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Alkusanat

Tama pro gradu -tutkielma tehtiin Jyvaskylan yliopiston bio- ja ymparistotieteiden laitok-
sella, solubiologian osastolla kesalld ja syksylla 2010. Ensimmaiseksi tahdon kiitta4 tut-
kielmani ohjaajaa dosentti Varpu Marjoméked valtavan innostavasta, kérsivéllisesta ja
kannustavasta ohjauksesta tutkielmani eri vaiheissa. Suuret kiitokset kuuluvat myos jokai-
selle tutkimusryhmalaiselle, joiden neuvot laboratoriotydskentelyssé ja tulosten analysoin-
nissa helpottivat vastausten 16ytdmista loputtomiin kysymyksiini. Suurin kiitos kuuluu rak-

kaalle aviomiehelleni Laurille tuesta, rohkaisusta ja uskomattomasta kérsivallisyydesté.
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Tiivistelma

Integriinien ja kasvutekijareseptorien kulku solussa yhdistyy monimutkaisen vuorovaikutusten verkoston
kautta. Ympériston olosuhteista riippuvaisesti integriinit ja kasvutekijareseptorit kantavat paéasiallisen
vastuun solun selviytymisestd, kasvusta, erilaistumisesta, vaeltamisesta ja lisdantymisestd. Integriinit
kiinnittavat solut alustaansa ja kasvutekijareseptorit voivat vastata liukoisten ligandien haasteisiin. a2p1-
integriinit reagoivat ligandeihinsa, joita voivat olla matriksimolekyylit, virukset ja keinotekoisesti myos
vasta-aineet. Integriinien Klusterointi viruksella tai vasta-aineilla aiheuttaa integriinin internalisaation
endosomeihin, kun taas sitoutuminen matriksimolekyyleihin saa aikaan integriinien kulkeutumisen fokaa-
liadheesioihin. Epidermaalisen kasvutekijareseptorin (EGFR) aktivaatio on riippuvaista kasvutekijaligan-
din kiinnittymisesta reseptoriin. Integriinien klusteroituminen ja EGFR:n stimulaatio johtaa reseptorien
internalisoitumiseen sek& aktivoituneeseen signaalivalitykseen, jonka taytyy olla tarkasti organisoitua
sekd ajallisesti ettd paikallisesti.

Taman tutkimuksen tavoitteena oli testata a2Bl-integriinin ja stimuloidun EGFR:n vuorovaikutuksia.
Tutkimuksessa selvitettiin - a2p1-integriinien klusteroinnin vaikutusta EGFR:n polkuun ja EGF-
stimulaation merkitystd a2p1-integriinin polkuun. Lisdksi tutkittiin EGFR:n ja o2pB1-integriinin internali-
saatiopolkujen vuorovaikutuksia. Tutkimuksessa kaytettiin immunoleimaamista, konfokaalimikroskopiaa,
lapaisyelektronimikroskopiaa ja eldvien solun kuvaamista laajakenttamikroskoopilla. Tulokset osoittivat,
ettd integriinien Klusterointi hidastaa EGFR:ien hajotusta, mutta EGF-stimulaatio ei vaikuta integriinien
hajotukseen. Tutkimuksessa havaittiin solun pinnalla olevaa kolokalisaatiota a2p1-integriinin ja stimu-
loimattoman EGFR:n vélill4. Stimulaation ja internalisaation jalkeen kolokalisaatiota 16ydettiin kuitenkin
vain vahan. El&vien solujen kuvaaminen osoitti enemman kolokalisaatiota perustuen todennakdisesti
kuvausten heikompaan resoluutioon. Tutkimuksessa tarkasteltiin myos mahdollisia kolokalisaation virhe-
tulkintoja laajakenttdmikroskopiakuvausten analyyseissa. Tadmén tutkimuksen tuloksista voidaan péatella,
ettd integriinien klusterointi toimii negatiivisena saatelijind EGFR:ien hajotukselle. Vaikka EGFR ja
a2B1-integriinit kolokalisoituvat osittain solun pinnalla, internalisaation jalkeen reseptoreja siséltavat
endosomit kulkivat samoja reitteja ilman merkittdvaa kolokalisaatiota. Huolimatta véhaisesté kolokalisaa-
tiosta EGFR:n ja integriinin vélill4 sytoplasmisissa rakenteissa, integriinin internalisaatioreitill4 on selkeé
vaikutus EGFR-reitin toimintaan solussa. EGFR:n vahentynyt hajoaminen solussa mahdollisesti lisaa
EGFR:n signalointia solussa, pitédé solua pitempéan hengissa ja voi olla siten edullinen viruksen lisdanty-
misen kannalta.
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Abstract

The pathways of integrins and growth factor receptors are connected through a complex network of inte-
ractions in the cell. Depending on the environmental conditions these receptors are largely responsible for
the survival, growth, differentiation, migration and proliferation of the cell. Integrins attach cells to the
matrix and growth factor receptor enables cells to react to the soluble ligans. a2p1-integrins respond to
their ligands i.e. matrix molecules, viruses, and artificially also antibodies. Integrin clustering by viruses
or antibodies results in endocytosis of integrins to endosomes whereas binding to the matrix molecules
targets integrins to focal adhesions. Epidermal growth factor receptor (EGFR) activation depends on
binding of the growth factor ligand. Integrin clustering and EGFR activation result in receptor internaliza-
tion and activation of signaling transduction pathways which have to be precisely orchestrated spatially
and temporally.

The aim of this study was to test the interactions between a2p1-integrin and EGFR triggered pathways.
The objective of this study was to examine the clustering effects of a2p1-integrin on EGFR pathway and
the effects of EGF-stimulation on a2B1-integrin pathway. Furthermore the interactions of the internaliza-
tion pathways of EGFR and o2p1-integrin were studied. The testing included immunolabelling experi-
ments, confocal fluorescence microscopy, transmission electron microscopy, and live-cell imaging. The
results indicated that the clustering of integrins delay the degradation of EGFR but no effect on the deg-
radation of integrins was discovered by the EGF-stimulation. In this study colocalization on the cell sur-
face was observed between a2f31-integrin and unstimulated EGFR. However, after stimulation and inter-
nalization very low levels of colocalization were found. The live cell imaging showed higher colocaliza-
tion probably based on poor resolution. The possible misinterpretations of colocalization concerning the
analysis of wide-field microscopy were also under consideration. Findings of this study suggest that the
clustering of integrins functions as a negative regulator for EGFR degradation. Though EGFR and a2f1-
integrin partly colocalize on the cell surface, after internalization, endosomes containing receptors fol-
lowed the same routes without considerable colocalization. Regardless of the low colocalization between
EGFR and integrins in the cytoplasmic structures, integrin internalization pathway clearly contributes to
the EGFR route in the cell. Reduced degradation of EGFR in the cell probably enhances EGFR signal-
ing, prolongs the life-time of the cell and may be thus advantageous to the proliferation of virus.

Keywords: epidermal growth factor receptor, a2B1-integrin, endocytosis
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1 JOHDANTO

1.1  Solujen kommunikointi

Solut aistivat ympéristddaan ja kommunikoivat toisten solujen kanssa solun pinnalla olevien
reseptorien avulla. Jokaisella monisoluisen eldimen solulla on kyky reagoida reseptoreil-
laan signaaleihin, joita ympéaroivét solut lahettdvat. Reseptorien aktivaatio alkaa usein so-
lun ulkopuolelta tulevan ligandin eli signaalimolekyylin kiinnittymisesta reseptoriin. Li-
gandin kiinnittyminen saa aikaan monimutkaisen signaalien tapahtumasarjan solun sisalla.
Solun reseptorien endosytoosi, jossa solukalvolta kuroutuu sisd&npéin kuljetusrakkula,
seuraa usein reseptorien aktivaatiota. Signaalireseptorit ja solukalvolla olevat proteiinit
kulkeutuvat endosyyttiselle vaylélle, jossa tapahtuu proteiinien lajittelu erilaisiin kalvolla
eristettyihin osastoihin solun sisélla. Proteiinit voivat paatya kierratettaviksi takaisin solu-
kalvolle tai hajotettavaksi tahan tehtdvaan erikoistuneissa lysosomeissa. Endosytoosin
avulla on mahdollista vaikuttaa erilaisiin signaalivélitystapahtumiin. Solulle on myos valt-
tdmatontéd sdédelld pinnalla olevien reseptorien mééraa. Vaikka solujen signalointi ja endo-
sytoosi esitetadn usein erillisind prosesseina, ndma eldinsolujen toiminnat ovat kytkeyty-

neet tiiviisti ja kaksisuuntaisesti toisiinsa (ks. yleiskatsaus Sorkin ja von Zastrow, 2009).

1.1.1 Solunulkoiset viestimolekyylit

Monisoluisten eldimien solut voivat kayttaa satoja erilaisia signaalimolekyyleja kommuni-
kointiin. Proteiinit, pienet peptidit, aminohapot, nukleotidit, steroidit, retinoidit, rasvahap-
pojohdannaiset ja liukoiset kaasut, kuten typpioksidi ja hiilimonoksidi ovat esimerkkeja
erilaisista signaalimolekyyleistd. Suurin osa signaloivista soluista erittdd viestimolekyyle-
jansé eteenpéain eksosytoosilla. Eritettdvat molekyylit ovat solun sisélld pienessa kalvon
ympérdiméssé rakkulassa, joka kiinnittyy ja liittyy solukalvolle. Kalvorakkulan sisélto
vapautetaan solukalvon toiselle puolelle soluvalitilaan. Osa viestintamolekyyleistd vapau-
tuu diffuusion avulla solukalvon l&pi ja osa tulee solusta esille soluvalitilaan jaaden signa-

loivan solun pinnalle. Tall6in vain vierekkaiset solut kommunikoivat keskenaan.

Solujen vélinen viestinté jaotellaan viiteen ryhmaan signaalimolekyylien kulkeman matkan
perusteella. Endokriinisessé signaloinnissa eritetyt hormonit kulkeutuvat verenkierron mu-
kana laajalle alueelle eri kohdesoluille. Parakriininen signalointi kohdistuu lahistoll& ole-
viin soluihin ja toimii paikallisesti. Tallgin eritettyjen signaalimolekyylien ei ole tarkoitus



toimia et&alld ja sen vuoksi molekyylit otetaan yleensa nopeasti kohdesoluihin, tuhotaan
solun ulkopuolella olevilla entsyymeilla tai tehdaan liikkumattomiksi soluvaliaineessa
(ECM, engl. extracellular matrix). Kontaktiin perustuva viestintd on yleista esimerkiksi
yksilonkehityksen aikana ja immuunijarjestelmassd. Autokriinisessé signaloinnissa solun
erittdmé viestimolekyyli voi kiinnittyd saman solun reseptoriin. Yksilonkehityksessa, tie-
tyssé solujen erilaistumisvaiheessa, on ndin mahdollista vahvistaa solun kehityksellista
suuntaa. Autokriininen signalointi vahvistuu, kun joukko identtisid, vierekkaisida soluja
tuottaa suuren madran eritettyja signaalimolekyyleja. Synaptinen viestinta esiintyy her-
mosoluissa. Kaikki signalointiin osallistuvat viestimolekyylit tarvitsevat solun, jonka pin-
nalle on syntetisoitu molekyylille erikoistunut reseptori.

1.1.2 Solukalvon entsyymireseptorit

Solukalvon reseptorien kolme suurinta ryhmé&a jaotellaan niiden signaalivélitysmekanismin
mukaan. lonikanavareseptorit toimivat nopeissa synaptisissa signaalivélityksissa sahkoi-
sesti varautuneissa soluissa. G-proteiinilinkitetyt reseptorit (GPCR, engl. G-protein coup-
led receptor) muodostavat suurimman ryhman solukalvon reseptoreista. Ne voivat epéasuo-
rasti joko aktivoida tai tehdd toimimattomiksi solukalvolle linkitettyja entsyymeja tai ioni-
kanavia. Vuorovaikutus reseptorin ja kohdeproteiinin vélilla tapahtuu trimeerisen, GTP:t&
sitovan, G-proteiinin vélityksellad. Entsyymireseptorit ovat toiseksi suurin solukalvoresep-
toriryhma. Aktivoituneina ne toimivat entsyymeind suoraan tai liittyvét toisiin entsyymei-
hin aktivoiden niiden katalyyttisen ominaisuuden.

Entsyymireseptorit valittavat, solunulkoisten signaalien vasteena, soluille kehotuksen kas-
vuun, lisddntymiseen, erilaistumiseen tai selviytymiseen. Vasteen laukaisevia signaalipro-
teiineja kutsutaan kasvutekijoiksi, jotka toimivat yleensd hyvin pienina pitoisuuksina pai-
kallisesti. Hairiot solujen lisddntymisessa, erilaistumisessa, selviytymisessé ja vaeltamises-
sa haittaavat kokonaisvaltaisesti solun toimintaa ja epanormaali signalointi entsyymiresep-

torien kautta on usein syyna esimerkiksi syopasairauksiin.

Solun sisélla proteiinien fosforylaatiolla ja defosforylaatiolla voidaan saddell& informaation
kulkua tarkasti. Proteiinikinaasit ovat entsyymejd, jotka liittavat fosforiryhmia ja prote-
linifosfataasit hydrolysoivat fosforiryhmia (ks. yleiskatsaus Denu ym., 1996). Kinaasit ja
fosfataasit toimivat partnereina ja niiden aktiivisuus séatelee solun signaalitapahtumia.

Kinaasien on todettu kontrolloivan signaalivasteen moninkertaistumista ja fosfataaseilla



oletetaan olevan tarke& osuus signaalivasteen nopeuden ja keston kontrolloimisessa (ks.
yleiskatsaus Tonks, 2006).

Solukalvon entsyymireseptorit ryhmitellddn niiden toiminnan mukaan. Tyrosiini-
kinaasireseptoreilla (RTK, engl. reseptor tyrosine kinases) on térke& rooli solun ulkopuo-
lelta tulevien signaaliproteiinien, kuten kasvutekijoiden ja hormonien, tulkitsemisessa so-
lulle. Ligandin kiinnittyminen reseptoriin saa aikaan reseptorien autofosforylaation, kun
reseptorien soluliman puoleiset domeenit fosforyloivat toinen toisensa. Tyrosiinikinaaseja
aktivoivat reseptorit (engl. tyrosine-kinase-associated receptors) tarvitsevat toimintaansa
solun sisalla olevia tyrosiinikinaaseja, jotka fosforyloivat erilaisia kohdeproteiineja, usein
my0s itse reseptoreja. Monet tdméan ryhmén reseptoreista ovat riippuvaisia Src-
proteiinikinaasista. Tyrosiinifosfataasireseptorit (engl. receptorlike tyrosine phosphatases)
siirtdvat fosfaattiryhmid tietyista solun sisalla olevista signaaliproteiineista. Serii-
ni/treoniinikinaasiresptorit (engl. reseptor serine/threonine) fosforyloivat tiettyja seriineja
ja treoniineja. N&maé reseptorit aktivoituvat dimeerisen, tranformoiva kasvutekija B:n (engl.
transforming growth factor-p) vilitykselld. Reseptorien toiminta saételee esim. yksilonke-
hityksen aikaisia rakenteita, lisddntymistd, solujen erilaistumista, soluvaliaineen tuotantoa,
solun kuolemaa ja immuunijarjestelmén toimintaa. Guonylaattisyklaasireseptorit (engl.
tivoivista reseptoreista (engl. histidine-kinase-associated receptors) loytyy esimerkkeja
bakteereista, joiden kemotaksis vélittyy reseptorien kautta. Kinaasiaktiivisuus valittyy bak-

teerin flagellan moottoriin ja saa aikaan bakteerin liikkumisen muutoksen.

1.1.3 Epidermaalinen kasvutekijareseptori

Epidermaalinen kasvutekijareseptori (EGFR, engl. epidermal growth factor receptor) (tun-
netaan myo6s nimelld ErbB1) on yksi alaryhma neljasta ErbB-proteiinista, joihin kuuluvat
myo6s ErbB2, ErbB3 ja ErbB4 (tunnetaan myds nimilli HER1-HER4) reseptorit. ErB2:lta
puuttuu kyky vuorovaikutukseen ligandien kanssa ja ErbB3:n kinaasiaktiivisuus on puut-
teellinen. Vaikka néilta kahdelta reseptorilta puuttuukin autonomia, ne muodostavat komp-
leksin muiden ErbB-reseptorien kanssa ja osallistuvat solun signalointiin (ks. yleiskatsaus
Citri ja Yarden, 2006).

Kaikki ErbB-reseptorit ovat RTK-entsyymireseptoreja. ErbB-reseptoreilla on solunulkoi-

nen ligandia sitova domeeni, yhden kerran solukalvon lapaiseva domeeni ja soluliman puo-
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lella tyrosiinikinaasidomeeni. Kun epidermaalinen kasvutekija (EGF, engl. epidermal
growth factor) tai joku samaan sukuun luokiteltu peptidikasvutekija kiinnittyy reseptoriin,
seuraa reseptorin homo- tai heterodimeerin muodostuminen. Dimerisaatio stimuloi resepto-
rin oman tyrosiinikinaasiaktiivisuuden ja siitd seuraa tiettyjen tyrosiiniaminohappotéhtei-
den autofosforylaatio reseptorin soluliman puoleisissa domeeneissa. Nama fosforyloidut
aminohappotahteet toimivat telakkana muille signaalimolekyyleille, jotka puolestaan osal-

listuvat signaloinnin kaskadiin solun siséll& (ks. yleiskatsaus Olayioye ym., 2000).

ErbB1-, ErbB3- ja ErbB4-reseptoreihin voi kiinnittyéd 13 erilaista ligandia (ks. yleiskatsaus
Citri ja Yarden, 2006). Ligandien ja reseptorien véalisten vuorovaikutuksien spesifisyyksien
maard on valtava. Tastd seuraa ErbB-verkoston yhdistelméllinen luonne, joka tarkoittaa

monien erilaisten homo- tai heterodimeeristen reseptorien muodostumista.

EGFR:&an kiinnittyy useita erilaisia ligandeja ja se voi muodostaa homodimeerisen tai
kolme toimivaa heterodimeeristé reseptoria (ks. yleiskatsaus Citri ja Yarden, 2006). Solun
sisalla taméa fosforyloitu EGFR vérvaa paikalle monia signaalivélitysproteiineja, kuten
adaptoriproteiini GRB2:n (engl. growth-factor-receptorbound-2) ja Shc (engl. Src-
homology-2-containing) -proteiinin. Namé& puolestaan vastaavat Ras-proteiinin varvaami-
sestd ja mitogeeniaktivoituva proteiinikinaasin (MAPK, engl. mitogen-activated protein
kinase) aktivaatiosta. Signaalivalittaja ja transkription aktivaattori-5:n (STATS5, engl. sig-
nal transducer and activator of transcription-5) toiminta kytkeytyy myos EGFR:44n. Re-
septorin C-terminaalinen osa sisaltdd tunnistuskohdan ubikitiiniligaasi Cbl:lle. Signalointi

EGFR:n valityksella on negatiivisesti saddeltyd Cbl:n toimittaman ubikitinylaation kautta.

Solun elinymparistén muutokset ravinteiden, kasvutekijoiden, sytokiinien ja vaurioittavien
tekijoiden pitoisuuksissa seké fysikaaliset stimulaatiot aktivoivat MAP-kinaasien kaskadin.
Nisdkkéaiden MAP-kinaasit voidaan jaotella neljaan eri alaluokkaan, jotka ovat ERK 1/2
(engl. extracellular signal-regulated kinase), ERK5, JNK:t ja p38:t (ks. yleiskatsaus Cuen-
da ja Rousseau, 2007). Olennaista ndille kaikille MAPK signaalivalityspolulle on kolme
porrastettua signaalimoduulia, jotka muodostuvat seuraavista proteiininkinaasesta: MAPK
kinaasi-kinaasit (MKKK:t), MAPK-kinaasit (MKK:t) ja MAPK:t. Nisékkéill& tunnetaan
nelja p38 MAP-kinaasia: a, B, v ja 6. Soluissa p38 MAP-kinaasit toimivat monien fysiolo-

gisten toimintojen saatelijoina.
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Monissa kasvaimissa EGFR on mutatoitunut. Useimmin esiintyvat mutaatiot tehostavat
reseptorin omaa tyrosiinikinaasiaktiivisuuutta tai niiltd on havinnyt saatelydomeeni, jolla
voitaisiin ehkaista reseptorin toimintaa (ks. yleiskatsaus Pines ym., 2010). Naiden mutatoi-
tuneiden, jatkuvasti aktiivisten reseptorien toiminta jatkuu signaalivélityksen alavirtaan.
Syopélaakkeet voivat kohdistua EGFR-signaalivélityksen katkaisuun. Sekd EGFR-
kohdennetut kinaasien estéjat ettd monokloonalliset vasta-aineet reseptoreille voivat toimia
syovan hoitokeinoina. Mutanttien reseptorien signaalivalityksen alavirran ymmartdminen

on tarke&é parannettaessa tai kehitellessa EGFR:lle kohdistuneita terapioita ja ladkeaineita.

