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Transformoiva kasvutekija B (Transforming growth factor B, TGF-f) -suurperheen signaa-
limolekyylit tuotetaan soluissa suurina inaktiivisina esiasteina, joista vain aktiivinen ligan-
diosa eritetdan ulos soluista proteolyyttisen pilkkomisen jalkeen. Nain ollen proteiinien pro-
sessoinnilla on tarkea rooli TGF-B-signaloinnissa. Decapentaplegic (Dpp) ja Screw (Scw)
ovat banaanikarpdsen (Drosophila melanogaster) luun morfogeneettisia proteiineja (Bone
morphogenetic proteins, BMPs) ja kuuluvat TGF-B-suurperheeseen. Dpp ja Scw toimivat
heterodimeerind banaanikdrpéasen alkionkehityksen aikana muodostaen morfogeenin ta-
voin pitoisuusgradientin kehittyvassa kudoksessa. Dpp-proteiinin on todettu olevan véaltta-
maton banaanikdrpasen alkion oikeanlaiselle kehitykselle ja sen taustalla olevia molekyyli-
mekanismeja onkin tutkittu ahkerasti. Kuitenkin Scw-signaloinnin saatelysta tiedetédan va-
han. Tassa tydssd tutkittin Scw:n proteolyyttista muokkausta ja sen vaikutusta ba-
naanikarpasen alkionkehitykseen.

Tulokset osoittivat, ettd Scw-proteiinin esiaste pitdd pilkkoa kahdesta eri kohdasta, jotta
solusta ulos eritettava ligandi olisi taysin aktiivinen; furiinin tunnistuskohdasta | (FSI), joka
sijaitsee aktiivisen domeenin ja prodomeenin valissa sekd furiinin tunnistuskohdasta 11
(FSII), joka sijaitsee prodomeenialueella. Mutaatio furiinin tunnistuskohdassa 1 tai Il johti
toimivan ligandin tuottoon Drosophilan S2-soluviljelméassa, mutta ligandin eritys soluista oli
alhainen. Lisdksi mutaatio furiinin tunnistuskohdassa | johti normaalia suurempikokoisen
ligandin tuottoon. Tutkimukset Scw-rekombinanttiproteiinien funktionaalisuudesta in vivo
osoittivat, ettd normaali Scw-proteiini pystyi pelastamaan toimimattoman Scw-geenin
omaavan genotyypin, mutta furiinin tunnistuskohdasta | ja Il mutatoidut Scw-
rekombinanttiproteiinit eivat. Lisdksi mutaatio Scw-proteiinin furiinin tunnistuskohdassa |
tai Il vaikutti negatiivisesti Dpp-signalointiin. Scw-proteiinin esiasteen proteolyyttinen pilk-
kominen on siis valttamatdnta banaanikarpéasen oikeanlaiselle alkionkehitykselle.

Saadut tulokset ovat tarkeitd, koska Scw-signaloinnin merkityksestéd banaanikarpasen al-
kionkehityksesséa tiedetddn hyvin vahan. BMP-perheen proteiinit ovat myds hyvin konser-
voituneita eri eldinlajeissa, mikd mahdollistaa tulosten soveltamisen jopa ihmisiin. Ty6n
tulokset on esitetty kasikirjoituksessa, joka lahetetddn julkaistavaksi tieteelliseen lehteen.

Avainsanat Morfogeeni, Transformoiva kasvutekija B, Luun morfogeneetti-
set proteiinit, Banaanikarpanen, Decapentaplegic, Screw
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Signaling molecules belonging to the Transforming growth factor B (TGF-B) superfamily
are produced as large inactive precursor forms and secreted as mature ligands after clea-
vage. Therefore, a proteolytic processing of precursor proteins of TGF- type ligands plays
an important role in their signaling. Decapentaplegic (Dpp) and Screw (Scw) in fruit fly
Drosophila melanogaster belong to the family of Bone morphogenetic proteins (BMPs), a
subgroup of the TGF-B superfamily. In Drosophila embryo, Dpp and Scw function as a
heterodimer to provide an activity gradient as morphogen. Even though molecular me-
chanisms of Dpp has been intensely studied, little is known about how Scw signaling is
precisely regulated during embryogenesis. In this work the significance of Scw processing
in Drosophila development has been investigated.

Results showed that Scw precursor needs to be cleaved at two different sites being fully
functional: a furin recognition site adjacent to the ligand domain (FSI) and a furin recogni-
tion site of the prodomain (FSII). Mutation analysis of cleavage site | suggested that a
larger form of functional ligand is produced and secreted in Drosophila S2 cells but the
amount of secreted proteins is significantly reduced. Mutation of the prodomain FSII re-
sulted into poor production and secretion of mature ligands. We also tested the in vivo
function of Scw cleavages and found that mutant flies with unfunctional Scw-gene were
rescued by wild type Scw, but not by its cleavage mutants. Moreover, mutation of FSI and
FSI1 showed dominant negative effect on Dpp-signaling. Taking together, the cleavage of
Scw precursor is critical for successful embryogenesis of Drosophila.

The outcome is prominent because it provides more information on the significance of Scw
signaling in Drosophila embryogenesis. Furthermore, the proteins belonging to the BMPs
are highly conserved between various species that allow applying these findings even to
humans. The results of this work will be part of the manuscript that will be sent for publi-
cation.
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KIRJALLINEN OSA

1 Johdanto

Viimeisen 20 vuoden aikana on tapahtunut paljon edistysta tutkittaessa yksilon kehi-
tyksen taustalla olevia perusmekanismeja. On huomattu, etté yksilon muovautumisesta
vastuussa oleva verkosto on verrattain melko pieni. Signaalimolekyylit ovat avainase-
massa tassa verkostossa. Osa signaalimolekyyleista toimii morfogeenien tavoin. Morfo-
geeni on soluista eritettdva proteiini, joka kulkeutuu kudoksessa kauemmas lahtees-
taén ja muodostaa pitoisuusgradientin. Eri pitoisuudet ohjaavat vastaanottavia soluja

kehittymaan eri tavalla.

Alkionkehityksessa vaikuttavia signaalimolekyyliperheita tunnetaan useita. Suurin niista
on transformoiva kasvutekija B (TGF-B) -suurperhe, jonka sisalla luun morfogeneettiset
proteiinit (Bone morphogenetic proteins, BMPS) muodostavat suuren alaperheen. BMP-
proteiinit sdatelevat monia biologisia prosesseja, kuten solujen jakautumista, erilaistu-
mista ja apoptoosia. Nama monitoiminnalliset kasvutekijat muodostavat perustan yksi-
I6nkehitykselle. Decapentaplegic (Dpp) on banaanikarpdsen BMP-tyyppinen proteiini ja
ortologi nisékkaiden BMP2/4-proteiineille. Dpp:n on osoitettu olevan valttaméaton ba-
naanikarpasen alkionkehitykselle. Se toimii morfogeenin tavoin ja ohjaa muun muassa

alkion selk@puolen rakenteiden kehittymista erityisen signaalinvalitysreitin kautta.

Dpp muodostaa sekd homo- ettd heterodimeereja. Heterodimeerin se muodossa toisen
banaanikarpasen BMP-tyyppisen proteiinin, Screw'n (Scw), kanssa. Scw on ortologinen
nisakkaiden BMP5/6/7/8-proteiineille. Dpp-Scw-heterodimeeri aikaansaa vahvemman
signaalin kudoksessa kuin Dpp-Dpp-homodimeeri, mink& takia my6s Scw-proteiinilla on
suuri merkitys banaanikérpasen varhaisen alkionkehityksen aikana. Scw:n molekyyli-

mekanismeista tiedetadn kuitenkin melko vahan.

Taman tyon tarkoituksena on selvittdad Scw-signalointiin vaikuttavia tekijoita ja taten
ymmartda paremmin banaanikarpdsen morfogeneesin taustalla olevia molekyylimeka-
nismeja. TAma tyo tehtiin Helsingin Yliopiston Biotekniikan Instituutissa, kehitysbiologi-

an tutkimusryhmassa, jonka johtajana toimii filosofian tohtori Osamu Shimmi.
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2 Banaanikarpanen

2.1 Drosophila melanogaster

Drosophila melanogaster (kuva 1) on yksi Drosophila-suvun mahlakarpaslaji, joka tun-
netaan yleisemmin nimella banaanikarpanen. Banaanikarpanen viihtyy lampimissa
maissa ympari maailman. Suomessakin sitd tavataan, mutta vain [ampimina vuodenai-
koina, silla se ei pysty selviytym&an Suomen kylmista talvista. Suomen banaanikarpas-
kanta onkin riippuvainen muun muassa tuontihedelmista. Banaanikarpanen syo ylikyp-

sien hedelmien mehua ja niiden sisalla kasvavaa hiivaa. (Portin, 2005; FlyMove, 2012)

Kuva 1. Drosophila melanogaster. Kuvassa vasemmalla on banaanikdrpasnaaras ja oikealla ba-
naanikarpaskoiras. (Flymove, 2012)

Banaanikarpasilla on punaiset silmat ja niiden vartalot ovat kellanruskeita ja raidallisia.
Naaraat ovat noin 2,5 mm pitki& ja koiraat hieman pienempia. Koiraiden takaruumis on
kapeampi ja tummempi kuin naarailla. Koirailla on my0s etummaisessa raajaparissa
tummat harjakset, joista on hyotya parittelussa. (FlyMove, 2012) Banaanikarpasnaaras

ja -koiras on esitetty kuvassa 1.
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2.2 Banaanikarpastutkimuksen historiaa

Banaanikarpéasella on pitk& historia kokeellisen biologian tutkimuksen saralla. Sitd on
kaytetty jo yli sadan vuoden ajan geneettisissa, fysiologisissa ja evoluutiobiologisissa
tutkimuksissa. Ensimmaisena sen otti tutkimuskohteekseen 1900-luvun alussa alkion-
kehitysta tutkinut professori William Castle Harvardin yliopistosta. (Portin, 2005) Kar-
pastutkimuksen genetiikan iséné tunnetaan kuitenkin yhdysvaltalainen tutkija, Colum-
bian yliopiston professori Thomas Hunt Morgan. Han 18ysi vuonna 1910 banaanikéarpas-
ten ensimmaisen mutantin, jolla oli punaisten silmien sijasta tdysin valkoiset silmat.
Morgan paikallisti mutatoituneen geenin sukupuolen maaradvaan X-kromosomiin. Mor-
gan todisti samalla, ettd geenit sijaitsevat kromosomeissa. (Bier, 2005) Vuonna 1933
Morganille myonnettiin Nobelin fysiologian ja ladketieteen palkinto banaanikérpasten
genetiikkaan kohdistuneista tutkimuksista. Mutaatiotutkimuksen uranuurtajana tunne-
taan Hermann J. Muller. Han aloitti mutaatiotutkimukset banaanikarpasilla ja todisti
muun muassa, ettd rontgensateily aiheuttaa mutaatioita. Tastd keksinndstaan Muller
sai Nobelin fysiologian ja ladketieteen palkinnon vuonna 1946. Banaanikarpastutkimuk-
sessa on otettu suuria harppauksia 1900-luvulla ja banaanikarpéaset ovat valloittaneet
tutkimuslaboratorioita ympéari maailman. (Portin, 2005) Lajin koko genomin emasjarjes-

tys selvitettiin vuonna 2000 (Adams ym., 2000).

Banaanikarpanen toimii loistavana malliorganismina tutkittaessa erilaisia kehitys- ja
soluprosesseja. Tutkimuskaytdssa on nykyaan tuhansia genotyypiltédn erilaisia mutant-
tikantoja, joiden avulla on tehty hyvin moninaisia tutkimuksia esimerkiksi muistin toi-
minnasta, oppimisesta ja erilaisista sairauksista. Myds vanhenemisen, immuniteetin ja
kayttaytymisen taustalla olevia mekanismeja on selvitetty. (Bier, 2005) Erityisesti yksi-
I6nkehitys on ollut kiivaan tutkimuksen alla. On huomattu, ettd samankaltainen signaa-
limolekyylien jarjestelmd, joka ohjaa banaanikdrpéasten kehitystd, ohjaa myds selkaran-
kaisten eldinten yksilonkehitysta. (Portin 2005) Kéarpasten tehokas hyddyntaminen ih-
misten tautien tutkimuksissa on mahdollista, silla useat geneettiset saatelyjarjestelméat
ja biokemialliset mekanismit ovat ihmisten ja karpasten valilla hyvin samankaltaisia
(Bier, 2005). Itse asiassa 70 %:lle ihmisten tautigeeneista l6ytyy vastine banaanikéarpa-

sen genomista (Adams ym., 2000).
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2.3 Elinkierto ja kehityksen paapiirteet

Banaanikarpanen on vaihtolampoinen elid, eli sen lampotila muuttuu ymparistén mu-
kaan. Nain ollen sen liikkeet ja elintoiminnot hidastuvat kylmassad. Tama vaikuttaa
my6s banaanikéarpasen elinkiertoon. Banaanikarpasen optimaalinen elinlampdtila on 25
°C, ja talléin uusi sukupolvi voi syntya aina 10 paivan valein. Tama tapahtuu noin puo-
let hitaammin, jos lampétila on 18 °C. (Ashburner ym., 2005: 122, 162-163; FlyMove,
2012).

Naaraat laskevat hedelmoittyneen munan sopivalle alustalle yleensd heti parittelun
jalkeen. Hedelmoittyneen alkion tumat ovat aluksi yhteisen soluliman sisalla (synsytiaa-
linen blastodermi) ja jakautuvat samanaikaisesti. Vasta kunkin tuman jakauduttua 13
kertaa solukalvot alkavat muodostua syntyneiden tumien ymparille. Taman jalkeen
alkio on blastodermivaiheessa, jossa alkion oma geenitoiminta alkaa. (Sariola ym.,
2003: 103) Blastodermivaihetta seuraa gastrulaatio. Gastrulaatio on tapahtumasarja,
joka johtaa alkiokerrosten (mesodermi, endodermi ja ektodermi) syntyyn ja alkion kaa-
voittumiseen. Gastrulaation aikana muodostuvat myds etu- ja takapaan keskisuolet.
(Ashburner ym., 2005: 148-149; FlyMove, 2012) Gastrulaation jalkeen ruumiin jaok-
keet tulevat nakyviin. Tatd kutsutaan segmentaatioksi. Segmentaatiota seuraa or-
ganogeneesi eli elinten muovautuminen, jonka jalkeen alkiosta kuoriutuu toukka. (Sa-

riola ym., 2003: 103) Alkionkehitys kestédd kokonaisuudessaan 22-24 tuntia.

Toukan kasvu perustuu ldhes taysin yksittaisten solujen koon kasvuun eikd solujen
lukumaaran lisdédntymiseen. Osa toukkavaiheen soluista sailyy diploideina ja muodostaa
pienia solupesakkeité tai suurikokoisempia levymaisia rakenteita eli imaginaalilevyja eri
puolilla alkiota. Jokaiselle aikuisen karpasen ulokkeelle kuten esimerkiksi jaloille, siiville
ja silmille on oma imaginaalilevynsa, jonka solut ovat maéardytyneet jo varhaisen al-
kionkehityksen aikana. Toukkavaiheessa imaginaalilevyt saavat luonteenomaisen muo-

tonsa, mutta niiden solut vaikuttavat erilaistumattomilta. (Sariola ym., 2003: 103)

Toukka kay lapi kolme nahanluontia, joiden perusteella toukkavaihe on jaettu L1-, L2-
ja L3-vaiheisiin. L viittaa englanninkieliseen sanaan “larvae”, mika tarkoittaa toukkaa.
L1- ja L2 -vaiheet kestavat molemmat 24 tuntia ja L3-vaihe kestéd 48 tuntia (kuva 2).

L1-vaiheen toukat kayttavat ravinnokseen kasvualustan ravintoa ja vasta L2-vaiheessa
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ne alkavat kaivautua ja liikkua. Toukat kerdavat siis ravintoa noin 4 paivaa, kunnes ne
jattavat ruoan ja alkavat vaeltaa etsien sopivaa paikkaa koteloitumista varten. Koteloi-
tuminen tapahtuu noin 120 tuntia munimisen jalkeen. (Ashburner ym., 2005: 122) Ko-
telovaihe kestaa noin 4-5 paivaa, jonka aikana imaginaalilevyjen solut erilaistuvat aikui-
sen karpasen rakenteiksi ja toukasta muodostuu karpanen. Tata taydellistd muodon-
vaihdosta kutsutaan metamorfoosiksi. (Sariola ym., 2003: 102-103) Banaanikarpasen

elinkierto on esitetty kuvassa 2.

Banaanikarpasen elinkierto

Naaras Uros

Kotelo 34

&

1.vaiheen toukka

]
Y 3 o

» - L, Y . =
Esikotelo “ &
2.vaiheen toukka

gﬁa. 5

SRS e

J.vaiheen toukka

Kuva 2. Banaanikarpasen elinkierto. Naaraan munima muna lapikay alkionkehityksen seka touk-
ka- ja koteloitumisvaiheet ennen kuin siitd kuoriutuu kdrpanen. (FlyMove, 2012, muokattu)

Kuoriutuessaan karpasten vartalot ovat pitkia, ohuita ja vaaleita. Lisdksi niiden siivet
ovat tyngat. Siivet kasvavat kuitenkin tayteen mittaansa noin tunnin kuluessa kuoriu-
tumisesta ja vartalon pigmentti ilmenee 2-3 tunnissa. (Ashburner ym., 2005: 122) Kuo-
riutuneet naaraat ovat lisdantymiskykyisid muutaman tunnin kuluttua kuoriutumisesta

(FlyMove, 2012). Aikuiset yksilot elavat noin 6-8 viikkoa (Sariola ym., 2003: 102).
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2.4 Banaanikarpanen malliorganismina

Banaanikérpéaset ovat loistavia malliorganismeja monesta syystd. Niiden yllapito on
helppoa ja halpaa, elinkierto on Iyhyt ja jalkelaisten maara suuri. Lisaksi karpanen ke-
hittyy munasta aikuiseksi vartalon ulkopuolella, jolloin kehityksen kaikkia vaiheita on
helppo seurata. (FlyMove, 2012; Bier, 2005) Ennen kaikkea banaanikarpasen genomis-
ta loytyy vastine noin 70 %:lle ihmisen tautigeeneistd (Adams ym., 2000). Myds monet
geneettiset saatelyjarjestelmat ja biokemialliset mekanismit ovat ihmisten ja kérpasten
valilla hyvin samankaltaisia (Bier, 2005). Ainoat tutkimuseettiset kysymykset ba-
naanikarpasten kaytosta liittyvat geenimuunneltujen karpasten ymparistovaikutuksiin.
Karpéasten paasy laboratorion ulkopuolelle on kuitenkin hyvin epatodennékdista, silla
laboratorio on suljettu. Liséksi laboratoriossa ei ole tarjolla ruokaa kéarpasille, minka

takia ne eivat selviydy hengissa kovin kauan.

Banaanikarpésten avulla tehtéavid tutkimuksia helpottaa banaanikéarpasen yksinkertai-
nen kromosomisto. Banaanikarpasen diploidinen kromosomiluku on 8. Kromosomipa-
reista yksi on sukupuolikromosomipari, ja sitd merkitdan yleensd numerolla 1. Kolme
muuta ovat autosomeja, joista viimeinen, kromosomipari 4, on kooltaan niin pieni, etta
se jatetdan usein huomioimatta tehtédessa banaanikarpasristeytyksid. Banaanikarpéasten
geeneissd on myos vahan paallekkaisyyttd. (Adams ym., 2000) Liséksi synsytiaalisen
blastodermin esiintyminen varhaisen alkionkehityksen aikana mahdollistaa geneettisen
muokkauksen paatymisen kaikkiin soluihin. Vieras DNA viedaankin soluun juuri timéan

kehitysvaiheen aikana. Mutanttikantojen kehittdminen on siis helppoa. (Bier, 2005)

2.5 Banaanikarpastutkimuksen tytkalut

Risteyttamiskaavioita suunniteltaessa tulee ottaa huomioon meioosin aikana tapahtu-
van tekijainvaihdunnan mahdollisuus. Meioosi on suvullisen lisdédntymisen solunjakau-
tumistapahtuma, johon kuuluu kaksi tuman- ja solunjakautumista, mutta vain yksi
kromosomien kahdentuminen eli replikaatio. Ndin ollen meioosissa muodostuu nelja
haploidista sukusolua. Kromosomien replikaatiossa vastinkromosomien rihmat kahden-
tuvat ja asettuvat rinnakkain muodostaakseen kromosomipareja. Konjugoituessaan

vastinkromosomien rihmat saattavat menna ristiin muodostaen kiasmoja. Tall6in ta-
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pahtuu tekijinvaihdunta eli crossing over, jossa kromosomit katkeavat ja vaihtavat
osia keskendan. (Lodish ym., 2008: 892-894)

Banaanikarpésten meioosissa tapahtuvaa tekijainvaihduntaa pystytdan valvomaan ba-
lanserikromosomien avulla, mikd tekee banaanikarpasten risteyttdmiskaavioista hyvin
luotettavia. Balanserikromosomit ovat sekvenssiltdén niin katkonaisia ja sekoittuneita,
ettd niiden konjugoituessa normaalin vastinkromosomin kanssa syntyy kromosomistol-
taan viallisia, toimintakyvyttdmié sukusoluja. Balanserikromosomeissa on lisdksi jokin
vallitsevasti periytyva ilmiasumarkkeri, jonka avulla kromosomin periytymista pystytaan
seuraamaan. Useat mutaatiot eivat nay heterotsygoottien ilmiasussa, mutta balanseri-
kromosomien avulla voidaan varmistaa myo6s tallaisten ominaisuuksien siirtyminen jal-
kelaisiin. (Ashburner, 2005: 527-528) Banaanikarpasilla tekijainvaihduntaa tapahtuu

vain naarailla (Snustad ja Simmons, 2003: 172).

