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ANTIGEENIN KALVORAKKULAKULJETUS B-SOLUISSA

B-solut ovat tdrkeda osa adaptiivista immuniteettia. Ne vastaavat elimiston vasta-aineiden
tuotannosta, joiden avulla elimistd pystyy taistelemaan tehokkaasti infektioita vastaan.
Erilaistuakseen vasta-aineita tuottaviksi plasmasoluiksi B-solujen taytyy ottaa tunnistamansa
antigeeni sisdénsa, pilkkoa se ja esitella se eteenpain T-soluille. Antigeenin prosessointiketju B-
soluissa tunnetaan viela erittdin huonosti. Tassa tutkimuksessa antigeenin prosessointiin liittyvat
rakenteet on selvitetty aikajanallisesti, eikd taman tyyppista tutkimusta tiettavasti ole aiemmin
tehty.

Opinnaytetyon tavoitteena oli tutkia antigeenia pilkkovaa solunsisdista reittia EEAL1-proteiinin,
LAMP1-proteiinin ja Rab-proteiinien avulla. EEA1-proteiini toimii varhaisten endosomien
merkkiaineena kun taas LAMP1-proteiini esiintyy my6héaisissa endosomeissa seka lysosomeissa.
Myds Rab-proteiinit toimivat eri soluelinten merkkiaineina. Ne ovat pienia GTPaaseja, jotka
koordinoivat solunsisaista kalvorakkulakuljetusta.

Tutkimuksessa selvitettiin endogeenisten Rab-proteiinien, EEA1-proteiinin ja LAMP1-proteiinin
sijainti B-soluissa sek& niiden keskindinen vuorovaikutus eri aktivointiaikojen kuluttua. In vitro
viljellyt B-solut aktivoitiin liukoisella antigeenilla. Aktivoidut solut immunovarjattin ensin
primaarivasta-aineilla ja sitten fluoresoivilla sekundaarivasta-aineilla. Solujen kuvaus tehtiin
spinning disk -konfokaalimikroskoopilla (SDCM). Tutkittaessa LAMP1-proteiinia visuaalisen
tarkastelun liséksi ndistd soluista tehtiin myos korrelaatioanalyysit. Lisdksi tutkittiin, milta
Rab5/7/9/11- ja EEAl-proteiinit nayttavat aktivoimattomissa B-soluissa.

Antigeenin prosessointiketjuun osallistuvat keskendén vuorovaikutuksessa olevat Rab-proteiinit
ja EEAl- seka LAMP1l-proteiinit. Opinnaytetydssd on havainnollistettu antigeenin
prosessointiketju korrelaatiokuvaajien ja SDCM-kuvien avulla. Tutkimuksessa maaritelladn myds
Rab-proteiinien  kayttaytyminen aktivoimattomissa B-soluissa. Aktivoimattomia B-soluja
tutkittaessa huomattiin, ettd Rab5/7/9 kerdéntyvat niin sanottuun rakkulakeskittymaan.
Huomattiin myos, ettd EEAL ei kerddnny Rab-proteiinien tavoin aktivoimattomissa B-soluissa,
mutta aktivoinnin jalkeen myds EEAL kerdantyy rakkulakeskittymaan. Rab-proteiineilla havaittiin
olevan liséksi muita rooleja, jotka poikkeavat yleisestd ndkemyksesta: esimerkiksi Rab5:n ja
EEAL:n rinnakkainen lokalisaatio (ei paallekkdinen) sekd Rab9 ja antigeenin korrelaatio 10
minuutin aikapisteessa.
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VESICULAR ANTIGEN PROCESSING IN B CELLS

B cells are an important part of the adaptive immune system. They produce antibodies which help
the system to efficiently fight against infections. In order to differentiate into antibody producing
plasma cells, B cells must internalize the antigen, process it and present it as peptides for T cells.
Antigen processing in B cell is not well understood. In this study, the vesicular structures involved
in the antigen processing are reported spatiotemporally. To our knowledge, this study is the first
of its kind.

The aim of this thesis was to study the intracellular antigen processing pathway using EEA1,
LAMP1 and Rab proteins. EEAL is associated with early endosomes while LAMP1 protein is
associated with late endosomes and lysosomes. Also the Rab proteins are associated with
different vesicular compartments. Rab proteins are small GTPases controlling intracellular
trafficking in many cell types.

In this study, the localization of endogenous Rab proteins, EEA1 and LAMP1 and their
interactions were studied at different time points after antigen addition. In vitro cultured B cells
were activated with antigen in solution. Activated cells were immunostained first with primary
antibodies and then with fluorescent secondary antibodies. The cells were imaged with a spinning
disc confocal microscope (SDCM). In addition to visual evaluation, correlation analysis was
performed for LAMP1-Rab -studies. Rab5/7/9/11 and EEA1 proteins were also examined for their
localization and expression levels in inactivated B cells.

Rab proteins, EEA1 and LAMP1 are involved in the antigen processing pathway in interaction
with each other. In this thesis, the antigen processing pathway, marked by these proteins, is
illustrated with correlation plots and SDCM images. In addition, the localization of Rab proteins
was determined in inactivated B cells. Rab5/7/9 were found to cluster in a central cluster in
inactivated cells. In addition, EEA1 did not seem to have a similar role but it clustered in the central
cluster after B cell activation. It was established that Rab proteins in B cells also have different
roles from those reported for other cell types. For example Rab5-EEA1 possesses parallel
localization (not colocalization) and Rab9 and antigen were correlating already at the 10 minute
time point.

KEYWORDS:

B cell, vesicle transport, fluorescence, spinning disk confocal microscope
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KAYTETYT LYHENTEET JA SANASTO

BSA
CCD
DMSO
EEA1

Eksosytoosi

Endosomi
Endosytoosi
Epitooppi

FCS

Fluorofori

HEPES
I9G

Internalisaatio

ITAM:s

LAMP1

PBS

PFA
Rab
RPMI
SDCM

TGN

Bovine Serum Albumin, naudan seerumi albumiini
Charge Coupled Device, varauskytketty laite
Dimetyylisulfoksidi

Early Endosome Associated protein, varhaisten endosomien
proteiini 1

Tapahtuma, jossa solusta poistetaan kuona-aineita, vastak-
kainen tapahtuma endosytoosille

Solukalvosta kuroutuva rakkula, kalvorakkula

Tapahtuma, jossa solu ottaa sisddnsa materiaalia solun ulko-
puolelta ja kuroutuu solukalvosta irti muodostaen rakkulan

Antigeenin osa, johon B-solureseptori sitoutuu
Fetal Calf Serum, vasikan sikidbn seerumi

Fluoresoiva merkkiaine

4-2-hydroksietyyli-1-piperatsiinietaanisulfonihappo

Immunoglubulin G, neljasta peptidiketjusta muodostunut Y:n

muotoinen immunoproteiini
Katso: endosytoosi

Immunoreceptor Tyrosine-based Activation Motifs, immuno-
reseptorin tyrosiinipohjainen aktivointimotiivi

Lysosomal-Associated Membrane Protein 1, lysosomin

kalvoproteiini 1

Phosphate buffered saline, fosfaattipuskuroitu fysiologinen
suolaliuos

Paraformaldehydi
Ras-like in rat brain, Ras:n kaltainen proteiini rotan aivoissa
Roswell Park Memorial Institute -soluviljelymedium

Spinning Disk Confocal Microscope, spinning disk -konfokaa-
limikroskooppi

Trans Golgi Network, Trans-Golgi-verkosto



Th T helper, auttaja T-solu

Transsytoosi Solun sisalle endosyyttisesti otetut rakkulat kulkevat soluli-
man lapi



ALKUSANAT

Tama tutkimus on tehty opinnaytetydna insindorin tutkintoon Turun ammattikorkeakou-
lussa Bio- ja elintarviketekniikan koulutusohjelmaan. Tutkimus on tehty osana Turun yli-
opiston biolaéketieteen laitoksen, patologian ja oikeuslaaketieteen osaston B-lymfosyyt-
teja tutkivan tutkimusryhman (Mattila Lab) tutkimusta.

Haluan kiittd& tohtori llari Suomista Turun ammattikorkeakoulusta tyén ohjauksesta ja
kommentoinneista.

Haluan kiittaa koko Lymphocyte Cytoskeleton Group:ia mahdollisuudesta toteuttaa opin-
naytetyoni tutkimusryhmassa seka avusta tyon tekemisessa. Erityinen kiitos ryhmanjoh-

tajalle, tohtori Pieta Mattilalle, avusta ja kommentoinneista opinnaytetyon aikana.

Marika Vainiota haluan kiittdd korvaamattomasta, koko opinnaytetydprosessin ajan kes-

taneesta avusta niin kaytannon tydn kuin kirjoittamisenkin osalta.

Rakkaimmat kiitokset menevat Alexille hanen loppumattomasta karsivallisyydesta ja tu-
esta tyon ja koko opiskelujeni ajalta.
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1 JOHDANTO

Elimiston immuniteetin muodostaa immuunijarjestelma, joka toimii puolustusmekanis-
mina vieraita taudinaiheuttajia, kuten infektioita vastaan. Immuunijarjestelma jaetaan
luonnolliseen ja adaptiiviseen immuniteettiin. Adaptiivinen immuniteetti on oppiva immu-
niteetti: se on luonnollista immuniteettia spesifisempi ja vastaa immunologisesta muis-
tista. Adaptiivinen immuniteetti muodostuu B- ja T-lymfosyyteista. B-solut ovat tarkea
osa adaptiivista immuniteettia. Ne vastaavat elimistdn vasta-aineiden tuotannosta, joi-

den avulla elimisto pystyy taistelemaan tehokkaasti esimerkiksi virusinfektioita vastaan.

Hairiot immuunijarjestelman toiminnassa ilmenevét usein vakavin seurauksin, joista jopa
hengenvaarallisia esimerkkeja ovat muun muassa solusyovat kuten lymfoomat seka
useat erilaiset autoimmuunisairaudet, joissa B-solut tuottavat autovasta-aineita elimiston
omia soluja vastaan. Humoraalisissa immuunihairibissé B-solut toimivat epanormaalisti,

joko tuottaen véhemman tai ei lainkaan elimistdd suojaavia vasta-aineita.

Toimivan immuunijarjestelman kannalta B-solujen antigeenin prosessointiketjun ymmar-
tdminen on ensiarvoisen tarkeaa. Tama kuitenkin tunnetaan talla hetkella erittéain huo-
nosti. Tassa opinnaytetydssa tavoitteena oli selvittd& antigeenin prosessointiin liittyvat
rakenteet aikajanallisesti. Tutkimus oli tiettavasti ensimmainen laatuaan ja se liittyy Tu-
run Yliopiston biolaaketieteen laitoksen, patologian ja oikeuslaaketieteen osaston tutki-
musryhméan (Mattila Lab) B-lymfosyytteja koskevaan tutkimukseen. Opinnaytetyo on jat-
koa aiemmin samassa tutkimusryhméssa tehdylle antigeenin prosessointia B-soluissa
tutkivalle Pro Gradu -tyélle (Iahde 10).

Opinnaytetydssa selvitettiin endogeenisten Rab-proteiinien, EEAl-proteiinin ja LAMP1-
proteiinin keskinaista vuorovaikutusta seka sijainti B-soluissa eri aktivointiaikojen kulut-
tua. Kirjallisuuden perusteella oletettiin, etta esimerkiksi Rab9-proteiini assosioi antigee-

nin kanssa vasta my6haisessa vaiheessa.

