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Embigiini on transmembraaninen glykoproteiini, joka kuuluu
immunoglobuliinisuperperheeseen. Embigiini koostuu kahdesta solun ulkoisesta
immunoglobuliinidomeenista ja silla on lyhyt solun sisainen hanta. Embigiinia on
havaittu ilmentyvan erityisesti hiiren sikion kehityksen aikana, mutta sen sijainti
kudoksissa yleisesti on viela huonosti tunnettu. Embigiinin tarkkaa
toimintamekanismia tai mika sen tehtava solussa on ei viela tiedeta, mutta sen
epaillaan vaikuttavan solujen erilaistumiseen, jakautumiseen ja solu-soluvaliaine
vuorovaikutuksiin. Ryhmamme aikaisemman tutkimuksen mukaan embigiinin on
todettu tarttuvan proteiinitasolla erityisesti fibronektiiniin.

Hiiren embigiinin toimintaa tutkittin solutason adheesiokokeilla kayttaen
endogeenista embigiinia ilmentavia hiiren ihon keratinosyytteja. Naiden solujen
kayttaytymista seurattiin, kun embigiinin tuottoa vahennettiin RNA-interferenssilla
tai lisattiin tuottovektorilla. Solujen tarttumista seurattiin xCELLigence laitteella,
joka mittaa solun kiinnittymisesta ja leviamisesta johtuvaa sahkovirran muutosta
kasvatusalustalla. Adheesiokokeiden lisaksi embigiinin funktiota pyrittiin
selvittamaan taysikasvuisista villityypin seka embigiini poistogeenisista hiirista
otettujen tiettyjen kudosnaytteiden avulla. Naytteista selvitettiin, missa
kudoksissa embigiinia ilmennetaan eristamalla hiiren elimista RNA seka proteiinit
ja katsomalla havaitaanko niissd embigiinia PCR- seka western blot
-menetelmilla. Taman lisaksi embigiinin tarkempaa sijaintia kudoksissa tutkittiin
immunofluoresenssimikroskopian avulla hiiren elimista tehdyista leikkeissa.
Embigiinin vaikutusta solujen jakautumiseen tutkittin seuraamalla stabiilisti
embigiinia yliekspressoivien solujen kasvua.

Tutkimuksessa solujen todettiin tarttuvan embigiinivalitteisesti fibronektiiniin.
Solujen tarttuminen oli heikompaa fibronektiinilla paallystettyyn kasvatusalustaan,
kun embigiinin tuotto hiljennettiin ja voimakkaampaa, kun sita lisattiin.
Kudoksissa embigiinia havaittiin useissa elimissa ja erityisen todennakdisesti
keuhkoissa, ihossa, lisakiveksissa sekd munuaisissa. Kasvatuskokeissa
embigiinin todettiin hidastavan solujen jakautumista.

Avainsanat: embigiini, fibronektiini, soluadheesio, solureseptori
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1 Johdanto: Soluadheesio ja mita se tarkoittaa elainsolulle

1.1 Solut, soluvaliaine ja soluadheesio

Solu on elavan organismin perusyksikkd, joka pitda kalvon sisallaan kaikki
elamaan tarvittavat aineet. Usein yksi solu onkin kokonainen organismi itsessaan
kuten paljaalle silmalle nakymaton bakteeri. Toisaalta solut voivat toimia myos
yhdessa, kommunikoiden toistensa kanssa, erilaistuen eri toimintoihin,
muodostaen monisoluisia organismeja kuten kasveja tai eldaimia. Tassa
tutkielmassa keskityn lIahinna elainsoluihin. Vaikka soluja on monenlaisia, jakavat
ne keskenaan useita ominaisuuksia. Niin silman verkkokalvon valoa aistivat
sauvasolut, kuin ihon pintakerroksen solut ovat muodoltaan ja tarkoitukseltaan
hyvin erilaisia, mutta tastd huolimatta ne kayttdvat samanlaisia tekniikoita
perustoimintoihinsa  kuten itsensa  suojaamiseen, yllapitamiseen ja
jakautumiseen. Tama ei kuitenkaan tee soluista yksinkertaisia tai niiden
toimintojen ymmartamisesta helppoa. Solujen toimiessa yhdessa syntyy

biologisia systeemeja ja prosesseja, joista emme vielda ymmarra kuin pienen osan.

Soluvaliaine on solujen ulkopuolinen tukirakenne, joka auttaa soluja toimimaan
yhdessd. Se on kolmiulotteinen verkko, joka koostuu useista erilaisista
proteiineista, kuten kollageeneista, suurista glykoproteiineista, kuten
fibronektiinista, ja soluvaliainetta muokkaavista entsyymeista. Soluvaliaine toimii
esimerkiksi valittajana solujen valisessa kommunikaatiossa, ohjaa solujen
erilaistumista ja osallistuu kudosten muodostumiseen ja kasvuun. Yksi sen
tarkeimmista tehtavista on toimia tarttumispintana soluille, jotka kayttavat

soluvaliaineen makromolekyyleja eraanlaisina kadensijoina.

Soluadheesio on prosessi, jolla solu tarttuu sita ympardivaan soluvaliaineeseen
tai muihin soluihin. Soluadheesio vaikuttaa kuitenkin moneen muuhunkin asiaan
kuin vain solun kiinnittymiseen ja liikkumiseen. Se on tarkea keino, jolla solu
tunnistaa ja mukautuu sen ulkopuolella tapahtuviin muutoksiin. Soluadheesio on
avainasemassa solujen toimiessa yhdessa ja kudosten muodostumisessa.
Virheet soluadheesiossa voivatkin olla yksi syy vakavien sairauksien kehitykseen,
koska solu ei vastaa oikein ympariston signaaleihin. Ympariston tunnistamiseen

ja soluadheesioon solu kayttaa sen pinnalla sijaitsevia soluadheesiomolekyyleja.



1.2 Soluadheesiomolekyylit

Soluadheesiomolekyylit ovat solun pinnalla olevia, tyypillisesti kerran solukalvon
lavitse kulkevia, proteiineja, jotka sitoutuvat soluvaliaineeseen tai toisten solujen
pinnalla oleviin molekyyleihin. Niiden tehtava solujen kiinnittamisen lisaksi on
toimia reittind solukalvon ylitse kulkeville signaaleille luoden yhteyden solun
sisdisen tukirangan seka soluvaliaineen ja toisten solujen kanssa.
Soluadheesiomolekyylit jaetaan yleensa neljaan ryhmaan: Integriineihin,
selektiineihin, kadheriineihin seka immunoglobuliinisuperperheen

soluadheesiomolekyyleihin.

1.2.1 Integriinit

Integriinit ovat suuria heterodimeerisia proteiineja, jotka koostuvat a- ja [3-
alayksikdsta. Molemmista alayksikdista on useita eri muotoja, joita yhdistelemalla
integriinit pystyvat toimimaan monissa eri sitoutumistehtavissa solun tarpeen
mukaan. Esimerkiksi ihmisessa esiintyy 18 a-alayksikkda ja 8 B-alayksikkoa,
jotka pystyvat muodostamaan 24 erilaista integriinia (katsausartikkelissa Takada
1994). Nama alayksikdt muodostavat integriinin solun ulkopuolisen osan,
ligandeja sitovan paan seka kaksi useasta domeenista koostuvaa jalkaa, seka
solun sisaisen osan, joka koostuu molempien alayksikoiden transmembraanisista
helikseista seka alayksikoiden lyhyista solun sisaisista hannista. (Takagi ja muut
2002.)

Integriinit sitoutuvat soluvaliaineessa esimerkiksi kollageeni tai fibronektiini
nimisiin  soluvaliaineen proteiineihin tai muiden solujen pinnalla oleviin
reseptoreihin. Ligandiin integriinit sitoutuvat joko a-alayksikon I-domeenin avulla
tai B-alayksikdn I-domeenin kaltaisella domeenilla. al-domeeni on integriinin
paaomainen ligandin sitoutumiskohta niissa a-alayksikoissa, joissa sellainen on.
al-domeenin paassa on MIDAS kohta (engl. metal ion dependent adhesion site),
johon Ca?*, Mg?* tai Mn?* metalli-ionit voivat sitoutua ja saadella ligandiin
sitoutumista. Integriineissa, joiden a-alayksikdissa ei ole [|-domeenia,
sitoutumisesta vastaa samankaltainen Bl-domeeni, jossa on MIDAS kohdan

lisdksi kaksi muuta metalli-ionin sitoutumiskohtaa: SyBMS (engl. synergistic



metal ion-binding site), joka tunnetaan myo6s nimella LIMBS (engl. ligand-
associated metal binding site) seka ADMIDAS (engl. adjacent to the MIDAS).
Naita eri sitoutumiskohtia hyodyntaen seka metalli-ioni konsentraatioita
vaihtelemalla keho saatelee integriinien sitoutumista. (Xiao ja muut 2004;
katsausartikkelissa Zhang ja Chen 2012.)

Solukalvolla ollessaan integriinit voivat olla ainakin kolmessa eri muodossa
riippuen integriinin tarvittavasta aktiivisuudesta (kuva 1). Matalan affiniteetin
muodossa integriini on taipunut, eikd se pysty sitoutumaan soluvaliaineen
proteiineihin ja sen solun sisaiset hannat ovat kietoutuneet toisiinsa. Taman
lisaksi integriinilla on kaksi muotoa, joissa se on ojentuneena. Toisessa naista
sen ligandia sitova paa on suljettu, jolloin integriini on affiniteetin kannalta
valimuodossa, ja toisessa sen paa on avoin, jolloin silla on korkein affiniteetti
ligandeihin. Se, missa muodossa integriini on, riippuu solun tai sen ympariston

senhetkisesta tarpeesta. (Takagi ja muut 2002.)

Signaali muodonmuutokselle voi tulla joko solun ulkopuolelta tai sen sisalta.
Solun ulkopuolisen signaalin voi tuottaa esimerkiksi joissain soluvaliaineen
proteiineissa oleva arginiinista, glysiinista seka asparagiinihaposta muodostuva
RGD aminohapposekvenssi tai Mn?*-ioni. Ulkopuolelta tuleva signaali johtaa
integriinin solun sisaisissa hannissa olevien sitoutumiskohtien paljastumiseen,
minka seurauksena esimerkiksi erilaiset adapteriproteiinit voivat sitoutua niihin.
Nama adapteriproteiinit sitoutuvat solun tukirangan muodostaviin aktiinisaikeisiin
luoden suoran linkin solun ympariston ja sen tukirangan valille mahdollistaen
solujen liikkuvuuden. Solun sisapuolella aktiivisuuden lisdantymiseen johtava
signaali voi olla esimerkiksi taliini, joka kilpailee a-alayksikbn hannan kanssa
sitoutumiskohdasta B-alayksikon hannassa. Taliini estaa sitoutuessaan hantien
sitoutumisen toisiinsa pakottaen ne erilleen ja nain aktivoiden myos solun
ulkopuolisen osan. (kirjassa Alberts ja muut 2002; katsausartikkelissa Takada ja
muut 2007.)



B. Hypoteettinen valimuoto
RGD:n tai metalli-ionin
aktivoidessa integriinin E. Ojentunut
muoto,
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avoin paa
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affiniteetti)

A.Taipunut muoto S—

(matala affiniteetti) % D. Ojentunut
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5 (keskivahva

C. Hypoteettinen valimuoto affiniteetti)

solun sisdisen signaalin !
aktivoidessa integriinin

Kuva 1: Integriinin eri muodot. a-alayksikkd on piirretty punaisella, B-alayksikké siniselld ja
transmembraaninen osa sekd solun sisdinen héantd mustalla. Muodot A, D ja E ovat
elektronimikroskopialla varmistettuja muotoja. Muodot B ja C ovat hypoteettisia muotoja, joiden
kautta integriini kulkee solun ulkoa tai siséltéa tulevan signaalin seurauksena. Muokattu kuvasta

Takagi ja muut 2002.

Yksi hyvin tunnettu ja tarkea prosessi johon integriinit osallistuvat on veren
hyytyminen. Hyytymisprosessi alkaa verihiutaleessa, kun solun ulkopuolinen
trombiini sitoutuu solun pinnalla olevaan G-proteiinikytkentaiseen reseptoriin. G-
proteiini aktivoituu ja aloittaa signaaliketjun, joka johtaa taliinin siirtymiseen
solukalvolle, jossa se sitoutuu integriiniin aktivoiden sen. Aktivoitunut integriini
tarttuu solun ulkopuolella esimerkiksi fibrinogeeniin, ja solun sisalla taliinin avulla
solun tukirankaan. Taman ketjun tapahtuessa useissa verihiutaleissa muodostuu

vuotokohtaan hyytyma. (katsausartikkelissa Li, Z. ja muut 2010.)



1.2.2 Selektiinit

Selektiinit ovat solun pinnalla olevia transmembraanisia glykoproteiineja, jotka
sitoutuvat toisten solujen pinnalla oleviin hiilihydraatteihin. Ne osallistuvat muun
muassa immuunijarjestelman solujen liikkumiseen verisuonissa ja erilaisten
tulehdustilojen torjumiseen. Selektiinit jaetaan I6ytopaikkojensa mukaan
nimettyihin kolmeen eri ryhmaan, jotka ovat leukosyyttien eli valkosolujen
pinnalla olevat L-selektiinit, muun muassa verihiutaleiden (engl. platelet) pinnalla
iimentyvat P-selektiinit seka endoteelisolujen eli verisuonten sisapinnan solujen
pinnalla olevat E-selektiinit. (katsausartikkelissa Kansas 1996; kirjassa Alberts ja
muut 2002.)

Kaikki selektiiniperheen jasenet jakavat samanlaisen rakenteen ja ovat isolta osin
homologisia keskenaan lukuun ottamatta transmembraanisia ja solun sisaisia
osia. Homologisuudesta huolimatta selektiinien sijainti ja toiminta kudoksissa
vaihtelee paljon. Solun ulkopuolelta sisapuolelle kuljettaessa selektiinit koostuvat
C-tyypin lektiinidomeenista, joka sitoutuu hiilihydraatteihin, jota seuraa
epidermaalista kasvutekijdd muistuttava domeeni (engl. EGF-like domain),
kahdesta yhdeksaan SCR-domeenia (engl. short consensus repeat domains),
transmembraaninen alue seka solun sisainen hanta. (katsausartikkelissa Kansas
1996.)

Kaikkien selektiinien domeenien tarkoitusta ei viela taysin tiedetd. EGF:a
muistuttavan domeenin sekd SCR-domeenien ei uskota osallistuvan suoraan
selektiinien ligandiin sitoutumiseen. L-selektiinin EGF:& muistuttavan domeenin
on huomattu vaikuttavan sidoksen pysyvyyden saatelyyn ja siten valkosolujen
likkumiseen endoteelisolujen pinnalla. Selektiinin muodostavia domeeneja I10ytyy
monista muista proteiineista, mutta missaan muussa tunnetussa proteiinissa ei
ole kaikkia kolmea yhdessa, mika kertoo siita, etta niilla on todennakoisesti jokin
spesifinen tarkoitus molekyylin kannalta. (katsausartikkelissa Kansas 1996;
Waldron ja muut 2006.)

Selektiinien sitoutuessa ne vaihtelevat ojentuneen ja taipuneen muodon valilla.
Kyse ei kuitenkaan ole suoraan sitoutumisen aktiivisuuden muuttumisesta.
Selektiinien ollessa taipuneessa muodossa ne pystyvat sitoutumaan ligandiinsa,

mutta vain sen paahan. Ojentuneessa muodossa selektiinit voivat tarttua
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pidemmalle ligandiin luoden vahvemman sidoksen. Kun selektiini on taipuneessa
muodossa, se voi ojentua hyvin nopeasti tarttuakseen paremmin ligandiin.
Selektiinit sitoutuvat paaosin solujen pinnalla oleviin glykosyloituihin proteiineihin,
kuten PSGL-1 (engl. P-selectin glycoprotein ligand) proteiiniin, joiden paassa on
Sialyl-Lewis®*  niminen tetrasakkaridi. = Selektiinien  sitoutuminen  on
eukaryoottisolujen kannalta erikoista silla ne sitoutuvat eraanlaisilla tarttuvilla
sidoksilla (engl. catch bond). Naistad sidoksista tekee erikoisen se, ettd ne
vahvistuvat, mita enemman voimaa niihin kohdistuu tiettyyn pisteeseen asti,
jonka jalkeen sidos alkaa heikentyd. Tama eroaa useista muista sidoksista, jotka
tyypillisesti heikentyvat, kun niita rasitetaan. (Waldron ja muut 2006; Jizhong Lou
ja muut 2006.)

