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Rab-proteiinit ovat eukaryoottien solunsisiistd kalvoliikennettd sditelevid pienid GTPaaseja. Rab24
osallistuu muun muassa autofagia- ja endosytoosireittien toiminnan sekid mitokondrioiden plastisuuden
sddtelyyn. Eniten Rab24:n toimintaa on tutkittu autofagiassa, eli prosessissa, jossa esimerkiksi tarpeet-
tomia soluelimié ja proteiineja hdvitetddn lysosomaalisesti. Rab24:n Q38P-mutaation on havaittu ai-
heuttavan koirien perinndllisen neurodegeneratiivisen sairauden todennékoisesti autofagiaprosessin héi-
rididen takia. Rab24 on erikoinen Rab-proteiini, silld se hydrolysoi GTP:ti tavallista hitaammin. Tama
johtuu todennékdisesti epitavallisesta seriiniaminohappotéhteestd (S67) hydrolyysin kannalta keskei-
selld alueella. Rab24-S67L-mutantin tiedetddn sitovan GTP:ta villityyppid heikommin.

Rab24:n molekyylitason toiminta tunnetaan huonosti. Toiminnan selvittdmiseksi on oleellista tunnistaa
proteiineja, joiden kanssa se vuorovaikuttaa soluissa. Alustavan kartoituksen perusteella Rab24:n la-
hiympéristdssé sijaitsee muun muassa HOPS-kompleksin proteiineja, esimerkiksi VPS18. HOPS-komp-
leksi sddtelee autofagosomien ja endosomien fuusioitumista lysosomien kanssa. Rab24:n lahiympaéris-
tossd sijaitsee myds GM130 eli cis-Golgin laitteen markkeriproteiini, joka muun muassa siitelee kal-
vofuusioita Golgin laitteen alueella. Tutkielman tavoitteena oli selvittds, onko Rab24 fyysisessd vuoro-
vaikutuksessa VPS18:n tai GM130:n kanssa. Liséksi tutkittiin, ovatko fyysiset vuorovaikutukset riippu-
vaisia GTP:n sitoutumisesta Rab24:44n ja vaikuttavatko Rab24:n Q38P- ja S67L-mutaatiot vuorovaiku-
tuksiin. Tutkielmassa selvitettiin myos Q38P- ja S67L-mutaatioiden vaikutusta Rab24:n kolokalisaa-
tioon VPS18:nja GM130:n kanssa.

Kaikki kokeet tehtiin hiiren Neuro-2a-neuroblastoomasoluilla. Fyysisid vuorovaikutuksia tutkittiin
koimmunopresipitaatiolla ja kolokalisaatiota proteiinien immunofluoresenssivirjiykselld. Rab24:n ja
VPS18:n vuorovaikutusta tutkittiin myos proksimiteettiligaatiomééritykselld. Tutkielmassa Rab24:n ja
VPS18:n vililld havaittiin fyysinen vuorovaikutus. Tulos viittaa siihen, ettd Rab24 vuorovaikuttaa
HOPS-kompleksin kanssa, eli se saattaa osallistua tdmén sdételemiin kalvofuusioihin. Rab24:n Q38P-
ja S67L-mutaatiot heikensivdt Rab24:n ja VPS18:n fyysistd vuorovaikutusta sekd kolokalisaatiota,
mutta GTP:n sitoutumisen merkityksesté ei voitu tehdd johtopdatoksia. Rab24:n ja GM130:n vililla ei
havaittu fyysistd vuorovaikutusta, mutta Q38P-mutaatio paransi Rab24:n kolokalisaatiota GM130:n
kanssa, eli se lisdsi Rab24:n paikantumista cis-Golgin laitteeseen.

Avainsanat: Rab24, Rab, VPS18, HOPS-kompleksi, GM 130, autofagia
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1 JOHDANTO

1.1 Rab-proteiinit

Rab-proteiinit ovat eukaryoottien solunsisdista kalvoliikennettd sddtelevid pienid GTPaaseja eli
guanosiinitrifosfataaseja (Pylypenko ym. 2018). Ne séételevit esimerkiksi vesikkeleiden muo-
dostusta, kuljetettavan lastin valintaa, vesikkeleiden kuljetusta mikrotubuluksia pitkin sekd ve-
sikkeleiden kiinnittymisti ja fuusiota kohteidensa kanssa (Homma ym. 2021; Pylypenko ym.
2018). Ne osallistuvat myos kalvojen ympéardimien soluelinten biogeneesiin ja kuljetukseen
(Homma ym. 2021). Rab-proteiinit ovat erittdin tirkeitd solujen homeostasian yllapitimiselle
(Guadagno ja Progida 2019). Rab-proteiinit kuuluvat pienten GTPaasien Ras-superperheeseen,

ja nisdkkailld tunnetaan noin 60 erilaista Rab-proteiinia (Homma ym. 2021).

Kuten muutkin pienet GTPaasit, Rab-proteiinit ovat molekulaarisia kytkimid, jotka ovat aktii-
visia, kun niihin on sitoutunut GTP (guanosiinitrifosfaatti) ja inaktiivisia, kun niihin on sitou-
tunut GDP (guanosiinidifosfaatti) (Wilmes ja Kiimmel 2023). Aktiiviset Rab-proteiinit ovat
sitoutuneita solun kalvorakenteisiin ja inaktiiviset sijaitsevat solulimassa (Homma ym. 2021).
Rab-proteiinit syntetisoidaan liukoisina proteiineina, mutta translaation jélkeen ne prenyloi-
daan eli niiden karboksiterminaalisen pédédn kysteiinitdhteisiin lisdtddan hydrofobiset geranyyli-
geranyyli- eli prenyyliryhmét, joiden avulla ne voivat kiinnittyd kalvorakenteiden sytosoliselle
puolelle (Wilmes ja Kiimmel 2023). Aktiiviset Rab-proteiinit paikantuvat spesifisesti tietyille
solun kalvorakenteille, kuten esimerkiksi solulimakalvostoon, Golgin laitteeseen, endosomei-
hin tai lysosomeihin (Homma ym. 2021). Témén ansiosta Rab-proteiinien avulla voidaan iden-

tifioida erilaisia kalvojen rajaamia osastoja soluissa (Borchers ym. 2021).

Rab-proteiinien toiminta solunsiséisen kalvolitkenteen sddtelijoind perustuu siithen, ettd aktiivi-
set kalvoilla sijaitsevat Rab-proteiinit sitovat ja tuovat paikalle spesifisid efektoriproteiineja,
jotka sédtelevit kalvoliikenteen eri vaiheita, kuten vesikkeleiden muodostusta, kuljetusta, kiin-
nittymista tai fuusiota (Homma ym. 2021). Efektoriproteiineja ovat esimerkiksi kuljetettavan
lastin valikoimiseen liittyvit proteiinit, moottoriproteiinit, kiinnittymistekijit ja entsyymit (Hu-
tagalung ja Novick 2011; Pylypenko ym. 2018). Usein pelkéstddn se, ettd Rab-proteiiniin si-
toutuminen tuo efektorin spesifiseen sijantiin solussa, indusoi efektorin toimintaa, mutta joskus

Rab-proteiinit myds aktivoivat efektoreitaan esimerkiksi saamalla aikaan muutoksen ndiden



konformaatiossa (Hyvola ym. 2006; Ji ym. 2015; Murray ym. 2016; Pylypenko ym. 2018).
Yhdelld Rab-proteiinilla voi olla useita eri efektoriproteiineja ja yksi proteiini voi olla monen
eri Rab-proteiinin efektori (Fukuda ym. 2008; Pylypenko ym. 2018). Rab-proteiinien efekto-
reiden tunnistaminen on tarkeéé, jotta kunkin Rab-proteiinin tehtivét voidaan selvittda tarkem-
min (Fukuda ym. 2008; Homma ym. 2021). Kuvassa 1 esitelldén esimerkki Rab-proteiinin toi-
mintasyklisté, jossa Rab-proteiinin efektori on kalvojen fuusioitumiseen vaadittava kiinnitty-

mistekija.

Kiinnittymis-
tEkijé \ KOhd(IEkaNO

/b °. |
ﬁ 9"[70

Kuva 1. Esimerkki Rab-proteiinin toimintasyklisti. 1) Aktiivinen GTP:t4 sitova Rab-proteiini osal-
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listuu kuvan esimerkissa vesikkelin fuusioon toisen kalvon kanssa sitoutumalla kohdekalvolla sijaitse-
vaan kiinnittymistekijéén. Kiinnittymistekijé on kyseisen Rab-proteiinin efektori. 2) GAP eli GTPaasia
aktivoiva proteiini aktivoi GTP:n hydrolysointia GDP:ksi, minkd seurauksena Rab inaktivoituu.
3) Inaktiivinen Rab siirtyy solulimaan, kun GDI eli GDP:n irtoamisen estijaproteiini sitoutuu Rab-pro-
teiiniin ja peittdd tdimén hydrofobisen prenyyliryhmaén. 4) Joidenkin Rab-proteiinien tapauksessa GDF
eli GDL:n syrjayttdjaproteiini irrottaa GDI:n, jolloin Rab sitoutuu alkuperdiselle kalvolle. 5) GEF eli
nukleotidin vaihtajaproteiini irrottaa GDP:n, minké jélkeen Rab-proteiiniin sitoutuu GTP ja Rab akti-
voituu. Useimmilla Rab-proteiineilla nukleotidin vaihtuminen johtaa myds GDI:n irtoamiseen, minka
seurauksena Rab sitoutuu kalvolle. Kuva on tehty Iton ja Uemuran (2022) ja Pylypenkon ym. (2018)
julkaisujen perusteella.



Rab-proteiinit inaktivoituvat ja irtoavat efektoreistaan, kun ne hydrolysoivat sitomansa GTP:n
GDP:ksi (kuva 1) (Pylypenko ym. 2018). Hydrolyysi siis keskeyttdd Rab-proteiinin sddtelemén
toiminnon kalvolla. Kuten muillakin GTPaaseilla, Rab-proteiineilla on alhainen luontainen
GTPaasiaktiivisuus, mutta soluissa GTPaasia aktivoivat proteiinit (engl. GTPase activating pro-
tein, GAP) aktivoivat GTP:n hydrolysointia ja siten sdételevit, kuinka pitkdn ajan Rab on ak-
tiivisena (Pylypenko ym. 2018; Wittinghofer ja Vetter 2011). GAP-proteiinien konservoitunut
toimintamekanismi perustuu sithen, etti GAP tuo Rab-proteiinin aktiiviseen kohtaan tarpeelli-
set katalyyttiset aminohapot (Wilmes ja Kiimmel 2023). Inaktiivinen Rab siirtyy kalvolta solu-
limaan kompleksina GDP:n irtoamisen estdjdproteiinin (engl. GDP dissociation inhibitor, GDI)
kanssa, joka peittdd Rab-proteiinin prenyyliryhmin ja tekee siten Rab-proteiinista vesiliukoisen

(kuva 1) (Homma ym. 2021).

Rab voi aktivoitua uudelleen, kun kalvolla sijaitseva nukleotidin vaihtajaproteiini (engl. GDP-
GTP exchange factor, GEF) stimuloi GDP:n irtoamista (kuva 1) (Pylypenko ym. 2018). Eri
GEF-proteiinien toimintamekanismit ovat hyvin erilaisia (Wilmes ja Kiimmel 2023). Rab-pro-
teiinien affiniteetti sekd GTP:lle ettd GDP:lle on suuri, mutta koska GTP:n pitoisuus solussa on
huomattavasti suurempi kuin GDP:n, GDP:n irtoaminen johtaa GTP:n sitoutumiseen
(Pylypenko ym. 2018). Pelkdstddan nukleotidin vaihtuminen voi aiheuttaa samanaikaisesti
GDI:n irtoamisen, minké seurauksena Rab sitoutuu kalvolle, mutta joidenkin Rab-proteiinien
tapauksessa erillinen GDI:n syrjayttdjéproteiini (engl. GDI displacement factor, GDF) irrottaa
GDI:n ennen kuin GEF stimuloi GDP:n irtoamista (kuva 1) (Dirac-Svejstrup ym. 1997,
Pylypenko ym. 2018; Schoebel ym. 2009; Wilmes ja Kiimmel 2023). GTP:n sitouduttua Rab-

proteiini aktivoituu ja voi jdlleen sitoa efektoreita (Wilmes ja Kiimmel 2023).

Rab-proteiinien toimintasyklid sddtelevisti proteiineista GDI:t ovat eri Rab-proteiineille yhtei-
sid, kun taas kullakin Rab-proteiinilla on omat spesifiset GEF- ja GAP-proteiininsa (Bliimer
ym. 2013; Pylypenko ym. 2018). Rab-proteiinin toiminnan selvittdmiseksi on efektoreiden tun-
nistamisen liséksi tdrked tietdd, missd ja milloin Rab aktivoidaan, minkd vuoksi myds Rab-
proteiinille spesifisten GEF-proteiinien tunnistus on tirkedd (Homma ym. 2021). GEF-proteii-
nit médrittavit pitkalti monen Rab-proteiinin kalvopaikantumisen soluissa, mutta myods muilla
tekijoilld voi olla merkitystd (Blimer ym. 2013; Gerondopoulos ym. 2012; Homma ym. 2021;
Wiegandt ym. 2015).



Rab-proteiinit ovat perusrakenteeltaan keskendin hyvin samankaltaisia (Pylypenko ym. 2018).
Rab-proteiinin aktiivisen tai inaktiivisen konformaation mairittévit padasiassa kaksi aluetta,
kytkinalueet 1 ja 2 (engl. switch) (Homma ym. 2021). Kytkinalue 1 on rakenteeltaan a-heliksin
ja B-levyn vélinen silmukka ja kytkinalueeseen 2 sisdltyy a-heliksi (Pylypenko ym. 2018). Rab-
proteiiniin sitoutuneen GTP:n y-fosfaatti stabiloi kytkinalueita, mikd pitdd proteiinin aktiivi-
sessa konformaatiossa (Pylypenko ym. 2018). GTP:n hydrolysoituessa GDP:ksi kytkinalueet
rentoutuvat, minkd seurauksena Rab-proteiinin konformaatio muuttuu inaktiiviseksi. Kytkin-
alueilla sekd muualla proteiinissa on muutamien aminohappojen pituisia nukleotidin sitomisen
kannalta tirkeitd sekvenssimotiiveja, jotka ovat melko konservoituneita Rab-proteiineissa
(Wittinghofer ja Vetter 2011). Niitd ovat fosfaatteja sitovat alueet PM1-3 (engl. phosphate and
metal binding) ja guaniiniemadstd sitovat alueet G1-3 (Wittinghofer ja Vetter 2011). Lisdksi
Rab-proteiineilla on karboksiterminaalisessa padssddn prenyloitavat kysteiinit siséltdva hyper-
variaabelialue (engl. hypervariable domain, HVD), joka vaikuttaa ainakin joidenkin Rab-pro-

teiinien kohdennukseen oikealle kalvolle (Chavrier ym. 1991).

Vaikka Rab-proteiinit ovat rakenteeltaan melko samankaltaisia, niilld on myds omanlaisiaan
rakenteellisia piirteitd, jotka mahdollistavat spesifiset vuorovaikutukset tiettyjen efektoreiden
sekd GEF- ja GAP-sditelijdproteiinien kanssa ja siten Rab-proteiinien spesifiset toiminnot tie-
tyilld kalvoilla (Pylypenko ym. 2018). Vuorovaikutuksiin osallistuu useita kohtia Rab-proteii-
nista, mutta etenkin kytkinalueet 1 ja 2 sekd niiden vélinen alue (engl. interswitch) osallistuvat
lahes kaikkien vuorovaikutuskumppaneiden sitomiseen (Pylypenko ym. 2018). Vaikka néiden-
kin rakenteiden muodostama alue on melko konservoitunut eri Rab-proteiineissa, sisdltdd se
kuitenkin kullekin Rab-proteiinille spesifisid aminohappotéhteitd, jotka tekevét sen kolmiulot-
teisesta rakenteesta sopivan tiettyjen proteiinien sitoutumiselle (Merithew ym. 2001). Lisdksi
ero Rab-proteiinin aktiivisen ja inaktiivisen konformaation vélilld on suurin télld alueella, ja
Rab-proteiinin kanssa vuorovaikuttavat proteiinit sitoutuvatkin yleensa spesifisesti joko sen ak-
tiiviseen tai inaktiiviseen konformaatioon (Pylypenko ym. 2018). Efektoriproteiinit sitoutuvat
parhaiten Rab-proteiinin aktiiviseen konformaatioon, ja konformaation muutos inaktiiviseksi

keskeyttdd vuorovaikutuksen (Pylypenko ym. 2018; Spoerner ym. 2007).



