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Epidermaalinen kasvutekijareseptori (EGFR) on yhdessé kollageeni- ja lamiinireseptori a2B1-integriinin
kanssa tarked tekija solun selviytymisen, Kkiinnittymisen ja jakautumisen séatelemisessd sekéa
syOpasoluissa.

Kasvutekijan sitoutumisen jalkeen EGFR:t dimerisoituvat, endosytoituvat Kklatriinivélitteisen
endosytoosin kautta ja kulkeutuvat solun sisélla kolmen eri reitin mukaisesti: 1) EGFR-ligandi-kompleksi
voi ubikitinaation seurauksena paatya lysosomaaliseen pH:sta riippuvaan hajoitukseen, EGFR kierrattyy
takaisin solukalvolle 2) ligandin irtoamisen tai 3) UBPY de-ubikitinaatioenstyymin toimesta.
a2B1-integriinireseptori Klusteroituu solukalvolle kiinnityttyddn kollageeniin, lamiiniin, Echovirusl:een
tai vasta-aineeseen ja endosytoituu ligandistaan riippuen joko klatriini- tai  kaveoliini-
lipidilauttavalitteisella endosytoosilla.

Proteiinikinaasi C:n (PKC) aktivaatio vaikuttaa sek& integriinin, ettd EGFR:n endosytoosissa. a2f31-
integriinin endosytoosi on riippuvainen PKCa-aktivaatiosta. EGFR:lla threoniini 654:n fosforylaatio
PKCoa:n toimesta estii reseptorin ubikitinaation ja ohjaa sen kierrittidville endosytoottiselle reitille.
Aikaisempien tutkimuksiemme mukaan EGFR- ja a2p1-Integriiniendosomit kulkeutuvat solun sisélla
hyvin lahelld toisiaan péatyen lopulta monivesikulaarisiin rakenteisiin. Reseptorit eivat kuitenkaan ole
fyysisessa kontaktissa ja niiden vesikkelit ovat eri pH:ta. EGFR:n ja Integriinin valill tiedetdan kuitenkin
olevan yhteyksid ja a2B1-integriinin kautta tapahtuvan Echovirusl-infektion on havaittu vaikuttavan
EGFR-hajotukseen.

Tassd tutkimuksessa halusimme selvittdd kuinka EV1-infektio vaikuttaa EGFR-séatelyyn.
Keuhkosyopasolulinja A549:n EV1-infektoitujen ja infektoimattomien solujen lyso- tai proteosomaalinen
hajotus estettiin bafilomysiiniA:lla, calpainilla tai bortezomibilla. PKCa:n vaikutusta tutkittaessa kinaasi
aktivoitiin phorboli 12-myristaatti 13-asetaatilla. Kasiteltyja soluja kuvattiin konfokaalimikroskoopilla
joko pedattuina kaksiulotteisesti tai eldvind neliulotteisesti. Kvantitatiivinen kuvadata-analyysi tehtiin
BiolmageXD:lla. Kasvutekijalla aktivoituja Ab549-soluja kuvattiin myos
transmissioelektronimikroskoopilla.

Tuloksemme osoittivat ettd EGFR kulkeutui koeasetelmassamme samankaltaisten endosomaalisten
rakenteiden kautta kuin EV1-02f1-Integriinikompleksi. EV1-infektio vaikuttaa EGFR-kuljetukseen
PKCa-aktivaatiota muistuttavalla tavalla: EGFR ohjautuu Kierrattavélle endosytoosireitille ja sen hajotus
heikkenee. Tuloksemme viittaavat EV1-infektion vaikuttavan EGFR:iin juuri PKCa-aktivaation kautta.
EV1-a2B1-integriinikompleksin hajotuksen estyminen néytti myos lisddvan EGFR:n kertymistd solujen
sisélle, joten viruksen vaikutus EGFR-reittiin valittyy vield endosytoosin jalkeenkin. Nama tulokset ovat
yhdenmukaisia aikaisemmin tehtyjen havaintojen kanssa, joiden mukaan a2f1-integriinin ja EGFR:n
vélilla on selvd, vaikkakaan ei fyysinen, vuorovaikutus. On hyvin mahdollista ettd EV1 hyétyy EGFR:-
hajotuksen hidastamisesta. Virukselle on hyddyllistd pitkittdd EGFR:n solunsisdistd signalointia, joka
séatelee Ras-ERK-signalointisarjan kautta mitogeneesid ja P13-Akt-signalointireitin kautta johtaa anti-
apoptoottiseen signalointiin. Molempien signalointireittien séately mahdollistaa virukselle paremmat
solunsiséiset replikaatio-olosuhteet.

Avainsanat:Endosomaalinen Kkuljetus, Epidermaalinen kasvutekijireseptori, a2p1-Integriini,
Echovirus 1, Proteiinikinaasi C
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Abstract:

Alongside with collagen and lamin receptor a2f1-Integrin, epidermal growth factor receptor (EGFR) is a
crucial factor in cell survival, attachment, proliferation, mitosis and metastasis formation. Growth factor
attachment dimerizes EGFRs which in turn induces clathrin dependent endocytosis of the EGFR-Ligand
complex. EGFR has three distinct pathways within the cell: 1) EGFR-ligand complex undergoes
lysosomal pH-dependent degradation by ubiquitination or gets recycled back to the cell surface through
2) ligand detachment or 3) UBPY de-ubiquitination enzyme.

a2B1-Integrin clusters on cellular membrane after collagen, lamin, Echovirusl or antibody attachment and
gets endocytosed, depending on the ligand, either by clathrin or caveolae-lipidraft dependent endocytosis.
Proteinkinase C (PKC) activation affects both integrin and EGFR endocytosis. a2p1-Integrin endocytosis
is dependant on PKC o activation. Phosphorylation of EGFR threonine 654 by PKC a inhibits receptor
ubiquitination and directs it to recyclive endosomal route.

Our previous studies show close proximity between the EGFR and a2f31-Integrin endosomes as they get
transported by intracellular pathways but these endosomes vary in pH and have no physical contact.
EGFR and Integrin pathways have also been shown to be intertwined together and EV1 Infection through
a2B1-Integrin is shown to affect EGFR-degradation.

The goal of this study was to illustrate how EV1 infection modifies EGFR-regulation. Lyso- and
proteosomal degradation in EV1 infected and uninfected A549 pulmonary cancer cells was inhibited by
bafilomycinA, calpain or bortezomib. PKC a studies were performed by activating the kinase with
phorbol 12-myristate 13-acetate. Treated cells were imaged with confocal microscope by 2D-imaging of
fixed samples or 4D-imaging of live samples. Quantitative image analysis was performed with the
BiolmageXD image software. Growth factor activated cells were also imaged by transmission electron
microscope.

Our results show that in our laboratory model EGFR was transported through endosomal structures
similar to the transport of EV1- a21-Integrin complex. EV1 was shown to affect EGFR transport with
resemblance to PKCua activation: EGFR is directed to recyclive endosomal pathway with reduced
receptor degradation. Further studies indicated that these results were indeed due to PKCa activation by
EV1. The Inhibition of EV1- a2f1-Integrin complex degradation seemed to result in cytoplasmic EGFR
accumulation proving that EV1 retains its effects on EGFR pathway also after the endocytosis. These
results are consistent with the previous findings that show interplay between the a2f1-Integrin and
EGFR. It’s very likely that down regulation of EGFR degradation is beneficial to EV1: Prolonged
intracellular signaling by EGFR that regulates mitogenesis through PI3-Akt and Ras-ERK-signaling
cascade results in anti-apoptotic signaling. Regulation of these two pathways enables favorable and better
conditions for the EV1’s intracellular replication.

Keywords: Endosomal transport, Epidermal growth factor receptor, a2p1-Integrin, Echovirus 1,
Proteinkinase C
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2 Johdanto

2.1 Endosytoosi

Endosytoosilla tarkoitetaan solukalvon uudelleenjarjestaytymistd solun sisaisiksi
kalvorakenteiksi. Solukalvo on solun raja-aita ulkomaailmaan, joka antaa suvereniteetin
valita  solun  sisdlle  otettavat  partikkelit. ~ Endosytoosi  toimii  solun
kommunikaatiovalineend: kalvolla tapahtuvat vuorovaikutukset antavat tietoa solua
ymparoivistd olosuhteista. Endosytoottisesti solun sisdlle valittyvat signaalireitit
mahdollistavat solun mukautumisen sen ymparilla vallitseviin olosuhteisiin ja ulkoisiin
arsykkeisiin. Solukalvoreseptoreiden signalointia voidaan muuttaa, vahvistaa tai
vaimentaa siirtdmalla ne endosytoottisesti solun sisélle. Ulkoa sisaanpdin suuntautuvan
séatelyn lisdksi endosytoosilla voidaan vaikuttaa solukalvon proteiini- ja
lipidikoostumukseen solun sisaltd l&htevalla saatelylld. Sisaltd ulospdin suuntautuva
séately on avainasemassa solun kalvoproteiinien pintaekspressiolle, solukalvon koon
saatelylle ja oikeanlaisen solukalvoviskositeetin  yllapitamiselle  (Davletov
ja Montecucco, 2010). Endosytoosin tutkimus on paljastanut, kuinka soluille on
kehittynyt useita erilaisia tapoja muokata solukalvoaan endosytoottisiksi vesikkeleiksi
(kuva 1) ja kuinka vaihtoehtoiset reitit takaavat kalvoliikenteen dynaamisemman ja
herkemman saatelyn. Solukalvo toimii myds solun ihona séatelemélld partikkeleiden
sisdanottoa ja suojaa solua ulkopuolisilta patogeeneilta. Useat patogeenit osaavat
kuitenkin hyvaksikayttdd solulle alun perin hyodyllisid sekd valttaméattomia
endosytoottisia signaalireittejd (Doherty ja McMahon, 2009). Téssa yhteydessa
kasittelemme  tutkimuksellemme  tarkeimpien reittien, eli  Kklatriinivaitteisen,

makropinosytoottisen, kaveoliini- ja lipidilauttavélitteisen reitin yksityiskohtiin.
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Kuva 1. Kuvassa koottuna yleisimmat eldinsolun endosytoottiset mekanismit. Pinosytoottiset nesteiden,
liuenneiden aineiden ja pienten partikkelien endosytoottiset mekanismit ovat dynamiini riippuvaiset
Klatriini- ja kaveoliinivdlitteinen endosytoosi, lipidilauttojen kautta tapahtuva endosytoosi,
markopinosytoosi ja useat uudet endosytoosimekanismit. Tiettyihin solutyyppeihin rajattu fagosytoosi
vastaa suurien partikkelien sisdénotosta. Liséksi on kuvailtu useita muita tietyille lastimolekyyleille
spesifeja sisdénottomekanismeja kuten interleukiini 2:n (IL2), flotiillinin, adenosiinidifosfaatti(ADP)-
ribosylaatio tekija 6:n (Arf6) ja glykosyylifosfatidyyli-inositoli (GPI) rikkaiden varhaisten
endosomilokeroiden (GEEC) kautta tapahtuva endosytoosi. Kuva mukailtu (Mercer ym, 2010) pohjalta.

2.1.1 Makropinosytoosi

Yksinkertaisuutensa ja heikomman selektiivisyytensa takia makropinosytoosia pidetéaéan
solujen vanhimpana endosytoottisena mekanismina. Makropinosytoosi ei riipu
reseptorin ja kohdelastin rekrytoimien vaikuttajamolekyylien tiettyihin solukalvon
pisteisiin rekrytoimista endosytoosiin tarvittavista tekijoistd (ks. yleiskatsaus Kirkham
ja Parton, 2005). Rakkuloiden kuroutumisen kéynnistdaa esimerkiksi kasvutekijan
aikaansaama reseptori-tyrosiini kinaasi (RTK)-aktivaatio, joka johtaa solukalvon
poimuttumiseen. Osa poimuista kuroutuu edelleen nestetta siséltaviksi endosytoottisiksi
rakkuloiksi solun sisélle muodostaen endosytoottisia vesikkeleitd. Kuroutuvien
rakkuloiden keskinainen koko sekd muoto voivat vaihdella paljon ja myods rakkulan
solun ulkopuolisesta tilasta ottaman nesteen koostumus on vaihtelevaa ja epéspesifista.
Onnistunut makropinosytoottisen rakkulan kuroutuminen on usean tekijan yhtalé. Rho-
guanosiinitrifosfataasi Racl ja F-aktiini aiheuttavat aktiiniristisidoksien muodostumista
solun kalvopoimujen alueella yhdessa myosiinisupistustekijoiden kanssa sédadellen
aktiinin polymerisaatio-, stabiilius- ja kierrétystekijoihin (Ridley ym, 1992). My6s Rab5
GTPaasi seka guaniininukleotidivaihtotekija RN-tre Rab5 GTPaasi-aktivaatioproteiini-
kanssavaikuttaja lokalisoituvat kalvopoimuihin ja aiheuttavat aktiiniristisidosten
muodostumista (Lanzetti ym, 2004). Kalvopoimujen ja makropinosomin muodostumista

edesauttava, Fosfatidyyli-inositoli-3-kinaasin (PI(3)K) ja RTK:den aktivoima, proteiini
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kinaasi C:n (PKC) rooli tapahtumassa on yhdistetty makropinosytoottisen signaalin
muuttamiseen ja vahvistamiseen (Ridley ym, 1992). Fosforyloitu C-terminaaliasitova
proteiini-1/brefeldinA-ADP ribolysoitusubstraatti leikkaa kuroutuneen
makropinosytoottisen rakkulan ainakin epidermaalisen kasvutekijan (EGF) aktivoimissa
makropinosomeissa ja sen uskotaan olevan tdrkeda leikkuutekija myds muissa
makropinosomeissa (Liberali ym, 2008).

