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Tietynlaisten glysiineja sisaltdvien aminohapposekvensseien on osoitettu vaikuttavan
transmembraaniproteiinien valisissa interaktioissa. Lysosomaalisen membraaniproteiini
LAMP-2B:n transmembraanialueelle tehtiin mutaatioita PCR-reaktioilla kayttden alukkeita,
joilla alueelta muutettiin kolme glysiinia valiineiksi. Amplikonit yhdistettiin ja liigoitiin pClI-
neo-vektoriin, joka transformoitiin E. coliin. Pesékkeista eristettiin plasmidit, jotka seulottiin
halutun insertin sisaltavan l6ytamiseksi.

Plasmidi transfektoitin LAMP-1- ja LAMP-2-kaksoispoistogeenisiin hiiren alkion
sidekudossoluihin iimentymaan. Solut immunovarjattin LAMP-, LIMP- ja BMP-vasta-
aineilla, fluoresoivilla sekundaarisilla vasta-aineilla seka Filipinilld. Mutatoitua proteiinia
ilmennettiin myods HelLa-soluissa.

Western blotin perusteella voitiin todeta mutatoidun proteiinin olevan saman kokoinen kuin
mutatoimatonkin. Mikroskooppikuvien perusteella ei voitu sanoa mitdan varmaa naytteiden
pienen maaréan ja tulosten suuren keskihajonnan vuoksi. Vertailemalla LAMP:n, BMP:n ja
LIMP:n kolokalisaatiota havaittiin, etteivat LAMP ja BMP kolokalisoidu LIMP:n kanssa,
mika saattaa olla yksi syy mikroskooppikuvien tulosten suureen keskihajontaan.
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Certain amino acid sequnces containing glysines have been shown to have have an effect
on protein-protein interactions between transmembrane proteins. The transmembrane re-
gion of the lysosomal membrane protein LAMP-2B was mutated by PCR with primers that
changed three glysines to valines. The amplicones were joined together and the product
was transformed to E. coli. Plasmid DNA was isolated from the colonies and the samples
were screened for discovery of the wanted insert.

The plasmid was transfected to and expressed in LAMP-1 and LAMP-2 double deficient
MEF cells. The cells were stained with Filipin, with antibodies for LAMP-2, LIMP and BMP
and with secondary fluorescent antibodies. The mutated protein was also expressed in
Hela cells.

The mutated protein was discovered to be of the same size with the unmutated protein by
a Western blot analysis. No conclusions could be made based on the microscopy images
due to the low number of samples and a high standard deviation in the results. By compar-
ing the colocalization of LAMP, BMP and LIMP, it was discovered that LAMP and BMP do
not colocalize with LIMP, which may be one of the reasons for a high standard deviation in
the results from the microscopy images.

Keywords cholesterol, cloning, cell culturing, immunostaining

y =
e —

/://Iz;ropolia



Sisallys

Lyhenteet

1 Johdanto

2 Lysosomit

2.1
2.2
2.3
2.4

Autofagia
LAMP-proteiinit
Kolesteroli
BMP-fosfolipidi

3 Materiaalit ja menetelmét

3.1
3.2
3.3
3.4
3.5

4  Tulokset ja niiden tarkastelu

4.1
4.2

4.3 Western-blot-analyysin tulokset

Kloonaus
Transfektio
Immunovarjays
Mikroskopointi
Western-blot

Immunofluoresenssikuvien tarkastelu

Kolokalisaatio

5 Yhteenveto

Lahteet

Liitteet

Liite 1. Mikroskopointikuvien analyysit
Liite 2. Kolokalisaatiokuvien analyysit

12
13
14
14

17

17
22
25

27

29

L

@mpolia



Lyhenteet

BMP bis(monoacylglycero)phosphate

CMA chaperone-mediated autophagy

FBS fetal bovine serum

LAMP lysosome associated membrane protein
LIMP lysosome integral membrane protein
MEF mouse embryonic fibroblast

PBS phosphate buffered saline

PFA paraformaldehydi

y ===

«/Iz;opolia



1 Johdanto

Sydan- ja verisuonitaudit ovat yksi yleisimmista tyoikaisten suomalaisten kuolinsyista
niiden aiheuttaessa vajaan neljanneksen kuolemista. Elakeldisilla vastaava luku on
lahes puolet. Yleisin sairauksista on sepelvaltimotauti, joka aiheutuu ateroskleroosista
eli valtimoverisuonten seindmien kovettumisesta. Sairastumisriskia lisdavat muun
muassa vahdainen liikunta, tupakointi, ravinnon rasvapitoisuus seka veren kohonnut

kolesterolipitoisuus. [1; 2; 3.]

1960-luvulla suomalaismiesten kuolleisuus sepelvaltimotautiin oli maailman suurinta, ja
viela 1970-luvun alkupuolellakin kuolleisuus oli yksi maailman korkeimmista. Sitemmin
miesten kuolleisuus on pudonnut l&hes viidennekseen ja kolesteroliarvot parantuneet
merkittdvasti. Naisten kuolleisuus on koko ajan ollut huomattavasti alhaisempi kuin
miesten ja suhteellinen muutos on ollut suurempi. Nykydan sepelvaltimotautiin kuolee

Suomessa vuosittain noin 12 000 henkea. [2; 4; 5; 6.]

Tamanhetkiset suositukset veren kolesterolipitoisuudelle ovat enintdédn 5,0 mmol/l
kokonaiskolesterolia, enintddn 3,0 mmol/l LDL-kolesterolia ja vahintaan 1,0 mmol/l
HDL-kolesterolia. Kolesterolipitoisuuden ollessa naiden arvojen ulkopuolella puhutaan
dyslipidemiasta, joka lisda riskid sairastua sydan- ja verisuonitauteihin. Siksi arvot
pyritddn palauttamaan suositusalueelle. Jos poikkeama on lieva, eika henkildlla ole
muita sairastumiselle altistavia riskitekijoita, on hoitona yleensa ruokavalion ja
elaméantapojen muutos. Jos kolesteroliarvot ovat kaukana tavoitellusta tai henkild
kuuluu muuten riskiryhmaén, voidaan tilaa hoitaa myods ladkkeilla, joista tyypillisimpia

ovat kolesterolisynteesia estavat statiinit. [7; 8.]

Taman opinnaytetyon tavoitteena oli tutkia lysosomaalisen membraaniproteiinin
transmembraanialueelle tehtyjen mutaatioiden vaikutuksia solussa. Koska tietynlaisilla
glysiineja  sisaltavilla aminohapposekvensseilla on osoitettu olevan vaikutus
transmembraaniproteiinien valisiin interaktioihin, mutatoitiin tutkitun proteiinin geenista
kolme transmembraanialueen glysiinia valiineiksi. Mutaation vaikutuksia tutkittiin

seuraamalla kolesterolin ja bis(monoasyyliglysero)fosfaatin kertymista soluihin.



