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Hyytymén muodostuminen tapahtuu verisuoneen kohdistuneen vaurion seurauksena verenvuodon
tyrehdyttdmiseksi. Hyytyma voi muodostua myds verisuonen pinnalle silloinkin kun verenvuotoa ei esiinny.
Irrotessaan verenvuodon mukaan hyytyma voi olla hengenvaarallinen. Erilaiset hyytymén muodostamat
veritulpat ovat merkittdva kuolinsyy vuosittain.

Verihiutaleet ovat keskeinen tekijé tassé tapahtumassa. Niiden aktivaatio tapahtuu kalvoreseptoreiden ja solun
sisdisen signaloinnin  monimutkaisesta vuorovaikutuksesta. Taman tutkimuksen kohteina ovat pernan
tyrosiinikinaasi ja filamiini A, joiden vélinen vuorovaikutus on tdrkedd verihiutaleiden toiminnalle.
Verihiutaleet, joissa tdmé& wvuorovaikutus on hairiintynyt, ovat morfologisesti epédnormaaleja eivatkd toimi
normaalilla tavalla hyytyméan muodostumisessa.

Pernan tyrosiinikinaasi, Syk (engl. spleen tyrosine kinase) on ei-reseptorityyppinen solun signalointiin liittyvé
proteiinikinaasi. Se esiintyy solussa sekd solulimassa ettd tumassa. Syk on osallisena monissa solun
fysiologisissa tapahtumissa, esimerkiksi morfogeneesissd, solun kasvussa, migraatiossa ja solun tukirangan
uudelleen jarjestaytymisessa.

Filamiini on kookas solutukirangan proteiini. Filamiinin tiedetddn vuorovaikuttavan useiden muiden proteiinien
kanssa monissa eri rooleissa. Se liittd4 solussa aktiiniséikeitd verkostoksi, se ankkuroi kalvoproteiineja solun
tukirankaan ja toimii solussa seka signaalivalitysproteiinien telineend ettd mekaanisena tukena.

Téassé tydssa tutkittiin filamiini A:n ja Syk:n sitoutumista ja sen affiniteettia. Erityisend kysymyksend oli
selvittdd, vaikuttaako filamiinin neljannen immunoglobuliinin kaltaisen domeenin ldheinen vuorovaikutus
viidennen domeenin kanssa Syk:n sitoutumiseen viidenteen domeeniin. Alustavissa kokeissa havaittiin Syk:n
sitoutuminen viidenteen domeeniin eik& neljannelld domeenilla havaittu olevan vaikutusta sitoutumiseen.
Hankaluudet Syk:n tuottamisessa E.coli-bakteerisoluissa rajoittivat tutkimusta. Kun Syk:n tuotto-ongelmat
saadaan ratkaistua, voidaan suorittaa jatkotutkimuksia sitoutumisen mekanismista.
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Abstract:

Platelet thrombi are essential to stop bleeding. While thrombi are formed occasionally without the need to stop
bleeding, a loose clot in the circulation may cause morbidity and mortality. Activation of platelets is a
complicated process including an interplay of cell surface receptors and intracellular signalling networks. Spleen
tyrosine kinase and the acting binding protein filamin are a part of this process.

Spleen tyrosine kinase (Syk) is a cytosolic non-receptor tyrosine kinase, which is highly expressed in
haematopoietic cells. Syk is known to have a crucial role in signalling. It plays some role in cellular functions
like morphogenesis, cell growth, migration and cytoskeletal reorganization.

Filamin is part of a family of three proteins that are products of distinct genes. They are large actin cross-linking
proteins, but they are also known to interact with a wide variety of binding partners. Filamin serves as an
integrator of cell mechanics and signalling.

The aim of the study was to confirm the binding between filamin and Syk and to determine the affinity of the
binding. The special interest was to observe whether the filamin domain 4 has an effect on binding between
filamin domain 5 and Syk, because a structure analysis has revealed that there is a novel type of domain-domain
interaction in the structure of domain pair 4-5.

Initial binding assay studies indicated a binding between filamin domain 5 and Syk. Filamin domain 4 had no
apparent effect on the binding. For future studies it is at first necessary to resolve the challenges with the
expression and purification of Syk. After that, more binding assay studies can be executed in order to determine
the affinity of the binding.
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Lyhenteet

FLNA filamiini A

FLNA4 filamiini A:n domeeni 4

FLNAS filamiini A:n domeeni 5

FLNAA4-5 filamiini A:n domeenipari 4-5

GST glutationi-S-transferaasi, engl. glutathione-S-transferase
ITAM tyrosiiniperusteinen immunoreseptorin aktivointimotiivi,

engl. immunoreceptor tyrosine-based activation motif

PAGE polyakryyliamidigeelielektroforeesi, engl. polyacrylamide gel
electrophoresis

PCR polymeraasiketjureaktio, engl. polymerase chain reaction

SDS natriumdodekyylisulfaatti, engl. sodium dodecyl sulphate

SPR pintaplasmoniresonanssi, engl. surface plasmon resonance

Syk pernan tyrosiinikinaasi, engl. spleen tyrosine kinase

VWD von Willebrandin tauti, engl. von Willebrand disease

VWF von Willebrandin tekij&, engl. von Willebrand factor



1. Johdanto

Trombin eli verihyytyman muodostuminen verisuonen rikkoonnuttua on keskeinen osa
hemostaasia eli elimiston reaktiota verenvuotoon. Trombin tarkoituksena on tyrehdyttaa
verenvuoto muodostamalla hyytymd tukkeeksi. Trombi saattaa syntyd silloinkin, kun
verisuonen pinta on vaurioitunut ilman ulkoista verenvuotoa (ks. yleiskatsaus Ruggeri 1997 ja
2009, yleiskatsaus Andrews ja Berndt, 2004). Talldin syntynyt trombi on turha ja jopa henkea
uhkaava, etenkin jos trombi irtoaa ja lahtee kulkemaan verenkierron mukana (ks. yleiskatsaus
Ruggeri 1997). Trombin muodostuminen aiheutuu monimutkaisesta ja tarkoin s&&dellysté

tapahtumasarjasta, jossa yhtend péaatekijoista esiintyvét verihiutaleet.

Verihiutaleet ovat solukalvon ympér6imid tumattomia kiekonmallisia solunkappaleita.
Verihiutaleet syntyvat luuytimessa syntyneistd megakaryosyyteista (ks. yleiskatsaus Schulze
ja Shivdasani, 2005). Ne sisaltavat erilaisia jyvasid, soluelimid ja solutukirakenteita (ks.
yleiskatsaus Huebsch ja Harker ym., 1981). Verihiutaleiden ulkokalvolla esiintyy erilaisia
glykoproteiinireseptoreita. Verihiutaleiden elinkierto kestaa noin kymmenen paivéa, jolloin ne
kiertdvat irtonaisina kappaleina verenkierron mukana. Verihiutaleet tuhotaan pé&dosin
pernassa, jos ne eivét tule sitd ennen aktivoiduiksi (Nienstedt ym., 1989). Verihiutaleiden
aktivointi tapahtuu verisuonen vaurioitumisen seurauksena paljastuneiden rakenteiden
erittdmien molekyylien vaikutuksesta (ks. yleiskatsaus Huebsch ja Harker ym., 1981 ja
yleiskatsaus Ruggeri, 2009). Aktivoinnin seurauksena ne tarttuvat vaurioituneeseen pintaan ja
toisiinsa (ks. yleiskatsaus Huebsch ja Harker, 1981 ja yleiskatsaus Ruggeri, 2009). Yksi
verihiutaleiden aktivoijista on von Willebrand -tekija (VWEF, engl. von Willebrand factor)
(Asazuma ym., 1997). Verihiutaleiden aktivoinnin ja aggregaation kanssa samanaikaisesti
kaynnistyy myos veren hyytymisjarjestelman signalointisarja, mink& seurauksena muodostuu

fibrinogeenista fibriiniverkkoa verenvuotoa tukkimaan (Nienstedt ym., 1989).