Proteiini- ja lipidipohjaisten tekijoiden lisaksi Na*- ja H'- lonienvaihto solukalvolla on
tarked osa makropinosytoosia. loninvaihtoinhibiittori amiloridin ja sen johdannaisen
5[N-ethyl-N.isopropyl]-amiloridin on naytetty  estavan makropinosomien
muodostumisen, mutta ne eivat ehkaise muita endosytoottisia reitteja (West ym, 1989).
lonivaihdon inhibitiota amiloridilla ja sen johdannaisella sekd vastetta
kasvutekijaaktivaatioon on pidetty yhtend makropinosytoosin tunnusmerkeista.
Kuroutuneen rakkulan sulkeutumista ja leikkautumista solukalvolta maarittavéat kinaasit,
myosiinit, fuusio- ja jakautumistekijat sekd GTPaasit (ks. yleiskatsaus Mercer
ja Helenius, 2009).

Kuroutuneiden makropinosytoottisten endosomien kuljetusreittien on todettu
vaihtelevan solutyypin mukaan. Esimerkiksi makrofaageissa ja munuaisen soluissa
endosomit lapikayvat happamoitumisen ja paatyvat lysosomaaliseen hajotukseen (West
ym, 1989). Ihmisen orvaskeden A431 syopésoluissa makropinosomien taas on todettu
kierrattyvan suurimmin osin takaisin solukalvolle jossa ne vapauttavat siséltonsa
takaisin solunulkopuoliseen tilaan (Hewlett ym, 1994). Kasvutekijastimuloiduissa
soluissa tapahtuvan makropinosomien kierratyksen on ehdotettu johtuvan solun
tarpeesta uudelleenjérjestellda  solukalvoa pintareseptoriaktivaation jalkeen (ks.

yleiskatsaus Kerr ja Teasdale, 2009).

2.1.2 Klatriinivalitteinen endosytoosi

Klatriinivalitteisen endosytoosin (CME) tyypillisimpind tehtdvind on pidetty
kalvoreseptoreihin kiinnittyneiden lastien ja kalvoreseptorisignaloinnin valittymisen
saatelyd sekd hermosolujen synaptisten vesikkeleiden koon ja koostumuksen
séatelemistd (ks. yleiskatsaus McMahon ja Boucrot, 2011). Klatriinipaéllysteisen
kuopan (CCP) ja vesikkelin (CCV) muodostuminen solukalvosta, siitd irtoaminen ja

lopulta muuttuminen varhaiseksi endosomiksi voidaan jakaa viiteen perékkéiseen
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vaiheeseen: nukleaatio, lastin valinta, Kklatriiniverkon rakentuminen, vesikkelin
irtileikkaus ja klatriiniristikon purku.

Nykytiedon valossa nukleaatio kéynnistyy nukleaatiomoduulin muodostumisella
solukalvolle mikd samalla  madrittdd paikan CCP:n muodostumiselle.
Nukleaatiomoduuli koostuu kalvoa muovaavasta FCH-domeeni only-proteiineista
(FCHO), epidermaalisen kasvutekijareseptori(EGFR)reitin substraatti 15:ta (EPS15) ja
intersektiineistd (Henne ym, 2010; Reider ym, 2009; Stimpson ym, 2009). FCHO
proteiineihin kuuluva F-BAR-domeenin kyky muodostaa tiukkoja kalvokaarteita on
ehdoton edellytys CCP:n muodostumiselle (Reider ym, 2009; Henne ym, 2010).
Nukleaatiokompleksi rekrytoi solukalvolle adaptori proteiini 2:n, joka sitoutuu kalvon
fosfatidyyli-inositoli-4,5-bisfosfaattiin seka kalvoproteiinien solulimahéntiin p- ja o-
alayksikoilladn tai lastimolekyyleihin epésuorasti erilaisten lisdadaptoriproteiinien
valityksella (Boucrot ym, 2010; Collins ym, 2002; Henne ym, 2010). On my®ds esitetty,
ettd kaikki CCP:n proteiinit toimivat seka lastimolekyylien adaptoreina, ettd kalvon
kaartumiseen vaikuttavina tekijoind. Kaikkien CCP:n proteiinien osallistuminen ndihin
kahteen tehtavéan voisi selittdd kuinka solukalvokaareutuminen onnistuu erilaisten
lastiadaptorien kiinnittyessa AP2:een (ks. yleiskatsaus McMahon ja Boucrot, 2011).
Solukalvolle muodostuneen kompleksin ympérille alkaa seuraavaksi muodostua
klatriiniverkko. Soluliman Klatriinitriskeliat polymerisoituvat yhtendiseksi kuoreksi
stabiloiden CCP:n rakennetta. Klatriiniverkko siirtdd lastin lisdadaptoriproteiineja ja
kalvon kaartumistekijoitd verkon reuna-alueille misséd niiden oletetaan toimivan
kaikkein tehokkaimmin (Tebar ym, 1996; Saffarian ym, 2009). CCP:n irtileikkaus
solukalvosta  tapahtuu  BAR-domeenin  omaavien  proteiinien  rekrytoiman
dynamiinientsyymin toimesta, jota ilman kuroutuminen jaa Klatriiniverkon
rakennusasteelle (ks. yleiskatsaus McMahon ja Boucrot, 2011). CCV:n lopullinen koko
ei ole vakio vaan méaaraytyy CCV:n sisdlle otetun lastin koon mukaan (Ehrlich ym,
2004). Aktiinitukirankapolymerisaation on osoitettu olevan osatekijané joissain CME-
tapauksissa ja sen uskotaan vaikuttavan juuri ennen CCV:n irtileikkaamista solukalvosta
(Taylor ym, 2011). CCV:n Klatriinitukiverkko puretaan triskelioiksi ATPaasi
lamposhokkijohdannais-70:n  ja sen kanssavaikuttaja auxiliinin  toimesta heti
solukalvolta leikkautumisen jalkeen (Schlossman ym, 1984; Ungewickell ym, 1995).
Klatriiniverkon poistaminen mahdollistaa kuroutuneen vesikkelin vapaan liikkumisen

solulimassa ja fuusioitumisen sen kohde-endosomin kanssa.
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CCP:n sekd CCV:n muodostumisesta vastaavien proteiiniyksikéiden koostumuksen
muokkaaminen adaptoriproteiineilla mahdollistaa useiden eri proteiinien sisallyttdmisen
CCV:iin, kuitenkin séilyttden tarkan kontrollin ja hyvén toistettavuuden lastin

valinnassa.

2.1.3 Kaveoliini- ja lipidilauttavalitteinen endosytoosi

Kaveoliini- ja liidilauttavélitteista endosytoosia voidaan summata dynamiinista
riippuvana lipidilauttojen reittind, joka endosytoituu kaveoliinin tai sen vastineen
kaltaisten proteiinien avulla. Yksi kuvaus solukalvon lipidilautoille on heterogeeninen,
10-200 nm kokoinen, erittdin dynaaminen steroli- ja sfingolipidirikas domeeni, joka
jakaa solun prosesseja osiin. Pienemmat lautat voivat stabilisoitua muodostaessaan
suurempia alustoja proteiinien valisten vuorovaikutusten kautta (Pike, 2006). Nopean
dynamiikan seka liuotinherkkyyden takia lipidilauttatutkimus on vaikeaa ja niiden
kuvantamisvaikeudet ovat johtaneet my0s koko domeenien olemassaolon
kyseenalaistamiseen (Munro, 2003). Kaveolat ovat lipidilauttojen yhteyteen syntyvia
kolesteroli- ja sfingolipidirikkaita kuoppia joita lihaksistoon kuulumattomissa soluissa
stabiloi kaveoliini 1 (Cavl) sekd kaveoliini 2-kuoriproteiinit ja myds kaveoliini 3-
proteiini poikkijuovaisessa sek& osin siledssa lihaksistossa (Tang ym, 1996).
Solukalvolta kuroutuneen kaveolan kohtalona on kolme vaihtoehtoa. Rakenteeltaan
stabiili kaveola voi fuusioitua Ras-sukulaisproteiini Rab5:sta riippumattomalla tavalla
kaveosomeihin, Rab5:sta riippuvaisesti aikaisiin endosomeihin tai kierrattya takaisin
solukalvolle missé kuorirakenteet hyddynnetddn uusiokdyttoon (Pelkmans ym, 2004).
Uusimpien havaintojen mukaan kaveoliineja 16ytyy myds aikaisten endosomien (EE)
jalkeisistd rakenteista, mikd on asettanut kyseenalaiseksi muista vesikkelityypeistd
itsenaisen kaveoliini-kasitteen (Karjalainen ym, 2011).

Lauttavalitteiselle endosytoosille on maédritetty useita eri tekijoitd jotka ovat sille
valttamattomia tai sdatelevat sen toimintaa. Dynamiini on osallisena kaveolin
kuroutumisessa solukalvolta: Rakkulat eivét irtoa solukalvosta ilman dynamiinia ja
Dyn2 proteiinin on havaittu olevan suorassa kontaktissa Cavl:n kanssa (Yao ym, 2005).
Proteiinikinaasi C a:n (PKCa) sekéd proto-onkogeeni tyrosiini-proteiinikinaasi Src:n on
osoitettu inhibitio ja mutaatiotutkimusten kautta olevan korvaamattomassa roolissa
indusoidun lauttavalitteisen endosytoosin onnistumiselle solukalvolta (Sharma ym,

2004). Ehdoton vaatimus lauttavalitteiselle endosytoosille on my6s solukalvon
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tuntumassa oleva ehjé aktiinitukiranka ja tukirangan on havaittu lapik&yvan uudelleen
jarjestaytymista muodostumassa olevien vesikkeleiden ymparilla (Parton ym, 1994;
Pelkmans ym, 2002).

Lauttavalitteisen endosytoosin on osoitettu olevan osallisena useiden erilaisten
solukalvon signaalireseptoreiden, kuten EGF-, Insuliini- ja Hedgehodgereseptorien
endosytoosissa sekd myos osallisena ionikanava- ja Ca®*-signaloinnissa (ks.
yleiskatsaus Wang ym, 2005; Krajewska ja Maslowska, 2004; Cheng ja Jaggar, 2006).
Lauttavalitteisten  vesikkelien  runsas ilmentyminen  rasvasoluissa, Cavl:n
vuorovaikutukset kolesterolin, rasvahappojen ja vuorovaikutukset lipidipisaroiden
kanssa sekd Cavl:n tarked rooli maksan regeneraatiossa ovat vahvoja todisteita
kuljetuksen osallistumisesta solujen lipidisaatelyyn (ks. yleiskatsaus Parton ja Simons,
2007).

2.2 Endosomaalinen kuljetus

Endosomaalinen kuljetus vastaa nimensa mukaisesti solun sisalle endosytoitujen
vesikkeleiden kuljettamisesta solulimassa. Endosomaalisen jarjestelmén tehtavét ja
mahdollisuudet eivat kuitenkaan rajoitu pelkk&an vesikkelien liikkuttamiseen.
Endosytoosi vastaa myds molekyylien solun sisdisestd jarjestelystd, Kierrattamisesta,
hajottamisesta, prosessoinnista ja transsytoosista (ks. yleiskatsaus Mercer ym, 2010).
Endosomien  kuljetus  solun sisalld  tapahtuu  sentrosomista  haarautuvaa
mikrotubulusverkostoa ja solukalvon tuntumassa olevaa aktiinirankaa pitkin kinesiini-,
dyneiini- ja myosiinimoottoriproteiinien luoman liikkeen avulla (ks. yleiskatsaus Vale,
2003). Endosomaalinen jarjestelma on hyvin dynaaminen kokonaisuus jossa eri
vesikkelit fuusioituvat ja kuroutuvat toistuvasti. Vesikkelifuusion on osoitettu olevan
riippuvaista vesikkeli- ja kohde-SNARE-proteiinien toiminnasta lipidikalvolla:
SNARE-kompleksi kuroo vesikkelikalvot yhteen ja fuusioi ne toisiinsa (Weber ym,
1998).