Yksi selektiinien tarkeimmista tehtavistd on valkosolujen rullauksen
mahdollistaminen (kuva 2). Valkosolujen rullauksella tarkoitetaan niiden kykya
tarttua valiaikaisesti verisuonten seiniin, pysyen silti likkeessa mutta hitaammin
kuin ymparilla virtaava veri. Tama on mahdollista selektiinien edella mainittujen
ominaisuuksien, nopeasti tapahtuvan sitoutumisen seka rasituksen alla tiukkana
pysyvan sidoksen, takia. (katsausartikkelissa Lasky 1992; katsausartikkelissa
Silva ja muut 2017.) Selektiinit voivat toimia myds osana signaalien valitysta.
Valkosolujen selektiinien sitoutuessa endoteelisoluihin, valkosolujen pinnan (32-
integriinit aktivoituvat ja niiden ilmentyminen selektiinien yhteydessa lisaantyy.
(Simon ja muut 1999.)
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Kuva 2. Selektiinit valkosolujen adheesiossa verenkierrossa. 1. Solu tarttuu ja rullaa
endoteelisolujen pinnalla selektiinien avulla. 2. Integriinit aktivoituvat selektiinien ja kemokiinien
ansiosta. 3. Valkosolu tarttuu pysyvésti verisuonen pintaan. 4. Valkosolu tunkeutuu
endoteelisolujen vélistd verisuonesta kudokseen. Muokattu kuvasta katsausartikkelissa Silva ja
muut 2017.

1.2.3 Kadheriinit

Kadheriinit ovat transmembraanisia proteiineja, jotka ovat tarkeassa osassa
monisoluisten elainten kudosten kehityksessa ja niiden homeostaasin
yllapidossa. Kadheriinit osallistuvat solujen valiseen sitoutumiseen kudoksissa ja
niiden on todettu saatelevan muun muassa solujen muotoa ja sijaintia useiden
eri elainten kehityksen aikana, esimerkiksi hedelmakarpasen verkkokalvon
kehityksessa. Lisaksi niiden tiedetaan osallistuvan solujen erilaistumiseen ja
jakautumiseen johtavien signaalien valittamiseen. Kadheriineja on useita eri
tyyppeja. Pelkastaan selkarankaisissa uskotaan olevan yli 100 erilaista
kadheriinia, joita koodaavat useat eri geenit, joiden vaihtoehtoinen silmukointi
lisdd monimuotoisuutta viela enemman. (katsausartikkelissa Maitre ja
Heisenberg 2013.)

Useimmat kadheriinit ovat kerran solukalvon lapaisevia glykoproteiineja, jotka
muodostavat solun pinnalla homodimeereja tai oligomeereja. Ne koostuvat
lyhyesta solun sisdisesta osasta, transmembraanisesta alueesta seka useasta

solun ulkopuolisesta kadheriinidomeenista, jotka muistuttavat rakenteeltaan
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immunoglobuliinidomeeneja. Kadheriinidomeenien tarkkaa toimintamekanismia
ei viela tiedeta, mutta niiden tiedetaan hyddyntavan Ca?*-ioneja sitoutumisessa.
Ca?*-ionit sitoutuvat kadheriinidomeenien valeihin jaykistden kadheriinin solun
ulkopuolisen rakenteen (kuva 3). lman Ca?*-ioneja kadheriini pysyy velttona eika
pysty toimimaan, mika johtaa sen hajottamiseen. (kirjassa Alberts ja muut 2002;
katsausartikkelissa Shapiro ja Weis 2009.)

Sitoessaan soluja toisiinsa kadheriinit sitoutuvat yleensa toisiin samanlaisiin
kadheriineihin muodostaen homofiilisia sidoksia. Kadheriinit sitoutuvat solun
sisadlla a-, B- ja y-kateniinien sekd muiden proteiinien avulla solun
aktiinitukirankaan. Kadheriinien solun ulkoisten osien sitoutuessa toisiinsa tama
vyoliitokseksi kutsuttu kompleksi liittaa vierekkaisten solujen tukirangat toisiinsa
pitden ne tiukasti kiinni toisissaan. Jotkin kadheriinit sitoutuvat aktiinitukirangan
sijaan muihin solun tukirangan komponentteihin kuten valikokoisiin saikeisiin.

(katsausartikkelissa Marie ja muut 2014.)

N: N
Kadheriini-|
domeeni
N
P Solu 1
Kalsiumioni
<0.05 mM Ca**
Solukalvo
—— ——
Sytosoli Solu 2
Kadheriinidimeeri
\
A) Kadheriinidimeeri (€

Kuva 3. Kadheriinien rakenne ja Ca?*-ionien toiminta. A) Tyypillisen kadheriinin rakenne
solukalvolla, jossa se muodostaa homodimeerin toisen kadheriinin kanssa. B)
Kadheriinidomeenin  kolmiulotteinen rakenne. C) Kalsiumionien vaikutus kadheriinin
rakenteeseen. lonikonsentraation noustessa kadheriini jaykistyy ja sitoutuu toisen solun pinnalla

olevaan kadheriiniin. Muokattu kuvasta kirjassa Alberts ja muut 2002.
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Kadheriinit vaikuttavat sitoutumisen liséksi solun sisaiseen signalointiin.
Kadheriinien kanssa vyoliitoksien muodostumiseen osallistuva [(-kateniini
osallistuu myds Wnt/B-kateniini signalointireittiin, joka saatelee esimerkiksi
monen solun jakautumiselle tarkean geenin ilmentamista. Wnt/B-kateniini
signaloinnissa Wnt-proteiinit estavat p-kateniinin hajoamisen solun sisalla, mika
johtaa sen keraantymiseen tumassa, jossa se voi vaikuttaa geenien saatelyyn.
Wnt/B-kateniini signalointi seka kadheriinien sitoutuminen ’kilpailevat” samasta
B-kateniinistd solun sisalla. Tama nakyy esimerkiksi Wnt/B-kateniini
signalointireitin  aktiivisuuden lisdantymisena, kun solun muodostamat
kadheriinisidokset katkeavat, mika johtaa solun sisdisen vapaan [(-kateniinin
maaran kasvuun. Useat Wnt/B-kateniini signaloinnin saatelemistd geeneista
koodaavat proteiineja, jotka saatelevat solujen valista adheesiota ja esimerkiksi
lisdavat solujen liikkuvuutta. Painvastainen reaktio B-kateniini vapautumiseen
sidosten katketessa nahdaan esimerkiksi kadheriinin maaraa lisatessa
yliekspressiolla, jolloin suurempi maara 3-kateniinia on kaytéssa solujen pinnalla,
mika vahentad Wnt/B-kateniini signalointia. (katsausartikkelissa Heuberger ja

Birchmeier 2010; katsausartikkelissa Marie ja muut 2014.)

Kadheriinien luomat solujen valiset sidokset ovat erityisen tarkeita erilaisten
kudosten muodostumisessa. Kadheriinit osallistuvat kudosten muodostumiseen
esimerkiksi lajittelemalla soluja. Eri kudosten solut ilmentavat eri kadheriineja,
mika yhdistettyna kadheriinien muodostamien homofiilisten sidosten kanssa
johtaa samanlaisten solujen ryhmittymiseen. Lisaksi kadheriinien maara solussa
ja siita johtuva sidoksen vahvuus osallistuu solujen lajitteluun riippumatta
kadheriinien tyypistd. (katsausartikkelissa Gumbiner 2005.) Kudosten
muodostumisen lisdksi useat eri kadheriinit osallistuva erilaisten kantasolujen
saatelyyn. N-kadheriinin on esimerkiksi todettu saateleva mesenkymaalisten
sekd hematopoieettisten kantasolujen erilaistumista. (Arai ja muut 2012;

katsausartikkelissa Marie ja muut 2014.)
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1.2.4 Immunoglobuliinisuperperheen soluadheesiomolekyylit

Immunoglobuliinisuperperheen soluadheesiomolekyylit (IgSF  CAM, engl.
immunoglobulin superfamily cell adhesion molecule) muodostavat suuren ja
erittain monimuotoisen proteiiniperhneen. Kaikilla proteiineilla, jotka kuuluvat
tahan ryhmaan, on vyksi tai useampi immunoglobuliinidomeeni osana
rakennettaan. Immunoglobuliinidomeeni on  immunoglobuliinimolekyylien
mukaan nimetty kahdesta vastakkaisiin suuntiin kulkevista [-laskoksista
muodostunut tiukka rakenne. Tyypillisesti IgSF CAM perheen proteiinit koostuvat
suuresta solun ulkopuolisesta osasta, joka sisaltdaa immunoglobuliinidomeenit,
transmembraanisesta alueesta seka solun sisaisestd hannasta. Toisin kuin
monet muut soluadheesiomolekyylit, IgSF CAM perheen proteiinit eivat tarvitse
kalsiumioneita sitoutumiseen tai sen saatelyyn. (katsausartikkelissa Juliano
2002; katsausartikkelissa Wai Wong ja muut 2012.)

IgSF CAM perheen proteiinit osallistuvat monimuotoisuutensa takia useisiin eri
biologisiin prosesseihin useissa eri solutyyppeissa. Ne ovat esimerkiksi
tarkeassa osassa hermoston kehityksessa, jossa useat IgSF CAM perheen
proteiinit, kuten NCAM (engl. neural cell adhesion molecule) ja L1, ohjaavat
aksonien liiketté ja osallistuvat niiden yllapitoon. IgSF CAM perheen proteiinit
sitoutuvat usein homofiilisesti, toisten solujen pinnalla oleviin samanlaisiin
proteiineihin, mutta voivat my6s sitoutua heterofiilisesti esimerkiksi
hiilihydraatteihin tai toisiin soluadheesiomolekyyleihin kuten integriineihin. Niiden
muodostamat solujen valiset sidokset eivat ole kuitenkaan yhta vahvoja kuin
esimerkiksi kadheriinien muodostamat sidokset ja niiden tehtava onkin
todennakoisesti solujen valisten sidosten tarkempi saately kudosten
muodostumisen aikana kuin varsinaisen kudoksen rakenteen yllapito.
(katsausartikkelissa Juliano 2002; kirjassa Alberts ja muut 2002.)

Monimuotoisuutensa VUOKsiI IgSF CAM perheen proteiinien
toimintamekanismeista, kuten ligandeihin sitoutumisesta seka solun sisaisten
proteiinien kanssa toimimisesta, ei viela tiedeta kovin paljon. Niiden tiedetaan
sitoutuvan niin toisten solujen pinnalla oleviin kuin myos soluvaliaineen
proteiineihin. Lisaksi niiden tiedetaan sitoutuvan solun sisalla solun

aktiinitukirankaan erilaisten adapteriproteiinien avulla, mutta on todennakoista,
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ettd IgSF CAM perheen proteiinien, toisten solujen seka solun tukirangan valilla
on vielda monia tuntemattomia mekanismeja. (katsausartikkelissa Juliano 2002.)
Yksi taman tutkielman kannalta hyvin tarkea IgSF CAM perheen proteiini, josta

ei viela tiedeta paljoakaan, on embigiini.

Embigiini, joka tunnetaan myds sen vanhalla nimellda GP70, on
transmembraaninen vahvasti glykosyloitu  soluadheesiomolekyyli, jonka
toiminnasta tiedetaan hyvin vahan. Kuten muutkin IgSF CAM perheen proteiinit,
se koostuu, embigiinin tapauksessa kahdesta, solun ulkopuolisesta
immunoglobuliinidomeenista seka solukalvon lapaisevasta ja solun sisaisesta
osasta. Embigiini kuuluu samaan ryhmaan basigiini ja neuroplastiini nimisten
soluadheesiomolekyylien kanssa, joita se muistuttaa rakenteellisesti (kuva 4).
Embigiinin ydinproteiini on noin 30 kDa kokoinen ja glykosyloinnin jalkeen se
kasvaa noin 50-90 kDa kokoiseksi. (Ozawa ja muut 1988; Lain ja muut 2009.)
Toisin kuin monet muut samaan perheeseen kuuluvat proteiinit, embigiinin ei ole
todettu sitoutuvan homofiilisesti toisiin soluihin, jotka iimentavat embigiinia, mutta
sen on huomattu osallistuvan solun sitoutumiseen sen ymparistoén (Huang ja
muut 1993).

mRNA tasojen perusteella embigiinin ilmentymisen on todettu olevan
vahvimmillaan hiiren alkion kehityksen aikana. Sitd on aikaisemmin havaittu
pienia maaria myos useissa aikuisen hiiren elimissa kuten esimerkiksi aivoissa,
munuaisissa ja kiveksissa. (Huang ja muut 1990.) Embigiinin on todettu
osallistuvan laktaatteja solukalvon ylitse Kkuljettavan monokarboksylaattien
kuljettajaproteiini 2 (engl. monocarboxylate transporter 2) toimimisen
avustamiseen yllapitamalla sen aktiivisuutta seka osallistumalla sen

kuljettamisessa solukalvolle (Wilson ja muut 2005).
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Kuva 4: Embigiinin ja sen ldhisukulaisten, basigiinin sekad neuroplastiinin, rakenne. Kaikki
kolme proteiinia koostuvat vdhintdan kahdesta immunoglobuliinidomeenista, mutta basigiinista ja
neuroplastiinista on havaittu my6és muodot, joissa on kolmas immunoglobuliinidomeeni (+/- Ig1).
Kuvaan on harmailla symboleilla merkitty néiden proteiinien ennustetut glykosylaatiokohdat
hiirissé ja ihmisissé. Kaikissa kolmessa on glutamiinihappo (E) samassa kohtaa solukalvon
sisdistd osaa. Neuroplastiinin solun siséinen héanta voi vaihtoehtoisen silmukoinnin seurauksena
siséltaa neljan aminohapon alueen, joka koostuu kahdesta asparagiinihaposta, glutamiinihaposta
seka proliinista (+/- DDEP). Basigiinin solun sisédisessd hdnndsséd on tunnistettu kaksi
fosforylaatiokohtaa, joita ei ainakaan vieléd ole havaittu kahdessa muussa proteiinissa. Muokattu

kuvasta katsausartikkelissa Beesley ja muut 2014.

Embigiinin on muutamissa tutkimuksissa huomattu toimivan yhdessa muiden
soluadheesiomolekyylien kanssa erilaisissa biologisissa prosesseissa. Sen
arvellaan toimivan integriinien yhteydessa tehostamaan sitoutumista tilanteissa,
joissa solun ymparistéssa on normaalia vahemman soluvaliaineen proteiineja,
mika on mahdollista esimerkiksi tietyissa alkionkehityksen vaiheissa (Huang ja
muut 1993). Taman lisaksi embigiinin arvellaan saatelevan ja osallistuvan toisen
IgSF  CAM perheen proteiinin  NCAM:n kanssa hermo-lihasliitosten

muodostumisessa mahdollisesti saatelemallda matriksin metalloproteinaasien
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toimintaa estamalla solukalvolla olevien proteiinien solun ulkopuolisen osan
katkaisemisen (Lain ja muut 2009). Tutkimusta embigiinin yhteistydsta muiden
soluadheesiomolekyylien kanssa on kuitenkin tehty hyvin vahan eika

mahdollisista toimintamekanismeista ole viela tietoa.

Embigiinin on havaittu osallistuvan erilaisten syopien kehitykseen, mutta sen
tarkkaa roolia ei viela tiedeta ja tulokset ovat ristiriitaisia. Sen on esimerkiksi
todettu vaikuttavan hidastavasti rintasyovan kehitykseen. Embigiinin tuotannon
vahentdmisen on huomattu lisddvan solujen migraatiota ja jakautumista
rintasyopasoluissa ja lisaksi matalien embigiinitasojen on huomattu olevan
suhteessa huonompaan mahdollisuuteen parantua rintasyovasta. (Chao ja muut
2015.) Embigiinin on havaittu osallistuvan myds haimasydvan etenemiseen,
mutta tdssa tapauksessa sen on todettu nopeuttavan sydvan etenemista.
Embigiinin tasojen on todettu olevan kohollaan haimasyovassa ja sen tuotannon
vahentamisen on todettu vahentavan solujen migraatiota ja kasvua, mika on

painvastoin verrattuna sen vaikutukseen rintasyévassa. (Jung ja muut 2016.)

1.2.5 Soluadheesiomolekyylien neljan paaryhman yhteenveto

Edella mainitut nelja soluadheesiomolekyyliryhmaa ovat yleisimmat ja parhaiten
tunnetut ryhmat (kuva 5). Nama ryhmat luokitellaan wusein viela
sitoutumistapojensa mukaan. Esimerkiksi sen perusteella onko niiden ligandi
soluvaliaineen proteiini vai toisen solun pinnalla oleva molekyyli ja onko
sitoutuminen heterofiilistd vai homofiilistda. Usein ne luokitellaan myods sen
perusteella tarvitsevatko ne kalsiumioneja sitoutuakseen. Neljan yleisimman
soluadheesiomolekyyliperheen  lisdksi on  kuitenkin  useita  muitakin

soluadheesiomolekyyleja, jotka eivat sovi rakenteeltaan naihin ryhmiin.
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Kuva 5: Yleiskuva soluadheesiomolekyyleistd ja niiden sitoutumisesta. Kuvassa
sitoutuminen on jaettu homofiiliseen ja heterofiiliseen. Homofiilisessé sitoutumisessa kaksi
samanlaista molekyylid sitoutuvat toisiinsa kuten kadheriinit ja IgSF CAM perheeseen kuuluva
PECAM-1 (engl. platelet endothelial cell adhesion molecule 1). Heterofiilisessé sitoutumisessa
kaksi erilaista molekyylia sitoutuvat toisiinsa kuten P-selektiinin sitoutuessa solupinnalla olevaan
PSGL-1 molekyyliin, integriinien sitoutuessa soluvéliaineeseen tai IgSF CAM perheen ICAM-1
(engl. intercellular adhesion molecule 1) sitoutuessa integriiniin. Muokattu kuvasta

katsausartikkelissa Dhaliwal 2013.

