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Solu ottaa sisdéinsd materiaalia endosytoosin avulla. Koska soluun kuljetettavien molekyylien kirjo on laaja,
soluun on kehittynyt erilaisia endosytoosireittejd. Fagosytoosin avulla soluun kuljetetaan suuria kiinteitd
partikkeleita. Pinosytoosireittejd on useita, ja niiden avulla solu ottaa sisddnsé solukalvoa ja solun ulkopuolista
nestetti sekd sithen liuenneita molekyyleja.

Kasvutekijdreseptorit ovat solukalvon ldvistdvid reseptorityrosiinikinaaseja. Kasvutekijdn sitoutuminen
reseptoriinsa saa aikaan reseptorien kasaantumisen, signalointikompleksien muodostumisen sekd reseptorin
endosytoitumisen. Muodostuneet signalointikompleksit aloittavat soluissa viestiketjuja, jotka lopulta johtavat
muutoksiin solujen jakaantumisessa, kasvussa, erilaistumisessa ja liikkumisessa.

Integriinit ovat solukalvon tidrkeimpid adheesioreseptoreita, ja ne kiinnittdvét solut viereisiin soluihin ja
soluviliaineen proteiineihin. Integriinien kautta tapahtuva signalointi vaikuttaa muun muassa solujen muotoon,
kiinnittymiseen ja erilaistumiseen. Integriinit voivat lisédksi toimia patogeenireseptoreina. Integriinien ja
kasvutekijareseptoreiden vélilld on havaittu yhteistyota.

Echovirus 1 on ihmisen patogeeni, jonka reseptorina solukalvolla toimii a2f31-integriini. Viruksen sitoutuminen
kasauttaa a2 1-integriinit solukalvolla, minké jalkeen virus-reseptori -kompleksi endosytoidaan soluun.

Tédmén tutkimuksen tarkoituksena oli selvittdd, vaikuttavatko seerumin kasvutekijat o2p1-integriinin
endosytoosiin ja echovirus 1:n infektiotehokkuuteen. Kasautuneen a2f1-integriinin endosytoositehokkuus
selvitettiin kvantitatiivisen konfokaalimikroskopian avulla. Echovirus 1:n infektiivisyyttd eri seerumi- ja
kasvutekijastimulaatioissa tutkittiin fluoresenssimikroskoopilla. Biokemiallisin menetelmin kartoitettiin a2-
integriinin, echovirus 1:n ja kasvutekijdreseptoreiden méérid soluissa eri seerumi- ja kasvutekijdstimulaatioissa.

Tulosten mukaan kasvutekijdt edistivit sekd a2f1-integriinin endosytoosia ettd echovirus 1 -infektiota ihmisen
luusydpésoluissa, jotka ilmentévit runsaasti a2f1-integriinid. Néiden solujen seeruminilkiinnyttdminen lisdsi
joidenkin kasvutekijdreseptoreiden ilmentymistd, muttei vaikuttanut a2f1-integriinin miérdén. Myos toisessa
solulinjassa, ihmisen aortan sileissd lihassoluissa, seerumindlkiinnyttdminen aiheutti joidenkin
kasvutekijdreseptoreiden médrin lisddntymistd. Toisin kuin luusyOpédsoluissa, sileissd lihassoluissa
seerumindlkiinnyttiminen kuitenkin tehosti echovirus 1 -infektiota.
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Abstract:

Endocytosis is the process by which cells absorb molecules by engulfing them. Endocytotic pathways can be
subdivided into two categories. Phagocytosis is the cellular process of engulfing solid particles by the cell
membrane. In pinocytosis small particles, liquid and cell membrane are brought into the cell.

Growth factor receptors are hydrophobic transmembrane receptor tyrosine kinases. After ligand binding the
receptors cluster and signaling complexes can form in the cytoplasm. At this point the receptor-ligand complexes
are also endocytosed into the cell. The signaling complexes link growth factor receptor activation to downstream
signal transduction pathways, leading to changes in cell division, growth, differentiation and movements.

Integrins are adhesion receptors that mediate attachment between a cell and the environment surrounding it,
which may be other cells or the extracellular matrix. They also play a role in cell signaling and define cellular
shape, attachment and differentiation. Integrins have also been documented to serve as receptors for pathogens.
Crosstalk between integrins and growth factor receptors has also been studied.

Echovirus 1 is a human pathogen, which binds to 021 integrin at a cell surface. Virus binding causes integrin
clustering and virus-receptor complex internalization.

The purpose of this research was to find out if growth factors play a role in a2p1 integrin internalization or
echovirus 1 infection. The quantitative confocal microscopy was used to determine the internalization rate for
clustered a2P1-integrins. The echovirus 1 infectivity was measured with fluorescence microscopy. The amounts
of a2 integrins, echovirus 1 and growth factor receptors were estimated using biochemical methods.

The results showed that growth factors do enhance both 0231 integrin internalization and echovirus 1 infection in
02P1 integrin expressing human osteosarcoma cell line. Starvation of the cells increased the amount of some
growth factor receptors but did not affect a2 integrin levels. In human aortic smooth muscle cells, starvation also
increased the amount of a2 integrin. Contrary to osteosarcoma cells, in these cells serum starvation enhanced the
echovirus 1 infectivity.
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1. Johdanto

Solu kommunikoi ympdiristonsd kanssa lipideistd ja proteiineista koostuvan solukalvon
vilitykselld. Solukalvon proteiinit kiinnittavit solun ympéristoonsa, osallistuvat solun sisddn
otettavien ja sieltd pois kuljetettavien molekyylien valikointiin sekd vilittavit
viestimolekyylien signaaleja solulimaan. Osa solukalvon proteiineista voi lisdksi toimia

reseptoreina erilaisille patogeeneille.

1.1. Endosytoosi

Solukalvon koostumus on tarkkaan sdddelty ja sen kautta molekyylit kulkevat sekd solun
sisddn (endosytoosi) ettd sieltd ulos (eksosytoosi). Solun endosytoima materiaali on yleensi
nestettd ja sithen liuenneita molekyylejd, kuten ravinteita ja viestimolekyylejd. Osa
immuunipuolustuksen soluista voi ottaa sisddnsd myds suurempia kiinteitd partikkeleita, kuten
bakteereja. Ravinteiden ja viestimolekyylien sisddnoton lisdksi endosytoosi on mukana
solukalvon lipidi- ja proteiinikoostumuksen sditelyssd, mitoosissa, antigeenien esittelyssé,
solujen vaelluksessa sekd erilaisten signaalireittien aloituksessa. Myos useat patogeenit
valjastavat kdyttoonsa solujen endosytoosireitteja.

Soluun kuljetettavien molekyylien kirjo on laaja, ja soluun onkin kehittynyt erilaisia
endosytoosireittejd (Kuva 1). Vaikka reitit eroavat toisistaan esimerkiksi mukana olevien
sddtelymolekyylien suhteen, reittien perusidea on sama. Ensimméiisessd vaiheessa sisdin
otettavat molekyylit tunnistetaan solukalvolla esimerkiksi solukalvoreseptoreiden avulla.
Tunnistettujen molekyylien ympérilld solukalvo poimuttuu tai painuu kuopalle ja lopulta kaksi
solukalvoaluetta yhtyy toisiinsa. Solukalvolta irronneet rakkulat yhtyvét solulimasta 16ytyviin
erilaisiin lipidikalvoilla ympérdityihin endosomaalisiin rakenteisiin (Kuva 1). Rakenteet
mahdollistavat solun kemian erikoistumisen, mikd nikyy muun muassa proteiinien ja lipidien
rikastumisena tietyilld kalvoalueilla sekd diffuusioesteiden muodostumisina soluliman ja
rakenteiden sisdpuolien vélille. Kalvojen proteiini- ja lipidikoostumuksien muutokset ja

rakkuloiden sisdlto sdidtelee monia soluliman tapahtumia.
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Kuva 1. Endosytoosireittien jaottelu seki yleisimmét endosomaaliset rakenteet.

Endosytoosi jaetaan fago- ja pinosytoosiin (Kuva 1). Fagosytoosia tapahtuu vain
tietyissd solutyypeissd ja sen avulla soluun kuljetetaan kookkaita, kiinteitd partikkeleita, kuten
bakteereja. Pinosytoosia tapahtuu kaikissa solutyypeissd ja sen avulla solu ottaa sisdéinsi
nestettd ja sithen liuenneita molekyylejd. Pinosytoosi voidaan jakaa edelleen makro- ja
mikropinosytoosiksi (Kuva 1). Makropinosytoosin seurauksena solun sisélle muodostuu suuria
rakkuloita, makropinosomeja. Mikropinosyyttiset rakkulat ovat pienempid kuin
makropinosomit ja niissd soluihin kulkeutuu nesteen sijaan ldhinnd molekyylejd. Osa
mikropinosytoosin avulla muodostuvista rakkuloista vuorataan solukalvolla kuoriproteiineilla,
kuten klatriinilla tai kaveoliinilla. Lisdksi on olemassa ndistd proteiineista riippumattomia

mikropinosytoosireittejd (Kuva 1). Osa endosytoosireiteistd muodostaa rakkuloita jatkuvasti,



osa tarvitsee lastimolekyylin signaalin aktivoituakseen. On myd6s olemassa molekyylejé, jotka
padsevit soluun useita endosytoosireittejd pitkin riippuen ymparistotekijoista tai solutyypista.

Yksi endosytoosin tirkeimmistd vaiheista on solukalvoalueiden yhtyminen ja
endosyyttisen rakkulan irtoaminen solulimaan. Tutkituin solukalvojen yhdistymisessd toimiva
proteiini on suuri GTPaasi, dynamiini (van der Bliek ym., 1993). Makropinosytoosi ja osa
mikropinosytoosireiteistd toimivat ilman téti proteiinia, ja ndilld reiteilld kalvojen yhtymisesti
vastaavat muut molekyylit. Muun muassa makropinosytoosissa solukalvojen yhdistimisessi
on mukana C-terminaaliin sitoutuva proteiini 1/brefeldinA-ADP -ribosyloitu substraatti
(CtBP/BARS; Liberali ym., 2008). Endosytoosin monimuotoisuudesta huolimatta reittien
sddtelijoind toimivat usein samat proteiiniperheet, kuten Rho-perheen pienet GTPaasit ja
erilaiset ADP-ribosylaatiotekijat (Arf). Muita reiteille tirkeitd séitelytekijoitd voivat olla
esimerkiksi aktiinitukiranka sekd solukalvon lipidi- ja proteiinikoostumus.

Solun lipidikalvot eivét ole tasakoosteisia. Sfingolipidit ja steroleista erityisesti
kolesteroli jdrjestdytyviat yhteen tiukoiksi lautoiksi, erilleen ympardivédstd normaalista
solukalvosta ja sen fosfolipideistd (ks. yleiskatsaus Rajendran ja Simons, 2005). Solukalvolla
ajatellaan olevan useita erilaisia lipidilauttojen alatyyppejd. Esimerkiksi voimakas
detergenttikasittely ei liuota kaikkia kalvoalueita, jolloin ehjiksi jddneet alueet (DRM) voidaan
eristdd. Lipidilautat ovat dynaamisia rakenteita, ja nithin rikastuneet proteiinit ja lipidit voivat
litkkkua suhteellisen vapaasti lauttojen alueella ja niiden ulkopuolella (ks. yleiskatsaus
Rajendran ja Simons, 2005). Lipidilauttojen on lisdksi ajateltu toimivan signaloivien
molekyylien kokoontumis- ja aktivoitumispaikkoina (ks. yleiskatsaukset Simons ja Toomre,
2000; Rajendran ja Simons, 2005). Erilaiset endosyyttiset rakkulat voivat irrota solulimaan
sekd lipidilautoilta ettd niiden ulkopuolelta.