Banaanikarpésristeytyksissd kaytetdan usein villityyppi-kantana yellow-white (yw) -
karpéasia. Niilla on mutaatio silmén varin maaraavassa geenissad X-kromosomissa, mika
estdd normaalin punaisen silménvérin pigmentin muodostumisen. Nailla karpasilla sil-
mien vari onkin valkoinen. Risteyttaessa tatd yw-kantaa mutanttikarpasten kanssa voi-
daan syntyvien karpasten silmien varia kayttda erdanlaisena markkerina. Syntyvien
karpéasten silmien vari on punainen, jos ne ovat saaneet risteytyksessa toiselta osapuo-

lelta toimivan silmén varin maaraavan geenin. (Snustad ja Simmons, 2003: 117-118)

3 Morfogeenit

Solut kommunikoivat keskenddn saadakseen tietoa ymparistostéan ja kehityksensa
suunnasta (Lodish ym., 2008: 665). Viestinta voi tapahtua suoran fyysisen kontaktin
avulla, missa solujen sytoplasmat voivat olla jopa yhteydessa toisiinsa solukalvot [apai-
sevan kanavan valityksella. Useimmiten solujen viestinsa tapahtuu kuitenkin liukoisten
vélittdjaaineiden, signaalimolekyylien, avulla. (Heino ja Vuento, 2010: 247) Téallaisia
ovat esimerkiksi rauhasten erittamat hormonit. Verenkierron mukana ne kulkeutuvat
kaikkialle elimistdon ja vaikuttavat monien solujen toimintaan. Téallaista tiedonsiirtoa
ohjaavaa saatelyjarjestelmad kutsutaan endokriiniseksi saéatelyksi. Useat solut séatele-

vat myo6s niiden valittdmassa laheisyydessa olevia soluja tuottamalla paikallisesti vai-
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kuttavia signaalimolekyyleja. Mekanismia kutsutaan parakriiniseksi saatelyksi. Solu voi
sdadella myts omaa kayttaytymistddn tuottamalla signaalimolekyylejd ymparilleen.

Tall6in kyseesséa on autokriininen sdately. (Lodish ym., 2008: 623-627)

Paikallisesti vaikuttavista signaalimolekyyleistd kaytetddn yleisesti termid kasvutekija,
joskin ne voivat vaikuttaa my6s autokriinisesti (Sariola ym., 2003: 61-62). Kasvutekijat
ovat proteiineja, jotka nimensd mukaisesti vaikuttavat muun muassa solun kasvuun,
jakautumiseen ja erilaistumiseen. Vaikka termi kasvutekija viittaa jakautumista edista-
vaan ominaisuuteen, voivat ne myo6s inhiboida solujen kasvua. (Alberts ym., 2002:
1015) Kasvutekijat vaikuttavat vastaanottavan solun toimintaan muuttamalla geenien
ilmentymistd. Toiminta perustuu niiden kiinnittymiseen kohdesolun pinnalla olevaan
tunnistusmolekyyliin eli reseptoriin. Reseptoriin tarttuvaa molekyylia kutsutaan ligan-
diksi. Kasvutekijdn sitoutuminen reseptoriinsa saa aikaan solunsisaisen ketjureaktion,
jonka seurauksena geenien transkriptiota saatelevda molekyyli, transkriptiotekija, siirtyy
tumaan. Sielld se osallistuu geenien sdatelyyn yhdessd muiden transkriptiotekijoiden
kanssa. (Sariola ym., 2003: 61-62)

Kasvutekijéiden vaikutustapa riippuu solutyypista ja olosuhteista (Alberts ym., 2002:
1015). Eri signaalimolekyylit aiheuttavat soluissa luonnollisesti erilaisen vasteen. Sig-
naalin vaikutus riippuu my6s solun kehityshistoriallisesta tilanteesta silla hetkelld, kun
se vastaanottaa viestimolekyylin (Sariola ym., 2003: 65). Erdat kasvutekijat vaikuttavat
solujen toimintaan pitoisuudesta riippuvalla tavalla. Talldin puhutaan morfogeeneista.
(Lodish ym., 2008: 623-627, 700) Morfogeenit ovat tietyn tyyppisid signaalimolekyyle-
ja, jotka kulkeutuvat pitkiakin matkoja pois lahteestdan ja muodostavat pitoisuusgra-
dientin kehittyvassa kudoksessa. Vasteen luonne vaihtelee morfogeeneja vastaanotta-
vassa solussa sen mukaan, miten kaukana lahteestd se sijaitsee. Toisin sanoen mita
kauempana solu on morfogeeneja erittavasta solusta, sitd pienempi on sen vastaanot-
tama morfogeneettinen signaalitaso. Tama signaalitaso maarad vastaanottavan solun
kehityksen suunnan, kun eri pitoisuudet saatelevat eri geenien ilmentymisté. (Tabata ja
Takei, 2004)

Morfogeeni tarkoittaa sanatarkasti "muotoa antavaa”, mika kuvaa hyvin sen toimintaa.
Morfogeenit vastaavat uuden alkion solujen ja kudosten jarjestaytymisesta sekd ohjaa-

vat elinten ja organismien muovautumista eli morfogeneesia. Kehittyvélle yksildlle on
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taloudellisempaa kayttdd yhta signalointisysteemid tuottamaan useita erilaisia solu-
tyyppeja kuin kehittda jokaiselle solutyypille oma signalointimekanismi. (Tabata ja Ta-
kei, 2004; Tabata, 2001)

3.1 Tunnetuimmat signaalimolekyylien perheet

Signaalimolekyylejé on useita satoja, joista biologiseen tapahtumaan samansuuntaises-
ti vaikuttavat muodostavat geeniperheitd. Yhteen geeniperheeseen kuuluvat signaali-
molekyylit kayttavat samantyyppisia reseptoreita, jotka nekin muodostavat perheita.
Saman perheen reseptoreiden solunsisdiset signaalireitit ovat useimmiten samoja ja

johtavat samojen transkriptiotekijéiden aktivoitumiseen. (Sariola ym., 2003: 62)

Kasvutekijat saatelevat toisten kasvutekijéiden ja niiden reseptorien ilmentymista.
Usein puhutaankin kasvutekijaverkostosta. Yksittaisten kasvutekijoiden vaikutusta voi
olla vaikea eritella yhteisvaikutuksesta. Kuitenkin useilla kasvutekijoilla on myds tarkasti
rajoitettuja vaikutuksia, joissa ne eivéat ole korvattavissa muilla kasvutekijoilla. Eri sig-
naalimolekyyliperheiden kasvutekijat muodostavat siis tarkasti organisoidun, toiminnal-
lisen saatelyverkoston, joka vastaa kaytannollisesti katsoen kaikkien alkion ja sikion

rakenteiden kehityksesta. (Heino ja Vuento, 2010: 252; Sariola ym., 2003: 64)

3.1.1 Hedgehog

Hedgehog (Hh) -perheen kasvutekijat sdatelevat alkion kehitysta ja kudosten erilaistu-
mista niin selkarankaisissa kuin selkdrangattomissakin eléinlajeissa. Hedgehog-geeni
l6ydettiin alun perin banaanikérpaseltd vuonna 1992 (Lee ym., 1992). Mythemmin
taméan geeniperheen jasenid on loydetty monista muistakin eléinlajeista. (Ingham ja
McMahon, 2001) Banaanikarpasella on vain yksi Hh-geeni, mika vaikuttaa mm. siiven,
silmén ja segmenttien kaavoittumiseen. Ihmisella Hh-geeneja on kolme: Sonic (Shh),
Indian (1hh) ja Dessert (Dhh). 1hh ja Dhh saéatelevat siittididen seka ruston ja luun eri-
laistumista. Shh vaikuttaa taas hyvin laajasti, vasen-oikea-epasymmetrian sdatelysta
hermostoputken ja raajojen kaavoitukseen. Shh on myos véalttmaton useimpien elin-

ten, kuten aivojen, ihon ja haiman kehitykselle. (Sariola ym., 2003: 67) Sekad ba-
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naanikarpasen Hh-proteiinin ettéa ihmisten Shh:n on osoitettu toimivan morfogeeneina
(Tabata ja Takei, 2004).

Hedgehog-proteiinin reseptori solun pinnalla on Patched (Ptc). Ptc estaa toista solun
pinnan reseptoria, Smoothenedia (Smo), aktivoitumasta, mutta Hedgehogin sitoutues-
sa Ptc:n estovaikutus loppuu ja Smo aktivoituu. Sinkkisormiproteiini Gli (banaanikarpé-
selld Ci) on transkriptiotekija, joka valittdd Hedgehog-signaloinnin tumaan. Ptc-geenin
inaktivoivat mutaatiot aiheuttavat ihmiselld muun muassa ihon pahanlaatuisia kas-
vaimia, sill inaktiivinen Pfc ei estd Hedgehog-viestintdd ja kasvaimet johtuvat Hedge-
hog-signaloinnin kaynnistymisesta aikuisessa ihossa, jossa Ptc normaalisti estdd Smon

vaikutusta. (Sariola ym., 2003: 67)

3.1.2 Wnt

Whnt-signaloinnin tutkimus lahti ka&yntiin 1980-luvun lopulla, kun Wht-geeniperheeseen
kuuluvat banaanikéarpasen Wingless (Wg) ja hiiren Integrase-1 (Int1) -geenit I6ydettiin.
Naiden huomattiin myds olevan keskendaan homologisia. (Rijsewijk ym., 1987) Wnt-
geeniperheen nimi onkin muodostettu "Wingless” ja "Intergase-1” -nimien yhdistelmas-
ta. (von Amerongen ja Nusse, 2009) Myohemmin tdman geeniperheen jasenia on loy-
detty useita, ja talla hetkella niitd tunnetaan nisakkailla jopa 20 (Sariola ym., 2003: 66-
67).

Banaanikarpéasen Wingless on morfogeeni, ja se saatelee muun muassa ruumiin jaok-
keiden seka siiven ja useiden elinten kehitysta. Hiirilla Wnt-geenit ilmenevat kaytan-
nossa kaikissa elimissa. (Sariola ym., 2003: 66-67) Ihmisilla Wnt-signalointi kontrolloi
monia tarkeitd kehitystapahtumia, kuten raajojen kaavoittumista, aivojen kehitysta ja
organogeneesia. On my6s osoitettu, ettd Wnt-signaloinnilla on suuri rooli luun kehityk-
sessd, silla se kontrolloi osteoblastien eli erdiden luusolujen tuottoa. Wnt-perheen kas-
vutekijat vastaavat myos kantasolujen yllapidosta. (Lodish ym., 2008: 699) Wnt-
geenien yliaktivaatio on yhdistetty useisiin syopé- ja rappeutumissairauksiin, minka
takia sitd pidetdan potentiaalisena kohteena kehiteltdessé uusia terapeuttisia hoitokei-

noja. (von Amerongen ja Nusse, 2009)
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Whnt-signalointi tapahtuu Frizzled-reseptorin valitykselld, joita tunnetaan noin kymme-
nen. Sitoutuessaan reseptoriin Wnt aktivoi Dishevelled-proteiinin, joka estaa glyko-
geenisyntaasikinaasi-3-entsyymin (Gsk3) toiminnan. Tama stabiloi B-kateniinin (Dro-
sophilalla Armadillo), joka ilman Wnt-signalointia hajotetaan. (Sariola ym., 2003: 66-
67) B-kateniini on monitoiminnallinen proteiini, joka toimii transkriptiotekijana Wnt:n
toimesta seka linkkerind solupinnan ja solun tukirangan valilla edesauttaen solun tart-

tumista ymparistoonsa. (Lodish ym., 2008: 699-700)

3.1.3 Transformoiva kasvutekija

Ensimmaiset transformoiva kasvutekija B (Transforming growth factor B, TGF-B) -
suurperheeseen kuuluvat geenit eristettiin 1980-luvun alussa, ja nykyisin se edustaa
suurinta morfogeeniperhettd (Massagué ym., 2005). Rakenteeltaan ja toiminnaltaan
samankaltaisia proteiineja on ldydetty jo useita kymmenia. TGF-B-perheen proteiineilla
on tarked rooli kudosten erilaistuminen sdatelyssd. Ne vaikuttavat solun jakautumises-
sa, erilaistumisessa ja organisoitumisessa, migraatiossa ja adheesiossa seka solu-
kuolemassa. Aikuisella TGF-B:t osallistuvat kudosvaurioiden korjautumiseen, kuten
haavan ja luunmurtuman parantumiseen. (Massagué ym., 2005; Heino ja Vuento,
2010: 263-266)

TGF-B:t jaetaan useisiin alaryhmiin, joista varsinaiset TGF-B:t eli TGF-B1, TGF-f2 ja
TGF-B3 muodostavat yhden. Muita alaryhmia ovat luun morfogeneettiset proteiinit
(Bone morphogenetic proteins, BMPs), nodal-proteiinit, aktiviinit, inhibiinit, myostatiinit,
Mullerin tiehyeen muodostamista estava tekija (Mallerian inhibiting substance, MIS) ja
gliasoluperainen hermokasvutekija (Glia-cell-line-derived neurotrophic factor, Gdnf).
(Heino ja Vuento, 2010: 263-266; Sariola ym., 2003: 69-71). Ihmisen genomissa on
kaiken kaikkiaan 42 geenid, jotka kuuluva TGF-B-perheeseen, banaanikarpasen geno-
missa niitd on seitsemdan ja sukkulamadon (Caenorhabditis elegans) genomissa nelja.
Monet ndisté ovat keskendan ortologisia. (Massagué ym., 2005; Massagué ym., 2000)
TGF-B-signaalien alaluokista on eniten tutkittu aktiviinia, BMP-perheen jasenia BMP2- ja
BMP4-proteiinia sekd niiden Drosophila-homologia Decapentaplegicia (Dpp). Nailla
morfogeeneind toimivilla proteiineilla on suuri merkitys kaavoituksessa, solujen varhai-

sessa maaraytymisessa ja morfogeneesin saatelyssa (Sariola ym., 2003: 69-71).
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TGF-B:t tuotetaan soluissa latentteina esimuotoina, joilla ei ole biologista aktiivisuutta.
Esimuodossa prodomeeni laskostuu aktiivisen osan paélle ja estdd sen toiminnan. Akti-
voituminen tapahtuu, kun prodomeenit pilkotaan proteolyyttisesti niiden dimerisoitumi-
sen jalkeen (Shi ym., 2011) TGF-B-perheen kasvutekijat sitoutuvat kahden eri resepto-
rin muodostamaan kompleksiin, jotka ovat molemmat seriini-treoniinikinaaseja. Mole-
kyylit, jotka valittdvat TGF-B-reseptorien viestit, kuuluvat Smad-proteiineihin. Nama
sitoutuvat useisiin transkriptiotekijoihin ja vaikuttavat lukuisten geenien saatelyyn joko
aktivoiden tai estéden geenien ilmentymista. (Sariola ym., 2003: 69-71; Heino ja Vuen-
to, 2010: 263-266)

TGF-B-perheen kasvutekijoilla uskotaan olevan keskeinen rooli fibrooseissa eli sairauk-
sissa, joihin liittyy sidekudoksen liikakertyminen. TGF-B:t estavat myds useiden solu-
tyyppien jakautumisesta sdatelemalla niiden solusyklid. On huomattu, ettd monissa
syOvissa tama saately on hairiintynyt TGF-B-reseptorien tai Smad-proteiinien mutaati-

oiden seurauksena. (Heino ja Vuento, 2010: 263-266)

3.2 Morfogeenien kulkeutuminen kudoksessa

Morfogeenien taustalla olevat toimintamekanismit ovat vield haméaran peitossa. Signa-
loivien molekyylien liikkumistavoista ja pitoisuusgradientin synnysté on esitetty useita
malleja, mutta yksimielisyyteen ei ole padsty. Nahtavasti toimintamekanismit vaihtele-

vat riippuen signaloivasta molekyylista ja kehittyvasta kudoksesta (Lander ym., 2002).

Yksinkertaisin malli esittédd, ettd signaalimolekyylit liikkuisivat solunulkoisessa tilassa
vapaan diffuusion avulla (Crick, 1970). Vapaa diffuusio -malli on esitetty kuvassa 3a.
Sammakon (Xenopus) TGF-B-suurperheeseen kuuluvan aktiviinin on esitetty levidvan
kudoksessa juuri talla tavoin (Gurdon ym., 1994). Kuitenkin Entchev ym. osoittivat
vuonna 2000, ettei vapaa diffuusio voi yksindan selittdd gradientin muodostumista, ja
nostivat esiin endosytoosin osallisuuden morfogeenien kulkeutumisessa. Endosytoosi
on tapahtuma, jossa solu ottaa sisdansd materiaalia muodostamalla solukalvoon pai-
nauman, johon kulkeutuu solunulkoista materiaalia. Painaumasta muodostuu rakkula,
joka kuroutuu irti solukalvosta solun sisélle. (Heino ja Vuento, 2010: 187) Entchev ym.
tutkivat banaanikarpasen Decapentaplegic (Dpp)-proteiinin levidmista siiven imaginaali-

levyssé havainnollistamalla sité vihrealla fluoresoivalla proteiinileimalla (green fluore-
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cent protein, GFP). Tutkijat huomasivat, ettd Dpp:n levidminen oli rajoittunut mutan-
teilla, joiden endosytoosi oli puutteellinen. (Entchev ym., 2000) Tassa tasomaisena
transsytoosina tunnetussa mallissa molekyylit kulkeutuvat kudoksessa ikaan kuin syk-
leind: molekyylit otetaan ensin solun sisddn endosytoosilla, kuljetetaan solun sisalla
toiselle puolelle ja sen jalkeen eritetdan ulos solusta seuraavan solun ulottuville. Tama
menetelma ei kuitenkaan poissulje diffuusion osallisuutta morfogeenien kulkeutumises-

sa (Tabata ja Takei, 2004). Tasomainen transsytoosi on esitetty kuvassa 3b.

Marfogeene)d Morfogeenes
tuottava =olu tuottava zaluy

=)

O

.
o

A

T

O

Marfogeensjs Solun jaksutuminen Solun jakautuminen
tuottaya salu

Kuva 3. Morfogeenien kulkeutuminen kudoksessa. a) Morfogeenit kulkeutuvat solunulkoisessa
tilassa diffuusion valityksella, b) morfogeenit kulkeutuvat solusta soluun tasomaisen transsytoo-
sin avulla, c) morfogeenit kulkeutuvat solunjakautumisen myéta. (Tabata, 2001, muokattu)

Lander ym. osoittivat vuonna 2002, ettd tasomainen transsytoosi on jossain tapauksis-
sa lilan hidas mekanismi. Tutkijat eivat kuitenkaan kumonneet tasomaisesta transsy-
toosista saatuja lupaavia tuloksia, vaan toivat esille mahdollisuuden, ettd morfogeenien
toimintamekanismit vaihtelevat eri tilanteissa. (Lander ym., 2002) Teoreettiset tutki-
mukset tukevatkin rajoitettu diffuusio -mallia. Rajoitettu diffuusio eroaa vapaasta dif-
fuusiosta siing, etta se sisaltda mahdolliset interaktiot morfogeenien ja solun pintamo-
lekyylien kanssa. Téllaisia molekyyleja ovat esimerkiksi solupinnan reseptorit ja hepa-
riinisulfaattiproteoglykaanit (heparan sulfate proteoglycans, HSPGs). Rajoitettu diffuu-
sio -malli on ik&an kuin vapaan diffuusion ja tasomaisen transsytoosin valimuoto. (Ta-

bata ja Takei, 2004)
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On myds esitetty, ettd morfogeenit kulkeutuisivat kudoksessa solun jakautumisen kaut-
ta (kuva 3c). Solut, jotka ovat vastaanottaneet morfogeeneja, laajentavat gradienttia
siirtdessadn morfogeenit jalkelaisilleen (Lecuit ym., 1998). Tamankin mallin kohdalla on

esitetty myos argumentteja, jotka ovat mallin vastaisia (Tabata, 2001).