1.2.6 Muut soluadheesiomolekyylit

On olemassa soluadheesiomolekyyleja, jotka eivat sovi edellda mainittuihin
proteiiniperheisiin. Taman lisaksi ei ole aina helppoa maaritella mitka proteiinit
luokitellaan soluadheesiomolekyyleiksi, koska luokitukset eivat ole aivan
vedenpitavia. Esimerkiksi EpCAM (engl. epithelial cell adhesion molecule) on
epiteelisoluissa esiintyva transmembraaninen glykoproteiini, joka toimii solujen

valisessa adheesiossa sitoutumalla homofiilisesti toisten solujen pinnalla oleviin
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EpCAM-molekyyleihin. EpCAM muistuttaa IgSF CAM perheen proteiineja siina
maarin etta se ei tarvitse sitoutumiseen kalsiumioneita, mutta sen rakenteeseen
ei kuitenkaan kuulu yhtdan immunoglobuliinidomeenia. EpCAM koostuu solun
ulkopuolisista EGF:a muistuttavasta domeenista seka tyreoglobuliinidomeenista,
solukalvon sisaisesta osasta seka lyhyesta solun sisaisesta hannasta. (Litvinov

ja muut 1994; katsausartikkelissa Munz ja muut 2009.)

EpCAM:n toiminnasta ei vield tiedeta paljoakaan, mutta soluadheesion lisaksi
sen epadilldan osallistuvan transkription ja solujen jakautumisen saatelyyn.
Normaaleissa soluissa EpCAM:n on todettu olevan l|ahinna solun sisalla
eristyksissa, mutta sen on todettu ilmentyvan erityisen vahvasti solun pinnalla
esimerkiksi rinta- ja paksusuolensyodvissa, joissa sen epailldadn nopeuttavan
kasvainten muodostumista. EpCAM:n hajotessa sen solun sisainen osa
vapautuu ja aktivoi solun jakautumiseen johtavia geeneja ja sen solun ulkoinen
osa vapautuu soluvaliaineeseen, jossa se voi sitoutua muiden solujen
EpCAM:eihin aktivoiden niiden hajoamista. (katsausartikkelissa Munz ja muut
2009; Maetzel ja muut 2009.)

Toinen luokittelematon soluadheesionmolekyyli on CD44, jota esiintyy lahes
kaikkien nisakassolujen pinnalla. Se osallistuu solujen seka solun ja
soluvaliaineen valisten sidosten muodostamiseen. CD44 proteiinilla on monia eri
muotoja  vaihtoehtoisen  silmukoinnin  takia, mutta monien muiden
adheesiomolekyylien tapaan se on transmembraaninen glykoproteiini, joka
koostuu solun ulkopuolisesta, solukalvon sisadisesta ja lyhyesta solun sisaisesta
osasta. Kaikkien CD44 muotojen solun ulkoisessa osassa on kohtia, joilla se
sitoutuu hyaluronaani nimiseen polysakkaridiin, joka on lahes Kkaikkialla
soluvaliaineessa esiintyva molekyyli. Hyaluronaani on CD44:n paaomainen
sitoutumisen kohde, mutta sen uskotaan voivan sitoutua myos esimerkiksi

kollageeneihin ja fibronektiiniin. (katsausartikkelissa Goodison ja muut 1999.)

CD44 osallistuu paaosin kudosten rakenteen yllapitamiseen sitoutumalla
soluvaliaineen proteiineihin tai sitoutumalla toisiin CD44-molekyyleihin toisten
solujen pinnalla. Taman lisaksi se osallistuu vaihtoehtoisen silmukoinnin takia
moniin muihinkin biologisiin prosesseihin. Sen on osoitettu toimivan esimerkiksi

kokoontumispaikkana solun ulkopinnalla erilaisille entsyymeille kuten matriksin
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metalloproteinaaseille seka erilaisille kasvutekijoille. CD44:n uskotaan
osallistuvan monien muiden soluadheesiomolekyylien tapaan solusignalointiin
toimimalla esimerkiksi apureseptorina ErbB tyrosiinikinaasireseptoriperheelle
seka sitoutumalla adapteriproteiinien avulla solun tukirankaan.

(katsausartikkelissa Ponta ja muut 2003.)

1.3 Soluadheesion evoluutio

Monisoluisten ja yksisoluisten elididen erot tuntuvat suunnattomilta. Erot eivat
kuitenkaan ole valttamatta niin suuria kuin ensivilkaisulla nayttaa. Ensimmaisten
monisoluisten elididen uskotaan olleen erilaisia yhdyskunnissa elavia mikrobeja
seka erilaisia syanobakteereja muistuttavia organismeja, jotka elivat noin 2-3
miljardia vuotta sitten. (Pennisi 2018.) Naitd ensimmaisid monisoluisia
organismeja tutkaillessa on helpompaa nahda yhteys yksisoluisten ja
monisoluisten elididen valilla. Yksisoluisuudesta monisoluisuuteen hyppaaminen
ei joidenkin tutkimusten mukaan edes ole niin suuri harppaus kuin voisi kuvitella.
Tavallinen Saccharomyces cerevisiae hiivakin alkaa valintapaineen alla
kasvamaan monisoluisina rykelmina, joissa solut kasvavat ja kiinnittyvat toisiinsa

eivatka vain aggregoidu ajelehtivien solujen kanssa. (Ratcliff ja muut 2012.)

Ensimmaisten elainten uskotaan kehittyneen noin 600 miljoonaa vuotta sitten ja
todennakoisesti niiden mukana kehittyi myos soluadheesio solujen valilla seka
soluvaliaineen kanssa. Eri genomeja vertailtaessa nayttaa silta, etta
soluadheesion syntyessa sita varten kehittyi useita erilaisia uusia proteiineja seka
niiden domeeneja kuten immunoglobuliinidomeenit, selektiinien sitoutumiseen
kayttamat C-tyypin lektiinidomeenit, kadheriinit seka integriinit. Sitoutumisesta
vastaavien proteiinien lisdksi myds soluvaliaineen proteiinit nayttavat kehittyneen
samoihin aikoihin, mikd on ymmarrettavaa, silla solujen kiinnittyminen on tarkeaa
elimia ja kudoksia suojaavan epiteelikudoksen kiinnittymiselle seka solujen
polaarisuuden yllapitamiselle, joista molemmat ovat tarkeitd monisoluisuuden
ominaisuuksia. Esimerkiksi laminiinit seka& kollageenin kolmoisheliksirakenne
kehittyivat todennakoisesti samaan aikaan soluadheesiomolekyylien kanssa.
(katsausartikkelissa Hynes ja Zhao 2000; katsausartikkelissa Abedin ja King
2010.)
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Tutkimuksen mukaan eldinten kehityksen jalkeen naitd uusia proteiineja onkin
kaytetty uudestaan ja uudestaan ja ne ovat pysyneet vahvasti konservoituneina.
Monet solujen tarttumiseen kayttamat mekanismit ovat nahtavasti pysyneet
elainten valilla hyvin samanlaisina. Tosin monimutkaisemmissa elaimissa on
nahtavasti kehittynyt joitain uusia mekanismeja, taysin uusien proteiinien seka jo
olemassa olevista domeeneista kehittyneiden uusien proteiinikokonaisuuksien
kautta, esimerkiksi hermoston ja verenkierron yhteydessa. (katsausartikkelissa
Hynes ja Zhao 2000.)

Yksi keino tutkia monisoluisten elainten ja soluadheesion evoluutiota on tutkia
verraten yksinkertaisia yksisoluisia organismeja, jotka ovat elainten laheisia
sukulaisia. Kaulussiimaeliét (engl. choanoflagellate) ovat yksisoluisia tai
yhdyskuntia muodostavia organismeja, joiden on todettu olevan elainten Iahimpia
elossa olevia sukulaisia. Ne ilmentavat yksinkertaisuudestaan huolimatta useita
elainsoluille tyypillisia proteiineja mukaan Ilukien soluadheesiolle tarkeita
proteiineja ja proteiinidomeeneja kuten kadheriineja, C-tyypin lektiineja seka
epidermaalista kasvutekijaa muistuttavia rakenteita. Tama [0ydos nayttaisi
kertovan siita, etta, toisin kuin aikaisemmin kasittelemani tutkimuksen mukaan,
soluadheesio kehittyi ennen elainten syntya. (katsausartikkelissa King ja muut
2003.)

Evoluution aikajanasta huolimatta yksisoluiset organismit kuten kaulussiimaeliot
voivat kertoa paljon soluadheesion evoluutiosta ja esimerkiksi siita oliko niilla
mahdollisesti jokin muunlainen funktio ennen monisoluisen eldaman kehitysta.
Esimerkiksi eldinsoluissa solujen valisia sidoksia tekevat kadheriinit ovat voineet
toimia aiemmin konjugaation tai yhdyskuntien muodostamisen yhteydessa, kun
taas selektiinien hyddyntaman C-tyypin lektiinidomeeni on voinut toimia
auttamaan erilaisten bakteerien tunnistamisessa ja niihin tarttumisessa
sitoutumalla niiden soluseinén sokereihin. (katsausartikkelissa King ja muut
2003.)
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1.4 Soluadheesiomolekyylit solun elamassa

Soluadheesio on osana monissa solujen, ja niistd muodostuvien organismien,
selviytymiselle tarkeissa prosesseissa. Monet normaalisti toimivat solut eivat
pysty edes selviytymaan ilman kontaktia muihin soluihin, soluvaliaineeseen tai
johonkin muuhun tukirakenteeseen, jolla kasvaa. Seuraavaksi esittelen naiden
mekanismien monimuotoisuutta kaymalla lavitse joitain prosesseja solujen
likkumisessa, jakautumisessa ja erilaistumisessa, joissa monet eri
soluadheesiomolekyylit osallistuvat tapahtumaketjun eri vaiheisiin. Tarkoitukseni
on tuoda ilmi kuinka erilaiset soluadheesiomolekyylit toimivat yhdessa ja samalla
esitelld jo tunnettuja prosesseja, joiden kautta voisi saada ideoita siita, mika

embigiinin tehtava solussa voisi olla.

1.4.1 Liike: Valkosolujen tarttuminen endoteelisoluihin ja siirtyminen
endoteelin lavitse

Monien solujen tarvitsee liikkua elinkaarensa aikana ja soluadheesiomolekyylit
tekevat taman mahdolliseksi. Aikaisemmin selektiinien yhteydessa esittelin hyvin
lyhyesti, miten valkosolut kayttavat selektiinejd hidastamaan itsedan
verenkierrossa niiden siirtyessa tulehduskohtaan. Kyseinen prosessi, johon
osallistuu myds muun tyyppisia soluadheesiomolekyyleja, on kuitenkin paljon

monimutkaisempi kuin mita esimerkiksi kuvassa 2 on esitetty.

Valkosolujen sitoutuminen (kuva 6) alkaa, kun ne tarttuvat endoteelisoluihin L-,
P- ja E-selektiinien avulla, jotka sitoutuvat PSGL-1 proteiiniin, jota ilmentyy niin
valkosolujen kuin joidenkin endoteelisolujenkin pinnalla. Valkosolut iimentavat L-
selektiineja, kun taas P- ja E-selektiineja ilmentavat tulehtuneet endoteelisolut.
Endoteelisolut, jotka tunnistavat jonkin tulehduksesta kertovan arsykkeen, kuten
patogeenin tai vahingoittuneita soluja, ilmentavat P- ja E-selektiineja
varvatakseen valkosoluja tulehtuneeseen kohtaan. Valkosolu tarttuu P- ja E-
selektiineihin, minka seurauksena ne pyorivat endoteelisolujen pinnalla veren
virratessa. Taman mahdollistaa selektiinien nopea tarttumisen saately seka
selektiinien sidosten ominaisuus vahvistua, kun niihin kohdistuu voimaa, mika
mahdollistaa uusien sidosten syntymisen ennen kuin vanhat sidokset ovat

katkenneet. Tama hidastaa verenkierrossa Kkulkevia valkosoluja, minka
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seurauksena niiden pinnalla olevat L-selektiinit tarttuvat toisiin valkosoluihin
keraten niita tulehtuneiden endoteelisolujen laheisyyteen. (Milstone ja muut
2000; katsausartikkelissa Cybulsky ja muut 2007.)

Kun valkosolut ovat hidastaneet verenkierrossa tulehdusalueelle ja kerdantyneet
sen ymparistoon, valkosolujen pysyva sitoutuminen alkaa. Tulehtuneet
endoteelisolut tuottavat erilaisia sytokiineja, jotka johtavat erilaisten
immunoglobuliinisuperperheen soluadheesiomolekyylien kuten ICAM1 (engl.
intercellular adhesion molecule 1) sekd VCAM1 (engl. vascular adhesion
molecule 1) ilmentadmiseen solujen pinnalla, sekd kemokiinien tuottoon ja
vapautumiseen solujen ulkopuolelle. Kemokiinit sitoutuvat muun muassa
valkosolujen G-proteiinikytkentaisiin reseptoreihin, aiheuttaen niiden, eri a-
alayksikdiden kanssa pareja muodostavien, B1- seka Bz-integriinien nopean
aktivoitumisen. Aktivoituneet integriinit sitoutuvat endoteelisolujen pinnalla oleviin
ICAM1 sekd VCAM1 proteiineihin, mika johtaa integriinien laajempaan
aktivoitumiseen  sitoen  valkosolun tiukasti  endoteelisolun  pintaan.

(katsausartikkelissa Cybulsky ja muut 2007.)

Valkosolujen pysahtymisen jalkeen alkaa niiden siirtyminen endoteelin lavitse
tulehtuneeseen kudokseen. Suurin osa valkosoluista kulkevat endoteelisolujen
valistd. Valkosolut hakeutuvat endoteelisolujen saumakohtaan ICAM1:n seka
amBz-integriinien avulla. Valkosolujen sitoutuminen naiden
soluadheesiomolekyylien avulla stimuloi endoteelisoluja muodostamaan useista
ICAM1- ja VCAM1-molekyyleistd koostuvia sitoutumiskohtia pinnalleen, jotka
edistavat valkosolun rydomimista endoteelin lavitse. Endoteelisolujen valissa on
kuitenkin useita solujen valisia litoksia muodostavia molekyyleja, kuten
kadheriineja, jotka vaikeuttavat valkosolujen siirtymista. Eri IgSF CAM perheen
proteiinien kuten ICAM1:n on havaittu vaikuttavan endoteelisolujen valisiin
sidoksiin aktivoimalla niissd Rho-signalointia, mika johtaa esimerkiksi
kadheriinien hajottamiseen solujen valisten liitosten heikentamiseksi (Millan ja
Ridley 2005). Solujen valissa on myos useita solujen valisia litoksia muodostavia
IgSF CAM perheen proteiineja, jotka edistavat valkosolujen siirtymista homo- ja
heterofiilisilla sidoksilla. Endoteelisolujen on huomattu myds supistuvan solun
sisdisen kalsiumionikonsentraation muuttumisen seurauksena, jolloin ne

vaistavat tehden tilaa valkosolulle. (katsausartikkelissa Cybulsky ja muut 2007.)
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Valkosolut voivat siirtyda endoteelin lavitse myods kulkemalla suoraan
endoteelisolujen lavitse. Tama reitti on vahemman kaytetty kuin solujen valista
siityminen, mutta sita on havaittu keskushermostossa ja joissain muissa
tulehdustilanteissa. Siirtyminen endoteelisolun lavitse alkaa kohdissa, joissa
iimennetaan suuria maaria ICAM1 soluadheesiomolekyylida. Tama aloittaa solun
sisdisen  signalointiketjun, mika johtaa kanavien = muodostumiseen
endoteelisolujen solukalvoon, joiden kautta valkosolut voivat kulkeutua
endoteelisolujen lavitse. (katsausartikkelissa Engelhardt ja Wolburg 2004;

katsausartikkelissa Cybulsky ja muut 2007.)

Tunkeuduttuaan endoteelisolujen ohitse, valkosolujen pitaa viela siirtya
laminiineista ja kollageeneistd muodostuvan tyvikalvon lavitse. Naiden
soluvaliaineen proteiinien lavitse valkosolut liikkuvat erilaisten integriinien, kuten
paaosin laminiiniin sitoutuvan asB1-integriinin, avulla, joita IgSF CAM perheen
PECAM1 aktivoi siirtymaan solun sisaltd solukalvolle. Nain valkosolu tarttuu
tyvikalvon muodostaviin proteiineihin ja kulkeutuu sen lavitse tulehduskohtaan.