Irrottuaan solukalvolta rakkulat jatkavat matkaansa solulimassa (Kuva 1). Léhes
kaikilta endosytoosireiteiltd rakkulat ohjautuvat suoraan tai epdsuoraan varhaisiin
endosomeihin, joissa lastimolekyylien lajittelu alkaa. Varhaisissa endosomeissa alhainen pH
auttaa irrottamaan lastimolekyylit reseptoreistaan. Tamén jélkeen reseptorit voidaan kierréttia
takaisin solukalvolle kierrdtysendosomeissa, joissa on korkeampi pH kuin varhaisissa
endosomeissa. Osa reseptoreista kuljetetaan jatkolajitteluun monirakkula- ja myohéisiin

endosomeihin (ks. yleiskatsaukset Gruenberg 2001; Gruenberg ja van der Goot, 2006).
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Monirakkulaendosomien sisdrakkuloiden muodostuminen alkaa jo varhaisissa endosomeissa,
ja niiden muodostumista séditelevdt sekd soluliman etti endosomien omat proteiinit (ks.
yleiskatsaus Doherty ja McMahon, 2009). Monirakkulaendosomit kypsyvit usein my6hdisiksi
endosomeiksi. Myohdisten endosomien sisdrakkulat eivdt ole keskendén samanlaisia, eika
sisdrakkuloiden lasteja ohjata myohdisistd endosomeista samaan paikkaan. Osa proteiini- ja
lipidilastista ohjataan takaisin solukalvolle, kun taas osa kuljetetaan lysosomeihin
hajotettavaksi (ks. yleiskatsaukset Gruenberg ja van der Goot, 2006; Doherty ja McMahon,
2009). Lysosomeissa molekyylien hajotuksesta vastaavat alhainen pH sekd lysosomaaliset
entsyymit. Eri endosomaaliset osastot eivit eroa ainoastaan tehtdviltddn vaan myos lipidi- ja
proteiinikoostumuksiltaan. Varhaisista endosomeista 16ytyy pieni GTPaasi, Rab5 ja
mydhdisistd endosomeista Rab7. Monirakkulaendosomeista on 1dydetty molempia (Rink ym.,
2005). Kuten solukalvolta, my0s varhaisista ja myohdisisti endosomeista 10ytyy erilaisia
kalvoalueita (ks. yleiskatsaus Gruenberg, 2001). Seuraavaksi kdydddn tarkemmin l4pi solun

erilaisia endosytoosireittejé.

1.1.1. Fagosytoosi

Tietyt immuunipuolustuksen solut osaavat endosytoida ja hajottaa mikrobeja sekd solujitettd
fagosytoosin avulla. Monisoluisissa elidissd fagosytoosi aktivoi puolustusmekanismeja ja on
mukana sikion kehityksessd sekd kudosten uudelleen jérjestdytymisessd (ks. yleiskatsaus
Aderem ja Underhill, 1999). Yksi harvoista fagosytoosin avulla soluihin tunkeutuvista
viruksista on herpes simplex virus (Clement ym., 2006).

Solun pinnalla fagosyyttiset reseptorit sitoutuvat patogeeniin, ja aktiinin toiminnan
seurauksena partikkelin ympérille muodostuu solukalvokuppi (Kuva 1). Solulimaan irronnut
fagosomi ei pysty hajottamaan siséllddn olevaa partikkelia, vaan sen tiytyy kypsya
fagolysosomiksi. Kypsymisen aikana fagosomi vaihtaa molekyylejd soluliman ja eri
endosomaalisten rakenteiden kanssa (ks. yleiskatsaus Aderem ja Underhill, 1999).
Fagolysosomi kykenee hajottamaan sisdlldén olevan partikkelin matalan pH:n, aktiivisen
NADPH-oksidaasikompleksin seké lysosomaalisten entsyymien avulla (ks. yleiskatsaus Watts,

2006).
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Fagosyyttisen reseptorin sisdénotto aktivoi solussa erilaisia kinaaseja, ja aiheuttaa
muutoksia solun fosfolipidimetaboliassa. Yksi aktivaation kohteista on PLC. PLC hydrolysoi
solukalvon fosfolipidejd, miké puolestaan aktivoi aktiinisdikeiden muodostuksessa vaikuttavaa
PKC:td (ks. yleiskatsaus Allen ja Aderem, 1995). Mukana fagosytoosin sditelyssd on myos
fosfoinositidi 3 -kinaasi (PI3K) ja useita myosiinimoottoreita, joiden avulla fagosomi liitkkuu
solulimassa. Aktiinin uudelleen jdrjestiytyminen on vélttimétontd fagosytoosin onnistumiselle,
mutta séételijdproteiinit vaihtelevat riippuen sisdén otettavasta lastimolekyylistd. Tyypin I
fagosytoosissa sddtelijoind toimivat Rho-GTPaasi -perheeseen kuuluvat Ras-liittyvd C3
botulinum toksiini -substraatti 1 (Racl) ja solujakaantumista kontrolloivan proteiinin
homologi 42 (Cdc42) sekd Arf6 (Caron ja Hall, 1998; Zhang ym., 1998). Tyypin II
fagosytoosissa Rho-aktivaatio on tdrked (Caron ja Hall, 1998). Fagosomin yhtymisessi
varhaisten ja mydhdisten endosomien sekd lysosomien kanssa auttavat muun muassa Rab-
proteiiniperheen jdsenet (ks. yleiskatsaus Allen ja Aderem 1995) seké fosfatidyyli-inositoli 3 -
fosfaatti (PI3P; Vieira ym., 2001).

1.1.2. Makropinosytoosi

Toisin kuin fagosytoosi, makropinosytoosi ei valttdmattd tarvitse toimiakseen solukalvon
reseptoreita eikd ympdroitdvad partikkelia. Soluun muodostuvat makropinosomit (Kuva 1)
ovat suuria, halkaisijaltaan noin 0,2-10 um kokoisia rakkuloita, joiden avulla solu ottaa
sisddnsd solukalvoa sekd nestetti ja sithen liuenneita molekyylejd. Téamén lisdksi
makropinosytoosi vaikuttaa myos solujen liikkkuvuuteen ja on mukana aktivoitujen
signaalimolekyylien vaimennussédételyssd (ks. yleiskatsaus Conner ja Schmid, 2003).
Immuunipuolustuksen soluissa antigeenejd lajitellaan makropinosytoosin avulla  (ks.
yleiskatsaus Norbury, 2006). Makropinosytoosia tai sen kaltaisia endosytoosireittejd kayttavia
viruksia ovat muun muassa vaccinia virus, adenovirus 3 sekd echovirus 1 (EV1; Karjalainen
ym., 2008; yleiskatsaus Mercer ja Helenius, 2009).

Makropinosytoosin aikana aktiini muodostaa solukalvolle poimuja, jotka voivat joko
palautua takaisin tai muodostaa solun sisélle irtoavan rakkulan (Kuva 1). Makropinosytoosi ei
ole sattumanvarainen tapahtuma, vaan solu pystyy valikoimaan makropinosomeihin lastattavia

proteiineja (Mercanti ym., 2006). Antigeenejd esittelevissd soluissa makropinosytoosia
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tapahtuu jatkuvasti, kun taas toisissa solutyypeissd makropinosytoosin saa alulle vain
kasvutekiji- tai jokin muu drsyke (Araki ym., 2007). Solussa makropinosomeilla on monia
kulkeutumisvaihtoehtoja  solutyypistd ja solun kulloisestakin  vaiheesta riippuen.
Makropinosomit voivat fuusioitua keskendin tai toisten endosomaalisten rakkuloiden kanssa,
ja makropinosomeja kulkeutuu myos lysosomaaliselle reitille tai palautuu takaisin solukalvolle
(Hewlett ym., 1994; Araki ym., 2007). Makropinosomien takaisinkierto palauttaa solukalvolle
myds kalvomateriaalia (Hewlett ym., 1994).

Vaikka makropinosytoosi ei vélttdméttd tarvitse toimiakseen solukalvolla aktivoituvia
reseptoreita, on esimerkiksi EGF-reseptorin (EGFr) havaittu lisddvin makropinosytoosia.
Aktivaation syntyyn ei aina tarvita edes reseptoriin sitoutuvaa kasvutekijda (Donepudi ja Resh,
2008). Aktivoitunut reseptori fosforyloituu, mikd houkuttelee paikalle kinaaseja ja
adaptoriproteiineja. ~ Alkanut  signaaliketju  johtaa  kalvolipidien ja  proteiinien
fosforyloitumiseen, solukalvon poimuttumiseen ja lopulta makropinosomien muodostumiseen
(ks. yleiskatsaus Mercer ja Helenius, 2009).

Makropinosytoosin séddtelijoind toimivat muun muassa useat pienet GTPaasit, jotka
ovat mukana solukalvon poimuttumisessa ja makropinosomien muodostumisessa. Rho-
proteiiniperheeseen kuuluvan Racl:n aktivoituminen solun pinnalla lisdd makropinosytoosin
lisdksi fagosytoosia (Hewlett ym., 1994). Racl sitoutuu aktiiniin ja on mukana sen uudelleen
jérjestdytymisessd makropinosytoosin aikana (ks. yleiskatsaus Mercer ja Helenius, 2009).
Jatkuvasti makropinosytoivissa soluissa siételijédproteiinina toimii Cdc42 (ks. yleiskatsaus
Norbury, 2006). Sekd Racl ettd Cdc42 aktivoivat puolestaan p21-aktivoitua kinaasi 1:t (Pakl;
ks. yleiskatsaus Mercer ja Helenius, 2009). Muita makropinosytoosin sddtelyssd toimivia
molekyylejd ovat muun muassa PI3K ja PLC (Araki ym., 2007). Makropinosytoosi on
dynamiinista riippumaton endosytoosireitti, ja solukalvojen yhdistymisestd vastuussa olevaksi
molekyyliksi on ehdotettu CtBP1/BARS -proteiinia. Aktivoiduttuaan CtBP1/BARS siirtyy
poimuttuneelle kalvoalueelle ja kerddntyy muodostuvan makropinosyyttisen kupin kaulan

alueelle (Liberali ym., 2008).



13

1.1.3. Mikropinosytoosi

Mikropinosomeissa  soluun kuljetetaan molekyyleja ja pienid méédrid nestettd.
Klatriinivélitteiselld reitilldi muodostuvat rakkulat on paillystetty klatriiniproteiinilla.
Kaveoliinivélitteisessd mikropinosytoosissa solukalvolle muodostuu kuopakkeita, jotka on
paillystetty kaveoliiniproteiinilla. Klatriini- ja kaveoliinivélitteisen endosytoosin lisdksi on
olemassa useita niistd riippumattomia endosytoosireittejd (Kuva 1). Sekd kaveoliini- ettd
klatriinivilitteiset reitit ovat riippuvaisia solukalvoja yhdistdvastd dynamiinista. Klatriinista ja

kaveoliinista riippumattomat reitit voivat olla joko dynamiinista riippuvia tai riippumattomia.

Klatriinivilitteinen endosytoosi

Useat kalvoproteiinit pddsevdt solun sisddn klatriinivélitteiselld endosytoosilla. Téhdn
ryhmddn kuuluvat muun muassa ravinteiden sisdénottoa sdidtelevit reseptorit, kuten
lipoproteiini- ja transferriinireseptorit (ks. yleiskatsaus Conner ja Schmid, 2003). Myds useat
signaloivat proteiinit, kuten kasvutekijireseptorit ja G-proteiinin liitetyt reseptorit
endosytoituvat klatriinireitin avulla (ks. yleiskatsaus Doherty ja McMahon, 2009).
Klatriinivélitteinen endosytoosi on tirked solun homeostasian ylldpitdjd, ja se kontrolloi
solujen vilistd kommunikaatiota kudos- ja elinkehityksen aikana (ks. yleiskatsaus Conner ja
Schmid, 2003). Klatriinivilitteisen endosytoosin avulla soluihin tunkeutuvia viruksia ovat
muun muassa semliki forest -virus sekd adenovirus 2 (ks. yleiskatsaus Pelkmans ja Helenius,
2003).

Reitin aktivoituessa klatriiniproteiini vérvitddn solukalvolle, jossa se muodostaa
klatriinilla pééllystettyjd, solun sisddn painuvia kuopakkeita. Reaktiossa avustavat proteiinit
muun muassa ohjaavat, kasauttavat ja kiinnittdvat klatriinin solukalvolle (ks. yleiskatsaus
Benmerah ja Lamaze, 2007). Kortaktiini on yksi reaktiossa mukana olevista proteiineista. Se
sitoutuu sekd aktiiniin ettd dynamiiniin edistden aktiinin polymerisaatiota (Schafer ym., 2002).
Aktiinin ja dynamiinin toiminnan seurauksena solulimaan irtoaa klatriinilla paillystetty
rakkula, jonka proteiinivuoraus puretaan nopeasti kalvolta irtoamisen jdlkeen erityisten
ATPaasien avulla (ks. yleiskatsaus Benmerah ja Lamaze, 2007). Klatriinireitin rakkuloiden
matka solun sisdlld etenee varhaisten, monirakkula- ja myohidisten endosomien kautta

lysosomeihin (Kuva 1). Hajotusreitin lisdksi osa lastista ohjataan kierrdtysreiteille (Kuva 1; ks.
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yleiskatsaus Zwang ja Yarden, 2009). Erityiset SNARE-proteiinit ovat solukalvoproteiineja,
jotka sddtelevdt rakkuloiden yhdistymis- ja lastien kohdentamisreaktioita (ks. yleiskatsaus
Gruenberg, 2001). Klatriinireitilli SNARE-proteiinit toimivat mydhéisten endosomien
yhdistdmisreaktioissa (Luzio ym., 2009). Klatriinireitin sddtelijoind toimivat liséksi erilaiset
Rab-proteiinit. Varhaisissa endosomeissa vaikuttaa Rab5, ja mydhéisissd endosomeissa seki
monirakkulaendosomeissa sditelijind toimii Rab7. Kierrdtysendosomien Rab-proteiineina

toimivat Rab4 ja Rabl11 (ks. yleiskatsaus Zwang ja Yarden, 2009).