3.3 Muut gradientin muodostumiseen vaikuttavat tekijat

Morfogeenien on esitetty kulkeutuvan kudoksessa monin eri tavoin. Yksiselitteistd me-
kanismia ei ole l0ydetty. Nayttaisi silta, ettéd gradientin syntymekanismit vaihtelevat eri
morfogeenien ja solutyyppien kohdalla. Soluilla on huomattu olevan myés erilaisia me-
kanismeja morfogeneettisen gradientin sdatelya ja yllapitoa varten. Téllaisia tekijoita
on esitetty olevan muun muassa solupinnan reseptorit, hepariinisulfaattiproteoglykaanit
(Heparin sulfate proteoglycans, HSPGs), "soluséikeet” sekd argosomit eli solukalvosta
kuroutuvat rakkulat, jotka ovat kiivaan tutkimuksen alla. On myds esitetty, etta jossain
tapauksissa morfogeenien pitoisuuden saately perustuu hajotukseen. (Tabata, 2001;
Lander ym., 2002)

3.3.1 Hajotus

Molekyylien organisoitu hajotus on solujen tapa sdadella tiettyjen proteiinien lasnéoloa.
Solusiséisten antagonistien lasn&olo seka solunulkoiset inhibiittorit ovat myos tarkeassa
asemassa morfogeneettisen gradientin séatelyssd alkionkehityksen aikana. Kuitenkin
esimerkiksi banaanikarpasen eraalla kasvutekijalla, Winglessilla (Wg), ei inhibiittoreita
ole, joten Wg-signaloinnin saéately perustuu hajotukseen. Solut, jotka sijaitsevat alkion
takapaassa, hajottavat kyseisté proteiinia nopeammin kuin solut, jotka sijaitsevat alkion
etupdassd. Nain aikaansaadaan epdsymmetrinen gradientti, joka on Wg-signaloinnille
ominaista. (Dubois ym., 2001) Myo6s banaanikarpdsen Dpp-proteiinin muodostaman
gradientin arvellaan sailyvdn vakaana juuri solunsisaisen hajotusreitin avulla (Entchev
ym., 2000).

Eldar ym. esittivat vuonna 2003, ettd morfogeenit, jotka ovat ldhelld morfogeeneja
erittdvaa solua, hajotetaan nopeasti, kun taas kaukana lahteestdan olevat morfogeenit

hajotetaan hitaammin. Tam& mahdollistaa pitkdaikaisen ja vakaan gradientin muodos-
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tumisen Wg- ja Hh-proteiinien kohdalla banaanikéarpdsen siiven kehityksen aikana. (El-
dar ym., 2003)

3.3.2 Solupinnan reseptorit

Solupinnan reseptorit tunnistavat eri molekyyleja, mutta ne voivat myds muokata mor-
fogeneettisté signaalia. Esimerkiksi banaanikarpasen Decapentaplegic (Dpp)-proteiinin
muodostamaa pitoisuusgradienttia sdatelee siiven imaginaalilevyssa Dpp-reseptori,
thick veins (tkv). Tkv-reseptoria ilmennetaan vaihtelevasti pitkin etu-taka-akselia. Tkv-
reseptoria esiintyy vahan alueella, missd Dpp-signalointi on voimakasta ja kasvavasti
mentdessd kauemmas Dpp:td erittivastd lahteesta. Dpp sdatelee siis negatiivisesti
Tkv:n ilmenemistd. Tkv-reseptorin tihed esiintyminen taas herkistaa soluja pienille Dpp-
pitoisuuksille ja myés rajoittaa Dpp:n liikkumista kohdealueen ulkopuolella. (Lecuit ja
Cohen, 1998) On osoitettu, ettd myds toisen banaanikarpéasen proteiinin, Hedgehogin
(Hh), solun pintareseptorit ovat osallisena morfogeneettisen gradientin saatelyssa.
(Chen ja Struhl, 1996).

3.3.3 Hepariinisulfaattiproteoglykaanit

Hepariinisulfaattiproteoglykaanit (Heparin sulfate proteoglycans, HSPGs) ovat suuria
makromolekyyleja, joita esiintyy runsaasti solujen pinnalla. HSPG:t ovat mydés solunul-
koisen véliaineen komponentteja. Ne koostuvat proteiiniosasta, kuten syndekaanista tai
glypikaanista, johon on tarttunut hepariinisulfaatti—glykosaminoglykaani-sokeriketjuja
(heparan sulfate glycosaminoglycan, HS GAG). (Zhu ja Scott, 2004; Tabata ja Takei,
2004; O'Connell ym., 2007) Pitkien sokeriketjujensa avulla HSPG:t pystyvat sitoutu-
maan moniin solunulkoisen véliaineen molekyyleihin kuten moniin signaalimolekyylei-
hin. HSPG:illa voi olla passiivinen rooli morfogeenien pitoisuusgradientin muovaamises-
sa tarjoamalla proteiineille véliaikaisen kiinnittymispinnan. HSPG:t voivat toimia myo6s
aktiivisesti, jolloin ne helpottavat molekyylien sitoutumista kohdesolujen pintaan kata-
lyyttisella tavalla ja talla tavoin ovat osana morfogeneettisen signaalin muokkauksessa

ja morfogeenien kulkeutumisessa. (Jackson ym., 1997; Zhu ja Scott, 2004)
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Banaanikarpasesta on loydetty useita geeneja, jotka ovat homologisia selkarankaisten
hepariinisulfaattiglykosaminoglykaaneja koodaaville geeneille. Esimerkiksi banaanikar-
pasen glypikaania, dallya (division abnormally delayed), on k&ytetty ahkerasti tutkitta-
essa HSPG:ien osuutta morfogeenien kuljetukseen ja signalointiin. Muun muassa vuon-
na 1997 Jackson kollegoineen osoittivat, ettéd Dally on osallisena banaanikarpésen De-
capentaplegic (Dpp)-signaalin muodostuksessa. (Tabata ja Takei, 2004; Jackson ym.,
1997)

3.3.4 Argosomit

Monilla morfogeeneilla on taipumus tarttua tiukasti solujen pintaan hepariinisulfaatti-
proteoglykaanien avulla tai kolesteroli- ja palmitaattirynmien vélityksella, mista voisi
paatelld, ettd molekyyleilla on taipumus pysya lahelld ilmenemispaikkaansa. Useimmis-
sa tapauksissa nama proteiinit kuitenkin kulkeutuvat kudoksessa pitkia matkoja. Taméan
ristiriidan selvittdmiseksi Greco ym. tutkivat vuonna 2001 solukalvorakenteiden toimin-
taa banaanikarpasen siiven imaginaalilevyssa ja osoittivat, ettd solujen basolateraali-
sesta solukalvosta kuroutuu irti rakkuloita, jotka kulkevat imaginaalilevyn epiteeliker-
roksen l&pi samankaltaisesti kuin transsytoosissa. Tutkijat nimesivat ndma rakenteet
argosomeiksi. (Greco ym., 2001; Vincent ja Magee, 2002) Basolateraalinen solukalvo
tarkoittaa epiteelisolun sité pintaa, joka on vasten muita soluja tai solujen alla olevaa

tyvikalvoa tai sidekudosta (Heino ja Vuento, 2010: 195).

Kuva 4. Argosomit ja "soluséikeet” morfogeneettisen gradientin muodostumisessa. A) Molekyyli
kulkeutuu epiteelikerroksen lapi basolateraalisesta solukalvosta kuroutuvien rakkuloiden, ar-
gosomien avulla, B) molekyylit kulkeutuvat solujen vélilla pitkien "solusédikeiden” avulla. (Tabata
ja Takei, 2004, muokattu)
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On myos esitetty, ettd argosomit olisivat osallisena banaanikérpdsen Wingless (Wg)-
proteiinin kuljetuksessa siiven kehityksen aikana (Greco ym., 2001). Muiden morfogee-
nien kohdalla ei ole viela ndyttdd argosomien osallisuudesta. Argosomit ovat kuitenkin
kiivaan tutkimuksen alla, sillda ne ovat potentiaalinen vaihtoehto suuren solukalvo-
affiniteetin omaavien morfogeenien kuljetuksessa. (Tabata ja Takei, 2004) Morfogeeni-

en kulkeutuminen argosomien avulla on esitetty kuvassa 4A.

3.3.5 "Solusaikeet”

Vuonna 1999 Ramirez-Weber ja Kornberg havaitsivat pitkia ja ohuita, aktiinista koostu-
via sdikeitd banaanikarpasen imaginaalilevyissd. Englanninkielinen termi néille saikeille
on "cytoneme” (neme = thread = sdie). Tutkijoille heréasi ajatus néaiden “solusaikeiden”
osallisuudesta morfogeenien kuljetukseen. "Solusaikeiden” avulla kaukanakin sijaitsevat
solut olisivat suorassa yhteydessa morfogeeneja erittavaan soluun. (Ramirez-Weber ja
Kornberg, 1999; Tabata ja Takei, 2004) Téaha&n mennessa ei kuitenkaan ole naytt6a
"soluséikeiden” yhteydesta signaloiviin molekyyleihin (Zhu ja Scott, 2004). Morfogeeni-

en kulkeutuminen ”soluséikeiden” avulla on esitetty kuvassa 4B.

4 Luun morfogeneettiset proteiinit

Luun morfogeneettiset proteiinit (bone morphogenetic proteins, BMPs) kuuluvat trans-
formoiva kasvutekija B (TGF-B) -suurperheeseen ja muodostavatkin sen alla suurim-
man alaperheen. BMP-proteiineja on identifioitu yhteensa yli 20, niin selkarankaisista
kuin selkdrangattomista lajeista. BMP-perheen proteiinien toiminta on hyvin konservoi-
tunut eri elainlajien valilla. Nam& monitoiminnalliset kasvutekijat séatelevat monia bio-
logisia prosesseja, kuten solujen jakautumista, erilaistumista ja solukuolemaa, apop-
toosia. Siksi ne ovatkin valttamattomia varhaisen alkionkehityksen aikana, jolloin ku-
dosten ja elinten muodostuminen on nopeaa. (Xiao ym., 2007; Yamamoto ja Oelgesch-
lager, 2004; Hogan, 1996)

Banaanikarpésesta on loydetty seitseman TGF-B-suurperheen geenid, joille kaikille on
Ioydetty ortologi nisdkkaistd. Kolme ndistd, Decapentaplegic (Dpp), Screw (Scw) ja

Glass bottom boat (Gbb), ovat BMP-tyyppisid proteiineja. (Raftery ja Sutherland, 1999)
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Dpp on ortologinen ihmisen BMP2/4-proteiineille ja Scw sekd Gbb BMP5/6/7/8-
proteiineille (Padgett ym., 1993; Arora ym., 1994; Raftery ja Sutherland, 1999).

BMP:t tuotetaan solussa suurina proteiinin esiasteina, jotka glykosyloituvat ja dimeri-
soituvat. Taman jalkeen dipeptidi pilkotaan proteolyyttisesti spesifisistd pilkkoutumis-
kohdista ja vain karboksyylipdan aktiivinen osa, kypsa ligandi, eritetddn ulos solusta

joko homo- tai heterodimeerina. (Xiao ym., 2007; Hogan, 1996)

4.1 BMP-tyyppinen signaalinvalitys

BMP:t vaikuttavat hyvin konservoituneen signalointireitin kautta (kuva 5). Signaalinvéli-
tys alkaa, kun BMP-proteiini sitoutuu solun pinnalla olevan spesifiseen seriini-
treoniinikinaasireseptoriin. Reseptoreita on aina kaksi erilaista, tyypin | ja tyypin Il re-
septorikinaasi. Ligandi sitoutuu ensin tyypin Il reseptoriin. Ligandin sitoutuminen akti-
voi tyypin Il reseptorikinaasin, mika taas fosforyloi tyypin | reseptorin. Ihmisestéa on
I6ydetty seitseman erilaista tyypin | reseptorikinaasia ja viisi tyypin Il reseptorikinaasia.
Banaanikarpéasella on vain kolme tyypin | reseptoria, Thick veins (tkv), Saxophone
(sax) ja Baboon (babo), ja kaksi tyypin Il reseptoria, Punt ja Wishful thinking (Wit). Eri
reseptorikinaasit sitovat eri proteiineja. (Raftery ja Sutherland, 1999; Yamamoto ja
Oelgeschlager, 2004)

BMP-proteiinien signaalinvalittdjind toimivat Smad-proteiinit (Smads). Ne ovat solun-
sisdisia transkriptiotekijoitd, jotka valittavat solunulkoiset signaalit tumaan. (Massagué
ym., 2005) Nimi Smad ei itsessédn tarkoita mitddn vaan on yhdistelma banaanikarpé-
sen Mad- ja sukkulamadon (Caenorhabditis elegans) Sma-proteiineista, jotka ovat toi-

minnaltaan ja rakenteeltaan samankaltaisia proteiineja (Heino ja Vuento, 2010: 265).
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Kuva 5. BMP-tyyppinen signaalinvalitys. Signaalinvalitys alkaa ligandin sitoutuessa tyypin 11
reseptoriin. Tyypin Il reseptori aktivoi tyypin I reseptorin, jolloin se fosforyloituu. Viestinsiirtaja-
Smad-proteiini fosforyloituu aktiivisen tyypin | reseptorin toimesta ja muodostaa kompleksin
avustaja-Smad-proteiinin kanssa. Kompleksi ajautuu tumaan ja sitoutuu DNA:han. Sitoutuminen
DNA:han séaatelee kohdegeenien transkriptiota. (Raftery ja Sutherland, 1999, muokattu)

Smad-proteiinit koostuvat noin 500 aminohaposta, ja niiden rakenne on melko konser-
voitunut. Proteiinit ovat muodostuneet kahdesta pallomaisesta domeenista, joita yhdis-
taa linkkerialue. (Massagué ym., 2005) Smad-proteiini aktivoituu sen karboksyylipdan
fosforyloituessa tyypin | reseptorikinaasin toimesta. Smad-proteiineja on useita, ja eri
reseptorit aktivoivat niille ominaisen Smad-proteiinin. N&itd kutsutaan viestinsiirtaja-
Smad-proteiineiksi (Heino ja Vuento, 2010:265). Taméan jalkeen Smad-proteiini muo-
dostaa kompleksin toisen Smadin, Smad4-proteiinin, kanssa. Smad4-proteiinia kutsu-
taan avustaja-Smad-proteiiniksi (Heino ja Vuento, 2010:265). Tama kompleksi ajautuu
tumaan, missd se sitoutuu DNA:han. Smad4-proteiinia tarvitaan, jotta kompleksi voi
sitoutua DNA:han. DNA:han sitoutuminen séatelee kohdegeenien transkriptiota. (Mas-

sagué ym., 2005; Raftery ja Sutherland, 1999; Yamamoto ja Oelgeschlager, 2004)

Ihmisesta ja hiirestd Smad-proteiineja on ldydetty kahdeksan, banaanikarpasesta nelja
ja sukkulamadosta kolme. Mad oli ensimmainen Smad-perheen proteiini, joka l6ydettiin
banaanikarpasesta (Raftery ja Sutherland, 1999). Se on ortologi nisékkaiden
Smad1l/5:lle. Banaanikdrpdsen muut Smad-proteiinit, dSmad2, Medea ja Dad, ovat
ortologeja nisakkaiden Smad2/3, Smad4 ja Smad5/6 -proteiineille, tassa jarjestyksessa.

(Massagué ym., 2005) BMP-proteiinien signaalinvélitys on esitetty kuvassa 5.
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4.2 Proproteiini-konvertaasit

Proproteiini-konvertaasit (proprotein convertase, PC) ovat endoproteaaseja, jotka akti-
voivat proteiinien esiasteita ja osallistuvat solun lukuisiin biologisiin prosesseihin samal-
la yllapitéen sisdista tasapainoa soluissa ja kudoksissa. Ne tunnistavat proteiinien esias-
teista tietyn aminohapposekvenssin, minka jalkeen ne katalysoivat peptidisidoksen kat-
kaisun. (Constam ja Robertson, 1999; Steiner ym., 1992; Thomas, 2002) On osoitettu,
ettd ainakin osa naista proteaaseista tunnistaa spesifisesti aminohapposekvenssin R-X-
X-R tai R-X-K/R-R, missa R viittaa arginiiniin (arginine), L lysiiniin (lysine) ja X mihin

tahansa aminohappoon. (Molloy ym., 1992; Creemers ym., 1993)

Banaanikarpésesta on Ioydetty kolme PC-proteaasia: DFurinl (DFurl), DFurin2 (DFur2)
ja Amontillado (Amon). DFurl ja DFur2 ovat rakenteellisesti nisakkaiden furiinin kaltai-
sia proteaaseja ja Amon on nisdkkaiden PC2-proteaasin ortologi (Roebroek ym., 1991;
Roebroek ym., 1992; Siekhaus ja Fuller, 1999).

4.3 Decapentaplegic

Decapentaplegic (Dpp) on banaanikarpasen TGF-B-suurperheeseen kuuluva proteiini,
jonka tiedetéddn toimivan morfogeenin tavoin (Nellen ym., 1996). Dpp on maailmalla
eniten tutkittu morfogeeni, ja sitéd kaytetdankin usein mallina tutkittaessa signaalimole-
kyylien toimintamekanismeja (Tabata, 2001). Dpp on ortologinen nisdkkaiden BMP2/4-
proteiineille (Padgett ym., 1993). Dpp ohjaa pitoisuudesta riippuvalla tavalla muun mu-
assa banaanikarpéasen alkion selkdpuolen ja imaginaalilevyjen kaavoittumista seka vat-
sa-selkdakselin, siiven suonten ja keskisuolen muodostumista (Ferguson ja Anderson,
1992; Nellen ym., 1996; Yu ym., 1996; Hoch ja Pankratz, 1996)
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Kuva 6. Dpp:n rakenne. Dpp:lla on kolme furiinin tunnistuskohtaa: FSII sijaitsee prodomeenin
alueella, FSIII prodomeenin ja ligandiosan vélissa ja FSI ligandiosassa. Kuvassa prodomeeni on
merkitty vaalean siniselld ja ligandiosa tumman sinisella.

Dpp:ta tuotetaan soluissa 588 aminohapon proteiinin esiasteena, minka jalkeen se
muodostaa dimeerin disulfidisidosten kautta. Taman jalkeen dipeptidi pilkotaan proteo-
lyyttisesti spesifisista pilkkomiskohdista ja vain karboksyylipdan aktiivinen osa eritetdan
ulos solusta joko homodimeerind tai Scw-proteiiniin sitoutuneena heterodimeerind.
Dpp:lla on kolme furiinin tunnistuskohtaa, jotka on esitetty kuvassa 6. FSII (furiinin
tunnistakohta I1) sijaitsee prodomeenin alueella, FSIII prodomeenin ja ligandiosan va-
lissé ja FSI ligandiosassa. Kuvassa 7 esitetty prosessointi alkaa, kun Dpp katkaistaan
furiinin tunnistukohdista 11 ja Il DFurl- ja DFur2-proteaasien toimesta, minka seura-
uksena ensimmainen Dpp:n ligandi vapautuu. Tdman jalkeen DFur2-proteaasi pilkkoo
proteiinin vield kohdasta FSlI, jolloin vapautuu edellisté ligandia hieman pienempi Dpp:n
ligandi. Dpp eritetdéan siis solusta kahtena erikokoisena ligandina, mik& eroaa muista
BMP-perheen proteiineista. (Panganiban ym., 1990; Kinnapuu ym., 2009; Kiinnapuu ja
Shimmi, 2010) Tama onkin tyypillistd nimenomaan kaksisiipisille hyonteisille. Liséaksi
furiinin tunnistuskohta 111 esiintyy vain kaksisiipisilla hyonteisilla, vaikka muutoin furii-
nin tunnistuskohdat ovatkin hyvin konsevoituneita eri lajien valilla. (Kinnapuu ym.,
2009)
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Kuva 7. Dpp:n prosessointi. Dpp pilkotaan furiinin tunnistuskohdista Il ja Il DFurl- ja DFur2-
proteaasien toimesta, mink& seurauksena suurempi Dpp:n ligandi vapautuu Dpp:n karboksyyli-
paastd. Taman jalkeen DFur2-proteaasi pilkkoo proteiinin viela kohdasta FSI, jolloin pienempi
Dpp:n ligandi vapautuu. Dpp eritetdan siis solusta kahtena erikokoisena ligandina. (Kiinnapuu ja
Shimmi, 2010)

5 Decapentaplegic ja Screw alkionkehityksessa

Dpp:n on osoitettu vaikuttavan banaanikarpésen alkion selkdpuolen kudosten muovau-
tumiseen pitoisuudesta riippuvalla tavalla: korkea Dpp-pitoisuus ohjaa solujen kehitysta
selkapuolen rakenteiksi ja matala alkion sivujen rakenteiksi. llman Dpp-signaalia solut
kehittyvat vatsapuolen rakenteiksi. Dpp vaikuttaa varhaisen alkion kehityksen aikana.

