulkee
paaasiassa makropinosytoosin Kkaltaista reittidayaintegriini, joka toimii kontrollina,
Klatriinivalitteista reittia. Kokeissa suoritettirseekd 15 minuutin ettd kahden tunnin

kasauttaminen. Kummassakin aikapisteessa nakyastelsamansuuntaisia tuloksia kuin EV1
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infektiokokeissa, elia2-integriinin kolokalisoitumista DN Vps4-GFP:n jaaveoliini-1:n

kanssa (kuva 4.6.).

DN Vps4-GFP Kolokalisaatio

Kaveoliini-1 Kolokalisaatio

DN Vps4-GFP Kolokalisaatio

~

o

B P & i
"

Wb,

Kuva 4.6. Kaikki kuvat ovat samasta solusta ja aikapisteemd5 minuuttia. Vasemmassa ylakuvassa on DN
Vps4-GFP varjatty vihrealla ja2-integriini punaisella, keskella vasemmalla kaiiebll on varjatty vihredlla ja
a2-integriini punaisella. Alhaalla vasemmalla on DRibs4-GFP varjatty vihredlla ja kaveoliini-1 violkdi
Kaikissa vasemmanpuoleisissa kuvissa kolokalisa#kyy keltaisella ja oikeanpuoleisissa kuvissataeasn
kuvan kolokalisaatio nakyy valkoisella. Kuvat oyéasittaisia leikkeitd ja mittajana 40m.
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Kontrollina  toimineen aV-integriinin  kasautuskokeissa ei  juurikaan  havaitt
kolokalisoitumista Klatriinireittia kayttavanaV-integriinin ja kaveolireittia kayttavan

kaveoliini-1:n valilla (kuva 4.7.).

Kaveoliini-1 Kolokalisaatio

Kuva 4.7. Kuvan DN Vps4-GFP-transfektoitua solua on kasawt®b minuuttiaaV-integriinin vasta-aineella.
aV-integriini on varjatty vasemmanpuoleisessa kuaaganaisella ja kaveoliini-1 vihrealla. Oikeallsewhsta
kolokalisaatiokuvasta nahdaan, etteivdt nama kdkikdu keskenddn. Kuvat ovat yksittaisia leikkejt
mittajana 1Qum.

Mydskaan o2-integriinien kasautuskokeissa ei 10ytynyt kolokahtiota péadasiassa
makropinosytoosin kaltaista reittia kayttavar2-integriinin ja mydhaisten endosomien

merkkiaineen CI-MPR:n valilla (kuva 4.8.).

Kolokalisaatio

Kuva 4.8. Kuvan DN Vps4-GFP-transfektoitua solua on kasawt@ttuntiao2-integriinin vasta-aineellau2-
integriini on varjatty vasemmanpuoleisessa kuvapsaaisella ja CI-MPR vihredlla. Oikealla olevasta
kolokalisaatiokuvasta nahdaan, etteivdt nama kdkikdu keskenddn. Kuvat ovat yksittaisia leikkejt
mittajana 1Qum.
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4.5. siRNA-transfektiot

siRNA-kokeiden avulla halusimme tutkia tilannetiassa solujen ESCRT-I- tai ESCRT-III-

kompleksin toiminta olisi estynyt. siRNA:n avulla SERT-I-kompleksissa estettavia
proteiineja olivat Tsgl01 (vastaa hiivan Vps23:$8aHCRPI (vastaa hiivan Vps37:44), seka
ESCRT-lll-kompleksissa Vps24. HelLa-soluissa EVInfektiotehokkuus jai kuitenkin liian

alhaiseksi, ja nain kokeista ei saatu luotettavidokisia. Myodskaan kokeiden tulosten
varmentamiseksi tehdyt SDS-PAGE-geelielektroforgg@smmunoblottaus eivat onnistuneet.
Tama puolestaan johtui siitd, ettei naytteisiintsarpeeksi suuria proteiinipitoisuuksia,
koska transfektoitujen HeLa-solujen kasvu oli litaidasta ja ndin solumaara jai liian pieneksi

riittdvan proteiinimaaran eristamista varten.

