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Opinnaytetytn tavoitteena oli selvittdé transkriptiotekija MAL:n ja hiiren tumalevyproteiinien
(Lamiini B -reseptori LBR, Laminaan sitoutuva polypeptidi-2 Lap2 ja emeriini) valilla olevasta
mahdollisesta vuorovaikutuksesta immunosaostusmenetelmalla. Projekti tehtiin yhdessa
vaitoskirjatutkijan kanssa Helsingin yliopiston Biotekniikan Instituutissa Maria Vartiaisen
johtamassa kansainvalisessa tutkimusryhmassa.

Projekti aloitettiin monistamalla spesifisilla alukkeilla hiiren geenid, joka tuottaa tuman
sisemmalle membraanikalvolle kiinnittyméattnté proteiinin osaa Lap2€:sta eli aminohappoja
1-409. Insertti liitettin  pENTR/D-TOPO-kloonausmenetelmalla  TOPO-vektoriin.
Menetelmalla saatu pENTR liitettin HA- ja FLAG-destinaatiovektoreihin Gateway-
kloonauksella. Muut tutkittavat tumalevyproteiinit sek& projektissa kaytetty transkriptiotekija
MAL ja sen muunnelmat (MAL-NLS, MAL***, RPEL ja MALARPEL) l6ytyivat jo ryhmén
kaytostad. Tutkittavia proteiineja tuottavat plasmidit transfektoitiin jetPRIME-reagenssilla
hiiren alkiosta alunperin eristettyyn jatkuvaan solulinjaan NIH/3T3-fibroblastisoluihin.
IlImenemistason maarityksella huomattiin, ettd solut eivat kyenneet tuottamaan samalla
tasolla muokattuja tumalevyproteiineja verrattuna niiden tayspitkiin muotoihin.  Solujen
varjayksella saatiin lisétietoa proteiinien sijoittumisesta soluissa. Transmembraanidomeenin
puuttuminen muokatuilla tumalevyproteiineilla mahdollisti niiden sijoittumisen tumaan.

Immunosaostusmenetelmalla tutkittiin tumalevyproteiinien ja MAL:n valista vuorovaikutusta.
Lap2€- ja LBR-proteiinien valisestad vuorovaikutuksesta transkriptiotekija MAL:n kanssa ei
voida naiden tutkimuksien perusteella sanoa mitaén. Niiden iimenemistasoa soluissa pitdisi
saada kasvatettua, jotta vuorovaikutusta voitaisiin kunnolla tutkia. Emeriinin ja MAL:n valilla
havaittiin kuitenkin vuorovaikutusta, kun agaroosihelmien avulla kiinnitettiin ensin emeriini ja
tutkittiin MAL:n kiinnittymista emeriiniin. Toisinpain vuorovaikutusta ei kuitenkaan havaittu.

Immunosaostus menetelmana on haastava ja monivaiheinen. Analyysit pitdisi toistaa
useaan kertaan samoissa olosuhteissa ja saada samanlaisia tuloksia, jotta
vuorovaikutuksesta voitaisiin olla varmoja. Massaspektrometrilla ja immunosaostuksella
saadut vihjeet osoittavat kuitenkin, etta vuorovaikutusta proteiinien valilla saattaa olla.

Avainsanat MAL, Tumalevyproteiini, LBR, Lap2, emeriini
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The aim of the project was to study interactions between transcription factor MAL and lamina
proteins (Lamin B receptor LBR, Lamina-associated polypeptide Lap2 and emerin) by co-
immunoprecipitation. The project was done together PhD student in Maria Vartiainen’s
international research group at the Institute of Biotechnology. It is an independent research
institute at the University of Helsinki.

The project started with amplifying with specific primers the sequence encoding amino acids
1-409 from Lap2€ mouse gene. This produces a protein that is not attached to the inner
nuclear membrane. Insert was cloned to TOPO-vector using pPENTR/D-TOPO cloning Kit.
The inserts were subsequently cloned into HA- and FLAG-destination vectors using
Gateway cloning kit. Other lamina proteins, as well as MAL and its different constructs (MAL-
NLS, MAL*** RPEL and MALARPEL), were already available in the group. All proteins were
produced from mouse genes and were grown in mouse fibroblast NIH/3T3 cells. Plasmids
expressing the proteins of interest were transfected to NIH/3T3 fibroblast cells with
jetPRIME-reagent.

Test expression of the proteins showed that cells cannot express truncated versions of the
lamina proteins (Lap2€ and LBR) at the same level as their full length versions. Information
about protein localization was gained with cell staining. The absence of the transmembrane
domain in truncated versions of proteins allowed placement of proteins inside the nucleus.

Interactions between lamina proteins and MAL were studied by co-immunoprecipitation.
Interaction between Lap2 and LBR with MAL did not give any results because of their low
expression level in cells. However, interaction between emerin and MAL-NLS was detected.

This method is complicated and has many different steps which increases the risk of wrong
results. To be sure about the interactions between studied proteins, the experiments should
be repeated several times. Nonetheless, the data of mass spectrometry and co-
immunoprecipitation showed that there might be interactions between these proteins.

Keywords MAL, lamina proteins, LBR, Lap2, emerin
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SAP-alue MAL:n toiminnallinen alue, joka osallistuu DNA:n sitomiseen
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activation domain)

Transkriptiotekija Proteiini, joka kiinnittymall& DNA:n s&atelyjaksoihin séatelee
DNA:n kopioimista lahetti-RNA:Ksi
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1 Johdanto

Opinnaytety® perustuu projektiin, joka tehtiin kevaalla 2016 Helsingin yliopiston Biotek-
niikan Instituutissa Maria Vartiaisen johtamassa tutkimusryhméssé yhdessa vaitoskirja-
opiskelija Ekaterina Sidorenkon kanssa. Kansainvalinen solu- ja molekyylibiologian alan
tutkimusryhma tutkii aktiinin roolia tuman organisaation ja geenien ilmentymisen saéateli-
jand. Projekti perustuu tutkimusryhmassa aikaisemmin massaspektrometrilla saatuun
julkaisemattomaan tulokseen tumalevyn proteiinien ja transkriptiotekija MAL:n vélilla ole-
vasta mahdollisesta vuorovaikutuksesta. Taman projektin tavoitteena oli selvittaa tuma-
levyproteiinien (Lap2€, LBR ja emeriini) ja kyseisen transkriptiotekijan valista vuorovai-
kutusta immunosaostusmenetelmalla. Tutkittavista proteiineista hiiren laminaan sitoutu-
vaa polypeptidi 2:sta (lamina-associated polypeptide 2, Lap2) seka Lamiini B -resepto-
rista (lamin B receptor, LBR) kaytettiin myds niiden muokattuja versioita. Naista puuttui
tuman sisemmalle kalvolle sitoutuva alue. Aikaisemmat tutkimukset ovat antaneet viit-
teita, etta kyseinen alue sitoutuisi epaspesifisesti immunosaostuksessa kaytettaviin aga-
roosihelmiin. Kaikkia tutkittavia proteiineja tuotettiin hiiren geeneistd NIH/3T3-soluissa,

mik& on hiiren alkiosta alun perin eristetty jatkuva solulinja.

2 Teoria

Transkriptiotekijat ovat aitotumallisten eli eukaryoottisolujen proteiineja, jotka tunnistavat
DNA:ssa promoottorialueita ja tehostajia. Sitoutumalla DNA:n séaatelyjaksoihin faktorit
saatelevat DNA:n kopioimista lahetti-RNA:ksi. Muut proteiinit, kuten koaktivaattorit, voi-

vat sdadella transkriptiotekijoiden aktiivisuutta. [1.]

2.1 MAL-proteiini

MAL on proteiini, joka kuuluu myokardiinin kaltaisiin transkriptiotekijéihin (myocardin re-
lated transcription factor, MRTF). Ne sdatelevat useiden eri geenien ilmentymista. Pro-
teiini tunnetaan myds nimella MKL1 ja MRTF-A. [2.] MAL on seerumiresponsiivisen te-
kijan (serum response factor, SRF) koaktivaattori eli kiinnittyméalla SRF:n DNA:ta sito-
vaan domeeniin se aktivoi geenien luentaa. SRF-tekijaa tarvitaan solujen normaaliin ke-
hitykseen. Se stimuloi solujen lisaantymista ja erilaistumista seké saatelee useiden var-

haisgeenien, kuten c-fos aktiivisuutta. [3.]
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MAL:ia ilmennetdén useissa erilaisissa soluissa ja se on rikastunut mesenkymaalisissa
seka lihas- ja epiteelisoluissa [4]. Silla on my6s hyvin tarkea rooli solujen likkumisessa
ja adheesiossa [5]. Kuvassa 1 on kuvattu MAL:n toiminnalliset alueet. Proteiinin N-ter-
minus sisaltda kolme RPEL-motiivia, joiden tehtéva on sitoa G-aktiinia eli aktiinin mo-
nomeereja. SRF:n kiinnittyminen tapahtuu B1- (basic box) sekd Q- (glutamine rich
stretch) alueiden avulla. Proteiinin tumaan kulkeutuminen tapahtuu proteiinin B1- ja B2-
alueiden avulla. SAP-alue osallistuu DNA:n sitomiseen ja LZ (leuzine zipper) véalittaa eri
MRTF-proteiinien sitoutumista toisiinsa. TAD-domeenia (transactivation domain) tarvi-
taan SRF:n aktivoimiseen. [6.]

-

S e

T | s4P | 2 TaD_|
]
r

Kuva 1 MAL-proteiinin toiminnalliset alueet [6]

MAL- ja SRF-proteiinit yhdessa saatelevat erityisesti aktiinisaikeiden muodostumiseen
vaikuttavien geenien ilmentymistéa sek& kokoonpanoa. Ne vaikuttavat myos solujen vali-
siin ja solu-soluvaliaine valisiin kiinnittymisiin. Myds solun liikkuminen sek& mikrotubulus-

ten dynamiikka on naiden proteiinien sdatelemien geenien ohjaamaa. [5.]

Transkriptiotekija MAL vélittdd signaaleja solulimasta tuman SRF:lle. MAL-proteiinia
saadellaéan erityisesti aktiinin dynamiikan avulla. Aktiini tunnetaan solun tukirangan kom-
ponenttina ja se osallistuu myds geenien ilmentymisen kontrolloimiseen. Sen on 0soi-
tettu saatelevan esimerkiksi MAL:n kulkemista soluliman ja tuman valilla. [2.] Aktii-
niséikeet (F-aktiini) muodostuvat aktiinimonomeereista (G-aktiini). Pienet Rho-ryhmaan
kuuluvat GTP:ta sitovat entsyymit saavat aikaan aktiinin polymerisoitumisen. Nama ent-
syymit valittavat signaaleja soluissa kalvoon sitoutuneista reseptoreista aktiinitukiran-

kaan. Vahentynyt aktiinien monomeerimaara aktivoi SRF:n MAL:n valitykselld. [2, s.12.]