2 Lysosomit

Lysosomit ovat soluorganelleja, joiden tehtdvana on hajottaa solun sisdisia viallisia
organelleja ja solun ulkopuolelta sisddnotettuja yhdisteitd. Nama hajotettavat tuotteet
eli substraatit ne saavat endosytoosin, fagosytoosin tai autofagian kautta. Lysosomit
osallistuvat my6s solun Kkolesterolitasapainon saatelyyn, plasmamembraanin

korjaamiseen, patogeeneilta puolustautumiseen seka signalointiin. [9.]

Lysosomien toiminnan kannalta valttamattomat proteiinit voidaan jakaa kahteen
luokkaan. Ensimmainen koostuu lysosomaalisista eli happamista hydrolaaseista, jotka
vastaavat molekyylien hajotuksesta lysosomeissa. Niitd tunnetaan talla hetkella
viitisenkymment&, ja jokaisella on omat spesifit substraattinsa. Lysosomien hapan pH
valilla 4,0 — 5,0 on valttamaton hydrolaasien toiminnalle, ja sen aikaansaavat
membraanin protonipumput. [9,;10, s. 779 — 780; 11, s. 352.]

Toinen ryhma koostuu lysosomaalisista membraaniproteiineista (LMP), joita ovat
esimerkiksi LAMP (lysome associated membrane protein) ja LIMP (lysosomal integral
membrane protein). Naiden proteiinien tehtavid ovat muun muassa lysosomin lumenin
happamoittaminen, proteiinien kuljetus sytosolista ja hajotustuotteiden kuljetus
sytoplasmaan. Nisékassoluista on tunnistettu tdhan mennessé noin 25 erilaista LMP:t4,
mutta niitd oletetaan olevan huomattavasti enemman. LMP:t muodostavat lysosomin
membraanin sisapinnalle kattavan hiilihydraattipeitteen, joka suojaa niitd lumenin

happamuudelta ja hydrolaaseilta. [9; 11, s. 352.]

Lysosomaalisten proteiinien kuljetukseen Golgin laitteesta on kaksi vaihtoehtoista
reittid. Ensimmainen on suora reitti, jossa proteiinit kulkeutuvat suoraan trans-Golgi-
verkostosta endosomaaliseen jarjestelmaan ja sita kautta lysosomeihin. Epasuorassa
reitissad proteiinit sijoittuvat ensin plasmamembraanille, josta ne otetaan varhaisiin

endosomeihin ja joista ne sitten kulkeutuvat endosytoosireitin avulla lysosomeihin. [9.]

2.1 Autofagia

Autofagia on eukaryoottisolujen mekanismi, jolla ne kierrattdvat vanhoja, ylimaaraisia

tai vioittuneita proteiineja, lipideja, nukleiinihnappoja ja polysakkarideja energiaksi ja



uusien molekyylien rakennusaineiksi. Se toimii my0ds laatukontrollina ja estaa

proteiinikasautumien muodostumisen. [12.]

Autofagia voidaan jakaa kolmeen eri tyyppiin: makroautofagiaan, mikroautofagiaan ja
kaperonivdlitteiseen autofagiaan (CMA). Naiden kaikkien prosessien paatarkoituksena
on erilaisten komponenttien proteolyyttinen hajottaminen lysosomeissa, mutta niiden

mekanismit poikkeavat toisistaan (kuvio 1). [13.]
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Kuvio 1. Autofagiareitit [14].

Makroautofagiassa kuljetetaan hajotettavat partikkelit autofagosomien vélityksella
lysosomeille, jolloin ne yhdistyvdt muodostaen autolysosomin. Mikroautofagiassa
sytosoliset komponentit puolestaan siiretddn suoraan lysosomin sisaan membraanin
lavitse. CMA-prosessissa hajotettavat  proteiinit  muodostavat komplekseja
kaperoniproteiinien kanssa. Lysosomien membraaneilla ne tunnistaa reseptorina

toimiva LAMP-2A-proteiini. Tunnistuksen jalkeen proteiinit hajotetaan. [13.]

Makroautofagiassa ensimmaiseksi muodostuu fagofori, jonka kaksoislipidikalvon
oletetaan olevan peraisin joko endoplasmisesta kalvostosta tai endosomeista. Se ei

kuitenkaan sisalla juurikaan membraaniproteiineja, joten myds muodostuminen de



novo sytoplasman lipideistd on mahdollista. Fagofori laajenee ja ottaa sisddnsa
hajotettavia partikkeleja eristden ne sytoplasmasta ja muodostaen autofagosomin.
Autofagosomit tunnistetaan yleensd LC3-proteiinin avulla, silla se Kkiinnittyy
voimakkaasti niiden membraaneille. Liséksi monet selektiivisessa autofagiassa toimivat

reseptorit sisaltavat sille spesifin kohdan ja sitoutuvat sen avulla fagoforiin. [12; 13; 15.]

Autofagosomi voi seuraavaksi fuusioitua joko Ilysosomin kanssa muodostaen
autolysosomin, tai myohdisen endosomin kanssa muodostaen amfisomin, joka
edelleen fuusioituu lysosomin kanssa. On esitetty, ettd fuusioituminen endosomien
kanssa toisi autofagosomiin hajotettavia biomolekyyleja seké& happamoittaisi sen pH:ta
ennen fuusiota lysosomin kanssa. Autolysosomissa lysosomien hydrolaasit hajottavat
happaman pH:n kanssa eristetyt makromolekyylit. Lopputuotteet siirretaan

sytoplasmaan, josta ne otetaan uudelleen kayttoon. [12; 13; 15.]

Autofagiaprosessi toimii soluissa jatkuvasti perustasolla yllapitden soluorganellien
laatua ja ymparistbd tasaisena. Se kuitenkin voimistuu merkittavasti nalkiintymisen
seurauksena tuottaen solulle lisda energiaa valttaméattomiin toimintoihin. Nalkiintymisen
havaitsemisessa merkittéava rooli on rapamysiinin kohdekinaasilla, jonka ilmentyminen
vaimenee ravinteiden vdhentyessa. Matala ilmentymistaso voimistaa autofagiaa ja

varmistaa siten, etta solu toimii optimaalisesti varmistaakseen selviytymisensa. [13.]

Selektiivisen  autofagian  toimimattomuudella  on  suuri rooli monissa
hermorappeumasairauksissa, kuten Alzheimerin, Huntingtonin ja Parkinsonin
taudeissa. Naissa soluihin kertyy vanhoja ja vioittuneita soluorganelleja ja proteiineja,

jotka hairitsevat solun normaalia toimintaa. [13.]

