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Integriinit ovat heterodimeerisid solukalvon ldpéisevid tarttumisreseptoreja, jotka koostuvat o-
ja P-alayksikostd. Solun sisdlld integriinin B-alayksikon soluliman puoleinen osa tarttuu
aktiinitukirankaan useiden proteiinien kautta. a-alayksikdn soluliman puoleisella osalla on
sddtelyrooli. Solun ulkopuolella integriinit tarttuvat soluvéliaineen osiin, kuten
kollageeneihin, fibronektiiniin, fibrinogeeniin ja vitronektiiniin.

Fokaaliadheesiot ovat viljeltyjen solujen integriinivélitteisid tarttumisrakenteita. Niiden avulla
solut saavat tietoa ympadristostddn ja pystyvdt vastaamaan ympdriston muutoksiin.
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fokaaliadheesioiden muodostumista.

GFP on melko suuri proteiini, joka integriinin soluliman puoleisessa osassa todennékdisesti
haittaa integriinin toimintaa. GFP voi héiritd tarttumista vaikuttamalla integriinin aktivaatioon
tai hidastamalla fokaaliadheesioiden muodostumista tai uudelleen muodostumista.
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Abstract:

Integrins are heterodimeric transmembrane cell adhesion receptors that consist of a- and P
-subunits. The cytoplasmic tail of integrin B-subunit attaches to actin cytoskeleton via several
adaptor proteins. The cytoplasmic tail of a-subunit has a regulatory role. Integrin ectodomain
attaches to extracellular matrix components, such as collagens, fibrinogen, fibronectin and
vitronectin.

Focal adhesions (FAs) are integrin-mediated adhesion structures in cultured cells. Via focal
adhesions cells collect information about their environment and are able to respond to
environmental changes. More than 50 proteins have been characterized in focal adhesions.
Some of them function to anchor integrins to actin cytoskeleton and some have regulatory
roles. During FA formation and maturation adhesion is mediated by different integrins and
molecular complexity of contact varies.

The aim of this thesis was to find out whether integrin-3 fusion protein with green
fluorescent protein (GFP) is fully functional in allbB3. Cell adhesion assays on fibrinogen-
coated surfaces were used to measure the function of recombinant integrin. GFP reduces
allbp3-mediated adhesion on fibrinogen but not a5B1-mediated adhesion on fibronectin and
retards focal adhesion formation. allbB3-GFP mediated focal adhesions were normal by
protein composition.

GFP is rather big molecule and it is likely to interrupt integrin function. GFP can disturb cell
signaling, focal adhesion formation or turnover.
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Lyhenteet

CHO Chinese Hamster Ovary -solut
FA Fokaaliadheesio

FAK Fokaaliadheesiokinaasi

GEF Guaniininukleotidin vaihtaja
GFP Vihreda fluoresoiva proteiini
ILK Integriiniin liittyvé kinaasi
NEAA Ei-vélttdmittomait aminohapot

PBS Fosfaattipuskuroitu suolaliuos



1. Solun tarttuminen

Solujen liitokset voidaan jakaa kolmeen luokkaan: tiiviisiin liitoksiin, ankkuroiviin liitoksiin
ja kommunikaatioliitoksiin (Alberts ym., 2008). Tiiviit liitokset ovat solujen vilisid
klaudiinien ja okkludiinien valittimid rakenteita, jotka toimivat diffuusioesteend epiteelissd
(Furuse ym., 2002). Ankkuroivat liitokset voivat liittyd solulimassa aktiinisdikeisiin tai
vélikokoisiin sdikeisiin. Kommunikaatioliitoksia ovat aukkoliitokset, kemialliset synapsit ja

kasvien plasmodesmit (Alberts ym., 2008).

Aktiinisdikeisiin liittyvét tarttumisliitokset voivat olla joko solujen vilisid, kuten vy®liitokset,
tai solu-soluviliaineliitoksia kuten fokaaliadheesiot. Vilikokoisiin séikeisiin liittyvid
tarttumisrakenteita taas ovat desmosomit solujen vililld ja hemidesmosomit, jotka liittdvét
solun soluviliaineeseen. Tarttumista vilittdvid proteiineja ovat muun muassa kadheriinit ja
integriinit. Kadheriinit valittivat pddosin solu-solutarttumista ja integriinit solun liittymisti
soluviliaineeseen (yleiskatsaus Chen ja Cumbiner, 2006). Taulukossa 1 on esitetty yksi

esimerkki liitosten jaottelusta.

Taulukko 1.
Eukaryoottisolun liitosten jaottelu.
Tiiviit liitokset Ankkuroivat liitokset Kommunikaatioliitokset
1. Aktiiniin tarttuvat liitokset 1.Aukkoliitokset
- Solu-soluliitokset (vyoliitokset) 2. Kemialliset synapsit
- Solu-soluviliaineliitokset
(fokaaliadheesiot)

2.Vilikokoisiin séikeisiin tarttuvat liitokset
- Solu-soluliitokset (desmosomit)

- Solu-soluviliaineliitokset
(hemidesmosomit)

Téssd tutkielmassa keskitytddn tarkastelemaan ankkuroivia liitoksia. Jatkossa péddpaino on

erityisesti fokaaliadheesioissa ja nithin osallistuvissa integriinireseptoreissa.

1.1. Solu-soluliitokset

Vyoliitokset ovat kadheriinien vilittdimid aktiinisdikeisiin liittyvid solu-soluliitoksia
epiteelisoluissa. Ne sijoittuvat solun yldosaan tiiviiden liitosten alapuolelle ja kiertdvét koko
solun jatkuvana vyShykkeend. Solun ulkopuolella kadheriinit muodostavat Ca* -riippuvaisen
liitoksen. Solun sisdlld kadheriineihin tarttuvat pl120-, o-, B- ja 7y-kateniini. Yhdessd

kadheriinit ja kateniinit muodostavat toimivan adheesiomolekyyliparin. Solun sisélld a-
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kateniini  littdd  kadheriini-kateniini-kompleksin ~ aktiinitukirankaan ~ ja = toimii
vuorovaikutuksessa aktiinia polymerisoivan formiinin kanssa. Kadheriinivélitteiset liitokset
ovat tdrkeitd monissa alkion kehityksen vaiheissa, kuten blastokystin muodostumisessa,
gastrulaatiossa ja hermostopienan kehityksessd. Niilld on rooli myods signaalivilityksessd

(yleiskatsaus Lien ym., 2006).

Integriinit aMP2, alLB2, aDB2 ja aXP2 sekd a4pl ovat solujen vilisid adheesioreseptoreja
(yleiskatsaus Hynes 2002). Aktivaation saa aikaan integriinin sitoutuminen toisen solun
vastinreseptoriin. Leukosyyttispesifisten P2-integriinien adheesio vélittdd solujen vaellusta
verestd kudoksiin (yleiskatsaus Evans ym., 2009). a4p1 puolestaan vilittdd leukosyyttien

kulkeutumista veri-aivoesteen ldpi keskushermostoon (yleiskatsaus Engelhardt, 2008).

Desmosomit ovat solu-soluliitoksia, jotka liittyvédt vilikokoisiin sdikeisiin, erityisesti
keratiiniin ja desmiiniin (yleiskatsaus Bazzi ym., 2007). Desmosomeissa solukalvon
lapdiseva osa koostuu kadheriineista, desmogleinista ja desmokolliineista. Solunsisdisen osan
proteiineja ovat desmoplakiinit ja plakoglobiinit (yleiskatsaus Stokes, 2007). Desmosomit
antavat soluille tukea ja ovat tdrkeitd erityisesti sellaisissa kudoksissa, joiden tdytyy kestda
mekaanista stressid. Naitd kudoksia ovat muun muassa iho, sydénlihas ja ruuansulatuskanavan
epiteeli. Desmosomaaliset kadheriinit ovat Ca**-riippuvaisia ja vilittdvit heterofiilistd

tarttumista (Bazzi ym., 2007).

1.2. Solu-soluvaliaineliitokset

Solu-soluviliaineliitoksia ovat fokaaliadheesiot ja hemidesmosomit. Molemmat rakenteet
ovat integriinivilitteisid. Fokaaliadheesiot liittdvédt aktiinitukirangan soluvéliaineeseen,
hemidesmosomit puolestaan yhdistivét vélikokoiset sdikeet tyvikalvoon (yleiskatsaus van der
Flier ja Sonnenberg, 2001). Solu-soluvéliaineliitokset ovat hyvin dynaamisia rakenteita.
Niiden toimintahiiridt tai puute voivat aiheuttaa vakavia hiiriditd solun ja kudoksen

toiminnassa (yleiskatsaus Geiger ym., 2001).

Hemidesmosomit ovat erikoistuneita liitoksia epiteelisolujen ja tyvikalvon vililld. Tyypin II
hemidesmosomien proteiineja ovat integriini a6p4 ja plektiini. Tyypin II hemidesmosomeja
on erityisesti yksinkertaisessa epiteelissd, kuten ruuansulatuskanavassa. Plektiini, a6p4-

integriini, tetraspaniini ja bullous pemphigoid antigeenit PBAG-1 ja PBAG-2 ovat tyypin |
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hemidesmosomien rakenneosia. Tyypin I hemidesmosomeja on kerrostuneessa epiteelissé,
esimerkiksi thossa (yleiskatsaus Margadant ym., 2008). Dowling ym. (1996) havaitsivat 4-
integriinin olevan oleellisen tirked hemidesmosomien muodostumiselle. Hemidesmosomien
puutteellinen muodostuminen johtaa vakaviin vaurioihin poistogeenisilld hiirilld. Hiirten iho
ja muut kovalle mekaaniselle rasitukselle altistuvat epiteelikudokset eivit tartu alapuolisiin
kudoksiin. Hiirten elinaika on vain tunteja. Taudista kdytetddn nimed Epidermolysis Bullosa
Simplex ja sitd tavataan my06s thmisilld, joskaan ithmisilld oireet eivét ole yhtd radikaaleja

(Dowling ym., 1996).