Soluissa, joissa ei ole seerumia lasna, MAL-proteiini sijoittuu solulimaan. SRF-faktorin
aktivoimiseksi sen pitéda kulkeutua tumaan. Aktiini sdatelee seka MAL:n tumakuljetusta

ettd sen aktiivisuutta tumassa. Seerumistimuloimattomissa soluissa on paljon aktiinimo-
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nomeereja, koska aktiinin polymerisaatio on vahaista. Nama estavat MAL-proteiinin pai-
kantumisen tumaan inhiboimalla sen kuljetusta sisddn tumaan ja edistamalla sen kulje-
tusta ulos tumasta. Toisaalta aktiinimonomeerit estavat MAL:n aktivoimasta SRF-valit-
teistd geeniluentaa tumassa. Seerumistimulaation seurauksena aktiini polymerisoituu ja
aktiinimonomeerien maéara vahenee. Nain aktiiniin sitoutumaton MAL-proteiini paikantuu
tumaan ja aktivoi SRF:n kohdegeenien ilmentymisen. Kuvassa 2 on kuvattu SRF-faktorin
aktivoituminen MAL-proteiinin vaikutuksesta. [7, 8.]

serum-starved | nibited nuciear serum-stimulated
4in® import
aciun lymerization
°— B
. \ M A blocked
Q‘ . o i | nuclear export
CYTOPLASM actin-dependent '
l Crm1 ‘ nuclear export x
O a :
< /\‘ \’
« W « W
4 inhibited SRF
: activation SRF activation
\
@ SRF SRF
NUCLEUS >
Kuva 2 Seerumistimuloitumattomissa soluissa MAL-proteiini sijaitsee p&dasiassa soluli-

massa jatuman aktiini estda kiinnittymisen SRF-faktoriin. Seerumistimulaatiolla MAL
akkumuloituu tumaan, aktiini polymerisoituu ja vuorovaikutus naiden valilla véahe-

nee. Tast& johtuen MAL voi aktivoida SRF:n toiminnan. [7.]

MAL-proteiinin erilaiset muunnelmat

MAL-proteiinista voidaan tuottaa muokattujen plasmidien avulla erilaisia muunnelmia.
Nain voidaan tarkastella mutaatioiden ja proteiinien eri alueiden vuorovaikutusta tuma-
levyn proteiinien kanssa. Vartiaisen tutkimusryhmassa kaytettyja proteiinia tuottavia
muunnelmia ovat MAL-NLS-FLAG, MAL***-FLAG, RPEL-FLAG sekd MALARPEL-
FLAG-plasmidit. Kaikissa kaytetyissd& MAL-plasmideissa on FLAG-sekvenssi, jonka
avulla proteiinin ilmentyminen voidaan todeta vasta-aineen avulla tai jota voidaan kayt-
taa proteiinin puhdistamiseen soluista immunosaostustekniikalla. MAL-NLS-FLAG sisél-
taa tumalokalisaatiosekvenssin (nuclear localization signal, NLS), joka kohdistaa prote-
iinin tumaan. MAL siséltaa kolme RPEL-motiivia sen N-terminaalisessa paasséa (kuva
1). RPEL-domeeni on aktiinia sitova osa, joka saatelee toiminnallaan MAL:n tumakulje-
tusta. MAL***-FLAG-plasmidissa on pistemutaatio jokaisessa RPEL-motiivissa. Mutaati-

oista johtuen MAL ei pysty sitomaan aktiinia ja paikantuu siis tumaan. RPEL-FLAG si-
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saltda vain aktiinia sitovan RPEL-domeenin [9] ja MALARPEL-FLAG:sta domeeni puo-

lestaan puuttuu [10]. Kuvassa 3 on havainnollistettu MAL-proteiinin muunnelmien raken-
teita.

RPEL NLS
. MAL-NLS-FLAG

MALF**_FLAG

! ! l I = Mutaatic

MALARPEL-FLAG

Kuva 3 MAL-muunnelmien rakenteet
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2.2 Tumalevyn proteiinit

Solussa kaksinkertainen lipidikalvosto erottaa tuman solulimasta (kuva 4). Ulompi kalvo
liittyy endoplasmakalvostoon. Sisempaan kalvoon eldinsoluilla on kiinnittynyt tumalevy,
joka koostuu useista proteiineista. Tumalevyn tehtavana on suojata tuman ydinta ja saa-
della genomin toimintaa esimerkiksi transkriptiotekijoiden avulla. Tumalevyn paaprote-
iineja ovat valikokoisiin saikeisiin kuuluvat lamiiniproteiinit, jotka muodostavat verkkora-
kenteen sisemman tumakalvon lahelle. Tumalevyjen rakenne on erilainen eri soluilla ja
esimerkiksi B-tyypin lamiinit iimentyvat kaikissa somaattisissa soluissa, mutta A-tyypin
lamiinit vain erilaistuneissa soluissa. Lamiinit ovat osallisena monissa solun tapahtu-
missa, kuten DNA-synteesissd, transkriptiossa ja ohjelmoidussa solukuolemassa, apop-

toosissa. [11.]

Ribosomeja

RIYRRRRRRARRRRRRENS

— Ulompi kalvo 10 nm
l‘l"‘J‘C‘l“J‘l‘l“l"'"‘l‘lv“‘t“cl‘""o
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!'O'I’l C'l"'l'l'! l'l'a -'t'a'u':'-'n = =~
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u“n‘r‘o‘t‘/‘a‘cl‘t"a"n‘r‘o‘o‘r‘l"o‘:"a"i

Tumalevy

Kuva 4 Tumakotelon rakenne [12]

Tuman komponentteja ovat myos sisemman tumakalvon membraaniproteiinit, kuten hii-
ren laminaan sitoutuvaa polypeptidi 2- (lamina-associated polypeptide 2, Lap2), Lamiini
B -reseptori- (lamin B receptor, LBR) sek& emeriini -proteiinit (kuva 5). Emeriini seka
Lap2 ja sen isoformit sisaltavéat yhden transmembraanidomeenin, joka ankkuroi ndma
proteiinit tumakalvoon siten, etta C-terminaalinen p&é sijaitsee tumakotelon kalvojen va-
lisessa perinukleaarisessa tilassa. Lap2:n isoformeilla on pituudeltaan vaihteleva N-ter-

minaalinen tumansisdinen domeeni. Emeriini kiinnittyy seka A- ettd B-tyypin lamiineihin.
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LBR on transmembraaniproteiini, joka sisaltdd kahdeksan transmembraanidomeenia ja

kiinnittyy vain B-tyypin lamiiniin. [13, 14.]

2 Q
<D > Ribosomes .Y . a .
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Kuva 5 Laminaproteiinien sijoittuminen tumalevylle [15]
2.3 Proteiinien valinen vuorovaikutus

Proteiinit eivat toimi erilladn soluissa vaan ovat jatkuvassa vuorovaikutuksessa keske-
naan seka muiden molekyylien, kuten DNA:n ja RNA:n kanssa. Vuorovaikutusten avulla
saadelldadn muun muassa metabolia- ja signaalireitteja seka solun ja organismien erilai-
sia prosesseja. Koska vuorovaikutukset ovat keskeisessa roolissa solun toiminnassa, on
niilla vaikutus myos solun terveyteen. Mutaatiot voivat muuttaa proteiinien valisia vuoro-
vaikutuksia ja aiheuttaa nain organismille erilaisia sairauksia. Proteiinien véliset vuoro-
vaikutukset voivat olla fyysisi&, jolloin ne kiinnittyvat toisiinsa muodostaen erilaisia komp-
lekseja. Vuorovaikutuksesta puhutaan myds silloin, kun proteiinit ovat riippuvaisia toisis-
taan, vaikuttavat samassa osassa solua ja kayttavat samoja reitteja. [16,17.]

Tumalevyproteiinien ja transkriptiotekija MAL:n valistd vuorovaikutusta on tutkittu ja
etenkin emeriinin ja MAL:n vélisessa toiminnassa on havaittu olevan yhteytta. Tumale-
vyproteiinit sdatelevat aktiinin polymerisaation avulla MAL-SRF-signaalia, mutta suoraa
vuorovaikutustakaan ei voida sulkea pois. Naiden proteiinien vélinen vuorovaikutusme-

kanismi on viela epéselva. [18.]

Proteiinien vuorovaikutuksia voidaan tutkia useilla eri tekniikoilla, kuten esimerkiksi im-
munosaostuksella. Muita kaytettavia analyysitekniikoita on massaspektrometria seka

vuorovaikutusten seulominen sirutekniikalla.
-
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3 Menetelmien taustat

Ennen proteiinien valisten vuorovaikutusten tutkimista immunosaostusmenetelmalla, la-
minaproteiineja koodaavat geenit kloonataan sopiviin vektoreihin. Kloonausmenetelmina

voidaan kayttdd TOPO-kloonausta ja sen jalkeen tehda Gateway-kloonaus.

3.1 TOPO-kloonaus pENTR/D-TOPO-kloonausmenetelmalla

TOPO-kloonaukseen voidaan kayttaa valmista Invitrogen pENTR/D-TOPO-kloonauskit-
tia (K2400-20), joka sisaltdé reaktioon tarvittavat reagenssit. Kloonaus perustuu spesifi-
silla alukkeilla monistetun PCR-tuotteen liittdmiseen TOPO-vektoriin. Kuvassa 6 on kloo-
nauksessa kaytetty TOPO-vektori.

PENTR/D-TOPOS

Kuva 6 TOPO-vektori [19]

|
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Kuvassa 7 on havainnollistettu TOPO-kloonauksen periaatetta.

Topoisomerzse

¥

-———CCOCTT CACC ATC HEM —— --—- —— HEH ARG OO-——

GG RASTO Gl TALC KEM --- —--- --- HBNH TTC OF
| PCR producl
Qveshang ,é
o
Crenrihang nvackes douhie-sin ndisd
DR, diepiacing the bolioen sieand
I TS O rase
————CECTTEROE ATG NHN —-= —== === HWM AAL G- -
———-GLGAACTON TAC HHH —— --— ——— HHN TTC O0- ——
Kuva 7 TOPO-kloonauksen periaate [19]
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Alukkeet on suunniteltu niin, ettd tuotteeseen syntyy 5’-p&&han neljan nukleotidin komp-

lementaarinen osa TOPO-vektorin kanssa (kuva 7). Vaccinia-viruksesta eristetty To-

poisomeraasi on Kiinnitetty linearisoidun TOPO-vektorin DNA:han 3’-fosfaattiin

C/TCCTT-kohtaan kovalenttisesti. Tama mahdollistaa insertin kiinnittymisen vektoriin il-

man ligaasientsyymid. TOPO-kloonauksen avulla saadaan tehtyda pENTR-vektori, josta

insertti voidaan siirtdd haluttuun destinaatiovektoriin Gateway-kloonauksen avulla. [19.]

|
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3.2 Gateway-kloonaus Gateway LR clonase Il Enzyme mix -kitin avulla

Gateway-kloonaukseen voidaan kayttaa myds valmista Invitrogenin kittia Gateway LR
clonase Il Enzyme mix (11791-100). Gateway-kloonaus perustuu bakteriofagi lambdan
sekvenssispesifiseen rekombinaatiokykyyn. Lambdan ja Escherichia coli:n koodaamien
rekombinaatioproteiinien (Clonase enzyme mix) avulla tapahtuu perintdaineksen vaihtu-

mista lambdan ja E.coli:n kromosomien valilla.