2.2 LAMP-proteiinit

LAMP-1- ja LAMP-2-proteiinit muodostavat merkittdvdn osan lysosomien
membraaniproteiineista. Ne koostuvat vahvasti glykosyloidusta lumenaalisesta
domeenista, joka sisaltdd nelja rakennetta vahvistavaa rikkisiltaa ja joka jakautuu
kahteen homologiseen osaan sarana-alueen molemmin puolin,
transmembraanidomeenista sekd Iyhyestd C-terminaalisesta hénnasta. Proteiinin

hantdosa siséltdd informaation proteiinien solunsisdisesta kohdentamisesta. [16.]



Vaihtoehtoisen silmukoinnin vuoksi LAMP-2-proteiinista on olemassa kolme muotoa:
LAMP-2A, LAMP-2B ja LAMP-2C [17, s. 419]. Naista LAMP-2A:ta tavataan erityisesti
maksassa, kun taas LAMP-2B on yleisin luurankolihaksissa. LAMP-2A liittyy erityisesti
CMA:han, kun taas LAMP-2B:lla vastaavaa spesifioitumista ei ole havaittu. LAMP-2B:n
aminohapposekvenssi on esitetty kuviossa 2. [18. ]

MVCFELFEVE GSGLVLVCLYV LGAVESYALE LNLTDSENAT CLYAEWOMNE a0
TVEYETTHNET YETVTISDHG TVTYNGSICG DDQNGPREIAV QFGPGEFSWIA 100
NFTEARASTYS IDSVSEFSYNT GDNTTEFPDAE DEGILTVDEL LATEIPLNDL 150
FRCNSLSTLE ENDVVQHYWD VLVQARVONG TVSTNEFLCD EDETSTVAPT 200
IHTTVESPTT TPTPEEEPEA GTYSVHNNGND TCLLATMGLY LNITQDEVAS 220
VININEPNTTH STGSCESHTA LLELNSSTIE YLDFVEFAVEN ENEFYLEEVMH 200
ISMYLVNGSV FSTANNNLSY WDAPLGSSYM CNEEQTVSVS GAFQINTFEFDL 350
EVQEPFNVTOGE EYSTAQECSL DDDTILIPIT VGAGLSGLIT VIVIAYVIGR 400
RESYAGYQTL 410
Kuvio 2. Ihmisen LAMP-2B:n aminohapposekvenssi [19].

Molempien LAMP-proteiinien aminohapporunko on 40 — 45 kDa:n kokoinen, mutta
glykosylointi nostaa valmiiden proteiinien koon 120 kDa:iin. N-glykosylaation oletetaan
vaikuttavan merkittavasti lysosomaalisten membraaniproteiinien stabiiliuteen. Lisaksi
molempiin LAMP-proteiineihin on O-sitoutunut hiilihydraatteja niiden niin sanotulle
sarana-alueelle. [16; 17, s. 416]

LAMP-proteiinien  vaikutuksia on tutkittu hiirilla luomalla kantoja, joiden

kromosomistosta on poistettu joko LAMP-1 tai LAMP-2-geeni. Pelkkd LAMP-1-geenin
puute ei juurikaan aiheuta muutoksia, vaan hiiret olivat kontrollirynman kaltaisia. Sen
sijaan LAMP-2-proteiininn puute aiheutti vakavia oireita ja puolet hiirista kuolikin 20 - 40
paivan ikéaisind. Kaksoispoistogeeniset sikitt kuolivat jo kohdussa. [20.]

LAMP-2-proteiinilla on osoitettu olevan merkittava rooli kolesterolin kertymisessa

soluun. Jos niistd puuttuu LAMP-2-geeni, kertyy kolesterolia lysosomeihin ja

endosomeihin selvasti normaalia enemman. Pelkkd LAMP-1:n puuttuminen ei aiheuta
vastaavaa. Toisin kuin LAMP-1-proteiinin, LAMP-2-proteiinin uudelleenekspressio

vahentaa kolesterolikertymia soluissa. [16.]



Mutaatiot LAMP-2-geenissa tai sen puute aiheuttavat ihmisilla Danonin tautia, joka
periytyy dominoivasti X-kromosomissa. Sille tyypillista on myoOhdaisten autofagisten
vakuolien kertyminen sydameen ja lihaksiin, silla ne eivat fuusioidu normaalisti
endosomien ja lysosomien kanssa. Lisaksi tauti aiheuttaa psyykkista
kehitysvammaisuutta. [16; 18.]

2.3 Kolesteroli

Kolesteroli on rengasrakenteinen steroidi (kuvio 3), joka muodostaa jopa puolet
eladinsolujen solukalvoista. Se stabiloi niitéd toimien puskurina niiden nestemaisyyden
suhteen lampétilan vaihdellessa. Se toimii myds lahtdaineena steroidihormoneiden ja
sappihappojen valmistuksessa. Solut pystyvat valmistamaan kolesterolia helposti
asetyylikoentsyymi A:sta, mutta kolesterolisynteesi kuluttaa energiaa, minka vuoksi
solut saatelevat prosessia solunsisdisen kolesterolipitoisuuden mukaan. Valtaosa
syntetisoidusta kolesterolista valmistetaan endoplasmisella kalvostolla, mutta
synteesitaso on normaalisti melko matala. [10, s. 620; 11, s. 165, 171, 331, 346; 21;
22,s.135]

Kuvio 3. Kolesterolin rakenne [23].



Solun ulkopuolella valtaosa kolesterolista esiintyy kolesteroliesterind. Koska kolesteroli
on paaasiassa hydrofobinen molekyyli, se ei liukene vesipohjaisiin nesteisiin ja sen
kuljetukseen tarvitaan erilaisia lipoproteiinipartikkeleja. Nama lipoproteiinit luokitellaan
tiheytensa perusteella erilaisiin luokkiin, joiden mukaan arkikielen hyva ja paha
kolesteroli erotellaan. Tiheat HDL-partikkelit kuljettavat kolesterolia pois kudoksista ja
harvat LDL-partikkelit kudoksiin. [21; 11, s. 70.]

Suurin osa membraanien rakennusaineeksi tarvittavasta kolesterolista otetaan soluun
reseptorivalitteisen endosytoosin avulla. Talldin LDL-partikkeli kiinnittyy sille spesifisiin
reseptoreihin membraanilla, josta se sitten otetaan solun sisdalle. Jos solunsisdinen
kolesterolipitoisuus nousee liian korkeaksi, sisdanotto lakkaa ja kolesteroli jaa solun
ulkopuoliseen kudokseen. [10, s. 791; 11, s. 343]

2.4 BMP-fosfolipidit

BMP eli bis(monoasyyliglysero)fosfaatti (kuvio 4) on yleisnimitys soluissa esiintyville
fosfolipideille, jotka ~muodostuvat kahdesta fosfaattiryhm&dn  sitoutuneesta
monoasyyliglyserolista. Niita kutsutaan toisinaan myos lysobisfosfatidihapoiksi (LBPA),
mutta termi on harhaanjohtava, silla kyseessa ei ole lysofosfatidihappo. BMP-
fosfolipidit eroavat toisistaan asyyliryhmien pituuden ja tyydyttymattomyysasteen
suhteen. [24.]