Von Willebrand -tekija (VWF) on veren plasmassa, verisuonten pinnassa ja verihiutaleissa
esiintyva glykoproteiini (ks. yleiskatsaus Huebsch ja Harker, 1981, Nilsson ym., 1979), jota
syntetisoidaan endoteelisoluissa ja megakaryosyyteissa (ks. yleiskatsaus Ruggeri 1997,
yleiskatsaus Ruggeri ja Ware, 1993). Monimutkaisessa solusiséisessa tapahtumasarjassa
VWE:std katkaistaan signaalipeptidi, mika johtaa ensimmaéiseen VWF:n dimerisaatioon (ks.



yleiskatsaus Ruggeri, 1997). Dimeerit muodostavat erikokoisia VWF-oligomeereja
varastoitaviksi tai veren plasman mukana kiertdmédan (ks. yleiskatsaus Ruggeri 1997,
yleiskatsaus Ruggeri ja Ware, 1993). Taménkaltainen rakenteen monimuotoisuus on
hyodyllinen, koska silloin VWF-molekyylissa on monia sitoutumiskohtia seka verihiutaleiden
reseptoreille ettd endoteelisolujen rakenteille (ks. yleiskatsaus Ruggeri 2009, ks. yleiskatsaus
Kadir ym., 2012). Plasman VWF on tdrked ensitoimija trombin muodostumisessa, koska
endoteelisoluissa on erilaisia méaaria VWF:a4 ja verihiutaleista VWEF erittyy vasta aktivoinnin
jalkeen (ks. yleiskatsaus Ruggeri 1997).

von Willebrandin tekijan fysiologinen merkitys havaitaan ihmisilla, joilla on VWF:44
madrallisesti lilan vahan tai se on laadullisesti puutteellista (ks. yleiskatsaus Franchini ym.,
2007). Von Willebrand -tauti (VWD, engl. von Willebrand disease) on yleisin perinnéllisista
verenvuotosairauksista (ks. yleiskatsaus Kadir ym., 2012). Se periytyy vaistyvasti ja on
sukupuolesta riippumaton sairaus (ks. yleiskatsaus Kadir ym., 2012). VWD:t4 sairastavalla
esiintyy eritasoisia ongelmia verenvuodon hyytymisessa (ks. yleiskatsaus Franchini ym.,
2007). VWD jaetaan kolmeen luokkaan 1, 2 ja 3 (ks. yleiskatsaus Kadir ym., 2012). Luokissa
1 ja 3 ongelmana on VWF:n osittainen tai taydellinen puutos ja luokassa 2 sen laadullinen
heikkous (ks. yleiskatsaus Kadir ym., 2012). VWD potilaita hoidetaan akuuteissa tilanteissa
joko antamalla VWF:4a sisaltavéa verivalmistetta tai desmopressiini-hormonilla, miké
vapauttaa kudosten omaa VWF:aa (ks. yleiskatsaus Franchini ym., 2007). Koska VWF toimii
myo6s hyytymistekijan VIII:n kantajaproteiinina, sen puutos vaikuttaa myds muutoin kuin
verihiutaleiden kautta hyytymismekanismin toimintaan (ks. yleiskatsaus Ruggeri ja Ware,
1993).

Verisuonen vaurioitumisen seurauksena paljastuneeseen kollageeniin tarttuu multimeerinen
VWEF kytkien verihiutaleita itseensd ja samalla aktivoiden niitd (ks. yleiskatsaus Ruggeri
1997). Aktivoidut verihiutaleet tarttuvat toisiinsa, jolloin syntyy verihiutaleaggregaatteja
(Ruggeri ym., 2006, yleiskatsaus Huebsch ja Harker, 1981). VWF:n ja verihiutaleen pinnan
glykoproteiinireseptorin  sitoutuminen on nopeaa (ks. yleiskatsaus Ruggeri 1997).
Verihiutaleaggregaatit myos irtaantuvat nopeasti VWF:std (Ruggeri ym., 2006). Ne py0orivat
VWEF:n pinnalla sitoutuen aina uuteen kohtaan VWF:&4, kunnes aktivoinnin edistyessé
sitoutuvat myos verihiutaleen pinnan toissijaiseen glykoproteiinireseptoriin (integriini alIf33)

(Ruggeri ym., 2006). Voimakkaan verenvirtauksen aiheuttama paine edesauttaa vetolujuuden



syntymistd sekda VWHF:ssa ettd verihiutaleissa, joissa tapahtuu sitoutumisen myo6ta

konformaatiomuutos (Razdan ym., 1994).

Verihiutaleiden  sitoutuminen  VWF:dan  tapahtuu  ensisijaisesti  niiden  pinnan
glykoproteiinireseptorin  GPIV-IX-V kautta. Tama reseptori koostuu neljasta erilaisesta
verihiutaleen ulkokalvon lapdisevéstd glykoproteiiniyksikostd, jotka ovat GPIb a ja B, GPIX
ja GPV (kuva 1) (Nakamura ym., 2006, Cranmer ym., 2005). Reseptorikompleksi on
Kiinnittynyt useisiin verihiutaleiden sisdpuolisiin proteiineihin ja nadiden valityksella
aktiinisaikeisiin (Okita ym., 1985). VWF:n ja verihiutaleiden sitoutuminen saa aikaan useiden
reseptorikompleksien kasautumisen (Meyer ym., 1997). Na&in kompleksiin liittyvat
signalointiproteiinit aktivoivat toisiaan ja aloittavat verihiutaleita aktivoivan tapahtumasarjan
(Feng ym., 2003). Aktivaatiossa tapahtuu monia vaiheita mm. verihiutaleiden
fibrinogeenireseptorit aktivoituvat ja niiden solutukiranka muuttuu. Aktivoidut verihiutaleet
muuttuvat pienistd kiekkomaisista monihaaraisiksi laajan tarttumapinnan omaaviksi
rakenteiksi (ks. yleiskatselImus Andrews ja Berndt, 2004). Liséksi niiden sisaltdméat rakkulat
alkavat erittdd ymparistoon (ks. yleiskatselmus Andrews ja Berndt, 2004, Huebsch ja Harker,
1981). Tassa tutkimuksessa keskitytdan etenkin kahteen reseptorikompleksin kasautumaan ja
signaalinvalitykseen  liittyvdadn proteiiniin:  filamiini  Athan  (FLNA) ja pernan
tyrosiinikinaasiin (Syk, engl. spleen tyrosine kinase).
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Kuva 1 Verihiutaleiden GPIb-1X-V -reseptorikompleksi ja siihen liittyneet FLNA, Syk ja aktiinisaikeet.
Von Willebrandin tekijén sitoutumiskohta on reseptorissa GPIb. GPIba-yksikot ovat variltddn vaaleanvihreita.
Tummanvihredn vérisid ovat GPIbB-yksikot. Reseptorin GP1X-yksikot ovat variltddn mustia. GPV-yksikko on
variltddn punainen. Verihiutaleen soluliman puolella FLNA:han sitoutunut Syk on variltddn vaaleanpunainen ja
FLNA esitetdén oranssina. Aktiinisdikeet ovat turkooseja. Kuva on piirretty kéyttden mallina artikkelin Kobsar ja
Eigenthaler (2006) kuvaa