Kaveoliinivilitteinen endosytoosi

Toinen dynamiinista ja aktiinista riippuvainen mikropinosytoosireitti on kaveoliinivélitteinen
endosytoosi. Reitin avulla soluihin kulkeutuvat muun muassa glykosyylifosfatidyliini-inositoli
-ankkuroidut proteiinit (GPI-AP:t), Vibrio cholerae -bakteerin tuottama proteiinikompleksi
(CTB) sekd SV40 (ks. yleiskatsaus Doherty ja McMahon, 2009). Kaveoliinireitti on yhdistetty
muun muassa transsytoosiin (ks. yleiskatsaus Hansen ja Nichols, 2009) sekd kalsiumin
sisddnmenoon ja signalointiin (Daniel ym., 2006). Kaveoliinivéilitteiselld endosytoosireitilld on
my0s havaittu olevan rooli useiden molekyylien vaimennussiételyssé (ks. yleiskatsaus Kumari
ja Mayor, 2010)

Solukalvolle muodostuviin kuopakkeisiin (Kuva 1), kaveoleihin, kertyy kolesterolia ja
sfingolipidejd, ja kaveola-alueita voidaankin pitdd yhtend lipidilauttojen alatyyppina.
Padkomponenttina kaveolarakenteissa on kolesterolia sitova kaveoliini-1 -proteiini.
Solukalvoreseptorin aktivoituessa solukalvon aktiini jirjestdytyy uudelleen ja dynamiinin
toiminta irrottaa kaveoliinivuoratun rakkulan solulimaan. Kaveoliini-1 -positiivisia rakkuloita
on aiemmin kutsuttu kaveosomeiksi, mutta uusimmissa tutkimuksissa niiden olemassaolo on
kyseenalaistettu (Hayer ym., 2010). Kaveoliini-1 -positiivisten rakkuloiden pH on neutraali, ja

ne kuljettavat lastinsa muihin endosomaalisiin rakenteisiin (Hayer ym., 2010).

Klatriinista ja kaveoliinista riippumaton endosytoosi
Klatriinista ja kaveoliinista riippumattomat endosytoosireitit voidaan jakaa sekd dynamiinista
riippuvaisiin (CLIC-D) ettd riippumattomiin reitteihin (CLIC-DI; Kuva 1). CLIC-D -reitilla

kulkevista molekyyleistd tutkituimpia ovat interleukiini 2 -reseptori (IL2r) sekd vyc-
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sytokiinireseptori (ycr; ks. yleiskatsaus Doherty ja McMahon, 2009). CLIC-DI -reitilld
kulkevia molekyylejd ovat muun muassa CTB sekd GPI-AP:t (ks. yleiskatsaus Doherty ja
McMahon, 2009). CLIC-reittien lisdksi on olemassa muitakin klatriinista ja kaveoliinista
riippumattomia mikropinosytoosireittejd, vaikka tdssd tutkielmassa keskitytddn ainoastaan
CLIC-reitteihin.

CLIC-D -reitilld kulkevat IL2r ja ycr ovat kertyneet solukalvon DRM-alueille, ja ne
endosytoidaan nopeasti lastien sitoutumisen jilkeen (Lamaze ym., 2001; Sauvonnet ym.,
2005). IL2r:t pédédsevit soluihin DRM-alueisiin liittyneind ja ovat liittyneind ndihin reitin
varhaisissa vaiheissa (Lamaze ym., 2001). Lopulta sekd IL2r ettd ycr kulkeutuvat varhaisten,
monirakkula- ja myohdisten endosomien kautta lysosomeihin hajotettavaksi (Kuva 1; Gesbert
ym., 2004). Rho-GTPaaseista Racl ja RhoA toimivat CLIC-D -reitin sdételijoind (Lamaze ym.,
2001). Alavirtaan Racl:std toimivat kinaasit, Pakl ja Pak2, jotka sdételevét aktiinitukirangan
toimintaa ja fosforyloivat edelleen muita molekyyleja (Vidal ym., 2002). Yksi
fosforyloitavista proteiineista on kortaktiini, joka voi sitoutua seki aktiiniin ettd dynamiiniin ja
edistdd aktiinin polymerisaatiota (Schafer ym., 2002; Sauvonnet ym., 2005).

CTB:n ja GPI-AP:en endosytoosireitit voivat vaihdella solutyypistd ja
ympdaristotekijoistd riippuen, mutta suurin osa niiden endosytoosista ohjautuu CLIC-DI -
reitille (Sabharanjak ym., 2002; Kirkham ym., 2005). Kuten aiemmin mainitut CLIC-D -
reitilld kulkevat IL2r ja ycr, myds CTB ja GPI-AP:t rikastuvat solukalvon DRM-alueilla
(Sabharanjak ym., 2002). Solukalvolta irrottuaan CLIC-DI -rakkulat yhtyvit toisiinsa ja
muodostavat pitkdnomaisia tai rengasmaisia rakenteita. Rakenteiden on todettu olevan
riippuvaisia kolesterolista, mutta niistd ei ole 16ydetty klatriinia tai kaveoliinia (Sabharanjak
ym., 2002; Kirkham ym., 2005). Rho-GTPaaseista séddtelijana tilld reitilld toimii Cdc42, joka
liittdd reitin aktiinin polymerisaatiokoneistoon (Sabharanjak ym., 2002). Arfl:lld on myos
tarked rooli CLIC-DI -reitilld, eikd muiden Arf-perheenjdsenten mukana oloa voida sulkea
pois varsinkaan reitin mydhdisemmissd vaiheissa (Kumari ja Mayor, 2008). Esimerkiksi
Arf6:n tiedetddn olevan mukana joissain muissa klatriinista ja kaveoliinista riippumattomissa
reiteissd (Naslavsky ym., 2004), vaikka CLIC-DI -reitilld silld ei néyttdisi olevan vaikutusta
(Kirkham ym., 2005).
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Klatriinista ja kaveoliinista riippumattomilla endosytoosireiteilld kulkee useita viruksia.
Esimerkiksi hiiren norovirus-1:n ja coxsackievirus A9:n on ehdotettu tunkeutuvan soluihin
klatriinista ja kaveoliinista riippumattomalla, mutta dynamiinista riippuvalla tavalla
(Gerondopoulos ym., 2010; Heikkild ym., 2010). Thmisen papillomavirus 16 péddsee soluihin
riippumatta klatriinista, kaveoliinista ja dynamiinista (Spoden ym., 2008). Osa viruksista osaa
valjastaa kdyttoonsd useita solun endosytoosireittejd. Esimerkiksi SV40:n on todettu padsevin
soluihin sekd kaveoliinivilitteiselld ettd klatriinista ja kaveoliinista riippumattomalla

endosytoosilla (ks. yleiskatsaus Doherty ja McMahon, 2009).

1.2. Kasvutekijireseptorit

Kasvutekijdreseptorit ovat solukalvon ldpdisevid reseptorityrosiinikinaaseja (RTK).
Solukalvolla  kasvutekijin ~ tai  muun lastimolekyylin  sitoutuminen  kasauttaa
kasvutekijareseptorit yhteen (Kuva 2). Kasautumisen seurauksena reseptorin konformaatio
muuttuu  ja sen kinaasientsyymi aktivoituu. Kinaasientsyymi fosforyloi
kasvutekijdreseptoreiden tyrosiinitdhteitd, mikd luo reseptorin solun sisdisiin osiin
kiinnittymispaikkoja muun muassa adaptori- ja signalointiproteiineille (Kuva 2; ks.
yleiskatsaus Abella ja Park, 2009). Kinaasientsyymin toiminnan lisdksi ubikitinaatio on tirked
lisd kasvutekijareseptoreiden signaloinnissa. Ubikitinaatiossa kasvutekijireseptoreiden
solunsisdisiin osiin kiinnitetdan entsymaattisesti ubikitiinimolekyylejd (Kuva 2). Kovalenttisen
sidoksen muodostuttua kohdeproteiinin stabiilius, entsymaattiset ominaisuudet ja/tai
lokalisaatio solun sisélld muuttuvat, mikd mahdollistaa proteiinin uudenlaisen signaloinnin.
Joissain tapauksissa my0s ubikitinaation purkaminen on tirkeé vaihe reseptorin signaloinnissa
(ks. yleiskatsaus Acconcia ym., 2009). Fosforylaation ja ubikitinaation seurauksena
muodostuneet suuret signalointikompleksit aloittavat soluissa viestiketjuja, jotka lopulta
johtavat muutoksiin geenien transkriptiossa sekd muihin ei-transkriptionaalisiin tapahtumiin
(Kuva 2). Kasvutekijireseptorien signalointi liittyy usein solujen jakaantumiseen, kasvuun,

erilaistumiseen seka litkkumiseen (ks. yleiskatsaus Abella ja Park, 2009).



17

S = kasvutekijireseptori
¢ = kasvutekija
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Kuva 2. Yleiskuva kasvutekijareseptoreiden aktivoitumisesta. Kasvutekijin tai muun signalointiproteiinin
sitoutuminen pariuttaa kasvutekijareseptorin  solukalvolla. Reseptorin oma kinaasientsyymi fosforyloi
tyrosiinitdhteitd, mikd luo kiinnittymispaikkoja adaptori- ja signalointiproteiineille. Osa kompleksiin
kiinnittyneistd proteiineista voi ubikitinoida reseptorin, mikd mahdollistaa reseptorin uudenlaisen signaloinnin.
Aktivoituneet kasvutekijdreseptorit endosytoidaan nopeasti soluihin, jossa ne ohjautuvat kierrdtys- tai
hajotusreitille. Aktiivisten kasvutekijareseptoreiden on raportoitu signaloivan myds endosomeista.

1.2.1. EGF-, PDGF- ja VEGF -reseptorit

EGF vaikuttaa muun muassa solujen kasvuun, jakaantumiseen seka erilaistumiseen (Orth ja
McNiven, 2006). EGF:n lisdksi samaan proteiiniperheeseen kuuluu muitakin proteiineja, joilla
on samankaltaisia rakenteellisia ja toiminnallisia ominaisuuksia (ks. yleiskatsaus Dreux ym.,
2006). Solukalvolla EGF sitoutuu 170 kDa:n suuruiseen EGFr:iin. ErbB-perheeseen kuuluva
EGFr sitoo EGF:n lisdksi muitakin EGF-proteiiniperheen jdsenid, kuten transformoivaa
kasvutekija o:aa. EGFr:n yliekspressiota on havaittu useissa sydpésolutyypeissd (ks.
yleiskatsaus Herbst, 2003).

PDGF-molekyyli koostuu kahdesta proteiiniketjusta, jotka voivat pariutua kolmeksi
erilaiseksi yhdistelméksi (AA, BB, AB). Soluissa on kahdenlaisia PDGFr:;ja, ja niiden
ilmentyminen eri solutyypeissd vaihtelee huomattavasti (ks. yleiskatsaus Heldin ja
Westermark, 1999). PDGFra (170 kDa) sitoutuu kaikkiin PDGF-tyyppeihin, kun taas PDGFrf3
(180 kDa) sitoutuu tehokkaasti vain PDGF:n BB- ja AB -muotoihin. Sitoutuessaan PDGF
pariuttaa reseptorinsa. Erilaiset PDGFr-parit saavat aikaan soluissa yhdenmukaisia, mutteivit

identtisid signalointireitteji. Reseptoriparien aktivoituminen muun muassa poimuttaa
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solukalvoja ja hajottaa aktiinisdikeitd, nostaa solun sisdistd kalsiumkonsentraatiota seki estda
solujen apoptoitumista (ks. yleiskatsaus Heldin ja Westermark, 1999).