ErbB-reseptorien verkosto on yksi laajimmin tutkituista signaalivélitysalueista ja siitd on
Kirjoitettu kymmenia tuhansia tieteellisia artikkeleja, joissa kuvataan satoja reseptorien
vuorovaikutuksia. ErbB-verkostoa voidaan kuvailla solun vankaksi informaation késitte-
lysysteemiksi, jolla on monimutkainen, modulaarinen, yltédkylldinen ja systeemié kontrol-
loiva luonne (ks. yleiskatsaus Citri ja Yarden, 2006). Tassé tutkielmassa pdédhuomio kiin-
nittyy EGFR:n internalisaatioon, osastoitumiseen solun sisalld, hajotukseen ja vuorovaiku-

tukseen o2B1-integriinin kanssa.

1.1.4 Integriinit

Integriinit ovat reseptoreja, joita solu kayttaa kiinnittyakseen ECM:aan, kuten kollageenei-
hin, lamiineihin ja fibronektiiniin. Verisoluilla integriinit auttavat soluja kiinnittymaén
myds toisiin soluihin. Heterodimeeriset, a- ja B-osista muodostuvat reseptorit linkittavéat
ECM:n solun sisélld olevaan aktiinisolutukirankaan. Heterodimerisaatio 19 eri a-
integriiniosasta ja 8 B-integriiniosasta voi tuottaa 25 erilaista af-heterodimeerid, jotka toi-
mivat reseptoreina ECM:n molekyyleille melkein kaikissa solutyypeisséa (ks. yleiskatsaus
Caswell ym., 2009). Reseptorien a- ja B-alayksikoill4 on suuri N-terminaalinen, solun ul-
kopuolella oleva domeeni, yhden kerran solukalvon lapaiseva domeeni ja yleensé lyhyt, C-

terminaalinen soluliman puoleinen domeeni (Zhu ym., 2008).

Integriinit valittavat ECM:n kemialliset ja mekaaniset viestit solulle. Nama signaalit s&ate-
levat soluliman kinaasien aktiivisuutta, kasvutekijareseptoreja, ionikanavia ja kontrolloivat
solun siséll& aktiinisolutukirangan organisoitumista. Integriinien signaalit osallistuvat solu-

syklin sadtelyyn ja ohjaavat solua lisédntymaéan, erilaistumaan, eldmé&an tai kuolemaan.
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Integriinit eroavat solupinnan liukoisten signaalimolekyylien reseptoreista mm. siina, etta
ne tarttuvat ligandeihinsa I6yhemmin ja esiintyvét solukalvolla kymmen- tai satakertaisesti
suurempina pitoisuuksina (ks. yleiskatsaus Caswell ja Norman, 2008). Suuri méara heikko-
ja kiinnittymiskohtia takaa solulle mahdollisuuden liikkumiseen. Integriinit aktivoivat
my0s viestinvélityksen solun sisalla. Sielld integriinit valittavat alavirtaan signaaleja mm.
Rho GTPaasien, Src:n, proteiinikinaasi B:n (PKB, engl. protein kinase B, toiselta nimel-
taan Akt) ja MAPK:n vilityksella (ks. yleiskatsaus Caswell ja Norman, 2008).

Integriinit voivat signaloida solukalvon l&vitse molempiin suuntiin (kuva 1). Solun ulko-
puolista integriinien kiinnittymisaktiivisuutta séadell&adn solun sisapuolelta (engl. inside-
out signaling) ja ECM:&dan tarttumien saa aikaan signaaleja, jotka siirretdan solun sisalle
(engl. outside-in signaling) (ks. yleiskatsaus Giancotti ja Ruoslahti, 1999). Monet integrii-
nien signalointitoiminnoista tapahtuvat soluliman tyrosiinikinaasi-proteiinin, FAK:n (engl.
focal adhesion kinase) valitykselld. Kun integriinit klusteroituvat eli keradntyvét rykelmik-
si solukalvolle ECM:n kontaktissa, FAK vérvaytyy paikalle solun sisalla olevien ankkuri-

proteiinien, kuten taliinin, valityksella.

. SOLUVALIAINE
d ' N =
< \ . P >
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|
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SOLULIMA AKTIINISOLUTUKIRANKA

Kuva 1. Integriinien kiinnittyminen soluvaliaineeseen saa aikaan reseptorien klusteroitumisen ja solutukiran-
kaan yhtymisen. Tdméa liséé integriinien Klusteroitumista ja soluvédliaineen organisoitumista positiivisella
feedback-syteemilla. (Mukailtu artikkelista Giancotti ja Ruoslahti 1999)

Integriinit toimivat signaalireseptoreina, mutta kasvutekijareseptoreista poiketen niilla ei
ole omaa entsymaattista aktiivisuutta. Integriinien signalointi perustuu solun sisalla olevien
proteiinien, kuten taliinin ja kindliinien, kiinnittymiseen reseptorin -alayksikkdon soluli-
man puolella (ks. yleiskatsaus Ivaska ja Heino, 2010). Heterodimeeristen integriinien solun
sisalla olevat domeenit voivat vaihdella konformaatiota niin, ettd ne ovat joko yhdessé tai
erilladn. Integriinien solun ulkopuolella olevien domeenien konformaatio ja halukkuus
tarttua ligandiinsa ovat dynaamisesti sédadeltyjé inside-out-signaloinnilla (Zhu ym., 2008).
Kytkeytymélld solun aktiinisolutukirankaan integriinit saavat aikaan myds solun lujan
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kiinnittymisen ECM:aan ja takaavat lamellipodia-tyontymille hyvén pidon ja liikkumaky-
vyn. Liikkuvilla soluilla kiinnittyvyys on paikallisesti ja ajallisesti saddeltyd. Reseptorit
ovat aktivoituneita lahella lamellipodioitten karked ja toimimattomia solun perélld helpot-
taen taakse jadvan ulokkeen siséanpdin vetdmista ja reseptorien internalisaatiota (Zhu ym.,
2008).

Integriinien sitoutuminen ligandiinsa riippuu reseptorien konformaatiosta (Zhu ym., 2008).
Taipuneessa muodossa reseptorien kiinnittyminen on heikkoa. Aktiinifilamenttien polyme-
risoituessa integriinien p-alayksikon soluliman puoleinen domeeni kiinnittyy filamentteihin
taliinin tai kindliinien valitykselld. Sivuttainen venyminen solun pinnalla aiheuttaa integ-
riinien solun ulkopuolisten osien ojentautumisen avoimeen muotoon. Kiinnittymien
ECM:&én lisda sivuttaista vetovoimaa ja suosii lujempaa kiinnittymista ligandiin, soluli-
man puoleisten a- ja B-alayksikdiden domeenien etdantymistd toisistaan ja avoimen kon-
formaation muotoa. Aktiinitukirangan hajoaminen poistaa sivuttaisen vetovoiman ja integ-
riinien solun sisélld olevat a- ja B-alayksikdiden domeenit vetdytyvat uudelleen toistensa
lahelle ja reseptori pakottautuu suljettuun muotoon takaisin, jolloin ligandi irtoaa resepto-

rista. Vetovoimien ja ligandin puuttuessa integriinit esiintyvat suljetussa muodossa.

Aktiivisessa, ojennetussa muodossa o2-integriinien on todettu kiinnittyvén eri kollageenin
muotoihin vahemmalld valikoivuudella kuin suljetussa muodossa (Tulla ym., 2008). Re-
septorien aktivaatio voi olla perussyy siihen, miksi integriinit pystyvat vélittdmaan lujan
kiinnittymisen alustaan myds vdhemman sopivien ligandien kautta. Tutkimuksissa on p&&-
telty, ettd solun kiinnittyminen alustaan alkaa integriinin tunnistaessa tarkasti tietyn motii-
vin ECM:n proteiineissa. Ensimmaisen ligandin havaitseminen johtaa integriinien keraan-
tymiseen ja keskittyneen kiinnittymiskohdan (FC, engl. focal contact) muodostumiseen.
Tama reseptorien klusteroituminen voi johtua inside-out signaaleista, joita ensimmaiseen
ligandiin Kiinnittyminen saa aikaan. Mydéhemmin kiinnittyminen vahvistuu, koska aktiivi-
sessa muodossa esiintyvat integriinit ovat kykenevia tarttumaan my6s suureen maaraan

muita potentiaalisia ligandeja.

Integriinien luonnollisien ligandien lisaksi monet virukset kayttdvat reseptoreja paastak-
seen solun sisélle (Jokinen ym., 2010). On mahdollista, etté reseptorit vaikuttavat suurelta
osin viruksen endosyyttiseen reittiin. a2p1-integriinin on todettu toimivan pikornaviruksiin

kuuluvien echo-virusten (EV) reseptorina (Marjomaki ym., 2002). Integriinit ovat hyvié



14

reseptoreja viruksille, koska integriinejé esiintyy runsaasti solun pinnalla ja ne tarttuvat
suhteellisen heikosti luonnollisiin ligandeihinsa (Jokinen ym., 2010). Virusinfektio alkaa
viruksessa olevien partikkelien Kiinnittymisesté tiettyihin solupinnan reseptoreihin. Monil-
la viruksilla on pintaproteiineja, jotka sisdltavat arginiini-glysiini-asparagiinihappo motii-
vin (RGD), joka tunnetaan hyvin joidenkin integriinien tarttumiskohtana. Kollageeniresep-
tori a2p1-integriini tarttuu EV1:een RGD-riippumattomalla tavalla.

Integriinien signaalivélityksen avulla voidaan myds kéaynnistaa viruksen endosytoosi. In-
tegriinien Klusteroituminen joko kollageenin tai vasta-aineiden vaikutuksesta johtaa nope-
aan, ohimenevéaéan p38 MAPK-signaalivélityksen aktivaatioon (Jokinen ym., 2010). a2p1-
integriinin a2l-domeenissa E336 (glutamaatti 336) on tarked osatekija a2p-integriinin vé-
littdmassd p38 MAPK-aktivaatiossa. Jos E366 mutatoidaan, estyy integriinin konformaa-
tionaaliset muutokset avoimeen muotoon, mutta Klusteroituminen ei esty. Integriinien
E336-riippuvaisen konformationaalisten muutosten osoittajana voidaan pitdd p38-polun
aktivaatiota. Tutkimuksissa on osoitettu, ettei a2pl-integriinien klusteroiminen EV1:lla
merkittavasti aktivoinut p38-polkua infektion aikaisessa vaiheessa. Nama tulokset osoitta-
vat, ettd a2p1-integriinin luonnollisten ligandien ja EV1:n aktivaatiomekanismien vélilla
on perusteellisia eroja. Virus ei vaadi integriinien konformationaalista muutosta, kiinnittyy
aktivoimattomaan, taipuneessa muodossa olevaan integriiniin ja saattaa paasta soluun kayt-
tden hyodykseen signaalivélityksen aktivaatiota, joka on riippuvaista reseptorien klusteroi-

tumisesta.

Integriineillda on toiminnallisesti erikoislaatuisia piirteitd verrattuna tavallisiin liukoisten
ligandien reseptoreihin (Schwartz ja Ginsberg, 2002). Integriinien tavalliset ligandit ovat
lilkkumattomia, joten niiden valittdma signalointi tapahtuu topografisesti erilliseltd alueelta
muuhun solukalvoon verrattuna. Liséksi integriinien soluliman puolella olevat osat ankku-
roituvat solun aktiinitukirankaan ja tarjoavat nain fyysisen kytkeytymisen solun siséisten
sekd ulkoisten filamenttien valille. Integriineillda on myds kyky edelld mainittuun inside-
out-signalointiin, joten ne voivat séadelld hanakkuuttaan tarttua ligandeihinsa konformaa-
tionalisten muutosten avulla. Integriinien klusteroituminen myos lisad reseptorien hanak-
kuutta ligandiin Kiinnittymiseen. Signaalivélitys integriineilld toimii kahteen suuntaan.

Integriinien kohdalla myds mekaanisilla voimilla voidaan vaikuttaa solutukirankaan.
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1.2  Solun vesikkeliliikenne

Eukaryoottisten solujen sisalle on kehittynyt hienostunut osastoituminen, jossa kalvot erot-
tavat osastoja toisistaan. Solu voi ottaa sisdénsa nestettd, makromolekyyleja ja tiettyja ai-
neita endosytoosin avulla. Tassa tapahtumassa materiaali tulee otetuksi solun sisélle endo-

syyttisessa vesikkelissg, joka kuroutuu solukalvolta.

Endosytoosin vastakohtana kalvojen ympérdimié osastoja kéytetaan eukaryoottisilla soluil-
la my0s biosynteettiselld eksosytoosipolulla. Kalvojen ympéardimat osastot mahdollistavat
uusien, solun valmistamien proteiinien, hiilinydraattien ja lipidien saatelyn sek& niiden
jakelun solun ulkopuolelle. Endosytoosin kautta solukalvoa kulkeutuu paljon solun sisélle.
Eksosytoosin avulla kalvo ja siind olevat libidit sek& proteiinit kierratetdén takaisin solu-
kalvolle. Seka endosyyttisella ettd eksosyyttisella polulla molekyyleja kuljetetaan osastosta
toiseen kalvon ympardimissa kuljetusvesikkeleissd, jotka voivat olla pyoreitd, epasaannol-
lisen muotoisia tai luovuttajaosastosta perdisin olevia fragmentteja. Solun sisalla hajotetta-
viksi tarkoitetut makromolekyylit voidaan toimittaa kalvojen ympardimille lysosomeille,
joissa makromolekyyleja hajottavat entsyymit ovat eristettyind. Transsytoosissa solun si-
sélle otetut vesikkelit kulkevat 1&pi solun ja vesikkelien siséltd vapautetaan solun toiselle
pinnalle. Vaeltavilla soluilla joidenkin solukalvon proteiinien on polarisoituva meno suun-
taan. Polarisaatiota voidaan pitdd ylla joka diffuusiota estamélld tai aktiivisella endo-
eksosyttoosilla, jolla kohdennetaan tietyt proteiinit tietylle solupinnan alueelle
(ks.yleiskatsaus Jones ym., 2006).

1.2.1 Endosytoosi

Nisékéssolujen endosyyttinen systeemi on monimutkainen, kalvojen ympardimien osasto-
jen verkosto. Kalvoliikenteen perustoimintoihin kuuluu lastin varvaaminen, vesikkelin
muodostuminen, vesikkelin kuljetus, vesikkelin kytkeytyminen ja yhtyminen. Néihin ta-
pahtumiin osallistuu suuri maaré erilaisia proteiineja ja libideja (ks. yleiskatsaus Liberali
ym., 2008b).

Eléainsolujen endosyyttiset mekanismit voidaan jakaa kahteen p&aryhmé&an sen mukaan,
mit& solun sisélle otetaan (kuva 2) (ks. yleskatsaus Mercer ja Helenius, 2009). Pinosy-
toosissa otetaan solun sisddn nestettd, siihen liuenneita aineita ja pienid partikkeleja. Pino-

sytoosi kasittdd klatriinivalitteisen endosytoosin (CME, engl. clatrin-mediated endocy-
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tosis), makropinosytoosin, kaveoli / lauttavélitteisen endosytoosin ja muutamia muita me-
kanismeja, joista osa kéyttdd dynamin-2:sta endosyyttisen painauman sulkijana. Fagosy-
toosi on rajoittunut tietyille fagosytoosiin erikoistuneille soluille. Sen avulla otetaan soluun

reseptoririippuvaisesti suuret partikkelit kuten bakteerit.

MAKROPINOSYTOOSI FAGOSYTOOSI
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Kuva 2. Endosyyttinen mekanismi voi toimia eldinsoluilla monella eri tavalla. Useimmat niistd maaritellaan
pinosytoosiksi, johon kuuluu esim. Klatriinivalitteinen endosytoosi (CME, engl. clatrin-mediated endocy-
tosis), maksopinosytoosi, kaveoli/lipidilauttavélitteinen mekanismi ja joitakin uusia mekanismeja kuten dy-
namiini-2:ta kdyttavid mekanismeja. Isot partikkelit otetaan soluun fagosytoosilla. Tunnettuja reitteja ovat
my®os interleukiini 2- (IL2, engl. interleukin 2) ja GEEC-reitit (engl. GPI-AP-enriched early endosomal com-
partments) seka flotilliini- ja ADP-ribosylaatiotekija 6 reitit (Arf6, engl. ADP-ribosylation factor 6). (Mukail-
tu artikkelista Mercer ym., 2010)

Nisdkassoluilla esiintyy samanaikaisesti useita eri endosyyttisia reitteja (ks. yleiskatsaus
teiinit ovat kullekin reitille valttamattomia. Edella mainittujen lisaksi muita tunnettuja,
reittejd méaarittelevid proteiineja ovat esim. GRAF1 (engl. GTPase regulator associated
with focal adhesion kinase-1), kinaasit, pienet G-proteiinit ja aktiini. Osa endosytoiduista

aineista kayttaa vain yhta reittia, mutta suurin osa kéyttaa useita eri reitteja.

Endosyyttinen mekanismi vaatii solukalvoa muokkaavien proteiinien toimintaa (ks. yleis-
katsaus Doherty ja McMahon, 2009). Ennen endosyyttisen vesikkelin muodostumista tar-
vitaan proteiineja, jotka saavat solukalvon kaareutumaan ja muodostuneen kuopakkeen
irtoamaan solukalvolta. Sellaisia proteiineja ovat esimerkiksi ENTH (engl. epsin N-
terminal homology) -domeenin sisdltaméat proteiinit, BAR-superperheen proteiinit, arf-
perheen pienet G-proteiinit, aktiinin polymerisaatiota nukleoivat proteiinit ja dyna-

miinisuperperheen proteiinit.

Dynamiini on tarked tekij& esim. CME:ssé ja kaveoliinista riippuvaisessa endosytoosissa
(ks. yleiskatsaus Gould ja Lippincott-Schwartz, 2009). Vuorovaikutukset adaptoriproteiini-
en ja GTPaasi dynamiinin valill4 johtaa dynamiinirenkaan muodostumiseen valmistuvien
klatriinip&éllysteisten kuopakkeiden (CCP, engl. clathrin coated pit) ymparille. T&st4 seu-

raa kuopakkeen irtoaminen solukalvolta ja vesikkelin syntyminen. Solun sisalle paasemi-
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sen jalkeen klatriini irtoaa vesikkeleista ja rakkulat yhtyvat aikaisiin endosomeihin (EE,
engl. early endosome). Tatd polkua kéaytavat Kierratettavat reseptorit kuten tranferriini- ja
LDL-reseptorit (engl. low density lipoprotein). Kaveoliinista riippuvainen endosytoosi on
tarkeda esim. myrkkyjen, virusten, bakteerien ja kiertelevien proteiinien solun sisalle otta-
misessa. Dynamiinia tarvitaan myos kaveoliinia siséltavien vesikkelien, kaveosomien,
muodostumiseen ja irtoamiseen solukalvolta. Yksi edellisista poikkeava internalisaatiota-
pa, joka ei tarvitse Klatriinia, kaveoliinia eik&d dynamiinia, on GTPaasi Arf6:n aktivaatiota
vaativa mekanismi. Talla mekanismilla internalisoidaan esim. integriinejé ja glykosyylifos-
fatidyyli-inositoli linkitettyja proteiineja (GPI-AP, engl. glycosylphosphatidylinositol-
anchored protein).

Tarkeimpia endosyyttisia soluosastoja ovat aikaiset EE:t, mydhaiset ensodomit (LE, engl.
late endosome) ja lysosomit (ks. yleskatsaus Mercer ym., 2010). Kypsyvéa EE:td, joka on
valimuoto EE:std ja LE:std, voidaan nimetd ME:ksi (engl. maturing endosome), koska ne
sisdltdvat Rab5:sta ja Rab7:44, proteiineja, jotka voivat toimia merkkeina eri endosyyttisil-
le osastoille. Endosomi-systeemi kytkeytyy tiukasti solun erityssysteemiin vesikkelien

sukkuloidessa endosomien, trans-Golgi verkoston ja solukalvon valilla.