4.6. Elektronimikroskopia

Elektronimikroskoopilla tutkittin dominanttinegatisen Vps4-GFP:n sisaltdvien ESCRT-
kompleksien vaikutusta monivesikkelisen kaveosomundostumiseen eli siihen, pystyyko
monivesikkelinen kaveosomi muodostumaan. Tama taton laskemalla proteiini A -
kullalla varjatyt, o2-integriinida sisaltavat vesikkelit SAO&1-soluista, jotka ol
transfektoitu joko dominanttinegatiivisella Vps4-&Ha tai kontrollina toimivalla Cdc42
wt:lla (kuva 4.9.). Kokeesta, johon oli transfekinidominanttinegatiivinen Vps4-GFP,
laskettiin 193 vesikkelia ja Cdc42 wt -transfektasta 139 vesikkelid, joista esimerkkikuvat
kuvassa 4.10. Silmamaaraisesti tarkasteltuna dortinaegatiivisella Vps4-GFP:lla
transfektoiduista soluista l10ytyi vahemman monikkslisia rakenteita kuin mitd soluissa
vaikutti keskimaarin olevan. Taman tueksi on kuea4®. ja taulukossa 4.2. laskettu proteiini
A -kullalla varjaytyneiden monivesikkelisten rakeilen prosentuaalinen osuus Kkaikista

proteiini A -kullalla varjaytyneista vesikkeleista.
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Kuva 4.9. DN Vps4-GFP aiheutti huomattavan monivesikkelistertkenteiden lukumaaran vahenemisen
suhteessa Cdc42 wt:hen. Tuloksille laskettiin biman t-testi, jolloin kokeen DN Vps4-GFP:lle saatérvoksi

p < 0,001 (***).

Taulukko 4.2. Sarakkeiden otsikot kertovat kokeessa transfeltoickonstruktin.

Taulukosta selviaa

elektronimikroskooppikokeissa laskettujen vesikidda lukumaarat ja monivesikkelisten rakenteidenuss

kaikista vesikkeleista.

DN Vps4-GFP Cdc42 wt
Laskettuja soluja 20 20
Kaikki vesikkelit 193 139
MVB:t 31 63
MVB-% kaikista
vesikkeleista 16 % 45 %
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Kuva 4.10.Kuvassa A on normaali monivesikkelinen rakennkujzassa B vesikkeli, jonka sisdéan ei ole paassyt
kuroutumaan sisavesikkeleitéd. A kuva on kokeesissg solut transfektoitin GFP:1l& ja B kuva kokaegossa
transfektioon kaytettiin DN Vps4-GFP:td. Kummassakuvassar2-integriini on véarjatty proteiini A -kullalla.
Mittajana on 200 nm.
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5. TULOSTEN TARKASTELU

Tutkimuksessa selvitettiin, vaikuttaako ESCRT-koekgien toiminnan estadminen
monivesikkelisen kaveosomin muodostumiseen sek&reEmiektioon. Nama kaksi tavoitetta
liittyvat laheisesti toisiinsa, koska EV1:n on ttidepddasiassa kayttdvan makropinosytoosin
kaltaista reittia soluun sisddnpaasyssaan paatgenkaveosomiin (Karjalainen ym., 2008,
painossa). Kaveosomeissa EV1:n pitda paasta sikkeksn pinnalla kaveosomin sisaan,
jotta infektio voisi edetd. Nain ollen kaveosomimmvesikkelisen rakenteen muodostumisen
estaminen selvittaisi kummatkin kysymykset: tointkea ESCRT-kompleksit kaveosomeissa
seka vaikuttavatko ESCRT-kompleksit EV1:n infekhoo

Ensimmaisena teimme infektiokokeita, joissa trakisienattomista soluista varjattiin Tsg101
ja EV1. Naissa kokeissa ndimme sen, ettd normaatiiessa EV1 todellakin kolokalisoituu
ESCRT-I-kompleksien kanssa. EV1 kayttaa paaasiasseopinosytoosin kaltaista reittia
eika Klatriinireittia. Siksi naiden kokeiden pemmsita tulisi ESCRT-kompleksien sijaita
endosomireitin lisdksi EV1:n kayttamalla reitillighon myds kaveosomi kuuluu. Liséksi
samoissa transfektoimattomilla soluilla tehdyissikéissa varjattiin kaveoliini-1. Tamén
kolokalisaatio Tsgl01:n kanssa vahvistaa edellgiéksia, silla EV1:n makropinosytoosin

kaltainen reitti ja kaveoliini-1:n kaveolireittigiedvat kaveosomissa.