Tutkimus toteutettiin aktivoimalla in vitro viljellyt B-solut liukoisella antigeenilla. Tama jal-
keen solut immunovarjattiin ensin primaarivasta-aineilla ja edelleen fluoresoivilla sekun-
daarivasta-aineilla. Solut kuvattiin spinning disk -konfokaalimikroskoopilla. LAMP1-pro-
teiinista tehtiin visuaalisen tarkastelun liséksi myds korrelaatioanalyysit. Lisaksi tutkittiin,

miltd Rab5/7/9/11- ja EEA1-proteiinit nayttavat aktivoimattomissa B-soluissa.

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Katriina Palttila
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Tyon tuloksena saatiin havaintoja ja korrelaatiokuvaajia Rab-proteiinien vuorovaikutuk-
sesta EEAL- ja LAMP1-proteiinien kanssa aktivoiduissa B-soluissa. Tutkimuksessa ha-
vainnollistetaan myds Rab-proteiinien ja EEAl-proteiinin kayttaytyminen aktivoimatto-
missa B-soluissa. Tuloksista kay esimerkiksi ilmi, ettei kirjallisuudessa esitetty oletus
Rab9:n assosiaatiosta antigeenin kanssa myohaisessa vaiheessa pida taysin paik-

kaansa, vaan sen huomattiin assosioivan jo pian antigeenin internalisoitumisen jalkeen.

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Katriina Palttila
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2 IMMUUNIJARJESTELMA

Immuunijarjestelmé on elimiston puolustusmekanismi vieraita taudinaiheuttajia eli pato-
geeneja vastaan. Immuunijarjestelma on monimutkainen systeemi, joka koostuu erilai-
sista puolustussoluista, imukudoksista (kuten imusolmukkeet ja perna) ja molekyyleista,
jotka taistelevat yhdessa elimiston monia eri tulehduksia eli infektioita vastaan. Immuu-
nijarjestelmé jaetaan synnynnéiseen eli luonnolliseen immuniteettiin ja opittuun eli adap-

tiiviseen immuniteettiin. *

Luonnollisen immuniteetin solut koostuvat muun muassa syd6jasoluista, kuten makro-
fageista ja dendriittisoluista. Namé solut tunnistavat yleisia patogeenisia molekyyliraken-
teita ja tuhoavat patogeenit fagosytoimalla (solusyonti) ne, seké lahettamalla signaaleja
adaptiivisen immuniteetin soluille. Luonnollisen immuniteetin solut toimivat tulehdus- ja
immuunireaktioissa ensilinjassa, mutta eivat muodosta muistijalkid patogeeneja koh-

taan. !

Adaptiivinen immuniteetti on luonnollista immuniteettia erilaistuneempi ja vastaa im-
munologisesta muistista. Adaptiivisen immuniteetin solut ovat B- ja T-lymfosyytteja. Lym-
fosyytit tunnistavat antigeeneja, jotka ovat patogeeneista pilkottuja rakenteita. Lymfosyy-
tit kohtaavat antigeenin yleensd imukudoksissa antigeenia esittelevan solun, kuten

dendriittisolun, pinnalla. *

Luonnollinen ja opittu immuniteetti toimivat siis tehokkaimmin yhdessa. Kohdatessaan
vieraan taudinaiheuttajan, luontaisen immuniteetin solut pilkkovat taudinaiheuttajan, kul-
jettavat sen imusolmukkeisiin ja esittelevat taudinaiheuttajan antigeeniosaa adaptiivisen
immuniteetin soluille. Adaptiivisen immuniteetin solut puolestaan saavat aikaan laajan
immuunireaktion, jossa tuotetaan muun muassa vasta-aineita ja sytokiineja, jotka autta-

vat tuhoamaan patogeenin. *

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Katriina Palttila



13

3 B-SOLUT

B-solut, eli B-lymfosyytit ovat erittéin pienia (& 5...7 pm) valkosoluja, jotka ovat keskei-
nen osa adaptiivista immuniteettia. B-solut vastaavat elimistén vasta-aineiden tuotan-

nosta, jonka avulla elimistd pystyy taistelemaan tehokkaasti infektioita vastaan. *

B-solut kehittyvat luuytimen kantasoluista ensin pro B-soluiksi ja edelleen pre B-soluiksi
ja lopulta B-solureseptoreja kantaviksi epakypsiksi B-soluiksi. Epakypsét B-solut siirtyvat
luuytimesté verenkiertoon ja muualle sekundaarisiin imukudoksiin, jolloin ne kypsyvat
naiiveiksi kypsiksi B-soluiksi. Antigeenin kohdattuaan naiivit kypsat B-solut erilaistuvat
edelleen joko muistisoluiksi tai vasta-aineita tuottaviksi plasmasoluiksi. * (kuva 1)

NN

Epakypsissa B-soluissa on antigeenia tunnistavia B-solureseptoreja (Ig”x”), joten jo epa-
kypsat B-solut pystyvat sitoutumaan antigeeniin, mutta ne eivat pysty viela tuottamaan
vasa-aineita. Kypsét B-solut aktivoituvat vasta-aineita tuottaviksi plasmasoluiksi antigee-
nin tunnistuksen kautta. Muistisolut elavat huomattavasti pidempaan, jopa kymmenia
vuosia, kuin vasta-aineita tuottavat plasmasolut, jotka yleensé kuolevat muutamissa péai-

vissa. ! (kuva 1)

Muistisolu

Sytoplasminen Pinnalla Pinnalla Pinnalla
M IgM IgM, IgD @ IgM, IgD,
lgh tai IgE
Antigeeni i A
T~

Pre B | ‘ Epakypsa B-solu | | Naiivi kypsa B-solu ‘

Vasta-aineiden
tuotto

| Kantasolu | ‘ Pro B ‘

Plasmasolu

Kuva 1. B-solun kehittymisvaiheet.

B-solut tunnistavat antigeenin B-solureseptoreiden (kuva 2) avulla. Yhden B-solun kaikki
B-solureseptorit ovat samanlaisia ja jokainen B-solu tunnistaakin vain yhden antigeenin
yhta tiettya epitooppia. B-solureseptorikompleksi koostuu kalvosidososasta (Ig-osa) ja

apumolekyyleista (Iga ja IgB). Apumolekyyleilla on pitka solunsisdinen hanta, ITAM, joka

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Katriina Palttila
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toimii yhdessa erilaisten signaalimolekyylien kanssa saavuttaakseen tehokkaan antigee-
nin prosessoinnin. Ig-osa koostuu kahdesta identtisesta Fab-osasta, jotka ovat resepto-
rin antigeenin tunnistava kohta. Fab-osat ovat rakentuneet raskaasta ja kevyesta ket-
justa. Reseptori sitoutuu solukalvoon eli membraaniin raskaasta ketjusta rakentuneen
Fc-osan avulla. Fc-osassa on sitoutumiskohtia komplementtiproteiineille ja erilaisille so-
lupintareseptoreille. B-solun kehityksen alkuvaiheessa B-solureseptorin Fab-osat uudel-
leenjarjestaytyvat satunnaisesti ja siten B-solut ovat keskenaan kaikki erilaisia. Muun-
tautumiskykynséa ansiosta B-solut pystyvat tunnistamaan ja muistamaan arviolta 10 eri

antigeenien epitooppia. 12

N
S
. N
Antigeenia & —
sitova kohta & N
& N — Fab2-osa
Q)S
R =

r Fc-osa

mlig

Iga Igp

ITAM:s

Kuva 2. B-solureseptorikompleksi. 1°

3.1 B-solun aktivointi

B-solut kiertavat elimistdsséd imunesteen mukana imusolmukkeisiin ja sielta takaisin
imunestekiertoon. On tarkoituksenmukaista, ettd B-solut kiertdvat imukudoksissa, jonne

antigeeneja kulkeutuu laajoilta alueilta. B-solu voi aktivoitua vasta-aineita tuottavaksi
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plasmasoluksi kahdella tapaa: T-soluista riippumattomasti tai T-soluista riippuvaisesti.
Molemmissa tavoissa B-solureseptori sitoutuu antigeeniin ja antigeenin sitoutuminen
johtaa Iga ja IgpB -valitteiseen solunsiséiseen signalointiin. Solunsiséinen signalointi joh-
taa antigeeni-B-solureseptorikompleksin sisdanottoon ja antigeenin pilkkoutumiseen
peptidi-antigeeniksi. T-soluvdlitteisessa B-soluaktivoinnissa peptidi-antigeeni esitellaan
Th-soluille, jotka antavat puolestaan B-solulle tehokkaaseen vasta-ainetuotantoon vaa-
ditut signaalit. Mikali B-solu alkaa tuottaa vasta-aineita T-soluista rijppumatta, seuraa
yleensa heikompi vasta-ainetuotanto. Se, missa rakenteissa antigeeni pilkkoutuu pep-

tidi-antigeeniksi, ei ole viela tarkkaan selvilla. *

3.1.1 Rab-suvun proteiinit

GTPaasit ovat entsyymiperhe, jotka voivat sitoa ja hydrolysoida guanosiinitrifosfaattia
(Guanosine TriPhosphate, GTP). Ras-proteiinit taas ovat GTPaasi-perheeseen kuuluva
proteiiniperhe. Ras-proteiinit ovat ominaisia kaikille eukaryoottisoluille. Ras-proteiinit va-

littavat solujen sisaisia signaaleja. 3

Rab-proteiinit ovat Ras-proteiiniperheeseen kuuluvia pienid proteiineja (21...25 kDa),
jotka saatelevat solujen GDP- (Guanosine DiPhosphate) ja GTP- kiertoa. Rab-proteiinit
litetddn muun muassa solujen kasvuun, proteiinikuljetukseen ja endosomien tunnista-
miseen. Rab-proteiinit koordinoivat kalvorakkuloiden kuljetustapahtumia. Kullekin Rab-
proteiinille on ominaista sen tietty paikka solussa ja ne saatelevat laajaa kirjoa endosy-

toosista, transsytoosista ja eksosytoosista kuljetusreittia. 4°

Rab-proteiinien korkean resoluution rakennetta on tutkittu rontgenkristallografialla. Rab-
proteiinit siséltavat korkeasti konservoituneita alueita, joita on l6ydetty myds muista Ras-
perheen proteiineista. Hyvin tunnetut guaniini-nukleotidisidosmotiivit ovat samanlaisia
kuin GTPaaseilla, esimerkiksi Rab- ja Ras-proteiineilla. TAman lisdksi on useita muita

lyhyen sekvenssin motiiveja, jotka ovat tyypillisia ainoastaan Rab-proteiineille. *