Endosomaalisen jarjestelman vesikkelit voidaan luokitella useampaan eri luokkaan,
mutta jarjestelmé& on paikoin liukuva eik taysin absoluuttinen. Rab-proteiinit séatelevat
solun sisdistd kuljetusta rekrytoimalla useita erilaisia guanosiinitrifosfaattisidonnaiseen
Rab-proteiinimuotoon sitoutuvia vaikuttajamolekyyleja (ks. yleiskatsaus Stenmark
ja Olkkonen, 2001). Rabit lokalisoituvat eniten vesikkeleiden tubulaarisille alueille,

joilta tapahtuu aktiivisin  molekyylien sisd&notto ja poisto endosomeista.
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Endosomaalisten vesikkelien Rab-proteiinikoostumus mahdollistaa niiden luokittelun
kuvassa 1 nakyviin ryhmiin: EE:t, kypsyvét-, kierrattavat- ja myohéiset endosomit (ME,
RE ja LE). Toinen endosomaalisten vesikkelien erotteluun kaytettava mittari on niiden
sisédinen pH. Osalla endosomeista vesikkelin sisédinen pH laskee sen liikkuessa kohti
lysosomeja ja tumaa. Tastd pH-muutoksesta vastaa endosomikalvolla oleva
vakuolaarisen tyypin H*-adenosiinitrifosfataasi (V-ATPaasi) ja kloridikanavat jotka
alentavat vesikkeli-pH:n muuttamalla sen sisdista ionitasapainoa (Jentsch, 2008;
Lafourcade ym, 2008). Endosomien liséksi lysosomit, solulimakalvosto ja Golgin laite
ovat tarkeéssa osassa endosomaalista verkostossa.

EE:t ovat ensimmaéinen solukalvolta kuroutuvien vesikkelien yhtymakohta jossa
pienemmat vesikkelit fuusioituvat isommiksi kokonaisuuksiksi. EE:sta molekyyleja
ldhetetadn RE:hin jotka fuusioituvat takaisin solukalvoon, myohéisiin LE:hin tai Golgin
laitteeseen. Molekyylien kuljetus LE:hin tapahtuu RE:den kautta. RE:T ovat EE:n ja
LE:n valimuoto joista voidaan Iloytdd sekd EE:lle ettd LE:lle ominaisia
endosomaalisiamarkkereita. Maturaation yhteydessd endosomeihin syntyy EE ja ME
vaiheissa lumenin sisdisia vesikkeleita (ILV) endosomaaliseen kuljetukseen vaadittavan
jarjestelykompleksin (ESCRT) toimesta: ESCRT-koneiston ESCRT-I- ja ESCRT-II-
proteiinit muodostavat endosomin sisdisen kalvosilmun, joka leikataan ESCRT-III-
proteiinin Vps20, Snf7 ja Vps24 alayksikdiden toimesta(Wollert ym, 2009; Wollert
ja Hurley, 2010). ILV:hin ESCRT:n toimesta siirrettavat molekyylit eivét enda kierraty
solukalvolle vaan péatyvat lysosomaaliseen hajotukseen kun monivesikulaariset
rakenteet (MVB) fuusioituvat lysosomien kanssa muodostaen endolysosomeja (ks.

yleiskatsaus Luzio ym, 2009).

2.3 a2pl-integriinireseptori

a2f1-integriiniheterodimeeri on solukalvoreseptori, joka kuuluu integriiniproteiinien
heimoon. Integriinien heimo koostuu 8 B- ja 16 a-integriinialayksikon muodostamista
kovalenttisesti kytketystd heterodimeereistd. Tarkeimpind tehtdving integriineilld on
kiinnittyminen solun ulkopuoliseen matriisin (CME) kasvualustoihin kuten laminiiniin,
kollageeniin, fibro- seka vitronektiiniin, solujen véliset kiinnittymiset ja solun siséisten
signaalireittien aktivioiminen jotka johtavat vasteisiin kuten solun liséantyminen,
apoptoosi, muodon muutos, liikkuminen, geeniekspressio ja erilaistuminen (ks.

yleiskatsaus Hynes, 2002). Integriinireseptoreita tavataan solukalvolla taipuneessa seka
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suoristuneessa konformaatiossa ja ndiden konformaatioiden vélilla on affiniteettiero
reseptorin ligandiin. Tallaista affiniteettieroa hyddynnetédan esimerkiksi verihiutaleissa
joiden oikealle toiminnalle on térkeda, ettd kaikki solun integriinireseptorit eivét ole
koko ajan aktivoituneessa tilassa. Jos kaikki verisuonen seinamien integriinireseptorit
olisivat aktiivisina, verihiutaleet muodostaisivat tukkeumia muuten terveille alueille.
Nykymallin mukaan integriinireseptorin aktivaatio etenee kun taipunut integriini
suoristuu B-alayksikon solulimahdannén tarttuessa solun sisdiseen aktiiniin talinin ja
kindliinin kautta, mika johtaa suurempaan sitoutumisaffiniteettiin paikallaan olevaan
solun ECM:n ligandiin kuin liukoiseen ligandiin (Schurpf ja Springer, 2011). a2p1-
integriinin tarkeimpid ligandeja ovat kollageeni seka lamiini ja valinta ndiden ligandien
vélilld uskotaan riippuvan siitd solutyypistd jossa a2P1:td ekspressoidaan (Elices
ja Hemler, 1989). Aktiinitukirankaan integriinien sek& kiinnityspistekinaasin kautta
muodostuvissa solun kiinnyspisteissa (FA) aktiinin ja integriini valiin jad noin 40 nm
kokoinen ydinalue, joka koostuu kiinnitysproteiinien kerrostumista (Kanchanawong ym,
2010).

2.3.1 a2p1-integriinin endosytoosi

Integriinireseptorit lapikayvat useiden eri solutyyppien solukalvolla kierratysta.
Kierratyksessa reseptorit endosytoidaan solun sisélle ja palautetaan valittomasti takaisin
RE:n toimesta. Tallainen Kierrdtys on erityisen tarkedd solun FA:den séatelylle.
Kierratyksen saatelyn monimuotoisuutta liséa integriinien erilaiset endosytoottiset reitit
eri olosuhteissa ja solutyypeissé (lvaska ja Heino, 2011). Kollageenid sitovan a2f31-
integriinin on osoitettu endosytoituvan seké klatriini- ettd Rab21 -riippuvaisella tavalla.
(Pellinen ym, 2006; Pellinen ym, 2008). Kollageenin lisdksi o2pB1-integriinin
endosytoosia on kuvattu tapauksissa joissa se sitoo Echovirus 1:itd (EV1) tai se
Klusteroidaan vasta-aineilla, mutta ndissé tapauksissa sisadnotto tapahtuu klatriinista
riippumattomilla mekanismeilla. Kaikilla mainituilla ligandeilla kiinnittyminen a2f1-
integriiniin aiheuttaa reseptorien lateraalisen liikkeen solukalvolla, joka Kklusteroi
aktivoituneita a2 1-integriineja yhteen (Upla ym, 2004; Marjomaki ym, 2002; Giancotti
ja Ruoslahti, 1999). EV1:n tarttuessa a2f1-integriinireseptoriin, EV1-02p1-kompleksi
internalisoituu  PKCa-riippuvaisesti  pH-neutraaleihin a2-MVB:td& muodostaviin
rakenteisiin, joihin kertyy my6s Cav-1 proteiineja (Karjalainen ym, 2011; Karjalainen
ym, 2008; Upla ym, 2004; Marjomaki ym, 2002).
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Kuva 2. Endosomaalisen kuljetuksen Kartta, joka nayttdd kuljetukseen liittyvét rakenteet: varhaiset
endosomit (EE), kierrattavat endosomit (RE), kypsyvat endosomit (RE), myohdiset endosomit (LE),
endolysosomit, lysosomit, solulimakalvoston ja Golgin laitteen. Kunkin rakenteen vierelld on niihin
yhdistetyt proteiinimarkkerit ja vasemmassa reunassa rakenteiden sisdinen pH. Kuvassa on merkittyna
myods kuljetukseen vaadittu endosomaalinen jarjestelykompleksi (ESCRT) EE ja ME rakenteisiin.
Mukailtu (ks. yleiskatsaus Mercer ym, 2010) pohjalta.
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2.4 Epidermaalisen kasvutekijan reseptori

EGFR on nelihenkiseen ErbB kasvutekijareseptoriperheeseen kuuluva RTK, jonka
tarkeimpid saatelykohteita ovat solun kasvu, kehitys ja erilaistuminen (ks. yleiskatsaus
Roepstorff ym, 2008). Muita ErbB-perheen jasenida ovat ErbB2, ErbB3 ja ErbB4
reseptorit. EGFR on yleisesti kdytetty RTK-malli ja tutkituimpia solun reseptoreita
muun muassa siksi, ettd se on tdrked tekijd monissa syopakasvaimissa. EGFR:ia
ilmennetdén enemman epidermaalisen syévan A431 solulinjoilla ja 30 %:lla kiinteista
kasvaimista on todettu EGFR toimintaa lisdavid mutaatioita jotka johtavat fokaaligeeni
amplifikaatioon, geenikopiolukumaaran kasvuun ja proteiinitasojen nousuun geneettisen
amplifikaation puuttuessa (ks. yleiskatsaus Wykosky ym, 2011). EGFR on solukalvon
lapdiseva reseptori, jonka solun ulkopuolisessa N-terminaaliosassa on sitoutumispaikka
ligandille ja haara reseptoridimerisaatiota varten. Solunsisdinen tyrosiinikinaasidomeeni
ja useita fosforylaatiopaikkoja sisaltdva C-terminaali liittyvat ECM-puoliseen osaan
solukalvon l&pdisevalla osiolla (ks. yleiskatsaus Normanno ym, 2005). Solukalvolla
EGFR sijaitsee muiden RTK:den tavoin lipidilautoilla. Kaikkiaan EGFR:lla on kuusi
raportoitua fysiologista ligandia joita sen tiedetddn sitovan: EGF, muuttava kasvutekija-
o (TGF-a), Hepariinia sitova EGF, p-selluliini polysakkaridi, Amphireguliini,
Epireguliini ja Epigeeni (ks. yleiskatsaus Roepstorff ym, 2008).

2.4.1 EGFR:n endosytoosi

Tasaisesti kasvavilla soluilla solun EGFR-pooli on sijoittunut p&&sosin ulkokalvoille,
josta sitd kierratetddn solun sisélle nopeudella, joka on verrannollista tyvisolukalvon
kierratyksen nopeuteen (ks. yleiskatsaus Sorkin ja Goh, 2008). Ligandin sitoutuminen
EGFR:n solun ulkopuoliseen ligandiasitovaan domeeniin johtaa reseptorin N-
terminaalin konformaatiomuutoksiin jotka paljastavat reseptorin dimerisaatiohaaran ja
mahdollistavat EGFR:ien dimerisaation (Ferguson ym, 2003). EGFR-aktivaation on
osoitettu olevan riippuvaista solukalvon kolesterolien poistumisesta reseptorin ymparilta
ja reseptoria ympéroivien lipidien koostumuksella uskotaan olevan vaikutusta ligandiin
sitoutumattomien reseptorien dimerisaation estymiseen (Coskun ym, 2011).
EGFR-sisdanotto tapahtuu padosin CME:n kautta, mutta reseptorien on havaittu

internalisoituvan myo6s  klatriinista  riippumattomilla  tavoilla. Lauttavélitteisen
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endosytoosin osuudesta EGFR:n endosytoosissa suurilla EGF-ligandipitoisuuksilla on
ristiriitaisia  tuloksia: osassa  kokeista suuret EGF-pitoisuudet indusoivat
kaveoliinivalitteista EGFR endosytoosia (Sigismund ym, 2008) ja toisissa on
kyseenalaistettu koko EGFR:n lauttavélitteinenendosytoosi (Kazazic ym, 2006).
Fosforyloidun EGFR:n on osoitettu vaikuttavan AP2:n kanssa CCP:n muodostumiseen,
mutta AP2:ta ei vaadita jotta EGFR-dimeeri siirtyisi CCP:hin (Johannessen ym, 2006).
EGFR:n endosytoosi solun sisalle CCP:std on laajemminkin todetu riippuvaiseksi
reseptorin C-terminaalin tyrosiinien fosforyloinnista: mutaatiot fosforylaatiopaikoilla
vdhentdvat endosytoosia. Vaikka ubikitinaatiolla c-Chl toimesta on merkitysté
reseptorin myohemmaélle kuljetukselle, silla ei kuitenkaan uskota olevan vaikutusta itse

endosytoosiin (ks. yleiskatsaus Sorkin ja Goh, 2008).