(Ferguson ja Anderson, 1992; Ross ym., 2001; Shimmi ym., 2005)

Dpp muodostaa sekd Dpp-Dpp-homodimeereja ettd Dpp-Scw-heterodimeerejd. Hete-
rodimeerin Dpp muodostaa toisen banaanikarpasen TGF-p-perheeseen kuuluvan prote-
iinin, Screw'n (Scw), kanssa. Scw on ortologinen nisakkaiden BMP5/6/7/8 -proteiineille.
(Arora ym., 1994) Shimmi kollegoineen osoittivat vuonna 2005, ettd Dpp-Scw-
heterodimeeri aikaansaa jopa kymmenen kertaa vahvemman signaalin kudoksessa kuin
Dpp-Dpp-homodimeeri (Shimmi ym., 2005). Homodimeerien aikaansaama signaali ei
ole yksindan tarpeeksi vahva alkionkehityksen onnistumiselle, minka takia Scw on myés

valttAmaton pitoisuusgradientin muodostuksessa (Arora ym., 1994).
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5.1 Signaalinvalitys

Dpp-Scw-heterodimeeri tai Dpp-Dpp-homodimeeri sitoutuu spesifisesti solun pinnalla
olevaan tyypin | seriini-treoriinikinaasireseptoriin, joka muodostaa kompleksin tyypin 11
reseptorikinaasin kanssa. Tyypin | reseptori aktivoituu ligandin sitoutuessa siihen. Akti-
voitunut tyypin | reseptori fosforyloi puolestaan tyypin Il reseptorikinaasin. Signaalin-
valityksessa tyypin 11 reseptorikinaasina toimii Punt ja tyypin | reseptorikinaasina Thick
veins (tkv) tai Saxophone (sax). Dpp voi sitoutua Tkv-reseptoriin ja Scw Sax-
reseptoriin. Viestiketjussa transkriptiotekijand toimii Smad-perheeseen kuuluva Mad-
proteiini (Mothers against Decapentaplegic). Tama fosforyloituu aktiivisen tyypin Il
reseptorikinaasin toimesta. Fosforyloitunut Mad (P-Mad) sitoutuu toiseen Smad-
perheeseen kuuluvaan proteiiniin, Medea-proteiiniin. Tama kompleksi siirtyy tumaan,
missa se sitoutuu DNA:han toimien nain geenien ilmenemista saatelevien koaktivaatto-
rien ja korepressorien sitoutumiskohtana. (Massagué ym., 2005; Shimmi ym., 2005)

Signaalinvalitys on esitetty kuvassa 8.

Kuva 8. Dpp-proteiinin signaalinvalitys. Signaalinvélitys alkaa Dpp-Dpp-homodimeerin tai Dpp-
Scw-heterodimeerin sitoutuessa tyypin | reseptoriin. Tyypin | reseptori aktivoi tyypin Il resepto-
rin, joka fosforyloituu. Mad-proteiini fosforyloituu aktiivisen tyypin Il reseptorin toimesta ja
muodostaa kompleksin Medea-proteiinin kanssa. Kompleksi siirtyy tumaan ja sitoutuu DNA:han.
Sitoutuminen DNA:han saatelee Dpp:n kohdegeenien transkriptiota.
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5.2 Dpp-Scw-kompleksiin sitoutuvat proteiinit

Banaanikarpésen varhaisen alkion selkdpuolen kudosten muovautuminen vaatii onnis-
tuakseen ainakin viiden eritettdvan proteiinin lasnaoloa. Dpp:n ja Scw:n liséksi alkion
kehityksessa ovat mukana proteiinit Short gastrulation (Sog), Twisted gastrulation
(Tsg) ja Tolloid (TId). Dpp:n tiedetdédn olevan avainasemassa tassa proteiinijoukossa.
Kuvasta 9 nadhdaan, ettd Dpp:td ilmennetdédn koko banaanikarpasen alkion selkdpuolen
alueella. Kuitenkin P-Mad-signaali, joka kertoo solunsisdisen viestiketjun aktivoitumises-
ta, muodostuu alkion selképuolen keskiviivan kohdalle (kuva 9). Tutkimukset osoitta-
vatkin, ettd Scw, Sog, Tsg ja TIld vaikuttavat nimenomaan taman teréavéan P-Mad-
signaalin muodostumiseen. (Ferguson ja Anderson, 1992; Francois ym., 1994; Marques

ym., 1997; Mason ym., 1994; Ross ym., 2001)

selkapuoli

T

Kuva 9. Dpp:n ilmentdminen ja P-Mad-signaalin muodostus banaanikéarpasen alkiossa. Dpp:ta
ilmennetdan (merkitty siniselld) alkiossa koko selanpuoleisen ektodermin alueella, mutta P-Mad-
signaali (merkitty punaisella) muodostuu alkion selédnpuoleisen keskiviivan kohdalle. A) Dpp:n
ilmentaminen, kun alkiota tarkastellaan selk&puoli yléspéin, B) Dpp:n ilmentaminen, kun alkiota
tarkastellaan sivusta, C) P-Mad-signaali, kun alkiota tarkastellaan selk&puoli ylospain.

Sog-proteiini on Dpp:n antagonisti ja sitd ilmennetddn vain vatsapuolen molemmilla
sivuilla. Se liikkuu selkdpuolen suuntaan ja muodostaa kompleksin Dpp-Scw-
heterodimeerin tai Dpp-Dpp-homodimeerin kanssa sek& toisen antagonistin, Tsg:n
kanssa. Kompleksi estdd Dpp-Dpp- tai Dpp-Scw-ligandia sitoutumasta solupinnan re-
septoreihin, kunnes metalloproteaasi, Tld, vapauttaa sen signalointia varten. Nain li-
gandi ei paase tarttumaan reseptoreihin alkion sivuilla olevissa soluissa vaan kulkeutuu
selkapuolen keskiviivaa kohti. (Francois ym., 1994; Marques ym., 1997; Ross ym.,

2001; Shimmi ja O’'Connor, 2003) Shimmi ym. osoittivat vuonna 2005, ettd Sog ja Tsg
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sitoutuvat suuremmalla affiniteetilla Dpp-Scw-heterodimeeriin  kuin  Dpp-Dpp-
homodimeeriin. Tall6in heterodimeeria kuljetetaan siis pidemmalle kohti selénpuoleista
keskiviivaa, mika myo6s vaikuttaa terdvan P-Mad-signaalin muodostumiseen. (Shimmi
ym., 2005) P-Mad-signaalin muodostumiseen vaikuttavien proteiinien rooli on esitetty

kuvassa 10.
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Kuva 10. P-Mad-signaalin muodostumiseen vaikuttavien proteiinien rooli. A) Poikkileikkaus ba-
naanikarpasen alkiosta (merkitty beigelld). Kuvassa alkion vatsapuoli on alaspain. B) Suurennos
kohdan A alkiosta. Sog liikkuu selkdpuolen suuntaan ja muodostaa kompleksin Dpp-Scw-
heterodimeerin tai Dpp-Dpp-homodimeerin sekd toisen antagonistin, Tsg:n, kanssa. Kompleksi
estdd dimeeria sitoutumasta solupinnan reseptoreihin, kunnes metalloproteaasi, Tld, vapauttaa
ligandin signalointia varten. Sog ja Tsg sitoutuvat suuremmalla affiniteetilla Dpp-Scw-
heterodimeeriin kuin Dpp-Dpp-homodimeeriin. Talléin heterodimeeria kuljetetaan pidemmalle
kohti selanpuoleista keskiviivaa, mika edesauttaa terédvan P-Mad-signaalin muodostumista. Li-
saksi heterodimeeri aikaansaa jopa kymmenen kertaa voimakkaamman P-Mad-signaalin kuin
homodimeeri.
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KOKEELLINEN OSA

6 TyOn tausta ja tavoitteet

Decapentaplegic (Dpp) on morfogeeni ja sen on osoitettu olevan valttamaton ba-
naanikarpasen alkionkehitykselle. Dpp vaikuttaa muun muassa alkion selkapuolen ra-
kenteiden muovautumiseen pitoisuudesta riippuvalla tavalla. (Ferguson ja Anderson,
1992) Dpp toimii sekd homo- ettd heterodimeerimuodossa. Heterodimeerin se muodos-
taa toisen banaanikarpasen BMP-tyyppisen proteiinin, Screw'n (Scw), kanssa. (Arora

ym., 1994)

Dpp-signalointi tapahtuu erityisen signaalinvalitysreitin kautta, jossa Dpp-Dpp-
homodimeerin tai Dpp-Scw-heterodimeerin sitoutuminen solupinnan reseptoriin laukai-
see solunsisdisen ketjureaktion. Tassa ketjureaktiossa transkriptiotekijana toimii Smad-
perheeseen kuuluva Mad-proteiini, joka aktivoituu fosforylaation kautta. Aktivoitunutta
Mad-proteiinia kutsutaan nimella P-Mad, ja tasta syystad puhutaan usein Dpp:n aiheut-
tamasta P-Mad-signaalista kudoksessa. (Massagué ym., 2005; Shimmi ym., 2005)
Shimmi kollegoineen osoittivat vuonna 2005, ettd Dpp-Scw-heterodimeeri saa aikaan
vahvemman P-Mad-signaalin kudoksessa kuin Dpp-Dpp-homodimeeri, mika selittaa
myo6s sen, miksi Dpp-Dpp-homodimeerien aikaansaama vaste soluissa ei ole yksindan
tarpeeksi vahva alkionkehityksen onnistumiselle. Vaikuttaisi siis silta, ettd myods Scw-
proteiinin lasn&olo on hyvin tarkedd banaanikarpasen varhaisen alkionkehityksen aika-
na. Scw:n molekyylimekanismeista tiedetdan kuitenkin melko véhan. (Shimmi ym.,
2005)

Dpp ja Scw tuotetaan soluissa suurina inaktiivisina proteiinien esiasteina. Dimerisaation
jalkeen Dpp ja Scw pilkotaan proteolyyttisesti, ja vain proteiinien aktiivinen ligandiosa
eritetddn ulos solusta. Nain ollen proteiinien oikeanlainen post-translationaalinen
muokkaus on avainasemassa toimivien proteiinien eritykselle. Tassa tyodssa tutkittiinkin
Scw-proteiinin proteolyyttisen muokkauksen merkitystéd Scw-proteiinin funktionaalisuu-

delle ja eritykselle solusta sekd sen vaikutusta Dpp-signalointiin ja nain ollen ba-
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naanikarpasen alkionkehitykseen. Tydn tavoitteena oli ymmartdd paremmin ba-

naanikarpasen morfogeneesin taustalla olevia molekyylimekanismeja.

Tutkimukset koostuivat hyonteissolujen avulla tehdyistéa in vitro -proteiinikokeista seka
banaanikarpasilla tehdyistéa in vivo -kokeista. In vitro -kokeet ovat helppoja ja nopeita
toteuttaa, mutta niiden avulla pystytddn tekemaan vain alustavia johtopadtotksid. Ne
ovat kuitenkin valttdmattomia, silla ne ohjaavat paljon aikaa vievien in vivo -kokeiden
suunnittelua. Hypoteesin varmentamiseksi tehtiin /n vivo -kokeita genotyypiltdan erilai-

silla banaanikéarpasilla ja niiden alkioilla.
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7 Materiaalit ja menetelmat

In vitro -kokeet

7.1 Plasmidit

In vitro -kokeissa kaytettiin plasmideja, joihin oli liitetty haluttu DNA-sekvenssi. Nama
plasmidit transfektoitiin soluihin. Plasmidit ovat itsendisesti replikoituvia DNA-
molekyyleja, joita kadytetddn muun muassa geeninsiirtovektoreina ja rekombinanttipro-
teiinien tuotossa. (Lodish ym., 2008: 178-179) Kokeissa kéaytettiin pFBAc-plasmideja,
jotka sopivat erinomaisesti rekombinanttiproteiinien tuottoon aktiini-promoottorin ansi-
osta. Promoottori sdatelee transkription aloitusta. Transkriptio kdynnistyy spesifisen
aktivaattorin sitoutuessa promoottoriin. Aktiini on proteiini, jota tuotetaan normaalisti
kaikissa soluissa ja kudoksissa. N&in ollen transkription kaynnistymiseen vaadittavat

olosuhteet ovat sopivat kaikissa soluissa.

Scw:lla on kolme potentiaalista pilkkomiskohtaa: FSI (furiinin tunnistuskohta 1), FSII ja
FSIII ja FSIHI. FSII ja FS11I sijaitsevat prodomeenialueella ja FSI prodomeenin ja ligan-
diosan vélissd. Kokeissa kaytetyt plasmidit sislsivat proteolyyttisen pilkkomisen estavia
pistemutaatiota ndissa furiinin tunnistuskohdissa. Scw-geenin pistemutaatiot on esitetty
kuvassa 11. Kuvasta nahdaan, ettd furiinin tunnistuskohdan 1 ja Il aminohappose-
kvenssien, RFKR ja RPRR, ensimmainen ja viimeinen arginiini (R) oli muutettu glysiinik-
si (G) ja furiinin tunnistuskohdan Il aminohapposekvenssin, RHKR, jalkimmainen argi-

niini oli muutettu kysteiiniksi (C). (Kinnapuu ym., 2012)
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HA Flag
Amino- | | I PRODOMEENI Karboksyyli-
ryhma MFSIII  MFSII MESI ryhma
RPRR RHKR mi:n
GPRG RHKC GFKG

Kuva 11. Scw-geenin pistemutaatiot. Scw:lla on kolme potentiaalista pilkkomiskohtaa: FSII ja
FSIII sijaitsevat prodomeenialueella ja FSI prodomeenin ja ligandiosan valissa. Prodomeeni on
esitetty kuvassa vaaleanvihredlla ja kypsa ligandiosa tummanvihreélla. Scw-geenin sisaltavissa
plasmideissa yhteen tai kahteen furiinin tunnistuskohtaan on tehty proteolyyttisen pilkkomisen
estévia pistemutaatiota. Furiinin tunnistuskohdan 1| ja Ill aminohapposekvenssien, RFKR ja
RPRR, ensimmaéinen ja viimeinen arginiini (R) oli muutettu glysiiniksi (G) ja furiinin tunnistus-
kohdan Il aminohapposekvenssin, RHKR, jalkimmainen arginiini oli muutettu kysteiiniksi (C).
MFS tarkoittaa mutatoitua furiinin tunnistuskohtaa (mutated furin site). Scw-konstruktit sisalsi-
vat mutatoidun Scw-geenin lisdksi FLAG- ja hemagglutini (HA) -epitoopit.

Kaytetyt plasmidit sisélsivat mutatoidun Scw-geenin liséksi sekvenssit FLAG- ja hemag-
glutiniini (HA) -epitoopeille. (Kinnapuu ym., 2012) Namé& ovat pienikokoisia, tietyn
vasta-aineen tunnistamia rakenteita, jotka mahdollistavat rekombinanttiproteiinituottei-
den havainnollistamisen spesifisten vasta-aineiden avulla (Lodish ym., 2008: 78-79).
Scw-mutanttigeenin sisaltavia plasmideja oli viisi erilaista, joissa yksi tai kaksi furiinin
tunnistuskohtaa oli tehty toimimattomaksi. Naiden plasmidien vertailukohteena kaytet-
tiin plasmidia, jossa Scw-geenin pilkkomiskohdissa ei ollut mutaatiota. (Shimmi ym.,

2005) Kokeissa kaytetyt Scw-geenin sisaltavat plasmidit on esitetty taulukossa 1.

Taulukko 1. Kokeissa kaytetyt Scu-geenin sisdltavat plasmidit.

Plasmidin nimi Lyhenne Mutaatio
pFPAc-scw ™ 'HA(N)-flag(C) Scw"Fs! FSI
pFPAc-scw" ™ "HA(N)-flag(C) ScwM™! FSII
pFPAc-scw“™""HA(N)-flag(C)  Scw"™" FSHI
pFPAc-scwS""HA(N)-flag(C)  ScwM™"! FSI, FSII
pFPAc-scw"S""HA(N)-flag(C) ~ ScwM™"™ FSII, FSII
pFPAc-scwHA(N)-flag(C) Wt-Scw (Wild type Scw) -

Osassa tutkimuksista kaytettiin plasmidia, joka sisélsi Dpp:t4 koodaavan geenin ja sek-
venssin HA-epitoopille (kuva 12), seké plasmidia, joka sisdlsi Mad-proteiinia koodaavan

geenin ja sekvenssin FLAG-epitoopille. Lisaksi kaytettiin vihreda fluoresoivaa proteiinia
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(green fluorecent protein, GFP) ilmentavaa plasmidia, joka sisélsi UAS-promoottorin.
GFP-geenin transkriptio kaynnistettiin Gal4-proteiinia ilmentavan plasmidin avulla.
Gal4-proteiini toimii transkriptioaktivaattorina UAS-promoottorille. (Shimmi ja O’Connor,
2003; Ross ym., 2001)

7.2 Schneider 2 -solulinja

Proteiinien ilmentamiseen kaytettiin Schneider 2 -solulinjaa (S2). Se on banaanikarpa-
sen yleisimmin kaytetty hyoénteissolulinja. S2-solulinja polveutuu banaanikérpasen
myo6haisen vaiheen (20-24 h) alkioiden primaérisoluviljelmasta (Schneider, 1972). Kun
S2-solulinja perustettiin, solut kasvoivat ulos heterogeenisestéd populaatiosta kolmen
kuukauden tihedn kasvatuksen jalkeen ja saavuttivat immortaalisen eli ikuisesti jakau-
tuvan kasvun. (Kirkpatrick ja Shatzman, 1999: 290-291) Solujen yllapitoon kaytettiin
M3-kasvatusalustaa (M3, ks. liite 1), johon oli lisatty 2 % vasikan sikion seerumia (fetal
calf serum, Sigma-Aldrich). Seerumi sisaltdd muun muassa kasvutekij6itd, jotka tukevat
solujen jakautumista (Jarviluoma, 2011). Soluja jaettiin kerran viikossa 2 x 10° so-

lua/ml tiheyteen. Soluja kasvatettiin +25 °C lampdtilassa soluinkubaattorissa.

7.3 Transfektio

Transfektiossa vieras DNA viedaan solun sisaan. Transfektion toteutukseen on olemas-
sa niin kemiallisia kuin fysikaalisia menetelmid. Kemiallisten menetelmien tarkoitus on
sitoa DNA positiivisesti varautuneeseen kantajaan, joka auttaa DNA:ta pdasemaan so-
lun sisédan, koska solukalvo ja DNA ovat negatiivisesti varautuneita ja hylkivat taten
toisiaan. (Jarviluoma, 2011) Markkinoilla on laaja valikoima erilaisia transfektioreagens-
seja, kuten FUGENE® ja Effectene®, joita tassa tydssa on kaytetty. Nam& ovat mo-
lemmat ei-liposomaalisia lipidivalmisteita. Transfektoituja S2-solulinjan soluja kaytetdan
yleensa ilman erillisté selektiota, silla ne eivat pysty kasvamaan, jos tiheys on liian pieni
(Kirkpatrick ja Shatzman, 1999: 297). Tassa tydssa tehdyissa kokeissa plasmidin sisél-

tamattomista soluista ei ollut haittaa, joten selektiota ei tehty.
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7.3.1 Fugene

Tassa tyossa pienid solumaarid transfektoitaessa kaytettiin kaupallista FUGENE®-
transfektioreagenssia (Roche). Reagenssia lisattin 7 ul/ 50 ul DNA-laimennosta, joka
sisélsi transfektiosta rippuen 1-2 ug DNA:ta. Liuoksen annettiin inkuboitua huoneen-
lamma@ssa puoli tuntia, jonka jalkeen liuos lisattiin yhteen millilitraan solususpensiota,
jonka solutiheys oli 2 x 10° solua/ml M3-kasvatusalustaa. Soluja inkuboitiin +25 °C

lampdtilassa viiden vuorokauden ajan ennen niiden kerdamista.

7.3.2 Effectene

Transfektoitaessa  kokonaisia  solumaljoja  k&ytettiin  kaupallista  Effectene®-
transfektiokittid (Qiagen). Transfektiokitti koostui kolmesta eri reagenssista: effectene-
reagent, enhancer ja buffer EC. Buffer EC:ta lisattiin 5 pg:n joukkoon DNA:ta niin pal-
jon, ettd yhteistilavuus oli 280 ul. Liuokseen liséttiin 40 ul effectene-reagenssia ja inku-
boitiin huoneenlamma@ssa 2-5 minuuttia. TAman jalkeen liuokseen lisattiin viela 40 ul
enhancer-reagenssia ja inkuboitiin 5-10 minuuttia. Lopuksi liuos lisattiin solumaljalle,
jossa oli 45 x 10° solua kymmenessa millilitrassa M3-kasvatusalustaa. Maljaa inkuboitiin

+25 °C [ampdtilassa kolmen vuorokauden ajan ennen solujen kerdamista.

7.4 Solujen kerddminen ja lyysaus

Proteiineilla on taipumus tarttua muovipintoihin, mikd voi vaikuttaa suuresti prote-
iinisaantoihin etenkin pienilla proteiinipitoisuuksilla (Rudolph ym., 1997: 84). Taman
valttAmiseksi solususpension joukkoon lisattin 0,1 % BSA:ta eli naudan seerumista
eristettya albumiinia (albumin bovine serum, Sigma-Aldrich). BSA sitoutuu proteiineihin
ja estaa niitad tarttumasta muovipintoihin, nain pienetkin pitoisuudet proteiinia saadaan
talteen. Solususpensio kerattiin silikonisoituihin eppendorfputkiin (Alpha Laboratories),
mikd my6s estdd proteiinien tarttumista putken reunoille. Solususpensiota sentrifugoi-
tiin 10 minuutin ajan 6000 rpm nopeudella +4 °C lampétilassa (Eppendorf). Tassa no-
peudessa solut eivat hajoa, mutta ne painuvat putken pohjalle, jolloin ne voidaan erot-
taa supernatantista. Yleisesti proteiineja tutkittaessa suositellaan tyoskentelya jailla,

silla monet proteiinit ovat hyvin labiileja (Roe, 2001: 9).
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Sentrifugoinnin jalkeen supernatantti siirrettiin solujen pé&altd uuteen silikonisoituun
eppendorfputkeen ja solut lyysattiin lyysayspuskurilla (ks. liite 1). Lyysauspuskuria li-
sattiin 100 pl/ml solususpensiota. Putkia inkuboitiin jailla viela 20 minuutin ajan, jonka
jalkeen soluriekaleet sentrifugoitiin tuubin pohjalle +4 °C lampdétilassa ja 14 680 rpm
nopeudella 10 minuutin ajan. Supernatantti siirrettiin uuteen silikonisoituun eppendorf-
putkeen. Suoritettavasta kokeesta riippuen tyota jatkettiin kayttamalla kirkasta super-
natanttia, lyysattua solunestetta tai molempia. Seuraava askel oli joko naytteiden val-

mistaminen immunoblottausta varten tai vasta-ainesaostus.