1.3. Integriinit solun tarttumisessa

Integriinit ovat solukalvon ldpéisevid adheesioreseptoreja. Ne ovat heterodimeerejd, jotka
koostuvat a- ja - alayksikodistd. Molemmat alayksikot lapédisevit solukalvon yhden kerran. -
alayksikon soluliman puoleinen osa vilittdd sitoutumista aktiinitukirankaan ja alayksikot
yhdesséd osallistuvat signalointiin (yleiskatsaus Ginsberg ym., 2005). Ne vilittdvit solun
tarttumista soluviliaineeseen, toimivat solunsisdisten signaalireittien séddtelyssd sekd
sddtelevait muun muassa leukosyyttien liikkeitd ja immuunivasteita (yleiskatsaus Hynes,
2002). Integriinien ligandeja ovat monet soluvéliaineen proteiinit, kuten kollageentit,
fibrinogeeni, fibronektiini, vitronektiini ja laminiini (yleiskatsaukset Plow ym., 2000, van der

Flier ja Sonnenberg, 2001).

Integriineilld on kaksi erilaista peruskonformaatiota, avoin ja suljettu. Avoimessa muodossa
integriini on aktiivinen ja suljetussa inaktiivinen. Liséksi vélimuodot ovat mahdollisia
(yleiskatsaus Luo ja Springer, 2006). Integriinien aktivaatio tapahtuu joko vasteena
solunsisdisille muutoksille sisdltd ulospdin (engl. inside-out) tai solun ulkopuoliseen osaan
sitoutuvan ligandin vaikutuksesta ulkoa sisille (engl. outside-in) (yleiskatsaus Ginsberg ym.,

2005).

Integriinien ulkoa-sisélle signaloinnissa tirked osa on fokaaliadheesiokinaasin (FAK) ja Src-
kinaasin suorittama tyrosiinifosforylaatio. Src sitoutuu integriinin soluliman puoleiseen osaan.
Ligandin sitoutuminen integriiniin indusoi Src:n aktivaatiota Src inhibiittori Csk:n irtoamisen,
Src transfosforylaation tai tyrosiinifosfataasien vérviyksen kautta. Src:n vélittima
fosforylaatio saa integriinin B-osan soluliman puoleisen osan irtoamaan taliinista, joka voi

johtaa fosfatidyyli-inositoli-4,5-difosfaatin (PIP2) tuottoon ja paksilliinin, tensiinin ja
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p130Cas:n  fosforylointiin. Ligandiin sitoutunut integriini voi aktivoida Syk:n
fokaalikomplekseissa tai sitoutua tensiiniin, joka johtaa fokaalikompleksien muuttumiseen
sdiemadisiksi adheesioiksi. Src fosforyloi myds FAK:n, mikd on tirked vaihe signaloinnissa.
Mekaaniset voimat vilitetddn biokemiallisiksi signaaleiksi p130Cas-fosforylaation kautta
(yleiskatsaus Arnaout ym., 2007). Integriinin sisdltd-ulos aktivaatiossa taliiniin sitoutumisella
on tirked rooli. Sen on osoitettu katkaisevan suolasillan integriinin o- ja B-alayksikkdjen
valiltd, jolloin soluliman puoleiset osat eroavat toisistaan. Tdma vaikuttaa solun ulkopuolisten

osien vuorovaikutukseen ja johtaa integriinin aktivaatioon (Vinogradova ym., 2002).

Kalpaiini on kalsium-riippuvainen proteaasi, joka muokkaa integriinejd. Sen solunsisdisind
substraatteina toimivat muun muassa paksilliini (yleiskatsaus Yamaguchi ym., 1994),
fokaaliadheesiokinaasi (Cooray ym., 1996) ja Src (Oda ym., 1993). Kalpaiini pilkkoo -
integriinin  alueelta, jota reunustaa NPXY/NXXY-motiivi. Tdméd alue on tédrked
signaalivélityksessd ja tarttumisessa solutukirankaan. Kalpaiinin aktivaatio verihiutaleiden
pakkautumisen aikana johtaa monien muiden soluliman proteiinien, esimerkiksi filamiinin,
taliinin, FAK:n ja Src:n, pilkkomiseen (yleiskatsaus Pfaff ym., 1999). Kalpaiini-inhibitio
johtaa solujen integriinivélitteisen liikkumisen vdhenemiseen ja adheesiokompleksien
stabiloitumiseen, solujen irtoamisen vihenemiseen ja liikkkumisen vihenemiseen (yleiskatsaus

Franco ja Huttenlocher, 2005).

Integriinien mutaatiot tai toimimattomuus aiheuttavat vakavia haittoja solun tarttumiselle ja
elion selviytymiselle. Hiirimalleilla on havaittu integriinin poiston aiheuttavan muun muassa
alkion kiinnittymisen estymistd, muutoksia leukosyyttien toiminnassa, tulehdusreaktioissa,
veren hyytymisessd ja verisuonten muodostumisessa. Monet néistd hdiriistd aiheuttavat
alkion kuoleman ennen syntymidd (yleiskatsaus Hynes, 2002). Verihiutaleiden integriini
allbB3 valittdd verihiutaleiden tarttumista toisiinsa ja osallistuu veren hyytymisjérjestelmén
muodostamiseen. Téamin integriinin allb-osan poisto aiheuttaa verenvuotoa tarttumisen
puuttuessa (Tronik-Le Roux ym., 2000). Integriini a5:n poiston on huomattu aiheuttavan
mesodermin ja verisuonten rakennehdiriditd sekd lihasten rakenteellisia poikkeamia. Alkiot
kuolivat ennen syntymdd (Yang ym., 1993). Alkionkehityksen aikana aS-integriinin poisto
aitheuttaa padpuoleisen hermostopienan ja endodermin solujen apoptoosia (Goh ym., 1997).
Jos PBl-geeni poistetaan, hiirten alkiot kuolevat pian kiinnittymisen jilkeen (yleiskatsaus
Brakebusch ym. 1997). Integriini B3:n poisto taas aiheuttaa muun muassa munuaisten

kehityshdiriditd, védhentynyttd keuhkoputkien haaroittumista ja lievdd ihon hajoamista
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(yleiskatsaus Hynes, 2002). Glanzmannin trombastenia on ihmisillékin esiintyva
verenvuotosairaus, jonka tutkimuksissa B3-poistogeenisié hiirid on kéytetty. Ndma hiiret ovat
elin- ja lisddntymiskykyisid, mutta niiden selviytyminen on heikompaa johtuen istukan

didinpuoleisten osien heikkoudesta ja verenvuototaipumuksesta (Hodivala-Dilke ym., 1999).

2. Fokaaliadheesiot

Fokaaliadheesiot (FA) ovat viljeltyjen solujen integriinivélitteisid kontakteja, jotka yhdistavit
aktiinitukirangan soluviliaineeseen (kuva 1). Fokaaliadheesiot voidaan jaotella niiden
ominaisuuksien ja rakenteen mukaan neljdén luokkaan (Nobes ja Hall, 1995, yleiskatsaukset

Zamir ym., 1999, Webb ym., 2002):

Klassiset FA:t ovat nuolenpddn muotoisia ja sisdltavit paljon fosfotyrosiinia, paksilliinia ja
vinkuliinia, mutta vdhén tensiinid. Ne ovat vakaita rakenteita, jotka pitdvét solun paikallaan
ja estévit liiketta.

Saiemadiset adheesiot ovat pidentyneitd fokaaliadheesioita. Niissd on runsaasti a5p1-
integriinié, aktopaksiinia, tensiinid ja fosfotyrosiinia ja ne sijaitsevat solun keskiosissa.
Mosaiikki-FA:t ovat klassisten FA:n kaltaisia, mutta niiden molekyylirakenne on
vaihteleva.

Fokaalikompleksit ovat pienid rakenteita solun reunoilla. Ne muodostuvat Rac:n
indusoimana ja voivat muuttaa muotoaan ja muodostaa fokaaliadheesioita mekaanisen

rasituksen seurauksena. Fokaalikompleksit tuottavat solun nopeat liikkeet.

Integrini

Saluvalaing
[ T[] Salulima

Kuva 1. Fokaaliadheesion kaavamainen rakenne (yleiskatsaus Deakin ja Turner, 2008).

2.1. Fokaaliadheesioiden proteiinit
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Fokaaliadheesioiden proteiineihin kuuluu solutukirangan proteiineja, tyrosiinikinaaseja,
seriini/treoniinikinaaseja, fosfataaseja, pienten GTPaasien sddtelijoitd sekd muita entsyymeja.
Kaikkiaan FA:sta on l0ydetty yli 50 erilaista proteiinia. Monet ndistd voivat esiintyd useissa
erilaisissa muodoissa riippuen translaation jdlkeisesti muokkauksesta, silmikoinnista,
proteolyyttisestd késittelystd ja muista modifikaatioista (yleiskatsaus Zamir ja Geiger, 2001).

Taulukossa 2. on esitetty fokaaliadheesioiden proteiineja.