Kehomme tuottaa viittd erilaista VEGF-tyyppid (VEGF-A, -B, -C, -D sekd PIGF),
jotka sitoutuvat kolmeen rakenteellisesti samankaltaiseen VEGFr:iin (VEGFr-1, -2 ja -3).
VEGFr:t ovat mukana muun muassa hematopoeettisten solujen (VEGFr-1) sekéd verisuonten
(VEGFr-2) ettd imusuonten endoteelien (VEGFr-3) kehityksessa (ks. yleiskatsaus Holmes ym.,
2007). VEGFr-2 (230 kDa) on tutkituin ja se sitoo kaikkia VEGF-muotoja. VEGFr-2:n
aktivoituminen verisuonten endoteelissd tehostaa solujen jakaantumista, liikkumista sekd
lapéisevyyttd, mikd lopulta johtaa uusien verisuonien muodostumiseen (ks. yleiskatsaus

Holmes ym., 2007).

1.2.2. Kasvutekijireseptoreiden endosytoosi

RTK-perheeseen kuuluvat kasvutekijireseptorit sijaitsevat solukalvon lipidilautoilla (ks.
yleiskatsaus Mukherjee ym., 2006). Reseptorit aktivoituvat kasvutekijoiden tai muiden
signalointiproteiinien kiinnittyessd niihin (Kuva 2). Sitoutuminen pariuttaa tai kasauttaa
reseptorit, ja niiden tyrosiinitdhteet fosforyloituvat. Aktivaation jélkeen reseptorit ja niihin
kiinnittyneet molekyylit endosytoidaan nopeasti (ks. yleiskatsaus Sorkin ja Goh, 2008).
Stressitilanteessa EGFr:n on kuitenkin todettu péddsevdn solun sisddn riippumatta EGFr:n
tyrosiiniaktiivisuudesta (ks. yleiskatsaus Madshus ja Stang, 2009).

Tutkituin aktivoitujen kasvutekijireseptoreiden sisddanmenoreitti on klatriinivélitteinen
endosytoosi. Sekd EGFr:n, PDGFr:n ettd VEGFr-2:n on raportoitu piddsevan soluihin timin
reitin avulla (Orth ja McNiven, 2006; yleiskatsaus Sorkin ja Goh, 2008). Joissain
solutyypeissd korkea EGF-stimulaatiopitoisuus saa aikaan solukalvon poimuttumista seké
makro- ja mikropinosyyttisten rakkuloiden muodostumista. Télloin EGFr voidaan ottaa
soluihin klatriinista riippumattomia reittejd pitkin. Reitti on kuitenkin riippuvainen EGFr-
kinaasin, PI3K:n ja dynamiinin toiminnasta (ks. yleiskatsaus Sorkin ja Goh, 2008). EGFr:n
endosytoosin on raportoitu tapahtuvan myds kolesteroli- ja lipidilauttareitteja pitkin, mutta
tulokset ovat osittain ristiriitaisia ja usein riippuvaisia solutyypistd (Orth ja McNiven, 2006;

yleiskatsaus  Sorkin ja  Goh, 2008). Kaveoliinivilitteiselld reitilld  kulkevien
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kasvutekijireseptoreiden on usein havaittu olevan inaktiivisessa muodossa (Orth ja Mc Niven,
2006).

Klatriinivélitteinen endosytoosireitti alkaa lipidilauttojen ulkopuolelta, joten
kasvutekijareseptoreiden on poistuttava lautoilta ennen klatriinireitille siirtymist.
Lipidilauttojen ja viereisten klatriinikuopakkeiden vélilld onkin havaittu yhteistyotd (ks.
yleiskatsaus Mukherjee ym., 2006). EGF:lld stimuloitaessa klatriini ja EGFr:n solulimassa
oleva hénti liitetddn toisiinsa, ja reseptori kerdéntyy klatriinipeitteisiin kuopakkeisiin (Orth ja
McNiven, 2006). EGF:n yhéd ollessa kiinni reseptorissaan, klatriinipdéllysteiset rakkulat
purkavat kuorensa nopeasti ja yhtyvit Rab5-sdddeltyjen varhaisten endosomien kanssa (ks.
yleiskatsaus Abella ja Park, 2009). Lysosomaalisen hajotuksen lisdksi osa EGFr:sta
kierrdtetddn varhaisista endosomeista takaisin solukalvolle Rab11-sdddellyissd rakkuloissa tai
ne voivat jddda aktiivisiksi endosytoosireitin endosomeihin. Myds reseptoreiden tumakuljetus
on mahdollista (ks. yleiskatsaus Sorkin ja Goh, 2008). Kasvutekijireseptoreiden
endosytoosireittiin  ja hajotusnopeuteen vaikuttavat reseptoriin sitoutuva lasti, lastin
konsentraatio sekd reseptorien mahdollinen heterodimerisoituminen (ks. yleiskatsaus
Mukherjee ym., 2006). Aktivoitunut EGFr rekrytoi solukalvolla klatriinin lisdksi myds muita
molekyylejd, joiden toiminnan ansiosta reseptori ubikitinoidaan (ks. yleiskatsaus Abella ja
Park, 2009). Reseptorin ubikitinaatio voi vaikuttaa muun muassa siihen, ohjataanko se

hajotukseen, kierrdtykseen vai tumaan (ks. yleiskatsaus Mukherjee ym., 2006).

1.3. Integriinit

Integriinit ovat solukalvon tirkeimpid adheesioreseptoreita, jotka sitoutuvat muun muassa
soluviliaineen proteiineihin (Kuva 3). Solukalvon ldpdisevit, heterodimeeriset integriinit
muodostuvat a- ja [ -ketjuista. Erilaisia integriiniheterodimeerejd tunnetaan ainakin 24
kappaletta, ja ne muodostuvat 18:sta a-ketjusta ja 8:sta P-ketjusta. Integriinit signaloivat
solukalvolla molempiin suuntiin erilaisten adaptoriproteiinien vilitykselld (Kuva 3; ks.
yleiskatsaus Hynes, 2002). Integriinien kautta tapahtuva signalointi vaikuttaa muun muassa
solujen apoptoitumiseen ja jakaantumiseen sekd solujen muotoon, polaarisuuteen,

kiinnittymiseen, liikkkuvuuteen ja erilaistumiseen (ks. yleiskatsaus Hynes, 2002). Solukalvolta
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lahtevian signaloinnin lisdksi integriinit voivat signaloida my0s endosytoosin jdlkeen

endosomeista kdsin (ks. yleiskatsaus Sadowski ym., 2009).

1.3.1. Integriinien endosytoosi

Integriinien endo- ja eksosytoosilla on tirkedt roolit solujen kiinnittymisessa ja liikkkuvuudessa.
Soluvaelluksessa solun etenevissd padssd integriinejd eksosytoidaan kalvolle, jotta solulla olisi
tuoreita tarttumiskykyisid reseptoreja pinnallaan. Solujen vetdytyvissd osassa integriinejd
vastaavasti endosytoidaan. Sisddnoton tarkoituksena on enemmankin kierrdttad reseptoria kuin
hajottaa sitd (ks. yleiskatsaus Ivaska ja Heino, 2010). Myds soluvéliainetta kierrdtetdén ja
hajotetaan integriinien endosytoosin avulla (ks. yleiskatsaus Ivaska ja Heino, 2000).
Integriinien on raportoitu padsevén soluihin klatriini-, kaveoli- ja lipidilauttalédhtoisié reitteja
pitkin (Rappoport ja Simon, 2003; Ning ym., 2007). Klatriinireitin avulla integriineja
endosytoidaan solujen etupuolelta kierrétysreitille (Rappoport ja Simon, 2003).

Integriiniketjujen soluliman puoleiset hdnndt ovat integriinien toiminnan kannalta
tarkeitd. Muun muassa PKCa kiinnittyy p-ketjun soluliman puoleiseen osaan, josta se sdételee
integriinin endosytoosia (Ng ym., 1999). Myo6s o-hédnndlld on oma roolinsa integriinien
valittdiméssd signaloinnissa (ks. yleiskatsaus Ivaska ja Heino, 2000) ja endosytoosissa (Upla
ym., 2004). Muita integriinien endo- ja eksosytoosin kannalta térkeitd proteiineja ovat Rab- ja
Arf-perheiden GTPaasit, jotka toimivat sddtelijoind endosomaalisten kalvojen rakenteissa ja
dynamiikassa. Rab-GTPaasit toimivat solukalvolta irronneiden rakkuloiden ja niiden mukana
kulkevien lastiproteiinien kuljetuksessa ja yhdistymisreaktioissa (ks. yleiskatsaus Zerial ja
McBride, 2001). Useiden Bl-integriinien on havaittu kiertdvén takaisin solukalvolle Rab11-
positiivisissa rakenteissa. Muita integriinien endosytoosissa mukana olevia Rab-perheen
jasenid ovat Rab5 ja Rab21 (ks. yleiskatsaus Ivaska ja Heino, 2010). Arf-GTPaasien avulla
solukalvolle varvétdan endosytoosireiteilld tarvittavia kuoriproteiineja, ja ne sddteleviat myos
pééllystettyjen rakkuloiden muodostumista ja lastien valintaa (ks. yleiskatsaus D’Souza-
Schorey ja Chavrier, 2006). Muun muassa Arf6:n on havaittu olevan mukana integriinien
kierrdtyksessa ja aktiinin uudelleen jarjestaytymisessd (Powelka ym., 2004).

Integriinit voivat toimia patogeenien ensisijaisina tai avustavina reseptoreina (Kuva 3).

Patogeenien sitoutuminen integriineihin aktivoi isdntdsolun signaalireittejd, jonka jélkeen
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patogeenit usein endosytoidaan (ks. yleiskatsaus Marsh ja Helenius, 2006). Patogeenien
sisddnotto voi muistuttaa integriinien normaalia endosytoosia, mutta mukana on usein
integriinien sisddnmenolle vieraita molekyylejd, kuten erilaisia entsyymejd ja patogeenin

itsensd erittdmid molekyyleja (ks. yleiskatsaus Marsh ja Helenius, 2006).

Integriinit Integriinit ja
Integriinit adheesiossa  patogeenireseptoreina kasvutekijiireseptorit

\ = soluvéliaineen proteiini
q = integriini
= adaptori/signalointi-
proteiini

O = patogeeni

= kasvutekijareseptori

# = kasvutekiji

v Signalointi

Signalointi

Kuva 3. Integriinien tehtdvidt soluissa. Integriinit ovat solun tirkeimpid adheesioreseptoreita, ja ne valittavat
signaaleja solukalvon ldpi molempiin suuntiin. Lisdksi integriinit voivat toimia primdérisind tai avustavina
reseptoreina erilaisille patogeeneille. Myo0s integriinien ja kasvutekijareseptoreiden vlilld on havaittu yhteistyota.

1.3.2. Integriinit ja kasvutekijireseptorit

Integriinien, kasvutekijoiden ja kasvutekijareseptoreiden vililld on havaittu yhteisty6td (Kuva
3). Osa integriineistd voi sitoutua kasvutekijareseptoreihin ja aktivoida niitd. Lisdksi joidenkin
kasvutekijareseptoreiden on havaittu tarvitsevan integriinien kasautumista aktivoituakseen
tehokkaammin (ks. yleiskatsaus Ivaska ja Heino, 2010). Tutkituin kasvutekijdreseptori-
integriini -vuorovaikutus on EGFr:n ja integriinien vélinen yhteys. EGFr:n méairé solussa voi
vaikuttaa integriinien kautta tapahtuvaan solujen kiinnittymiseen ja toisaalta EGF-stimulaatio
voi vaikuttaa solujen a2-integriinin midrdadan (Krensel ja Lichtner, 1999; Ning ym., 2006).
EGFr:n on todettu aktivoituvan myos ilman EGF:n ldsni oloa, ja reaktion on raportoitu olevan

riippuvaista a2-integriinistd (Ning ym., 2006).
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1.4. Echovirus 1 (EV1)

EV1 on Pikornaviridae-perheeseen kuuluva ihmisen patogeeni, joka voi aiheuttaa aivokalvon-
ja sydintulehduksia, thottumaa sekd mietoja hengitystie- ja suolistotauteja (Grist ym., 1978).
Vaipaton, halkaisijaltaan noin 30 nm:n mittainen ikosahedraalin muotoinen viruskapsidi pitda

siséllddn yksijuosteista +-RNA -genomia (Filman ym., 1998).