7.5 Immunoblottaus

Immunoblottaus on yleisesti kaytetty proteiinien erottelu- ja analyysimenetelma. Im-
munoblottauksessa naytteen proteiinit erotellaan ensin molekyylipainonsa mukaan gee-
lielektroforeesilla. Erotus perustuu negatiivisesti varautuneisiin naytteisiin, jotka liikku-
vat geelilla positiivista napaa kohti, pienimméat molekyylit nopeimmin. (Sariola ym.,
2003: 151) Kokeissa kaytettiin natriumdodekyylisulfaatti-polyakryyliamidi-
geelielektroforeesia (sodium dodecyl sulphate polyacrylamide gel electrophoresis, SDS-
PAGE).

Naytteiden proteiinit tulee denaturoida ennen geelielektroforeesiajoa, koska proteiinien
natiivi konformaatio mahdollisine interaktioineen muiden molekyylien kanssa voi vaikut-
taa proteiinien kulkeutumiseen geelissa. Lisaksi naytteiden tulee olla negatiivisesti va-
rautuneita. Supernatantti- ja lysaattinaytteiden sekaan lisattiin nelinkertaista naytepus-
kuria (4 X naytepuskuri, ks. liite 1) ¥4 naytteen tilavuudesta. Naytepuskuri sisaltaa pel-
kistivda merkaptoetanolia, joka hajottaa proteiinien tertiddrirakenteiden rikkisillat, seka
anionista detergenttid, natriumdodekyylisulfaattia (sodium dodecyl sulphate, SDS), joka
tekee naytteistd negatiivisesti varautuneita. SDS-molekyylien aiheuttama suuri negatii-
vinen varaus peittda proteiinien alkuperaisen varauksen alleen, jolloin ne liikkuvat gee-
lissé molekyylipainonsa mukaisesti. Naytepuskuri siséltdd myds variainetta, bromo-
fenolisinistd, jolloin ndytteiden kulkeutumista geelissé voidaan seurata seka glyserolia,
mika tekee naytteet raskaiksi ja saa ne geelille pipetoitaessa painumaan kaivon pohjal-

le. (Walker, 2001: 588-606) Naytepuskurin lisddmisen jalkeen naytteitd inkuboitiin 95
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°C lampotilassa viiden minuutin ajan, jonka jalkeen naytteet siirrettiin valittomasti jaille.

Tama varmistaa naytteiden pysymisen denaturoituneessa muodossa.

Kaikissa kokeissa naytteitéa pipetoitiin geelin kaivoihin 15 pl ja molekyylipainostandardia
10 ul (Prestained protein ladder, broad range, Promega). Naytteitd ajettiin elektrofo-
reesissa noin 60 minuuttia 20 mA/geeli voimakkuudella (Bio-Rad). Geelien huokosko-
koon voidaan vaikuttaa akryyli/metyleenibisakryyliamidin maaralla. Geeliajoissa kaytet-
tiin 12,5 % geelejd, lukuun ottamatta yhta ajoa, jossa kaytettiin 10 % geelid. Kyseessa
oli suuria proteiineja, jolloin niiden erotteleminen on helpompaa, jos geelin huokoskoko

on suurempi. Geelien koostumukset on esitetty liitteessa 2.

SDS-PAGE:n avulla eroteltut proteiinit voidaan siirtda geeliltd nitroselluloosa- tai polyvi-
nyyli-deenifluoridi (polyvinyldene fluoride, PVDF) -kalvolle s&hkdvirran avulla, mikali
vyOhykkeiden paikantamisessa halutaan kayttdd vasta-aineita (Baines, 2001: 38-46).
Kaytossa oli Milleporen PVDF-kalvo, joka kasiteltiin metanolilla ennen kaytt6a. Sahko-
virtaa syotettiin 90 minuutin ajan 40 V jannitteelld (Bio-Rad). Membraania blokattiin 5
% maitojauheliuoksessa puolen tunnin ajan huoneenlammadssa. Blokkaus minimoi vas-
ta-aineen epaspesifista sitoutumista ja nain ollen membraanin taustavarjaytymista
(Soutar ja Wade, 1997: 144-145). Maitojauhe sekoitettiin TBST-puskuriin (TBST, ks.
liite 1).

Haluttu proteiini voidaan paikantaa membraanilta spesifisen vasta-aineen avulla, joka
sitoutuu kyseiseen proteiiniin. Menetelmassa kaytetdan yleensd kahta vasta-ainetta,
joista ensimmainen vasta-aine (primaarinen vasta-aine) tunnistaa kalvolla olevan anti-
geenin ja sekundaarinen vasta-aine sitoutuu ensimmaiseen vasta-aineeseen, silla se on
tehty ensimmaisen vasta-aineen tuottaneen eldimen immunoglobuliineja vastaan (Sa-
riola ym., 2003: 151). Sekundaariseen vasta-aineeseen on konjugoitu entsyymi tai fluo-
resoiva leima, jonka avulla etsitty proteiini voidaan detektoida (Lodish ym., 2008: 98-
99).
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Taulukko 2. Immunoblottauksessa kaytetyt vasta-aineet ja niiden kayttdkonsentraatiot.

Primaarivasta-aineet Valmistaja

anti-flag m2 mouse mAb, 0,2 pg/ml Sigma-Aldrich
anti-HA12Ca5 mouse 1gG, 0,5 pg/ml Roche

anti-GFP rabbit 1gG, 0,2 pg/ml Santa Cruz Biotechnology

PS1, Phospho-Smad1/5 (41D10) rabbit mAb, 1:5000 Cell Signaling Technology

Sekundaarivasta-aineet

goat anti-mouse IRDye 680, 0,1 ug/ml LI-COR
goat anti-rabbit IRDye 800, 0,1 pug/ml LI-COR

Tassd tydssa kaytettiin useita primaari- ja sekundaarivasta-aineita, jotka on esitetty
taulukossa 2. Vasta-ainelaimennokset tehtiin TBST-puskuriin (TBST, ks. liite 1) ja vas-
ta-aineinkubaatioiden vélissa tehdyt pesut suoritettiin myos kyseisella puskurilla. Mem-
braaneja inkuboitiin primaarivasta-aineliuoksessa yon yli +4 °C lampdtilassa ja sekun-
daarivasta-aineliuoksessa puoli tuntia huoneenlammdssa. Kayttssa olleet sekundaari-
vasta-aineet sisalsivat fluoresoivan leiman, joka viritettiin ja detektoitiin LI-COR Odys-
sey CLx -laitteella. Virittynyt leima emittoi valoa tietylla aallonpituudella. Sekundaari-
vasta-aineita oli kdytossa seké aallonpituudelle 680 ettéd 800. Tama& mahdollisti kahden
eri proteiinin samanaikaisen detektoinnin, jos proteiineja tunnistavat primaarivasta-

aineet oli tuotettu eri eldimissa.

Membraanilla ndhtyjen vydhykkeiden intensiteetit maaritettiin Odyssey-laitteen tietoko-
neohjelmalla (Odyssey V3.0). Vydhykkeiden ympaérille piirrettiin samankokoiset laatikot,
ja tietokoneohjelma laski tAman alueen pikseleiden muodostaman pinta-alan. Tausta
voitiin vahentda tuloksista eri menetelmilla. Tassd tydssd tietokoneohjelma maaritti
taustan laskemalla mitattavan vyéhykkeen yla- ja alapuolelta saatujen intensiteettien
keskiarvon. Tama lukuarvo véhennettiin mitattavan vythykkeen intensiteettiarvosta.
Saadut tulokset muutettiin prosenteiksi vertaamalla niitd kunkin membraanin positiivi-
sen kontrollin intensiteettiarvoon, joka merkittiin 100 %:ksi. Nama tulokset normalisoi-
tiin kokeen sisdisen kontrollin avulla. Membraanien sisdisten kontrollien vythykkeet
muutettiin prosenteiksi kuten edelld ja kunkin ndytteen mitattu intensiteettiarvo jaettiin
naytteen sisdisen kontrollin intensiteettiarvolla. Tulokset muutettiin prosenteiksi. Sisai-
nen kontrolli kuvasi transfektion onnistumista tai kunkin naytteen kohdalla kaytettya

solumaaraa.
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7.6 Vasta-ainesaostus

Vasta-ainesaostus (engl. Immunoprecipitation, IP) on yleinen vasta-aineiden kaytt66n
perustuva tekniikka, jossa heterogeenisesta proteiinijoukosta voidaan poimia tietty pro-
teiini sille spesifisen vasta-aineen avulla. Vasta-aine voi olla sidottu esimerkiksi pienien
helmien ympérille, jotka voidaan sentrifugoida yhdessa niihin sitoutuneiden proteiinien
kanssa putken pohjalle, ja ndin erottaa supernatantista. On my6s mahdollista lisata
vasta-aine sellaisenaan proteiiniliuoksen joukkoon ja sentrifugoida vasta-aine-
proteiinikompleksit koeputken pohjalle kayttdmalla hyvaksi liukenemattomia vasta-

aineen sitojaproteiineja kuten proteiini A:ta tai G:ta. (Molecular Station)

Kokeissa kaytettiin agaroosia, joka sisaltdd pienid, anti-Flag-vasta-aineella kasiteltyja
helmi& (Sigma Anti-Flag M2-agarose). Ennen agaroosin lisdamista kirkkaan supernatan-
tin joukkoon se pestiin kahdesti kylméalla TBS-puskurilla (TBS, ks. liite 1). Lisaksi super-
natantista otettiin pieni nayte ("IP1”-ndyte) ennen helmien lisdamistd. TAma nayte ker-
toi, mit& proteiineja liuoksessa oli ennen vasta-ainesaostusta. Esipestya agaroosisus-
pensiota lisattiin 20 ul/ml supernatanttia. Naytteita inkuboitiin koeputken pyorittajassa

(Stuart) +4 °C lampotilassa noin 17 tuntia.

Inkubaation jalkeen agaroosipelletti sentrifugoitiin putken pohjalle ja supernatantista
otettiin pieni ndyte ("IP2”-nayte). Tama nayte kertoi, mitkd proteiinit eivat ole sitoutu-
neet vasta-ainehelmiin. Agaroosipelletti pestiin kolme kertaa kylméalla TBS-puskurilla,
jonka jalkeen helmiin kiinnittynyt proteiini eluoitiin. Eluutioon kaytettiin reagenssia
Sigma Flag -peptidi, joka syrjayttaa vasta-ainehelmiin kiinnittyneen proteiinin. Rea-
genssin kayttokonsentraatio oli 20 ul/ml TBS + 0,1 % BSA-puskuria. Tata liuosta pipe-
toitiin agaroosipelletin paalle 100 ul/20 ul agaroosisuspensiota. Naytteita inkuboitiin

koeputken pydrittdjassa +4 °C l[ampdtilassa 60 minuuttia.

Agaroosipelletti sentrifugoitiin putken pohjalle ja supernatantista otettiin pieni nayte
("IP3”-ndyte). Tama nayte kertoi, mitkd proteiinit ovat sitoutuneet vasta-ainehelmiin.
Loppu supernatantti otettiin talteen jatkokasittelya varten. Vasta-ainesaostuksen onnis-

tumista seurattiin immunoblottauksella.
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7.7 Signalointikoe

Signalointikokeen tarkoituksena oli saada ndaytteissa olevat Dpp-Scw-heterodimeerit
indusoimaan naytteisiin lisatyissa soluissa P-Mad-signaali. Signalointikokeessa kaytettiin
naytteitd, joista oli poistettu Dpp-homodimeerit vasta-ainesaostuksen avulla. Ennen
signalointikokeen aloittamista naytteiden heterodimeerikonsentraatiot maaritettiin im-
munoblottauksella avulla. Kalvon Dpp-vyohykkeiden intensiteetit mitattiin ja tuloksien
perusteella ndytteista valmistettiin laimennokset TBS-puskuriin. Tarkoituksena oli, etta
heterodimeerikonsentraatiot olisivat kaikissa Dpp:td4 ja Scw:ta sisaltavissa naytteissa
samat. Wt-Scw:n ja negatiivisen naytteen heterodimeerikonsentraatiota ei voitu maa-
rittédd, silla negatiivinen nayte ei sisaltdnyt Dpp- tai Scw-proteiineja ja Wt-Scw-nayte
sisélsi vain Scw-homodimeereja. Negatiivisesta naytteesta tehtiin laimennos 1:4 ja po-
sitiivisesta naytteestd laimennos 1:2. Laimennoksia pipetoitiin silikonisoituihin eppen-
dorfputkiin 160 ul, jonka jalkeen laimennusten sekaan lisattiin vieldA 360 ul PBS-

puskuria (PBS, ks. liite 1).

Signalointikokeessa proteiininaytteiden sekaan lisattiin 500 pl soluja, jotka ilmensivat
Flag-epitoopin sisdltdvda Mad-proteiinia. Mad-rekombinanttiproteiinien siséltiméan Flag-
epitoopin avulla voitiin varmistaa, etta jokaiseen naytteeseen oli lisatty yhta paljon so-
luja. TAma toimi siis kokeen sisdisena kontrollina. Putkia inkuboitiin koeputken pydritta-
jassa huoneen lammd@ssa viisi tuntia, jonka jalkeen solut sentrifugoitiin putkien pohjal-
le. Solupelletit lyysattiin 60 pl:lla nelinkertaista naytepuskuria, joka oli laimennettu ve-
teen suhteessa 1:4. Naytepuskurin siséltdma merkaptoetanoli hajottaa proteiinien ter-
tidarirakenteen rikkisiltojen ohella myds solun muut rakenteet. Naytepuskurin kaytto
sopi solupellettien lyysaamiseen hyvin, koska kyseisista naytteista haluttiin tarkastella
solujen sisélla esiintyvad Mad-proteiinia, eikd sen tarvinnut olla immunoblottausta var-
ten natiivissa muodossa. Kyseiset naytteet lampokasiteltin muiden immunoblottauk-
seen valmistettujen naytteiden tapaan. Naytteet ladattiin geelille, ja P-Mad-signaalin
muodostumista tarkasteltiin immunoblottauksen avulla. Detektoinnissa kaytettiin PS1-

vasta-ainetta, joka tunnistaa spesifisesti fosforyloituneen Mad-proteiinin.
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In vivo -kokeet

7.8 Risteytykset

Scw- ja Dpp-geenit sijaitsevat banaanikarpdsen kromosomissa 2 (Nusslein-Voldhard
ym., 1984). Kokeissa kaytettiin genotyypiltdan erilaisia kérpaskantoja, joita risteytettiin
keskendén tarvittavien genotyyppien aikaansaamiseksi. Risteytykset perustuivat paa-
osin niin sanottuihin pelastusristeytyksiin, jossa tarkasteltin banaanikdrpasen kro-
mosomiin 3 liitetyn ylimaaraisen Scw-mutanttigeenin vaikutusta vertailukohteena kay-
tettyyn genotyyppiin. Kaytetyt risteytykset ja niistd perdisin olevat kiinnostavat geno-

tyypit ovat esitetty kuvassa 12.

Risteytykset 1

oD16 Sow W T/ MFSI/MFSII Teowrd Sow W T/ MFSI/MFSII

; - - X ; - -
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>
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B) o016 Sew
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-]
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Kuva 12. Banaanikarpasilla tehdyt risteytykset ja niistd syntyneet kiinnostavat genotyypit. Geno-
tyyppi vaihteli kromosomin 2 ja 3 osalta, jotka on erotettu kuvassa puolipisteelld. Jos kro-
mosomia 3 ei ole erikseen merkitty, ei siihen ole tehty muutoksia.
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Genotyyppi vaihteli kromosomin 2 ja 3 osalta. Risteytyksissa ei ollut merkittavaa vaiku-
tusta, kumpi genotyyppi periytyy koiraalta ja kumpi naaraalta. + tarkoittaa normaalia
alleelia, joka naissa risteytyksissa oli perdisin peruskantana kaytetyiltd yw-karpasilta.
Scw® tarkoittaa Scw-mutanttialleelia, josta Scw-geeni on poistettu kokonaan ja OD16
mutanttialleelia, jossa Scu-geeni on tehty taysin toimimattomaksi. Dpp™ on hypomor-
finen eli osittain toimiva Dpp-mutanttialleeli. Osittain toimivan alleelin kayton tarkoitus
on herkistédd alkioita mutaatioiden vaikutuksille, jolloin niiden tutkiminen olisi helpom-
paa. Normaalisti toimivassa alleelissa mutaatioiden vaikutuksia ei valttamattd nahda.
CyO on balanserikromosomi, joka on homotsygoottina elinkyvyton. Se siséltaa vallitse-
vasti periytyvan markkerin, mikd ndhdéaén ilmiasussa karpasten kiharina siipind. (Ash-
burner, 2005: 531-532) FtzlacZ on B-galaktosidaasia koodaava markkerigeeni, joka
voidaan havainnoida vasta-ainevarjayksessa tai /n situ -hybridisaatiossa kayttamalla

anti-B-galaktosidaasi-vasta-ainetta (Sullivan, 2000: 327).

Risteytyksien tarkoituksena oli keratd banaanikarpdsten alkioita varjayksia varten tai
tarkastella karpasten syntyvyytta ja nain Scw-proteiinin pilkkomiskohtien toimimatto-
muudesta aiheutuvia vaikutuksia banaanikarpdsen kehityksessa. Kaikista risteytyksista
perdisin olevat kiinnostavan genotyypin omaavat alkiot voitiin erottaa ei-kiinnostavista
FtzlacZ-markkerin avulla. Syntyvilla kiinnostavan genotyypin omaavilla karpasilla ol

taas normaalit siivet, kun ei-kiinnostavilla oli CyO-kromosomista johtuen kiharat siivet.

Elinkykyisyyden maarittamiseksi risteytettiin kymmenen koiras- ja naaraskarpasta. Kar-
pasten annettiin paritella viiden paivan ajan, jonka jalkeen karpaset poistettiin purkista
ja jaatiin odottamaan jalkelaisten kuoriutumista. Syntyvia jalkelaisid laskettiin useam-
man paivan ajan, yhteensa noin 300-400 karpéastad kustakin risteytyksesta. Risteytys-
kaavioiden perusteella haluttujen genotyyppien omaavien karpasten oletettu syntyvyys
on kuvan 12 risteytyksesta riippuen 25 % tai 50 %. Elinkykyisyysprosentit laskettiin
vertaamalla syntyvien karpasien maaraa niiden risteytyskaavioiden perusteella oletet-
tuun syntyvyyteen eli kuinka paljon karpasid syntyi verrattuna siihen, kuinka paljon
niitd risteytyskaavion perusteella pitéisi syntyd. Banaanikarpéasia kasvatettiin purkeissa,
joissa kasvualustana kaytettiin mallaspuuro-agarseosta. Kasvatusta ja risteytyksia var-

ten banaanikarpasia pidettiin +25 °C lampdtilassa.



39(67)

7.9 Alkioiden kerays

Risteytettavat koiras- ja naaraskarpaset laitettiin kammioon, jonka pohjalle oli asennet-
tu omenamehu-agarmalja. Omenamehumaljoista banaanikdrpéset saavat tarvittavan
ravintonsa. Lisdksi sen tuoksu houkuttelee banaanikdrpasia munimaan. Omenamehu-
maljalle levitettiin myos pieni maara hiivatahnaa. Banaanikarpaset syovat fermentoitu-
mistilassa olevia nesteitd, mutta ne ovat ennen kaikkea hyvin persoja hiivalle (FlyMove,
2012). Hiivan lasnédolo kammiossa luo banaanikarpasten munimiselle erinomaiset olo-
suhteet ja siksi ne alkavat paritella vilkkaasti. Alkiot keratddén omenamehumaljalta. Ba-
naanikarpasten pitdminen kammiossa riippuu siitd, mita kerattavista alkioista halutaan
tutkia. Téssa tyossa tutkittiin varhaista alkionkehitystd, mink& takia karpéasia pidettiin

kammiossa viisi tuntia ennen alkioiden keraamista.