Taulukko 2.
Fokaaliadheesioiden soluliman puoleisia proteiineja (muokattu, Zamir ja Geiger, 2001).
Ryhméa Proteiini

Solutukirangan proteiinit - Taliini
- Vinkuliini
- Parviini/aktopaksiini
- Paksilliini
- Tensiini
- o-aktiniini
Tyrosiinikinaasit - Fokaaliadheesiokinaasi (FAK)
- Src-perheen proteiinit
- PYK2

Seriini/treoniinikinaasit - Integriiniin liittyvé kinaasi (ILK)
- Proteiinikinaasi C (PKC)
- p2l-kinaasi (PAK)
Fosfataasit -  SHP-2
- LARPTP
Pienid GTPaaseja saitelevit proteiinit -  ASAPI
- QGraf
- PSGAP
Muut entsyymit - Fosfatidyyli-inositidi-3 (PI3) -kinaasi
- Kalpaiini I

Soluviliaineen tekijoistd muun muassa kollageeni, laminiini, fibronektiini, vitronektiini,
fibrinogeeni ja proteoglykaani tarttuvat fokaaliadheesioihin. Integriinien lisdksi solukalvon
lapdisevid reseptoreita ovat LAR proteiinityrosiinifosfataasi, layilin ja syndecan-4.
Vilittdjaproteiineina toimivat muun muassa paksilliini, p130Cas, kaveoliini ja migfiliini
(yleiskatsaus Lo, 2006). Ylldmainituista proteiineista késitellddn seuraavaksi taliinia,

vinkuliinia, FAK:a ja paksilliinia, koska ndiden toiminnasta on eniten tietoa.

2.1.1 Taliini
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Taliini on 270 kDa kokoinen proteiini, joka muodostaa homodimeerin ja sitoutuu suoraan
integriinin P-osan soluliman puoleiseen osaan, aktiinitukirankaan ja muihin aktiiniin
sitoutuviin proteiineihin. Sen rakenne voidaan jakaa pddosaan aminopddssd ja hintdosaan
karboksipaidssad (yleiskatsaus Critchley, 2000). Padosa (FERM-domeeni) on kooltaan 47 kDa
ja koostuu FO, F1, F2 ja F3 -osista (yleiskatsaukset Garcia-Alvarez ym., 2003 ja Critchley ja
Gingras, 2008). Hintdosa on kooltaan 190 kDa ja sisdltdd pilkkomiskohdan kalpaiini II:1le
pdd- ja hiantdosien liittymiskohdassa (yleiskatsaus Carcia-Alvarez ym., 2003). Integriini
sitoutuu F3-osaan, F-aktiini F1, F2 ja F3-osiin ja FAK F2 ja F3-osiin. F-aktiinilla on
sitoutumiskohdat sekd pad- ettd hintdosissa (Bass ym., 1999). Taliinin kaavamainen

domeenirakenne on esitetty kuvassa 2.

Taliini

Beeta-integrin®  jnkylinin sitoutumiskohdat
FAK

FAK ST —— |
N@i 0 [ [Fastini | 0 [ [ >¢C

F-aktlinin stoutumiskonta

Kuva 2. Taliinin kaavamainen rakenne. Pddosa (FERM-domeeni) on aminopéissé ja sisdltdd sitoutumiskohdat -
integriineille ja FAK:lle. Héntdosa, johon sitoutuvat vinkuliini ja F-aktiini on karboksipddssid (yleiskatsaus
Critchley, 2000).

Taliinin poisto estdd allbp3 -integriinin sisdltd-ulos-aktivaation. Taliini on myos tarked a5p1-
integriinin aktiivisuuden ylldpitdja (Tadokoro ym., 2003). Taliinin puute ei kuitenkaan vaikuta
FAK:n eikd Src-perheen kinaasien (SFK) aktivaatioon fibroblastin kaltaisissa soluissa
levidmisen alkuvaiheessa (Giannone ym., 2003). Taliini ei my0skddn ole valttimaton
integriinivélitteiselle voimasignaloinnille. Sitdvastoin se on vilttimiton integriini- ja
venytysvilitteisten adheesioiden muodostumiselle, silld taliinin puuttuessa adheesiorakenteita
ei muodostu venytyksen seurauksena kuten taliinin l&sndollessa (Giannone ym., 2003).
Taliinin poisto erilaistumattomista alkion kantasoluista johtaa solukalvon rakkulamaiseen
rakenteeseen ja lisdéntyneeseen makropinosytoottisten vesikkelien méaardén. Nama solut eivét
levid gelatiini- eikd laminiinialustoilla, vaan muodostavat 16yhid pesédkkeitd. Taliinin poisto ei

kuitenkaan vaikuta tarttumiseen fibronektiinille (Priddle ym., 1998).

2.1.2. Vinkuliini
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Vinkuliini on 116 kDa kokoinen liukoinen ja hyvin konservoitunut proteiini, joka yhdistda
aktiinitukirangan soluvéliaineeseen tai viereiseen soluun. Se vahvistaa adheesioita ja vélittda
signaaleja (Chen ym., 2006). Vinkuliinin rakenteessa on viisi domeenia, D1-D5. D1 domeeni
on pddosa (Vh) ja D5 hintdosa (Vt) (kuva 3). Taliinin sitoutumiskohta on D1 domeenissa ja
paksilliinin sekd F-aktiinin D5-domeenissa (yleiskatsaus Ziegler ym., 2006). Inaktiivisessa
muodossaan vinkuliini on pallomainen molekyyli, jonka pédd- ja hintdosat ovat liittyneet
toisiinsa runsaasti proliinia sisdltdvin yhdysosan avulla kahdeksalla vetysidoksella (Borgon

ym., 2004, Izard ym., 2004, yleiskatsaus Ziegler ym. 2006).

Vinkuliini

D1 H D2 HD3 HD4 |HDs |

£ L@l

D4

D3
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Kuva 3. Vinkuliinin kaavamainen rakenne. Alakuvassa suljettu rakenne. D1-domeeni on pddosa ja D5 héntdosa.
Taliini sitoutuu D1-domeeniin ja F-aktiini D5-domeeniin (yleiskatsaus Ziegler ym. 2006).
Vinkuliinin aktivaatio tapahtuu aktiinisdikeiden ja taliinin yhteisvaikutuksesta. Aktivaatiolle
on esitetty kaksi mahdollista tapaa (Chen ym., 2006):
On osoitettu, ettd soluissa on pieni mddrd vinkuliinia, joissa hintd- ja pddosa eivit ole
liittyneet toisiinsa. Taliini voi sitoutua suoraa vinkuliinin vapaaseen pddosaan. Kuitenkin
taliinin sitoutuminen vinkuliinin pédhidn on heikompaa kuin vinkuliinin sisdinen
sitoutuminen, joten irtoaminen on nopeusrajoitteista ja hyvin vdhidn vinkuliini-taliini
komplekseja voi muodostua. Taliinin ja vinkuliinin on myds havaittu muodostavan
stabiileja  komplekseja, joka  ei sovi tdhdn malliin.
Taliinin ja aktiinin sitoutuminen vinkuliiniin paljastaa osittain sitoutumiskohtia. Taliinia ja

aktiinia tdytyisi tdssd tapauksessa olla suuria pitoisuuksia.

Happamat fosfolipidit inhiboivat Vh- ja Vt-domeenien vilistd sitoutumista ja paljastavat
aktiinin sitoutumiskohdan ja proteiinikinaasi C:n pilkkomiskohdan vinkuliinin hénnéssi

(Weekes ym., 1996).
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Xu (1998) tutki vinkuliinigeenin poiston vaikutuksia hiirilld. Tutkimuksessa ei saatu tuotettua
elavid -/- fenotyypin jilkeldisid. Vinkuliini -/- alkiot eivit selvinneet yli kymmenti pdivaa ja
olivat selvidsti pienempid kuin normaalit alkiot ja niissd oli rakenteellisia poikkeavuuksia.
Samassa tutkimuksessa Xu (1998) selvitti hiiren alkion fibroblastien vaeltamista ja tarttumista
vinkuliinin poiston seurauksena. Han totesi, ettd -/- solut liikkkuvat nopeammin kuin normaalit
solut ja tarttuivat alustaansa 50 % huonommin. Alustana hén kaytti fibronektiinid,
superfibronektiinid, vitronektiinid ja laminiinia. Tyypin I kollageenille mutanttisolut eivit
tarttuneet lainkaan tai tarttuivat vain vdhdn. Dominanttien negatiivisten alkioiden kuoleman
hén selittdd aivohermon ja syddmen kehittymisen hairidilld. Priddle ym. (1998) selvittivét
vinkuliinigeenin poiston vaikutusta alkion kantasoluviljelmiin ja totesivat, ettd poistogeeniset
solut muodostivat normaaleihin ndhden pyoredmpid pesdkkeitd gelatiinialustalla. Téllaista ei
havaittu fibronektiinialustalla. He saivat samanlaisen tuloksen taliinipoistogeenisilld
kantasoluilla. Solut pystyivit muodostamaan aktiinistressisdikeitd, mutta ne eivit paéttyneet

taliinia siséltdviin fokaaliadheesioihin kuten normaaleissa soluissa (Priddle ym., 1998).

2.1.3. Paksilliini

Paksilliini on 68 kDa kokoinen solutukirangan proteiini, joka lokalisoituu fokaaliadheesioihin
aktiinistressisdikeiden kédrkiin ja sitoutuu vinkuliiniin karboksipddstdén (Turner ym., 1990).
Se toimii vuorovaikutuksessa useiden aktiiniin sitoutuvien proteiinien, kuten vinkuliinin ja
aktopaksiinin, ja signaaliproteiinien, kuten ILK:n ja FAK:n, kanssa (Jamieson ym., 2005).
Paksilliinin rakenteessa on karboksipddssd nelja LIM-domeenia, vinkuliinin ja FAK:n
sitoutumiseen vaadittavat domeenit ovat LIM2 ja LIM1 (Turner ym., 1994, Brown ym., 1996)
(kuva 4). Paksilliinin aminopddssd on viisi leusiini- ja aspartaattirikasta LD-motiivia, jotka

voivat toimia signaalivilityksessd (Tumbarello ym., 2002) (kuva 4).