1.2 Rab24

Rab24 on alkukantainen Rab-proteiini, silld se ilmentyi jo eukaryoottien viimeisessd yhteisessa
esivanhemmassa (Elias ym. 2012). Rab24 on konservoitunut monissa lajeissa, kuten nisik-
kiissé ja seeprakalassa (Danio rerio), mutta se ei ilmenny esimerkiksi banaanikérpésessé (Dro-
sophila melanogaster), sukkulamadossa (Caenorhabditis elegans) tai leivinhiivassa (Saccha-
romyces cerevisiae) (Elias ym. 2012). Téssé kirjallisuuskatsauksessa keskitytdin ensisijaisesti

nisdkéssoluilla saatuihin tutkimustuloksiin.

Olkkonen ym. (1993) karakterisoivat Rab24:n ensimmadisen kerran. He osoittivat Rab24:n
mRNA:n ilmentyvén kaikissa tutkituissa hiiren kudoksissa, eniten aivoissa. Samassa tutkimuk-
sessa yli-ilmennetyn Rab24:n todettiin useissa nisdkéssolutyypeissd paikantuvan Golgin lait-
teen cis-puolen eli solulimakalvoston puoleisille kalvoille, solulimakalvostolle, ndiden vélialu-
eelle (engl. ER-Golgi intermediate compartment, ERGIC) sekd my®ohdisille endosomaalisille
vesikkeleille. Myohemmin yli-ilmennetyn Rab24:n osoitettiin paikantuvan myds auto-
fagosomeihin (Munaf6 ja Colombo 2002; Yli-Anttila ym. 2015). Endogeenisen Rab24:n si-
jaintia soluissa on haastava tutkia, koska sen méara soluissa on vihdinen, eiké sitd timanhetki-
silld vasta-aineilla kyetd spesifisesti havaitsemaan immunofluoresenssimikroskopialla (Eskeli-
sen tutkimusryhmad, julkaisematon havainto). Myds Rab24:n molekyylitason toiminta tunne-
taan toistaiseksi melko huonosti. Seuraavissa luvuissa késitellddn, mitd sen ominaisuuksista ja

tehtavista tilla hetkelld tiedetian.

1.2.1 Rab24:n rakenne ja erikoispiirteet

Rab24 rakentuu 203 aminohaposta ja se on molekyylipainoltaan 23 kDa:n kokoinen (kuva 2A)
(Uniprot, Rab24, Mus musculus). Rab24:n kolmiulotteista rakennetta ei toistaiseksi tunneta
muuten kuin AlphaFold-ohjelmiston ennustamana (kuva 2B), mutta aminohapposekvenssiltdén
se muistuttaa pddosin muita Rab-proteiineja (Pylypenko ym. 2018). Rab24:114 on kuitenkin
muutamia piirteitd, joilla se poikkeaa muista Rab-proteiineista. Se ensinndkin hydrolysoi
GTP:ti selvisti hitaammin kuin muut Rab-proteiinit (Erdman ym. 2000). Tistd syysti se esiin-
tyy soluissa pédasiassa aktiivisessa, GTP:td sitovassa muodossaan, toisin kuin useimmat Rab-

proteiinit (Erdman ym. 2000). Hitaan hydrolyysin uskotaan johtuvan siitd, ettd



67. aminohappotihde on Rab24-proteiinissa seriini (S67), kun taas muilla Rab-proteiineilla
vastaava aminohappo on glutamiini (Q) (Erdman ym. 2000). Aminohappotihde on osa PM3-
sekvenssimotiivia ja se sijaitsee kytkinalueella 2 (kuva 2A), joka on tirkeéd alue nukleotidin
sitomiselle sekd proteiinin konformaatiolle (Pylypenko ym. 2018). Monissa muissa Rab-prote-
iineissa vastaavassa kohdassa sijaitseva glutamiini on hyvin keskeinen GTP:n hydrolyysille,
silld usein sen korvaus muilla aminohapoilla, esimerkiksi seriinilld, vihentdd Rab-proteiinin
GTPaasiaktiivisuutta huomattavasti (Munaf6 ja Colombo 2002; Stenmark ym. 1994; Wilson
ym. 1996). Téllaiset mutaatiot siis aktivoivat usean Rab-proteiinin toimintaa, koska proteiini
on normaalia suuremman osan ajasta aktiivisessa konformaatiossa. On kiinnostavaa, ettd kun
Rab24:n seriini 67 puolestaan korvataan glutamiinilla (S67Q-substituutio), Rab24:n
GTPaasiaktiivisuus kasvaa (Erdman ym. 2000).

A Kytkin- Kytkin-
alue 1 Vvilialue alue?2 HVD
Y172 CCHH
| I 1 ||| aEkE)
PM1 G1 PM2 PM3 G2 G3
B
S67 C

Hyvin varma
Melko varma

Melko epdvarma
Hyvin epavarma

Kuva 2. Rab24-proteiinin primiirirakenne (A) ja ennustettu tertiifirirakenne (B). A. Kytkinalueet
1 ja 2 médrittdvit pddasiassa Rab-proteiinin konformaation. Nukleotidin sitomiseen osallistuvia sek-
venssimotiiveja ovat fosfaatteja sitovat PM1-3 ja guaniiniemaésta sitovat G1-3. HVD = hypervariaabe-
lialue. Kursivoidut N ja C = proteiinin amino- ja karboksiterminaaliset paédt. Aminohappojen Y17, S67
ja Y172 seké karboksiterminaalisen pdin kysteiinien (C) viereisten histidiinien (H) mahdollista merki-
tystd Rab24:n toiminnalle késitelldén varsinaisessa tekstissd. Vihredlld korostettujen Q38- ja S67-ami-
nohappojen mutaatioita Q38P ja S67L késitellddn tutkielmassa. Rab24:sséd on yhteensd 203 aminohap-
poa. Kuva on tehty Pylypenkon ym. (2018) ja Wittinghoferin ja Vetterin (2011) julkaisujen perusteella.
B. Rab24:n ennustettu kolmiulotteinen rakenne (AlphaFold, Rab24, Mus musculus). Glutamiini Q38
kytkinalueen 1 silmukassa ja seriini S67 kytkinalueen 2 a-kierteen vieressé on korostettu vihreéllda. Muut
virit tarkoittavat ennustettujen rakenteiden varmuusasteita kuvassa osoitetulla tavalla.



Muilla Rab-proteiineilla vastaavassa kohdassa sijaitsevan glutamiinin tirkeys GTP:n hydrolyy-
sille liittyy proteiinista riippuen ensisijaisesti joko Rab-proteiinin omaan luontaiseen
GTPaasiaktiivisuuteen tai Rab-proteiinin vuorovaikutukseen GAP-proteiinin kanssa (Lange-
meyer ym. 2014). Rab24:n tapauksessa ei tiedetd, vastaako Rab24-WT (engl. wild type) esi-
merkiksi huonommin GAP-stimulaatioon kuin Rab24-S67Q-mutanttiproteiini. Rab24:n liséksi
my0s toisella Ras-superperheeseen kuuluvalla proteiinilla, RhoE:lla, on vastaavassa kohdassa
glutamiinin sijaan seriini (Foster ym. 1996). RhoE ei hydrolysoi GTP:ti lainkaan eiké vastaa
GAP-stimulaatioon, ja siten se esiintyy soluissa ainoastaan GTP:t4 sitovassa muodossaan (Fos-

ter ym. 1996).

Seriini 67:n vaikutusta Rab24:n toimintaan on tutkittu my0ds korvaamalla se leusiinilla (L) (Mu-
naf6 ja Colombo 2002; Y14-Anttila ym. 2015). Useimmilla muilla Rab-proteiineilla vastaavan
glutamiinin substituutio leusiinilla heikentdd GTPaasiaktiivisuutta eli aktivoi proteiinia, kuten
muutkin timén glutamiinin substituutiot (Stenmark ym. 1994; Wilson ym. 1996; Yla-Anttila ja
Eskelinen 2018), mutta Rab24:n kyky sitoa GTP:td heikentyy S67L-mutaation my6td (Munafd
ja Colombo 2002; Yli-Anttila ym. 2015). Rab24-S67L myds paikantuu solussa villityyppid
diffuusimmin, eikd se paikannu mihinka4n kalvorakenteiseen soluelimeen (Munaf6 ja Colombo
2002; Yla-Anttila ym. 2015). Se ei myoskddan kolokalisoidu autofagosomimarkkeri LC3:n
(engl. microtubule-associated protein light chain 3) kanssa, toisin kuin Rab24-WT (Yléd-Anttila
ym. 2015). Rab24:n ominaisuuksia tutkittaessa on usein tarkasteltu niiden merkitystd Rab24:n
paikantumiselle autofagosomeihin, koska Rab24:n toimintaa on eniten tutkittu autofagiassa.

Autofagiaa ja Rab24:n osuutta sen sddtelyyn késitellddn my6hemmin luvussa 1.2.2.

Rab24:114 on seriini S67:n lisdksi aminohapposekvenssissdin muutama muukin mielenkiintoi-
nen ero muihin Rab-proteiineihin ndhden (Erdman ym. 2000). Sen karboksiterminaalisessa
pédssd prenyloitavien kysteiinien vieressd on kaksi histidiinid, joita ei tavata muilla preny-
loiduilla proteiineilla (kuva 2A) (Erdman ym. 2000). Rab24:n prenylaatiosta sekd GDI-proteii-
neihin sitoutumisesta onkin esitetty ristiriitaisia tuloksia. Erdmanin ym. (2000) mukaan Rab24
on heikommin prenyloitu kuin muut Rab-proteiinit ja sen sitoutuminen GDI-proteiineihin on
vahiistd. Rab24:n poikkeavien piirteiden perusteella Erdman ym. (2000) ehdottivat, ettd Rab24
toimisi uudenlaisella mekanismilla, johon ei liittyisi GTP:n hydrolysointi tai GDI:hin sitoutu-
minen. Toisen tutkimuksen mukaan kuitenkin suuri osa Rab24:std oli prenyloitunut, ja preny-
laatio vaadittiin, jotta Rab24 paikantui autofagosomeihin (Y1a-Anttila ym. 2015). Lisdksi Beh-

rends ym. (2010) ovat osoittaneet Rab24:n sitoutuvan GDI-proteiineihin.



Rab24:114 on my06s Rab-proteiineille epétavallisia tyrosiiniaminohappotdhteitd, joista kahden
on osoitettu fosforyloituvan (Ding ym. 2003). Tyrosiini Y 17:n fosforylaation on ehdotettu vai-
kuttavan Rab24:n alhaiseen GTPaasiaktiivisuuteen, silld se sijaitsee PM1-alueella, joka sitoo
nukleotidin fosfaatteja (kuva 2A) (Ding ym. 2003). Toinen fosforyloitava tyrosiini, Y172, si-
jaitsee HVD-alueella, joka liittyy joidenkin Rab-proteiinien paikantumiseen kalvorakenteisiin
(kuva 2A) (Chavrier ym. 1991; Ding ym. 2003). On ehdotettu, ettd Y 172:n fosforylaatio voisi
vaikuttaa Rab24:n paikantumiseen solussa, mutta tita ei tutkittu kokeellisesti (Ding ym. 2003).
Ding ym. (2003) havaitsivat myds, ettd tyrosiinien fosforylaatiota esiintyi enemmain soluli-
massa sijaitsevissa kuin kalvoihin sitoutuneissa Rab24-proteiineissa. MyShemmin osoitettiin,
ettd Rab24:n paikantuminen autofagosomeihin ei vaatinut Y17:n tai Y172:n fosforylaatiota tai

defosforylaatiota (Y14-Anttila ym. 2015).

1.2.2 Rab24 ja autofagia

Rab24:n toimintaa on eniten tutkittu autofagiaan liittyen. Autofagia on eukaryoottisolujen kon-
servoitunut prosessi, jossa solun komponentteja hajotetaan lysosomaalisesti (Zhao ja Zhang
2019). Useat eri Rab-proteiinit siételevit autofagian vaiheita (Szatmari ja Sass 2014). Rab24:n
on osoitettu sddtelevdn autofagian tunnetuinta muotoa eli makroautofagiaa, jota tistd edespéin
kutsutaan autofagiaksi (Y1a-Anttila ym. 2015). Prosessissa solun komponentteja hajotetaan ym-
par6imadlld ne autofagosomeiksi kutsuttuihin vesikkeleihin, jotka my6hemmin fuusioituvat
lysosomien kanssa (kuva 3) (Zhao ja Zhang 2019). Fuusion seurauksena syntyy autolyso-
someja, joissa autofagosomien sisdltima lasti hajotetaan (Zhao ja Zhang 2019). Hajotettavat
komponentit voivat olla esimerkiksi proteiineja, kokonaisia soluelimid tai solunsiséisid pato-
geenejd (Eskelinen 2019; Wileman 2013). Hajotustuotteet palautetaan takaisin solulimaan,

jossa ne voidaan kiyttdéd esimerkiksi biosynteesiin tai energiantuotantoon (Eskelinen 2019).



Endosomi Lysosomi

Fagofori  Autofagosomi Amfisomi Autolysosomi

Kuva 3. Makroautofagian vaiheet monisoluisilla eukaryooteilla. Fagofori-niminen kalvorakenne
ympérdi hajotettavan kohteen ja sulkeutuessaan muodostaa kaksikalvoisen autofagosomin. Auto-
fagosomit kypsyvit amfisomeiksi, kun ne fuusioituvat endosomien kanssa. Lopullinen kypsyminen ta-
pahtuu amfisomin fuusioituessa lysosomin kanssa, jolloin muodostuu autolysosomi. Télloin lysosomaa-
liset entsyymit hajottavat autofagosomaalisen sisemmén kalvon ja sen sisdltdimén lastin. Kuva on tehty
Zhaon ja Zhangin (2019) ja Mizushiman (2007) julkaisujen perusteella.

Autofagiaprosessin alussa solulimakalvoston vilittoméssa ldheisyydessd muodostuu kovera
kalvorakenne eli fagofori, joka ympérdi hajotettavat komponentit ja lopulta sulkeutuu muodos-
taen kahden kalvon ympardimén autofagosomin (kuva 3) (Zhao ja Zhang 2019). Esimerkiksi
hiivalla autofagosomi fuusioituu heti vakuolin kanssa, mutta monisoluisilla eukaryooteilla au-
tofagosomit kypsyvit asteittain hajotuskykyisiksi (Zhao ja Zhang 2019). Kypsymisti tapahtuu,
kun autofagosomit fuusioituvat endosytoosireittiin kuuluvien kalvo-osastojen, kuten endo-
somien kanssa (kuva 3). Endosytoosireittid esitellddn lisdd luvussa 1.2.3. Autofagosomien ja
endosytoosireitin osastojen fuusioissa muodostuneita vesikkeleitd kutsutaan myds am-
fisomeiksi (Eskelinen 2019). Lopullinen kypsyminen tapahtuu autofagosomin tai amfisomin
fuusioituessa lysosomin kanssa (kuva 3). Syntyneissé autolysosomeissa lysosomaaliset entsyy-
mit hajottavat autofagosomin sisemmaén kalvon ja sen sisdltdmaén lastin (Tsuboyama ym. 2016).
Jatkossa myds amfisomeihin viitataan autofagosomi-termilld, mikéli e1 nimenomaisesti haluta
viitata kypsymisasteeseen. Termeilld autofaginen vakuoli ja autofaginen osasto viitataan auto-

fagosomeihin, amfisomeihin ja autolysosomeihin (Zhao ja Zhang 2019).

Autofagia yllapitdd solun homeostasiaa eri tavoin erilaisissa olosuhteissa (Gémez-Virgilio ym.
2022). Autofagiaa on kahden tyyppistd: basaaliautofagiaa ja indusoitua autofagiaa (Eskelinen
2019). Basaaliautofagiaa eli perustilan autofagiaa tapahtuu soluissa jatkuvasti, ja siind keskeista
on hajottaa soluun kertyvid haitallisia ja tarpeettomia komponentteja, kuten vaurioituneita so-

luelimid, védrin laskostuneita proteiineja ja proteiiniaggregaatteja (Eskelinen 2019).



