Ihmisen kollageenireseptorin aktivaatio: alf1- ja a2B1-integriinien al-domeenin

aktivaatiomekanismien rakenne ja toiminta

Pro-gradu tutkielma

Turun Yliopisto

Biokemian laitos
Molekyylibiotieteet, Biokemia
Kesdkuu 2022

Liisa Poso



Turun yliopiston laatujérjestelmian mukaisesti timén julkaisun alkuperdisyys on tarkastettu
Turnitin OriginalityCheck -jérjestelmalla.



TURUN YLIOPISTO

Bioteknologian laitos

POSO, LIISA: Ihmisen kollageenireseptorin aktivaatio: o.1B1- ja 02 1-integriinien al-
domeenin aktivaatiomekanismien rakenne ja toiminta

Pro gradu —tutkielma, 64 s.

Biokemia

kesdkuu 2022

Turun yliopiston laatujirjestelmin mukaisesti timén julkaisun alkuperdisyys on
tarkastettu Turnitin Originality Check -jéarjestelmalla.

Integriinit alfl ja a2Bl ovat solukalvolla sijaitsevia kollageenireseptoreita, jotka
vaikuttavat merkittdvasti useisiin eri  solufunktioihin, kuten verihiutaleiden
kiinnittymiseen, mesenkymaalisten kantasolujen lisddntymiseen ja kunnollisen
immuunivasteen muodostumiseen. Integriinien al-domeeni on integriinin ligandia sitova
domeeni, joka muodostaa suoran kontaktin integriinin ja sen ligandin, téssd tapauksessa
kollageenin, vilille. Ligandin sitoutuessa al-domeenin suljettu konformaatio muuttuu
avonaiseksi ja ligandi muodostaa suoran kontaktin sitoutumiskohdan metalli-ionin
kanssa. Suljetun ja avonaisen konformaation lisdksi alB1-integriinilld tiedetdén olevan
kolmas vilimuotokonformaatio, mutta vastaavaa rakennetta ei olla todettu a2f1-
integriinille.

al-domeenien konformaatiomuutoksen suljetusta muodosta avonaiseen aktiiviseen
konformaatioon mahdollistaa aC-heliksissd olevan arginiinin ja o7-heliksissd olevan
glutamaatin ~ vélinen ionisidos. Néiden aminohappojen rooleja al-domeenin
konformaatiomuutoksessa ja proteiinin aktiivisuudessa on tutkittu Arg/Ala- ja Glu/Ala-
pistemutaatioilla.

Tdmidn Pro Gradu —tutkimuksen tavoitteena on tutkia ja verrata all- ja a2l-domeenien
aC-heliksissd olevan arginiinin roolia al-domeenin aktivaatiossa. all- ja a2I- domeenien
sitoutumistehokkuutta tyypin I ja IV kollageeniin mitataan kollageenilla paillystettyjen
kuoppalevyille tehtyjen sitoutumiskokeilla. Mittausten avulla selvitetddn all- ja a2l-
domeenien pistemutaatioiden vaikutusta ol-domeenien sitoutumistehokkuuteen.
Sitoutumiskokeiden lisdksi arginiinin pistemutaation sisédltivd a2l-domeeni kiteytettiin
ilman ligandia paljastamaan mahdollisen aktivoidun o2I-domeenin rakenteen ja
transitionaalisen konformaation.

Sitoutumiskokeiden  tulosten = perusteella  alfl  ja  a2pl integriinien
aktivaatiomekanismeilla vaikuttaa olevan mekanistinen ero. Kiteytetyn a2l-domeenin
rakenteen alustava analyysi ei kuitenkaan paljastanut selvdéd vélimuotokonformaatiota.

Avainsanat: Integriini, kollageeni, al-domeeni
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1. JOHDANTO

Integriinit ovat merkittdvid solukalvonlipdisevid soluviliaineproteiineja (engl.
extracellular matrix, ECM), jotka yhdistdvdt solun tukirangan (engl. cytoskeleton)
soluviliaineeseen. Ne ovat soluadheesiomolekyyleja (engl. cell adhesion molecule,
CAM), jotka viestivdt solukalvon (engl. cell membrane, plasma membrane) lépi
molempiin suuntiin mahdollistaen soluadheesion soluviliaineen komponentteihin, seka
ympdrilld oleviin soluihin. Toiminnallisina soluvéliaineproteiineina ne aktivoivat useita
solunsisdisid  signalointireittejd ja  mahdollistavat monisoluisten rakenteiden

muodostumisen ja ylldpidon. (Hynes 2002.)

Ihmiselld on 24 erilaista integriinid, ja ne jaetaan neljddn eri alaryhméén:
kollageenireseptorit, laminiini-reseptorit, leukosyyttispesifiset reseptorit ja RGD-
reseptorit (engl. tripeptide Arg-Gly-Asp, RGD) (kuva 1.). Ihmiselld tiedetdéin olevan nelja
kollageenireseptori-integriinid, jotka sitovat soluvéliaineen useita eri kollageenityyppeja.
Néitd ovat alP1-, a2B1-, alOB1- ja allPl-integriinit. Runsaimmin ithmisessd esiintyvét
kollageenireseptorit ovat alf1- ja a2p1-integriinit ja niiden uskotaankin olevan mukana
lukuisissa eri solun fysiologisissa toiminnoissa, kuten kunnollisen immuunivasteen

muodostumisessa, solujen erikoistumisessa ja verihiutaleiden kiinnittymisesséa.
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Kuva 1 — Integriiniperheet ligandeittain. Kuvassa nékyy kaikki niscikkdissd ilmenevdt integriinialayksikét ja miten ne
muodostavat heterodimeerejd keskendidn. RGD-reseptorit ovat vihredlld pohjalla, laminiinireseptorit oranssilla,
kollageenireseptorit keltaisella ja leukosyyttispesifiset reseptorit siniselld. Valkoisella pohjalla olevat

integriiniyksikot sitovat ligandeja epdspesifisesti. (Hynes 2002.)
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Kollageenireseptori-integriinit ovat heterodimeerejd ja koostuvat o- ja B-alayksikoistéd
(Takada ja muut 2007). Integriinin alayksikot reagoivat keskenédén, kun kollageeniligandi
sitoutuu reseptorin spesifiseen sitoutumiskohtaan aiheuttaen konformaation muutoksen
koko makromolekyylissi, joka lopulta aktivoi integriinin (Springer ja Dustin 2012). a-
alayksikon al-domeenilla on merkittévin rooli kollageeniligandin tunnistuksessa, mutta
sen spesifistd sitoutumis- ja aktivaatiomekanismia ei vield tunneta tdysin.
Kollageenireseptori-integriinien suurin ero uskotaankin olevan al-domeenien
aktivaatiomekanismien eroissa ja vuosien aikana tehty tutkimus on osoittanut alustavasti,
ettd muuten hyvin samankaltaisilla a1B1- ja a2p1- integriinien al-domeeneilla on selked

mekanistinen ero. (Lahti ja muut 2011.)



2. KOLLAGEENIRESEPTORI-INTEGRIINIT

2.1. Ihmisen kollageenireseptori-integriinit

Ihmisen 24:std integriinistd neljdn tiedetddn sitovan kollageenia. Niitd ovat alfl-,
a2Bl-, alOB1l- ja allPl-integriinit. N&md integriinit ovat runsaslukuisimpia
soluvéliainereseptoreja ja tunnistavat kaikista soluvéliaineproteiineista spesifisesti
kollageenia. Integriinit eivét tunnista koko kollageenimolekyylid, vaan spesifisen osan
kollageenimolekyylistd, miké ilmenee samankaltaisena useissa eri kollageenimolekyylin
muodoissa. (Zhang ja muut 2003.)

Kollageenireseptori-integriinit ovat rakenteiltaan hyvin samankaltaisia, mutta ne eroavat
aktivaatiomekanismeiltaan ja sitoutumistavoiltaan Tdméin liséksi eri kollageenireseptorit

sitovat eri mekanismeilla ja erilaisilla affiniteeteilla eri kollageenimolekyyleja.

Kollageenireseptori-integriinejd on tutkittu pitkddn in vitro -menetelmilld ja niiden on
todettu olevan tdrkeitd soluadheesiossa, solujen kulkeutumisessa ja kollageenin
synteesissd. Ennen kaikkea kollageenireseptoreilla on tirked rooli solujen lisdédntymisen
kannalta, verihiutaleiden kiinnittymisessd, solujen erikoistumisessa kuin myos

syopakasvaimien kehityksessd. (Zhang ja muut 2003.)

2.2. alPB1-integriini

alBl-integriini on kollageenireseptori-integriini, joka ilmenee tavanomaisesti
mesenkymaalisten solujen, kuten endoteelisolujen ja monosyyttien solukalvoilla,
immuunijirjestelmissd ja pienessd osassa epiteelikudosta. Sen avulla tapahtuva
soluviestintd vaikuttaa mm. soluviliaineen kokoonpanoon, sekd sithen miten solut
padtyvit jakautumaan tai kuolemaan. Tdminkaltainen viestintd on erityistd alfl-
integriinille, joka toiminnallaan vaikuttaa mm. autoimmuunisairauksien muodostumiseen

ja on titen my0s kiinnostava terapeuttisten lddkeaineiden kohde. (Gardner 2014.)

alBl-integriinid esiintyy runsaslukuisena kaikissa selkdrankaisissa ja monimuotoisen
toimintaverkostonsa takia niiden uskotaan kehittyneen tukemaan ja vahvistamaan muiden
proteiinien ja reseptoreiden toimintaa. Tdémén vuoksi alfB1-integriinit tunnetaan pitkalti

yleishyoddyllisiné integriineina.



alpl-integriinilld on yhteensd 14 eri ligandia (Gardner 2014), joista se suosii eniten
kollageenia. Kollageenin lisdksi alf1-integriini sitoo myos laminiinia, matriliinia ja
galektiinia (Eble ja muut 1993). alp1-integriinilld on suurin affiniteetti verkkomaiseen,
tyypin IV kollageeniin (Eble ja muut 1993). all-domeni voi sitoutua useaan kohtaan
kollageenimolekyylissd ja uskotaan, ettd useampi kuin yksi kollageeniketju on mukana

sitoutumisessa (J. Emsley ja muut 1997).

2.3. a2B1-integriini

Kollageenireseptori-integriini 0231 ilmenee tyypillisesti epiteelisolujen, verihiutaleiden,
fibroblastien ja megakarosyyttien pinnalla vaikuttaen suuresti verihiutaleiden toimintaan
sekd homeostaasin ylldpitoon. Tédmdn lisdksi o2P1-signalointi on tdrkedd solujen
liikkkumisessa, jakautumisessa ja selviytymisessd (Madamanchi ja muut 2014). a2pB1-
integriinin ilmentymiseen ja toimintaan soluissa vaikuttaa se miten aktiivisessa ja
erikoistuneessa solutyypissd se sijaitsee. Sen toimintaan vaikuttaa vahvasti se kuinka

paljon viestejd se vastaanottaa ymparoiviltd soluilta.

Kollageenireseptori  alfl-integriinin  kaltaisesti,  a2pl-integriinit  ilmenevit
runsaslukuisina kaikissa selkdrankaisissa ja niiden tiedetddn osallistuvan useisiin solun
toimintoihin. Niiden rakenne on hyvin konservoitunut ja samankaltainen kuin alf1-
integriinin rakenne. Yhdessd alfBl- ja o2P1- integriinien uskotaan olevan solun
toiminnan kannalta yleishyddyllisid ja, ettd ne olisivat kehittyneet tukemaan ja
vahvistamaan muiden proteiinien ja reseptorien toimintaa (Ivaska ja Heino 2011). Tamén
todistaa a1B1 ja a2B1 knockout hiirilld tehdyt kokeet, jotka osoittivat, ettd hiirien kehitys
on normaalia integriinien puutoksesta huolimatta (Chen ja muut 2002; Gardner ja muut

1996; Holtkotter ja muut 2002.)

Kollageenireseptori a2 1-integriini sitoo nimensi mukaisesti kollageenia, mutta silld on
kollageenin lisdksi lukuisia muitakin soluvéliaineligandeja. Nditd ovat mm. tenaskiini C
glykoproteiini, laminiini ja dekoriini proteoglykaani (Ojalill ja muut 2018). Suurin
avidideetti intergiinilld on kolmoisheliksiseen, sdikeiseen kollageeniin, etenkin tyypin I

kollageeniin. (Madamanchi ja muut 2014.)



2.3.1. Kollageeni

Kollageeni on soluviliaineessa ilmenevéd tukikudosten sdiemédinen proteiini, joka
vaikuttaa kudosten rakenteeseen, muotoon ja mekaanisiin ominaisuuksiin. Kollageeni on
eri reseptoreiden, kuten kollageenireseptori-integriinien, kautta vuorovaikutuksessa
soluun ja sddtelee mm. niiden jakautumista, erilaistumista ja litkkumista (Ricard-Blum
2011). Tama tekee siitd ihmiselle valttdmittoman proteiinin ja sitd esiintyy nisdkkaissi

runsaslukuisesti.

Kollageenia on soluissa 28 erilaista muotoa, joissa kaikissa on véhintddn yksi
kolmoishelikaalinen domeeni. Siikeisen kollageenin  kolmoisheliksi  koostuu
kollageenimolekyylisti riippuen joko samanlaisista tai erilaisista a-kierteistd, jotka ovat
kiertyneet yhteen kdyden kaltaiseksi rakenteeksi. Kollageenit ilmenevit soluissa usein
suurina erilaisina kokonaisuuksina eli supramolekyyleind (engl. supramolecule).

Kollageenisupramolekyylit vaikuttavat soluissa eri tavoin. (Ricard-Blum 2011.)

Tyypin I kollageeni on yksi ihmisen eniten ilmenevistd kollageenimuodoista ja se on
erittdin tirked elementti ihmisen tukikudoksessa, luissa ja ihossa. Se on sdiemiinen
heterotrimeerinen kollageenimolekyyli (kuva 2.), joka koostuu tyypillisesti kahdesta
identtisestd al-ketjusta, sekd yhdestd a2-ketjusta. Jokainen yksittéisistd ketjuista kiertyy
vasemmalle, muodostaen oikeakitisen kolmoisheliksin (Rossert ja de Crombrugghe
2002). Kolmoisheliksisen rakenteen mahdollistaa al-ja a2-ketjuissa joka kolmannen
aminohapon kohdalla oleva glysiini-aminohappo, jotka sitoutuvat keskenddn muodostaen

koko supramolekyylille selkdrangan kolmoisheliksin keskelle. (Karsdal 2019.)

Tyypin IV kollageeni vuorostaan on tyvikalvon (emgl. basal lamina) primdirinen
kollageenimolekyyli, joka toimii telineproteiinina (engl. scaffold) muille ECM-
proteiineille ja kasvutekijoille kuten laminiinille ja TGFB1:1le (Khoshnoodi ja muut
2008). Taman lisdksi kollageeni IV vaikuttaa soluadheesioon ja -jakautumiseen, solujen
liikkkumiseen ja erikoistumiseen. Tyypin IV kollageenin rakenne on poikkeava tyypin I
kollageenista, silld se muodostaa paljon suuremman ja monimutkaisemman tasomaisen
rakenteen, joka ei muistuta lainkaan tyypin I kollageenin muodostavia koysid (kuva 2.).
Kuusi erilaista a-ketjua pystyy muodostamaan tyypin IV kollageenille kolme erilaista

heterotrimeeristd  kolmoisheliksid, jotka muodostuttuaan kiinnittyvédt toisiinsa



muodostaen verkkomaisen suuren rakenteen. Naistd eniten ilmenee kuitenkin ol- seké

a2-ketjujen muodostama kollageeni I'V. (Karsdal 2019; Khoshnoodi ja muut 2008.)

Kollageenilla on useita eri reseptoreja, jotka tunnistavat kollageenin spesifisesti. Naité
reseptoreita on mm. kollageenireseptori-integriinit joiden al-domeenit sitovat kollageenia
suurella affiniteetilla. (Calderwood ja muut 1997; Leitinger ja Hohenester 2007,
Tuckwell ja muut 1995.). Integriinin al-domeeni tunnistaa kollageenimolekyylista
suurella affiniteetilla useita eri sitoutumiskohtia, joista GFOGER-sitoutumiskohta on
tutkituin. Muita tunnettuja sitoutumiskohtia ovat GLOGEN, GROGER, GLOGER,
GMOGER, GLSGER, GQRGER, GAOGER, GVOGEA, GFKGER, GLQGER ja
GASGER (Rappu ja muut 2019). Integriinin MIDAS alueella sijaitseva magnesiumioni
sitoo kollageenimotiivin glutamaatin tiydentddkseen metalli-ionin koordinaation.