Alkioiden keradmiseen kaytettiin TS-puskuria (TS-puskuri, ks. liite 1). TS-puskuri sisél-
taéa solukalvoja hajottavaa Triton X-100 -reagenssia, mika helpottaa alkioiden irtoamis-
ta omenamehumaljalta. Triton X-100 -pitoisuus on TS-puskurissa kuitenkin niin pieni,
ettei sen kayttd vahingoita alkioita. Banaanikarpasen alkioita ymparoi kova kalvo, joka
tulee poistaa alkioiden tarkempaa tutkimusta varten. Siksi keratyt alkiot kasiteltiin 30
% Kkloorilla (Chlorox, Sigma-Aldrich). Kloorikéasittelyn jalkeen alkiot pestiin hyvin TS-
puskurilla. Taméan jalkeen alkiot fiksattiin. Alkiot siirrettiin PBS-puskuriin, joka sisalsi 3,7
% formaldehydia (Sigma-Aldrich). Alkioiden joukkoon lisattiin 200 % heptaania (Sig-
ma-Aldrich), jonka jalkeen niitd inkuboitiin koeputken pyo6rittdjassa huoneen lammadssa
15 minuutin ajan. Fiksauksen tarkoitus on korjata kloorikasittelyssd mahdollisesti aiheu-
tuneet kudosvahingot ja tehda samalla solut vastaanottavaisiksi eri aineille. Formalde-
hydilla on taipumus sitoa proteiineja yhteen ja nédin ollen se tekee alkioista ehjia eika
proteiinien liikkkuminen ole endd mahdollista. Formaldehydi pysayttdad myds alkioiden
kehityksen. Heptaani taas vaikuttaa solujen kalvorakenteeseen tuhoamalla sen osia.
Tamé& mahdollistaa alkioiden jatkokasittelyssad kaytettéavien aineiden vapaan pé&asyn
solujen sisélle. (Osamu Shimmi, 2012) Alkiot pestiin useaan kertaan metanolilla ja eta-

nolilla. Pestyt alkiot sailytettiin etanolissa -20 °C lampétilassa.
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7.10 Alkioiden P-Mad-vasta-ainevarjays

Banaanikarpésen alkioita voidaan varjata kayttamalla hyvéaksi tiettyyn antigeeniin spesi-
fisesti sitoutuvia vasta-aineita. Vasta-aineinkubaatioiden vélissa suoritettavissa pesuissa
kaytettiin PBT-puskuria (ks. liite 1), joka sisalsi BSA:ta. Primaarivasta-aineina kaytettiin
PS1-vasta-ainetta (taulukko 2, 1:1000). Primaarivasta-aineinkubaatio suoritettiin Can
get signal®, immunostain solution B (Toyobo) -puskurissa ja inkubaation kesto oli yén

yli +4 °C |ampdotilassa.

Sekundaarisena vasta-aineena kaytettiin biotiinilla leimattua anti-rabbit-vasta-ainetta
(Vector laboratories, 1:1000). Sekundaarivasta-aineinkubaatio suoritettin PBT-
puskurissa ja inkubaation kesto oli 60 minuuttia huoneen lammdssa. Kokeessa kaytet-
tiin lisdksi signaalinvahvistajareagenssia (Vector laboratories, 1:200), mika koostuu
avidiinin ja piparjuuriperoksidaasi (horseradish peroxidase, HRP) -entsyymilla leimatun
biotiinin muodostamista komplekseista. Avidiinilla ja biotiinilla on hyvin korkea sidos-
vuorovaikutus. Niilla on my6s monia sitoutumiskohtia, joten lisdtessa tatd kompleksia
alkioiden joukkoon, jotka on kasitelty biotiinilla leimatulla vasta-aineella, sitoutuu
kompleksi vasta-aineen biotiiniin. Nain muodostuu hyvin suuri kompleksi, mika aikaan-
saa moninkertaisen signaalin HRP-entsyymin aktivoituessa. HRP aktivoitin  TMR-
reagenssia (PerkinElmer, 1:100) hyvaksi kayttaen. TMR sisaltdd tyramidia, mika toimii
substraattina HRP:lle. Tyramidiin on myds sidottu vihre& fluoresoiva leima. Tietylla aal-
lonpituudella fluoresoivia alkioita tarkasteltiin  fluoresenssimikroskoopilla  (Nikon
SMZ1500) ja kiinnostavat alkiot kiinnitettiin mikroskooppilevylle kuvattavaksi mounting
medium -aineella (Vectashield®). Alkioiden kuvaamiseen kaytettiin konfokaalista mik-
roskooppia (Leica TCS SP5), missa valonldhteena toimii laser. Kaytdssa ollut tietoko-

neohjalma oli nimeltddn Leica Application Suite (LAS).

Kiinnostavan genotyypin omaavat karpaset pystyttiin tunnistamaan ei-kiinnostavista
FtzlacZ-markkerin avulla. Kiinnostavilla genotyypeilla ei ollut tatd markkeria. Vasta-
ainevarjayksessa oli tarkoitus kayttaa FtzlacZ-markkerigeenin tuottaman -
galaktosidaasin tunnistavaa hiiressa tuotettua anti-f-galaktosidase-vasta-ainetta (Pro-
mega, 0,2 pg/ml), mutta jostain syysta se aiheutti alkioissa paljon epaspesifista varjay-

tymista, eika sita sen takia voitu kayttéda. Ei-kiinnostavat alkiot erotettiin tekemalla alki-
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oille ensin in situ -hybridisaatio (lite 3), jossa kaytettiin FtzlacZ:n lahetti-RNA:lle komp-
lementaarista koetinta. Vasta /n situ -hybridisaation jalkeen alkioille suoritettiin P-Mad-
vasta-ainevarjays. In situ -hybridisaatiossa proteinaasi K- sek& toinen fiksauskasittely

jatettiin tekemattd, jotta alkioissa olevat proteiinit sailyisivat vasta-ainevarjaysta varten.

7.11 Alkioiden in situ -hybridisaatio

Eri risteytyksista keratyille alkioille suoritettiin in situ -hybridisaatio (liite 3). Se on me-
netelmd, jolla tutkitaan geenien ilmenemistd tunnistamalla l&hetti-RNA kudoksista tai
soluista komplementaarisen RNA-koettimen avulla. Koettimeen on tyypillisesti sidottu
véarireaktion aikaansaava entsyymileima. (Sariola ym., 2003: 299) Kokeissa tarkastelun
kohteeksi valittiin kaksi Dpp:n kohdegeenia: Zen ja Pnr. Ne koodaavat molemmat tran-
skriptiotekijoitéd. Kohdegeeni Zen vaatii ilmentyakseen korkean P-Mad-signaalin, kun

taas Pnr aktivoituu jo matalasta P-Mad-signaalista (kuva 13).

===p-Mad -signaali

m——en:n
ilmenemistaso

Pnr:n
K ilmenemistaso

Kuva 13. Zen:n ja Pnr:n ilmenemistasot. Kohdegeeni Zen vaatii ilmentyakseen korkean P-Mad-
signaalin, kun taas Pnr aktivoituu jo matalasta P-Mad-signaalista.

In situ -hybridisaatiossa kaytetyt alkiot oli fiksattu keradmisen yhteydessa. Tall6in ei
kuitenkaan kaytetty niin voimakkaita fiksausolosuhteita, koska osalle keratyista alkiois-
ta oli tarkoitus suorittaa vasta-ainevarjays, missa spesifinen vasta-aine sitoutuu proteii-
niin. Liian voimakas formaldehydikéasittely saattaa nimittdin muuttaa proteiinirakenteita.
In situ -hybridisaatiossa tarkastelun kohteena oli kuitenkin lahetti-RNA, joten alkiot

fiksattiin uudelleen kayttamalla 5 % formaldehydi-liuosta. Alkioille tehtiin my6s pro-
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teinaasi K -kasittely, mikd tuhoaa kaiken lasn& olevan proteiinin. Nain ollen koettimella
on enemman tilaa liikkua, ja sen kulkeutuminen solujen sisdén on helpompaa. In situ -
hybridisaatiossa kaytettiin Dpp:n kohdegeenien, Zen:n ja Pnr:n sek& markkerina toimi-
van FtzlacZ:n lahetti-RNA:lle komplementaarisia koettimia, jotka sisélsivat digoksi-
geneenileiman. Tama leima tunnistettiin epasuorasti kayttdmalla siihen spesifisesti si-
toutuvaa vasta-ainetta, joka taas sisélsi alkaalisen fosfataasileiman. Alkaalinen fosfa-
taasileima aktivoitiin sopivalla substraatilla, mikd aikaansai varireaktion. Varjattyja alki-
oita tarkasteltin normaalilla valomikroskoopilla (Nikon SMZ1500), ja mielenkiintoiset

alkiot siirrettiin mikroskooppilevylle kuvattavaksi (Nikon Eclipse 90i).
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8 Tulokset ja tulosten tarkastelu

8.1 Eri pilkkomiskohtien vaikutus Scw-proteiinin prosessointiin

Kokeen tarkoituksena oli tutkia eri pilkkomiskohtien vaikutusta Scw-proteiinin muokka-
ukseen ja ligandin eritykseen. Normaalin Scw-geenin sisdltava plasmidi, Wt-Scw, seka
kaikki viisi Scw-mutanttigeenin siséltavad plasmidia transfektoitiin S2-soluihin yhdessa
GFP-plasmidin ja GFP-geenin aktivoivan Gal4-plasmidin kanssa. GFP:n ilmentymistaso
kuvasi transfektion onnistumista eri naytteiden kohdalla ja toimi titen kokeen sisdisena
kontrollina. Kokeen negatiivisena kontrollina toimi S2-soluihin ilman Scw-plasmidia
transfektoitu GFP-plasmidi yhdessa Gal4-plasmidin kanssa ja positiivisena kontrollina

Wt-Scw.

Kuvassa 14A on esitetty Scw:n eri mutanttien mutatoidut furiinin pilkkomiskohdat ja
niiden sijoittuminen Scw-proteiinin ligandin ja prodomeenin valilla. Furiinin tunnistus-
kohdan 1 ja 111 aminohapposekvenssien, RFKR ja RPRR, ensimmainen ja viimeinen ar-
giniini (R) on muutettu glysiiniksi (G) ja furiinin tunnistuskohdan 11 aminohappose-
kvenssin, RHKR, jalkimmainen arginiini on muutettu kysteiiniksi (C). Flag-epitooppi
sijaitsee proteiinin ligandiosassa, mink& takia Scw-proteiinin prosessoinnin tuloksena
syntyneet kypsat ligandit voidaan havainnoida immunoblottauksella anti-Flag-vasta-
aineella. HA-epitooppi sijaitsee taas pilkkomiskohtien Il ja 11l valiss&, jonka avulla voi-
daan tarkastella mahdollisia muita pilkkomistuotteita, jotka syntyvéat, kun jokin furiinin
tunnistuskohta on mutatoitu. Lisdksi viela esiasteina olevat Scw-proteiinit néhdaéan seka
anti-Flag- etta anti-HA-vasta-aineella varjatylla kalvolla, silla viela pilkkomaton Scw-

proteiini sisaltdd sekd HA- etta Flag-epitoopin.

Kaikki kalvot varjattiin myo6s anti-GFP:Il14, joka havainnoitiin eri aallonpituudella kuin
anti-HA ja anti-Flag. GFP:n avulla voitiin tarkastella transfektion tasalaatuisuutta kaikki-
en naytteiden kohdalla ja nain varmistaa, ettd tulokset olivat keskendan vertailukelpoi-

sia. GFP:lla varjatyt vyohykkeet nahdaan kuvissa 14B-E alareunassa.
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Kuva 14. Eri pilkkomiskohtien vaikutus Scw-proteiinin prosessointiin.
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Kuvassa 14B on esitetty anti-Flag-vasta-aineella  véarjatty kalvo  Scw-
rekombinanttiproteiinien lysaattindytteiden immunoblottauksesta. Kalvon vasempaan
laitaan on merkitty proteiinituotteiden molekyylipainot kilodaltoneina (kDa). Scw-
proteiinin kypsa ligandi on noin 15 kDa:n kokoinen. Negatiivisen naytteen kohdalla ei
vyOhyketta téassa kohtaa ndhda. Vyohykkeet (noin 27 kDa ja 42 kDa), jotka negatiivi-
sen naytteen kohdalla ndhdaan, ovat epaspesifista sitoutumista, silla samat vy6hykkeet
nahdaan kaikkien ndytteiden kohdalla. Naytteen Wt-Scw kohdalla néhdaan selked vyo-
hyke 15 kDa:n kohdalla. Scw"™'-néytteen kohdalla ei kypsaa ligandia nahda, mika oli
odotettavissa, silla prodomeenin ja ligandin vélinen pilkkominen on estetty pistemutaa-

MFESII

tiolla. Scw™"-naytteen kypséan ligandin tuotto nayttaisi kuvan perusteella olevan hyvin

MESI/11

heikko. Furiinin tunnistuskohtien I ja Il ollessa mutatoitu (nayte Scw ) ei kypsan

ligandin vybhyketta myoskaan nahda, mutta tAmakin oli odotettavissa, silla FSI on mu-

tatoitu. Sen sijaan FSIlI-mutatoinnilla (nayte Scw"™"

) ei nayta olevan merkitsevaa
vaikutusta ligandin tuottoon, silla vyohyke on yhta vahva, kuin villityypin kohdalla. Mie-
lenkiintoista on se, etta naytteen Scw™™""""" kohdalla ligandin tuotto on taas hyvin heik-
koa. Kuvassa 14B nahdaan myds esiastemuodossa olevat Scw-proteiinit noin 50 kDa:n
kohdalla. Naytteiden, jossa FSII on mutatoitu, esiaste-vydhyke nayttéisi olevan vah-
vempi kuin muiden naytteiden kohdalla. TAm& kertoo esiastemuodon olevan solussa

vallitseva muoto. Negatiivisessa naytteessa tata vyohyketta ei luonnollisesti nahda.

Kuvassa 14C on esitetty anti-Flag-vasta-aineella  varjatty kalvo  Scw-
rekombinanttiproteiinien supernatanttindytteiden immunoblottauksesta. Naista nayt-
teistd ndhdaan, mita Scw-proteiinin pilkkomistuotteita soluista on eritetty ulos. Tulokset

ovat hyvin samankaltaiset kuin lysaattindytteiden kohdalla (kuva 14B), eli se, mitéa so-

luissa on tuotettu, on myds eritetty solun ulkopuolelle. Naytteiden Wt-Scw ja Scw"™"

kohdalla nahdaan edelleen vahva vydhyke 15 kDa:n kohdalla ja naytteiden Scw“™" ja

SewMSI"M kypsan ligandin maara nayttaisi olevan erittain alhainen. Scw™™'

-naytteen
kohdalla solusta eritetty 40 kDa:n kokoinen proteiinituote, joka on 15 kDa:n ligandia
suurempi furiinin pilkkomiskohdan | mutatoimisesta johtuen. Kyseistd vyohykettd ei
nahda lysaattinaytteiden kohdalla (kuva 14B), mik& johtuu luultavasti kalvolla néhtavan
samankokoisen epaspesifisen vyohykkeen takia. Furiinin tunnistuskohtien I ja Il ollessa

MFSI/11

mutatoitu (ndyte Scw ) ei proteiinivydhykettd endd ndhda 40 kDa:n kohdalla.
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Kuvassa 14D on  esitetty anti-HA-vasta-aineella  varjatty  kalvo  Scw-
rekombinanttiproteiinien lysaattindytteiden immunoblottauksesta. Kalvolla nahdaan
esiastemuodossa olevat Scw-proteiinit noin 50 kDa:n kohdalla. Ainakin naytteiden

SCWMFSII ja SCWMFSII/III

vybhyke nayttéisi tassakin olevan vahvempi kuin muiden nayttei-
den kohdalla. Negatiivisessa naytteessa tata vydhyketta ei luonnollisesti néhda. Kuvas-
sa 14E on esitetty anti-HA-vasta-aineilla varjatty kalvo Scw-rekombinanttiproteiinien
supernatanttindytteiden immunoblottauksesta. Tassd huomio kiinnittyy naytteeseen

SCWMFSII

. Nayttaisi silta, ettd solusta on eritetty kaksi melko samankokoista prote-
iinituotetta, jotka nahdaan kuvassa 30 kDa:n molemmin puolin. Suurempi naista nah-
daan myos naytteen ScwM™'""' kohdalla. Tasta voisi paatella, ettd pienempi prote-
iinituote on furiinin tunnistuskohtien 1 ja 11l valinen prodomeenin osa, joka on peraisin
naiden tunnistuskohtien pilkkomisesta ja suurempi proteiinituote on koko prodo-
meeniosa. Yleensa prodomeenin osia ei eritetd solusta, vaan ne menevat pilkkomisen
jalkeen hajotukseen. Kuitenkin furiinin tunnistuskohtien 11 tai 11 ja 111 ollessa mutatoitu
nayttaisi naiden proteiinituotteiden eritys olevan hyvinkin tehokasta, silla kyseiset pro-

teiinituotteet nahdéaan vain heikkoina vy6hykkeina kuvassa 14D.

Kuvassa 14F on esitetty proteiinien esiasteiden, kypsien ligandien ja eritettyjen ligandi-
en maarat pylvaind. Kuvaan on mygs lisatty tulosten keskihajonnat, jotka perustuvat

MFS! ja SewM™!" kohdalla ei tuotettujen 40 kDa:n

viiteen eri kokeeseen. Naytteiden Scw
kokoisten pilkkomistuotteiden maarda kuitenkaan voitu maarittdd saman molekyylipai-
non omaavan epaspesifisen vyéhykkeen takia (kuva 14B). Immunoblottauksen tuloksis-
ta voidaan péaatella, ettd furiinin tunnistuskohdan Il ollessa mutatoitu on ligandin tuotto
ja eritys hyvin heikkoa. Talléin my6s proteiinin esiaste on solussa vallitseva muoto.
Proteiinin prosessoinnin hidastuminen pilkkomiskohdan Il mutatoimisen my6ta saattaisi
selittdd saadut tulokset. Pilkkomiskohdan | ollessa mutatoitu soluista eritetdan tuote,
joka on normaalia ligandia suurempi. Liséksi tdman ligandin maéara on villityyppiin ver-
rattuna vahaisempad. Pilkkomiskohdalla 111 ei tulosten perusteella ole merkittavaa vai-

kutusta ligandin prosessointiin ja eritykseen. Tasta syysta tytssa keskityttiin rekombi-

MFSI MESII

nanttiproteiinien Scw" > ja Scw pilkkoutumistuotteiden funktionaalisuuden tutkimi-

seen.

Scw-proteiinin molekyylimekanismeista on julkaistu vain muutama artikkeli. Sen sijaan

banaanikarpdsen BMP-proteiini, Glass botton boat (Gbb), on ollut tutkimuskohteena
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enemman suosiossa. Gbb ja Scw ovat hyvin samankaltaisia, ja niilla on yhteiset ortolo-
git nisakkaissd. Gbb vaikuttaa yhdessa Dpp-proteiinin kanssa banaanikarpdsen myo-
hemmiss& kehitysvaiheissa. Tulokset Scw-proteiinin pilkkomiskohtien vaikutuksesta
ligandin tuottoon ja eritykseen osoittavat, ettd Scw:n ja Gbb:n molekyylimekanismeissa
on eroa. Viimeisemmat julkaisut Gbb-proteiinin prosessoinnista osoittivat, ettd minka
tahansa Gbb:n pilkkomiskohdan mutatoiminen johtaa kypsan ligandin suurempaan
tuottoon, mika nayttaisi olevan taysin painvastaista Scw-proteiinin prosessoinnissa. Sen
sijaan Gbb:n furiinin tunnistuskohdan, joka sijaitsee prodomeenin ja ligandiosan valis-
sd, mutatoiminen tuottaa Scw:n tavoin suurempikokoisen proteiinituotteen. (Akiyama

ym., 2012; Fritsch ym., 2012)

8.2 Heterodimeerin muodostus

M ja sewM™!! funktionaali-

Kokeen tarkoituksena oli tutkia rekombinattiproteiinien Scw
suutta tarkastelemalla naiden pilkkoutumistuotteiden ja Dpp-proteiinin muodostaman

heterodimeerin muodostusta. Normaalin Scw-geenin siséltdva plasmidi, Wt-Scw, seka

MFSI MESII

Scw-mutanttigeenin sisaltavat plasmidit, Scw™ ™ ja Scw™ ", transfektoitiin S2-soluihin
yhdesséa Dpp-plasmidin kanssa. Lisdksi Wt-Scw transfektoitiin ilman Dpp:ta. Yhteen

naytteeseen ei transfektoitu mitdén, mika toimi kokeen negatiivisena kontrollina.

Naytteiden supernatanteille suoritettiin vasta-ainesaostus anti-Flag M2 -agaroosilla.
Dpp-plasmidien sisaltdmat Dpp-geenit eivat sisdlla Flag-epitooppeja, ja tastd syysta
ainoastaan heterodimeerimuodossa olevat Dpp-proteiinit tarttuvat anti-Flag-vasta-
aineella kasiteltyihin helmiin. Vasta-ainesaostus kertoo siis rekombinanttiproteiinien

MESII

Sew"™! ja ScwM™™!" pilkkomistuotteiden kyvysta muodostaa heterodimeeri Dpp:n kans-

sa. Kuva 15 esittaa kalvoa, joka kertoo vasta-ainesaostuksen onnistumisesta.



IP1-naytteet IP2-naytteet IP3-naytteet

Kuva 15. Rekombinanttiproteiinien pilkkoutumistuotteiden heterodimeerin muodostuksen tutki-
minen vasta-ainesaostuksen avulla. Kalvot on varjatty sekd anti-Flag- ettd anti-HA-vasta-
aineilla, jotka tunnistavat rekombinanttiproteiinien HA- ja Flag-epitoopit. Scw-proteiinin kypsan

ligandin vythyke nédhdaén 15 kDa:n kohdalla ja Dpp-proteiinin kaksi vyohykettd 23 ja 26 kDa:n
kohdalla.