Monivesikkelinen rakenne (MVB, engl. multivesicular body) maaritellddn organelliksi,
joka on muodostunut kalvon eristimasta alueesta solulimassa ja joka sisaltad monia 40-90
nm kokoisia sisévesikkeleja (ILV, engl. intraluminal vesicle) (ks. yleiskatsaus Raiborg
ym., 2003). MVB:t muodostuvat EE:sté ja pitavéat sisélladn molekyylejd, jotka ovat inter-
nalisoitu endosytoosin valitykselld. Ne saavat myds biosynteesin tuotteita trans-Golgi ver-
kostolta, esimerkiksi lysosomaalisten entsyymien esiasteita. Useimmissa solutyypeissa
aikaiset MVB:t kypsyvat myohaisiksi MVB:ksi tai yhtyvét niihin. Myohéaiset MVB:t puo-
lestaan liittyvat lopulta lysosomeihin. Solukalvon lapdisevien proteiinien lajittelu topologi-
sesti solulimasta erilliseen, rajoitettuun ymparistoéon, palvelee oletetusti muutamaa tarkeaa
tehtdvaa. Ensiksi, MVB:n sisélld ja ILV:n kalvolla olevat, solukalvon lapaisevét proteiinit
tulevat alttiiksi lysosomaalisten hydrolaasien toimittamalle hajotukselle. Toiseksi, MVB:n
sisdlla olevat ILV:t voivat auttaa sailymaan niitd proteiineja, jotka on tarkoitus vapauttaa
solun ulkopuolelle jonkun saatelymekanismin turvin. Kolmanneksi, reseptorien signalointi,
on ainakin teoriassa, mahdollista MVB:n solulimasta erottavalla kalvolla, muttei ole mah-
dollista ILV:st& kasin.
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Endosyyttisellda mekanismilla solu voi kontrolloida lipidien ja proteiinien kokoonpanoa
solukalvolla sek& s&&delld vuorovaikusta ymparistonsa kanssa. Endosytoosilla séadell&dan
my0s mitoosia, antigeenin esittelyd, solun vaeltamista ja signaalikaskadeja (ks. yleiskatsa-
us Doherty ja McMahon, 2009). Endosytoosia luonnehdittiin pitkdan mekanismiksi, jonka
avulla aktiiviset signaalireseptorit johdetaan hajotukseen. Nykyisin on vakiintunut kasitys,
ettd minka tahansa signaalivalityksen toiminta on solun sisaisesta tapahtumapaikasta riip-
puvaista. Endosomit ovat todettu avain paikoiksi signaalikompleksien kokoontumiselle (Kks.
yleiskatsaus Gould ja Lippincott-Schwartz, 2009). Reseptorikinaasit, muut kalvoihin liitty-
vat kinaasit, signaalivalityksen adaptoriproteiinit ja signaali-GTPaasit voivat sijoittua tiet-
tyihin vesikkeleihin ja osastoihin solun sisalla (ks. yleiskatsaus Sorkin ja von Zastrow,
2009). Nama molekyylit voidaan tuoda toistensa lahettyville vesikkelien kuljettamina ja
kalvojen yhtymisen avulla. Samoin signaloivat molekyylit voidaan erottaa toisistaan kalvo-
jen jakautumisen myo6td, tehdd toimimattomiksi tai vieda hajotettaviksi endosyyttisen kal-
vosysteemin avulla. Endosytoosilla onkin térkea rooli signaalivalityksessé.

Endosyyttinen systeemi tarjoaa signaalivalityksen reaktioille seka joustavuuden ettd muun-
tautumiskyvyn tilassa ja ajassa (ks. yleiskatsaus Liberali ym., 2008). Tuhannet proteiinit
osallistuvat signaalivélityksen tapahtumasarjaan ja endosytoosia kontrolloiva koneisto
muodostuu sadoista proteiineista (ks. yleiskatsaus Sorkin ja von Zastrow, 2009). Joillakin
proteiineilla on rooli molemmissa tapahtumasarjoissa. Esimerkiksi adaptori-proteiinilla voi
olla kaksi tehtdvaa. B-arestin vélittdd aktivoituneen GPCR:n endosytoosia kiinnittymalla
Klatriiniin ja sen adaptoriproteiinkompleksiin, AP2:een. Samalla B-arestin osallistuu sig-
naalivélitykseen tarjoamalla tuen MAPK-signaalivélityksen komponenteille. Jotkut ent-
syymit katalysoivat ndennaisesti kahta erillistd, itsendista reaktiota. Kinaasien, esimerkiksi
proteiinikinaasi-C:n, tiedetdan vaikuttavan signaalivalityskaskadeissa, mutta ne voivat olla
osallisina myos reseptorien endosytoositapahtumassa.

Taudinaiheuttajat ovat myds oppineet hyddyntamaan endosytoosia paastakseen solun sisal-
le. Monet integriinejd reseptoreinaan kayttavistd viruksista internalisoidaan CME:ll4 ja
niitd 16ytyy myohemmin endosomeista (Jokinen ym., 2010). Jotkut virukset tunkeutuvat
soluun makropinosomeissa. Toiset virukset kayttdvat muita mekanismeja internalisaatioon,
mutta osa niistakin voi tarvita makropinosytoosia tunkeutuessaan soluun (ks. yleiskatsaus
Mercer ja Helenius, 2009). Nama huomiot tuovat esiin sen, etté virukset voivat valikoivasti

muokata erilaisia endosyyttisid mekanismeja. Pieni, vaipaton EV1 Kiinnittyy o2p1-
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integriiniin solukalvolla ja tulee internalisoiduksi reseptoreineen solun sisélle (Karjalainen
ym., 2008). Kahden tunnin kuluessa internalisaatiosta EV1 on kulkeutunut kaveosomeihin,
mutta internalisaation alku vaiheissa suurin osa viruksista on riippumaton kaveoleista, jot-
ka ovat pienid, solun sisélle kuroutuvia, kaveoliiniproteiinia siséltdvia kuopakkeita solu-
kalvolla. Internalisaatio tapahtuu lipidilauttojen valityksell& putkimaisiin vesikkeleihin.
Tutkimusten perusteella voidaan paatelld, ettd virus kayttdd hyodykseen makropinosy-

toosia (ks. yleiskatsaus Mercer ja Helenius, 2009).

Virusten pinnalla on iséntasolun reseptoreihin kiinnittyvié kapsidiproteiineja tai viruksen
vaipasta kohoavia glykoproteiiniulokkeita (ks. yleiskatsaus Mercer ym., 2010). Reseptori-
en ja virusosien yksittaiset vuorovaikutukset ovat yleensa heikkoja, mutta useiden vuoro-
vaikutusten syntyessé Kiinnittyminen voimistuu ja tarttuminen soluun on kaytdnndssa pe-
ruuttamaton. Tdmé& moneen kohtaan kiinnittyminen johtaa reseptorien klusteroitumiseen ja
signaalivalityksen aktivoitumisen. Tietyt virukset tarttuvat tiettyihin reseptoreihin. Tama
reseptorien spesifisyys maarittdd myds viruksen endosyyttisen reitin valinnan ja solun si-
sélld kulkeutumisen. Esimerkiksi parvovirus, joka tarttuu transferriinireseptoriin, kéayttaa
Klatriinivalitteista reittia solun sisdén tunkeutumisessa ja kykenee palautumaan solun pin-
nalle takaisin reseptorin kanssa. Rhinovirukset, jotka kiinnittyvat LDL-reseptoreihin, irtoa-

vat reseptoreistaan EE:ssé ja kulkeutuvat LE:hin.

Kun virus on internalisoitunut endosyyttisessa vesikkelissa, sen kulku solun sisélld voi
seurata reseptorin fysiologisten ligandien kuten ravinteet, hormonit, kasvutekijat ja ECM:n
komponentit, reittia (ks. yleiskatsaus Mercer ym., 2010). Kaytdssa oleva endosomaalinen
systeemi vastaa molekyylien lajittelusta, kierratyksestd, hajotuksesta, prosessoinnista tai

soluun tulevien aineiden transsytoosista.

1.2.2 Tyrosiinikinaasireseptorien kalvoliikenne

Ligandin kiinnittyminen reseptoriin aktivoi monen signaloivan reseptorin endosytoosin
(ks. yleiskatsaus Sorkin ja von Zastrow, 2009). Sek&d EGFR:t ettd useat GPCR:t voidaan
ottaa solun sisélld CME:11&. On myd6s osoitettu, ettd RTK:t tulevat solun sisdén klatriinista
riippumattomalla endosytoosilla (CIE, engl. clathrin-independent endocytosis). Endosyyt-
tiset vesikkelit, jotka ovat muodostuneet joko CME:ll&- tai CIE-mekanismilla, yhtyvat
EE:ssd. Endosomaalista liikehdintdd kontrolloidaan useilla Rab-proteiineilla, jotka ovat

Ras-superperheen pienid GTP:td sitovia proteiineja. Jokainen GTP-kiinnitteinen Rab-
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proteiini sijoittuu tietyn tyyppiseen endosomiin ja varvad muita toiminnallisia proteiineja
(kuva 3). Sen jéalkeen kun reseptorit ovat saapuneet Rab5:td siséltaviin EE:hin, reseptorit
voidaan nopeasti kierrattaa takaisin solukalvolle Rab4-riippuvaisella mekanismilla, kuljet-
taa kierratysosastoon, joka sisaltdd Rab11A:ta, tai reseptorit voivat jaada endosomiin, joka
kypsyy MVB:ksi ja LE:ksi. ILV:t muodostuvat MVB-rakenteiden sisélle kalvon sisaénpain
kaantyneistd painaumista ESCRT-kompleksien (engl endosolmal sorting complex required
for transport) osallistuessa tapahtumaan. Kypsymien EE:sta LE:ksi edellyttdd Rab7 varvay-
tymisté ja niiden endosomaalisten osatekijoiden poistumista, jotka aiheuttavat reseptorien
kierratyksen. Jos reseptorit on tarkoitus hajottaa, ne on ohjattu ILV:hin MVB:n sisélla. Sen
jalkeen MVB:t tai LE:t yhtyvét lysosomeihin, joissa tapahtuu reseptorien lopullinen hajo-

tus proteolyyttisten entsyymien toimesta.

LIGANDI
RESEPTORI

\

CDE

KIERRATYS

ENSDOSOMI

Kuva 3. Tyrosiinikinaasireseptorien joko CME- tai CIE-mekanismilla muodostuneet vesikkelit yhtyvét
EE:ssé. Rab-proteiinit kontrolloivat endosyyttista liikehdintdd. Jokainen GTP-kiinnitteinen Rab-proteiini
sijoittuu tietyn tyyppiseen endosomiin. EE:hen, joka siséltdd Rab4:sta, saapumisen jalkeen reseptorit voidaan
kierrattdd takaisin solukalvolle Rab4-riippuvaisella mekanismilla, kuljettaa Kierrdtysosastoon, joka sisaltda
Rab11A:ta, tai reseptorit voivat jadda endosomiin, joka kypsyy MVB:ksi. ILV:t ovat muodostuneet MVB:n
kalvon sisadanpéin kaantyneistd painaumista ESCRT-kompleksien (engl endosolmal sorting complex required
for transport) osallistuessa tapahtumaan. Kypsymien EE:std LE:ksi edellyttdd Rab7-proteiinin osallisuutta.
Hajotettaviksi menevét reseptorit ohjataan ILV:hin MVB:n sisélla. Sen jalkeen MVB:t yhtyvét lysosomeihin,
joissa proteolyyttiset entsyymit hajottavat reseptorit. (Mukailtu artikkelista Sorkin ja von Zastrow, 2009)

Endosyyttisen kuljetuksen aikana reseptorit voidaan defosforyloida, ubikitinyloida ja erot-
taa ligandistaan (ks. yleiskatsaus Sadowski ym., 2009). Nailla tapahtumilla on vaikutusta
signaloinnin heikentymiseen. Tapahtumat, jotka johtavat reseptorin joko hajotukseen tai
kierratykseen, paattavat solun yllapitdmén vapaiden reseptorien maaran ja vaikuttavat siten

ligandin stimuloiman vasteen voimakkuuteen.
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Sellaisissa systeemeissd, joissa aktiivinen reseptori internalisoidaan solun sisélle nopeasti,
on tarkeda sailyttaa reseptorin mahdollisuus signaalivalitykseen myos endosytoosin jalkeen
(ks. yleiskatsaus Sorkin ja von Zastrow, 2009). Reseptorin aktiivisuuden sailyttdminen
endosomin muodostumisen jalkeenkin varmistaa signaloinnin keston ja intensiteetin. Muu-
tamilla RTK:lla, esimerkiksi EGFR:lla, ligandit ovat kiinnittynein& reseptoreihin, reseptorit
ovat fosforyloituja ja aktiivisia aina LE:hen liikkumiseen asti. Suurin osa signaloinnista
EGFR:n valityksella tapahtuu endosomaalisesta osastosta kasin (Wiley, 2003). Reseptorin
sijoittumisosasto méaarittdd stimuloidun EGFR:n valittdméaa signalointia (Irwin ym., 2010).
Erilainen signalointi riippuu siit4, sijoittuuko EGFR endosomeihin, mitokondrioon, tumaan
vai solukalvolle. Sijoittuminen endosomeihin johtaa erityisesti ligandi-riippuvaiseen
ERK:n aktivaatioon ja p38 MAPK -signaalivalityspolulle. Solukalvolla EGFR toimii seké
MAPK ettd PKB -signaalivalitysten muokkaajana. Tumassa reseptori voi toimia trankrip-
tio-tekijand. Solulimassa tapahtuvan signaalivalityksen liséksi EGF-reseptoreita onkin ha-
vaittu tumassa (ks. yleiskatsaus Wang ym., 2010b). Tumassa sijaitsevan EGFR:n ja syovan
eri muotojen valilla on todettu olevan korrelaatiota. Reseptorien sijainti tumassa voi olla
syy siihen, miksi EGF-reseptoreja vastaan kohdennetut sytpaladkkeet eivét tehoa. Taakse-
pain suuntautuva liikenne Golgista solulimakalvostoon (ER, engl. endoplasmic reticulum)
séatelee EGFR:n kuljetusta tumaan (Wang ym., 2010a).

Pienilld GTPaaseilla ja fosfoinositideilla on tarke& osuus endosyyttisen liikehdinnén suun-
nannayttdjind. Pieni GTPaasi Rab5 ja 3-fosforyloitu fosfoinositidi sijaitsevat EE:ssa ja
koordinoivat muita proteiineja, jotka ovat tarkeitd EE:n toiminnalle ja tulevalle kypsymi-
selle (Zoncu ym., 2009). Naihin tarkeisiin proteiineihin kuuluvat esim. EEAL:t (engl. early
endosomal antigen 1), joiden tehokas varvaytyminen paikalle perustuu yhtaikaiseen kiin-
nittymiseen sekd Rab5:een ettd fosfatidyyli-inositoli 3-fosfaattiin (PI3P, engl. phosphatidy-
linositol 3-phosphate). Endosomien luonnetta madrittdd myos toiset Rab5:n varvaamat
proteiinit. Klassisista EEALl-proteiinia siséltavistda endosomeista poiketen ndiden en-
dosomien kalvolta I6ytyvat adaptoriproteiinit APPL1 ja -APPL2 (kuva 4). APPL-proteiinit
tarttuvat Rab5:een, lipidikaksoiskalvoon ja reseptorien, kuten EGFR:n, soluliman puolei-
seen osaan. APPL-endosomeihin muodostuu signaalikomplekseja, jotka satelevat MAPK-
ja Akt-signaalivalitystd. APPL1:n puuttuminen vaikuttaa merkittdvasti MAPK- ja Akt-
signalointiin johtaen mm. solujen kasvavaan apoptoosiin. APPL-endosomien, EEAL-

endosomien, PI3P:n ja Rab5:n valisid suhteita on tutkittu hairitseméalld fosfoinositidejéa.
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Tulosten mukaan APPL-endosomit, jotka osallistuvat kasvutekijareseptorien kuljetukseen
ja signalointiin, edustavat valiaikaista ja hyvin varhaista endosyyttista vaihetta, jossa ve-
sikkelien kuljetusmekanismina toimii sekd CME ettd CIE. Tutkimukset ovat osoittaneet,
ettd PI3P kontrolloi APPL-endosomien kypsymista ja signalointiominaisuuksia. APPL1:n
ja APPL2:n on todettu osallistuvan myds solukalvon ja tuman valiseen signaalivélitykseen
(Miaczynska ym., 2004). Endosomaalinen osasto, joka siséltdd Rab5:sta ja APPL-
proteiineja, toimii signaalivalityksen vélivaiheena solukalvon ja tuman valilla. Molemmat

APPL-proteiinit ovat tarkeita tekijoita solun lisddntymisessa.
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Kuva 4. Uudet vesikkelit kypsyvat APPL1-positiivisiksi (punaisella) ja Rab5-positiivisiksi (sininen) signaa-
liendosomeiksi. PI3P:n tullessa vesikkelien ulottuville APPL1 poistuu ja se korvautuu PI3P:hen kiinnittyvilla
proteiineilla kuten EEAL:1Ia. PI3P poistuminen aiheuttaa vesikkelien palautumisen APPL1-positiiviseksi.
Lisdéntynyt Rab5:n maaré sallii sekd APPL1:n ettd PI3P:hen kiinnittyvien proteiinien l&sndolon samassa
endosomissa. (Mukailtu artikkelista Zoncu ym., 2009)

Internalisaatioon k&ytetty reitti voi maérittd4 signaloivien reseptorien aktiivisuutta. Solun
sisdista reseptorien signalointikykya on tutkittu vertaamalla EGFR:n eri internalisaatiome-
kanismeja, CME:té ja CIE:t4, keskenaan (Sigismund ym., 2008). Tutkimuksessa pyrittiin
selvittdmaan, onko eri mekanismien kaytolla fysiologista merkitysta solulle. Reseptoreja
stimuloitiin alhaisella liganditasolla testatessa CME:ta ja suurella ligandipitoisuudella tut-
kittaessa CIE:td. Tarkasteltaessa CIE:td CME:n toiminta oli estettty. Tulosten perusteella
paateltiin, ettd CME ei ole paaasiallinen mekanismi EGFR:n hajotusreitilla, vaan CME
johtaa reseptorin kierratyksen kautta takaisin solukalvolle. Tutkimuksessa todettiin my®os,
ettd EGFR:n internalisaatio CIE:Il4 johtaa reseptorin tehokkaaseen hajotukseen. Internali-
saatiomekanismilla havaittiin olevan paljon merkitystd EGFR:n kohtaloon ja signalointi-
kykyyn. Tulokset osoittivat, ettd CME maéarittdd EGFR:n signaalivélityspolun keston ja
ettd EGF-riippuvaiseen biologiseen vasteeseen, kuten DNA-synteesin, tarvitaan CME:té&.
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EGFR:n endosytoosi ja hajotus ovat sdadeltyja useissa eri vaiheissa. Ubikitinylaatio on
yksi mekanismi, jolla voidaan kontrolloida reseptorien endosytoosia (ks. yleiskatsaus Sor-
kin ja von Zastrow, 2009). Jopa suhteellisen pienet pitoisuudet ubikitiinia voivat olla riitta-
vid EGFR:n endosytoosissa (Kazazic ym., 2009). Ubikitiini-ligaaseihin kuuluvalla Cbl-
proteiinilla on tarked tehtdva aktivoidun EGFR:n ubikitinylaatiossa (Dikic, 2003). My6-
hemmin tehdyilld tutkimuksilla korostetaan EGFR:n internalisaatioprosessin saatelymeka-
nismien monipuolisuutta (Huang ym., 2007). Internalisaation séatelyyn osallistuvat monet
kinaasi-mekanismit, ubikitinylaatiosta riippuvaiset ja ubikitinylaatiosta riippumattomat
mekanismit. Kun ubikitiiniin kiinnittyvat kohdat, lysiini-aminohappotéhteet EGFR:n Kkii-
naasi domeenissa tunnistettiin, voitiin tehdd analyyseja kayttaméalld mutatoituneita do-
meeneja. Naissa analyyseissd naytettiin, ettd ubikitinylaatio on olennaista kohdistettaessa
reseptori lysosomaaliseen hajotukseen, mutta sillé ei ole suurta merkitystd EGFR:n interna-
lisaatiossa. Paatelmat tehtiin sen perusteella, ettd mutantit reseptorit, joilla ei ollut tarkeim-
pia ubikitinylaatiokohtia, ilmensivat normaalia internalisaatioastetta. Vaikka kaikki
EGFR:n kiinaasi-domeenin lysiini-aminohappotahteet mutatoitiin, reseptori tuli mutaatios-
ta huolimatta ja mitattdman pienelld ubikitinylaatiolla internalisoiduksi kilpailukykyisella
asteella villityyppisten EGFR:ien kanssa. Tastd paéateltiin, ettei ubikitinylaatio ole véltta-
matonta CME:ssa.

