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Endosytoosilla tarkoitetaan aineiden kulkeutumista solun ulkopuolelta sen sisépuolelle solukalvosta kuroutuvien
rakkuloiden viélitykselld. Endosytoosi voi olla epispesifistd tai spesifistd. Spesifisessd endosytoosissa ligandi tarttuu
tiettyyn reseptoriin, joka laukaisee reseptori-ligandikompleksin kulkeutumisen solun sisddn. Pédasialliset endosytoosin
muodot ovat Kklatriinivélitteinen ja kaveolivélitteinen endosytoosi sekd makropinosytoosi. Klatriinivilitteisessa
endosytoosissa klatriiniproteiinilla paillystetty kuopake kuroutuu solun sisdén rakkulaksi. Kaveolivilitteisessa
endosytoosissa rakkulan ympdérille ei muodostu proteiinivaippaa. Ratkaisevaa merkitys on kaveoliini-proteiinilla.
Makropinosytoosissa syntyvit rakkulat ovat huomattavasti suurempia kuin klatriini- tai kaveolireittiin liittyvét
muodostelmat. Solussa on myods muita endosytoottisia reittejd, jotka eivit ole klatriinista tai kaveoliinista riippuvaisia.
Néamai reitit liittyvdt usein tietyn lipidikoostumuksen omaaviin alueisiin, lipidilauttoihin solukalvolla. Monet
taudinaiheuttajat kayttdvit hyvikseen endosytoosia paéstikseen solun sisdén.

Echovirus 1 (EV1) on pikornaviruksiin kuuluva ihmisen taudinaiheuttaja. Se on vaipaton virus, jolla on
perimdnddn yksijuosteinen positiivinen RNA. EV1 tarttuu solukalvon o2fl-integriiniin. Tdmd saa aikaan a2p1-
integriiniin kertymisen yhteen ja viruksen kuroutumisen solun sisdén yhdessé integriinin kanssa. Tunkeutuessaan solun
sisddn EV1 kéyttdd hyvikseen monia makropinosytoosiin liittyvid mekanismeja. Infektion my6hdisemmaissi vaiheessa
viruksen kayttdmélld reitilld on myds yhteyksid kaveoliinia siséltdviin solunsisdisiin rakenteisiin. Viruksen
internalisaatio ei ole kuitenkaan riippuvainen kaveoliinista.

Tamén tutkimuksen tarkoituksena oli karakterisoida EV1:n ja sen reseptorin o2f1-integriinin
endosytoosiin liittyvid reittejd ja havainnoida tdhdn reittiin liittyvien rakkuloiden vuorovaikutusta keskendin.
Tutkimuksessani tarkastelin erilaisten rakkulaliikennettd hiiritsevien myrkkyjen vaikutusta EV1:n ja a2p1-integriinin
kulkeutumiseen solussa. Konfokaalimikroskooppikuvista selvitin erilaisille rakkularakenteille tyypillisten molekyylien
kolokalisaatiota EV1:n ja sen reseptorin kanssa. Pyrin myds tutkimaan o2f1-integriinid kuljettavien rakkuloiden
fuusioitumista. Tamaén toteutin soluista erotetulla sytosolilla, joka sisélsi solunsisdisid rakkuloita.

Tulokseni vahvistivat makropinosytoottisten mekanismien olevan keskeisid EV1-infektion kannalta. Ne
vahvistivat myos kaveoliini-1:td sisdltdvien rakenteiden yhteyden EV1:n endosytoosiin. Liséksi tulokset antavat viitteita
siitd, ettd reitille liittyvisséd rakkuloissa tapahtuu jonkin verran fuusiota ja yhdistymisté infektion jalkeen.
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Endocytosis is a cellular mechanism which carries substances from outside of the cell to the cytoplasm. This transport
occurs through endocytotic vesicles, which are budding inward from the plasma membrane. Endocytosis can be
unspesific or spesific. In specific endocytosis the ligand binds its receptor and the receptor-ligand complex is then
carried to cytoplasm. There are different mechanisms for endocytosis. In clathrin-mediated endocytosis clathrin-coated
pit in the plasma membrane matures to a cytoplasmic vesicle. Another endocytotic route is caveolae-mediated
endocytosis which does not need protein-coat to proceed. An important factor in the route is a protein called caveolin.
In macropinocytosis vesicles are much bigger than in caveolae- or clathrin-mediated endocytosis. There are also other
endocytotic routes in cell which are not dependent on clathrin or caveolin. Lipid rafts of the plasma membrane are
important-for these mechanisms. Many pathogens use endocytotic mechanisms to enter inside the cytoplasm.

Echovirus 1 (EV1) belongs to the family Picornaviridae. It is a nonenveloped virus which has a
positive single-stranded RNA genome. EV1 binds 021 integrin on the plasma membrane. It elicits integrin clustering
and internalization of the virus. During the first minutes of the entry, EV1 uses macropinocytotic mechanisms. Later,
there is a connection to caveolin-containing structures in EV1 internalization.

The aim of this study was to characterize endocytotic routes of EV1 and its receptor a2f1 integrin in
cells and also make observations about interactions between cytoplasmic vesicles related to the infection. I studied the
effects of specific toxins, which affect vesicle trafficing, as well as EV1 and a2f1 integrin localization in cells. With
confocal microscope I analyzed colocalization of different vesicle markers with EV1 or its receptor. I also studied
fusion of 021 integrin carrying vesicles. With separated cytosol, which contained cytoplasmic vesicles, I performed in
vitro studies.

Results of this study confirmed that macropinocytotic mechanisms are important in EV1 infection.
Results also showed that EV1 endocytosis has a connection to the caveolae-mediated route. In addition they indicated
that fusion between vesicles related to EV1 entry route, takes place at least to some extent.
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1. Johdanto

1.1. Endosytoosi

Endosytoosilla tarkoitetaan aineiden kulkeutumista solun sisddn solukalvosta kuroutuvien
rakkuloiden avulla (ks. yleiskatsaus Doherty & McMahon 2009). Mikéli kyseessd on suurempien
kappaleiden, esimerkiksi pienempien solujen tai solun osien siirtyminen sytoplasmaan puhutaan
fagosytoosista eli solusyomisestd. Fagosytoosissa solukalvo ympidrdi sisdén otettavan kappaleen.
Muun muassa monet yksisoluiset alkueldimet ottavat ravintonsa tilld tavoin. Fagosytoosi voi olla
spesifistd tai epdspesifistd. Pinosytoosissa eli solujuomisessa solu ottaa sisddnsd nesteitd ja sithen
liuenneita aineita epéspesifisesti, ts. ilman, ettd tietty substraatti tarttuisi sithen sopivaan reseptoriin.
Useimmiten pinosytoosissa syntyvét rakkulat ovat hyvin pienid, mutta soluissa esiintyy myos ns.
makropinosytoosia, jolloin rakkulat voivat olla jopa 10 um:n suuruisia (ks. yleiskatsaus Mercer &
Helenius 2009). Reseptorivilitteisessa eli spesifisessd endosytoosissa sisddnotettava ligandi tarttuu
reseptoriin, jolloin koko ligandi-reseptori kompleksi kuroutuu solun sisddn (ks. yleiskatsaus
Sieczarski & Whittaker 2002). Tunnetuin spesifisen endosytoosin muoto on klatriinivélitteinen
endosytoosi, joka tapahtuu klatriini-proteiinilla pééllystettyjen rakkuloiden viélityksella.
Reseptorivilitteinen sisddnotto voi tapahtua myos kaveolivilitteisesti, jolloin rakkulat ovat
vaipattomia. Vain vidhin tunnettu mekanismi on myos solukalvon lipidilauttojen vélitykselld
tapahtuva endosytoosi.

Klatriinipééllysteiset vesikkelit, makropinosomit sekd erddt muut rakkulat, joiden
muodostumiseen ei liity klatriinia eikd kaveoliinia sulautuvat sytoplasmassa varhaisiin
endosomeihin (ks. yleiskatsaus Sieczkarski & Whittaker 2002). Varhaisesta endosomista
kuljetettavat aineet siirtyvét esim. Golgin laitteeseen tai mydhdiseen endosomiin. Ns. kierrattavét
endosomit kuroutuvat varhaisesta endosomista ja fuusioituvat solukalvoon. Télld tavoin solukalvon
pinta-ala  pysyy vakaana, jatkuvasta endosytoosista huolimatta. Reseptorivilitteisessi
endosytoosissa reseptori irtoaa ligandistaan my6héisen endosomin happamissa oloissa. My06héisesti
endosomeista kuljetettavat molekyylit voivat siirtyd mm. Golgin laitteseen tai lysosomeihin
hajotettavaksi. Myds Golgin laitteesta voi siirtyd molekyyleji mydhédiseen endosomiin.
Kaveolivilitteiselld reitilld kuljetettavat aineet puolestaan siirtyviat kaveosomeiksi kutsuttuihin
rakkuloihin, jotka puolestaan ovat vuorovaikutuksessa ER:n Golgin laitteen sekd endosomien

kanssa.



1.1.1. Klatriinivilitteinen endosytoosi

Yleisin endosytoosin muoto tapahtuu klatriinilla paillystettyjen kuopakkeiden kautta. Erityisesti
soluissa (esim. maksasoluissa ja sidekudossoluissa), joissa endosytoosi on hyvin runsasta, esiintyy
klatriinivalitteistd rakkulaliikennettd. Klatriinin liséksi reitille liittyy monia muitakin proteiineja,
kuten adaptoriproteiineja sekd GTP:hen tarttuva dynamiini.

Klatriinilla pdéllystetyn rakkulan siirtyessd solun sisdén sen klatriinivaippa hajoaa
suhteellisen varhain (Schlossman ym. 1984). Tamén jdlkeen rakkula sulautuu varhaiseen
endosomiin, jonka matalassa pH:ssa (n. 6,2) sisdédn otettu reseptori irtoaa ligandistaan. Varhaisista
endosomeista kuljetettavat molekyylit siirtyvét joko kierrittaviin rakkuloihin tai jatkavat edelleen
monirakkulaisten rakenteiden kautta myodhidiseen endosomiin (Gruenberg 2001). Kierrattivista
rakkuloista molekyylit, esim. reseptorit, pddtyvét takaisin solukalvolle. Myohiisistd endosomeista
puolestaan rakkuloiden sisédltd kulkeutuu lysosomeihin hajotettavaksi. Kuljetettavien aineiden
kohtalo riippuu osaltaan molekyylin kyvysti sitoutua rakkuloiden lipidikalvoon (Mayor ym. 1993).
Mikali molekyyli kiinnittyy kalvolle, se péétyy kierrittivien endosomien mukana solukalvolle. Jos
molekyyli sitd vastoin on nestefaasissa, se kulkeutuu myohdiseen endosomiin. Kuljetettavien
aineiden kohdistumiseen vaikuttavat myds proteiinien aminohappoketjun lajittelusignaalit
(Tanowitz & von Zastrow 2003) seka rakkulan lipidikalvon koostumus (Mukherjee ym. 1999).

On arveltu, ettd kuljetettavien aineiden siirtyminen rakkulatyypistd toiseen tapahtuisi
rakkuloiden kypsymisen kautta (ks. yleiskatsaus Woodman & Futter 2008). Talloin esimerkiksi
varhainen endosomi kypsyisi ensin monirakkulaiseksi rakenteeksi ja edelleen mydhéiseksi
endosomiksi. Toisaalta siirtyminen rakkulasta toiseen saattaa tapahtua myos siirtdvien rakkuloiden
vilitykselld (Griffiths & Gruenberg 1991). Mahdollisesti solu kdyttdd molempia edelld mainittuja
tapoja (Rink ym. 2005).

1.1.1.1 Reitille osallistuvat molekyylit

Klatriinivélitteiseen  endosytoosiin ~ sddtelyyn  osallistuu monia molekyylejd.  Reitille
tunnusomaisimman piirteen muodostaa kuopakkeita reunustava ja rakkuloita ympérdivé klatriinista
rakentunut proteiinivaippa (ks. kuva 1.1.). Klatriinimolekyyli muodostuu kolmesta taipuneesta
haarasta. Kukin haara koostuu kevyestd ja raskaasta ketjusta (Greene ym. 2000). Klatriini on
vuorovaikutuksessa  lukuisten molekyylien kanssa. Klatriinivaippa koostuu  klatriinin

muodostamista viisikulmioista ja kuusikulmioista (Heuser 1980). Vesikkelin ympdrilld olevassa



umpinaisessa vaipassa on aina vahintddn 12 viisikulmiota ja vaihteleva miird kuusikulmioita.
Kaarevien klatriinilla paillystettyjen kuopakkeiden liséksi, solukalvolla on havaittu esiintyvin
litteitd klatriinilevyjd. Ne koostuvat ldhinnd kuusikulmioista. On mahdollista, ettd levyt toimivat
klatriinin varastoina nopeaa vaipan muodostumista varten. Oletettavasti viisikulmiot vaikuttavat
klatriinirakenteen kaarevuuteen ja kuusikulmiot puolestaan kokoon. Klatriinivaipan tehtivd on
ilmeisesti pitdd reitille osallistuvat molekyylit vakaina ja siten stabilisoida rakkulaa (ks. yleiskatsaus

Mousavi ym. 2004).
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Kuva 1.1. Solukalvon reseptoreihin tarttuvat ligandit saavat aikaan klatriinipdéllysteisen rakkulan kuroutumisen
solun sisddn. Klatriinivaipan muodostumiseen vaikuttaa muun muassa 4:std alayksikostd muodostunut AP2-
kompleksi. Sytoplasmassa klatriinivaippa hajoaa ja sen rakenneproteiinit kuljetetaan solukalvolle.
Klatriinirakkulat voivat fuusioitua varhaisten endosomien kanssa (muokattu yleiskatsauksesta Grant & Sato
2000).

AP2 on suuri klatriinivélitteiseen kuljetukseen osallistuva proteiinikompleksi, joka koostuu neljasta
osasta: a-, B2-, u2- ja d2-alayksikostd. Alayksikko o kykenee tarttumaan AP-180:een, amfifysiiniin
ja endosyyttisiin proteiineihin, jotka sisdltdvit DPF- tai DPW-motiivin (Owen ym. 2000). Se
osallistuu myds AP2:n kuljetukseen solukalvolle. Alayksikkd B2 on vuorovaikutuksessa klatriinin
kanssa (Rapoport ym. 1998). Se osallistuu my0s endosytoosin kautta kulkevien molekyylien

valintaan. Alayksikkd pu2:n merkitys on pddasiassa kuljetettavien proteiinien tunnistus ja lajittelu



(Rohde ym. 2002). Se kykenee tarttumaan fosfoinositideihin. Se osallistuu myos AP2-kompleksin
kokoamiseen, silld se vuorovaikuttaa [2-alayksikon kanssa. Pienikokoinen 92-alayksikko
puolestaan séételee a-alayksikkod (Page & Robinson 1995). Sen mahdollisia muita tehtivid ei
tunneta. AP2-kompleksi toimii ilmeisesti jonkinlaisena siltana solukalvon ja klatriinivaipan valilla.
Erddt tutkimukset tukevat ndkokantaa, jonka mukaan tietyt reseptorit aiheuttaisivat AP2:n
kertymisen méérétyille solukalvon alueelle (ks. yleiskatsaus Mousavi ym. 2004). Tdmé puolestaan
saisi aikaan klatriinivaipan rakentumisen. Toisaalta monet tulokset viittaavat siihen, ettei
reseptoreita valttdmétta tarvita AP-2:n siirtymiseksi paikalle.

AP180/CALM (clathrin assembly lymphoid myeloid leukaemia) on monomeerinen
proteiini. Se sisdltdd tarttumiskohdat klatriinille sekd AP2:lle (Tebar ym. 1999). AP180/CALM voi
my0s tarttua PI(4,5)P2:sta (fosfatidyyli-inositoli-4,5-difosfaatti) siséltidviin kalvoihin (Ford ym.
2001). Proteiini osallistuu klatriinivaipan rakentumiseen. Se vilittdd klatriinimolekyylien kertymisté
solukalvolle (Chen ym. 1998). AP180/CALM on, samoin kuin AP-2, paillystettyjen kuopakkeiden
rakenteellinen komponentti ja ndin ollen se on vélttiméton koko rakkulan muodostuksen ajan.

Epsiini puolestaan osallistuu PI(4,5)P2:n (Itoh ym. 2001), AP-2:n (Owen ym. 1999),
klatriinin (Drake ym. 2000) sekd Eps15-proteiinin (Chen ym. 1998) séitelyyn. Se siséltdd myds ns.
UIM-motiiveja (ubiquitin-interacting motifs), joiden avulla epsiini voi olla vuorovaikutuksessa
ubikitiinin kanssa. Kuten AP180/CALM, epsiini osallistuu klatriinivaipan rakentamiseen. Toisin
kuin AP180/CALM, se ei ole péillystettyjen kuopakkeiden rakenteellinen osa vaan vaikuttaa
ldhinnd rakkulan irtautuessa solukalvosta (Ford ym. 2002). Epsiini on tirked AP2:n toiminnalle.
Tutkimusten perusteella se tarttuu ensin solukalvon PI(4,5)P2-molekyyleihin, jonka jilkeen AP-2 ja
monet muut endosyyttiset proteiinit tarttuvat sithen. Epsiinin on havaittu lisddvdn liposomien
muuttumista putkimaisiksi rakenteiksi. Se pystyy siis vaikuttamaan solukalvon kaarevuuteen.

Epsl15 kykenee tarttumaan EH-motiiviensa vaikutuksesta epsiiniin, AP180/CALM:iin,
AP-2:een, Numb:iin ja Escl:een (Cupers ym. 1997). Se voi muodostaa homo- tai hetero-
oligomeerejd EpslS-reseptorin ja Escl:n kanssa. Epsl5 sisdltdd myos UIM-motiiveja. AP2 ja
epsiini voivat tarttua toisiinsa joko Eps15:n vilitykselld tai ilman sitd (ks. yleiskatsaus Takei &
Haucke 2001).

Dab2 (Disabled protein 2) on molekyyli, joka kykenee tarttumaan PI(4,5)P2:een, AP-
2:een ja klatriiniin. Se tarttuu myds proteiineihin, joissa on tyrosiinifosforyloimaton FXNPXY-
motiivi, kuten esimerkiksi LDL-reseptoriin, apolipoproteiini E reseptori 2:een ja megaliiniin
(Mishra ym. 2002, Morris & Cooper 2001). Dab2 osallistuu erilaisten internalisoitujen reseptorien

lajitteluun (Morris ym. 2002a). Koska Dab2 voi tarttua my0s myosiini VI:een, on todennékdisté,
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ettd aktiinilla on jonkinlainen osa klatriinivélitteisessd endosytoosissa (Morris ym. 2002b). Sen
arvellaan osallistuvan kuopakkeiden syvenemiseen jollain tapaa.