Kuvio 4. Dioleyylibis(monoasyyliglysero)fosfaatti [25].

Lysosomien alhaisesta pH-arvosta huolimatta BMP-fosfolipidi esiintyy niissa
negatiivisesti varautuneena sen matalasta happovakiosta johtuen ja sijoittuu erityisesti

sisemmille membraaneille, joissa hajotus tapahtuu. Negatiivinen varaus mahdollistaa



BMP-fosfolipidin toiminnan lysosomeissa. Hydrolaasien tarvitsemat aktivaattoriproteiinit
puolestaan esiintyvit lysosomeissa positiivisesti varautuneina. Negatiivisesti
varautunut BMP-fosfolipidi vetda entsyymit ja substraatit [ahekk&in mahdollistaen siten
hajotuksen. Samalla se suojaa entsyymeja ja hidastaa niiden tuhoutumista. [24.]

BMP-fosfolipidin ja kolesterolin kertymisen valilla on osoitettu olevan selva yhteys ja on
myOs ehdotettu, etta BMP-fosfolipidi osallistuisi mydhdisten endosomien
kolesterolitason saatelyyn. Jos BMP-fosfolipidin  maara kohoaa huomattavasti,
vaikuttaa se kolesterolin jakautumiseen yhdessd kolesterolia saatelevien geenien
kanssa niiden ekspressiotason madaltuessa. Nama kertymat voivat jopa estda LDL-

kolesterolin kuljetuksen plasmamembraanille. [26; 27.]

BMP-fosfolipidilla on my6s merkittava rooli lipidien ja membraanien hajotuksessa. Se
interaktoi aktivaattoriproteiinien kanssa vahvistaen siten saposiinin lipidinuutto-
ominaisuuksia. Erityisen voimakas vaikutus on, jos membraanin kolesterolipitoisuus on
matala ja BMP-fosfolipidin pitoisuus on korkea. Jos kolesterolipitoisuus on korkea,
pakkautuu membraani tiivimmin, jolloin siltd on vaikeampi irrottaa hajotettavia
yhdisteita. [24.]



3 Materiaalit ja menetelmat

Tyon kulku on kuvattu yleisella tasolla kuviossa 5.

Proteiininosien Mutatoidun proteiinin

monistis FCR: 115 ligointi Transtormainti £. coliin

Transfektoitujen solujen
warjdys ja kuvaus
mikroskoopilla

Kaksoispostigesnisten Transformaation
MEF-szlujen transfektio tarkistus

SD5-PAGE jaWestern

Blat Hela-solujen transfektic

Kuvio 5. Tyon kulku

3.1 Kloonaus

pCl-neo-vektoriin kloonattu LAMP-2B-proteiinia koodaava alue monistettiin kahdessa
osassa alukkeilla (taulukko 1), joilla sen transmembraanialueella sijaitsevat glysiinit
muutettiin valiineiksi. Koska GxxxG-tyyppisilla aminohappoalueilla on osoitettu olevan
merkittava vaikutus transmembraaniproteiinien heliksien interaktioissa [28], epailtiin
my6s LAMP-2B-proteiinin transmembraanialueen glysiineilla olevan samankaltainen

merkitys.

Taulukko 1.  Alukkeiden sekvenssit. Mutatoivat emékset on merkitty punaisella.

Aluke Sekvenssi (5°-3)

Xbal GCA GGT GCT TTC TCT GTC TAG

g---v Forward GTT GCT GTT CTT TCAGTC TTG ATT ATC
GTT ATAGTG ATT GCT TAC C

g---v Reverse GAC TGA AAG AAC AGC AAC AAT TCG
TAAT TAG AAT GGT GTC ATC

Notl reverse TTA GCG GCC GCT TAG TGT TAC AGA
GTC TGA TAT CCAGC
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PCR-reaktioiden reaktioseokset ja ohjelmat on kuvattu taulukoissa 2 ja 3. Negatiiviset
kontrollit valmistettin muuten samoin kuin naytteet, mutta reaktioseoksista jatettiin
dNTP-seos pois ja se korvattiin vedella. Monistettujen DNA-jaksojen sijoittuminen
toisiinsa néahden lopullisessa tuotteessa on esitetty kuviossa 6

Taulukko 2. PCR-reaktioseos

Reagenssi Pitoisuus

5 x HF-puskuri 1x

10 uM dNTP-seos 0,2 uM / nukleotidi
Aluke 1 (Xbal tai g---v Forward) 0,5 uM

Aluke 2 (g---v reverse tai Notl) 0,5 uM
Templaatti-DNA 10 ng

Phusion DNA-polymeraasi (Thermo Scientific) | 0,02 U/ul

Vesi 50 pl:aan

Taulukko 3. PCR-ohjelma

Lampdtila Kesto

98°C 60 s

98°C 10s

62°C 30s t | 36 syklia
72°C 10s

72°C 10 min

GAT GAT GAC ACC ATT CTA ATA CCAATT ATAGTT GCT GTT

CTTTCAGTCTTG ATC GTT ATAGTG ATT GCT TAC C/TA ATT

Kuvio 6. Monistettujen tuotteiden homologiset alueet sek&a proteiiniin tehnyt mutaatiot.
Mutatoidut emakset on merkitty punaisella. Ylapuolelle merkitty aluke on g—v forward
ja alapuolelle merkitty g—v reverse.

Monistus tarkistettin 2 % agaroosigeelilla. Tuotteet puhdistettin  GeneJet Gel
Extraction —kitilla (Thermo Scientific). Puhdistettujen tuotteiden konsentraatiot
tarkistettiin 2 % agaroosigeelilld. Tuotteet yhdistettiin taulukon 4 mukaisesti kayttaen
Phusion-DNA-polymeraasia. Valmistettiin reaktioseos ensin ilman alukkeita ja ajettiin
ohjelma (taulukko 5), minka jalkeen lisattiin alukkeet ja monistettiin koko tuotetta PCR-

reaktiolla (taulukko 6).
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Taulukko 4.  Polymerisointireaktioseos

Reagenssi Konsentraatio

5 x HE-buffer (Thermo Scientific) 1x

10 mM dNTP-seos 0,2 uM per nukleotidi
Tuote 1 10 ng

Tuote 2 10 ng

Phusion DNA-polymeraasi 0,02 U/ul

Xbal-aluke 0,5 uM

Notl-aluke 0,5 uM

Vesi 50 pl:aan

Taulukko 5.  Polymerisointiohjelma

Lampdatila Aika
98°C 10s
60°C 30s
59°C 30s
58°C 30s
57°C 30s
56°C 30s
55°C 30s
54°C 30s
53°C 30s
72°C 15 min

Taulukko 6.  Monistusohjelma

Lampdtila Aika

98°C 10s

62°C 30s | 40 syklia
72°C 15s

72°C 15 min

Tarkistettiin tuotteen monistuminen 2 % agaroosigeelielektroforeesilla ja puhdistettiin
tuote GeneJET Gel Extraction —kitilla valmistajan ohjeiden mukaisesti. Digestoitiin
puhdistettu tuote FD Xbal- ja FD Notl —restriktioentsyymeilla (Thermo Scientific).
Puhdistettiin digestoitu tuote 2% agaroosigeeliltd GeneJET Gel Extraction —kitill&.