LD1 LDZ LDa LD4 LDS

NC I ] L1 1] Jumt] Jume] fome] fme] Sc

Kuva 4. Paksilliinin kaavamainen rakenne. LIM1 ja LIM2 -domeenit tarvitaan taliinin ja FAK:n sitoutumiseen
(Tumbarello ym., 2002).
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Brown ja Turner (2002) havaitsivat paksilliinin LIM2 ja LIM3 -domeenien toimivan
tubuliinin sitoutumiskohtana. He huomasivat myds, etti mutaatiot ndissd domeeneissa
haittaavat FA:n muodostumista ja LIM3 ja LIM4 -domeenit ovat valttdmattomia
maksimaaliselle tarttumiselle. Brown ym. (1996) totesivat, ettd karboksipddn LIM-domeenien
puute estdd paksilliinia lokalisoitumasta fokaaliadheesioihin. He huomasivat myds, ettd
LIM3-domeeni vaaditaan fokaaliadheesioiden muodostumiseen. Vaikka LIM2 ja LIMI
-domeenit siséltdvit vuorovaikutuspaikat vinkuliinille ja fokaaliadheesiokinaasille, ne eivét

riitd FA:n muodostukseen ilman LIM3:a.

Paksilliinin ~ pédasiallinen  tehtdivd  on  vilittdd  signaaleja  integriinien  ja
kasvutekijireseptoreiden vililld ja yhdistdd ndma toisiinsa. Lisdksi paksilliinilla on tdrked
tehtavd tehokkaassa solujen tarttumisessa ja vaelluksessa (Brown ja Turner, 2004).
Fokaaliadheesioissa paksilliini varvéa signaalivilitysproteiineja solukalvolle. Néihin kuuluvat
muun muassa tyrosiinikinaasit FAK, Src ja Abl. FAK ja Src fosforyloivat paksilliinin ja
muodostavat sitoutumispaikan muille adaptoriproteiineille, muun muassa Crk:lle. FAK ja Crk
varvadvit Cas:n, jonka fosforyloinnista vastaa Src. Ndmaé proteiinit signaloivat MAPK-reitin
kautta. Signaalien inaktivaatiossa paksilliini varvdd fokaaliadheesioon Csk:n, joka on Src:n
sekd proteiinityrosiinifosfataasi PEST:n negatiivinen saiteliji. Tédmid johtaa Cas:n
defosforylaatioon eikd MAPK-signalointia tapahdu. Toisaalta paksilliini kiithdyttaa

kasvutekijdsignalointia ja kommunikaatiota integriinien kanssa (Turner, 2000).

Paksilliini toimii my0s aktiinitukirangan sdatelyssé sitoutumalla useisiin aktiinia muokkaaviin
proteiineihin. Vinkuliini ja aktopaksiini sitoutuvat suoraan paksilliiniin ja toimivat linkkiné
paksilliinin ja aktiinitukirangan vélilli. Taliini ja a-aktiniini yhdistdvédt paksilliinin
integriineihin mutta eivdt sitoudu suoraan paksilliiniin. Solun liikkumisen sddtely on
riippuvaista paksilliinin sitoutumisesta Crk:iin ja Cas:iin. Fokaaliadheesioiden hajotus on
osaksi  riippuvaista  paksilliinivélitteisestd =~ p21-kinaasi  (PAK)  vérvdyksestd ja
proteiinityrosiinifosfataasi PEST:n sitoutumisesta  paksilliinin LIM-domeeniin.
Mikrotubulusten sitoutuminen paksilliiniin voi myds destabiloida fokaaliadheesioita (Turner,
2000). Solun  levidmisen  sddtelyssd  paksilliinin ~ LIM-domeeniin  sitoutuu
proteiinityrosiinifosfataasi PEST, joka on Rac:n negatiivinen séételijd ja inhiboi solun
levidmistd. Proteiinityrosiinifosfataasi PEST inhiboi levidmistd vain paksilliinin l4dsnéollessa

(Jamieson ym., 2005).
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2.1.4 Fokaaliadheesiokinaasi (FAK, pp125™¥)

Fokaaliadheesiokinaasi on 119 kDa:n kokoinen ei-reseptorityrosiinikinaasi, joka paikallistuu
fokaaliadheesioithin (Hanks ym., 1992). Se koostuu aminopddn FERM-domeenista,
kinaasidomeenista proteiinin keskiosissa, leusiinirikkaista domeeneista ja karboksipdan FAT-
domeenista, joka kohdistaa FAK:n fokaaliadheesioihin (yleiskatsaus Mitra ym., 2005) (kuva
5). Karboksipédéssd on myos sitoutumispaikat muun muassa taliinille ja paksilliinille (Toutant
ym., 2002). Kinaasitoiminnan on arveltu sijoittuvan konservoituneisiin kysteiinitéhteisiin 456

ja 459 (Nowakowski ym., 2002).

Fokaaliadheesiokinaasi

Tymar  TWSTE, TyS77 Talitnin ja paksillinin sitoutumiskohdat
1 L —

L]
IED || Kinaasidomeenl | | | | Fat c

Lrzn, PLEGF-mese 0100, BGE-resenlon Yudva Kulds

Kuva 5. Fokaaliadheesiokinaasin kaavamainen rakenne (yleiskatsaus Mitra ym., 2005).

Fokaaliadheesiokinaasi on tdrked tekijd solun liikkkumisessa. Sieg ym. (2000) tutkivat FAK:n
vaikutusta verihiutaleiden kasvutekija (PDGF, engl. platelet-derived growth factor)
-signaloinnissa  ja  totesivat, ettd FAK muodostaa kompleksin verihiutaleiden
kasvutekijiareseptorin (PDGFR, engl. platelet-derived growth factor receptor) kanssa ja
kasvutekijin indusoima solun liikkuminen vaatii FAK:n ldsndoloa. FAK-/- solut eivit
litkkkuneet kasvutekijoiden ldsndollessa kuten normaalisti FAK:a tuottavat solut. Samalla he
tutkivat epidermaalisen kasvutekijdreseptorin (EGFR, engl. epidermal growth factor)
signalointia ja totesivat FAK:n muodostavan kompleksin my0s tdmén kasvutekijan kanssa.

FAK:n puute vaikutti epidermaalisen kasvutekijdn indusoimaan litkkumiseen.

Fokaaliadheesiokinaasin aktivaatiossa fosforylaatiolla on tirked merkitys. FAK:n
autofosforylaatio vélittd4 sitoutumista Src:n ja sdftelee niiden aktiivisuutta. Samalla Src:n
SH2 -domeenin sitoutuminen FAK:iin suojaa autofosforyloitua FAK:a
proteiinityrosiinifosfataasiaktiivisuudelta. Src:n ja FAK:n sitoutuminen toisiinsa voi nostaa
FAK:n aktiivisuutta ja mahdollistaa tensiinin ja paksilliinin fosforylaation (Cobb ym., 1994).
Autofosforylaatio tapahtuu Tyr-397 tidhteessd aminopdin FERM-domeenin ja keskeisen

kinaasidomeenin vilissi. FAK:n eri silmikointivarianteissa mekanismi on erilainen,
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autofosforylaatio voi tapahtua molekyylin sisdisesti tai molekyylien vilisesti vaatien

dimerisaation (Toutant ym., 2002, Lietha ym., 2007).

2.2. Fokaaliadheesioiden dynamiikka ja sditely

Solun liikkuminen edellyttdd tarttumisrakenteiden hajotusta ja uudelleen muodostumista
(engl. turn-over). Fokaaliadheesion (FA) dynamiikka voidaan jakaa muodostumisvaiheeseen,
stabiiliin ~ vaitheeseen ja  hajotukseen. @ FA:n  muodostuminen alkaa  pienistd
fokaalikomplekseista. Fokaalikompleksit muodostuvat levymdiisten valejalkojen eli
lamellipodien reunaan (yleiskatsaus Bershadsky ym., 2006). Fokaalikompleksien
muodostumista sddtelee Rho-perheen G-proteiini Rac. Muutos fokaalikompleksista FA:ksi
vaatii Rho-aktivaatiota (yleiskatsaus Geiger ja Bershadsky, 2001). FA:n muodostuessa
integriinit saavat aikaan FAK:n ja tensiinin mairin lisddntymisen adheesiokohdassa. Ligandin
sitoutuminen integriiniin ja integriinien pakkaantuminen vierekkdin ovat tdrkeitd vaiheita.
Mikédli jompikumpi jdd4 tapahtumatta taliinin, vinkuliinin ja a-aktiniinin vérvays
adheesiokohtaan héiriintyy. Mikili tyrosiinifosforylaatiota ei tapahdu, signaalimolekyylien
saapuminen adheesiokohtaan estyy. Erddt signaalimolekyylit kuljetetaan yhdessd muiden
proteiinien kanssa, tdllaisia ovat muun muassa p21-aktivoitu kinaasi (PAK) ja PIX, jotka

tuodaan adheesiokompleksiin yhdessé paksilliinin kanssa (yleiskatsaus Webb ym., 2002).