Muita paillystettyjen kuopakkeiden ns. aksessoriproteiingja ovat muun muassa HIP1
(huntingtin-interacting protein 1), hStn2 (human stonin 2), intersektiini/Ese sekd Numb (Metzler
ym. 2001, Martina ym. 2001, Sengar ym. 1999, Santolini 1999). Myohemmin klatriinireitilla
vaikuttavia proteiineja ovat esimerkiksi dynamiini, amfifysiini ja endofiliini. Dynamiini on suuri
GTPaasi-aktiivinen proteiini. Dynamiineja on kolmea eri tyyppid (ks. yleiskatsaus Mousavi ym.
2004). Dynamiini I ilmenee péddosin aivoissa, dynamiini II kaikissa kudoksissa ja dynamiini III
enimmaikseen kiveksissd. Dynamiini voi tarttua PI(4,5)P2:een sekéd proteiineihin, joissa on SH3-
domeeni, esimerkiksi amfifysiiniin, endofiliiniin sekd proteiineihin, jotka kiinnittyvét aktiiniin
(Schmid ym. 1998). Dynamiini kykenee myos muodostamaan homo-oligomeerejd. Dynamiini-
molekyylit voivat muodostaa rengasmaisia rakenteita (Muhlberg ym. 1997). Tillainen rengas
muodostuu  solukalvosta irtikuroutuvan vesikkelin kaulaan. Dynamiiniin tarttuneen GTP:n
hydrolyysi saa aikaan konformaation muutoksen molekyylissd, joka aiheuttaa renkaan kiristymisen
(Takei ym. 1995). Tdmid mekaaninen toiminta saa puolestaan aikaan vesikkelin ja solukalvon
vélisen kaulan kapenemisen ja lopulta katkeamisen kokonaan.

Amfifysiineji on kahden tyyppisid (ks. yleiskatsaus Wigge & McMahon 1998).
Amfifysiini-1 esiintyy paddasiassa aivoissa. Useista vaihtoehtoisista silmukoitumistavoista johtuen
amfifysiini-2 esiintyy erilaisina muunnelmina. Jotkut niistd esiintyvét kaikissa kudostyypeissé. Eri
tyyppiset amfifysiinit voivat muodostaa keskenddn heterodimeerejd. Amfifysiini kykenee
tarttumaan klatriiniin, AP2:een ja endofiliiniin (Zhang & Zelhof 2002). Se osallistuu myds
dynamiinin ja synaptojaniinin vilisen vuorovaikutuksen vilittimiseen. Amfifysiini toimii myds
dynamiinin ja klatriinin vélisen vuorovaikutuksen vilittdjani (Takei ym. 1999).

Endofiliini on proteiini, jolla on asyylitransferaasiaktiivisuus (Ringstad ym. 1999). Se
voi olla vuorovaikutuksessa sekd dynamiinin, ettd amfifysiinin kanssa. Endofiliinejd on kolmea eri
tyyppid, joilla on kullakin oma kudosspesifisyytensd. Koska endofiliini on asyylitransferaasi, se voi
muuntaa lysofosfatidihapon (LPA) rasva-asetyylikoentsyymi A:n avulla fosfatidihapoksi (PA).
Tédmin vaikutuksesta endofiliini saa aikaan negatiivisen kaareutumisen irtikuroutuvan rakkulan
kaulassa (Schmidt ym. 1999). On arvioitu, ettd LPA:n muuttaminen PA:ksi saisi yksinkin aikaan
rakkulan irtoamisen solukalvosta.

My0s kolesterolilla on vaikutusta klatriinivélitteiseen endosytoosiin. Se vaikuttaa
kuopakkeiden syntyyn. Soluissa, joissa kolesterolia on vain vidhén, littedt kaareutumattomat
klatriinipaillysteiset alueet lisddntyvat (Subtil ym. 1999). Kolesteroli tasapainottaa solukalvoa ja

vaikuttaa proteiinien kykyyn saada aikaan kaareutumista solukalvolla (Nossal 2001).
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1.1.1.2. Klatriinireitin merkitys

Suurin osa endosytoosin avulla sisddn otettavista molekyyleistd kuljetetaan klatriinireitin kautta.
Talla tavoin soluun pédseviét esimerkiksi kolesterolia kuljettava lipoproteiini LDL (low density
lipoprotein), rautaa kuljettava transferriini, sokeriaineenvaihduntaa séételevd hormoni insuliini seké
monet glykoproteiinit.

Monet virukset pdédsevit solun sisddn klatriinireitin kautta. Esim. adenovirukset 2 ja 5
tarttuvat hengityselimiston epiteelisolujen pinnalla oleviin CAR-molekyyleihin (coxsackienvirus B
and adenovirus receptor) (Roelvink ym. 1998). Tarttuminen aktivoi integriini-koreseptorit ja
laukaisee endosytoosin (Ramaswamy & Hemler 1990), jolloin virukset internalisoituvat
klatriinivilitteisesti. Lisdksi adenovirus indusoi myds makropinosytoosin kdynnistymisen, vaikka se
ei sininsé kuljetakaan virusta sisddn (Meier ym. 2002).

Klatriinivélitteistd endosytoosia kayttdvdat lisdksi hyvikseen muun muassa
influenssavirus (Matlin ym. 1981), tyypin I parechovirus (Joki-Korpela ym. 2001), vesikulaarinen
stomatiittivirus (Matlin ym. 1982), ihmisen rhinovirus (Bayer ym. 2001), Epstein-Barr virus
kohdistuessaan B-lymfosyytteihin (Miller & Hutt-Fletcher 1992) sekd sytomegalovirus
kohdistuessaan epiteelisoluihin (Bodaghi ym. 1999).

1.1.2. Kaveolivilitteinen endosytoosi

Kaveolivilitteinen endosytoosi on erds mikropinosytoosin muoto. Siind kaveoleiksi kutsutut solun
ulkokalvolle muodostuneet taskut kuroutuvat solun siséén rakkuloiksi, jotka sulautuvat solulimassa
oleviin kaveosomeihin. (ks. kuva 1.2.). Kaveolit ovat erikoistuneita mikrodomeeneja solukalvolla.
Niitd on runsaasti esimerkiksi hiussuonten sisdseinin endoteelisoluissa. Toisaalta erddt lymfosyytit
ja neuroblastoomasolut eivit muodosta kaveoleita lainkaan solukalvolleen. Kaveolit ovat staattisia
rakenteita solujen pinnalla, eikd kaveolivilitteinen endosytoosi nidin ollen ole jatkuvaa, vaan se
aktivoituu tarpeen vaatiessa, tietynlaisen signaalin vaikutuksesta (ks. yleiskatsaus Parton 1996).
Kaveoleissa voi olla kasvutekiji- tai adheesioreseptoreita (Couet ym. 1997; Wei ym. 1999). Reitti
voi aktivoitua esimerkiksi fosfataaseja inhiboivan okadaiinihapon vaikutuksesta (Parton ym. 1994).
Endoteelisoluissa albumiiniin tarttuvan gp60-proteiinin ja kaveoleissa yleisen proteiinin kaveoliini-
1:n vuorovaikutus laukaisee kaveolin kuroutumisen solun sisddn (Minshall ym. 2000). Kaveoliinit

ovat solukalvon proteiineja, joilla on merkittdvd osa kaveolien sisddnkuroutumisessa. Niitd on

12



runsaasti kaveoleissa ja kaveosomeissa mutta myds muualla solussa. Dynamiini-2, joka osallistuu
myo0s klatriinivélitteiseen endosytoosiin, on valttdiméton kaveolivilitteisessd endosytoosissa (Oh
ym. 1998).

Kaveolien on havaittu osallistuvan kolesterolin ja pienten molekyylien kuljetukseen
(Fielding & Fielding 1995). Kaveolit osallistuvat my0s signalointiin vélittdmalld tiettyja
molekyylejd solun sisdén (Kurzchalia & Parton 1999). Potosytoosi on ilmid, jossa kaveoli ei
kokonaan kuroudu sytoplasmaan, vaan on yhteydessd koko ajan solun ulkokalvoon. Potosytoosin
avulla solu kykenee mm. kuljettamaan nukleotidien ja aminohappojen aineenvaihduntaan
osallistuvaa koentsyymid, folaattia, sytoplasmaan (Anderson 1993). My0s erédét taudinaiheuttajat
hyddyntéavit kaveolivilitteista reittid kuten simian virus 40 (SV40), hiiren polyoomavirus, filovirus
sekd erdit bakteerit (Pelkmans & Helenius 2002; Richterovd ym. 2001; Empig & Goldsmith 2002;
Shin ym. 2000 ).

kaveoli
Ced(sva0
B

= kaveoliini kierrattava
kaveolaarinen
rakkula
dynamiini
prateiinikinaasi C
\ Sre kinaasi

endosommhm
liittywa
kaveolaarinen
rakkula

\ |: -
[ b =S
= / "
=
m kaveoclini cligomeeri

Kuva 1.2. Esimerkiksi SV40 ja koleratoksiini pddsevit solun sisddn kaveolivilitteisesti. Kaveolin kuroutuminen
solunsisdiseksi rakkulaksi on riippuvainen mm. dynamiinista, proteiinikinaasi C:std sekd Src-kinaasista. Rakkulat
voivat yhdistyd kaveosomeihin tai kulkeutua endosomeihin. Kaveosomit ja endosomit ovat vuorovaikutuksessa
keskenddn. Molemmista voi kurotua rakkuloita edelleen esimerkiksi Golgin laitteeseen (muokattu yleiskatsauksesta
Parton & Simons 2007).
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Kaveosomit ovat solulimassa olevia kalvorakkuloita, jotka liittyvit kaveolireittiin. Ne
sisdltdvat tunnusomaisesti kaveoliini-1 -proteiinia (Pelkmans ym. 2001). Kaveosomit kuljettavat
sisdén ottamiaan tuotteita eri kohteisiin. Esimerkiksi kaveolivélitteisen endosytoosin kautta kulkeva
koleratoksiini (CTX) kulkeutuu Golgin laitteeseen, kun taas solujen migraatioon vaikuttava
kasvutekiji AMF (autocrine motility factor) kuljetetaan kaveosomien ER:ddn (Le & Nabi 2003).
Jotkut kaveosomeista niyttdvit olevan paikallaan pysyvid, stationaarisia, mutta suurin osa niistd on
dynaamisia rakenteita. Kaveosomeille ovat tyypillisid lyhyet (3-6 um) ja keskinkertaiset (9-14 um),
sattumanvaraiset liikkkeet sekd hallitusti, tiettyyn suuntaan kulkevat pidemmat (2038 pm) liikkeet
(Pietidinen ym. 2004).

Kaveoleitten syntyminen on yhteydessd solukalvon alueisiin, ns. lipidilauttoihin,
joiden rasva-aineiden koostumus poikkeaa ympardivéstd solukalvosta. Tyypillisesti lipidilautoissa
on runsaasti sfingomyeliinejé, glykosfingolipidejd, fosfolipidejd, joiden asyyliketjut ovat pitkid ja
tyydyttymittomid, kolesterolia, GPI:hin (glykosyylifosfatidyyli-inositoli) liittyneitd proteiineja seké
jonkin verran kalvon ldpdisevid proteiineja (ks. yleiskatsaus Simons & Ikonen 1997). Tillaiset
lipidilautat eivit liukene ionittomilla detergenteilld (esim. Triton X-100). Termeja DRM (detergent-
resistant membrane) ja DIG (detergent-insoluble glycolipid-rich membrane) kéytetdin usein
kuvaamaan lipidilauttoja. Erityisesti kolesterolilla on lipidilautoissa tirked osa. Mikili kolesterolin
madrdd vihennetidn solukalvolla kemiallisella késittelylld, kaveolivilitteinen endosytoosi héiriintyy

ja monien molekyylien sisdénotto estyy (Edidin 2001).

1.1.2.1. Kaveoliini

Kaveoleille ja kaveosomeille on ominaista kaveoliini-proteiinin ldsndolo. Kaveoliini on
kalvoproteiini, jonka molemmat pdit ovat sytoplasmassa. Viliin jad 33 aminohapon mittainen
solukalvon sisdlld oleva hydrofobinen osa, joka on vilttdméton kaveolivilitteiselle endosytoosille
(Monier ym. 1995). Kaveoliinin karboksyylipdd on usein palmityloitu (Dietzen ym. 1995).
Kaveoliinin kaltaiset proteiinit muodostavat geeniperheen. Niiden rakenne on
samankaltainen, mutta ominaisuudet ja ilmeneminen eri kudoksissa poikkeavat toisistaan.
Térkeimmat geeniperheen jésenet ovat kaveoliinit 1, 2 ja 3. Kaveoliini-1:n translaation aloituskohta
vaihtelee siten, ettd sitd esiintyy kahtena erilaisena muotona, a- ja PB-kaveoliinina (Scherer ym.
1995). Kaveoliinit vaikuttavat trimeerisiin G-proteiineihin eri tavoin. Kaveoliineista tutkituin,
kaveoliini-1 eli VIP21 (vesicular integral membrane protein) esimerkiksi estdd G-proteiinin a-

alayksikon GTPaasi-aktiivisuuden (Li ym. 1995), kun taas kaveoliini-2 stimuloi sen GTPaasi-
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aktiivisuutta (Scherer ym. 1996). Lihassoluissa spesifisesti ilmenevd kaveoliini-3 kykenee
konsentraatiosta riippuen joko estdmédn tai aktivoimaan GTPaasi-aktiivisuutta (Tang ym. 1996).
Koska kaveoliinit siis voivat toimia joko ns. GAP- (GTPase activating protein) tai GDI- (GDP-
dissociation inhibitor) proteiineina, kaveosomit, joissa kaveoliinia on runsaasti, voivat muodostaa
ainakin G-proteiineihin liittyville reseptoreille reaktiokeskuksia (Chun ym. 1994). Muun muassa
endoteliinireseptoreiden, jotka liittyvdt G-proteiineihin tiedetddn sijoittuvan kaveoleihin (ks.
yleiskatsaus Parton 1996).

My0s monet kalsium-signalointiin osallistuvat proteiinit ilmenevét kaveoleissa
(Fujimoto 1993). Rasvasoluilla suoritetut tutkimukset taas osoittavat kaveolien osallistuvan
insuliinisignalointiin. Insuliinik&sittely aiheuttaa rasvasoluissa kaveoliini-1:n tyrosiinifosforylaation
(Mastick ym. 1995). Insuliinin tiedetddn fosforyloivan lipidiin tarttuneita fosfo-oligosakkarideja
(Parpal ym. 1995). Eroteltaessa solukalvon komponentteja liukoisuuden perusteella, kyseisid fosfo-
oligosakkarideja on havaittu detergenttiin liukenemattomassa matalan tiheyden fraktiossa, joissa
esiintyy my0s kaveolaarisia proteiineja. Tdma viittaa epédsuorasti oligosakkaridien sijaitsevan
kaveoleissa. Samanlaisia todisteita on my0s keramidista riippuvaiseen reittiin liittyvien molekyylien
sijoittumisesta (Liu & Anderson 1995). Tdmén kaltaiset tulokset eivdt aukottomasti todista
kaveolien osuutta signalointireittiin. Saattaa olla, ettd tutkittavan lipidin tai proteiinin ominaisuudet
ovat sellaisia, ettd ne sijoittuvat kaveoleissa esiintyvien proteiinien fraktioon.

Kaveoliini kykenee tarttumaan kolesteroliin (Murata ym. 1995). Tdmi vuorovaikutus
sddtelee osaltaan endosytoosia. Kokeet osoittavat, ettd solukalvon kolesteroliaineenvaihdunnan
hiiritseminen vdhentdd kaveoleitten kuroutumista sytoplasmaan (Pelkmans ym. 2001). Myds
kaveoliinin kyvylld vuorovaikuttaa lipidien kanssa on merkitystd kaveolaarisen endosytoosin
toiminnalle. Lisdksi ainakin kaveoliini-1 kykenee muodostamaan oligomeerejé, jotka edesauttavat
kaveoleitten synnyssd (Monier ym. 1995). Kaveoleissa tapahtuvan internalisaation toiminnalle
tairkedd on kaveoliini-1:n tyrosiinitdhteen fosforylaatio (Le & Nabi 2003). Kemikaalit, jotka
inhiboivat fosforylaatiota yleisesti, kuten staurosporiini, tai erityisesti tyrosiinin fosforylaatiota,
kuten genisteiini, estdvit kaveolivilitteisen endosytoosin. Vastaavasti taas fosfataasi-inhibiittori,
kuten okadaiinihappo, stimuloi kaveolien kuroutumista sytoplasmaan (Parton ym. 1994).

Hiiritutkimuksissa, joissa eldimiltd on estetty kaveoliini-1:n ilmeneminen, on havaittu
keuhkojen vajaatoimintaa, verisuonten epdnormaalia laajentumista tai supistumista seka
ruokavaliolla aiheutetun ylipainon estymistd (Drab ym. 2001, Razani ym. 2001, Razani ym. 2002).
Kaveoliini-2— mutanteilla ei téllaisia oireita havaittu. Kaveoliini-2 esiintyykin usein kaveoliini-1:n

yhteydessd, jolloin kaveoliini-1 kenties kompensoi sen toimintaa (Scherer ym. 1997).
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Vaikka kaveoliinia onkin aikaisemmin pidetty kaveolaarisen endosytoosin
valttdiméttomana tekijind, uudemmat tutkimustulokset asettavat tdimin nikemyksen kyseenalaiseksi.
Kaveoliini ndhddidn pikemminkin kaveolivilitteistd endosytoosia estdvind tekijdnd. Esimerkiksi
kokeissa, joissa kaveoliini-1:n ilmeneminen on estetty, kaveosomien kautta internalisoituvien
SV40:n ja CTxB:n on havaittu tdstd huolimatta padsevin solun sisddn (ks. yleiskatsaus Parton &
Richards 2003). Toisaalta kaveoliini-1:n yliekspression on todettu hidastavan albumiinin
sisddnottoa, joka myds kulkee sytoplasmaan kaveolivilitteisesti (Le ym. 2002). Kaveoliini ei siis
niinkdén ole valttdméton kaveolivélitteiselle endosytoosille, vaan se sitd vastoin lisdd solukalvon
vakautta. Jotta kaveoliinin vakauttava vaikutus estyisi, se on fosforyloitava (Tiruppathi ym. 1997) ja
kaveolaariseen endosytoosiin osallistuva dynamiini on aktivoitava sekd tuotava tapahtuma-alueelle
(Pelkmans ym. 2002).

Sen lisdksi, ettd kaveoliinia on solukalvon kaveoleissa, sitd on havaittu myos Golgin
laitteessa (Luetterforst ym. 1999) ja varhaisissa endosomeissa (Wilson ym. 2000). Erityisesti
kaveoliini-1 nayttdd 16ytyvin myos kierrdttdvistd endosomeista (Gagescu ym. 2000). Kaveoliinin
ilmeneminen organelleissa, jotka eivit suoranaisesti liity kaveolivilitteiseen endosytoosiin, viittaa

reittien valiseen vuorovaikutukseen.

1.1.2.2. Muut kaveolivilitteiseen endosytoosiin osallistuvat molekyylit

Kaveoliinin lisdksi monet muutkin biomolekyylit ovat vélttimattomid kaveolivilitteisen
endosytoosin séddtelyssd. Dynamiini II:lla on tirked osa sekd klatriini-, ettd kaveolivilitteisessa
endosytoosissa. Dynamiini II:n dominantin negatiivisen mutaation, K44A:n tiedetddn estivin
internalisaation molempia reittejd pitkin (ks. yleiskatsaus Parton & Richards 2003).