(Emsley ja muut 2000; Knight ja muut 1998.)

a-ketju

—0

Kollageeni I / \ Kallageeni IV

|

&%_MM“ s

{:’\‘__ﬁ_‘ m‘)‘(\m Kollageeni [V
- — &m‘_\"_ verkkorakenne

Kollageeni [
sdie

Lenkosyyiti

Tyvikavlo
Fibroblasti

s Soluviliaine
Osteablast
Langerhansin solu

Kuva 2 — Kollageenien I ja IV rakenteet. Molemmat kollageenit muodostuvat kahdesta ol-ketjusta ja yhdestd o2
ketjusta. Kollageeni I ilmenee tukikudoksen, luiden ja ihon solutyypeistd. Kollageeni IV ilmenee tyvikalvolla ja

soluvdliaineessa. (Ricard-Blum 2011.) Kuva piirretty BioRender:illd.
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3. INTEGRIINIEN RAKENNE JA AKTIVAATIO

Integriinit ovat suuria heterodimeerisid proteiineja, jotka koostuvat aina yhdestd a-
alayksikostd ja yhdestd B-alayksikostd. Molemmissa alayksikdissd on N-terminaalinen
solunulkoinen osa, C-terminaalinen solunsisdinen osa ja solukalvon kerran ldpéisevé
transmembraaninen domeeni. Alayksikdt ovat sitoutuneet toisiinsa ei-kovalenttisesti.
Tunnettuja o-alayksikoitd on 18 erilaista ja B-alayksikoitd kahdeksan, ja yhdessd nimé
alayksik6t muodostavat rakenteellisesti 24 erilaista integriinid (kuva 1.). (Springer ja
Dustin 2012.) Témin liséksi integriinit jaetaan alaryhmiksi niiden ligandien perusteella. a-
ja B-alayksikot eivit ole keskendéin homologisia, mutta a-alayksikoilld on keskenéén paljon

samankaltaisuuksia. (Barczyk ja muut 2010.)

Integriinien aktivoituessa, ensin aktivoituu a-alayksikko, joka vuorostaan aktivoi [-
alayksikon. Aktivaation yhteydessd koko makromolekyylissd tapahtuu konformaation
muutos, jolloin integriinin rakenne muuttuu suljetusta avonaiseksi. Integriinien
konformaatioita tunnetaan yhteensd kolme: taipunut suljettu muoto, ojentunut suljettu
muoto sekd ojentunut aktiivinen muoto. (Springer ja Dustin 2012.) Integriinien
kompleksisen solunulkoisen osan uskotaan mahdollistavan integriinien suuren dynaamisen
rakennemuutoksen sen aktivoituessa. Integriinien monidomeenisen solunulkoisen osan
uskotaan my0s olevan olennainen syy integriinien suurelle ja monipuoliselle
toimintaverkostolle, sekd sille, ettd integriinit kykenevit siirtiméién solunsisdisié signaaleja

solun ulkopuolelle ja pédinvastoin. (Johnson ja Chouhan 2014.)

3.1. a-alayksikko

Runsaasti ilmenevit, evolutiivisesti merkittdvit RGD-integriinit tunnistavat ligandinsa
molempien a- ja B-alayksikdidensd avulla. Mydhemmin integriinien kehityksessd on
tapahtunut muutos, jolloin integriinien a-alayksikk6 on ottanut suuremman roolin
integriinimakromolekyylin spesifisessd ligandin tunnistuksessa. a-alayksikkd koostuu
thmiselld ~ 1500 aminohaposta (Johnson ja Chouhan 2014), jotka muodostavat alayksikon
rakenteessa useita eri domeeneja. o-alayksikot ovat keskendéin samankaltaisia, mutta

yhdeksidssd a-alayksikdssé erillisend lisdyksend al-domeeni (Larson ja muut 1989).

al-domeenillisissa integriineissd, kuten kollageenireseptori-integriineissa, a-alayksikon

padllimmaéinen solunulkoinen domeeni on al-domeeni (kuva 3.). Timd domeeni on
11



vastuussa integriinin ligandin, kuten kollageenin, tunnistuksesta ja sitomisesta. al-domeeni
sijaitsee a-alayksikon B-propellin (engl. B-propeller) terien 2 ja 3 vilissd. B-propelli on
seitseménterdinen domeeni, joka al-domeenin puuttuessa on vastuussa integriinin ligandin
tunnistamisesta ja sitomisesta. B-propelli on my6s yhteydessé -alayksikon fI-domeeniin.
(Liddington 2014.) B-propelli on sitoutunut a-alayksikon “’reisi”’-domeeniin (engl. thigh
domain) ja kahteen ”’pohje”-domeeniin, C1 ja C2 (engl. calf-1 domain, calf-2 domain). -
propelli yhdessd al-domeenin ja reisidomeenin kanssa muodostavat integriinin “pda”-
domeenin. Pohjedomeenit muodostavat integriinin jalan, joka tukee integriinin paa-
domeenia. a-alayksikon pditi ja jalkaa erottaa taitoskohta, eli genu (engl. genu) (Barczyk
ja muut 2010). N4itd solunulkoisia domeeneja seuraa a-alayksikon transmembraaninen
alue ja suhteellisen lyhyt C-terminaalinen sytoplasminen sekvenssi, josta tiedetdin

toistaiseksi vield hyvin védhén.

3.2. B-alayksikko

Toinen osa integriinin heterodimeeristd on [-alayksikkd, joka muodostuu ~800
aminohappotdhteestd (Johnson ja Chouhan 2014). -alayksikkdé on merkittdvassi
roolissa sitomassa solun tukirangan integriiniin, sekd siirtdmassi integriinin aktivaation

aitheuttaman konformaationmuutoksen solun sisélle. (Springer ja Dustin 2012.)

B-alayksikko koostuu a-alayksikon tavoin useista eri domeeneista, joista padllimmaisend
solunulkoisena osana on BI-domeeni (kuva 3.). fl-domeeni on al-domeenin kaltainen
metalli-ionin siséltdvd domeeni, joka osallistuu ligandin sitomiseen integriineissé, joilla
ei ole erillistd al-domeenia. BI-domeeni sisdltid MIDAS-alueen, sekd ADMIDAS-alueen,
joka sitoo inhiboivan kalsiumionin. Tdmdn ADMIDAS alueen uskotaan myds sitovan
magnesium-ionin, joka johtaa integriinin aktivoituun konformaatioon. (Humphries ja

muut 2003.)

BI-domeeni on sitoutunut B-alayksikon solunulkoiseen hybrididomeeniin (H, kuvassa 3.),
joka on kiinni alayksikon pleksiini-semaforiini (engl. plexin-semaphorin-integrin, PSI)
domeenissa. Ndaméd ovat yhteydessd neljddn kysteiinid siséltdvdén epidermaaliseen
kasvutekijdtoistoihin (engl. epidermal growth factor, EGF). Viimeinen EGF sitoo B-
hdnnédn. B-hdntdd seuraa P-alayksikon transmembraaninen alue sekd C-terminaalinen

solunsisdinen osa. a-alayksikon tavoin, B-alayksikon C-terminaalisesta solunsisdisestd
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alueesta ei tiedetd paljon. Yhdessé a- ja B-alayksikdiden solunulkoiset osat muodostavat

integriinin ektodomeenin (engl. ectodomain) (Johnson ja Chouhan 2014) (kuva 3.).

Pai-domeeni

Ektodomeeni

Kuva 3 — ol-domeenin sisdltdvdn integriinin rakennemalli. o-alayksikko ndkyy kuvassa punaisena ja f-alayksikko

sinisend. (Barczyk ja muut 2010.) Kuva piirretty BioRender:illd.

3.3. Integriinien “outside in” -aktivaatio

Integriinin aktivaatiomekanismille on ehdotettu useita eri malleja, mutta téssd
kirjallisuuskatsauksessa keskitymme niistd vain yhteen. Kuten aikaisemmin mainittu,
integriinit  kdyvdt  aktivoituessaan 1dpi  konformaatiomuutoksen, ja  tdhédn
aktivaatiomekanismiin liittyy kolme eri konformaatiota (kuva 4.). Tdmédn lisdksi
integriinit pystyvat viestimddn kaksisuuntaisesti, jolloin aktivaatio tapahtuu eri tavoin.
Téasséd kappaleessa kdydddan ldpi integriinin aktivaatio solun ulkoisella ligandilla (engl.

outside in signaling).

Ligandiin sitoutumaton, pienimmén affiniteetin ligandiinsa omaava konformaatio on
integriinin taipunut, suljettu muoto (kuva 4a.). Tédssd integriinin pdd-domeeni ja siind
oleva ligandin spesifinen sitoutumiskohta on taittunut ldhelle solukalvoa ja integriinin C-
terminaalia. Tdmén kaltainen taipunut proteiinitopologia ei ole ligandin sitoutumiselle

suotuisaa, silld pdd-domeeni on suljettu pois soluvéliaineen proteiineilta. Timén vuoksi
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taittunut konformaatio on funktionaalisesti inaktiivinen ja affiniteettia ligandia kohtaan
ei ole. Tdlld hetkelld taipuneen muodon uskotaan olevan kuitenkin fysiologisesti

relevantein ja solujen eniten ilmentdma integriinikonformaatio. (Takagi ja muut 2002.)

Integriinin aktivoituessa taipunut muoto muuttuu linkkuveitsen kaltaisen liikkeen kautta
ojentuneeseen konformaatioon (kuva 4b.). Ojentuneessa konformaatiossa o- ja [-
alayksikdiden rakenne on ojentunut alayksikdn genun kohdalta, jolloin pidd-domeeni
nousee. Tédssd konformaatiossa molempien alayksikdiden transmembraaniset domeenit
ovat kuitenkin vield kiinni toisissaan, jonka vuoksi konformaatiolla ei ole vield suurta
affiniteettia ligandia kohtaan. Alayksikot eivit aktiivisesti valitd viestid toisilleen téssd
konformaatiossa, josta puhutaan nimelld ojentunut suljettu muoto. (Springer ja Dustin

2012.)

al-domeenin omaavissa integriineissd viimeinen, aktiivinen integriinin konformaatio
saavutetaan, kun ligandi sitoutuu integriinin I-domeeniin. I-domeeni aktivoituu ligandin
sitoutumisen seurauksena, jolloin sen konformaatio muuttuu entistd avonaisemmaksi. al-
domeenin aktivoiduttua se liikkuu B-alayksikkod kohti aktivoiden [-alayksikon I-
domeenin. (Yang ja muut 2004.) a- ja B-alayksikdiden I-domeenit ovat rakenteellisesti
homologisia ja PI-domeenin aktivaatio aiheuttaa sen rakenteessa samankaltaisen
konformaationmuutoksen kuin ol-domeenissa, jonka seurauksena loppu B-alayksikko
aktivoituu. Tdmién seurauksena joustava ja liikkuva B-alayksikon transmembraaninen
domeeni, eli B-jalka siirtyy, avaten koko integriiniheterodimeerin konformaation.
Siirtynyt B-jalka stabiloi tdtd uutta korkean affiniteetin omaava rakennetta, jossa
integriinien pdid-domeeni on avonaisessa muodossa ja aktiivinen. Téstd integriinin
kolmannesta konformaatiosta puhutaan ojentuneena aktiivisena muotona (kuva 4c.). Jos
integriinilld ei ole al-domeenia, BI-domeeni sitoo ligandin ja aktivoituu, jonka
seurauksena integriinin konformaatio muuttuu korkean affiniteetin omaavaan
ojentuneeseen aktiiviseen muotoon. Minkd signaalin perusteella integriinit muuttuvat
inaktiiviseen ojentuneeseen muotoon ennen ligandin sitoutumista, ei vield tiedeti.

(Liddington 2014.)
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3.4. Integriinien “inside out” -aktivaatio

Integriinit ovat toiminnaltaan kaksisuuntaisia ja pystyvét viestimidin myos solun sisélla
tapahtuvia muutoksia solun ulkopuolelle. Integriinien solunsisdinen aktivaatio on
osoittautunut mutkikkaaksi tutkia ja toistaiseksi tarkkaa mekanismia integriinin
aktivoimiseksi solun sisdiselld ligandilla ei vield tiedetd. (Qin ja muut 2004.)

Aktivaation aikana sytoplasman proteiinien, kuten taliinin (engl. talin), uskotaan
sitoutuvan joko yhteen tai molempiin integriinien solunsisdisiin hdntiin aiheuttaen niiden
erottumisen toisistaan. Integriinin jalkojen avautuminen aktivoi
konformaationmuutoksen integriinin piid-domeenissa, joka nousee inaktiivisesta
taipuneesta muodosta pystyyn (Liddington 2014). Tédmidn seurauksena integriini
saavuttaa avonaisen, korkean affiniteetin omaavan muotonsa, jossa se on tdysin
ojentunut. Konformaation muutoksen jilkeen integriinin al-domeeni tai fI-domeeni on
valmis sitomaan kohdeproteiinin soluviliaineesta, joka reagoi solun sisilla tapahtuvaan

muutokseen. (Qin ja muut 2004.)

Solun siséltd ulos siirtyvén signaloinnin aiheuttaa siis se, ettd integriinin jalka-domeenit
erottuvat toisistaan, kun sytoplasminen proteiini on tarttunut integriinin solunsisiisiin
héntd-domeeneihin. Ndmé sytoplasmiset hdnnét ovat topologisesti hyvin esilld eri
ligandien sitoutumiselle ja niiden uskotaan olevan ehdottoman tarkeitd integriinien
solunsisdiselle aktivaatiolle. Tétd tukee my0s rakenteen evolutiivinen tutkimus, jossa
hintien sekvenssit ovat todistetusti konservoituneita useissa eri selkédrankaisissa.

(Ginsberg ja muut 1992.)
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Kuva 4 — al-domeenin omaavan integriinin kolme tunnettua konformaatiota. o-alayksikké ndkyy kuvassa punaisena

Jja p-alayksikko sinisend. (Springer ja Dustin 2012). Kuva piirretty BioRender:illd.
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4. al-DOMEENI

4.1. ol-domeeni

Kuten aikaisemmin mainittu, al-domeeni (joka tunnetaan myds A-domeenina) ilmenee
vain yhdekséssa integriinin a-alayksikossd. al-domeeni ilmenee kaikissa 2-integriinien,
sekd kollageenia sitovien Pl-integriinien rakenteissa. Tdmén lisdksi aE- ja aX-
integriiniessd on al-domeeni. (Barczyk ja muut 2010.) al-domeenin siséltdvét integriinit
ovat hyvin samankaltaisia ja ol-domeenillisia integriinejd 10ytyy tunnetutusti vain

selkdrankaisista (Johnson et al 2009).

Ihmisen al-domeenin omaavat integriinit voidaan jakaa kahteen alaryhméén:
kollageenireseptori-integriineihin sekd leukosyyttispesifisiin reseptori-integriineihin.
Vaikka niilld kahdella ryhmélld on erilaiset ligandit, ovat molempien ryhmien al-

domeenit rakenteeltaan hyvin samankaltaisia. (Heino 2007.)

4.2. ol-domeenin evoluutio

Integriinien evoluutio on kiinnostanut integriinitutkijoita siitd asti, kun al-domeeni
tunnistettiin erilliseksi lisdykseksi integriinien a-alayksikkoissd. Integriinien o- ja B-
alayksikoilld on pitkd evolutiivinen historia, ja niiden uskotaan olevan perdisin jo
yksisoluisista eukaryooteista, jotka ovat edeltineen monisoluista eldinkuntaa (engl.
metazoa). Bakteereista ja muista eldinkuntaan kuulumattomista eukaryooteista ei olla

16ydetty integriinien alayksikoitd. (Johnson ja Chouhan 2014.)