(katsausartikkelissa Cybulsky ja muut 2007.)

Integriinit
Selektiinit IgSF CAM:it
PSGL-1 T -
Integriinit sf.'.ek:""'e" Integriinit | [Integriinit IgSF CAM:it
) IgSF CAM:it| [IgSF CAM:it Kadheriinit
Valkosolun Aktivaatio
tarttuminen Solujen vilista ja
» L Adheesion solun ldpi siirtyminen
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Kuva 6: Valkosolujen tarttumisen tapahtumaketju. Yhteenveto valkosolujen tarttumisesta ja
tunkeutumisesta endoteelin ldvitse. Prosessin vaiheet on nimetty ja niihin osallistuvat molekyylit

laatikoitu. Muokattu kuvasta katsausartikkelissa Cybulsky ja muut 2007.
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1.4.2 Jakautuminen: Soluadheesiomolekyylit, solusykli ja kontakti-
inhibitio

Solusykli on terveessa solussa tiukasti saadelty prosessi, jossa solu, eri
vaiheiden kautta, tekee kopion genomistaan, jakaa sen tarkasti kahteen
samanlaiseen settiin ja jakautuu kahdeksi eri soluksi. Solusyklin etenemisen
saatelystd vastaavat useat sykliinit seka niista riippuvat kinaasit (CDK, engl.
cyclin-dependent kinase), jotka pitavat huolen siita, etta solusykli etenee oikein
esimerkiksi pitamalla huolen, ettd solun genomin osat jakautuvat vain kerran
syklin aikana. Isolle osalle soluista solusyklin alussa prosessi vaatii solun olevan
tarttuneena soluvaliaineeseen ja ilman naita sidoksia solu ei normaalisti pysty
tuomaan solusyklia paatokseen. Mydhemmin solusyklissa, solu pyoristaa itsensa
katkaisemalla sidoksensa soluvaliaineeseen ennen mitoosiin etenemista
varmistaakseen kromosomien tasaisen jakautumisen. Taman jalkeen solu ottaa
jalleen kiinni soluvaliaineesta solun ja sen tytarsolun erottamiseksi. (Schulze ja
muut 1996; Jones, M. C. ja muut 2018.)

Mekanismeja, joilla soluadheesiota saadellaan solusyklissa, ei viela tiedeta.
Solun pyoristymisen ennen mitoosia on todettu johtuvan CDK1 proteiinista ja sita
saatelevista sykliini A2 seka B1 proteiineista. Kun CDK1:n tai sykliini A2:n
toiminta estetaan, solu ei pysty saatelemaan integriinien ja soluvaliaineen valisia
sidoksia eika niitd synny lisda solusyklin interfaasissa niin kuin normaalisti. Tama
johtaa solusyklin pysahtymiseen ja estda solua jakautumasta. Sykliini B1
toisaalta osallistuu solun luomien sidosten katkaisuun inaktivoimalla CDK1
proteiinia interfaasin lopussa ennen mitoosia. CDK1:n substraatteihin kuuluu
monia proteiineja, jotka osallistuvat solun tukirangan toiminnan saatelyyn, minka
uskotaan olevan tapa, jolla se muuttaa solun sitoutumista soluvaliaineeseen ja
sitd kautta solun muotoa sen jakautumisen mahdollistamiseksi. (Robertson ja
muut 2015; Jones, M. C. ja muut 2018.)

Soluadheesio saatelee jakautumista myds solusyklin ulkopuolella. Normaalisti
toimivat solut tarvitsevat tilaa, johon jakautua ja solujen kasvaessa liian tiheasti
niiden jakautuminen hidastuu tai pysahtyy. Soluadheesiomolekyylien kyky luoda
sidoksia solun ymparistoon ja valittaa signaaleja solun sisalle tekee niista
erinomaisia saatelemaan solujen kasvua suhteessa niiden ymparistoon.

Erityisesti solujen valisia sidoksia muodostavat soluadheesiomolekyylit, kuten
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kadheriinit, ovat erinomaisia kandidaatteja jakautumisen kontakti-inhibition
yllapitoon. Niista erityisesti epiteelisoluissa ilmenevan E-kadheriinin on todettu
vaikuttavan solujen jakautumiseen. E-kadheriini on yksi ensimmaiseksi
tunnistetuista ja my0s yksi eniten tutkituista kadheriiniperheen proteiineista.
(katsausartikkelissa van Roy ja Berx 2008; katsausartikkelissa McClatchey ja
Yap 2012.)

Soluissa toimiva Hippo signalointireitin tiedetddn valittdvan solussa monia
signaaleja, jotka vaikuttavat jakautumiseen ja apoptoosiin, ja naiden avulla
saatelevan muun muassa elinten kokoa ja kudosten uusiutumista. Solun
jakautumisessa kanonisessa Hippo signaalireitissa nisakassolujen MST1/2 (engl.
mammalian sterile20-like 1/2 (Hippo nimelld Drosophila karpasissa)) kinaasit
muodostavat kompleksin SAV1 (engl. protein salvador homolog 1) proteiinin
kanssa, jolloin ne aktivoituvat. MST1/2 fosforyloivat ja aktivoivat LATS1/2 (engl.
large tumor suppressor 1/2) kinaasit, jotka fosforyloivat ja inhiboivat YAP1 (engl.
yes-associated protein 1) proteiinin toimintaa. YAP1 inhibointi estaa sita
aktivoimasta kasvutekijoita, jotka aktivoisivat solun jakautumista edistavia
geeneja. E-kadheriinien on todettu osallistuvan tahan prosessiin, silla
kadheriinien toiminnan estamisen konfluenteissa solukasvatuksissa, joissa YAP1
proteiini ei paase tumaan, on huomattu palauttavan YAP1 proteiinin toiminnan
edistden solun jakautumista. YAP1 inhibitiossa sen paasy tumaan estetaan
pitamalla se solukalvolla ja sen uskotaan tapahtuvan a- ja B-kateniinien avulla.
a- ja B-kateniinit ovat tarkeassa osassa kadheriinien muodostaessa solujen
valisia sidoksia ja taman uskotaankin olevan yhteys kadheriinien ja kasvun
saatelyn valilld solujen kontakti-inhibitiossa. (katsausartikkelissa McClatchey ja
Yap 2012; katsausartikkelissa Kodaka ja Hata 2015.)

Nektiinien seka nektiinejd muistuttavien molekyylien (Necl, engl. nectin-like
molecule) on myos huomattu toimivan solun kasvun saatelyssa (kuva 7). Nektiinit
ja Necl-molekyylit  ovat  immunoglobuliinisuperperheeseen kuuluvia
soluadheesiomolekyyleja, joiden solun ulkoinen osa koostuu kolmesta
immunoglobuliinidomeenista. Necl-molekyylit eroavat nektiineista sitoutumalla
eri kohteisiin solun sisalla: Necl-molekyylit sitoutuvat tukiproteiineihin (engl.
scaffold protein), jotka auttavat signaalimolekyylien kokoontumisessa ja nektiinit

sitoutuvat aktiiniin sitoutuvaan proteiiniin afadiiniin. Nektiinien on todettu toimivan
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solujen valisessa adheesiossa kadheriinien yhteydessa sitoutumalla ennen
kadheriineja, jotka varvataan sitoutumiskohtiin nektiinien jalkeen luomaan
vahvempia sidoksia. Necl perheen proteiinit osallistuvat useisiin eri tehtaviin

littyen solujen muodostumiseen seka erilaistumiseen. Necl-5 proteiinin on

todettu osallistuvan myods solujen kasvun ja liikkumisen saatelyyn.
(katsausartikkelissa Takai ja muut 2008.)
A. Solut ennen kontaktia B. Solujen valinen ensikontakti
? N;ktiini - % Solukalvo ? &
# Kadheriini \ : g A
/ Necl-5 ‘&{\\ /f \
I Solun liike I N
Integriini . ot - I
B3 v . - |
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Kuva 7: Nektiinien ja nektiinejd muistuttavien molekyylien (Necl) vaikutus solun kasvuun

ja liikkumiseen. A. Solun pinnalla oleva Necl-5:n, a,Bs-integriinin sekd PDGF reseptorin (engl.
platelet-derived growth factor receptor) muodostama kompleksi edistéd solun liikettd ja
jakautumista indusoimalla Src kinaasia ja inhiboimalla sprouty 2 (SPRY?2) proteiinia. B. Solujen
ensikontakti muodostuu Necl-5:n sitoutuessa nektiini-3:n kanssa, mika aloittaa signaloinnin solun
aktiinitukirangan uudelleen muodostamiseksi. C. Necl-5 siirretddn pois solukalvolta ja nektiinit
sitoutuvat toisiinsa. D. Kadheriinit varvdtddn nektiinien sitoutumiskohtiin vahvistamaan solujen
vélisid sidoksia. Necl-5 poistumisen takia a.s-Integriini inaktivoituu, mik& johtaa solun likkumisen
vdhenemiseen, ja SPRY?2 vapautuu, miké johtaa sen aktivoitumiseen fosforylaation takia ja solun
Jakautumisen vahenemiseen. Kontakti toiseen soluun aktivoi signaalimolekyyleja, jotka yllapitavéat

solun selviytymista. Muokattu kuvasta katsausartikkelissa Takai ja muut 2008.
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Necl-5:ta ilmennetaan liikkuvien solujen johtavalla reunalla (engl. leading edge)
seka jakautuvien solujen pinnalla, jossa se muodostaa kompleksin PDGF-
reseptorin (engl. platelet-derived growth factor receptor) ja avBs-integriinin kanssa.
Necl-5 sitoutuu solujen valisen sitoutumisen alussa toisen solun pinnalla olevaan
nektiini-3 proteiiniin. Tama johtaa Necl-5:n poistamiseen solukalvolta ja sen
muodostaman kompleksin hajoamiseen, mika johtaa solun liikkumista lisaavien
signaalien vahenemiseen. Liikkumisen vahentamisen lisaksi Necl-5 poistaminen
solukalvolta vahentaa solun jakautumista. Necl-5 ollessa solukalvolla se
vaikuttaa sprouty?2 nimisen, solun kasvua hidastavan, proteiinin toimintaan
estamalla sen aktivaation. Necl-5:n poistuminen solukalvolta solujen valisen
kontaktin takia, johtaa sprouty2:n toiminnan palautumiseen ja solun kasvun

hidastumiseen. (katsausartikkelissa Takai ja muut 2008.)

Embigiininkin on todettu osallistuvan solujen jakautumisen saatelyyn. Sen
toiminnan estaminen johtaa hairidihin hematopoieettisten kantasolujen
likkumisessa seka solujen jakautumisen lisaantymiseen. Solusyklissa embigiinin
uskotaan toimivan solusyklin ulkoisen GO-vaiheen aktivoijana. GO-vaiheessa
solun jakautuminen on pysahtynyt, mutta se pystyy kuitenkin tarvittaessa

palautumaan normaaliin solusykliin ja jakautumaan. (Silberstein ja muut 2016.)

1.4.3 Erilaistuminen: Solujen ja alkion kehittyminen

Erilaistumisella tarkoitetaan prosessia, jossa solu vaihtaa tyyppia. Erilaistuessa
useat solun ominaisuudet, kuten sen koko, muoto ja aineenvaihdunta, muuttuvat
tehden siitéd sopivamman sen uuteen tehtadvaan osana monisoluista organismia.
Solujen erilaistumista tapahtuu monisoluisen elién koko elaman ajan; sen alussa
alkionkehityksessa ja loppuun asti muun muassa kudosten uusiutuessa ja
parantuessa vahingoittumisen jalkeen. Erilaistuminen tapahtuu, kun solu alkaa
iimentamaan tiettyja geeneja sen genomista. Nama geenit 10ytyvat kaikista
soluista, mutta mitd yhdistelmid niista ilmennetaan, riippuu solun ulkoisista
signaaleista ja johtavat sen erilaistumiseen. Kasvutekijoiden, hermotukisolujen ja
soluvaliaineen lisaksi soluadheesiomolekyylit osallistuvat naiden signaalien

tuottamiseen. (katsausartikkelissa Li, L. ja muut 2012.)
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Kadheriiniperheeseen kuuluvan desmogleiini 1:n (Dsg1) on huomattu tukevan
ihon keratinosyyttien erilaistumista. Dsg1 edistaa solujen erilaistumista
vahentamallda EGF-reseptorien ja Erk1/2 (engl. extracellular signal-regulated
kinase) proteiinien valista signalointia soluissa, jotka ovat siirtyneet ihon
tyvikerroksesta ylempiin kerroksiin. Dsg1:n on huomattu pystyvan vahentamaan
signalointia, vaikka se ei ole sitoutunut solun ulkopuolella mihinkaan. Dsg1:n
solun sisainen hanta koostuu kadheriineille tyypillisista osista, kuten kateniinien
sitoutumiskohdasta, mutta my0s useista alueista, joita ei ole muissa
kadheriineissa. Naiden alueiden uskotaan toimivan sitoutumiskohtina solun
sisaisille proteiineille, jotka saatelevat EGF-reseptorin toimintaa. (Getsios ja muut
2009.)

Muutkin kadheriinit on todettu hyvin tarkeiksi solujen erilaistumisen ja kudosten
muodostumisen kannalta. Esimerkiksi E-kadheriinia iimentamattomat hiiren alkiot
kuolevat hyvin aikaisessa kehityksen vaiheessa alkion kiinnittyessa kohdun
seinaan ja alkiot, jotka eivat ilmenna N-kadheriinia, kuolevat 10 paivaan
mennessa. N-kadheriini poistogeenisissa alkioissa havaitaan niita kudoksia, joita
10 paivaisen alkiossa kuuluisi olla, mutta esimerkiksi sydamessa ja
hermostoputkessa on suuria kehitysvirheita. Tama kertoo mahdollisesti muiden
kadheriinien pystyvan paikkaamaan puuttuvaa N-kadheriinia. Ero kadheriini
poistogeenisten hiirien kehityksessa, johtuu todennakoisesti erilaisista tavoista,
joilla  kadheriinit vaikuttavat solujen erilaistumiseen. (katsausartikkelissa

Vleminckx ja Kemler 1999.)

Myés integriinit osallistuvat solujen erilaistumiseen ja alkiot, joiden soluista
tiettyjen integriinien geeni on tehty mutaatiolla toimintakyvyttdomaksi, kuolevat
noin 5,5-14,5 paivan sisalla hedelmoityksesta samoin kuin aiemmin kadheriinien
yhteydessa. Esimerkiksi B1-integriinien poistaminen johtaa alkion kuolemaan
noin viidennen paivan kohdalla, koska, vaikka alkio pystyy kiinnittymaan kohdun
seinaan, sen alkiorakkulan sisainen solumassa ei ala erilaistumaan, mika johtaa
sen rappeutumiseen. Alkiot, joiden as-integriinia koodaava geeni on tehty
toimintakyvyttomaksi, kuolevat viimeistaan noin 14,5 paivaa hedelmoityksesta.
Tassa tapauksessa ensimmaiseksi noin 9,5 paivan kohdalla havaitaan ongelmia,
alkion aineenvaihduntaan osallistuvien rakkokalvon ja suonikalvon toisiinsa

littymisessa. Seuraavaksi 12,5 paivan kohdalla huomataan sydamen
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epamuodostumia, joiden takia sydan vuotaa verta. Vastaavanlainen fenotyyppi
havaitaan alkiossa, joissa on poistettu IgSF CAM perheen VCAM-1, jonka
tiedetaan sitoutuvan au-integriiniin. Tama viittaa naiden kahden proteiinin
vuorovaikutusten olevan tarkea alkionkehityksen kannalta. as-integriinin
epailldan osallistuvan myos esimerkiksi lihasolujen erilaistumisessa seka alkion
hermostopienan solujen siirtymisessa eri puolelle alkiot, jossa niistd muodostuu
useita erilaisia soluja eri elimissa. (katsausartikkelissa Brown ja Yamada 1995;

katsausartikkelissa Beauvais-Jouneau ja Thiery 1997.)

Myo6s embigiinin on todettu osallistuvan alkionkehityksen alkuvaiheisiin ja sen
iimenemisen on todettu olevan vahvaa ensimmaisen 10 paivan aikana. Alkion
kiinnityttya embigiinia ilmentyy erityisesti alkion sisimmassa solukerroksessa eli
endodermissa. Alkionkehityksen edetessa embigiinin ilmentyminen vahenee ja
10 paivan jalkeen elinten muodostumisen aikana sita ei juurikaan enaa havaita.
Juuri ennen elinten muodostumisen alkua yhdeksannen paivan aikoihin
embigiinia on havaittu erityisen vahvasti esimerkiksi aivoissa ja vatsan alueella.
(Huang ja muut 1990; Fan ja muut 1998.)