Src-kinaasi vaikuttaa dynamiini II:n aktivointiin. [lman sen vélittiméié fosforylaatiota
kaveoleista ei kuroudu rakkuloita sytoplasmaan (Ahn ym. 2002). Toinen kinaasi, proteiinikinaasi
Ca (PKCa), sddtelee kaveosomaaliseen endosytoosiin sekéd potosytoosiin osallistuvien molekyylien
fosforylaatiota. PKCa-molekyylit kertyviat kaveolin alueelle, tarttumalla sen sytoplasmiselle
puolella. Histamiinin tiedetddn aiheuttavan kinaasin irtoamisen solukalvosta (Smart ym. 1995).
PKCa:a inhiboivat kemikaalit kuten safingoli, genisteiini ja okadaiinthappo estdvit
kaveolivilitteisen endosytoosin (Pietidinen ym. 2004).

Pietidisen ym. (2004) tutkimuksesta selvidd kolesterolin tarpeellisuus echovirus 1:n
(EV1) endosytoosille. Muun muassa kolesterolia solukalvolta poistava nystatiini sekd sen synteesia

hédiritsevd progesteroni yhdessd estdvit osittain EV1:n kaveolivilitteisen sisddnmenon soluun.
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Lisdksi metyyli-B-syklodekstriini (MBCD), joka myds poistaa kolesterolin solukalvolla, havittda
kaveolit solukalvolta ja estdd tdydellisesti viruksen internalisaation.

My0s aktiini osallistuu kaveolivélitteiseen endosytoosiin. Esimerkiksi SV40:n
sisddnmeno soluun estyy, kun solua késitellddan mm. aktiinin polymerisaatiota estdvalla
sytokalasiini D:11d (Pelkmans ym. 2002). Toisaalta aktiinitukirankaa hairitsevilld aineilla ei ndyta

olevan vaikutusta EV1:n internalisaation CV-1 -soluissa (Pietidinen ym. 2004).

1.1.2.3. Kaveolivilitteisen reitin merkitys

Kaveolivilitteisen endosytoosin avulla solun sisddn kulkeutuu monia pienikokoisia molekyyleja,
kuten kolesterolia (Fielding & Fielding 1995). Reitilld on myds merkitystd signaloinnissa (ks. esim.
Mastick ym. 1995). Kaveoleitten vilitykselld sytoplasmaan pddsee mm. kasvutekijoitd. Lisdksi eréét
taudinaiheuttajat padsevéat tunkeutumaan soluun kaveolaarisen endosytoosin avulla (Parton 1996).
Vibrio cholerae on bakteeri, jonka taudinaiheuttamiskyky perustuu sen erittdimédin
koleratoksiiniin (CTX). Koleratoksiini on heksameeri, jossa viisi B-alayksikkéd ympéroi A-
alayksikkod (Merritt & Hol 1995). A-alayksikko on aktiivinen ja aiheuttaa siis tunnusomaiset oireet,
kun taas B-alayksikkd (CTxB) kiinnittyy solukalvon lipidilautoissa olevaan glykosfingolipidin
reseptoriin, GM1-gangliosidiin. CTxB voi siirtyd soluun kahta reittid. Klatriinista riippuvaisella
reitilld myrkky siirtyy varhaiseen endosomiin, eikd aiheuta lainkaan oireita (Torgersen ym. 2001).
Sitd vastoin klatriinista riippumattomalla, mahdollisesti kaveoliinista riippuvaisella reitilld, CTxB
kulkeutuu ensin Golgin laitteeseen ja sieltd COP-I —proteiinin vélitykselld ER:44n (Girod ym.
1999). Sielld A-alayksikké vapautuu sytosoliin ja aiheuttaa cAMP-vilitteisen Cl-ionin
vapautumisen soluista, josta koleran oireet johtuvat (Sharp ym. 1971). Mikéli koleratoksiinista
luodaan keinotekoisesti kimeerinen proteiini, jossa B-alayksikot on vaihdettu rakenteisiin, jotka
eivdt tartu lipidilautoissa oleviin reseptoreihin, CTX ei aiheuta lainkaan oireita (Wolf ym. 1998).
SV40 kuuluu papovaviruksiin. Se kiinnittyy solukalvolla olevaan MHC I:een (Major
Histocompatibility Complex I) (Stang ym. 1997) ja péddsee solun sisélle kaveolivilitteisesti
(Pelkmans ym. 2001). Viruksen sisdédntuloreitti on samankaltainen kuin CTxB:114, mutta toisin kuin
CTxB, sen ei tiedetd siirtyvdn Golgin laitteeseen. Kurouduttuaan solun sisdén, SV40 siirtyy
sER:4dn, josta se vapautuu solulimaan (Kartenbeck ym. 1989). Tumaan padstydin virus replikoituu.
Sekd CTxB, ettdi SV40 vapautuvat ER:std solulimaan, mikd todenndkdisesti aktivoi niiden

toiminnan.
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TGFB (Transforming Growth Factor B) on kasvutekijd, jonka vaikutusten sditely
liittyy kaveolivilitteiseen endosytoosiin. TGFB-reseptoreita on solukalvolla kahdenlaisia: tyypin I
reseptori (TPRI) aktivoi fosforyloimalla tyypin II reseptorin (TPRII) (Wrana ym. 1994). Tama
puolestaan aktivoi edelleen fosforyloimalla R-Smad 2:n ja 3:n. Smadeihin kiinnittyvd SARA (Smad
anchor for receptor activation) edesauttaa aktivointia. Fosforyloidut R-smadit kiinnittyvét
Smad4:4in ja siirtyvét tumaan sddtelemdin transkriptiota (Miyazono ym. 2000). Di Guglielmon ym.
(2003) tutkimuksessa todetaan, etti TGFf ja sen reseptori internalisoituvat soluun kahta reittia:
klatriinivélitteisesti ja kaveolivilitteisesti. Signalointi tapahtuu klatriinireitin vélitykselld. Smadeja
ankkuroiva proteiini SARA kykenee tarttumaan myos solukalvon TGFp-reseptoreihin ja varhaisiin
endosomeihin, jotka ovat klatriinireitille tyypillisid. Klatriinireitiltd reseptorit voivat palautua
takaisin solukalvolle, kun taas kaveolireitin kautta TGFB-reseptorit pdétyvét hajotettaviksi. Télloin
Smad?7 tarttuu tyypin I TGFB-reseptoriin (Nakao ym.1997) ja tuo paikalle E3-ligaasit, Smurfl:n ja
2:n (Kavsak ym. 2000). Tami saa aikaan reseptorin ubikitinaation, joka johtaa hajotukseen.
Edelleen Di Guglielmon ym. (2003) tutkimuksessa kdy ilmi reseptorien liikkuvuus solukalvolla.
Mikili kaveolivilitteisen reitin toiminta estetdén hdiritsemdlld kolesteroliaineenvaihduntaa, TGFf-
reseptorit siirtyvit lipidilautoista pois ja internalisoituvat klatriinivilitteisesti. Toisaalta
klatriinireitille vélttimattoman Epsl5:n dominantti negatiivinen mutaatio siirtdd reseptorit
kaveolivélitteiselle reitille. TGFB:n vaikutus solussa on siis reseptorin internalisaatioreitistad
riippuvainen: kaveolivilitteinen reitti johtaa reseptorin hajotukseen ja niin ollen véhentda
kasvutekijan vaikutusta, kun taas klatriinivélitteinen reitti johtaa varsinaiselle signaalireitille.

Monissa muissakin tapauksissa eri sisdéntuloreitit saavat aikaan toisistaan poikkeavan
vasteen  solussa.  Esimerkiksi  valkosolujen  liikkumista ja  kehitystd  sddtelevien
kemokiinireseptoreiden, CCR5:n ja CXCR4:n sisddnotto klatriini- ja kaveolivélitteisesti johtaa
erilaiseen vaikutukseen (Venkatesan ym. 2003). CXCR4:n internalisaatio tapahtuu klatriinilla
paillystettyjen kuoppien kautta. Talloin kemokiinin aiheuttama vaste on suhteellisen nopea. Sitd
vastoin CCRS internalisoituu kaveoleitten vélitykselld, jolloin vaikutus on hidas. Kemokiinin
vaikutuspotentiaalia voidaan siis sdddelld internalisaation avulla.

Kaveoliviliteisen reitin tunnusomaisiin rakenteisiin, kaveosomeihin, voidaan kuljettaa
valikoivasti tiettyji molekyylejd. Esimerkiksi glypikaani 1, joka osallistuu solun kasvun ja
kehityksen sditelyyn, on solukalvolla oleva GPI:hin kiinnittynyt proteoglykaani. Glypikaani paédsee
solun sisddn kaveolivilitteisesti (Cheng ym. 2002). Kaveolireitilld se altistuu heparanaasille ja S-
nitrosylaatiolle. Muokkaukseen vaadittavat valikoidut entsyymit kuljetetaan spesifisesti

kaveosomeihin.
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1.1.3. Makropinosytoosi

Solu kykenee ottamaan nesteitd sisddnsd ympérdivastd tilastaan. Télloin puhutaan pinosytoosista.
Mikropinosytoosissa solun sisddn kuroutuvat rakkulat ovat suhteellisen pienid ja ne voivat olla
klatriinipddllysteisid tai padllystimittomid, kuten kaveosomit (Swanson & Watts 1995).
Makropinosytoosissa sitd vastoin rakkulat eli niin kutsutut makropinosomit ovat huomattavasti
laajempia kuin esimerkiksi kaveolivélitteisen reitin rakenteet. Makropinosomit voivat siirtdd
solulimaan suuriakin méérid nesteitd ja sithen liuenneita aineita. Makropinosomit ovat kooltaan
muita rakkuloita vaihtelevampia ja niiden ldpimitta on 0,5 um:sté aina 10 um:iin saakka (Mercer &
Helenius 2009).

Molekyylitasolla ~ makropinosytoosi  eroaa  esimerkiksi  klatriinivélitteisestd
endosytoosista siten, ettei vesikkeli vaadi ympérilleen klatriinivaippaa, eikd dynamiinia tarvita sen
syntyyn. Keskeinen entsyymi aktiinista riippuvaisessa makropinosytoosissa on fosfatidyyliinositoli
3-kinaasi (PI3-K) seké proteiinikinaasi C (PKC), jotka ohjaavat aktiinin polymerisaatiota (Araki
ym. 1996). Myo6s Rho-perheen GTPaasit Cdc42 ja Rac ovat merkittdvid aktiinitukirangan
uudelleenjérjestymisessd (Garrett ym. 2000, West ym. 2000).

Makropinosomin muodostuessa syntyy solukalvoon ensin aktiinisdikeiden tukemia
poimuja, jotka kasvaessaan muodostavat ns. makropinosytoottisen kupin (ks. kuva 1.3.). Lopulta
kuppi kuroutuu solun sisddn ja irtautuu sytoplasmiseksi rakkulaksi. Aktiinitukirangan sditely on
valttdmétontd tdllaisten poimujen ja ylipddnsd makropinosomien syntymiseen. Téstd johtuen
aktiinin polymerisaatiota hiiritsevdt myrkyt, esim. sytokalasiini D, estidvitkin tehokkaasti

makropinosytoosia (Araki ym. 1996).
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Kuva 1.3. Makropinosytoosin kulku. Makropinosomin sisdédnkuroutuminen vaatii mm. aktiinia seké fosfatidyyli-inositoleja.

Makropinosomien muodostumiseen osallistuvat monet proteiinit, esimerkiksi koroniini ja proteiinikinaasi B (PKB)
(muokattu yleiskatsauksesta Cardelli 2001).

Makropinosytoosilla on merkittdivd osa muun muassa immuunivasteen synnyssa.
Erityisesti dendriittisolut ottavat ympéristostdin sisddnsd elimistoon padsseiden taudinaiheuttajien
antigeenejd makropinosytoosin vélitykselld. Solun sisélld palasia antigeeneistd liitetddn MHC 11
(Major Histocompatibility Complex II) —molekyyleihin, jolloin vieras antigeeni voidaan tunnistaa ja
immunivaste kdynnistdd (Banchereau & Steinman 1998). Muissa kuin immunijédrjestelmain
kuuluvissa soluissa kasvutekijdt aktivoivat usein makropinosytoosin. Makropinosytoosi liittyy mm.
solun liikkeisiin. Monet taudinaiheuttajat tunkeutuvat solun sisdin makropinosytoosin kautta:
esimerkiksi Salmonella, Chlamydia, Shigella, ja Neisseria —bakteerit (Francis ym. 1993, Alpuche-
Aranda ym. 1994, Ojcius ym. 1998).

Dendriittisoluissa makropinosytoosi on jatkuva prosessi, eikd se tarvitse mitdén
ulkopuolista stimulointia tapahtuakseen. Kuitenkin monissa muissa soluissa kasvutekijit ja
forboliesterit tarttuessaan solun reseptoreihin indusoivat makropinosytoosin (Swanson 1989,
Racoosin & Swanson 1992). Esimerkiksi makrofaageille spesifinen kasvutekijda rM-CSF

(recombinant human macrophage colony stimulating factor) saa aikaan makropinosytoosin.
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Makropinosytoosia muistuttavassa fagosytoosissa solu  ympéaréi  kalvollaan
ulkopuolellaan olevan kappaleen. Fagosytoosissa vaikuttavat monet makropinosytoosistakin
vastaavat entsyymit. Ilmeisesti prosessissa syntyvd niin sanottu valejalka (pseudopodi) vastaa
makropinosytoosissa syntyvid poimuja. Molempien muodostuksessa aktiinitukiranka on tirke&

(Swanson & Baer 1995).

1.1.3.1. Fosfatidyyli-inositoli 3-kinaasi

Monet solun prosessit ovat riippuvaisia fosfatidyyli-inositoli 3-kinaasin (PI3-K) toiminnasta,
esimerkiksi mitogeneesi ja lysosomaalinen entsyymien lajittelu (Cerboni ym. 1998). Myos
makropinosytoosissa ja fagosytoosissa PI3-K on keskeinen vaikuttaja. Nimensd mukaisesti PI13-K
fosforyloi fosfatidyyli-inositolin inositolirenkaan 3-hiilen. Se siis tuottaa fosfatidyyli-inositoli 3-
fosfaattia (PI(3)P), fosfatidyyli-inositoli (3,4)-difosfaattia (PI(3,4)P2) sekd fosfatidyyli-inositoli
(3.,4,5)-trifosfaattia (P1(3,4,5)P3) (de Camilli ym. 1996). PI3-K koostuu kahdesta alayksikosté: 85
kDa:n alayksikké on entsyymid sédételevd ja 110 kDa:n alayksikko katalyyttinen osa. Ilmeisesti
tyrosiinikinaasi fosforyloi sditelevdn osan ja saa suuremman 110 kDa:n katalyyttisen alayksikon
toimimaan (Cohen ym. 1990).

PI3-K:n tehtédvii solussa on tutkittu erilaisilla estdvilld kemikaaleilla. Wortmanniini on
epaspesifi  ja LY294002 (2-(4-morfolinyyli)-8-fenyyli-4H-1-bentsopyraani-4-ooni) PI3-K:ta
spesifisesti estdvd kversetiinin johdannainen. Vaikka kversetiinin onkin havaittu estdvdn muitakin
Pl-kinaaseja, kuten PI4-K:ta (Nishioka ym. 1989), LY294002 tiettavésti estdd vain PI3-K:n
toiminnan. LY294002 inhiboi PI3-K:ta kompetitiivisesti. Toisin sanoen myrkky tarttuu samaan
kohtaan kuin PI3-K:n luonnollinen substraatti, fosfatidyyli-inositoli. LY294002 siis kilpailee
luonnollisen substraatin kanssa (Vlahos ym.1994).

PI3-K:n estdmisen on havaittu estivin suurten molekyylien sisdédnoton tehokkaammin
kuin pienten, mikd viittaa makropinosytoosin estymiseen (Araki ym. 1996). Vaikka PI3-K
vaikuttaakin aktiinitukirangan muutoksiin, ei LY294002:n kuitenkaan ole havaittu hairitsevdn
aktiini- eikd mikrotubulustukirankaa. Nidin ollen PI3-K:n ihibitiolla ei ole vaikutusta mydskdin
solukalvon poimuttumiseen. Reseptorivilitteiseen endosytoosiin LY294002:1la on vain véhdinen
vaikutus. PI3-K ei siis merkittdvésti osallistu reseptorivilitteisen endosytoosin signalointireittiin.
PI3-K:n estdmiselld ei ndytd olevan vaikutusta mydskddn lysosomien muotoon. Sitd vastoin

fagosytoosiin kinaasin toiminnan estdminen vaikuttaa. Koska fagosytoosi on molekyylitasolla
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makropinosytoosia muistuttava tapahtuma, PI3-K:n estdminen héiritsee myds fagosytoosia (Araki
ym. 1996).

Yksisoluisella Dictyostelium-ameeballa tehdyt tutkimukset (Rupper ym. 2001)
osoittavat PI3-K:n (PIK1 ja PIK2) tuottamien fosfoinositidien PI(3,4)P2:n ja PI(3,4,5)P3:n kertyvin
muodostuneeseen makropinosomaaliseen kuppiin. Ilmeisesti nima fosfoinositidit tuovat paikalle
muita vaikuttajaproteiineja (mm. proteiinikinaasi B), jotka puolestaan osallistuvat aktiinitukirangan
muokkaamiseen. PI3-K:ta ei kuitenkaan tarvita vield poimuttumisvaiheessa, vaan se siditelee vasta
makropinosytoosin loppuvaihetta. Poimuttuminen saattaa riippua muiden kuin PI3-K:n tuottamien

fosfoinositidien, kuten PI(4,5)P2:n séitelystd (Rupper ym. 2001).

1.1.3.2. Proteiinikinaasi B

Proteiinikinaasi B (PKB) on entsyymi, joka sddtelee muun muassa apoptoosia, proteiinisynteesii,
rakkulaliikennettd ja solujen litkumista kohti tai poispdin kemiallisesta drsykkeestd. PKB on myds
nisdkdssoluissa (Coffer ym. 1998) sekd mm. Dictyostelium-ameebassa (Meili ym. 1999)
makropinosytoosireitilld PI3-K:n alapuolella vaikuttava entsyymi. PKB kykenee tarttumaan
mainittuihin fosfoinositideihin niin kutsutulla PH-domeenillaan (pleckstin homology). PKB pysyy
kiinni muodostuvassa makropinosomissa ja irtoaa myohemmassd vaiheessa. Koska PI3-K aktivoi
PKB:n, PI3-K:ta estdvit kemikaalit hdiritsevdt PKB:n kuljetusta muodostuvaan makropinosomiin
(Rupper ym. 2001).

PKB:ll4 on lukuisia substraatteja. Makropinosytoosissa PKB ilmeisesti aktivoi jonkin
niistd fosforyloimalla. Erdiden tutkimusten perusteella (Barbieri ym. 1998) PKB aktivoi Rab5 -

proteiinin, joka puolestaan sddtelee endosytoosia seké varhaisten endosomien fuusiota.

1.1.3.3. Rho-perheen GTPaasit

Rac, Rho ja Cdc42 ovat Rho-perheeseen kuuluvia pienid GTP:hen tarttuvia proteiineja. Niilld on
merkittdvd osa makropinosytoosin toiminnassa, silld niiden tiedetddn osallistuvan aktiinitukirangan
muokkaukseen (Swanson 2008). Rac sditeleekin poimujen ja lamellipodien muodostumista, kun
taas Cdc42 séitelee filopodeja (Nobes & Hall 1995). Kaikkia Rho-perheen jisenid estévin toksiini
B:n on havaittu estivin makropinosytoosia (West ym. 2000, Garrett ym. 2000).