2.4.2 EGFR:n endosomaalinen kuljetus, Kierratys ja hajotus

EGFR:n kohtalo sen sisadnoton jalkeen voi johtaa joko takaisin solukalvolle
kierrattavalle reitille tai lysosomaaliseen hajotukseen (Kuva 3). Saately ja valinta ndiden
kahden reitin Vvélilld ovat moniosainen reaktiosarja. Solun sisadn otetut CCV:t
menettavat nopeasti klatriinikuorensa ja kahdesta viiteen minuuttia sisadnoton jalkeen
fuusioituvat EE:hin. EGFR-aktivaatio aktivoi E3-ubikitiiniproteiiniligaasi c-Cbl:n,
jonka liittdma ubikitiini ohjaa EGFR:n lysosomaaliseen hajotukseen (ks. yleiskatsaus
Sorkin ja Goh, 2008). Aktivoituneen EGFR:n lysosomaalinen hajotus ei kuitenkaan ole
automaatio. EGFR:n threoniini 654:n fosforylaatio PKC:n toimesta estad sen
ubikitinaation ja ohjaa reseptorin kierrattavélle endosomaaliselle reitille (Bao ym,
2000). Myos EGFR:n de-ubikitinaatio de-ubikitinaatioentsyymi UBPY:n toimesta
johtaa reseptorin kierrdatykseen lysosomaalisen hajotuksen sijaan (Alwan ja van
Leeuwen, 2007; Mizuno ym, 2005). Ubikitiinilla merkityt EGFR:t tunnistetaan ESCRT-
kompleksin toimesta MVB:den uloimmalla kalvolla. Hrs ja
signaalinvalitysadaptorimolekyyli (STAM) muodostavat ESCRT-0-kompleksin, joka
sitoo EGFR:n liitetyt ubikitiinit ja kiinnittdd reseptorin MVB:n ulkokalvolle. ESCRT-
0:lta EGFR rekrytoituu ESCRT-I-, -I1- ja -l1l1l-komplekseille jotka ohjaavat sen MVB:n
ILV:hin (ks. yleiskatsaus Roepstorff ym, 2008). siRNA kokeiden mukaan ESCRT-1 on
tarkein EGFR:n kierrattavalta reitiltd poissitova tekija, kun taas ESCRT-II ja —IlI
vaikuttavat vain reseptorin hajotuksen tehokkuuteen (Bache ym, 2006). ILV:hin ohjatut

EGFR:t kulkeutuvat maturoituvan MVB:n mukana lysosomeihin ja hajoavat niiden
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sisalla.(Rintanen ym, 2011; Rintanen, Karjalainen et al. 2011; Rintanen, Karjalainen et
al. 2011)

KIERRATTAVA INAKTIIVINEN

ENDOSOMI VARHAINEN PKC
ENDOSOMI

s

AKTIIVINEN
PKC

LYSOSOMI

Kuva 3. EGFR:n endosomaalinen kuljetus. Ligandin sitoutuessa EGFR:n sisdénotto tapahtuu CME:n
kautta. Sisaanotettu reseptori ohjautuu joko ubikitiinileimattuna hajottavaan lysosomaaliseen kuljetukseen
tai taikaisin solukalvolle kierrattdvan endosomaalisen reitin kautta. Threoniini 654:n fosforylaatio
aktivoituneen PKC:n kautta ja ubikitiinileimoja poistava de-ubikitinaatioentsyymi UBPY (ei kuvassa)
edesauttavat kierréttdvaa kuljetusta. ESCRT-kompleksi siirtd4 ubikitinoidun EGFR:n MVB:n ILV:hin ja
ohjaa resesptorin lysosomaaliseen hajotukseen. Kuva mukailtu (Bao ym, 2000) pohjalta.

2.4.3 EGFR:n ja a2pl-integriinireseptorin véliset vuorovaikutukset

Yleisend konseptina integriinien ja kasvutekijareseptorien véliset vuorovaikutukset eivat
vaikuta mahdottomalta ajatukselta, kun molempien tiedetd&n olevan aktiivisia tekijoita
syopasoluissa ja lisaksi saatelevan hyvin pitkédlle samoja signaalireitteja. Nykyaan
tunnetaan useita tapauksia joissa integriinit sitoutuvat suoraan kasvutekijareseptoreihin,
aktivoivat kasvutekijareseptoreita tai kontrolloivat endoteelisolun liikkumista ja
verisuonien muodostumista kasvutekijareseptorien kautta (ks. yleiskatsaus Ivaska
ja Heino, 2011). Esimerkking téllaisesta vuorovaikutuksesta voidaan pitéa tiettyjen
integriinien kykya aktivoida kasvutekijdreseptorin tavoin Shc-adaptoriproteiini-Ras-
Mitogeeniaktivoitua proteiinikinaasisarjaa (Wary ym, 1996).

Solukalvolle kasaantuneiden integriinien tiedetddn myo6s pystyvén kasamaan yhteen

solukalvon kasvutekijareseptoreita ja aktivoimaan niitd joko suoraan fyysiselld
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vuorovaikutuksella tai epasuorasti sitoutumalla kasvutekijareseptoreihin niiden
ligandiriippuvaisen aktivaation jalkeen (Yamada ja Even-Ram, 2002). Esimerkiksi
integriinien liittymisen CME-proteiineihin on todettu johtavan EGFR:ien ligandista
riippumattomaan aktivaatioon. Integriinin aktivoiman EGFR:n
tyrosiinifosfovastaanottajakohdat fosforyloituvat, mika johtaa solun ulkopuolisten
signaalisdadeltyjen kinaasien ja Proteiinikinaasi-B:n kohteiden aktivaatioon Shc-
adaptoriproteiinin, fosfolipaasi-Cy:n, p85:n PI-3K-alayksikdn ja Cbl:n rekrytoinnin
toimesta (Bill ym, 2004). Aktivaation lisdksi integriinit voivat my6s hiljentad
kasvutekijdreseptorien toimintaa: kollageeniin liittynyt olf1-integriinin B1-alayksikko
kykenee vélillisesti defosforyloimaan EGFR:ia ja heikentdamé&in sen signalointia
(Mattila ym, 2005).

Integriinien ja EGFR:ien valinen vuorovaikutus ei ole vain yksisuuntaista. EGFR:n
aktivaatio voi johtaa solun muodonmuutokseen, missé a2p1-integriinin a2-alayksikon
on todettu olevan korvaamattomassa osassa (Leabu ym, 2005; Yamanaka ym, 2003;
Yamanaka, Koizumi et al. 2003) Adenokarsinoomasolulinjoilla EGF-aktivaation on
osoitettu lisddvan a2P1-integriinin solupinta ekspressiota, joka puolestaan kasvattaa
solun liikkuvuutta ja vaikuttaa solun vuorovaikutuksiin ECM:n kanssa (Yamanaka ym,
2003). Solun pinnalla tapahtuvan o2p1-ekspressiokasvun lisaksi EGF-aktivaation on
endosytoosireitille (Ning ym, 2007). Rintasyopéasoluissa EGFR:n tai Bl-integriinin
poistaminen on johtanut myos toisen reseptorin katoamiseen, osoittaen ndiden kahden

reseptorin olevan vahvasti kytkoksissa toisiinsa (Reginato ym, 2003; Wang ym, 1998).

2.5 Echovirus1

Virukset ovat minimalistisesta suunnittelustaan sek& rakenteestaan huolimatta
aarimmaisen taitavia monimutkaisen solukoneiston manipuloijia. Virustutkimuksen
kautta voidaan ehkaistd useita vaarallisia virustauteja ja viruksia hyodyntdmélla on
mahdollista 16ytdd uusia hoitokeinoja myo6s viruksista riippumattomien sairauksien
hoitamiseen. Virukset toimivat tutkimuksen perustyokaluina joiden avulla voidaan
selvittdd myos solujen toiminnan ja s&atelyn perusteita. Ihmisen EV1 on Enterovirus-
suvun suurimman alaryhman echovirusten edustaja ja kuuluu Picornaviridae-heimoon

(Auvinen ja Hyypia, 1990).



21

2.5.1 EV1:nrakenne

Vaipattoman EV1:n yksijuosteinen (+)RNA-genomi on pakkautunut noin 30 nm
halkaisijan ikosahedraalisesti symmetriseen kapsidiin. Kapsidi koostuu VP1-, VP2-,
VP3-kapsidiproteiinista  ja  pienestd  VP4-proteiiniyksikosta, joka  sijoittuu
proteiinikuoren sisdpuolelle. Kaikki neljd rakenneproteiinia muodostavat yhdessé
proteomeerisen yksikon, joka toistuu yhteensda 60 kertaa viruskapsidissa (Filman ym,
1998). Viruksen rakenne kestda hyvin happaman pH:n ymparistdjd, mika mahdollistaa
sen infektion ruuansulatusjérjestelmén kautta. Ihmisen patogeenind EV1:n tiedetdén
aiheuttavan ihottumaa, tulehduksia keuhkojen ilmatiehyissd, aivokalvossa, luusto- ja

sydanlihaksistossa (Grist ym, 1978)

2.5.2 EV1:nsisdinotto soluun a2pl-integriinin avulla

Virukselle endosytoottisten mekanismit ovat vapaalippu solun sisélle ilman ettd sen
invaasiosta jaisi solukalvolle merkkeja elimiston puolustukselle. EV1 kayttaa
endosytoosissa  hyvdkseen  o2fB1-integriinireseptoria  (Bergelson ym, 1992).
Picornaviridae-heimon integriinid hyodyntdvét virukset sitoutuvat ay-integriinin
MIDAS alueelle, mutta EV1:n on osoitettu sitoutuvan a2-integriinin l-domeeniin
alueelle, jota luontainen ligandi kollageeni ei sitoutuessaan kéaytd (King ym, 1997).
Toisin ~ kuin  kollageeni,  viruksen ~ on  todettu  suosivan  inaktiivista
integriinikonformaatiota jossa reseptori on taipuneena kaksinkerroin. Tosin viruksen
sitoutumista  integriinireseptorin  aktiiviseen  konformaatioon pidetddn  myds
mahdollisena (Jokinen ym, 2010). Virus-reseptorikompleksin siséanotto solukalvolta
tapahtuu Klatriinista ja kaveoliinista riippumattomalla tavalla (Karjalainen ym, 2008).
Sisdanotto on riippuvaista aktiinitukirangan hetkellisestda depolymerisaatiosta
solukalvon laheisyydessd. PI-PLC:n, PI3K:n, sekda PKC:n inhibiittorit ehkéaisevat
viruksen endosytoosin, minka liséksi endosytoosia voi séadelld Rak1:n ja Pakl:n avulla
sekd inhiboida EIPA:lla.
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2.5.3 EVLI1:n kuljetusreitti solun sisalla

Virusinfektio vaikuttaa solunsiséiseen kuljetukseen kaksivaiheisesti. Infektion alussa
soluun tunkeutuva virus hyodyntdd solun kuljetusmekanismeja omaksi hyoédykseen.
Infektion loppupuolta kohti mentdessd virus hyvaksikayttdd solun kuljetuskoneistoa
kasatakseen uusia viruspartikkeleita. Sisd&notetut virusta siséltavat rakkulat kypsyvét
solun sisalla edetessdédn o2-MVB:ksi jotka sisaltavat Hrs, TSG101-, VPS37A- ja
VPS24-ESCRT-proteiiineja. a2-MVB-rakenteisiin kertyy myds Cavl-proteiinia, mutta
sen uskotaan siirtyvin a2-MVB:iin muiden kuin EV1-rakkkuloiden mukana. EV1-
infektio on myds mahdollista estdd TSG101:n, VPS37A:n sekd VPS24:n sammutuksella
si-RNA Kkasittelyn kautta. (Karjalainen ym, 2011). EV1.n hyvéaksikayttdma
endosytoottinen kuljetusreitti voi alun perin olla kehittynyt liukoisen kollageenin
endosytoosia varten a2 1-integriinin toimesta (Rintanen ym, 2011).