Filamiini on solutukirangan proteiini, joka jarjestda aktiinisaikeitd verkostoiksi (ks.
yleiskatsaus van der Flier ja Sonnenberg, 2001). Sen tiedetddn vuorovaikuttavan yli 30
erilaisen proteiinin kanssa monenlaisissa rooleissa (ks. yleiskatsaus Feng ja Walsh, 2004).
Filamiini ankkuroi kalvoreseptoreita aktiinisédikeisiin, se toimii signalointireiteilla
ko-lokalisaatiotekijand ja on mekaanisena elementtind solutukirangassa (ks. yleiskatsaus
Popowicz ym., 2006). Ihmisilla on kolme filamiinigeenid, jotka koodittavat filamiineja A, B
ja C: FLNA, FLNB ja FLNC (ks. yleiskatsaus van der Flier ja Sonnenberg, 2001).
Rakenteeltaan filamiinit ovat dimeerejd. Ne rakentuvat kahdesta peptidiketjusta, joissa
kummassakin on aktiinia sitova domeeni ja 24 immunoglobuliinin kaltaista domeenia (kuva
2) (ks. yleiskatsaus Feng ja Walsh, 2004). Domeenien 15-16 ja 23-24 véleihin sijoittuvat
joustavat saranakohdat (H1 ja H2) (ks. yleiskatsaus van der Flier ja Sonnenberg, 2001).
Filamiini vuorovaikuttaa padsaantOisesti isojen reseptorien kaltaisten proteiinien kanssa
domeenien 16-24 vélityksella ja pienten signalointireittien proteiinien kanssa domeenien 1-15
valityksellda (ks. yleiskatsaus Stossel ym., 2001). Immunoglobuliinin kaltaiset domeenit
koostuvat seitsemasta [-séierakenteesta (A-G) (ks. yleiskatsaus Nakamura ym., 2011).

Filamiini toimii mekanosensorina reagoiden mekaanisiin arsykkeisiin konformaatiomuutoksin



(ks. yleiskatsaus Razinia ym., 2012). Konformaatiomuutoksen seurauksena paljastuu
ligandien sitoutumispaikkoja (ks. yleiskatsaus Razinia ym., 2012, Rognoni ym., 2012,
Ehrlicher ym., 2011). Voimakkaita mekaanisia voimia kohdistuu filamiinin ja verihiutaleiden

tarttumisreseptoreiden vuorovaikutuksessa erityisesti valtimoissa ja kapillaareissa (Du, 2007).

N-terminaali
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\
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Kuva 2 Filamiinin rakenne Kuvassa on esitetty filamiinidimeerin rakenne. Aminopéaéssa (N-terminaali)
sijaitsee aktiinia sitova domeeni. Seuraavaksi ovat domeenit 1-15. Kuvassa on punaisella varitetty Syk:n
sitoutumiskohta domeeni 5. Sarana-alueet H1 ja H2 ovat joustavia. Niiden valissd ovat domeenit 16- 23.
Filamiinidimeerin muodostuminen tapahtuu domeenien 24 avulla karboksyylipaédssa (C-terminaali). Kuva on
piirretty kayttden esikuvana artikkelin Pudas ym., 2005 kuvaa.

Verihiutaleiden  morfologialle ja niiden osallistumiselle  normaaliin  hyytyman
muodostumiseen on erittdin tdrkedd FLNA:n ja GPIb-1X-V -reseptorikompleksin
vuorovaikutus (Cranmer ym., 2005). Vuorovaikutus séételee positiivisesti VWF-reseptorin
toimintaa (ks. yleiskatsaus Falet, 2012). FLNA:n domeeni 17 sitoutuu tiukasti
reseptorikompleksin GPIba-yksikén soluliman puoleisen osan kanssa ja edelleen FLNA:n
valityksell& solutukirangan aktiiniséaikeisiin (Nakamura ym., 2006, 2007, yleiskatsaus
Nakamura ym., 2011). Td&ma vuorovaikutus toimii niin lepotilassa olevilla kuin aktivoiduissa
verihiutaleissakin (ks. yleiskatsaus Nakamura ym., 2011). GPIb—FLNA -vuorovaikutuksen
toimimattomuus, johtuu se sitten erilaisista mutaatioista GPlb:n soluliman puoleisessa
hénndssé tai FLNA:ssa, aiheuttaa héirioitd verihiutaleiden toiminnassa. Verihiutaleiden
toimintahairiot esiintyvét joko veren hyytymisen hairiding eli pidentynein& verenvuotoaikoina



tai sitten kohonneena riskind muodostua aiheettomia trombeja (ks. yleiskatsaukset Andrews ja
Berndt, 2004 seka Nakamura ym., 2011).

Pernan tyrosiinikinaasi (Syk engl. spleen tyrosine kinase) on ei-reseptorityyppinen
proteiinikinaasi, joka kuuluu Src-perheen kinaaseihin (ks. yleiskatsaus Sada ym., 2001). Syk
on nimetty pernan tyrosiinikinaasiksi, koska ensimmaéiseksi se saatiin eristettyd pernasta ja
verihiutaleista (ks. yleiskatsaus Sada ym., 2001). Syk koostuu kahdesta Src-kinaasityypin 2
kaltaisesta (SH2, engl. Src homology 2) -domeenista seka Kkatalyyttisesti aktiivisesta
kinaasidomeenista. SH2-domeenien ja kinaasidomeenin valissd on kaksi rakenteellisesti
joustavaa valialuetta (kuva 2) (Atwell ym., 2004 ja yleiskatsaus Sada ym., 2001). Syk on
signalointiproteiini, joka toimii signaalikytkimen tapaan (ks. yleiskatsaus Lowell, 2011). Sit4
tavataan erilaisten solujen solulimassa, mutta myds tumassa. Syk on osallisena
signalointireiteilla, fysiologisissa rooleissa esimerkiksi solutukirangan

uudelleenjarjestaytymisessa (ks. yleiskatsaus Sada ym., 2001, Fargier ym., 2013).