1.4.1. EV1:n endosytoosi

Solun pinnalla EV1 sitoutuu a2f1-integriinin (Bergelson ym., 1992), joka normaalisti toimii
kollageenireseptorina. Integriinin funktionaalisen I-domeenin on havaittu sitoutuvan EV1-
kapsidiin (King ym., 1997; Xing ym., 2004). Sama domeeni on vastuussa myds kollageeniin
sitoutumisesta, vaikka sitoutumisalueet eroavatkin kahden ligandin vililla (Bergelson ym.,
1993). Viruksen sitoutuminen saa aikaan integriinien kasautumisen (Xing ym., 2004), miki on
tirkedd solunsisdisten signalointireittien muodostumiselle (Miyamoto ym., 1996) seki
viruksen ja reseptorin sisddnmenolle (Kuva 4).

Havaintojen mukaan EVI1:n endosytoosi on riippuvaista kolesterolista, mutta
riippumatonta klatriinista ja kaveoliinista, vaikka virusendosomit voivatkin jossain méairin
yhtyd néiden reittien kanssa solulimassa (Kuva 4; Pietidinen ym., 2004; Karjalainen ym.,
2008). EV1:n aiheuttamaa integriinin kasautumista ja sisddnmenoa voidaan matkia sitomalla
spesifinen vasta-aine a2f1-integriiniin (Upla ym., 2004). Kasautuneen o2f1-integriinin
sisddnmeno on dynamiinista riippumatonta (Karjalainen ym., 2008), vaikka solutyyppien
vélilld onkin havaittu eroavaisuuksia (Pietidinen ym., 2004). Kasautunut a2f1-integriini ei
myoskddn ndyttdisi kayttdvian CLIC-DI -reittid (Karjalainen ym., 2008). Dynamiinista
riippumattomilla endosytoosireiteilld mukana oleva CtBP1/BARS on tédrkedssé roolissa my0ds
EV1l:n ja sen reseptorin endosytoosissa (Liberali ym., 2008). Solukalvolta irronneet,
kasautuneita a2f1-integriineja siséltavit rakkulat kypsyvit solulimassa
monirakkulaendosomeiksi. Nami endosomit eivit sisdlld varhaisten endosomien, myohdisen
endosomien tai lysosomien markkeriproteiineja, mikd vahvistaa kasitystd klatriinista
riippumattomasta endosytoosireitistd (Karjalainen ym., 2008). CtBP1/BARS -proteiinin lisdksi
muita kasautuneen a2 1-integriinin ja EV1:n endosytoosissa mukana olevia molekyyleja ovat

muun muassa PKCa, Racl, Pakl, PLC sekéd PI3K (Kuva 4; Upla ym., 2004; Karjalainen ym.,
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2008). Havaintojen mukaan EV1:n endosytoosi muistuttaa laheisesti makropinosytoosia
(Karjalainen ym., 2008). Se, mist4 rakenteesta ja miten EV1:n genomi vapautuu solulimaan,

on vield epaselvéaa.

PI3K —» Racl

' \

PLC Pak1
PKCa CtBP1/BARS

\ = aktiini

= a2B1-integriini

OzEVl

@ = kolesteroli

= kaveoliini-1

E.-J
% = EV1-genomi

Kuva 4. EV1:n endosytoosi. Solukalvolla EV1:n reseptorina toimii o2fB1-integriini. Viruksen sitoutuminen
kasauttaa integriinit, jonka jalkeen EV1 ja reseptori otetaan solujen sisddn Kklatriinista, kaveoliinista ja
dynamiinista riippumattomalla tavalla. Endosytoosissa mukana olevia avustavia ja/tai signaloivia proteiineja ovat
muun muassa kolesteroli, PI3K, PLC, PKCa, Racl, Pakl ja CtBP1/BARS. Solulimassa virusendosomit kypsyvét
monirakkulaendosomeiksi. EV1:n genomin solulimaan vapautumiseen liittyvia tapahtumia ei vield tunneta
kunnolla. Mukailtu artikkelista Karjalainen ym., 2008.
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2. Tutkimuksen tarkoitus

Tutkimuksen perustana olivat FT V. Marjoméen ryhmén aiemmat havainnot kasvatusliuoksen
seerumipitoisuuden vaikutuksista kasautuneen o2p1-integriinin endosytoositehokkuuteen.
Tassd pro gradu -tyossd haluttiin tutkia tarkemmin, mitkd yksittdiset seerumiproteiinit
vaikuttavat kasautuneen oa2f1-integriinin endosytoosissa. Tutkimuskohteeksi rajattiin
kasvutekijdt ja niiden reseptorit, koska ndiden molekyylien ja integriinien vélilla on havaittu
yhteistyotd (ks. yleiskatsaus Ivaska ja Heino, 2010). Kasautuneen a2f1-integriinin
sisddnmenon  lisdksi  pyrittiin  selvittiméédn,  vaikuttavatko  kasvutekijit EV1:n
infektiotehokkuuteen. Kokeet suoritettiin kahdella solulinjalla: a2p1-integriinid ilmentédvilla
ithmisen osteosarkoomasoluilla (SAOS-a2B1 -solut) sekd ihmisen aortan sileilld lihassoluilla

(HASMC-solut).
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3. Materiaalit ja menetelmat

3.1. Tyossi kiytetyt solulinjat, virukset ja reagenssit

Kokeissa kéytettiin ithmisen luusydpdsolulinjaa (SAOS; American Type Culture Collection
[ATCC], Manassas, VA, USA), joka ilmentdi o2-integriinid (SAOS-02p1 -solut; Ivaska ym.,
1999) sekd ihmisen aortan siled lihassolulinjaa (HASMC; Kari Airenne, A.l.Virtanen -
Instituutti, Kuopion yliopisto).

SAOS-a2B1 -soluja ylldpidettiin DMEM-kasvatusliuoksessa (Invitrogen Corporation,
Carlsbad, CA, USA), jossa oli 10 % (v/v) FBS-livosta (Invitrogen), 2 mM L-glutamiinia
(Invitrogen), 100 IU/ml penisilliinid (Invitrogen), 100 mg/ml streptomysiinid (Invitrogen) sekd
0,5 % genetisiinid (G-418; Invitrogen). SAOS-a2p1 -kokeet suoritettiin DMEM-
kasvatusliuoksissa, joissa oli 2 mM L-glutamiinia sekd 0, 1 tai 10 % FBS-liuosta. HASMC-
soluja ylldpidettiin Medium 231 -kasvatusliuoksessa (Cascade Biologics Inc., Portland, OR,
USA), johon liséttiin tarvittava lisdliuos (SMGS; Cascade Biologics Inc.) ohjeiden mukaisesti
sekd 100 IU/ml penisilliinid ja 100 mg/ml streptomysiinid. HASMC-kokeet suoritettiin MEM-
kasvatusliuoksessa (Invitrogen), johon liséttiin 2 mM L-glutamiinia seka 0, 1 tai 10 % (v/v)
FBS-liuvosta. Sekd SAOS-02B1- etti HASMC -soluja nélkiinnytettiin 16-18 tuntia.

Toissd kéytettiin viherapinan munuaissoluissa (saatu Timo Hyypiéltd, Virologian
osasto, Turun yliopisto) tuotettua, sakkaroosigradientilla puhdistettua (Marjomiki ym., 2002)
EV1:td (Farouk-kanta; ATCC). Tyossd kdytetyt reagenssit ja vasta-aineet nikyvit taulukosta 1.
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Taulukko 1. Taulukossa esitetty tissd pro gradu -ty0dssé kéytetyt vasta-aineet ja reagenssit.

Vasta-aine/Reagenssi| Kohdemolekyyli |Tuottoeléin | Kohde-eldin Muuta
A211E10 a2-integriini Hiiri Thminen Fedor Berditchevski,
Institute of Cancer studies, Birmingham, UK
Biotinyloitu-A211E10 |a2-integriini Hiiri Thminen Biotinylointi suoritettu omassa laboratoriossa
a-EV1 EVI -kapsidiproteiini |Kani Ihminen ks. Marjoméki ym., 2002
a-PDFGrB PDFGrB Kani Ihminen Cell Signaling
a-phoPDFGrB Fosforyloitu PDFGrf |Kani Ihminen Cell Signaling
a-EFGr EGFr Kani Ihminen Santa Cruz
Streptavidin-488 Biotiini - - Invitrogen
GoM-555 Hiiren vasta-aineet | Vuohi Hiiri Invitrogen
GoM-HRP Hiiren vasta-aineet | Vuohi Hiiri BioRad
GoR-HRP Kanin vasta-aineet | Vuohi Kani BioRad
DAPI-petausaine DNA - - Invitrogen
PDGF - - - Sigma-Aldrich
EGF - - - Invitrogen
VEGF - - - Seppo Yld-Herttuala,
A LVirtanen -Instituutti, Kuopion yliopisto
3.2. Kasautuneen o2pB1-integriinin sisiinmeno- seki virusinfektiokokeet

SAOS-02B1 -solujen a2fB1-integriinien kasauttaminen suoritettiin vasta-aineiden avulla.
Spesifinen vasta-aine (biotinyloitu-A211E10) sidottiin soluihin (30 min, RT) DMEM-
kasvatusliuoksessa, jossa 0 tai 1 % FBS-liuosta. Pesujen jdlkeen primddriseen vasta-aineeseen
sidottiin ensimmaéinen sekundédrinen vasta-aine (streptavidin-488) limpdkaapissa (+ 37 °C,
COgypitoisuus 5 %, 2 h). Tarvittaessa liséttiin kasvutekijia (PDGF 5 tai 50 ng/ml). Pesujen
jalkeen SAOS-02B1 -soluja pidettiin ldmpokaapissa kahden tunnin ajan kasvatusliuoksessa,
jossa oli joko 0 tai 10 % FBS-liuosta seki tarvittaessa kasvutekijd. Kahden tunnin aikana
solukalvolla kasautunut a2fB1-integriini otettiin solujen sisddn. Kaésittelyn jidlkeen pinnalle
jadneet a2B1-integriinit leimattiin jdilld toisella sekundéérisella vasta-aineella (GaM-555).
Kaikissa EV1-infektioissa M.O.I.-luku oli 100. EV1 sidottiin SAOS-02p1- ja HASMC
-solujen pintaan jdilld 45 minuutin ajan DMEM- tai MEM -kasvatusliuoksissa, joissa oli 0 tai
1 % FBS-livosta. Pesujen jéilkeen solut laitettiin ldmpdkaappiin infektoitumaan kuudeksi
tunniksi. Kasvutekijoiden (PDGF 50 ng/ml, VEGF 50 ng/ml ja EGF 0,6 tai 600 ng/ml)
lisddminen tapahtui kokeesta riippuen joko ennen viruksen solujen pintaan sitomista (15

minuutin mittainen esiaktivointi [impokaapissa) tai lampokaappikasittelyvaiheessa.
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3.3. Immunofluoresenssi ja mikroskopointi

Solut fiksattiin (4 % PFA, 20 min RT) ja solukalvot ldpdistiin tarvittaessa (0,2 % Triton X-
100/PBS, 5 min RT). Leimauksessa kiytettdvit vasta-aineet laimennettiin PBS-liuokseen,
jossa oli 3 % BSA:ta. Solut pedattiin DAPI-petausaineeseen ja kuvattiin kokeesta riippuen
joko fluoresenssimikroskoopilla (Leica DMR/BE, jossa Spot RT -kamera) tai Olympus-
mikroskoopilla (IX81), jossa Fluoview-1000 -konfokaalijarjestelma.

Kasautuneen  o2PB1-integriinin  sisddnmenokokeessa  vihred  signaali  kertoi
sisddnmenneen kasautuneen a2p1-integriinin méirén ja paikan solun sisélld. Punainen signaali
kuvasti SAOS-a2B1 -solujen pinnalle jadnyttd a2B1-populaatiota. Keltainen signaali kuvasti
solujen pinnalle jddneitd kasautuneita a2f1-integriinejd. Tuplaleimatut SAOS-02B1 -solut
kuvattiin  z-leikesarjoina konfokaalimikroskoopilla (Kuva 5A). EVl-infektiokokeessa
fluoresoivilla véreilld leimattiin sekd soluja infektoinut EV1 ettd tumat. Infektiokokeiden solut

kuvattiin fluoresenssimikroskoopilla (Kuva 5B).