Sytoplasmassa EV1 vapauttaa genominsa solulimaan ja genomin ohjaama
virusreplikaatio alkaa solulimakalvostolla. EV1:ta sisédltavat a2-MVB:t néayttavat
lapikdyvan tehokkaampaa o2p1-integriinikompleksin hajotusta ja niiden pH on
korkeampi kuin vasta-aineklusteroiduilla a2-MVB:Il4. Alustavien tulosten mukaan EV1
nayttaisi myos lisdavan MVB:den lapéisevyytta tekemalld niistd huokoisempia: tdmé
johtaisi suurempaan Ca?* konsentraatioon vesikkelien sisalla sekd tehostettuun
kalpaiiniaktivaatioon ja viruksen mahdollisuuteen tunkeutua solulimaan (Rintanen ym,
2011).
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3 Tutkimuksen tarkoitus

Koska integriinit ja EGFR ovat térkeita tekijoita syopametastaasien muodostumisessa,
on aarimmdaisen tirkedd saada tarkempaa tietoa ndiden kahden reseptorin
yhteisvaikutuksista solujen toimintaan. Tdmén pro-gradu tutkimuksen tarkoituksena oli
laajemmin selvittdd mitka tekija vaikuttavat EV1-klusteroidun a2f1-integriinin ja
EGFR:n valisiin  vuorovaikutuksiin.  Aikaisemmissa Akatemiantutkija Varpu
Marjoméden ryhmén tekemissd tutkimuksissa a2fB1-integriinin ja EGFR:n Vvélill4 on
voitu havaita selvid kytkoksia, mutta naiden reseptorien endosytoottisten vesikkelien on
samalla voitu néhdd olevan fyysisesti erilladn (Rintanen ym, 2011). Halusimme
selvittdd tarkemmin kuinka o2pB1-integriiniin tarttuva EV1 vaikuttaa EGFR-reittiin.
Hairitsemélld solun PKCa-fosforylaatiostatusta, lysosomaalista tai proteosomaalista
hajoitusta pyrimme saamaan tarkempaa tietoa siitd, mitka tekijat vaikuttavat EGFR:n

hajotukseen EV1-infektoiduissa A549-keuhkosydpasoluissa.
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4 Materiaalit ja menetelmait

4.1 Solulinjat, virukset, vasta-aineet ja reagenssit

Solukokeissa kaytettiin keuhkosyopésolulinja A549:44 (ATCC). EV1 (Farouk lajike,
ATCC) oli puhdistettu aikaisempien protokollien mukaan (Marjomaki ym, 2002).
Primaarisina vasta-aineina kaytettiin kanin vasta-ainetta EV1:td vastaan (Marjomaki
ym, 2002), EGFR N-terminuksen vasta-aineita hiiresta (Thermo Scientific), EGFR C-
terminuksen vasta-aineita kanista (Santa Cruz Biotechnology), Lampl vasta-ainetta
hiirestd (Santa Cruz Biotechnology), EEA1 vasta-ainetta hiiresta (Becton Dickinson),
Biotinyloitua a211E10 a2Pl-vasta-ainetta (a211E10 Fedor Berditchevskin
laboratorioista, biotinylointi omassa laboratoriossamme) ja hiiren seerumia.
Sekundaarivasta-aineina kaytimme kanin hiirivasta-ainetta (Sigma-Aldrich), vuohen
hiiri- tai kanivasta-ainetta konjugoituna Alexa488:n tai Alexa555:n kanssa (Invitrogen),
Ritzo 10 nm sreptavidiinia (Oma laboratorio), 5 nm PA-kulta (CMC-Utrecht).
Elektronimikroskooppindytteiden valmistuksessa kéytettiin eponia, uranyyliasetaattia
sekd osmiumtetroksidia (Electron Mircoscopy Science). Kiinnitettyjen néytteiden
petaamiseen kaytettiin DAPI:a (Invitrogen) tai Mowiol 1,4-diazabisyklo[2,2,2]oktaani-
petausaineella.  Solukaésittelyihin  kaytettiin ~ Calpeptiinia ja bafilomysiiniA:ta
(Kalbiochem), Bortezomibia (LC laboratoriot), phoboli 12-myristaatti 13-asetaattia
(PMA) (Sigma Aldrich) ja EGF:&4 (Invitrogen).

4.2 Virusinfektio ja EGF kasittelyt

Ab549-soluja kasvatettiin peitinlaseilla noin 60 % lasista peittaviksi. Soluja ndannytettiin
kaksi tuntia seerumittomalla Dulbecco’s Modified Eagle Medium (-DMEM) kasittelyll&
+37 C° 5 % CO; ja virus sitoutettiin soluille -DMEM:ss& 45 min ajan jdilla. Live-
kokeita varten EV1 sidonta integriinireseptoriin suoritettiin jaill4&. Live kokeiden
leimauksissa kaytettiin hiiren EGFR-vasta-ainetta (10 ug/ml) ja kanin Alexa 488
konjugoitua hiirivasta-ainetta (6,7 ug/ml). Kolokalisaatiokokeissa EV1:lle tehtiin
perékkdiset leimaukset EV1-vasta-aineella (10 ug/ml) ja Alexa488:lla 86,7 ug/ml)
ennen sisaanottoa +37 C 5 % CO,. EV1:n esileimaamisella ei ole todettu vaikutusta
infektiotehokkuuteen.  Viruksen M.O.l.-luku infektioissa oli 100. -DMEM
kasvatusliemi jossa oli 100 ng/ml EGF:44 lisattiin mahdollisen EV1 Kkasittelyn,
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leimausten ja inhibiittorikasittelyjen jalkeen jailla oleville soluille, jotka siirrettiin

lampdokaappiin.

4.3 Inhibiittori kasittelyt

Soluille tehtiin —DMEM starvaation viimeisen 30 minuutin aikana esikésittely
DMSO:hon liuotetulla 0,05 uM BafilomysiiniA:lla, 0,7 uM bortezomibilla, 50 uM
Calpeptiinilla, 1uM PMA:lla tai kontrollina 1 uM DMSO:lla ennen EV1 Kiinnitysta,
vasta-ainesidontoja ja EGF-stimulaatiota. Myrkkyja oli l1asn& sama konsentraatio myos
EGF:ia siséltaneessa kasvatusliemessa.

4.4 Immunofluoresenssi ja konfokaalimikroskopia

A549-solut kiinnitettiin huoneenldammassa kayttamalla 4% PFA:ta PBS:ssd 20-30 min
ajan, solukalvoista tehtiin lapdisevié kasittelemalld niitd huoneenldammadssa 5 min 0,2 %
Triton-X  PBS-liuoksella.  Primaarivasta-ainekésittely oli 45 min  Kkaésittely
huoneenlammaossa 10 ng/ml vasta-aineilla liuotettuna PBS:&an jossa on 3 % naudan
seerumin albumiinia. Vuohen vasta-aineita hiirtd tai kania vastaan konjugoituna
Alexa488:aan tai -555:een (6,7 ug/ml) kéytettiin sekundaarisena vasta-aineena 30 min
RT kasittelyilla. Solut pedattiin kayttden joko DAPI:a tai mowiol-DABCO:a ja kuvattiin
joko Zeiss LSM 510 tai Olympus FV1000 CLSM konfokaalimikroskoopeilla. Jokaisen
myrkkykaésittelyn eri aikapisteestd kuvattiin solujen z-akselin keskipisteen kohdalta
kymmenen kuvaa samalla x/y-rajauksella ja yksi aikapistettd parhaiten edustava solu
esimerkkikuvaksi.

Kuvauksia varten soluille tehtiin aiemmin kuvatut inhibiittori- ja viruskasittelyt seké
leimaus hiiressé tuotetulla EGFR vasta-aineella. Live kuvauksissa 100 ng/ml EGF:&a
sekd inhbiittori olivat muista kokeista poiketen COj,-vapaassa —-DMEM
kasvatusliemessd, joka lisattiin jailla juuri ennen siirtoa kuvausalustalle. Kuvaukset
suoritettiin Zeiss LSM 510 konfokaalimikroskoopilla kayttden +37 C° lampétilaan
esilammitettyd kuvausalustaa. Kuvauksissa valittiin kohteeksi kahdesta kolmeen solua,
joista kuvattiin kolmiuloitteinen kuvasarja 3, 6, 9, 12 ja 15 min aikapisteissé. Kuvatun
solun ympéristostd otettiin 15 min aikapisteessa myos kolmiulotteinen kuva josta

silmémaaréisesti tarkastettiin, ettd kuvatut solut edustavat naytteen enemmistoa.
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4.5 Elektronimikroskooppinaytteiden valmistus ja

transmissioelektronimikroskopia
Solut kasvatettiin maljoilla noin 70 % kasvatuspinta-alasta peittavaksi ja kasiteltiin
hiiren EGFR-vasta-aineella 10 ug/ml, kanin hiirivasta-aineella 2,6 ug/ml, 5 nm PA-
kullalla, hiiren seerumilla, Biotinyloidulla a211E10 vasta-aineella sek& 10 nm
streptavidiinikullalla ennen siirtoa kasvatuskaappiin 100 ng/ml EGF -DMEM
kasvatusliemessa. Kiinnitettdessé solut huuhdottiin 0,1 M fosfaattipuskurilla ja niille
laitettiin 2,5 % glutaraldehydi, jonka annettiin vaikuttaa 10 min ennen niiden kaapimista
pois maljoilta eppendorfputkiin. Solut pelletoitiin Kiinnitteessé swing-out-sentrifuugilla
30 min ajan 6000 rpm nopeudella ja pelletti jatettiin kiinnitteeseen yon yli 4 C°
lampotilassa. Pelletit pestiin kahdesti vedelld, valettiin 2,5 % agaroosiin, fuugattiin,
leimattiin 1 % osmiumtetroksidilla ja 1% uranyyliasetaalilla sek& dehydroitiin
asetonilla. Eponivalu aloitettiin 1:1 eponi-asetoniliuoksella ja jatkettiin 100 %
eponikasittelylld yon yli sekoittaen. Pelletit siirrettiin valumuotteihin, pedattiin 100 %
eponilla tunnin ajan 40 C° 1ammdssa ja lopulta polymerisoitiin 60 C° lampdtilassa yli 48
h. Nayteleikkaus ja hilavalmistus tehtiin Oulun yliopiston Elektronimikroskopian

laitoksella. Naytteet kuvattiin JEOL 1400 transmissioelektronimikroskoopilla.

4.6 Mikroskooppidata-analyysi

Intensiteetti- ja tilavuusanalyysit Kiinnitetyista soluista saadulle datalle tehtiin
BiolmageXD-ohjelmalla (Kankaanpaa ym, 2012) Dynamic threshold, Connected
component labeling ja Segmented object analysis komentosarjan avulla. Solujen
lukuméara selvitettiin Gaussian smooth (kernel 3.0), Otsu multiple threshold (Otsu
1979, Liao 2001), Threshold, Object separation ja Analyze segmented objects
protokollalla. Kolokalisaatioanalyyseissé kéytettiin BiolmageXD:n sisalld olevaa
kolokalisaatiotyOkalua jolla maééritettiin kahden eri kanavan pikseleiden vélinen
prosentuaalinen kolokalisaatio. EGFR-vesikkeleiden keskiarvoinen etdisyys toisistaan
arvioitiin piirtdaméllad yhden solun ROIl-rajaus (region of interest), jolle suoritettiin
Dynamic threshold, Connected component labeling ja Segmented object analysis.
Livedatasta poistettiin turha tausta 1.0 kernelkoon Gaussian Smooth-suodattimella ja

analysoitiin Dynamic threshold, Connected component labeling ja Analyze segmented
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objects-komentosarjalla. 3D-kuvasarjoja varten naytteiden Kkirkkautta ja kontrastia

nostettiin EGFR-vesikkeleiden havaitsemisen helpottamiseksi.
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5 Tulokset

5.1 Inhibitio- ja EV1-kasittelyjen vaikutus EGFR:n hajotukseen

Inhibitiotutkimuksen tarkoituksena oli selvittdd bafilomysiiniA:n, bortezomibin seka
Calpeptiinin vaikutus EGFR:n hajotukseen A549-soluissa kahden ja neljan tunnin
aikapisteissd EGFR-stimulaation jalkeen. Solut infektoitiin EV1:114, jotta viruksen
vaikutus EGFR:in toimitaan voitiin n&hda eri inhibitioiden yhteydessd. EGFR-
rakkuloiden sijaintia solussa tutkittiin aikaisten endosomien ja lysosomien

markkereiden avulla (EEA1 ja Lampl).