Dominanttisesti negatiivinen Racl-mutantti kykenee estdmddn makropinosytoosin

tdysin  kypsymittomissd  dendriittisoluissa. ~ Mutanttiproteiinin  on  havaittu  estivin
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makropinosytoosia luuytimestd perdisin olevissa kypsyneissd dendriittisoluissa mutta ei pernan
soluissa. Todenndkdisesti soluilla on toisistaan poikkeavat signaalireitit (West ym. 2000). Vastaavia
tuloksia on saatu myos Cdc42:ta koskevissa tutkimuksissa. Aktivoidun Cdc42:n vieminen sisélle
soluun on havaittu stimuloivan makropinosytoosia. Samoin kuljetettacssa soluun Salmonella-
bakteerin avulla Cdc42/Racl-guaniininukleotidivaihtajia makropinosytoosin on havaittu
vahvistuvan (Garrett ym. 2000).

Cdc42:n ja Rac:in vililld on myds vuorovaikutusta. Molemmat entsyymit vaaditaan
makropinosytoosin esteettdmédn toimintaan. Cdc42 kykenee indusoimaan Rac:n toiminnan.
Aktivoitu Rac ei kuitenkaan vield yksindin saa aikaan makropinosytoosia. Cdc42 nimittiin siételee
muitakin reittiin osallistuvia proteiineja. Luonteeltaan jatkuva makropinosytoosi, erotuksena
stimuloituvasta prosessista, kédyttdd hyvikseen Rac:std riippumatonta signaalireittid (West ym.
2000).

Rho-perheen GTPaasien on havaittu sditelevan N- ja E-kadheriinien organisaatiota
solussa (Braga 1999). Ndamai proteiinit vastaavat filopodien fuusiosta solujen tarttuessa toisiinsa
(Vasioukhin ym. 2000). Saattaa olla, ettd Cdc42 ja Rac vastaavatkin makropinosytoosin

loppuvaiheessa solukalvon poimujen fuusioitumisesta solun pintaan.

1.1.3.4. Aktiini ja siihen vaikuttavat proteiinit

Solukalvon poimuttuminen ja ndin ollen myds makropinosytoosi vaativat tapahtuakseen vilttimatta
aktiinisdikeiden osallisuutta. Sitd vastoin mikropinosytoosi, esimerkiksi klatriinivélitteine
endosytoosi ei samassa mittakaavassa ole riippuvainen aktiiniverkoston muodostumisesta. On tosin
viitteitd aktiinin merkityksestd kaveolivilitteiselld reitilld. Jotta makropinosytoosi voisi tapahtua
tarkoituksenmukaisesti, on aktiinin polymerisaatiota sdiddeltdva sekd paikallisesti, ettd ajallisesti
(Rupper ym. 2001). Rho-perheen GTP:aasien ja fosfoinositidien lisdksi myos aktiiniin kiinnittyvét
proteiinit sddtelevdt aktiinisdikeitd. N&itd ovat mm. myosiini I, profiliini ja koroniini (esim.
Temesvari ym. 2000). Pakl (p21-activated kinase 1) on kinaasi, joka vaikuttaa aktiinitukirangan
muutoksiin. Se aktivoi signalointireitin johon osallistuvat mm. LIMK (LIM-domeenin sisdltdva
kinaasi) ja kofiliini (Edwards ym. 1999). Pakl saa aikaan aktiinin polymerisaation ja niin ollen
solukalvon poimuttumisen.

Sytokalasiini D on monista sienistd saatava myrkky, joka sekd hajottaa olemassa

olevia aktiinisdikeitd, ettd estdd uusia muodostumasta. Se hdiritseekin tehokkaasti kalvon
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poimuttumista ja timén kautta myds makropinosytoosia ja samoihin mekanismeihin perustuvaa

fagosytoosia (Araki ym. 1996).

1.1.3.5. Ras-perhe

Ras-perheen proteiinit ovat pienid GTPaaseja, jotka osallistuvat moniin solun prosesseihin. Kuten
Rho-perheen GTPaasitkin, ne tarttuvat guaniininukleotideihin korkealla affiniteetilla. GTP:hen
tarttunut proteiini on aktiivinen mutta GDP:hen tarttunut muoto inaktiivinen. Ras-proteiini voidaan
mutaatiolla lukita GTP:hen tarttuneeseen muotoon, jolloin se on jatkuvasti aktiivinen. Tdmin on
havaittu aiheuttavan muutoksia soluissa: kasvukontrollin véhenemistd, erilaistumisen estymisti,
aktiinirangan uudelleen jarjestymistd sekd endosytoosin stimuloitumista (Valencia ym. 1991).

Tutkimuksessa, jossa kéytettiin Dictyostelium discoideum —ameebaa (Chubb ym.
2000) on havainnoitu dominanttisesti negatiivisen RasS-proteiinin vaikutuksia soluun. Mutaation
vaikutuksesta solujen kasvu hidastui merkittdvésti ja FITC-dekstraanin sisdénotto pinosytoosin
avulla hidastui. Sitd vastoin solujen liikkuminen kiintedlld alustalla nopeutui (Maniak ym. 1995).
Edelleen mutaatiolla oli vaikutusta solujen muotoon. Solut olivat polarisoituneempia ja pidempié
kuin normaalit, villin tyypin solut. Myds Dictyostelium-soluissa tavalliset kruunumaiset poimut
viahenivdt ja muuttuivat pienemmiksi. Dominanttisesti negatiivinen RasS vaikutti aktiinin
jarjestymiseen solussa. Polymerisoitunut aktiini eli F-aktiini néytti kertyvdn yksittdiseen
valejalkaan, joka on ominainen aktiivisesti liikkuvalle solulle, sekd pieniin piikkimdisiin
rakenteisiin.

RasS-proteiinilla on merkittdva rooli aktiinista riippuvaisissa mekanismeissa kuten
esimerkiksi makropinosytoosissa. Ras-proteiinien tiedetdén aktivoivan MAP-kinaaseja (mitogen
activated protein kinase), jotka puolestaan sditelevét useiden geenien transkriptiota (Marais ym.
1995). Myd6s PI3-K, joka osaltaan siitelee aktiinin uudelleenjdrjestymistd makropinosytoosissa,

vuorovaikuttaa Ras-proteiinien kanssa.

1.1.3.6. CtBP1/BARS

Merkittavd makropinosytoosiin osallistuva proteiini on myds CtBP1/BARS (C-terminal-binding
protein 1/brefeldin A-ADP ribosylated substrate) (Liberali ym. 2008). Proteiini on vilttiméton
EGF:1ld (epidermal growth factor) indusoidussa makropinosytoosissa. EGF saa aikaan

CtBP1/BARS:in siirtymisen solukalvon aktiinipitoisiin poimuihin ja ns. makropinosytoottiseen
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kuppiin. Proteiini osallistuu nimenomaan solukalvolle muodostuneen kupin irtikuroutumiseen
solusisdiseksi rakkulaksi. Jotta CtBP1/BARS voisi toimia, se on fosforyloitava. Pakl tarttuu
proteiinin SBD-domeeniin ja fosforyloi CtBP1/BARS:in NBD-domeenin. Sen liséksi, etti
CtBP1/BARS osallistuu makropininosytoosin sditelyyn, se myds ohjaa tiettyjen geenien ja

transkriptiota (Vecchi ym. 2001).

1.1.4. Klatriinista ja kaveoliinista riippumattomat endosytoosireitit

Makropinosytoosin liséksi soluissa on myds muita endosytoosireittejd, jotka ovat klatriinista ja
kaveoliinista rippumattomia. Namé reitit liittyvdt usein solukalvolla esiintyviin runsaasti
kolesterolia ja sfingolipideitd sisdltaviin lipidilauttoihin. N&illd reiteilldi dynamiinin ja pienten
GTPaasien osallisuus vaihtelee. Monilla reiteilld on erovaisuuksista huolimatta myds paljon yhteisid
tekijoitd. Esimerkiksi immuunipuolustuksessa keskeisen interleukiini-2 -reseptorin sisddnotto on
dynamiinista riippuvainen (Lamaze ym. 2001). Reseptorin sisdénottoon osallistuu pienistéd
GTPaaseista ainakin RhoA. Glykosyylisfingolipideihin liittyvien proteiinien (GPI-AP)
internalisaatio puolestaan tapahtuu dynamiinista ja RhoA:sta riippumatta (Sabharanjak ym. 2002).
Sen sijaan toinen GTPaasi, Cdc42, on vilttdimédton reitin sddtelyssd. CTxB, jonka on perinteisesti
ajateltu padsevin soluun kaveoli- ja klatriinivélitteisesti, internalisoituu nykytiedon valossa myds
dynamiinista riippumattoman reitin kautta (Torgersen ym. 2001). My6s SV40 kayttdd hyodykseen
kaveolivilitteisen reitin lisdksi kaveoleista riippumatonta reittid (Damm ym. 2005). Monet
kaveoleista riippumattoman reitin rakkulat ovat kaveosomien kaltaisia, mutta niiden séitelyyn ei
lity dynamiini eikd ARF6. Kaveoliriippumaton internalisaatio ilmenee rinnakkain

kaveolivilitteisen reitin kanssa.

1.1.5. Solunsisiisten rakkuloiden fuusio

Endosytoosissa molekyylit kulkeutuvat usein yhdestd rakkulatyypistd toiseen. Tdll6in tapahtuu
solunsisdisten rakkuloiden sulautumista yhteen eli fuusiota. Fuusiossa kahden eri rakkulan kalvot
tulevat ldhelle toisiaan ja syrjayttavit véliin jddvan nesteen, jolloin kalvot padsevét yhdistymaan.
Mikadli rakkulat ovat proteiinipddllysteisid, kuten klatriinireitilld, vaippa on ennen fuusiota
purettava. Endosytoosissa, jossa molekyylejd kuljetetaan tiettyyn tarkasti médriteltyyn kohteeseen,

on myos fuusion tapahduttava juuri tietyn tyyppisen rakkulan kanssa. Tédllainen spesifinen fuusio
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vaatii proteiineja, jotka kohdistavat rakkulan juuri tiettyyn kohteeseen. Lisdksi vaaditaan
proteiineja, jotka sddtelevit itse fuusiotapahtumaa (ks. yleiskatsaus Martens & McMahon).

Spesifiselle rakkulafuusiolle valttiméattomia sadtelijoitd ovat SNARE-perheen (SNAP-
reseptori) proteiinit (S6llner ym. 1993). Niiden ansiosta rakkulat tai muut kalvorakenteet tunnistavat
toisensa (McNew ym. 2000). Ne osallistuvat liposomien tai kokonaisten solujen fuusioon. Ne ovat
my0s olennaisia ekso- ja endosytoosissa. Rakkulan solukalvolla on ns. v-SNARE (vesicle-SNARE),
kun taas kohteen, johon rakkula fuusioituu, solukalvolla on ns. t-SNARE (target-SNARE).
Kohdatessaan toisensa SNARE:t yhdistyvit neljin heliksin avulla, joista yksi tulee v-SNAREIta ja
kolme t-SNAREIta (Sutton ym. 1998). Télloin solukalvot yhdistyvit. v/t-SNARE-kompleksiin
kiinnittyvét puolestaan SNAP (soluble NSF attachment protein) sekd NSF (N-ethylmaleimide-
sensitive factor). Tamé saa aikaan v/t-SNARE-kompleksin hajoamisen, jolloin SNARE:t pidsevit
jélleen vaikuttamaan uusilla alueilla (S6llner ym. 1993).

Solussa monien rakkularakenteiden ja reittien vélilld ilmenee vuorovaikutusta fuusion
vilitykselld. Esimerkiksi kaveolireitilld kaveosomien on havaittu olevan yhteydessd fuusioituvien
rakkuloiden avulla mm. Golgin laitteeseen ja solukalvoon (ks. yleiskatsaus Parton & Simons 2007).
Edelleen EVI1:ta kuljettavien rakkuloiden on havaittu olevan yhteydessd kaveosomeihin

(Karjalainen ym. 2008).

1.2. Pikornavirukset

Pikornaviruksiin (Picornaviridae) kuuluuvat entero-, rhino-, hepato-, parecho-, cardio-, aphtho-,
erbo-, kobu- sekéd techovirukset (Stanway 1990). Yleisid pikornaviruksia ovat mm. enteroviruksiin
kuuluva poliovirus, maksatulehduksen aiheuttava hepatiitti A, joka kuuluu hepatoviruksiin seké
suu- ja sorkkatautia aiheuttava aphthoviruksiin kuuluva FMDV (foot-and-mouth disease virus).
Pikornavirukset ovat pienimpid tunnettuja RNA-viruksia. Muodoltaan ne ovat
vaipattomia sddnnoéllisid 20-tahokkaita eli ikosaedreja, ldpimitaltaan noin 30 nm (Rossman ym.
1985). Virusten proteiinikuori, kapsidi, on muodoltaan ikosaedri (kaksikymmentahokas) ja se
koostuu kuudestakymmenestd protomeeristd. Jokainen protomeeri koostuu neljistd viraalisesta
proteiinista, VP1:std, 2:sta, 3:sta ja 4:sta (Filman ym. 1998). Pikornavirusten pinnalla olevia
syvennyksid kutsutaan kanjoneiksi. Kanjoneita on kapsidissa jokaisen ns. viisinkertaisen

symmetria-akselin ympérilla (Rossmann ym. 2002).
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Pikornavirusten periméd on yksijuosteinen positiivinen RNA, pituudeltaan 7200-8500
emdsparia. RNA:n 5° pddhin kiinnittyy pieni eméksinen proteiini VPg (Virion Protein genome
linked). 3’-pdédssd puolestaan on poly(A)-hdntd. Molemmissa piissd on sekvenssi, ns. NTR
(nontranslated region), jota ei kddnnetd proteiiniksi. Perimédn keskelle jd4 proteiiniksi kdannettdva
osa eli ORF (open reading frame). Syntyvd proteiinijuoste siséltdd kaikki viruksen tarvitsemat
proteiinit. Virusproteaasit pilkkovat polyproteiinin yksittdisiksi proteiineiksi (ks. yleiskatsaus
Bedard & Semler 2004). Toisin kuin eukaryoottisoluilla, viruksen perimidn kdintdminen ei vaadi
modifioitua 5’-pddtd (ns. 5° cap), vaan tapahtuu IRES-sekvenssin (internal ribosome entry site)
avustuksella (Pelletier & Sonenberg 1989). Replikaatiossa alkuperdisestd perimistd transkriptoitu
negatiivinen RNA-juoste kddnnetddn positiiviseksi juosteeksi, josta kopiointi tapahtuu viraalisen
RNA-polymeraasin 3D":n avulla. RNA:n monistaminen tapahtuu replikaatiokomplekseissa, jotka
ovat kiinnittyneind solulimaan liittyvien rakkuloiden kalvoon. Uusien pikornavirusten kapsidi
rakentuu ensin pentameeriseksi vilimuodoksi ja sen kautta tyhjdksi kapsidiksi (Hogle 2002). Uudet
RNA-juosteet pakataan kapsideihin.

Pikornavirukset kykenevit tarttumaan tiettyyn reseptoriin kohdesolussa. Talloin
kohdesolussa oleva viruksen reseptori médrittelee taudinaiheuttajan kudosspesifisyyden ja
aiheutuvan taudin tunnusomaiset oireet. Joidenkin pikornaviruslajien (esim. poliovirus) muoto
muuttuu niiden tarttuessa reseptoriinsa (Fricks & Hogle 1990). Monilla pikornavirusten
reseptoreilla on rakenteellisia yhtdldisyyksid. Suuri osa niistd on tyypin I transmembraanisia

glykoproteiineja, joilla on 2-5 immunoglobuliinidomeenia solun ulkopuolella.

1.2.1. Echovirus 1

Echovirukset (ECHO on lyhenne sanoista Enteric Cytopathogenic Human Orphan) ovat ihmisen
taudinaiheuttajia, jotka voivat aiheuttaa halvauksia, aivokuumetta, aivokalvontulehdusta,
sydénlihastulehdusta, hengityselinten tulehduksia, ihottumaa ja ripulia. Ne ovat pikornaviruksiin
kuuluvia enteroviruksia. Enterovirukset voidaan jakaa polio-, coxsackie A-, coxsackie B-, echo-
sekd enteroviruksiin 68-71, jotka muodostavat oman ryhmidnsd (Huttunen ym. 1996).
Echoviruksista voidaan erottaa immunologisesti pinta-antigeenien perusteella 31 serotyyppii.
EV1:n rakenne ja perimi ovat tyypillisid pikornaviruksille (ks. edellinen kappale)

Echovirus 1 tunnistaa solun pinnalta a2p1-integriinin ja pddsee soluun endosytoosin

avulla (Bergelson ym. 1994). Solun sisdlld EV1 vaikuttaa isdntdsolun geenien ilmentymiseen.
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Tiettyjen geenien luentaa se tehostaa ja tiettyjen taas vihentdd, muokatakseen solusta ihanteellisen

ympdiriston omalle replikoitumiselleen (Pietidinen ym. 2000).

1.2.1.1. Patogeenit ja integriinit

Jotta virus voisi tunkeutua solun sisille, sen tdytyy tunnistaa solukalvolta tietty molekyyli ja tarttua
sithen. Monet virukset, esimerkiksi adeno-, hanta- ja pikornavirukset, kykenevit tarttumaan
integriineihin (ks yleiskatsaus Hynes 2002). Integriinit ovat rakenteeltaan heterodimeerejd, jotka
koostuvat a- ja B-alayksikoistd (Xiong ym. 2001). Erilaisia a-alayksikoitd on 18 ja f-alayksikoitd 8.
Néitd yhdistelemidlld syntyy lukuisia eri integriinejd. Tdma mahdollistaa integriinien tarttumisen
moniin ligandeihin. Soluviliaineen (ECM) molekyyleistd integriinit tarttuvat muun muassa
fibronektiineihin, laminiineihin sekd kollageeneihin. Solun ja ECM:n vilinen signalointi vilittyy
mm. integriinien kautta. Tdssd vuorovaikutuksessa merkittavéd rakenne on solukalvolle muodostuva
monista proteiineista koostuva kiinnittymiskohta, fokaaliadheesio, jossa integriinit ovat
merkittdvissd osassa (Miyamoto ym. 1995). Aktiinisdikeet kiinnittyvét adapteriproteiinien avulla
integriineihin. Lisdksi integriini organisoi fokaaliadheesioon liittyvien molekyylien jirjestymista.
Integriinien endosytoosi on niiden aktiivisuuden sddtelyn kannalta merkittdvéssd roolissa.
Endosytoosilla on vaikutusta solujen liikkeisiin ja adheesioon. Integriinit osallistuvat myos solujen
adheesioon ja signalointiin.