Epsin 1 proteiinilla on todettu olevan merkittava rooli CME:ssé (Ford ym., 2002). Proteiini
kiinnittyy CME:n kuorikomponenttien osiin kuten, Kklatriiniin, Eps15:sta (engl. epidermal
growth factor pathway substrate 15) ja AP2-kompleksiin. Epsin proteiiniperheen konser-
voituneimmat ominaisuudet ovat ENTH-domeeneissa. Epsinin-proteiini ohjataan endosy-
toitavalle alueelle kiinnittdmalla se fosfatidylinositoli-4,5-bisfospfaatti (PtdIns(4,5)P,) -
solukalvolipidiin. Kiinnittyessadn PtdIns(4,5)P:iin epsin 1 muovaa vélittomasti kalvon
kaarevuutta klatriinin polymerisoituessa. Yksinkertaisilla lipidikalvoilla epsiini on yksin
riittdva elementti avustamaan klatriinpaéllysteisen kuopakkeen syntyé. Epsin 1:n oletetaan
vuorovaikuttavan ubikitinyloidun EGFR:n kanssa epsinissa olevan ubikitiinivuorovaikutus
motiivin (UIM, engl.ubiquitin-interacting motif) kautta (Kazazic ym., 2009). Kun epsin 1:n
tuottoa héirittiin k&yttdmalla siRNA-molekyyleja (engl. small interfering RNA), stimu-
loidun EGFR:n internalisaatiota voitiin estdd. Toimenpiteelld ei ollut vaikutusta transferrii-
ni-reseptorin internalisaatioon. On paatelty, ettd epsin 1 on spesifisesti osallisena EGFR:n

endosytoosissa.
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Vertailtaessa EGFR:ien internalisaatioon osallistuvien mekanismien yleisyyttd CME:n on
todettu olevan suosituin mekanismi (Kazazic ym., 2006). VVahéisessa maarin EGFR:ia voi-
daaan internalisoida myds kaveolien valityksella. Elavien solujen kuvauksilla, joissa kéy-
tettiin valkaisun jalkeista fluoresenssin palautumis (FRAP, engl.fluorescence recovery after
photobleaching) -analyysid, todettiin, ettei korkea EGF-pitoisuus lisdnnyt reseptorin inter-
nalisaatiota kaveolien vélityksella. Aktivoituneiden EGFR:n liikkuvuus kaveoleihin ei li-
sédantynyt yli normaalin, alhaisen kaveoli-valitteisen internalisaatiotason, joka on ominaista
stimuloimattomille soluille. Aktivoidun EGFR:n liikkumista on selvennetty myds sisaisen
heijastuksen fluoresenssimikroskopialla (TIR-FM., engl. total internal reflection fluores-
cence microscopy) elavilla HeLa (engl. human epithelial carcinoma cell line) soluilla
(Rappoport ja Simon, 2009). Néissa tutkimuksissa todettiin, ettd EGFR ei paikannu kave-
olien kanssa ennen eika jalkeen aktivoinnin, EGFR kolokalisoituu CCP:ien kanssa vain
aktivoinnin jalkeen, aktivoinnista ei seuraa uusien Klatriinikuopakkeiden syntyd, aktivoitu-
neet EGFR:t Klusteroituvat valmiiksi muodostuneelle Klatriini-verkostolle ja AP2-
kompleksi osallistuu aktivoidun EGFR:n internalisaatioon. Kokeilla on myds todettu, etta
mutatoituneet, CME:ssa vilttdmattémat proteiinit, estivit EGFR:n internalisaatiota (ks.
yleiskatsaus Sorkin ja Goh, 2009). Lisédksi RNA-hairintd (RNAI, engl. RNA interference)
Klatriini- ja dynamiini-proteiinien tuoton estdmiseksi rajoitti EGFR:n endosytoosia.

Endogeenistd EGFR:aa tuottavilla HeLa-soluilla tehdyilla tutkimuksilla, joissa seurattiin
mm. ubikitinylaation merkitystda EGFR:n ensosytoosin, osoitettiin, ettd EGFR voidaan en-
dosytoida sekd CME:II4 ettd CIE:l& (Sigismund ym., 2005). Immunofluoresenssimikro-
skopian ja immunoelektronimikroskopian avulla tehdyillad kokeilla osoitettiin, etta stimu-
laatio alhaisilla EGF-pitoisuuksilla (1,5 ng/ml) johti lahes poikkeuksetta CME:hen ja mer-
kittdvaa reseptorin ubikitinyloitumista ei havaittu. Korkeammilla ligandi-pitoisuuksilla (20
ng/ml) arviolta puolet reseptoreista endosytoitiin CIE:lI4, lipidilautta-riippuvaisella tavalla
ja reseptorit tulivat ubikitinyloiduiksi. Lisaantynyt signalointi tai nopea reseptorien hajotus
olivat yhteydessd vallitsevaan internalisaatioreittiin. Matalissa ligandi-pitoisuuksissa,
CME:ss4, reseptori oli merkittavasti tyrosiini-fosforyloitu ja kykeneva tehokkaaseen ala-
virran signalointiin. Korkeissa ligandipitoisuuksissa CIE:n ollessa merkittavad, ei havaittu
lisdysta signalointiin, mutta EGFR:n hajotuksen lisd&ntyminen oli helposti havaittavissa.
Tastd paateltiin, ettei kaveoli / lipidilautta -internalisaatio osallistu EGFR-signalointiin,

vaan etupaassa reitti ohjaa reseptorin hajotukseen.
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Kaveoliini 1 -proteiinin kerddntymien solukalvolle ei aina johda suureen kaveolien méarén
muodostumiseen, joten pidetadn todenndkoisend, ettd niiden muodostaminen on solussa
séadeltya (Orlichenko ym., 2006). lhmisen haimasyopéasoluilla (PANC-1, engl. pancreatic
adenocarcinoma) ja kontrolleina olleilla rotan munuaissoluilla (NRK, engl. normal rat kid-
ney epithelial cell) tehdyilld kokeilla todettiin, ettd EGF stimulaatio aiheutti merkittavan
lisdyksen kaveoli-rakenteiden madréan solukalvolla. Soluja kasiteltiin 30 ng/ml EGF-
pitoisuudella 0 min, 5 min, ja 20 min ennen fiksaatiota. Solut ilman EGF-stimulaatiota
ilmensivat vain vahaistd kaveolimaaréa solukalvolla. Solut, jotka oli stimuloitu EGF:lI,
osoittivat 5 ja 20 minuutin jalkeen 8-10 kertaista lisdyst4 kaveoli-rakenteissa. Tutkimuksen
avulla osoitettiin, kuinka solussa saddellaan kaveoliinien muodostumista. Kaveoli 1:n fos-
forylaation, joka tapahtuu EGF:n signaalikaskadin stimuloimana, osoitettiin sdatelevén

kaveolien muodostumista.

Tutkimuksissa on yritetty selventad ja ratkaista EGFR:n endosyytoosiin liittyvia ristiriitai-
sia tutkimustuloksia kaveoli- ja Klatriinivalitteisten polkujen vélilld (Rappoport ja Simon,
2009). Kaveoliinivélitteisen edosytoosin perustana ovat olleet >20 ng/ml EGF-pitoisuudet.
Joissakin tutkimuksissa taas paatellaan, ettd jopa 100 ng/ml:n EGF-pitoisuuksilla EGFR
kayttadd ainoastaan CME:t4. Yhden hypoteesin mukaan aktivoimaton EGFR sijaitsee kave-
oleissa, kunnes ligandin kiinnittyminen saa aikaan poistumisen kaveolista internalisaation
jatkuessa CME:II4. Osassa niista tutkimuksista, joissa paatelladn EGFR:n kayttavan

CME:t4, rapoportoidaan aktivoidun EGFR:n aiheuttavan uusien CCP:ien muodostumista.

Kun EGF kiinnittyy EGFR:&én, reseptorin internalisaatio nopeutuu (ks. yleiskatsaus Sorkin
ja Goh, 2009). Monet kokeelliset todisteet tukevat ndkemystd, jossa paatellddan EGFR-
ligandikompleksin endosytoosin kiihtymisen olevan seurausta CCP:ien k&aytdsta. Endo-
syyttisista reiteistd CME on nopeinta ja se on tehokkaasti sdadeltya solukalvoa l&péisevien
proteiinien internalisaatiota. Ligandilla aktivoitujen reseptorien on havaittu kerdéntyvan
CCP:hin ja CME:n on todettu olevan EGFR:n internalisaatiossa kaytetyin mekanismi.
EGFR:n internalisaatiovauhdin on todettu vastaavan muiden CME:t4 kayttévien reseptori-
en vauhtia. EGFR:n nopea internalisaatiovauhti, joka on ominaista CME:ssd, toimii vain
matalissa, fysiologisissa EGF-pitoisuuksissa (<1-2 ng/ml). Nostettaessa EGF-pitoisuutta
EGF:n internalisaation vauhti laski selvésti. On oletettu, ettd nopea internalisaatio toimii
rajallisesti ja sen kapasiteetti ylittyy, jos solukalvolla esiintyy runsaasti EGF-

reseptorikomplekseja. Tallaisessa tilanteessa suurin osa internalisaatiosta tapahtunee hitaal-
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la kinetiikalla, joka matkii lyhytta ja nopeaa reseptorien kiertoa, jota solu kayttaa jatkuvasti
tapahtuvassa, stimuloimattomassa EGFR:ien ensosytoosissa.

1.2.3 Epidermaalisen kasvutekijareseptorin hajotus

Internalisaation jalkeen EGFR:t hajotetaan tehokkaasti ja se johtaa dramaattiseen laskuun
EGFR-proteiinin puoliutumisajassa (ti2) (ks. yleiskatsaus Sorkin ja Goh, 2009). Eri solu-
linjoilla puoliutumisajat voivat vaihdella paljon. Tavallisen vaihtuvuuden (engl. turnover)
nopeus Kaikilla stimuloimattomilla ErbB-reseptoreilla on riippuvainen niiden ilmentymis-
tasosta solukalvolla, solunsisdisen kuljetuksen hajotusasteesta ja oletettavasti internalisaa-
tion intensiivisyydesta. Hajotusnopeutta on mittattu kayttamalla [*°S]metioniinia ja kyste-
Iinid uusien, juuri syntetisoitujen reseptorien leimaamiseen (Sorkin ja Duex, 2010). Synte-
tisoimisen ja solun pinnalle saapumisen jalkeen EGFR:n hajoamisen puoliutumisaika vaih-
teli 8-24 tuntiin tai pidempaan, riippuen solutyypista ja EGFR:ien mééarasta solukalvolla.

Puoliutumisaikoja voitiin nopeuttaa huomattavasti, jos EGFR aktivoitiin ligandilla.

Vaikka ErbB-reseptoriperheen proteiineja 10ytyy padasiassa solukalvolta, ne kayvat jatku-
vaa kierratystd solukalvon ja endosomalisten osastojen valilla (Wiley, 2003). Ligandin
puuttuessa reseptoreja internalisoidaan hitaasti (ty2 noin 30 min) ja ne palautetaan nopeasti
takaisin solukalvolle. Reseptoreista vain EGFR:n ndyttdd muuttavan liikehdint&a ligandin
vaikutuksesta. Aktivoituneena reseptorin internalisaatio kiihtyy ja reseptorin polku johtaa

lysosomeihin.

Kirjallisuudessa mainitaan lukuisia proteiineja ja mekanismeja, jotka ovat osallisina
EGFR:n hajotusprosessissa. Heterodimeerinen G-proteiini johtaa signaaleja PM:It4
GPCR:n aktivaation seurauksena (Zheng ym., 2004). Néilla G-proteiineilla oletetaan ole-
van rooleja myos solun sisdisessa kalvoliikenteessa. Yksi heterodimeerin G-proteiinin 0sa,
Gas, toimii mahdollisesti saatelijaind EGFR:ien endosytoosissa ja hajotusprosessissa. Osit-
tain EE:eissa esiintyvdn SCAMP3 (engl. secretory carrier membrane protein) -proteiinin
oletetaan sdatelevan negatiivisesti EGFR:n hajotusta ohjaamalla reseptorin kierratyspolulle
(Aoh ym., 2009). Prosessiin kuuluu SCAMP3:n ubikitinylaatio ja vuorovaikutus ESCRT-
kompleksin kanssa. Entsyymi UBPY (engl. Ub-specific protease Y) deubikitinyloi akti-
voidut EGFR:t endosomeissa ja séételee siten reseptorien hajotusta negatiivisesti (Mizuno
ym., 2005). EGFR:n lysosomaalisen hajotuksen s&atelyssd on osallisena Rab7 (Ceresa ja
Bahr, 2006). Pelkistetty malli (kuva 5) EGFR:n hajotustiesta alkaa ligandin kiinnittymises-
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t& monomeeriseen EGFR:iin (ks. yleiskatsaus Kirisits ym., 2007). Tapahtumasta seuraa
reseptorin dimerisaatio ja autofosforylaatio. Fosforyloitu c-Cbl on vérvétty paikalla, jossa
se toimittaa monoubikitinylaation reseptorille. Ubikitinyloidut EGFR:t keréantyvét
CCP:hin ja tulevat internalisoiduiksi. Vesikkeli yhtyy EE:hen ja klatriini irtoaa siita. Pro-
teiinit Hrs/STAM (engl. hepatocyte growth factor-regulated substrate/signal-transducing
adaptor molecule) ja GGA3 (engl. Golgi-localized, gamma adaptin ear-containing, ARF-
binding) toimivat linkkeind EGFR:n ja ESCRT-kompleksien valilla. Endosomaalinen lajit-
telukaskadi, ESCRT-I-11I, kaynnistdd MVB:n muodostumisen. Ennenkuin ILV:t ovat
muodostuneet, ESCRT-kompleksi ubikitiini kierratetddn takaisin solulimaan. Lopulta
MVB:t ja lysosomit yhtyvat EGFR:t hajotetaan.

e e @ DMEERIEGFR  CME
/’T“ I p¥lp

MONOMEERINEN ¥ @@ 2

EGFR c-Col

UBIKITINYLAATIO

MVB:N MUODOS-
TUMINEN

Hrs/STAI
Vps4 \ﬁ GGA3 ENDOSOLAALINEN
UBIKITIHNI JA ESCRT1-3 ESCRT 1-3 LAJITTELU

ESCRT:t
KIERRAT W EcF

© KLATRIINI
@ uBiKTINYLAATIO
P FOSFORYLAATIO
MVB YHTYY ~—=F

LYSOSOMIIN LYSOSOMAALINEN
HAJOTUS

Kuva 5. EGFR:n hajotus alkaa ligandin Kiinnittymisestd EGFR:iin, josta seuraa reseptorin dimerisaatio ja
autofosforylaatio. Fosforyloitu c-Cbl on vérviatty paikalla. Ubikitinyloidut EGFR:t kerdéntyvat CCP:hin ja
tulevat internalisoiduiksi. Vesikkeli yhtyy EE:hen ja klatriini irtoaa siitd. Proteiinit Hrs/STAM ja GGA3
toimivat linkkeind EGFR:n ja ESCRT-kompleksien vélilla. ESCRT-proteiinit kdynnistavat MVB:n muodos-
tumisen. Ennenkuin ILV:t ovat muodostuneet, ESCRT-kompleksi ja ubikitiini Kierratetddn takaisin soluli-
maan. Brol vérvaa Doad-deubikitinylaatioentsyymin ja Vps4:n paikalle ja ESCRT-kompleksi hajoaa. Lopul-
ta MVB:t ja lysosomit yhtyvat EGFR:t hajotetaan. Lyhenteet: Vps (engl. vacuolar protein sorting), Eps (engl.
epidermal growth factor pathway substrate), Hrs/STAM (engl. hepatocyte growth factor-regulated substra-
te/signal-transducing adaptor molecule) ja GGA3 (engl. Golgi-localized, gamma adaptin ear-containing,
ARF-binding) (Mukailtu artikkelista Kirisits ym., 2007)

Tutkittaessa, hajotetaanko ligandin aktivoimat EGFR:t proteosomeissa vai lysosomeissa,
kaytettiin kokeellista proteosomin estdjaa, laktakystiinia ja lysosomaalisen hajotuksen esta-
jaa, bafilomysiinid (Alwan ym., 2003). Kokeissa osoitettiin, ettd proteosomien aktiivisuus
auttoi EGFR:n hajotusta, vaikka se ei ollut valttamatonta reseptorien hajotuksessa. Tutki-
muksessa esitettiin myos, ettd ennen lysosomaalista hajotusta EGFR:n ubikitinylaatio pure-
taan. Tamén oletettiin helpottavan hajotettavaksi tarkoitetun EGFR:n lajittelua MVB:n

ILV:hin. Proteosomien otaksuttiin osallistuvan Cbl:n hajotukseen, joka puolestaan saa ai-
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kaan ubikitinylaation purkamisen. Reseptorin endosytoosia hahmottavassa mallissa esitet-
tiin, ettd EGFR:n aktivaatio varvaa paikalle Cbl adaptoriproteiineja, jotka puolestaan saa-
vat aikaan reseptorin ubikitinylaation. Internalisaation jalkeen EGFR:ia sisaltavéat endo-
syyttiset vesikkelit yhtyvat EE:hin. Ennen reseptorin siirtymistd MVB:n sisévesikkeleihin
proteosomit valittavat ubikitiiniketjujen poiston EGFR:sta. Valmiina olleiden lysosomien
ja MVB:n yhtyminen johtaa lopulta reseptorin hajoamiseen. Tutkimuksessa oletettiin, ettd
ubikitiinien irrottaminen reseptorista takaa solulle riittdvén vapaiden ubikitiinien maaran ja

se voi myos helpottaa reseptorien siirtymista ILV:hin.

Proteiinikinaasi C:n (PKC, engl. protein kinase C) aktivaation on todettu estavan stimu-
loidun EGFR:n kulkeutumista LE:hen (Bao ym., 2000). PKC:n estovaikutus vélittyy yhden
EGFR:n treoniiniaminohappotéhteen (treoniini 654) kautta. Tama treoniini tulee fosfory-
loiduksi PKC:n toimesta. Treoniinifosforyloitu-EGFR internalisoidaan normaalisti, mutta
sen sijaan, etta reseptori ohjautuisi lysosomaaliseen hajotukseen, reseptorit palautuvat so-

lukalvolle.

1.2.4 o2B1-integriinin endosytoosi

a2fB1-integriini toimii useiden epiteelisten ja mesenkymaalisten solujen Kiinnittdjana
ECM:n kollageeniin (Upla ym., 2004). a2B1-integriini valittad kollageenin internalisaatiota
ja siksi se voikin olla saatelijand myés ECM:n vaihdunnassa. Syntetisoinnin jalkeen a2f1-
integriinin on todettu sijoittuvan solukalvolle lipidi-lauttoihin, GPI-AP:ta runsaasti sisélté-
viin solukalvon alueisiin, eikd niink&an kaveoleihin. Kaveolivélitteisestd a2B1-integriinien
internalisaatiosta on esitetty malli, jonka mukaan joko vasta-aineilla tai EV1:114 indusoitu
reseptorien klusterointi saa aikaan reseptorien sivuttaisen levittdytymisen kaveoleihin. T&s-

t& seuraa aktivoituneiden kaveoleiden internalisaatio PKCa -riippuvaisella tavalla.

Myohemmin tehdyilld tutkimuksilla on seurattu varhaista vaihetta a2Bl1-integriinien ja
EV1:n internalisaatiossa (Karjalainen ym., 2008). Né&issé tutkimuksissa on havaittu, ettd
virus internalisoidaan yhdessd a2f1-integriinin kanssa tubulovesikulaarisiin rakenteisiin
(engl. tubulovesicular structures) solun periferiassa. Tama endosomaalinen osasto kypsyy
myohaiseksi kaveosomiksi, kaveoliini 1-positiivisiksi MVB:ksi, vasta 15 minuutin ja 2
tunnin  VAlilla infektion alkamisesta. Ensimmadisten minuuttien aikana virus-
reseptorikompleksi ei kéytd kaveoleja pdadasiallisina internalisaatiomekanismeina vaan

integriinid sisaltavéat vesikkelit yhtyvét kaveosomeihin vasta solulimassa. Internalisaatiota



29

séadelldan p21-kinaasi (Pak, engl. p21-activated kinase) 1:n, Racl:n, PI3K:n, fosfolipaasi
C:n (PLC, engl. phospholipase C) ja aktiinin avulla. Makropinosytoosin kaltaisessa EV1:n
internalisaatiossa ja infektiossa tarvitaan myods CtBP1/BARS:a4 (engl. C-terminal-binding
protein-1/brefeldinA-ADP ribosylated substrate) vesikkelin irtoamiseksi kalvolta (Liberali
ym., 2008a). EGF-riippuvainen makropinosytoosi siséltdd samoja saatelytekijoitd kuin
EV1:n klusteroiman a2p1-integriinin endosytoosi (Liberali ym., 2008a).

B-integriinien normaalista endo / eksosyyttisesta kierrosta solussa on esitetty malli, jossa
ECM:n ja reseptorien vuorovaikutus johtaa integriinien klusteroitumiseen seka FC:n syn-
tymiseen, jossa reseptorit kiinnittyvét solun aktiinitukirankaan (ks. yleiskatsaus Pellinen ja
Ivaska, 2006). Integriinien internalisaatio voi olla yhteydessa FC:n purkautumisen kanssa,
jolloin my®6s tapahtuu aktiinista irtoaminen. pl-integriinien ja ECM-proteiinien internali-
saation avustajana toimii aktivoitunut PKCa, joka kiinnittyy 1-integriinin soluliman puo-
leiseen héntdosaan. Bl-integriinien endosytoosia séadelld&dn Rab5/Rab21:n ja mikrotubu-
lusten seka aktiivisen Afr6:n vilitykselld. Endosomaalisissa osastoissa fl-integriinit ovat
tekemisessd Rab21-GTP:n kanssa reseptorin a-osan soluliman puoleisen hantdosan kautta.
Néistd endosomeista ja perinukleaarisista RE:eista reseptorit kierrdtetdan takaisin solukal-
volle Rabl11:sta, Rab21:n ja Afr6:n séatelemina.