Syk:n aktivointi tapahtuu sen SH2 domeenien sitoutumisella joko difosforyloituihin
tyrosiiniperusteisten immunoreseptoreiden aktivointimotiivisekvensseihin  (ITAM engl.
immunoreceptor tyrosine-based activation motif) tai niiden suoralla tyrosiinifosforylaatiolla
(Gréadler ym., 2012, yleiskatsaus Lowell ym., 2011, yleiskatsaus Sada ym., 2001). Syk:n
sitoutuminen ITAM-reseptoriin aiheuttaa konformaatiomuutoksia paljastaen
fosforylaatiokohtia (Gradler ym., 2012). Syk:n lopullinen aktivaatio tapahtuu joko muiden
Src-kinaasien toimesta tai Syk:n itsensd toimesta autofosforylaatiolla (Gradler ym.,
yleiskatsaus Bradshaw, 2007). Aktivoiduttuaan Syk voi heti vuorovaikuttaa erilaisten
signalointimolekyylien kanssa (ks. yleiskatsaus Zarbock ja Ley, 2011). Farmakologisesti
Syk:n toimintaa voidaan inhiboida erilaisilla tyrosiinikinaasi-inhibiittoreilla, jotka sitoutuvat
kinaasidomeenin ATP:td sitovaan kohtaan. Esimerkiksi Abl-kinaasin inhbiittoriksi kehitetty
syopéladke Gleevec inhiboi Syk-kinaasia (Gradler ym., 2012).
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Kuva 3 Kokopitkén Syk-proteiinin rakenne SH2-N (keltainen) ja SH2-C (oranssi) ovat Src- kinaasin kaltaisia
domeeneja. Ensimmadinen vélialue sijaitsee SH-domeenien valissa (fuksianpunainen). Karboksyylipaan valialue
on yhdistava alue (vihred) ennen katalyyttisesti aktiivista kinaasidomeenia (turkoosi). Syk-domeenien rajat ovat
UniProt. Knowledgebase (P43405) -tiedostosta ja rakenne on tehty kayttden Domain Graph version 2
-ohjelmaa (Ren ym., 2009).

Verihiutaleissa filamiinin ja Syk:n vuorovaikutus sdatelee ITAM- motiivien vélityksella
esimerkiksi Fc-reseptoreiden toimintaa (Poole ym., 1997). VWF:n sitoutuminen GPIb-IX -
reseptoriin aiheuttaa ITAM-reseptoreiden tyrosiinien fosforylaation (ks. yleiskatsaus Du,
2007). FLNA:n domeeni 5 (FLNADS) sitoo Syk:n lahelle verihiutaleiden ulkokalvoa samaan
kompleksiin glykoproteiinireseptorin ja VWF:n kanssa (Falet ym., 2010). Verihiutaleissa,
joista puuttuu FLNA, esiintyy seka morfologisia muutoksia ettd vaikeita toiminnallisia
puutoksia (Falet ym., 2010). Nama muutokset nakyvat GPIb-1X -kompleksin toiminnassa ja
myo6s verihiutaleiden kyvyssd reagoida G-proteiinivélitteisiin signaaleihin (esimerkiksi
trombiiniin), GPVI-reseptorivalitteisiin signaaleihin seka Fc- reseptorisignaaleihin (Falet ym.,
2010, yleiskatsaus Mocsai ym., 2010, yleiskatsaus Sada ym., 2001). Tarkkaa mekanismia,
miten Syk-kinaasi naihin liittyy, ei tiedetd. Kaikissa reiteissd kuitenkin tarvitaan
tyrosiinifosforylointia (Falet ym., 2010). Téasta syysta filamiinin ja Syk:n vuorovaikutuksen

tutkiminen on mielenkiintoista.

Tutkimusryhméssamme on dskettdin saatu uutta tietoa filamiinin Syk:a sitovan domeeni 5:n
rakenteesta. On todettu, ettd domeeni 5 muodostaa tiukan vuorovaikutuksen domeeni 4:n
kanssa (kuva 4) (Sethi ja Ylanne, julkaisematon tulos, Proteiinitietokanta (Pdb, engl. Protein
Data Bank) rakenne 3V80). Taman domeeniparin rakenne poikkeaa aikaisemmin
karakterisoiduista domeenipareista, jotka ovat mekaanisesti sédadeltyja (Rognoni ym., 2012,
ks. yleiskatsaus Razinia ym., 2012). Mielenkiintoista rakenteessa on, ettd domeeni 5:n C ja D
[B-séikeiden muodostama pinta on osittain suljetussa konformaatiossa (kuva 4), miké saattaa
estdd samankaltaisen sitoutumisen kuin muissa filamiinidomeeneissa on havaittu (Kiema ym.,
2006, yleiskatsaus Popowicz ym., 2006, yleiskatsaus Nakamura ym., 2011, Rognoni ym.,
2012).



FLNA4

C-terminaali

N-terminaali

Kuva 4 Filamiinin 4-5 -domeenikompleksin rakenne Kuvassa on pallomainen FLN4-5 -domeenikompleksi.
Vihredlld on véritetty filamiinin domeeni 4 ja siniselld domeeni 5. Punaisella on merkitty domeeni 5:n CD (-
séikeet, jotka yleensa toimivat ligandiproteiinien sitoutumiskohtina filamiinin domeeneissa. Kuva on tehty
kayttden Bodil-4653 -ohjelmaa. Rakenne on Ritika Sethin julkaisematon tulos (Protein Data Bank, Pdb, rakenne
3Vv80).

2. Tutkimuksen tarkoitus

Taméan pro gradu tutkielman tarkoituksena oli todetaan filamiinin immunoglobuliinin
kaltaisen domeeni viiden ja verihiutaleiden Syk:n sitoutuminen toisiinsa. Erityisend
mielenkiintona oli selvittdd vaikuttaako filamiinin immunoglobuliinin kaltaisen neljannen
domeenin laheinen vuorovaikutus viidennen domeenin kanssa Syk:n sitoutumiseen viidenteen
domeeniin. Liséksi tutkimuksen tarkoituksena oli méérittaa filamiinin ja Syk:n sitoutumisen
affiniteettia. Edelld mainittuja tutkimuksen kohteita varten tarkoituksena oli tuottaa Syk-
proteiinia E.coli- bakteereissa glutationi-S- transferaasi (GST, engl. glutathione-S-

transferase) fuusioproteiinina ja puhdistaa sité affiniteettikromatografian avulla.



3. Materiaali ja menetelmat

3.1. Kloonaus ja Syk-kinaasidomeenin tuottaminen ja kasittely

Syk-cDNA (tuotenumero RC200413 Origene Technologies Inc. Rockville, Maryland,
Yhdysvallat) transformoitiin XL10 Gold -ultrakompetentteihin E. coli -soluihin (Agilent
Technologies Laurel, Maryland, Yhdysvallat). Plasmidi eristettiin bakteerikasvustosta,
puhdistettiin kahdesti kayttden Qiaquick Plasmid DNA purification ja PCR purification -
sarjoja (Qiagen Sciences Inc. Germantown, Maryland, Yhdysvallat). Puhdistettu plasmidi
toimi templaattina kun Syk-kinaasidomeeni (aminohapposekvenssit 356-635) monistettiin
kayttden polymeraasiketjureaktio (PCR) -menetelmda. Alukkeina olivat: SYK_KD_LIC fw
(TACTTCCAATCCATGGAGGAGATCAGGCCCAAG) ja SYK _KD_LIC rv

(TATCCACCTTTACTGTTAGTTCACCACGTCATAGTAGTAATTGCG) (Oligomer Oy,

Helsinki, Suomi).