Jotkin virukset kykenevit tarttumaan esimerkiksi aV-integriiniin. Monet, joskaan
eivdt kaikki adenoviruksen serotyypit tarvitsevat immunoglobuliinien superperheeseen kuuluvaa
CAR-molekyylid (Coxsackievirus and Ad Receptor) sekd aV-integriinid infektoidakseen solun
(Roelvink ym. 1998). Adenovirukset pystyvat kylldkin tarttumaan solukalvolle CAR:n viélityksella,
mutta ilman aVB3- tai aVB5-integriinid ne eivédt internalisoidu sytoplasmaan (Wang & Bergelson
1999, Wickham ym. 1993). Toinen esimerkki aV-integriinid hyodyntidvdstd patogeenisti on
pikornaviruksiin kuuluva parechovirus 1 (HPEV1) (Joki-Korpela ym. 2001). aV-integriini ja sithen
tarttuva ligandi, taudinaiheuttaja tai ns. luonnollinen ligandi internalisoituvat soluun yhdessa
klatriinireittid pitkin, ensin varhaiseen endosomiin ja siitd edelleen myohdiseen endosomiin. aV-
integriinin on havaittu siirtyvin rakkuloihin, jotka eivit sisdlld kaveoliini-1:td, mutta kylldkin
varhaisille endosomeille tyypillistd EEA 1-proteiinia seki internalisoitunutta transferriinia (Upla ym.
2004). HPEV-1:n kapsidiproteiinien on havaittu kulkeutuvan edelleen ER:44n sekd Golgin laitteen
cis-puolelle (Joki-Korpela ym. 2001). aV-integriini kykenee sitoutumaan proteiineihin, joissa on

RGD-aminohapposekvenssi (arginiini-glysiini-aspartaatti). Silld on lukuisia luonnollisia ligandeja
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mm. vitronektiini, fibronektiini, trombospondiini, fibrinogeeni ja osteopontiini (Felding-Habermann
& Cheresh 1993, Martin & Sanes 1997). aV-integriini esiintyy monissa solutyypeissid. Ndin ollen
silld on my0s suuri médrd spesifisid tehtdvid. Silli on havaittu olevan merkitystd esimerkiksi
verisuonten kasvun (Freidlander ym. 1995) ja lipdisevyyden (Eliceiri ym. 2002) séételyssa,
kudosten tulehdusreaktioissa (Huang ym. 1996), arpeutumisessa (Munger ym. 1999) sekd monissa

keuhkotaudeissa (Huang ym. 1998).

1.2.1.2. Echovirus 1 ja a2p1-integriini

Echovirus 1:n tiedetdédn kiinnittyvén o2p1-integriiniin eli VLA-2:een (Bergelson ym. 1992). a2p1-
integriinin luonnollinen fysiologinen ligandi, kollageeni, tarttuu o2-alayksikdssd olevaan I-
domeeniin (King ym. 1995). Myos EVI1:n tiedetddn tarttuvan samaan kohtaan. Kuitenkin
tarkeimmait tarttumiseen osallistuvat aminohappotihteet ovat EV1:n osalta eri paikoissa. Lisédksi
tarttuminen EV1:een on riippumaton Mg*"-ionin lisnéolosta, toisin kuin vuorovaikutus kollageenin
kanssa (Bergelson ym. 1993).

Echovirus 1 tarttuu integriinin o2l-domeeniin jo aikaisemmin mainitun kanjonin
ympdristossd olevilla aminohappotihteilld (Xing ym. 2004). Niitd kanjoneita on viruksen pinnalla
12. Kryoelektronimikroskopialla on saatu selville tarttuvien a2I-domeenien viliksi 180 A, joka on
sama kuin kapsidissa olevien viraalisten proteiinien (VP) vili. Vahvin kontakti a2I-domeenilla on
kanjonin ulkoseinédén, kun taas sisdseinddn se ei ole ldheisessd vuorovaikutuksessa. Domeenin C- ja
N-péddt osoittavat poispdin kapsidista, sitd ympdroivddn tilaan (Xing ym. 2004). Ollessaan
luonnollisessa tilassaan, osana a2fB1-integriinid, N- ja C-pdét ovat B-alayksikkdon tunkeutuneina.
Niin kutsuttu a2l-domeenin MIDAS-motiivi (metal ion-dependent adhesion site) kiinnittyy
tavallisesti kollageeniin (Emsley ym. 2000) ja vaatii toimiakseen Mg*"-ionin. Kun a2I-domeeni
tarttuu EV1:een, MIDAS-motiivi osoittaa kohti kanjonin pohjaa, mutta ei ole kosketuksissa sen
kanssa. Tami selittdd vuorovaikutuksen riippumattomuuden divalenttisesta Mg kationista.
Kiinnittymiskohdan rajapinnassa a2I-domeenin kolme varautunutta aminohappotidhdetti sitovat sen
elektrostaattisesti viruksen kapsidiin (Xing ym. 2004). Koska a2I-domeenin fysiologisen ligandin,
kollageenin, kolmoiskierre peittidd alleen alueet, jotka vuorovaikuttavat myds EV1:n kanssa, virus ja
kollageeni eivit voi sitoutua samanaikaisesti. Kollageenilla on suhteellisen pieni affiniteetti a2l-
domeeniin ja EV1 tarttuukin o2I-domeeniin kymmenen kertaa tehokkaammin.

Normaalisti a2fB1-integriini sijaitsee solukalvon lipidilautoissa. a2fB1-integriini ei

useinkaan sijaitse samassa paikassa kuin kaveolivélitteiseen endosytoosiin osallistuva kaveoliini-1.
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EV1:n tarttuminen a2 1-integriiniin saa aikaan integriinien kasautumisen. Saman ilmién saa aikaan
integriinien perdkkdinen késittely anti-a2 —vasta-aineella sekéd sekundéérivasta-aineella. Integriinit
liittyvédt ensin pienemmiksi kertymiksi. Nama kertymét alkavat liikkua solukalvolla aktiinisdikeiti
pitkin ja yhdistyvét lopulta suuremmiksi muodostelmiksi. Lopulta ndmi kertymédt kulkeutuvat
rakenteisiin, joissa on myds kaveoliini-1:ta (Upla ym. 2004). Sytokalasiini D:n, joka hajottaa
aktiinisdikeitd ja estdd niiden polymerisaation, on havaittu hiiritsevén integriinien kertymisti (Upla

ym. 2004).

1.2.1.3. Echovirus 1:n endosytoosi

Uusimpien tutkimusten mukaan EV1:n sisddntulon varhaiset vaiheet eivdt ole riippuvaisia
kaveolivilitteiselle reitille liittyvistd proteiineista, kaveoliinista (ks. kuva 1.4.) tai dynamiinista
(Karjalainen ym. 2008). Kuitenkin CV-1 -soluilla suoritetuissa kokeissa on havaittu dynamiini II:n
dominantisti negatiivisen mutaation estivdn EV1:n pdédsyn solulimaan (Pietidinen ym. 2004). o21-
integriinin kasautuminen, esimerkiksi vasta-ainekdsittelyn vaikutuksesta, jo itsessddn johtaa
integriinin kuroutumiseen solun sisddn (Upla ym. 2004). Mikéli esimerkiksi EV1 on tarttuneena
integriiniin, se paidsee tilld tavoin internalisoitumaan sytoplasmaan yhdessd reseptorinsa kanssa.
EVI:td on havaittu kaveoliini-1:td sisdltdvissd rakkuloissa vasta 15 min kuluttua infektiosta
(Karjalainen ym. 2008). Ilmeisesti virusta siséltidvit varhaiset rakenteet yhdistyvit kaveosomeihin
infektion alkuvaiheiden jilkeen. Aluksi EVI1 internalisoituu oa2p1-integriinin  kanssa
tubulovesikulaarisiin rakenteisiin. Ndmi rakenteet alkavat kypsyd n. 15 min kuluttua
internalisaatiosta monirakkulaisiksi muodostumiksi (MVB). Suuri osa EVI:n sisdédntuloa
sddtelevistd proteiineista liittyy makropinosytoosireittiin. Klatriinireitille EV1:114 ei nihtévisti ole
minkéénlaista yhteyttd. Klatriinireitille vélttimattomén Epsl5-proteiinin toiminnan estiminen ei

vaikuta EV1:n eikd a2 1-integriinin internalisaatioon (Upla ym. 2004).
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Kuva 1.4. EVI:n ja SV40:n tunkeutuminen soluun. EV1:n internalisaatio o2f1-integriinin kanssa tapahtuu
padasiallisesti makropinosytoosissa vaikuttavien mekanismien avulla. Sisddnottoon vaikuttavia molekyyleja ovat
mm. aktiini, PI3-K, Racl, Pak1, fosfolipaasi C sekd PKCa. EIPA mahdollisesti estdd EV1:sté siirtymastd MVB:hen.
SV40 puolestaan siirtyy péddasiassa kaveolivélitteisen reitin kautta soluun (muokattu artikkelista Karjalainen ym.
2008).

Kollageenireseptorien, jollainen a2f1-integriinikin on, tiedetddn séditelevin MAP-
kinaaseja (Ravanti ym. 1999). Solun ulkopuolisten signaalien sddtelema kinaasi ERK (extracellular
signal regulated kinase) aktivoituu n. 15 min kuluttua infektion alkamisesta EV1:n jo siirryttya
solun sisélle (Upla ym. 2004). Kuitenkaan ERK:n toiminnan estiminen ei merkittivisti hdiritse
viruksen infektiota. Aiemmin signaalireitilld olevan Ras-proteiinin toiminnan estdmiselld on niin
ikddn vain viahén vaikutusta internalisaatioon. Proteiinikinaasi Co:n (PKCa) estiminen siti vastoin
pysayttdd tehokkaasti EV1:n pddsyn soluun. PKCa vaikuttaa endosytoosin ensi minuuteilla ja sen
fosforylaation on havaittu lisddntyvin EV1:n vaikutuksesta. PKCa:n toiminnan estiminen ei
kuitenkaan héiritse EV1:n tarttumista a2f1-integriiniin, eikd integriinien kertymistd yhteen (Upla
ym. 2004).

Kolesterolin vdhentdminen solukalvolta progesteronilla ja nystatiinilla on havaittu
héiritsevin EV1-infektiota (Pietidinen ym. 2004). Pietidisen ym. (2004) tutkimuksessa on havaittu
myo0s kaveoliini-3:n toiminnan estdmisen, vahentivén lipidien kuljetusta solukalvolle ja aiheuttavan
lipidilauttojen katoamisen Tamé puolestaan héiritsee EV1:n infektiota. Myds tyrosiinifosforylaation

estiminen genisteiinilla vaikuttaa viruksen internalisaation, myrkyn pitoisuudesta riippuen. Vaikka
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fosfataasien inhiboiminen okadaiinihapolla on todettu estdvdn kaveolivilitteistd endosytoosia
(Parton ym. 1994), EVl-infektioon se ei ndytd vaikuttavan. Toisaalta natriumortovanadaatti
(NaOV), joka inhiboi spesifisesti tyrosiinifosfataaseja, estdd infektion tehokkaasti. CV-soluissa
latrunkuliini A, jasplakinolidi ja sytokalasiini D, jotka vaikuttavat aktiinisdikeisiin, eivét ainakaan
merkittdvasti héiritse infektiota. Vaikka brefeldiini A (BFA) estdd kaveoliviliteistd endosytoosia ja
héiritsee Golgin laitteen toimintaa hajottamalla sité, se ei estd viruksen internalisaatiota. BFA saa
kuitenkin aikaan EV1:n kertymisen suuriin klustereihin solun sisélle (Pietidinen ym. 2004).

EV1:n on havaittu kolokalisoituvan osittain CTxB:n kanssa. CV-soluissa CTxB ja
EV1 kolokalisoituvat 30-60 min kuluttua infektiosta pienissid pistemaisissd rakenteissa (Pietidinen
ym. 2004). EV1 ei kuitenkaan kulkeudu infektion myOhemmissd vaiheissa trans-Golgiin,
lysosomeihin, tai karkeaan ja sileddn ER:4édn, kuten CTxB (Pietidinen ym. 2004). Myds SV40, joka
kulkeutuu kaveolivilitteisen reitin kautta sileddn solulimakalvostoon (sER) (Pelkmans ym. 2001),
kolokalisoituu kaveosomien kaltaisissa rakenteissa EV1:n kanssa, mutta ei endd myohemmin (ks
kuva 1.5). Mikrotubuluksia. hajottava nokodatsoli, joka ehkédisee SV40:n siirtymisen sER:&én, lisdd
EV1:n ja SV40:n kolokalisaatiota, koska molemmat virukset pysyvit tilloin kaveosomeissa.
Virukset kayttdvit erilaisia mekanismeja solun infektoimiseen. Tdhdn viittaa sekin, ettd
fluoresoivalla proteiinilla leimattu dominantisti negatiivinen kaveoliini-1 (GFP-cav-1) héiritsee

SV40-infektiota, mutta ei EV 1-infektiota (Pietidinen ym. 2004).

1.2.1.4. Echovirus 1:n elinkierron myohemmiit vaiheet

Pietidisen ym. (2004) tutkimuksessa seurattiin ns. FISH (Fluorescence in situ hybridization) -
menetelmdllda EV1:n RNA:n liikkeitd solussa. Jo 15 minuutin kuluttua infektion alkamisesta RNA
kertyi solunsisdisiin klustereihin. Tunnin kuluttua sitd 16ytyi solun perinukleaariselta alueelta,
tuman ympdriltd. Kahden tunnin kuluttua RNA:ta esiintyi solun reuna-alueilla. Neljdssd tunnissa
RNA:n méddrd lisddntyi moninkertaisesti, mikd viittaa replikaation alkamiseen. Pietidisen ym.
(2004) tutkimuksessa viruksen RNA:n kolokalisaatio kapsidin proteiinien kanssa oli aluksi 30-60
min infektiosta melko suuri, mutta vdheni 2 h:n kuluttua infektion alkamisesta. RNA ilmeisesti
vapautui kapsidista. Muissa tutkimuksissa genomin on havaittu vapautuvan kapsidista n. 30 min
kuluttua infektion alkamisesta (Marjomiki ym. 2002) ja alkavan replikoitua vasta 2-3 h:n kuluttua
(Upla ym. 2008).

EV:n tunkeuduttua soluun sen RNA vapautuu kapsidista ja alkaa kopioitua. Ei tiedetd,

milld tavoin RNA:n vapautuminen tapahtuu. Monille pikornaviruksille on luonteenomaista
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kapsidien konformaation muutos reseptoriin tarttumisen tai soluun tunkeutumisen vaikutuksesta
(ks. yleiskatsaus Hogle 2002). Tdmad johtaa viruksen kapsidin hajoamiseen ja genomin
vapautumiseen, jolloin translaatio ja replikaatio voivat tapahtua. Jotkut pikornaviruksista ovat
herkkid pH:n vaihteluille. Téllaisten virusten kapsidi puretaan endosomien happamissa oloissa
(Schober ym. 1998). EVI1 ei ole pH:n muutoksille herkkd, eikd se kulkeudu endosomeihin.
Mahdollisesti virus on genominsa vapautumiseen saakka kaveosomin sisélld, josta RNA sitten
vapautuu solulimaan (Pietidinen ym. 2004).

RNA:n replikaatio vaatii kalpaiini-proteaasien toimintaa (Upla ym. 2008). Kalpaiinit
ovat Ca” -riippuvaisia kysteiiniproteaaseja. Niilli on monia tehtivid ja kohdeproteiineja. Ne
osallistuvat mm. solun tukirangan ja soluliman proteiinien pilkkomiseen (Goll ym. 2003).
Kalpaiini-inhibiittorit estivit EV1:n lisdksi muidenkin pikornavirusten infektion, ainakin
parechovirus 1:n ja coxsackievirus B3:n (Upla ym. 2008). EV1:n on havaittu kulkeutuvan samoihin

vesikkeleihin kuin kalpaiini 1 ja 2. EV1-infektio liséd kalpaiinin aktiivisuutta solussa.

1.2.1.5. Echovirus 1:n infektion vaikutukset isdntasolun geenien ilmentymiseen

Pikornavirusten, kuten monien muidenkin virusten, toiminta perustuu osaltaan niiden kykyyn
vaikuttaa infektoimansa solun geenien ilmenemiseen. Ne voivat joko vihentdd (Devaney ym. 1988)
tai vastaavasti lisdtd (Huttunen ym. 1997) tiettyjen proteiinien synteesid. Pikornavirukset voivat
muun muassa vaikuttaa signaalinsiirrossa ja transkription sditelyssd vaikuttaviin geeneihin
(Huttunen ym. 1998).

Pietidisen ym. (2000) tutkimuksessa selvitetdin EV 1-infektion vaikutuksia isdntésolun
geenien ilmentymiseen. Verrattuna samaan sukuun (enterovirukset) kuuluviin coxsackievirus
B4:4an (CBV4) ja poliovirus l:een (PV1), EV1 aiheutti huomattavasti vihemmin geenien
ilmenemisen védhenemistd. EVl1-infektiossa tutkituista 1176 geenistd suurimman osan
transkriptiotaso pysyi ennallaan. Ainoastaan 2 % geeneistd aktivoitui merkittdviasti (vihintdin
kaksinkertaisesti) ja 0,5 % inaktivoitui. Aktivoituvia geenejd olivat tietyt IE-geenit (immediate
early) sekd jotkin solusyklin séételyyn, signaalinsiirtoon, transkriptioon, solujen véliseen
adheesioon ja kommunikaatioon liittyvét geenit. Transkriptio véheni eniten kasvuun liittyvilld c-
myc-herkilld (RCL) sekd adenosiinin Al-reseptorin geeneilld. Tutkimuksessa kaytetyillda HOS
po2AW-soluilla ensimmadiset infektioon liittyvét transkription muutokset ndkyivét kuuden tunnin

kuluttua infektiosta, jolloin Fra-1:n (Fos-proteiiniin liittyvd antigeeni 1), Egr-1:n (kasvusignaalille
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herkkd proteiini) sekd SQMI:n (NADH-ubikinonioksidoreduktaasi B18:n alayksikkd) maéddra

lisdéntyi kohtalaisesti.
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2. Tutkimuksen tarkoitus

Aiempien tutkimustulosten perusteella EV1:n sisddnmenon ajateltiin tapahtuvan kaveolivilitteisesti
(Marjomédki ym. 2002). Uusimpien tulosten mukaan kuitenkin viruksen internalisaation
varhaisvaiheet olisivat riippumattomia kaveolivilitteisen reitin proteiineista, kaveoliinista ja
dynamiinista (Karjalainen ym. 2008). Sen sijaan monet makropinosytoosissa vaikuttavat molekyylit
ovat vilttiméattomid myos EV1:n internalisaatiossa. Padstyddn solun sisdédn EV1:n reseptori a2p1-
integriini ja siithen kiinnittynyt virus siirtyvit tubulovesikulaarisiin rakenteisiin, jotka my6hemmin
kypsyvit monirakkulaisiksi rakenteiksi. Myohdisemmassé vaiheessaan EV1-infektio liittyy myds
kaveolia siséltdviin solunsisdisiin rakenteisiin. EV1:ti kuljettavat rakkulat sulautuvat mahdollisesti
kaveosomeihin.

Tamédn  tutkimuksen tarkoitus oli  tarkastella =~ EVI-infektioon  liittyvaa
rakkulaliikennettd ja sen sdételyd. Erityisesti makropinosytoosiin liittyvien mekanismien merkitysté
EVI:n infektiossa tutkittiin kisittelemdlld soluja erilaisilla makropinosytoosiin vaikuttavilla
kemikaaleilla. Myos rakkulaliikenteeseen liittyvien proteiinien, kaveoliini-1:n sekd mydhdisille
endosomeille tyypillisen lysobisfosfatidihapon (LBPA) kolokalisaatiota EV1:n tai a2B1-integriinin
kanssa havainnoitiin. Tarkoitus oli myos selvittdd, miten solunsisdiset a2f1-integriini-positiiviset
rakkulat kykenevét fuusioitumaan keskenddn. Tétd tarkoitusta varten tutkittiin rakkuloiden

yhdistymista in vitro —menetelmalla.
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3. Materiaalit ja menetelmiit

3.1. Solut, virukset ja vasta-aineet

Kaikissa kokeissa kdytettiin SAOS-solulinjaa (human osteosarcoma cells, American Type Culture
Collection [ATCC], Manassas, VA, USA). Soluihin oli transfektoitu pysyvisti o2-integriinid
ilmentdva geeni (SAOS-02B1 -solut, Ivaska ym. 1999). Soluissa oli myds neomysiinid koodaava
geeni, joka teki solut resistenteiksi genetisiini-antibioottia (G-418) vastaan. Niin ollen haluttuja
soluja voitiin valikoida lisddmalla elatusaineeseen genetisiinid.