Tutkimuksissa on osoitettu, ettd monet eri alayksikot PKC-proteiinikinaasien perheessé
edistavat solun vaeltamista (Ivaska ym., 2002). Né&ihin kuuluvat esim. PKCa, PKCs ja
PKCe. Solun liikkumisen suunnassa voidaan havaita eroja, jotka ovat riippuvaisia kyseessa
olevan PKC:n toiminnasta. Jos PKCa:aa ilmennetdédn tietyissé soluissa normaalia enem-
man, solut lisddvat sekd satunnaista liikett4 ettd B1-integriinin substraattia kohtaan suunnat-
tua liiketta eli liikkeen lisdys kohdistuu suunnattuun ja satunnaiseen liikkeeseen. Sen sijaan
PKCe:n ylituotannon on néytetty lisddvan vain kasvupohjaan suuntautuvaa liikettd. Kun
internalisoidut kalvon osat kohdistetaan takaisin vaeltavan solun etuosaan, CM kasvaa me-
nosuunnassa. Télla tapahtumalla oletettavasti vaikutetaan solun liikkeen suuntaan. On esi-
tetty, ettd PKCa voi olla kontrolloijana integriinien internalisaatiossa ja reseptorien lopulli-
sessa palauttamisessa CM:lle. Sen sijaan PKCe:n oletetaan séételevén reseptorin Kierrétys-
t4 ja se voi olla ohjaamassa kierratettavia integriineja tarkasti solun etuosaan. PKCe:n on
todettu kontrolloivan Bl-integriinien Kierratysta takaisin solukalvolle solutukirangan kom-
ponenttien fosforylaation avulla (Ivaska ym., 2005). Vimentiini, joka kuuluu valikokoisiin
filamentteihin, on kohteena PKCe:n toimittamalle fosforylaatiolle ja PKCe:n valittdma
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vimentiinin aminoterminaalinen fosforylaatio sdételee integriineja sisaltavien vesikkelien

paasya solukalvolle.

Transformattoimattomien, normaalien solujen kasvu on riippuvaista solun Kiinnittymisesta
alustaansa, koska signalointi monien signaalipolkujen kautta, kuten ERK:n, PI3-kinaasin ja
Rac:n, vaatii integriinivalitteista kiinnittymistd (del Pozo ym., 2005). Signaalivalityskom-
ponentteja sijaitsee lipidilautoissa, kolesterolirikastuneissa osissa solukalvoa (CEMM,
engl. cholesterol-enriched membrane microdomain). Integriinivélitteinen kiinnittyminen
séatelee CEMM:ien kuljetusta solun sis&an siten, ettd solun irtoaminen ECM:sta saa aikaan
CEMM:n internalisaation. Tamé& internalisaatio valittyy dynamiini-2:n ja kaveoliini-1:n
kautta. Internalisaatio vaatii kaveoliini-1:n fosforylaation. Foforyloidun kaveoliini-1:n
siirtyminen FC:std kaveoleihin saa aikaan CEMM:n internalisaation, josta seuraa Erk:n,

P13-kinaasin ja Rac:n toiminnan estyminen.

Integriinien kuljetusta sdadelldan monilla kinaaseilla ja moottoriproteiineilla (Pellinen ym.,
2006). Edelld mainittujen Rab21:n ja Rab5:n on todettu toimivan integriinikuljetuksen po-
sitiivisina saatelij6ind. Integriinien endosytoosi kattaa useita internalisaatioreitteja ja ne
voivat vaihdella eri heterodimeerien vélilla. Ligandin kiinnittymisen jalkeen integriinien on
todettu tulevan internalisoiduksi dynamiini- ja PKCa-riippuvaisella tavalla. Sen jéalkeen
B1-integriinit ohjataan kaveosomeihin tai transferriini-positiivisiin endosomeihin riippuen
kyseessa olevan heterodimeeristd, solutyypisté ja stimulaation aikaansaajasta. Tutkimukset
ovat osoittaneet, ettd kaveoliinipdallysteiset ja muut endosomaaliset reitit leikkaavat toisi-
ansa. Bl-integriinien internalisaation otaksutaan kuitenkin tapahtuvan Klatriinista riippu-

mattomasti (ks. yleiskatsaus Caswell ja Norman, 2006).

1.3 Integriinin ja kasvutekijareseptorien vuorovaikutukset

Integriien signaalien ja kasvutekijareseptorien signaalien koordinointi on vélttamatonta
elimiston eri osien suunnitelmalliselle erikoistumiselle (Schwartz ja Ginsberg, 2002). In-
tegriinien klusteroituminen ja solun kiinnittyminen ECM:4an saatelee geenien ilmentymis-
t4, solun kasvua, erilaistumista ja selviytymisté. Ligandien aktivoimat ja klusteroidut integ-
riinit lahettavat biokemiallisia signaaleja, jotka kontrolloivat néitd tapahtumia. Monet in-
tegriinien signaalivalitykseen osallistuvista tekijoistd toimivat myds kasvutekijoiden sig-

naalivalityspolulla.
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Normaalisti solut kiinnittyvdt ECM:&an ja tarvitsevat selviytymiseen ja lisdantymiseen
signaaleja soluvéliaineelta (ks. yleiskatsaus Giancotti ja Tarone, 2003). Kiinnittyminen
alustaan vaikuttaa myos siihen, milla vasteella solu reagoi liukoisiin kasvutekijoihin ja

sytokiineihin.

Munasarjasydvan solulinja soluilla (OVCA, engl. ovarian carcinoma cell) tehdyilld immu-
nofluoresenssimikroskopia- ja immunosaostuskokeilla on péatelty, etta aktivoidut EGFR:t
vaikuttavat tilapdisesti a2-integriinin ilmentymiseen solukalvolla (Ning ym., 2007).
EGFR:ien aktivaatio saa aikaan integriini-a2:n kaveoli / lautta-vélitteisen ensosytoosin.
Tutkimustuloksista on paatelty, ettd aktivoitunut EGFR voi toimia negatiivisena séételijané

solukalvon a2:1le ja siten sdédelld solun kayttaytymista.

Integriinien s&atelevat samoja signaalivalityspolkuja kasvutekijéreseptorien kanssa (ks.
yleiskatsaus Ivaska ja Heino, 2010). Jotkut integriinit voivat jopa suoraan kiinnittya kasvu-
tekijoihin. Naista tunnetaan esimerkiksi aV6 integriini, jonka rooli on tarkeé transformoi-
van kasvutekija B:n (TGF-B, engl. transforming growth factor-p) aktivaatiossa. Integriinit
voivat tarttua myos angiogeneesid, verisuonten uudismuodostumista, ja lymfangiogeneesig,
(FGF-1, engl. fibroblast growth factor-1), hermokasvutekija (NGF, engl. nerve growth

factor,) tai kaksi muuta neurotrofista tekijaa voi toimia suoraan ligandeina integriineille.

Integriinien ja kasvutekijareseptorien vuorovaikutuksia vertailevissa malleissa on esitetty,
ettd kasvutekijareseptorin fosforylaatio voi tapahtua sekd kasvutekija-riippuvaisesti etta
kasvutekija-riippumattomasti (Yamada ja Even-Ram, 2002). Edellisessé tapauksessa integ-
riini ja kasvutekijareseptorit klusteroituvat solukalvolla ECM:n proteiinin, kuten fibronek-
tiinin, vaikutuksesta. Integriini kompleksi varvaa paikalle paljon eri proteiineja, mukaan
lukien kasvutekijareseptorit, ja stimuloi FAK:n tyrosiinin fosforylaation. Kuitenkin kasvu-
tekijareseptorien lisadntynyt fosforylaatio, MAPK signalointi ja lisaantymiseen aktivoimi-
nen, riippuu kasvutekijan, kuten EGF:n, kiinnittymisesta kasvutekijareseptoriin. Jalkim-
maisessd, kasvutekija-riippumattomassa mallissa, integriini ja runsaslukuiset EGFR:t klus-
teroituvat integriinin ligandin vaikutuksesta muodostaen véliaikaisen yhdistelman, joka on
riippuvainen Src:sta (soluliman tyrosiinikinaasi, joka koostuu pé&asiallisesti kolmesta do-
meenista, SH2, SH3 ja kinaasi-domeenista). Nama rykelmat vérvéavét paikalle p130Cas:n
(engl. Crk-associated substrate), mutta ei FAK:ta, ja kdynnistavat EGFR:en fosforylaation.
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Tama ligandi-riippumaton fosforylaatio ei fosforyloi tarkedd autofosforylointikohtaa (tyro-
siini 1148) EGFR:ssd, mutta fosforyloi neljd muuta kohtaa reseptorissa ja stimuloi MAPK
signaloinnin. Edelliset huomiot johtavat kysymyksiin, ovatko integriini- ja kasvutekija-
reseptorit yleensa toisiaan lahelld jakaen keskenaan signaalimolekyyleja ja kuinka integrii-
nit voivat valikoivasti valttad fosforyloimasta pé&dasiallista autofosforylointikohtaa
EGFR:ssa? Voiko joku kompleksin rakentumiseen tarvittavista proteiineista peittaa tyro-

siinin, joka normaalisti tulisi fosforyloiduksi?

Koska kasvutekijat ja integriinit jakavat monia yleisia tekijoitad signaalivalityksessa, ne
voivat vaikuttaa toistensa signaaleihin (Schwartz ja Ginsberg, 2002). Monessa tapauksessa
normaalia kasvutekijasignalointia ei edes tapahdu, jollei solu ole kiinnittyneend ECM:&én
tai toisiin soluihin integriinien valityksella. Tasta periaatteesta on hyva esimerkki MAPK -
signaalivélityspolulta, koska talla vaylalla molempien reseptorien vélittdmat signaalit koh-
taavat monessa eri kohdassa. Ras-proteiinin aktivaatio johtaa MAP-kinaasien, Raf:n,
MEK:n ja lopulta ERK1:n ja ERK2:n, stimulaatioihin. Molempien reseptorien, seké integ-
riinien ja RTK:ien, signalointia tarvitaan solun lisddntymiseen, optimaaliseen selviytymi-
seen ja vaeltamiseen (ks. yleiskatsaus Giancotti ja Tarone, 2003). Integriinit jakavat sig-
naaleja, jotka auttavat voimistamaan kasvutekijéiden stimuloimaa MAP-kinaasi signaaliva-
lityspolkua (Parsons, 2003). Jos solut joutuvat kasvamaan ilman kasvualustaa suspensios-
sa, integriinisignalointi estyy. Tdman seurauksena heikentyy myds kasvutekijoiden kyky
aktivoida MAP-kinaasikaskadi tehokkaasti. Talla signaalivalityspolulla kasvutekijéiden ja
integriinien yhteistyd kohtaa huomattavimmin. Ndiden kahden reseptorin paikallinen ja
koordinoitu aktivaatio madarittad solun kiinnittymiskompleksien uudelleen muovautumista,

jakaa signaaleja solun kasvun kontrolloimiseen ja johtaa solua eteenpdin solusyklissa.

Kasvutekijareseptorien endosytoosi on tarkeé vaihe kasvutekijoiden aikaansaamassa akti-
vaatiossa ja se johtaa alavirran signaalivalitykseen (Moro ym., 2002). Soluissa, joiden in-
tegriinit ovat Kiinnittyneina ligandeihinsa, EGFR:ien maaré solukalvolla on merkittavasti
lisd&ntynyt. Tastd on paatelty, ettd pian integriinien kiinnittymisen jalkeen EGFR:t vakiin-
tuvat solukalvolle. Koska reseptorien mééran kasvu solukalvolla tapahtuu kiinnittymisen
aikaisimmassa vaiheessa, lisdantynyt esiintyminen ei voi olla seurausta transkriptoinnin
kiihtymisestd. Tapahtuma voi johtua joko EGFR:ien va@hentyneestd internalisaatiosta tai

lisddntyneesta kierratyksesta.
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2 TUTKIMUKSEN TARKOITUS

Taman tutkimuksen tarkoituksena oli selvittdd viruksella tai vasta-aineilla klusteroidun
a2f1-integriinin internalisaatioreitin yhteydet aktiivisen epidermaalisen kasvutekijaresep-
torin reitin kanssa. Tutkimuksen Idhtokohtana oli 10ytaa vastauksia kysymyksiin:

1) onko o2B1-integriinin Klusteroinnilla vaikutusta EGFR:n fluoresenssisignaaliin solussa
2) onko EGF-stimulaatiolla vaikutusta a2 1-integriinin polkuun

3) ovatko EGFR:n ja a2B1-integriinin internalisaatiopolut vuorovaikutuksessa toistensa

kanssa ja kolokalisoituvatko ne keskenéén
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3 MATERIAALIT JA MENETELMAT

3.1 Tutkimuksessa kaytetyt solut, virukset, vasta-aineet ja kasvutekijat

Tassa tutkimuksessa kaytettiin ihmisen osteosarkoomasolulinjan soluja, joihin oli stabiilisti
transfektoitu o2-integriini, (Ivaska ym., 1999). Kokeissa kaytettiin SAOSa2/45 solukloo-
niversiota. Toisena solulinjana kaytdssa olivat ihmisen keuhkosydvan A549-solut (engl.
human lung adenocarcinoma epithelial cell line). Soluja kasvatettiin +37 °C:ssa, 5 %
CO,:ssa, DMEM:ssa (Dulbecco’s modified Eagle Medium) (Gibco, Grand Island, USA),
johon oli lisatty 10 % inaktivoitua FBS:&4, 2 mM L-glutamiinia, 100 1U/ml penisilliinia ja
100 pg/ml streptomysiinid. a2B1-integriinien virusklusterointiin kéytettiin EV1:t4 (Farouk-
kanta, ATCC), joka oli tuotettu viherapinan munuaissoluissa (saatu Timo Hyypialta, Viro-
logian osasto, Turun yliopisto) ja puhdistettu sakkaroosigradientilla (Marjomaki ym.,
2002). Jos toisin ei mainita, primaarivasta-aineina o2-integriinia vastaan kaytettiin mono-
kloonallista hiiressé tuotettua A211E10:td (3,25 pg/ml) (oma tuotto) tai MCA2025:ta (5
pg/ml) (AbD Serotec). Sekundadrivasta-aineina toimivat vuohessa tuotetut, kania tai hiirta
vastaan toimivat Alexa 488-, Alexa 555- ja Alexa 594-konjugaatit (1,3 pg/ml) (Invitro-
gen). EGFR:n stimulaatioon kéytettiin EGF-kasvutekijaa (1 ng/ml tai 100 ng/ml) (Molecu-
lar Probes) tai biotinyloitua EGF:&a (0,5 pug/mml) (Invitrogen), johon kiinnitytettiin strep-
tavidiini-Alexa 488 (5 ug/ml) (Invitrogen). Kaikki vasta-aineet ja kasvutekija laimennettiin
seerumittomaan DMEM:&&n (-DMEM).

3.2  Konfokaalimikroskopia

3.2.1 a2Pl-integriinin klusterointi vasta-aineilla tai viruksella ja EGFR:n

stimulaatio

SAOSa2/45- tai A549-soluja kasvatettiin n. 60—70 % konfluenteiksi, jonka jalkeen niiden
annettiin nalkiintyé (engl. starvation) -DMEM:ss& yhden tai kahden viimeisen tunnin ajan
ennen koetta. Integriinit klusteroitiin kayttdméalla A211E10- tai MCA2025-vasta-aineita tai
EV1:t4 laimennettuna -DMEM:aan. Primaarivasta-aineiden tai virusten annettiin kiinnittya
45 min (virus 1 h) jaillg, jonka jalkeen soluja pestiin (3 x 5 min) +4 °C:lla -DMEM:IIA&.
Klusteroivana sekundééarivasta-aineena kaytettiin vuohessa tuotettua, hiirtd vastaan toimi-
vaa Alexa 488-konjukaattia -DMEM:iin laimennettuna, jonka annettiin kiinnittyd primééa-

rivasta-aineeseen 45 min jailla. Pesut suoritettiin kuten edelld mainittu. EGFR:t stimuloitiin
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-DMEM:iin lisatylla EGF-kasvutekijalld (1 ng/ml tai 100 ng/ml) ja soluja inkuboitiin +37
°C:ssa 5 % COs:ssa joko 15 min tai 2h.

3.2.2 Solujen fiksaatio, leimaaminen ja tarkastelu

Solut fiksattiin PBS:adn laimennetulla 4 % PFA:lla 25 min ajan ja permeabilisoitiin 5 min
PBS:aan laimennetulla 0,2 % Triton-X-100:lla. EGFR:n leimaamiseen kaytettiin kanissa
tuotettua polykloonallista vasta-ainetta Rabbit Anti-EGFR:&a (1,3 pg/ml) (Santa Cruz Bio-
tecnology) laimennettuna 3 % BSA-PBS:&an. Primadrivasta-aineen annettiin sitoutua 45
min RT:ssd, jonka jalkeen néytteet pestiin PBS:Ila (3 x 5min). Sekund&éarivasta-aineina
kaytossd olivat vuohessa tuotetut, kania vastaa toimivat Alexa 555- tai Aleksa 488-
konjukaattit (5 pg/ml) laimennettuna 3 % BSA-PBS:&&n. Niiden annettiin sitoutua 30 min
RT:ssd. Pesut suoritettiin kuten edelld mainittu. Solujen petauksessa peitinlaseille oli kay-
tossé tuman varjaavaa petausaine, DAPI (Invitrogen). Soluja tarkasteltiin Olympus 1X81
konfokaalimikroskoopilla, Fluoview-1000 ohjelmalla. Soluista kuvattiin yksi leike mah-
dollisimman keskelta solua, kohdasta, jossa fluoresenssi-intensiteetti on suurimmillaan.
Fluoresenssi-intensiteetti ja kolokalisaation analyysit maériteltiin  BiolmageXD-
ohjelmistolla (Karjalainen et al. 2008). Intensiteettien ja kolokalisaation laskennassa kyn-
nysarvot asetettiin manuaalisesti, jolla pyrittiin eliminoimaan taustalla olevaa ja diffuusia
fluoresenssia. Graaffisten esitysten tekemisessa ja merkitsevyyksien laskennassa kaytettiin

Microsoftin Ecxel taulukkolaskelmaohjelmaa.

3.3  Elévien solujen kuvaaminen laajakenttdmikroskoopilla

Ab549-soluja kasvatettiin 8-kuoppamaljoissa (lbidi 15 p-slide 8 swell) kaksi péivaa nor-
maalisti, jonka jalkeen niita kasiteltiin seerumittomassa DMEM:ssa (-DMEM) 16 viimeista
tuntia ennen koetta. EGFR:t stimuloitiin -DMEM:iin lisatylla biotinyloidulla EGF:11a (0,5
pg/mml) (Invitrogen) 45 min jéilla, jonka jalkeen soluja pestiin (3 x 5 min) +4 °C:lla -
DMEM:II4. Seuraavaksi soluille liséttiin streptavidiini-Alexa 488 (5 pg/ml) ja streptavidii-
nin annettiin sitoutua biotiiniin 45 min jailla. Pesut suoritettiin kuten edell& mainittu. Integ-
riinien klusterointi tehtiin kayttaméalla A211E10 tai MCAZ2025 vasta-aineita laimennettuna
-DMEM:&én. Primadrivasta-aineiden annettiin kiinnittya 45 min jéilla, jonka jalkeen pesut
suoritettiin kuten edelld mainittu. Klusteroivana sekundadrivasta-aineena kaytettiin vuo-
hessa tuotettua, hiirtd vastaan toimivaa Alexa 594-konjukaattia (1,3 pg/ml) -DMEM:iin

laimennettuna, jonka annettiin kiinnittyd primaarivasta-aineeseen 45 min jéilla. Pesut suo-
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ritettiin kuten edell& mainittu. Biotinyloitu EGF ja integriinivasta-aineet liséttiin samaan
aikaan, jonka jalkeen myos fluoresenssikonjugaatit lisattiin yhdessa. Pesujen jalkeen so-
luille vaihdettiin joko -DMEM tai 1 % DMEM (y6n yli seurannoissa). Ibidi-maljat siirret-
tiin jailtd Zeiss Cell Observer HS widefield mikroskooppiin, jossa lampétila oli +37 °C ja
COg,-pitoisuus 5 % ja jossa internalisaation sallittiin alkavan. Kuvaaminen tapahtui Colibri
LED -valoléhteelld 470 (42 %) aallonpituudella Alexa 488:lle ja 590 (46 %) aallonpituuk-
silla ja Alexa 594:lle. Soluja videoitiin maksimi nopeudella, 15 s. intervallilla, 30 s. inter-
vallilla tai 10 min intervallilla. Vesikkelien tarkka kolokalisaation havaitseminen varmis-
tettiin kontrollivideolla. Videossa tarkasteltiin yhdell& priméaarivasta-aineella merkattuja ja
kahdella eri sekund&&rivasta-aineella Klusteroituja integriineja (Alexa 488- ja 594-
konjukaatit). Kontrollivideoina kaytettiin myds fiksattuja (4 % PFA, 25 min), liikkumat-
tomia soluja. Kolokalisaation analyysit maariteltiin BiolmageXD-ohjelmistolla (Karjalai-
nen et al. 2008). Kolokalisaatioiden laskennassa kynnysarvot asetettiin manuaalisesti, jolla
pyrittiin eliminoimaan taustalla olevaa ja diffuusia fluoresenssia. Graaffiset esitykset Mic-

rosoftin Ecxel taulukkolaskelmaohjelmalla.