Useita erilaisia integriinin a- ja B-alayksikditd on 16ydetty jo Capsaspora owczarzaki: sta,
jonka perusteella uskotaan, ettd integriinit ovat toimineet useissa eri solufunktioissa jo
ensimmaisistd tumallisista elidistd ldhtien. Ennen al-domeenin kehitystd, integriinien on
uskottu sitovan ligandejaan pitkélti fI-domeenin avulla sekd a-alayksikon p-propellilla.
Ensimmaisten integriinien ligandien uskottiin siséltdneen ligandeille tyypillisia RGD-
tunnistusekvenssejd, jotka sitoutuivat B-propellin ja PI-domeenin véliin jadvidn

sitoutumiskohtaan. (Johnson ja Chouhan 2014.)

Integriinien domeenien on uskottu pysyneen muuttumattomina selkérangattomista (eng!.

invertabrates) elioistd piikkinahkaisiin (engl. Echinodermata) elidihin asti. Suikulaisten
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(engl. cephalochordates) uskotaan olleen ensimméisid alkeellisia selkdjanteisid eligita,
joiden integriinirakenne on ollut poikkeava. (Johnson ja Chouhan 2014.) Juuri ennen
selkirankaisten (engl. vertebrates) elididen kehitystd, integriinin o-alayksikdiden
geeneissd tapahtui merkittdvd muutos, jossa von Willebrandin tekijén kaltainen domeeni
lisdttiin a-alayksikon B-propellin aminohppoketjuun (Humphries ja muut 2003). Tadma
domeeni oli al-domeeni. Vaippaeldinten (engl. tunicata), kuten Halocynthia roretzi:n
(engl. Sea Pineapple), tiedetddn olevan ensimméinen elidryhmad, jolta 18ydettiin
uudenlainen al-domeeni. Ensimmaiset al-domeenit eivit kuitenkaan olleet samoja, jotka

16ytyvit ihmisen kollageenireseptori- ja leukosyyttireseptori-integriineisté.

al-domeenin uskotaan kehittyneen auttamaan integriinin sitoutumiskohdan paljastamista,
silli ol-domeenin muodostuminen mahdollisti sen, ettd ligandien ei endd tarvinnut
sitoutua PB-propellin ja PI-domeenin viliin jddvddn kapeaan sitoutumisalueeseen.
Sitoutumisalueen vaikea topologia vaati ligandeilta hyvin liikkuvia ketjurakenteita, ja
titen al-domeenin muodostuminen mahdollisti myds isompien ja jiykempien ligandien
suoran sitoutumisen integriiniin. Osittain uskotaankin, ettd al-domeeni on edistinyt
selkdrankaisten kehityksessd tapahtuneita suuria solutason muutoksia. Integriinien ol-
domeenin kehittyminen mahdollisti mm. uusien soluvéliaineproteiinien ja solutyyppien
tunnistamisen, mikd on ollut edellytys monisoluisten selkédrankaisten elididen

kehitykselle. (Johnson ja Chouhan 2014.)

4.3. al-domeenin rakenne kollageenireseptori alP1- ja a2 1-integriineilld

alPBl- ja a2Pl-integriinien al-domeeni on integriinin ligandia sitova domeeni, joka
muodostaa suoran kontaktin integriinin ja kollageeniligandin vélille. Se koostuu noin 200
aminohaposta ja on ~25 kDa:n kokoinen (Tuckwell ja muut 1995).

al-domeenilla on tyypillinen Rosmannin laskos, joka muistuttaa von Willebrandin
faktorin A domeenia (engl. von Willebrand A domain, VWA), jossa seitsemin o-heliksid
ympér0i kuutta -laskosta (Whittaker ja Hynes 2002) (kuva 5.). Poikkeuksena Rosmannin
laskokselle al-domeeni sisdltdd myos yhden yliméérdisen aC-heliksin. Télld aC-heliksilla
on merkittdvé rooli siind, miten al-domeeni sitoo kollageenia. Toinen tdrked tekija al-
domeenin ligandin tunnistukselle ja sitoutumiselle on al-domeenin rakenteessa oleva
metalli-ionin sisdltdva ligandin sitoutumiskohta (MIDAS, metal ion dependent adhesion

site) (J. Emsley ja muut 1997).
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Kuva 5 — a2l-domeeni. o-heliksit ovat kuvassa punaisella, p-levyt keltaisella ja ketjut vihredlld. MIDAS-alueen
metalli-ioni on kuvattu sinisend pallona. PDB ID: 1AOX. (Emsley ja muut 1997.)

4.3.1. MIDAS-alue

al-domeenit sisdltdvit ligandin sitoutumiskohdan, eli MIDAS-alueen. MIDAS-alue
siséltdd metalli-ionin, johon kollageenimolekyyli muodostaa suoran sidoksen. MIDAS-
alue sijaitse al-domeenin keskimmadisen B-levyn C-terminaalisessa pdédssd ja metallin
koordinaatioon vaikuttaa kolme sen ympdrilld olevaa al-domeenin aminohappoketjua, ja
niissd sijaitsevat viisi aminohappotihdettd (Smith ja muut 2000). al-domeenin metallia
ympérdivien ja sitovien aminohappojen merkitys on osoitettu kohdistettujen
mutaatioiden (engl. site directed mutagenesis) avulla vélttiméttomiksi integriinin

sitoutumiskyvyn kannalta. (Smith ja muut 2000.)

Metalli-ionia koordinoivat kolmen peptidiketjun aminohapot: D151, S153, S155, T221 ja
D254 (kuva 6.). Nami aminohapot ovat konservoituneita kaikissa al-domeeneissa ja
niiden on osoitettu olevan vélttimattomid kollageenin sitoutumisen kannalta.
Aminohapot sitovat metalli-ionin siten, ettd metalli muodostaa viisi sidosta ymparilld
oleviin aminohappoihin (pentahedraalinen geometria). Saavuttaakseen oktahedraalisen
(engl. octahedral) molekulaarisen geometrian, metalli-ioni pyrkii muodostamaan vielad

yhden sidoksen. Tdmd kuudes sidos muodostuu kollageenimolekyylin o-ketjun
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glutamiinihapon kanssa. Ligandin sitoutumisen yhteydessd metalli-ionin molekulaarinen
geometria muuttuu, yhdessd muun al-domeenissa tapahtuvan konformaationmuutoksen

kanssa. (Emsley ja muut 2000; Liddington 2014; Smith ja muut 2000.)

Kuva 6 - 021-domeenin MIDAS-alue. o-heliksit ovat kuvassa punaisella, p-levyt keltaisella ja ketjut vihredlld.
Metalli-ioni on kuvattu sinisend pallona ja ympdroivdt tirkedt vedet harmaina pienind palloina. Térkedt aminohapot

on nimetty. PDB ID: 1A0X. (Emsley ja muut 1997.)
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5. al-DOMEENIN AKTIVAATIOMEKANISMI
KOLLAGEENIRESEPTORI 01p1- JA a2f1-INTEGRIINEILLA

Vaikka integriinien yleisestd aktivaatiosta tiedetddn jo paljon, ol-domeenien
aktivaatiomekanismi on vield jokseenkin epdselvd. Ymmartadksemme, miten integriinit
makromolekyyleind todellisesti aktivoituvat, tulee meiddn myos perehtyd spesifisesti
integriinien  ligandia sitovan domeenin, eli ol-domeenin aktivaatio- ja
sitoutumismekanismiin. Tdmén spesifisen aktivaatiomekanismin tutkiminen on tirkeaa,
silld se mahdollistaa al-domeenin omaavien integriineihin kohdistettujen lddkeaineiden
kehittdimisen, jotka nididen integriinien monipuolisten toimintaverkostoidensa takia
voivat osoittautua elintdrkeiksi l4dkeaineiksi. Alustavasti uskotaan, ettid erot alfl- ja
a2fB1-integriinien al-domeenien aktivaatiomekanismeissa aiheuttavat integriinien véliset

toiminnalliset erot sekd preferenssin eri kollageenimolekyylien sitoutumiseen.

all- ja a2l-domeenin aktivaatiomekanismin uskotaan muistuttavan toisiaan niiden
rakenteellisen ja genomisen homologisuuden vuoksi. Molempia al-domeeneja on tutkittu
ligandiin sitoutuneena sekd sitoutumattomana, ja nditd tuloksia vertaamalla on saatu
alustava kasitys al-domeenien aktivaatiomekanismista. Tutkimus on osoittanut, ettd al-
domeenissa tapahtuu merkittdvd konformaation muutos ligandin sitoutuessa sithen (J.
Emsley ja muut 2000). al-domeeneille on toistaiseksi todettu yhteensd 3 tunnettua
erilaista konformaatiota: Suljettu, vidlimuoto ja avoin konformaatio. Ndiden eri
konformaatioiden uskotaan edustavan kahta eri affiniteettitilan omaavaa al-domeenia eli

kollageeniin sitoutumatonta ja sitoutunutta al-domeenia. (Tulla ja muut 2008.)

5.1. al-domeenin suljettu konformaatio

a2l-domeenin suljetun muodon kiderakenne selvitettiin vuonna 1997 (J. Emsley ja muut
1997) ja all-domeenin kiderakenne vuonna 2004 (Nymalm ja muut 2004). Ndiden al-
domeenien rakenteet osoittautuivat pééllekkdin heijastettuna ldhes identtisiksi, silld
niiden vélinen nelidllisen keskiarvon keskihajonta, eli RMSD (engl. Root Mean Square
Deviation, RMSD) oli vain 0.62A (Lahti ja muut 2011). Tdmai tukee ennakko-oletusta
siitd, ettd ndiden tutkittavien integriinien toiminta olisi niiden rakenteen tavoin

samankaltainen.
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Kumpikaan all- tai a2l-domeeneista ei sido kollageenia suljetussa konformaatiossa
(kuva 7.). Tdmai johtuu siiti, ettd suljetussa konformaatiossa MIDAS-alueen metalli-ioni
on suljettu pois siten, ettd yhden kollageenin a-heliksin glutamiinihappo ei piése
tarpeeksi ldhelle metalli-ionia sitoutuakseen sithen. Metalli-ionin ja kollageenin
sitoutumisen estdd aC- ja a7-heliksi, jotka ovat sitoutuneet tiiviisti yhteen ionisidoksen
vilitykselld. Tdmédn olennaisen ionisidoksen muodostaa all-domeenissa aC-heliksin
arginiini 287 ja oa7-heliksin glutamiinihappo (glutamiini) 317, ja o2Il-domeenissa
vastaavat aminohapot eli arginiini 288 ja glutamiinihappo 318. Kohdistetun mutaatioiden
avulla on voitu osoittaa, ettd ilman nididen aminohappojen vilistd sidosta al-domeenin
suljettu muoto ei olisi stabiili ja sen affiniteetti kollageenia kohtaan kasvaa. (Lahti ja muut

2011.)

Suljettua, matalan affiniteetin omaavaa al-domeenin konformaatiota tarkastellessa tulee
huomata myds MIDAS-alueen koordinaatio. MIDAS on pentahedraalisessa (engl.
pentahedral) molekulaarisessa geometriassa, muodostaen sidoksen vain viiteen eri
atomiin. Téssd koordinaatiossa MIDAS on kykeneméton sitomaan kollageenimolekyylin

glutamiinihappoa ja titen aktivoitumaan. (Liddington 2014.)

Kuva 7 - a2l-domeenin suljettu konformaatio. o-heliksit ovat kuvassa punaisella, f-levyt keltaisella ja ketjut
vihredlld. Metalli-ioni on kuvattu sinisend pallona ja téirkedt aminohapot on nimetty. lonisidokset on kuvattu

keltaisella katkoviivalla. PDB ID: 1AOX. (Emsley ja muut 1997.)
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5.2. al-domeenin avonainen konformaatio

alP1- ja a2B1-integriineissd al-domeenin avonainen konformaatio on sen kollageenia
sitova, korkean affiniteetin muoto (Tulla ja muut 2008). a2p1-integriinin al-domeenin
avonaisen konformaation kiderakenne selvitettiin vuonna 2000 (J. Emsley ja muut 2000),
jolloin eristetty a2I-domeeni kiteytettiin kompleksissa synteettisen GFOGER-peptidin
kanssa (kuva 8.). Vuonna 2013 oll-domeenin avonaisen konformaation rakenne
kompleksissa GLOGEN-peptidin kanssa selvitettiin hyodyntden NMR-spektroskpiaa
(engl. nuclear magnetic resonance, NMR) (Chin ja muut 2013). Molemmat rakenteet ovat
jélleen hyvin samankaltaisia, ja niistd ndkyy selvésti, ettd al-domeenin rakenteessa on

tapahtunut konformaationmuutos ligandin sitoutuessa.

al-domeenin avonaisessa konformaatiossa aC-heliksin arginiini 287/288 ja a7-heliksin
glutamaatti 317/318 vilinen vahva ionisidos on katkennut. Témin seurauksena aC-
heliksi on purkautunut ketjuksi ja liikkunut kauemmaksi al-domeenin MIDAS-alueen
metalli-ionista. (J. Emsley ja muut 2000) Tédmid muutos mahdollistaa
kollageenimolekyylin a-ketjun glutamiinihapon kunnollisen sitoutumisen metalli-ionin.

Samanaikaisesti o7-heliksi on liikkkunut 12A alaspiin avaten koko al-domeenin rakenteen
entisestddn. o7-heliksin liikkkuminen vuorostaan aiheuttaa konformaation muutoksen
integriinin koko makromolekyyliin. a7-heliksin C-terminaalinen glutamiinihappo (E336)
aktivoi integriinin B-alayksikdn BI-domeenin sitoutumalla sen MIDAS-alueen metalli-
ioniin, jonka seurauksena integriinin o-ja B-alayksikot litkkuvat kauemmas toisistaan ja

koko integriini saavuttaa aktiivisen muotonsa (Yang ja muut 2004).

Toinen merkittdvéd ero al-domeenin suljetun ja avonaisen konformaation valilld nikyy
MIDAS-alueen  koordinaatiossa. =~ Happaman  aminohapon, eli  kollageenin
glutamiinihappon sitoutuminen MIDAS-alueen metalli-ioniin aiheuttaa vaihdoksen
metalli-ionin koordinaatiossa. Suora ionisidos aspartaatti D254 ja metallin vélilld katkeaa
ja sidos metallin ja treoniini T221 vilille muodostuu. Toisin sanoen MIDAS muuttuu
pentaedrisesta molekulaarisesta geometriasta oktaedriseen molekulaariseen geometriaan
(kuva 9.). Téssd metalli-ioni sitoo viiden atomin sijasta kuusi atomia, néista tirkeimpéand
kollageenimolekyylin glutamaatin. Koordinaation muutoksen my&td MIDAS liikkuu al-
domeenin sitoutumiskohdassa noin 2.5 A. (Liddington 2014.) Tilli muutoksella on
merkittdvd rooli al-domeenin aktivaatiossa, silli kollageenimolekyylin glutamaatin

sitoutuminen itsessdan aktivoi al-domeenin.
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5.2.1. GFOGER- sekvenssi

GFOGER-sekvenssi on kuusi aminohappotidhdettd siséltdvd lyhyt sekvenssi, jonka
molemmat all- ja a2l-domeenit tunnistavat kollageenin kolmoisheliksistd (Knight ja
muut 2000). Sekvenssin glutamiinihapolla on tdrkein rooli kollageenin tunnistuksen
suhteen, silld se sitoutuu suoraan ol-domeenin MIDAS-alueen metalli-ioniin.
Kohdistettua mutaatiota kdyttdmélld on osoitettu, ettd kyseisen glutamiinihapon
vaihtaminen asparagiinihapoksi johtaa siihen, ettd kollageenin ja al-domeenin vilille ei
muodostu sidosta ja affiniteetti kollageeniin hdvidd (Knight ja muut 2000). GFOGER-
sekvenssin uskotaan olevan tarkedssé roolissa useissa eri kollageenein muodoissa, ja al-
domeenin uskotaan sitoutuvan GFOGER-sekvenssin kautta vain yhteen kollageenin a-
heliksiin. (Emsley ja muut 2000.) GFOGER-sekvenssin tunnistaminen on mahdollistanut
synteettisten kollageenipeptidien ja niiden variaatioiden valmistamisen. GFOGER ja
GLOGEN peptidit on kiteytetty yhdessd al-domeenien kanssa ja sen avulla on pystytty
perehtyméén tarkemmin integriinin ja kollageenin vélisiin vuorovaikutuksiin (kuva 8.).
Peptidien kayttd rakennetutkimuksissa on tehnyt integriini-kollageeni-kompleksin

kiteytyksestd ja rakenteen selvittdmisestd ongelmattomampaa.
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GFOGER

Kuva 8 - o2I-domeenin avoin konformaatio sitoutuneena kollageenipeptidiin (GFOGER). a-heliksit ovat kuvassa
punaisella, p-levyt keltaisella ja ketjut vihredlld. Metalli-ioni on kuvattu sinisend pallona ja tirkedt aminohapot on

nimetty. Kollageenipeptidi nikyy vaaleansinisend. PDB ID: 1DZI. (Emsley ja muut 2000.)