Monistettu Syk-kinaasidomeeni-insertti liitettiin pGTvL-1 -vektoriin (Structural Genomics
Consortium; Oxford, Iso-Britannia) ligaatiosta riippumattomalla kloonaustekniikalla (LIC
engl. ligation independent cloning) (Savitsky ym., 2010). Kaytetyssad vektorissa mukana
saatiin glutationi-S-transferaasi- osa (GST, engl. glutathione-S-transferase) ja tupakan
ruostevirus proteaasin katkaisukohta. Kaikissa télla vektorilla tuotetuissa proteiineissa on
aminopaassa proteaasikatkaisun jalkeen aminohapposekvenssi SM. Plasmidit transformoitiin
One Shot TOP10 -kompetentteihin E.coli -soluihin (Invitrogen Corporation, Carlsbad,
Kalifornia, Yhdysvallat) ja maljattiin Luria-Bertani (LB) -maljoille, jotka sisalsivat 100 pg/ml
ampisilliinia (Applichem Omaha, Nebraska, Yhdysvallat) ja 5 % sakkaroosia. Maljoilta
valittiin muutama peséke ja niille tehtiin pesdke- PCR, jolla varmistettiin, ettd plasmidi
sisaltdd halutun insertin. Plasmidi puhdistettiin kahdesti kayttden Qiaquik Plasmid DNA
purification ja PCR purification -sarjoja, DNA:n pitoisuus maédritettiin Nano Drop® -
spektrofotometrilla (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, Yhdysvallat).
Plasmidi sekvensointiin kayttden 57ja 3'pGEX -alukkeita (Sigma Genosys, Spring, Teksas,
Yhdysvallat). Sekvensointi suoritettiin ABI DNA 3130X Sequencer -laitteella (Applied
Biosystems, Foster City, Kalifornia, Yhdysvallat). Syk-kinaasidomeenin sekvenssitarkistus

tehtiin kohdennusalgoritmin (BLAST engl. Basic Local Alignment Search Tool) avulla.



Vertailuun kéytettiin ihmisen Syk mRNA:n sekvenssia (Human spleen tyrosine kinase (SYK)
transcript variant 1, mMRNA NM_003177.5).

Syk-kinaasidomeeniproteiinia tuotettiin  BL21 Gold E.coli -soluissa, jotka oli tehty
kompetenteiksi Inoue-menetelmalla (Sambrook ja Russel, 2001). Bakteerien nestekasvatus
tapahtui LB-kasvatusalustassa, jossa oli 100 ug/ml ampisilliinia. Bakteerikasvusto indusoitiin
tuottamaan  Syk-kinaasidomeenia lisdamalla  isopropyyli-beta-D-tiogalaktopyranosidia
(Fermentas, Thermo Fisher Scientific) (IPTG engl. isopropyl--D-thiogalactopyranoside)
loppupitoisuuteen 0,4 mM. Tuotto suoritettiin + 37 °C kahden tunnin ajan. Bakteerikasvusto
sentrifugoitiin -~ 15  minuuttia 6400 x g + 4 °C Sorvall RC 6+
-sentrifugilla F9S-4X1000Y15 -roottorilla (Thermo Fisher Scientific). Solupelletti liuotettiin
fosfaattipuskuroituun suolaliuokseen (PBS, engl. Phosphate buffered saline; 140 mM NacCl,
2,7 mM KCI, 10 mM Na; HPQ4, 1,8 mM KH, PO, pH 7,3) 4 ml solupellettigrammaa kohden.

Solut hajotettiin French Press -laitteella (Thermo Electron Corporation Needham Heights,
Massachusetts, Yhdysvallat) 2 kPa:n paineessa. Solulysaattiin lisédttiin 2 % Triton X-100
(Fluka Chemical Corporation, Milwaukee, Wisconsin, Yhdysvallat) seké proteaasi-inhibiittori
(mini-EDTA free protease inhibitor cocktail, Roche Applied Science, Penzberg, Saksa).
Soluliuos sentrifugoitiin sakan erottamiseksi supernatantista 45000 x g 30 min + 4 °C Sorvall
RC 6+ -sentrifugilla F21S-8X50Y -roottorilla.

3.2. Filamiinidomeenien tuottaminen ja puhdistaminen

Filamiinidomeenien tuottamiseen tarvittavat plasmidit (pGTvL-1-FLNA4 ja pGTvL-1-
FLNADS) transformoitiin BL21 Gold E.coli -soluihin. Domeenien aminohapporajat ovat:
FLNA4 aminohapot 566- 658 ja FLNAS5 aminohapot 662- 758 (ks. yleiskatselmus Van der
Flier ym., 2001). Plasmidit antoi kayttoon tohtorikoulutettava Jonne Seppald (Jyvéskylan
Y liopisto).

Filamiinidomeenien tuottaminen ja jatkokésittely tapahtuivat samoin kuin Syk-
kinaasidomeenilla, poikkeuksena ainoastaan tuottoaika. Filamiinidomeenien tuottoaika oli 4
tuntia + 37 °C -asteessa. Filamiinidomeenit puhdistettiin ensin affiniteettikromatografian
avulla. GST-osan omaavat filamiiniproteiinit sidottiin Protino-glutationiagaroosiin 4B. Tama
vaihe tehtiin  Econo-pylvadssa  (Bio-Rad  Hercules, Kalifornia, Yhdysvallat).

Filamiinidomeenista katkaistiin GST-o0sa tupakan ruostevirus proteaasin avulla, mita lisattiin



1 ml (c= 1 mg/ml) Econo-pylvaaseen. Proteolyyttinen katkaisu tapahtui + 21 °C noin 16
tunnin ajan. Pylvéaasta uutettiin PBS:II& filamiinidomeeni ulos. Uutettujen néytteiden
absorbanssi mitattiin Nano Drop -spektrofotometrilld. Filamiinidomeenien puhdistuksen
seuraava vaihe tapahtui geelisuodatuksena Akta Prime -laitteella Superdex 26/60 -pylvaalla
(GE Healthcare Waukesha, Wisconsin, Yhdysvallat). Geelisuodatuspuskurina kaytettiin 100
mM NaCl, 20 mM Tris pH 7,5 ja 1 mM ditiotreitiolia (DTT). Puhdistetut filamiinidomeenit
konsentroitiin (Amicon Millipore 10K concentration tube, Millipore corporation, Billerica,

Massachusetts, Yhdysvallat), jadhdytettiin nestetypella ja séilytettiin pakastimessa (- 80 °C).

Filamiinidomeenipari 4-5 (aminohapot 566- 758) oli tuotettu ja puhdistettu kuten edell&
kerrottiin. Naytteet antoi kayttoon laboratoriomestari Arja Mansikkaviita (Jyvaskylan

Yliopisto).