ILMAN KYNNYSARVOA >

KYNNYSARVO

28

SISA PINTA YHDISTETTY

Kuva 5. Immunofluoresenssindytteiden mikroskopointi ja datan késittely. (A) Kasautuneen o2f1-integriinin
sisddnmenokoe. Konfokaalimikroskoopilla kuvatussa SAOS-a2f1 -solussa vihred signaali kuvastaa solun
sisddnmenneitd, kasautuneita o2pl-integriinejd. Punainen signaali kuvastaa solun pinnalle jdéneitd a2p1-
integriinejd ja keltainen solujen pinnalla olevia kasautuneita a2f1-integriinejd. Yldrivin kuvasarjassa solu on
esitetty ilman kynnysarvojen séétod, alarivissd kynnysarvo sdddetty BiolmageXD-ohjelmalla. Sisddnmenneen
leiman suhde pinnalle jd&neeseen laskettiin BiolmageXD-ohjelmalla. Kuvissa on esimerkkiné yksi kuvatuista z-
leikkeistd, mittajana 10 pum. (B) EVl1-infektiokoe. Fluoresenssimikroskooppikuvista lasketaan sekd leimatut
tumat ettd EV1:n tdyttdmét solut. Lukuméérien suhteiden avulla saadaan selville solujen infektoitumisprosentti.
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3.4. Mikroskooppiaineiston analysointi

Kasautuneen ja sisddnmenneen o2fB1-integriinin suhde solukalvolle jiddneeseen a2p1-
integriinin  maédritettiin  ilmaisen ja avoimen ohjelmiston, BiolmageXD:n, avulla
(http://www.bioimagexd.net). ~ Analysointiin ~ kéytettiin ~ kolokalisaatiotyokalua  ja
seuraavanlaista algoritmia: ([kanava 2]-[kolokalisaatio])/[kanava 1]. Kanava 1 kuvastaa solun
pinnalla leimautuneiden vokseleiden lukumiirdd (Kuva 5A, punainen). Kanava 2 kuvaa
leimautuneiden ja sisddnmenneiden o2f1-integriinien lukumidrdd (Kuva 5A, vihred).
Kolokalisaatio tarkoittaa vokseleita, jotka ovat leimautuneet molemmilla sekundéérisilla
vasta-aineilla (Kuva 5A, keltainen). Epispesifisen taustan poistamiseksi algoritmiin
hyvéksyttiin vain vokselit, jotka jdivét asetetun kynnysarvon ylépuolelle (Kuva 5A, alarivi).
EV1-infektiokokeessa fluoresenssimikroskoopilla kuvattiin useita soluja sisdltdvid
kenttékuvia, joista laskettiin fluoresoivalla vasta-aineella leimattujen, infektoituneiden solujen
sekd tumien lukuméiérdn suhde: [EV1-vasta-aineella leimattujen solujen lukuméérd]/[tumien

lukumaiird] (Kuva 5B). Tulokseksi saatiin solujen infektoitumisprosentti.

3.5. SDS-PAGE ja immunoblottaus

Integriinien kasauttaminen, kasvutekijistimulaatiot ja EV1-infektiot suoritettiin kuten ylla,
mutta vain 15 minuutin mittaisilla 1dmpdkaappikésittelyilld. Kasvutekijdstimulaatiot (PDGF
50 ng/ml, VEGF 50 ng/ml ja EGF 600 ng/ml) annettiin soluille integriinien kasauttamisen
jilkeen. Naytteiden valmistuksen jdlkeen solut hajotettiin keittdmalld niitd 5 minuutin ajan 2 x
Laemmli-puskurissa. Proteiinit eroteltiin toisistaan elektroforeesin avulla 7,5 % SDS-geelissi,
ja siirrettiin  polyvinyylideenifluoridikalvolle (PVDF-kalvo; Millipore).  Proteiinien
leimaamiseen kaytettiin primddrisid vasta-aineita sekd sekundddrisid vasta-aineita, joihin oli
liitetty HRP. HRP-signaali havaittiin SuperSignal-kasittelyn (BioRad Laboratories) jidlkeen

kemiallista luminesenssia mittaavalla laitteella (BioRad Laboratories).
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4. Tulokset

4.1. Kasautuneen oa2p1-integriinin endosytoosi PDGF-stimuloiduissa

SAOS-02p1 -soluissa

Aiemmat tutkimukset FT V. Marjomien ryhméssa olivat osoittaneet, ettd kasvatusliuoksen
seerumipitoisuus vaikuttaa kasautuneen a2 1-integriinin endosytoositehokkuuteen. Tédssd pro
gradu -ty0ssd keskityttiin seerumista 10ytyviin kasvutekijoihin ja niiden solukalvolla
sijaitseviin reseptoreihin, koska ndiden molekyylien ja integriinien vililldi on havaittu
yhteistyota (ks. yleiskatsaus Ivaska ja Heino, 2010).

Kasautuneen a2f1-integriinin endosytoositehokkuus maaritettiin SAOS-a2pB1 -soluista
sisdén otettujen ja pinnalle jddneiden 02 1-integriinien suhteiden avulla. Kokeissa oli mukana
seerumin kanssa kasvatettuja ja kisiteltyjd, nélkiintyneitd, sekd PDGF-stimuloituja (5 tai 50
ng/ml) SAOS-02f1 -soluja. Ensimmaéisten vasta-ainesidontojen aikana SAOS-a2B1 -solujen
pinnalla olleet a2fB1-integriinit kasautuivat ja leimautuivat. Integriinien annettiin kulkeutua
solujen sisddn kahden tunnin ajan, minkd jéilkeen solukalvolle jddneet a2f1-integriinit
leimattiin. Konfokaalimikroskoopilla kuvatuista soluista (Kuva 6A) laskettiin BiolmageXD-
ohjelman avulla endosytoitujen a2pB1-integriinien vokseleiden suhde verrattuna pinnalle
jaaneisiin integriineihin. Kasautuneen a2 1-integriinin sisddnmeno oli ndlkiintyneissd SAOS-
a2B1 -soluissa noin puolta heikompaa kuin seerumissa kasvaneissa soluissa (Kuva 6B).
PDGF-stimulaatiot néyttivdt lisddvan a2f1-integriinin sisddnmenoa nilkiintyneissd SAOS-

a2pB1 -soluissa (Kuva 6B).
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o2p1-integriinin
sisiinmeno SAOS-soluissa  Kuva 6. Kasautuneen a2f1-integriinin sisddnmenotehokkuus SAOS-
02p1 -soluissa.
(A ja B) Kokeissa kontrollina toimivat SAOS-a2f1 -solut, jotka
kasiteltiin  seerumin ldsnd ollessa (+). Liséksi mukana olivat
1 nilkiintyneet (-) sekd PDGF:1la nélkiintymisen jdlkeen kaisitellyt
(PDGF 5 tai 50 ng/ml) SAOS-02B1 -solut. SAOS-a2B1 -solujen
08 pinnalla olleet a2fB1-integriinit kasautettiin ja leimattiin spesifisten
’ vasta-aineiden avulla. Leimattujen integriinien annettiin menni solujen
sisddn kahden tunnin ajan, jonka jdlkeen pinnalle jadneet a2f1-
integriinit leimattiin.
(A) Esimerkkikuvat kustakin ndytteestd. Sisddnmennyt a2f1-integriini
0.4 nidkyy kuvissa vihredlld (sisd) ja pinnalle jadnyt punaisella (pinta).
Kynnysarvosarakkeessa nédkyvilli molemmat kanavat (molemmilla
sekundidreilld leimautuneet integriinit keltaisella). Kynnysarvo on
asetettu epaspesifisen leiman poistamiseksi.
Konfokaalimikroskooppikuvien avulla soluista laskettiin
0 sisddnmenneen o2f1-integriinin suhde verrattuna solujen pinnalle
+ - PDGF PDGF jédneeseen. Mittajanat ovat 10 pm.
ngfml ngs/‘:nl (B) Jokaisesta niytteesti analysoitiin BiolmageXD-ohjelmalla
kymmenen SAOS-a2f1 -solua. Pylvdit ovat kolmen toistokerran
keskiarvoja ja hajonnat on mdédritetty tulosten keskivirheiden
perusteella.

1,2

0,6

Siséd/Pinta

0,2

4.2. EVl-infektio kasvutekijistimuloiduissa SAOS-a2p1 -soluissa

Seuraavaksi haluttiin tutkia, vaikuttaako SAOS-0a2B1 -solujen nilkiinnyttdminen tai
nilkiintyneiden solujen kasvutekijdaktivoinnit EV1-infektiotehokkuuteen. EV1 sidottiin
SAOS-a2p1 -solujen pintaan ja annettiin kulkeutua soluihin ja infektoida niitd kuuden tunnin
ajan. Kuuden tunnin aikana infektoituneen solun solulima tiyttyy EV1-kapsidiproteiinista.
Fiksatuista soluista leimattiin sekd EV1-kapsidiproteiini ettd tumat, ja néytteet kuvattiin
fluoresenssimikroskoopilla (Kuva 5B). Eri tapausten infektioprosentit saatiin jakamalla
infektoituneiden solujen lukuméérd tumien lukumdiéralld. Nilkiintyneet SAOS-02p1 -solut
infektoituivat noin puolta heikommin kuin seerumin ldsni ollessa kasvaneet SAOS-a2p1-solut
(Kuva 7A). Kun nilkiintyneitd soluja aktivoitiin kasvutekij6illd (PDGF 50 ng/ml, VEGF 50
ng/ml ja EGF 0,6 sekd 600 ng/ml) viruksen sitomisen jilkeen, infektioprosentit nousivat ei-
nélkiintyneiden solujen tasolle EGF-aktivaatiossa (Kuva 7A). Myds PDGF- ja VEGF -
stimulaatiot paransivat EV I-infektiotehokkuutta joillain toistokerroilla (Kuva 7A).
Kasvutekijoiden sitoutuminen saa yleensd aikaan kasvutekijéreseptoreiden nopean

sisddnoton soluihin (ks. yleiskatsaus Sorkin ja Goh, 2008). Seuraavaksi tutkittiin, mitd EV1-
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infektiotehokkuudelle tapahtuu, jos kasvutekijireseptorit aktivoidaan ennen viruksen
sitoutumista. Nélkiintyneitd SAOS-a2p1 -soluja stimuloitiin ennen EV 1:n pintaan sitomista 15
minuutin ajan seerumilla (10 % FBS), PDGF:114 (50 ng/ml), VEGF:114 (50 ng/ml) tai EGF:114
(0,6 ja 600 ng/ml; Kuva 7B). Seerumi tai kasvutekijit olivat mukana myos kuuden tunnin
lampokaappikasittelyissd. My0s tidssd koeasetelmassa seeruminélkiintyneet SAOS-a2p1-solut
infektoituivat heikoiten (Kuva 7B). Kuitenkin sekd seerumilla ettd yksittdisilla kasvutekijoilla

esiaktivoiminen sai solut infektoitumaan véhintién yhta tehokkaasti kuin ei-nélkiintyneet solut

(Kuva 7B).

A EVI:n infektiotehokkuus SAOS- B EV1:n infektiotehokkuus SAOS-soluissa
soluissa kasvutekijiesiaktivoinnin jilkeen
50 50
45 45
40 40
E\i 35 E\i 35
g 30 g 30
2 2
o 25 o 25
o o
2 2
£ 20 £ 20
& &
= 15 = 15
10 10
5 5
0 0
+ - PDGF VEGF EGF EGF + - -+ PDGF VEGF EGF EGF
50 50 0,6 600 50 50 0,6 600
ng/ml ng/ml ng/ml ng/ml ng/ml ng/ml ng/ml ng/ml

Kuva 7. EV1-infektiotehokkuus SAOS-a2p1 -soluissa. Kokeissa kontrolleina toimivat SAOS-02p1 -solut, jotka
kasvatettiin ja kisiteltiin seerumin ldsnd ollessa (+). Liséksi kokeissa oli mukana nélkiintyneitd (-) sekd
seerumilla (-/+) ettd kasvutekijoilld (PDGF 50 ng/ml, VEGF 50 ng/ml ja EGF 0,6 ja 600 ng/ml) késiteltyja
nalkiintyneitd soluja. Soluja stimuloitiin kasvutekijoilld (A) viruksen sitomisen jilkeen tai (B) ennen viruksen
sitoutumista. Viruksen annettiin infektoida soluja kuuden tunnin ajan, minkd jalkeen EV1-kapsidiproteiini sekd
solujen tumat leimattiin fluoresoivilla vériaineilla. Fluoresenssimikroskoopikuvien perusteella eri tapauksista
laskettiin infektioprosentit (infektoituneiden solujen Iukuméird/kaikkien solujen lukuméird). Jokaisesta
néytteestd laskettiin véhintdén 150 solua. Pylvédt ovat kolmen toistokerran keskiarvoja ja hajonnat on mééritetty
tulosten keskivirheiden perusteella.
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4.3. EVl-infektio kasvutekijistimuloiduissa HASMC-soluissa

Normaalisti SAOS-soluissa ei ilmennetd a2fB1-integriinid. Stabiilin transfektion seurauksena
SAOS-a2f1 -soluissa a2p1-integriinid ilmentyy ylimdarin (Ivaska ym., 1999). Tdméan vuoksi
seerumindlkiinnyttdmisen sekd kasvutekijoiden vaikutus EV1-infektiotehokkuuteen haluttiin
selvittdd myos solulinjalla, jossa a2PBl-integriinid ilmennetddn normaalisti. Solulinjaksi
valittiin HASMC-solut.