1.4.4 Virheet ja toimintahairiot soluadheesiossa

Edelld mainitut prosessit, joissa soluadheesio on tarkedssad osassa, antavat
osviittaa siita kuinka monipuolisia ja tarkeita tehtavia soluadheesiolla on solujen
ja niista muodostuvan organismin kannalta. Enta kun soluadheesiossa tapahtuu
virheita? Edella mainituissa alkion kehityksen vaiheissa tuli jo ilmi soluadheesion
olevan elintarkeda eikda sen merkitys vahene vanhetessa. Onhan selva, etta
ilman soluadheesiota hajoaisimme lahes kirjaimellisesti palasiksi. Soluadheesion
virheet johtavat myos moniin pintaa syvemmalla oleviin sairauksiin ja sen
normaalista poikkeava saately on tavalla tai toisella tarkeaa kaikkien syopien

etenemisessa.

Pemfigus on harvinainen, noin 50-60 ikavuoden kohdalla ilmeneva,
autoimmuunisairaus, jossa kadheriiniperheeseen kuuluvien desmogleiinien
toiminta estyy kehon omien vasta-aineiden toiminnan seurauksena.
Desmogleiinit osallistuvat desmosomien muodostamiseen, jotka ovat vahvoja

solujen valisia liitoksia. Desmosomit ovat erityisen tarkeita usein mekaaniselle
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rasitukselle altistuvien kudosten kuten ihon rakenteen kannalta. Pemfiguksessa
kehon tuottamat vasta-aineet estavat desmogleiini 1:n, desmogleiini 3:n tai
molempien  toiminnan  keratinosyyteissa, mika johtaa limakalvojen
rikkoutumiseen ja rakkuloiden muodostumiseen iholle. Vasta-aineiden
sitoutumisen uskotaan estavan desmogleiinien sitoutumisen, kun ne tarttuvat
niiden tarttumisesta vastaaviin domeeneihin, luoden steerisen esteen, tai
sitoutumalla johonkin muualle proteiinin rakenteeseen, saadellen sen toimintaa
allosteerisesti. On myds mahdollista, ettd vasta-aineiden sitoutuminen johtaa
desmogleiinien proteolyyttiseen hajotukseen. Pemfigusta hoidetaan lahinna
erilaisilla  kortikosteroideilla, joita ilman sairaus voi johtaa kuolemaan.
(katsausartikkelissa Yeh ja muut 2003; katsausartikkelissa Waschke 2008.)

Be2-integriinin toiminnan hairid aiheuttaa harvinaisen sairaiden, joka johtaa
valkosolujen adheesion puutokseen (LAD, engl. leukocyte adhesion deficiency).
Tama vaikuttaa valkosolujen sitoutumiseen jo aiemmin mainitussa prosessissa,
jossa valkosolut tarttuvat tulehtuneisiin endoteelisoluihin ja tunkeutuvat
tulehtuneeseen kudokseen. LAD sairauksiin kuuluu kolme eri versiota, joista
LAD1 ja 3 johtuvat integriinien toimintahairidista. LAD2 johtuu P- ja E-selektiinien
Sialyl-Lewis* ligandin puutteesta, mika estaa valkosolujen pydrimisen endoteelin
pinnalla. LAD1:ssa useat mahdolliset mutaatiot B2-integriinin geenissa johtavat
sen huomattavasti normaalia heikompaan ilmentdmiseen tai kokonaan
puuttumiseen, mika heikentda valkosolujen tunkeutumista kudoksiin. LAD3
tyypissa Be-integriinin ilmeneminen on normaalia, mutta sen sitoutumisessa on
hairioita, mika johtuu kindliini 3 proteiinia koodaavan geenin mutaatioista. Kindliini
3 on integriinin solunsisaiseen hantaan sitoutuva proteiini, jonka tiedetdan olevan
tarkea sen toiminnalle, vaikka sen tarkkaa toimintamekanismia ei viela tunneta.
LAD3 ja LAD1 tautien oireet muistuttavat toisiaan, mutta lisana LAD3:ssa
iimenee muun muassa taipumus lisaantyneeseen verenvuotoon. LAD
sairauksien ainoa hoito on kantasolusiirros, mutta sita pidetdan hyvana kohteena
geeniterapialle. (katsausartikkelissa Becker ja Lowe 1999; katsausartikkelissa
Etzioni 2014.)

Kaikki soluadheesiomolekyyliperheet osallistuvat tavalla tai toisella sydpien
etenemiseen seka etapesakkeiden syntyyn ja usein niiden rooli naissa

prosesseissa on hyvin merkittdva. Soluadheesiomolekyylien osa solujen
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likkumisessa ja niiden kasvuun johtavissa signaaleissa tekee niista tarkeita
syovan etenemisen kannalta, mutta myos sydvan torjumisen kannalta. Useiden
eri integriinien ja selektiinien on todettu osallistuvan syovan etapesakkeiden
syntymiseen. Useissa syOvissd havaitaan selektiinien Sialyl-Lewis* ligandin
ilmentymisen lisaantymista ja useissa eri kokeissa on todettu ainakin yhden
selektiinin sitoutuvan mihin tahansa ihmisen epiteelikudoksesta Iahtoisin olevaan
syopaan, mika kertoo selektiinien kyvysta vaikuttaa syopasolujen sitoutumiseen
verenkierrossa ja siten niiden etapesakkeiden syntyyn. Saman suuntaisia
tuloksia on saatu myds integriinien kohdalla. Useat syopasolut iimentavat erilaisia
integriineja, joiden avulla ne tarttuvat eri soluvaliaineen komponentteihin, mika
saattaa vaikuttaa siihen, mihin kohtiin etapesakkeet syntyvat riippuen
soluvaliaineen koostumuksesta. Integriinit osallistuvat myos verisuonten
muodostumiseen, mikd on tarkea osa kasvainten muodostumista, koska
syopasolut vaativat normaaleja soluja enemman ravinteita, joita laajempi

verisuoniverkosto tuo. (katsausartikkelissa Bendas ja Borsig 2012.)

Immunoglobuliinisuperperheen  soluadheesiomolekyylit ovat usein osana
saatelemassa syopasolujen kasvua. Esimerkiksi C-CAM1:n (engl. cell-cell
adhesion molecule 1) ilmentymisen on huomattu vahenevan eturauhassyoévan ja
myos joidenkin muiden syOpatyyppien yhteydessa. Eturauhassydvassa sen on
todettu toimivan kasvaimia ehkaisevassa roolissa inhiboimalla kasvaimen
verisuonten muodostumista, minka takia sen normaali iimentyminen vahenee

syovan edetessa. (katsausartikkelissa Okegawa ja muut 2004.)

Embigiini on toinen IgSF CAM perheen proteiini, joka osallistuu sydvan
etenemiseen joskin, kuten aiemmin mainitsin, prosessit, joihin se osallistuu, ovat
viela paaosin tuntemattomia ja sen vaikutuksesta syopien etenemiseen on
ristiriitaista tietoa. Yksi prosessi, johon sen on todettu osallistuvan, on toimiminen
S100A4 proteiinin reseptorina. S100A4 on kalsiumia sitovia proteiini, joka
osallistuu moniin solun sisaisiin ja ulkoisiin mekanismeihin, joihin kuuluvat muun
muassa osallistuminen soluadheesioon kadheriinien kanssa seka osallistuminen
syopasolujen liikkumiseen ja etapesakkeiden muodostumiseen (Hernandez ja
muut 2013). S100A4:n sitoutumisen embigiiniin on todettu tehostavan muun

muassa eturauhassyopasolujen liikkkumista ja eturauhasydvan etenemista
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inhiboimalla AMP:n aktivoiman kinaasin toimintaa, joka osallistuu muun muassa

useisiin solun jakautumista inhiboiviin signalointireitteihin. (Ruma ja muut 2018.)

Koska soluadheesiomolekyylit ovat tarkedssa osassa eri syopien kasvua ja
leviamista, ne ovat myoOs lupaavia kohteita syOpien hoidossa. Niiden kayttoon
liittyy kuitenkin monia ongelmia johtuen niiden monipuolisista mekanismeista ja
osallistumisesta moniin elintarkeisiin prosesseihin. Esimerkiksi av- ja B1-
integriineja on pidetty lupaavina kohteina syopahoidoissa, koska niita
iimennetaan paljon useissa sydvissa (katsausartikkelissa Harjunpaa ja muut
2019). Useat syoOpahoidot keskittyvat kasvainten tuhoamiseen eivatka
etapesakkeiden syntymisen estamiseen. Joidenkin tutkimusten mukaan
esimerkiksi  hepariinia  voitaisiin  mahdollisesti  kayttda verenkierrossa
etapesakkeiden muodostumisen estamiseksi, silla se hairitsee P- ja L-selektiinien
seka integriinien sitoutumista. Hepariinia kaytetadn jo syOpien yhteydessa
verisuonitukosten ehkaisemiseksi, mutta ei suoraan syovan hoitamiseksi, vaikka
sen positiivisesta vaikutuksesta selviytymisen kannalta on joitain raportteja.

(katsausartikkelissa Bendas ja Borsig 2012.)

Soluadheesiomolekyylit voivat olla myds kohde erilaisille viruksille, joiden avulla
virukset lapaisevat solukalvon ja paasevat solun sisélle. Virukset kayttavat
erilaisia soluadheesiomolekyyleja nain ja erityisesti IgSF CAM perheen proteiinit
ovat virusten suosimia reseptoreja. Tallaisista viruksia ovat esimerkiksi herpesta
aiheuttava virus, joka hyoddyntaa nektiineja tunkeutuakseen soluun, seka
vesikauhua aiheuttava virus, joka kayttdad NCAM proteiinia reseptorina. Toisin
kuin voisi  kuvitella, virusten sitoutuminen ei nayta hyodyntavan
soluadheesiomolekyylien sitoutumiskohtaan. Sen sijaan virusten tunkeutuminen
soluun soluadheesiomolekyylien avulla nayttaisi perustuvan
soluadheesiomolekyylien endosytoosiin. Joidenkin virusten on todettu pystyvan
hairitsemaan soluadheesiomolekyylien rakennetta, mikd johtaa niiden
poistamiseen solukalvolta, jolloin siihen tarttunut virus pystyy myos siirtymaan
solun sisalle. Taman lisaksi soluadheesiomolekyylien endosytoosi on yleinen
saatelymekanismi eri signalointireiteissa seka mekanismi solujen liikkkumisessa,
jotka molemmat toimisivat virusten reitteind paastd solun sisalle.
(katsausartikkelissa Bhella 2015.)
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1.5 Yhteenveto

Ol kyse kadheriineista, integriineista, selektiineista tai
immunoglobuliinisuperperheen soluadheesiomolekyyleista ei soluadheesion
tarkeytta kaiken monisoluisen elaman kannalta voi liioitella. Solujen valiset seka
solujen ja soluvalineen valiset sidokset ovat tarkea osa sita kokonaisuutta, mika
rakenteellisesti mahdollistaa monipuolisten ja suurien organismien olemassa
olon ja elaman niin kuin sen tunnemme. Rakenteellisten tehtavien lisaksi
soluadheesiomolekyylien tehtavat eri biokemiallisten signalointireittien osana
tekee niista tarkeita myds monissa prosesseissa, jotka ovat elintarkeita soluille ja
siten myos niista muodostuville organismeille. Yksittaisia
soluadheesiomolekyyleja ja niiden tehtavia kasitellessa on helppo unohtaa
suurempi kokonaisuus, jossa yksittainen soluadheesiomolekyyli harvoin toimii

yksin (kuva 8).

Kuva 8: Porsaan silmédn trabekkelikudoksen soluja, joista varjattynd soluadheesioon
osallistuvia proteiineja. Solun tukirangan proteiini aktiini on vérjétty punaisella, solun tuma
sinisella ja solun ja soluvéliaineen véliset sidoskohdat vihreélld. Kuva: Carmen Laethem, IN Cell

Image Competition 2009.
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Soluadheesio on haastava tutkimuskohde ja monista soluadheesiomolekyyleista,
kuten  esimerkiksi embigiinista, tiedetéaan  viela hyvin  vahan.
Soluadheesiomolekyylit, soluvaliaineen  proteiinit sekd soluadheesion
yhteydessa toimivat signalointikompleksit ovat itsessaan kaikki hyvin
monimutkaisia systeemeja, jotka solun muiden toimintojen kanssa luovat
hammastyttdvan monimutkaisen kokonaisuuden, josta tiedamme vield hyvin
vahan. Soluadheesion tutkimisessa on kuitenkin paljon potentiaalia ja uudet
IoydOkset siihen liittyen saattavat johtaa esimerkiksi uusien hoitokeinojen

|I6ytamiseen monille sairauksille.

36



2 Tyon tavoitteet

Embigiinin toiminnasta tiedetaan viela hyvin vahan. Sen epaillaan osallistuvan
solun jakautumiseen ja erilaistumiseen, mutta tarkkaa toimintamekanismia tai
tarkoitusta ei tunneta. Tutkimusryhmamme aikaisemman tutkimuksen mukaan
embigiini sitoutuu fibronektiiniin proteiinitasolla. Taman tutkimuksen tavoitteena
oli jatkaa jo aiemmin saatujen tulosten pohjalta ja selvittaa, miten embigiinin toimii
solutasolla tutkimalla soluadheesiota seka solujen jakautumista embigiinin
maaran vaihdellessa. Lisaksi yritettiin selvittdd missa kudoksissa ja millaisissa

rakenteissa embigiinia iimenee elimistossa.
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3 Materiaalit ja menetelmat

3.1 Hiiret ja niista keratyt elimet

Kokeissa kaytettiin villityypin hiirid sekad embigiini poistogeenista hiirilinjaa, joka
on kuvailtu artikkelissa Silberstein ja muut 2016. Hiirista kerattiin nayte ihosta
(korva), keuhkot, kivekset, lisakivekset, lisamunuaiset, maksa, munasarjat,
munuaiset, perna, osa ohutsuolta seka sydan. Hiiria yllapidettiin Turun yliopiston

koe-elainkeskuksessa.

3.2 Kokeissa kaytetyt solulinjat ja niiden yllapito

Adheesiokokeissa kaytetyt hiiren keratinosyytit saatiin FT Kalle Sipilaltd Fiona
Wattin laboratoriosta (King’s College London). Soluja kasvatettiin inkubaattorissa
37 asteessa, 5 % COz-pitoisuudessa FAD-mediumissa (DMEM (Lonza), johon
lisattiin 25 % Ham’s F-12 Nutrient Mix (Thermo Fisher Scientific), 10 % naudan
sikion seerumi (Biowest), 2 mM L-glutamiini (Lonza), 1 % Pen-Strep (Lonza), 200
MM adeniini (Sigma-Aldrich), 5 pug/ml Insuliini, 10 ng/ml EGF (Sigma-Aldrich),
16,8 ng/ml koleratoksiini (Sigma-Aldrich) seka 0,5 pg/ml hydrokortisoni (Sigma-
Aldrich)). Solut jaettiin normaalisti kokeiden ulkopuolella trypsiinilla irrottaen 2-3

paivan valein noin 80-90 % konfluensissa.

NIH3T3 hiiren alkion fibroblastit olivat peraisin American Type Culture
Collectioniltda. Soluja kasvatettiin inkubaattorissa 37 asteessa, 5 % CO2-
pitoisuudessa DMEM:ssa (Lonza), johon lisattin 10 % naudan sikidn seerumi
(Biowest), 2 mM L-glutamiini (Lonza) sekd 1 % Pen-Strep (Lonza). Solut jaettiin
normaalisti kokeiden ulkopuolella trypsiinilla irrottaen 2-3 paivan valein noin 60-

70 % konfluensissa.
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3.3 Solujen embigiinin tuoton vahentaminen siRNA-interferenssilla ja

lisaaminen ekspressiovektorilla

Solujen embigiinin tuottoa vahennettiin siRNA-interferenssilla kayttaen
Mm_Emb_1 (siRNA1) sekda Mm_Emb_4 (siRNA2) FlexiTube siRNA-molekyyleja
(QIAGEN) seka kontrollina AllStars Negative Control siRNA:ta (QIAGEN).
Transfektiossa kaytettiin siLentFect-reagenssia (Bio-Rad), jonka ohjeita seuraten
transfektio suoritettiin kayttaden 75 nM siRNA loppukonsentraatiota. Transfektio
aloitettiin kasvatusmaljojen ollessa noin 50 % konfluentteja ja transfektion

annettiin tapahtua noin 24 tunnin ajan.