Vektori kasiteltiin samoilla restriktioentsyymeilla ja lisaksi alkaalisella fosfataasilla, jolla
saatiin poistettua linearisoidun vektorin paiden vapaat fosfaatit. Nain ehkaistiin vektorin
ligoitumista itsenséd kanssa. Vektori puhdistettin 1% agaroosigeeliltd samalla tavoin

kuin inserttikin.

Ligaatioseosten koostumukset on esitetty taulukossa 7. Inkuboitiin seosta yon yli +14

°C:ssa.
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Taulukko 7.  Ligaatioseokset
Reaktio 1 Reaktio 2 Kontrollireaktio
50 ng/pl vektori 1,8 ul (90 pg) 1,7 pl (85 ug) 2 pl
6 ng/ul insertti 2,3 ul (13,8 ug) 4,3 pl (25,7 pg) -
1000 U/ul T4 DNA- |1l 1yl 1u
ligaasi
10x T4 DNA- | 1yl 1l 1l
ligaasipuskuri
Vesi 3,9 ul 2 ul 6 pl

Tehtiin transformaatio kaupallisia Stellar-soluja (Clontech) kéayttaen valmistajan
ohjeiden mukaisesti. Tehtiin liséksi negatiivinen kontrolli, jossa lisattiin soluille vetta
ligaatioseoksen sijaan. Maljattiin soluseosta 100 ul LB-amp-maljoille (ampisilliinia 100
pg/ml), sentrifugoitiin jaljelle jaaneitd soluja 1 min 9500 g:n voimalla, poistettiin
supernatantti ja lisattin 50 pl S.0.C.-liuosta (Clontech). Resuspensoitiin solut ja
maljattiin koko seos LB-amp-maljoille. Inkuboitiin yon yli +37 °C:ssa.

Siirrostettiin kaksi pesakettad uudelle maljalle ja inkuboitiin yon yli +37 °C:ssa. Eristettiin
naista viljelmista plasmidit NucleoSpin Plasmid QuickPure —kitilla (Macherey-Nagel).
Tarkistettiin eristys 1 % agaroosigeelilla. Digestoitiin eristetty plasmidi FD Pstl-

entsyymilla (Thermo Scientific). Tarkistettiin digestio 2 % agaroosigeelill&.

Siirrostettiin bakteerikasvustoa 100 ml:aan LB-lientd, johon lisattiin ampisilliinia siten,
ettd sen konsentraatio oli 100 pg/ml. Inkuboitiin kasvustoa yon yli +37 °C:ssa 200
rpm:n ravistuksessa. Eristettiin plasmidit NucleoBond Xtra Midi —kitilla. Tarkistettiin
plasmidien konsentraatiot fotometrilla. Lahetettiin plasmidit sekvensoitavaksi, jotta

varmistuttaisiin niiden sekvenssista.

3.2 Transfektio

Sulatettiin nestetypestd ampulli LAMP-1- ja LAMP-2-kaksoispoistogeenisia MEF-soluja
(hiiren alkion fibroblasteja), joita kasvatettiin T25-soluviljelypullossa +37 °C:ssa 5 %:n
CO,-pitoisuudessa Dulbecco’s Modified Eagle —mediassa (Sigma Aldrich), johon oli
lisatty naudan sikion seerumia (Sigma Aldrich) 10 %:ksi, L-glutamiinia (Sigma Aldrich),

penisilliinia (Biochrom) ja streptomysiinia (Hoechst).

Trypsinoitin MEF-solut ja tehtiin transfektiota varten 3 cm maljoja, joiden pohjalla oli
peitinlaseja. Kahdelle maljalle siirrettiin 50 000 ja kahdelle 100 000 solua. Seuraavana

paivana soluille tehtiin transfektio jetPRIME-kitilla (Polyplus transfection) valmistajan
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ohjeiden mukaisesti. DNA:na kayettiin mutatoitua LAMP-2B-proteiinia seka kontrollina
LAMP-2A-proteiinia. Kasvatettiin 50 000 solun maljoja 2 vrk ja 100 000 solun maljoja 1
vrk.

3.3 Immunovarjays

Poistettiin MEF-soluilta kasvatusmedia, pestiin ne kerran 1 x fosfaattipuskuroidulla
saliinilla (PBS, 137 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 10 mM Na,HPO,4, 1,8 mM KH,PQ,) ja
kiinnitettiin solut inkuboimalla niitA 30 min PBS-liuokseen valmistetussa 4 %
paraformaldehydissa (PFA, JT Baker). Poistettiin PFA-liuos ja liséattiin 0,85 ml 1:100-
laimennettua Filipinia (Sigma Aldrich). Filipin on yhdistelma sienista eristettyja
yhdisteita, joka tarttuu vapaaseen kolesteroliin ja fluoresoi UV-valossa. Taman jalkeen
naytteita pidettiin folioon kaarittyna aina kun mahdollista, silla Filipin on valoherkkaa.
Inkuboitiin huoneenldammaossad 30 min, kerattiin variaine talteen, lisattin 1 ml PBS-
liuokseen valmistettua 0,12 % glysiinid (Sigma Aldrich) ja inkuboitin 10 min
huoneenlammadssé. Pestiin solut kertaalleen 1 x PBS-liuoksella.

Siirrettiin - peitinlasit solupuoli ylospain muoviastiaan, jonka pohjalle oli asetettu
kostutettu Whatmann-paperi ja parafiimia. Pipetoitin kunkin lasin paalle 80 pl 1
PBS:&an valmistettua 3 % naudanseerumialbumiinia (BSA, Bovogen). Inkuboitiin 15

min huoneenlammossa.

Valmistettiin seos primaarisistd vasta-aineista PBS:aan valmistettuun 3% BSA:han
taulukon 8 mukaisesti. LAMP-2-vasta-aine oli saatu lahjoituksena M. Schwahen
tutkimusryhmalta Kielista, Saksasta ja LIMP-2-vasta-aine S. Gruenbergilta Genevesta,

Sveitsista. Pipetoitiin peitinlaseille 30 ul vasta-aineseosta kullekin lukuun ottamatta yhta

kontrollia  kustakin  konstruktista. Inkuboitiin  parafilmilla  solupuoli alaspain
huoneenlammossa 1 h.