3.3. Sitoutumiskokeet

3.3.1 Filamiinidomeenien ja Syk:n sitoutuminen pintaplasmoniresonanssimittauksella

Pintaplasmoniresonanssimittaukset (SPR, engl. surface plasmon resonance) Biacore™
-laitteella (GE Healthcare Waukesha, Wisconsin, Yhdysvallat) tehtiin Tampereen Y liopiston
Biolaaketieteellisen Teknologian yksikdssd dosentti Vesa Hytdsen opastuksessa. Syk-
proteiinille (tuotenumero ACMO31196, Active Motif, Carlsbad, Kalifornia, Yhdysvallat)
suoritettiin puskurin vaihto 50 mM natrium-asetaattipuskuriin (pH 5,6) suolanpoistopylvaalla
(Protein desalting spin column, Thermo Fisher Scientific). Syk sidottiin kovalenttisesti
aminoryhmastd  karboksimetyloituun  (CM, engl. carboxymethylated) dekstraaniin
detektiosirun pinnalle (sensor chip CM5, GE Healthcare Waukesha, Wisconsin, Yhdysvallat).
Pinta aktivoitiin 0,4 M 1-etyyli-3-dimetyyliaminopropyylikarbodi-imiidilla (EDC engl. 1-
ethyl-3-(dimethylaminopropyl)carbodiimid) ja 0,1 M N-hydroksyylisukkinimidilla (NHS,
engl. N-hydroxylsuccinimidi). Natrium-asetaattipuskurissa olevaa Syk-proteiinia syotettiin
siruun. Lopuksi siru kasiteltiin 1 M -etanoliamiinilla (pH 8,5), jolla inaktivoidaan ne
karbonyyliryhmét sirun pinnalla, joihin ei ligandia ole sitoutunut (kaikki GE Healthcare
Waukesha, Wisconsin, Yhdysvallat, amino coupling Kit). Syk-proteiinia saatiin kiinnitettya
sirun pintaan noin 600 resonanssiyksikkdd (RU, engl. resonance unit). Resonanssiyksikko
tarkoittaa sattumanvaraista yksikkoa, joka on valittu siten, ettd 1 RU vastaa muutosta, jonka
taitekerroinindeksi on 10° (GE Healthcare Biacore Analysis Book 2001-2008).



SPR-mittauksia varten filamiini A:n domeenit laimennettiin noin 100 uM:n pitoisuuteen.
Laimennokset tehtiin 10 mM HEPES, 150 mM NaCl pH 7,5 -puskuriin,

3.3.2. Sitoutumiskokeet glutationiaffiniteettikromatografialla

Omat sitoutumiskokeet tehtiin ns. kiintedn kantajan avulla. Syk-kinaasidomeenia sidottiin
glutationiagaroosiin 4B (Protino Macherey-Nagel Inc. Dueren, Saksa). 20 pl
glutationiagaroosia ja 5 ml Syk-kinaasidomeenia siséltdvéa solulysaattisupernatanttia
pyoritettiin 2 tuntia + 4 °C. Samoin meneteltiin GST-solusupernatanttilysaatin kanssa. Syk-
kinaasidomeenia siséltdvaan glutationiagaroosiin ja GST:t4 sisdltdvaian glutationiagaroosiin
lisattiin FLNADS:t4, jonka pitoisuus oli 100 uM. Naité sitoutettiin toisiinsa pyorittden +21° C
tunnin ajan. Naytteet eluoitiin 10 pl:lla 5 X SDS-PAGE -néytepuskuria (Sambrook ja Russel,
2001) ja keitettiin 5 min. Lopuksi néytteet ajettiin itse tehdylle 12 % SDS-PAGE -geelille
(Bio-Rad Hercules, Kalifornia, Yhdysvallat). Ajon jalkeen geeli vérjattiin kdyttaen Bio-Radin
(Hercules, Kalifornia, Yhdysvallat) hopealeimausreagensseja noudattaen sovellettua
hopealeimauskaytantod (Modified Silver Stain Protocol).

4. Tulokset

4.1. Filamiinidomeenien ja Syk:n sitoutuminen pintaplasmoni-

resonanssimittauksella

Filamiinidomeenien ja Syk:n sitoutumista toisiinsa mitattiin ensin
pintaplasmoniresonanssilaitteella (SPR, engl. surface plasmon resonance) (Biacore ™).
Kokeessa kaupallinen kokopitk& Syk-proteiini kiinnitettiin  detektiosirun pintaan ja
puhdistettuja filamiinidomeeneja annettiin virrata pinnan yli. FLNA4 sai aikaan nopean SPR-
signaalin muutoksen niin Syk- kuin kontrollipinnalla, johon ei ollut kiinnitetty proteiinia
(kuva 1A). Néiden signaalien erotuskuva osoitti hitaan SPR-signaalin nousun, muttei
minké&anlaista irtoamista huuhtelun aikana. Myods FLNADS sai aikaan nopean signaalin nousun
sekd Syk- ettd kontrollipinnalla. Erotuskuvaaja ndyttdd ensimmaéisen 30 sekunnin kuluessa

spesifisen signaalin lisddntymisen (kuva 1B). Sen jalkeen signaali tasoittui. Huuhtelun jalkeen



néhtiin hidas signaalin lasku lahelle nollatasoa. Kahden domeenin pala FLNA4-5 kayttaytyi
samaan tapaan kun FLNAS (kuva 1C).

Vertailtaessa FLNA5:n ja FLNA4-5:n sitoutumiskinetiikkaa havaittiin, ettd FLNA4-5:n SPR-
signaali oli voimakkaampi, mutta maksimaalinen signaali saavutettiin yhtd nopeasti myos
FLNAS:n kohdalla (kuva 1D). Irtoamiskinetiikka oli myds hyvin samanlainen FLNA5:n ja
FLNAA4-5:n vélilla (kuva 1E). Kuvassa nahdaén puskurin vaihdon aiheuttama nopea muutos
noin 2 s ajan. Sen jalkeen hidas irtoaminen noin 10 s ajan. FLNA5:n osalta alkutaso jai
hieman korkeammalle tasolle, kun taas FLNA4-5:n kohdalla signaali palautui alkutasolle
(kuva 1E).

SPR-mittaukset antoivat viitteitd, ettd FLNAS ja FLNA4-5 sitoutuvat spesifisesti kokopitkaan
Syk-proteiiniin. FLNAA4:n kohdalla sitoutumista ei havaittu.
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Kuva 5 Filamiinidomeenien sitoutuminen Syk-proteiiniin SPR-laitteella mitattuna. Kaikissa kuvissa x-
akselilla on aika sekunteina (s) ja y-akselilla resonanssiyksikét (RU). Kuvissa A-C on kontrollikanavan kuvaaja
esitetty oranssilla, Syk-kanavan tummanpunaisella ja ndiden erotus vihrednd. Kuvassa A ovat FLNA4:n SPR-
signaalit. Kuvassa B ovat FLNAS5:n SPR-signaalikuvaajat. Vasemmalla nuolella on osoitettu FLNA5:n ja Syk:n
sitoutuminen ja oikeanpuoleisella nuolella irtaantuminen. Kuvassa C ovat FLNA4-5:n mitatut SPR-signaalit.
Kuvassa D ovat vertailtavina FLNA4-5:n (oranssi) ja FLNAS:n (sininen) sitoutumisvaiheen signaalit tarkemmin
esitettyind niin, ettd injektioaikapiste on nollakohtana. Kuvassa E ovat vertailtavina FLNA 4-5:n ja FLNA5:n
irtoamisvaiheen signaalit tarkemmin esitettying, samoin kuten edelld mainittu.