Kuvan 15 membraanit on vérjatty sekd anti-Flag- ettd anti-HA-vasta-aineilla. Kuvassa
Scw-proteiinin kypsé ligandi ndhdaéan 15 kDa:n kohdalla. Dpp eritetddn ulos solusta
kahtena erikokoisena ligandina, jotka ndhdaan kuvassa vyohykkeind 23 ja 26 kDa:n
kohdalla. IP1-naytteiden kohdalla ndhdédan Scw- ja Dpp-proteiinien lasndolo ja kon-
sentraatio lahtotilanteessa ennen vasta-ainesaostusta. Negatiivisessa naytteessa ei
Dpp:n tai Scw:n vyohykkeitda ndhda. Wt-Scw-naytteessa ei Dpp:ta ole lasna ollenkaan,

mutta Scw:n vyOhyke nahdaan naytteessd, joskin erittdin heikkona. Naytteissa

MFSI MESII

Dpp+Wt-Scw, Dpp+Scw ja Dpp+Scw nahdéan Dpp:n vyohykkeet selke&sti.

Scw:n vybhyke voidaan erottaa hyvin heikosti ndytteen Dpp+Wt-Scw kohdalla, mutta
ei enaa naytteen Dpp+Scw™" kohdalla. Naytteen Dpp+Scw™™' Scw:n vydhyke nah-
dadn 40 kDa:n kohdalla. Oletettavasti Scw-proteiinia on myds naytteessa

MFSI1

Dpp+Scw™ ", mutta sen maara on hyvin pieni.
IP2-n&ytteiden kohdalla nahdaéan, mita ei ole tarttunut anti-Flag -vasta-aineella kéasitel-
tyihin helmiin. Scw:ta ei ndhda ndissa naytteissad ollenkaan, mika kertoo, ettd kaikki

Scw-proteiini on tarttunut helmiin. Dpp nahdaan naytteissa Dpp+Wt-Scw, Dpp+Scw""™'

MFSII

ja Dpp+Scw ™", Tama Dpp on oletettavasti homodimeerimuodossa, koska se ei ole

tarttunut helmiin Scw-proteiinin valityksella.

IP3-ndytteet on otettu vasta-ainesaostuksen ja eluution jalkeen. Naiden naytteiden
kohdalla ndhd&éan, onko vasta-ainesaostus onnistunut eli onko anti-Flag-vasta-aineella

kasiteltyihin helmiin on tarttunut haluttuja proteiineja. Naytteissa olevat Scw-proteiinit
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ovat konsentroituneet, mikd ndhdaan kuvassa huomattavasti vahvempina vyohykkeina.
IP1-naytteisiin verraten naytteiden Wt-Scw, Dpp+Wt-Scw ja Dpp+Scw"™" kohdalla
nahdaan nyt vahvat kypsan ligandin vyohykkeet 15 kDa:n kohdalla. Myds naytteen

MFSI

Dpp+Scw 40 kDa:n pilkkomistuote ndhddan nyt hyvin voimakkaana. Dpp-

vybhykkeet nahdain edelleen selkedsti néaytteissa Dpp+Wt-Scw, Dpp+Scw™™' ja

MFSI1 MFSI MESII

Dpp+Scw ™", mika tarkoittaa, ettd myods rekombinanttiproteiinien Scw™ " ja Scw
pilkkoutumistuotteet nayttaisivat olevan funktionaalisia heterodimeerin muodostami-
sessa. Naytteissa oleva Dpp on myds heterodimeerimuodossa, silla ilman Scw:ta se ei
olisi voinut tarttua helmiin. Koe toistettiin useasti, ja tulokset olivat samankaltaisia.
Muutamassa kokeessa Dpp-geenin siséltdva plasmidi transfektoitiin soluihin ilman
Scw:ta. TAman naytteen avulla pystyttiin varmistamaan, ettei Dpp-homodimeerit pys-

tyneet sitoutumaan helmiin.

IP3-naytteiden kohdalla tuli myds esiin mielenkiintoinen asia (kuva 15). Nayttaisi silta,
ettd Scw-proteiinin kypséa ligandi ndhdaan hieman eri molekyylipainolla, riippuen siita,
onko se homo- vai heterodimeerimuodossa. Tama ndhdaéan, kun tarkastellaan nayttei-
den Wt-Scw ja Dpp+Wt-Scw kypsan ligandin vythykeitd 15 kDa:n kohdalla. Huoma-
taan, ettd naytteessa Dpp+Wt-Scw nahddaadn molekyylipainoltaan hieman suurempi
vybhyke vahvemman 15 kDa:n vydhykkeen ylapuolella. Taté ei ndhda naytteessa Wt-
Scw, missd Scw on homodimeerimuodossa Dpp-proteiinin puuttuessa. Suuremman
molekyylipainon saattaisi selittda jokin glykolysaatio, joka tapahtuu vain heterodimeeri-
en post-translationaalisessa muokkauksessa. Tallainen muokkaus on TGF-f-
suurperheen proteiineille hyvin ominaista. Tama saattaisi my6s selittdd sen, miksi
Dpp:n maara nayttaisi olevan kaikissa IP3-naytteissa lahes sama, vaikka juuri edellisis-
s tuloksissa todettiin, ettd furiinin tunnistuskohdan Il ollessa mutatoitu on ligandin
tuotto ja eritys heikompaa villityyppiin verrattuna. Naytteen Dpp+Scw"™" kohdalla
nahtavan kaksoisvythykkeen suurempi vydhyke on selkeasti vallitseva muoto. TAma
viittaisi siihen, ettd ndytteen lahes kaikki Scw-proteiini on heterodimeerimuodossa, kun
taas naytteen Dpp+Wt-Scw kohdalla osa proteiinista ndyttaisi olevan heterodimeeri- ja
osa homodimeerimuodossa. Voisiko siis olla, ettd Scw muodostaa ensisijaisesti hetero-
dimeerin Dpp:n kanssa? Eli jos Scw-proteiinin tuotto on heikkoa, vaikuttaa se ensisijai-

sesti Scw-homodimeerien maaraan?
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Toinen mielenkiintoinen havainto on, ettd naytteen Dpp+Scw"™"

prodomeeninosat
nahdaan myos kalvolla vasta-ainesaostuksen ja eluution jalkeen (30 kDa:n molemmin
puolin), vaikka ne eivat sisélla Flag:n epitooppia (kuva 15, IP3-naytteet). Niiden taytyy
siis olla jollain tavalla yhteydessa Dpp:n tai Scw:n kypsaan ligandiin. Scw-proteiinin
kolmiulotteisen rakenteen ja glykolysaatioiden tarkastelu voisi olla seuraava mielenkiin-

toinen tutkimuskohde.

8.3 P-Mad-signaalin muodostus

M ja sewM™!! funktionaali-

Kokeen tarkoituksena oli tutkia rekombinattiproteiinien Scw
suutta tarkastelemalla naiden pilkkoutumistuotteiden ja Dpp-proteiinin muodostaman
hetorodimeerin aikaansaamaa P-Mad-signaalia soluissa. Kokeessa kéaytettiin vasta-
ainesaostuksesta peréisin olevia naytteita, jotka eivéat sisdltaneet Dpp-homodimeereja.
Dpp-homodimeerien ldsn&dolo aiheuttaisi vaaranlaisia tuloksia, silla Dpp-Dpp-
homodimeeri aikaansaa soluissa matalan P-Mad-signaalin. Scw ei taas yksindan aiheuta

signaalia.

Ennen signalointikoetta vasta-ainesaostuksesta eluoitujen naytteiden heterodimeeri-
konsentraatiot tasattiin. Tarkoituksena oli, ettd heterodimeerikonsentraatiot olisivat
kaikissa Dpp:ta ja Scw:ta sisaltéavissa naytteissd samat. Signalointikokeessa proteiini-
naytteiden sekaan lisattiin soluja, jotka ilmensivat Flag-epitoopin siséltdvaa Mad-
proteiinia. Mad-rekombinanttiproteiinien sisdltdman Flag-epitoopin avulla voitiin varmis-
taa, ettd jokaiseen naytteeseen oli lisatty yhtd paljon soluja. TAma toimi siis kokeen
sisdisend kontrollina. Signalointikokeen tarkoituksena oli saada naytteissa olevat prote-

iinit muodostamaan naytteisiin lisatyissa soluissa P-Mad-signaali.
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P-Mad -signaalit
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Kuva 16. Dpp- ja Scw-rekombinanttiproteiinien muodostamat P-Mad-signaalit. P-Mad-
vyohykkeista (kuvassa vihredlld) nahdaan rekombinanttiproteiinien synnyttdma P-Mad-signaali
soluissa. Flag-signaali toimi kokeen sisdisend kontrollina (kuvassa punaisella). P-Mad-
signaaleista on piirretty taulukko. Taulukon pylvaat saatiin jakamalla P-Mad-signaalien intensi-
teetit kunkin naytteen sisdisen kontrollin intensiteetilla ja muuttamalla saadut lukuarvot prosen-
teiksi vertailemalla niita naytteen Dpp+Scw"" lukuarvoon, joka muutettiin 100 %:ksi.

P-Mad-signaalin muodostumista tarkasteltiin immunoblottauksella. Kuvassa 16 kalvolla
nahdyt P-Mad-vyOhykkeet on esitetty vihredlla ja Flag-signaalit punaisella. P-Mad-
signaaleista on piirretty taulukko. Taulukon pylvaiden arvot laskettiin jakamalla vasta-
aineilla tunnistettujen P-Mad-vyohykkeiden intensiteetit kunkin naytteen sisaisen kont-
rollin intensiteetin arvolla (Flag-signaalit). Saadut lukuarvot muutettiin prosenteiksi

vertaamalla niitd naytteen Dpp+Scw"" lukuarvoon, joka merkittiin 100 %:ksi.

Tuloksista ndhdaan, ettd P-Mad-signaalia ei muodostu ilman Dpp-proteiinin lasnéoloa,
silla negatiivisen naytteen ja Scw-homodimeerinaytteen kohdalla P-Mad-signaali on 0

%. Naytteiden Dpp+Scw"™' ja Dpp+Scw"™" kohdalla nédhdaan melko yhtéldiset P-

Mad-signaalipylvaat villityyppiin (ndyte Dpp-Scw) verrattuna. Naytteen Dpp+Scw™™

MESII

signaali on hieman matalampi kuin naytteiden Dpp+Scw"" ja Dpp+Scw signaalit.

Koe toistettiin kuitenkin vain kolme kertaa, joten n&iden tulosten perusteella ei voida
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sanoa, onko ero merkittava, tai painvastoin, ovatko signaalit tdysin yhtéalaiset. Tuloksi-

en perusteella voidaan kuitenkin todeta, ettd rekombinanttiproteiinien Scw™™' ja

SCWMFSII

pilkkoutumistuotteet pystyvat muodostamaan P-Mad-signaalin soluissa yhdes-
sd Dpp-proteiinin kanssa. Tama viittaa siis siihen, ettd ndma pilkkoutumistuotteet pys-
tyvat muodostamaan heterodimeerin Dpp-proteiinin kanssa, sitoutumaan solupinnan
reseptoreihin ja laukaisemaan solunsisdisen ketjureaktion, jonka seurauksena solun-

sisdinen transkriptiotekija Mad aktivoituu. Nayttaisi silté, ettd rekombinanttiproteiinien

MFSI MFSI1

Scw ™ ja Scw pilkkoutumistuotteet ovat funktionaalisia in vitro.

8.4 Pelastuskokeet

Eri genotyypin omaavia karpasia risteytettiin kuvan 12 mukaisesti. Risteytyksista kerét-
tiin alkioita, joille tehtiin P-Mad-vasta-ainevarjays seka in situ -hybridisaatio, jolla tutkit-
tiin Dpp:n kohdegeenien, Zen:n ja Pnrn ilmenemistd. Lisdksi kuvan 12 ristetyksista
madritettiin syntyvien, kilnnostavan genotyypin omaavien karpasten elinkykyisyys. Elin-
kykyisyydet on esitetty prosentteina verraten syntyneiden karpasten maaraa kustakin

risteytyksesta (kuva 12) niiden oletettuun syntyvyyteen.

Risteytysten 1 tarkoitus oli tarkastella, voiko kromosomiin 3 liitetty ylimaaréainen Scw-
geeni pelastaa muuten elinkyvyttéman genotyypin OD16/Scw®, jossa Scw-geeni on
taysin toimimaton. Kahtena kopiona kromosomiin 3 lisatyn toimivan Scw-geenin
(Sew""=ScwHA) tulisi oletetusti pelastaa elinkyvytén genotyyppi. Jos nain ei tapahtuisi,
olisi koeasettelussa jotain vikaa. Kokeen tarkastelun kohteena oli ensisijaisesti se, mi-
ten kromosomiin 3 liitetty ylim&arainen Scu-geeni, johon on tehty pistemutaatio furii-
nin tunnistuskohtaan 1 tai 1l vaikuttaa elinkyvyttmaan genotyyppiin OD16/Scw®. Ko-
keessa banaanikarpasen alkion normaalin P-Mad-varjayksen esittdmiseen on kéaytetty
yw-karpasten alkioita. Zen- ja Pnr-varjayksen kontrollina on taas kaytetty genotyypin
alkioita Scw®/+. Naéill4 alkiolla on vain yksi kopio toimivasta Scw-geenista. Kuvassa 17

on esitetty risteytysten 1 alkioiden varjaykset seka elinkykyisyydet.
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Kuva 17. Risteytysten 1 tulokset. Eri genotyypin omaavien alkioiden P-Mad-vasta-ainevarjaykset
(A-E), in situ -hybridisaatiot kahta eri koetinta kayttaen (F-J ja K-O) seké elinkykyisyyden maari-
tys (P). Elinkykyisyydet on ilmoitettu prosentteina verraten syntyneiden kérpasten maaraa kus-
takin risteytyksesta niiden oletettuun syntyvyyteen.
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Kuvan 17A yw-alkio kuvaa normaalia P-Mad-signaalia kudoksessa. Tatd signaalia ei
nahda kuvan 17B alkiolla, joka on elinkyvytdn. Kuitenkin kromosomiin 3 on lisatty Scw-
geeni palauttaa P-Mad-signaalin (kuva 17C). Sen sijaan, jos kromosomiin 3 lisatyn yli-
maaraisen Scw-geenin furiinin tunnistuskohta I tai 11 on mutatoitu, ei P-Mad-signaalia
nahda (kuvat 17D ja 17E).

Zen vaatii ilmentydkseen korkean P-Mad-signaalin. Tall6in geeni yleensa ilmenee tai ei
ilmene, riippuen siitd, onko P-Mad-signaali tarpeeksi vahva. Kuvan 17F alkiolla on vain
yksi kopio toimivasta Scw-geenistd. Kuitenkin Zen-geenia ilmennetdan voimakkaasti.
Usein mutaatiot eivat ndykdan heterotsygootteina. Elinkyvyttomyytta osoittavan geno-
tyypin kohdalla ei Zen-geenia ilmennetd (kuva 17G), mikd oli odotettavissa. Jos taas
kromosomiin 3 on lisatty ylimaarainen Scw-geeni, on Zen-véarjays kontrolliin verrattuna
jopa voimakkaampi (kuva 17H). Tama oli sindnsé odotettavissa, silla kuvan 17H alkiolla
on lisdtyn Scw-geenin ansiosta nyt normaalit kaksi kopiota toimivasta Scw-geenista,
kun vertailukohteena olleella alkiolla niita oli vain yksi (kuva 17F). Jos kromosomiin 3
lisatyn ylimaéaraisen Scw-geenin furiinin tunnistuskohta I tai 11 on mutatoitu, ei Zen-
geenia ilmenneta soluissa (kuvat 171 ja 17J). Tama tukee alkioiden P-Mad-varjayksen

tulosta.

Pnr ilmenee jo matalasta P-Mad-signaalista. Pnr-geenid saatetaankin ilmentda, vaikka
alkio olisi elinkyvyton. Kontrollialkion kohdalla Pnr-varjays on hyvin selked (kuva 17K).
Elinkyvyttoméan alkion kohdalla varjays néhdaéan, mutta vain heikosti (kuva 17L). Jal-
leen, jos kromosomiin 3 on lisatty toimiva Scw-geeni kahtena kopiona, on kohdegeenin
ilmentdminen jopa voimakkaampaa kontrolliin verrattuna (kuva 17M). Jos kromosomiin
3 lisataan Scw-geeni, jonka furiinin tunnistuskohdassa | on mutaatio, palauttaa se osan
Pnr-varjayksesta (kuva 17N). Véarjays ei ole kuitenkaan yhtad voimakas kuin kontrolli-
alkiossa. Kuvan 170 genotyyppi sisaltdd kromosomiin 3 lisdtyn Scw-geenin, jonka furii-
nin tunnistuskohdassa Il on mutaatio. Talldin Pnr-varjays on osittain palautunut, mutta

se on huomattavasti heikompi kuin mutaation | kohdalla (kuva 17N).

Kuvan 17P taulukossa on esitetty genotyyppien OD16/Scw®, OD16/Scw’;ScwHA,
0D16/Scw’;Sew™™ ja 0D16/Scw’;Scw™" elinkykyisyydet, eli se, kuinka paljon kérpa-
sia syntyi verrattuna kyseisen risteytyksen oletusarvoon, toisin sanoen, kuinka paljon

karpéasia syntyi verrattuna siihen, kuinka paljon niitd risteytyskaavion perusteella pitaisi
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syntya. Taulukosta nahdaéan, ettd elinkyvyttomyytta osoittavien karpasten (Scw>/0OD16)
syntyvyys on oletetusti 0 %. Jos taas kromosomiin 3 on lisatty Scw-geeni, on syntyvyys
normaali. Sen sijaan, jos kromosomiin 3 lisdtyn ylimaaraisen Scw-geenin furiinin tunnis-
tuskohta | tai Il on mutatoitu, on syntyvyys 0 %. N&ama tulokset tukevat P-Mad-

varjayksesta sekd /n situ -hybridisaatiosta saatuja tuloksia.

Taméan kokeen perusteella voidaan todeta, ettd ScwHA pystyy pelastamaan muuten

MFSI MESII

elinkyvyttéman genotyypin, mutta Scw"™ > ja Scw eivat. Jos Scw:n furiinin tunnis-
tuskohdassa | tai 11 on mutaatio, ndyttaisi signaalinvalitys toimivan kuitenkin osittain
Pnr-varjayksen perusteella. Alkioiden P-Mad-signaali on kuitenkin niin heikko, ettei tar-
vittavien kohdegeenien transkriptio voi alkaa. Néin ollen alkoiden kehitys héiriintyy eika
elinkykyisia karpasia voi syntyd. Pnr-varjayksessa tuli myds ilmi, ettd mutaatio furiinin
tunnistuskohdassa Il on merkitsevampi banaanikdrpéasen alkionkehityksen kannalta
kuin mutaatio furiinin tunnistuskohdassa I. Tama tukee in vitro -kokeissa saatuja tulok-
sia. Molempien furiinin tunnistuskohtien pilkkominen nayttaisi kuitenkin olevan tarkeaa

banaanikarpasen onnistuneen alkionkehityksen kannalta.

Risteytysten 1 kohdalla kokeiltin my6s kromosomiin 3 vain yhden kopion lisdamista
Scw-geenistd, mutta tuloksissa ei nahty merkittavia eroja. Kyseisten tulosten kohdalla
ScwHA pystyi edelleen pelastamaan elinkyvyttéman genotyypin, mutta Scw"™' ja

ScwM™S! eivat.

Risteytyksissa 2 kaytettiin vertailukohteena genotyyppia OD16/dpp™, missa toinen
kopio Scw-geenistd on toimimaton ja toinen kopio Dpp-geenista on osittain toimiva.
Téllainen osittain toimiva genotyyppi on elinkykyinen, mutta normaaliin verrattua hei-
kompi. Osittain toimivan genotyypin kayton tarkoitus oli herkistaéa alkion solut muille
mutaatiolle, jolloin fenotyypissd tapahtuvat muutokset ndhdaén selkedmmin, sekd ko-
rostaa Dpp-Scw -interaktiota. Yhtena kopiona kromosomiin 3 lisdtyn ylimaaraisen Scu-

geenin (Scw""=ScwHA) tulisi oletetusti tuottaa kontrollia (OD16/dpp™

) paremmin toi-
miva genotyyppi. Jos ndin ei tapahtuisi, olisi koeasettelussa jotain vikaa. Kokeen tarkoi-
tuksena olikin ensisijaisesti tarkastella, miten kromosomiin 3 liitetty ylimaardinen Scw-
geeni, johon on tehty pistemutaatio furiinin tunnistuskohtaan | tai 11, vaikuttaa osittain
toimivaan genotyyppiin. Kuvassa 18 on esitetty risteytysten 2 alkioiden varjaykset seka

elinkykyisyydet.
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Kuva 18. Risteytysten 2 tulokset. Eri genotyypin omaavien alkioiden P-Mad-vasta-ainevarjaykset
(A-D), in situ -hybridisaatiot kahta eri koetinta kayttaen (E-H ja I-L) seké elinkykyisyyden maéari-
tys (M). Elinkykyisyydet on ilmoitettu prosentteina verraten syntyneiden karpasten maaraa kus-
takin risteytyksesta niiden oletettuun syntyvyyteen.
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Kuvan 18A alkio kuvaa osittain toimivan genotyypin omaavan alkion P-Mad-signaalia
kudoksessa. P-Mad-signaali on hieman normaalia heikompi, jos verrataan kuvan 17A
alkioon. P-Mad-signaali on kuitenkin osittain toimivan genotyypin omaavaan alkioon
verratuna voimakkaampi, jos kromosomiin 3 on lisatty yksi toimiva kopio Scw-geenista
(kuva 18B). Sen sijaan, jos kromosomiin 3 lisatyn ylimaaraisen Scw-geenin furiinin tun-
nistuskohta I on mutatoitu, P-Mad-signaali on vertailukohteena kaytettyyn alkioon ver-
rattuna heikompi (kuva 18C). P-Mad-signaali on taas hyvin heikko seka leved, jos kro-
mosomiin 3 lisatyn ylimaéaraisen Scw-geenin furiinin tunnistuskohta Il on mutatoitu
(kuva 18D). P-Mad-signaalien intensiteetteja ei kuitenkaan voida kvantitatiivisesti ver-
rata toisiinsa, silla varjayksessa kaytettiin signaalinvahvistajaa. Nain ollen intensiteetit
eivat ole lineaarisia. Alkioissa nahtéavien signaalien vahvuuksista voidaan kuitenkin paa-

telld, mink& alkion P-Mad-signaali on voimakkaampi kuin toisen.