Lambdan rekombinaatio on katalysoitu entsyymien avulla. Entsyymit kiinnittyvét spesifi-
sesti kromosomien att-kohtaan, katkaisevat seka kiinnittdvat pENTR:in ja destinaa-
tiovektorin DNA:t kovalenttisesti yhteen. Rekombinaatioreaktiossa tapahtuu kaksi juos-
teen vaihtumista ja ligaatiota. Toinen tuote on haluttu destinaatiovektori, joka sisaltaa
PENTR-vektorin insertin ja toinen on sivutuote. [20.] Kuvassa 8 on kloonauksen periaate.

L AL Ll = e =3 F H*F
| + == — =] + =3
ardry desiration _— Eprasgon byproduct
done wehor done

Kuva 8 Gateway-kloonauksessa Entry sisaltdd attL1l- ja attL2-kohdat ja vektori attR1- ja
attR2-kohdat. Entsyymien katalysoiman rekombinaation avulla perintdaines néiden
vélilla vaihtuu ja saadaan haluttu klooni. Muodostuu attB-kohdan siséltava klooni
seka sivutuote. [19.]
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3.3 Immunosaostus

Immunosaostuksella voidaan tutkia proteiinien valisid vuorovaikutuksia. Menetelma pe-
rustuu antigeenin ja vasta-aineen keskinaiseen spesifiseen sitoutumiseen. Spesifisella
vasta-aineella voidaan rikastaa biologisesta naytteesta vasta-aineen tunnistamaa anti-

geenia. Sopivissa oloissa myds antigeenin sitomat proteiinit rikastuvat prosessissa.

Kaytetty vasta-aine voi tunnistaa endogeenisen proteiinin. Immunosaostuksessa kayte-
taan usein myos vasta-aineita lyhyita epitooppisekvensseja, kuten FLAG- ja HA-sek-
vensseja vastaan. Nama vasta-aineet tunnistavat ja rikastavat soluissa eksogeenisesti
iimennettavia FLAG- ja HA-sekvesseihin liitettyja proteiineja. HA on hemagglutiniini, joka
on ldydetty influenssaviruksen pinnoilta. Se on antigeeninen glykoproteiini, jonka pinta-
rakenteen avulla proteiini voidaan havaita. [21.]

Menetelmdassa tuotetaan soluissa haluttuja proteiineja ja vapautetaan ne hajottamalla
solut. Vasta-aineella paallystettyjen agaroosihelmien avulla saadaan proteiinit ja niiden
kompleksit erotettua liuoksesta. Saostuksen jalkeen proteiinit erotellaan koon perus-
teella SDS-PAGE-ajolla (Sodium dodecyl sulphate Polyacrylamide gel electrophoresis)
seka siirretddn Western blottauksella nitroselluloosakalvolle. Ennen proteiinien erottelua
naytteisiin lisataan Laemmlin SDS-naytepuskuria, jonka avulla ne varataan negatiivi-
siksi. Proteiinit myds denaturoidaan 95 “C:ssa 5 minuutin ajan, jotta niistd saadaan line-
aarisia peptidiketjuja. Western blottauksessa proteiinit siirretaan elektroforeesin avulla

nitroselluloosakalvolle, josta ne voidaan havaita vasta-aineiden avulla.

=
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Projekti aloitettiin valmistamalla tutkimusryhman kaytosta puuttuvat, tutkittavia prote-

iineja tuottavat, plasmidit. Lap2€- sekd LBR-proteiineista haluttiin monistaa vain tumale-

vyyn Kiinnittymatonta sekvenssia. Aikaisemmat tutkimukset ovat osoittaneet, etta tuma-

kalvon lapaisema osa sitoutuu mahdollisesti epaspesifisesti immunosaostuksessa kay-

tettyihin agaroosihelmiin. Proteiineja tuottavien plasmidien oikeellisuus tarkastettiin tes-

tidigestion seka sekvenssitarkastelun avulla. Kun kaytéssa oli tarvittavat konstruktiot,

proteiineja tuotettiin NIH/3T3-soluissa ja haluttujen proteiinien valistd vuorovaikutusta

tutkittiin immunosaostuksen avulla. Kuvassa 9 on kuvattu projektinkulku.

Tyonsuoritus

Lap2£-proteiinin aminchappoja 1-409
koadaavan sekvenssin liittaminen
TOPO-vektorlin

—

estidigestio Ascl- ja Notl-

m

ntsyymeilla

Testidigestio Xhal-
entsyymilld

— |

Gateway-kloonaus

l
Lap2E- ja LER-pratelinien tiyspitkien ja

muwokattujen muctojen
ilmenemistason madritys NIH/3T3

solulssa

Lap2E- Ja LBR-protefinien tHyspltkien ja

muokattujen muotojen sijoittuminen
NIH/3T3-soluissa
fluoresenszimikroskooppitarkastelulla

l

Transkriptiofaktori MAL:n ja
tumalevyproteiinien vilisen
mahdollisen vuorovaikutuksean
selvittdminen
immunosaostusmenetelmall

Kuva 9 Projektinkulku

]
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4.1 Lap2€(1-409)-proteiinia tuottavan plasmidin valmistus

Lap2€(1-409):n monistaminen PCR-menetelmalla

12 (37)

Templaattina Lap2€:n aminohappoja 1-409 koodaavan sekvenssin monistamiseen kay-

tettiin hiiren kokopitkaa Lap2€-geenia 2HA-C1-vektorissa. Monistetusta insertista tehtiin

TOPO-reaktion avulla ensin pENTR-vektori, joka liitettiin Gateway-kloonauksella halut-

tuun pDest-vektoriin. Inserttia monistettiin spesifisilla alukkeilla V1650 ja V1651 (tau-

lukko 1) Thermoscientificin Phusion Hot Start Il DNA -polymeraasin avulla (F-549S).

Taulukko 1 PCR-reaktion alukkeet
Lyhenne |Sekvenssi
V1650 CACCATGCCGGAGTTCCTAGAG
V1651 GGAGCGTCTCTITCTTTGTCTT

PCR-reaktiossa kaytetyt reagenssit seka loppukonsentraatiot on kuvattu taulukossa 2.

Tilavuus tasattiin nukleaasivapaalla vedella haluttuun tilavuuteen.

Taulukko 2 PCR-reaktioseos

Reagenssi Loppu konsentraatio
Phusion HS Il 2U

Aluke 1 (V1650) 0,5 mM
Aluke 2 (V1651) 0,5 mM
Templaatti (Lap2e-2HA-C1) 406 ng

dNTP mix 200 uM
Buffer 5X HF 1x
Nukleaasivapaa vesi 50pl-x

Insertin Lap2€(1-409) monistaminen tehtiin taulukon 3 mukaisella PCR-ohjelmalla.

Taulukko 3

PCR-ohjelma

Aste

Aika

95

3 min

98

30s

63

30s X29

72

1 min

72

3 min

4
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Insertin teoreettinen koko on 1227 bp. PCR-tuote ajettiin 0,8 % agaroosigeelilla, jotta
saatiin nakyviin monistuneet DNA:t. Oikean kokoinen vyodhyke eristettiin ja puhdistettiin
Thermoscientificin Gel extraction -kitin (K0692) ohjeiden mukaan.

Lap2€(1-409):n kloonaus TOPO-vektoriin

Monistettu, eristetty ja puhdistettu insertti Lap2€(1-409) liitettin TOPO-vektoriin. Puhdis-
tetun DNA:n konsentraatio mitattiin Nanodrop-laitteella, jotta saatiin laskettua reaktioon
tarvittava DNA:n maara. TOPO-reaktioon tarvittava DNA:n maara laskettiin kaavalla
0,007 ng x tuotteen koko eméspareina. TOPO-kloonaus tehtiin Invitrogenin pENTR/D-
TOPO cloning -kitin (K2400-20) ohjeiden mukaan.

Reaktioon tarvittava DNA-maara lisattiin putkeen ja tilavuus tasattiin steriililla vedella 4
pl:aan. Seokseen lisattiin 1 pl Kitin suolaliuosta (salt solution) ja sekoitettiin hyvin pipe-
toimalla. Tata liuosta otettiin 2,5 pl uuteen putkeen, minne lisattiin 0,5 pl TOPO-vektoria
(PENTR/D-TOPO Vector). Reaktioseosta inkuboitiin 15 minuutin ajan huoneenlam-
mdssa. Transformaatiolla TOPO-reaktioseos (3 pl) siirrettiin kompetentteihin E.coli bak-
teereihin (200 pul TOP10-soluja). Seosta inkuboitiin jailla 30 minuutin ajan. Taman jalkeen
bakteereille tehtiin lampéshokki 42 °C:ssa vesihauteessa 30 sekunnin ajan ja inkuboitiin
jailla vielda 2 minuuttia, jonka jalkeen lisattin 250 pl S.O.C-kasvatusliuosta (Liitel).
Seosta inkuboitiin ravistelijassa tunnin ajan +37 °C:ssa. Pelletti sentrifugoitiin pohjaan
(2000 rpm 2 minuuttia). Supernatantista kaadettiin suurin osa pois (noin 700 i) ja pelletti
liuotettiin varovaisesti jaljelle jaAaneeseen liuokseen. Transformoituja bakteereja kasva-
tettiin +37 °C:ssa 16 tunnin ajan Luria Broth -kanamysiinimaljalla (Liite 1). Maljalle kas-
vaneista peséakkeista tehtiin miniprep-kasvatukset. Yhta pesaketta kasvatettiin 3 ml:ssa
Luria Broth -lient& (Liite 1), jossa oli 25 pg/ml kanamysiini-antibioottia. Kasvatuksia inku-
boitiin vuorokauden ajan ravistelijassa (180 rpm) +37 °C:ssa. Plasmidit eristettiin DNA
Thermo Scientific GeneJET Plasmid Miniprep (K0503) -kitin ohjeiden mukaan. Minipre-
peista tehtiin testidigestio Ascl- ja Notl-entsyymien avulla ja néytteet ajettiin 0,8% aga-
roosigeelilla onnistuneiden kloonien selvittdmiseksi. Positiivisena kontrollina onnistu-
neesta transformaatiosta kaytettin TOPO-vektoriin kloonattua ihmisen B-aktiinia. Lo-
puksi plasmidit lahetettiin sekvensoitavaksi Macrogenille universaaleilla alukkeilla M13F
ja M13R-Puc.
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Gateway-kloonaus HA- ja FLAG-leiman sisaltaviin destinaatiovektoreihin

Gateway-kloonauksessa insertti liitettiin haluttuun pDEST-vektoriin. Kloonaus tehtiin In-
vitrogen:in Gateway LR clonase Il Enzyme mix (11791-100) -kitin ohjeiden mukaan. In-
sertti liitettiin sek& 2HA-pDEST-C1 ettéd 2FLAG-pDEST-C1 vektoreihin. Kloonaukseen
kaytettiin 150 ng pENTR:ia sekd pDEST-vektoria ja 2 pl LR klonaasi -entsyymia (LR
clonase). Tilavuus tasattiin 10 pl:aan 1XTE-puskurilla (Liite 1). Reaktioseosta inkuboitiin
tunti huoneenlammaossé, minka jalkeen lisattiin 2 ug proteaasi K:ta (protease K). Tama
entsyymi on substraattispesifinen ja lopettaa entsyymireaktion hajottamalla proteiineja.

Inkubointia jatkettiin entsyymin lisdyksen jalkeen 10 minuuttia +37 °C:ssa.