Solujen elatusaineena kéytettiin 10 % naudan sikidon seerumia (Fetal Calf Serum eli
FCS, Gibco, Gran Island, USA) sisdltivid DMEM:id (Gibco), jossa oli 2 mM L-glutamiinia
(Gibco) sekd 100 IU/ml penisilliinid, 100 pg/ml streptomysiiniéd, sekd Sul/ml genetisiinid (Gibco,
Grand Island, USA). Kokeita varten soluja siirrostettiin aina edellisend pidivdnd maljoille
kasvamaan, jolloin elatusaineessa ei kdytetty genetisiinid.

EV1 (Farouk-kanta, ATCC) oli tuotettu GMK-soluissa (viherapinan munuaissolulinja,
engl. green monkey kidney cells; saatu Timo Hyypidltd) ja puhdistettu sakkaroosigradienttiajolla
(Marjoméki ym. 2002). Lisédksi kéytettiin varjattyd AF-EV1:td (Pietidinen ym. 2004).

Vasta-aineina kokeissa kaytettiin CVB3:n 3D RNA-polymeraasin konservoituneen
peptidisekvenssin tunnistavaa antiseerumia, joka tunnistaa myos EV1:n 3D-proteiinin (Auvinen ym.
1993, Upla ym. 2008, Karjalainen 2008), EV1:n antiseerumia (Marjoméki ym. 2002), myohiisten
endosomien tunnistamiseksi 6C4:aa, joka on LBPA-vasta-aine, kaveoliini-1 —vasta-ainetta
(Transduction Laboratories, Lexington, KY, USA), a2-integriini-vasta-aineita HAS6 (Fiona, M.,
Watt, D. Phil. Cancer Research, Englanti) ja A211E10 (Dr. Fedor Berditchevski, Institute of Cancer
studies, Birmingham, Iso-Britannia) sekd aV-integriini-vasta-ainetta 1230 (ATCC).
Saponiinikisittelyssd (ks. seuraava luku) vasta-aine laimennettiin 0,05 % saponiinia sisdltavdin
PBS:dén. 3D RNA-polymeraasin antiseerumi laimennettiin 1 % maito-TBS:d4n. Muut vasta-aineet

laimennettiin 3 % BSA:ta (Boehring, Marburg, Saksa) sisdltdvain PBS:édan.
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3.2. Immunofluoresenssivirjiykset seka fluoresenssi- ja konfokaalimikroskopia

Immunofluoresenssivérjdys tehtiin peitinlaseille kasvatetuille soluille. Solut infektoitiin
tartuttamalla EV1 ensin solukalvon a2f1-integriineihin. Virus laimennettiin 1% FCS:4 sisdltdvdian
DMEMé:iin. Viruksen annettiin tarttua solujen pinnalle jddhauteella tunnin ajan, jonka jélkeen solut
pestiin kolmesti PBS:114, johon oli lisétty 0,5 % BSA:ta epdspesifin sitoutumisen vihentdmiseksi.
Taman jilkeen soluja inkuboitiin haluttu aika 37 °C:ssa, jolloin EV1 pédisi internalisoitumaan solun
sisddn. Solut fiksoitiin inkuboimalla néytteitd 20 min 3 tai 4 % paraformaldehydissd (Merck,
Darmstadt, Saksa).

Naytteet fiksoitiin 4 % paraformaldehydilld. Témén jilkeen solut késiteltiin 0,2 %
Triton X 100:1la (Sigma, St. Louis, MO, USA), 5 min, jolloin solukalvot muuttuivat ldpéiseviksi.
Seuraavaksi kullekin peitinlasille liséttiin 3 % BSA:han laimennettua primaarista vasta-ainetta.
Tédmin jilkeen ndytteet pestiin (3 X PBS) ja peitinlaseille pipetoitiin sekundaaristd vasta-aine
laimennosta. Sekundaarisina vasta-aineina kokeissa kéytettiin Alexa 488:aa tai Alexa 555:aa
(Molecular Probes Inc.).

Vaihtoehtoisesti kéytettiin 1dpdisyyn saponiinia, jolloin solut fiksattiin 3 %
paraformaldehydilld. Aluksi ndytteitd inkuboitiin 10 minuuttia PBS:d4n laimennetulla 50 mM
NH,Cl:lla. Tamén jélkeen solut pestiin (3 X PBS). Sitten soluja inkuboitiin 20 minuuttia PBS:114,
johon oli lisétty 0,1 % BSA:ta. Jilleen solut pestiin (3 X PBS). Seuraavaksi peitinlaseille lisdttiin
0,05 %:een saponiiniin (laimennos PBS:dén) sekoitettua primaarista vasta-ainetta. Solut pestiin
PBS:114. Sitten 0,05 %:een saponiiniin sekoitettua sekundaarista vasta-ainetta liséttiin peitinlaseille.
Sekd Triton X-100:aa ettd saponiinia kéytettdessd ndytteet pestiin sekundiirisen vasta-aineen
tarttumisen jdlkeen (3 X PBS) ja pedattiin Mowiol-Dabcolla (Dabco, Sigma) objektilaseille
konfokaali- tai fluoresenssimikroskopointia varten.

Solujen infektioprosentti maédritettiin  immunofluoresenssimikroskoopilla (Leitz
DMRBE, Leica Nilomark Oy, Espoo). Laskemiseen kiytettiin U Plan FI 20X/0,5 Phl1-objektiivia.
Muita immunofluoresenssivdrelld késiteltyjd soluja tarkasteltiin konfokaalimikroskoopilla (Carl
Zeiss LSM 510). Havainnoimisessa kiytettiin Plan Neofluar- (63 X 1,25, 6ljy) objektiivia.
Kanavien  vuotamisesta  johtuva  vddrd  kolokalisaatio  viltettiin  skannaamalla eri
eksitaatioaallonpituuksilta tulevat fluoresenssit erikseen.

Néytteiden kolokalisaatio laskettiin BiolmageXD-ohjelmalla (Kankaanpdd ym. 2006).
Kolokalisaation minimikynnysarvo sdddettiin manuaalisesti siten, ettd viltyttiin taustan ja

diffundoituneen virin fluoresenssilta. Kolokalisaatio laskettiin wvalitun kanavan vokseleiden
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prosentuaalisena kolokalisaationa toisen kanavan vokseleiden kanssa. Solundytteissd laskettiin
a2B1-integriiniin tai EV1:een kdytetyn virin kolokalisaatio toisen vérin (esim. cav-1l:een kiytetyn
vérin) kanssa. In vitro -fuusiondytteissd puolestaan laskettiin vihrein kanavan kolokalisaatio
punaisen kanavan kanssa. Tilastollinen merkittivyys laskettiin Costes’n algoritmilla (Costes ym.

2004). Kaikissa ndytteissd Costes’n algoritmi oli 1 eli kolokalisaatio oli merkitseva.

3.3. Integriinin kasautumiskoe

Solut siirrostettiin kasvamaan maljoille, joissa oli peitinlaseja. Ennen vasta-aineen lisdystd solut
pestiin kerran PBS:114. Soluja inkuboitiin jddhauteella primaarissa anti-a2 —vasta-aineessa (HAS6)
laimennettuna 1 % DMEM:iin. Seuraavaksi solut pestiin jadhauteella (3 x 5 min 0,5 % BSA-PBS).
Soluja inkuboitiin sekundaarisella vasta-aineella (anti-hiiri Alexa 488, 1:750). Tdmaén jilkeen solut
pestiin jddhauteella pimedssd (3 x 5 min 0,5 % BSA-PBS). Soluja inkuboitiin 2 h, 37 °C, jonka

aikana a2 1-integriinin oli tarkoitus siirtyd solun sisdan.

3.4. SDS-PAGE ja immunoblottaus

Naytteet eroteltim 10 %  SDS-polyakryyliamidigeelissd  (Biorad) ja elektroblotattiin
polyvinyylidifluoridikalvolle (Millipore). Kalvo késiteltiin 5 % maitojauheella epéspesifisen
sitoutumisen estdmiseksi. Primaaria 3D RNA-polymeraasin vasta-ainetta sekd HRP-konjugoituja
(BioRad) sekundaarivasta-ainetta  kéytettiin  kalvon  virjdykseen.  Signaalit erotettiin

kemiluminisenssilla (Pierce).

3.5. Solujen Kisittely erilaisilla kemikaaleilla

PI3-K:n estdmisen vaikutuksia tutkittaessa LY294002:ta (2-(2-morfolinyyli)-8-fenyyli-4H-1-
bentsopyra-4-noni, Calbiochem, San Diego, CA, 50 uM 1 % DMEM:ssd) lisdttiin soluille ennen
EV1:n infektiota. Infektioiden annettiin edetd 15 min, 2 h tai 6 h. Tdmédn jdlkeen niytteistd
leimattiin immunologisesti LBPA ja EV1 seké tarkasteltiin konfokaalimikroskoopilla. LY294002:ta
(30 uM 1 % DMEM:ssd) lisdttiin soluille myds EV 1-infektion eri vaiheissa: 0 h, 15 min, 1 h, 2 h, 3
h, 4 h ja 5 h infektion aloituksesta.
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Na'/H -pumpun estdmisen vaikutusten tutkimiseksi niytteitd késiteltiin samaan tapaan
kuin edelld myds toisella myrkylld, EIPA:lla (100 uM 1 % DMEM:sséd). Myrkkya lisdttiin ennen
EV1:n infektiota. Infektion annettiin edetd joko 15 min tai 2 h ja se suoritettiin vérillisilld viruksilla
(AF-EV1), jotka oli laimennettu 1 % DMEM:iin.

Kolesteroliaineenvaihdunnan merkityksen tutkimiseksi soluille lisdttiin U18666A
(Calbiochem, La Jolla, CA, USA) kahtena eri pitoisuutena: 1,5 pg/ml ja 3,0 pg/ml. Soluja
inkuboitiin yon yli (n. 17 h) 10 % DMEM:iin tehdyissd myrkkylaimennoksissa. Tdmin jilkeen ne
infektoitiin normaaliin tapaan EV1:114 siten, ettd DMEM:iin laimennettu myrkky oli koko infektion
ajan mukana.

Kaikkien késittelyjen jdlkeen tehtiin immunofluoresenssivirjaykset, kuten aiemmin on

kerrottu. Ndytteet valmistettiin tarkasteltaviksi konfokaali ja fluoresenssimikroskoopissa.

3.6. In vitro -fuusio

a2B1-integriinin internalisaatio soluissa indusoitiin vasta-aineilla, kuten edelld on kuvailtu.
Primaarisena vasta-aineena kéytettiin o2-integriiniin tarttuvaa A211E10 10 % DMEM:sséi.
Sekundaarisena vasta-aineena kéytettiin anti-hiiri Alexa 488:a tai anti-hiiri Alexa 555:ta. Molemmat
laimennettiin 10 % DMEM:iin (1:750). Soluja inkuboitiin 37 °C:ssa 15 min tai 3 h.

Solut pestiin kahdesti PBS:114, jonka jidlkeen ne raaputettiin maljoista irti PBS:ssi.
Solut sentrifugoitiin 5 min/1000 rpm/4 °C, jonka jidlkeen ne suspensoitiin homogenointipuskuriin (3
mM imidatsoli, 0,25 M sakkaroosi, | mM EDTA). Seuraavaksi solut sentrifugoitiin 5 min/2000
rpm/4°C ja suspensoitiin uudelleen homogenointipuskuriin. Solut homogenoitiin ruiskuttamalla
niitd 23 G:n neulan ldpi 10 kertaa, jonka jdlkeen ne sentrifugoitiin vield 10 min/2000 rpm/4° C.
Supernatantti otettiin talteen ja sen proteiinipitoisuus maéériteltiin Bradfordin menetelmalla.

Solunsisdisten rakkuloiden fuusioreaktiota varten valmistettiin ATP:td yllapitidvéa seos,
jossa oli 33 mM ATP:td (Promega, Madison, WI, USA), 267 mM kreatiniinifosfaattia sekd 1,3
mg/ml kreatiinifosfokinaasia. Liséksi valmistettiin liuos, joka estdd ATP:n toiminnan. Sen
valmistamiseksi heksokinaasia sentrifugoitiin eppendorf-putkessa 5 min. Supernatantti otettiin pois
ja pelletti liuotettiin 30 pl:aan 0,25 M D-glukoosia. Néytteiden annettiin fuusioitua joko ATP:td
ylldpitavéssd tai sitd hdvittdvissd systeemissd. Valmiissa ATP-systeemissd oli 4 ul Hepes/Mg-
asetaatti/DTT:td, 78 uM K-asetaattia, 13,5 pl ATP:téd ylldpitavéa liuosta sekd 50 pl naytteitd, joissa
a2B1-integriini oli leimattu Alexa 488:lla ja Alexa 555:1la. ATP:td hévittdiva systeemi oli muuten

samanlainen, mutta ATP:td ylldpitdvan liuoksen tilalle liséttiin ATP:td havittdvad liuosta 11 pl
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a2B1-integriinid sisdltdvien rakkuloiden fuusion annettiin edetd pimedsséd jaéhauteella 1 h valilla
naputellen putkia. Tédmidn jilkeen fuusioreaktioiden tuotos pipetoitiin  poly-L-lysiinilla
paéllystetyille peitinlaseille, 50 pl/lasi. Lasit oli pééllystetty inkuboimalla niitd yon yli maljalla,
jossa oli PBS:44 sekd poly-L-lysiinid (Sigma, 1:100). Lisdksi puhtaita fuusioimattomia Alexa
488:1la tai 555:1la vérjittyjd sytosolindytteitd pipetoitiin kontrolleiksi omille peitinlaseilleen 10 pl.
Naytteiden annettiin kiinnittyd peitinlaseille 1 h, jonka jilkeen ne kiinnitettiin objektilaseille
mowiolilla ja tarkasteltiin myohemmin konfokaalimikroskoopilla.

Fuusiokokeita tehtiin my6s 15 min EVI1-ndytteilli. Sytosolin valmistuksessa
homogenointipuskuria lisdttiin 220 pl ennen niytteen homogenointia neulalla. Fuusioreaktion
pituus oli 1 h tai 3 h ja siind kéytettiin ATP:td yllapitdvaid tai hajottavaa liuosta. Kontrollina oli
fuusioimaton puhdas sytosoli.

Kontrollina toimi in vitro —fuusio, jossa sytosoli oli saatu aV- (L230 vasta-aine) ja o2-
integriinien (A211E10 vasta-aine) vasta-aineilla kisitellyistd soluista. Sekunddirisend vasta-aineena
anti-oV -leimatuissa soluissa toimi anti-hiiri Alexa 555 ja anti-o2 -leimatuissa anti-hiiri Alexa 488.
Varsinaiselle tutkittavalle naytteelle tehtiin edelldkuvatulla tavalla fuusio. Internalisaatioaika oli 15
min 37°C:ssa. Sytosolin valmistuksessa nédytteet liuotettiin 170 pl:aan homogenointipuskuria ennen
homogenointia neulalla. Fuusioreaktion annettiin tapahtua 3 h. Kutakin fuusiondytettd pipetoitiin 60
ul ja puhdasta sytosolia 15 pl peitinlasia kohden.

In vitro —fuusiota tehtiin my6s hyddyntdmalla soluista aiemmin erotettua sytosolia.
Sytosolin valmistusta varten solut irrotettiin trypsinoimalla. Ne sentrifugoitiin (Heraeus) 10 %
DMEM:ssd 5 min/1000 rpm/4 °C ja suspensoitiin 3 ml:iin homogenointipuskuria. Sitten solut
sentrifugoitiin 10 min/2500 rpm/4 °C ja suspensoitiin 2,5 ml:iin homogenointipuskuria.
Vaihtoehtoisesti lisdttiin homogenointipuskuria vain 0,5 ml proteiinikonsentraation lisddmiseksi.
Tédmin jdlkeen solut homogenoitiin ruiskuttamalla niitd 23 G:n neulan lépi 10 x ja sentrifugoitiin 15
min/2500 rpm/4°C. Supernatantti otettiin talteen ja siihen lisdttiin CLAP:ia (1:1000). Téassékin
kokeessa oli kontrollina aV- ja o2-integriinid siséltdvien rakkuloiden fuusio. Integriinien
internalisaatioaika oli 15 min tai 3 h. Ennen solujen homogenointia neulalla homogenointipuskuria
lisdttiin kuhunkin néytteeseen 200 pl. Fuusioreaktioiden annettiin edetd 3 h. Reaktioputkissa joko
pidettiin ylld ATP:t4 tai sen toiminta estettiin. Molempiin reaktioihin kdytettin liuosta, joka sisélsi 4
ul HEPES/Mg-asetaatti/DTT:td, 60 uM K-asetaattia, 13,5 ul ATP-systeemid (ohje edelld), 60 pl
puhdasta sytosolia sekd 40 pl molempia virjéttyjd sytosoleja. Fuusioreaktiosta saatua ndytetti

pipetoitiin peitinlasille 120 ul ja puhdasta sytosolia n. 80 pl.
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4. Tulokset

4.1. Echovirus 1:n internalisaatio

EV1:n riippuvuutta eri  endosytoosireiteistd tutkittiin  infektoimalla soluja EVI1:1l4,
rakkulaliikenteeseen vaikuttavien myrkkyjen 14sné ollessa. Soluista vérjittiin immunologisesti EV1.
Myrkkynd kéytettiin LY294002:ta (50 uM), jonka tiedetdéin inhiboivan fosfatidyyli-inositoli 3-
kinaasia (PI3-K). PI3-K:lla on puolestaan ratkaiseva merkitys makropinosytoosissa. Infektion
annettiin edetd kuusi tuntia, jonka jédlkeen laskettiin infektioprosentit myrkylld kisitellyistd ja
késittelemittomistd ndytteistd. Fluoresenssimikroskoopin kuvista saatiin  kontrollisolujen
infektioprosentiksi 52,25 % (solujen kokonaismdird oli 999) ja LY294002:1la késiteltyjen solujen
osalta 0,553 % (solujen kokonaismaira oli 904).

LY294002:n vaikutusta tutkittiin my0s infektion eri vaiheissa (ks. taulukko I). Solut
infektoitiin EV1:114 ja LY294002:ta liséttiin eri aikoina: O h, 15 min, 1 h, 2 h, 3 h, 4 hja5 h

infektion alkamisen jdlkeen. Infektoituneiden solujen osuus laskettiin fluoresenssimikroskoopilla.