Tarkasteltaessa Zen-geenin ilmenemista kuvan 18E alkiossa ndhd&éan se voimakkaana.
Vielda voimakkaampi se on alkion 18F kohdalla, joka sisdltdd kromosomissa 3 yhden
ylimaaraisen kopion Scw-geenistéd. Jos taas téssa ylimaaraisessa Scw-geenissa on mu-
taatio furiinin tunnistuskohdassa I, on Zen-véarjays huomattavasti heikompi vertailukoh-
teena kaytettyyn alkioon verrattuna (kuva 18G). Jos taas mutaatio on furiinin tunnis-
tuskohdassa 1, ei Zen-geenia ilmennetd endéa ollenkaan (kuva 18H). Zen-vérjaysten
tulokset tukevat P-Mad-varjaysten tuloksia. Pnr-varjdysten kohdalla ei ndiden geno-
tyyppien omaavien alkioiden valilla nahda suurta eroa (kuvat 18I-L). Pnr-geeni tarvit-

seekin vain matalan P-Mad-signaalin ilmentyéakseen, mista syysta tulos ei ole yllattava.

Kuvan 18M taulukossa on esitetty genotyyppien OD16/dpp™, OD16/dpp™;ScwHA,
0D16/dpp™;Scw™™' ja 0D16/dpp"™*;Scw™" elinkykyisyydet, eli se, kuinka paljon kér-
pasia syntyi verrattuna kyseisen risteytyksen oletusarvoon, toisin sanoen, kuinka paljon
karpésiad syntyi verrattuna siihen, kuinka paljon niitd risteytyskaavion perusteella pitaisi
syntyd. Taulukosta ndhdaan, ettd vertailukohteena kaytettyjen, genotyypin
OD16/dpp™ omaavien kérpasten syntyvyys on 40 %. Jos taas kromosomiin 3 on lisatty
Scw-geeni, nousee syntyvyys yli 60 %:iin. Sen sijaan, jos kromosomiin 3 lisatyn yli-
maaraisen Scw-geenin furiinin tunnistuskohta I on mutatoitu, syntyvyys laskee noin 15
%:iin. Jos mutaatio on taas furiinin tunnistuskohdassa 11, on syntyvyys 0 %. Nama
tulokset tukevat alkioiden P-Mad-varjayksestd sekd in situ -hybridisaatiosta saatuja

tuloksia.
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Saadut tulokset ovat hyvin mielenkiintoisia, silla nayttaisi siltd, ettd jos Scw-geenin fu-
riinin tunnistuskohdassa | tai Il on mutaatio, vaikuttaa se negatiivisesti Dpp-
signalointiin. Jos toinen kopio Scw-geenista on toimiva ja toinen ei, on tdman genotyy-
pin omaavien karpasten syntyvyys hyva. Jos tdhan kombinaatioon lisataén ylimaarai-
nen Scw-geeni, jonka furiinin tunnistuskohdassa | tai Il on mutaatio, vaikuttaa se ne-
gatiivisesti syntyvyyteen. Jos siis Scw-geenin toisen kopion furiinin tunnistuskohdassa |
tai 11 on mutaatio, on se alkion kehityksen kannalta pahempi kuin se, etta toinen kopio
Scw-geenista on taysin toimimaton eli sitd ei tuoteta ollenkaan. Kuvan 18D alkiolla on
mutaatio Scw-geenin furiinin tunnistuskohdassa Il. Kuvassa ndhdaan hyvin levea P-
Mad-signaali. TAméa tukee hypoteesia, joka tehtiin tutkittaessa Scw-geenin prosessoin-
tia /n vitro. Jos furiinin tunnistuskohta 1l on mutatoitu, johtaa se Scw-proteiinin proses-
soinnin hidastumiseen. Dpp-Scw-heterodimeeri muodostuu jo proteiinien ollessa esias-
temuodossa, joten Scw:n hidastunut prosessointi pidattad myos Dpp:n eritystd. Tama
selittdisi sen, miksi toimimaton Scu~geeni on vdhemman vahingollinen alkion kehityk-
sen kannalta kuin Scw-geeni, jossa on mutaatio furiinin tunnistuskohdassa I1. Jos Scw-
proteiinia ei tuoteta, muodostaa Dpp automaattisesti homodimeerejé, jotka aikaansaa-
vat matalan P-Mad-signaalin soluissa. Jos taas Scw-proteiinin prosessoinnissa on on-
gelmia, sitoo se osan Dpp:std solun sisddn. Scw:n hitaan prosessoinnin takia heterodi-
meerien eritys on siis vahaista ja ne, jotka eritetddn, eivat yksinkertaisesti ehdi kulkea
alkion selanpuoleiselle keskiviivalle asti. TAma selittaisi kuvassa 18D nahtavan leveén

P-Mad-signaalin.

Scw:n prosessoinin hidastuminen furiinin tunnistuskohdan 11 ollessa mutatoitu vaikut-
taa vakuuttavalta hypoteesilta. Kuitenkin heterodimeerin muodostusta tutkittaessa vas-
ta-ainesaostuksella tuli ilmi, ettd Dpp:n maara oli melko yhtéldinen mutaatiosta riippu-
matta (kuva 15). Né&in ollen mutaatio Scw:n furiinin tunnistuskohdassa Il vaikuttaisi
ensisijaisesti Scw-homodimeerikonsentraatioon eiké heterodimeerien muodostukseen.
Havainto ei kuitenkaan poissulje prosessoinnin hidastumis -hypoteesia, silla olosuhteet
hyonteissoluissa eivat tdysin vastaa todellista tilannetta banaanikarpésessa. Lisaksi
hyonteissoluja inkuboitiin viisi paivaa, kun Dpp:n leviaminen banaanikdrpasen alkion
kudoksessa kestda todellisuudessa vain noin puoli tuntia. Talléin Scw-proteiinin hidas-
tunut prosessointi voi olla hyvin kohtalokasta, vaikkei se hyodnteissoluilla tehdyissa ko-

keissa siltd naytakaan.
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Vasta-ainesaostuksessa huomattiin myds, ettéd Scw:n furiinin tunnistuskohdan 11 ollessa
mutatoitu eritetddn solusta kaksi prodomeenin osaa. Nama myds interaktioivat jollain
tavalla Dpp:n tai Scw:n kypsan ligandin kanssa, silla ne sitoutuvat anti-flag-vasta-
aineella kasiteltyihin helmiin, vaikka ne eivat siséltdneet Flag-epitooppia. Herda siis
kysymys: onko mahdollista, ettd Dpp-homodimeerit olisivat jonkinlaisessa interaktiossa
Scw:n furiinin tunnistuskohdan Il mutatoimisen seurauksena muodostuvan kompleksin
kanssa? Tama niin sanotusti kasvattaisi vasta-ainesaostuskuvassa olevan Dpp-
vybhykkeen intensiteettia. Naiden tulosten perusteella ei voida varmasti todistaa, etta
Scw:n prosessointi hidastuu, jos furiinin tunnistuskohta Il on mutatoitu. Hypoteesi vai-

kuttaa kuitenkin lupaavalta ja sen varmentamiseksi tulisi tehda lisdkokeita.

Mutaatio furiinin tunnistuskohdassa | aiheuttaa /n vitro -kokeiden perusteella suurem-
pikokoisen ligandin erityksen soluista. Ligandin eritys oli myds vahaisempaéa, mika saat-
taa johtua siitd, etté solu ohjaa osan tastd "vaaran kokoisesta” ligandista hajotukseen.
Jos néin on, myos Dpp ohjataan hajotukseen. Tama taas selittaisi sen, miksi mutaatio
Scw-geenin furiinin tunnistuskohdassa | on pahempi alkion kehityksen kannalta kuin
se, ettéd Scw-geeni on taysin toimimaton. On myds mahdollista, ettd suurempikokoinen
ligandi vaikuttaa negatiivisesti interaktioihin muiden molekyylien kanssa kuten solun-
pinnan reseptoreiden tai Dpp-Scw-heterodimeeriin sitoutuvien proteiinien kanssa. Nai-
den tulosten perusteella ei kuitenkaan voida antaa tarkkaa selitysta sille, miksi mutaa-
tio furiinin tunnistuskohdassa | vaikuttaa negatiivisesti Dpp-signalointiin. Kuitenkin
Scw:n pilkkomiskohdat | ja Il nayttaisivat olevan hyvin merkitsevia Dpp-signaloinnin
kannalta ja nain ollen Scw-proteiinin pilkkominen tunnistuskohdista 1 ja 1l on valttima-

ton banaanikdrpasen onnistuneelle alkionkehitykselle.
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9 Yhteenveto

Tulokset osoittivat, ettd Scw-proteiinin esiaste on pilkottava kahdesta furiinin tunnis-
tuskohdasta, jotta se olisi toimiva: furiinin tunnistuskohdasta I (FSI), joka sijaitsee pro-
domeenin ja ligandiosan valissa, seka furiinin tunnistuskohdasta Il (FSII), joka sijaitsee
prodomeenialueella. Mutaatio furiinin tunnistuskohdassa | johti suurempikokoisen I[i-
gandin tuottoon ja eritykseen S2-soluissa, mutta eritettyjen ligandien maara oli nor-
maalia véhdisempéd. Mutaatio furiinin tunnistuskohdassa Il johti taas merkittavasti
vahdisempaan ligandin eritykseen. Scw-rekombinanttiproteiinien pilkkoutumistuotteet

SCWMFSI ja SCWMFSII

pystyivat kuitenkin muodostamaan heterodomeerin Dpp-proteiinin
kanssa sekd sitoutumaan solunpinnan reseptoreihin kaynnistden solunsisdisen viesti-
ketjun, mink& seurauksena solunsiséinen transkriptiotekija siirtyy tumaan, missa se

sdatelee kohdegeenien transkriptiota.

Tutkimukset Scw-rekombinanttiproteiinien funktionaalisuudesta /n vivo osoittivat, etta
Scw" pystyy pelastamaan elinkyvyttémyytta osoittavan, toimimattoman Scw-geenin

omaavan genotyypin alkionkehityksen, mutta Scw-rekombinanttiproteiinit Scw™™' ja

SCWMFSII

eivat. Liséksi mutaatio Scw-proteiinin furiinin tunnistuskohdassa | tai Il vaikutti
negatiivisesti Dpp-signalointiin. Furiinin tunnistuskohdan | ollessa mutatoitu oli P-Mad-
signaali kudoksessa normaalia heikompi. Furiinin tunnistuskohdan 11 ollessa mutatoitu,
oli P-Mad-signaali kudoksessa hyvin heikko sekda normaalia huomattavasti leveampi.
Tulokset osoittivat myos, ettd mutaatio Scw-geenin furiinin tunnistuskohdassa 1 tai 11
on alkion kehityksen kannalta pahempi kuin se, ettd Scw-geeni on taysin toimimaton,
eli sitd ei tuoteta ollenkaan. TAma johtuu siita, ettd Dpp-Scw-heterodimeeri muodostuu
jo proteiinien ollessa esiastemuodossa. Nahtavasti Scw:n hdiriintynyt prosessointi vai-
kuttaa negatiivisesti Dpp-signalointiin joko proteiinien erityksen tasolla tai solunulkoi-
sessa tilassa estamalla proteiinien normaalin kulkeutumisen kudoksessa. Jos taas Scw-
proteiinia ei tuoteta ollenkaan, muodostaa Dpp automaattisesti homodimeerejd, jotka

aikaansaavat matalan P-Mad-signaalin soluissa.

Scw-proteiinin pilkkominen furiinin tunnistuskohdista 1 ja Il vaikutti siis merkitsevasti

Dpp-signalointiin  ja ndin ollen morfogeneettisen gradientin muodostukseen ba-
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naanikarpasen alkiossa. Naiden tulosten perusteella voidaan sanoa, etta Scw-proteiinin

esiasteen prosessointi on valttdmatdn banaanikarpéasen oikeanlaiselle kehitykselle.

Scw-proteiinilla on tehnyt kokeita myds Fritsch kollegoineen. Heidéan hyoénteissoluilla
tehdyt kokeet Scw:n pilkkomiskohtien vaikutuksesta sen prosessointiin tukivat tassa
tybssa esitettyja tuloksia. He tutkivat myds karpasten elinkykyisyyttd, kunkin furiinin
tunnistuskohdan ollessa mutatoitu. Tulokset osoittivat, ettd furiinin tunnistuskohdan |1
tai Il ollessa mutatoitu ei elinkykyisia karpéasia syntynyt, kun taas furiinin tunnistuskoh-
dan 111 ollessa mutatoitu oli kdrpéasten syntyvyys hyva. (Fritsch ym., 2012) Nama tulok-
set tukevat tassa tyossd saatuja tuloksia. Liséksi furiinin tunnistuskohdalla 111, mika
paatettiin jattda tutkimuksien ulkopuolelle téssa tydssa jo ensimmaisten in vitro -
kokeiden jalkeen, ei tosiaan nayta olevan merkittdvad vaikutusta Scw-proteiinin pro-

sessointiin ja funktionaalisuuteen, niin kuin epailtiin.

Taman tyon tulokset ovat tarkeitd, silla Scw-proteiinin prosessoinnin tarkeydesta ba-
naanikarpasen alkionkehityksessa tiedetddn viela vahan. Nain kattavia tutkimuksia
Scw-proteiinin - molekyylimekanismeista ja prosessoinnin  merkityksestd  Dpp-
signaloinnissa ole viela esitetty. BMP-perheen proteiinit ovat myds hyvin konservoitu-
neita eri eldinlajeissa, mikd mahdollistaa tulosten soveltamisen jopa ihmisiin. Tyon tu-

lokset on esitetty kasikirjoituksessa, joka lahetetdan julkaistavaksi tieteelliseen lehteen.
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Liuosten koostumukset

S2-solujen M3-kasvatusalusta
Shields and Sang M3 Insect Medium (Sigma-Aldrich)
10 % Insect Medium Supplement 10X (Sigma Aldrich)
1 % Penisilliini (500 U/ml) + Streptomysiini (500 ng/ml)

Lyysayspuskuri
50 mM Tris-Hcl pH 7.5
150 mM NaCl
1 % Triton X-100

4 X naytepuskuri
8 % SDS
20 % B-merkaptoetanoli
0,01 % bromifenolisininen
50 % glyseroli
0,2 M Tris-Hcl, pH 6.8

TBS
50 mM Tris-HCI, pH 7.4
150 mM NacCl

TBST
TBS

0,05 % Tween-20
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PBS
137 mM NaCl
2,7 mM Kcl
10 mM NayHPOQO,
2 mM KH,PO,

PBT
PBS
1 % Albumin Bovine Serum (Sigma-Aldrich)
0,05 % Triton X-100

TS-puskuri
0,4 % NaCl
0,03 % Triton X-100
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Geelien koostumukset

la) 12,5 % erotusgeelin koostumus. 1b) 12,5 % konsentrointigeelin koostumus. 2a) 10
% erotusgeelin koostumus. 2b) 10 % konsentrointigeelin koostumus. (AA/BIS = akryy-
liamidi/metyleenibisakryyliamidi, SDS = natriumdodekyylisulfaatti, TEMED = N,N,N,N-

tetrametyylietyleenidiamiini, APS = ammoniumperoksidisulfaatti)

la) Reagenssi Maard 1b) Reagenssi Maéaré
30:0,8 AA/BIS 3,1 mi 30:0,8 AA/BIS 660 pl
3 M Tris-HCI, pH 8,8 0,9 ml 3 M Tris-HCI, pH 6,8 210 pl
20 % SDS 38 ul 20 % SDS 25 pl
H,0 3,4 ml H,0 4,1 ml
TEMED 5l TEMED 7,5 dl
10 % APS 38 pl 10 % APS 37,5 pl

2a) Reagenssi Maard 2b) Reagenssi Maéaré
30:0,8 AA/BIS 2,5 mil 30:0,8 AA/BIS 660 pl
3 M Tris-HCI, pH 8,8 0,9 ml 3 M Tris-HCI, pH 6,8 210 pl
20 % SDS 38 20 % SDS 25 pl
H,0 4 ml H,0 4,1 ml
TEMED 5l TEMED 7,5 dl
10 % APS 38 pl 10 % APS 37,5 pl
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In situ -hybridisaatio

Kayta alkioita, jotka on s&ilotty etanoliin.

1.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

Tee 5 min pesut ilman rotaatiota:
e 50/50 etanoli/PBT
e 30/70 etanoli/PBT
o 2 kertaa PBT:ll&

Post-fiksaatio: inkuboi alkioita PBT + 5 % formaldehydi -liuoksessa 25 min, kay-
ta rotaatiota

Tee 5 kertaa 5 min pesut PBT-puskurilla ilman rotaatiota

Inkuboi alkioita 5 min PBT + 4 ug/ml proteinaasi K -liuoksessa

Laimenna proteinaasi K nopeasti huuhtelemalla alkioita kahdesti PBT-puskurilla
Tee 4 kertaa 2 min pesut PBT-puskurilla ilman rotaatiota

Post-fiksaatio: inkuboi alkioita PBT + 5 % formaldehydi -liuoksessa 25 min, kay-
ta rotaatiota

Tee 5 kertaa 5 min pesut PBT-puskurilla ilman rotaatiota
Inkuboi alkioita 10 min 50/50 alkioiden hybridisaatiopuskuri/PBT
Huuhtele 2 kertaa alkioiden hybridisaatiopuskurilla

Inkuboi alkioita 1 tunti 55 °C:ssa

Valmista koetin: lisdd 2-5 ul RNA:ta 25 pl:aan alkioiden hybridisaatiopuskuria,
inkuboi 95 °C:ssa 3 min ja siirra valittdmasti jaille

Poista alkioiden hybridisaatiopuskuri alkioiden paalta ja lisda koetin-liuos, inku-
boi alkioita 20-24 tuntia 55 °C:ssa

Poista koetin liuos alkioiden paalta ja huuhtele alkiot alkioiden hybridisaatiopus-
kurilla

Pesut: tee yhteensa 8 pesua alkioiden hybridisaatiopuskurilla, inkuboi aina 45-
60 min 55 °C:ssa ja kerran yon yli

Tee 20 min pesut ilman rotaatiota:



17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

Liite 3
2(2)

80/20 alkioiden hybridisaatiopuskuri/PBT
60/40 alkioiden hybridisaatiopuskuri/PBT
40/60 alkioiden hybridisaatiopuskuri/PBT
20/80 alkioiden hybridisaatiopuskuri/PBT

Tee 4 kertaa 10 min pesut PBT-puskurilla, kdyté rotaatiota

Inkuboi alkioita PBT + anty-Digoxigenic-AP vasta-ainelaimennoksessa (1:3000)
2 tuntia, kayta rotaatiota

Tee 4 kertaa 10 min pesut PBT-puskurilla, kdyté rotaatiota

Valmista varjayspuskuri (varjayspuskuria tulee valmistaa juuri ennen kayttoa)
Huuhtele alkiot varjayspuskurilla kertaalleen

Tee 2 kertaa 5 min pesut varjayspuskurilla

Valmista varinkehityspuskuri: lisdd 1 ml:aan varjayspuskuria 7 ul NBT:ta (50
mg/ml) + 3,5 ul BCIP:t& (50 mg/ml)

Liséad 500 ul varinkehityspuskuria alkioiden paélle ja inkuboi pime&ssa

Seuraa varinkehitysté ja lopeta sopivalla hetkella huuhtelemalla alkioita 4 kertaa
PBT-puskurilla.

Sailo alkiot 80 % glyserolissa +4 °C:ssa

Alkioiden hybridisaatiopuskuri

50 % formamidi

5 X SSC (750 mM NaCl, 75 mM natriumsitraatti)
50 pug/ml hepariini

0,1 % Tween-20

lohen sperman DNA (Sigma-Aldrich)

dH,0

Vérjayspuskuri

100 mM NaCl

50 mM MgCl,

100 mM Tris-Hcl, pH 9.5
0,1 % Tween-20