Suljettu (pentahedraalinen koordinaatio) Avoin (oksahedraalinen koordinaatio)

Kuva 9 - MIDAS-alueen molekulaarisen geometrian muutos pentaedrisesta oktaedriseen koordinaation. ol-domeeni
ndkyy vihrednd ja keltaisena ja kollageenipeptidi vaaleansinisend. Vesimolekyylit nikyvit harmaina pienind
palloina. Metallisidokset on kuvattu pinkilld katkoviivalla ja vetysidokset keltaisella katkoviivalla. PDB ID: 140X ja
1DZI. (Emsley ja muut 1997, 2000.)
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5.3. all-domeenin vilimuotokonformaatio

Avonaisen ja suljetun al-domeenin konformaatioero on merkittdvé ja se on herattinyt
kysymyksié siitd, onko ndiden kahden konformaatioiden vililld vield kolmas tai useampi
konformaatio. Tamaén lisdksi o1-domeenin aktivaatiomekanismia tutkiessa on ehdotettu,
ettd al-domeenin avoin konformaatio olisi mahdollinen my6s ilman ligandia (Lahti ja
muut 2011). Tatd on ldhdetty tutkimaan kohdistetun mutaation avulla, jossa jompikumpi
aC- tai a7-heliksin yhteen sitovista aminohapoista on mutatoitu siten, ettd sidosta ei padse
muodostumaan. Ilman titéd sidosta, al-domeenin metalli-ioni on entistd enemmaén suoraan
ligandin saavutettavissa. Téllaista tilaa kutsutaan integriinin al-domeenin esiaktivoiduksi

(engl. preactivated) tilaksi.

Molemmille all- ja a2I-domeeneille on pystytty tekeméddn kohdistettuja mutaatioita
ionisidoksen glutamiinihappoon. Sitoutumiskokeilla on todistettu, ettd esiaktivoitu al-
domeeni sitoo paremmin kollageeniligandia. (Lahti ja muut 2011; Tulla ja muut 2008.)
Tuloksista kuitenkin huomattiin, ettd alp1- ja a2p1-integriinien al-domeenit reagoivat
eri tavoin mutaatioithin. Eroavaisuudet olivat odottamattomia integriinien vélisen
rakenteellisen samankaltaisuuden takia, ja antoi myds uuden ndkdkulman selittiméén

integriinien vilisid toiminnallisia eroja (Lahti ja muut 2011).

alpB1l-integriinin esiaktivoidun al-domeenin rakenne selvitettiin vuonna 2011 (Lahti ja
muut 2011). Tdm&d rakenne aikaansaatiin muuttamalla ionisidoksen muodostama
glutamiinihappo 317 alaniiniksi (E317A), jonka seurauksena ionisidosta e1 muodostunut
aC- ja a7-heliksin vilille. Saatu rekombinantti all-domeeni kiteytettiin ja sen
kiderakenne selvitettiin. Tdmén suuremman kollageeniaffiniteetin omaavan al-domeenin
kiderakenne paljasti uudenlaisen vélimuotoisen konformaation all-domeenille (kuva

10.).

all-domeenin vilimuotoisessa konformaatiossa E317:n ja R287:n vélinen ionisidos, joka
on vastuussa domeenirakenteen sulkemisesta, ei ole muodostunut ja rakenne muistuttaa
enemmaén oll-domeenin avonaista rakennetta. Transitionaalisen ja avonaisen muodon
vililla on niiden samankaltaisesta toiminnasta huolimatta muutama suuri ero.

Vilimuotokonformaatiossa aC-heliksi on purkautunut ketjuksi ja siirtynyt kauemmas
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MIDAS-alueen metalli-ionista avoimen konformaation kaltaisesti.  a7-heliksi ei
kuitenkaan ole liikkunut lainkaan alaspiin, kuten avonaisessa konformaatiossa, jolloin
al-domeeni ei pysty aktivoimaan BI-domeenia c-terminaalisella glutamiinihapollaan.
Tamin lisdksi MIDAS-alue on pentaedrisessa molekulaarisessa geometriassa, eiké
avoimen konformaation kaltaisessa oktahedraalisessa koordinaatiossa. (Lahti ja muut
2011.) Tdmén vidlimuotoisen konformaation uskotaan olevan alfl-integriinin ol-
domeenin aktivaatiomekanismissa avoimen ja suljetun konformaation vilissd, kuvastaen

tilaa, jossa al-domeenin R287 — E317 vélinen ionisidos on juuri katkennut.

Sama mutaatio on suoritettu myos o2l-domeenille, joka kiteytettiin ja sen rakenne
selvitettiin. Rakennetta ei olla toistaiseksi julkaistu, mutta sen analysoinnissa ei huomattu
uudenlaista vilimuotoista konformaatiota a2I-domeenille (Tiina Salminen, Abo
Akademi, henkilokohtainen tiedonanto 26.10.2021). Tdémén eron uskotaan olevan
merkittdva tekija siind miksi all- ja o2l-domeenit, jotka ovat rakenteellisesti
samankaltaisia, toimivat eri tavoin eri tehtdvissd. Tatd vidlimuotoista konformaatiota ei
ole todettu ilman mutaatiota al-domeeniin, joten sen ilmeneminen luonnollisissa

olosuhteissa on vield epdselvd. (Lahti ja muut 2011.)
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Kuva 10 - all-domeenin vilimuotoinen konformaatio. a-heliksit ovat kuvassa punaisella, p-levyt keltaisella ja ketjut
vihredlld. Metalli-ioni on kuvattu sinisend pallona ja tirkedt aminohapot on nimetty. Mutaatio rakenteessa

ympyroity. PDB ID: 440Q. (Lahti ja muut 2011.)
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6. TUTKIMUKSEN TAVOITTEET

Vaikka al-domeenin rooli integriineissad on tunnettu, sen spesifisté sitoutumismekanismia
el vield tiedetd. Tadman lisdksi on epdselvéd, miten al-domeenin sitoutuminen ligandeihin
eri integriinien vélilld eroaa ja miten se vaikuttaa integriinien lopulliseen funktioon. all-
ja  o2l-domeenin  sitoutumismekanismeja  ja  sitoutumista  on tutkittu
tutkimusryhméssdmme jo jonkin aikaa, ja sitoutumiskokeiden perustella on pystytty
todistamaan, ettd oll- ja oa2l-domeenien toiminta eroaa toisistaan niiden hyvin
samankaltaisesta rakenteesta huolimatta. Aikaisemmin kiteytetyn all*!’A-domeenin
rakenne paljastaa a1I-domeenilla olevan esiaktivoitu, valimuotoinen konformaatio, mutta
tutkimus ei ota kantaa o2l-domeeniin ja sen sitoutumismekanismiin. (Lahti ja muut

2011.)

Tamén pro gradu —tutkielman tavoitteena oli tutkia ja verrata kollageenireseptori-
integriinien alfl ja o2pfl al-domeenien aC-heliksissd olevan arginiinin (R287/288)
roolia al-domeenin aktivaatiossa toiminnallisella ja rakenteellisella tasolla. Tutkimme
rakenteellisia eroja all- ja a2l-domeenin vélilld kiteyttimalla R288A pistemutaatiolla
aktivoitu o2l-domeenia ja selvittimilld kiderakenne rontgensiddekristallografialla.
Kiteytyksen ohella tutkimme aktivoitujen mutaatioiden vaikutusta al-domeenien ja
kollageenin viliseen sitoutumistehokkuuteen sitoutumiskokeiden avulla, jonka tuloksista
maédritimme aktivoiduille al-domeeneille suuntaa-antavat laskennalliset
sitoutumisvakiot. Vertasimme saatuja arvoja keskendédn, selvittidksemme onko
mutaatioilla samankaltainen vaikutus sekd alfl- ja a2fB1- integriinien al-domeenien

aktivaatioon.
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7. MATERIAALIT JA MENETELMAT

7.1. Sitoutumiskoe
7.1.2 Villityypin ja mutatoitujen oll- ja a2l -domeenien tuotto

7.1.2.1 alI"T -domeenin, all®**"*-domeenin ja alI?'7*-domeenin tuotto E. coli:ssa

Ihmisen kolme erilaista al-integriinin al-domeenia oli etukéteen lisdtty pGex-2T —
tuottovektoriin (Cytiva Lifesciences). Tuottovektoreihin oli siirretty all-domeenin
villityyppi (engl. wild-type, WT) ja R287A ja E317A pistemutatoidut oll-domeenit.
Tuottovektorissa oli kloonauskohdan edessd valmiina glutationi-S-transferaasi-proteiinin
(engl. glutathione S-transferase, GST) geeni, jolloin tuotetut all-domeenit ilmenivit
GST-fuusioproteiineina. Témin lisdksi pGex-2T-tuottovektori sisélsi trombiinin
katkaisukohdan GST:n ja kloonauskohdan vilissd, fuusioproteiinin muodostamista
varten BamHI- ja EcoRI-restriktiokohdat, sekd ampisilliiniresistenssigeenin. Plasmidien

sekvenssit oltiin tarkastettu sekvensoimalla ja siirretty BL21 E. coli-soluihin.

Jokaisesta all-domeenista tehtiin erilliset 50 ml esikasvatukset LB-mediumiin (engl.
Luria-Bertani broth, LB), johon oli lisdtty 100 pg/ml ampisilliini-antibioottia.
Esikasvatusta kasvatettiin yon yli 37 °C:ssa 250 rpm ravistelussa. Seuraavana paivina
jokaisesta kolmesta eri all-domeenista tehtiin viiden litran tuottokasvatus LB-
mediumiin, jossa oli 100 pg/ml ampisilliinia. Soluja kasvatettiin 37 °C:ssa 180 rpm
ravistelussa, kunnes ODgoo arvo saavutti vdhintddn 0,6. BL21-solujen proteiinituotto
kaynnistettiin 0,4 mM IPTG:14 (engl. isopropyl-B-D-thiogalactoside, IPTG), jonka

annettiin vaikuttaa kuusi tuntia huoneenlimmossd 23°C 180 rpm ravistelussa.

Tamin jilkeen solut keréttiin sentrifugoimalla (6200 x g, 10 min, +4°C) ja muodostunut

solupelletti otettiin talteen ja pakastettiin -20°C.
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7.1.2.2. a2I"-domeenin, a2I*****-domeenin ja a2I%3'34-domeenin tuotto E. coli:ssa

pGex-2T-tuottovekoriin  oli  etukdteen siirretty o2l-domeenin villityyppi ja
pistemutatoidut o2I%?%A-domeeni ja o2I%*!¥A-domeeni. Nidmid mutaatiot olivat
vastaavanlaiset kuin all-domeenilla. o2I-domeenin geenin eteen oli lisdtty o2l-
tuottovektorin tavoin GST-proteiini ja a2l-GST-fuusioproteiinin tuotto ja solujen séilytys

tapahtuivat samalla tavalla kuin kohdassa 7.1.2.1.

7.1.3. Villityyppien ja mutatoitujen all- ja a2l-domeenien puhdistus BL21 E.coli soluista

Pakastettu solupelletti suspensoitiin PBS:ssdin (engl. Phosphate-buffered saline, PBS),
jonka jdlkeen solut hajotettiin sonikoimalla 4 kertaa 15 sekunnin ajan pitden néyteputkea
samalla jddhauteessa. Solususpensioon liséttiin tdmin jilkeen 2 % Triton X-100
reagenssia ja suspensiota sekoitettiin hitaasti pyoritellen 30 minuuttia +4°C:ssa. Tamén
jalkeen solususpensio sentrifugoitiin (35 000 x g, 10 min, +4°C) ja supernatantti otettiin

talteen.

Supernatanttiin  lisdttin - 2 ml 50 % PBS:ssd olevaa glutationisefaroosia
affiniteettikromatografiaa varten. Naytettd inkuboitiin matriksin kanssa 30 minuuttia
hitaasti pydritellen +4°C:ssa. Sefaroosimatriksi sentrifugoitiin (500 x g, 5 min, +4°C)
pelletiksi ja siirrettiin 10 ml pylvddseen. Sefaroosipylvds pestiin kolmesti kylmalld
PBS:114, jonka jédlkeen fuusioproteiini eluoitiin 3 ml eluutiopuskurilla (30 mM pelkistetty
glutationi TRIS puskurissa, pH 8,5) 0,5 ml fraktioihin. Jokaiselle eluoidulle fraktiolle
tehtiin nopea Bradford-testi médrittimain konsentroiduimmat proteiinifraktiot dialyysia
varten. Bradford-nédyte sisélsi 10 pl proteiinindytettd, 790 ul PBS:44 ja 200 pl Bradford-

reagenssia (Bio-Rad Laboratories, Inc.).

Dialyysissa kaytettiin 3 ml 10000 MW dialyysikasettia (Slide-A-Lyzer, Thermo
Scientific), joka tdytettiin al-domeenin siséltdvilld proteiinifraktioilla. Kasettia
inkuboitiin PBS:ssd +4°C:ssa samalla sekoittaen kahden tunnin ajan. Tamin jilkeen
proteiini keréttiin talteen, sen konsentraatio mitattiin Bradford-menetelmélld edelld

mainitusti ja séilottiin -20 °C:seen.
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7.1.4. Kuoppalevyjen pddllystiminen BSA:lla, Kollageeni I:1ld ja Kollageeni IV:1ld

96-kuoppalevy (DELFIA® Microtitration Plate, PerkinElmer Inc.) pééllystettiin
sitoutumiskoetta varten tyypin I ja IV kollageeneilla (Corning®) sekd BSA:lla (engl.
Bovine Serum Albumin, BSA). Kollageenimaira oli laskettu siten, etti sitd olisi kuopassa
5 ug/cm? kun liuosta pipetoitiin 100 ul/kaivo. BSA:na kiytettiin 3.75 % Diluent II
(DELFIA®/AutoDELFIA®, PerkinElmer Inc.). Molemmat liuokset valmistettiin

PBS:één. Kaivoliuokset inkuboituivat levylld yon yli +4°C:ssa.

7.1.5. Sitoutumiskoe

Pééllystetyt kaivot pestiin PBS + 2 mM MgCl. Pesun jilkeen kaivot blokattiin BSA:lla
(Diluent IT ja PBS 1:1, 100 pl/kaivo) tunnin ajan huoneenldmmossa. Blokkauksen jilkeen

kaivot pestiin edelld mainitusti.

Tadmidn jéilkeen jokaiseen kaivotyyppiin (kol I, IV ja BSA) tehtiin ol-domeeni-
proteiinindytesarja (102000 ng/100 pl). Proteiininiytteet tehtiin DELFIA® Assay
Buffer:iin, johon on lisitty 2 mM MgCl.. Naytteitd inkuboitiin kaivoissa
huoneenldmmossd tunnin ajan, mahdollistaen al-domeenin sitoutuminen kollageeniin.
Tunnin jdlkeen kaivot pestiin kolmesti edelld mainitusti. Pesun jdlkeen kaivoihin liséttiin
Europium-leimattu anti-GST vasta-ainelaimennos (1:1000) (DELFIA®Eu-N1-anti-GST,
PerkinElmer Inc.), jota inkuboitiin tunti huoneenldmmdssid. Lopulta kaivot pestiin
kolmesti ja niihin liséttiin 100ul/kaivo DELFIA® Enhancement solution:ia (PerkinElmer
Inc.) jonka annettiin vaikuttaa 5 min huoneenlammdosséd. Europium-leimatusta anti-GST
vasta-aineesta saatu signaali mitattiin aikaerotteisella fluoresenssilla (PerkinElmer Inc.,

Victor?).
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7.2. 02IR?8A_domeenin kiteytys

7.2.1. a2I®*%4_domeenien tuotto ja puhdistus

Thmisen o2integriinin = oI?*%¥A-domeeni siirrettiin  pGex-2T-tuottovektoriin. 021I-
domeenien perdin liséittiin GST-proteiini. Fuusioproteiinin tuotto tapahtui samalla tavalla

kuin kohdassa 7.1.2.2.