Embigiinin tuottoa lisattiin yliekspressoimalla sita ekspressiovektorin avulla.
Konstrukti rakennettiin liittdmalla hiiren embigiinin koko sekvenssi (GenelD
13723) nisakassoluille sopivaan pcDNA3.1(+) (Invitrogen) ekspressiovektoriin.
Sekvenssi liitettiin vektoriin geenin 3’ paahan lisatylla BamHlI-restriktiokohdalla ja
5’ paahan lisatylla EcoRlI-restriktiokohdalla. Lisaksi BamHI kohdan ja geenin alun
valiin lisattiin GCC  emassekvenssi  toimimaan osana Kozak
konsensussekvenssia, joka osallistuu elainsoluissa translaatioon. Vektoriin
litetty embigiinin sekvenssi sekvensoitin ennen transfektiota Eurofins
Genomicsin toimesta sekvenssin taydellisyyden varmistamiseksi. Transfektio
tehtiin HilyMax-reagenssilla (Dojindo) valmistajan ohjeiden mukaan kayttaen 4 pl
HilyMax reagenssia 1 ug DNA:ta kohden. Yliekspression kontrollina kaytettiin
tyhjaa pcDNA3.1(+) vektoria. Stabiili yliekspressio NIH3T3 soluille tehtiin
transfektoimalla edellda mainitulla tavalla. Noin 24 tuntia transfektion jalkeen
kasvatusmediumiin lisattin 500 pg/ml genetisiinia (Gibco), jossa soluja

kasvatettiin selektiopaineen yllapitamiseksi.
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3.4 Proteiinien ja RNA:n eristaminen hiiren elimista seka RNA-naytteiden

kasittely

Hiiristd leikatut elimet oli keratty RNAlater (QIAGEN) liuokseen, jossa ne
sailytettiin +4 asteessa naytteiden kasittelyyn asti. Elimista prosessoitiin noin 10
mg kudosta per nayte, joka siirrettiin NucleoSpin Bead Tubes Type F (Macherey-
Nagel) putkeen NucleoSpin RNA/Protein (Macherey-Nagel) kitin ohjeiden
mukaisesti. Putkia pidettiin voimakkaassa ravistelussa +4 asteessa noin 10-30
minuuttia kunnes kudos oli hajonnut. Hajotuksen jalkeen naytteen kasittelya
jatkettiin - NucleoSpin RNA/Protein kitin valmistajan ohjeiden mukaisesti.
Saaduista proteiininaytteista etsittiin embigiinia western blot -menetelmalla sille
omistetussa kappaleessa selitetylla tavalla. RNA-naytteet kaannettiin cDNA:Ksi
SensiFAST cDNA Synthesis Kitilla (Bioline) valittdmasti RNA:n eristyksen jalkeen

kayttden mahdollisimman paljon RNA:ta valmistajan ohjeiden mukaisesti.

cDNA:sta tunnistettin embigiinin sekvenssi PCR:lla, jossa kaytettiin hiiren
embigiinia vastaavia alukkeita: 5-TCTGGCCATACTTGCCGAAG-3 ja 5'-
GTACTTCTTCCCAGGGCGAG-3, seka kontrollina B-aktiinia vastaavia alukkeita,
5-TGCTTCTAGGCGGACTGTTAC-3 ja 5-CTCCTCTTAGGAGTGGGGGT
(Eurofins Genomics). 50 ul PCR-reaktioon laitettin valmistajan ohjeiden
mukaisesti 1,25 U DreamTaq DNA polymeraasia (Thermo Fisher Scientific);
DreamTaq puskuri; 0,2 mM dNTP mixid (Thermo Fisher Scientific); 0,2 uM
molempia alukkeita; 4 pl cDNA:ta ja reaktiotilavuus taytettiin vedella. PCR
ohjelmana kaytettiin 95 °C, 3 min, jonka jalkeen toistettiin 35 kertaa syklia: 95 °C,
30s;55°C, 30s;72°C, 60 s, jonka jalkeen 72 °C, 10 min. PCR-tuotteisiin lisattiin
latauspuskuriksi FastDigest Green Buffer (Thermo Fisher Scientific) valmistajan
ohjeiden mukaan, jonka jalkeen ne ajettin 1,3 % agaroosigeelille, jossa
variaineena Midori Green Advance (Nippon Genetics) valmistajan ohjeen
mukaan lisattyna. Kokomarkkerina kaytettiin Quick-Load 100 bp DNA ladder
(New England BioLabs).
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3.5 Embigiinin sijainti hiiren elimissa immunofluoresenssimikroskopian

avulla

Parafiiniin valetuista hiiren elimista oli etukateen leikattu 4 um paksuisia leikkeita,
jotka oli asetettu mikroskooppilaseille. Leikkeista poistettiin parafiini ja ne
rehydroitiin seuraavasti: kaksi kertaa 3 min ksyleenissa, 5 min ksyleenissa, kolme
kertaa 2 min 100 % etanolissa, kaksi kertaa 2 min 96 % etanolissa, kaksi kertaa
2 min 70 % etanolissa, 2 min 50 % etanolissa, 5 min vedessa, 5 min PBS:ssa.
Seuraavaksi leikkeita kasiteltiin proteinaasi K:lla (Dako) antigeenien esiin
tuomiseksi. Valmistajan tuottamaa kayttovalmista proteinaasi K liuosta lisattiin
leikkeiden peittamiseksi ja sitd inkuboitin 3 min kosteissa olosuhteissa
huoneenlammossa valmistajan ohjeiden mukaisesti. Proteinaasi K pestiin

leikkeista pesemalla kaksi kertaa PBS:lla kolmen minuutin ajan.

Epaspesifisen sitoutumisen vahentamiseksi leikkeitd blokattiin tunnin ajan
PBS:aan laimennetulla 1 % BSA:lla huoneenlammdssa kosteassa, jonka jalkeen
leikkeille lisattin 1 % BSA:han laimennettuna primaarivasta-aineet (1:200
Embigin Monoclonal Antibody (G7.43.1) (Thermo Fisher Scientific) seka 1:300
Collage | Antibody (Novus Biologicals)), joita inkuboitiin +4 asteessa kosteissa
olosuhteissa yon yli. Seuraavaksi leikkeita pestiin kolme kertaa viiden minuutin
ajan PBS:1a, minkd jalkeen niille lisattin 1 % BSA:han laimennetut
sekundaarivasta-aineet (1:400 Alexa Fluor 488 seka Alexa Fluor 555 (Thermo
Fisher Scientific)), joita inkuboitiin huoneenlammossa kosteassa tunnin ajan.
Leikkeita pestiin kolmesti viiden minuutin ajan, minka jalkeen leikkeille laitettiin
PBS:4aan laimennettuna tumavari (1:5000 Hoechst 33342 (Thermo Fisher

Scientific)), jota inkuboitiin huoneenlammaodssa 10 minuutin ajan.

Leikkeet huuhdeltiin PBS:lla ja vedella, jonka jalkeen ne kuivattiin ja leikkeiden
paalle kiinnitettiin peitelasit Mowiol-liuoksella, johon lisattiin 2,5 m-% DABCO:a
varien haalistumisen estamiseksi. Leikkeet kuvattiin seuraavana paivana Zeiss

LSM 880 mikroskoopilla. Kuvia kasiteltiin Fiji kuvankasittelyohjelmalla.
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3.6 Solujen tarttumisen seuraaminen xCELLigence-laitteella

Hiiren keratinosyyttien kykya tarttua fibronektiiniin, kun niiden embigiinin tuottoa
vahennettiin ja lisattiin, seurattin XxCELLigence RTCA SP -laitteella (ACEA
Biosciences). Koetta varten E-Plate 96 (ACEA Biosciences) kuoppalevylta
pinnoitettiin tarvittava maara kuoppia 5 pg/cm? fibronektiinilla (Sigma-Aldrich), 5
ug/cm? kollageeni [:l1a (Sigma-Aldrich) tai 0,1 % BSA:lla (Biowest). Proteiinien
annettiin tarttua yon yli neljassa asteessa. Seuraavaksi kuopat pestiin PBS:lla
(Lonza) ja kuoppien sitoutumattomat kohdat paallystettiin 0,1 % BSA:lla noin
tunnin ajan 37 asteessa. Taman jalkeen kuopat pestiin uudelleen ja jokaiseen
kaivoon lisattiin 50 yl seerumitonta FAD-mediumia, jonka jalkeen levy laitettiin

XCELLigence-laitteeseen laitteen kalibroinnin ajaksi.

Solut irrotettin 5 mM EDTA:lla, jonka jalkeen solut laskettiin ja jokaiseen
kuoppaan lisattiin 15 000 solua lisaamalla 50 ul soluja sisaltavaa seerumitonta
FAD-mediumia kuopissa jo olevan mediumin lisaksi. Jokaisesta solutyypista
tehtiin kolme rinnakkaista naytetta jokaisella pinnoitteella. Soluja kasvatettiin 37
asteessa, 5 % COz2 ja niiden sitoutumista seurattiin 4-24 tunnin ajan niin etta
ensimmaisen tunnin aikana laite mittasi soluista aiheutuvan impedanssin
minuutin valein, seuraavan neljan tunnin ajan 5 minuutin valein ja lopun ajasta 15

minuutin valein.

3.7 Embigiinin havaitseminen western blot -menetelmalla

xCELLigence-kokeiden proteiininaytteet valmistettiin hajottamalla kaytettyja
soluja naytepuskurissa (5 til-% glyseroli; 1,7 m-% natriumdodekyylisulfaatti; 1,6
m-% ditiotreitoli; 0,002 % bromifenolisininen; 0,05 M Tris-HCI (pH 6,8)). Naytteita
kuumennettiin 98 asteessa viiden minuutin ajan ja sentrifugoitiin nopeasti.
RNA/protein kitilla saatuja proteiininaytteita kasiteltiin valmistajan ohjeen mukaan.
Taman jalkeen naytteet ajettin 10 % SDS-PAGE-geelille proteiinien
erottelemiseksi. Kokomarkkerina kaytettiin BlueStar Plus Prestained Protein
Markeria (Nippon Genetics). Erotellut proteiinit siirrostettiin nitroselluloosa
membraanille (GVS) 350 mA, 100 min, 4 asteessa.
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Siirrostuksen jalkeen membraani blokattiin maito-TBST-liuoksessa (5 m-%
maitojauhe; 150 mM NaCl; 10 mM Tris-HCI (pH 7,5); 0,05 til-% Tween 20) tunnin
verran tai pidempaan. Seuraavaksi membraani inkuboitin kevyessa
sekoituksessa noin kahden tunnin ajan 5 % maito-TBST-liuoksessa, johon
lisattiin primaarivasta-aineet (1:1 000 Embigin Monoclonal Antibody (G7.43.1)
(Thermo Fisher Scientific) seka 1:20 000 Monoclonal Anti-B-tubulin | antibody
(Sigma-Aldrich)). Membraania pestiin nelja kertaa noin kolmen minuutin ajan
TBST-liuoksessa (150 mM NaCl; 10 mM Tris-HCI (pH 7,5); 0,05 % Tween 20),
minka jalkeen sitd inkuboitiin noin tunnin ajan valolta suojattuna kevyessa
sekoituksessa maito-TBST-liuoksessa, johon lisattin sekundaarivasta-aineet
(1:15 000 Odyssey anti-rat IRDye 800CW seka Odyssey anti-mouse IRDye
680ER (LI-COR)). Membraania pestiin valolta suojattuna nelja kertaa noin
kolmen minuutin ajan TBST-liuoksessa, jonka jalkeen se kuvattiin Odyssey CLx
-laitteella. Kuva kasiteltiin ja proteiinien maarat kvantitoitin Image Studio -
ohjelmalla (LI-COR).

3.8 Embigiinin tuoton lisdayksen vaikutus solujen jakautumiseen

Embigiinin tuoton lisdyksen vaikutusta solujen jakautumiseen tutkittin Cell
Counting Kit-8 (CCK-8) (Dojindo) -reagenssin avulla. Maarityksessa kaytettiin
NIH3T3 hiiren alkion fibroblasteihin perustuvaa solulinjaa, johon oli stabiilisti
transfektoitu embigiinin tuottovektori aiemmin mainitulla tavalla. Solut irrotettiin
kasvatusmaljoista kumisella raaputtimella PBS:aan. Kyseisia soluja seka
kontrollina NIH3T3 soluja, joihin oli pysyvasti transfektoitu tyhja pcDNA3.1(+),
laitettiin 96-kuoppalevylle 2 000 solua per kaivo, jolla niiden annettiin kasvaa 48
tuntia 37 asteessa, 5 % CO2. Taman jalkeen kaivoihin lisattin CCK-8 -reagenssi
solujen laskemiseksi valmistajan ohjeiden mukaisesti. Kaivojen absorbanssit
mitattiin Cytation 5 (BioTek) -laitteella.
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3.9 Tulosten tilastollinen tarkastelu

Tilastoanalyyseihin kaytettin SPSS (IBM) ohjelmaa. Analysoidut kokeet oli
toistettu vahintaan kolme kertaa. Kaikissa analyyseissa tulokset todettiin
tilastollisesti merkittavaksi, kun p-arvo oli pienempi kuin 0,05. xCELLigence
adheesiokokeista saadut tulokset kasiteltiin valitsemalla kaksi aikapistetta, 30
minuutin ja kahden tunnin kohdat, joissa embigiini siRNA:lla kasiteltyjen solujen
arvo vahennettiin kontrollin arvosta. Erotuksien testattin olevan normaalisti
jakautuneita Shapiro-Wilk testillda. Populaation ollessa normaalisti jakautuneita
tilastollista merkittavyytta tutkittin yhden otoksen t-testilla. Populaation
poiketessa normaalijakaumaoletuksesta kaytettiin Wilcoxonin testia. Embigiinin
yliekspression vaikutusta solujen kasvuun tutkivissa kokeissa mitatut
absorbanssit todettiin normaalisti jakautuneiksi Shapiro-Wilk testilla ja niiden

tilastollinen merkittavyys testattiin parillisella t-testilla.
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4 Tulokset

4.1 Embigiinin sijainti hiiren elimistossa

Embigiinin sijaintia hiiren elimistossa lahdettiin kartoittamaan keraamalla hiirista
nayte ihosta, keuhkot, kivekset, lisakivekset, lisamunuaiset, maksa, munasarjat,
munuaiset, perna, osa ohutsuolta seka sydan. Elimia kerattin embigiini
poistogeenisista seka villityypin hiirista, molemmista uroksista seka naaraista.
Elimet kasiteltiin NucleoSpin RNA/Protein kitilla, jolla samasta palasta kudosta
voidaan eristdda molemmat RNA ja proteiinit. Proteiininaytteista tunnistettiin
embigiini western blot -menetelmalla ja RNA-naytteet muutettiin cDNA:ksi, josta
tunnistettiin embigiinin geeni PCR:lla (Kuva 9 ja kuva 10). Proteiininaytteissa
seka RNA-naytteissa embigiinin havaitseminen tarkasti osoittautui vaikeaksi
embigiinin vahvan glykolysaation, mahdollisen epaspesifisen sitoutumisen seka
naytteiden laadun vaihtelevuuden takia. Tasta huolimatta proteiininaytteissa
embigiinia havaittin olevan munuaisissa, keuhkoissa, lisakiveksissa, ihossa,
munasarjoissa, kiveksissa sekd ohutsuolessa. RNA-naytteissa embigiinia
havaittiin muuten samoissa elimissa kuin proteiininaytteissa paitsi, etta niiden
lisaksi sita havaittiin lisamunuaisissa mutta ei ohutsuolessa.

Embigiinin sijaintia hiirten elimissa tutkittin immunovarjaamalla parafiiniin
valetuista elimistd tehtyja leikkeitd, jotka kuvattiin konfokaalimikroskoopilla.
Leikkeista varjattiin embigiinin lisaksi kollageeni | seka solujen tumat. Embigiinia
havaittiin lisdkiveksissa, munuaisissa, keuhkoissa seka ihossa (Kuva 11). Usein
embigiinia havaittin naiden kudosten putkimaisten rakenteiden seinissa.
Embigiinia ei havaittu mikroskoopilla kiveksissa, lisamunuaisissa, maksassa,

munasarjoissa, pernassa, sydamessa eika ohutsuolessa.
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Kuva 9. Western blot (WB) sekd PCR analyysit RNA/protein Kkitilld késitellyista
lisdmunuaisista, munuaisista, lisdkiveksistd, ihosta, keuhkoista sekd munasarjoista.
Kuvissa esitettynd koko ndyte geelilld eroteltuna. Kuviin merkattu punaisella viivalla
kokomarkkerien térkeitd kohtia. WB analyyseissé B-tubuliini (8-TUB) bandin intensiteetin avulla
arvioitiin ndytteen onnistuneisuutta ja kokonaisproteiinimdérdd. Embigiinin (EMB) odotetaan
nékyvédn western blotissa laajana tummana alueen noin 75 kDa kohdalla. PCR tuloksissa

odotetun bandin koko oli noin 220 emé&spatria.
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Perna Ohutsuoli Maksa
EMB (WB) B-TUB (WB) EMB (PCR) EMB (WB) B-TUB (WB) EMB (PCR) EMB (WB) B-TUB (WB) EMB (PCR)
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200 bp
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Kuva 10. Western blot (WB) sekd PCR analyysit RNA/protein kitilld kdsitellyistd pernasta,
ohutsuolesta, maksasta, kiveksistd ja syddmestéd. Kuvissa esitettynd koko néyte geelilla
eroteltuna. Kuviin merkattu punaisella viivalla kokomarkkerien tarkeitd kohtia. WB analyyseissé
B-tubuliini  (B-TUB) bandin intensiteetin avulla arvioitiin néytteen onnistuneisuutta ja
kokonaisproteiinimédérdd. Embigiinin (EMB) odotetaan nékyvédn western blotissa laajana
tummana alueen noin 75 kDa kohdalla. PCR tuloksissa odotetun bandin koko oli noin 220

emaspatria.
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Tumavari Embigiini Kollageeni |

Yhdistelma

Lisakivekset

Munuaiset

Keuhkot

lho

Kuva 11: Elimisté tehtyjen leikkeiden immunovarjédys. Embigiinid havaittiin lisdkiveksissa,
munuaisissa, keuhkoissa seké ihossa. Havaittu embigiini sijaitsi usein kudosten putkimaisten

rakenteiden seindmissé. Kuvien mittapalkki vastaa 100 um.