Rab-proteiinien poikkeavin alue on amino- ja karboksyylipdét. Rab-proteiinien kar-
boksyylipdat sisaltdvat XXXCC, XXCCX, XCCXX, CCXXX tai XXCXC motiivin, joissa
kaksi kysteiinid toimivat prenylaatioalustana. TA&ma prenylaatioalusta on ehdottoman téar-
ke& membraanisitoutumiselle. Karboksyylipaan hypermuuttuva alue on vaatimus, mutta

ei yksinaan riittava Rab-proteiinien oikealle lokalisoinnille solussa. Useimmat Rab-prote-
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iinit toimivat tiiviisti yndessé solukalvojen kanssa kahden geranyyli-geranyylirynman liit-
tyessa kahteen karboksyylipaaté lahella olevaan kysteiiniin post-translaationaalisen ad-
dition kautta. Joillakin Rab-proteiineilla on kuitenkin vain yksi geranyyli-geranyyliryhma.
Rab-proteiinien tertiaarirakenne muistuttaa laheisesti muita GTPaaseja, joissa keskityn-
nyri muodostuu kuusisaikeisesta B-lehdesta, jota ympardi a-heliksit, kuten Rab5C:lla
(kuva 3). Kattavissa analyyseissd muista GTPaaseista on loydetty kaksi aluetta, joita
kutsutaan kytkimiksi | ja Il. Nama sijaitsevat guaniini-nukleotidisidoksen fosfaattialueen
l[ahella. Nailla alueilla tapahtuu dramaattinen konformationaalinen muutos nukleotidivaih-
dossa ja ne liittyvat proteiini-proteiini kontaktiin ja vastaavat nukleotidiriippuvuudesta

suurimmassa osassa GTPaasi-toimintoja. 4

RabS&C-GpphHp
kytkimet
| alueet, jotka maaraavat komplementaarisuuden

| hydrofobiset kolmikkojaamat, joiden sivuketjut ovat erisuuntaan

Kuva 3. Rab5C-GppNHp -proteiinin rakenne. °

Eukaryoottisolujen membraanikuljetus on monimutkainen prosessi, jota saatelee laaja
kirjo erilaisia proteiineja. Rab-proteiinit ovat p&&asiallinen solunsisaisen kalvorakkulakul-
jetuksen saatelija. Rab-proteiinit on lokalisoitu kuljetusrakkuloiden membraaneihin ja nii-
den spesifisiin kohdeosastoihin. Rab-proteiinit kasaantuvat kohdeosastoonsa ja ndin ol-
len niitd kaytetaan erilaisten soluelinten merkkiaineina. 4 Tutkimuksessa kaytetyt Rab-
proteiinit ja niiden lokalisointi eukaryoottisoluissa on esitetty taulukossa 1. Rab5-proteii-
nilla on kolme isoformia Rab5A, Rab5B ja Rab5C. Tutkimuksessa kaytetty Rab5 tunnis-

taa nama kaikki isoformit.
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Taulukko 1. Rab-proteiinien lokalisointi eukaryoottisoluissa. 3*

Rab-proteiini Varhaisefc Mydhaisgt Lysosomit Trans-Golgi- Kierrétyg
endosomit endosomit verkosto endosomit
Rab5A, Rab5B,
X
Rab5C
Rab7 X X
Rab9 X X
Rab11 X X

3.2 Kalvorakkulakuljetus

Solussa oleva kalvoverkosto muodostuu erilaisista endosomeista, jotka jatkuvat solun
reunalta tuman lahelle. Lahimpé&na reunaa olevia endosomeja kutsutaan varhaisiksi en-
dosomeiksi, jotka ovat putkimaisia kalvorakenteita ja tuman lahelld olevia mydhaisiksi

endosomeiksi, jotka puolestaan ovat varhaisia pyoreampia, monikalvoisia rakenteita. ’

Varhaisissa endosomeissa tapahtuu molekyylien lajittelu joko my6haisiin endosomeihin
tai kierratettaviksi takaisin solukalvolle. Varhaisissa endosomeissa pH on noin 6 ¢, eli
lievasti hapan, mika saattaa myds edesauttaa sisaan otettavien reseptorien irtoamista

solukalvosta. ’

Solun kalvorakkuloiden koordinoinnista vastaavat muun muassa erilaiset Rab-proteiinit.
Varhaiset endosomit voidaan tunnistaa tyypillisesti niiden pinnalla olevien Rab5-proteii-
nien avulla. Myés EEA1-proteiinit (Early Endosome Associated protein) esiintyvat var-
haisissa endosomeissa ja toimivat ndiden merkkiaineina. Rab5- ja EEA1-proteiinit toimi-
vat kumpikin endosomirakkuloiden yhdistymisessa, joka tapahtuu tyypillisesti varhaisten

rakkuloiden kypsyessa. 8

Kun Rab5 korvautuu Rab7-proteiinilla, varhaiset endosomit muuttuvat lysosomeiksi ja
myo6haisiksi endosomeiksi. Rab7-proteiinia kehittyy varhaisen endosomin tuman puolei-
sella reunalla, josta se irtoaa rakkuloina ja liittyy mydhaiseen endosomiin. LAMP1-prote-
iinit (Lysosomal-Associated Membrane Protein 1) esiintyvat my6haisissd endosomeissa
seka lysosomeissa ja ndin ollen toimivat Rab7 tapaan niiden merkkiaineina. Kypsyes-
saan endosomit liikkkuvat tyypillisesti kohti solun keskustaa. Mydhaisten endosomien pH
on hieman alhaisempi (noin 5...6)° kuin varhaisten endosomien, joka selittda myohaisten

rakkuloiden ja etenkin lysosomien (pH noin 4,8)° proteiineja hajottavan luonteen. ’
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Rab4, -5 ja -5A toimivat yhdessad varhaisten endosomien (VE) kanssa, jossa ne
osallistuvat molekyylien lajitteluun. Rab4:n on havaittu osallistuvan nopeaan
kierratykseen, kun taas Rab5:n on havaittu assosioivan jo endosytoosissa. Rab7 ja
Rab9 toimivat yhdessa myohaisissa endosomeissa (ME), joissa kuorma pilkkoutuu.
Rab7 toimii myds lysosomien (LYS) merkkiaineena. Rabll toimii my6héaisessa
kierratyksessa. 1° (kuva 4)

ME prosessointi

/ _\. . I\{Iw':'ihﬁinen

Nopea i
kierrdtys /..

............
L
-,

kierratys

Kuva 4. Rab-proteiinit eukarioottisolussa.
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4 MIKROSKOPOINTI

Tutkimuksessa kaytetyn spinning disk -konfokaalimikroskoopin toiminta perustuu fluore-

senssiin ja kiinnitettyjen solujen immunofluoresenssivarjaykseen.

4.1 Fluoresenssi

Fluoresenssi tarkoittaa molekyylin tietyn viritystilan purkautumisesta aiheutuvaa fotonien
emissiota. Molekyylin altistuessa valolle, jolla on oikea aallonpituus, molekyyli absorboi
osan valon energiasta. Energian absorptio aiheuttaa molekyylin elektronin virittymisen
korkeammalle energiatasolle eli siirtymisen viritystilaan. Viritystila ei ole pysyvé ja mole-
kyyli palaa ajan kuluessa takaisin perustilaan. Molekyylin virityksen purkautuessa mole-
kyyli vapauttaa ylimaaraisen energiansa ja palaa jalleen perustilaan. Absorboidusta
energiasta ja molekyylin luonteesta riippuen molekyyli voi virittyd singlettitilaan tai korke-
ammalle energiatasolle triplettitilaan. Viritystilan purkautuessa singlettitilasta, puhutaan
fluoresenssista. Vastaavasti, jos viritystila purkaantuu triplettitilasta, on kyseessa fosfo-
resenssi. Virittdvan sateilyn loputtua virittyneen molekyylin elektroni palaa perustilaan
lahes valittdmasti: elektronin viritystilan purkautuminen kestaa noin 108 ...10* sekuntia

kun taas fosforesenssissa palautumisaika voi olla jopa useita tunteja. *

Jablonskin diagrammi (kuva 5) kuvaa molekyylin siirtymaét viritystilalta toiselle. Alimmai-
nen tila (Sg) on molekyylin perustila, johon molekyyli emission jalkeen palautuu. S; ja Sz
ovat ensimmainen ja toinen virittynyt singlettitila, josta palautuvan molekyylin emittoimaa
energiaa kutsutaan fluoresenssiksi. Sp-tilassa molekyyli voi systeemin siséisella siirty-
malla siirtya alempaan energiatilaan S; ennen palautumistaan perustilaan. T; on puoles-
taan ensimmainen virittynyt triplettitila, josta perustilaan palaavan molekyylin sanotaan
fosforoivan. Perustila, kuten muutkin sigletti- ja triplettitilat, jakaantuvat moniin varéahte-
Iytiloihin. Tilojen sisélla tapahtuvaa varéhtelyd kutsutaan varéhtelytilan relaksaatioksi,

jossa energia vapautuu lampona. *

Kun molekyyli palaa mista tahansa virittyneesta tilasta perustilaan Sy, se emittoi viritty-
neen tilan ja perustilan energiam&éarien erotusta vastaavalla aallonpituudella. Relaksaa-
tio voi tapahtua mihin tahansa perustilan varéhtelytilaan, mutta se alkaa aina singlettitilan

alimmasta varahtelytilasta. *
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Kuva 5. Jablonskin diagrammi. 12

Emittoidussa valossa on kaytannéssa vahemman energiaa kuin eksitaatiovalossa. Siksi
emissiovalon aallonpituus on suurempi. N&in ollen emissiovalo on myds eri varista kuin
eksitaatiovalo.®* Naiden valojen aallonpituuksien erotusta kutsutaan Stokesin siirty-
méksi. Molemmilla k&yrill& intensiteetilla on maksimiarvo (kuvaajan huippu), jolla on tietty

aallonpituus. (kuva 6)
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Stokesin siirtyma
+—r

Eksitaatio Emissio

Intensiteetti

Aallonpituus (nm)

Kuva 6. Stokesin siirtyma.

Eksitaation aallonpituus on olennaista molekyylin absorption ja nain ollen virittymisen
kannalta. Mitd lahempana eksitaatiovalon aallonpituus on fluoroforin eksitaation mak-
simi-intensiteetin aallonpituutta, sitd enemman fluorofori absorboi valoa. Talléin myds
virittyneiden molekyylien lukumé&éra on suurempi ja nain ollen emission intensiteetti on
suurempi. Tata tietoa voidaan hyddyntaa sovelluksissa, joissa tunnetaan fluoresoiva
aine ja halutaan mahdollisimman hyva signaali (emissio). Talléin aineeseen johdettavan

valon aallonpituus valitaan kyseisen aineen eksitaatiokayran maksimin mukaan.*®

4.2 Immunofluoresenssi

Immunofluoresenssin avulla voidaan Kiinnitetyista soluista osoittaa haluttuja proteiineja
tai antigeeneja. Immunovarjayksella voidaan liittaé fluoroforeja vasta-aineisiin tuhoa-
matta niiden biologista aktiivisuutta. Antigeenin sijaintia soluissa voidaan tarkastella fluo-
resenssimikroskoopin avulla, kun solut on kasitelty fluoresoivilla vasta-aineilla. Eksitaa-
tioaallonpituudella fluorofori emittoi pitempiaaltoista valoa, joka voidaan havaita fluore-

senssi- tai konfokaalimikroskoopilla.