Proteiini puhdistettiin samalla tavalla kuin kohdassa 7.1.3., mutta sefaroosimatriksin
pesupuskurina kaytettiin 40 mM Tris + 2mM MgCl> (pH 7,4 ), ja pylvés pestiin silld
viidesti ennen proteiinin eluointia. Matriksin pesun jilkeen pylvédseen liséttiin 3 ml 100
NIH/ml trombiinia (Abcam plc.), joka laimennettiin Tris-pesupuskuriin. Trombiinin
annettiin vaikuttaa pylvadssa yon yli huoneenlammossé ja se eluoitiin seuraavana paivani
samalla puskurilla. Eristetyn o2I?*®*A-domeenin konsentraatiot mitattiin Bradford-
menetelmill ja konsentroitiin tarvittaessa Amicon® Ultra-15 Centrifugal Filer Device:lla

(Millipore Co.), jotta proteiinikonsentraatio oli lopulta vdhintddn 10 mg/ml.

7.2.2. a2I%°%4_domeenin kiteytyksen optimointi

a2IR288A-domeenin  kiteytysolosuhteen  optimointi  aloitettiin ~ seulomalla
kiteytysolosuhteita kahdella kaupallisella puskurisarjalla (engl. screen) kahdessa eri
lampdatilassa. Kéytetyt sarjat olivat PACT premier™ HT-96 / FX-96 (MD1-36 / MDI1-
36-FX) (Molecular Dimensions) ja JCSG-plus™ (MD1-37) (Molecular Dimensions).
Molempia sarjoja valmistettiin kaksi, joiden annettiin inkuboitua huoneenldmmdssi ja
+10 °C:ssa. Kuoppalevyt pipetoitiin Mosquito® crystal laitteella (SPT Labtech Ltd.) ja
kiteytys tehtiin  kéyttden ns. istuvia pisaroita (engl. sitting drop) ja

hoyrydiffuusiomenetelméd (eng. Vapour diffusion).

Kiteytyspisaroita pipetoitiin kolmessa erilaisessa tilavuudessa: 150 nL proteiiniliuosta +
75 ul kaivoliuosta, 100 nL proteiiniliuosta + 100 pl kaivoliuosta ja 75 nL proteiiniliuosta
+ 150 pl kaivoliuosta. Tdmaén jdlkeen kiteytyslevyt peitettiin muovikalvolla ja jatettiin

inkuboitumaan. Levyjd inkuboitiin, kunnes niihin muodostui kiteita.

Kiteiden muodostuttua kolme parasta olosuhdetta kiteiden muodostumiselle valittiin,

jonka jélkeen nditd olosuhteita optimoitiin entisestddn muuttamalla kaivoliuoksen ja
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proteiiniliuoksen suhdetta. Optimointilevyjd valmistettiin sekd huoneenldmpdétilaan, ettd

+10 °C:seen. Levyjen annettiin jdlleen inkuboitua kiteiden muodostumiseen asti.

7.2.3. Rontgensddekristallografia ja proteiinirakenteen selvittiminen

Parhaimpien kiteiden kyky heijastaa rontgensiteitd testattiin alustavasti PX-Scanner
laitteella (Agilent Technologies Inc.) suoraan kuoppalevyltd varmistamaan, etteivit
muodostuneet kiteet olleet suolakiteitd ja niiden heijastuskapasiteetin soveltuvuus
rakennemaddritykseen. Témidn jidlkeen kiteet jdddytettiin nestemdiselld typelld ja
jaadytetystd kiteestd mitattiin rontgensiddeheijastusdata sekd Turun Biotiedekeskuksen
rontgensédelaiteistolla (engl. home source) ettdi ESRF:n sykrotronilla (European

Synchrotron Radiation Facility, ERSF, Grenoble, Ranska).

Dosentti Tomi Airenne Abo Akademin luonnontieteiden ja tekniikan tiedekunnasta
prosessoi saadusta rontgensideheijastusdatasta 02I***®¥A-domeenille 3D-rakenteen
kiyttdmalla XDS-ohjelmaa (Kabsch 2010) ja molekyylikorvaus (engl. molecular
replacement) —menetelmédd ja suljetun a2l-domeenin rakennetta (PDB ID: 1A0X)
mallina CCP4i ohjelmistolla (Winn ja muut 2011). Téaméin jédlkeen rakenteen
hienosdédtoon kaytettiin CCP4i:n lisdksi mydos COOT ohjelmaa (P. Emsley ja Cowtan
2004). Rakenteen visualisointiin kdytettiin PyMol-ohjelmaa (Schrodinger Inc.).
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8. TULOKSET

8.1. al-domeenien toiminnalliset sitoutumiskokeet

8.1.1. all-domeenien ja a2l-domeenien saanto eroavat toisistaan

all- ja a2l-domeenia tuotettiin al-domeeni — GST-fuusioproteiinina E. coli:ssa.
Molempien integriinien al-domeeneja tuotettiin villityyppeind, sekd kahtena erilaisena
mutanttina  (alIR?74/a2IR284  ja  ol1E3174/02153184) N#mid mutantit  valittiin
tarkasteltavaksi siksi, koska in silico —rakennetutkimus ja aikaisemmat tutkimustulokset
todistivat, ettd ndiden aminohappojen mutatoiminen molempien integriinien rakenteissa
estéisi al-domeenin suljetun konformaation muodostumisen. Mutaatio al-domeenien aC-
heliksin arginiinissa (R287/R288) tai a7-heliksin glutamaatissa (E317/E318) aiheuttavat
sen, ettd heliksien vilinen ionisidos ei pysty muodostumaan, jolloin heliksit eivét sitoudu
yhteen ja sulje al-domeenin kollageenia sitovaa MIDAS-alueen metalli-ionia pois.
Mutaatiot aiheuttavat téten al-domeeneissa esiaktivaation, jolloin domeenien affiniteetti

kollageeniligandiin on suuri jo ennen ligandin sitoutumista.

Jokaista versiota all- ja a2l-domeenista tuotettiin kaksi erdd. al-domeenit puhdistettiin
GST-affiniteettikfromatografialla ja kerddmadlld parhaimmat proteiinifraktiot talteen.
Néistd fraktioista madritettiin  jokaiselle proteiinierdlle konsentraatio. Erien
konsentraatiot laskettiin kdyttdmallda Bradford-menetelmdd ja BSA:n avulla ennalta

maédritettyd standardisuoran yhtdlod (kaava 1.).

al-domeenien saantojen ero vaihteli al-domeenien, sekd proteiinierien vélilla (taulukko
1). Eroavaisuus oli suuri all- ja a2l-domeenien vililld, ja all-domeenit tuottuivat
huonommin kuin a2I-domeenit. Huono saanto nékyi etenkin all-domeenien mutanttien
tuotossa, jotka osoittautuivat poikkeuksellisen vaikeaksi tuottaa riittdvissd méarin. o21-
domeenien mutantit tuottuivat ldhes yhtd hyvin kuin villityyppi. Ero molempien
integriinien al-domeenien villityyppien vililld oli hyvin pieni ja tuki kdsitystimme siitd,

IWT

ettd molempien al"'-domeenin tuotto suuremmissa médrin itsendisind domeeneina oli

mahdollista (Larson ja muut 1989).
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[c]

Kaava 1 — Proteiinikonsentraation ja mitatun absorbanssin (4595) suhde standardisuoralta mddritettynd.

_ A595—y — akselin leikkauspiste

kulmakerroin

Taulukko 1 - all- ja a2l-domeenien keskiarvoinen saanto.

al1I-domeenien saanto
ol WT al R287A ol E317A
[c] (ng/nl) 13,0 22 23
a2I-domeenien saanto
o2 WT a2 R288A 023 E318A
[c] (ng/pl) 20,1 14,6 16,8

8.1.2. all", all®*%4 ja alIP3174 sitoutuvat tyypin I kollageeniin eri aviditeetilla

, Al IR7A_ ja o 115317A_domeeneille suoritettiin

Proteiinituoton ja eristyksen jilkeen a11W1-
sitoutumiskokeet. a11-domeenien sitoutumista tutkittiin tyypin I kollageenilla ja taustana
kéaytettiin BSA:n sitoutumista. Sitoutumistehokkuutta tyypin I kollageeniin mitattiin Eu-
leimatun anti-GST-vasta-aineen avulla, joka tunnisti GST-hdnndn GST-al-domeeni
fuusioproteiinista. Kaivoihin viimeiseksi lisitty DELFIA® Enhancement solution irrotti
vasta-aineesta europium-leiman, joka kelatoitui ja alkoi fluoresoida. Syntyneen
fluoresenssin voimakkuus mitattiin aikaerotteisella fluoresenssilla.

Kaivolevyn useiden eri pesujen ansiosta kaikki sitoutumaton all-GST-fuusioproteiini
sekd vasta-aine oli pesty pois, jolloin fluoresenssin tiedettiin tulevan vain al-kollageeni I

kompleksin muodostavista fuusioproteiineista. Muodostunut fluoresenssi korreloi siis

suoraan kollageenin sitoutuneeseen a1l-domeenin mééraén.

all-domeenien sitoutumista mitattiin usealla eri all-domeeni konsentraatiolla
selvittddksemme miten domeenin sitoutumistehokkuus kollageeniin korreloi kasvavan
substraatin madrdidn. Tdma korrelaation avulla pystyttiin piirtiméén saaduista tuloksista
Michaelis-Mentenin yhtdlon muotoista vastaavat kuvaajat, joista pystyttiin maarittimaan
jokaiselle oll-domeenille laskennallinen dissosiaatiovakion approksimaatio (engl.
dissociation constant, Kq) ja sitoutumisen maksimaalinen miird (Bmax) (kaava 2., kuvat
11 ja taulukko 2). Kg-arvo arvioi sitd, kuinka tehokkaasti eri domeenit sitoivat kutakin

kollageeniligandia. Sitoutumiskokeet toistettiin uskottavuuden vuoksi kolmesti.
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Kaava 2 — Michaelis Mentenin muotoinen yhtdlo proteiinin sitoutumisesta ligandiin.

Sitoutumi _ Bmax
itoutuminen = Kd

(1+m)

Kuvasta 11 voi nihdi, etti olIlVT, alI®R®7A ja alI®*!7A kaikki sitoutuvat tyypin I
kollageeniin. Villityypin sitoutuminen kollageeniin verrattuna mutaatioihin on huonompi
ja timi nikyy korkeana Kd-arvona taulukossa 2. alI1¥3!74 sitoutuminen on mérillisesti
tehokkainta tyypin I kollageeniin sen korkean Bmax-arvon perusteella, mutta al11R?874
sitoutuu pienen Kd-arvon perusteella voimakkaimmin tyypin I kollageeniin. Kuvaajat ja
laskennalliset Kd-arvot kuitenkin kertovat, ettd molemmat o1I-domeenin mutantit sitovat

tyypin I kollageenia paremmin kuin villityyppi.
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1400000 o Lin
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—— a1 WT sovitetut arvot
1200000 i ol R2BTA sovitetut arvot]
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3 -
o 1 p
O ) i
800000 {_ ———
g | SRR e
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£ 400000 - J
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Kuva 11 - all-domeenin sitoutuminen tyypin I kollageeniin. Sitoutumiskoe suoritettiin 96-kuoppalevylld, joka oli
pddllystetty tyypin I kollageenilla sekd BSA:lla, joka toimi negatiivisena kontrollina. o.11-domeenin sitoutumista
mitattiin kahdeksalla eri konsentraatiolla ja jokaista konsentraatiota kohti tehtiin kolme rinnakkaista ndytettd.

Taulukon kuvaajat sovitettiin hyodyntdmdlld yhtdléd: sitoutuminen = Bmax * x / (Kd + x).

Taulukko 2 - all-domeenin sitoutuminen tyypin I kollageeniin. Kuvan 11 tulokset taulukoituna.

o1I-domeenin sitoutuminen kollageeni I
y = Bmax * x / (Kd + x)

al WT al R287A ol E317A
Bmax (cps) 1056620 + 107649 796501+ 6922 1136820 £ 90464
Kd (nM) 134+ 22 14+ 1 45+ 8
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8.1.3. all", al*?%7 jq alIP3174 sitoutuvat eri aviditeetilla tyypin 1V kollageeniin

all-domeenien sitoutumista tyypin IV  kollageeniin mitattiin  samanlaisilla
sitoutumiskokeilla kuin tyypin IV kollageeniin. Sitoutumistehokkuutta tyypin IV
kollageeniin mitattiin siksi, koska sen uskotaan olevan alfl-integriinin preferoima
ligandi verrattaessa sitd a2l-sitoutumista vasten. all-domeeni sitoo ldhes yhtd hyvin
tyypin I ja IV kollageenia, mutta mutaatioiden vaikutusta kollageeni IV:n verkkomaisen
rakenteen  sitoutumiseen  haluttiin  tutkia ~ ymmartddksemme  a2l-domeenin
ligandispesifiteettid entisestddn. Kollageeni I:n ja IV:n rakenteen merkittdva eroavaisuus
tarjoaa myds uuden nidkokulman ja mahdollisuuden tutkia al-domeenin sitoutumisen

spesifiteettid sekd eroja mahdollisissa sitoutumiskohdissa.

IWT IR287A IE3 17A

Saatujen tulosten perusteella (kuva 12.) alI™ ", al jaal sitoutuvat kaikki myos
tyypin IV kollageeniin suhteellisen hyvin. Tdma oli odotettavaa silld, kollageeni IV on
all-domeenin tunnettu ligandi. Erot mutatoitujen all- ja villityypin all-domeenien
vililld olivat pienid, silld sitoutumistehokkuudessa (Kd) ja sitoutumismairdssa (Bmax) ei
ndkynyt kovin suuria eroja. Tdméa tukee ennakkotietoa siitd, ettd all-domeeni sitoo
paremmin tyypin IV kollageenia kuin tyypin I (Eble ja muut 1993). Taulukosta 3
kuitenkin nikee, ettd Kg-arvot ovat molemmille mutanteille pienemmait kuin villityypin.
Tadmai viittaa mutanttien parempaan sitoutumistehokkuuteen. Paras mutantti tyypin IV

kollageenin sitomiseen on all®174

, Jjoka poikkeaa yllittien kollageeni I
sitoutumistuloksista, jossa alI®?*®’A-domeenille mitattiin parempi sitoutumistehokkuus

kuin o 115317A-domeenille.
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Kuva 12 - all-domeenin sitoutuminen tyypin IV kollageeniin. Sitoutumiskoe suoritettiin 96-kuoppalevylld, joka oli
pddllystetty tyypin IV kollageenilla sekéd BSA:lla, joka toimi negatiivisena kontrollina. all-domeenin sitoutumista
mitattiin kahdeksalla eri konsentraatiolla ja jokaista konsentraatiota kohti tehtiin kolme rinnakkaista néytettd.

Taulukon kuvaajat sovitettiin hyodyntdmdlld yhtdléd: sitoutuminen = Bmax * x / (Kd + x).