4.2. Syk-kinaasidomeenin kloonaus, tuottaminen ja sitoutumiskokeet

Seuraavaksi haluttiin testata filamiinidomeenien sitoutumista Syk-kinaasidomeeniin. Syk-
kinaasidomeeni monistettiin Syk cDNA:sta. Se siirrettiin tuottoplasmidiin ja sen DNA
tarkistettiin sekvensoimalla (liite 1). IPTG:n lisdyksen jalkeen bakteerit tuottivat halutun
kokoista GST-fuusioproteiinia (kuva 6, ndyte 2). Pieni osa proteiinista oli liukoista 2 % Triton

X-100 kanssa, mutta suurin osa jai solupellettiin (kuva 6, néytteet 4 ja 5).

-

Kuva 6 Syk-kinaasidomeenin tuottaminen SDS-PAGE -geelilld ovat néaytteet bakteerikasvustosta. Néayte 1
bakteerikasvusto ennen indusointia IPTG:1l4. Nayte 2 on bakteerikasvustosta indusoinnin jalkeen. Kohdassa
kolme geelin keskella on molekyylipainostandardi. Nayte 4 on solujen lysaattisupernatantti. Nayte 5 on soluista
jaljelle jaanyt lysaattipelletti. Nuolet kuvassa osoittavat GST-Syk-kinaasidomeenin kokovyohykettd, noin 60
kDa.

b) Wi

Sitoutumiskokeilla tutkittiin Syk-kinaasidomeenia siséltdvan supernatantin ja FLNAS:n
keskindistd sitoutumista. Koska Syk-kinaasidomeenin ekspressio E.coli -soluissa oli vain
kohtalainen ja liukoisuus supernatanttiin oli ongelma, p&adyttiin sitoutumiskokeissa
kayttdmaan supernatanttia sen sijaan, ettd Syk-kinaasidomeenia olisi yritetty puhdistaa.
Sitoutumiskokeissa Syk-kinaasidomeeni sidottiin GST-osan avulla kiinteddn kantajaan,
glutationiagaroosiin. Sen jalkeen GST-Syk-kinaasidomeenin annettiin sitoutua 100 pM
FLNAS5-domeenin kanssa. Spesifista sitoutumista GST-Syk-kinaasidomeeniin ei havaittu,

vaan noin 10 kDA:n kokoista proteiinia oli yhta paljon kaikissa naytteissa (kuva 7).



Kuva 7 Syk-kinaasidomeenin - FLNAS5:n vélinen sitoutumiskoe SDS-PAGE -geelilla. Naytteissd 1 ja 2 on
GST-Syk-kinaasidomeeniagaroosindyte FLNAS:n kanssa. Naytteissa 3 ja 4 on GST yhdessd FLNA 5:n kanssa.
Néaytteissd 5 ja 6 on pelkkd GST. Tahti kuvassa on noin 60 kDA:n kohdalla, mikd on GST-Syk-kinaasidomeenin
koko. Nuoli kuvassa osoittaa FLNA 5:n, jonka koko on noin 10 kDA.

5. Tulosten tarkastelu

Taman Pro Gradu -tyon yhtend tavoitteena oli varmistaa FLNA5:n ja Syk:n sitoutuminen.
Mielenkiinnon kohteena oli myds, vaikuttaako FLNA4-domeeni FLNAS5:n ja Syk:n

vuorovaikutukseen.

SPR-mittauksissa saatiin viitteitda FLNAS5:n ja kokopitkdn Syk-proteiinin sitoutumisesta.
Alustavista tuloksista voidaan myos péaatelld, ettei FLNA4 vaikuta FLNA5:n ja Syk:n

sitoutumiseen.

Kokopitkad Syk-proteiinia saatiin kiinnitettya detektiosirun pinnalle 600 resonanssiyksikkoa
(RU engl. resonance unit). Kokopitkan Syk-proteiinin koko on noin 104 kDa. Tyypillisesti
50-150 kDa:n kokoista proteiinia saadaan kiinnitettyd detektiosirun pinnalle noin 7000-
15000 RU (Biacore concentration Analysis book, 2001-2008) ja tdman perusteella saatiin
detektiosirun pintaan kiinnitettya vain melko pieni Syk-proteiinikerros. Kokopitkd Syk-
proteiini paadyttiin sitomaan kovalenttisesti aminoliittimen avulla detektiosirun pintaan.



Valitun sitomistyylin haittapuoli oli se, ettei ollut mahdollista todentaa, millaisessa asennossa
Syk oli sitoutunut detektiosirun pintaan. Syk-proteiinin orientaatio oli siis sattumanvarainen.
Mittauksien onnistumisen johdosta voidaan todeta, ettei Syk:n kiinnittymisen suuntaus ollut
ongelma. Toisenlainen Syk:n Kiinnittdminen detektiosirun pintaan olisi mahdollista,
esimerkiksi Forte-bio -laitteella mitattaessa voitaisiin Syk:n GST-héntda hyvaksikayttaen

sitoa se anti-GST -pintaan. Tall6in optimaalisesta suuntautumisesta voitaisiin olla varmempia.

Analyysikuvaajassa havaittiin  aluksi nopea FLNAbS:n sitoutuminen Syk:iin, mika
my6hemmin tasoittui. Samanlainen, mutta voimakkaampi SPR-signaali saatiin tutkittaessa
FLNA4-5 -domeeniparin ja Syk-proteiinin sitoutumista. Voimakkaampi SPR-signaali
FLNA4-5:11a kuin FLNAS5:la johtuu todenndkdisesti FLNAA4-5:n  suuremmasta
molekyylipainosta. Kuvaajan muotoon ei kiinnitetyn ligandin mééra vaikuta, mutta
signaalivaste on sitd voimakkaampi, mitd enemman Kkiinnitettyd ligandia on detektiosirun
pinnalla. Mittaustuloksissa proteiineilla CM5-detektiosirulla yksi resonanssiyksikkd (RU)
vastaa 1 pg/mm? konsentraation muutosta sirun pinnalla (GE Healthcare Biacore® Sensor
Surface Handbook 2005-2007). Voidaan kuitenkin todeta, ettd SPR-signaalin vaste olisi
rajoitettu, vaikka Syk:n pitoisuus detektiosirun pinnalla olisi ollut parempi, koska Syk:n koko
suhteessa FLNA  5:een on suuri. Optimaalisemmassa  tutkimusasetelmassa
molekyylipainoltaan kevyempi FLNAS5 olisi ligandina detektiosirun pinnassa ja
molekyylipainoltaan suuremman Syk:n annettaisiin virrata yli analyyttind ja sitoutua
ligandiin. Koska Syk-proteiini oli kaupallista alkuperaé ja sen méaara oli rajallinen, jouduttiin

tutkimus toteuttamaan tietoisesti huonommalla tavalla.