Immunofluoresenssivarjayksistd on olemassa kaksi menetelmda. Yksinkertaisem-
massa, suorassa menetelmassa, kaytetdan vain yhta fluoresoivaa vasta-ainetta, mika

tunnistaa solun antigeenin tai proteiinin. Opinnaytetydssa kaytetty menetelma on epa-
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suora menetelméd. Epédsuorassa menetelmdssa kaytetdan puolestaan kahta vasta-ai-
netta. Ensimmaiseksi laitetaan primaarivasta-aine, joka tunnistaa solun antigeenin tai
proteiinin kuten suorassakin menetelmassa. Toisessa vasta-aineessa eli sekundaari-
vasta-aineessa on fluoresoiva merkkiaine, mik& absorboi tietty& aallonpituutta. Sekun-
daarivasta-aineen tehtavana on tarttua primaarivasta-aineeseen. Kummassakin mene-
telmassa naytteet kasitellddn siten, ettd voidaan estaa epdaspesifisia tartuntoja seka
taustan varjaytymista (blokkaus). 116

Immunofluoresenssimenetelméa on laajalti kaytossa tutkimustydssa erilaisten aineiden
paikantamiseksi soluista ja kudoksista. Menetelma on myds tarkea kaytannon laéketie-
teessa, kliinisessa patologiassa ja tartuntatautien diagnostiikassa.

Esimerkiksi Rab5-proteiini ja EEA1-proteiini voidaan immunovarjata epasuorasti. Kasit-
telematon vasta-aine eli a-Rab5 (-Rabbit-IgG) tarttuu kalvorakkulan pinnalla olevaan
Rab5-proteiiniin. Lisddmalla fluoresoivaa (vuohessa tuotettua) a-Rabbit-1gG:td saadaan
aikaan Rab5:n varjaytyminen. Vastaavasti kasittelematon vasta-aine a-EEA1 (-Goat-
IgG) tarttuu kalvorakkulassa olevaan EEALl-proteiiniin ja varjays saadaan aikaan lisaa-
malla (aasissa tuotettua) fluoresoivaa a-Goat-lIgG:ta. (kuva 7)

555 488

r Sekundaari

a-Goat:lgG a-Rabbit-lgG

Goat-gG Rabbit-lgG

Primaari

r EEA1 Rabs

Kalvorakkula

Kuva 7. Epasuora menetelma.
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4.3 Spinning Disk -konfokaalimikroskooppi

Spinning Disk Confocal Microscope (SDCM) on solubiologiassa paljon kaytetty konfo-
kaalimikroskooppi, jonka periaate perustuu fluoresenssiin. SDCM-mikroskoopilla saa-
daan nopeasti ja tarkasti 3D-kuvaa my6s elavista soluista. SDCM on tavallista konfokaa-
limikroskooppia huomattavasti nopeampi, silla pyorivan levyn ansiosta (Nipkow Spinning
disk) mikroskooppi pystyy valottamaan naytteen pyyhkaisynomaisesti, kun taas perintei-
sessé konfokaalimikroskoopissa nayte valotetaan yksi pikseli kerrallaan. *

Yokogawan spinning disk -yksikdssa (kuva 8) on kaksi samalla akselilla kohdakkain ole-
vaa levya, joiden valissa on dikromaattinen sateenjakajapeili. Molemmissa levyissa on
keskimaarin 20 000 mikroreikda spiraalin muotoisesti. Ylempi levy on lasia (kuva 9),
jonka pinnalla on Fresnelin mikrolinsseja, mitk& ohjaavat ja tarkentavat valon halkaisijal-
taan 50 pm mikroreiéasta alempaan levyyn ja siita objektiivin lapi naytteeseen. ’

Kuvantamisyksikkdon tuodaan laservaloa yksimoodisen eli yksimuotoisen optisen kui-
dun lapi. Tama valo ohjataan linssin Iapi, joka s&atdd valon Gaussin kayran mukaisesti
jakautuneen intensiteettijakauman keskikohdan kohdistuslinssin avulla mikrolinssile-
vylle. Mikrolinssilevyn tarkoituksena on ohjata merkittdva osa valosta, 40...60 % 18,
dikromaattiselle sateenjakajalle. Sateenjakajan kautta valo kuljetetaan alapuolella ole-
valle Nipkow-reikalevylle. Sateenjakajan kattama ala projisoituna reikalevylle on 7 mm x
10 mm. Tassa alassa reikalevylla on noin 1000 reika&a. Mikroreikien muodostaman spi-
raalin muoto on suunniteltu siten, ettd yksittdinen kuva muodostuu levyn pydrahdettya
30 astetta. Koska jokaisen spiraalin yksittaisen reian etaisyys levyn keskipisteesta on
hieman eri kuin muilla, koko nayte voidaan kattaa osittain paallekkaisilla rei’illa. 7
(kuva 8)
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Yokogawa Spinning Disk Unit Optical Configuration
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Kuva 8. Yokogawa spinning disk -yksikon periaate. 1’

Yokogawa-konfokaaliskannerin maksimi pyodrimisnopeus on mallista riippuen 1800
(CSU-10), 5000 (CSU-22) tai 10 000 (X1) RPM. Naista jokaisen reikélevyn reikakuvio
skannaa 12 kuvaa 360 asteen pyorahdykselld (kuva 9). Nain saadaan vastaavasti laite-
kohtaisesti kuvantamisnopeudet 360, 1000 ja 2000 fps (kuvaa sekunnissa). Tassa tutki-
muksessa kaytettiin mallia CSU-22.%7

Yokogawa Disk Architecture

Etched
Pinhole —Light Focused on
ipkow Disk

inhole

Kuva 9. Yokogawa-mikrolinssilevyn periaate. 1’
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Eksitaatiovalo ohjataan rei'istd naytteelle konfokaaliobjektiivin kautta. Naytteessa
tapahtuu fluoresenssi-ilmid, jonka synnyttdma emissiovalo ohjataan objektiivin kautta
reikalevyn reikiin pienennettynd kuvana. Valon saapumisreikaa vastaava reiké toimii nyt
poistumisreik&nd ohjaten naytteessd syntyneen kyseistd pistettda vastaavan kuvan
sateenjakajalle. Koska konfokaaliobjektiivin polttopiste on sama kumpaankin suuntaan,
se ei ohjaa muualla naytteessa syntynytta hairivemissiota reialle. 1’ (kuva 8)

Yokogawa-sateenjakajan rakenne on sellainen, ettd se padastda lapi lyhyitad
aallonpituuksia ja heijastaa pitkia aallonpituuksia. N&in ollen alussa sateenjakajalle
ohjattu lyhytaallonpituuksinen eksitaatiovalo l&paisi sateenjakajan. Nyt
pitkaaallonpituuksinen emissiovalo heijastuu siitd hairiosuodattimelle (barrier filter).
Hairiosuodattimella poistetaan mahdollisesti jaljella oleva hajavalo sek& valo, joka ei
kuulu fluoresenssin emissionauhaan. Suodattimelta valo kulkee CCD-kameralle, jossa
yksittaisten reikien valosta muodostetaan lopullinen kuva. ** (kuva 8)
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5 MATERIAALIT JA MENETELMAT

Opinnaytetydssa kaytetyt menetelmat sisaltavat B-solujen soluviljelyn, transfektion, ak-
tivoinnit ja varjaykset seké solujen kuvantamiseen kaytetyt menetelméat ja materiaalit.

5.1 Soluviljely

Tutkimuksessa viljeltiin in vitro hiiren syopasoluista eristettya B-solulinjaa A20D1.3. Kas-
vatus tehtiin soluviljelykaapissa, jossa lampétila oli + 37 °C ja CO; pitoisuus 5 %. Soluja
kasvatettiin T75-pullossa, jossa kasvatusliuosta, RPMI 1640 (HyClone, GE Healthcare
Life Sciences), oli taydennetty 1 % L-glutamiinia, 1 % HEPES, 1 % 50 U/ml penisilliini-
streptomysiinia, 0,5 % B-merkaptoetanolia ja 10 % lampdinaktivoitua FCS. Solut jaettiin
kolmesta viiteen kertaa viikossa niin, etta solutineys pysyi valilla (0,4...1,5) x 10°%/ml.
Solut laskettiin Blrker-kammion avulla valomikroskoopilla kaavan 1 mukaisesti. Kaa-

vassa 1 kerroin 10% on kammion muuntokerroin:

_ Lasketut solut ) .
Solutiheys (solua/ml) = . Laimennoskerroin -10*

lasketut ruudut

Kaava 1. Solutiheys.

5.2 Transfektio

Transfektiossa B-solun sisdaan viedadan sahkoshokin (elektroporaatio) avulla haluttua
rengasmaista DNA-molekyylid eli plasmidia. Plasmidissa on fluoresoivaa proteiinia koo-
daava geeni, jonka tuottamaa proteiinia voidaan havaita konfokaalimikroskoopin avulla.
Tutkimuksessa tehdyt transfektiot olivat transientteja eli véliaikaisia, jossa DNA pysyy

solussa 1...3 paivaa ja katoaa solun jakautuessa.

6-kuoppalevylle pipetoitiin 4 ml 1 % DMSO-cRPMI -mediumia per kuoppa. Kuoppalevy
laitettiin soluviljelykaappiin lampenemaan. A20D1.3 B-solut laskettiin Birker-kammion
avulla valomikroskoopilla. Soluja otettiin 4 miljoonaa, jotka laitettiin sentrifugiin viideksi
minuutiksi 450 RPM. Kasvatusliuos pipetoitiin pois ja tilalle laitettin 180 ul kylmaa
2S-livosta (5 mM KCI; 15 mM MgCly; 15 mM HEPES; 50 mM natriumsukkinaatti; 150
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mM NaxHPO./NaH:PO.; pH 7,2) ja 4 ug (10 pl) Rab5A-RFP plasmidia. Transfektio tehtiin
AMAXA nucleofector Il Biosystems -elektroporaatiolaitteella kayttden ohjelmaa x-005.
Transfektoidut B-solut siirrettiin kyvetista kuoppalevylle ja annettiin toipua kahden vuo-
rokauden ajan + 37 °C:ssa 5 % CO. pitoisuudessa.

Rab5A-RFP plasmidi oli saatu lahjoituksena professori J. lvaskalta.

5.3 B-solujen aktivointi ja immunovarjays

12 kuoppaisen mikroskooppilasin (Fisher Scientific) kuoppiin pipetoitiin 20 pl 4 pg/ml fib-

ronektiinia PBS:ssé ja annettiin tarttua kuoppiin 30 minuuttia huoneenlammaossa.

A20D1.3 B-solut laskettiin Blurker-kammion avulla valomikroskoopilla. Otettiin 750 000
solua, jotka sentrifugoitiin pohjaan 1300 RPM 2 minuutin ajan. Sentrifugoinnin jalkeen
kasvatusliuos poistettiin ja tilalle pipetoitiin 240 pl kuvantamispuskuria (10 % FCS-PBS)
seka 1,2 pl liukoista antigeenia (Donkey-anti-mouse-F(ab)2-647, 1,5 mg/ml, lopullinen
F(ab)2-konsentraatio oli 0,65 ug/ml). Solut laitettiin jaille odottamaan aktivointia. B-solut
pipetoitiin kuoppiin (20 pl/kuoppa) ja annettiin aktivoitua haluttu aika (vastaavat aikapis-
teet luvussa 6) soluviljelykaapissa (+ 37 °C, 5 % CO; pitoisuus).

Aktivoinnin jalkeen solut kiinnitettiin 4 % PFA:lla huoneenlammdssa 10 minuuttia. Kuopat
huuhdeltin PBS:II4, jonka jalkeen kuoppiin pipetoitiin huoneenldamméssad 5 minuutin
ajaksi "lapaisevyyspuskuria” (0,1 % triton-x100 / PBS), jonka avulla soluista saatiin huo-
koiset varjaysta varten. Taman jalkeen solut huuhdottiin jalleen PBS:lI&, minka jalkeen
solut kasiteltiin huoneenldammdssa tunnin ajan estopuskurilla” (1 % BSA-0,5 % seeru-

mia / PBS), jonka avulla estettiin epaspesifisia vasta-ainetartuntoja.