4.2 Embigiinin maaran vaikutus solun tarttuessa fibronektiiniin

Ryhmassamme tehdyn aikaisemman, viela julkaisemattoman, tutkimuksen
mukaan embigiini sitoutuu proteiinitasolla fibronektiiniin. Embigiinin osallistumista
solun tarttumisessa fibronektiiniin Iahdettiin tutkimaan endogeenista embigiinia
ilmentavien hiiren keratinosyyttien avulla. Solujen embigiinitasoja laskettiin RNA-
interferenssilla tai lisattiin  tuottovektorilla. RNA-interferenssissa kaytettiin
vertailun vuoksi kahta reaktiota, joissa oli eri embigiini siRNA:t. siRNA kasittelyn
todettiin laskevan embigiinin tuotantoa noin 60 prosentilla ja yliekspression

nostavan sita noin 80 prosentilla solun normaaliin embigiinitasoon verrattuna.
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Transfektoidut solut irrotettiin noin 24 tuntia transfektion aloittamisen jalkeen
EDTA:lla. Kokeessa ei kaytetty trypsiinia, silla sen havaittiin vaikuttavan
adheesiokokeissa solujen kykyyn sitoutua ymparistoonsa. Irrotettuja soluja
laitettiin 15 000 per kaivo E-Plate 96 -kuoppalevylle, jonka kaivot oli paallystetty
fibronektiinilla tai kontrolliksi BSA:lla. Loput soluista kerattiin talteen western blot
-maaritysta varten, jossa embigiinin tasojen muutosten onnistuminen tarkistettiin
(Kuva 12).

SIRNA (iRNA1 siRNA2 OX ox
ctrl ctrl 2
1,8
. , ] i
‘T 14 1
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Kuva 12. Embigiini siRNA:n ja tuottovektorin vaikutus embigiinitasoihin western blotissa.
Kvantitoidut embigiinin maéardt on normalisoitu omiin kontrolleihinsa (ctrl) verrattuna. Embigiin
nédhdéén western blotissa levinneenéd vybhykkeend noin 75 kDa kohdalla. Leviéminen johtuu
todennékdisesti embigiinin voimakkaasta glykolysaatiosta. Embigiinin hiljentdmiseen kaytettiin
kahta eri siRNA:ta (siRNA 1 ja 2). Yliekspressioissa (OX) havaittiin myds toinen vyéhyke noin 50

kDa kohdalla, jonka uskotaan olevan embigiinin osittain glykosyloimaton muoto.

Kuoppalevy asetettin  xCELLigence-laitteeseen, joka mittaa solujen
sitoutumisesta, leviamisesta ja jakautumisesta aiheutuvaa impedanssia.
Laitteelle tarkoitetun kuoppalevyn ollessa laitteessa sen kuopissa kulkee heikko
sahkovirta, jonka kulkemiseen solujen kiinnittyminen vaikuttaa. Solujen
kiinnittymista seurattiin vahintdan neljan tunnin ajan kunnes soluista aiheutuva

impedanssi oli tasaantunut. Embigiinin tuottoa vahennettdessa havaittiin
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xCELLigence laitteen mittaaman arvon olevan puolen tunnin kohdalla kontrolliin
verrattuna keskimaarin 37 % matalampi siRNA1:11a ja 33 % siRNAZ2:lla. Kahden
tunnin kohdalla mitatut arvot olivat keskimaarin 52 % matalampia siRNA1:lla ja
27 % matalampia siRNAZ2:lla. (Kuva 13). Kun embigiinin tuottoa lisattiin, arvo oli
kontrolliin verrattuna keskimaarin noin 24 % korkeampi puolen tunnin kohdalla ja
53 % korkeampi kahden tunnin kohdalla (Kuva 14). Erot todettiin tilastollisesti
merkittaviksi. Yhden otoksen t-testilla yliekspression puolen tunnin ja kahden
tunnin aikapisteiden p-arvoiksi saatiin 0,001. siRNA1:n ja siRNA2:n puolen tunnin
aikapisteissa Wilcoxonin testia kayttden p-arvoiksi saatiin 0,001. Kahden tunnin
kohdalla yhden otoksen t-testia kayttden p-arvoiksi saatiin siRNA1:lle <0,001
seka siRNA2:lle 0,007.

m  SiRNA ctrl
1,5 - m  siRNAT1
m  siRNA2
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Kuva 13. Embigiinin tuoton vdhennyksen vaikutus solun sitoutumisessa fibronektiiniin.
Yksittdinen koe. Solujen sitoutumisen fibronektiiniin huomattiin olevan heikompaa, kun

embigiinin tuottoa véhennettiin RNA-interferenssilld. Soluindeksi mittaa solun tarttumisesta,

levidmisesta ja jakautumisesta syntyvaa impedanssin muutosta.
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Kuva 14. Embigiinin tuoton lisdyksen vaikutus solun sitoutumisessa fibronektiiniin.
Yksittdinen koe. Embigiinin tuottoa lisédttdesséd yliekspressiolla (OX) solujen huomattiin
sitoutuvan fibronektiiniin paremmin. Soluindeksi mittaa solun tarttumisesta, leviédmisesté ja

Jakautumisesta syntyvaa impedanssin muutosta.

4.3 Embigiinin vaikutus solujen jakautumisessa

Embigiinin vaikutusta solujen jakautumiseen tutkittiin hiiren alkion fibroblasteihin
perustuvan solulinjan avulla, johon oli pysyvasti transfektoitu embigiinin
tuottovektori. Kontrollina kaytettyja soluja seka soluja, joiden embigiinin tuotantoa
oli lisatty, laitettiin sama maara kuoppalevylle, jossa niiden annettiin jakautua noin
48 tunnin ajan. Taman jalkeen solujen maarat laskettin CCK-8 -reagenssilla.
Solujen, joiden embigiinin tuotantoa oli lisatty, huomattiin kasvavan hitaammin,
silla niité oli kahden paivan jalkeen noin 21 % vahemman verrattuna kontrolliin.

Ero todettiin tilastollisesti merkittavaksi.
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4.4 Solujen irrotukseen kaytetyn tekniikan vaikutus

xCELLigence kokeiden yhteydessa huomattiin, ettd solujen irrotustekniikalla on
vaikutus solujen sitoutumiseen xCELLigence mittauksissa (Kuva 15). Aluksi solut
irrotettiin  yleisesti kaytetylla trypsiinilla. Koska solut eivat kayttaytyneet
hypoteesin mukaisesti, irrotukseen kokeiltin EDTA:ta, joka tuotti odotuksia
vastaavia tuloksia. Lisaksi solujen irrotusta kokeiltin raaputtamalla ne irti
kasvatusmaljasta kumisella lastalla pelkassa PBS:ssa, ilman mitdan irrotusta
edistavia aineita. Trypsiinin todettiin aiheuttavan solujen epanormaalin
sitoutumisen, mika johti embigiinin hiljentdmisen tai yliekspression vaikutusten
haviamiseen. Solujen irrotus EDTA:lla ja raaputtamalla tuotti toisiinsa verrattuna
samanlaisen signaalin paitsi, etta EDTA:ta kaytettaessa signaali oli heikompi.
Kokeissa paatettin kayttaa paaosin EDTA irrotusta, koska se arvioitiin

hellemmaksi solujen kannalta.
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Kuva 15. Irrotustekniikan vaikutus solujen sitoutumiseen xCELLigence kokeissa. Trypsiinin
vaikutus solujen sitoutumiseen xCELLigence kokeissa, kun sitd kdytettiin solujen irrottamiseen,
nékyi néaytteiden vélisten erojen tasoittumisena seké epéloogisina tuloksina. EDTA:n ja kumisen
raaputtimen kayttd irrotuksessa johti toisiinsa verrattuna samanlaisiin tuloksiin, vaikka EDTA:ta

kéytettdessé signaali oli huomattavasti matalampi.
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5 Tulosten tarkastelu

Embigiinista aiemmin tehtya tutkimusta on haitannut hyvien embigiini vasta-
aineiden puute, minka takia iso osa embigiinin maaraan tai sijaintiin liittyvasta
tutkimuksesta on perustunut erilaisin  RNA-menetelmiin. Tama on myds
rajoittanut muiden tutkimusmenetelmien kayttamista. Tassa tyossa kaytetyn
hiiren embigiinin vasta-aineen todettiin toimivan erinomaisella tarkkuudella lahes
kaikissa menetelmissad, joissa sita kaytettin. Tama tulee todennakdisesti
helpottamaan embigiinin  tutkimista huomattavasti tulevaisuudessa ja

mahdollistaa erilaisten tutkimusmenetelmien kayton.

5.1 Solujen irrotustekniikalla on vaikutus solujen sitoutumiseen

Adheesiokokeissa huomattiin solujen sitoutuvan eri tavalla riippuen siita, miten
ne irrotettin ennen adheesiokokeen aloitusta. Trypsiinilla irrotettaessa eri
solunaytteiden erot tasaantuivat ja ne vaikuttivat sitoutuvan ja selviytyvan
seerumittomassa kasvastusmediumissa paremmin kuin muilla irrotustekniikoilla.
Jalkiviisaana tuntuu selvalta, etta trypsiinin kaytolla solujen irrotukseen juuri
ennen adheesiokokeen aloitusta olisi vaikutus solujen sitoutumiseen, silla
trypsiiniliuoksen soluja irrottava vaikutus perustuu paaosin proteolyysiin, joka
hajottaa solujen pinnalla olevia proteiineja kuten soluadheesiomolekyyleja.
Pitkalla aikavalilla, esimerkiksi solujen irrotuksessa niiden yllapidon yhteydessa,
trypsiinillda ei todennakdisesti ole vaikutusta solun sitoutumiseen silla
soluadheesiomolekyylit uusiutuvat eika trypsiinin vaikutus siirry tytarsoluihin.
Trypsiinilla on havaittu olevan vaikutusta solujen sitoutumiseen myos muissa
tutkimuksissa. Esimerkiksi tutkimuksessa Miyata ja muut (2000) trypsiinin
todettiin stimuloivan tutkittujen solujen jakautumista seka niiden asf1-integriinien

sitoutumista fibronektiiniin.

Solujen irrotusta kokeiltin myés EDTA:lla seka raaputtamalla soluja PBS:ssa.
EDTA:lla irrotettaessa solut antoivat adheesiokokeissa matalamman signaalin
kuin raaputtamalla irrotetut solut, mutta muuten tulokset muistuttivat toisiaan.
EDTA:n vaikutus perustuu sen kykyyn kelatoida eri metalli-ioneja, kuten kalsium-

seka magnesiumioneja, joita integriinit kayttavat sitoutumiseen. Matalampi
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signaali johtui mahdollisesti EDTA jaamista, joita kulkeutui solususpension
mukana, kun se pipetoitiin kuoppalevylle. Tama jaama mahdollisesti sisalsi
tarpeeksi EDTA:ta hairitsemaan integriinien sitoutumista, mika johti matalaan
signaaliin. Solususpensiota kuitenkin laimennettiin kasvatusmediumilla ja
sentrifugoitiin, jonka jalkeen solupelletti liuotettiin kasvatusmediumiin, mika

laimensi EDTA pitoisuutta hyvin paljon.

Matalasta signaalista huolimatta EDTA valittiin paremmaksi irrotustekniikaksi.
Matalan signaalin ei pitaisi huonontaa adheesiokokeiden tulosten laatua
xCELLigence laitteen mittausherkkyyden takia. Solujen irrotus EDTA:lla tuntui
raaputtamiseen verrattuna hellemmalta ja solut pysyivat paremmin erossa
toisistaan EDTA:lla irrotettaessa, mika teki niista helpommin kasiteltavia. Lisaksi
immunoglobuliinisuperperheen soluadheesiomolekyylien sitoutuminen ei vaadi
kalsium tai magenesiumioneita, kuten joidenkin muiden
soluadheesiomolekyyliperheiden, minka takia EDTA:n ei pitaisi hairita embigiinin

sitoutumista.

5.2 Embigiinia on useissa hiiren elimissa

Embigiinin sijainnin kartoitus hiiren elimistdssa osoittautui hankalaksi naytteiden
ja menetelmien tulosten valisten erojen takia. Sijaintia tutkittin kudoksista
eristetyista proteiininaytteista ja RNA-naytteista. Lisaksi sita tutkittin myos
immunovarjatyista leikkeista mikroskoopilla. Kaikilla nailla kolmella menetelmalla
embigiinia Ioydettiin ihosta, keuhkoista, lisdkiveksista seka munuaisista. Millaan
naista kolmesta menetelmasta embigiinia ei I0ydetty pernasta, maksasta ja
sydamesta. Vaikeasti tulkittavaksi osoittautuivat munasarjat, lisamunuaiset,
ohutsuoli seka kivekset, joista embigiinia havaittiin vain yhdella tai kahdella
kolmesta menetelmastda. Munasarjoissa ja kiveksissa embigiinia havaittiin
molemmissa proteiininaytteissa seka RNA-naytteissa mutta ei leikkeissa.
Lisamunuaisissa embigiinia havaittiin vain RNA-naytteissa ja ohutsuolessa vain

proteiininaytteissa.

Tulosten epajohdonmukaisuus vaikeuttaa niiden tulkintaa. Tulosten toistaminen

RNA- ja proteiininaytteiden eristykseen kaytetylla kitilla osoittautui hyvin
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vaikeaksi. Kitin kayttd sisalsi useita kohtia, jotka loivat vaikeasti hallinnoitavia
muuttujia, joiden takia naytteiden valinen vertailu oli vaikeaa. Muuttujia olivat
esimerkiksi se mista kohtaa elintd kudospala leikattiin, kuinka suuri osa
kudoksesta milloinkin hajosi, vaikka hajotukseen kaytetty aika ja voima pidettiin
samana, seka kuinka paljon proteiinia tai RNA:ta lopullisessa naytteessa oli.
Kitilla saatujen proteiininaytteiden pitoisuuden mittaus ei ollut mahdollista ja se
perustui lahinna silmamaaraiseen arvioon muodostuneen proteiinipelletin koon

perusteella.

Kaytetyn kitin luomien vaikeuksien lisaksi proteiininaytteiden tulkintaa vaikeutti
embigiinin vahva glykosylaatio, minka takia embigiini voi nakya "tahrana” (engl.
smear band) yhden tarkkarajaisen bandin sijaan. Taman lisaksi glykosylaatio
saatelee embigiinin toimintaa ja on mahdollista, etta eri elimissa embigiini on
glykosyloitu eri tavoin, minka takia embigiinin bandi tai bandit voivat olla eri
paikoissa eri naytteissa. Vaihtoehtoisen glykosylaation on todettu saatelevan
useita eri proteiineja kuten joitain soluadheesiomolekyyleja seka esimerkiksi

immunoglobuliini G:ta (katsausartikkelissa Gornik ja muut 2012).

Hyvalla varmuudella voi sanoa, etta iho, keuhkot, lisakivekset ja munuaiset
sisaltdvat embigiinia, silld niissa sita havaittiin kaikilla menetelmilla. RNA-
naytteissa havaittu embigiini on teoriassa vahva tulos, silla PCR on herkka
menetelma ja RNA-naytteiden epapuhtaudet johtavat todennakdisemmin PCR-
reaktion epaonnistumiseen kuin vaaran positiivisen tuloksen syntymiseen.
Liséksi PCR-reaktiossa tehdyt positiiviset sekd negatiiviset kontrollit tekevat
vaaristd positiivista tuloksista viela epatodennakdisempia. Embigiini
poistogeenisten hiirien elimista eristettiin proteiininaytteet embigiinin 16ytamisen
helpottamiseksi vertaamalla poistogeenista ja villityypin naytetta, mutta edella
mainittujen toistettavuusongelmien seka vasta-aineen mahdollisen epaspesifisen

sitoutumisen takia naytteiden vertailu oli edelleen vaikeaa.