Basaaliautofagiaa voidaan pitdé solun laadunvalvontamekanismina. Basaaliautofagia on erityi-
sen tirkedd soluille, jotka eivit endd jakaudu, kuten neuroneille (Damme ym. 2015). Sen héiri-
0illd onkin havaittu olevan yhteys neurodegeneratiivisiin sairauksiin (Hara ym. 2006; Klionsky
ym. 2021; Komatsu ym. 2006). Autofagian tehostumista indusoivat solua kuormittavat olosuh-
teet, kuten ravinnon puute eli starvaatio tai hypoksia (Eskelinen 2019). Indusoitu autofagia on
solujen selviytymismekanismi, jossa keskeistd on, ettd hajotuksessa vapautuneet aineet kierra-
tetddn uusien komponenttien biosynteesiin tai kiytetdan energian tuotantoon (Eskelinen 2019).
Basaaliautofagiaa ja indusoitua autofagiaa sdddelldén ainakin osittain eri mekanismein (Jager

ym. 2004; Lee ym. 2010; Yamamoto ym. 2006; Y14-Anttila ym. 2015).

Rab24:n on havaittu kolokalisoituvan soluissa useiden autofagiaan liittyvien proteiinien kanssa
(Tambe ym. 2009; Wu ym. 2006; Yla-Anttila ym. 2015). Y14-Anttilan ym. (2015) tutkimuk-
sessa sen havaittiin kolokalisoituvan autofagosomimarkkeri LC3:n kanssa seké perustilassa etti
aminohappojen puutteen aiheuttamassa starvaatiossa. Yla-Anttila ym. (2015) my0s osoittivat
immunoelektronimikroskopialla, ettd Rab24 paikantuu autofagosomien ulko- ja sisékalvoille.
Samassa tutkimuksessa Rab24:n toiminnan osoitettiin olevan erityisen tirkedd basaaliautofa-
gian viimeisissd vaiheissa. Kun Rab24 hiljennettiin ei-ndénnytetyissé soluissa, soluihin kertyi
runsaasti happamia ja yksikalvoisia hajotusvaiheessa olevia autolysosomeja (Y14-Anttila ym.
2015). Vastaavaa ei havaittu, kun Rab24 hiljennettiin soluissa, joita nddnnytettiin pitdmalla
niitd aminohapottomassa liuoksessa, miké indusoi autofagiaa. Rab24 on siis ilmeisesti véltta-
maton autolysosomien havitykselle basaaliautofagiassa (Y14-Anttila ja Eskelinen 2018). My0s
pitkéikaisten proteiinien ja Huntingtonin tautia aiheuttavan Huntingtin-mutanttiproteiinin muo-
dostamien aggregaattien hivitys hidastui perustilassa, kun Rab24 hiljennettiin (Y14-Anttila ym.
2015). Samassa tutkimuksessa osoitettiin, ettei Rab24 ollut vélttdméton autofagiaprosessin
alemmille vaiheille, kuten esimerkiksi autofagosomien muodostukselle. Tdma ei poissulje sita,
ettd Rab24 voisi osallistua my06s autofagian aiempiin vaiheisiin, mutta niissd sen ei kuitenkaan

havaittu olevan korvaamaton.

Vaikka Rab24:n hiljennyksen ei havaittu vaikuttavan autofagiaprosessiin nadnnytetyissd so-
luissa (Yla-Anttila ym. 2015), toinen tutkimusryhmai havaitsi kuitenkin Rab24:n sijainnin toi-
sessa solutyypissd muuttuvan, kun autofagia indusoitiin aminohappostarvaatiolla (Munaf6 ja
Colombo 2002). Rab24 paikantui tdllin fluoresenssimikroskopian perusteella suuriin koveriin
ja rengasmaisiin kalvorakenteisiin (Munaf6 ja Colombo 2002). Lisdksi Rab24-proteiinin seka
sen mRNA:n ilmentymistason on havaittu kasvavan solua rasittavien olosuhteiden myata, esi-

merkiksi neuroneissa vaurion jilkeen (Egami ym. 2005; Seki ym. 2009). Rab24:114 saattaa siis
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olla joitain tehtdvid my0s indusoidussa autofagiassa, mahdollisesti solutyypistd riippuen,

vaikka se ei olekaan osoittautunut valttimattoméaksi misséédn indusoidun autofagian vaiheessa.

On vield epdselvad, milld mekanismilla Rab24 edesauttaa autolysosomien havittimisti basaa-
liautofagiassa. Autolysosomien hévitykseen tunnetaan tilla hetkelld kaksi mekanismia. Auto-
lysosomeista voidaan muodostaa uudelleen lysosomeja prosessissa, jossa autolysosomeihin
muodostuvien putkimaisten rakenteiden piisté irtoaa vesikkeleitd, jotka myohemmin kypsyvit
lysosomeiksi (Yu ym. 2010). Autolysosomit voivat myos fuusioitua solukalvolle, jolloin hajo-
tettu materiaali vapautetaan solun ulkopuolelle eksosytoottisesti (Spampanato ym. 2013). Ha-
vitystd sdddelldédn ainakin osittain eri mekanismein indusoidussa autofagiassa ja basaaliautofa-
giassa, ja edelld mainitut havitystavat liittyvét sddtelymekanismeihin, jotka ovat aktiivisia pda-
asiassa starvaation indusoimassa autofagiassa (Rodgers ym. 2022; Settembre ym. 2013; Spam-
panato ym. 2013; Y14-Anttila ym. 2015; Yu ym. 2010). Autolysosomien héivitys basaaliautofa-
giassa sen sijaan tunnetaan huonommin (Rodgers ym. 2022). Voi esimerkiksi olla, ettd Rab24
liittyy joihinkin toistaiseksi tuntemattomiin autolysosomien havityksen sddtelymekanismeihin,

jotka toimivat vain basaaliautofagiassa.

Aglerin ym. (2014) tutkimustulokset vahvistavat kdsitystd Rab24:n tirkeydestd autofagisten
osastojen havittimisprosessille basaaliautofagiassa. He havaitsivat Rab24:n Q38P-mutaation
(glutamiini 38 -> proliini) olevan vahvasti yhteydessi tiettyjen koirarotujen resessiivisesti pe-
riytyvédn ataksiaan. Ataksia on neurodegeneratiivinen sairaus, joka heikentdd motoristen liik-
keiden koordinaatiota. Glutamiini 38 sijaitsee Rab24:n kytkinalueella 1 (kuva 2A), eli Q38P-
substituutio saattaa vaikuttaa esimerkiksi Rab24:n nukleotidinsitomiskykyyn, mutta téta ei ole
toistaiseksi tutkittu (Agler ym. 2014; Yla-Anttila ja Eskelinen 2018). Glutamiini tissi sijain-
nissa on hyvin konservoitunut Rab24:ssi eri lajeissa, muttei ole konservoitunut muissa Rab-
proteiineissa (Agler ym. 2014; Pylypenko ym. 2018). Sairaiden koirien pikkuaivojen Purkinjen
soluihin havaittiin kertyneen runsaasti autofagisia vakuoleja, pddasiassa amfisomeja ja auto-
lysosomeja (Agler ym. 2014). Purkinjen solujen lukumééri oli myds vihentynyt huomattavasti,
ja pikkuaivoissa havaittiin proteiiniaggregaatteja sekd merkkeji aksonien degeneraatiosta. Loy-
dokset ovat hyvin samankaltaisia kuin hiiritutkimuksissa, joissa basaaliautofagian neuroni-
selektiivinen estdminen johti neurodegeneraatioon (Hara ym. 2006; Komatsu ym. 2006).
Rab24-Q38P:n on kuitenkin todettu kolokalisoituvan autofagosomimarkkeri LC3:n kanssa yhti
paljon kuin Rab24-WT (Eskelisen tutkimusryhmad, julkaisematon tulos).
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1.2.3 Rab24:n muut tehtavit

Rab24 osallistuu my0ds endosomaalisen hajotuksen viimeisten vaiheiden sditelyyn (Amaya ym.
2016). Kun solun ulkopuolinen molekyyli otetaan endosytoottisesti soluun, se paétyy ensin var-
haisiin endosomeihin (Huotari ja Helenius 2011). Niissi lasti lajitellaan kierrétettiviin ja hajo-
tettaviin molekyyleihin. Hajotettavaksi tarkoitettu lasti jai varhaisiin endosomeihin, jotka joko
kypsyvit mydhiisiksi endosomeiksi tai erilliset vesikkelit vievét lastin niistd mydhdisiin endo-
someihin (Gruenberg ja Stenmark 2004). Lasti hajotetaan, kun myo6héiset endosomit fuusioitu-

vat lysosomien kanssa (Huotari ja Helenius 2011).

Endosytoosireitin sddtelyyn osallistuvat useat Rab-proteiinit (Amaya ym. 2016). Rab7, joka on
mydhéisten endosomien markkeri, osallistuu muun muassa myohdisten endosomien ja lyso-
somien fuusioitumisen sddtelyyn (Borchers ym. 2021). Ennen fuusiota Rab7:n efektori RILP
(engl. Rab interacting lysosomal protein) kiinnittdd dyneiinin ja dynaktiinin muodostaman
moottoriproteiinikompleksin my6héisiin endosomeihin, minké seurauksena endosomeja kulje-
tetaan mikrotubuluksia pitkin kohti lysosomeja (Johansson ym. 2007; Schleinitz ym. 2023).
Myos Rab24 paikantuu myohéisiin endosomaalisiin vesikkeleihin (Olkkonen ym. 1993), ja sen
havaittiin vuorovaikuttavan Rab7:n sekid RILP:n kanssa (Amaya ym. 2016). Rab24 my0s vaa-
dittiin, jotta Rab7 paikantui endosomeihin ja jotta endosytoottinen lasti hajotettiin lysosomaa-
lisesti (Amaya ym. 2016). Amaya ym. (2016) ehdottavat, ettd Rab24 muodostaa Rab7:n ja
RILP:n kanssa my6héisten endosomaalisten vesikkeleiden kalvoille kompleksin, joka séddtelee

vesikkeleiden kuljetusta mikrotubuluksia pitkin.

Rab24:n onkin havaittu vuorovaikuttavan myds mikrotubulusten kanssa (Militello ym. 2013).
Toisaalta vuorovaikutus voi liittyd myds Rab24:n toimintaan mitoosin ja meioosin sditelyssi
(Militello ym. 2013; Qiu ym. 2019). Rab24:n havaittiin olevan tdrked mitoottisessa solunjakau-
tumisessa kromosomien segregaatiolle sekd sytokineesille (Militello ym. 2013). Metafaasissa
Rab24 myds paikantui tumasukkulaan (Militello ym. 2013). Liséksi naaraan meioosissa
Rab24:n hiljentdminen johti epdnormaaleiden tumasukkuloiden muodostukseen, kromosomien
virheelliseen segregaatioon ja aneuploidisten munasolujen syntymiseen (Qiu ym. 2019). Vai-
kutusten uskottiin johtuvan siitd, ettd Rab24:n hiljennys aiheutti virheitd mikrotubulusten kiin-

nittymisessd kromosomien kinetokoreihin (Qiu ym. 2019).

Seitz ym. (2019) havaitsivat, ettd Rab24 sddtelee myds mitokondrioiden plastisuutta. Mitokond-

rioiden plastisuudella tarkoitetaan niiden kykyd muuttaa morfologiaansa ja toimintaansa
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vasteena solun tarpeisiin (Bahat ja Gross 2019). Rab24:n havaittiin indusoivan maksasolujen
mitokondrioiden fissiota eli jakautumista, silld Rab24:n hiljentdmisen seurauksena mitokond-
rioista tuli pidempié ja niilld oli enemmaéan yhdyshaaroja toisiinsa (Seitz ym. 2019). Samassa
tutkimuksessa Rab24:n myds todettiin vuorovaikuttavan mitokondrioiden fissiota séételevin
FIS1-proteiinin (engl. mitochondrial fission 1 protein) kanssa. Liséksi Rab24:n hiljentiminen
aktivoi mitokondrioissa tapahtuvaa soluhengitystd ja vihensi mitofagiaa eli mitokondrioiden

autofagista hajottamista perustilassa (Seitz ym. 2019).

Séadtelemélld mitokondrioiden plastisuutta Rab24 osallistuu myds maksan lipidi- ja glukoosiho-
meostasian sddtelyyn (Seitz ym. 2019). Rab24:n mRNA:n ilmentymisen havaittiin huomatta-
vasti lisddntyneen ylipainoisten, ei-alkoholiperdistd rasvamaksatautia sairastavien ihmisten
maksakudoksessa (Seitz ym. 2019). Samassa tutkimuksessa ylipainoisilla hiirilld maksaselek-
titvinen Rab24:n hiljentdminen vihensi rasvan kertymistd maksaan ja pienensi veren glukoosi-
ja kolesterolipitoisuutta. Hiljentdminen myds viahensi ndiden hiirten maksasolujen mitokondri-
oiden fissioitumista. Rab24:n hiljentdmiselld ehdotettiin olevan maksasolujen mitokondrioiden
toimintaan samankaltaisia vaikutuksia kuin paastolla, silld mitokondrioiden lisddntynyttd fuu-
sioitumista ja soluhengityksen tehostumista tavataan tyypillisesti paaston indusoimana (Gomes
ym. 2011; Seitz ym. 2019). Rab24:n hiljennys maksasoluissa myos lisdsi LDL:n (engl. low
density lipoprotein) endosytoosia ja vihensi kolesterolin eritysti soluista, mutta mekanismeja
ei tutkittu enempii (Seitz ym. 2019). Seitz ym. (2019) ehdottavat, ettd esimerkiksi maksan ras-
voittumisen tai veren liiallisen kolesterolipitoisuuden hoidossa voitaisiin mahdollisesti kéyttaa

Rab24:44n kohdistuvia hoitomuotoja.

Rab24:n mRNA:n ilmentymisen on havaittu kasvaneen my0s hepatosellulaarisessa karsi-
noomassa (Chen ym. 2017). Samassa tutkimuksessa Rab24:n hiljentdminen vihensi ndiden
syopéasolujen liikkuvuutta, epiteeli-mesenkymaalitransitiota ja adheesiokykyé, mutta mekanis-
meja ei tutkittu tarkemmin. Rab24:n mRNA:n ilmentymistason muutokset on liitetty useisiin
muihinkin sairauksiin, mutta monet tutkimuksista eivét ole keskittyneet Rab24:44n, eikd sen
merkitysta taudeille ole tutkittu enempéé. Esimerkiksi eturauhassyovéssd Rab24:n korkean il-
mentymistason on havaittu olevan yhteydessd huonoon ennusteeseen (Hu ym. 2020), haima-
syovissd sen sijaan hyvddn ennusteeseen (Deng ym. 2022; Yu ym. 2021). Lisdksi Rab24:n
mRNA:n ilmentymisen on havaittu lisdéntyneen Alzheimerin tautia (Li ym. 2023; Qin ym.
2022), lasten tuberkuloosia (Jenum ym. 2016) ja nivelreumaa (Wu ym. 2021) sairastavien po-
tilaiden veressd. [lmentymisen on puolestaan havaittu vihentyneen multippeliskleroosia sairas-

tavien potilaiden veressé (Igci ym. 2016) seka oireellista ateroskleroosia sairastavien potilaiden
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kaulavaltimoiden plakeissa (Swaminathan ym. 2014). Koska tarkempia mekanismeja ndissé ta-
pauksissa ei ole tutkittu, on epéselvid, ovatko muutokset Rab24:n mRNA:n ilmentymistasossa
mahdollisesti tautien taustalla vai niiden seurauksia. Ei my0skddn tiedetd, onko ndissd tapauk-
sissa potilaiden soluissa hiiriditd joissain edelld esitellyissd prosesseissa, joiden sddtelyyn

Rab24 osallistuu.

1.3 Rab24:n mahdolliset vuorovaikutuskumppanit

Vaikka Rab24:n on osoitettu sddtelevin useita solunsisdisid prosesseja, sen toiminnan moleku-
laariset mekanismit tunnetaan toistaiseksi huonosti. Proteiinien toiminnasta voidaan saada kes-
keistd tietoa, kun selvitetddn, minkd muiden proteiinien kanssa ne vuorovaikuttavat ja minka-
laisia ndma vuorovaikutukset ovat luonteeltaan (Mohammed ja Carroll 2013). Rab-proteiinin
toiminnan selvittdmiseksi on muun muassa tirked tunnistaa sen efektoreja seké sitd aktivoivia
GEF-proteiineja (Fukuda ym. 2008; Homma ym. 2021). Téma pro gradu -tutkielma keskittyy

tutkimaan Rab24:n vuorovaikutuksia muiden proteiinien kanssa.