5.1.1 vATPaasi-inhibitio pysayttad EGFR-hajotuksen

Solun endosomien pH:n lasku ja maturaatio lysosomeiksi pysaytettiin v-ATPaasi-
inhibiittori  BafilomysiiniA:lla. BafilomysiiniA-kasittely johti EGFR-intensiteetin
summan nousuun 2h aikapisteestd 4h aikapisteeseen mentdessa (Kuva 4A). EEAL-
intensiteetti oli EGFR:sta poiketen hieman kontrollia heikompaa (Kuva 4B). Lampl-
varjays ei poikennut suuresti kontrollileimauksista joten inhibitiolla ei ollut suurta
vaikutusta myohdisiin endosomeihin ja lysosomirakenteisiin (Kuva 4C). EGFR-
kolokalisaatio EEAl-markkereiden kanssa oli vahéisté ja lahelld kontrollitasoja (Kuva
5A), mutta EGFR osoitti silmédmé&éraisessé tarkastelussa huomattavaa kolokalisaatiota
Lampl-markkereiden kanssa (Kuva 5B). Silmamaaraisella tarkastelulla EGFR
kolokalisaatio Lampl-markkereiden kanssa kasvoi huomattavasti kahdesta tunnista

neljaan tuntiin mentéessa (Kuva 5B).

5.1.2 Kalpaiini inhibitio hidastaa EGFR-hajotusta

Kalpaiini-1:n ja -2:n roolia EGFR:n hajotuksessa selvitettiin kasittelemé&lld soluja
Calpeptiinilla. Toisin kuin Bafilomysiinikasittely, Calpeptiini ei johtanut EGFR-
intensiteetin  summan nousemiseen kahden ja neljan tunnin valilla (Kuva 4A).
Calpeptiini kuitenkin nosti intensiteetin summaa huomattavasti kontrollindytteita

korkeammalle tasolle kaikissa muissa tapauksissa 2h EV1 kasittelyd lukuunottamatta.
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Kuva 4 A549-souluissa kaksi ja nelja tuntia 100 ng/ml EGF-stimulaation jélkeen mitattu bafilomysiinin,
bortezomibin sek& Calpeptiinin vaikutus EV1 infektion kanssa (+) ja ilman (-) (A) EGFR-vesikkeleiden
intensiteetin, (B) EEAL vesikkeleiden intensiteetin ja (C) Lampl vesikkeleiden intensiteetien summaan
per solu. Kuvaajat ovat kolmesta erillisestd kokeesta valitut esimerkkikuvaajat. Otanta kustakin kokeesta
on ollut kymmenen useamman solun siséltanyttd kuvaa.
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EEALl-intensiteetin summat ovat vain hieman kontrolli- ja bafilomysiiniA-tuloksia
heikompia (Kuva 4B). Kuten bafilomysiiniA:lla, myds Calpeptiinilla kasitellyilla
soluilla Lampl-vesikkelien intensiteetin summat olivat l&helld kontrollitasoja (Kuva
4C). EGFR:n kolokalisaatio EEAl-markkereiden kanssa oli silmédméaaréisella
arvioinnilla hieman BafilomysiiniA:ta vahvempaa (Kuva 5A). Kontrolliin verrattaessa
calpeptiinikasitellyilla  soluilla  voitiin  silmé@maardisesti  havaita  pienempi
kolokalisaatioprosentti neljan tunnin aikapisteessa. EGFR-kolokalisaatio Lampl-
vesikkeleiden kanssa oli silmédmaardisesti arvioiden kontrollia vahvempaa molemmissa

aikapisteissd ja bafilomysiinid heikompaa neljan tunnin kohdalla (Kuva 5B).

-+

EGFR kolokalisaatio % EEA1:n
kanssa

2h 4h 2h 4h 2h 4h 2h 4h

BafilomysiiniA Bortezomib Calpeptiini Kontrolli
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Kuva 5. A549 souluissa kaksi ja nelja tuntia 100 ng/ml EGF-stimulaation jélkeen mitattu bafilomysiinin,
bortezomibin sek& Calpeptiinin vaikutus EV1-infektion kanssa (+) ja ilman (-) (A) EGFR vesikkeleiden
kolokalisaatioprosenttiin EEA1-vesikkeleiden kanssa ja (B) EGFR vesikkeleiden
kolokakilsaatioprosenttiin Lampl-vesikkeleiden kanssa. Kuvaajat ovat kolmesta erillisestd kokeesta
valitut esimerkkikuvaajat. Otanta kustakin kokeesta on ollut kymmenen useamman solun sisaltanytta
kuvaa.
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5.1.3 Proteosomi inhibitio

Endosomien sisélld ja pinnalla tapahtuva proteosomaalinenhajotus estettiin
Bortezomibilla. Bortezomib-késitellyilla soluilla EGFR-intensiteetin summat pienenivét
kahden ja neljan tunnin vélilla (Kuva 4A). Suuruudeltaan arvot mukailivat
kontrolliarvoja. Kontrolliarvoihin verrattaessa proteosomaalisen hajotuksen esto véhensi
selvasti EEAL-vesikkeleiden intensiteetin summaa kahden tunnin aikapisteessa ja
silmamaaraisesti arvioiden myods neljdssa tunnissa (Kuva 4B). Lampl-vesikkeli-
intensiteetin  summa oli hyvin ldhelld kontrollin arvoja (Kuva 4C). EGFR:n
kolokalisaatio EEAL:n kanssa poikkeaa silmamaaraisessa arvioinnissa kontrolliarvoista
neljan tunnin aikapisteessd, jossa bortezomib-kasittely nayttaa lisdédvan kolokalisaation
prosentuaalista tehokkuutta (Kuva 5A). Silmamaaraiselld tarkastelulla mydés EGFR:n
Lampl-kolokalisaatiossa nékyy selvd ero kontrolliin (Kuva 5B). Kahden tunnin
kolokalisaatioprosentti on kontrollia korkeampi ja arvo laskee hieman siirryttadessé

neljan tunnin aikapisteeseen.

5.1.4 EV1 infektion vaikutus EGFR:n vaimennussaatelyyn

EV1-infektoitujen solujen EGFR-intensiteetin summa nousi kahden ja neljan tunnin
aikapisteissé silmamaéardaiselld tarkastelulla kaikissa myrkkykasittelyissa ja kontrollissa
infektoimattomia soluja korkeammalle (Kuva 4A ja julkaisematon data). EGFR
vesikkeleiden lukumééran kasvu kahden ja neljan tunnin aikapisteissa oli myds
havaittavissa kaikissa muissa tapauksissa, paitsi Bortezomib-késittelyn neljan tunnin
aikapisteessa (Kuva 6B). EV1-infektion vaikutus EGFR-vesikkelien hajontaan oli
havaittavissa myos silmamaaraisesti: EGFR-vesikkelit olivat levinneet kahden ja neljan
tunnin kohdalla suuremmalle pinta-alalle kuin infektoimattomissa soluissa (Kuva 6A).
EV1 johti myds useamman EGFR-vesikkelin ilmenemiseen vield neljankin tunnin
aikapisteessa ja silmamaéaréisesti arvioiden EV1-infektio lisdd myds pienempien EGFR-
vesikkelien madrad myohemmissé aikapisteissé (Kuva 6B).

EV1-infektio vaikutti kasvattavasti EEA1-vesikkeleiden intensiteetin summaan kaikissa
tapauksissa, lukuun ottamatta bafilomysiinisolujen kahden ja kontrollisolujen neljan
tunnin aikapisteita (Kuva 4B). Kokeistamme saadut Lampl-intensiteetin summan arvot

nousivat vain kontrollisoluilla, bafilomysiiniA soluissa ero oli merkitykseton (Kuva
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4C). Calpeptiinilla sek& bortezomibilla kasitellyilla soluilla infektio vahensi Lampl-
intensiteetin summaa kaikissa aikapisteissa (Kuva 4C).

Kontrolli-soluilla EV1-infektio lis&si EGFR:n kolokalisaatiota EEAL-markkereiden
kanssa huomattavasti kahden ja neljan tunnin aikapisteissé (Kuva 5A).
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Kuva 6. A) EGFR-vasta-aineella leimattuja A549-soluja kuvattuna 15 minuuttia, kaksi tuntia ja nelja
tuntia EGF-stimulaation jélkeen joko EV1-infektion kanssa (+EV1) tai ilman (—EVI1). Kuvan
intensiteettiarvoja on nostettu vesikkelien sijainnin madrittdmisen parantamiseksi. B) A549 soluissa kaksi
ja nelja tuntia 100 ng/ml EGF-stimulaation jélkeen mitattu bafilomysiinin, bortezomibin sek&
Calpeptiinin vaikutus EGFR vesikkeleiden lukuméérdédn EV1 infektion kanssa (+) ja ilman (-). Kuvaajat
ovat kolmesta erillisestd kokeesta valitut esimerkkikuvaajat. —Otanta kustakin kokeesta on ollut
kymmenen useamman solun sisaltanytta kuvaa.



34

EGFR:n kolokalisaatio Lampl-markkereiden kanssa kasvoi kahdessa tunnissa EV1-
infektoituneissa soluissa, mutta heikkeni kahden ja neljan tunnin valilla (Kuva 5B).
Bafilomysiinilla virus heikensi EGFR:n kolokalisaatioprosenttia hieman EEAL- ja
Lampl-markkereihin, mutta erot eivét olleet kovin suuria (Kuva 5A, 5B). Bortezomib-
soluilla EV1 lisasi EGFR kolokalisaatiota EEA1-markkereiden kanssa kahden tunnin
aikapisteessa ja véhensi sitd neljassa tunnissa (Kuva 5A). EEALl:std poiketen
bortezomibilla oli hyvin vdhan vaikutusta Lampl-markkereiden kolokalisoitumiseen
EGFR:n kanssa, kun kolokalisaatioprosentissa oli kahden ja neljan tunnin aikapisteissa
vain pienié eroja (Kuva 5B). Calpeptiinikasittelyssa kolokalisaatio EEAl-markkereiden
kanssa laski EV1-infektion johdosta molemmissa sekd kahden, ettd neljan tunnin
aikapisteissd (Kuva 5A). EGFR:n kolokalisaatio Lampl-markkereiden kanssa vaheni
EV1-infektoiduilla soluilla huomattavasti kahden tunnin aikapisteessé (Kuva 5B). EV1-
viruksen  kolokalisaatio = EGFR-vesikkeleiden  kanssa vaikutti  pieneltd ja
kolokalisaatioanalyysit vahvistivat niiden fyysisen vuorovaikutuksen véhaisyyden.
Kontrollitasolla kolokalisaatio oli alle kymmenen prosenttiyksikkéa kahden tunnin
kohdalla ja heikkeni edelleen mentdessa neljdén tuntiin (Kuva 7). Eri inhibiittoreiden
vaikutus EV1:n kolokalisaatioon EGFR:n kanssa vaikutti olevan riippuvaista EGFR:n
maarasta, koska se tuntui noudattavan EGFR-intensiteeteissa nakyvia trendeja (Kuva 7
ja 4A). BafilomysiiniA-kasittely lisdd kolokalisaatiota kontrolliin  verrattuna
huomattavasti ja lisdd sitd edelleen kahdesta tunnista neljdan tuntiin (Kuva 7).
Calpeptiini lisd4 kolokalisaation mé&aréa kontrollia suuremmille tasoille, mutta ei ajan
edetessd vahvista sitd. Bortezomibilla késitellyissd soluissa kolokalisaatioarvot jaavét
kontrollin tasolle. Silmamadrdisessa tarkkailussa kolokalisaation aitoutta oli vaikea
todentaa: EGFR- ja EV1-vesikkelit saattoivat olla hyvin ldhekk&inkin, mutta suurta
paallekkaisyytta ei ollut nahtavissa.
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Kuva 7. A549-souluissa kaksi ja nelja tuntia 100 ng/ml EGF-stimulaation jalkeen mitattu bafilomysiinin,
bortezomibin seka Calpeptiinin vaikutus EV1:n kolokalisaatioon EGFR:n kanssa. EV1 infektion kanssa
(+) jailman (-). Kuvaajat ovat kolmesta erillisestd kokeesta valitut esimerkkikuvaajat. Otanta kustikin
kokeesta on ollut kymmenen useamman solun siséltdnyttd kuvaa.