GTPaasit Rho, Rac ja Cdc42 (Nobes ja Hall, 1995) sekd aktiinin dynamiikka (yleiskatsaus
Bershadsky ym., 2006) sddtelevdt fokaalikompleksien muodostumista. Fokaalikompleksien
muodostuessa ja kasvaessa Rac lokalisoituu lamellipodin etureunaan ja aktivoi useita
signaalireittejd, jotka johtavat aktiinin polymerisaatioon ja verkottumiseen. Rac vaikuttaa
muun muassa fosfatidyyli-inositoli-5-kinaasireitin vilittdmédin aktiinin polymerisaatioon,
WAVE/Scar-vilitteiseen aktiinisdikeen pidentymiseen ja LIM-kinaasi -vilitteiseen aktiinin
dynamiikkaan. LIM-kinaasireitti vaikuttaa kofiliini-vélitteiseen aktiinin depolymerisaatioon,
WAVE/Scar -reitti sddtelee Arp2/3-vilitteistd aktiinin haaroittumista ja fosfatidyyli-inositoli-5-
kinaasi muodostaa  fosfatidyyli-inositoli-(4,5)difosfaattia, joka  vaikuttaa aktiinin
polymerisaatioon. Aktiinisdikeiden pidentyminen johtaa solukalvon tyontymiseen ulospiin ja
lamellipodin muodostumiseen (yleiskatsaus Geiger ja Bershadsky, 2001). Pian timén jilkeen
aktiinin virta fokaalikompleksien takana véhenee paikallisesti, joka johtaa uuden FA:n
muodostumiseen. Kypsyvdt fokaalikompleksit ottavat paikkansa aktiinivirran mukaan

vyOhykkeessd, joka on nopean ja hitaan aktiinidynamiikan vélilld (yleiskatsaus Bershardsky
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ym., 2006). Rho:n rooli FA:n muodostumisessa on toimia aktivaattorina Rho-liittyneen
kinaasin (ROCK) ja Dia -signaalireiteille. ROCK-reitin merkitys on tuottaa solun liike ja
supistusvoima myosiini II:n  vélitykselld. Dia-reitti puolestaan indusoi aktiinin
polymerisaatiota Dial:n vilitykselld. Dia-reitilli on my0s mikrotubuluksia ohjaava tehtiva

(yleiskatsaus Geiger ja Bershadsky, 2001).

Mikrotubulusten tehtdvénd on kuljettaa adheesion muodostumiselle ja aktiinitukirangan
muokkaukselle tirkeitd proteiineja. Lisdksi mikrotubulukset voivat sdddelld aktiinitukirangan
joustavuutta (yleiskatsaus Geiger ja Bershadsky, 2001). Cdc42 aktivoi Rac:n ja Rho:n seka
indusoi lamellipodian muodostumista (Nobes ja Hall, 1995). Laukaitis ym. (2001) tutkivat
adheesioiden muodostumista ja dynamiikkaa kéyttden paksilliinia, a-aktiniinia ja o5-
integriinid. Adheesion muodostuessa paksilliini muodostaa pienid ryhmid ldhelle
lamellipodien etureunaa ennen o-aktiniinia ja aS5-integriinid. Naméa paksilliiniadheesiot ovat
hyvin dynaamisia, ne hajoavat ja muodostuvat uudelleen nopeasti solukalvon tydntyessd
ulospdin. Paksilliiniryhmid ei kuitenkaan muodostu integriinin puuttuessa. Kun solukalvon
litke hidastuu, a-aktiniini paikallistuu lamellipodien reunaan. Ndma rakenteet ovat suurempia
ja ne muodostavat sdiemaisid rakenteita solun keskiosia kohti eivétké pyri hajoamaan nopeasti

(Laukaitis ym., 2001).

valittdd integriiniryhmien muodostumista, joka on tirkedd adheesion muodostumisen
alkuvaiheissa (Toutant ym., 2002). FAK:n autofosforylaatio tyrosiini-397 -tdhteessd saattaa
olla adheesioiden kierrétystd sddtelevd tekijd. Tyr-397 -tdhde toimii my0s sitoutumiskohtana
Src:lle, joka voi my0s sdddelld adheesion kierrétystd. Paksilliini on FAK-Src-kompleksin
substraatti, joka saattaa sdddelld adheesion hajotusta: paksilliinin puute hidastaa adheesioiden
hajotusta. Paksilliinin fosforylaatio puolestaan séételee solun liikkumista ja siten

mahdollisesti adheesioiden dynamiikkaa (yleiskatsaus Webb ym., 2004).

Integriinien rooli adheesiosignaloinnissa on aktivoida Rac ja Cdc42. Integriiniaktivaation
seurauksena monet proteiinityrosiinikinaasit, muun muassa FAK ja Src, aktivoidaan. Tasta
seuraa nukleotidinvaihtajien (GEF, engl. guanine nucleotide exchange factor) aktivointi.
Nukleotidinvaihtajat DOCK180 ja PIX aktivoidaan adaptoriproteiinien, kuten paksilliini tai
p130Cas, kautta. Vaihtoehtoisesti GEF voidaan aktivoida suoraa proteiinityrosiinikinaaseilla.
Aktivoituneet GEF:t aktivoivat Rac:n, Rho:n ja Cdc42:n (yleiskatsaus DeMali ym., 2003).

Ballestrem ym. (2001) tutkivat B3-integriinin dynamiikkaa fokaaliadheesioissa ja totesivat,
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ettd tyypillinen integriiniryhmd muodostuu ldhelle lamellipodian etureunaa pian tarttumisen
jélkeen ja sdilyy muutamia minuutteja ennen hajoamista. Solun niissé osissa, joissa solukalvo
supistuu  sisddnpdin, integriiniryhmdt liukuvat solun sisdosia kohti. Lamellipodian
fokaaliadheesiot puolestaan ovat vakaita. He huomasivat myds, ettd solunsisdinen jénnitys
lisdd integriinien médrdd fokaaliadheesiossa ja solunsisdisen jdnnityksen puute védhentdd

adheesiotiheyttd (Ballestrem ym., 2001).

Adheesioiden kypsymistd tapahtuu eniten solun etureunalla ja hajotusta solun keskiosissa ja
takareunalla. Pienet kypsyméttomét adheesiot voidaan muodostumisensa jélkeen hajottaa tai
ne voivat muuttaa muotoaan. Muodonmuutoksessa FAK toimii paikallisena séatelijdnd. Se on
FA:n muodostumisen varhaisvaiheen proteiini, joka vilittdd integriinien ryhmittymista.
Paikallisen Ca*"-pitoisuuden nousun on havaittu lisddvin adheesioiden hajotusta (Giannone
ym., 2004). Cavalcanti-Adam ym. (2007) puolestaan osoittivat, ettd integriinien ligandit,
erityisesti RGD-ligandit, sditelevit fokaaliadheesioiden muodostumista ja dynamiikkaa. He
huomasivat suuremman RGD-tiheyden kasvatusalustalla nostavan lamellipodian etureunan
litkettd ulos- ja sisddnpdin. He kertovat RGD-pitoisuuden luultavasti olevan tdrked tekija

stabiilien adheesioiden muodostuksessa (Cavalcanti-Adam ym., 2007).

Kypsit adheesiot voidaan hajottaa mikrotubuluksista riippuvaisella menetelmaélla tai ne voivat
muuttua sdiemdisiksi adheesioiksi. Kontaktit voivat liukua stressisdikeitd pitkin litkkeen
mukana solun takaosaa kohti. Mikdli niitd ei hajoteta, ne lopulta irtoavat venyttdvien voimien
vuoksi solusta tai irtoavat soluvéliaineesta. Adheesioiden kohtalo on erilainen solun eri osissa,
silld solun polarisaatio vaatii epdsymmetristd tarttumista (yleiskatsaus Webb ym., 2002).
Adheesioiden liukuminen solun takaosaa kohti on yleinen tapahtuma, joka vaatii Rho-
aktivaatiota. Sen on arveltu olevan MIIA-myosiini-isoformin vilittimdd. Adheesion
destabiloinnin ja irtoamisen on ajateltu olevan samankaltainen tapahtuma kuin adheesion

kierrédtys solun etureunalla (yleiskatsaus Broussard ym., 2008).

Kalpaiini siditelee solun liikkkumista muokkaamalla adheesioiden rakennetta. Kalpaiinin
inhibitio estdd endoteelisolujen, lymfosyyttien ja NIH3T3-solujen levidmisen, mutta stabiloi
fokaaliadheesioita CHO-soluissa ja fibroblasteissa, hidastaa niiden liikkumista ja vdhentda

solun takareunan tarttumista (yleiskatsaus Perrin ja Huttenlocher, 2002).
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Mikrotubulusvilitteinen adheesion destabilointi alkaa paikallisella Rho:n inaktivaatiolla ja
myosiini-jannityksen loppumisella tai kalpaiinivilitteiselld proteolyysilld. Sen seurauksena
stressisdikeet rentoutuvat. Toisessa vaiheessa adheesion rakenteelliset osat pédédtyvit solun
sisddn dynamiiniriippuvaisen endosytoosin kautta. Samalla adheesiot voidaan vetdd alustasta
irti stressisdikeitd pitkin vasteena mikrotubulusten depolymerisaatiolle. Mikrotubulusten
depolymerisaatio on seurausta Rho GEF:n vapauttamisesta (yleiskatsaus Broussard ym.,
2008). Myosiini [TA (MIIA) ja IIB (MIIB) toimivat solun etureunalla lamellipodien
muodostumisen séételijand. Myosiini II:n poisto lisdd kalvon ulostyOntymistd ja inhiboi

etureunalla varhaisten adheesioiden kypsymistéd (Vicente-Manzanares ym., 2007).

3. TyOn tarkoitus

Integriinit ollbB3 ja aS5P1 tarttuvat soluvéliaineessa eri proteiineihin. ollbpf3 kayttdd
ligandinaan fibrinogeenid ja aS5P1 fibronektiinid. Tdmidn tyon tarkoitus on selvittdd
vaikuttaako B3-integriinialayksikkoon liitetty GFP allbB3-integriinin vélittdiméaén tarttumiseen

CHO-soluissa.