3.4  Elektronimikroskopia

Integriinien ja EGFR:n internalisaatiota, kolokalisaatiota ja vuorovaikutuksia tutkittiin
elektronimikroskopian avulla sekd SAOSa2/45-soluilla ettd A549-soluilla. Primé&érivasta-
aineet o2 1-integriinille, joko A211E10 tai MCA2025, ja biotinyloitu EGF lisattiin yon yli
nalkiinnytetyille soluille -DMEM:&an laimennettuna (ks. pitoisuudet ym. edelld). Vasta-
aineiden ja ligandin annettiin sitoutua kohteisiinsa 45 minuutin ajan jailla. Sitoutumattomat
vasta-aineet ja kasvutekijat pestiin (3 x 5 min) -DMEM:II4. Sekundé&arisena vasta-aineena
ja integriinien klusteroijana toimi kanissa tuotettu hiiren vasta-aine (Sigma) -DMEM:iin
laimennettuna. Sen annettiin sitoutua naytteisiin 45 min jaill4. Pesut suoritettiin kuten edel-
l&. Proteiini-A:n, jossa oli kiinni 5 nm kultapartikkeli, annettiin sitoutua sekundaariseen
vasta-aineeseen 45 min ajan jailld&. Samaan laimennokseen (-DMEM:ssd) oli lisatty strep-
tavidiini-kulta, jossa oli kooltaan 10 nm kultapartikkeleja ja jonka annettiin sitoutua bio-
tinyloituun EGF:&an kanssa. Pesut suoritettiin kuten aikaisemmin. Koe uusittiin A549-
soluille niin, ettd biotinyloitu EGF ja streptavidiinikulta sitoutettiin soluille ensin ja vasta
sen jalkeen soluille annettiin integriinien primaarivasta-aineet ja klusteroiva sekundaarivas-

ta-aine sekd kultapartikkelit. Talla kontrolloitiin, ettei runsas kultaleimaus integriineille
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steerisesti estéd streptavidiinikultaa sitoutumasta biotinyloituun EGF:44n. Soluja inkuboi-
tiin seerumittomassa 0,2 %:ssa BSA-DMEM:sséd +37 °C:ssa, 5 % CO,:ssa joko 15 min tai
2 h.

Solut pestiin kolme kertaa nopeasti (+4 ‘C) 0,1 M fosfaattipuskurilla ja fiksoitiin 0,1 M
fosfaattipuskuriin laimennetulla 2,5 %:lla glutaraldehydilla 1 h:n ajan +4 °C:ssa. Pesut suo-
ritettiin 0,1 M fosfaattipuskurilla (3 x 10 min) +4 °C:ssa. Seuraavaksi ndytteet jalkifiksoi-
tiin 0,1 M fosfaattipuskuriin laimennetulla 1 %:Ila osmiumtetraoksidilla (OsO,) 1 h:n ajan
+4 °C:ssa. Pesut suoritettiin 0,1 M fosfaattipuskurilla (3 x 10 min) +4 °C:ssa. Naytteista
poistettiin vesi 70 prosenttisella etanolilla (3 x 5 min) ja 96 prosenttisella etanolilla (3 x 5
min) RT:ssa. Soluja vérjattiin 2 % uranyyliasetaatilla, joka oli liuotettu absoluuttiseen eta-
noliin, 30min RT:ssa. Lopuksi tehtiin vield yksi késittely absoluuttisella etanolilla (3 x 5
min). Naytteet valettiin eponiin, jonka annettiin polymerisoitua +60° C:ssa kolme vuoro-
kautta. Hilandytteet valmistettiin  Oulun yliopistossa. Naytteitd tarkasteltiin JEOL
JEM1200EX -lapéisyelektronimikroskoopilla (TEM, engl. transmission electron microsco-
pe), johon on liitetty Veleta-kamera (Olympus, USA). Kuvien kasittelyssa kaytettiin
ITEM-ohjelmaa (Soft Imaging System).
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4 TULOKSET

4.1  a2PBl-integriinin klusterointi hidastaa EGFR:n hajotusta

Tutkittaessa a2Pl-integriinin klusteroinnin vaikutusta EGFR:n hajotukseen reseptorien
internalisaatiota seurattiin 15 min ja 2 h:n aikapisteissa konfokaalimikroskopialla.
SAOSa2/45-solujen EGFR:t stimuloitiin 1 ng/ml ja 100 ng/ml EGF-pitoisuudella. Integrii-
nien klusterointiin kaytettiin priméérivasta-aineena A211E10:t4 tai MCA2025:t4 ja sekun-
daarivasta-aineena seka integriinin kKlusteroijana toimi hiiren vasta-aineita tunnistava Alexa
488-konjugaatti. Kun SAOSa2/45-soluja stimuloitiin pienella EGF-pitoisuudella (1ng/ml),
EGFR:ien madarissa ei havaittu eroja alustavissa kokeissa (tuloksia ei naytetty). Sen sijaan
isolla pitoisuudella (100 ng/ml) stimuloitaessa klusteroimattomien solujen EGFR:ien maéa-
r& vaheni selvasti 2 h:n jalkeen (kuva 6). Jos soluja ei stimuloitu EGF:114, tallaista intensi-
teetin vahenemista ei havaittu. Kun solut Klusteroitiin integriini-vasta-aineilla EGFR:ien
intensiteetti ei laskenut vaan jopa hieman nousi A211E10-vasta-ainetta kaytettaessa. Inten-
siteetit laskettiin kustakin solusta k&yttamalla vokseleiden intensiteetin keskiarvoa segmen-

toitujen objektien sisall&.

15 min 2h
a2 kIus}. a2 klust. : 2 EGF 100 ng/ml
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w
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Kuva 6. o2Bl1-integriinin Klusterointi vaikutti EGFR:ien hajotukseen 100ng/ml EGF-pitoisuudessa
SAOSa2/45-soluilla. Klusteroidut integriinit ndkyvét vihreind (A) ja EGFR:t ndkyvét punaisina (A, B). Klu-
steroidun solun EGFR:ien intensiteetti ndkyy kirkkaana 2 h:n kohdalla (A). Klusteroimattoman solun (B)
EGFR:ien fluoresenssin intensiteetti on ldhes hdvinnyt 2 h aikapisteessa. Pylvaskaavio osoittaa EGFR:ien
intensiteettien erot eri aikapisteissé ja eri vasta-aineilla klusteroiduilla / klusteroimattomilla / stimuloimatto-
milla soluilla. Tulokset laskettiin 20 solun keskiarvona. Mittajana 10um

Tutkimusryhmassamme aikaisemmin A549-soluilla tehdyill& kokeilla oli klusteroitu o2p1-
integriinit A211E10 vasta-aineella. Soluja oli stimuloitu 1 ng/ml tai 100 ng/ml EGF-
pitoisuuksilla ja solujen EGFR:t oli leimattu joka Alexa 488- tai Alexa 555-konjukaatilla.
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Tassa tutkimuksessa em. kokeen néytteitd kuvattiin konfokaalimikroskoopilla ja niisté ana-
lysoitiin integriinien Klusteroinnin vaikutusta EGFR:ien hajotukseen. Klusteroiduissa so-
luissa (kuva 7, A ja C), 2h aikapisteessd, EGFR:ien intensiteetti nakyy vield kirkkaana.
Soluissa, joiden integriineja ei ole klusteroitu (7, B ja D), 2 h aikapisteessd, EGFR:ien in-
tensiteetti on huomattavasti pienentynyt. Analyysit osoittivat, ettd A549-soluilla eri EGF-
pitoisuuksilla integriinien klusteroinnin seurauksena EGFR:ien intensiteetti nousi kun taas
Klusteroimattomien solujen EGFR:ien intensiteetti laski. Intensiteetit laskettiin kustakin

solusta kayttamalla vokseleiden intensiteetin keskiarvoa segmentoitujen objektien sisalla.
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Kuva 7. a2B1-integriinin klusteroinnin seurauksena seka 1ng/ml (A) ettd 100ng/ml (C) EGF-stimulaatiolla
A549-soluilla EGFR:ien intensiteetti kasvoi 2h aikapisteessa. Klusteroiduissa soluissa (A, C) EGFR:t ovat
varjatty vihreélla ja klusteroimattomissa (B, D) soluissa punaisella. Soluissa, joiden integriineja ei ole kluste-
roitu (B, D), 2 h aikapisteessd, EGFR:ien intensiteetti on heikentynyt. Pylvaskaavioiden tulokset laskettiin 20
solun ka:na. Kaikkien solujen integriinit klusteroitiin A211E10 (02) vasta-aineen avulla. Mittajana 10 um

Kokeita integriinien klusteroinnin vaikutuksesta EGFR:ien fluoresenssisignaaliin tutkittiin

vield uudelleen, A549-soluilla, 100ng/ml EGF-pitoisuudella 15 minuutin ja 2 h:n aikapis-
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teissd. a2fB1-integriinit klusteroitiin joko vasta-aineen avulla (A211E10 primadrivasta-aine
ja Alexa 555-konjukaatti sekundéarivasta-aineena) tai viruksella, EV1:114. Kontrollina kéy-
tettiin Klusteroimattomia soluja. Soluissa, joiden integriinit oli klusteroitu vasta-aineella,
EGFR:ien intensiteetti kasvoi huomattavasti 2 h:n aikapisteessa. Virusklusteroinnilla inten-
siteetti kasvoi myds, mutta vahemman. Klusteroimattomien solujen EGFR:ien intensiteetti
sen sijaan laski (kuva 8). Intensiteetit laskettiin konfokaalimikroskopiakuvista kayttamalla

vokseleiden intensiteetin ka:a segmentoitujen objektien sisélla.

63,00 63 63,00 -

58,00 58 58,00 -

53,00 53 A 53,00 -

ka objektien sisalla
ka objektien sisalla

vokseleiden intensiteetin
ka objektien sisalla

vokseleiden intensiteetin

vokseleiden intensiteetin

48,00 48 - 48,00 -

15min 2h 15min  2h 15min  2h
a2 klusterointi EV1 klusterointi ei klusterointia

Kuva 8. a2Bl-integriinin ja EV1 klusterointien seurauksena, 100ng/ml EGF-pitoisuuksilla, A549-soluilla,
EGFR:ien intensiteetti kasvoi. Klusteroimattomien solujen intensiteetti laski. Pylvaskaaviot havainnollistavat
EGFR:ien vokseleiden intensiteettien erot eri aikapisteissa. Tulokset laskettiin 30 solun kesiarvona. Integrii-
nit klusterointiin joko A211E10 (a2) primadrivasta-ainetta (+ Alexa 555-konjukaatti) tai EV1 kdyttaen.

4.2  Stimuloitu EGFR ei edistd a2 1-integriinin hajoamista

SAOSa2/45-soluilla tehdyilla kokeilla haluttiin selvittdd, onko EGF-stimulaatiolla vaiku-
tusta a2f1-integriinin fluoresenssin signaaliin. a2p1-integriinin fluoresenssin intensiteettia
2 h:n aikapisteessa vertailtiin siten, ettd EGFR:t oli stimuloitu jokol ng/ml tai 100ng/ml
EGF-pitoisuudella.  Integriinien  klusteroinnissa  kéytettiin ~ priméérivasta-aineena
A211E10:t4 tai MCA2025:t4 ja sekundadrivasta-aineena seka integriinin klusteroijana toi-
mi Alexa 488-konjugaatti. Konfokaalimikroskopiakuvista analysoitiin integriinireseptorien
intensiteettid 15 min ja 2 h:n aikapisteissa. Molemmilla vasta-aineilla ja molemmilla EGF-
pitoisuuksilla integriinien fluoresenssin intensiteetin kasvu segmentoitujen objektien sisélla
oli néhtdvissd 2h aikapisteessd. Kéytettdessa A211E10 primé&érivasta-ainetta intensiteetin
kasvu oli suurempaa kuin kéytettdessa MCAZ2025 primadrivasta-ainetta. Eri EGF-

pitoisuuksilla intensiteetin kasvussa ei ollut suurta eroa (kuva 9).
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Kuva 9. o2B1-integriinin fluoresenssin intensiteetti lisd&ntyi segmentoitujen objektien sisélla 2 h:n aikapis-
teessd SAOSo2/45-soluilla. EGFR:t stimuloitiin jokol ng/ml tai 100ng/ml EGF-pitoisuudella. Integriinien
klusteroinnissa kadytettiin primaarivasta-aineena A211E10:t4 tai MCA2025:ta. Integriinien intensiteetit analy-
soitiin integriinireseptorien eri aikapisteissd keskiarvona 20 eri solusta. Pylvaskaaviot havainnollistavat eri
vasta-aineilla, eri aikapisteissa ja eri EGF-pitoisuuksilla mitatut intensiteetit.

4.3  Laajakentta-, elektroni- ja konfokaalimikroskopia osoittivat EGFR:n ja

a2f1-integriinin kolokalisoituvan vain vahan

Tutkittaessa, ovatko stimuloitujen EGFR:n ja klusteroitujen a2p1-integriinin internalisaa-
tiopolut vuorovaikutuksessa toistensa kanssa ja kolokalisoituvatko ne keskendén, kaytettiin
elavien Ab549-solujen laajakenttdkuvauksia, lapéisyelektronimikroskopiaa ja fiksattujen
solujen konfokaalimikroskopiaa. Konfokaalimikroskopikuvista analysoitiin lisaksi stimu-
loimattomien EGFR:ien ja klusteroimattomien o2 1-integriinien kolokalisaatioeroja solun
periferiassa ja solun sisdosissa. Konfokaalimikroskopialla tarkasteltiin myds, vaikuttaako
EGF-pitoisuus internalisoitujen EGFR:n maaraan, kilpaileeko biotynyloitu-EGF o2p1-
integriinin kanssa solukalvolle tarttumisessa ja kuinka paljon ligandi-reseptorikompleksit
kolokalisoituvat toistensa kanssa internalisaation varhaisessa vaiheessa. Lopuksi
SAOSa2/45-solujen konfokaalimikroskopiakuvista (kuva 6) laskettiin a2 1-integriinien ja
EGFR:ien kolokalisaatioprosentit eri EGF-pitoisuuksilla ja eri aikapisteista.

4.3.1 El&vien solujen laajakenttamikroskopiakuvissa stimuloitujen EGFR:n

ja Klusteroitujen a2p1-integriinin polut kohtasivat osittain

Elavien solujen kuvaamisessa kéaytettiin A549-soluja tarkasteltaessa stimuloitujen
EGFR:ien ja vasta-aineella klusteroitujen a2p1-integriinien kolokalisaatiota ja reittien véli-
sid yhteyksid. EGFR:t stimuloitiin biotinyloidulla EGF:lI4. Integriineille primaarivasta-
aineina kéytettiin joko A211E10:ntd tai MCA2015:sta. EGFR:ien ja integriinien annettiin
internalisoitua laajakenttdmikroskoopin sisilla +37 “C:ssa 5 % CO,:ssa ja soluja kuvattiin

aikasarjoina. Kuvista analysoitiin kolokalisaatioprosentit (kuvat 10, 12 ja 13) ja vesikkelien
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liikkumista seurattiin myos kuva kuvalta (kuva 11). Kuvasarjat osoittivat, ettd EGFR:ia
(biotinyloitu-EGF oletettavasti sitoutuneena reseptoriin) tai a2p1-integriinejéd sisaltavien
vesikkelien reitit kulkivat toisiaan kohti, rinnakkain ja toisistaan eroten. Vesikkelien suunta
oli vélilla satunnaista ja valilla vesikkelit ndyttivat seuraavan toinen toistaan. Joistakin ku-
vista sai sen vaikutelman, ettd eri lastin sisaltdmat vesikkelit yhtyivat keskendan ja muo-
dostivat suuremman vesikkelin. Toisinaan taas naytti siltd, ettd yksi suurempi vesikkeli
hajosi kahdeksi eri lastia sisdltavaksi vesikkeliksi. Eri solujen vélilla EGFR:ien ja integrii-
nien leimautumisella oli suuria eroja. Toisissa soluissa saattoivat leimautua voimakkaasti
vain EGFR:t (biotinyloitu-EGF oletettavasti sitoutuneena reseptoriin), joten erot kolalisaa-
tioissa olivat suuret verrattaessa koko kuvan alueelta laskettuja kolokalisaatioita vain ROI-
alueesta (engl. region of interest) laskettuihin kolokalisaatioihin (kuva 10 ja 12). Seuratta-
essa yksittéisten vesikkelien liiketta (kuva 11) havaittiin EGFR:i ja integriineja sisaltavien

vesikkelien laheinen yhteys, reittien samansuuntaisuus ja nopea liikkuminen toinen toisen-

sa ymparilla.
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Kuva 10. Laajakenttdmikroskopiakuvat eldvista soluista osoittivat, ettd stimuloidun EGFR:n (biotinyloitu-
EGF oletettavasti sitoutuneena reseptoriin) ja klusteroidun a2p1-integriinin (A211E10 primé&drivasta-aine
kaytossd) polut kohtasivat osittain, kun inkubaatio oli jatkunut 20 — 30 min. Kuvat on otettu 5,7 s valein.
Integriinit ndkyvat punaisina ja biotinyloidut EGF:t (+strepavidiini 488) vihreind. Koko kuvan alueelta (A)
lasketut vokseleiden kolokalisaatioprosentit nakyvét oik. pistekaaviossa. Kuvasta (A) erotettiin ROl-alue.
Ensimmadisessd ROI-kuvassa (B) nékyvét valkoisena kolokalisoituvat alueet yhdessa EGFR:ien ja integriini-
en kanssa, toisessa kuvassa valkoisina vain kolokalisoituvat alueet, kolmannessa kuvassa EGFR:in kynnysar-
von ylittdneet alueet ja neljdnnessd kuvassa integriinien kynnysarvon ylittdneet alueet (nuolen osoittamat
vesikkelit kuvassa 11). Piskekaavio (C) osoittaa ROI-alueen kolokalisaatioprosentit. Mittajana 10 pm
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Kuva 11. Kuvasarja perékkaisten kuvien suurennetuista vesikkeleistd (A) (vesikkelit kuvasta 10, B nuoli)
osoittaa vesikkeleiden liikkeen toisiaan kohti ja toisista poispéin. Vesikkelin liilkkuminen myds kuva-alueella
on todellista. Kuvat on otettu 5,7 s vélein. Samasta kuvasarjasta otetuissa kuvissa (B) nékyy BiolmageXD-
ohjelmiston laskemat kolokalisaatioalueet valkoisina. Suurennos kuvasarjoissa A ja B ei ole tdsmélleen sama.
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Kuva 12. Laajakenttdmikroskopiakuva eldvésta solusta osoittaa biotinyloidulla EGF:114 (+strepavidiini-488)
stimuloidun EGFR:n ja klusteroitu o2f31-integriinin (A211E10 priméarivasta-aine k&ytdssé) osittaista koloka-
lisaatiota 2 — 2 h 14 min kuluttua inkubaation alkamisesta. Kuvat on otettu 4,2 s vélein. Integriinit nakyvat
punaisina ja EGFR:t (biotinyloitu-EGF oletettavasti sitoutuneena reseptoriin) vihreind. Koko kuvan alueelta
(A) lasketut kolokalisaatioprosentit nakyvat oik. pistekaaviossa. Kuvasta (A) erotettiin ROl-alue. Ensimmai-
sessd ROI-kuvassa (B) nékyvat valkoisena kolokalisoituvat alueet yhdessa EGFR:ien ja integriinien kanssa,
toisessa kuvassa vain kolokalisoituvat alueet, kolmannessa kuvassa EGFR:n kynnysarvon ylittdneet alueet ja
neljdnnessa kuvassa integriinien kynnysarvon ylittaneet alueet. Piskekaavio (C) osoittaa ROI-alueen koloka-
lisaatioprosentit. Mittajana 10 pum
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Kuva 13. Laajakenttdmikroskopiakuvat el&vistd soluista osoittivat, ettd biotinyloidulla EGF:lI& stimuloitu
EGFR ja klusteroitu a2p1-integriinin (MCA2025 primédrivasta-aine kdytdssd) kayttivat samoja reittejé, kun
inkubaatio oli jatkunut 2 h 9min — 2h 24 min. Integriinit ndkyvat punaisina ja EGFR:t (biotinyloitu-EGF
oletettavasti sitoutuneena reseptoriin) vihreind. ROIl-alueelta (A, nuoli) lasketut kolokalisaatioprosentit naky-
vat pistekaaviossa. Kuvasarja (B) on otettu perakkaisistd kuvista ROI-alueen sisall& olevista vesikkeleista.
Samasta kuvasarjasta otetuissa kuvissa (C) nékyy BiolmageXD-ohjelmiston laskemat kolokalisaatioalueet
valkoisina. Suurennos kuvasarjassa B ja C ei ole tdsmalleen sama. Kuvat on otettu 4,6 s vélein. Mittajana 5
um (A) ja 2 um (B)