Taulukko 3 - o.1I-domeenin sitoutuminen tyypin 1V kollageeniin. Kuvan 12 tulokset taulukoituna.

o1I-domeenin sitoutuminen kollageeni IV
y = Bmax * x / (Kd + x)

al WT al R288A al E318A
Bmax (cps) 760632 + 49419 638327 + 21671 791724 + 46303
Kd (nM) 85+ 12 12+2 11+2

Molempien sitoutumiskokeiden (kuvat 11 ja 12) tuloksista huomataan kuitenkin se, ettad
alI®317A_domeenilla on kaikista korkein Bmax-arvo suhteessa muihin mitattuihin o11-
domeeneihin. Timi voisi viitata siihen, ettdi all®*!'"A-domeenilla on tiedetyn
sitoutumiskohdan liséksi toinenkin sitoutumiskohta, jonka vuoksi se pystyy méérillisesti
sitomaan enemmaén kollageenia. Sitoutumiskokeiden tuloksiin vaikuttaa kuitenkin se, etti
reaktioissa kédytetddn kokonaisligandin maardd reaktiossa eikd vapaan ligandin mééraa
mitd Michaelis-Mentenin kaltainen yhtdlo vaatisi. Tdmén vuoksi laskennalliset Kq4- ja
Bmax-arvot ovat vain suuntaa-antavia, ja matalimmissa arvoissa ilmenee yhtdlon ja siitd
saatujen arvojen suhteen suurin virhe. Té&mén lisdksi tdméin tyyppiselld
sitoutumiskokeella ei pystytd maédrittimédn sitoutumispaikkojen lukuméérad, jonka
vuoksi tarkkaa ymmarrysté tuloksista on vaikeaa saada. Yhdistimélld molemmat tulokset
voidaan kuitenkin todeta, etti molemmat all-domeenin mutaatiot ovat onnistuneet seki

ovat odotetusti ”gain of function” —mutantteja.
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8.1.4. a2I", a2I*?%%4 jq a2IF3134 sitoutuvat eri aviditeetilla tyypin I kollageeniin

Vastaavanlaiset sitoutumiskokeet suoritettiin o2l-domeenin villityypille ja kahdelle
aktivoidulle mutantille. Saadut tulokset (kuva 13 ja taulukko 4) osoittavat, etti kaikilla
a2]-domeenin muodoilla on aviditeettia tyypin I kollageenin. Paras sitoutumistehokkuus
on o2I**¥A mutantilla, mutta a2l !¥A-mutantin Kd-arvo on hyvin lihelld sitd. Tyd
toistettiin kolmeen kertaan, jonka perusteella voitiin todeta, ettd molempien mutanttien
vaikutus kollageeni I: n sitoutumistehokkuuteen oli lihes sama. Tamin lisiksi a2IVT-
arvot eivét ole kovin kaukana mutanteista, joka oli odotettavissa, silld tyypin [ kollageenin

tiedetddn sitoutuvan a2 1-integriinin suurella avidideetilla. (Madamanchi ja muut 2014.)
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Kuva 13 — a2l-domeenin sitoutuminen tyypin I kollageeniin. Sitoutumiskoe suoritettiin 96-kuoppalevylld, joka oli
pddllystetty tyypin I kollageenilla sekd BSA:lla, joka toimi negatiivisena kontrollina. a2l-domeenin sitoutumista
mitattiin kahdeksalla eri konsentraatiolla ja jokaista konsentraatiota kohti tehtiin kolme rinnakkaista ndytettd.

Taulukon kuvaajat sovitettiin hyddyntdimdlld yhtdlod.: sitoutuminen = Bmax * x / (Kd + x).

Taulukko 4 — a21-domeenin sitoutuminen tyypin I kollageeniin. Kuvan 13 tulokset taulukoituna.

02I-domeenin sitoutuminen kollageeni I
y = Bmax * x / (Kd + x)

02 WT 02 R288A a2 E318A
Bmax (cps) 1590020 + 72941 1866280 + 170565 2246800 + 190756
Kd (nM) 73+ 6 942 10+2
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8.1.5. a2I"7, a2I*3%4 jq a2IF31%4 sitoutuvat myos tyypin 1V kollageeniin

a2l-domeenien sitoutumista tyypin IV kollageeniin mitattiin tekemalld sitoutumiskokeet
kaikille kolmelle eri a2I-domeenille. Sitoutumiskokeet suoritettiin samalla tavalla kuin
all-domeeneille, jotta tulokset olisivat vertailukelpoisia. Sitoutumiskokeista saadut
tulokset (kuva 14 ja taulukko 5) osoittivat, etti molemmat aktivoidut a2I-domeenin
mutantit sekd luonnollisesti myds a2l-domeenin villityyppi sitoivat oll-domeenin
kaltaisesti myds tyypin IV kollageenia. a2I®'3% _mutantti sitoutui huomattavasti
tehokkaammin tyypin IV kollageenin verrattaessa toiseen mutanttiin ja villityyppiin.
Tama tulos vastasi my0s all-domeenin ja kollageeni IV vililld mitattuja tuloksia, jossa
paras sitoutumistehokkuus mitattiin alI®3!7A-domeenilla. Tulokset a2I-domeenien
sitoutumisesta tyypin IV kollageeniin antoivat varmistuksen siitd, ettd molemmat a2l-
mutantit olivat ”gain of function” —mutantteja niiden huomattavasti pienempien Kg-

arvojen perusteella.

a2l-domeenien sitoutumisméérit (Bmax) erosivat toisistaan eniten tyypin IV kollageenin

B384 _mutantti sitoi huomattavasti enemméin tyypin IV

sitoutumisen suhteen. a2
kollageenia kuin villityyppi ja erot molempien aktivoitujen mutanttien vililld olivat my0s
poikkeuksellisen suuret verrattuna aikaisempiin tuloksiin. Tdma ero viittasi siihen, etti
tyypin IV kollageenissa saattaisi olla useampi mahdollinen sitoutumiskohta a2IE3184 —
mutantin sitoutumiselle jolloin domeenin spesifisiteetti olisi vdhentynyt mutaation
yhteydessd. Toiseksi kyse saattaisi olla siitd, ettd samaan sitoutumiskohtaan sitoutuisi
enemmén kuin yksi domeeni, joka nidkyisi Bmax arvon kasvuna. a2l-domeenin
villityyppi nidyttdd tulosten perusteella sitoutuvan paljon huonommin tyypin IV
kollageenin verkkomaiseen rakenteeseen, kuin tyypin I sdieméiseen kollageeniin. Tdma
ndkyy erittdin korkeana Kg¢-arvona (Kd = 289 + 49), joka viittaa a2I-villityypin ja tyypin

IV kollageenin véliseen heikkoon aviditeettiin.
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Kuva 14 — a2l-domeenin sitoutuminen tyypin IV kollageeniin. Sitoutumiskoe suoritettiin 96-kuoppalevylld, joka oli
pddllystetty tyypin IV kollageenilla sekd BSA:lla, joka toimi negatiivisena kontrollina. a2I-domeenin sitoutumista
mitattiin kahdeksalla eri konsentraatiolla ja jokaista konsentraatiota kohti tehtiin kolme rinnakkaista ndéytettd.

Taulukon kuvaajat sovitettiin hyédyntdimdlld yhtdlod.: sitoutuminen = Bmax * x / (Kd + x).

Taulukko 5 - o2l-domeenin sitoutuminen tyypin IV kollageeniin. Kuvan 14 tulokset taulukoituna.

02I-domeenin sitoutuminen kollageeni IV
y = Bmax * x / (Kd + x)

02 WT 02 R288A o2 E318A
Bmax (cps) 792955 + 103811 1149920 + 108429 2037650 + 6757
Kd (nM) 289+ 49 60+9 71
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8.2. 02IR?884A_domeenin rakenne

a2l-domeenista on olemassa kaksi rontgensddekristallografialla selvitettyéd ja tunnettua
rakennetta. Nama rakenteet kuvaavat a2I-domeenin avonaista, kollageenin sitoutunutta
muotoa (Kuva 8. PDB ID: 1DZI), seké sen suljettua sitoutumatonta muotoa (Kuva 7. PDB
ID:1AOX). Toistaiseksi ei olla kuitenkaan pystytty méérittdmiin, millaisia
konformaation muutoksia ndiden kahden tunnetun rakenteen vililld tapahtuu ja onko

myo6s a2l-domeenilla all-domeenin kaltainen vélimuotoinen konformaatio.

Sitoutumiskokeiden tulokset antavat arviota siité, ettd molempien al- ja a2l-domeenien
suljetun konformaation suolasiltaan osallistuvien aminohappojen mutatoiminen aiheuttaa
lisddntyneen affiniteetin tyypin I ja IV kollageeneihin. Tdmén perustella on ollut syyti
uskoa, ettd a2I-domeenilla voisi olla myds vdlimuotoinen esiaktivoitu konformaatio.

Tédmin oletuksen todentamista varten a2l-domeeni on kiteytetty aikaisemmin E318A
mutantilla ja tdssi tydssd ionisidoksen vastaparin, R288A mutaatiolla. Tamén toivottiin
selvittdvin, aiheuttaako kummankin ionisidoksen muodostavien aminohappojen
yksittdinen mutatoiminen samanlaisen vaikutuksen o2I-domeenin rakenteeseen ja, onko
a2l-domeenilla kolmatta védlimuotoista konformaatiota. Toiminnallisista
sitoutumiskokeista huomattiin, ettd E318A ja R288A mutantit vaikuttivat eri
intensiteetilld a2I-domeenin toimintaan, joten rakennetulos a2I%***-domeenista pystyisi
mahdollisesti selventdmiin, mitkd kyseisten aminohappojen roolit ovat a2I-domeenin

aktivaatiossa.

8.2.1. Kiteytysolosuhteiden optimointi ja muodostuneet kiteet

02IR*88A_domeenin  kiteytystd  lihdettiin  optimoimaan kahdella kaupallisella
puskurisarjalla. Paremmaksi sarjaksi osoittautui Molecular Dimensionsin JCSG-plus™
(MD1-37). Kiteitd muodostui useassa eri olosuhteessa sekd huoneenlimmdssd, ettd
+10°C. Parhaimmiksi olosuhteiksi a2I%?%*A-domeenin kiteytykseen osoittautui
taulukkoon 6 listatut olosuhteet. Néitd kolmea olosuhdetta optimoitiin vield entisestdin
muuttamalla proteiinimédrdd ja sen suhdetta kiteytysolosuhteeseen. Kaikissa olosuhteissa

isommat yksittéiset kiteet saatiin kasvattamalla proteiiniliuoksen tilavuutta.
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Taulukko 6 - a2I%?%34_domeenin alustavan optimoinnin tulokset. Kaikki kolme parasta olosuhdetta saatu JCSG-plus™

skriinilld.
a2I"*%34_domeenin kiteytysolosuhteiden alustava optimointi
suola [c] suola |puskuri [c] puskuri |pH °C
1 Ammoniumsulfaatti 2M BIS-Tris-metaani 0,1 M 5,5|RT
Tri-natriumsitraatti dihydraatti |1 M Natriumkakodylaatti 0,1M 6,5|RT
Ammoniumsulfaatti 2M,
3 Natriumkloridi 0,2M Natriumkakodylaatti 0,1 M 6,5|+10

Taulukkoon wvalikoituneet olosuhteet muodostivat kuvassa 15 olevia kiteitd, ja
parhaimmaksi kiteytysolosuhteeksi osoittautui olosuhde 1. Kiteet muodostuivat kahden
viikon aikana pisaroiden tekemisestd ja kiteet olivat suurimmillaan 0,1 mm. Kiteet
tarkastettiin proteiinikiteiksi Agilent Technologies:n PX Scannerilla ennen kiteiden
poimintaa. Kaikki valitut kiteet osoittautuivat proteiinikiteiksi, jonka todistaa kuvassa 16

oleva diffraktiokartta yhdestd skannatusta kiteesta.

RT

+10°C

Kuva 15 — a2I%?5%_domeenin kiteitd. Kiteet noudattavat taulukossa 6 lueteltuja olosuhteita.
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Kuva 16 - Esimerkki 1. kiteytysolosuhteen kiteen muodostamasta heijastuskuvasta. Kide heijastaa vahvasti lihelle

keskelld olevaa réntgensddettd ja vastaa tyypillistd proteiinin atheuttamaa heijastuskuvaa.

8.2.2. Kiteen kerdys, skannaus, resoluutio ja rakenteen muodostaminen

Kaksi eri olosuhteessa muodostunutta a2I%?®¥4-domeenikidetti kerittiin kiteytyslevylti
ja jaadytettiin nestemdiselld typelld. Kerdys tapahtui kéayttamallda 0,1 mm
kerdyssilmukkaa. Yksi kiteista kuvattiin Turun Biotiedekeskuksen
rontgensddekristallografialaitteistolla ja toinen kiteistd ldhetettiin Ranskaan Euroopan
synkrotronisdteilylaitokselle (engl. European Synchotron Radiation Facility, ESRF).
Turun yliopiston Biotiedekeskuksessa kuvatun kiteen resoluutioksi saatiin 1,9 A ja
ESRF:ssi 1,7 A. Molemmissa olosuhteissa kiteytys onnistui onneksemme ilman ulkoista

ligandia, joka oli osoittautunut aikaisemmissa tutkimuksissa haastavaksi.

Datankeruu suoritettiin dosentti Tomi Airenteen ohjauksessa. Rakennemairitykseen
kaytettdvien tietokoneohjelmien, sekd teoreettisen taustan opetteluun olisi tarvittu
enemman aikaa kuin erikoistyon puitteissa oli mahdollista, jonka vuoksi dosentti Airenne
demonstroi muut rakennemaddrityksen vaiheet. Dosentti Airenne ratkaisi kiteen
heijastuksesta saadusta datasetista 02I*?*®A-domeenille aikaisemmin tuntemattoman

kiderakenteen.
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8.2.3. a2I®4_domeenin kiderakenne ja sen laatuindeksit

Dosentti Airenne ratkaisi a2IR288A-domeenin rakenteen Turusta saadun datasetin, seké
ERSF datasetin perusteella. Ndissd saaduista dataseteistd hidn keskittyl ensimmaiseen
Turun Biotiedekeskuksessa kerdttyyn datasettiin (Taulukko 7). Datasetin avulla

selvitettyd rakennetta on jatkokisitelty ja hiottu, mutta rakenne ei ole vield tdysin valmis.

Taulukko 7 - Selvitetyn o.2I%?%4_kiderakenteen tiedot.

Resoluutio (A) 1,90 - 19,57
Alkeiskoppi a=pB=7=90,00

a=793

b=179,3

c=704
Avaruusryhma P42212 (94)

02IR*88A_domeenin rakenteesta halusimme erityisesti tutkia aC- ja a7-heliksien sijaintia
verrattuna suljettuun ja avonaiseen o2l-domeenin konformaatioon. Tdméi oli
kiinnostavaa, silli halusimme tietdd, oliko aktivoidulla a2I-domeenilla myos
rakenteellisesti esiaktivoitu vilimuotoinen konformaatio. Meitd Kiinnosti tietdd, oliko
a2l-domeenilla vastaavanlainen véalimuotoinen konformaatio kuin all-domeenilla, jossa
aC- tai a7-heliksien sijainti olisi poikkeava a2l-domeenin suljetusta ja avonaisesta

rakenteesta.

Kuten kuvasta 17 nikee, o2I***A.domeenilla ei ole suljetusta tai avonaisesta
konformaatiosta poikkeavaa vélimuotoista konformaatiota. Kuvasta nikee my®ds, ettd aC-
heliksi arginiini 288 on onnistuneesti mutatoitu alaniiniksi. Alaniini 288:n ja a7-heliksin
glutamaatti E318:n vilille ei ole mutaation vuoksi muodostu ionisidosta, joka aiheuttaisi
a2l-domeenin  suljetun  konformaation. = Rakennetta  selvittdessd  kuitenkin
elektronitiheyskartan huomattiin olevan vihemmain tihed juuri ndiden kahden tutkittavan
heliksin kohdalta. Tdma viittaisi siithen, ettd molemmat heliksi ovat todenndkoisesti hyvin
liikkkuvia ndilld alueilla, joten jokin tuntematon hetkellinen konformaatio saattaa olla

olemassa myds a2I-domeenilla.
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Kuva 17 — a2I®?%34_domeenin kiderakenne. a-heliksit ovat punaisella, p-levyt keltaisella ja ketjut vihredilli. Metalli-
ioni on kuvattu sinisend pallona ja tirkedt aminohapot on nimetty. Mutaatio rakenteessa ympyraéity. Kuva tehty

PyMol:illa.
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9. TULOSTEN TARKASTELU

Integriinien tdydellistd aktivaatiomekanismia ei toistaiseksi tunneta varmaksi. ol-
domeenin omaavista integriineistd kuitenkin tiedetdin se, ettd al-domeenilla on hyvin
merkitsevd rooli koko integriinin aktivaatiossa ja integriinin ligandin sitoutumisessa.
Tutkimusryhmdmme on perehtynyt jo pitkddn kollageenireseptori alfl- ja a2p1-
integriinien ~ al-domeenien aktivaatiomekanismiin  niin  toiminnallisella  kuin

rakenteellisella tasolla.

Vuonna 2011 tutkimusryhmimme julkaisi o11%3!"A-domeenista rakenteen, josta kiivi ilmi
all-domeenin esiaktivoitu rakenne (Lahti ja muut 2011). Julkaisu ei kuitenkaan ottanut
kantaa o2l-domeeniin ja sen mahdolliseen esiaktivaatioon samaisella mutantilla.
Ymmairtddksemme paremmin ndiden kahden integriinin vilisid toiminnallisia eroja o2I-
domeenin E318A mutanttia on yritetty timin jilkeen kiteyttdd, mutta sen kiteyttdiminen

ilman ligandia on osoittautunut haastavaksi.