5.2 Inhibitioiden ja EV1:n vaikutus EGFR:n N- ja C-terminuksen
signaaliin
EGFR C-terminus ohjataan MVB:ss& luumenin sisdisiin vesikkeleihin, N-terminuksen
jaadessa niiden ulkopuolelle. Halusimme selvittdd onko EGFR:n N- ja C-terminuksen
hajotuksessa poikkeavuuksia niiden endosomaalisen kuljetuksen aikana, joka voisi
johtua niiden poikkeavasta sijainnista MVB:n sisalla.
Jotta tietdisimme mit4d EGFR proteiinin osaa seuraamme kussakin aikapisteessd, teimme
EGFR:n tuplaleimauksen proteiinin solun ulkopuolisen N-terminuksen ja solun siséisen
C-terminuksen vasta-aineiden avulla. Inhibitioiden avulla oli tarkoitus selvittad eri
hajotusreiteille olennaiset hajotustekijat. Lisaksi haluttiin tietdd voiko viruskasittelylla
vaikuttaa EGFR-hajotukseen.  Kolokalisaatioanalyyseissa  molempien EGFR-
markkereiden naytettiin kolokalisoituvan hyvalla prosentuaalisella arvolla (Kuva 8).
Suurimmat erot kolokalisaatioprosenteille asettivat sekundaarivasta-aineet. 488 nm
taajuudella emissoiva fluorofori johti suurempaan mitattuun intensiteettiin ja
taustaemissioon kuin 555 nm taajuudella emissoinut vastine. Alexa-555-kanava
kolokalisoitui siis paremmin Alexa-488-kanavan kanssa riippumatta siitd mihin
primaariseen vasta-aineeseen ne olivat kytkettynd. EGFR:n ulkopuolisen domeenin ja

C-terminuksen kolokalisaatio solun sisélla séilyi kaikilla inhibitioilla 1ahell& samoja
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Kuva 8. A549-souluissa kaksi ja nelja tuntia 100 ng/ml EGF-stimulaation jalkeen mitattu bafilomysiinin,
bortezomibin sekd Calpeptiinin vaikutus EV1-infektion kanssa (+) ja ilman (-) EGFR N-terminuksen
kolokalisaatioon EGFR C-terminuksen kanssa. Kuvaajat ovat kolmesta erillisestd kokeesta valitut
esimerkkikuvaajat. Otanta kustakin kokeesta on ollut kymmenen useamman solun sisaltanytta kuvaa.

arvoja kahdesta tunnista neljadn tuntiin. Inhibitioiden valiset kolokalisaatioprosentit
kuitenkin poikkesivat toisistaan. BafilomysiiniA néytti aiheuttavan kolokalisaatiota
arviolta 70 %, Bortezomib seka Calpeptiini 60 % ja kontrollisoluissa l&hempéna 50 %
vahvuudella. Mielenkiintoista kylla, EV1 infektio naytti hieman lisdavén
kolokalisaation mé&é&rad kaikilla aikapisteilla Bafilomysiinin kahdentunnin aikapisteita
lukuun ottamatta. Vahvin EV1:n indusoima kolokalisaatiolisays nékyi kontrollisoluissa

ja heikoin EV1-vaste oli havaittavissa bafilomysiiniA soluilla.

5.3 Varhaisten aikapisteiden 3D livekuvaus A549-soluissa

Halusimme tutkia kuinka kahden ja neljan tunnin aikapisteiden tarkkailussa kéytetyt
kolme inhibiittoria, PKC-aktivaattori PMA ja EV1-infektio vaikuttavat varhaisissa
aikapisteissd EGFR-kiertokulkuun. Kolmiulotteisen ja nopean kuvauksen tarkoituksena
oli saada kiinnitetyista soluista saatua dataa tdydentdvad lisatietoa lyhyen aikavélin
kayttdytymisestd ja EGFR:n avaruudellisesta jakautumisesta.

5.3.1 Inhibitioiden vaikutus aikaisissa aikapisteissa

Eri inhibiittoreiden vaikutukset varhaisten aikapisteiden live-datassa ilmensivat niin
suurta vaihtelua ettd erojen havaitseminen eri késittelyiden valilla oli mahdotonta.
Silmamaaraisella tarkastelulla solujen 2D maksimi-intensiteettiprojektio-kuvasarjat
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(MIP) kuitenkin paljastivat eroavaisuuksia joita kaytetyillda kuva-analyysialgoritmeilla
ei voitu ndhda (Kuva 9).

BafilomysiiniA:lla EGFR rintama selvasti vetdytyi kohti solun keskustaa (kuva 9),
mutta sen isojen vesikkelien osuus naytti olevan kontrolliin verrattaessa suurempi.
Bortezomib osoitti aikaisissa aikapisteissa yhtaldisyyttd myohaisten aikapisteiden
kanssa (Kuva 9). Vesikkelien koko vaikutti samalta kontrollin kanssa ja rintaman
vetdytyminen oli yhta nopeaa kuin verrokilla. Calpeptiinin aiheuttama vaste jatti EGFR-
vesikkelit tasaisesti ympéri solua ja tuntui lisd&vén niiden kokoa kontrolliin verrattaessa
(Kuva 9).

Kuva 9. Konfokaalimikroskoopilla kuvatun Z-leikesarjan maksimi-intensiteettiprojisointi EGFR-vasta-
aineella leimatuista A549-soluista 3, 6, 9, 12 ja 15 minuutin jalkeen 100 ng/ml EGF-aktivaatiosta
késiteltynd joko bafilomysiini-, bortezomib- tai Calpeptiini-inhibiittoreilla. Vaalea reuna merkitsee
vesikkelirintaman sijaintia 3 min aikapisteessa. Oikean puoleinen kontrollisolu on leikkautunut osittain
pois mittauksen aikana tapahtuneen siirtymén takia. Mittajana 20 pum. Calpeptiini-solut on tekovarjatty
punaisesta virhedksi. Jokainen kasittely edustaa eri solukokeista otettuja kuvia.



38

5.3.2 EV1-infektion ja PMA-kasittelyn vaikutus varhaisissa aikapisteissa.
Livekuvauksista saadussa objektien intensiteetti-, tilavuus- ja lukumaéradatassa oli
suurta keskiarvohajontaa kun verrattiin EV1-infektoiduista soluista saatuja aikaisten
aikapisteiden intensiteetti ja tilavuus kuvaajia infektoimattomien solujen kuvaajiin. EV1
infektion aiheuttamia muutoksia oli kuitenkin nahtavissé silméamaéraisesti arvioitaessa
2D-MIP-kuvasarjoja (Kuva 10). EV1-infektoiduissa soluissa EGFR-vesikkelit eivét
vetdytyneet kohti solun keskustaa yhté suurissa maéarin kuin verrokkitapauksissa (Kuva
10). EGFR-rintama jai lahemmaksi 3 min tilannetta ja rakkulat kertyivat enemman
l&helle solukalvoa kuin tumaa.

PMA:lla késitellyissé soluilla voitiin havaita samankaltainen vaste kuin EV1:lla (Kuva
10). PMA:lla EGFR-vesikkelit kertyivat enemman solun reunoille, mutta EV1-vasteesta
poiketen muodostui myds varsin suuria vesikkeleitd. Kiinnostuimme onko PMA:n
aiheuttama vaste samankaltainen vield my6hemmissékin kahden ja neljan tunnin

aikapisteissa.

EV1

PMA

Kuva 10. Konfokaalimikroskoopilla kuvatun Z-leikesarjan maksimi-intensiteettiprojisointi EGFR-vasta-
aineella leimatuista A549-soluista 3, 6, 9, 12 ja 15 minuutin jalkeen 100 ng/ml EGF aktivaatiosta
infektoituna EV1:114 tai késiteltynd PMA:lla. Vaalea reuna merkitsee vesikkelirintaman sijaintia 3 min
aikapisteessd. Mittajana 20 um. Jokainen késittely edustaa eri solukokeista otettuja kuvia.

5.4 «2p1 integriinin ja EGFR:n sijainti TEM kuvauksissa

Ryhmallamme oli aiempaa tietoa integriinin lokalisaatiosta MVB:issa. Halusimme nyt
selvittdd EGFR:n lokalisaatiota sen indusoidun sisdanoton jalkeen kayttamalla
korkearesoluutioista TEM kuvantamista tarkemman tiedon selvittdmiseksi. A549-solut
joissa oli 5 nm pA-kullalla leimattu EGFR ja 10 nm streptavidiinikullalla leimattu a2 1-
integriini kuvattiin 15 min ja 2 h EGFR-aktivaation jalkeen. Tuloksista selvisi a2p1-
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integriinileimauksen olevan ep&onnistunut, koska 10 nm kultapartikkeleita ei ollut
néhtdvissd missadn ndytteessdé. EGFR nahtiin 15 min aikapisteessa klusteroituneena
solukalvolla ja solukalvosta kuroutuneissa endosomeissa (Kuva 11A) seka
tubulaarisissa rakenteissa solukalvon tuntumassa (Kuva 11B). Kahden tunnin
aikapisteessa EGFR oli selvasti harvemmassa ja paatyneend EGF-MVB:hin tai

morfologialtaan epéselviin rakenteisiin.

Kuva 11. SEM kuvia Ab549-soluista joissa ndkyy 5 nm PA-kullalla leimattu EGFR ja 10 nm
streptavidiinikultapartikkeleilla leimattu o2f1-integriini puuttuu kokonaan. (A) Kuva 15 min EGF-
aktivaation jalkeen nayttd4d EGF:n klusteroituneena solukalvolla ja siitd kuroutuneessa endosomissa seké
tubulaarisista rakenteista solukalvon tuntumassa (B). 2h aikapisteesss EGFR oli siirtynyt
monivesikulaarisiin rakenteisiin solun sasalla (C) ja klusteroituneiksi kasoiksi morfologialtaan ndyte-
epatarkkuuksien takia maarittdmattomissa rakenteissa (D). Mittajana (A) 50 nm, (B) 100 nm, (C) 200 nm
ja (D) 200 nm.
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6 Tulosten tarkastelu

6.1 EGFR-reitilld integriinireitin kanssa analogisia rakenteita

SEM-kuvauksilla saimme térkedd tietoa EGFR:n endosytoosista kokeissamme
kaytetyissé koeolosuhteissa. EGFR kulkeutuu solun sisélle samankaltaisissa rakenteissa
kuin o2p1-integriini. Viidentoista minuutin aikapisteessa EGFR:n voidaan n&hda
ohjautuneen morfologialtaan putkimaisiin  aikaisiin  endosomeihin  solukalvon
tuntumassa (Kuva 11B). Teoriassa 15 minuutin aikapisteessa EGFR:ia olisi pitédnyt
voida havaita myds MVB:issé. Ajanotto kuitenkin aloitettiin heti kun +0 °C lampimét
solut siirrettiin +37 °C kasvatuskaappiin joten on loogista ettd solukalvon dynamiikka ei
heti nolla-aikapisteessa vastaa normaaliolosuhteita. Kahden tunnin aikapisteissd on
kuitenkin vield nahtavisséa kuinka EGFR:t ovat siirtyneet myds MVB-rakenteisiin (Kuva
11C). Vaikka koeasetelmassa kéaytetyt 100 ng/ml konsentraatiot EGF:44 ovat
huomattavasti yleisid in vivo pitoisuuksia korkeampia, nykyisen tietdmyksen valossa
kaltriinivalitteinen endosytoosi on kuitenkin térkein ja yleisin EGFR:n siséanottoreitti
((Sorkin ja Goh, 2008; Madshus ja Stang 2009; Roepstorff ym, 2008). EM kuvat
sisdan otetusta EGFR molekyylistd paljastavat, ettd koeasetelmissa kaytetyt EGF-
konsentraatiot eivdt estd EGFR:n kulkua klatriinivalitteisen sisadnottoreitin kautta.
Tassa tyossa kehitetyt TEM-naytteen valmistusprotokollat antavat hyvéan pohjan, jolle
rakentaa  jatkossa tapahtuvaa kasvutekijoiden ja  enterovirusten valisten

vuorovaikutusten korkearesoluutioista kuvaamista.