Vertaamalla FLNA4-5:n ja FLNAbG:n sitoutumista Syk:iin haluttiin selvittadd, vaikuttaako
FLNA4 sitoutumiseen. Tulokset viittaavat siihen, ettei FLNA4 vaikuta Syk:n sitoutumiseen
positiivisesti tai negatiivisesti. Tastd voidaan vetdd johtopaatds, ettd Syk:n sitoutumispaikka
FLNADS:ss4 ei sijaitse FLNA4:n ja FLNAS:n valisell& interaktiopinnalla eika sen valittoméssa
laheisyydessd. Kysymykseen, sitoutuuko Syk FLNAS5:n CD B-sdikeiden rajaamaan pintaan,
ndma kokeet eivét anna vastausta. FLNAS5:n rakenne antaa olettaa, ettd CD-pinta ei olisi
mahdollinen sitoutumispaikka (ks. yleiskatsaus Nakamura ym. 2011, Sethi ym. julkaisematon
késikirjoitus), mutta sen selvittdminen vaatii yksityiskohtaisempia kokeita. Asiaa voitaisiin
tutkia kohdennetulla mutageneesilld tai esimerkiksi ydinmagneettiresonanssispektroskopian
(NMR engl. nuclear magnetic resonance spectroscopy) avulla, jos puhdistettua Syk-proteiinia
olisi kdytettavissa riittdva maara.



Syk:n ja FLNADS:n sitoutumisaffiniteetin maarittdmiseksi mittausolosuhteita pitéisi optimoida
ja mittauksia suorittaa useilla erilaisila  FLNAS5:n pitoisuuksilla. Ongelmana SPR-
mittauksissa esiintyi taustakanavassa tapahtuvan epaspesifisen sitoutumisen antama signaali.
Olosuhteiden optimointi voisi véhentda epéspesifista sitoutumista. Tata voidaan tehdd mm.
muuttamalla pH:ta. Eri pH-olosuhteita voisi testata vélilla 3,5-8,25. Namé raja-arvot siksi,
ettd pH 8,5:ss& on Syk:n isoelektrinen piste, jolloin sen varaus muuttuu positiivisesta
neutraaliksi ja pH:n ollessa 3,5 tai alle on dekstraanin pinta varaukseltaan negatiivinen

(Biacore concentration Analysis book, 2001-2008).

Tutkimuksen toinen p&d&dmaéra oli saada tuotettua ja puhdistettua Syk-kinaasidomeenia ja
selvittdd, sitoutuuko se FLNADS:een. Syk-kinaasidomeenin kloonaus ja transformointi
tuottovektoriin onnistuivat. Sen sijaan Syk-kinaasidomeenin tuottaminen E.colissa osoittautui
haasteelliseksi. Tuotto-ongelmien johdosta Syk-kinaasidomeenin sitoutuminen FLNADS:een
jai kuitenkin todentamatta.

Syk-kinaasin tuoton aikana otetuista SDS-PAGE -naytteistd saadaan geelille oikeankokoinen
vyohyke (GST-Syk-kinaasi noin 60 kDa). Syk-kinaasidomeenia saatiin sidottua
glutationiagaroosiin, mutta puhdistettua sitd ei saatu merkittavid maarid. Tuottamisvaiheessa
kokeiltiin erilaisia tuottamisolosuhteita ja -aikoja tuloksetta (Hammarstrom ym., 2001).
Proteiinia bakteerikasvustosta eristettaessa todettiin Syk-kinaasidomeenin heikko liukoisuus.
Liukoisuusongelmaa yritettiin lievittdd kéyttden eri yhdistelmid erilaisia detergentteja,
proteaasi-inhibiittoreita ja my0ds eri puskureita (Tao ym., 2009). Ongelmat proteiinin
laskostumisessa bakteerisoluissa aiheuttavat liukoisuusongelmia. Laskostumattomat proteiinit
muodostavat liukenemattomia proteiinisaostumia, jotka jaavét solupellettiin (Hammarstrém
ym., 2001). Lopullista varmuutta sille, ettd SDS-PAGE -geelin 60 kDa:n kokoinen vythyke
olisi juuri GST-Syk-kinaasifuusioproteiinia, ei saatu.

Sitoutumiskokeita tehtiin proteiinin tuotto- ja liukoisuusongelmista huolimatta. GST-Syk-
kinaasidomeenin  sitoutumiskokeet = FLNAS5:n  kanssa  epédonnistuivat.  Tehdyssa
sitoutumiskokeessa, jossa FLNAS5:n pitoisuus oli 100 uM, SDS-PAGE -geelilld tulokset
jaévét suuren taustan alle. Sitoutumiskokeet erilaisilla FLNAS5:n pitoisuuksilla GST-Syk-
kinaasiin jaivat tekemattd. Sitoutumiskokeiden SDS-PAGE -geelien varjays tehtiin Bio Radin
hopealeimaustekniikalla. Menetelm&an p&aadyttiin  sen Coomassie Brilliant Blue:ta



huomattavasti suuremman herkkyyden vuoksi (Bio Rad Silver Stain US/EG Bulletin 1089
REV C) (Walker, 2002, Chevallet ym., 2006).

Koska usein on haasteellista tuottaa eukaryoottiproteiineja E.coli -bakteereissa, voisi Syk-
kinaasidomeenia tai kokopitkdad Syk-proteiinia tuottaa esimerkiksi hyonteissoluissa.
Useimmissa Syk-tutkimuksissa on kéytetty eldinsoluissa tuotettua Syk-proteiinia. Joissain
tapauksissa fuusioproteiinien tuotto- ja liukoisuusongelmia on ratkaistu vaihtamalla
ligandiosaa, GST:n tilalla voisi kdyttda vaikkapa histidiiniosaa (engl. His-tag) tai histidiinia
yhdessa maltoosia sitovan proteiinin kanssa (His-MBP engl. His-maltose binding protein tag)
(Nallamsetty ja Waugh, 2007, Saurabh ym., 2012)

Alustavia tuloksia Syk:n ja FLNAS5:n sitoutumisesta naissa tutkimuksissa saatiin todennettua.
Syk:n tai Syk-kinaasidomeenin tuottamisen onnistuminen poistaisi sen roolin tutkimusta
rajoittavana minimitekijand ja siten mahdollistaisi jatkotutkimuksia sen ja FLNAS:n
sitoutumisen kinetiikasta ja affiniteetista.
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Liite 1

plasmidi GST-Syk-KD GST ATGGAGGAGATCAGGCCCAAGGAGGTTTACCTGGACCGAAAGCTGCTGACG
M E E I R P K E V Y L D R K L L T

Uniprot P43405, aminohapot 356-631 E E I R P K E V Y L D R K L L T

CTGGAAGACAAAGAACTGGGCTCTGGTAATTTTGGAACTGTGAAAAAGGGCTACTACCAAATGAAAAAAGTTGTGAAAACCGTGGCTGTG
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Liite 1 GST-Syk-kinaasidomeenifuusioproteiinin sekvenssien vertailu tietokantaan.

Ylimm&llad rivilld on sekvensoidun GST-Syk-kinaasidomeeniplasmidin DNA-sekvenssit. Keskimmaiselld rivilla
on niiden kaannds aminohapoiksi. Alimmalla rivillada on tietokannasta saatu Syk-kinaasidomeenin
aminohapposekvenssit.