Ensimmainen (primaari) varjays tehtiin varjayspuskurissa (0,3 % Triton-x100 / 1 % BSA
PBS:ssd). Varjaysliuosten annettiin olla + 8 °C:ssa yon yli. Primaarivarjayksessa kaytetyt

vasta-aineet ja laimennokset ovat taulukossa 2.

Toinen véarjays (sekundaari) aloitettiin huuhtelemalla kuopat kolme kertaa PBS:lI&. Se-
kundaarien annettiin olla tunnin ajan huoneenlammaossé, minka jalkeen kuopat huuhdel-
tiin kolme kertaa PBS:I1&. Huuhtelun jalkeen kuoppiin pipetoitiin peitinéljya (Fluoromount-
G, SothernBiotech) ja peitettiin kuopat peitinlasilla (Nr.1,0; 24x60 mm). Sekundaarivar-

jayksessa kaytetyt vasta-aineet ja laimennokset ovat taulukossa 2.
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Taulukko 2. EEAL ja LAMP1 -varjayksien primaari- ja sekundaarivasta-aineet ja laimen-

nokset.

EEA1 varjaykset LAMP1 varjaykset
Primaarivasta-aine | Laimennos | Primaarivasta-aine Laimennos
Goat-EEA1 1:50 LAMP1 1:75
Rabbit-Rab5 1:1000 Rabbit-Rab5 1:600
Rabbit-Rab7 1:100 Rabbit-Rab7 1:75
Rabbit-Rab9 1:250 Rabbit-Rab9 1:250
Rabbit-Rab11 1:250
Sekundaarivasta-aine | Laimennos | Sekundaarivasta-aine | Laimennos
a-Rabbit-488 1:600 o-Rat-488 1:600
o-Goat-555 1:600 o-Rabbit-555 1:600

5.4 Spinning disk -konfokaalimikroskooppi

Tutkimuksessa kéaytettiin Zeiss Axiovert-200M -mikroskooppia, jossa oli Yokogawa
CSU22 spinning disk -konfokaaliyksikkd. Objektiivina kaytettiin 63x 6ljyobjektiivia. Tutki-
muksessa kaytettiin kolmea eri kanavaa, joiden laserien eksitaatioaallonpituudet olivat
488 nm, 561 nm ja 642 nm. Kuvausohjelmana kaytdssa oli SlideBook6 (Intelligent Ima-

ging Innovations Incorporation).

Kuvat otettiin 3D-muodossa, jossa pikselikoko oli 0,102 um. Kuvausohjelman avulla saa-
dettiin kuvattavan solun yl&- ja alarajat sek& maaritettiin kuvanottovali (0,5 pm). Ohjel-
malla saadettiin valotusaika (noin 100...800 ms) sopivaksi kullekin kanavalle. Tarvitta-
essa saadettiin intensiteetin vahvuutta (gain). EEA1:n kanssa vahvuus oli 90 ja LAMP1:n

kanssa 170.

5.4.1 Korrelaatioanalyysit

Korrelaatiolla tutkittin LAMP1-proteiinin, Rab5/7/9-proteiinien ja antigeenin riippuvuutta
toisiinsa ndhden. Korrelaation arvo 1 kertoo, ettd muuttujat korreloivat taysin kesken&an.
Arvo 0 kertoo sen, etté korrelaatio on satunnaista ja arvolla -1 korrelaatio on negatiivinen.
Korrelaatioista tehtiin kuvaajat, joissa tarkasteltiin Rab-proteiinien ja LAMP1:n, Rab-pro-

teiinien ja antigeenin sekd LAMP1:n ja antigeenin suhdetta toisiinsa.
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Korrelaatioanalyysit tehtiin BiolmageXD-ohjelmalla. Kuvien intensiteettien kynnysarvot
saadettiin manuaalisesti siten, etta jokaiselle tutkittavalle solulle maaritettiin sama kyn-
nysarvo. Kynnysarvon sdato ei vaikuta korrelaatioon, mutta saatamalla arvoa saadaan

oikeat kalvorakkulat nakyviin ja taustan vaikutus poistettua. (Tehnyt M.Vainio)

5.4.2 Kuvantaminen

Kuvien intensiteetit sd&dettiin ImageJ-ohjelmalla ja kynnysarvot BiolmageXD-ohjelmalla
(tehnyt M.Vainio).

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Katriina Palttila



30

6 TULOKSET

Tassa luvussa on esitetty opinnaytetyon kaytdannén osuuden tulokset kuvien avulla.
Transfektiosta ei saatu tuloksia pitk&asta optimoinnista huolimatta. Luvussa 6.2 on esitetty
aktivoimattomien B-solujen tulokset. Luku 6.3 késittelee EEA1- ja Rab-proteiinien avulla
tutkittuja antigeenilla aktivoituja B-soluja ja luvussa 6.4 on esitetty LAMP1- ja Rab-prote-
iinien avulla tutkittuja antigeenilla aktivoituja B-soluja.

6.1 Rab5:n toiminta muiden kalvorakkulaproteiinien kanssa aktivoiduissa B-soluissa

Tavoitteena oli iimentéa&é Rab5-RFP B-soluissa, aktivoida solut ja tutkia muiden kalvorak-
kulaproteiinien suhdetta Rab5-RFP-rakkuloihin. Rab5-RFP:n transfektio B-soluihin ei
kuitenkaan onnistunut pitkista optimoinneista huolimatta. Tata on pohdittu tarkemmin lu-

vussa 7.

6.2 Kalvorakkulakuljetukseen osallistuvien proteiinien lokalisointi aktivoimattomissa

B-soluissa

Aktivoimattomat B-solut ovat niin sanottuja lepaavia soluja, silla niille ei ole esitelty anti-
geenia. Tutkimuksessa haluttiin selvittdd missa ja millaisina antigeenin prosessointiin
osallistuvat Rab-proteiinit ilmenevéat B-solussa, kun solut eivét ole aktivoituneet eli ne

eivat ole kohdanneet antigeenia.

Aktivoimattomissa B-soluissa olevia EEAL- ja Rab-proteiineja tutkittaessa tehtiin erittain
mielenkiintoisia havaintoja ndiden keskinaisista suhteista. Rab5/7/9-proteiinien huomat-

tiin kasaantuneen solun keskiosaan erdénlaiseen rakkulakeskittymaan. (kuvat 10 ja 11)

Rab5-proteiinit ovat lepaéavien B-solujen rakkulakeskittymassa vahiten aktiivisia (kuva 10
a), kun taas myohéiset rakkulat Rab9:t ovat aktiivisempia (kuva 11 a) ja Rab7:t selvasti
aktiivisimpia (kuva 10 b). Rab7-proteiinit vaikuttaisivat olevan melko aktiivisia rakkula-
keskittyman lisaksi myoés muualla B-soluissa. Rab7-proteiini muodostaa suurehkoja kal-
vorakkuloita myo6s solukalvolla ja jopa saikeitd rakkulakeskittymastda solukalvolle
(kuva 10 b).
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VAktivoimattomat B-soluti

Rab5 (a) Rab7 (b)

"
’ e 8

s P~
-
Yhdistetyt tasokuvat;

Yhdistetyt tasokuvat;
g Rakkulakeskttyma sclun keskelld

Rakkulakeskttyma |ahels solukaivoa

Tasokuva
Tasckuva

Kuva 10. Rab5 ja Rab7 aktivoimattomissa B-soluissa.

Rab9 (kuva 11 a) vaikuttaa olevan hyvin aktiivinen seké solukalvolla etté rakkulakeskit-
tymassa lepaavissa B-soluissa. Tutkimus osoittaa, ettd Rabl1-proteiinit eivat kasaannu
rakkulakeskittymaan (kuva 11 b). Rab11 kalvorakkulat vaikuttavat vahemman aktiivisilta
ja Rab11l muodostaa hyvin pienid, mutta selkeité rakkuloita ympari solulimaa (kuva 11
b).
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| Aktivoimattomat B-solut |

Rab9 (a) Rab11 (b)

Yhdistetyt tasokuvat;
Ei rakkulakeskittymaa

v

Yhdistetyt tasokuvat;
Rakkulakeskittyms ihelld solukalvoa

Tasokuva

-

Kuva 11. Rab9 ja Rab11 aktivoimattomissa B-soluissa.

Aktivoimattomissa B-soluissa EEAl-proteiinit (kuva 12 a) ovat hyvin epéaktiivisina ei-
vatka ne kasaannu Rab5/7/9 tavoin rakkulakeskittymaan. EEAl-proteiinit ovat l1&hes yk-
sinomaan solulimassa tai pienina rakkuloina aivan solukalvon pinnalla. Aktivoiduissa B-
soluissa EEA1l-proteiinit (kuva 12 b) ovat kuitenkin selvasti aktiivisia ja ne kasaantuvat
rakkulakeskittymaan.
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VEEA1 aktivoimattomissa B-soluissa EEA1 aktivoiduissa B-soluissa

E)) (b)

Yhdistetyt tasokuvat, EEA1 on plenissd Yhdistetyt tasckuvat, EEA1 on
solukalvovesikkeleissd seka soluimassa rakkulakeskittymassa

Kuva 12. EEA1 aktivoimattomissa ja aktivoiduissa B-soluissa.

6.3 Rab5/7/9/11:n ja EEA1:n lokalisaatio seka keskin&inen vuorovaikutus aktivoiduissa

B-soluissa

EEA1 on yleisesti kaytetty varhaisten endosomien proteiini ja sita on kaytetty laajalti var-
haisten endosomien merkkiaineena. Rab-proteiinien puolestaan tiedetdén olevan yleis-
patevia merkkiaineita tietyille solurakenteille, mutta Rab-proteiineilla on raportoitu olevan

my0s rooleja, jotka ovat ominaisia tietyille soluille. "®

Tutkimuksessa haluttiin selvittda Rab-proteiinien luonne B-soluissa ja maarittaa, mitka
Rab-proteiineista toimivat yhdesséa EEA1:n kanssa aktivoiduissa B-soluissa. Naiden va-
listd vuorovaikutusta tutkittiin immunovarjayksin ja kuvantamalla varjatyt solut spinning

disk -konfokaalimikroskoopilla.

6.3.1 EEAL:n ja Rab5:n vuorovaikutus aktivoiduissa B-soluissa

EEA1:n ja Rab5:n on raportoitu toimivan yhdessa ja kolokalisoivan pian endosytoosin

jalkeen, mutta niiden rooleja B-soluissa ei ole tiettavasti tutkittu. Yllattaen havaittiin, etta
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EEAL1 (punainen) on ensimmaisena rakkulaproteiinina lahimpana solukalvolla olevaa an-
tigeenia (sininen). Rab5 odottaa vasta syvemmalla solulimassa, joten EEA1- ja Rab5-
proteiinit eivat ole samoissa kalvorakkuloissa. Toisaalta, jos Rab5 kolokalisoi antigeenin
kanssa (vihred) aikaisessa aikapisteessd, kalvorakkuloissa on aina lasna myos EEAL.
(kuva 13)

- Rab5 - Ag 15 min
kS
Ly

EEA1 on Iahimpana solukalvoantigeenia
# Kun Rab5 kolokalisoi antigeenin kanssa, paikalla on myos EEA1

Kuva 13. EEAL, Rabb ja antigeenin lokalisointi ja keskindinen vuorovaikutus 15 minuutin

aikapisteessa. Tasokuva.