Plasmidit transformoitiin kompetentteihin E.coli-soluihin, kuten TOPO-kloonauksessa
mutta kasvatettiin Luria Broth -ampisilliinimaljoilla (Liite 1). Kasvaneista pesakkeista eris-
tettiin ja puhdistettiin DNA kuten aikaisemmin (DNA Thermo Scientific GeneJET Plasmid
Miniprep Kit (K0503)). Miniprepeille tehtiin testidigestio Xhol-entsyymilla. Testidigesti-
onaytteet ajettiin 0,8 % agaroosigeelilld, jotta saatiin selville onnistuneet kloonaukset.
Onnistuneista kloonauksista tehtiin maxiprepit, jotta saatiin suurempi maara eristettyja
plasmideja. Maxiprepeissa alkukasvatus tehtiin siirrostamalla peséake 300 ml:aan LB-liu-
osta, joka sisalsi 100 pg/ml ampisilliinia. Plasmidit eristettiin ja puhdistettiin Nucleo
Bond® xtra Maxi (70414) -kitin ohjeiden mukaan.

4.2 Proteiinien tuotto NIH/3T3-soluissa

Tutkittavia proteiineja tuotettiin NIH/3T3-soluissa. Solulinja on todettu toimivaksi trans-
fektioissa. Soluille kaytettiin kasvatusliuoksena DMEM:ia (Dulbecco’s Modified Eagle
Medium 12-614F), mihin lisattiin 10 % naudan sikibn seerumia (Fetal Bovine Serum
10270-106), 1 % penisiliini-streptomysiini-antibioottiliuosta (15140-122) seka 1 % gluta-
maxia (35050-038) edistamaan haluttujen solujen kasvua. Soluja kasvatettiin inkubaat-
torissa (NuAire, 5,0 CO, %) +37 °C:ssa immunosaostusta varten 100 mm maljoilla, kun-
nes solujen maara saavutti 60-80 % kasvutiheyden viljelyalustan pohjasta. Transfektio
NIH-soluihin tehtiin Polyplus transfection jetPRIME -kitilla. Transfektiota varten tehtiin
seos, johon lisattiin jokaista tutkittavaa plasmidia 3 ug, 500 pl jetPRIME-puskuria sekéa
15 ul jetPRIME-reagenssia. Seosta inkuboitiin 10 minuuttia huoneenlammadssa ja lisattiin
tipoittain soluille. Solujen inkubointia jatkettiin transfektion jalkeen samoissa olosuhteissa
vuorokauden ajan.
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4.3 Laminaproteiinien iimentymistason maaritys

Tayspitkien sek& muokattujen tumalevyn proteiinien ilmentymistasoa NIH/3T3-soluissa
tutkittiin transfektoimalla 6-kuoppalevylla olevat solut jetPRIMEIIA solujen peittoasteen
ollessa 60-80 % viljelyalustan pohjasta. Transfektoitavan DNA:n maara oli 1000 ng, josta
tutkittavaa DNA:ta oli 350 ng ja loput pEF-Myc-plasmidia tehostamassa reaktiota. Soluja
inkuboitiin 48 tunnin ajan +37 °C:ssa, jonka jalkeen ne pestiin 1xPBS-puskurilla
(Phosphate-buffered saline) (Liite 1) ja hajotettiin 250 pl 1xLaemmli-naytepuskurilla
(4xSDS-latauspuskuri: 40 % glyserolia, 4 % SDS, bromifenoli sininen, 250 mM Tris-HCI,
DTT (Ditiotreitoli)). Solulysaatit kerattiin kaapimalla.

Naytteiden proteiinit erotettiin koon perusteella SDS-PAGE-ajolla seka siirrettiin Western
blottauksella nitroselluloosakalvolle. Kalvolta proteiinit havaittiin vasta-aineiden avulla.
Ennen SDS-PAGE-ajoa proteiinit imettiin injektioneulan (0,55x25 mm) lapi DNA:n hajot-
tamiseksi seka denaturoitiin +95 °C:ssa 5 minuutin ajan. Naytteet ladattiin valmiille 4-20
%:lle Bio-Radin gradienttigeelille ja ajettin 120 V 1,5 tuntia. Ajopuskurina kaytettiin
1xRunning puskuria (Liite 1). Ajon jalkeen tehtiin Western blottaus Bio-Rad:in Trans-
Blot® Turbo™ Transfer -laitteistolla. Nitroselluloosakalvot varjattiin blottauksen jélkeen
Ponceau-vérilla ja huuhdottiin MilliQ-vedelld. Kalvoja pidettin 5 % maidossa PBS-
Tween-puskuriin (0,1 % Tween-20-liuosta 1xPBS-puskurissa) laimennettuna tunnin ajan
huoneenlammossa tasoheilurissa. Kalvot huuhdeltin PBS-Tween-puskurilla, jonka jal-
keen niita pidettiin maitoon laimennetussa vasta-aineessa tasoheilurissa tunnin ajan.
Vasta-aineena kaytettiin Anti-HA-HRP (Clone HA-7, Sigma H6533) 1:8000 laimennosta.
Kalvot pestiin vield kolme kertaa 10 minuutin ajan PBS-Tween-puskurilla ja kuvattiin FU-
JIFILM LAS-3000 -laitteella. Detektointiliuoksena kaytettiin kaupallista valmisliuosta (Pro
Signal™ ECL Detection Reagents).

4.4 Solujen varjays

Solujen varjddmisella haluttiin tutkia tayspitkien ja muokattujen proteiinien sijoittumista
solussa. Soluja kasvatettiin peitinlaseilla 24-kuoppalevylla, kunnes solujen peittoaste eli
konfluenssi oli 60-80 % viljelyalustan pohjasta. Transfektiot tehtiin jetPRIME-reagenssilla
kayttamalla 50 ng tutkittavaa plasmidia sekd 150 ng pEF-myc-plasmidia tehostamaan
reaktiota. Transfektion jalkeen soluja kasvatettiin viel& vuorokauden ajan, jonka jalkeen

tehtiin solujen kiinnitys. Solut pestiin kerran 1xPBS-puskurilla varovasti niin, etté ne eivat
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irronneet. Solujen kiinnitys tehtiin 4 % PFA-puskurilla (paraformaldehydi) (Liite 1)
PBS:ssa (250 pl/kuoppa). Levy peitettiin foliolla ja solujen annettiin kiinnittya 20 minuut-
tia. Kiinnittymisen jalkeen solut pestiin kolme kertaa PBS-liuoksella. Solut tehtiin lapai-
seviksi inkuboimalla niitd 0,1 % Triton X-100 -detergentilla PBS-puskurissa (250
pl/kuoppa) viiden minuutin ajan. Tdmén jalkeen solut pestiin kerran PBS-liuoksella.
Kuoppiin lisattiin 200 pl blokkauspuskuria (1xPBS, 10 % FBS, 1 % BSA (Bovine Serum
Albumin), 1 % gelatiini), jolla vahennettiin solujen epaspesifista varjaytymista. Puskurin
annettiin vaikuttaa 30 minuutin ajan. Blokkauksen jalkeen peitinlasit siirrettiin 6-kuoppa-
levylle pinsettien avulla. Solujen varjays tehtiin kahdella eri vasta-aineella. Primaarisena
vasta-aineena kaytettiin anti-HA-vasta-ainetta, josta tehtiin 1:250 laimennos blokkaus-
puskuriin. Laimennosta laitettiin 45 pl peitinlasin paalle, levy suojattiin foliolla ja vasta-
aineen annettiin reagoida tunnin ajan. Solut pestiin kolme kertaa PBS/Dulbecco-liuok-
sella (Liite 1). Sekundaarisena vasta-aineena kaytettiin 1:450 laimennosta Thermoscien-
tificin AlexaFluor®488:sta (A-11001), joka tunnistaa ensimmaisen vasta-aineen. Se si-
saltdd Alexa 488 -fluoroforin, jonka avulla tutkittavat proteiinit voidaan paikallistaa so-
luista mikroskoopilla. Vasta-ainelaimennosta laitettiin 45 pl ja annettiin reagoida tunnin
ajan levy folioon kaarittyna. Peitinlasit pestiin viela kolme kertaa PBS-liuoksella seka
huuhdeltiin pinsettien avulla Milli-Q-vedella. Milli-Q-vesi on ultrapuhdasta kaanteisos-
moosilla ja ioninvaihtomenetelmalla kasiteltya vettd. Mikroskooppilevyille laitettiin 8 pl
Mowiolia (Mowiol®4-88, Sigma), joka kiinnitta& solut levylle. Naytteet tarkastettiin Floid
Cell Imaging Station -mikroskoopilla (Life Technologies).

4.5 Lap2€:n ja emeriinin transfektio NIH/3T3-soluihin MAL:n kanssa

Lap2- ja MAL-proteiinien transfektiot NIH-soluihin

Lap2€- ja MAL-proteiinien valisia vuorovaikutuksia tutkittiin erilaisten nayteyhdistelmien
avulla. Taulukon 4 mukaiset nayteyhdistelmaét transfektoitiin 60-80 % viljelyalustan peit-
toasteen saavuttaneisiin NIH-soluihin. Kontrollinytteind kaytettiin jokaisella naytteella
transfektoituja soluja tyhjan 2Flag-N3-plasmidin kanssa, jolloin saatiin tausta immu-
nosaostusreaktiolle eli maaritettiin sitoutuvatko proteiinit epaspesifisesti helmiin. Varsi-
naiset naytteet transfektoitiin NLS-MAL-FLAG-plasmidin kanssa. Reaktion kontrollina
kaytettiin ihmisen Lap2B-proteiinia (Lap2B-2HA-C1), josta oli jo aikaisempaa informaa-
tiota. Hiiren Lap2&-proteiinista kaytettiin seka muokattua Lap2€(1-409)-2HA-C1 etta tay-
sipitkda muotoa Lap€-2HA-C1.
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Transfektiot tehtiin NIH-soluihin jetPRIME-reagenssilla siten, ettd naytteeseen tuli 3 ug

kumpaakin tutkittavaa plasmidia, 500 pl jetPRIME-puskuria seka 15 pl jetPRIME-rea-

genssia.
Taulukko 4 Lap2:en ja MAL:in transfektiot soluille
Ndyte | Plasmidi 1 Plasmidi 2

1 Lap2B-2HA-C1 (H.s) 2FLAG -N3
2 Lap2€-2HA-C1 (M.m) 2FLAG-N3
3 Lap2&(1-409)-2HA-C1 (M.m) 2FLAG-N3
4 Lap2B-2HA-C1 (H.s) NLS-MAL-FLAG
5 Lap2€-2HA-C1 (M.m) NLS-MAL-FLAG
6 Lap2&(1-409)-2HA-C1 (M.m) NLS-MAL-FLAG

Emeriinin ja MAL-proteiinien transfektiot NIH-soluihin

Immunosaostuksella tutkittiin myoés emeriinin vuorovaikutusta MAL:n kanssa. Vuorovai-

kutusta tutkittiin rikastamalla immunosaostuksessa vuorollaan sekd MAL:ia etta emerii-

nia. MAL-proteiinissa oli FLAG-sekvenssi, joten sen rikastamiseen kaytettiin FLAG-aga-

roosihelmia. MAL:iin mahdollisesti kiinnittyneen emeriinin havaitsemiseen kaytettiin sen

epitooppisekvenssin tunnistavaa anti-HA-vasta-ainetta. Proteiinien valista vuorovaiku-

tusta tutkittiin myds rikastamalla solulysaatista HA-agaroosihelmien avulla emeriini. Anti-

FLAG-vasta-aineen avulla tutkittiin MAL:n kiinnittymista proteiiniin. Vuorovaikutussuh-

teita analysoidessa MAL-proteiinista kaytettiin neljaa erilaista muotoa (MAL-NLS-FLAG,
MAL***-FLAG, RPEL-FLAG ja MALARPEL-FLAG).
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Solut transfektoitiin taulukon 5 mukaisilla naytteilld, kun tutkittiin proteiinien vuorovaiku-
tusta rikastamalla ensin MAL-proteiini solulysaateista. Negatiivisena kontrollina kaytettiin
soluja, joihin transfektoitiin tyhja FLAG-plasmidi emeriinin kanssa. Kontrollin avulla tut-
kittiin emeriinin epaspesifistd sitoutumista FLAG-agaroosihelmiin. Jokaista tutkittavaa
plasmidia transfektoitiin 3 pg soluihin jetPRIME-reagenssilla.