HASMC-solujen EV1-infektiot suoritettiin kuten SAOS-a2B1 -soluissa. Toisin kuin
SAOS-02f1 -solut, nélkiintyneet HASMC-solut infektoituivat paremmin kuin ei-nélkiintyneet
solut (Kuvat 8A ja B). Ennen viruksen sitoutumista tai sen jilkeen nilkiintyneille soluille
lisdtyt seerumi tai yksittdiset kasvutekijit eivdt parantaneet, mutta eivit myoskdin

heikentidneet infektiota (Kuvat 8A ja B).

A EVI1:n infektiotehokkuus HASMC- B EV1:n infektiotehokkuus HASMC-
soluissa soluissa kasvutekijiesiaktivoinnin jilkeen
70 70
60 60
;‘\5 50 ;\; 50
§ 40 § 40
2 2
& 30 £ 30
v/ R
2 2
=20 =20
10 10
0 0
+ - -+ PDGF VEGF EGF EGF + - -+ PDGF VEGF EGF EGF
50 50 0,6 600 50 50 0,6 600
ng/ml ng/ml ng/ml ng/ml ng/ml ng/ml ng/ml ng/ml

Kuva 8. EVl-infektiotehokkuus HASMC-soluissa. Kokeissa kontrolleina toimivat HASMC-solut, jotka
kasvatettiin ja késiteltiin seerumin ldsnd ollessa (+). Lisdksi kokeissa oli mukana nilkiintyneitd (-) sekd
seerumilla (-/+) ettd kasvutekijoilld (PDGF 50 ng/ml, VEGF 50 ng/ml ja EGF 0,6 ja 600 ng/ml) késiteltyja
nélkiintyneitd soluja. Soluja stimuloitiin kasvutekijoilld (A) viruksen sitomisen jélkeen tai (B) ennen viruksen
sitoutumista. Viruksen annettiin infektoida soluja kuuden tunnin ajan, minké jélkeen EV1-kapsidiproteiini seka
solujen tumat leimattiin fluoresoivilla viriaineilla. Fluoresenssimikroskoopikuvien perusteella eri tapauksista
laskettiin infektioprosentit (infektoituneiden solujen Iukuméird/kaikkien solujen lukumédird). Jokaisesta
ndytteestd laskettiin véhintddn 150 solua. Pylvédt ovat neljan toistokerran keskiarvoja ja hajonnat on médritetty
tulosten keskivirheiden perusteella.
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4.4. Integriinien kasautumisen ja EV1:n sitoutumisen vaikutukset a2p1-

integriineihin seki kasvutekijireseptoreihin

Seuraavaksi haluttiin selvittdd, muuttuvatko a2fB1-integriinien tai kasvutekijireseptoreiden
médrdt SAOS-a2B1- ja HASMC -soluissa nilkiintymisen, kasvutekijdstimuloinnin,
integriinien kasautumisen tai EV1:n sitoutumisen seurauksena. Eri tavoin kisitellyt ja 15
minuuttia l[dmpokaapissa olleet solut hajotettiin, ja niiden proteiinit eristettiin SDS-PAGE:n
avulla. Proteiinivydhykkeet siirrettiin PVDF-kalvolle proteiinien leimausta varten.

Solujen nédlkiinnyttiminen nosti PDGFrf:n maarda sekd SAOS-a2pB1- ettdi HASMC -
soluissa, muttei vaikuttanut EGFr:n tasoihin (Kuvat 9A-D). Molemmissa solulinjoissa PDGF-
stimulaatiot saivat PDGFrf:n totaalimddrdn vdhenemddn ja fosforyloidun muodon
lisddntymédn (Kuvat 9A ja C). SAOS-a2f1 -soluissa my0s integriinin kasauttaminen saattoi
hieman lisdtd PDGFrf:n aktivaatiota ja nostaa fosforyloituneen muodon tasoja (Kuva 9A).
SAOS-02B1 -soluille annettu lyhyt EGF-stimulaatio laski selvisti EGFr-tasoja (Kuva 9A).
Lisdksi SAOS-02B1 -soluissa kasautuneen a2-integriinin méérd néyttdisi vihenevin ainakin
EGF:11a stimuloitaessa (Kuva 9A).

SAOS-a2B1 -soluissa EV1:n sitoutuminen ja endosytoosin varhaiset vaiheet eivét
ndyttdneet vaikuttavan o2-integriinin midrddn soluissa (Kuva 9B). Kummassakaan
solulinjassa EV1-infektion alkuvaiheilla ei mydskdin néyttiisi olevan vaikutusta PDGFrf:n tai
sen fosforyloituneen muodon méériin (Kuvat 9B ja D). Nélkiintyneissi SAOS-02p1 -soluissa

EV1 vaikuttaisi kuitenkin vihentdvian EGFr:n maariai (Kuva 9B).
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Kuva 9. Seeruminélkiintymisen,
kasvutekijastimuloinnin, integriinien
kasautumisen sekd EV1:n sitoutumisen
vaikutukset a2B1-integriinin ja
kasvutekijareseptoreiden mairdan SAOS-
02pB1- (A ja B) ja HASMC -soluissa (C ja
D).

(A-D) Kokeissa mukana oli seerumin
lasnd ollessa kasvaneita ja kisiteltyja
soluja (Seerumi +) sekd nélkiintyneitd
soluja (Seerumi -).

(A ja C) SAOS-02p1- ja HASMC -solujen
pinnalla olleet o2 1-integriinit
kasautettiin  spesifisten vasta-aineiden
avulla (Integriinikasautus +).
Kasautuneiden integriinien  annettiin
endosytoitua 15 minuutin ajan.

(A ja C) Osa nilkiintyneistd SAOS-02p1-
ja  HASMC -soluista  aktivoitiin
kasvutekijoilld (Kasvutekija P, V, E) 15
minuutin ajan.

(B ja D) SAOS-02B1- ja HASMC -solujen
pintaan sidottiin EV1 (EV1 +) ja viruksen
annettiin endosytoitua 15 minuutin ajan.
(A-D) Naéytteiden valmistamisen jilkeen
solut hajotettiin keittdmélld niitd 2 x
Laemmli -puskurissa 5 minuutin ajan.
Proteiinit eroteltiin SDS-PAGE:n avulla,
ja siirrettiin PVDF -kalvolle leimaamista
varten. Kalvoilta leimattiin o2-integriini,
PDFGrf,  phoPDGFrf ja  EGFr.
Sekundiddriseen vasta-aineeseen liitetyn
HRP:n middrd havaittiin ~ BioRad:n
kuvauslaitteella.

P =PDGF 50 ng/ml
V = VEGF 50 ng/ml
E = EGF 600 ng/ml



37

5. Tulosten tarkastelu

Tutkimusajatus perustui aiempiin havaintoihin, joiden mukaan seerumia tarvitaan SAOS-02f1
-soluissa tehokkaaseen kasautuneen o2 1-integriinin sisdinottoon. Tarkoituksena oli selvittda,
miten seerumi ja siitd 16ytyvit kasvutekijit vaikuttavat kasautuneen a2f1-integriinin ja EV1:n
endosytoosiin. Aiemmat tutkimukset ovat osoittaneet, ettd integriinit ja kasvutekijéreseptorit
sijaitsevat solukalvolla samoilla alueilla, ja ettd niilld molekyyleilld on selkeitd vaikutuksia
toistensa ilmentymiseen ja/tai signalointiin (ks. yleiskatsaus Ivaska ja Heino, 2010). Ty0ssa
kaytettiin transfektoidun SAOS-a2B1 -solulinjan lisdksi HASMC-soluja, jotka ilmentévét

normaaleja mairid a2 1-integriinié.

5.1. Kasvutekijit edistivat o2pl-integriinin sisidnmenoa SAOS-02p1 -

soluissa

Tutkimus aloitettiin toistamalla aiemmat kokeet, joiden mukaan kasautuneen a2f1-integriinin
sisddnmeno heikentyy nilkiintyneissé SAOS-a2B1 -soluissa (Kuvat 6A ja B).
Nilkiinnyttdminen ei muuttanut SAOS-02p1 -solujen o2-integriinitasoja (Kuvat 9A ja B),
joten heikentynyt a2f1-integriinin sisddnotto ei selity esimerkiksi integriinin madrin
vihenemiselld. On kuitenkin huomioitava, ettd a2f31-integriinin sisddnmeno ei esty kokonaan
nélkiintyneissd SAOS-a2B1 -soluissa. Seerumin ldsni olo ei ole kasautuneen a2f1-integriinin
endosytoosin kannalta vilttimdton, mutta silli on tapahtumaa tehostava vaikutus. Koska
kasvutekijireseptoreilla on osoitettu olevan selvid yhteyksid a2p1-integriinin kanssa (ks.
yleiskatsaus Ivaska ja Heino, 2010), pddtimme selvittidd, vaikuttaako joku niistd kasautuneen
a2fB1-integriinin endosytoositehokkuuteen. Nalkiintyneiden SAOS-02B1 -solujen PDGF-
stimulointi tehosti kasautuneen a2f1-integriinin sisddnmenoa (Kuvat 6A ja B). Tehostava
vaikutus ndytti my0s paranevan PDGF-pitoisuuden kasvaessa. Kasvutekijoistd ainakin PDGF
voi siis tehostaa a2 1-integriinin endosytoosia.

Vaikka SAOS-02B1 -solujen nélkiinnyttdminen ei vaikuttanut solujen a2-integriinin
tasoihin (Kuvat 9A ja B), haluttiin vield tarkistaa, vaikuttavatko solujen nélkiinnyttiminen
ja/tai a2Bl-integriinin kasauttaminen kasvutekijdreseptoreiden ilmentymisiin. Aiemmissa

tutkimuksissa PDGFrf:n  tason on todettu nousevan nélkiintyneissd lihassoluissa
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(Zimmermann ym., 2006). Samaan tulokseen paddyttiin myds SAOS-a2B1 -solujen kohdalla
(Kuvat 9A ja B). Tarkasteltaecssa PDGFrf:n fosforyloitumista havaittiin, ettd PDGF-
stimulaation lisdksi phoPDGFrf:n tasoja nosti hiukan myds a2f1-integriinin kasauttaminen
(Kuva 9A). On mahdollista, ettd kasautunut a2f1-integriini pystyy aktivoimaan solukalvon
PDGFr:ja ja niin ollen vaikuttamaan omaan endosytoosiinsa. Kasvutekijareseptoreiden on
aiemminkin raportoitu pystyvin aktivoitumaan ilman kasvutekijdstimulaatiota, ja reaktion on
lisdksi todettu olevan riippuvaista a2-integriinistd (Ning ym., 2006). Ehki integriinien
endosytoosi ei ndlkiintyneissd SAOS-a2B1 -soluissa esty kokonaan, koska integriinien
kasauttaminen saa itsendisesti aikaan tarvittavan PDGFrf3-aktivaation. Immunoblottauskokeita
(Kuvat 9A-D) ei vasta-aineongelmista johtuen pystytty toistamaan, joten lisdtutkimukset
olisivat tarpeen.