4. Materiaalit ja Menetelmét

4.1. Lokalisaatiokokeet

Tyosséd kéytetyt plasmidikonstruktit olivat hiiren pCDNA3-B3-GFP (Ballestrem ym., 2001),
pCDMS8-allb (Loftus ym., 1990) ja ihmisen B3-GFP, jossa CD3a -plasmidista on liitetty B3
GFP:n sisédltdvdin pCDNA3 -plasmidiin siten, ettd véliin jda liitossekvenssi SPVATM (Heikki
Takala). Transfektioissa kéytettiin Fugene 6 transfektioreagenssia (Roche, Basel, Sveitsi).
Valmistajan ohjeen mukaan. Transfektion jilkeen soluja kasvatettiin kuusi tuntia DMEM-
kasvatusliuoksessa (Gibco BRL, Grand Island, NY, USA), johon oli lisditty 1 % ei-
vélttdmattomid aminohappoja (Non-Essential AminoAcids NEAA, Gibco) ja 1 % penisilliini-
streptomysiini-amfoterisiiniB -antibioottia (Gibco). Kuuden tunnin jélkeen kasvatusliuos
vaihdettiin ja tilalle vaihettiin DMEM, jossa oli 10 % vastasyntyneen naudan seerumia (FCS,
ThermoFisher, Erembodegem, Belgia), 1 % NEAA ja 1 % antibiootteja. Soluja kasvatettiin
vuorokausi, jonka jilkeen ne siirrettiin paillystetyille peitinlaseille ja annettiin tarttua kaksi tai

neljé tuntia seerumivapaassa kasvatusliuoksessa.
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Peitinlasien pééllystdminen suoritetiitn yon yli +4 °C:ssa. Pédllystimiseen kaytettiin
fibrinogeenia (Kordia Lifesciences, Leiden, Alankomaat), jonka pitoisuus oli 30 pg/ml
fosfaattipuskuroidussa suolaliuoksessa (PBS, 137 mM NaCl, 3 mM KCI, 2 mM KH2POs4, 8
MM NaHPO4 -2H20, pH 7,4). Paillystyksen jdlkeen fibrinogeeniliuos poistettiin ja laseja
késiteltiin 1 % naudan seerumin albumiinilla (BSA, Sigma) PBS:ssé tunti huoneenldammassa.

Lasit pestiin kahdesti PBS:sséd ennen solujen siirtoa.

4.2. CHO-alIbp3-GFP solulinja

Stabiilin solulinjan tekemiseksi CHO-soluille tehtiin transfektio kéyttden Fugene 6
-transfektioreagenssia. Soluihin transfektoitavat DNA:t olivat pCDM8-plasmidi, jossa allb-
integriini ja neomysiini selektiogeeni (Loftus ym., 1990) sekd ihmisen B3-GFP (Heikki
Takala). Vuorokauden kuluttua transfektiosta solut irrotettiin maljalta trypsiinilld (0,05 %
trypsiini, 0,2 g/l EDTA, Gibco), pestiin kerran seerumia sisdltdvilld kasvatusliuoksella ja
siirrettiin uuteen seerumia sisdltdvadn kasvatusliuokseen, jossa oli 0,75 mg/ml genetisiinid
(Geneticin G418 sulphate, Gibco). Solut siirrettiin 96-kuoppalevylle siten, ettd jokaiseen
kuoppaan tuli noin 300 solua tilavuuden ollessa noin 100 pl. Loput solut pakastetiin 1 ml:ssa
DMEM-kasvatusliuosta, joka sisélsi 10 % vastasyntyneen naudan seerumia, 1 % NEAA, 1 %
penisilliini-streptomysiini-amfoterisiiniB  :asekd 10 % dimetyylisulfoksidia (DMSO).
Sulatettaessa soluja selekoitiin ensin halkaisijaltaan 10 cm viljelymaljalla viikon ajan ennen
siirrostamista  96-kuoppalevylle. 96-kuoppalevylle solut siirrettiin siten, ettd jokaiseen
kuoppaan tuli yksi solu. Yksittdisten solujen annettiin kasvaa viikon ajan. Sen jéilkeen
yksittéisistd pesédkkeistd valikoitiin fluoresoivat solut Zeiss Cell Observer -mikroskoopin
avulla (Carl Zeiss, Jena, Saksa). Positiiviset pesikkeet irrotettiin trypsinoimalla ja siirrettin
kasvatukseen ensin 12-kuoppamaljalle ja myohemmin 6-kuoppamaljalle. 6-kuoppamaljan
ollessa tdynnd solut irrotettiin ja fluoresenssitaso mitattiin virtaussytometrilla (FACS Calibur,
Becton-Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA). Pesédkkeet, joissa fluoresenssitaso oli suurin,
siirrettiin yloskasvatukseen. Soluja kasvatettiin DMEM-kasvatusliuoksessa, jossa oli 10 %
vastasyntyneen naudan seerumia, 1 % NEAA, 1 % penisilliini-streptomysiini-
amfoterisiiniB:td sekd 0,75 mg/ml genetisiinid. allb-transfektion onnistuminen selvitettiin
virjddmalld solut PL98DF6 -primaarivasta-aineella (Yldnne ym., 1988) ja rodamiini-
sekundaarivasta-aineella (Jackson Immunoresearch, Suffolk, UK). Solut kiinnitettiin 15
minuuttia jddhauteella 4 % paraformaldehydilld, pestiin kahdesti PBS:l14. PL98DF6-vasta-

ainetta el laimennettu. Vasta-aineen annettiin vaikuttaa 30 minuuttia huoneenlammaossa. Solut
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pestiin kahdesti PBS:ssd ennen sekundaarivasta-aineen lisdystd. Sekundaarivasta-aine
laimennettiin 1:50, sitoutumisaika oli 30 minuuttia huoneenldmmossd. Ennen petausta

Mowioliin (Calbiochem) solut pestiin kahdesti PBS:114.

Virtaussytometriaa varten solut irrotettiin maljalta trypsiinilld, pestiin kerran seerumia
sisdltdvassd kasvatusliuoksessa ja pelletit sekoitettiin PBS:d4n. Virtaussytometrikokeissa
kontrollina kaytettiin transfektoimattomia CHO-soluja. Solut sdilytettiin jddhauteella ja
soluaggregaatit poistettiin suodattamalla nylonverkon (Sefar, Heiden, Sveitsi) ldpi ennen

mittausta.

Lokalisaatiokokeita varten stabiilit CHO-allbB3-GFP -solut siirrettiin  fibrinogeenilla
paillystetylle 6-kuoppamaljalle siten, ettd kuopassa oli 400 000 solua ja neljad paillystettya
peitinlasia. Solujen annettiin tarttua neljd tuntia +37 °C 5 % CO, —pitoisuudessa
seerumivapaassa kasvatusliuoksessa. Tarttuneet solut pestiin kahdesti PBS:114 ja kiinnitettiin
jadhauteella 4 % paraformaldehydi, 0,5 % Triton X-100 (Sigma) -liuoksella PBS:ssd 15
minuuttia. Liuos poistettiin ja solut pestiin kahdesti PBS:114. Primaarivasta-aineina kéytettiin
vinkuliini- (VII F6, Glukhova ym., 1990, laimennos 1:10), taliini- (8d4, Sigma, laimennos
1:100), paksilliini- (Millipore, laimennos 1:1000), fokaaliadheesiokinaasi- (2A7, Millipore,
laimennos 1:100) ja fosfotyrosiini (4G10, Millipore, laimennos 1:500) -vasta-aineita. Vasta-
aineen annettiin sitoutua 30 minuuttia huoneenlammdssd, sen jilkeen solut pestiin kahdesti
PBS:ll4. Sekundaarivasta-aineena kéytettiin AlexaFluor594 IgG -konjugoitua vuohen vasta-
ainetta hiiren immunoglobuliinia vastaan (Molecular Probes, Carlsbad, USA), joka
laimennettiin 1:200 (loppupitoisuus 10 pg/ml). Sekundaarivasta-aineen annettiin sitoutua 30
minuuttia huoneenlammassé, jonka jélkeen solut pestiin kahdesti PBS:114. Peitinlasit pedattiin

Mowiolilla objektilaseille.

Mikroskooppityot tehtiin Zeiss Cell Observer fluoresenssimikroskoopilla (Zeiss Cell
Observer HS -mikroskooppi, AxioVision Ral. 4.7 ohjelmisto). Kéytetyt aallonpituudet olivat
GFP:lle 470 nm ja Alexa594 sekundaarivasta-aineelle 555 nm. LED -valon intensiteettini
kaytettiin 100 %. Kuvat otettiin Zeiss AxioCam HRm-kameralla. Mikroskooppikuvat
kisiteltiin ImageJ-ohjelmistolla (versio 1.41) (Rasband 1997-2008).

4.3. Adheesiokokeet
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Adheesiokokeita varten CHO-alIbB3 (Ylédnne ym., 1995) ja CHO-allbB3-GFP solut siirrettiin
fibrinogeenilla tai fibronektiinilld (Sigma, Missouri, USA) péillystetylle 96-kuoppalevylle
siten, ettd kuopassa oli 40 000 solua 100 pl:n tilavuudessa. Fibronektiinipitoisuudet olivat 0-1
pug/ml ja fibrinogeenipitoisuudet 0-30 pg/ml neljdnd rinnakkaisena sarjana molempia
solulinjoja kohden. Solujen annettiin tarttua 30 minuuttia +37 °C:ssa. Sen jéilkeen soluja
pestiin monikanavapipettid kayttden kuusi kertaa HEPES-puskuroidulla suolaliuoksella (150
mM NaCl, 5 mM HEPES, pH 7,4). Solut hajotettiin lisddmélla jokaiseen kuoppaan 100 pul 50
mM NaCH;COO, 1 % Triton X-100, 6 mg/ml p-nitrofenyylifosfaatti —liuosta, pH 5,0.
Hajotusaika oli tunti +37 °C:ssa 5 % CO,-pitoisuudessa. Sen jdlkeen kuoppiin liséttiin 50 pl 1
M natriumhydroksidia ja mitattiin absorbanssi 405 nm:ssd (Wallac Victor* 1420 Multilabel
Counter -fotometri ja Wallac 1420 Manager -ohjelma, PerkinElmer). Absorbanssiarvoista
laskettiin keskiarvo, joista vdhennettiin nollandytteiden keskiarvo. Adheesioprosentti saatiin
vertaamalla absorbanssiarvoja 40 000 solun antamaan arvoon. Kaikki arvot laskettiin ja

kuvaajat piirrettiin Microsoft Excel -taulukkolaskentaohjelmalla.