Taulukko 5 MAL:n ja emeriinin transfektiot soluille, kun kaytettiin immunosaostuksessa FLAG-
agaroosihelmia

Néyte |Plasmidil Plasmidi 2
1 FLAG-empty Emd-HA
2 NLS-MAL-FLAG | Emd-HA
3 MAL***-FLAG Emd-HA
4 RPEL-FLAG Emd-HA
5 MALARPEL-FLAG | Emd-HA

Kun rikastettiin emeriini solulysaatista ja tutkittiin MAL:n kiinnittymista siihen, transfektoi-
tiin solut taulukon 6 mukaisilla plasmideilla. MAL:n eri muodoista valmistettiin kolme ne-
gatiivista kontrollindytetta tyhjan HA-vektorin kanssa, joiden avulla voitiin tutkia proteii-
nien mahdollista vuorovaikutusta immunosaostuksessa kaytetyn anti-HA-affiniteettigee-
lin kanssa. Varsinaisesti proteiinien vuorovaikutusta tutkittin Emd-HA-C1:lla ja erilaisten

MAL-muotojen avulla.

Taulukko 6 MAL:in ja emeriinin transfektiot soluille, kun kaytettiin immunopresipitaatiossa HA-
agaroosihelmia

Néyte | Plasmidi1 Plasmidi 2
1 MAL-NLS-FLAG HA-C1
2 MAL***-FLAG HA-C1
3 RPEL-FLAG HA-C1

4 MAL-NLS-FLAG Emd-HA
5 MAL***-FLAG Emd-HA
6 RPEL-FLAG Emd-HA

4.6 Immunosaostus

Tutkittavilla plasmideilla transfektoituja soluja inkuboitiin 48 tuntia +37 °C:ssa, jonka jal-
keen solut olivat valmiita immunosaostukselle. Kaikkia kaytettyja reagensseja ja nayt-
teitd pidettiin jailla tyoskentelyn ajan. Ensin solut pestiin kylméalla PBS-liuoksella.

Lyysauspuskurina kaytettiin IP-puskuria (50 mM Tris-HCI pH 8,0, 100 mM Nacl), joka
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sisélsi 0,5 % Triton X-100 -detergenttid, hajottamaan solukalvot seka proteaasi-inhibiit-
toreita (Complete EDTA-free protease inhibitor cocktail, Sigma Aldrich (4693132001)).
Solut hajotettiin 500 pl:aan puskuria ja lysaatti irrotettiin maljalta solukaapimella. Solu-
lysaatit sentrifugoitiin (13 000 rpm) 10 minuutin ajan +4 °C:ssa (Eppendorf Centrifuge
5415R). Taman seurauksena pelletti sisalsi mahdollisesti hajoamattomat solut seka
muun liukenemattoman materiaalin ja paaosa proteiineista oli télldin supernatanttiin va-

pautuneina.

Solulysaatista valmistettiin ns. input-naytteet lisaamalla 10 ul 4xLaemmli-naytepuskuria
30 ul:aan supernatanttia. Input-naytteet sisaltavat siis kaikki solussa tuotetut proteiinit.
Loppusupernatantti kaytettiin immunosaostukseen. Naytteesta riippuen kaytettiin joko
anti-FLAG-agaroosihelmia tai Red anti-HA -affiniteettigeelia. Anti-FLAG-helmet ovat 4 %
agaroosihelmid, joihin on liitetty monoklonaalinen hiiren Anti-FLAG M2 -vasta-aine. Anti-
HA-affiniteettigeeli sisaltdda myos agaroosihiukkasia, joihin on kiinnitetty kovalenttisesti

monoklonaalinen HA-sekvenssin tunnistava vasta-aine.

Agaroosihelmia tai geelid (25 pl) pestiin ensin IP-puskurilla ilman Triton X-100 -reagens-
sia sentrifugoimalla (2500-3000 rpm) 5 minuuttia +4 °C:ssa (Eppendorf Centrifuge
5415R). Pesuliuos poistettiin varovasti koskematta pohjalla oleviin helmiin. Loput super-
natantista siirrettiin helmia sisaltaviin putkiin ja annettiin pyoéria rotaatiolaitteessa +16
°C:ssa kylmahuoneessa vahintaan kaksi tuntia. Helmet sentrifugoitiin pohjaan (3000
rpm) 5 minuuttia +4 °C:ssa (Eppendorf Centrifuge 5415R). Helmet pestiin kolme kertaa
IP-puskurilla (750 pl), missa oli 0,1 % Triton X-100 -detergenttid, seké kerran IP-pusku-
rilla ilman tritonia. Sitoutuneet proteiinit irrotettiin helmista ja vasta-aineesta lisaamalla
80 ul 1xLaemmli-naytepuskuria naytteeseen. Naytteiden proteiinit denaturoitiin keitta-
malla 5 minuuttia +95 °C blokissa. Helmet sentrifugoitiin putken pohjalle ja naytteet la-
dattiin valmiille 4-20 %:lle Bio-Radin gradientti SDS-PAGE-geelille (1,5 tuntia 120 V).
Ajon jalkeen tehtiin Western blottaus. Signaalien paikantamiseen kaytettiin tutkittavan
proteiinin leimaa vastaavaa vasta-ainetta. Nitroselluloosakalvot kuvattiin FUJIFILM LAS-

3000 -laitteella sdadellen valotusaikaa niin, etté saatiin n&kyvia signaaleja.
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5 Tulokset

5.1 Lap2€(1-409):n TOPO-Kloonaus

Lap2E(1-409):n onnistuneet kloonaukset TOPO-vektoriin osoitettiin testidigestiolla Ascl-
ja Notl-restriktioentsyymeilla. TOPO-vektori on noin 2,6 kb kokoinen ja insertin teoreetti-
nen koko on noin 1200 bp. Insertissa on toiselle restriktioentsyymille sisainen tunnistus-
kohta, jonka vuoksi se digestoituu kahteen osaan. Kuvasta 10 nahdaén, etta naytteissa
1, 3 ja 9 entsyymit ovat leikanneet mahdollisesti oikean kokoiset palat plasmidista. In-
sertti digestoituu noin 1000 bp ja 200 bp kokoisiksi palasiksi. Signaali 2500 bp:n kohdalla
kuvaa TOPO-vektoria. Sekvenssitarkastelun perusteella varmistettiin viela tulosten oi-
keellisuus. Naytteille, joille saatiin vain yksi signaali 2500 bp:n kohdalle, inserttia ei ole

saatu liitettyd TOPO-vektoriin. Kontrollina transformaation onnistumisen havainnoimi-

seen kaytettiin ihmisen B-aktiinia, jonka avulla voidaan todeta reaktio toimivaksi.

Kuva 10 Topo-kloonauksen testidigestio Ascl- ja Notl-entsyymeilla

Naytteet 3 ja 9 olivat sekvenssitarkastelun perusteella onnistuneet. Naytteella 3 jatkettiin

Gateway-kloonaukseen.
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5.2 Gateway-kloonaus

Gateway-kloonauksessa saatu pENTR-vektori liitettiin HA- ja FLAG-sekvenssin sisalta-
viin destinaatiovektoreihin. Testidigestiossa Xhol-restriktioentsyymi leikkaa plasmidista
siihen liitetyn 925 bp kokoisen insertin, jonka avulla saatiin varmistettua onnistuneet kloo-

naukset. Kuvassa 11 on esitetty agaroosigeeliajo testidigestionaytteista.

1A B C D 2A B C D

1500
1000

500

Kuva 11 Gateway-kloonauksen testidigestio xhol-entsyymilla

Kuvasta 11 nahdaan, etta naytteet 1B ja 2D poikkeavat signaaleiden koolta muista. 1B-
naytteessa plasmidit ovat digestoituneet kolmeen osaan, kun taas naytteessa 2D diges-
toitumista ei ole tapahtunut. Muissa naytteissa entsyymi on leikannut kuvan perusteella
oikean kokoisen insertin. Onnistuneita kloonauksia kaytettiin proteiinin tuottoon ja vuo-

rovaikutusten tutkimiseen immunosaostuksessa.
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5.3 Proteiinien ilmenemistason maaritys

llImenemistason maarityksella selvitettiin NIH/3T3-solujen kyky tuottaa tutkittavien prote-
iinien tayspitkia seka muokattuja muotoja. Kuvassa 12 nahdaan tulokset Western blot-
tauksen jalkeen, kun vasta-aineena kaytettiin HA-epitoopin tunnistavaa Sigman anti-HA-
HRP-vasta-ainetta (clone HA-7 H6533).

kDa

180

130
100
70

55
40

35
25

Kuva 12 Proteiinien ilmenemistason maaritys NIH-soluissa

Kuvasta 12 ndhdaan, etta tayspitkat proteiinit ilmentyvat soluissa suhteellisen hyvin (noin
60 kDa kokoisia). Muokatut proteiinit eivat ilmene soluissa kuitenkaan samalla tasolla
luonnollisten proteiinien kanssa. Naytteelle Lap2€(1-409) saatiin n&kyviin heikko signaali
noin 60 kDa kohdalle, kun valotusaika oli tarpeeksi pitka. LBR(1-211):lle saatiin hyvin
heikko noin 35 kDa kokoinen signaali. Jos solu kykenee tuottamaan Lap2€(1-409)-pro-
teiinia, niin mahdollisesti se kykenee tuottamaan samankaltaisella mekanismilla myds
LBR(1-211)-proteiinia. Signaalit eivat ole kuitenkaan kesken&én taysin vertailukelpoisia,
koska geelille ladattujen naytteiden maarisséa on saattanut olla eroavaisuuksia. Proteii-
nien ilmentymistasomaarityksen jalkeen tehtiin solujen varjays, jotta voitiin tarkastella

minne tuotetut proteiinit sijoittuvat solussa.
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5.4 Solujen varjayksen fluoresenssimikroskooppikuvat

Transfektoitujen solujen varjaamisella selvitettiin etenkin muokattujen proteiinien sijoittu-
mista soluissa. Proteiinien paikallistamiseen soluissa hyddynnettiin vasta-aineita. Pri-
maarisena vasta-aineena kaytettiin HA-sekvenssin tunnistavaa hiiren anti-HA-vasta-ai-
netta ja sekundaarisena fluoresoivaa hiiren Alexa 488 -vasta-ainetta. Transfektoitunei-
den solujen méaara oli mikroskooppitarkastelulla noin 30-40 % soluista. Soluja mikrosko-
poitiin fluoresenssimikroskoopilla. Mikroskooppikuvat ovat lapivalaisukuvia, joten ne ei-
vat ota huomioon solun kolmiulotteisuutta. Lapileikkauskuvilla voitaisiin varmistua prote-

iinin sijoittumisesta solussa.