Ihmisen seerumin fysiologinen EGF-pitoisuus on alle 1 ng/ml (Joh ym., 1986).
Kirjallisuudesta 16ytyy useita tutkimuksissa kaytettyjd EGF-stimulointipitoisuuksia, ja tulosten
mukaan EGFr:n endosytoosi sekd solunsisdiset vaiheet voivat olla riippuvaisia kéytetystd
EGF-konsentraatiosta (ks. yleiskatsaukset Balbis ja Posner, 2010; Sorkin ja Goh, 2010).
Pienilld EGF-pitoisuuksilla (<10 ng/ml) stimuloitaessa EGFr:n ajatellaan poistuvan
lipidilautoilta ja ohjautuvan signaloivalle, klatriinivélitteiselle endosytoosireitille. Suurilla
pitoisuuksilla (>100 ng/ml) aktivoitaessa EGFr:n on todettu ohjautuvan hajotusreitille suoraan
lipidilautoilta. Immunoblottaustulosten mukaan korkealla EGF-pitoisuudella (600 ng/ml)
stimuloitaessa EGFr hajoaa 15 minuutin aikana (Kuva 9A). Aiemmat tutkimukset ovat
osoittaneet ndin nopean hajoamisen mahdolliseksi (ks. yleiskatsaus Sorkin ja Duex, 2010).
EGF-stimulaatio néyttéisi lisdksi saavan aikaan kasautuneen a2-integriinin hajoamisen jo 15
minuutin aikana (Kuva 9A). Kuitenkin FT V. Marjoméden ryhméin uusimmat tulokset ovat
kyseenalaistaneet timéin havainnon. Toisin kuin PDGFrf:n kohdalla, EGFr:n méaard ei niyta
lisdéntyvan nilkiintyneissd soluissa (Kuvat 9A ja B). Immunoblottaustulosten toistamisen
lisdksi olisikin mielenkiintoista tutkia tarkemmin, mitd kasautuneen o2f1-integriinin

endosytoosissa tapahtuu EGF-stimulaatiossa.
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5.2. Kasvutekijit tehostavat EV1-infektiota SAOS-02p1 -soluissa

EVI1:n reseptorina solukalvolla toimii a2f1-integriini (Bergelson ym., 1992). Viruksen
sitoutuminen reseptoriinsa aiheuttaa integriinien kasautumisen ja lopulta reseptori-
viruskompleksin endosytoosin makropinosytoosin kaltaisella reitilld (Xing ym., 2004;
Karjalainen ym., 2008). Seerumi ja kasvutekijoistd ainakin PDGF tehostavat kasautuneen
a2p1-integriinin sisddnmenoa ndlkiintyneissd SAOS-a2B1 -soluissa (Kuvat 6A ja B).
Seuraavaksi haluttiin  testata, vaikuttavatko solujen seeruminilkiinnyttiminen ja/tai
kasvutekijastimulaatiot EV1:n infektiotehokkuuteen.

Kasvutekijoiden vaikutuksia EVI1:n infektiotehokkuuteen selvitettiin  kahdella
koejirjestelylld. Ensimmadisessd kokeessa nilkiintyneille SAOS-02p1 -soluille annettiin lyhyt
kasvutekijdstimulaatio heti viruksen solun pintaan sitoutumisen jilkeen (Kuva 7A). Toisessa
kokeessa stimulaatio annettiin soluille ennen viruksen sitoutumista (Kuva 7B).
Immunoblottaustulosten mukaan SAOS-a2B1 -solujen o2-integriinien médrd ei laske
ndlkiintymisen seurauksena (Kuvat 9A ja B). Tastid huolimatta EV1:n infektiotehokkuus laski
nélkiintyneissd SAOS-a2B1 -soluissa (Kuvat 7A ja B). Koska solujen nélkiinnyttdminen ei
kuitenkaan tdysin estdnyt infektiota, voidaan todeta, ettei seerumi ole vélttiméton EV1-
infektiolle. Kun kasvutekijastimulaatiot annettiin viruksen sitoutumisen jilkeen, infektio
tehostui selkeimmin EGF-aktivaatiossa (Kuva 7A). Koska aktivoituneet EGFr:t hajotetaan
soluissa nopeasti (Kuva 9A; yleiskatsaus Sorkin ja Duex, 2010), on todenndkdistd, ettd
aktivoitujen EGFrien vilittdimit signaalit ovat tirkeitd EV1-infektion alkuvaiheissa,
esimerkiksi viruspartikkelin endosytoosissa tai sen varhaisissa vaiheissa solulimassa.
Mielenkiintoista on, ettd immunoblottauksen mukaan nélkiintyneissi SAOS-a2B1 -soluissa
EV1:n endosytoosin varhaiset vaiheet (15 min) voisivat kithdyttdd EGFr:n hajotusta (Kuva
9B). EVI:n sitoutuminen nélkiintyneen SAOS-a2fB1 -solun pintaan voi mahdollisesti saada
aikaan EGFr:n aktivoitumisen, endosytoosin ja ohjautumisen hajotusreitille. Idea ei ole
mahdoton, silld esimerkiksi oa2-integriinin on todettu pystyvdn aktivoimaan EGFr:ta, kun
stimuloiva kasvutekijd ei ole paikalla (Ning ym., 2006). Lisdksi sekd integriinien ettd
inaktiivisten EGFr:en on ajateltu sijaitsevan solukalvon lipidilautoilla (ks. yleiskatsaus

Mukherjee ym., 2006; Ning ym., 2006). Toisaalta tissd tydssd esiteltyihin
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immunoblottaustuloksiin on suhtauduttava varauksella, koska vasta-aineongelmien takia niitd
el pystytty toistamaan. Virussidonnan jilkeen tehdyt PDGF- ja VEGF -stimulaatiot paransivat
EV1: infektiotehokkuutta osassa kokeissa, vaikka tulokset eivét olleet yhtd selvid kuin EGF-
stimulaatioissa (Kuva 7A). Tehokkaan infektion saavuttamiseksi EV1 saattaa tarvita PDGF- ja
VEGF -stimulaatioita jo ennen viruksen endosytoosia, ehkd jopa viruksen solukalvolle
kiinnittymisvaiheessa. Toisin kuin kasautunut a2f1-integriini, EV1 ei niyttdisi kuitenkaan
aktivoivan PDGFrf:aa (Kuvat 9A ja B).

Aktivoituneiden kasvutekijdreseptoreiden tiedetddn siirtyvén nopeasti solun sisdén (ks.
yleiskatsaus Sorkin ja Goh, 2008). Toisen koejérjestelyn avulla haluttiinkin selvittdd, mita
EVl1-infektiotehokkuudelle tapahtuu, jos SAOS-a2B1 -solujen kasvutekijéreseptoreita
aktivoidaan seerumilla tai yksittdisilld kasvutekijoilld ennen viruksen sitoutumista. Lyhyet
kasvutekijastimulaatiot (15 min) néyttivit saavan SAOS-a2B1 -soluissa aikaan EGFr:n
hajoamisen ja PDGFrf:n aktivoitumisen (Kuva 9A). Infektiokokeet puolestaan osoittivat, ettd
ndlkiintyneiden SAOS-a2B1 -solujen esiaktivointi seerumilla tai yksittdisilla kasvutekijoilla
nosti EV1-infektiotehokkuuden samalle tasolle ei-ndlkiintyneiden solujen kanssa (Kuva 7B).
Vaikka 15 minuutin EGF-stimulaatio niyttdisi ohjaavan EGFr:t hajotusreitille (Kuva 9A),
voidaan silti olettaa, ettd solujen pinnalle ja endosomeihin jad myos aktiivisia, signaloivia
reseptoreita (ks. yleiskatsaus Sorkin ja Goh, 2008). Esimerkiksi VEGFr-2:n on todettu VEGF-
stimulaation seurauksena aktivoituvan ja ohjautuvan hajotusreitille, jossa noin puolet
reseptorista  hajoaa 20 minuutin  kuluessa (Lampugnani ym., 2006). Lyhyet
kasvutekijdesiaktivoinnit riittdvdt siis palauttamaan nédlkiintymisen jilkeen normaaleiksi
ainakin ne SAOS-02p1 -solujen toiminnot, joita tehokas EV1-infektio toimiakseen tarvitsee.
RTK:en aktivoitumisen on havaittu lisddvan solujen endosytoosia (Donepudi ja Resh, 2008),

mika voi omalta osaltaan tehostaa EV1:n endosytoosia ja infektiota.
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5.3. HASMUC-solujen nilkiinnyttiminen tehostaa EV1-infektiota

SAOS-02B1 -soluissa o2P1-integriinid ilmennetddn stabiilin transfektion seurauksena
yliméérin, ja ndilld soluilla saadut tulokset haluttiin vield varmentaa toisella solulinjalla.
Kokeissa paddyttiin kéyttimdan HASMC-soluja, joissa a2fB1-integriinid ilmennetddn V.
Marjomden aiempien tutkimuksien mukaan suhteellisen runsaasti. Kuten SAOS-02p1 -
soluissa, my0s HASMC-solujen immunoblottaustulokset paljastivat PDGFrf:n tasojen
nousevan nélkiintyneissd soluissa ja laskevan PDGF-stimulaatiossa (Kuvat 9A ja C). PDGF-
stimulaatio néyttiisi siis ohjaavan osan PDGFrf:sta hajotukseen. Myds PDGF-stimulaation
vaikutukset phoPDGFrB-tasojen nousuun oli selvdsti havaittavissa (Kuva 9D). Koska
HASMC-soluille ei tehty a2fl-integriinin sisddnmenoanalyysid, ei voida sanoa, kuinka
tehokkaasti HASMC-solut ottaisivat a2fB1-integriinid  sisdéinsd eri seerumi- tai
kasvutekijastimulaatiotilanteissa. Kantaa ei voida mydskddn ottaa esimerkiksi HASMC-
solujen a2- tai EGFr-tasoihin, silld niitd proteiineja ei vasta-aineongelmien vuoksi leimattu
PVDF-kalvolta.

Poiketen SAOS-02B1 -soluista, nilkiintyneet HASMC-solut infektoituivat
tehokkaammin kuin ei-nilkiintyneet solut (Kuvat 8A ja B). Kun nélkiintyneille HASMC-
soluille annettiin tdydellistd seerumia tai yksittdisid kasvutekijoitd EV1:n pintaan sitomisen
jalkeen, pysyivat infektiotehokkuudet suurin piirtein samoina tai paranivat hiukan
ndlkiintyneisiin soluihin verrattuna (Kuva 8A). HASMC-solujen nilkiinnyttdminen ndyttdisi
luovan ihanteelliset olosuhteet EV1-infektiolle. Taéméin pro gradu -tydon puitteissa saatiin
selville muun muassa PDGFrf:n miirdn kasvu HASMC-solujen nélkiinnyttdmisen aikana. On
siis mahdollista, ettd nilkiintyneiden HASMC-solujen tehokkaan EV1-infektion takana on
lisddntyneiden kasvutekijdreseptoreiden méaédrd solukalvolla. Immunoblottausleimaukset
paljastivat myds, etti PDGFrf:n middrd vdheni EVI1:in sitoutumisen jéilkeen ainakin
seerumikdsitellyissd soluissa (Kuva 9D). EV1 voi siis kiihdyttdd PDGFrf:n endosytoosia ja
hajotusta. Lisdtutkimukset asian tiimoilta olisivat kuitenkin paikallaan, silld vaikka PDGFrf:n
madrd soluissa nayttiisi laskevan EV 1:n kiinnittymisen seurauksena, ei phoPDGFrf:n tasoissa

havaittu muutoksia (Kuva 9D).
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HASMC-solujen esiaktivoinnit seerumilla tai kasvutekijoilld ennen EV1:n sitoutumista
eiviat muuttaneet solujen infektoitumistehokkuuksia (Kuva 8B). Seka ilman esiaktivointia ettd
sen kanssa HASMC-soluista huonoiten infektoituivat ei-nélkiintyneet solut (Kuvat 8A ja B).
Molemmissa kokeissa tehokkaimmin néyttivédt infektoituvan nélkiintyneet HASMC-solut,
joille annettiin tdydellistd seerumia joko ennen EV1-tartutusta tai heti sen jidlkeen (Kuvat 8A
ja B). Tulokset herdttdvit kysymyksen siitd, miti HASMC-soluille tapahtuu nalkiinnyttdmisen
atkana. Nyt tehtyjen tutkimuksien perusteella on hankala arvioida, miksi EVI-

infektiotehokkuus on parhaimmillaan juuri nélkiintyneissd HASMC-soluissa.

5.4. Yhteenveto

Endosytoituakseen tehokkaasti kasautunut a2fB1-integriini ja EV1 tarvitsevat SAOS-a2pB1 -
soluissa  aktiivisia ~ kasvutekijdreseptoreita.  Nélkiinnyttdiminen = nostaa  solujen
kasvutekijareseptoreiden tasoja, ja on mahdollista, ettd virus ja/tai kasautunut a2p1-integriini
osaa tarvittaessa itse aktivoida kasvutekijareseptoreita. Nyt tehdyissd tutkimuksissa yksikddn
kasvutekijoistd ei kuitenkaan noussut muita tirkedmmaksi. Nalkiintyneiden SAOS-02p1 -
solujen EV1-infektiotehokkuudet nousivat ei-nilkiintyneiden solujen tasolle riippumatta siité,
esiaktivoitiinko soluja yksittdisilld kasvutekijoilld vai tdydelliselld seerumilla. HASMC-
soluista tehokkaimmin infektoituivat nilkiintyneet solut. Tehdyt tutkimukset eivit kuitenkaan

paljasta syytd kahden solulinjan erilaiseen kéyttdytymiseen.
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