Kun solut transfektoitiin DN Vps4-GFP:ll4, havaittiselvaa kolokalisoitumista EV1:n ja DN
Vps4-GFP:n valilla. Tama ilmeni kunnolla kuitenkiasta seitseman tunnin aikapisteissa ja 15
minuutin ja kahden tunnin aikapisteet olivatkinatii lyhyitd varsinaisen havaittavan
vaikutuksen syntymiselle. Tama saattoi osittaintyahesimerkiksi siita, ettd DN Vps4-
proteiinit toimivat ESCRT-"koneiston” viimeisena kpleksina. Talléin kuljetettava lasti el
tasséa tapauksessa EV1 saattaa paasta jopa muaossigarakkulaan asti, mutta rakkula ei
pysty irtautumaan ulkokalvolta. Seitseman tunnkapisteessa havaittiin kuitenkin jo selvasti
infektion estymista, joka nakyi virusten kertymide®N Vps4-GFP-kompleksien kanssa
samalle alueelle erdanlaisiin kertymiin. My0ds kotisolujen infektio oli edennyt
huomattavasti pidemmalle. Kontrollisoluissa infekdili levinnyt tasaisemmin koko soluun ja

virusta oli selvasti enemman, eivatkd virukset elleluodostaneet vastaavia kertymia kuin
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DN Vps4-GFP:n sisédltavissa soluissa. Naista kokeissa varjattiin a2-integriini- ja

kaveoliini-1-vasta-aineilla, joista kuitenkin vaikaveoliini-1 kokeet onnistuivat. Naissa
kaveoliini-1 kuitenkin kolokalisoitui selvasti DN p$4-GFP:n  kanssa samoin kuin
transfektoimattomille soluille tehdyissé vastaaai§sgl01-varjayksissa. Tamakin siis omalta

osaltaan vahvistaa ESCRT-kompleksien sijaintia Gapmeissa.

Myds infektiotitraukset tukivat vahvasti EV1-inféd estymiseen viittaavia tuloksia, silla
titrauksissa, joissa kaytettiin kontrollina N1-YKkBnstruktia, DN Vps4-GFP:n sisaltavien
solujen EV1-infektiotehokkuus laski jopa 72 %. My&FP- ja Cdc42 wt -kontrolleja
kaytettaessa infektiotitraukset antoivat samansuseit tulokset, prosenttilukujen ollessa 64 %
ja 68 %, edellamainitussa jarjestyksessa. Otta@mliaon, etta toisin kuin siRNA-kokeissa,
dominanttinegatiivisen proteiinin transfektio sauai esta solua tuottamasta myés toimivaa
proteiinia (tdssd tapauksessa Vps4:ta), on likimd&d0 % infektiotehokkuuden lasku

huomattava.

Elektronimikroskooppikokeessa, joissa solut olngf@ktoitu dominanttinegatiivisella Vps4-
GFP:lla ja joissan2-integriini oli kasautettu, olu2-integriinia sisaltdvid monivesikkelisia
rakenteita selvasti vahemman kuin kontrollina toiessa Cdc42 wt -soluissa. DN Vps4-GFP-
transfektoiduissa soluissa olikin noin 65 % vahemmeénonivesikkelisia rakenteita
kontrollisoluihin verrattuna. Tamé& tarkoittaa hyvBuurta monivesikkelisten rakenteiden
vahenemistd, koska sen lisdksi, ettd DN Vps4-GHHssa on myos toimivia Vps4-
proteiineja, ei kokeissa osoitettu mitenkaan siétka solut olivat transfektoituneita. Tasta
syysta kokeissa tuli varmasti laskettua myos spjofka eivat olleet transfektoituneet. Tama
tietenkin kasvattaa monivesikkelisten rakenteidesuutta, kun myoés DN Vps4-GFP-
transfektoiduissa kokeissa on laskettu tuntemataaréntransfektoimattomia soluja, joissa on
normaali Vps4-proteiinikompleksi. Nain ollen morsiekelisten rakenteiden prosentuaalinen
lasku antaakin vain suuntaa siita mita todellisons mutta nain suuri lasku yhdistettyna
edellisiin infektiotuloksiin varmistaa ainakin tsien oikean suunnan.
Elektronimikroskoopilla ~ visuaalisesti  tarkasteltunaDN  Vps4-GFP-kokeissa  oli
kontrollisoluihin verrattuna enemman sellaisia glujoissa a2-integriini oli  jaényt