Kokeessa seurattiin, miten EEAL:n ja Rab5:n vuorovaikutus antigeenin kanssa muuttuu
ajan kuluessa ja havaittiin, ettd ne eivat enaa 60 minuutin kohdalla kolokalisoi rakkula-
keskittymassa antigeenin kanssa, vaikka EEA1l ja Rab5 ovatkin antigeenin laheisyy-
dessa. EEAL ja Rab5 kolokalisoivat kuitenkin mythaisemmassa aikapisteessé vahvasti

keskenaan (oranssi/keltainen). (kuva 14)
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- Rab5-Ag 60 min

»

Kuva 14. EEAL, Rab5 ja antigeenin lokalisointi ja keskindinen vuorovaikutus 60 minuutin
aikapisteessa. Tasokuva.

6.3.2 EEAL:n ja Rab7:n vuorovaikutus aktivoiduissa B-soluissa

Tutkittaessa EEAL:lla ja Rab7:1l& immunovarjattyja aktivoituja B-soluja huomattiin, etta
matkalla kohti Rab-keskittymaa osa antigeenia sisaltavista EEA1-rakkuloista liittyi mo-
nirakkulaiseen Rab7-kompleksiin (kuva 15). Olettamuksena on, ettd myts Rab5 on tas-

sakin kompleksissa lasna, mutta tdma jaa viela selvitettavaksi.

- Rab7 -Ag 10 min

Kuva 15. EEA1, Rab7 ja antigeenin lokalisointi ja keskindinen vuorovaikutus 10 minuutin
aikapisteessé. Tasokuva.
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60 minuutin aikapisteessa antigeeni on kasaantunut solun keskelle rakkulakeskittymaan,
misséa antigeeni kolokalisoi hyvin Rab7 kanssa (turkoosi). EEA1 on myds rakkulakeskit-
tyméssa, mutta se ei kolokalisoi antigeenin eiké Rab7:n kanssa. (kuva 16)

- Rab7 - Ag 60 min

Kuva 16. EEAL, Rab7 ja antigeenin lokalisointi ja keskindinen vuorovaikutus 60 minuutin
aikapisteesséa. Tasokuva.

6.3.3 EEAL:n ja Rab9:n vuorovaikutus aktivoiduissa B-soluissa

Tutkittaessa EEAL:lla ja Rab9:lld immunovarjattyja aktivoituja B-soluja huomattiin, etta
joissain kohdissa Rab9 kolokalisoi selkeasti antigeenin kanssa (turkoosi) suurissa rak-
kuloissa solukalvon laheisyydesséd. Rab9:n ja antigeenin kolokalisoidessa, paikalla ei ole
EEAl-proteiinia. Paaosin Rab9 ei kuitenkaan kolokalisoi antigeenin kanssa viela tadssa

varhaisessa aikapisteessa. (kuva 17)
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- Rab9 - Ag

'

Kuva 17. EEAL, Rab9 ja antigeenin lokalisointi ja keskindinen vuorovaikutus 10 minuutin
aikapisteessa. Tasokuva.

Rab9 on tunnetusti mydhaisten rakkuloiden proteiini, joten havainto 60 minuutin aikapis-
teessa Rab9:n ja antigeenin kolokalisaatiosta rakkulakeskittymassa, tukee aiempaa olet-

tamusta (kuva 18).

- Rab9 - Ag 60 min

Kuva 18. EEA1, Rab9 ja antigeenin lokalisointi ja keskindinen vuorovaikutus 60 minuutin
aikapisteessa. Tasokuva.

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Katriina Palttila



38

6.3.4 EEA1:n ja Rab11:n vuorovaikutus aktivoiduissa B-soluissa

Rabl11:nja EEAL1:n vuorovaikutusta tutkittaessa huomattiin, etta ne eivat kolokalisoi kes-
kenaan, mutta ovat toistensa laheisyydesséa rakkulakeskittyméssa (kuva 19).

- Rab11 -Ag 15 min

Kuva 19. EEAL, Rabl1 ja antigeenin lokalisointi ja keskinainen vuorovaikutus 15 minuu-
tin aikapisteessa. Tasokuva.

Rabl1-proteiinin tiedetaan toimivan myohaisessa kierratyksessa. Tutkimuksessa havait-

tiin Rab11:n ja antigeenin kolokalisoivan (turkoosi) 90 minuutin aikapisteessa, mika tu-

kee kirjallisuudessa esitettya tietoa (kuva 20).
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- Rab11 - Ag 90 min

Kuva 20. EEAL, Rab11 ja antigeenin lokalisointi ja keskinainen vuorovaikutus 90 minuu-
tin aikapisteessa. Tasokuva.

6.4 Rab5/7/9:n ja LAMP1:n lokalisaatio ja keskindinen vuorovaikutus aktivoiduissa B-

soluissa

LAMP1-proteiinien tiedetaan toimivan myohaisten endosomien ja lysosomien merkkiai-
neina. Tutkimuksessa haluttiin selvittdd Rab-proteiinien luonne B-soluissa ja maarittaa,
mitka Rab-proteiineista toimivat yhdessa LAMP1:n kanssa aktivoiduissa B-soluissa. Nai-
den vélista vuorovaikutusta tutkittin immunovarjayksin ja kuvantamalla varjatyt solut
spinning disk -konfokaalimikroskoopilla. Kuvista tehtiin korrelaatioanalyysit, joissa tutkit-
tiin kahden eri kanavan vélista korrelaatiota. Aikapisteiden 10, 20 ja 60 minuutin korre-
laatiot koottiin kuvaajiin 1...9. Analysoituja soluja oli 6...8 olosuhdetta kohden. Korrelaa-

tiotaulukot on esitelty liitteessa 1.

6.4.1 LAMP1:n ja Rab5:n vuorovaikutus aktivoiduissa B-soluissa

Olettamuksena oli, ettd Rab5 ja antigeeni korreloivat kaikissa aikapisteissa. Tutkimuk-
sessa kuitenkin havaittiin, ettd Rab5 ja antigeeni eivat korreloi viela 10 ja 20 minuutin
aikapisteissa (kuva 21). 60 minuutin kohdalla korrelaatio nékyy pinkkina (kuva 21). Ku-
vien perusteella tehtiin korrelaatioanalyysit, jotka on esitetty kuvaajissa 1...3. Hypoteesin

ja tulosten eroa on pohdittu tarkemmin luvussa 7.
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Rab5:n ja antigeenin korrelaatio
#  Rab5:nja LAMP1:n korrelaatio
x % LAMP1:n ja antigeenin korrelaatio

Kuva 21. LAMP1-Rab5-Antigeenin lokalisointi ja keskindinen vuorovaikutus 10, 20 ja 60
minuutin aikapisteessa. Yhdistetyt tasokuvat.

Tutkimuksessa huomattiin, ettd Rab5 ja LAMP1 korreloivat kaikissa aikapisteissa (ku-
vaaja 1). Hajonta 10 minuutin kohdalla on iso, kuten my6s 20 minuutin kohdalla (kuvaaja
1). Rab5:n ja LAMP1:n korrelaatio ndkyy oranssina (kuva 21).

1 Rab5+LAMP1 y [oskiano
I Keskihajonta
0,8 ® 1 Korreloi taysin
) 0 Satunnainen korrelaatio
0,6 L) -1 Negatiivinen korrelaatio
|
© [ ] [ ]
©
= 02 "
(@]
X [ ]
0
[ ]
0,2 ®
_OF,L ) )
10 min 20 min 60 min

Kuvaaja 1. Rab5-LAMP1-korrelaatio.
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Rabb ja antigeeni nayttaisivat korreloivan vain 60 minuutin aikapisteessa. 20 minuutin
kohdalla muutaman solun kohdalla naytti olevan korrelaatiota, mutta valtaosalla korre-
laatio oli negatiivinen (kuvaaja 2). Rab5:n ja antigeenin korrelaatio nakyy pinkkina
(kuva 21).

1 Rab5+Antigeeni — Keskiarvo
1 Keskihajonta
08 b 1 Korreloi taysin
0 Satunnainen korrelaatio
0,6 -1 Negatiivinen korrelaatio
0,4
2
5 I
®
° 0,2 ]
S
X 0 _—
[ ] [ ] °®
02 "GT—I' °
[ ] o
-0,4 _
10 min 20 min 60 min

Kuvaaja 2. Rab5—Antigeeni-korrelaatio.

LAMP1 ja antigeenin kohdalla nahdaan, ettéa ne korreloivat keskenaan 60 minuutin aika-

pisteessé (kuvaaja 3). LAMP1:n ja antigeenin korrelaatio nakyy turkoosina (kuva 21).

. . — Keskiarvo
1 LAMP1+Antigeeni I Keskihajonta
0,8 1 Korreloi taysin
0 Satunnainen korrelaatio
L] . .
-1 Negatiivinen korrelaatio
0,6
i=]
E 0,4
[0] _
—
S op
N ,
O ——
'2# o
-0,2
.00
-0,4 -
10 min 20 min 60 min

Kuvaaja 3. LAMP1-Antigeeni-korrelaatio.
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6.4.2 LAMP1:n ja Rab7:n vuorovaikutus aktivoiduissa B-soluissa

LAMP1 ja Rab7 vasta-aineilla immunovarjattyjen aktivoitujen B-solujen kuvista tehtiin
korrelaatioanalyysit, jotka on esitetty kuvaajissa 4...6.

Olettamuksena oli, ettd LAMPL1 ja Rab7 toimivat yhdessa. Tutkimuksessa havaittiin, etta
Rab7 ja LAMP1 korreloivat kaikissa aikapisteissé (oranssi), mika tukee olettamusta.
Rab7 ja antigeeni korreloivat vahvasti vain 60 minuutin aikapisteessa (pinkki). Tama tu-
kee tietoa, jonka mukaan Rab7:n tiedetdén olevan hajottava myohdaisten endosomien ja
lysosomien proteiini. 20 minuutin kohdalla Rab7-Ag-korrelaatio on p&&osin satunnaista,
mutta heikkoa korrelaatiota voi havaita. LAMP1 ja antigeeni korreloivat selvasti vain 60
minuutin aikapisteessa (turkoosi/valkoinen). (kuva 22)

LAMP1

Rab7:n ja antigeenin korrelaatio
Rab7:n ja LAMP1:n korrelaatio
%% LAMP1:n ja antigeenin korrelaatio

Kuva 22. LAMP1-Rab7-Antigeenin lokalisointi ja keskindinen vuorovaikutus 10, 20 ja 60
minuutin aikapisteessa. Yhdistetyt tasokuvat.

Rab7 ja LAMP1 valinen korrelaatio aikapisteissd 10 ja 20 minuuttia on melko korkea.
Naissa aikapisteissa on kuitenkin myos korkea hajonta, erityisesti 20 minuutin kohdalla.
Osittain korkea hajonta selittyy analysoitujen solujen vahaisesta méaéarasta. 60 minuutin

kohdalla Rab7 ja LAMP1 korreloivat vahvasti ja hajonta on pieni. (kuva 22 ja kuvaaja 4)
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Kuvaaja 4. Rab7-LAMP1-korrelaatio.