Kuvassa 13 ndhdaan kaksi fluoresenssimikroskooppikuvaa tayspitkan LBR-proteiinin si-
joittumisesta NIH-soluissa. Tuman reuna on soluissa vahvemmin varjaytynyt eli voidaan
todeta, ettd proteiinit ovat sijoittuneet sinne. Tuman keskusta on myds varjaytynyt, mutta

signaali on selvasti heikompaa kuin tuman reunalla.

Kuva 13 Fluoresenssimikroskooppikuvia tayspitkédn LBR-proteiinin sijoittumi-
sesta NIH-soluissa

£
e —

[
Metropolia



24 (37)

Kuvassa 14 nahdaan fluoresenssimikroskooppikuva muokatusta LBR-proteiinista. Tu-
man sisainen signaali on selvasti voimakkaampi kuin kuvassa 13. Tasta voidaan todeta,
etta proteiini kulkeutuu tumaan eik& jaa solulimaan. Muokatulta proteiineilta puuttuu
transmembraanidomeeni, mika estaa niiden kiinnittymisen sisemmalle tumakalvolle ja
mahdollistaa niiden tuman siséisen paikantumisen. Tumassa voidaan havaita tummem-
pia alueita, joissa ei ole LMB-signaalia. Nam& ovat todennakdisesti tumajyvasia. Niita
esiintyy padasiassa solunjakautumisen valivaiheen aikana. Niiden tehtéavané on tuottaa

rakenneosat proteiineja tuottavia ribosomeja varten.

Kuva 14 Fluoresenssimikroskooppikuva muokatun LBR(1-211)-proteiinin sijoittumisesta NIH-
solussa
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Kuvassa 15 on tayspitkan Lap2&-proteiinin ilmeneminen solussa. Fluoresenssimikro-
skooppikuvien tarkastelulla signaali on soluissa voimakkaampaa tuman reunoilla, kuten
kuvassa 13. Proteiinit sijoittuvat siis ainakin osittain tumalevylle, koska niilla on sen mah-
dollistava domeeni. Tuman ulkopuolella solussa on my0s varjaytyneita pisteitd, joten

proteiini paikantuu osittain myds solulimaan.

Kuva 15 Fluoresenssimikroskooppikuvia tayspitkan Lap2€&-proteiinin sijoittu-

misesta NIH-soluissa
Fluoresenssimikroskooppikuvat Lap2€-proteiinin muokatusta muodosta Lap2€(1-409)
esitellaan kuvassa 16. Nahdaan, etta proteiini paikantuu niin tumaan kuin solulimaankin.

Lap2€(1-409)-proteiini on kooltaan isompi kuin LBR(1-211), joten tdma voi vaikuttaa pro-

teiinin sijoittumispaikkaan solussa.

Kuva 16 Fluoresenssimikroskooppikuvia muokatun Lap2€&€(1-409)-proteiinin sijoittumisesta
NIH-soluissa
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5.5 Immunosaostuksen Western blot -tulokset

Immunosaostuksen avulla tutkittiin laminaproteiinien ja transkriptiotekija MAL:n valisia
vuorovaikutuksia. Niin kutsutut input-naytteet sisaltavat kaikki solulysaatissa ilmenevat
proteiinit, joista vasta-aineen avulla havaitaan tutkittavat proteiinit. IP-naytteet ilmentavat
vain immunosaostuksessa agaroosihelmiin sitoutuneita vasta-aineen avulla havaittavia
proteiineja ja niiden muodostamia komplekseja. Tulokset saatiin Western blottauksen

avulla, kuvaamalla nitroselluloosakalvot FUJIFILM-3000-laitteella.
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5.5.1 Lap2€&-proteiinin vuorovaikutuksen tutkiminen NLS-MAL-proteiinin kanssa

Lap2- ja MAL-proteiinien vuorovaikutusta tutkittiin kayttamalla immunosaostuksessa
FLAG-agaroosihelmia. Niiden avulla saatiin rikastettua naytteissa ilmenevat NLS-MAL-
muodot. Anti-FLAG-vasta-aineella MAL saatiin Western blottauksessa esille. Lap2€-pro-
teiinin mahdollista sitoutumista transkriptiotekija MAL:iin tutkittiin anti-HA-vasta-aineen
avulla. Ihmisen Lap2B-proteiinia kaytettiin kontrollina, koska siité oli jo aikaisempaa tut-
kimustietoa. Kuvassa 17 nahdaéan solulysaattien (input-naytteet) sek& immunopresipi-

taationaytteiden Western blotit.
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Kuva 17 Western blot -tulokset, kun Lap2- ja MAL-proteiinien vuorovaikutusta tutkittiin kayt-

tamalla immunosaostuksessa FLAG-agaroosihelmid ja signaalien paikantamiseen
anti-FLAG- ja anti-HA-vasta-aineita

Kuvasta 17 nahdaan, etta input-naytteet eivat muodosta yhtdan signaalia, kun vasta-
ainereaktiossa kaytettiin anti-FLAG:ia. Voidaan todeta, etta transfektoidun MAL:n maaréa
soluissa on vahaista. Anti-HA-vasta-aineella input-naytteissa nahdaan vain yksi signaali
kontrollinaytteen Lap2E-proteiinin kohdalla. Voidaan todeta, ettéa proteiini ilmenee so-
luissa ainakin yksindaan. Solulysaattindytteiden perusteella voidaan sanoa, ettéa solut ei-
vat tuota Lap2[3- ja Lap2€(1-409)-proteiineja tai niiden tuotto on vahaista. Jo proteiinien
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iimenemistasonmaarityksella nahtiin (kuva 12), ettd Lap2€(1-409):n tuotetaan soluissa
erittain heikosti. Lap2f3:sta on tutkimustietoa ja se on ilmennyt tutkimusryhméan aikaisem-

pien tutkimuksien mukaan hyvin soluissa.

Kun signaalien havaitsemiseen kaytettiin anti-FLAG-vasta-ainetta, immunosaostusnayt-
teiden negatiiviset kontrollindytteet eivat muodostaneet signaaleja. Varsinaiset naytteet
muodostavat selkeat signaalit noin 170 kDa kohdalle. MAL-proteiinia ilmenee siis so-
luissa ja kiinnittyy agaroosihelmiin. Anti-HA-vasta-aineella IP-naytteissd muodostui né-
kyvat signaalit Lap2B- seka Lap2€-naytteiden kohdalle, kun naytteet transfektoitiin solui-
hin tyhjan FLAG-vektorin kanssa. Nama kuvaavat epaspesifista sitoutumista FLAG-hel-

miin. Varsinaisissa naytteissa ei ndhda muodostuneita signaaleja.

Vertailemalla varsinaisten naytteiden immunopresipitaatiotuloksia anti-HA- ja anti-
FLAG-vasta-aineissa voidaan arvioida Lap2- ja NLS-MAL-proteiinien valista vuorovaiku-
tusta. Kuvan 17 IP-naytteiden perusteella nahdaan, ettd MAL:ia muodostuu soluissa ja
se kiinnittyy FLAG-helmiin. Kun kéaytettiin anti-HA-vasta-ainetta, naytteet eivat muodos-
taneet signaaleja. Taman perusteella Lap2-proteiini ei siis kiinnity MAL:iin. Input-nayttei-
den perusteella ndhdaan kuitenkin, ettd Lap2-proteiinien tuotto on vahaista tai niita ei
jostain syysté tuoteta ollenkaan soluissa. Tasta syysta proteiinien vuorovaikutussuh-

teista ei voida taman kokeen perusteella sanoa mitaan.

A
e ——

e

Metropolia



5.5.2 Emeriinin ja MAL:in valinen vuorovaikutus

29 (37)

Emeriinin ja MAL-proteiinin eri muunnelmien vuorovaikutusta tutkittiin ensin anti-FLAG-

agaroosihelmien avulla. Kuvassa 18 on Western blottaukset solulysaateista seka immu-

nopresipitaationaytteistd, kun immunosaostuksen avulla rikastettiin naytteista MAL-pro-

teiini ja vasta-aineena sen havaitsemiseen kaytettiin anti-FLAG:ia. Emeriinin mahdollista

kiinnittymista MAL:iin tutkittiin anti-HA-vasta-aineen avulla.
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Kuva 18
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Western blot-tulokset, kun emeriinin ja MAL-proteiinin vuorovaikutusta tutkiessa im-
munosaostuksessa kaytettiin FLAG-agaroosihelmia ja signaalien paikantamiseen

anti-FLAG- ja anti-HA-vasta-aineita.
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Kun solulysaatti- eli input-naytteiden muodostamien signaalien havaitsemiseen kaytettiin
anti-FLAG-vasta-ainetta, voidaan todeta, ettd MAL-proteiinin kaikki muodot ilmenevét
soluissa. MALARPEL-muoto ilmenee kuitenkin heikompana kuin muut proteiinit. Input-
naytteet osoittavat anti-HA-vasta-aineella muodostuvien signaalien perusteella, etta

myGs emeriinia tuotetaan soluissa hyvin.

Immunopresipitaationaytteiden muodostamien signaalien avulla anti-FLAG-vasta-ai-
neella nahdaan, etta kaikki MAL-proteiinin muunnelmat saadaan rikastettua agaroosi-
helmien avulla solulysaateista. Mahdollista emeriinin kiinnittymisté& MAL:iin tutkittiin anti-
HA-vasta-aineen avulla. IP-naytteissd negatiivinen kontrolli (Flag-empty + Emd-HA)
muodostaa heikon signaalin, joka kuvaa agaroosihelmien ja emeriinin valilla olevaa epéa-
spesifisesta sitoutumista. Heikko signaali nahdaan myos emeriinin ja RPEL-naytteen
kohdalla, mutta tata voidaan negatiivisen kontrollindytteen tuloksen perusteella pitaa
epaspesifisyytena. Sen sijaan emeriinin ja NLS-MAL-naytteen kohdalla on selva vahva
signaali, jota voidaan pitaa merkkina vuorovaikutuksesta. Anti-HA-vasta-aineella immu-
nopresipitaationdytteiden muodostamien signaalien perusteella voidaan todeta, etta

emeriini Kiinnittyy MAL-NLS-proteiiniin eli niiden valilla on mahdollista vuorovaikutusta.
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Emeriinin ja MAL-proteiinin valistd vuorovaikutusta tutkittiin myos rikastamalla ensin HA-
sekvenssin sisaltava emeriini solulysaateista anti-HA-affiniteettigeelin avulla. MAL:n kiin-
nittymisté emeriiniin tutkittiin anti-FLAG-vasta-aineella. Kuvassa 19 on ns. input-nayttei-

den ja immunosaostuksen tulokset, kun proteiinit olivat yli-ilmentyneita soluissa.
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Kuva 19 Western blot -tulokset, kun emeriinin ja MAL:n vuorovaikutusta tutkiessa immu-

nosaostuksessa kaytettiin anti-HA-affiniteettigeelid ja signaalien paikantamiseen
anti-FLAG- ja anti-HA-vasta-aineita.