6.2 EV1 infektio vaikuttaa EGFR reittiin PKCa:n kaltaisesti

Tutkimuksissamme havaitsemat EV1-infektion vaikutukset EGFR-reittiin muistuttavat
vahvasti PMA:n aiheuttaman PKC-a-aktivaation aikaan saamia muutoksia EGFR:n
sijainnissa solun sisélla. Molemmissa tapauksissa EGFR-vesikkelit nayttavat jaavén
solukalvon tuntumaan tasaisesti levittyneind. Kahden ja neljan tunnin kohdalla sama
ilmi6 on yh& selvasti néhtdvissa: kontrollisoluissa EGFR-vesikkelit ovat hajonneet ja
ldhelld tumaa, kun taas EV1- ja PMA-soluilla EGFR-hajotus on pienempaa ja vesikkelit
sijaitsevat kauempana tumasta. EGFR vesikkeleiden solukalvon laheisesta sijainnista
EV1-infektoiduissa soluissa kertoo myods kolokalisaatiotulokset endosomaalisten
markkereiden kanssa. Kahden tunnin aikapisteessa havaittu EV1-infektion lisdéama

EGFR-vesikkeleiden j&&minen aikaisiin endosomeihin osoittaa infektion hidastavan
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EGFR:n kuljetusta pois solukalvolta kohti tumaa. EV1-infektio nédyttdd myos
hetkellisesti lisd&dvén varhaisten endosomien mé&aréa soluissa. Varhaisten endosomien
lisadntyminen mit& todennakdisimmin johtuu soluun tunkeutuvan viruksen lisadmasta
endosytoottisesta liikenteestd. Intensiteettianalyysit kahdessa ja neljédssd tunnissa
paljastavat ettd EV1-infektion vaikutus EGFR-signaaliin ei rajoitu vain sen fyysiseen
sijaintiin. Virusinfektiolla on selva vaikutus EGFR-intensiteettiin, eli solun siséén
otetun EGFR:n maardan ja sen hajotuksen etenemiseen kahdesta neljdén tuntiin.
Viruksen aktivoimat mekanismit siis lisddvat myos EGFR-endosytoosia. Viruksen
EGFR-hajotusta estdva vaikutus nakyi myos additiivisesti bafilomysiinikokeessa:
bafilomysiiniA estdd EGFR-hajotusta ja esto vain vahvistuu EV1-infektion
vaikutuksesta. Koska bafilomysiiniA ei vaikuta EV1-02B1-integriinin hajotukseen
(Rintanen ym, 2011), EV1-a2B1-integriinikompleksien lukumadrad solussa voidaan
olettaa séilyneen muuttumattomana samalla kun EGFR-arvot nousevat.

Kolme jo aikaisemmin havaittua ilmiotda o2f1-integriinin ja EGFR:n vélisista
vuorovaikutuksista tukevat, yksildind ja yhdistettynd, oletuksiamme EV1-infektion
PKCa:n kautta tapahtuvista EGFR-reittid hidastavista vaikutuksista. 1) Viruksen
reseptorin a2f1-Integriinin ja ECM:n vélisten vuorovaikutusten tiedetdan johtavan
EGF:std riippumattoman EGFR-kierratysreitin aktivaatioon epiteelisoluissa (Bill ym,
2004). Tutkimuksessamme tehtyjen havaintojen perusteella ehdotamme ettd myos EV1-
aktivoitu o2B1-integriini voi lisdtda EGFR-kierratystd: EGFR-vesikkelien mé&arad on
suurempi  EV1-infektoiduissa soluissa ja morfologialtaan pienemmat vesikkelit
nayttavat lisdéntyneen. 2) Kierrétysreitin aktivoitumisen yhteydessa tapahtuvan PKCa-
aktivaation tiedetddn johtavan EGFR:n T654:n fosforylaatioon sekd EGFR-
ubikitinaation ja hajotuksen estymiseen (Bao ym, 2000). 3) PKCa-fosforylaatio taas voi
ryhmadmme aiempien tutkimusten mukaan olla seurausta my6s o2p1-integriinireitin
signaloinnista (Upla ym, 2004), mikd tarkoittaisi ettd EV1:n laukaisema o2p1-
Integriinisignalointi edesauttaisi EGFR-ubikitinaatiota. Kaikkiaan ehdotammekin mallia
jossa EV1-aktivoitu a2f1-integriini johtaa PKCa-fosforylaatiostatusmuutoksen kautta
EGFR-reitin  hidastumiseen ja EGFR-kierratyksen kasvuun lisdédmélla EGFR-
ubikitinaatiota. Lisaksi mukana voi olla muitakin vield kartoittamattomia tekijoita jotka
vaikuttavat EGFR:n kiertoon EV1-infektion aikana.



42

PKCa-statusmuutoksen lisdksi a2f1-integriiniaktivaation on myods osoitettu lisdavén
EGFR-ekspressiota solukalvolla (Moro ym, 2002). Jos EV1-aktivoitu o2f1-integriini
kykenee PKCa:n tavoin lisdédmadn EGFR-ekspressiota, tuloksemme korkeammista
EGFR-tasoista voivat osin johtua EV1:n kyvystd sé&adelld myo6s aktivoimatonta
EGFR:44. Lisaantynyt EGFR-intensiteetti EV1-infektoitujen solujen my6hemmissé
kahden ja neljan tunnin aikapisteissd johtuisi EV1-klusteroidun a2p1-integriinin
aiheuttamasta EGFR-ekspression lisddntymisesta solukalvolla josta se ligandin
sitoessaan siirtyy solun endosomaaliseen verkostoon.

Tulostemme varjossa on hyvin mahdollista ettd EV1-klusteroidun a2f1-integriinin
aiheuttama PKCa-aktivaatiostatuksen muutos johtaa EGFR:n endosomaalisen
kuljetuksen siirtymiseen hajottavasta kuljetusreitista kierrattdvaan ja estdd samalla
EGFR-vesikkelien siirtymisen kohti tumaa. Estyneen endosomaalisen kuljetuksen
lisdksi EV1 voi edesauttaa EGFR-EGF-vuorovaikutusten syntymisté lisédmélla EGFR-
ekspressiota solukalvolla. EV1-infektio kuitenkin saa aikaan korkeammat EGFR C- ja
N-terminuskolokalisaatioarvot, joten on oletettavaa ettd EGFR-hajotuksen hidastuminen
on EGFR-solukalvoekspressiota suuremmassa asemassa. Ryhmdmme aiemmat
tutkimukset ovat osoittaneet EGFR- ja Integriini-MVB:den olevan erillisid rakenteita
niiden poikkeavien pH-arvojen takia (Rintanen ym, 2011). Tassa esitetyt EGFR- ja
a2f1-reittien véliset, fyysisestd kontaktista riippumattomat, PKCa-aktivaation sek&
EGFR-ekspression kautta tapahtuvat vuorovaikutukset ja aiemmat pH-mittauksiin
pohjaavat EGFR- ja Integriini-MVB-rakenteiden eroavaisuuksia korostavat tulokset
tukevat toisiaan: EGFR ja EV1-a2B1-Integriini vuorovaikuttavat vahvasti, mutta

erillisistd endosytoottisista rakenteista ja ilman fyysista kontaktia.

EV1n ja EGFR:n vélisten vuorovaikutusten jatkotutkimuksille
konfokaalimikroskopialla on darimmaéisen tarkedd saada kehitettyd uusia kuva-
analyysialgoritmeja.  Solunsisdisten  vesikkelien liikkeen suuntaa ja nopeutta
neliulotteisesti kuvaavat algoritmit mahdollistaisivat silmamaardista tarkastelua
analyyttisemman tyokalun. Lisdksi on saatava tarpeeksi luotettavaa kuva-dataa, joka
tukisi silmadmadaraisesti tehtyjd havaintoja pienempien EGFR-vesikkelien lukumé&arén
kasvusta. Kehittyvien kuva-analyysialgoritmien rinnalle tarvitaan korkeampaan
aikaresoluutioon  kykenevdd kuvauslaitteistoa jotta  yksittaisten  vesikkelien

neliulotteinen tarkastelu olisi mahdollista. Korkearesoluutioisten EM-kuvien ja
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tarkempien konfokaalimikroskopiatulosten rinnalle tutkimuksia tulisi laajentaa myos
PKCa-fosforylaatioita ja EGFR-ubikitinaatiota kuvaaviin western-blot analyyseihin.
Western-blot analyysit antaisivat mikroskopian ulottumattomissa olevaa tietoa
proteiinien aktivaatiosta EV1-infektion aikana ja kuinka infektion vaikuttaa EGFR-
fosforylaatiostatukseen.

6.3 EV1-a2p1-Integriinikompleksi hidastaa EGFR hajotusta

Kalpaiinien tiedetddn olevan péatekijoitda EV1-klusteroidun a2B1-integriinin
hajotuksessa, mutta niiden ei tiedetd saatelevan EGFR:n hajotusta (Rintanen ym, 2011).
Tassa tutkimuksessa tehdyt kalpaiini-inhibitiot kahden ja neljan tunnin kohdalla
osoittavat kuinka inhibitiolla ndyttdd olevan EGFR-hajotusta hidastava, mutta ei estdva
vaikutus. Véhentynyt EV1-integriinikompleksin hajotus nostaa EGFR:n maarad solun
sisélla kahden ja erityisesti neljan tunnin aikapisteissa. Viruskasittelylla ja kalpain-
inhibitiolla on siis samansuuntaista vaikutusta EGFR:n hajotukseen. Vaikka EGF-
stimulaation on osoitettu lisddvan m-Kalpaiini aktiivisuutta ERK/MAP Kinaasisarjan
kautta (Glading ym, 2000), omat tutkimuksemme ovat kuitenkin osoittaneet, ettd EGF-
stimulaatio ei suuresti vaikuta EV1:n aiheuttamaan a2f1-integriiniklusteroitumiseen,
kerdadntymiseen MVB-rakenteisiin tai EV1 infektioon (Karjalainen ym, 2011). Havaittu
lieva infektion lisddntyminen voi kuitenkin johtua nimenomaan tastd kalpainien
aktivaation lisdantymisestd (Karjalainen ym, 2011). Saamamme tulokset viittaavat
sithen ettd myShemmissd aikapisteissa solun sisélle kertyva EV1-integriinikompleksi
jatkaa EGFR-hajotuksen ja kuljetuksen sdatelyd. Ryhméssamme tehtyjen alustavien
tulosten mukaan EV1-infektion aiheuttama muutos PKC-a-fosforylaatiostatuksen
kasvussa nakyy tehokkaana vield neljankin tunnin jalkeen infektiosta. Voi olla, ettd
kalpaiini-inhibition aiheuttama EGFR:n kertyminen johtuu vield neljankin tunnin
aikapisteessd jatkuvasta PKCa-aktivaatiosta. Myohemmissa neljan tunnin aikapisteissa
tapahtuva EGFR-hajotuksen vahenemissaately EV1-a2f1-intergiinin toimesta tarvitsee

vield tarkempia western-blot analyyseja yhdessé kalpaiini-inhibiittoreiden kanssa.
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6.4 EV1 saattaa hyvaksikayttda EGFR reitin signalointia

EGFR:n endosomaalinen kuljetus solulimassa on tarked osa sen signaloinnin séatelya.
Endosomeissa olevan aktivoituneen EGFR-reseptorin on my6s osoitettu olevan
kykeneva aktivoimaan Ras-Erk- ja PI3-Akt-signalointireitteja riittavasti, jotta silla on
todellinen vaikutus solun selviytymiselle (Wang ym, 2002; Pennock ja Wang, 2003).
Endosomaalinen EGFR-signalointireitti on hyddyllinen soluja infektoivalle virukselle,
koska Ras-Erk reitti on tdrked osa mitogeneesia ja PI3-Akt-reitti johtaa anti-
apoptoottiseen signalointiin (Downward, 1998). Jos EV1 kykenee téssa tydssé esitetylla
tavalla hidastamaan EGFR-hajotusta, se voi samanaikaisesti lisdtd oman isantésolunsa
elingjan odotetta ja parantaa omia mahdollisuuksiaan replikoitua isdntasolunsa sisélla
(Kuva 12). Ei kuitenkaan ole selvéd, onko tdmd EV1-infektion aiheuttama solun
elinikdodotteen kasvaminen ratkaisevassa asemassa virusreplikaation
kvantitatiivisuudelle. Tarkempi tutkiminen vaatii infektiotehokkuuden seuraamista
olosuhteissa, joissa EGFR-signaloinnin kvantitatiivisuus on luotettavasti séadeltavissa.
Erityisesti on tarkedd saada lisad myos tilastollisesti vahvistettuja tuloksia jotka tukevat
silmamaardisesti taman Pro Gradu tyon aikana havaittuja ilmiditd. Tamén
saavuttaminen vaatii kuvaustekniikan tarkempaa standardoimista solukoiden valilla ja

itse kuva-analyysialgoritmien parantamista.
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KUVA 12. EV1-infektion ehdotettu vaikutus EGFR-endosytoosin séatelyyn.
Integriiniaktiklusteroituminen ja endosytoosi johtavat PKCa-aktivaatioon,, joka ohjaa EGFR:n
kierréattavalle endosytoottiselle reitille. EGFR:n endosomaalinen signalointi johtaa Ras-ERK seka P13-Akt
aktivaatioon, mika aiheuttaa mitogeneesia edistdvéa ja anti-apoptoottista signalointia. Keltaiset nuolet
kuvaavat EGFR:n, punaiset nuolet EV1-Integriikikompleksin, sininen nuoli PKC-Alphan ja vihred Ras-
ERK sek&d PI3-Akt reittien aiheuttamia vaikutuksia. Vihredt kolmiot osoittavat aktivaatiota. Kuva
mukailtu (Karjalainen ym, 2011).
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