Rab7-proteiinin ja antigeenin korrelaatio on korkea vain 60 minuutin kohdalla, mutta
tasséa aikapisteessa on kuitenkin myds hajontaa (kuvaaja 5). 10 minuutin kohdalla ku-
vaajan mukaan korrelaatiota ei ole tai se on satunnaista (kuvaaja 5). Ei kuitenkaan voida
sanoa, etteikd Rab7 ja antigeeni korreloisi varhaisissa vaiheissa ollenkaan keskenaan
(kuva 15, kuva 22). 20 minuutin kohdalla voidaan havaita jo jonkin verran korrelaatiota
(kuva 22), kun taas kuvaajan 5 mukaan korrelaatio on satunnaista, mutta korrelaation

trendi on nouseva.

Rab7+Antigeeni — Keskiarvo
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1 Korreloi taysin
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-1 Negatiivinen korrelaatio
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[ ]
0,4
10 min 20 min 60 min

Kuvaaja 5. Rab7—-Antigeeni-korrelaatio.
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LAMP1-proteiinin ja antigeenin korrelaatiokuvaaja nayttaa, ettéd 60 minuutin kohdalla kor-
relaatio on korkea, mutta myds hajonta on melko suuri. Nahdaan, etta LAMP1 ja anti-
geeni eivét korreloi keskendan 10 ja 20 minuutin aikapisteissé.10 minuutin kohdalla an-
tigeeni on vield solukalvolla ja 20 minuutin pisteessé antigeeni on vasta osittain interna-

lisoitunut. (kuvaaja 6 ja kuva 22)

. . — Keskiarvo
. LAMP1+Antigeeni I Keskihajonta
1 Korreloi taysin
0,8 0 Satunnainen korrelaatio
-1 Negatiivinen korrelaatio
e +
Lo 04
©
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qt) 0,2
=]
* 0
° ° .:'
[ ]
-0,2 —'I_
[ B -
[ ]
-0,4
10 min 20 min 60 min

Kuvaaja 6. LAMP1-Antigeeni-korrelaatio.

6.4.3 LAMP1:n ja Rab9:n vuorovaikutus aktivoiduissa B-soluissa

LAMP1:n ja Rab9:n kanssa immunovarjattyjen aktivoitujen B-solujen kuvista tehtiin kor-

relaatioanalyysit, jotka on esitetty kuvaajissa 7...9.

Tutkimuksessa havaittiin, ettd Rab9 ja LAMP1 korreloivat kaikissa aikapisteissa
(oranssi). Rab9 ja antigeeni korreloivat vahvasti vain 60 minuutin kohdalla (pinkki). 20
minuutin kohdalla korrelaatio on paéosin satunnaista, mutta heikkoa korrelaatiota on ha-
vaittavissa. LAMPL1 ja antigeeni korreloivat kuvaajan mukaan selvasti vain 60 minuutin

aikapisteessa (keltainen/oranssi). (kuva 23)
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LAMP1

% Rab9:n ja antigeenin korrelaatio
% Rab9:n ja LAMP1:n korrelaatio
%% LAMP1:n ja antigeenin korrelaatio

Kuva 23. LAMP1-Rab9-Antigeenin lokalisointi ja keskindinen vuorovaikutus 10, 20 ja 60
minuutin aikapisteessa. Yhdistetyt tasokuvat.

Rab9:n ja LAMP1:n valinen korrelaatio on kaikissa aikapisteissa korkea. Naissa aikapis-

teissa on kuitenkin my®ds melko suuri hajonta. (kuvaaja 7)

60 minuutin kohdalla Rab9 ja LAMP1 ovat molemmat paaosin rakkulakeskikertyméssa,
mutta LAMP1 on myo6s jonkin verran solukalvolla. 10 minuutin kohdalla nahdaan, etta

Rab9 on melko pienind ja ei niin selviné rakkuloina. (kuva 23)
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08 @ o e ] 0 Satunnainen korrelaatio
-1 Negatiivinen korrelaatio
06  ®lg °
¢ [ ]
S 04
©
o)
@
= 02
Q
X
0
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-0,4 .
10 min 20 min 60 min

Kuvaaja 7. Rab9—-LAMP1-korrelaatio.
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Rab9:n ja antigeenin kohdalla nédhdéaén, ettd 60 minuutin aikapisteessa on vahvaa kor-
relaatiota, ja 20 minuutin aikapisteessa nahdaan, ettd noin puolet populaatiosta korreloi
vahvasti ja puolessa on pieni negatiivinen korrelaatio (kuvaaja 8). 20 minuutin aikapis-
teessé osassa soluista Rab9 ja antigeeni saattavat kolokalisoida solukalvolla, kuten néh-
tiin EEA1-Rab9-Ag kohdalla 10 minuutin aikapisteessa (kuva 17). Osassa taas Rab9 ei
kulkeudu solukalvolle, vaan on keraantynyt rakkulakeskittymaan (kuva 23, kuva 24).

Rab9+Antigeeni T Keadarvo
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0 [ ]
[ ]
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-0,2 ®L
Lo °
0,4 ®
10 min 20 min 60 min

Kuvaaja 8. Rab9—Antigeeni-korrelaatio.

LAMP1:n ja antigeenin korrelaatio vastaa hyvin paljon edelld esitettya Rab9 ja antigeenin
korrelaatiota. Tassakin tapauksessa 20 minuutin kohdalla on selvasti kaksi eri populaa-
tiota, joista toiset korreloivat vahvasti ja toisilla korrelaatio on lievasti negatiivinen

(kuvaaja 9 ja kuvat 23 ja 24).
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Kuvaaja 9. LAMP1-Antigeeni-korrelaatio.

Kuten edella jo todettiin, Rab9:n ja antigeenin sekd LAMP1:n ja antigeenin korrelaatioita
tutkittaessa huomattiin, ettd 20 minuutin aikapisteessa muodostuu selkeasti kaksi eri po-
pulaatiota. Toisen populaation soluilla oli vahva positiivinen korrelaatio (valkoinen) ja toi-

sessa soluilla oli lieva negatiivinen korrelaatio. (kuva 24)
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LAMP1 — ~Ag

Positiivinen korrelaatio Negatiivinen korrelaatio

% Rab9:n ja antigeenin seka LAMP1:n ja antigeenin korrelaatio

Kuva 24. LAMP1-Rab9-Ag esimerkkikuvat positiivisesta ja negatiivisesta korrelaatiosta
20 minuutin aikapisteessa. Yhdistetyt tasokuvat.
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7 TULOSTEN TARKASTELU JA JOHTOPAATELMAT

Opinnaytetyon tavoitteena oli tutkia antigeenia pilkkovaa solunsisaista reittia EEA1-pro-
teiinin, LAMP1-proteiinin ja Rab-proteiinien avulla. Tutkittaessa aktivoimattomia B-soluja
huomattiin, ettd Rab5/7/9-proteiinit keraantyvat eraanlaiseen rakkulakeskittymaan. Rak-
kulakeskittyméassa Rab5:n huomattiin olevan epéaaktiivisena, Rab9:n olevan aktiivisena
ja Rab7:n olleen aktiivisin. Rab7:n huomattiin olevan myds muualla solussa melko aktii-
visena ja muodostavan jopa Rab7-saikeité keskittymasta solukalvolle. EEAL oli aktivoi-
mattomissa soluissa hyvin epdaaktiivisena eika se kerdantynyt rakkulakeskittymaan.
EEA1:n todettiin muuttavan lokalisaatiotaan aktivaation my6téa; aktivoiduissa B-soluissa
EEA1 oli hyvin aktiivisena ja kerdantyi vahvasti rakkulakeskittymaan. Rakkulakeskitty-
masta ei ole tiettdvasti raportoitu entuudestaan. Se saattaa toimia antigeenin proses-
sointipaikkana tai yleisena solun ”lajittelukeskuksena”. EEA1:1l& on mahdollisesti tarkea
rooli antigeenin kuljetuksessa rakkulakeskittymaan tai antigeenikuljetuksen ohjauk-

sessa, silla EEAL1 muuttaa vahvasti kayttaytymistaan B-solujen aktivaation jalkeen.

Antigeenilla aktivoituja ja immunovarjattyja B-soluja tutkittin EEA1- ja Rab5/7/9/11-pro-
teiinien kanssa. EEAL ja Rab-proteiinit toimivat jarjestelmallisesti antigeenin kuljetuk-
sessa B-soluissa. Kirjallisuuteen perustuen oletettiin, ettd Rab5-proteiini ja EEA1-prote-
iini toimivat ja kulkevat yhdessa myo6s B-soluissa. Eri aktivointiaikoja tutkittaessa kuiten-
kin havaittiin, ettd EEA1-proteiini on ensimmainen rakkulaproteiini, joka on kosketuk-
sissa antigeenin kanssa (ilman Rab5 lasndoloa). EEAL saattaa toimia jopa antigeeni-
BCR reseptorin internalisaatiossa. Rab5 vaikuttaa odottavan aivan solukalvon sisapuo-
lella EEAl-antigeeni-rakkulan irtautumista solukalvosta. B-solujen aktivointi vaikuttaisi
rekrytoivan Rab5:n rakkulakeskittyméasta solukalvon tuntumaan, silla aktivoiduissa B-so-
luissa Rab5 lokalisoi vahemman rakkulakeskittymassa kuin lepaavissa soluissa. Rab5s-
proteiini tarttunee internalisoituun EEAl-antigeeni-rakkulaan ja kuljettaa tAman mahdol-
lisesti rakkulakeskittym&an. Rab7:n havaittin muodostavan monirakkulaisia Rab7-
komplekseja. Osa EEA1l-antigeeni-rakkuloista liittyy matkalla rakkulakeskittymaan
Rab7-kompleksiin. Aikajanallisesti verrattuna vaikuttaa silta, ettd myds Rab5 on lasna
naissa monirakkulaisissa komplekseissa, mutta tama jaa viela selvitettavaksi. Rab11-
proteiinin ei havaittu kolokalisoivan EEA1-proteiinin kanssa, mutta ne ovat toistensa |-

heisyydessa.
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Antigeenilla aktivoituja ja immunovarjattyja B-soluja tutkittin myos LAMP1- ja Rab5/7/9-
proteiinien kanssa. Naista tuloksista tehtiin liséksi korrelaatioanalyysit. Rab5:n ja anti-
geenin odotettiin korreloivan jo 10 ja 20 minuutin kohdalla, mutta kyseisissé tuloksissa
korrelaatiota ei ndissa aikapisteissa ollut. Rab5 ja antigeeni korreloivat vain 60 minuutin
aikapisteessa. Tuloksista huomattiin, ettd LAMP1-proteiini korreloi kuitenkin kaikissa ai-
kapisteissa (10, 20 ja 60 min) Rab7- ja Rab9-proteiinien kanssa, mika sopii hyvin muista
soluista esitettyyn kirjallisuuteen. Havaittiin myds, ettd Rab7- ja Rab9-proteiinit korreloi-
vat antigeenin kanssa vahvimmin 60 minuutin aikapisteessd. Rab9-proteiinia pidetaan
my6hdaisen vaiheen rakkulaproteiinina, mutta tutkimuksessa huomattiin, ettd osassa so-
luista Rab9 korreloi antigeenin kanssa jo 20 minuutin kohdalla. Tdma sama havainto
tehtiin myds EEA1-Rab9-antigeeni-tutkimuksessa sekad Jaakkolan Pro Gradu -tutkimuk-

sessa, jossa Rab9:n havaittiin olevan jo pian antigeenin internalisaation jalkeen lasna °.