Rab24:lle on aiemmin ehdotettu muutamia potentiaalisia vuorovaikutuskumppaneita. Monet
niistd toimivat kalvofuusiotapahtumissa, mika viittaa sithen, ettd my6s Rab24 saattaa osallistua
joidenkin kalvofuusioiden sdédtelyyn (Yla-Anttila ja Eskelinen 2018). Kuten edelld on mainittu,
Rab24:n on esimerkiksi osoitettu vuorovaikuttavan Rab7:n ja RILP:n kanssa, jotka vaaditaan
endosomin ja lysosomin fuusioitumiseen (Amaya ym. 2016). Liséksi starvaation indusoimassa
autofagiassa Rab7 on vilttdimaton myds autofagosomien fuusioitumiselle lysosomien kanssa
(Gutierrez ym. 2004; Jager ym. 2004). Rab7 ja RILP osallistuvat endosomien ja auto-
fagosomien kuljettamiseen kohti lysosomeja ja mahdollisesti my0s ndiden kiinnittimiseen
lysosomeihin ennen fuusiota (Borchers ym. 2021; Lin ym. 2014; Schleinitz ym. 2023; Wijde-
ven ym. 2016).

Rab24:n on myds havaittu vuorovaikuttavan joidenkin SNARE-proteiinien (engl. soluble N-
ethylmaleimide-sensitive factor attachment protein receptor) kanssa (Behrends ym. 2010;
Schardt ym. 2009). Tietyilld kalvoilla spesifisesti sijaitsevien SNARE-proteiinien kiertyminen
toistensa ympéri edesauttaa kalvojen fuusioitumista (Smeele ja Vaccari 2023). Schardt ym.
(2009) havaitsivat tutkimuksessaan vuorovaikutuksen Rab24:n ja SNARE-proteiini SNAP29:n
(engl. synaptosomal-associated protein 29) vilill4, ja he ehdottivat SNAP29:n olevan Rab24:n

efektori. SNAP29 osallistuu muun muassa autofagosomien ja lysosomien fuusion séételyyn
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(Itakura ym. 2012; Smeele ja Vaccari 2023). Rab24:n on todettu vuorovaikuttavan myos
GOSR I -proteiinin (engl. Golgi SNAP receptor complex member 1) ja NSF-proteiinin (engl. N-
ethylmaleimide sensitive fusion protein) kanssa (Behrends ym. 2010). GOSR1 on Golgin lait-
teessa sijaitseva SNARE-proteiini (Sun ym. 2012), ja NSF puolestaan osallistuu erilaisten

SNARE-kompleksien hajottamiseen kalvojen fuusioiduttua (White ym. 2018).

Edelld esitellyissd tapauksissa yhtend menetelmidnd vuorovaikutusten tutkimiseen on kéytetty
koimmunopresipitaatiota, jossa solulysaateista eristetddn vasta-aineella kohdeproteiini seké té-
hén sitoutuneet proteiinit (Lin ja Lai 2017). Mikadli tutkittava potentiaalinen vuorovaikutus-
kumppani eristyy kohdeproteiinin mukana, proteiinien vililld on oletettavasti fyysinen vuoro-
vaikutus. Koimmunopresipitaatio on tavallisin menetelma fyysisten vuorovaikutusten tunnista-
miseen (Mohammed ja Carroll 2013). Se ei kuitenkaan paljasta, ovatko proteiinien viliset vuo-
rovaikutukset suoria vai epdsuoria, silld kohdeproteiinin mukana voi eristya esimerkiksi monen
proteiinin muodostama kompleksi, jonka osia kohdeproteiini ja tutkittava vuorovaikutuskump-
pani ovat (Lin ja Lai 2017). Menetelmi ei my0skdéin sovi ennestéén tuntemattomien vuorovai-
kutuskumppaneiden laajamittaiseen kartoittamiseen, vaan silld tutkitaan tiettyja, etukéteen va-

likoituja potentiaalisia vuorovaikutuskumppaneita (Mohammed ja Carroll 2013).

Koimmunopresipitaatiomenetelméad kiytetdén Rab24:n fyysisten vuorovaikutusten tutkimiseen
my0s téssi tutkielmassa. Tutkittavat potentiaaliset vuorovaikutuskumppanit ovat sen sijaan va-
likoituneet toisen menetelmédn perusteella. Eskelisen tutkimusryhmé on dskettdin kartoittanut
proteiineja, jotka sijaitsevat solussa Rab24:n ldheisyydessé (julkaisematon tulos). Menetelminéd
kéytettiin proksimiteettileimausta (engl. proximity labeling) ja massaspektrometriaa. Tutki-
muksessa hiiren Neuro-2a-neuroblastoomasoluissa ilmennettiin Rab24-proteiiniin fuusioitua
APEX2-entsyymid (engl. engineered ascorbate peroxidase), jonka avulla fuusioproteiinista 30
nanometrin sédteelld sijainneet proteiinit leimattiin biotiinilla. Madrityksessa leimautui siis myds
proteiineja, jotka sijaitsevat Rab24:n lahelld, vaikka ne eivit fyysisesti ole vuorovaikutuksessa
sen kanssa (Del Olmo ym. 2019; Homma ym. 2021). Menetelmilld selvitettiin sekd Rab24-
WT:n ettd Rab24-S67L- ja Rab24-Q38P-mutanttiproteiinien mahdollisia vuorovaikutuskump-

paneita.

Julkaisemattomien tulosten mukaan Rab24-WT:n ldhiympéristdssé sijaitsi muun muassa lukui-
sia Golgin laitteen ja solulimakalvoston vélistad kalvoliikennettéd sdételevid proteiineja, esimer-
kiksi COPII-kompleksin (engl. coat protein complex II) proteiineja seké tiettyjd Golgin laitteen
proteiineja. COPII-kompleksi piéllystdd vesikkeleitd, jotka kuljettavat proteiineja
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solulimakalvostolta Golgin laitteeseen (Gorur ym. 2017). Lisdksi Rab24-WT:n ldhell4 sijaitsi
retromeerikompleksin sekd HOPS-kompleksin (engl. homotypic fusion and protein sorting
complex) proteiineja. Retromeerikompleksi osallistuu endosomien sisdltdmin lastin kuljetuk-
seen Golgin laitteeseen ja solukalvolle (Burd ja Cullen 2014), ja HOPS-kompleksi sédtelee
muun muassa endosomien ja autofagosomien fuusioitumista lysosomien kanssa (Shvarev ym.
2022). Proksimiteettileimausméérityksen tulokset ovat yhdenmukaisia aiempien havaintojen
kanssa, joiden mukaan Rab24 paikantuu muun muassa ERGIC-alueelle, Golgin laitteeseen,
myo6haisiin endosomeihin sekd autofagosomeihin (Munaf6 ja Colombo 2002; Olkkonen ym.
1993). Ainakin osa Rab24:n lahiympéristossa sijaitsevista proteiineista todennékoisesti vuoro-
vaikuttaa myos fyysisesti sen kanssa. Tutkimuskohteiksi tdhin pro gradu -tutkielmaan valikoi-
tuivat HOPS-kompleksiin kuuluva VPS18 (engl. vacuolar protein sorting-associated protein 18

homolog) ja Golgin laitteessa sijaitseva GM130 (engl. Golgi matrix protein 130).

1.3.1 VPS18 ja HOPS-kompleksi

VPS18 on 110 kDa:n kokoinen proteiini (Uniprot, VPS18, Mus musculus), joka on muun mu-
assa osa HOPS-kompleksia (Shvarev ym. 2022). HOPS-kompleksi on kiinnittymistekijd, joka
sadtelee myohiisten endosomien, autofagosomien sekd Golgin laitteesta perdisin olevien vesik-
keleiden fuusiota lysosomien kanssa (Jiang ym. 2014; Schoppe ym. 2020; Shvarev ym. 2022).
Se kiinnittdd fuusioituvat kalvo-osastot toisiinsa, sitoo eri kalvoilla sijaitsevia SNARE-prote-
iineja ja edesauttaa niiden sitoutumista toisiinsa, miké lopulta johtaa kalvojen fuusioitumiseen

(Jiang ym. 2014; Shvarev ym. 2022).

HOPS-kompleksi koostuu kuudesta VPS-proteiinista (kuva 4). VPS18 on osa kompleksin
ydintd yhdessd VPS11:n, VPS16:n ja VPS33:n kanssa (Shvarev ym. 2022). VPS16 ja VPS33
muodostavat SNARE-proteiineja sitovan moduulin (Shvarev ym. 2022). VPS41 ja VPS39, joi-
den vilitykselld HOPS-kompleksi kiinnittyy fuusioituviin kalvorakenteisiin, sijaitsevat ytimen
vastakkaisilla puolilla (Shvarev ym. 2022). Proksimiteettileimaustulosten mukaan VPS18:n li-
sdksi myos VPS41, VPS39 ja VPS16 sijaitsivat Rab24-WT:n ldhiympéristossad (Eskelisen tut-
kimusryhmi, julkaisematon tulos). VPS18 valittiin tdhédn tutkielmaan HOPS-kompleksin edus-
tajaksi, koska proksimiteettileimaustulosten mukaan HOPS-kompleksin proteiineista juuri se

oli vahvin ehdokas Rab24:n vuorovaikutuskumppaniksi.

16



SNAREt

Kuva 4. Kuudesta VPS-proteiinista muodostuva HOPS-kompleksi kiinnitt:ii fuusioituvat kalvot
toisiinsa ja edesauttaa SNARE-proteiinien pariutumista. Kuvan esimerkissid Rab-proteiinit kiinnit-
tavat HOPS-kompleksin fuusioituville kalvoille VPS41- ja VPS39-proteiinien vélitykselld. VPS16 ja
VPS33 sitovat SNARE-proteiineja. HOPS-kompleksi edesauttaa autofagosomien, endosomien seké
Golgin laitteesta perdisin olevien vesikkeleiden fuusiota lysosomien kanssa. Kuvassa ei nimeti fuusioi-
tuvia kalvorakenteita, silld on epéselvdd, kummin pdin HOPS-kompleksi orientoituu osastojen vilille.
Kuva: Shvarev ym. 2022 (muokattu).

VPS18 on myds osa CORVET-kompleksia (engl. class C core vacuole/endosome tethering
complex). CORVET-kompleksi on kiinnittymistekijd, joka séddtelee vesikkeleiden kiinnitty-
mistd varhaisiin endosomeihin (Spang 2016). CORVET-kompleksin ydin muodostuu samoista
proteiineista kuin HOPS-kompleksin, mutta VPS41:n tilalla on VPS8 ja VPS39:n tilalla VPS3
(Spang 2016). Koska proksimiteettileimausmairityksen tulosten mukaan myods VPS41 ja
VPS39 sijaitsivat Rab24:n ldhelld, mutta VPS8 ja VPS3 eivit, HOPS-kompleksi on CORVET-
kompleksia todennikdisempi Rab24:n vuorovaikutuskumppani (Eskelisen tutkimusryhma, jul-

kaisematon tulos).

Ei tiedetd tarkalleen, miten HOPS-kompleksi sitoutuu fuusioituville kalvoille. Sen kiinnittdmi-
seen voi ilmeisesti osallistua useita tekijoitd (Borchers ym. 2021). Muun muassa kalvoilla si-
jaitsevat aktiiviset pienet GTPaasit kuten Rab-proteiinit voivat sitoa HOPS-kompleksia joko
suoraan (kuva 4) tai muiden efektoriensa vélitykselld. HOPS-kompleksin kiinnittdjiksi myohéi-
seen endosomiin on ehdotettu muun muassa Rab7-proteiinia RILP:n vilitykselld (Lin ym.

2014) sekd Rab2-proteiinia (Schleinitz ym. 2023). Lisdksi HOPS-kompleksin sitomiseen voivat
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osallistua muun muassa SNARE-proteiinit (Jiang ym. 2014), muut kiinnittymistekijét

(McEwan ym. 2015) ja fosfatidyyli-inositolifosfaatit (Jeschke ja Haas 2018).

Rab24:n ja HOPS-kompleksin potentiaalista vuorovaikutusta on kiinnostava tutkia, koska
muun muassa Rab24:n tunnistetut vuorovaikutuskumppanit viittaavat siihen, ettd myos Rab24
saattaa osallistua endosomaalisen ja autofagosomaalisen reitin kalvofuusioihin (Amaya ym.
2016; Yla-Anttila ja Eskelinen 2018). Esimerkiksi autofagosomin ja lysosomin fuusiossa
Rab24:n vuorovaikutuskumppani SNAP29 on osa SNARE-proteiinikompleksia, jonka toimin-
taa HOPS-kompleksi sditelee (Itakura ym. 2012; Smeele ja Vaccari 2023). On myo6s havaittu,
ettd Rab24:n S67L- ja Q38P-mutaatiot todennikdisesti heikentdvit Rab24:n potentiaalista vuo-
rovaikutusta HOPS-kompleksin kanssa, silld Eskelisen tutkimusryhmén julkaisemattomien
proksimiteettileimaustulosten mukaan Rab24-S67L sekd Rab24-Q38P esiintyivit selvisti
Rab24-WT:td harvemmin HOPS-kompleksin proteiinien, kuten VPS18:n, lahella.

1.3.2 GMI130

GM130 on Golgin laitteen cis-puolen kalvoilla sijaitseva 130 kDa:n kokoinen perifeerinen kal-
voproteiini (Nakamura ym. 1995). Se on sitoutunut karboksiterminaalisesta pdédstidn Golgin
laitteen kalvojen sytosoliselle puolelle (Huang ym. 2021; Nakamura ym. 1995). Koska GM130-
proteiinia esiintyy runsaasti cis-Golgin laitteen kalvoissa, sitd voidaan kayttdd timén osaston
markkerina (Taguchi ym. 2003). GM130:n on my®0s havaittu kiertdvén cis-Golgin laitteen kal-
vojen sekd ERGIC-alueen vesikkeleiden vélilla (Marra ym. 2007). GM130 on tutkituimpia Gol-

gin laitteessa sijaitsevia proteiineja (Huang ym. 2021).

GM130:11a on useita tehtdvid. Sen tirkein tehtidva on saddelld ja yllapitdd Golgin laitteen raken-
netta (Huang ym. 2021). Se muun muassa sitoo Golgin laitteen kalvo-osastoja toisiinsa (Naka-
mura 2010). Liséksi se sddtelee solulimakalvostolta tulevien vesikkeleiden fuusiota Golgin lait-
teeseen toimimalla kiinnittymistekijand (Nakamura 2010). GM130:n on todettu olevan Rab1b-
ja Rab33b-proteiinien efektori Golgin laitteen sisdisisséd sekéd solulimakalvoston ja Golgin lait-
teen vilisissd kiinnittymis- ja fuusiotapahtumissa (Huang ym. 2021; Valsdottir ym. 2001;
Weide ym. 2001). GM130 on my0s autofagian negatiivinen sédtelijd, silld se hiiritsee auto-
fagosomien muodostumista sitomalla GABARAP-proteiinia (engl. gamma-aminobutyric acid
receptor-associated protein), joka osallistuu muun muassa fagoforin sulkeutumiseen (Joachim

ym. 2015). Lisdksi GM130:1la on tehtdvid muun muassa proteiinien glykosylaatiossa
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(Puthenveedu ym. 2006), solujen polaarisuuden ja migraation sditelyssd (Baschieri ym. 2015)

sekd tumasukkulan muodostuksessa (Wei ym. 2015).