Taulukko 8. Primé&aéariset vasta-aineet

Vasta-aine Laimennossuhde Tuottoelain Valmistaja

LAMP-2 Abl93 1:20 Rotta Abcam

Limp2-Ab 1:500 Kani Abcam

6C4 LBPA 1:150 Hiiri Echelon

Pestiin peitinlasit 1 x PBS-liuoksella 12-kuoppalevylla neljasti. Valmistettin seos

sekundaarisistd vasta-aineista 3% BSA-liuokseen taulukon 9 mukaisesti. Pipetoitiin
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peitinlaseille 30 pl vasta-aineseosta kullekin. Inkuboitiin parafilmilla solupuoli alaspéain

huoneenlammaossa 1 h.

Taulukko 9. Sekundé&éariset vasta-aineet

Vasta-aine Konsentraatio | Laimennossuhde Tuottoeldin Valmistaja

Alexa Fluor | 2 mg/ml 1:500 Vuohi Life Technologies
488, Goat anti-
rat IgG

Alexa Fluor | 2 mg/ml 1:500 Vuohi Life Technologies
594, Goat anti-
rabbit IgG

Alexa Fluor | 2 mg/ml 1:500 Vuohi Life Technologies
647, Goat anti-
mouse IgG

Pestiin peitinlasit 12-kuoppalevylla kahdesti 1 x PBS-liuoksella ja kertaalleen 3 % BSA-
liuoksella. Lisattiin  kuoppiin aiemmin talteenotettu Filipin ja inkuboitin 30 min

huoneenlammaossa. Pestiin peitinlasit kertaalleen 1 x PBS-liuoksella.

Sekoitettiin kesken&dén 100 pl DABCOa (Sigma Aldrich) ja 1 ml Mowiolia (Calbiochem).
Pipetoitiin seosta objektilasille 8 pl per peitinlasi ja asetettiin peitinlasit pisaroiden paalle
solut alaspéain. Inkuboitiin huoneenlammadssa yon yli, jotta seos jahmettyisi. Siirrettiin
lasit +4 °C:seen odottamaan kuvaamista.

3.4  Mikroskopointi

Kuvattiin MEF-soluja Olympus AX70 —mikroskoopilla. Valittiin kuvattavat kohdat siten,
ettd niissa nékyi vahintaan yksi ekspressoiva ja ei-ekspressoiva solu. Otettiin kuvat 60-
kertaisella suurennoksella suotimilla, joiden I&péisema valo oli aallonpituuksiltaan 350
nm, 488 nm, 594 nm ja 647 nm.

3.5 Western blot

Jaettiin HeLa-soluja 12-kuoppalevylle siten, etta kolmessa kuopassa oli 100 000 solua.
Kunkin kuopan pohjalle asetettiin peitinlasi. Transfektoitiin solut seuraavana paivana
kaupallisella jetPRIME—Kkitilla erilaisia DNA:n ja transfektioreagenssin suhteita kokeillen

taulukon 10 mukaisesti. Muilta osin noudatettiin valmistajan ohjeita.
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Taulukko 10. Hela-transfektiot western blot —analyysia varten

Nayte DNA Transfektioreagenssi
1 1ug 2 ul
2 1ug 4 ul
3 0,5 ug 2 ul

Poistettiin peitinlasit kuopista ja varjattiin niilla kasvavat solut seuraavana paivana
LAMP-2- ja Alexa Fluor 488 —vasta-aineilla samalla tavoin kuin kohdassa 3.3. Tutkittiin
fluoresenssimikroskoopilla transfektiofekvenssia.

Tehtiin myds negatiivinen ja positiivinen kontrolli. Negatiivisena kontrollina kaytettiin
transfektoimattomia Hela-soluja ja positiivisena kontrollina LAMP-2A- ja LAMP-2B-
positiivisia MEF-soluja. Kumpiakin jaettiin 100 000 solua 3 cm:n maljalle. Kontrolleja

inkuboitiin 1 vrk ja naytteita yhteensa 6 vrk.

Proteiinipitoisuuden maaritys

Poistettiin soluilta media ja lisattiin kuoppiin 50 pl ja maljoille 250 pl 2 x complete-
reagenssia (Roche Diagnostics), joka oli valmistettu 50 mM Tris/HCI, 150 mM NacCl, 5
mM Mg2Cl ja 1 % Triton X-100 sisaltavaan puskuriin. Nostettiin solut jaille ja kaavittiin

ne irti maljojen pohjista.

Valmisteltin BCA-kitti (BCA Protein Assay Kit, Thermo Scientific) kayttoa varten.
Pipetoitiin 96-kuoppalevylle kaksi rinnakkaista kalibrointisuoraa, joiden konsentraatiot
olivat 1; 0,5; 0,25; 0,125 ja 0,0625 mg/ml. Tehtiin naytteistd 5 x laimennokset ja
pipetoitiin kutakin 2 x 25 pl kuoppalevylle. Kaikkiin kuoppiin lisattin 200 pl BCA-kitin
puskuria. Inkuboitiin levya 1 h +37 °C:ssa. Mitattiin kuoppien absorptiot aallonpituudella
560 nm Multiskan EX -laitteella (Labsystems).

Western blot

Valmistettin 10 % SDS-PAGE-geeli. Valmistettin naytteet lisaamalla 40 pg:aan
proteiinia (negatiivinen kontrolli 13 pg) 6 x naytepuskuria. Pipetoitiin geelille
kokomarkkeri (Page Ruler Plus Protein Ladder, Thermo Scientific ) ja ndytteet. Ajettiin

80 V:n jannitteelld, kunnes pienimméat kokomarkkerit olivat ajautuneet ulos geelista.

Kasteltiin PVDF-kalvo kastamalla se 15 s:ksi metanoliin, 2 min:ksi veteen ja 10 min:ksi

1 x blottauspuskuriin. Kasteltin myos karhunkielet ja Whatmann-paperit 1 x
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blottauspuskurilla ja koottiin blottauskasetti. Blotattin 1 h 45 min kayttaen 200 mA:n

virtaa.

Valmistettin 1 x TBST-puskuri ja blokattin kalvo asettamalla se keinutukseen
puskurissa yon ylitse. Valmistettiin 1 x TBST-puskuriin 100-kertainen laimennos LAMP-
2-vasta-aineesta. Siirettiin kalvo falcon-putkeen ja lisattiin 2 ml vasta-ainelaimennosta.
Inkuboitiin pyorityksessa 1 h. Pestiin kalvo kolmesti keinuttamalla sitd 5 min kerrallaan
5 % rasvattomassa maidossa, joka oli valmistettu 1 x TBST-puskuriin. Valmistettiin
Goat-anti-rat-piparjuuriperoksidaasivasta-aineesta 5000-kertainen laimennos
maitoseokseen. Varjattiin kalvo sekundaarisella vasta-aineella inkuboimalla sitd 1 h
pyorityksessa. Pestiin kalvo samoin kuin edelld sekd myds kolmasti 10 min kerrallaan 1
X TBST:II&, johon oli lisétty 0,2 % Tween20:4a.