Proteiinien valistd vuorovaikutusta tutkittin MAL-proteiinin muunnelmilla ja emeriinilla
transfektoiduilla soluilla. Kontrollindytteina kaytettiin MAL:n muunnelmia tyhjan HA-vek-
torin kanssa. Niiden avulla varmistettiin, etta epaspesifista sitoutumista agaroosihelmiin
ei tapahdu. Kuvassa 19 input-naytteissa nahdaan heikot signaalit kontrollindytteissa
NLS-MAL- ja MAL***-naytteiden kohdalla, kun vasta-aineena kaytettiin anti-FLAG:ia.
MAL-proteiini iimenee siis soluissa yksin&&n ilman emeriinia. Myds varsinaisten nayttei-
den NLS-MAL- ja MAL***-proteiinien kohdalla néhdaan signaalit, mutta vahvempina kuin
kontrollinaytteissa. Kuvan perusteella MAL-proteiinin méara soluissa kasvaa emeriinin
lasn& ollessa. Kuvassa 19 on RPEL-naytteen input-naytteiden tulokset anti-FLAG-
vasta-aineella. Molemmissa naytteissd muodostuu selkeét signaalit, joten MAL-proteii-
nista muokattua RPEL-muotoa tuotetaan myos soluissa. Anti-HA-vasta-aineella input-

naytteiden muodostamista signaaleista nahdaéan, ettd myds emeriinia tuotetaan soluissa

hyvin.
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Kun kaytettiin anti-HA-vasta-ainetta, immunosaostusnaytteet muodostavat selkeét sig-
naalit noin 43 kDa kohdalle. IP-tulosten avulla nahd&én, etta emeriini kiinnittyy immu-
nosaostuksessa kaytettyyn anti-HA-affiniteettigeeliin. Anti-FLAG-vasta-aineella signaa-
leja ei IP-naytteissa muodostu. Negatiiviset kontrollindytteet eivat muodosta signaalia,
joten havaittavaa epaspesifista sitoutumista agaroosihelmien ja MAL:n vélilla ei ole. Var-
sinaisten naytteiden perusteella voidaan todeta, etté naytteista HA-affiniteettigeelilla ri-
kastettuun emeriiniin ei ole kiinnittynyt MAL-proteiinia. Voidaan todeta, etta vuorovaiku-

tusta ei ole myodskaan emeriinin ja RPEL-muodon valilla.

6 Yhteenveto

Projektin tavoitteena oli selvittdd transkriptiotekija MAL:n sek& tumalevyproteiinien
Lap2€, LBR ja emeriinin valistd vuorovaikutusta immunosaostustekniikalla. LBR-,
LBR(1-211)- ja emeriini-proteiinia koodaavat plasmidit 2HA-C1-vektorissa olivat jo tutki-
musryhméan kaytossé projektia aloittaessa. Lap2:sta kaytettiin hiiren Lap2&-isoformia,
josta haluttiin erottaa sisemmalla tumakalvolla kiinni oleva osa. PCR-reaktion avulla mo-
nistettiin spesifisilla alukkeilla siis proteiinin 1-409 aminohappoja koodaavaa sekvenssi.
Insertista tehtiin pENTR-vektori liittAmalla se TOPO-vektoriin ja Gateway-kloonauksella
insertti liitettiin HA- ja FLAG-destinaatiovektoreihin.

Tutkittavien proteiinien ilmenemistason maarityksella ja varjattyjen solujen mikroskopoi-
misella haluttiin varmistaa solujen kyky tuottaa muokattuja ja tayspitkia LBR- ja Lap2€&-
proteiineja. Tulosten perusteella voitiin varmistua, etta solut kykenevat tuottamaan muo-
kattuja proteiineja mutta selkeasti matalammalla tasolla kuin niiden normaaleja muotoja.
Muokatuissa proteiineissa on poistettu transmembraanidomeenit, jotka mahdollistavat
niiden kiinnittymisen tuman sisemmalle kalvolle. LBR-proteiinilla ndita on kahdeksan ja
Lap2€&-proteiinilla vain yksi. Naiden sekvenssien puuttuminen aiheuttaa muutoksen pro-
teiinien sijoittumisessa solussa, jolloin ne voidaan virheellisesti tulkita hairittekijoiksi. So-
lut voivat pyrki& luonnollisella toiminnallaan mahdollisesti tuhoamaan ne. Solujen prote-
iinikompleksit, proteasomit hajottavat muun muassa vaarin laskostuneita proteiineja.
Myds pienet py6reat organellit, lysosomit hajottavat solulimassa olevia proteiineja. [22]
Naiden mekanismien toiminta voisi selittdd muokattujen proteiinien matalan esiintymis-

tason soluissa. On myds mahdollista, ettd solut eivat kykene tuottamaan muokattuja pro-
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teiineja yhta tehokkaasti kuin proteiinien normaalimuotoja. Geenien ilmentymisen voi-
makkuus saattaa myos vaihdella ajallisesti soluissa eri kasvuvaiheissa, jolloin saadaan
eri tuloksia eri aikapisteissa.

Solujen varjayksella varmistettiin, minne tuotettavat proteiinit sijoittuvat solussa. Trans-
membraanidomeenin sisaltavat proteiinit sijoittuivat tuman kalvolle ja muokatut proteiinit
seka solulimaan etta tumaan. LBR(1-211)-proteiini, joka on kooltaan pienempi kuin
Lap2€(1-409) sijoittui padasiassa tumaan. Lap2€(1-409)-proteiini ilmeni soluissa seka
tumassa etta solulimassa. Lap2€(1-409) ilmentyminen solulimassa voi johtua sen suu-
remmasta koosta verrattuna LBR:aan, jolloin sen kuljettaminen tumaan on osittain esty-
nyt. Lap2€-proteiinin luonnollisella muodolla on vain yksi transmembraanidomeeni, joka
puuttuu muokatulta versiolta. LBR:Il& on puolestaan kahdeksan transmemraanidomee-
nia, joiden puuttuminen muokatulta versiolta vaikuttaa todennakdisesti enemman prote-
iinin sijoittumiseen solussa. Yleisesti voidaan siis todeta, etta proteiinien sijoittumiseen
soluissa vaikuttaa niiden koko, muoto seka muut rakenteelliset ominaisuudet. Lapileik-
kausmikroskopointitekniikalla, kuten konfokaali tai lapaisyelektronimikroskooppiteknii-
kalla (Transmission Electron Microscope), oltaisiin saatu varmempaa tietoa proteiinien
sijoittumisesta. Molemmat tekniikat perustuvat ndytteen kuvaamiseen optisina tasoina,

joista voidaan koota tarkka kolmiulotteinen kuva.

Esikokeiden jalkeen voitiin alkaa tutkia transkriptiotekija MAL:n ja haluttujen proteiininen
valisté vuorovaikutusta immunosaostuksella. Proteiinien valisid vuorovaikutuksia tutkit-
taessa proteiinit olivat yliekspressoituneita, jotta saataisiin selkedmpié tuloksia. MAL:n ja
Lap2:en vuorovaikutusta tutkittiin, vaikka solujen kyky tuottaa Lap2€(1-409):a oli matala.
Varmempia tuloksia vuorovaikutuksesta saadaan, kun muokattujen proteiinien tuottoa
soluissa saadaan kasvatettua. Lap2€- ja MAL-proteiinien valistd vuorovaikutusta tutkit-
tiin erilaisten muunnelmien avulla, mutta vuorovaikutusta ei havaittu. Kuvien perusteella
MAL seka Lap2€ ilmenevat soluissa yksindan, mutta Lap2$- ja Lap2€(1-409)-proteiinit
eivat ilmene ollenkaan. Aikaisempien tutkimusten perusteella solut kuitenkin kykenevat
tuottamaan Lap2f ja matalalla tasolla myds Lap2€(1-409):a. Lap2:n ja MAL:n vélisesta

vuorovaikutuksesta ei voida siis naiden tutkimusten perusteella sanoa mitaan.

My06s LBR-proteiinia ja siitd muokatun LBR(1-211)-muodon sek& MAL:n vuorovaikutusta
tutkittiin. Western blottauksella ei saatu kuitenkaan nakyvia signaaleja input- eika IP-
naytteisiin. Joko proteiineja ei saatu tuotettua soluissa tai ne eivat jostain syysta kiinnit-

tyneet kaytettavissa oleviin agaroosihelmiin. Kuvan 10 perusteella nahdaan, etta solut
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kuitenkin kykenevét proteiinien tuottoon. LBR(1-211):n ilmeneminen on kuitenkin erittain

vahaista. Joten myoskaan LBR:n ja MAL:n valisesta vuorovaikutuksesta ei saatu tietoa.

Emeriini ja MAL-proteiinin valistéa vuorovaikutusta tutkittiin rikastamalla vuorollaan MAL
ja emeriini, seka tutkimalla toisen proteiinin mahdollista kiinnittymista vasta-aineen
avulla. Rikastamalla ensin anti-FLAG-agaroosihelmilla MAL solulysaatista, saatiin sig-
naaleja MAL-NLS:n ja emeriinin valilla olevasta vuorovaikutuksesta. Vuorovaikutusta tut-
kittiin myos Anti-HA-agaroosihelmien avulla rikastamalla emeriini, mutta vuorovaikutusta

MAL:in kanssa ei talldin havaittu.

Immunosaostus on tekniikkana monivaiheinen, mika lisda riskia tulosten virheellisyy-
teen. Analyysi pitdisi toistaa useaan kertaan samoissa olosuhteissa seké saada samoja
tuloksia, jotta voitaisiin tehda varmoja johtopaatoksia proteiinien valisesta vuorovaiku-
tuksesta. Tekniikka on kuitenkin halpa ja nopea seka helposti toistettava, minka vuoksi
sitd kaytetaan. Tekniikka on hyva, kun halutaan tietoa tiettyjen proteiinien vélisesta suh-
teesta, mutta seulontamenetelmé&na tama ei toimi. Positiiviset tulokset eivat aina kerro
suorasta vuorovaikutuksesta, vaan proteiinien valilla saattaa olla siltamolekyyleja, kuten
toisia proteiineja, nukleiinihappoja (DNA, RNA) tai muita molekyyleja [23].

Proteiinien valista vuorovaikutusta voitaisiin tutkia myos esimerkiksi massaspektrometrin
avulla, jolloin proteiineja analysoitaisiin moolimassan avulla. Kehittyva sirutekniikka avaa
my06s uusia mahdollisuuksia tutkimusmaailmassa proteiinien valisten vuorovaikutusten
tutkimiseen [24]. Leimansiirtomenetelma proteiinien valilla (Label transfer protein inter-
action Analysis) voisi olla toimiva vuorovaikutuksia tutkittaessa. Menetelméa pystyy ha-
vaitsemaan ohimenevia ja heikkojakin vuorovaikutuksia, jotka usein jaavat immunosaos-
tuksella havaitsematta. Menetelméssa toinen tutkittavista proteiineista reagoi Label
Transfer-reagenssin (LTR) kanssa. LTR:aan on kovalenttisesti sitoutunut radioaktiivinen,
fluoresoiva tai biotiinileima. Tama proteiinin ja LTR:n yhdistelm& on vuorovaikutuksessa
toisen tutkittavan proteiinin kanssa, jolloin muodostuu mahdollinen kompleksi. UV-valon
avulla aktivoidaan LTR:n valoreaktiivinen ryhma, jolloin leima sitoutuu kovalenttisesti toi-
seen proteiiniin ja lopulta ensimmainen proteiineista irtoaa kompleksista. Western blot-
tauksen, sekvenssitarkastelun tai massaspektrometrin avulla voidaan havaita tama lei-

man siirtyminen ja analysoida proteiinien valista vuorovaikutusta. [25.]