Eskelisen tutkimusryhmin julkaisemattomien proksimiteettileimaustulosten mukaan Rab24:n
lahelld sijaitsi GM130:n lisdksi my0s useita muita Golgin laitteen proteiineja. GM 130 valittiin
tutkittavaksi tdhén projektiin, koska sen sijainti cis-Golgin laitteen kalvoilla sekd ERGIC-alu-
eella vastaa osittain Rab24:n sijaintia (Olkkonen ym. 1993). Lisdksi GM130 séételee kalvo-
fuusioita Golgin laitteen alueella, kuten myos Rab24:n aiemmin tunnistettu vuorovaikutus-
kumppani SNARE-proteiini GOSR1 (Behrends ym. 2010; Sun ym. 2012). Myos Rab24:n mu-
taatioiden vaikutusta sen ja GM130:n potentiaaliseen vuorovaikutukseen on kiinnostava tutkia,
silld proksimiteettileimaustulosten mukaan GM130 esiintyi Rab24-WT:n ldheisyydessd useam-
min kuin Rab24-S67L:n ldheisyydessd, mutta yhtd usein Rab24-WT:n ja Rab24-Q38P:n l4hei-
syydessd. S67L- ja Q38P-mutaatioilla on siis todennikoisesti erilainen vaikutus Rab24:n asso-
siaatioon GM130:n tai cis-Golgin laitteen kanssa. Lisdksi alustavassa kokeessa GM130:n on
todettu kolokalisoituvan enemmin yli-ilmennetyn Rab24-Q38P:n kuin Rab24-WT:n kanssa

(Eskelisen tutkimusryhmad, julkaisematon tulos).

1.4  Tutkimuksen tavoitteet ja hypoteesit

Rab24:n molekyylitason toiminta tunnetaan toistaiseksi huonosti. Toimintamekanismeista voi-
daan saada tarkempaa tietoa, kun tunnistetaan proteiineja, joiden kanssa Rab24 on vuorovaiku-
tuksessa. Tama pro gradu -tutkielma keskittyy tunnistamaan Rab24:n vuorovaikutuskumppa-
neita, sekd selvittimddn, mistd Rab24:n ominaisuuksista havaitut vuorovaikutukset ovat riip-

puvaisia. Tutkielmalla on kolme spesifisti tavoitetta:
1. Selvittdd, onko Rab24 fyysisessd vuorovaikutuksessa VPS18:n tai GM130:n kanssa.

2. Tutkia, ovatko mahdolliset fyysiset vuorovaikutukset riippuvaisia GTP:n sitoutumisesta
Rab24:4d4n ja vaikuttavatko Rab24:n mutaatiot vuorovaikutuksiin. Késiteltivit mutaatiot ovat

GTP:n sitomiskykyd heikentdvd S67L-mutaatio tai koirien ataksiaa aiheuttava Q38P-mutaatio.

3. Tutkia, vaikuttavatko Rab24:n S67L- ja Q38P-mutaatiot sen kolokalisaatioon VPS18:n tai

GM130:n kanssa soluissa riippumatta siitd, havaitaanko fyysisid vuorovaikutuksia.
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Fyysisid vuorovaikutuksia tutkitaan koimmunopresipitaatiolla ja kolokalisaatiota tutkitaan pro-
teiinien immunofluoresenssivirjdykselld. Mikéli koimmunopresipitaatiomenetelmélld havai-
taan vuorovaikutus, sitd tutkitaan myos proksimiteettiligaatiomééritykselld (engl. proximity li-
gation assay, PLA), joka paljastaa in situ, missd kohdissa solua proteiinit sijaitsevat ladhekkéin.
Kaikissa kokeissa kdytetddn hiiren Neuro-2a-neuroblastoomasoluja. Ndméa hermostoperiiset
solut valittiin tutkimukseen, koska edelld esitellyssd proksimiteettileimausmairityksessé kéy-
tettiin samaa solulinjaa, Rab24:n on havaittu ilmentyvan enemman hiiren aivoissa kuin muissa
kudoksissa (Olkkonen ym. 1993) ja Rab24:n Q38P-mutaatio aiheuttaa koirien neurodegenera-
titvisen sairauden (Agler ym. 2014).

Mikéli fyysisid vuorovaikutuksia havaitaan, hypoteesina on, etti vuorovaikutus on riippuvainen
GTP:n sitoutumisesta Rab24:4in, silld HOPS-kompleksin sekd GM130:n tiedetién olevan mui-
den Rab-proteiinien efektoreita (Lin ym. 2014; Valsdottir ym. 2001; Weide ym. 2001; Zhang
ym. 2023), ja efektorit sitoutuvat parhaiten Rab-proteiinin aktiiviseen konformaatioon
(Pylypenko ym. 2018). Julkaisemattomien proksimiteettileimaustulosten mukaisesti toinen hy-
poteesi on, ettd Rab24:n S67L-mutaatio heikentdé potentiaalista vuorovaikutusta sekd koloka-
lisaatiota molempien proteiinien kanssa. My0s Rab24:n Q38P-mutaation odotetaan heikenta-
van vuorovaikutusta ja kolokalisaatiota VPS18:n kanssa, mutta edella esiteltyjen alustavien tu-
losten perusteella Rab24-Q38P:n odotetaan kolokalisoituvan GM130:n kanssa Rab24-WT:ti

enemman.

20



2 AINEISTO JA MENETELMAT

2.1 Solut ja niiden kasvatus

Kaikki tutkielman kokeet tehtiin hiiren Neuro-2a-neuroblastoomasoluilla (Turun yliopiston
biolddketieteen laitoksen soluviljely-yksikko), joista Eskelisen tutkimusryhmédn Mauricio
Ramm oli valmistanut kéytetyt solutyypit ennen pro gradu -projektin alkamista (taulukko 1).
Kokeissa kéytettiin neljaa eri solutyyppid, joista kaikista oli poistettu endogeenisen Rab24:n
geeni. Solutyypeistd kolme ilmensi stabiilisti GFP-konjugoitua (engl. green fluorescent protein)
hiiren Rab24-proteiinia, joka oli joko Rab24-WT, Rab24-Q38P-mutantti tai Rab24-S67L-mu-
tantti. GFP-konjugaatti sijaitsi Rab24:n aminoterminaalisessa padssid. GFP-konjugaattia kaytet-
tiin Rab24:n eristimiseen koimmunopresipitaatiokokeissa sekd Rab24:n paikantamiseen so-
luissa mikroskopialla. Niitd kolmea solutyyppid nimitetddn niiden ilmentimédn GFP-Rab24-
proteiinin nimella (taulukko 1).

Taulukko 1. Tutkielmassa kiytetyt hiiren Neuro-2a-neuroblastoomasolutyypit ja niille tehdyt ge-

neettiset muokkaukset. Solutyypit oli valmistettu ennen projektin alkamista. Endogeenisen Rab24:n
geeni oli poistettu CRISPR/Cas9-menetelmalla. Stabiilit transfektiot oli tehty lentiviruksilla.

Solutyyppi Endogeenisen Rab24:n | Stabiili transfektio

geeni poistettu
GFP-Rab24-WT kylla GFP-Rab24-WT
GFP-Rab24-Q38P | kylld GFP-Rab24-Q38P; glutamiini 38 -> proliini
GFP-Rab24-S67L | kylld GFP-Rab24-S67L; seriini 67 -> leusiini
kontrolli kylla GFP ja APEX2-NES

Negatiivisena kontrollina tutkimuksessa kaytettiin kontrollisoluiksi nimitettdvid Rab24-poisto-
geenisid soluja, jotka ilmensivét stabiilisti GFP:td (taulukko 1). Ne ilmensivét stabiilisti myds
APEX2-NES-proteiinia (engl. nuclear export signal), silld niitd oli kdytetty kontrollisoluina
myds aiemmin esitellysséd proksimiteettileimausméérityksessd. APEX2-NES:n ilmentymisen ei
oleteta hdiritsevén tutkimusta. Kontrollisoluja kdyttimalla varmistettiin, etteivét potentiaaliset
vuorovaikutuskumppanit sitoudu koimmunopresipitaatiokokeissa epispesifisesti esimerkiksi
Rab24:n GFP-konjugaattiin. Kontrollisoluilla tutkittiin myds Rab24:n poissaolon vaikutusta
VPS18:n ja GM130:n paikantumiseen soluissa.
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Soluja kasvatettiin soluviljelypulloissa +37 °C:n ldmpétilassa ja 5 %:n COz-pitoisuudessa. So-
lyjen kasvatusmedium oli a-MEM (Minimum Essential Medium Alpha, Biowest, L.0476),
jonka lisdaineet eli supplementit on ilmoitettu liitteessd 1. Neuro-2a-solut ovat adherentteja eli
kasvualustaansa kiinnittyvid soluja. Harvennusta varten ne irrotettiin kasvualustasta inku-
boimalla niitd trypsiiniliuoksessa (0,25 % trypsiini, 0,02 % kalium-EDTA) 1 minuutti
+37 °C:ssa, minké jilkeen solut suspensoitiin kasvatusmediumiin. Solususpensio sentrifugoi-
tiin 400 g, 4 minuuttia, ja solut resuspensoitiin uuteen kasvatusmediumiin. Kun solut asetettiin

kasvamaan kokeita varten, solutiheydet maéritettiin Biirkerin laskukammiota apuna kéyttden.

2.2 Koimmunopresipitaatiokokeet

VPS18:n ja GM130:n mahdollista fyysistd vuorovaikutusta Rab24:n kanssa tutkittiin koimmu-
nopresipitaatiolla. Kaikissa kokeissa kéytettiin GFP-Rab24-WT- ja kontrollisoluja, ja mutaati-
oiden vaikutusta tutkittaessa kéytettiin myos GFP-Rab24-Q38P- ja GFP-Rab24-S67L-soluja.

2.2.1 Transientit transfektiot ja niiden validaatio

VPS18- ja GM130-proteiineja yli-ilmennettiin transientisti kaikissa soluissa koimmunopresipi-
taatiokokeita varten, jotta mahdolliset vuorovaikutukset havaittaisiin todennékoisemmin. Solut
transfektoitiin plasmidilla, jossa oli joko FLAG-konjugoitua ihmisen VPSI18-proteiinia
(FLAG-VPS18) tai FLAG- ja HA-konjugoitua rotan GM130-proteiinia (FLAG-HA-GM130)
koodaava cDNA-jakso. FLAG ja HA ovat peptidikonjugaatteja, joiden tarkoitus on helpottaa
proteiinien havainnointia vasta-aineilla, mutta tdssd tutkimuksessa niita ei kuitenkaan hyddyn-
netty. Konjugaatit olivat VPS18- ja GM130-proteiinien aminoterminaalisessa pdédssa. Plasmidit
oli valmistettu ennen projektin alkamista. GM130-cDNA oli kloonattu FLAG-HA-pcDNA3.1-
-plasmidiin (Addgene, 52535), ja FLAG-VPS18-plasmidi oli saatu Gabor Juhaszilta (E6tvos
Lorand University, Budapest, Unkari). Plasmidit on esitelty liitteessé 2.

Koimmunopresipitaatiokokeissa tarkasteltiin siis ihmisen VPS18:n ja rotan GM130:n mahdol-
lista vuorovaikutusta hiiren Rab24:n kanssa. Kun eri lajien VPS18:n ja GM130:n aminohap-
posekvenssien homologisuutta tarkasteltiin Protein BLAST -verkkotyodkalulla (NCBI), havait-

tiin, ettd thmisen ja hiiren VPS18:n aminohapposekvenssit ovat 95,8 % samanlaiset (Uniprot,
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VPS18, Homo sapiens; Uniprot, VPS18, Mus musculus), ja rotan ja hiiren GM130:n amino-
happosekvenssit ovat 94,4 % samanlaiset (Uniprot, GM130, Mus musculus; Uniprot, GM130,
Rattus norvegicus). Molempia proteiineja pidettiin tarpeeksi konservoituneina potentiaalisten

vuorovaikutusten tutkimista varten.

Ennen koimmunopresipitaatiokokeita transientit transfektiot validoitiin, eli varmistettiin, ettd
plasmideilla transfektoidut GFP-Rab24-WT- ja kontrollisolut yli-ilmensivdt VPS18- ja
GM130-proteiineja. Validaatio tehtiin néilld kahdella solutyypilld, koska niitd kdytettiin kai-
kissa koimmunopresipitaatiokokeissa. Mikéli yli-ilmennys onnistuisi néissi soluissa, sen ole-
tettiin onnistuvan tarvittaessa myos GFP-Rab24-Q38P- ja GFP-Rab24-S67L-soluissa jotakuin-

kin samalla tehokkuudella, koska kaikki solutyypit olivat samaa alkuperia.

Transfektio tehtiin samalla tavalla validaatiota ja koimmunopresipitaatiota varten, mutta eri so-
lumairélle. 24 tuntia ennen transfektiota kasvatusmaljoille tai -pulloihin asetettiin kasvamaan
taulukon 2 mukainen miéré soluja. Plasmidi laimennettiin lisdaineettomaan a-MEM-liuokseen,
seokseen liséttiin PolyFect-transfektioreagenssia (Qiagen, 301107), seos vorteksoitiin ja sitd
inkuboitiin huoneenldmpdtilassa 10 minuuttia. Transfektioseokseen sekoitettiin kasvatusme-
diumia (lisdaineellinen a-MEM) ja seos liséttiin soluille, joiden kasvatusmedium oli vaihdettu
tuoreeseen juuri ennen transfektiota. Taulukossa 2 on esitetty transfektioseosten tarkat koostu-
mukset. Soluja inkuboitiin transfektioseoksen kanssa 24 tuntia +37 °C:n ldmpétilassa ja 5 %:n
CO»-pitoisuudessa, minka jilkeen soluista eristettiin proteiinit joko validaatiota tai koimmuno-
presipitaatiota (luku 2.2.2) varten.

Taulukko 2. Neuro-2a-solujen transienteissa transfektioissa kiytetyt solumiirit ja transfek-
tioseosten koostumukset. Validaatio tarkoittaa transfektoidun proteiinin ilmentymisen varmistusta ja

ko-IP koimmunopresipitaatiota. [Imoitettu solumééri asetettiin kasvamaan 24 tuntia ennen transfektiota.
Kasvatusmedium tarkoittaa a-MEM-liuosta, johon on lisdtty lisdaineet, kuten seerumi (liite 1).

Koe Pinta- Solumaara / Plasmidi | Plasmidi + | PolyFect- | Kasvatusmedium
ala kasvatusmedium | (pug) a-MEM reagenssi | transfektio-
(cm?) (ml) (ul) (ul seoksessa (ml)

Validaatio | 8,8 0,4x10°/2 1,5 100 12 0,6

Ko-IP 75 45x10%/7 6 300 50 1

Validaatiokokeissa transfektoiduista seké transfektoimattomista GFP-Rab24-WT- ja kontrol-
lisoluista eristettiin proteiinit immunoblottausndytteiden valmistusta varten. Solujen kasvatus-
medium poistettiin ja solut kaavittiin kylmdan PBS:dén (Biowest, 10010-015). Solut sentri-

fugoitiin 400 g, 3 minuuttia +4 °C:ssa, minki jdlkeen solupelletti resuspensoitiin 60 pl:aan
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kylméad hajotuspuskuria (liite 1). Néytteitd inkuboitiin 30 minuuttia putkenpydrittéjéssi
+4 °C:ssa, minké jdlkeen ne sentrifugoitiin 16 000 g, 15 minuuttia +4 °C:ssa. Supernatantit eli
proteiinit sisdltdvit osuudet kerittiin talteen ja niiden proteiinipitoisuudet mairitettiin BCA-
madritykselld (engl. bicinchoninic acid assay) (Pierce BCA Protein Assay Kit, Thermo Scien-
tific, 23225) valmistajan ohjeen mukaisesti. Maiiritykseen kuuluva absorbanssimittaus
(562 nm) tehtiin EnSight Multimode Microplate Reader -kuoppalevylukijalla (PerkinElmer).
Naytteet laimennettiin MQ-vedelld samaan proteiinipitoisuuteen ja niihin lisédttiin +95 °C
4x Laemmlin puskuria (liite 1) 1:4. Naytteet vorteksoitiin ja niitd inkuboitiin +95 °C:ssa 5 mi-
nuuttia. Immunoblottaus ja tulosten analysointi on kuvattu luvussa 2.2.3. Validaatiokokeita ei

toistettu.

Transfektioiden validaatio onnistui PolyFect-reagenssin valmistajan suosittelemilla transfektio-
olosuhteilla, mutta olosuhteiden optimoinnissa koimmunopresipitaatiokokeita varten kului
huomattavan paljon aikaa. Haasteena oli, ettd soluista eristetyissd proteiinindytteissi oli liian
vihén tutkittavaa proteiinia koimmunopresipitaatiota varten. Aluksi pyrittiin muun muassa pa-
rantamaan transfektiotehokkuutta muuttamalla transfektioseosten koostumusta, mutta toimi-
vimmaksi ratkaisuksi osoittautui lopulta transfektoitavan soluméérian huomattava kasvattami-
nen valmistajan suosittelemaan nahden. Taulukossa 2 on ilmoitettu lopulliset, optimaalisim-

miksi todetut olosuhteet.