4.4. allb-GFP -konstruktin kloonaus

allb-GFP-plasmidi tehtiin pilkkomalla hiiren B3-GFP-plasmidi Bael-restriktioentsyymilld
(New England Biolabs, Beverly, MA, USA) yon yli huoneenlammdssé. Pilkkomisen jalkeen
plasmidille tehtiin PCR-puhdistus (QiaGen GmbH). Tédmin jilkeen pilkkomista jatkettiin +37
°C:ssa Agel ja Kpnl -restriktioentsyymeilli (New England Biolabs) yon yli. Toisen
pilkkomisen jidlkeen plasmidi puhdistettiin  GeneClean-puhdistuskitilli  (Q-Biogene,
Strasbourg, Ranska). allb-geeni monistettiin MyCycler PCR-laitteella (BioRad, Richmond,
USA) pCDMS8-plasmidista kdyttden Phusion DNA-polymeraasia (Finnzymes, Espoo, Suomi).
DNA pitoisuus  reaktiossa oli 21,2 ng/ul. Kiytetyt alukkeet olivat 5
"TATATAGGTACCATGGCCAGAGCTTTGTGTCCACTG koodittavalla juosteelle ja 5
"TATATATACCGGTCACTCCCCCTCTTCCCATCGTGCGGGTTG vastinjuosteelle. PCR:n
jilkeen allb-palalle tehtiin geelieristys ja PCR-puhdistus (QIAQuick geelieristyskitti,
QiaGen) ja se pilkottiin Kpnl ja Agel -restriktioentsyymeilld. Monistettu allb liitettiin T4-
ligaasilla (New Englans Biolabs) pilkottuun, GFP:n siséltdvdin pCDNA3-plasmidiin
huoneenldmmossd kahden tunnin aikana. Saatu plasmidi siirrettiin Inoue-ultrakompetentteihin
DH5a -soluihin 90 sekunnin lampdshokilla (Sambrook ja Russel, 2001). Soluja kasvatettiin
yon yli maljoilla, joiden ampisilliinipitoisuus oli 200 pg/ml. Pesidkkeet maljoilta siirrettiin

kasvamaan yon yli LB-kasvatusliuoksessa 200 pg/ml ampisilliinipitoisuudessa +37 °C:ssa
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200 rpm ravistelussa. Plasmidit puhdistettiin QiaGen-plasmidi miniprep-kitilld ja PCR-
puhdistuksella sekvensointia varten. Plasmideille tehtiin tarkistuspilkonta ensin Agel ja Kpnl
-restriktioentsyymeilld (New England Biolabs) ja kolme oikeankokoisen tuotteen tuottanutta

plasmidia vield Agel, Kpnl ja Xhol -entsyymeilld. Niistd kaksi valittiin sekvensoitaviksi.

allb-GFP -plasmidin sekvensointi suoritettiin MyCycler-PCR-laitteella (BioRad) ja Abi-Prism
3100 -sekvensointilaitteella (Applied Biosystems). Sekvenssilinjaukset allb-GFP -plasmille
tehtiin Geneious -ohjelmalla (versio 4.6.2.) (Drummond ym., 2009).

allb-GFP-plasmidin testaamisen soluissa teki Heikki Takala. Transfektio tehtiin SAOS-
soluille Fugene 6 -transfektioreagenssilla valmistajan ohjeen mukaan. Solut siirrettiin
vitronektiinilld  (naudan vitronektiini, Immunodiagnostics, Hé&meenlinna, Suomi)
paillystetyille peitinlaseille ja annettiin tarttua vuorokauden. Vitronektiinipitoisuus oli 5

pg/ml.

5. Tulokset

Aluksi haluttiin tietdd paikallistuvatko hiiren ja ithmisen B3-GFP:t fokaaliadheesioihin CHO-
soluissa. Solut transfektoitiin hiiren ja ihmisen 3-GFP:ti koodittavilla plasmideilla, siirrettiin
fibrinogeenilla pééllystetyille peitinlaseille ja kuvattiin  GFP:n lokalisaatio. Naissé
olosuhteissa ihmisen B3-GFP lokalisoitui fokaaliadheesioihin paremmin kuin hiiren B3-GFP.
IThmisen B3-GFP:tid kéytettdessd levinneitd soluja oli enemmén ja fokaaliadheesiot olivat
selvempid ja tarkkarajaisempia (kuva 6B) kuin hiiren B3-GFP:td kdytettdessa (kuva 6A). Tésti
syystd paitettiin jatkotutkimuksissa kayttdd ihmisen 3-GFP:ta.
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Kuva 6. Hiiren (A) ja ihmisen (B) B3-GFP:n lokalisoituminen fokaaliadheesioihin. Hiiren B3-GFP transfektoitu
véliaikaisesti CHO-soluihin. Thmisen B3-GFP transfektio on pysyvd. Kuvassa A kéytetty Leica DM R/BE
-fluoresenssimikroskooppia, 100x 6ljyobjektiivia ja Spot RT kameraa, kuvassa B Zeiss CellObserver
mikroskooppia, 100x 6ljyobjektiivia ja AxioCam HRm -kameraa. Mittajana 10 pum.

Koska lyhytaikaisissa transfektioissa GFP:n mééré vaihteli suuresti solujen vélilld, paétettiin
tehdé stabiileja solulinjoja, jotka ilmentivét allb:ti ja B3-GFP:td. CHO-allbB3-GFP -soluista
tarkastettiin  virtaussytometrilla B3-GFP-transfektion ilmentymisprosentti. Solulinjan 2
ilmentymisprosentti oli 86,5 % ja solulinjan 4 82,14 % (kuva 7). Molemmat linjat ilmensivét
allb:tda PL98DF6-virjayksen perusteella mikroskopiassa. Jatkotutkimuksissa kéytettiin

solulinjaa 2.
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Kuva 7. Virtaussytometrihistogrammit CHO-alIbB3-GFP -solulinjan pesékkeistd. Kuvassa A kontrollisolut,
kuvassa B tdmin tyon kokeissa kéytetyt solut ja kuvassa C linjan 4 solut.

Seuraavaksi haluttiin selvittdd, olivatko ihmisen B3-GFP:td sisdltivdt fokaaliadheesiot
normaaleja muiden tunnettujen fokaaliadheesiokomponenttien suhteen. CHO-allbp3-GFP
-soluista vérjdttiin vasta-ainein vinkuliini, taliini, paksilliini, FAK ja fosfotyrosiini.
Sekundaarivasta-aineena kéytettiin Alexa594 -sekundaarivasta-ainetta (kuva 8). Kaikki GFP-

positiiviset fokaaliadheesiot olivat positiivisia my0s kaikilla ndilld vasta-aineilla vérjéttiessa.
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Kokeen perusteella B3-GFP:td sisédltdvdt fokaaliadheesiot ovat proteiinikoostumukseltaan

normaaleja.

Fokaaliadheesio-
kinaasi Yhdistetty

B.

"

Paksilliini % 'N]distetty

C.

Fosfotyrosiini
D.
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Vinkuliini Yhdistetty

Kuva 8. allbB3-GFP:n lokalisoituminen fokaaliadheesioihin. CHO-allbp3-GFP -soluista on vérjitty muita FA-
proteiineja: A. FAK, B. paksilliini, C. fosfotyrosiini, D. taliini ja E. vinkuliini. Mittajanat 10 pm.

Aiempien tulosten perusteella f3-GFP:td ilmentivét solut pystyviat muodostamaan normaaleja
fokaaliadheesioita. Jotta f3-GFP:ti voitiin verrata normaaliin 33-integriiniin, solujen annettiin
tarttua fibrinogeenilld ja fibronektiinilld paillystetylle alustalle 30 minuutin ajan. 3-GFP:ta
ilmentivét solut tarttuivat fibrinogeenille selvdsti huonommin kuin solut, jotka eivét tuota
GFP:tid. Sen sijaan fibronektiinilld tarttumisessa ei ollut eroja (kuva 9). B3-GFP vilittaa
huonommin tarttumista fibrinogeenilld, mutta ei vaikuta o5p1-vilitteiseen tarttumiseen

fibronektiinilla.