Tutkimusryhma on aiemmin nahnyt antigeenin kuljetuksen seuraavan rakkulakuljetusta,
jossa Rab5 assosioi antigeenin kanssa pian (10 min) internalisaation jalkeen. Seuraa-
vaksi Rab5 kuljettaa antigeenin Rab7 lysosomeille ja mydhaisille endosomeille (30...90
min) ja Rab11 kuljettaa antigeenin uudelleen solun pinnalle (90...240 min). On huomat-
tava, ettd tassa tutkimuksessa analysoitiin ainoastaan pieni maara soluja, mika saattaa
osaltaan selittaa poikkeavan Rab5-antigeeni havainnon. B-solut ovat myds hyvin herkkia
ja jopa pienet muutokset niiden hyvinvoinnissa (esimerkiksi hieman eri mediumkonsent-
raatiot) saattavat vaikuttaa solujen reseptorisignalointiin ja nain ollen myés antigeenin
internalisaatioon tai prosessointiin. Rab5:n ja antigeenin assosiaation varmistamiseksi

tulee tehda lisda kokeita ja soluanalyyseja.

Rab-proteiineilla havaittiin olevan my6s rooleja, jotka poikkeavat yleisesta nakemyk-
sesta: esimerkiksi Rab5:n ja EEAL:n rinnakkainen lokalisaatio (ei paallekkainen) seka
Rab9 ja antigeenin korrelaatio 10 minuutin kohdalla. Rab-proteiineilla on muissa soluissa
raportoitu olevan soluspesifisia rooleja. On mahdollista, etté& hienostunut antigeenin pro-
sessointi poikkeaa suuresti yleisesta solujatteenkasittelysta ja B-soluista l6ytyy erilaistu-

neita Rab-rooleja. Naitd rooleja tutkimusryhma tulee selvittdméaéan jatkossa tarkemmin.

Transfektion tarkoituksena oli ilmentaéa fluoresoiva Rab5-proteiini B-soluissa. Transfek-
tiosta ei kuitenkaan saatu tuloksia toimimattomasta puskurista johtuen. 2S-puskuria val-
mistettiin useita kertoja, mutta sité ei lukuisten yritystenkaan jalkeen saatu toimimaan.
Puskuri alkoi kiteytym&&n valmistuksen jalkeen, mik& saattoi olla yksi syy ongelmaan.

Tassa puskurissa lahes kaikki transfektoidut solut kuolivat.

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Katriina Palttila



51

LAHTEET

1. Hedman K, Heikkinen T, Huovinen P, Jarvinen A, Meri S, Vaara M. 2011. Immunologia - mik-
robiologia, immunologia ja infektiosairaudet, kirja 2. 1st ed. Helsinki: Duodecim.

2. Kurki P, Jalanko H. 1995. Vasta-aineet ladkkeind. Duodecim. 111(8):788 - 789.

3. Martinez O, Goud B. 1998. Rab proteins. Biochimica et Biophysica Acta (BBA) - Molecular
Cell Research. 1404(1-2):101-112.

4. Bhuin T, Roy JK. 2014. Rab proteins: The key regulators of intracellular vesicle transport.
Exp Cell Res. 328(1):1-19.

5. Pfeffer SR. 2005. Structural clues to rab GTPase functional diversity. The Journal of Biologi-
cal Chemistry. 280(22):15485-15488.

6. Mellman I. 1996. Endocytosis and molecular sorting. Annual Review of Cell and Develop-
mental Biology. 12:575-625.

7. Solunetti. 2006. Solubiologia, kalvokierto. Viitattu 21.3.2016. http://www.solunetti.fi/fi/solubio-
logia/varhaiset_endosomit/2/.

8. Grant BD, Donaldson JG. 2009. Pathways and mechanisms of endocytic recycling. Nature
Reviews Molecular Cell Biology. 10:597-608.

9. Solunetti. 2006. Lysosomi. Viitattu 20.4.2016. http://www.solunetti.fi/fi/solubiologia/lysosomi/.
10. Jaakkola M. 2015. Antigen uptake and intracellular processing in B cells. Turun yliopisto.

11. Harris DC. 2013. Exploring chemical analysis. 5th ed. New York, England: W. H. Freeman
and Company.

12. Jenkinson D. 2014. Host/guest complexes containing cyclodextrins and dyes. Viitattu
29.2.2016. http://www.odinity.com/hostguest-complexes-containing-cyclodextrins-dyes/.

13. AbD Serotec. 2016. Flow cytometry basics guide chapter 2: Principles of fluorescence fluo-
rescence. Viitattu13.3.2016. https://www.abdserotec.com/flow-cytometry-fluorecence.html.

14. Huovinen P, Meri S, Peltola H, Vaara M, Vaheri A, Valtonen V. 2003. Mikrobiologia ja infek-
tiosairaudet, kirja 2. Helsinki: Duodecim.

15. Vancells JC. 2016. Direct vs indirect immunofluorescence. Viitattu 2.3.2016.
http://www.abcam.com/secondary-antibodies/direct-vs-indirect-immunofluorescence.

16. Odell ID, Cook D. 2013. Immunofluorescence techniques. Journal of Investigative Dermato-
logy. 133(1):1-4.

17. Rainey AM, Davidson MW. Yokogawa spinning disk scanning unit. Viitattu 2.3.2016.
http://zeiss-campus.magnet.fsu.edu/tutorials/spinningdisk/yokogawa/indexflash.htm.

18. Graf R, Rietdorf J, Zimmermann T. 2005. Live cell spinning disk microscopy. Advances in
Biochemical Engineering/Biotechnology. 95:57-75.

19. Michigan State University. Antigen recognition. Viitattu 28.2.2016.
https://www.msu.edu/~brooks/antigenrecog.htm

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Katriina Palttila


http://www.abcam.com/secondary-antibodies/direct-vs-indirect-immunofluorescence
https://www.msu.edu/~brooks/antigenrecog.htm

Korrelaatiotaulukot

Rab5-LAMP1-Ag; 10, 20 ja 60 min korrelaatiot, keskiarvot ja keskihajonnat.

Korrelaatio, 10 min

Solu Rab5-LAMP1 |Rab5-Ag | LAMP1-Ag
1-1 0,33 -0,22 -0,12
1-2 -0,05 -0,14 -0,24
1-3 0,77 -0,24 -0,23
1-4 0,62 -0,19 -0,15
2-1 0,56 -0,29 -0,12
2-2 -0,21 -0,24 -0,10
2-3 0,59 -0,21 -0,13
2-4 0,25 -0,28 -0,19
Keskiarvo 0,36 -0,23 -0,16
Keskihajonta 0,32 0,04 0,05

Korrelaatio, 20 min

Solu Rab5-LAMP1|[Rab5-Ag | LAMP1-Ag
2-3 0,07 -0,14 -0,16
1-2 0,15 0,21 -0,13
1-3 0,12 -0,33 -0,25
1-4 0,34 -0,24 -0,21
1-5 0,46 -0,16 -0,21
2-1 0,72 0,78 0,70
Keskiarvo 0,31 0,02 -0,04
Keskihajonta 0,23 0,38 0,33

Korrelaatio, 60 min

Solu Rab5-LAMP1 |Rab5-Ag | LAMP1-Ag
1-1 0,57 0,63 0,80
1-2 0,52 0,61 0,72
1-3 0,65 0,62 0,78
1-4 0,64 0,31 0,63
1-5 0,55 0,59 0,64
1-6 0,62 0,41 0,64
2-1 0,41 -0,08 -0,02
2-2 0,35 0,48 0,64
Keskiarvo 0,54 0,45 0,60
Keskihajonta 0,10 0,22 0,25
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Rab7-LAMP1-Ag; 10, 20 ja 60 min korrelaatiot, keskiarvot ja keskihajonnat.

Korrelaatio, 10 min

Solu Rab7-LAMP1|Rab7-Ag |LAMP1-Ag
11 0,59 -0,29 -0,31
1-2 0,68 -0,15 -0,23
1-3 0,79 -0,15 -0,15
1-4 0,87 -0,05 -0,09
2-1 0,89 0,69 0,50
2-2 0,70 -0,23 -0,22
2-3 0,87 0,01 -0,04
Keskiarvo 0,77 -0,02 -0,08
Keskihajonta 0,11 0,31 0,25
Korrelaatio, 20 min
Solu Rab7-LAMP1|Rab7-Ag |[LAMP1-Ag
2-3 0,87 0,01 -0,04
1-2 0,58 -0,02 -0,16
1-3 0,34 0,03 -0,08
1-4 0,40 -0,18 -0,27
1-5 0,79 0,24 0,00
2-1 0,84 0,03 -0,01
2-2 0,67 -0,17 -0,26
2-4 0,66 0,06 -0,02
Keskiarvo 0,64 0,00 -0,11
Keskihajonta 0,18 0,12 0,10
Korrelaatio, 60 min
Solu Rab7-LAMP1|Rab7-Ag |LAMP1-Ag
11 0,87 0,85 0,65
1-2 0,86 0,44 0,33
1-3 0,88 0,74 0,56
1-4 0,90 0,58 0,45
1-5 0,86 0,88 0,70
1-6 0,85 0,85 0,74
2-1 0,83 0,86 0,65
2-2 0,80 0,76 0,63
Keskiarvo 0,86 0,75 0,59
Keskihajonta 0,03 0,15 0,13
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Rab9-LAMP1-Ag; 10, 20 ja 60 min korrelaatiot, keskiarvot ja keskihajonnat.

Korrelaatio, 10 min

Solu Rab9-LAMP1|Rab9-Ag |LAMP1-Ag
11 0,82 -0,26 -0,25
2-4 0,86 -0,25 -0,27
1-3 0,62 -0,04 -0,10
1-4 0,75 -0,23 -0,26
2-1 0,50 -0,35 -0,34
2-2 0,75 -0,09 -0,01
2-3 0,57 -0,19 -0,31
Keskiarvo 0,70 -0,20 -0,22
Keskihajonta 0,12 0,10 0,11

Korrelaatio, 20 min

Solu Rab9-LAMP1|Rab9-Ag |LAMP1-Ag
1-1 0,82 -0,15 -0,16
1-2 0,45 -0,21 -0,28
1-3 0,60 -0,18 -0,19
1-4 0,75 -0,28 -0,33
1-5 0,86 0,88 0,70
1-6 0,85 0,85 0,74
2-1 0,83 0,86 0,65
2-2 0,80 0,76 0,63
Keskiarvo 0,75 0,32 0,22
Keskihajonta 0,14 0,53 0,47

Korrelaatio, 60 min

Solu Rab9-LAMP1|Rab9-Ag |LAMP1-Ag
1-1 0,68 0,73 0,35
1-2 0,88 0,82 0,80
1-3 0,50 0,43 0,22
1-4 0,79 0,72 0,70
1-5 0,88 0,73 0,81
1-6 0,74 0,72 0,58
2-1 0,79 0,69 0,69
2-2 0,86 0,74 0,78
2-3 0,90 0,52 0,53
Keskiarvo 0,78 0,68 0,61
Keskihajonta 0,12 0,11 0,21
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