2.2.2  Koimmunopresipitaatio

24 tuntia transientin transfektion jdlkeen solujen kasvatusmedium poistettiin ja solut kaavittiin
kylméédn PBS:ddn. Solut sentrifugoitiin 400 g, 4 minuuttia +4 °C:ssa, ja solupelletit resuspen-
soitiin 200 pl:aan kylméa hajotuspuskuria (liite 1), johon lisdttiin GTP-y-S-liuosta (Sigma-
Aldrich, G8634; MQ-vedessd) siten, etti GTP-y-S:n lopullinen konsentraatio oli 0,5 mM.
GTP-y-S on GTP-analogi, joka ei hydrolysoidu tai hydrolysoituu hitaasti GDP:ksi, eli sen si-
toutuminen Rab-proteiiniin hidastaa timén inaktivoitumista (Fukuda ym. 2008; Spoerner ym.
2007). GTP-y-S-lisdyksen tavoitteena oli lisdtd aktiivisessa konformaatiossa olevan Rab24:n
osuutta koimmunopresipitaatiossa. Kokeessa, jossa tutkittiin vuorovaikutuksen riippuvuutta
GTP:n sitoutumisesta Rab24:4dn, osaan ndytteistd lisattiin GTP-y-S:n sijasta GDP:td (Sigma-
Aldrich, G7127; MQ-vedessi, loppukonsentraatio 1 mM). Vastaavat GTP-y-S- ja GDP-kisit-

telyt Rab-proteiinien koimmunopresipitaatiokokeissa on aiemmin kuvattu Fukudan ym. (2008)
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tutkimuksessa. Jotta GTP-y-S- ja GDP-lisdyksid vertailevassa kokeessa eri nukleotideilla kési-
teltdvét ndytteet olisivat kokeen alussa mahdollisimman samanlaiset, kahdesta kasvatuspullosta

keratyt solut yhdistettiin ja jaettiin kahdeksi ndytteeksi ennen solujen hajotusta.

Soluja inkuboitiin GTP-y-S:d4 tai GDP:t4 sisdltdvassd hajotuspuskurissa 40 minuuttia putken-
pyorittdjassd +4 °C:ssa, minka jélkeen ndytteet sentrifugoitiin 17 000 g, 10 minuuttia +4 °C:ssa.
Supernatantit eli proteiinit sisdltdvit osuudet keréttiin talteen ja niihin lisdttiin 300 ul kylméaa
laimennospuskuria (liite 1). 18 ul kutakin néytettd kerédttiin tdssd vaiheessa erikseen talteen ja
sdilytettiin j&illd (I1&htomateriaalindyte, engl. input). Laimennospuskurin lisdyksen takia jéljelld
oleviin néytteisiin liséttiin vield GTP-y-S- tai GDP-liuosta siten, ettd loppukonsentraatio pysyi
0,5 mM:na tai 1 mM:na. Témén jélkeen ndytteiden proteiinipitoisuudet méiritettiin BCA-mai-

ritykselld kuten on kuvattu luvussa 2.2.1.

GFP-konjugoidut Rab24-proteiinit (WT, Q38P, S67L) ja GFP eristettiin nédytteistd GFP-vasta-
aineella péillystetyilld magneettisilla helmillda (GFP-Trap Magnetic Agarose, ChromoTek,
gtma). 25 pul helmilivosta kéytettiin naytettd kohden. Helmet tasapainotettiin ensin pesemalla
ne kolmesti 500 pl:lla laimennospuskuria magneettia apuna kayttden. Tasapainotuksen jélkeen
helmille lisdttiin mahdollisimman suuren proteiinimiirdn (700-1800 pg) sisdltdva tilavuus
ndytettd. Kussakin kokeessa kaikista ndytteistd liséttiin aina sama proteiinimaéra helmille. Koe-
kohtaiset proteiiniméérat ovat liitteessd 3. Niytteitd inkuboitiin helmien kanssa 1 tunti putken-
pyorittdjdssa +4 °C:ssa, minka jdlkeen helmet keréttiin putken kylkeen kylmalla magneetilla ja
supernatantista kerittiin talteen 18 pl erilliseksi ndytteeksi. Tadma néyte sisdlsi helmiin sitoutu-

mattomia proteiineja (engl. flow through).

Helmet pestiin kolmesti 500 pl:lla laimennospuskuria, ja ne resuspensoitiin 70 pl:aan +95 °C
2x Laemmlin puskuria (4x Laemmlin puskuria (liite 1) ja MQ-vettd 1:1). Naytteitd kuumennet-
tiin +95 °C:ssa 5 minuutin ajan, jotta GFP-vasta-aineeseen sitoutuneet proteiinit irtosivat pus-
kuriin. Helmet kerittiin putken kylkeen magneetilla ja puskuri keréttiin talteen. Koimmunopre-
sipitaation tuloksia tarkasteltiin immunoblottauksella (luku 2.2.3). Sitd varten myds 1dhtomate-
riaalista sekd helmiin sitoutumattomasta osuudesta otetuista naytteistd valmistettiin immuno-
blottausndytteet lisddmaélla niihin +95 °C 4x Laemmlin puskuria 1:4, vorteksoimalla ne ja kuu-
mentamalla niitd 5 minuuttia +95 °C:ssa. Kaikissa koimmunopresipitaatiokokeissa immuno-
blottauksella tarkasteltiin 1dhtomateriaalindytteitd ja koimmunopresipitoituneita proteiineja.
Osassa kokeista tarkasteltiin my0s sitoutumatonta osuutta kuvaavia néytteitd. Tulosten yhtey-

dessi on ilmoitettu, kuinka monta kertaa kukin koimmunopresipitaatiokoe toistettiin.
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2.2.3 SDS-PAGE-geeliajo ja immunoblottaus

Kaikkia immunoblottausndytteitd kuumennettiin +95 °C:ssa 3 minuuttia ennen niiden lisda-
mistd 1,5 mm 10 % SDS-PAGE-geelin kaivoihin. Transienttien transfektioiden validaationéyt-
teitd lisattiin geelille 20 pg proteiinia/kaivo. Koimmunopresipitaatiokokeiden ldhtomateriaalia
ja sitoutumatonta osuutta kuvaavia ndytteitd lisittiin 20 ul/kaivo, ja ndytettd, joka sisdlsi koim-
munopresipitoituneet proteiinit, lisittiin 60 pl/kaivo. Lahtomateriaalindytteiden geelille lisétyt
proteiinimaérit on ilmoitettu liitteessd 3. Molekyylipainostandardia (PageRuler Plus Prestained
Protein Ladder, ThermoFisher, 26619) lisdttiin 5 pl/kaivo. Proteiineja ajettiin geelilld 20 mi-
nuuttia 60 V:n jénnitteelld ja 1 tunti 130 V:n jénnitteelld. Kédytetyn ajopuskurin koostumus on
liitteessd 1. Geeliajon jédlkeen geelid inkuboitiin 15 minuuttia siirtopuskurissa (liite 1) ravisteli-
jassa. PVDF-kalvo (polyvinyylideenifluoridi) aktivoitiin 15 sekuntia metanolissa ja sitd inku-
boitiin 10 minuuttia siirtopuskurissa ravistelijassa ennen siirtokompleksin kokoamista. Proteii-

nit siirrettiin geeliltd kalvolle 90 V:n jénnitteelld 90 minuuttia +4 °C:ssa (méarkéablottaus).

Siirtoajon jilkeen PVDF-kalvon epdspesifiset sitoutumiskohdat peitettiin 5 %:n maitojauheliu-
oksella (TBST:ssd, liite 1) 1 tunnin ajan putkenpyorittdjassa, minka jilkeen kalvoa inkuboitiin
5 %:n maitojauheliuokseen tehdyssd priméairivasta-ainelaimennoksessa (taulukko 3) yon yli
+4 °C:ssa putkenpyorittdjdssa. Inkubaation jélkeen kalvo pestiin TBST:ssd 3 x 5 minuuttia.
HRP-konjugoitu (engl. horse radish peroxidase) sekundéérivasta-aine (taulukko 3) laimennet-
tiin 1:20 000 5 %:n maitojauheliuokseen ja kalvoa inkuboitiin laimennoksessa 1 tunti putken-
pyorittdjdssd huoneenldmpotilassa. Vasta-aineinkubaatioiden jilkeen kalvo pestiin TBST:ssd
3 x 5 minuuttia. Kalvolle liséttiin substraattiliuosta (Clarity Max Western ECL Substrate, Bio-
Rad, 1705062), ja kalvoa inkuboitiin 2 minuuttia valolta suojattuna. Kalvon kemiluminesens-
sisignaaleista otettiin kuvat Sapphire Biomolecular Imager -laitteella (Azure biosystems)

useilla eri valotusajoilla analyysié varten.
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Taulukko 3. Proteiinien immunoblottauksessa kiiytetyt vasta-aineet ja niiden kiyttolaimennokset.
Valmistajien tietojen perusteella VPS18-, GM130- ja GAPDH-vasta-aineiden odotettiin tunnistavan
myds hiiren proteiinit.

Primaérivasta-aine Valmistaja ja tuotenumero Laimennos
kanissa tuotettu anti-thmis-VPS18 Abcam, ab178416 1:500
hiiressé tuotettu anti-rotta-GM130 BD Bioscience, 610822 1:1000
hiiressé tuotettu anti-GFP Roche, 11 814 460 001 1:400
hiiressi tuotettu anti-thmis-GAPDH | Abcam, ab8245 1:20 000
Sekundiérivasta-aine Valmistaja ja tuotenumero Laimennos
vuohessa tuotettu HRP-konjugoitu Jackson Immuno Research Laboratories,

anti-kani-IgG 111-035-003 1:20 000
vuohessa tuotettu HRP-konjugoitu Jackson Immuno Research Laboratories,

anti-hiiri-IgG 115-035-003 1:20 000

Transfektioiden validoinnissa kalvolta detektoitiin vasta-aineilla VPS18 tai GM130 ja lataus-
kontrolli GAPDH (glyseraldehydi-3-fosfaattidehydrogenaasi), ja koimmunopresipitaatioko-
keissa nédiden lisdksi myds GFP (taulukko 3). Kalvot kisiteltiin eri vasta-aineilla siten, ettd kal-
von kuvaamisen jidlkeen vasta-aineet poistettiin ennen seuraavan priméérivasta-aineen liséa-
mistd. Vasta-aineet poistettiin késittelemalld kalvo irrotuspuskurilla (liite 1) 40 minuutin ajan
+50 °C:ssa. Kisittelyn jilkeen kalvoa huuhdeltiin vesijohtovedelld ja se pestiin TBST:ssa
2 x 5 minuuttia. Tdmin jilkeen epaspesifiset sitoutumiskohdat peitettiin ja kalvo késiteltiin seu-
raavalla priméérivasta-aineella kuten kuvattu edelld. Ensin detektoitiin aina VPS18 tai GM130,

seuraavaksi GFP ja viimeisend GAPDH.

Proteiinien suhteelliset méérat kalvolla kvantitoitiin kuvien perusteella ImageJ-ohjelmalla. Pro-
teiinien ilmentymisvoimakkuuksia analysoitaessa signaalit normalisoitiin saman ndytteen
GAPDH-latauskontrollin signaalilla. Tietyissd kokeissa koimmunopresipitoituneen tutkittavan
proteiinin signaali normalisoitiin saman naytteen GFP-Rab24-signaalilla, jolloin tulos kuvasi
sitd, kuinka paljon tutkittavaa proteiinia oli kussakin niytteessd koimmunopresipitoitunut GFP-
Rab24:n kanssa. Eri ndytteiden normalisoidut signaalit suhteutettiin valitun ndytteen vastaa-
vaan normalisoituun signaaliin. Signaalien késittelyt on kuvattu tuloskohtaisesti lukujen 3.1—

3.3 kuvateksteissd ja tarkemmin liitteessé 4.
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2.3 Kolokalisaatiokokeet

Solujen immunofluoresenssivarjdykselld selvitettiin, vaikuttavatko Rab24:n Q38P- ja S67L-
mutaatiot sen kolokalisaatioon VPS18:n tai GM130:n kanssa. Kolokalisaatio kuvaa sité, kuinka
paljon tutkittavat proteiinit paikantuvat samoihin rakenteisiin tai osastoihin solussa (Aaron ym.
2018). Endogeeninen VPS18 tai GM130 vérjattiin kaikissa neljdssa solutyypissd. Yli-ilmenne-
tyt Rab24-proteiinit havaittiin GFP-konjugaatin perusteella.

2.3.1 Solujen immunofluoresenssivirjdys ja konfokaalimikroskopia

80 000 solua asetettiin kasvamaan kasvatusmaljoille (€@ 35 mm), joihin oli asetettu poly-D-
lysiinilld paillystetyt 13 mm:n peitinlasit. 24 tuntia my6hemmin solut kiinnitettiin peitinlaseille
késittelemalld ne 4 % paraformaldehydilld (PBS:ss4, liite 1) 20 minuutin ajan, minka jalkeen
lasit pestiin kolmesti PBS:114. Ennen virjdystd solukalvojen lapéisevyytté lisdttiin 10 minuutin
0,1 % Triton-X-100-késittelyllda (PBS:ssd) ja epéspesifiset sitoutumiskohdat peitettiin
3 %:n BSA-liuoksella (engl. bovine serum albumin, PBS:ssd) 30 minuutin ajan. VPS18- tai
GM130-priméédrivasta-ainelaimennosta (taulukko 4; 3 %:n BSA-liuoksessa) liséttiin parafilmin
péélle 30 pl:n pisarat, ja peitinlasit kddnnettiin solupuoli alaspdin pisaroiden piille. Naytteitd
inkuboitiin 1 tunti huoneenlampdtilassa, minka jdlkeen peitinlasit pestiin PBS:sséd 3 x 5 minuut-
tia. Alexa Fluor 568 -konjugoitu sekundéérivasta-aine (taulukko 4) laimennettiin 1:500 3 %:n
BSA-liuokseen, ja solut késiteltiin samoin kuin priméérivasta-ainekésittelyn yhteydessé. Li-

sdksi tdstd edespdin ndytteitd suojattiin valolta.

Taulukko 4. VPS18:n ja GM130:n immunofluoresenssivirjiayksessa kiaytetyt vasta-aineet ja nii-
den kiyttolaimennokset. Eskelisen tutkimusryhmé on aiemmin varjannyt samoilla VPS18- ja GM130-
vasta-aineilla soluista onnistuneesti myds endogeeniset hiiren proteiinit.

Priméérivasta-aine Valmistaja ja tuotenumero Laimennos
kanissa tuotettu anti-ihmis-VPS18 Abcam, ab178416 1:200
hiiressi tuotettu anti-rotta-GM 130 BD Bioscience, 610822 1:200
Sekundédrivasta-aine Valmistaja ja tuotenumero Laimennos
vuohessa tuotettu Alexa Fluor 568 -konjugoitu | Invitrogen/ThermoFisher Scientific,
anti-kani-IgG A-11011 1:500
vuohessa tuotettu Alexa Fluor 568 -konjugoitu | Invitrogen/ThermoFisher Scientific,
anti-hiiri-IgG A-11004 1:500
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Vasta-ainekdsittelyiden jédlkeen peitinlasit pestiin PBS:ssd 5 x 4 minuuttia valolta suojattuna.
Peitinlasit paillystettiin DAPI-tumavéria siséltivilla Mowiol-pdillystysaineella (liite 1) ja ne
asetettiin objektilaseille. Naytteitd sédilytettiin valolta suojattuna yon yli huoneenldmpdétilassa ja
sen jilkeen +4 °C:ssa. Ndytteet kuvattiin muutaman péivéan kuluttua 31 spinning disk -konfo-
kaalimikroskoopilla (Marianas CSU-W1), 63x Zeiss Plan Apochromat -objektiivilla (numeeri-
nen apertuuri 1,4), Photometrics Prime BSI sCMOS -kameralla ja SlideBook 6 -sovelluksella.
Kuvattujen leiketasojen vili oli 0,27 um. Alexa Fluor 568 -sekunddirivasta-aine kuvattiin
561 nm:n, GFP 488 nm:n ja DAPI 405 nm:n viritysaallonpituudella. Valotusaika kaikilla kana-

villa oli 100 ms.