Molemmista solutyypeistd vérjattiin lisdksi vinkuliini tunnin, kahden tunnin ja neljdn tunnin
adheesion jdlkeen ja laskettiin fokaaliadheesioita muodostaneiden solujen méérd. Virjiys
tehtiin neljélle peitinlasille solutyyppid kohti jokaisessa aikapisteessd. Tunnin adheesion
jalkeen CHO-alIbB3-GFP -soluista keskimididrin 44 %:ssa oli fokaaliadheesioita, kun CHO-
allbB3 -soluissa osuus oli 95 %. Neljin tunnin jdlkeen luvut olivat 68 % ja 97 % (kuva 10).
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Kuva 9. CHO-alIbB3-GFP -solut tarttuvat huonommin fibrinogeenialustalle kuin CHO-allbB3 -solut.
Tarttumisessa ei ole eroa fibronektiinialustalla. Tulokset on laskettu neljan kokeen keskiarvona. Jokaisessa
kokeessa tehtiin nelja rinnakkaista késittelya.
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Kuva 10. Fokaaliadheesioita muodostaneiden solujen maédrd eri aikapisteissd. CHO-allbp3-GFP -solut
muodostivat fokaaliadheesioita selvisti hitaammin kuin CHO-allbp3 -solut.
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Seuraavaksi haluttiin tietdd, vaikuttaako allb:n liitetty GFP solujen tarttumiseen samoin kuin
B3:n liitetty GFP. Tdtd varten suunniteltiin ollb-GFP-konstrukti (kuva 12). allb-cDNA
monistettiin PCR-reaktiolla ja siirrettiin B3:n paikalle B3-GFP -plasmidiin. Oikean palan

sisdltdavit plasmidit tunnistettiin katkaisuentsyymikartoituksella (kuva 11).

Kuva 11. allb-GFP -plasmidin puhdistus. A. PCR-reaktiotuote (allb-GFP) ennen puhdistusta. Ylempi vyohyke
on kooltaan noin 3500 emésparia. B. allb-GFP PCR-tuote puhdistuksen jélkeen, vydhyke on samankokoinen
kuin puhdistamaton tuote C. Tarkistuspilkonta kasvatuksen ja puhdistuksen jilkeen. Pilkkominen tehtiin Agel ja
Kpnl -entsyymeilld. Kaivossa 1 LMW-kokostandardi, sen jidlkeen bakteeripesdkkeistd 1-10 puhdistetut
plasmidit. Pesékkeistd 2, 8 ja 9 puhdistetut plasmidit (kaivot 3, 9 ja 10) niyttivit oikeilta. D. Plasmidit 2, 8 ja 9
pilkottuna Agel, Kpnl ja Xhol -entsyymeilld. Xhol-entsyymin tuottama pala on liian pieni nidkydkseen geelissé,
kaivojen 2 ja 4 DNA:t nédyttivit pilkkoutuneen samalla lailla ja ne valittiin sekvensoitaviksi. Kaikissa geeleissa
on kéytetty LM W-kokostandardia (GeneRuler 1kb DNA-ladder, New England Biolabs).

allb-loppuosa  Agel GFP:n alkuosa
GAT GAA GAG GGG GAG TCA GGC CAT ATATAT CCC ATC

b E E GG E § G H I Y P 1
ITA
L

Kuva 12. Suunnitellun allb-GFP-konstruktin liitososa. Sekd pCDNA3 -plasmidi etté allb-insertti pilkottiin Kpnl
ja Agel -katkaisuentsyymeilld. allb:n lopetuskodoni muutettiin seriiniksi (TCA).

allb-GFP -plasmidin toiminta testattiin transfektoimalla SAOS-soluja lyhytaikaisesti ja
antamalla niiden tarttua vitronektiinille 24 tunnin ajan (kuva 13, Heikki Takala). allb-GFP
paikallistuu fokaaliadheesioihin soluissa. Téstd voidaan péadtelld, ettd ollb-GFP toimii.

Tarkempia tutkimuksia ei kuitenkaan aikarajojen puitteissa ehditty tehda.
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f
Kuva 13. ollb-GFP:n lokalisaatio tarttumisrakenteisiin SAOS-soluissa vitronektiinilld péallystetyilld
peitinlaseilla 24 tunnin tarttumisen jélkeen. Kuvat Heikki Takala. Mittajana 10 pm.

6. Tulosten tarkastelu

Téssd tutkimuksessa selvisi, ettd hiiren B3-integriini toimi huonommin ihmisen allb:n kanssa
kuin ihmisen 3. CHO-allbB3-GFP -solut muodostivat proteiinikoostumukseltaan normaaleja
fokaaliadheesioita, mutta tarttuivat fibrinogeenilla paillystetylle alustalle huonommin kuin
allbB3:a ilmentivit solut. Fokaaliadheesiot myos muodostuivat hitaammin CHO-allbp3-GFP

-soluissa kuin normaaleissa CHO-alIbB3 -soluissa.

On mahdollista, ettd hiiren 3 dimerisoituu huonommin ihmisen allb:n kanssa kuin ihmisen
B3 vaikka onkin havaittu, ettd ihmisen B3 dimerisoituu ongelmitta hamsterin allb:n kanssa
(Chen ym., 1995). Kvantitatiivista analyysid ei tdssd tutkimuksessa tehty ihmisen allb:n ja
hiiren PB3:n lajispesifisestd dimerisoitumisesta. GFP voi heikentdd solujen tarttumista
vaikuttamalla integriinin  aktivaatioon, fokaaliadheesioiden tai fokaalikompleksien

muodostumiseen tai niiden uudelleen muodostumiseen.

Todennékdisesti GFP hiiritsee B3:n soluliman puoleiseen osaan sitoutuvien proteiinien,
erityisesti kindliinin, Src:n ja f3-endoneksiinin toimintaa. Se voi myds vaikuttaa soluliman
puoleisen osan kalpaiinivélitteiseen katkaisuun. Integriinin -alayksikon soluliman puoleiseen
osaan sitoutuvia proteiineja on esitetty kuvassa 9 (muokattu, yleiskatsaukset Liu ym., 2000,
Harburger ja Calderwood, 2009). Niistd proteiineista tdssd tutkimuksessa oli mukana vain

taliini.
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Kuva 14. f3-integriinin soluliman puoleiseen osaan sitoutuvien proteiinien sitoutumiskohtia. Numeroin merkitty
muutamia aminohappotihteité (yleiskatsaus Harburger ja Calderwood, 2009).

Taliini on vélttiméton adheesioiden muodostumiselle ja tirked integriinien sisdltd-ulos
-signaloinnin sédtelijd (Giannone ym., 2003). Toinen integriinien aktivaatiota sddteleva tekija
on kindliini, joka sitoutuu B3-integriinin karboksipddhén. Kindliinin sitoutumisen estdminen
johtaa integriinin aktivaation estymiseen. Taliinin ja kindliinin yhteisvaikutus puolestaan
aktivoi integriinejd (yleiskatsaus Harburger ja Calderwood, 2009). Taliinin on havaittu
paikallistuvan PB3-GFP:n kanssa fokaalikomplekseihin (Zaidel-Bar ym., 2003). Téssd
tutkimuksessa huomattiin B3-GFP:n muodostavan fokaaliadheesioita ja vasta-ainevérjiys
osoitti taliinin paikallistuvan niithin yhdessd GFP:n kanssa. Taliinin aktivaatiota ei kuitenkaan

tutkittu, joten lopullisia padtelmii ei voida tehda.

B3-endoneksiinin sitoutuu spesifisesti B3-integriinin soluliman puoleiseen osaan ja sen on
todettu lisddvan ollbp3:n ligandinsitomisaktiivisuutta (yleiskatsaus Liu ym., 2000). Se on
myos tirked tekijd solujen levidmisessd ja integriinisignaloinnissa. Mutaatio 3-integriinin
soluliman puoleisen osan aminohappotéhteessd 752 johtaa solujen heikentyneeseen
tarttumiseen ja samalla heikentdd P3-endoneksiinin sitoutumista (Kashiwagi ym., 1997). GFP

voi hdiritd B3-endoneksiinin toimintaa ja siten heikentda solujen tarttumista.

Src-kinaasi sddtelee allbB3-integriinin ulkoa-sisélle aktivaatiota ja fokaaliadheesioiden
uudelleen muodostumista (Obergfell ym., 2002, Webb ym., 2002). Src-inhibitio ja Src:n
poisto johtaa solujen levidmisen estymiseen (Obergfell ym., 2002). Arias-Salgado ym. (2003)
huomasivat, ettei aS5B1-integriini yhteissaostu c-Src:n kanssa ja pdittelivit c-Srcin
vuorovaikutuksen olevan tyypillinen B3-integriinille. Mikali GFP vaikuttaisi Src:n toiminnalle
tarkeisiin osiin integriinissd, ei integriinin ulkoa-sisille aktivaatiota tapahtuisi tai se tapahtuisi
heikommin. Tdmi voisi olla selitys heikentyneelle tarttumiselle. Src:n ja B3-integriinin
vilisen vuorovaikutuksen spesifisyys taas selittdisi sen, ettei GFP vaikuta a5B1-vilitteiseen

tarttumiseen.
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Kalpaiini on proteaasi, joka sddtelee integriinivilitteisten adheesioiden dynamiikkaa
pilkkomalla useita adheesiorakenteiden proteiineja. Kalpaiiniaktiivisuuden esto estdd soluja
irtoamasta alustastaan (Perrin ja Huttenlocher, 2002). Pilkkominen poistaa tarttumiselle ja
kaksisuuntaiselle signaloinnille tdrkedt aminohappotidhteet ja sddtelee siten B3-integriinin

toimintaa (Du ym., 1995).

Tamaén tyon perusteella ei voida tehdd lopullisia johtopddtoksid siitd, miksi GFP haittaa
solujen tarttumista. Aiemmin on havaittu integriinin toimivan normaalisti GFP:std huolimatta
(Plancon ym., 2001). Jatkotutkimuksissa allb-GFP -plasmidin avulla voitaisiin selvittia
vaikuttaako GFP samoin my0s a-alayksikkoon liitettynd. Myos tutkimalla GFP:n vaikutusta
Src:n ja kalpaiinin toimintaan voitaisiin saada lisdtietoa mekanismista, jolla GFP héiritsee
tarttumista. Tarkempaa tietoa saataisiin my0ds selvittdmélld kindliinin ja B3-endoneksiinin

sitoutumista integriiniin seké taliinin, kindliinin ja B3-endoneksiinin aktivaatiota.
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