Embigiinin sijaintia on tutkittu ainakin kahdessa julkaistussa tutkimuksessa
(taulukko 1). Huang ja muut (1990) artikkelissa embigiinin sijaintia hiiren elimissa
tutkittin RNA:n havaitsemiseen perustuvalla northern blot -menetelmalla.
Artikkelissa tutkituista taysikasvuisen hiiren elimista tutkittin myos tassa tyossa

tutkitut perna, kivekset, munuaiset, maksa, sydan, ohutsuoli seka munasarjat.
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Artikkelissa tutkittiin myos aivot seka poikkijuovainen lihas, mutta siitéa puuttuivat
tassa tyossa tutkitut lisamunuaiset, lisakivekset, iho sekd keuhkot. Huang
ryhmineen totesi kaikkien testattujen elinten, maksaa lukuun ottamatta,
iimentavan embigiinia, vaikka mRNA:n maarat olivat hyvin matalia. Artikkelin
tulokset vastaavat tydssa saatujen RNA-naytteiden tuloksia kivesten, munuaisten
ja munasarjojen kohdalla, joissa embigiinia havaittiin, sekd maksan kohdalla,
jossa ei havaittu embigiinia. Ohutsuolen, pernan sekd sydamen tulokset

poikkeavat toisistaan.

Taulukko 1. Embigiinin sijainti tdysikasvuisen hiiren elimisséd eri lahteiden tuloksien
mukaan. Elimet, joissa havaittiin embigiinid, on merkattu ympyrélla (O) ja elimet, joissa sité ei
havaittu, on merkattu vinoristilld (X). Jos elintd ei tutkittu ldhteesséd, se on merkattu viivalla (—).
Omista tuloksista on ilmoitettu kaikki kolme kéytettyd menetelmdd: RNA-néytteet,

proteiinindytteet sekd immunofluoresenssimikroskopialla (IFMS) tutkitut leikkeet.

Elin Omat tulokset Huang ja Guenette ja

RNA/Proteiini/IFMS muut (1990) muut (1997)
Aivot — @) O
lho 0O/0/0 — —
Keuhkot O/0/0 — O
Kivekset O/0/X O O
Lisakivekset 0O/0/0 — —
Lisdmunuainen O/XIX — —
Maksa XIXIX X O
Munasarjat O/0/X @) —
Munuaiset 0O/0/0 @) O
Ohutsuoli X/O/X @) —
Perna XIXIX O —
Poikkijuovainen lihas — @) —
Rakkularauhanen — — O
Sydan XIXIX 0] O
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Myos artikkelissa Guenette ja muut (1997) tutkittin embigiinin ilmentymista
taysikasvuisen hiiren elimissa, tassa tapauksessa RT-PCR menetelmalla.
Embigiinia havaittiin kaikissa tutkituissa elimissa, joihin kuuluivat kivekset,
munuaiset, aivot, sydan, maksa, keuhkot seka rakkularauhanen. Tama poikkeaa
tydssa saaduista tuloksista jalleen sydamen kohdalla seka maksan kohdalla.
Aiemmissa tutkimuksissa, joissa on tutkittu embigiinin ilmentymista, on tutkittu
vain, miten se nakyy RNA:ssa. Aikaisempiin tutkimuksiin verrattuna, talle
tutkimukselle tuo lisaarvoa embigiini vasta-aineen kayttd, mika laajentaa

nakokulmaa siihen, miten varsinainen embigiini proteiini nékyy kudoksissa.

Mita tama kaikki sitten tarkoittaa yhteen laitettuna? Nailla nadkymin kaikki tulokset
osoittavat siihen, etta tassa tydssa kasitellyissa hiiren elimissa iho, keuhkot,
lisdkivekset sekd munuaiset sisaltdvat embigiinia. Muiden kasiteltyjen elinten
kohdalla tuloksissa on enemman tulkinnanvaraa. On kuitenkin todennakaista,
ettd embigiinia 10ytyy myos munasarjoista seka kiveksista silla, vaikka niissa
havaittiin embigiinia vain RNA- ja proteiininaytteissa, muiden tutkimusten tulokset
osoittavat samaan suuntaan. Maksassa taas ei todenndkdisesti ilmenny
embigiinia.

Loppujen elinten kohdalla tilanne vaatii lisda tutkimusta. Ohutsuolessa embigiinia
havaittiin vain proteiininaytteissa, mika voi olla vain vasta-aineen epaspesifista
sitoutumista. Toisaalta, koska Huang ryhmineen havaitsi embigiinia ohutsuolessa,
on myos mahdollista, ettda RNA-naytteiden negatiivinen tulos on vaara.
Ohutsuolen tapauksessa leikkeiden tarkastelu mikroskooppisesti on hankalaa
suolen suuren koon takia, mika voi selittda, miksi sitd ei havaittu kyseisella
menetelmalla. Kyse voi olla siita, ettd embigiinia ilmenee vain tietyssa osassa
ohutsuolta, jota ei sattumalta kasitelty taman tyon yhteydessa. Esimerkiksi
lisdkiveksissa embigiinia havaittiin vain tietyssa osassa elintd. Sama teoria voi
selittdd myos, miksi sydamesta tai pernasta ei havaittu embigiinia, vaikka muissa
tutkimuksissa sita havaittiin. Lisdmunuaisen kohdalla ongelmana voi olla
lisamunuaisen pieni koko. Kasitellyt lisamunuaiset painoivat noin 2-6 mg, minka
takia on mahdollista, etta niissa on liian vahan embigiinia tyossa kaytetyn kitin
sekd western blot menetelman luotettavasti havaittavaksi. Tama voisi myos
selittda kuvassa 9 nahdyn normaalia himmeamman bandin lisdmunuaisten PCR-

tuloksessa.
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Embigiinin  funktiosta ei saatu konkreettista tietoa elimistokartoituksen
yhteydessa. On kuitenkin mielenkiintoista, ettd embigiinia I6ytyy monista
lisaantymiselimiston osista seka uroksissa ettd naaraissa. Tama saattaa viitata
embigiinin toimiseen lisaantymiseen liittyvissa prosesseissa. Joitain viitteita
embigiinin osallistumisesta siittididen muodostumiseen on l6ydetty aikaisempien
tutkimusten mukaan (Mannowetz ja muut 2012). Taman lisaksi
immunovarjatyissa leikkeissa embigiinin todettiin sijaitsevan lahinna erilaisissa
putkirakenteissa. Esimerkiksi lisakiveksissa embigiinia havaittin vain sen
hantdosassa (cauda) olevissa putkissa eika ollenkaan sen keskiosassa (corpus)
tai padosassa (caput). Padosaan saapuessaan siittiot eivat pysty likkumaan
itsendisesti eivatkd pysty hedelmoéittdmaan munasolua. Siittidt kypsyvat
kulkiessaan paasta hantaan, jossa kypsat siittiot sailyvat. (katsausartikkelissa
Jones, R. C. 1999.) Embigiinin I6ytyminen vain hantaosasta voi viitata embigiinin
rooliin siittididen kehittymisessa kuten artikkelissa Mannowetz ja muut (2012)
epailtiin. Lisakiveksen lisaksi embigiinia havaittiin keuhkojen ilmatiehyiden
seinamissa seka munuaisissa olevissa pienissa putkissa. lhossa embigiinia

havaittiin talirauhasten yhteydessa.

5.3 Embigiini vaikuttaa todennakoisesti solujen jakautumiseen

Ensimmaiset havainnot embigiinin vaikutuksesta solujen kasvuun tulivat
embigiinia stabiilisti yliekspressoivista solulinjoista, jotka normaalin yllapidon
aikana vaikuttivat jakautuvan hieman hitaammin saman solulinjan villityyppiin
verrattuna. Sama vaikutus havaittiin varsinaisissa kokeissa, joissa embigiinin
yliekspressio hidasti kasvua hieman. Tulosta heikentaa toistojen valinen hajonta.
Vaikka tulos todettiin tilastollisesti merkittavaksi, teknisten replikaattien
keskiarvojen hajonta oli joissain naytteissa suurempaa Kkuin biologisten
replikaattien hajonta. Tama kertoo mahdollisesta menetelman tai koejarjestelyn
epaluotettavuudesta. Hajonta johtuu todenndkdisesti solumaaran vaikeasta
maarittamisesta koetta aloitettaessa. Kaytetty menetelma perustui solujen
maaran laskuun, mika tekee kriittisen tarkeaa siita, etta jokaisessa
rinnakkaisnaytteessa olisi saman verran soluja lahtdpisteessa. Pieni ero solujen

maarassa lahtopisteessa, johtaa solujen jakautuessa mahdollisesti jopa
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eksponentiaalisiin eroihin solujen maarassa, mika helposti suurentaa hajontaa.
Solumaaran tarkasta maarittamisesta teki vaikeaa solujen taipumus muodostaa
rykelmia, jotka vaaristivat solumaarien laskuja ja solujen maaraa kokeen

alkupisteessa kuoppalevylle laitettaessa.

Kokeissa embigiinin yliekspression kuitenkin huomattiin hidastavan hiiren alkion
fibroblastien (solulinja NIH3T3) jakautumista. Muiden tutkimusten tulokset
embigiinin vaikutuksesta solujen kasvuun ovat ristiriitaiset. Chao ja muut (2015)
havaitsivat embigiinin hiljentdmisen lisaavan ihmisen rintakasvaimen solujen
(solulinja MCF10A) jakautumista, mika vastaa tassa ty6ssa saatua tulosta.
Artikkelissa Ruma ja muut (2018) ihmisen eturauhassy6pasoluissa (solulinja
DU145) embigiinin yliekspression havaittiin lisdavan ja hiljentamisen vahentavan

solujen jakautumista, mika ei vastaa tassa tyossa saatua tulosta.

Mielenkiintoisesti Ruma ja muut huomasivat tutkimuksessaan, etta pelkan
embigiinin  solunsisdisen hannan yliekspressio soluissa vahensi solujen
jakautumista. Taman uskotaan johtuvan vapaan solunsisdisen hannan
kilpailevasta sitoutumisesta embigiinin kanssa toimiviin signalointiproteiineihin,
mika johtaa kokonaisen embigiinin valittamien signaalien inhiboimiseen ja siten
kasvun hidastumiseen. Tassa tydssa tehdyissa western bloteissa, kuten kuvassa
11, soluissa, joissa embigiinia yliekspressoitiin, havaittiin normaalin embigiini
alueen lisaksi toinen massaltaan pienempi noin 55 kDa kohdalla oleva alue, johon
embigiini vasta-aine tarttui. On mahdollista, ettd talla kooltaan pienemmalla
embigiinilld on samalaisia vaikutuksia, kuin mitd Ruma ja muut havaitsivat
embigiinin pelkallda hannalla olevan. Tata tukevia huomioita tehtiin myds

sitoutumiskokeiden yhteydessa, joista tarkemmin niiden omassa osiossa.

5.4 Embigiini osallistuu solujen sitoutumisessa fibronektiiniin

Ryhmassamme tehdyn viela julkaisemattomien tutkimusten mukaan embigiini
sitoutuu fibronektiiniin proteiinitasolla ja taman tyén tulosten perusteella se
sitoutuu nain myos solutasolla. Kokeissa kaytettiin kahta eri embigiini siRNA:ta
tulosten varmistamiseksi. Toisen siRNA:n kohdalla vaikutus sitoutumiseen

havaittiin jokaisessa kokeessa, mutta toisen kohdalla vain osassa. Kokeissa
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kaytetyilla soluilla tehdyissa western bloteissa molempien embigiini SiRNA-
molekyylien kuitenkin todettiin vahentdneen embigiinin maaraa suunnilleen
samoissa maarin, mika tekee eroista siRNA-molekyylien valilla erikoisia.
Yliekspressiossa havaittu ero kontrollin ja embigiinin valilla on pieni verrattuna
hillennyksessa havaittuun eroon. Tama johtuu todenndkodisesti matalasta
transfektioprosentista, silla kaytetyt solut olivat vain valiaikaisesti transfektoituja.

Kaikki erot havaittiin kuitenkin tilastollisesti merkittaviksi.

Ennen adheesiokokeiden aloitusta soluja laskettaessa huomattiin, etta
saannodllisemmin vaikuttavalla siRNA1:11a kasiteltyja soluja oli usein 10-20 %
vahemman kuin kontrollissa. On mahdollista, ettd kyseinen siRNA toimi osittain
epaspesifisesti, mika johti solujen hitaampaan jakautumiseen ja heikompaan
sitoutumiseen. Embigiinitasojen kuitenkin todettiin aina olevan alhaisempia
siRNA:lla kasitellyissa soluissa molempien siRNA-molekyylien kohdalla, mika
kertoo siRNA:n toimivan oikein. Onkin myds mahdollista, ettd epaspesifisen
sitoutumisen sijaan embigiinin  hiljennys aiheutti solujen heikomman
jakautumisen niin kuin joissain muissa tutkimuksissa on havaittu. Tata tukee
embigiini yliekspressiossa havaittu sitoutumisen lisdantyminen. Havainnot tehtiin
myaos eri solulinjoissa ja on mahdollista, etta ne reagoivat eri tavalla embigiinin

maaran vaihteluun.

Mielenkiintoisesti kasvussa huomattu ero on painvastainen huomio aikaisemmin
kertomieni kasvatuskokeiden tuloksiin verrattuna. Kyseessa voi kuitenkin
olla "ylimaaraisen” embigiinin vaikutuksesta, jonka aikaisemmin mainitsin liittyen
tuloksiin artikkelissa Ruma ja muut (2018), jossa vapaan solunsisaisen embigiinin
hannan huomattiin hidastavan solujen kasvua. Tama tukisi teoriaa, jossa
yliekspressiossa havaittu pienempi embigiini hairitsee embigiinin normaalia
toimintaa ja peittaa alleen embigiinin normaalin solujen kasvua tehostavan
vaikutuksen. Tasta on kuitenkin mahdoton vetda johtopaatoksia ilman

jatkotutkimuksia.

Embigiinin sitoutumiseen liittyen ei ole aiemmin julkaistu montaa tutkimusta.
Huang ja muut (1993) tutkivat sitoutumista tarkkailemalla, miten hiiren L-solut
sitoutuivat ja sitten laskemalla tietyssa ajassa sitoutuneiden solujen maaran.

Solujen huomattiin tarttuvan hyvin fibronektiinilla paallystettyyn ja huonosti
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esimerkiksi kollageeni l:lla paallystettyyn kasvatusalustaan, mika vastaa tassa
tydssa saatuja tuloksia. Huang ja muut totesivat embigiinin toimivan joko
paaosaisena molekyylina sitoutumisessa tai apumolekyylina toiselle
soluadheesiomolekyylille. Huang ryhmineen piti jalkimmaista vaihtoehtoa
todennakdisempana, koska integriinit vastaavat tyypillisesti solujen
sitoutumisesta soluvaliaineen proteiineihin. He arvelivat embigiinin toimivan
avustavassa roolissa helpottaen integriinien sitoutumista tilanteissa, joissa solun
ymparistossa on vain vahan soluvaliaineen proteiineja. Tassa tyossa saadut
tulokset eivat kumoa mahdollisuutta integriinien ja embigiinin valisesta
yhteystyosta, mutta tulosten perusteella nayttaa vahvasti silta, ettd embigiini

osallistuu suoraan sitoutumiseen fibronektiiniin.
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6. Paatelmat

Tassa tydssa embigiinin todettiin osallistuvan solun ja soluvaliaineen proteiinin
fibronektiinin valiseen sitoutumiseen. Taman lisaksi embigiinilla huomattiin
olevan vaikutus solujen jakautumiseen. Kokeissa vaikutuksen todettiin olevan
jakautumisen hidastaminen, mutta muissa kokeissa tehtyjen huomioiden ja muun
kirjallisuuden perusteella vaikutus voikin olla jakautumisen lisaantyminen. Asia
vaatii lisda tutkimusta tulevaisuudessa esimerkiksi tekemalla embigiini
poistogeenisen solulinjan ja tarkkailemalla sen kasvua. Embigiinia havaittiin
useissa aikuisen hiiren elimissa ja sen huomattiin olevan usein osana erilaisia
putkimaisia rakenteita. Sijaintinsa perusteella embigiini saattaa olla osana

siittididen kypsymisprosessia.

Embigiinista tiedetdan edelleen hyvin vahan. Tulevaisuudessa on mielestani
tarkeaa keskittya sen vaikutuksiin solun aineenvaihdunnassa ja sen
jakautumisessa. Embigiinin on havaittu mahdollisesti vaikuttavan naihin
prosesseihin ja niiden tutkiminen voisi tuoda monia konkreettisia hyotyja
esimerkiksi syopatutkimuksessa, jossa embigiini voisi toimia mahdollisena
biomarkkerina. Toinen mielenkiintoinen tutkimuskohde embigiiniin liittyen on sen
glykosylaatio. Embigiini on vahvasti glykosyloitu, mika todennakoisesti vaikuttaa
sen toiminnan saatelyyn. Tyon aikana glykosylaation nahtiin kayttaytyvan
erikoisesti esimerkiksi soluissa, joissa embigiinin tuotantoa oli lisatty. Lisaksi
elimista eristettyjen proteiininaytteiden mukaan embigiini on mahdollisesti

glykosyloitu eri tavalla eri elimissa.
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