2.3.2 Kolokalisaatioanalyysi

Ennen kolokalisaatioanalyysid kuvat esikisiteltiin ImageJ-ohjelmalla. Koska GFP-signaali so-
luissa oli diffuusi, jokaisen solun GFP-kanavalta vihennettiin kaikkien pikseleiden signaalista
kyseisen solun GFP-kanavan 1,2-kertainen keskiarvosignaali, jolloin jdljelle jaivét vain kirk-
kaimmat pikselit eli alueet, joilla GFP:t4 sijaitsi eniten. GFP-konjugoitujen Rab24-proteiinien
(WT, Q38P, S67L) tai GFP:n (kontrollisolut) ja VPS18:n tai GM130:n kolokalisaatio analysoi-
tiin ImageJ-ohjelman Coloc2-liitdnndistydkalulla. Tyokalu méadritti GFP:n ja Alexa Fluor 568
-sekundiirivasta-aineen (VPS18- tai GM130-signaali) kolokalisaatiolle kussakin solussa Pear-
sonin korrelaatiokertoimen r sekd Mandersin péillekkidisyyskertoimet M1 ja M2 (engl. Man-

ders’ overlap coefficient). Tyokalu kévi 1dp1 solun kaikki kuvatut leiketasot eli optiset leikkeet.

Pearsonin ja Mandersin kertoimet kuvaavat kolokalisaatiota eri tavoin. Pearsonin korrelaatio-
kerroin r ilmaisee eri kanavien signaalien intensiteettien korrelaatiota (-1-1) pikseleissd alu-
eella, jolla signaalit menevit paéllekkiin, eli se kuvaa tutkittavien proteiinien runsauden korre-
laatiota (Aaron ym. 2018). Mandersin paillekkiisyyskertoimet puolestaan kuvaavat proteiinien
esiintymisalueiden piillekkaisyyttd (Aaron ym. 2018). Téssé tutkimuksessa Mandersin pail-
lekkadisyyskerroin M1 ilmaisee, kuinka suuri osa (0—1) VPS18- tai GM130-positiivisista pikse-
leistd on myds GFP-positiivisia ja M2 ilmaisee, kuinka suuri osa GFP-positiivisista pikseleistad
on my0s VPS18- tai GM130-positiivisia. Mandersin pééllekkdisyyskertoimiin eivdt vaikuta
signaalien intensiteetit. Eri solutyyppien Pearsonin ja Mandersin kertoimien tilastollinen ver-
tailu on kuvattu luvussa 2.5. Analysoitujen solujen lukuméérd on ilmoitettu tulosten yhteydessa.

Kolokalisaatiokokeita ei toistettu.
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2.4 Proksimiteettiligaatiomddritys (PLA)

Endogeenisen VPS18:n ja yli-ilmennetyn Rab24:n vuorovaikutusta tutkittiin myos PLA-mene-
telmdlla. Menetelmén avulla soluissa in situ havaittiin fluoresoivina pisteind kohdat, joissa
Rab24 ja VPS18 olivat alle 40 nanometrin etdisyydelld toisistaan (Alam 2018). Menetelmén
periaate esitellddn kuvassa 5. Kokeessa kiytettiin kaikkia neljdd solutyyppid, silli myos

Rab24:n mutaatioiden vaikutusta proteiinien vuorovaikutukseen tutkittiin.

o 9 e o Monistettu e
DNA- DNA .
PLA- templaatti Ligaasi AT %@
B e @_ ) ‘C%'I
anti- anti- ; : : ‘

: koettimet ) -
Kani-  Hiiri- L \ {3} \ \)5./\\‘ N ﬁj@
VPS18 Rab24 kani . ¢ b . ’ 3, ey
/ \ >\ Z_ Anti- ] /\I" /(L , .‘}(
,( . i A\\ | \ e

Anti-

[

v

VPS18 Rab24

Kuva 5. PLA-menetelmé Rab24:n ja VPS18:n vuorovaikutuksen tutkimisessa. 1) Kanissa tuotettu
anti-VPS18-priméérivasta-aine ja hiiressé tuotettu anti-Rab24-priméérivasta-aine sitoutuvat spesifisesti
kohteisiinsa. 2) Anti-kani- ja anti-hiiri-sekundéérivasta-aineet, joihin on konjugoitu oligonukleotidit eli
PLA-koettimet, sitoutuvat priméérivasta-aineisiin. 3) Jos PLA-koettimet sijaitsevat tarpeeksi lahelld toi-
siaan, yhdistdjdoligonukleotidit yhdistavat koettimet toisiinsa ja ligaasi muodostaa suljetun, rengasmai-
sen DNA-templaatin. 4) DNA-polymeraasi monistaa DNA:ta pitkdksi konkatemeeriseksi eli toistuva-
jaksoiseksi DNA:ksi. 5) Fluorokromileimatut koettimet sitoutuvat monistettuun DNA:han. Vuorovai-
kutuspisteet havaitaan fluoresenssimikroskopialla soluista in situ. Kuva: Sigma-Aldrich, How Proximity
Ligation Assays (PLA) Work (muokattu).

100 000 solua asetettiin kasvamaan kasvatusmaljoille (@ 35 mm), joihin oli asetettu poly-D-
lysiinilld paéllystetyt 13 mm:n peitinlasit. 24 tuntia myohemmin solut kiinnitettiin peitinlaseille
késittelemilld ne 4 % paraformaldehydilld (PBS:ssé, liite 1) 20 minuutin ajan, minké jdlkeen
lasit pestiin kolmesti PBS:114. Solukalvojen ldpdisevyyttd lisittiin 10 minuutin 0,1 % Triton-
X-100-kasittelylla (PBS:ssd). PLA-maiiritys tehtiin kaupallisella Duolink-tuotesarjalla
(Duolink In Situ PLA Probe Anti-Mouse MINUS (DU092004), Duolink In Situ PLA Probe
Anti-Rabbit PLUS (DU092002), Duolink In Situ Detection Reagents Orange (DU0O92007),
Sigma-Aldrich) valmistajan ohjeiden mukaisesti (liite 5). Kutakin liuosta lisdttiin aina 30 pl:n
pisara parafilmin péélle ja peitinlasi asetettiin pisaran pdille solupuoli alaspdin inkubaation

ajaksi. Kokeessa kiytettiin kanissa tuotettua anti-ihmis-VPS18-vasta-ainetta (Abcam,
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ab178416; laimennos 1:200) ja hiiressd tuotettua anti-hiiri-Rab24-vasta-ainetta (BD
Bioscience, 612174; laimennos 1:100). Aiemmat onnistuneet immunofluoresenssikokeet (luku
2.3.1) osoittivat, ettd kyseinen VPS18-vasta-aine tunnistaa myos hiiren VPS18-proteiinin. Pri-
madrivasta-aineita inkuboitiin naytteilld 1 tunti huoneenlampdtilassa. Kontrollisolujen lisdksi
kokeessa negatiivisena kontrollina kéytettiin GFP-Rab24-WT-soluja, jotka kisiteltiin muuten
samoin kuin muut ndytteet, mutta niille ei tehty priméérivasta-aineinkubaatiota. Inkubaation

ajan tdma peitinlasi oli pesupuskurissa A. Pesupuskurit A ja B valmistettiin itse (liite 1).

Lopuksi peitinlasit pééllystettiin  DAPI-tumavérid sisdltavélld péaéllystysaineella (Sigma-
Aldrich, DUO82040) ja ne asetettiin objektilaseille. Néytteet kuvattiin tunnin kuluttua 3i spin-
ning disk -konfokaalimikroskoopilla (Marianas CSU-W1) samoilla asetuksilla ja laitteistolla
kuin kolokalisaatiokokeissa (luku 2.3.1). Vuorovaikutuspisteet kuvattiin 561 nm:n, GFP
488 nm:n ja DAPI 405 nm:n viritysaallonpituudella (valotusaika kaikilla kanavilla 100 ms).
Kuvatuista optisista leikkeisti tehtiin ImageJ-ohjelman Maximum intensity projection -toimin-
nolla kuvat, joissa oli kunkin kanavan kirkkaimmat pikselit kultakin leiketasolta yhdistettyna
yhteen kuvaan. Kuvien perusteella laskettiin manuaalisesti vuorovaikutuspisteiden lukumiéra
kuvatuista soluista. Vuorovaikutuspisteiden solukohtaisen lukuméérén tilastollinen vertailu eri
solutyyppien kesken on kuvattu luvussa 2.5. Analysoitujen solujen lukuméiéra on ilmoitettu tu-

losten yhteydessi. Koetta ei toistettu.

2.5 Tilastolliset analyysit

Pearsonin ja Mandersin kertoimien (kolokalisaatiokokeet, luku 2.3.2) sekéd vuorovaikutuspis-
teiden lukuméérin (PLA-koe, luku 2.4) solutyyppikohtainen normaalijakautuneisuus tarkistet-
tiin Anderson-Darlingin, D’ Agostino-Pearsonin sekd Shapiro-Wilkin testeilld. Mikéali muuttu-
jat olivat normaalijakautuneet, niitd vertailtiin eri solutyyppien kesken yhdensuuntaisella
ANOV A-testilld ja post hoc Tukeyn testilld, kun muuttujan keskihajonta kussakin solutyypissa
oli yhti suurta (tarkistus Brown-Forsythen ja Bartlettin testeilld), tai Welch ANOVA -testilld ja
post hoc Dunnettin T3-testilld, kun keskihajonnat poikkesivat toisistaan. Kun muuttujat eivit
olleet normaalijakautuneet, niitd vertailtiin eri solutyyppien kesken Kruskal Wallisin testilld ja
post hoc Dunnin testilld. Tilastollisen merkittivyyden rajana pidettiin p-arvoa 0,05. Tilastolliset

testit ja kuvaajat tehtiin GraphPad Prism -ohjelmalla (versio 9.0.0).
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3  TULOKSET

3.1 Transfektoidut solut yli-ilmensivit VPSI18- ja GM130-proteiineja

Ennen koimmunopresipitaatiokokeita varmistettiin, ettd FLAG-VPS18- tai FLAG-HA-
GM130-plasmideilla transientisti transfektoidut GFP-Rab24-WT-solut ja kontrollisolut yli-il-
mensivit VPS18- ja GM130-proteiineja. VPS18:n yli-ilmennys oli huomattavaa Neuro-2a-so-
lujen endogeeniseen ilmennystasoon ndhden (kuva 6A). Toisaalta ihmisen VPS18:aa vastaan
tuotettu vasta-aine ei valttdmattd sitoudu hiiren VPS18:aan yhtd tehokkaasti, mikd voi my0s
osaltaan selittdd heikkoa endogeenista signaalia. Kun kalvoa valotettiin pitkdén, havaittiin, ettd
transfektoiduissa niytteissd VPS18-vasta-aine tunnisti odotetun kokoisen proteiinin (110 kDa)
liséksi myds muun kokoisia proteiineja tai proteiinifragmentteja pienempid maérid (kuva 6A).
Myo6s GM 130 yli-ilmentyi soluissa (kuva 6B). GFP-Rab24-WT-solut yli-ilmensivit GM130:aa

selvisti enemman kuin kontrollisolut.

A Endo- Yli- B Endo- Yli-
geeninen ilmennetty geeninen ilmennetty
GFP- GFP- GFP- GFP-
kDa ktrl Rab24 ktrl Rab24 kDa  ktrl Rab24 ktrl Rab24
100 == == | a-VPSI8 1304 s | 0-GM130
(lyhyt valotus)

250 35 | — — — a-GAPDH
130=
100 = a-VPS518 1,0 1,4 55 11,8
70— (pitka
55 = valotus) GM130:n ilmentyminen
35.1 Jp— — ‘ o-GAPDH

1,0 1,1 | 1,0 07

VPS18:n ilmentyminen

Kuva 6. Endogeenisen ja transientisti yli-ilmennetyn VPS18:n (A) ja GM130:n (B) ilmentyminen
Neuro-2a-soluissa. Rab24-poistogeeniset solut ilmensivét stabiilisti joko GFP:té (ktrl) tai GFP-Rab24-
WT-proteiinia. Kuvassa on samoista VPS18-signaaleista kahdella eri valotusajalla otetut kuvat (A). II-
mentymisvoimakkuuksien kvantitoinnissa VPS18- tai GM130-signaalit normalisoitiin saman naytteen
GAPDH-signaalilla ja suhteutettiin kontrollindytteen vastaavalla tavalla normalisoituun signaaliin.
VPS18:n kvantitointi tehtiin erikseen endogeeniselle ja yli-ilmennetylle proteiinille eri valotusajoilla
otettujen kuvien perusteella (A), kun taas GM130:n tapauksessa signaalit suhteutettiin endogeeniseen
kontrollindytteeseen (B). Kokeita ei toistettu.
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3.2 Rab24:nja VPSI8:n vililli havaittiin fyysinen vuorovaikutus

Rab24:n vuorovaikutusta transientisti yli-ilmennettyjen VPS18:n ja GM130:n kanssa tutkittiin
koimmunopresipitaatiolla. Solujen stabiilisti ilmentimédt GFP-Rab24-WT sekd GFP immuno-
presipitoituivat anti-GFP-helmilld tehokkaasti (kuva 7A, B). GFP-Rab24-WT:n kanssa koim-
munopresipitoitui VPS18:aa, mika viittaa sithen, ettd VPS18:n ja Rab24-WT:n vililld on fyy-
sinen vuorovaikutus (kuva 7A). Kontrollisolujen koimmunopresipitaationdytteessd havaittiin
hieman VPS18:n epéspesifistd sitoutumista helmiin, kun kalvoa valotettiin pitkdén (ei esitetty).
Lahtomateriaalinidytteiden analyysin perusteella kontrollisolut ilmensivdt VPS18:aa enemmén
kuin GFP-Rab24-WT-solut (kuva 7A). GFP-konjugaatti oli irronnut pienestd osasta GFP-
Rab24-WT-fuusioproteiineja (kuva 7A). GM130:n ja Rab24:n vililld ei havaittu fyysistd vuo-
rovaikutusta kahden koimmunopresipitaatiokokeen perusteella (kuva 7B), eikd niiden vuoro-
vaikutusta tdstd syystd tutkittu koimmunopresipitaatiomenetelmilld enempdd. GM130-vasta-
aine tunnisti ldhtomateriaalia ja helmiin sitoutumatonta osuutta kuvaavissa néytteissd my0s

odotettua (130 kDa) pienempid proteiineja tai proteiinifragmentteja (kuva 7B).