Projektin aihe oli vaativa ja laaja, mutta erittain mielenkiintoinen. Kokonaisuuden ymmar-

taminen vaati perehtymista MAL:iin ja tumalevyproteiineihin seka niiden merkitykseen
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solussa. Jos aikaa olisi ollut enemman, olisi tehty useita toistoja immunosaostuksessa.
Tulosten laatua voisi parantaa optimoimalla esimerkiksi transfektiossa DNA:n seké
jetPRIME-reagenssin maarid. Jos tutkittavien proteiinien ilmeneminen vaihtelee eri kas-
vuvaiheissa, vuorovaikutussuhteita voisi tutkia muuttamalla solujen inkubointiaikaa. Im-
munosaostuksessa optimointia voisi tehd& agaroosihelmien ja vasta-ainemdaarien suh-
teen. Proteiinien leimaaminen erilaisilla tunnistussekvensseilla, tuottamalla proteiineja
eri solulinjoissa ja eri organismista olevien tumalevyproteiinien vertaileminen immu-

nosaostuksessa, voisi myos olla tutkimuksien kannalta hyddyllista.

)

Metropolia



36 (37)
Lahteet

1 Tieteen termipankki. Verkkosivu (muokattu 5.12.2014) <http://tieteentermi-
pankki.fi/wiki/Nimitys:transkriptiofaktori> [Viitattu 21.6.2016]

2 Kaisa Rajakyla. 2015. The Nuclear import Mechanism of SRF Co-Activator
MKL1. Helsinki: Hansaprint

3 National Center for Biotechnology Information. Verkkosivu. Paivitetty 3.6.2016.
<http://www.ncbi.nim.nih.gov/gene/6722> [Viitattu 7.7.16]

4 Wang DZ, Li S, Hockemeyer D, Sutherland L, Wang Z, Schratt G, Richardson
JA, Nordheim A, Olson EN. 2002. Potentiation of serum response factor activity
by a family of myocardinrelated transcription factors. Proc Natl Acad Sci USA
99: 14855-14860

5 Esnault C, Stewart A, Gualdrini F, East P, Horswell S, Matthews N, Treisman R.
2014. Rho-actin signaling to the MRTF coactivators dominates the immediate
transcriptional response to serum in fibroblast. Genes Dev 28: 943-958

6 Rafal Pawlowski, Eeva Kaisa Rajakyla, Maria K Vartiainen, Richard Treisman.
2010. An actin-regulated importin o/B-dependent extended bipartite NLS directs
nuclear import of MRTF-A. The EMBO Journal 29, 3448-3458

7 Maria K Vartiainen, Sebastian Guettler, Banafshe Larijani, Richard Treisman.
2007. Nuclear Actin Regulates Dynamic Subcellular Localization and Activity of
the SRF Cofactor MAL, VOL 316 Science

8 Francesc Miralles, Guido Posern, Alexia-lleana Zaromytidou and Richard Treis-
man. 2013. Actin Dynamics Control SRF Activity by Regulation of Its Coactiva-
tor MAL, Cell, Vol. 113, 329-342.

9 Sebastian Guettler, Maria K. Vartiainen, Francesc Miralles, Banafshe Larijani
and Richard Treisman. 2008. RPEL Motifs Link the Serum Response Factor
Cofactor MAL but not Myocardin to Rho Signaling via Actin Binding, Mol. Cell.
Biol. vol. 28 no. 2 732-742

10 Arnaud Descot, Monika Rex-Haffner, Genevieve Courtois, Dominique Bluteau,
Antje Menssen, Thomas Mercher, Olivier A. Bernard, Richard Treisman, Guido
Posern. 2008. OTT-MAL Is a Deregulate Activator of Serum Response Factor-
Dependent Gene Expression. Mol. Cell. Biol. vol. 28 no 20 6171-6181

11 Pekka Taimen, Hannu Kalimo ja Markku Kallajoki. 2004. Tuman lamiinit ja niihin
liittyvat taudit, Ladketieteellinen Aikakauskirja Duodecim; 120(7):799-805

12 Solunetti. Verkkosivu. 2006. <http://www.solunetti.fi/fi/solubiologia/tumakotelo/>
[Viitattu 12.6.2016]

y =
e ——

/e
Metropolia



37 (37)

13 Roland Foisner. 2001. Inner nuclear membrane proteins and the nuclear la-
mina, Journal of Cell Science 114

14 Roland Foisner. Dynamic Connections of Nuclear Envelope Proteins to Chro-
matin and the Nuclear Matrix, Landes Bioscience; 2000-2013

15 Verkkosivu. <https://prescottgenomics.wikispa-
ces.com/What+is+the+LMNA+Gene%3F> [Viitattu 8.6.16]

16 Mileidy W. Gonzalez, Maricel G. Kann. 2012. Protein interactions and desease.
<http://journals.plos.org/ploscompbiol/article?id=10.1371/journal.pcbi.1002819>
[Viitattu 5.7.2016]

17 Yanjun Qi. 2008. Learning of Protein Interaction Networks. (s.9-12)
<https://www.cs.cmu.edu/~qyj/paper_CMU/qyj-disertation-v17-final.pdf> [Vii-
tattu 23.6.2016]

18 Chin Yee Ho, Diana E. Jaalouk, Maria K. Vartiainen, Jan Lammerding. 2013.
Lamin A/C and emerin regulate MKL1/SRF activity by modulating actin dyna-
mics, Nature 497, 507-511

19 User guide. Revision Date 29 March 2012. pENTR™ Directional TOPO Cloning
Kits, Invitrogen

20 User Guide. 2003.Gateway® Technology, Invitrogen

21 Sigma Aldrich. Verkkosivu. <http://www.sigmaaldrich.com/catalog/pro-
duct/roche/12013819001?lang=fi&re-
gion=Fl&gclid=CKHOsIHOys4CFYUNcwodYIl4OOA> |[Viitattu 10.8.2016]

22 Solunetti. Verkkosivu. 2006. <http://www.solunetti.fi/fi/solubiologia/lysosomi/>
[Viitattu 31.7.2016]

23 Verkkosivu. 2016. <https://en.wikipedia.org/wiki/Methods_to_investigate_pro-
tein%E2%80%93protein_interactions> [viitattu 1.8.2016]

24 Olli Kallioniemi. 2002. Geenisiruista biosiruihin: uuden biotekniikan haasteet ja
mahdollisuudet. La&ketieteellinen Aikakauskirja Duodecim; 118(11):1149-1156

25 Thermo Scientificin verkkosivu. 2015. <https://www.thermo-
fisher.com/fi/fen/home/life-science/protein-biology/protein-biology-learning-cen-
ter/protein-biology-resource-library/pierce-protein-methods/label-transfer-pro-
tein-interaction-analysis.html> [Viitattu 1.9.2016]

=
e ——

4

Metropolia



Liite 1
1(3)

Liite 1 Projektissa kaytetyt liuokset

Projektissa kdytettyjen liuosten ohjeet on otettu Helsingin yliopiston Biotekniikan Insti-
tuutin elatuskeittion verkkosivuilta.

Dulbecco 10|

Liuos A:

Taulukko 1

1.0g MgCI2 x 6 H20 MERCK 5833
1.0g CaCl2 MERCK 2083

Ad. 5 | MilliQ H20

Liuos B: (=1 litra 10xPBS:&4)

Taulukko 2

80 g NaCl RIEDEL 31434
29 KCI RIEDEL 31248
14 g Na2HPO4 x 2 H20 J.T.BAKER 0326
29 |KH2PO4 J.T.BAKER 0241

Ad. 31 MilliQ H20

e Liuokset A ja B liuotetaan erikseen.
e Liuokset yhdistetddn 10 litraksi
e Liuos steriilisuodatetaan (90 mm, 0,22mm)

LB-AGAR

Taulukko 3

9g  Tryptone HISPANLAB H1612
459 |Yeast extract HISPANLAB H1702
13.59g Agar HISPANLAB H1800
459 NaCl RIEDEL 31434

ad. 900 ml MilliQ H20

Punnitaan kaikki aineet suoraan pulloon

Liuotetaan ja autoklavoidaan

Sdilytys +4 °C:ssa

Antibioottimaljoissa sulatettu LB-agar ja&dhdytetdan vesihauteessa +55 °C:een ja
lisataan tarvittava maara antibioottia halutun konsentraation saamiseksi
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4 % PFA

Taulukko 4

40 g PFA (Paraformaldehydi) J.T.BAKER 1157

e Lisataan lamminté ja kylméaa steriilia 1xPBS:&a ~900 ml. Liukenee 60 °C:ssa. Ei
kuitenkaan anneta lammeté yli 65 °C:seen (leimahdusvaara). Taytetéan litraksi.

e Suojaudutaan (nitriilihanskat ja hengityssuoja), kun punnitaan ja kasitelladn PFA:ta.

e Ty0 tehd&an vetokaapissa.

e Suodatetaan vesi-imulla.

1 x PBS (Phosphate-buffer saline)

Taulukko 5

8,0 g NaCl RIEDEL 31434
0,2g KCI RIEDEL 31248
1,4 g Na2HPO4 x 2H20 J.T.BAKER 0326
0,29 KH2PO4 MERCK 4871

ad. 1000 ml MilliQ H20

e Liuos autoklavoidaan
e Sdilytetddn huoneenldmmadssa

10 x Running-buffer (10 x Laemmli)

Taulukko 6

30g [Tris ICN 819638

144 g Glycine MERCK 4201
10g SDS GIBCO 15525-017

ad. 1000 ml MilliQ H20

o Ei steriloida. S&ilytetddn huoneenlammaossa.
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SOB-medium
Taulukko 7
20g [Tryptone HISPANLAB H1612
59 Yeast extract HISPANLAB H1702
0.58 g NaCl RIEDEL 31434
0.19 g KCI RIEDEL 31248
2.03 g MgCI2 x 6 H20 MERCK 5833
2.46 g MgSO4 x 7 H20 MERCK 5886

ad. 1000 ml MilliQ H20

e Liuoksen pH:n tulee olla 6.8-7.8. (ei tarvitse saétaa)
e Liuos autoklavoidaan
e Sdilytys +4 °C:ssa

SOC

Taulukko 8

500 ml'SOB (autoklavoidaan) (taulukko 2)
10 ml 20 % glucose (autoklavoidaan) ICN 194672

e Sailytys +4 °C:ssa

10xTE pH 7,5

Taulukko 9

33,3 ml 3 M Tris-HCIl pH 7,5
20 ml 0,5MEDTApPH 7,5

ad. 1000 ml MilliQ H.O

e Tarkistetaan liuoksen pH ja sd&detéén tarvittaessa 5 M HCl:lla (~600 ml, 1&ht6 pH
7,63) tai NaOH:lla.

e Liuos autoklavoidaan

e Sdilytetd&n huoneenlammassa
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