Koska kaytetyn laajakenttamikroskoopin vihredn ja punaisen kanavan kuvausten vilille jaa
viive, haluttiin tutkia tdmén viiveen vaikutusta kolokalisaation tulokseen. Kuvausviiveen
aiheuttamaa kolokalisaation epatarkkuutta tarkasteltiin kontrollivideon eléavista soluista,
joiden a2P1-integriini oli leimattu A211E10 primé&arivasta-aineella ja sekund&érivasta-
aineina kaytettiin sekd Alexa 488- ettd Alexa 594-konjukaattia. Kuvissa oli havaittavissa
varien monensuuntaista polaroitumista ja vokseleiden kolokalisaatioprosentien vaihtelu oli
suurta (kuva 14). Jos polarisoituminen oli suurta, Biolmage-ohjelmisto ei ilmeisesti laske-

nut vesikkelien vokseleita kokonaan kolokalisoituviksi.
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Kuva 14. Laajakenttamikroskopian kontrollikuvat eldvista soluista osoittivat varien polarisoitumista, kun
a2B1-integriini oli leimattu A211E10 priméarivasta-aineella ja sekundéaérivasta-aineina kéytettiin sek& Alexa
488- ettd Alexa 594-konjukaattia. ROl-alueelta (A, nuoli) lasketut kolokalisaatioprosentit nakyvat pistekaa-
viossa. Kuvasarja (B) on otettu perékkaisistd kuvista ROI-alueen sisélld olevasta vesikkelistd. Samasta ku-
vasarjasta otetuissa kuvissa (C) nakyy BiolmageXD-ohjelmiston laskemat kolokalisaatioalueet valkoisina.
Suurennos kuvasarjassa B ja C ei ole tdsmélleen sama. Kuvat on otettu 3,5 s vélein. Mittajana (A) 10 um

minuuttia inkubaation (37 °C:ssa) aloituksesta

Kayttaméalla em. kasittelyn saaneita, fiksattuja soluja, voitiin eliminoida vesikkelien liik-
keestd johtuvaa kolokalisaatiovirhetulkintaa. Kuvaamalla aikasarjana fiksattuja soluja voi-
tiin tarkastella, onko laitteen valolahteiden kohdistumisessa linjausvirhetta ts. kohdistuvat-
ko molempien kanavien sateet samaan kohtaan. Fiksattujen solujen kontrollivideoissa oli
tasaisempi ja korkeampi, 50 — 80 % kolokalisaatioprosentti. Kuvissa nékyi kuitenkin pu-
naisen systemaattista polarisoitumista vihredn alapuolelle (kuva 15). 1lmi0 johtui ilmeisesti

laitteen pienestd linjausvirheestd. Luultavasti naistd reuna-alueista ei saatu positiivista ko-

lokalisaatiotulosta.
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Kuva 15. Laajakenttdmikroskopian fiksattujen solujen kontrollikuvista nakyi systemaattista varien polarisoi-
tumista. a2B1-integriini leimattiin A211E10 priméadrivasta-aineella ja sekundéarivasta-aineina kaytettiin sek&
Alexa 488- ettd Alexa 594-konjukaattia. Pistekaaviossa oikealla on nahtdvissa BiolmageXD-ohjelmiston
laskemat kolokalisaatioprosentit fiksoidusta solusta eri aikapisteissa. Solu oli PBS:ssé. Kuvat on otettu 4,4 s
valein. Mittajana iso kuva 10 um, pieni kuva 1 um
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4.3.2 Elektronimikroskopiakuvissa a2p31-integriineja sijoittui moniin eri ra-

kenteisiin ja EGFR:t leimautuivat heikosti

a2p1-integriinien ja EGFR:n internalisaatiota, kolokalisaatiota ja vuorovaikutuksia tutkit-
tiin elektronimikroskopian avulla sekd SAOSa2/45- soluilla ettd A549-soluilla. A211E10
tai MCA2025 toimivat primadrivasta-aineina o2p1-integriinille, jotka visualisoitiin kluste-
roitumisen jalkeen proteiina-A:han liitetyn 5 nm kultapartikkelin avulla. EGFR:t stimuloi-
tiin biotinyloidulla EGF:11&, johon sitoutettiin streptavidiinia, johon oli liitetty 10 nm kul-
tapartikkeli. Integriineja havaittiin paljon rykelmina kiinnittyneina solukalvolle ja interna-
lisoituneina tubulovesikulaarisiin rakenteisiin 15 min aikapisteessa. Solukalvolla integriinit
esiintyivat my6s solukalvon hieman sisdanpdin kaantyneissé painaumissa, joissa ei ollut
havaittavissa mitaan paallystettd. Kahden tunnin aikapisteessa integriinit esiintyvat runsai-
na erikokoisten MVB:ten sisélld. Sekd SAOSa2/45-soluilla ettd A549-soluilla leimatut
integriinit 16ytyivat edelld mainituista rakenteista (kuvat 16 ja 17). A211E10 primé&arivas-
ta-ainetta kaytettéessd, 2h aikapisteessa, integriineja esiintyi lisdksi kaveoleissa. Biotinyloi-
tujat EGF:i& havaittiin vain muutamissa kohdissa solukalvolla kolokalisoituen MCA2025
vasta-aineella Kklusteroitujen integriinien kanssa sekd SAOSa2/45-soluilla ettd AS549-
soluilla (kuva 18). Kolokalisaatiokohdissa solukalvolla esiintyi runsaasti integriinia mutta
biotinyloitu-EGF nékyi vain muutamassa kohdassa. Biotinyloidulla EGF:11a stimuloitujen

EGFR:ien internalisaatiota ei havaittu.

A B DT B A C b N0

Kuva 16. Elektronimikroskopiakuvissa klusteroidut o2f1-integriinit internalisoituvat SAOSa2/45-soluun.
Integriinit ovat Kiinnittyneina solukalvolla (A) ja kuvan alaosassa oletettavasti menossa makropinosytoosilla
solun sisélle 15 min aikapisteessé. Integriinejd néhtiin tubulovesikulaarissa (B) rakenteissa 15 min aikapis-
teessd. Integriinit esiintyivat usein runsaina MVB:n (C) sisilld 2 h aikapisteessd. Solujen a2-integriinit Klus-
teroinnin primédrivasta-aineena kaytettiin A211E10:ntd. Leimauksessa kaytettiin proteiini-A:ta, johon oli
kiinnitetty 5 nm kultapartikkeli. Mittajana 200nm
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Integriinit ovat kiinnittyneina ja klusteroituneina solukalvolla (A) 15 min aikapisteessd. Sisdédnmeno soluun
nayttad tapahtuvan makropinosytoosilla. Integriinit ovat paasseet solun sisalle tubulovesikulaarisiin (B) ra-
kenteisiin 15 min aikapisteeessd. Kahden tunnin aikapisteessa integriinejd sijaitsi paljon MVB:eissa (C).
Integriinit lokalisoituivat 2h aikapisteessd myds solukalvolle (D) ja kaveoleihin. Solujen a2-integriinit kluste-
roinnin priméarivasta-aineena kaytettiin A211E10:ntd. Leimauksessa Kéaytettiin proteiini-A:ta, johon oli kiin-
nitetty 5 nm kultapartikkeli. Mittajana 200 nm

Kuva 18. Elektronimikroskopiakuvissa, 2h aikapisteessd, integriinit (5 nm leimaus) ja biotinyloitu-EGF (10
nm leimaus, nuoli) ndkyvét solukalvolla kolokalisoituneina SAOSa2/45-solussa (A) ja A549-solussa (B).
Solujen integriinit klusteroitiin MCA2025 priméérivasta-aineella ja leimauksessa kdytettiin proteiini-A:ta,
johon oli kiinnitetty 5 nm kultapartikkeli. EGFR:t stimuloitiin biotinyloidulla EGF:114 ja se leimattiin strep-
tavidiinilla, johon oli liitetty 10 nm kultapartikkeli. Mittajana 100 nm

4.3.3 Klusteroimaton a2p1-integriini ja stimuloimaton EGFR kolokalisoitu-

vat solun periferiassa, mutta vain véhan muualla

Solun pinnalla tapahtuvaa kolokalisaatiota a2B1-integriinin EGFR:n valill& tutkittiin A549-
soluilla, joille ei lisatty EGF:a4, joiden integriinia ei klusteroitu ja jotka fiksoitiin suoraan 2
h kestaneestd nalkiintymisesta. Fiksaation jalkeen integriinin leimaukseen kaytettiin pri-
madrisend vasta-aineena A211E10:ntd ja sekundadrisend vasta-aineena Alexa 555-
konjukaattia. EGFR:n leimauksessa kaytettiin sekundaérisen vasta-aineena Alexa 488:aa.
Konfokaalimikroskpiakuvista laskettiin kolokalisaatio yhden esimerkkisolun rajatulta alu-
eelta, ROI:n avulla ja koko solun alueelta. Klusteroimaton a2 1-integriini ja stimuloimaton
EGFR kolokalisoituvat solun periferiassa ja huomattavasti véhemman solun sisélla. Mo-
lempien reseptorien voimakkaimmat fluoresenssien intensiteetit nakyvat samalla alueella

solun periferiassa. Talla alueella myds kolokalisaatio on merkittavaa (kuva 19). Kolokali-
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saatioprosentit laskettiin koko solun alueelta my6s 30 solun keskiarvona, jolloin EGFR:ien
vokselit kolokalisoituivat 5 % integriinien kanssa ja a2p1-integriinien vokselit kolokalisoi-

tuivat 11 % EGFR:ien kanssa. Léahes kaikilla soluilla ndkyi huomattavaa EGFR:ien leimau-

tumista tumassa (kuva 19).
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Kuva 19. A549-solun klusteroimaton a2f1-integriini ja stimuloimaton EGFR kolokalisoituvat solun periferi-
assa, mutta vain véhan solun sisélla. Integriinit on varjatty punaisella ja EGFR vihredlld. Reseptorien voi-
makkaimmat intensiteetit nakyvét solun alareunassa (A). Véarien mergekuvasta (B) on erotettu ROIl-alue.
BiolmageXD:11a lasketut kolokalisaatioalueet (C) nakyvat kuvissa valkoisena, vas. mergekuvassa kaikki varit
yhdessé ja oik. vain kolokalisaatioalueet. Ylin pylvéskaavio osoittaa viereisen kuvan solusta EGFR:n ja
a2P1-integriinin valiset kolokalisaatioprosentit koko solun alueelta ja ROI-alueelta. Alin pylvaskaavio nayt-
taé vokseleiden kolokalisaatiot 30 eri solun ka:na. Mittajana 10um

4.3.4 EGF-pitoisuudella oli vaikutusta EGFR:ien internalisaatioon

Tutkimuksessa haluttiin selvittad, vaikuttaako EGF-pitoisuuden lisd&minen internalisoitu-
jen EGFR:ien méaaraan. A549-soluja oli nalkiinnytetty 1 h ennen kokeen aloittamista. Solu-
ja inkuboitiin (+37 °C:ssa 5 % CO;:ssa) joko 0,5 pg/ml tai 1 pg/ml biotinyloidulla EGF-
pitoisuudella (+streptavidiini-488) 2 h. Fiksattujen solujen konfokaalimikroskopiakuvista
nakyi, ettd suuremmalla pitoisuudella solun siséll& olevien biotinyloitujen EGF:ien intensi-
teetti (kuva 20, B) oli suurempi kuin pienemmall& pitoisuudella (kuva 20, A). Sama ilmi6

oli ndhtavissd, kun soluja stimuloitiin joko 1 ng/ml tai 100 ng/ml EGF-pitoisuudella ja kun
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integriinejé ei klusteroitu. Suuremmalla pitoisuudella EGFR:ien fluoresenssin intensiteetti

60
) '
20

0,5ug/ml  1pg/ml

oli korkeampi (kuva 7).
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Kuva 20. Nostettaessa biotinyloidun EGF:n pitoisuutta internalisoituneiden, biotinyloitujen EGF:ien intensi-
teetti kasvoi 2 h:n aikapisteessd. A549-soluja inkuboitiin 1 h nalkiinnyttdmisen jalkeen (+37 °C:ssa 5 %
CO,:ssa) joko 0,5 pg/ml tai 1 pg/ml biotinyloidulla EGF-pitoisuudella (+streptavidiini-488) 2 h. Pienemmal-
14 pitoisuudella (A) intensiteetti on heikompi kuin suuremmalla (B) pitoisuudella. Pylvéskaavio osoittaa
intensiteettien erot eri pitoisuuksilla. Intensiteetin laskemisessa kaytettiin 10 solun ka:a. Mittajana 10 um

4.3.5 a2PBl-integriinin vasta-aine ja EGF voivat kilpailla solukalvolle tarttu-

misessa

Konfokaalimikroskopiakuvista tarkasteltiin, kilpaileeko biotinyloitu-EGF a2 1-integriinin
vasta-aineen kanssa solukalvolle tarttumisessa. EGFR:ien (biotinyloitu-EGF oletettavasti
sitoutuneena reseptoriin) fluoresenssin intensiteettia vertailtiin soluista, joille lisattiin bio-
tinyloitu-EGF (0,5 pg/ml) (+ streptavidiini-488) ja A211E10-integriinivasta-ainetta (+
Alexa 555-konjukaatti) joko eri jérjestyksessé tai yhtd aikaa 1 h:n nélkiinnyttdmisen jal-
keen. Solut fiksattiin suoraan jailta. Intensiteetit laskettiin n. 300 solusta. Kuvista néhtiin,
ettd EGFR:ien intensiteetti oli suurin, kun EGF liséttiin ensimmaiseksi (kuva 21, B). Jos
soluille lisattiin A211E10-vasta-aine ensimmaiseksi, intensiteetti oli l&hell&d yhtdaikaisen
lisdyksen tasoa. Monista, useampia soluja siséltavista kuvista néhtiin, ettd solu-solu kon-

takteissa EGFR:ien intensiteetti oli voimakasta.

EGF:n solukalvolle tarttumisessa oli eroja myos silloin, kun soluja stimuloitiin 15 min 100
ng/ml EGF-pitoisuudella ja kun solujen a2p1-integriinit oli Klusteroitu joko vasta-aineilla,
EV1:la tai solujen integriinit olivat klusteroimattomia (kuva 8). Soluista leimattujen
EGFR:ien intensiteetti oli matalin vasta-aine Klusteroinnilla. Klusteroimattomien ja

EV1:11a klusteroitujen solujen EGFR:ien intensiteetti oli huomattavasti korkeampi.
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Kuva 21. A549-solujen konfokaalimikroskopiakuvista tarkasteltiin, kilpaileeko biotynyloitu-EGF a2p1-
integriinin vasta-aineen kanssa solukalvolle tarttumisessa. Biotinyloidun EGF:n intensiteettid mitattiin eri
jarjestystilanteissa. Kuvassa A nakyvét solut, joille lisattiin ensimmaiseksi A211E10 (a2) vasta-aine. Kuvassa
B soluille annettiin ensiksi biotinyloitu-EGF ja A211E10-vasta-aine sen jalkeen. Solut fiksoitiin suoraan
jailtd. Kokeen EGFR:ien intensiteetit laskettiin ka:na n. 300 solusta. Pylvéaskaavio ndyttd4 ligandien intensi-
teetit kutakin lisddmisjérjestysté kaytettdessd. Mittajana 50 um

4.3.6 Internalisaation varhaisessa vaiheessa ja 2h:n aikapisteessé a231-

integriinit ja stimuloidut EGFR:t kolokalisoituvat vain vahan

Konfokaalimikroskopialla, A549-soluilla, tutkittiin klusteroitujen a2f1-integriinien ja sti-
muloitujen EGFR:ien kolokalisaatiota internalisaation varhaisessa vaiheessa. A549-soluja
stimuloitiin biotinyloidulla EGF:II4 (0,5 pg/ml) (+streptavidiini-488). Integriinien kluste-
rointiin kaytettiin joko A211E10 tai MCA2025 priméérivasta-ainetta ja Alexa 555-
konjukaattia. VVokseleiden kolokalisaatioprosentit laskettiin 5 minuutin ja 15 minuutin ai-
kapisteistd. Naissa aikapisteissa integriinit esiintyivat vield suurelta osin solujen reunoilla.
EGRF:t (biotinyloitu-EGF oletettavasti sitoutuneena reseptoriin) sijoittuivat koko solun

alueelle. Kolokalisaatioprosentit jaivét alhaisiksi kaikissa eri aikapisteissé (kuva 22).
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Kuva 22. o2B1-integriinin ja EGFR:n internalisaation varhaisen vaiheen Kkolokalisaatiota tutkittiin A549-
soluilla. Solut stimuloitiin biotinyloidulla EGF:114 (0,5 pg/ml) (+streptavidiini-488:11a) (vihr.) ja integriinien
klusterointiin kéytettiin joko A211E10 tai MCA2025 priméadrivasta-ainetta ja Alexa 555-konjukaattia (pun.).
Konfokaalimikroskopiakuvissa nakyvat valkoisina myds BiolmageXD-ohjelmiston laskemat kolokalisoituvat
kohdat kynnysarvon ylittaneilta alueilta. Pylvaskaavio havainnollistaa eri aikapisteiden kolokalissatioprosen-
tit ka:na 30 solusta.
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EGFR:n ja a2pB1- integriinien kolokalisaatioprosentit laskettiin viel& konfokaalimikrosko-
piakuvista SAOSa2/45-soluilla tehdyisté néytteistd, joiden solut oli stimuloitu joko 1 ng/ml
tai 100ng/ml EGF-pitoisuudella ja joiden integriinien klusteroinnissa kaytettiin primaari-
vasta-aineena A211E10:t4 tai MCA2025:td ja sekundadrivasta-aineina seka integriinin
Klusteroijana toimi hiiren vasta-aineita tunnistava Alexa 488-konjugaatti. Solujen EGFR:t
leimattiin solujen fiksaation jélkeen. Kaikissa kokeissa reseptorien vélill4 néhtiin vain vé-

han kolokalisaatiota (kuva 23).
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Kuva 23. Pylvéskaaviot osoittavat 15 min ja 2 h:n aikapisteiss& EGFR:n kolokalisaatioprosentit a2f31-
integriinien kanssa. Solut oli stimuloitu joko 1 ng/ml tai 100ng/ml EGF-pitoisuudella ja solujen integriinien
klusterointiin kaytettiin primé&drivasta-aineena A211E10:t4 tai MCA2025:t4 (+ sekundadrivasta-aine).
EGFR:t leimattiin solujen fiksaation jalkeen. VVokseleiden kolokalisaatioprosentit on laskettu ka:na 20 solus-
ta.

Konfokaalimikroskopiassa korkean kolokalisaatioprosentin kontrollina kaytettiin soluja,
joiden integriinit oli klusteroitu biotinyloidulla A211E10 vasta-aineella, johon oli sitoutu-
nut streptavidiini-488 ja MCAZ2025 vasta-aineella, johon oli sitoutunut Alexa 555-
konjukaatti. Odotetusti korkean kolokalisaation analysoinnin kontrolliksi valituissa soluis-

sa (kuva 24) vokseleiden kolokalisaatio oli yli 80 %.
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Kuva 24. Konfokaalimikroskopiassa korkean kolokalisaation analyysin kontrolleina kdytettyjen solujen in-
tegriinit oli Klusteroitu biotinyloidulla A211E10 vasta-aineella, johon oli sitoutunut streptavidiini-488 ja
MCA2025 vasta-aineella, johon oli sitoutunut Alexa-555. Merge kuvassa (A) nakyvat oranssina kolokalisoi-
tuvat kohdat SAOSa2/45-solussa 2 h:n aikapisteessé. Toisessa kuvassa (B) on néhtavissa valkoisina Biolma-
geXD-ohjelmiston laskemat kolokalisoituvat alueet A-kuvan kynnysarvon ylittaneilta alueilta. Pylvéskaavio
osoittaa vokseleiden Kkolokalisaatioprosentit sekd SAOSa2/45-soluille ettd A549-soluille eri aikapisteissa
ka:na 30 solusta.
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3) TULOSTEN TARKASTELU

Tassa tutkimuksessa tarkasteltiin a2f1-integriinin ja EGFR:ien valisida vuorovaikutuksia
konfokaalimikroskopian, lapaisyelektronimikroskopian ja laajakenttamikroskopian avulla

immunoleimauksia kéyttaen.