kaveosomin ulkokalvolle eikd ollut paassyt kaveosormeisaan. DN Vps4-GFP-kokeen
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soluista l6ytyi myds suuria kaveosomeja, joissa pmijon a2-integriinia pakkautuneena
ulkokalvolle ja jollaiset kontrollisoluissa olivanyds sisaltéa taynna&2-integriinid. Tama

viittaakin samanlaiseen ESCRT-kompleksien toimioratiudesta johtuvaan partikkelien
kertymiseen DN Vps4-GFP:n kanssa samalle alueklle) mitd seitseman tunnin EV1-

infektiokokeissakin nahtiin.

Vaikkakin osa kokeista epéonnistui — usein alhais@gktion, transfektion tai toimimattomien
reagenssien takia — saatiin lukuisten toistojeausien reagenssien ansiosta kasaan kuitenkin
melko kattavat vastaukset taman tutkimuksen kyswityk DN  Vps4-GFP-
proteiinikompleksilla oli selva infektiotehokkuuteentava vaikutus. ESCRT-komplekseilla
onkin siis suuri merkitys echovirus 1 -infektiosggkd EV1-infektio etene soluissa kunnolla
iiman ESCRT-komplekseja. Tama johtuu siitd, ett®lEpaase kuroutumaan kaveosomin
sisdan ilman tata koneistoa. Vastaavia kokeitamernivesikkelisissa rakenteissa on tehty
esimerkiksi B-hepatiittiviruksen kanssa, joisseaokgket olivat viruksen lisdéntymista estavia
(Lambert ym., 2007).

ESCRT-kompleksit toimivat siis myods kaveosomeiss&auan tunnetun Klatriinivalitteisen
endosytoosireitin lisaksi. Tastad saatiin lisatagtata2-integriinikokeissa, joissa kasautettiin
a2-integriinia vasta-aineilla ja se saatiin nainkawtumaan solun sisdaR-integriini kayttaa
osittain kaveolivalitteista reittia seka suurimma&saksi makropinosytoosin kaltaista reittia
(Karjalainen ym., 2008, painossa), jotka kummatkidatyvat kaveosomiin. Koska2-
integriini ja DN Vps4-GFP kolokalisoituivat kysessié kokeissa, sijaitsee Vps2-integriinin
reitilla eli kaveosomissax2-integriinin kasautumiskokeissa varjattiin myowvéaliini-1, jota
l0ytyy vain kaveolireitilta (eli myds kaveosomistdfaman kolokalisoituminen ei ollut yhta
suurta DN Vps4-GFP:n kanssa kui2-integriinin. Kolokalisoitumista kuitenkin oli, ka

sekin todistaa ESCRT-kompleksien sijaitsevan kaweesssa.

Tassa tutkimuksessa ei ajallisista syista kvamtitdionfokaalimikroskoopilla havaittuja
kolokalisaatioita, mutta ne havainnollistettiin BrageXD-ohjelman
kolokalisaatiotoiminnolla. Tastd johtuen Kkaikki dlket ovat suuntaa antavia, eivat

absoluuttisia. Nain vahvasti yhdensuuntaiset tidoksantavat kuitenkin hyvan syyn
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jatkotutkimusten tekemiselle ja tulosten kvantitsiatle. Vaikkakin

elektronimikroskooppikokeiden tulokset ovat hyviranmsgnsuuntaiset kuin muidenkin
kokeiden, vaatii kokeiden suppeahko maara lisddstdjai tulosten oikeellisuuden
varmistamiseksi. Lisdksi tulevaisuudessa olisi hyvé&hittdd menetelma, jolla
elektronimikroskooppinaytteista pystyttaisiin tustaimaan vain transfektoidut solut, jottei
transfektoimattomia soluja tulisi laskettua traksdeduiksi soluiksi.
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TGF, transforming growth
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