Taulukko I. Solujen infektioprosentti nédytteissd, jotka oli késitelty LY294002:11a infektion eri vaiheissa.

aika (min) |infektioprosentti |soluja yhteensi kentissa
0 33,1 256
15 32,9 222
60 47,3 218
120 43,4 129
180 31,0 258
240 54,0 346
kontrolli 55,0 372

Kolesterolin kuljetuksen merkitystd EV1-infektiolle tarkasteltiin késitteleméilld soluja
U18666A:1la. U18666A on kemikaali, joka héiritsee LDL:n kolesterolin kuljetusta lysosomeista ja
solukalvolta ER:4én seki lysosomeista solukalvolle (Sparrow ym. 1999). Se saa aikaan kolesterolin
kertymisen myo6héisiin endosomeihin ja ns. MLB:hen (multilamellar bodies), jotka ovat
kerroksellisia kalvorakenteita sisdltdvid lysosomaalisia rakkuloita. Lisdksi kemikaali aiheuttaa

lipidilauttojen hajoamista. Solut kisiteltiin kahdella eri U18666A-pitoisuudella: 1,5 pg/ml ja 3,0
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pg/ml. EV1-infektion annettiin edetd 6 tuntia, jonka jdlkeen EV1 vérjéttiin ja soluista laskettiin
infektioprosentti. Kontrollisoluissa infektoituneita oli 68,8 % (soluja yhteensd 263), 1,5 pg/ml:n
pitoisuudella késitellyissd soluissa 65,5 % (soluja yhteensd 255) sekd 3,0 ug/ml:n pitoisuudella
kasitellyissé soluissa 56,8 % (soluja yhteensé 380).

Viruksen infektiokykyd eri myrkyillda kisitellyissd soluissa tutkittiin  my0s
havainnoimalla viruksen perimin kopioitumisessa oleellisen 3D RNA-polymeraasin ilmenemista.
Soluja kisiteltiin LY294002:11a (50 uM) tai brefeldiini A:lla (0,4 pg/ml). Néytteistd ajettiin SDS-
PAGE, joka blotattiin ja virjéttiin immunologisesti viruksen RNA-polymeraasin havaitsemiseksi.
Immunodetektion perusteella (ks. kuva 4.1) voidaan todeta, ettd 6 h:n EVl-infektion jélkeen
viruksen RNA-polymeraasi ilmeni LY294002-késitellyissd soluissa. Toinen kiytetty aine,
brefeldiini A, hiiritsee Golgin laitteen toimintaa ja saa sen muuttumaan putkimaisiksi rakenteiksi
(Rambourg ym. 1995). Blotissa BFA:lla késitellyissd soluissa ei ilmennyt viruksen RNA-

polymeraasia.

A B: B:C:C; D:D:

75 kDA
50 kDa

Kuva 4.1. Sarakkeessa A on markkeri. Sarakkeissa B1 ja B2 ovat kontrollit, sarakkeissa C1 ja C2 LY294002:11a kisitellyt

ndytteet ja sarakkeissa D1 ja D2 BFA:lla késitellyt ndytteet. Viruksen 3D RNA-polymeraasi on ympérdity punaisella.
LY?294002-néytteessd polymeraasi ilmeni mutta BFA-néytteessa ei.

4.2. a2p1-integriinin kasautuminen johtaa endosytoosiin

EV1 tarttuu solun pinnalla olevaan o2f1-integriiniin ja internalisoituu yhdessd sen kanssa soluun.

Integriinin internalisaatio saadaan aikaan myds aiheuttamalla sen kasautuminen vasta-aineilla.

42



Integriinin reittid solussa tutkittiin immunofluoresenssivirjdyksen ja erilaisten myrkkyjen avulla.
Integriinin siirtyminen solun sisdén indusoitiin a2f1-integriinin tunnistavalla primédrilld seka
sekundédrilld vasta-aineella. Soluihin liséttiin ennen integriinin internalisaatiota joko 50 uM
LY294002, 100 uM EIPA tai 10 uM U73122. Internalisaation annettiin tapahtua 2 h 37°C:ssa.
LY294002 inhiboi PI3-K:n toimintaa ja héiritsee siten makropinosytoosin mekanismeja. EIPA estdd
amiloridille herkin Na'/H -vaihtajan toiminnan. Tdmd puolestaan hiiritsee sytoplasmassa
esiintyvien tubulovesikulaaristen rakenteiden kypsymisen ns. monirakkulaisiksi rakenteiksi (MVB,
multivesicular bodies). Koska a2fB1-integriini ja EV1 kulkeutuvat solussa juuri MVB:hen, EIPA
vaikuttaa niiden kulkuun (Karjalainen ym. 2008). U73122 vaikuttaa fosfatidyyli-inositolispesifiseen
fosfolipaasi C:n toimintaan ehkéisevasti, mikd héiritsee makropinosytoosin toimintaa (Amyere ym.
2000).

Solut kuvattiin konfokaalimikroskoopilla (ks. kuva 4.2.). Kontrollindytteessi
kaveoliini-1 niyttdd kolokalisoituneen jonkin verran o2f1-integriinin kanssa. EIPA-késitellyissé
ndytteissd sitd vastoin kolokalisaatiota ei havaita. EIPA hiiritsee integriinin normaalia kuljetusta,
kuvien perusteella a2 1-integriini ndyttdd kuitenkin pddsevin solun sisddn. LY294002-késitellyissé
soluissa kaveoliini-1:n ja a2f1-integriinin kolokalisaatio on selkeisti havaittava. U73122-késittely
kuten EIPA-késittelykin estdd kaveoliini-1:n ja a2pB1-integriinin kolokalisaation. Myrkyilld
kasitellyissd soluissa integriini jdi solun reuna-alueille, kun taas kontrollindytteessd se paddsi myos

solun syvempiin osiin.
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kontrolli LY294002

u73122

At

Kuva 4.2. Kuvissa a2p1-integriinii nékyy vihreénd ja kaveoliini-1 punaisena. Kolokalisaatio nidkyy keltaisena.
Myrkyilld késitellyissd ndytteissd integriini vaikutti olevan ldhinnd solun reuna-alueilla, kun taas kontrollisoluissa

integriini padsi myds solun sisdosiin.

Kaveoliini-1:n ja a2B1-integriinin kolokalisaatio laskettiin BiolmageXD-ohjelmalla (ks. kuvaaja

4.1)

44



a2B1-integriinin kolokalisaatio cav-1:n kanssa
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0,00%
kontrolli LY294002 EIPA u73122

Kuvaaja 4.1. Kuvaajasta ilmenee vihredn kanavan (integriini) prosentuaalinen kolokalisaatio punaisen
kanavan (kaveoliini-1) kanssa. Kontrollisoluissa kolokalisaatio on 86,76 %, LY294002:114 kasitellyissd
soluissa 63,04 %, EIPA:lla késitellyissd soluissa 28,97 % ja U73122:lla késitellyissd soluissa 60,64 %.
Costen algoritmi kaikille kolokalisaatiolle on 1. Kolokalisaatio on siis tilastollisesti merkitseva.

4.3. Echovirus 1:n kulkeutuminen solussa

EV1:n reitin tutkimiseksi infektoituja soluja késiteltiin erilaisilla myrkyilld ja tarkasteltiin viruksen
kolokalisaatioita tietyille rakkularakenteille tyypillisten molekyylien kanssa. Myoéhdisessé
endosomeissa esiintyvin LBPA:n ja EVI1:n kolokalisaation tutkimiseksi soluja kaisiteltiin
LY294002:1la (50 uM). Soluja infektoitiin 2 h ja vérjattiin LBPA sekd EVI1. Solut kuvattiin
konfokaalimikroskoopilla (ks. kuva 4.3.).

kontrolli LY294002

Kuva 4.3. LBPA:n ja EV1:n kolokalisaatio. Infektioaika on 2h. LBPA ndkyy kuvissa vihrednd ja EV1 punaisella.
Kuvissa nékyy jonkin verran LBPA:n ja EV1:n kolokalisaatiota.
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LBPA:n prosentuaalinen kolokalisaatio EV1:n kanssa laskettiin BiolmageXD-ohjelmalla (ks.
kuvaaja 4.2).

EV1:n kolokalisaatio LBPA:n kanssa

60,00%
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40,00%
30,00%
20,00%

10,00%

0,00%
kontrolli LY294002

Kuvaaja 4.2 Kuvaajassa ndkyy punaisen kanavan (EV1) prosentuaalinen kolokalisaatio
vihredn kanavan (LBPA) kanssa. Kolokalisaatiot ovat kontrollisoluissa 39,93 % ja
LY294002:11a kisitellyissd soluissa 43,29 %. Costen algoritmi on kaikille naytteille 1.
Kolokalisaatiot ovat tilastollisesti merkitsevia.

Viruksen kulkeutumista kaveoliini-1:td sisdltdviin rakkuloihin tutkittiin edelleen myrkyilld. Soluja
kasiteltiin LY294002:11a (50 uM) ja EIPA:1la (100 uM). Ne infektoitiin varilliselld viruksella (AF-
EV1) 2 h. Soluista virjattiin kaveoliini-1 ja kuvattiin konfokaalimikroskoopilla (kuva 4.4.).
Kontrollisoluissa ndhdddn EVI1:n ja kaveoliini-1:n kolokalisoituneen jonkin verran. Solun
ulkopinnalla ndkyy vield runsaasti virusta. LY294002-kisittely, jonka tiedetdin héiritsevan ainakin
makropinosytoosireittid, ndyttdisi estdvin kaveoliini-1:n ja EV1:n kolokalisaatiota. Virus ei ole
padssyt solun sisille yhtd tehokkaasti kuin kontrollindytteessi. EIPA, joka estis Na'/H' -pumpun
toiminnan ja sen kautta hdiritsee makropinosytoosin toimintaa, vaikuttaisi estivin myos

kolokalisaation.
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kontrolli LY294002

Kuva 4.4. Kuvassa punaisella vérilld nikyy EV1 ja vihredlld kaveoliini-1. Kontrollisoluissa nékyy jonkin verran
kaveoliini-1:n ja EV1:n kolokalisaatiota, kun taas EIPA-, ja LY294002-késitellyissd soluissa kolokalisaatiota on
vaikeampi havaita. Myrkyilld késitellyissd soluissa EV1 on jddnyt selvésti solun reuna-alueille. Kaikissa kuvissa
infektioaika on 2 h.

Kaveoliini-1:n prosentuaalinen kolokalisaatio EV1:n kanssa laskettiin BiolmageXD-ohjelmalla 2 h

niytteistd (ks. kuvaaja 4.3).

EV1:n kolokalisaatio cav-1:n kanssa
60,00%

50,00%
40,00%
30,00%
20,00%

10,00%

0,00%

kontrolli LY294002 EIPA

Kuvaaja 4.3. Kuvaajassa on punaisen kanavan (EV1) prosentuaalinen kolokalisaatio vihredn
kanavan (cav-1) kanssa. Kontrollisoluissa kolokalisaatio on 51,20 %, LY294002:1la kisitellyissa
soluissa 48,07 % ja EIPA:lla késitellyissa soluissa 34,91 %. Costen algoritmi kaikille néytteille on
1. Kolokalisaatiot ovat tilastollisesti merkittévia.
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4.4. Rakkuloiden in vitro-fuusio

In vitro —fuusion avulla tutkittiin tarkemmin o2 1-integriinin ja EV1:n kdyttimaa reittid. Tarkoitus
oli selvittdd soluista eristetyn sytosolin avulla, onko rakkuloilla, joihin a2B1-integriini ja EV1
kulkeutuvat, vuorovaikusta keskenddn ja fuusioituvatko ne mahdollisesti yhteen. Integriinin
internalisaatio saatiin aikaan vasta-ainekésittelylld. Soluista virjattiin a2p1-integriini kéyttden
sekundédrivarind Alexa 488:aa tai 555:aa. Integriinin annettiin internalisoitua 37°C:ssa 1 h tai 3 h.
Tamin jdlkeen soluista eristettiin sytosoli. Eri vireilld késitellyistd niytteistd valmistettujen
sytosolien annettiin reagoida keskenddn 1h tai 3h jadhauteella, ATP:td ylldpitdvassa tai hdvittavissa
liuoksessa.

Ensimmadisessd kokeessa integriinin annettiin internalisoitua soluihin joko 3 h tai 15
min (ks. kuva 4.5.). Soluista valmistettujen eri véreilld vérjéttyjen sytosolien annettiin reagoida

kaikissa fuusioissa 1 h (ks. kuva 4.5.).
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15 min, ATP- | 15 min, ATP+

L8

15 min. kontrofii. 48] 15 min, kontrolli, 555 3h, kontrolli, 488 3h, kontrolli, 555

Kuva 4.5. o2f1-integriinié sisdltdvien rakkuloiden kolokalisaatio. a2B1-integriinin internalisaation
annettiin edetd joko 15 min tai 3 h. Naytteissd kéytettiin ATP:td yllapitdvad tai sitd estdvai
systeemid. Kontrolleina olivat pelkéstdan vhdelld vérilla joko 555:11a tai 488:1la, viridtyt nivtteet.

Eri vireilld virjattyjen o2pB1-integriinid sisdltdvien rakkuloiden prosentuaalinen

kolokalisaatio laskettiin BiolmageXD-ohjelmalla (ks. kuvaaja 4.4.).
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Kuvaaja 4.4 o2f1-integriinid sisdltdvien rakkuloiden prosentuaalinen kolokalisaatio maéériteltiin
vihredn kanavan prosentuaalisena kolokalisaationa punaisen kanavan kanssa. 15 min
internalisoituneessa ATP+ néytteessd kolokalisaatio oli 80,33 %, 15 min ATP-:ssa 55,60 %, 3 h,
ATP+:ssa 15,02 % ja 3h, ATP-:ssa 70,01 %. Costen algoritmi oli kaikissa néytteissé 1.

Toisessa kokeessa sytosolin pitoisuudeksi saatiin Alexa 488 -vérjatystd ndytteestd n. 210 pg/ml ja
Alexa 555:1la —virjdtystd niytteestd 65 pg/ml. Tadssd kokeessa kaikissa ndytteissd integriinin
annettiin internalisoitua 15 min. Fuusioreaktion annettiin edetd joko 1 h tai 3 h. Néytteitd

tarkasteltiin tarkemmin konfokaalimikroskoopilla (ks. kuva 4.6.).
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1h, ATP+

Kuva 4.6. a2fl-integriinid sisdltéivien rakkuloiden kolokalisaatio. Kaikissa niytteissd integriinin annettiin
internalisoitua 15 min. Fuusioreaktio oli joko 1 h tai 3 h. Naytteissd kiytettiin joko ATP:ta yllapitédvad tai sitd
estdvad systeemid.

Eri véreilld virjattyjen a2P1-integriinid siséltdvien rakkuloiden prosentuaalinen kolokalisaatio

laskettiin BiolmageXD-ohjelmalla (ks. kuvaaja 4.5.)
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Kuvaaja 4.5. o2f1-integriinid sisdltdvien rakkuloiden prosentuaalinen kolokalisaatio méériteltiin vihredn
kanavan prosentuaalisena kolokalisaationa punaisen kanavan kanssa. 1 h, ATP+ ndytteessd kolokalisaatio on
1,15 %, 1 h, ATP-:ssa 38,05 %, 3 h ATP+:ssa 15,23 % ja 3 h, ATP-:ssa 69,59 %. Costen algoritmi on kaikissa
niytteissd 1. Kolokalisaatio oli tilastollisesti merkitseva.

Edelleen tehtiin koe, jossa kontrollina kdytettiin aV- ja o2-integriinid sisdltdvien vesikkeleiden
fuusiota. aV-integriini internalisoituu soluun klatriinivalitteisesti toisin kuin a2-integriini (Upla ym.
2004). Néin ollen kontrollindytteestd voitiin tarkastella klatriinireitin ja a2 1-integriinin kdyttiméan
reitin vuorovaikutusta. aV-integriinin klusterointi saatiin aikaan L230 vasta-aineella ja siihen
tarttuvalla sekundddriselld vasta-aineella. Kokeessa kdytettiin tarkoitusta varten eristettyd sytosolia
fuusioreaktiossa tarvittavien proteiinien mddrdn lisddmiseksi. Bradfordin menetelmalld
lisdproteiininin ldhteeksi tarkoitetun sytosolin proteiinipitoisuudeksi saatiin 658 pg/ml. Niytteitd

tarkasteltiin konfokaalimikroskoopilla (ks. kuva 4.7).
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15 min, ATP- { 15, min ATP+

kontrolli, ATP-

Kuva 4.7. a2p1-integriinié siséltdvien rakkuloiden kolokalisaatio, jossa kontrollina toimi a2 1-integriinid
sisdltdvien rakkuloiden ja aV-integriinid sisiltdvien rakkuloiden fuusio. a2f1-integriinin aV-integriinin
internalisaatioaika oli 15 min tai 3 h. Kaikissa néytteissd fuusioitumisen annettiin edetd 3 h.
Kontrollindytteissd o2 1-integriinid sisdltdvét rakkulat ndkyvit vihreind sekd oV-integriinid sisiltavét
rakkulat punaisena.

Eri vireilld vérittyjen a2f1-integriinid siséltdvien rakkuloiden prosentuaalinen kolokalisaatio

laskettiin BiolmageXD-ohjelmalla ( ks. kuvaaja 4.6.).
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Kuvaaja 4.6. Vihredn kanavan prosentuaalinen kolokalisaatio punaisesta kanavasta. 15 min ATP+ néytteessa
kolokalisaatio on 62,40 %, 15 min ATP-:ssa 36,07 %. 3 h ATP+:ssa 16,41 %, 3 h, ATP-:ssa 67,98 %, kontrolli
ATP+:ssa 31, 97 % ja kontrolli ATP-:ssa 28,53 %. Costen algoritmi kaikissa néytteissé on 1. Kolokalisaatio
oli tilastollisesti merkitseva.

54



5. Tulosten tarkastelu

5.1. Echovirus 1:n ja a2B1-integriinin internalisaatio seki makropinosytoosi

Karjalaisen ym. (2008) tutkimuksen mukaan EV1:n internalisaatio liittyy alkuvaiheessaan
makropinosytoosia sddteleviin mekanismeihin. Tami tutkimus vahvistaa saman asian. LY294002,
joka PI3-kinaasia inhiboimalla héiritsee makropinosytoosia, vihensi huomattavasti EV1-infektiota.
PI3-K kykenee fosforyloimaan fosfatidyyli-inositolin ja tuottamaan niin signaloinnissa tarvittavia
fosfoinositideja (de Camilli ym. 1996). Nidmid molekyylit ilmeisesti kertyvit muodostuvan
makropinosomaalisen kupin alueelle ja saavat aikaan erilaisten aktiinitukirankaan vaikuttavien
molekyylien saapumisen alueelle (Rupper ym. 2001). PI3-K vaikuttaa enimmaikseen
makropinosytoosin loppuvaiheessa, ei niinkdén solukalvolle muodostuvien poimujen synnyssé.

Mitd aikaisemmassa EVl-infektion vaiheessa PI3-K:ta estivdd myrkkya,
LY294002:ta lisdttiin, sitd vdhdisempi osuus soluista infektoitui. Kuvassa (ks. taulukko I)
infektioprosentti laskee dkisti 180 minuutin kohdalla. Lisdksi 60 minuutin kohdalla infektioprosentti
nousi melko jyrkdsti. Luultavasti ndmé poikkeamat aiheutuvat jonkinlaisesta virheestd kokeen
aikana. Karjalaisen ym. (2008) tutkimuksen mukaan 30 min ennen infektiota lisdtty LY294002 esti
infektion 70 %:sti. Tdma kdy hyvin yksiin saamieni tulosten kanssa, joiden mukaan verrattuna
kontrollisoluihin (infektioprosentti 55,0 %) infektion alkamisen yhteydessd annettu myrkky védhensi
solujen infektioprosenttia (33,1 %) voimakkaasti. Ilmeisesti PI3-K, jonka toimintaa myrkky estéa,
vaikuttaa 1dhinnd EV1:n sisddntunkeutumisen alkuvaiheissa.