Aktivoitiin piparjuuriperoksidaasi Immobilon Western Chemiluminescent HRP —Kkitilla
(Merck Millipore) pipetoimalla valmista reagenssia 500 pl muovikelmulle ja asettamalla

blottauskalvo sen p&aélle. Kuvattiin kalvo UVP-laitteistolla (UVP).
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4 Tulokset ja niiden tarkastelu

Kloonauksen tuloksena saatiin luotua pCl-neo-vektoriin LAMP-2B-geenin versio, jonka

transmembraanialueen glysiinit oli muutettu valiineiksi.

Polymerisoidun tuotteen monistuksen tulos on esitetty kuviossa 7.

Kuvio 7. Mutatoitu ja polymerisoitu LAMP-2B-geenin osa monistuksen jalkeen 2 %
agaroosigeelilla.

4.1 Immunofluoresenssikuvien tarkastelu

Naytteiden lukumaarat on esitetty taulukossa 11.

Taulukko 11. Naytteiden lukumaarat

Nayte Lukumaara (n)
LAMP-2A, 1 vrk 14

LAMP-2B, 1 vrk 28

LAMP-2A, 2 vrk 12

LAMP-2B, 2 vrk 7

Kuvien analysointiin kaytettiin Image-Pro Plus 7- seka Adobe Photoshop CS 6 —
ohjelmia. Kuvat kasiteltiin neljdn kuvan sarjoina, aina kustakin kohdasta otetut kuvat

kerrallaan.
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Laadittin kuvista maskit LIMP-varjayksen perusteella ja asetettin se muiden kuvien
paalle, jolloin jaljelle jaivat vain lysosomialueet. Rajattiin kukin kuvassa nakyva solu
omaksi alueekseen. Analysoitiin havaittu valomaara kustakin solusta seka koko solusta
etta pelkastaan lysosomialueista kolesteroli-, LAMP- ja BMP-véarjayksista.

Kuvioissa 8 — 11 on esitetty tyypilliset edustajat naytteille ja kontrolleille seka 1 etta 2

vrk:n inkubaatioajoilla.
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Kuvio 8. LAMP-2A- ja LAMP-2B-kaksoispoistogeeniset MEF-solut transfektoituna mutatoidulla
LAMP-2B-proteiinilla 1 vrk:n ekspression jalkeen 60-kertaisella suurennoksella
kuvattuna. A — kolesteroli, B — BMP, C — mutatoitu LAMP-2B, D — LIMP.

D

Kuvio 9. LAMP-2A- ja LAMP-2B-kaksoispoistogeeniset MEF-solut transfektoituna LAMP-2A-
proteiinilla 1 vrk:n ekspression jalkeen 60-kertaisella suurennoksella kuvattuna. A —
kolesteroli, B — BMP, C — LAMP-2A, D — LIMP.
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Kuvio 10. LAMP-2A- ja LAMP-2B-kaksoispoistogeeniset MEF-solut transfektoituna mutatoidulla
LAMP-2B-proteiinilla 2 vrk:n ekspression jalkeen 60-kertaisella suurennoksella
kuvattuna. A — kolesteroli, B — BMP, C — mutatoitu LAMP-2B, D — LIMP.

Kuvio 11. LAMP-2A- ja LAMP-2B-kaksoispoistogeeniset MEF-solut transfektoituna LAMP-2A-
proteiinilla 2 vrk:n ekspression jalkeen 60-kertaisella suurennoksella kuvattuna. A —
kolesteroli, B — BMP, C — LAMP-2A, D — LIMP.
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Saadut arvot syotettiin Microsoft Excel —ohjelmaan, jolla tutkittin yhdisteiden mé&arien
korrelaatiota toisiinsa ja solun kokoon n&hden. Kustakin kuvasta verrattin ensin
ekspressoivia ja ei-ekspressoivia soluja toisiinsa, minkéa jalkeen néita lukuja verattiin
toisiinsa. Samanlaisista kuvista saaduista luvuista laskettiin keskiarvo ja keskihajonta.
Mutatoidulla LAMP-2B-proteiinilla saatuja arvoja verrattiin LAMP-2A-proteiinin arvoihin,

jotta nahtaisiin, onko proteiinien erolla vaikutusta yhdisteiden kertymiseen soluissa.

Vertailu solun BMP- ja kolesterolimaaran valilla on esitetty kuviossa 12. Koska
keskihajonta on hyvin suuri, ei tuloksilla ole tilastollista merkittavyyttd. Loput tulokset

on esitetty liitteessa 1.

Kokonais-BMP /
kokonaiskolesteroli
5
4
3 m2ald
2 m2bld
1 - T 2a2d
0 - _ m 2b2d
1
-1
-2

Kuvio 12. BMP:n ja kolesterolin maarien suhde. Naytteiden lukumaarat vasemmalta lukien 14,
28,12, 7.

Kun yhdisteiden intensiteetteja verrattiin toisiinsa, ei naytteiden ja kontrollien valilla
havaittu eroa kolesterolin tai BMP:n kertymisessa soluihin, silla vaihtelut
rinnakkaisnaytteiden vaélilla olivat todella suuria. Nain ollen tarvittaisiin huomattavasti

suurempi nhaytemaara, jotta yksittaiset aariarvot menettaisivat merkitystaan.
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4.2 Kolokalisaatio

Tehtiin Adobe Photoshop CS 6 —ohjelmalla kuvia, joiden avulla verrattiin eri yhdisteiden
kirkkautta ja sijaintia toisiinsa. Vertailuja tehtiin LAMP- ja LIMP-proteiinien seka LIMP-
proteiinin ja BMP-fosfolipidin valilld. Koska LIMP-proteiinia esiintyy aina lysosomeissa,
kaytettiin sitéa niiden paikantamiseen ja verrattiin sen sijaintia LAMP-proteiinin tai BMP-
fosfolipidin sijaintiin. Jos LAMP-proteiini sijoittuu lysosomeihin, se sijoittuu paallekkain

LIMP-proteiinin kanssa.