Kollageenireseptori alf1- ja a2B1-integriinien tarkkaa aktivaatiomekanismia on tdssd
tutkimuksessa ldhdetty tarkastelemaan kahdesta eri ndkokulmasta. Mekanistisia ja
toiminnallisia eroja integriinien vililla on tutkittu sitoutumiskokeiden avulla, jossa kahta
eri kollageenityyppid, kahta eri al-domeenia ja niiden mutaatioita on verrattu keskenéén.
Tadmin lisdksi a2l-domeenin aktivaatioon on perehdytty entisestdin myds kiteyttdmalla
02IR*88A_domeeni ilman ligandia ja ratkaisemalla alustavasti sen rakenne. Yhdistimall4
saatuja tuloksia alfB1- ja a2p1-integriinille on voitu todeta selked mekanistinen ero ja
rakennetutkimuksen toivotaan tuovan uusia selityksid integriinien vilisille

toiminnallisille eroille.
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9.1. all- ja a2l-domeenin toiminnalliset sitoutumiskokeet

9.1.1. Ilman olC- ja al7-heliksin vdlistd ionisidosta all- ja a2l-domeeni sitovat

kollageenia suurella affiniteetilla

all- ja a2l-domeenien sitoutumistehokkuutta mitattiin kuoppalevyille tehdyilla
sitoutumiskokeilla. Kuoppalevyn pohjaan kiinnitettiin tyypin I ja IV kollageenia ja al-
GST-fuusioproteiinin sitoutumista kollageeniin mitattiin Eu-leimatulla anti-GST-vasta-
aineella. Kontrollina kokeissa toimi BSA, jonka mitatut sitoutumistasot pysyivét

alhaisina.

Sitoutumiskokeissa molempien all- ja a2I-domeenien villityyppié ja kahta eri mutanttia
verrattiin keskendin. Mutantit olivat molemmissa domeeneissa samat: joko al-domeenin
aC-heliksin arginiini R287/R288 tai a7-heliksin glutamaatti E317/E318 oli mutatoitu
alaniiniksi. Arg -> Ala mutantissa elektropositiivinen ja suuri arginiiniaminohappo
muutetaan pieneksi hydrofobiseksi alaniiniksi. [Iman elektropositiivista arginiinia Arg-
Glu vilinen 1onisidos ei pddse muodostumaan. Vuorostaan Glu -> Ala pistemutaatiossa
suuri elektronegatiivinen glutamiiniaminohappo muutetaan alaniiniksi. Alaniini ei ole
negatiivisesti varautunut, jolloin se ei muodosta ionisidosta arginiinin kanssa. Kuten
kuvasta 18 voi ndhdd, timéd Arg-Glu vilinen ionisidos vetdd aC- ja a7-heliksit yhteen,
mahdollistaen al-domeenin suljetun konformaation. Ilman heliksien vélisti ionisidosta

al-domeenin MIDAS-alueen metalli-ioni on jatkuvasti kollageenin saavutettavissa.

“".‘

Kuva 18 —a. a2l""-domeeni suljetussa konformaatiossa. b. a2I%3'34-domeeni esiaktivoidussa muodossa ilman

heliksien vdlistd ionisidosta.
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Tamai nédkyy sitoutumiskokeissa molempien mutanttien matalissa K¢-arvoissa. Kg4-arvoa,
eli dissosiaatiovakiota, kdytetddn kuvaamaan proteiinin sitoutumisvoimakkuutta
ligandiin. Mitd matalampi arvo sen tehokkaammin proteiini sitoo ligandiaan, eli sen
affiniteetti ligandia kohtaan on suurempi. Molemmat mutantit sekd oll- ja o2l-
domeenilla omaavat pienemmaén Kg-arvon verrattuna villityyppeihin, joten se on selkeéé,
ettd molemmat mutantit ovat aktivoituja (engl. ”gain of function”) -mutantteja. Tadma
ndkyy tuloksissa my0s jyrkempind reaktiokdyrind. Tulokset olivat odotettuja, silld
ionisidoksen katkaisemisen merkitystd oli tutkittu aikaisemmin proteiinimallinnusta

kiyttamalla.

Bmax-arvot eivit kerro meille sitoutumistehokkuuden voimakkuudesta, mutta tulosten
perusteella vaikuttaa siltd, ettd mutantit lisddvit sitoutuvan ligandin méérds. Tami voi
johtua joko siitd, ettd mutaatioiden myotd al-domeenien ligandispesifisyys heikkenee ja
se pystyy sitoutumaan useampaan sitoutumiskohtaan kollageenimolekyylissi. Toinen syy
Bmax-arvon kasvulle voi olla myds se, ettd useampi kuin yksi al-mutantti pystyy

sitoutumaan samaan sitoutumiskohtaan kasvattaen sitoutuvan kokonaisligandin maéraa.

9.1.2. Tyypin IV  kollageenin  suhteen — molemmilla integriineilld  on

vhdenmukaisempi sitoutumismekansimi

Tyypin IV kollageenin kanssa tehdyistd sitoutumiskokeista voi huomata selkeét
yhtildisyydet molempien integriinien vililld. Néistd kahdesta all-domeenin villityyppi
sitoo paremmin tyypin IV kollageenia kuin verrattaessa a2l-domeenin villityyppiin.
Tamé oli odotettavissa, silld al-domeenin tiedettiin suosivan sitoutumista tyypin IV
kollageeniin. a2I-domeenin villityyppi sitoo myds tyypin IV kollageenia, mutta ei yhtd

hyvin kuin all-domeeni.

Molemmilla integriineilld Glu -> Ala mutaatio vaikutti eniten al-domeenin ja tyypin IV
kollageenin sitoutumistehokkuuteen. a11-domeenilla erot mutanttien ja villityypin vililla

eivit ole kovin suuria. a2I-domeenilla vuorostaan 021*134- domeeni sitoutuu tyypin IV

IR288A_ IWT IE3 18A.

kollageeniin merkittidvisti paremmin kuin o2 ja a2l" -domeenit. a2 n
laskennallinen Kd-arvo (7 + 1) on 40 kertaa pienempi kuin villityypin Kd-arvo (289 +
49). Taman lisdksi sen Bmax arvo on poikkeuksellisen korkealla, mutta tarkkaa syyta télle
ei toistaiseksi tiedetd. Oletamme, ettd a2I"!¥A-domeenilla on useampi sitoutumiskohta

tyypin IV kollageenissa tai useampi al-domeeni kykenee sitoutumaan samaan
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sitoutumiskohtaan kollageenimolekyylissd. Tdmén varmistaminen vaatisi tyypin IV
kollageenin ja a2I-domeeni -kompleksin molekulaarista mallinnusta, joka on haastavaa
tyypin IV kollageenin verkkomaisen rakenteen kanssa. Tamén lisdksi a2I-domeeni tulisi

kiteyttdd tyypin IV kollageenin kanssa ja kompleksin rakenne tulisi ratkaista.

Tuloksista on mielenkiintoista huomata miten arginiinin ja glutamaatin mutaatiot
vaikuttavat eri tavalla kollageenin sitoutumistehokkuuteen, vaikka mutaatiot aiheuttavat
fyysisesti saman muutoksen proteiinirakenteessa. Molemmat mutaatiot aiheuttavat sen,
ettd aC- ja a7-heliksien vilille ei muodostu ionisidosta. Tulokset kertovat, ettd all- ja
a2l-domeenit sitoutuvat tehokkaammin tyypin IV kollageeniin, kun o7-heliksin
glutamaatti on mutatoitu. Arginiinin mutaatio vaikuttaa my0s domeenien
sitoutumistehokkuuteen laskemalla Kg¢-arvoa, mutta ei yhtd suuresti kuin glutamaatin

mutaatio. Ero mutanttien tehokkuuksien valillda on merkittdva etenkin a2I-domeenilla.

Sitoutumiskokeen perusteella voidaan kuitenkin todeta, ettd molemmat mutaatiot
vaikuttavat samankaltaisesti molempien integriinien al-domeenien
aktivaatiomekanismeihin ja, ettd integriineilldi on tyypin IV kollageenin suhteen
yhdenmukainen sitoutumismekanismi. Tdma ei ole yllattdvas, kun otetaan huomioon
integriinien rakenteellinen samankaltaisuus. On kuitenkin selvdd, ettd o7-heliksin
glutamaatin muuttaminen alaniinksi vaikuttaa merkittdvimmin integriinin sitoutumiseen
tyypin IV kollageeniin, kuin arginiinin mutatoiminen. Tdmé saattaa johtua siitd, ettd
arginiinin mutatoiminen muuttaa mahdollisesti MIDAS-alueen orientaatiota sitoutumisen
suhteen epédsuotuisammaksi kuin glutamaatin mutatoiminen. Tétd ei olla kuitenkaan
toistaiseksi tutkittu tarkemmin. Verrattaessa arginiinimutaation siséltdvin al-domeenin
toimintaa villityypin al-domeenin huomataan kuitenkin parantunut sitoutumistehokkuus.
Tami voisi viitata siithen, ettd arginiinin ldsndolo villityypin al-domeenissa saattaa
mahdollisesti héiritd positiivisen varauksensa takia MIDAS-alueen orientaatiota ja titen

myos kollageenin sitoutumista MIDAS:een.
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9.1.3. oll- ja a2l-domeenin mutaatiot vaikuttavat eri tavalla al-domeenin ja

tyypin I kollageenin sitoutumismekanismiin

Tyypin 1 kollageenin sitoutumiskoetulokset poikkeavat tyypin IV kollageenin
sitoutumiskokeesta saaduista tuloksista. Ensinnikin tuloksista voi huomata selkedésti, etti
a2l-domeeni suosii ligandikseen tyypin I kollageenia, kun taas all-domeeni sitoutuu
sithen heikommin. Tamé& néakyy siind, ettd a2l-domeenin villityypin sitoutumisvaste (Bmax
= 1590020 + 72941) ja tehokkuus (K4 = 73 + 6) tyypin I kollageeniin on suurempi kuin
all-domeenin (Bmax = 1056620 + 107649, Kq = 134 + 22). Tulos oli paiteltivissa, silla
a2l-domeenin tiedettiin sitovan paremmin kolmoishelikaalista, tyypin I kollageenin

kaltaista rakennetta.

Molemmat mutaatiot vaikuttivat al-domeenin sitoutumiseen laskien domeenien Kg-
arvoja, eli tehostaen al-domeenin sitoutumista tyypin I kollageeniin. Arginiinin ja
glutamaatin mutaatiot vaikuttivat enemmén o2l-domeenin sitoutumismekanismiin ja
tuloksista voi huomata, ettd ndiden kolmen a2I-domeenin vililld erot ovat suuremmat
kuin all-domeenilla. Mutaatiot aiheuttavat a2l-domeenilla myds suuremman kasvun
sitoutuneen kollageenin midrdsséd (Bmax), kun alI-domeenilla sitoutuneen ligandin mééra
pysyy suhteellisen samana verrattuna villityyppiin. Bmax arvon kasvu todenndkdisesti
johtuu siitd, ettd useampi al-domeeni pystyy sitoutumaan samaan sitoutumiskohtaan
kollageeni I:ssd, jolloin sen sitoutuminen ei ole tdysin spesifistd. Tekemdmme

sitoutumiskoe ei tosin todista tdtd hypoteesia.

Merkittiva ero alf1- ja a2p1-integriinien al-domeenien vélilld ndkyy siind, ettd tehdyt
mutaatiot vaikuttavat ylldttden eri tavalla integriinien sitoutumismekanismiin. all-
domeenin sitoutumiseen vaikutti merkittivimmin R287 mutatoiminen alaniiniksi,
pienentden Kd-arvoa kahdeksankertaisesti villityypistd. E317 mutantti laski all-
domeenin Kd-arvoa, mutta ei yhtd tehokkaasti kuin arginiinin mutaatio. a2I-domeeni,
joka sisélsi E318-mutaation vuorostaan sitoi tyypin I kollageenia tehokkaammin kuin
vastaavan arginiinin mutaatio. Ero molempien mutanttien Kd-arvojen viélilld ei ole suuri,

IE3 18A

mutta kokeesta tehdyt toistoista ilmenee kuitenkin trendi, jossa a2 -mutantti on

testatuista 02I-domeeneista tehokkain. Téma tulos oli ristiriidassa saatujen o11-domeenin
sitoutumiskokeiden tulosten kanssa, jossa sitoutumistehokkuudeltaan paras mutantti oli

IR2887A

ol -mutantti.
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Vaikka integriinien al-domeeneilla oli selked ero mutanttien toimivuuden viélilla, oli
molempien integriinien al-domeenien Bmax arvot samankaltaiset ja kdyrdt noudattivat

[B317A ja a2I®*1¥A-domeenit.

huomattua trendid. Eniten tyypin I kollageenid sitoi al
Arginiinin mutaatio lisdsi my0s sitoutumisen médraa verrattuna villityyppeihin, mutta
vihemmaén kuin glutamaatin mutaatio. Tdmé samankaltainen tulos integriinien valilld
viittaisi sithen, ettd oall- ja o2l-domeenit sitovat ldhtokohtaisesti saman verran
kollageenia ja, ettd mutantit vaikuttavat yhdenmukaisesti molempien al-domeenien

kykyyn sitoa suurempi maard kollageenia. a11- ja a2l-domeenien mekanistinen ero nakyi

siis vain Kg-arvoissa, eli sitoutumisen tehokkuudessa.

9.1.4. olpl-ja a2f1-integriinien aktivaatiomekanismeilla on mekanistinen ero

Tyon tavoitteena oli maidrittdd, onko alPl- ja a2PB1-integriineilli samanlainen
sitoutumismekanismi kollageeniin. Oletus integriinien samankaltaisesta
sitoutumismekanismista on muodostunut molempien integriinien koevoluutiosta ja hyvin
konservoituneesta ol-domeenin rakenteesta. Tdmédn lisdksi molempien integriinien
tiedetdén sitovan sekd tyypin I ja IV kollageenia, joka viittaa sithen, ettd suurta eroa

sitoutumismekanismeissa ei valttimatta ole.

Tutkimusryhmdmme on vuonna 2011 todistanut, ettd oall-domeenilla on
aktivaatiomekanismin kahden erilaisen konformaation liséksi vield yksi vidlimuotoinen
konformaatio. Tdmi huomattiin, kun olI**!7A-domeeni kiteytettiin ilman ligandia ja
kiderakenne selvitettiin. Vastaavanlaista konformaatiota ei ole 18ydetty a2IF318A-
domeenista. Tatd eroa aktivaatiomekanismissa tuki myos al-domeeneille tehdyt
sitoutumiskokeet, joista selkedisti huomattiin affiniteetin kasvu olI®*!’A-domeenilla
suhteessa villityyppiin, joka tukee tietoa siitd, ettd vdlimuotoinen konformaatio omaa

korkeamman affiniteetin kollageeniin kuin suljettu konformaatio.

Tamd tyd tehtiin  ymmairtddksemme, onko integriineilld samankaltainen
sitoutumismekanismi kollageeniin ja varmistaaksemme oletuksen siitd, ettd o2l-
domeenilla ei ole vélimuotoista konformaatiota. Tdmé tapahtui mutatoimalla aC-heliksin
arginiini, joka sitoo suljetussa konformaatiossa a7-heliksin sulkien metalli-ionin pois
ligandin ldheltd. Tadm&i arginiini on suljetun konformaation mahdollistavassa
ionisidoksessa glutamaatin vastapari. Glutamaatti on mutatoitu jo entuudestaan ja

oletimme, etté tulokset pysyisivit samanlaisina arginiinin mutaation kanssa.
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TyOssd saadut tulokset viittaavat siithen, ettd ol-domeeneilla on erilaiset
sitoutumismekanismit, silld sitoutumiskokeiden tulokset osoittavat, ettd al-domeenit
reagoivat toisistaan poikkeavasti aC-heliksin arginiinin mutaatioon. Tyypin IV
kollageenin sitoutuminen al-domeeniin on molemmilla integriineilld samankaltainen,
mutta syytd sille ei vield tiedetd. Ero sitoutumismekanismien vélilld huomataan typin I
kollageenin ~ kanssa  tehdyissd  sitoutumiskokeissa,  jossa  all-domeenin
sitoutumistehokkuus (Kd) kasvaa arginiinin mutaation yhteydessd, kun taas o2l-
domeenin sitoutumistehokkuus ei. Sitoutumiskokeiden useat toistot tukevat saatua
tulosta. Saatu tulos ennakoi siti, ettd arginiinin pois mutatoimisella on suurempi merkitys
oll-domeenin konformaatioon kuin o2I-domeenilla, antaen sille entisti suuremman
aviditeetin tyypin I kollageenia kohtaan. a2I-domeenilla arginiini 288 mutatoiminen ei

vaikuta yhtd merkitsevésti sen aviditeettiin.