Tutkimuksessa saaduista tuloksista voidaan paatelld, ettd a2p1-integriinin Klusteroinnilla
on negatiivinen vaikutus EGFR:ien hajotusnopeuteen. Ilmié havaittiin SAOSa2/45-
soluissa suurilla EGF-pitoisuuksilla. Pienella EGF-pitoisuudella Kklusteroimattomilla
SAOSa2/45-soluilla EGFR:n hajoamista ei ollut havaittavissa. Todennakdisesti néilla so-
luilla ei ollut riittdvasti EGFR:i& hajotuksen havainnointiin, joten tutkimuksia jatkettiin
A549-solujen analysoinnilla. Aiemmin tehtyjen A549-solujen ndytteistd havaittiin, etta
integriinien klusterointi hidasti EGFR:ien hajoamista sekd 1ng/ml ettd 100ng/ml EGF-
pitoisuuksilla. Tutkimusta jatkettiin uudelleen A549-soluilla tehdyilla kokeilla, joissa in-
tegriinit klusteroitiin seka vasta-aineella etta viruksella. Edelld mainittu ilmid toistui myos
virusklusteroinnin seurauksena. Ndiden tulosten perusteella voidaan olettaa, etté integriini-

en klusterointi toimii mahdollisesti negatiivisena saatelijind EGFR:ien hajotukselle.

Kasvutekijareseptorien hajotuksen hidastumisesta voisivat hyotya ne virukset, jotka kayt-
tavét integriinejé reseptoreinaan. Esimerkiksi EV1:n on todettu k&yttavan a2p1-integriinia
reseptorina soluun tunkeutumisessa (Marjomaki ym., 2002). Viruksen kiinnittyminen re-
septoriinsa saa aikaan integriinireseptorien klusteroitumisen (Jokinen ym., 2010). Jos
EGFR:in hajotusta voidaan hidastaa virusten toimittaman integriinien klusteroinnin seura-

uksena, virukselle voi tarjoutua solun loisena paremmat olosuhteet.

PKC:n aktivaation on todettu estdvan stimuloidun EGFR:n kulkeutumista LE:hen (Bao
ym., 2000). PKC:n estovaikutus valittyy EGFR:n treoniini 654:n kautta. Jos tdma treoniini
tulee fosforyloiduksi PKC:n toimesta, treoniinifosforyloitu EGFR internalisoidaan normaa-
listi, mutta reseptoria ei ohjata lysosomaliseen hajotukseen. Liséksi PKC toimii kontrolloi-
jana integriinien internalisaatiossa (lvaska ym., 2002) ja PKCa:n signalointi on tarke&a
EV1:n solun sisddn padsemisessd. [lman PKCo:n aktivaatiota viruksen solun sisddn paése-
minen estyy. EV1 aktivoi PKCa:n a2f1-integriiniin tarttumisen jalkeen (Upla ym., 2004).
Virus hyotyy siis molempien mekanismien kautta tapahtuvassa PKC:n aktivaatiosta.
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Tutkittaessa EGF-stimulaation vaikutusta a2f1-integriinin polkuun todettiin, ettd integrii-
nin fluoresenssin intensiteetti lisddntyi segmentoitujen objektien sisalla 2 h:n aikapisteessa
SAOSa2/45-soluilla. EGFR:t oli stimuloitu jokol ng/ml tai 100ng/ml EGF-pitoisuudella.
Sekd A211E10:ta ettda MCA2025:t4 vasta-aineiden kaytolla huomattiin sama intensiteetin
nousu. Eri EGF-pitoisuudet eivat vaikuttaneet merkittavasti integriinien intensiteettiin. Kun
integriinit klusteroitiin, intensiteetin kasvu oli odotettavissa, koska aikaisessa 15 min aika-
pisteessd integriinit olivat viela hajallaan (diffuusioituneina) ja siten segmentoitujen objek-
tien intensiteetti jai heikommaksi. Integriineja havaittiin vield paljon solun pinnalta 15 min
aikapisteessa. Klusteroitumisen tapahduttua 2h aikapisteessa integriinit olivat internalisoi-
tuneet hyvin ja muodostivat kirkkaina nahtévia kerdantymié solun sisdosiin.

Tassa tutkimuksessa fluoresenssien intensiteetin analysoinnissa kéytettiin vokseleiden in-
tensiteetin keskiarvoa segmentoitujen objektien eli vesikkelien sisélld. Menetelmé& on hyva
esim. silloin, kun solujen koot vaihtelevat ja se ei vaadi intensiteetin suhteuttamista solun
kokoon tai vesikkelien mé&aréan. Jos solussa on vain muutama erittdin kirkas vesikkeli,
intensiteettiarvot voivat kuitenkin nayttaytya suhteettoman korkeina. VVokseleiden intensi-
teetin summasta voidaan havaita hyvin segmentoitujen alueiden kokonaisintensiteetti, mut-
ta analyyseissd se on hyva suhteuttaa esim. objektien maaraan tai solun kokoon. T&man
tutkimuksen aikana tarkasteltiin myos kokonaisintensiteetin jakamista objektien maéaralla

ja tulokset olivat samansuuntaisia tutkimuksessa kéytetyn menetelmén tulosten kanssa.

Kun a2f1-integriinien ja EGFR:n internalisaatiota, kolokalisaatiota ja vuorovaikutuksia
tutkittiin elektronimikroskopian avulla, integriinien internalisaatiota saatiin seurattua hy-
vin. Aikaisempien tutkimusten (Karjalainen ym., 2008) kaltaisesti integriinien havaittiin
internalisoituvan tubulovesikulaarisiin rakenteisiin solun sisdlle sekd SAOS02/45- etta
A549-soluilla. A211E10 primadrivasta-ainetta kdytettdessa, 2h aikapisteessd, integriineja
esiintyi lisédksi kaveoleissa A549-soluilla. Kahden tunnin aikapisteessa integriinit olivat
saavuttaneet MVB:t. EGFR:t leimautuivat vain muutamissa kohdissa solukalvolla 2h aika-
pisteessa ja kolokalisoituivat klusteroitujen integriinien kanssa kéytettdessa MCA2025-
vasta-ainetta. Koe uusittiin A549-soluille niin, ettd biotinyloitu EGF ja streptavidiinikulta
sitoutettiin soluille ensin ja vasta sen jalkeen soluille annettiin integriinien primaérivasta-
aineet ja klusteroiva sekundééarivasta-aine. Nain varmistettiin, ettei runsas kultaleimaus

integriineille estanyt streptavidiinikullan sitoutumista. EGFR:t leimautuivat silti vain muu-
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tamassa kohdassa solukalvolla eika niitd nahty internalisoituneina. Olosuhteiden ja koeme-

netelmien optimointi voisi olla ratkaisuna paremman visualisoinnin saavuttamiseksi.

Tutkittaessa laajakenttdmikroskopialla eldvia soluja stimuloitujen EGFR:ien ja klusteroitu-
jen a2B1-integriinien havaittiin kulkevan samoja reitteja. Internalisaatiota seurattiin vide-
oista eri aikavaleilla. Mikroskopiakuvat eldvistd soluista osoittivat, ettd stimuloidun
EGFR:n ja klusteroidun a2B1-integriinin reitit kohtasivat usein. Eri lastin sisaltdmat vesik-
kelit pyorivét toinen toistensa ymparilla, valilla kohdaten toisensa ja vélilla eroten toisis-
taan. Havaintojen perusteella voidaan olettaa, ettd EGFR- ja integriinivesikkelit kulkivat
usein samoja mikrotubuluksia pitkin ja olivat vuorovaikutuksessa toistensa kanssa. Naissé
elavien solujen kuvaamisissa integriinien stimuloijana kaytettiin biotinyloitua EGF:aa.
Tuloksissa ja tulosten tarkastelussa oletetaan, etta ligandi on kiinnittyneena reseptoriin ja
siksi kadytetddn ilmaisua EGFR. Fluoresenssisignaali tulee kuitenkin ligandiin kiinnitty-
neesta Alexa-véristé eika voida olla tdysin varmoja ligandi-reseptori-kompleksin muodos-

tumisesta.

Laajakenttdmikroskopia-analyyseissé stimuloitujen EGFR:ien ja klusteroitujen a2p1-
integriinien valiset vokseleiden prosentuaaliset kolokalisaatiot vaihtelivat paljon. Kolokali-
saatioanalysointi osoittautui haasteelliseksi. Sopivien kynnysarvojen (engl. thresholds)
maarittdminen oli yksi pulmallisimmista tehtdvistd. Laajakenttdmikroskopiakuvat ovat
epatarkkoja ja fluoresenssin diffuusio on suurta. Tutkimusryhmaéssé jatketaan analysointia
kayttden avuksi kuvien dekonvoluutiota, jolla voidaan parantaa kuvien tarkkuutta. Koloka-
lisaatioanalyysiin on myos kehitteilla uusia algoritmeja ja matemaattisia menetelmia. Té-
man tutkimuksen materiaalia hyddynnetaan em. kehitystydssa. Tassa tutkimuksessa kéytet-
ty analysointimenetelma ja kynnysarvojen asettelu johti positiivisiin vokseleiden kolokali-
saatioihin eri lastin siséltdmien vesikkelien kohtaamisreunoilla. Epailyttavé positiivinen
kolokalisaatio aiheutui myds silloin, kun ndma vesikkelit olivat paéllekkain. Selvitettavéksi
jaa, onko kolokalisaatio todellista vai kulkevatko vesikkelit vain aivan lahekkain. Toden-
nakoisté epatarkkuutta analyyseihin aiheutui myos viiveestd, joka johtuu kahdella eri fluo-
resenssilld kuvaamisesta valolahteen vaihtumisen viedessé aikaa. Vesikkelit voivat siirtya
viiveen aikana ja mahdollinen kolokalisaatio ja& silloin havaitsematta tai ei-

kolokalisoituvat vesikkelit voivat ndyttdytyd samassa paikassa.
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Kuvausviiveestd johtuvaa virhemahdollisuutta tutkittiin soluilla, joiden a2B1-integriineille
kaytettiin yht4 primdaarivasta-ainetta, johon sitoutettiin kahta eri sekundadrivasta-ainetta,
Alexa 488- ja Alexa 594-konjukaattia. Talla menetelmalla saatiin varmistettua kolokalisaa-
tion todellisuus. Kontrollikuvat eldvista soluista osoittivat, ettd kuvausviive eri kanavien
viélilla voi aiheuttaa vérien polarisoitumista ja siten vaikuttaa vokseleiden kolokalisaatio-
prosenttiin. Polarisoituminen el&villa soluilla oli monensuuntaista eik& systemaattista joh-
tuen todennakdisesti vesikkelien satunnaisesta liikkeestd. Nopeasti liikkuvilla vesikkeleilla
virhetulkinnan mahdollisuus kasvaa, kun kuvausviiveen aikana vesikkelit ehtivat siirtya
pidemman matkan kuvausten valill4. Pistekaaviossa (kuva 14, A) nakyvé nopea kolokali-
saation muutos voikin olla seurausta vesikkelien nopeasta liikkeestd. Tutkimusryhméssé
jatketaan myds nopeuksien seurantaa eri lastin sisédltavien vesikkelien liikkeista. Olisi mie-
lenkiintoista viela selvittdd, jaako nopeasti liikkuvilla vesikkeleilld kolokalisaatio hitaasti

liikkuvia pienemmaksi. Y& mainittu kuvausviive voisi olla siihen yhtena vaikuttajana.

Kuvaamalla aikasarjana fiksattuja soluja (kasitelty samoin kuin em. aikaviiveen kontrol-
lisolut) voitiin eliminoida vesikkelien liikkeesta johtuvaa kolokalisaatiovirhetulkintaa ja
tarkastella, onko laitteen valoldhteiden kohdistumisessa linjausvirhettd ts. kohdistuvatko
molempien kanavien sateet samaan kohtaan. Fiksattujen solujen kontrollivideoissa oli odo-
tetusti tasaisempi ja korkeampi, 50 — 80 % kolokalisaatioprosentti. Kuvausviiveesta ei ollut
liikkumattomille soluille haittaa, mutta kuvissa nakyi kuitenkin punaisen systemaattista
polarisoitumista vihredn alapuolelle (kuva 15). IImi6 johtui ilmeisesti laitteen pienesta lin-
jausvirheesta. Luultavasti néistd reuna-alueista ei saatu positiivista kolokalisaatiotulosta.
Fiksoidut solut olivat PBS:ssd, joten liikkuva nestepinta saattoi aiheuttaa jonkin verran

vaihtelua emittoidun fluoresenssin maaraéan.

Tutkittaessa klusteroimattoman o2 1-integriinin ja stimuloimattoman EGFR:n kolokalisaa-
tiota havaittiin solun periferiassa rajatulla alueella huomattavasti enemman kolokalisaatiota
kuin solun sisalla. Molempien reseptorien voimakkaimmat fluoresenssien intensiteetit na-
kyvat samalla alueella (kuva 19). Kirjallisuudessa mainitaan, ettd soluissa, joiden integrii-
nit ovat kiinnittyneind ligandeihinsa, EGFR:ien maara solukalvolla on merkittavasti lisdan-
tynyt (Moro ym., 2002). Oletettavasti voimakas kolokalisaatio solun periferiassa on seura-
usta integriinien kerdantymisestd fokaaliadheesioihin ja samalle alueelle paikantuneista
EGFR:istd. Tassé analyysissa seurattiin vain yhden solun ROI-alueen mielenkiintoista il-

miotd, joten vertailua on vield tehtdva lisaa. Stimuloimattomien solujen reseptorien koloka-
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lisaatiot koko solun alueetta laskettiin kuitenkin 30 solun keskiarvona ja tulokset osoittivat
vain vahéistd kolokalisaatiota. Stimuloimattomilla soluilla ndkyi my6s huomattavaa
EGFR:ien leimautumista tumassa (kuva 19). Tdma huomio on yhdenmukainen aikaisempi-
en tutkimusten kanssa, joissa todetaan EGFR:ien kulkeutuvan my6s tumaan (Irwin ym.,
2010, Wang ym., 2010a ja Miaczynska ym., 2004).

Nostettaessa EGF-pitoisuutta kaksinkertaiseksi reseptoreihin sitoutuneiden ja solun sisalla
olevien ligandi-reseptorikompleksien fluoresenssin intensiteetti kasvoi 2 h:n aikapisteessa.
Todennékoisesti EGF-pitoisuuden nostaminen lisési reseptorien internalisaatiota. Kun fluo-
resenssin intensiteetit lasketaan biotinyloidun EGF:n ja streptavidiini-Alexa-488 avulla, ei
voida olla varmoja, osoittaako intensiteetti internalisoituja ligandi-reseptorikomplekseja
vai ainoastaan Alexa varid. Vari séilyy solussa oletettavasti pidempaan kuin EGFR:t. In-
tensiteetin laskemisessa kaytettiin keskiarvoa vain 10 solusta, joten havaintoa oli hyvé ver-
rata myos muihin kokeisiin. Saman ilmioén huomattiin kuitenkin toistuvan kokeessa, jossa
soluja oli stimuloitu joko 1 ng/ml tai 100 ng/ml EGF-pitoisuudella ja kun integriineja ei
Klusteroitu ja EGFR:t oli leimattu jalkikateen. Suuremmalla pitoisuudella EGFR:ien fluo-

resenssin intensiteetti oli korkeampi (kuva 7) kuin pienelld pitoisuudella.

Tarkasteltaessa, kilpaileeko biotynyloitu-EGF a21-integriinin kanssa solukalvolle tarttu-
misessa, analysoitiin reseptoriin sitoutuneen, biotinyloidun EGF:n fluoresenssin intensi-
teettid. Soluille oli lisatty biotinyloitu-EGF ja integriinivasta-ainetta joko eri jarjestyksessa
tai yhté aikaa 1 h:n nalkiinnyttdmisen jalkeen. Solut fiksatttiin suoraan jéiltd. Kuvista nah-
tiin, ettd reseptori-ligandikompleksin intensiteetti oli suurin, kun EGF lisattiin ensimmai-
seksi (kuva 21, B). Taman tutkimuksen kokeissa paadyttiin kayttdmaan ligandien yhtaai-
kaista lisdystd. Menetelméll& pyrittiin estdmé&an mahdollinen lisdysjarjestyksen vaikuttama
vadristymé tutkimustuloksiin. Monista useampia soluja siséltavistd kuvista nahtiin, etta
solu-solu kontakteissa intensiteetti oli voimakasta. Tutkimuksissa on osoitettu, ettd EGFR
ja o2B1-integriini esiintyvat yhdessa solun pinnalla ja EGFR-integriinikompleksi sijoittuu

padasiallisesti solu-solu kontaktipaikkoihin (Yu ym., 2000).

EGF:n solukalvolle tarttumisessa havaittiin eroja myos tilanteissa, joissa soluja stimuloitiin
15 min 100 ng/ml EGF-pitoisuudella ja solujen a2B1-integriinit oli Klusteroitu joko vasta-
aineilla, EV1:114 tai solujen integriinit olivat klusteroimattomia (kuva 8). EGFR:ien intensi-
teetti oli matalin vasta-aine Klusteroinnilla. Klusteroimattomien ja EV1:11a klusteroitujen
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solujen EGFR:ien intensiteetti oli huomattavasti korkeampi. Kokeesta voidaan paéatell,
ettd EGF:n kiinnittymishanakkuus reseptoriinsa on riippuvaista myos integriinien kluste-
roinnin aiheuttajasta. lImeisesti EV1:lla tapahtuva integriinien Klusterointi ei estd EGF:n
sitoutumista reseptoriin, mutta integriinivasta-aine voi estdd EGF:n kiinnittymista. Virus
voi mahdollisesti hyotya siitd, ettd EGFR:n internalisaatio ja signalointi ei esty viruksen
toimittaman integriinien klusteroitumisen seurauksena. Vertailukokeita olisi mielenkiin-

toista toistaa.

Konfokaalimikroskopialla, A549-soluilla, tarkasteltiin klusteroitujen a2pB1-integriinien ja
biotinyloidulla EGF:11a stimuloitujen EGFR:ien kolokalisaatiota internalisaation varhaises-
sa vaiheessa ja SAOSa2/45-soluilla myos 2 h:n aikapisteessd. Kaikissa kokeissa reseptori-

en vélilla nahtiin vain vahan kolokalisaatiota.

Konfokaalimikroskopiakuvat ovat resoluutioltaan tarkempia kuin laajakenttdmikroskopia-
kuvat, joten kolokalisaatioprosentit oli mahdollista havaita selvemmin. Kuitenkin myods
konfokaalimikroskopiakuvista sopivien kynnysarvojen maéarittely oli erittdin haastavaa ja
vaikutti suuresti analysoinnin tuloksiin. Tutkimuksia jatkettiin myohemmin tekemalld ku-
ville dekonvoluutio, jolla voitiin parantaa kuvien tarkkuutta. Laajakenttdmikroskopiassa,
kuvausviiveen aiheuttaman virheen ja linjausvirheen liséksi, vesikkelien tarkempi seuranta
osoitti, ettd kolokalisaatioprosentti vaaristyy ilmeisesti myos eri lastin sisaltdmien vesikke-
lien ollessa aivan vierekkdin. Huonon resoluution vuoksi vesikkelien l&hekké&in olevat ra-

japinnat aiheuttavat ilmeisen véaran kolokalisaatio.

Aktivoituneiden EGFR:ien hajotus on tdrkeé prosessi, koska solun taytyy pystya lopetta-
maan kasvu- ja lisdéntymissignaalit. Tassé tutkimuksessa havaittiin integriinien klusteroi-
misella olevan vaikutusta tdéhén hajotusprosessiin. Tutkimuksen tuloksista voidaan paéatell,
ettd integriinien klusterointi toimii negatiivisena saatelijand EGFR:n hajotukselle. Tulokset
osoittivat myos, ettd EGFR ja a2p1-integriinit kolokalisoituvat osittain solun pinnalla ja
ettd internalisaation jalkeen reseptorit kiertelevat toinen toisensa ymparilla kulkien samoja
reitteja ilman merkittavéa kolokalisaatiota. Vaikka reseptorien vélinen kolokalisaatio osoit-
tautui vahaiseksi sytoplasmisissa rakenteissa, integriinit voivat selvéasti vaikuttaa EGFR:ien
kohtaloon solussa. Vahentynyt EGFR:ien hajoaminen voi lisatd EGFR:in signalointia, aut-
taa solua sailymaan hengisséa pidempéan ja saattaa olla hyodyllistd viruksen lisddntymisen

kannalta.
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