Toinen yhdiste asetettiin punaiseksi ja toinen vihreaksi. Eri varien intensiteettia ja
sijaintia tutkittin Image-Pro Plus 7 —ohjelmalla. N&in saaduista luvuista piirrettiin
kuvaajat Microsoft Excel —ohjelmalla. Kuvioissa 13 — 16 on esitetty tulokset naytteelle 2
vrk:n ekspressiolla. Kuvat kontrolleista sekd naytteestd 1 vrk:n ekspressiolla ovat
liitteessa 2.
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Kuvio 13. LAMP-2B ja LIMP 2 vrk:n ekspressioajalla. LAMP-2B on merkitty punaisella ja LIMP

vihrealla.
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Kuvio 14. LAMP-2B:n ja LIMP:n intensiteetit kuvioon 10 merkitylla janalla.
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Kuvio 15. BMP ja LIMP naytteesséa 2 vrk:n ekspressiolla. BMP on merkitty kuvioon punaisella ja

LIMP vihrealla.
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Kuvio 16. BMP ja LIMP kuvioon 12 merkitylla janalla.
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Koska intensiteettipiikkien huiput eivat asetu p&allekkain, ei LAMP-proteiini kuvien
perusteella sijoitu soluissa paallekk&in LIMP-proteiinin eikd BMP-fosfolipidin kanssa.
Tama voi aiheutua joko proteiinista, jolloin sen kuljetus lysosomeihin kestéda siihen
tehtyjen mutaatioiden vuoksi pidemp&an kuin solujen on annettu ekspressoitua, tai
transfektiosta itsestdan, jolloin solut eivat toimi normaalisti ja siksi ehdi kuljettaa

proteiinia lysosomeihin.

4.3 Western blot -analyysin tulokset

Negatiivisena kontrollina kaytettiin transfektoimattomia HelLa-soluja, positivisena
LAMP-1- ja LAMP-2-proteiinien geenit sisaltdvia MEF-soluja ja naytteind hetkellisesti
trasnfektoituja  HelLa-soluja.  Transfektioissa  kokeiltin  erilaisia  DNA- ja
transfektioreagenssikonsentraatioita, jotka esitettiin taulukossa 10. Taulukossa 12 on

esitetty naytteiden keskimaaraiset proteiinikonsentraatiot.

Taulukko 12. Naytteiden proteiinikonsentraatiot

Nayte Keskimaarainen Alkuperéinen
absorbanssi konsentraatio (mg/ml)

Neg. kontrolli 0,2005 0,43

Posit. kontrolli 0,5000 1,74

1 1,244 5,00

2 1,402 5,69

3 1,323 5,35

Valmis western blot on esitetty kuviossa 17.
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Kuvio 17. Western blot. Vasemmalta lukien negatiivinen kontrolli (transfektoimattomat Hela-
solut), positiivinen kontrolli (LAMP-1 ja LAMP-2-proteiinieja stabiilisti ekspressoivat
MEF-solut), nayte 1 (1 pg DNA:ta ja 2 ul transfektioreagenssia), nayte 2 (1 ug DNA:ta
ja 4 pl transfektioreagenssia) ja nayte 3 (0,5 pg DNA:ta ja 2 ul transfektioreagenssia).

Kuvasta nahd&an, etta proteiinin koko on noin 135 kDa, mika vastaa myos normaalin
LAMP-2B-monomeerin kokoa. Naytteiden intensiteetit laskettin UVP-ohjelmalla ja ne
on esitetty kuviossa 18.
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Kuvio 18. Western blot —naytteiden intensiteetit. Vasemmalta lukien negatiivinen kontrolli
(transfektoimattomat HelLa-solut), positiivinen kontrolli (LAMP-1 ja LAMP-2-proteiineja
stabiilisti ekspressoivat MEF-solut), nayte 1 (1 pg DNAta ja 2
transfektioreagenssia), nayte 2 (1 ug DNA:ta ja 4 pl transfektioreagenssia) ja nayte 3
(0,5 pg DNA:ta ja 2 pl transfektioreagenssia).

Koska naytteind kaytettiin transientisti transfektoituja soluja, on niiden antama
intensiteetti pienempi kuin positiivisen kontrollin, jossa jokainen solu tuottaa tutkittavaa
proteiinia. Naytteiden intensiteetit pienenevat samalla tavoin kuin niiden
transfektoitumisfrekvenssitkin, jolloin niiden LAMP-2B-pitoisuus vaihtelee, vaikka
kokonaisproteiinimdara pysyykin samana. Negatiivisen kontollin antama korkea arvo
aiheutuu muovikelmun epdatasaisuuksista, joita intensiteetin laskeva ohjelma ei osaa

ohittaa.

5 Yhteenveto

Tyo6n tavoitteena oli tutkia LAMP-2B-proteiinin mutaatioiden vaikutusta kolesterolin ja
BMP-fosfolipidin  kertymiseen. Tama tehtiin tutkimalla transfektoituja soluja
immunofluoresenssimikroskopialla, jolloin saatiin nékyviin LAMP-2-proteiinit, vapaa

kolesteroli ja BMP-fosfolipidi.

Tybn puitteissa onnistuttiin luomaan haluttu LAMP-2B-mutantti ja transfektoimaan se
onnistuneesti sekd MEF- ettd HelLa-soluihin. Nykyisella ndytemaarélla ei kuitenkaan

saada nakyville mitddn eroa. Tama johtuu ensisijaisesti naytemaaran pienuudesta,
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jolloin yksittaiset &é&riarvot vaaristavat kunkin nayteryhman keskiarvoa ja nostavat
keskihajonnan erittédin korkeaksi. Niinpd mahdolliset erot hukkuvat tilastolliseen

epavarmuuteen.

Jotta vaikutuksista voitaisiin sanoa mitdaan tilastollisesti merkittédvaa, tulisi joko luoda
stabiilisti ekspressoivat solulinjat tai valmistaa runsaasti uusia transientisti

transfektoituja naytteita.
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Mikroskopointikuvien analyysit

Kuvissa on esitetty kuvan ylareunassa mainittu suhde kunkin proteiinin ja
ekspressioajan osalta. Naméa luvut on saatu vertaamalla mikroskooppikuvista
saatuja lukuja toisiinsa. Ensin on verrattu kunkin kuvan ekspressoivia ja ei-
ekspressoivia soluja toisiinsa. Sen jalkeen néaista suhteista on laskettu
keskiarvot ja keskihajonnat, jotka on esitetty seuraavissa kuvissa.

Naytteiden lukumaarat kussakin kuvassa vasemmalta lukien ovat 14, 28, 12 ja 7.
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Kolokalisaatiokuvien analyysit
Kuvissa on esitetty LAMP:n ja LIMP:n sekd BMP:n ja LIMP:n lokalisaatio ja

kirkkaus toisiinsa verrattuna. LIMP on merkitty vihredlla.. Kuvat on jarjestetty

niin, etta kutakin solukuvaa seuraa siihen merkityn janan intensiteettikuvaaja.
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LAMP-2A 1 vrk:n ekspressiolla — LAMP-2A ja LIMP
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LAMP-2A 1 vrk:n ekspressiolla — BMP ja LIMP
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LAMP-2B 1 vrk:n ekspressiolla — LAMP-2B ja LIMP
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LAMP-2B 1 vrk:n ekspressiolla — BMP ja LIMP
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LAMP-2A 2 vrk:n ekspressiolla — LAMP-2A ja LIMP
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LAMP-2A 2 vrk:n ekspressiolla — BMP ja LIMP
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