Sitoutumiskokeiden tuloksista voidaan siis paételld, ettdi oll- ja a2l-domeenien
sitoutumismekanismit poikkeavat toisistaan. a2I-domeenilla arginiini 288 mutatoiminen
vaikuttaa molempien mitattujen kollageenien sitoutumistehokkuuteen huonommin kuin
glutamaatti 318:n mutatoiminen. a2I¥3!8A-domeeni on a2I-domeenin aviditeetin suhteen
paras mutantti. Taéméan perusteella voidaan todeta, ettd arginiinilla on todenndkdisesti
jokin muu rooli kollageenin sitomisessa, kuin pelkdstddn aC-heliksin ja o7-heliksin

valisen ionisidoksen muodostaminen.

all-domeenilla arginiini 287 mutatoiminen vaikutti eri tavoin tyypin I ja IV kollageenin
aviditeettiin. Tyypin I kollageenin suhteen arginiinin poissaololla oli aviditeettia
parantava vaikutus, kun taas tyypin IV kollageenin suhteen arginiinin mutatoiminen
atheutti al-domeenin ja kollageenin vilisen aviditeetin heikentymisen suhteessa
glutamaatin mutaatioon. Tdmén perusteella voidaan todeta, ettd all-domeeni sitoo eri
mekanismeilla tyypin I ja IV kollageenia ja, ettd all- ja a2l-domeenien sitoutumisella

tyypin I kollageeniin on selked mekanistinen ero.
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9.2. 02I*?%A_domeenin kiteytystulos

9.2.1. a21®%¥_domeeni kiteytettiin onnistuneesti ilman ligandia

a2IR288 A-domeeni onnistuttiin  kiteyttdmédan useassa eri olosuhteessa kiyttamélld
hoyrydiffuusiomenetelmdd. Valistimme testatuista olosuhteista ne, jotka muodostivat
parhaiten yksittdisid kiteitd ilman mahdollista ylimé&éréistd ligandia kuten esim.
malonaattia. Valittuja olosuhteita uudelleenoptimoitiin, jotta saisimme mahdollisimman
suuria ja yksittéisid proteiinikiteitd, jotka olisi mahdollisimman symmetrisid ja helposti
testattavia. Parhaimmat kiteet muodostuivat, kun proteiiniliuoksen suhdetta

kaivoliuokseen nostettiin.

Halusimme erityisesti kiteyttdd a2I-domeenin mutantin ilman ligandia, selvittidksemme
ilmeneekd ligandiin sitoutumatonta a2I?*?*¥”-domeenia avonaisessa tai jossain muussa
avoimen ja suljetun vililli olevassa konformaatiossa. Aikaisemmat 02I%?*¥A-domeenin
kiteytysyritykset eivit olleet sitoutumismekanismin ymmartdmisen kannalta olleet kovin
hyodyllisid, silli a2I*?®¥4-domeeni oli suostunut kiteytymiin vain ulkoisen ligandin
kanssa. Kiteytettivit proteiinit ovat biologisesti aktiivisia ja niiden sitoutumista ligandiin
on vaikea kontrolloida, jonka vuoksi proteiinin kiteytyminen halutulla tavalla voi olla
erittdin haastavaa. Onneksemme kéyttimdmme kiteytysmenetelméd tuotti tulosta ja
onnistuimme kerddmddn useita eri kiteitd kuvattavaksi. Suolakiteet heijastivat myos
rontgensédettd, joten varmistimme PX-scannerilla, ettd saatujen kiteiden heijastuskuvat
vastasivat todella proteiinikiteelle tyypillistd heijastusta. Onneksemme kaikki
valitsemamme kiteet heijastivat rontgensiteitd proteiinikiteen kaltaisesti, joten
pystyimme olemaan suhteellisen varmoja siitd, ettd kuvattavat kiteet olisivat todella
proteiinikiteitd, eivdtkd suolakiteitd. Tarkastelimme erilaisia ja eri olosuhteissa

muodostuneita kiteitd varmistaaksemme saadun proteiinirakenteen oikeaksi.
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9.2.2. o2l-domeenin alustava rakenneanalyysi ei paljasta samankaltaista

transitionaalista konformaatiota kuin o.ll-domeenilla

Kaksi a2IR288A-domeenikidettd onnistuttiin skannaamaan rakenneanalyysid varten.
Ensimmiinen skannaus, jonka tulokset ndkyvit tdssd tyossd suoritettiin Turku
Biotiedekeskuksessa ja mittaus tapahtui 21° astetta kidettd kdantdmalld. Myos ESRF:44n
lahetettiin useampi proteiinikide mitattavaksi hyvin tuloksin. ESRF tuotti parhaimman
datan ja resoluution a2IR288A-domeenille, silld sielld mittaus tapahtuu 360° astetta
kidettd kdantdmalld. Dataa ei ole toistaiseksi vield julkaistu, jonka vuoksi kiytimme téssa

tyossd Turku Biotiedekeskuksessa kerittyd dataa.

Keritysti datasta dosentti Tomi Airenne ratkaisi 02I%*%¥A-domeenin rakenteen
hyodyntdmalld molekulaarista korvaamista. Menetelmissd hyddynnettiin jo tunnettua
a2l-domeenin suljettua rakennetta (PDB: 1A0X). Tdmdn rakenteen avulla pystyttiin
saamaan alustava rakenne a2I*?%*A_-domeenille hyddyntimilld tunnetun rakenteen

vaihekulmaa (engl. phase angle).

Saadun rakenteen alustavat laatuindeksit olivat hyvii. Rakenteen resoluutio oli 1,9 A eli
erinomainen ja alkeiskopin avaruusryhmiksi saimme P 42 21 2 (94) (Taulukko 7), joka
vastasi ortorombista kiderakennetta. Arvot olivat hyvit rakenteen hienosdétod varten ja
lopullisesta rakenteesta voidaan tutkia muun muassa metalli-ionin ja vesimolekyylien
koordinaatiota sekd saadaan selville yksittdisten aminohapposivuketjujen sijainnit erittdin

tarkasti.

Kuten kuvassa 17 niikyy, saatu a2I?***A_rakenne on samankaltainen kuin tunnettu o21-
domeenin suljettu rakenne. Saatu rakenne ei kerro, ettd a2l-domeenilla olisi kahdesta
padkonformaatiosta poikkeavaa vélimuotoista konformaatiota, kuten all-domeenilla.
02IR?%8A_domeenin uudessa alustavassa rakenteessa aC-heliksi ei ole purkautunut
lainkaan ja a7-heliksi ei ole liitkkunut lainkaan alaspdin. Analyysimme perusteella, jos
domeenia ei olisi mutatoitu rakenne vastaisi tdysin a2l-domeenin suljettua rakennetta.
Elektronitiheyskartta on kuitenkin aC- ja a7 —heliksien kohdalta vihemman tihed, jonka
perusteella tieddimme heliksien olevan hyvin liikkuvia. Saatu tulos ei siis vélttdmaitti ole
ainoa mahdollinen konformaatio suuren kollageeniaffiniteetin omaavalle o2IR*38A-
domeenin rakenteelle. Mutaatio on kuitenkin onnistunut rakenneanalyysin perusteella, ja

aC-heliksin arginiini on onnistuneesti mutatoitunut alaniiniksi. Tdma selittdd miksi aC-
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heliksin ja a7-heliksin viélille ei ole muodostunut ionisidosta ja a2I-domeenirakenne sitoo
suurella affiniteetilla kollageenia. Toivomme, ettd rakenteen jatkokésittely varmistaisi

saadun konformaation todelliseksi.

Rakenteen analyysin perusteella all- ja o2l-domeenit poikkeavat toisistaan myos
rakennetasolla, silli vain all-domeenille on todettu vilimuotoinen konformaatio. Tdmén
uskotaan selittdvin sitoutumiskokeissa mitattujen affiniteettien eroja. o2l-domeenin
R288A ja E318A mutatoidut ja kiteytetyt a2I-domeenit paljastivat saman konformaation
a2l-domeenille, joka paljastaa, ettd o2l-domeenilla ei ole kolmatta ja vélimuotoista
konformaatiota. Domeenien viliset konformaatioerot olisi kuitenkin hyva vield varmistaa

kiteyttimalld all-domeenin vastaava R287A mutantti ja ratkaisemalla sen rakenne.
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10. YHTEENVETO

Ihmisen kollageenireseptori-integriinit ovat merkittdvid soluvéliaineproteiineja, jotka
yhdistdvét solun tukirangan soluvéliaineeseen. Soluadheesiomolekyyleind ne viestivét
solukalvon 1dpi molempiin suuntiin mahdollistaen soluadheesion soluviliaineen
kollageenimolekyyleihin, sekd ympaérilld oleviin soluihin. Toiminnallaan ne aktivoivat
useita solunsisdisié signalointireittejd ja mahdollistavat omalta osuudeltaan monisoluisten

rakenteiden muodostumisen ja ylldpidon.

Tassd tyOssd tutkittiin ithmisen alfl ja a2PB1 kollageenireseptori-integriineji, jotka
vaikuttavat ~ merkittdvasti muun  muassa  verihiutaleiden  kiinnittymiseen,
mesenkymaalisten kantasolujen lisddntymiseen ja kunnollisen immuunivasteen
muodostumiseen. Ndmé kollageenireseptori-integriinit vaikuttavat soluissa tapahtuviin
muutoksiin sitoutumalla spesifisesti soluvéliaineessa olevaan tyypin I ja IV kollageeniin.
Niiden integriinien ol-domeenit ovat integriinin ligandia sitovia domeeneita, jotka
muodostavat  suoran  kontaktin  kollageenimolekyyliin.  Kollageenimolekyylin
sitoutuminen al-domeenin aktivoi integriinin ol-domeenin, jonka seurauksena ol-
domeenin suljettu matalan affiniteetin omaava konformaatio muuttuu avonaiseksi

ligandia korkealla affiniteetilla sitovaksi konformaatioksi.

al-domeenin roolia kollageenin tunnistusdomeenina on tutkittu jo pitkdén, mutta sen
spesifistd sitoutumismekanismia ei vield tiedetd. Tdman lisdksi on epdselvad, miten al-
domeenin sitoutuminen ligandeihin eri integriinien vélilld eroaa ja miten se vaikuttaa
integriinien lopulliseen funktioon. all- ja a2I-domeeneilla tehdyt sitoutumistutkimukset
ovat osoittaneet, ettd a11- ja a2l-domeenien toimintamekanismeissa on eroja niiden hyvin
samankaltaisesta rakenteesta huolimatta. Vuonna 2011 kiteytetty alI3!7A-domeenin
rakenne paljasti all-domeenilla olevan esiaktivoitu, vdlimuotoinen konformaatio, mutta

tutkimus ei ottanut lainkaan kantaa a2I-domeeniin ja sen sitoutumismekanismiin.

Tadmaén pro gradu —tutkielman tavoitteena oli tutkia ja verrata all- ja a21- domeenien aC-
heliksissd olevan arginiinin roolia al-domeenien aktivaatiossa. all- ja a2l- domeenien
sitoutumistehokkuutta tyypin I ja IV kollageeniin mitattiin sitoutumiskokeilla
hyodyntden molempien integriinien al-domeenin villityyppejd ja kahta eri mutanttia.
Pistemutaatiolla pystyimme saamaan lisétietoa siitd, miten aC- ja a7-heliksissd olevat,

suljetulle konformaatiolle tirkeén ionisidoksen muodostavat aminohapot vaikuttavat al-
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domeenien sitoutumistehokkuuteen. Sitoutumiskokeiden ohella arginiini 288
pistemutaation sisdltdvd a2l-domeeni kiteytettiin ilman ligandia paljastamaan, onko a2I-
domeenilla olemassa oll-domeenin tavoin kolmas mahdollinen vilimuotoinen

konformaatio.

Sitoutumiskokeiden tulokset paljastivat, ettd alpl- ja a2pB1-integriinien al-domeenien
aktivaatiomekanismeilla vaikuttaa olevan mekanistinen ero. Tdma nékyi verrattaessa o11-
ja a2I-domeenien reaktiota mutatoituihin al-domeeneihin, joista oli vaihdettu joko aC-
heliksin arginiini tai a7-heliksin glutamaatti alaniiniksi. al-domeenit eivit reagoineet
mutaatioihin samalla tavalla, joka oli yllattivdd ottaen huomioon domeenien
rakenteellinen samankaltaisuus. Tdméa osoittaa, ettd domeenien aktivaatiomekansmit
poikkeavat mekaanisesti toisistaan, silld arginiinin ja glutamaatin mutaatiot vaikuttivat
eri tavoin al-domeenien ja kollageenin viliseen sitoutumistehokkuuteen. Ero nikyi
pitkilti tyypin I kollageenin kanssa suoritetuista sitoutumiskokeissa, jossa alIR?87A
domeeni sitoutui paremmin tyypin I kollageenin kuin a2I***®A.domeeni, jonka

sitoutumistehokkuus kollageeniin oli vuorostaan heikompi kuin 021%3184-domeeni.

02?884 kiteytystulos ei paljastanut selvii vilimuotoista konformaatiota a2I-domeenille.
Kiteytystulos paljasti, ettd a2l-domeeniin tehty R288A pistemutaatio oli onnistunut ja,
ettd rakenne oli kiteytynyt ilman ligandia. Tdma tarkoitti sité, ettd kiderakenne kuvasti
a2l-domeenin suuren aviditeetin konformaatiota ilman tyypillisesti sen mahdollistavaa

ligandia.

Alustava kiteytystuloksen analyysi paljasti, ettd a2I*?**A-domeenin a7-heliksi oli pysynyt
samassa paikassa kuin a2l-domeenin suljetussa konformaatiossa. Se ei ollut litkkunut
alaspdin, jonka seurauksena a7-heliksin C-terminaalinen glutamiini E336 ei péése
aktivoimaan integriinin B-alayksikon I-domeenia. Tdmidn lisdksi aC-heliksi ei ollut
purkautunut ja siirtynyt kauemmaksi MIDAS-alueen metalli-ionista. Tdma oli yll4ttavaa
ottaen huomioon kuitenkin kyseisen mutantin kasvanut aviditeetti tyypin I ja IV

kollageenien suhteen.

Tulosten perusteella voidaan todeta, ettd all- ja a2l-domeenien aktivaatiomekanismit
eroavat toisistaan myds rakennetasolla. a2I-domeenin jyrkempi konformaation muutos
suljetusta avonaiseen muotoon ilman vélimuotoista konformaatiota voisi selittdd all-

domeenin suhteen verrattuja tuloksia. a2l-domeeni sitoo enemmén ja nopeammin
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kollageeniligandia, joka voisi osittain johtua siitd, ettd se siirtyy tdysin avonaiseen
muotoon nopeammin ilman vélivaihetta. Syy aktivaatiomekanismien eroon johtuu myods
todenndkoisesti siitd, ettd alBl- ja a2B1-integriinit ilmenevét erilaisissa soluissa jossa
niiden toimintaymparistonsd vaativat erilaista aktiivisuutta. a2p1-integriinit ilmenevit
epiteelisolujen, verihiutaleiden, fibroblastien ja megakarosyyttien pinnalla, jossa niiden
tulee reagoida tehokkaasti solun signaaleihin liittyen verihiutaleiden toimintaan ja
homeostaasin ylldpitoon. Taméi voisi osittain selittdd a2l-domeenin dramaattisen
konformaation muutoksen. olp1-integriinit vuorostaan ilmenevédt mesenkymaalisissa
soluissa ja immuunijdrjestelméssid, jossa integriinin esiaktivoidulla konformaatiolla on
merkittdvidmpi rooli soluen toiminnassa ja reaktiokyvyssd. Tdmé hypoteesi tulisi
kuitenkin todistaa mittaamalla al-domeenien todelliset assosiaationopeudet (M 's™!), sek

tutkimalla integriinien toimintaa eri solutyypeissé, erilaisten solustressien alla.
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