Tutkittaessa LY294002:n vaikutusta EV1:n 3D RNA-polymeraasin ilmenemiseen,
havaittiin, ettei myrkky estényt sitd (kuva 4.1.). 3D RNA-polymeraasin ilmeneminen solussa on
merkkind viruksen perimin replikaation alkamisesta. LY294002 ei siis niinkddn vaikuta
replikaatioon, vaan viruksen endosytoosiin. LY294002:n vaikutuksesta EV1 nimittdin jai
enimmaékseen solun reuna-alueille (ks. kuva 4.2.).

Makropinosytoosiin  osallistuvien =~ mekanismien  tdrkeddn  rooliin  EVl:n
internalisaatiossa viittaa myds U73122-myrkyn vaikutus. Myrkky vaikuttaa fosfatidyyli-
inositolispesifiseen fosfolipaasi C:n toimintaan ehk&isevésti, mikd hiiritsee makropinosytoosin
toimintaa (Amyere ym. 2000). Karjalaisen ym. (2008) tutkimuksen perusteella U73122 on tehokas
vain infektion alkuvaiheessa, jolloin EV1 tunkeutuu solun siséén. Karjalaisen ym. (2008) mukaan

myrkky saa viruksen kertyméén solun reuna-alueille. Tima tutkimus vahvistavaa asian, silld a2p1-
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integriini, joka kulkeutuu soluun samaa reittid kuin EV1, jadi myrkyn vaikutuksesta solujen reuna-

alueelle (kuva 4.2.).

5.2. Echovirus 1:n yhteys Kkaveoliini-1:ti sisiltiviin ja  muihin

rakkularakenteisiin

On havaittu, ettd EV1:n internalisaatio ei ole riippuvainen kaveoliinista eikd dynamiinista
(Karjalainen ym. 2008). Samaa reittid kéyttivan o2p1-integriinin klusteroituminen saa aikaan
integriinin kulkeutumisen monirakkulaisiin rakenteisiin, MVB:hen. a2f1-integriinin on havaittu
myd0s siirtyvian kaveoliini-1:td siséltdviin solunsisdisiin rakenteisiin, mahdollisesti kaveosomeihin.
Internalisaation ensimmaéisind minuutteina kolokalisaatiota kaveoliini-1:n kanssa ei kuitenkaan
havaita. a2p1-integriini sekd EV1 kulkeutuvat vasta my6hemmin n. 15 min infektion alkamisesta
kaveoliini-1:4 siséltdviin rakenteisiin. Tdmén tutkimuksen perusteella a2 1-integriini kolokalisoitui
2 h:in infektion jilkeen jonkin verran kaveoliini-1:n kanssa. LY294002 ei niyttinyt estdvin
kolokalisaatiota. Koska LY294002 ei estinyt mydskddn 3D RNA-polymeraasin ilmenemistd, on
luultavaa, ettd myrkky vaikuttaa vain infektion alkuvaiheissa, eikd vaikuta reitin my&hempiin
vaiheisiin. Mahdollisesti a2p1-integriinin ja EV1:n internalisaatio voi tapahtua osittain myos
sellaista reittid, joka ei ole riippuvainen PI3-kinaasista. EIPA, joka on Na'/H -pumpun inhibiittori
sekd U73122 olivat tehokkaita estdjid kaveoliini-1:n ja a2p1-integriinin kolokalisaatiolle. U73122:n
vaikutus viittaa makropinosytoosin merkittdvddn rooliin my0s integriinin sisdén ottamisessa, silld
U73122 estdd makropinosytoosissd tirkedn fosfatidyyli-inositolispesifisen fosfolipaasi C:n
toiminnan.

EIPA hiiritsee sytoplasmassa olevien putkimaisten rakkularakenteiden kypsymistd
monirakkulaisiksi rakenteiksi ns. MVB:ksi (Karjalainen ym. 2008). EV1:n on havaittu siirtyvin
juuri tillaisiin rakenteisiin. Tdssd tutkimuksessa havaittiinkin, ettd EIPA sai viruksen (kuva 4.4.) ja
a2p1-integriinin (kuva 4.2.) jadmadn solun ulkoreunalle ja esti sitd tunkeutumasta syvemmadlle
soluun. EIPA myos esti a2f1-integriinin (kuvaaja 4.1) ja EV1:n (kuvaaja 4.3.) kolokalisaatiota
kaveoliini-1:n kanssa.

Jonkin verran virus kolokalisoitui mydhéisille endosomeille tyypillisen LBPA:n
kanssa (kuvaaja 4.2.), vaikka viruksen ei tiedetikdin menevin varhaisiin endosomeihin. 2 h
infektion jilkeen kolokalisaatio oli huomattavasti suurempi kuin 15 min infektiossa. Viruksen

padtyminen LBPA:ta siséltidviin rakenteisiin kestdd todennidkoéisesti kauemmin kuin 15 min.
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Ilmeisesti EV1 ei tarvitse PI3-K:ta pdédstdkseen LBPA:ta siséltiviin rakenteisiin, silld LY294002:11a
ei kokeessa ollut vaikutusta kolokalisaatioon.

Ratkaiseva merkitys vaikutti olevan myds solun ER:std Golgiin ja edelleen
endosomeihin johtavan erityisreitin sekd solukalvon uudelleenjérjestymisen sditelylld. Brefeldiini
A, joka estdd télld reitilld ja solukalvolla toimivien Arf-GTPaasien GEF:ien (guanine nucleotide
exchange factor) toiminnan (Belov ym. 2008), esti tdssd tutkimuksessa EV1:n 3D RNA-
polymeraasin ilmenemisen.

Pietidisen ym. (2004) tutkimuksen mukaan kolesterolia solukalvolta poistava
nystatiini ja sen synteesid hdiritsevd progesteroni estivit EVI1:n internalisaation CV-soluissa.
Lisdksi MBCD, joka poistaa kolesterolin solukalvolta havittdd kaveolit ja estdd EV1:in
internalisaation (Marjomiki ym. 2002). Oman tutkimukseni mukaan U18666A, joka myds vaikuttaa
kolesterolin méadrdin solukalvolla (Sparrow ym. 1999), ei juurikaan vaikuttanut solun
infektoitumiseen EV1:11d. U18666A on kemikaali, joka hiiritsee LDL:n kolesterolin kuljetusta
lysosomeista ja solukalvolta ER:ddn sekd lysosomeista solukalvolle (Sparrow ym. 1999).
Mahdollisesti kdytetty myrkkypitoisuus, jétti solukalvolle kolesterolia sen verran, ettd EV1 péédsi

solun sisddn. Suurempi myrkkypitoisuus olisi saattanut tuoda esiin selvemmaén vaikutuksen.

5.3. In vitro-fuusio

Soluissa toimivien endosytoosireittien monimuotoisuus on suuri. On todenndkoistd, ettd tdlla
hetkelld niistd tunnetaan vain osa. Tutkituimpien reittien, klatriinireitin, kaveolivilitteisen reitin,
makropinosytoosin ja fagosytoosin lisdksi, on 16ydetty my6s monia muitakin reittejd. Néitd ovat
mm. CLIC/GEEC-reitti, IL2RB-reitti flotilliinista riippuvainen reitti sekd Arf6:sta riippuvainen reitti
(ks. yleiskatsaus Doherty & McMahon 2009). Monet endosytoosin avulla soluun pidsevat
taudinaiheuttajat tai solua hyodyttavit molekyylit kiyttdvit useampaa kuin yhta reittid. Esimerkiksi
CTxB pédsee sytoplasmaan ainakin kaveolivilitteisesti, flotilliinivélitteisesti sekd CLIC/GEEC-
reittid pitkin.

Merkittdvind tekijdnd solun kalvoliikenteessd on solunsisdisten rakkuloiden vilinen
fuusio. On luultavaa, ettd eri endosytoosireitteilld esiintyvit rakkulat voivat joissain tapauksissa
fuusioitua keskenddn. Tamin seikan tarkempi selvittiminen vaatii tulevaisuudessa vield lisda
tutkimustydtd. Rakkuloiden fuusio on tarkkaan sdddelty ja siithen osallistuu monia proteiineja, kuten
luvussa 1.1.5 todettiin (ks. esim. Sollner ym. 1993). Tidssé tutkimuksessa haluttiin selvittdd ovatko

02B1-integriinid ja EV1:td kuljettavat rakkulat vuorovaikutuksessa keskendédn. Sen vuoksi soluista,
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jotka olivat ottaneet sisddnsd o2P1-integriinid, eristettiin rakkuloita sisdltdva sytosoli. Eri véreilld
kisiteltyjen sytosolien annettiin sitten reagoida keskendén mahdollisen fuusion seuraamiseksi.

Mikroskooppikuvissa havaittiin rakkuloita joihin a2p1-integriini oli kulkeutunut. Osa
rakkuloista sulautui toisiinsa. Rakkuloiden fuusion annettiin tapahtua joko 1 h tai 3 h. 3 h
fuusioituneissa ndytteissd kolokalisaatio vaikutti olevan jonkin verran suurempi kuin 1 h
fuusioituneissa naytteisséd (kuvaaja 4.5.). [Imeisesti 1 h:n aikana fuusio ei ollut ehtinyt vield tapahtua
tdydessd mitassaan.

Vaihtelu ATP:td ylldpitdvin ja sitd hajottavan systeemin vélilld vaikutti olevan
sattumanvaraista. Néiden kokeiden perusteella ei siis voinut péételld, vaatiiko fuusioituminen
ATP:td. SNARE-proteiinien valittimé kalvorakenteiden fuusio (ks. tarkemmin kappale 1.1.5.) vaatii
ATP:td (Zhao ym. 2007). SNARE-kompleksiin tarttuvalla NSF:1ld on ATPaasi aktiivisuus. ATP:n
hydrolyysi saa aikaan kompleksin hajoamisen ja mahdollistaa SNARE-proteiinien kierrdtyksen.
Tassé tutkimuksessa vaihtelu ATP:td ylldpitdvin ja sitd hajottavan systeemin vililld vaikutti olevan
sattumanvaraista. Ndiden kokeiden perusteella ei siis voinut pddtelld, vaatiiko fuusioituminen
ATP:ta.

Klatriinireitin ja o2fB1-integriinid kuljettavan reitin yhteyttd tutkittiin yrittdmalla
fuusioida aV-integriinid sisdltdvid rakkuloita o2f1-integriinid sisdltdvien rakkuloiden kanssa.
Tiedetddn, ettd aV-integriini péddsee solun sisddn klatriinivilitteisesti (Joki-Korpela ym. 2001).
Néissd kontrolleina kiyttdmisséni ndytteissd havaittiinkin vain vdhin kolokalisaatiota verrattuna
suurimpaan osaan muita ndytteitd (ks. kuvaaja 4.6.). Néin ollen klatriinireitti ei ainakaan ole
merkittdvassd miirin yhteydessd a2p1-integriinid tai EV1:ta kuljettavaan reittiin.

Yleisesti ottaen lasketut kolokalisaatiot vaikuttavat kuitenkin hyvin sattumanvaraisilta.
On siis vaikea vetdd kokeiden perusteella johtopadtoksid rakkuloiden fuusiosta. Liséksi in vitro-

kokeet eivit vélttimattd vastaa eldvien solujen oloja.
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LIITE 1. JCB: STANDARD ABBREVIATIONS

2D, two-dimensional

3D, three-dimensional

A, ampere

HA, microampere(s)

mA, milliampere(s)

A, angstrom (10-10m)

aa, amino acid(s)

ACTH, adrenocorticotropin
ADP, adenosine diphosphate
AMP, adenosine monophosphate
cAMP, cyclic AMP

AP, alkaline phosphatase

ATP, adenosine triphosphate
ATPase, adenosine triphosphatase
BHK, baby hamster kidney

bp, base pair

BrdU, bromodeoxyuridine

BSA, bovine serum albumin

°C, degree Celsius

CaM, calmodulin

Cdk, cyclin-dependent kinase
CFP, cyan fluorescent protein
CHAPS, 3-(3-cholamidopropyl)-
diethylammonio-1 propanesulfonate
CHO, Chinese hamster ovary

Ci, curie(s)

pCi, microcurie(s)

mCi, millicurie(s)

Con A, concanavalin A

cpm, counts per minute

cps, counts per second

CTP, cytidine triphosphate
cycle/min, cycle(s) per minute
cycle/s, cycle(s) per second

D, dalton

d, day

d, density

DAB, diaminobenzidine

DAG, diacylglycerol

DAPI, 6’-diamidino-2-phenylindole
DEAE, diethylaminoethyl

diam, diameter

DME, Dulbecco’s modified Eagle’s
medium

DMSO, dimethyl sulfoxide
DNA, deoxyribonucleic acid
cDNA, complementary DNA
DNase, deoxyribonuclease
DNP, dinitrophenyl

dpm, disintegrations per minute
dps, disintegrations per second
DTT, dithiothreitol

ECL, enhanced chemiluminescence
ECM, extracellular matrix
EDTA, ethylenediaminetetraacetic
acid

EGF, epidermal growth factor
EGFP, enhanced GFP

EGTA, ethyleneglycol-bis(f-
aminoethyl
ether)-N,N’-tetraacetic acid
ELISA, enzyme-linked
immunosorbent

assay

EM, electron microscopy

ER, endoplasmic reticulum

EST, expressed sequence tag

°F, degree Fahrenheit

FACS, BD fluorescence-activated
cell

sorter

F-actin, filamentous actin

FAK, focal adhesion kinase

FBS, fetal bovine serum

FCS, fetal calf serum

FGF, fibroblast growth factor
FISH, fluorescent in situ
hybridization

FITC, fluorescein isothiocyanate
FRAP, fluorescence recovery after
photobleaching

g, gram

g, unit of gravity

GDP, guanosine diphosphate
GFP, green fluorescent protein
GST, glutathione S-transferase
GTP, guanosine triphosphate
GTPase, guanosine triphosphatase
h, hour

HA, hemagglutinin

HBSS, Hanks’ balanced salt solution
Hepes, N-2-hydroxyethylpiperazine-
N’-2-

ethane sulfonic acid

HPLC, high performance liquid
chromatography

HRP, horseradish peroxidase

IEF, isoelectric focusing

IFN, interferon

Ig, immunoglobulin

1.1, intraluminal(ly)

i.m., intramuscular(ly)

i.p., intraperitoneal(ly)

IPTG, isopropyl-p-d-thiogalactoside
IU, international unit(s)

i.v., intravenous(ly)

JNK, c-Jun NH2-terminal kinase
kb, kilobase(s)

kbp, kilobase pair(s)

kD, kilodalton(s)

liter(s), liter(s)

ul, microliter(s)

ml, milliliter(s)

m, meter

pum, micrometer(s)

M, molar

mAb, monoclonal antibody
MAPK, mitogen-activated protein
kinase

MDCK, Madin—Darby canine kidney
MEM, Eagle’s minimum essential
medium

MES, 2-(N-morpholino)ethane
sulfonic

acid

min, minute

mo, month

MOI, multiplicity of infection

mol, mole(s)

mol wt, molecular weight

MOPS, morpholino propane sulfonic
acid

Mr, relative molecular mass

N, normal (concentration of ionizable
groups)

n, number in a study or group
NA, numerical aperture

NAD+, nicotinamide adenine
dinucleotide

NADH, NAD+reduced

NADP, NAD+phosphate
NADPH, NADP reduced

NBD, nitrobenzoxadiazole

ND, not determined

NEPHGE, nonequilibrium pH
gradient

electrophoresis

NGF, nerve growth factor

NLS, nuclear localization signal
No., number

NP-40, Nonidet P-40

NS, not significant

NSF, N-ethyl-maleimide sensitive
fusion protein

nt, nucleotide

OD, optical density

ORF, open reading frame

osM, osmolar

PAGE, polyacrylamide gel
electrophoresis

PBS, phosphate-buffered saline
PCA, perchloric acid

PCR, polymerase chain reaction
PDGF, platelet-derived growth factor
PFA, paraformaldehyde

Pi, inorganic arthophospfrate
Pipes, [1 ,4-piperazinebis(ethane
sulfo

nic acid)]

PKC, protein kinase C

PLC, phospholipase C

PMA, phorbol myristate acetate
PMSF, phenylmethylsulfonyl
fluoride

r, correlation coefficierrt

RBC, red blood cell

RER, rough endoplasmic reticulum

1/2

RIA, radioimmunoassay

RNA, ribonucleic acid

mRNA, messenger RNA

siRNA, small interfering RNA
tRNA, transfer RNA

RNAI, RNA interference
RNAase, ribonuclease

RNP, nibonucleoprotein

rpm, revolutions per minute

RT, room temperature

RT-PCR, reverse transcription PCR
s, seconds(s)

s, sedimentation coefficient

S, Svedberg unit of sedimentation
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coefficient

SD, standard deviation

SDS, sodium dodecyl sulfate
SEM, standard error of the mean
SNAP, soluble NSF attachment
protein

SNARE, SNAP receptor

sp act, specific activity

SSC, standard saline citrate
SV40, simian virus 40

t test, Student's t test

t1/2, half-life, half-time

TBS, Tris-buffered saline

TCA, trichloroacetic acid

TdR, thymidine deoxyribose
TGF, transforming growth factor
TGN, trans-Golgi network

TLC, thin layer chromatography
TNF, tumor necrosis factor
TRITC, tetramethylrhodamine
isothiocyanate

Tris,
tris(hydroxymethyl)aminomethane
t-SNARE, target membrane SNARE
TUNEL, Tdt-mediated dUTP-biotin
nick end labeling

U, unit

UDP, uridine diphosphate

UTP, uridine triphosphate

UV, ultraviolet

V, volt

VEGF, vascular endothelial growth
factor

vol, volume

v-SNARE, vesicle membrane
SNARE

W, watt

WGA, wheat germ agglutinin
wk, week

wt, weight

YFP, yellow fluorescent protein
yr, year
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	ALKUSANAT
	Endocytosis is a cellular mechanism which carries substances from outside of the cell to the cytoplasm. This transport occurs through endocytotic vesicles, which are budding inward from the plasma membrane. Endocytosis can be unspesific or spesific. In specific endocytosis the ligand binds its receptor and the receptor-ligand complex is then carried to cytoplasm. There are different mechanisms for endocytosis. In clathrin-mediated endocytosis clathrin-coated pit in the plasma membrane matures to a cytoplasmic vesicle. Another endocytotic route is caveolae-mediated endocytosis which does not need protein-coat to proceed. An important factor in the route is a protein called caveolin. In macropinocytosis vesicles are much bigger than in caveolae- or clathrin-mediated endocytosis. There are also other endocytotic routes in cell which are not dependent on clathrin or caveolin. Lipid rafts of the plasma membrane are important for these mechanisms. Many pathogens use endocytotic mechanisms to enter inside the cytoplasm. 
	Echovirus 1 (EV1) belongs to the family Picornaviridae. It is a nonenveloped virus which has a positive single-stranded RNA genome. EV1 binds α2β1 integrin on the plasma membrane. It elicits integrin clustering and internalization of the virus. During the first minutes of the entry, EV1 uses macropinocytotic mechanisms. Later, there is a connection to caveolin-containing structures in EV1 internalization.
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