Lahto- Ko-IP: Sitoutumaton Lahto- Ko-IP: Sitoutumaton
materiaali a-GFP osuus materiaali a-GFP osuus
GFP- GFP- GFP- GFP- GFP- GFP-
kDa  ktrl Rab24  ktrl Rab24 ktrl Rab24 IB: kDa  ktrl Rab24 ktrl Rab24 ktrl Rab24 [B:
250 130 “ a-GM130
1301 a-vpsig 007 ¢ - —
100 - —-—— ewey 70
704 55 GFP-
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> —_— - o= Rab24 | &
55 GFP- 35 ?
— —
Rab24|& 56 - GFP | ©
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25= 1,0 1,0
35-| -— — — |0L-GAPDH
GM130:n
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Kuva 7. Transientisti yli-ilmennettyjen VPS18:n (A) ja GM130:n (B) mahdollista fyysisti vuoro-
vaikutusta Rab24:n kanssa tutkittiin koimmunopresipitaatiolla (anti-GFP). Rab24-poistogeeniset
Neuro-2a-solut ilmensivét stabiilisti joko GFP:té (ktrl) tai GFP-Rab24-WT-proteiinia. A. VPS18:n ja
Rab24:n vililld havaittiin fyysinen vuorovaikutus. Koe toistettiin kolmesti, ja timi on kaikkia kokeita
edustava tulos. B. GM130:n ja Rab24:n vililld ei havaittu vuorovaikutusta. Koe toistettiin kerran, ja
tdmé on molempia kokeita edustava tulos. Ilmentymisvoimakkuuksien kvantitoinnissa ldhtomateriaali-
ndytteiden VPS18- tai GM130-signaalit normalisoitiin saman nidytteen GAPDH-signaalilla ja suhteutet-
tiin kontrollindytteen vastaavasti normalisoituun signaaliin. Kvantitoinnissa kéytettiin VPS18- ja
GM130-signaaleista vihemman valotettuja kuvia, kuin tissi esitetyt. Koekohtaiset proteiiniméaarét ovat
liitteessd 3. IB = immunoblottauksessa kdytetyt vasta-aineet.
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3.3 Rab24:n mutaatiot heikensivdt Rab24:n ja VPS18:n vuorovaikutusta sekd

kolokalisaatiota

Rab24:n ja VPS18:n vuorovaikutuksen karakterisoimiseksi selvitettiin, mistd Rab24:n ominai-
suuksista se on riippuvainen. Ensinnékin tutkittiin, vaikuttiko ndytteen GTP-y-S-késittelyn kor-
vaaminen GDP-kasittelylld VPS18:n koimmunopresipitoitumiseen GFP-Rab24-WT-proteiinin
kanssa. Nukleotidilisdyksilld pyrittiin vaikuttamaan Rab24:n konformaatioon, silld Rab-prote-
iinin kanssa vuorovaikuttavat proteiinit sitoutuvat yleensd parhaiten joko tdméan aktiiviseen tai
inaktiiviseen konformaatioon (Pylypenko ym. 2018). GFP-Rab24-WT:n kanssa koimmunopre-
sipitoituneen VPS18:n médrissa ei kuitenkaan havaittu selvéa eroa eri nukleotideilla kisitelty-
jen ndytteiden vililld (kuva 8 A). Koetta ei toistettu. Lahtomateriaalindytteiden analyysin perus-
teella GTP-y-S-kisitellyt GFP-Rab24-WT-solut vaikuttivat ilmentdvin GFP-Rab24-WT-prote-
iinia enemmain kuin GDP-késitellyt (kuva 8A) siitd huolimatta, ettd solut jaettiin kahdeksi niyt-

teeksi vasta juuri ennen solujen hajotusta.
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Kuva 8. GTP-y-S- ja GDP-Kiisittelyiden (A) seki Rab24:n Q38P- ja S67L-mutaatioiden (B) vai-
kutusta Rab24:n ja transientisti yli-ilmennetyn VPS18:n viliseen vuorovaikutukseen tutkittiin
koimmunopresipitaatiolla (anti-GFP). Rab24-poistogeeniset Neuro-2a-solut ilmensivét stabiilisti
GFP:td (ktrl) tai GFP-konjugoituja Rab24-proteiineja. A. GFP-Rab24-WT:n kanssa koimmunopresipi-
toituneen VPS18:n midrdssi ei havaittu selvié eroa, kun lysaatti késiteltiin GDP:11a GTP-y-S:n sijaan.
Koetta ei toistettu. B. VPS18 vuorovaikutti GFP-Rab24-Q38P:n ja GFP-Rab24-S67L:n kanssa heikom-
min kuin GFP-Rab24-WT:n kanssa. Koe toistettiin kerran, ja timd on molempia kokeita edustava tulos.
Proteiinien signaalit normalisoitiin joko saman ndytteen GAPDH-signaalilla (VPS18:n ja GFP-Rab24:n
ilmentyminen) tai immunopresipitoituneen GFP-Rab24:n signaalilla (ko-IP VPS18) ja suhteutettiin
GFP-Rab24 GTP -ndytteen (A) tai GFP-Rab24-WT-néytteen (B) vastaavasti normalisoituun signaaliin.
Suurten proteiiniméérien kvantitoinnissa kdytettiin vihemmaén valotettuja kuvia, kuin tdssé esitetyt.
Koekohtaiset proteiinimadrat ovat liitteessd 3. IB = immunoblottauksessa kéytetyt vasta-aineet.
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Tutkielmassa selvitettiin my0s, vaikuttivatko Rab24:n Q38P- ja S67L-mutaatiot sen vuorovai-
kutukseen VPS18:n kanssa. Q38P-mutaatio aiheuttaa koirien periytyvén ataksian (Agler ym.
2014), ja S67L-mutaatio heikentdd Rab24:n GTP:n sitomiskykyd (Yld-Anttila ym. 2015).
Koimmunopresipitaatiomenetelmalld havaittiin, ettd molemmat mutaatiot heikensivit Rab24:n
ja VPS18:n fyysistd vuorovaikutusta (kuva 8B). VPS18:aa koimmunopresipitoitui noin viisi
kertaa enemman GFP-Rab24-WT:n kuin GFP-Rab24-Q38P:n tai GFP-Rab24-S67L:n kanssa
(kuva 8B). Koe toistettiin kerran, jolloin VPS18:aa koimmunopresipitoitui GFP-Rab24-WT:n
kanssa 2-2,5 kertaa enemmén kuin GFP-Rab24-mutanttiproteiinien kanssa (ei esitetty). Kont-
rollindytteessd helmiin sitoutui jélleen hieman VPS18:aa, mutta vihemmain kuin GFP-Rab24-
mutanttiproteiinien kanssa koimmunopresipitoitui (ei esitetty). Lahtomateriaalindytteiden ana-
lyysin perusteella VPS18:n yli-ilmennys onnistui myds GFP-Rab24-Q38P- ja GFP-Rab24-
S67L-soluissa, vaikka GFP-Rab24-S67L-soluissa VPS18:n ilmentyminen olikin vdhéisintd
(kuva 8B). GFP-Rab24-WT-proteiini ilmentyi enemmén kuin GFP-Rab24-mutanttiproteiinit
(kuva 8B).

Rab24:n Q38P- ja S67L-mutaatiot heikensiviat myds Rab24:n kolokalisaatiota endogeenisen
VPS18:n kanssa (kuva 9). Kuvapaneelissa 9A on esitetty tiettyd solutyyppid mahdollisimman
hyvin edustava, konfokaalimikroskoopilla kuvattu optinen leiketaso yhdestd solusta VPS18:n
immunofluoresenssivirjiyksen jilkeen. VPS18-signaali paikantui kaikissa solutyypeissa piste-
madisiin rakenteisiin, kun taas GFP-signaali paikantui melko diffuusisti (kuva 9A). GFP-signaali
oli erityisen diffuusi kontrollisoluissa ja GFP-Rab24-S67L-soluissa, ja niissd GFP-signaalia oli
usein myoOs tumassa. GFP-signaali on esikésitteleméton kaikissa kuvissa (kuva 9A). VPS18-
signaalin ja esikisitellyn GFP-signaalin (jiljelld alueet, joilla suurin GFP:n intensiteetti, ks.
luku 2.3.2) kolokalisaatio analysoitiin méérittdmélld signaaleille kussakin solussa Pearsonin
korrelaatiokerroin r ja Mandersin paillekkaisyyskertoimet M1 ja M2. Eri kertoimien vertailun
perusteella VPS18 kolokalisoitui eniten GFP-Rab24-WT:n kanssa (kuva 9B-D). VPS18- ja
GFP-signaalien intensiteetit korreloivat positiivisesti kaikissa solutyypeissd (kuva 9B). Eniten
VPS18:n intensiteetti korreloi GFP-Rab24-WT:n kanssa ja vihiten liukoisen GFP:n kanssa
(kuva 9B). My6s VPS18:n ja eri GFP-Rab24-proteiinien esiintymisalueiden paillekkéisyys oli
suurempaa kuin VPS18:n ja liukoisen GFP:n (kuva 9C, D). Lisédksi suurempi osuus VPS18:sta
paikantui GFP-Rab24-WT-positiiviselle alueelle kuin GFP-Rab24-S67L-positiiviselle alueelle
(kuva 9C) ja suurempi osuus GFP-Rab24-WT:std kuin GFP-Rab24-Q38P:sti paikantui VPS18-
positiiviselle alueelle (kuva 9D). Signaalien intensiteettien korrelaatiossa tai padllekkdisyyk-

sissd el ollut eroa GFP-Rab24-Q38P- ja GFP-Rab24-S67L-solujen vililld (kuva 9B-D).
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Kuva 9. Endogeeninen VPS18 kolokalisoitui eniten GFP-Rab24-WT-proteiinin kanssa. Rab24-
poistogeeniset Neuro-2a-solut ilmensivéat stabiilisti GFP-konjugoitua Rab24-WT-, Rab24-Q38P- tai
Rab24-S67L-proteiinia tai GFP:td (kontrolli). A. Kuvat havainnollistavat immunofluoresenssivarjityn
VPS18:n (punainen), GFP-signaalin (vihred) ja tumien (DAPI, sininen) sijaintia. Kuvissa on konfokaa-
limikroskoopilla kuvattu yksi optinen leike. Nuoli osoittaa keltaisen pisteen, jossa havaitaan selvd
VPS18:n ja GFP-Rab24-WT:n kolokalisaatio. Mittajanan pituus on 5 um. Pearsonin korrelaatiokertoi-
men r (B) ja Mandersin paéllekkiisyyskertoimien M1 (C) ja M2 (D) keskiarvot kuvaavat VPS18:n ja
erilaisten GFP-Rab24-proteiinien (WT, Q38P, S67L) sekd GFP:n (ktrl) kolokalisaatiota soluissa. Vir-
hepalkit kuvaavat 95 %:n luottamusvilejd ja otoskoko n ilmaisee analysoitujen solujen lukuméérén.
Kustakin solusta analysoitiin kaikki leiketasot ja GFP-signaali esikésiteltiin ennen analyysié (ks. luku
2.3.2). *=p<0,05, ¥*** =p < 0,001, **** = p <(0,0001; Dunnettin T3-testi (B) ja Dunnin testi (C, D).
Koetta ei toistettu.

36



Yli-ilmennetyn Rab24:n ja endogeenisen VPS18:n vuorovaikutusta tutkittiin myos PLA-mene-
telmdlla. Menetelmén avulla soluissa havaittiin fluoresoivina vuorovaikutuspisteinid kohdat,
joissa Rab24 ja VPS18 olivat alle 40 nanometrin etdisyydella toisistaan (Alam 2018). Vuoro-
vaikutuspisteitd oli huomattavasti enemmain muissa soluissa kuin kahden negatiivisen kontrol-
lindytteen soluissa (kontrollisolut sekd GFP-Rab24-WT-solut ilman priméérivasta-ainekasitte-
lyd) (kuva 10A, B). Lisdksi GFP-Rab24-WT-soluissa havaittiin enemmén vuorovaikutuspis-
teitd kuin GFP-Rab24-Q38P- tai GFP-Rab24-S67L-soluissa, mutta ero ei ollut tilastollisesti
merkitsevd (kuva 10B). GFP-Rab24-WT-soluissa vuorovaikutuspisteitd oli keskimairin 2,0
(95 %:n luottamusvili [1,59; 2,41]) per solu (kuva 10B). Yksittiisid optisia leikkeiti tarkastel-
taessa havaittiin, ettd kaikissa solutyypeissa vuorovaikutuspisteitd oli eniten solulimassa, mutta
niitd oli myds tumassa. Myos epdspesifisid PLA-signaalipisteitd kahdessa erilaisessa kontrolli-

nidytteessd oli sekd solulimassa ettd tumassa (ei esitetty).

A Anti-VPS18 + anti-Rab24 B
* k¥
GFP-Rab24-  GFP-Rab24-  GFP-Rab24- GFP-Rab24-WT 1
WT Q38pP S67L kontrolli neg. kontrolli —rr

% Kk

* % Kk

* %k k

PLA-sighaali

* K kK

GFP

[
E

o2
Anti-VPS18 +

Vuorovaikutuspisteitd / solu

GFP DAPI
S67L
ktrl
WT neg. ktrl

anti-Rab24

PLA-signaali

n 7612512563 63

Kuva 10. Rab24:n ja endogeenisen VPS18:n vuorovaikutus havaittiin myos PLA-menetelmilli.
Rab24-poistogeeniset Neuro-2a-solut ilmensivit stabiilisti GFP-konjugoitua Rab24-WT-, Rab24-
Q38P- tai Rab24-S67L-proteiinia tai GFP:td (kontrolli). GFP-Rab24-WT -negatiivista kontrollindytetta
el késitelty primdirivasta-aineilla. A. Kuvat havainnollistavat vuorovaikutuspisteiden (PLA-signaali,
punainen), GFP-signaalin (vihred) ja tumien (DAPI, sininen) sijaintia soluissa. Vuorovaikutuspisteissé
Rab24 ja VPSI18 sijaitsevat ldhelld toisiaan. Konfokaalimikroskoopilla kuvattujen optisten leikkeiden
jokaisen kanavan kirkkaimmat pikselit kultakin leiketasolta on yhdistetty yhteen kuvaan. Mittajanan
pituus on 10 pm. B. Solukohtaisen vuorovaikutuspisteiden lukuméaréin keskiarvot eri naytteissd (nédyt-
teiden jarjestys kuten kuvassa A). Virhepalkit kuvaavat 95 %:n luottamusvileja ja otoskoko n ilmaisee
analysoitujen solujen lukuméirin. **** = p < 0,0001; Dunnin testi. Koetta ei toistettu.
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3.4 GMI30 kolokalisoitui eniten Rab24-Q38P-mutanttiproteiinin kanssa

Vaikka GM130:n ja Rab24:n vililld ei havaittu fyysistd vuorovaikutusta, Rab24:n Q38P- ja
S67L-mutaatioiden vaikutusta proteiinien kolokalisaatioon tutkittiin, silld proteiinien valilld voi
olla heikko vuorovaikutus, jota on haastava havaita koimmunopresipitaatiomenetelmailld (Sin-
ger-Kriiger ym. 2020). Toisaalta kolokalisaatiotulokset kuvaavat myds mutaatioiden vaikutusta
Rab24:n paikantumiseen cis-Golgin laitteen alueelle. Endogeeninen GM 130 paikantui immu-
nofluoresenssivirjdyksen perusteella kaikissa solutyypeissa rakenteeseen, joka morfologialtaan
vastaa Golgin laitetta (kuva 11A). GFP-signaali on esikésitteleméton kuvissa (kuva 11A).
GM130-signaalin ja esikdsitellyn GFP-signaalin (jéljelld alueet, joilla suurin GFP:n intensi-
teetti, ks. luku 2.3.2) kolokalisaatiota kuvaavien Pearsonin korrelaatiokertoimien ja Mandersin
paillekkdisyyskertoimien vertailun perusteella GM130 kolokalisoitui parhaiten GFP-Rab24-
Q38P:n kanssa (kuva 11B-D). GM130:n ja GFP:n intensiteetit korreloivat positiivisesti kai-
kissa solutyypeissd (kuva 11B). Intensiteetit korreloivat eniten GFP-Rab24-Q38P-soluissa,
mutta muiden solutyyppien vililld ei ollut eroja (kuva 11B). Lisdksi suurempi osuus GM130-
positiivisesta alueesta sisdlsi GFP-Rab24-Q38P:td kuin muita GFP-Rab24-proteiineja tai liu-
koista GFP:tid (kuva 11C). Taméin lisdksi suurempi osuus GFP-Rab24-Q38P:std kuin GFP-
Rab24-WT:std paikantui GM130-positiiviselle alueelle, mutta myds GFP-Rab24-S67L ja liu-
koinen GFP paikantuivat alueelle enemmain kuin GFP-Rab24-WT (kuva 11D).
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Kuva 11. Endogeeninen GM130 kolokalisoitui eniten GFP-Rab24-Q38P-proteiinin kanssa. Rab24-
poistogeeniset Neuro-2a-solut ilmensivét stabiilisti GFP-konjugoitua Rab24-WT-, Rab24-Q38P- tai
Rab24-S67L-proteiinia tai GFP:td (kontrolli). A. Kuvat havainnollistavat immunofluoresenssivarjityn
GM130:n (punainen), GFP-signaalin (vihred) sekéd tumien (DAPI, sininen) sijaintia. Kuvissa on konfo-
kaalimikroskoopilla kuvattu yksi optinen leike. Nuoli osoittaa keltaisen alueen, jossa havaitaan selvd
GM130:n ja GFP-Rab24-Q38P:n kolokalisaatio. Mittajanan pituus on 5 um. Pearsonin korrelaatioker-
toimen r (B) ja Mandersin paillekkiisyyskertoimien M1 (C) ja M2 (D) keskiarvot kuvaavat GM130:n
ja erilaisten GFP-Rab24-proteiinien (WT, Q38P, S67L) sekd GFP:n (ktrl) kolokalisaatiota soluissa. Vir-
hepalkit kuvaavat 95 %:n luottamusvilejd ja otoskoko n ilmaisee analysoitujen solujen lukuméérén.
Kustakin solusta analysoitiin kaikki leiketasot ja GFP-signaali esikésiteltiin ennen analyysié (ks. luku
2.3.2). ¥* =p<0,01, ***=p <0,001, **** =p <0,0001; Tukeyn testi (B) ja Dunnin testi (C, D). Koetta
ei toistettu.
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4 POHDINTA

4.1 Rab24:nja VPSI8:n vuorovaikutus

Tadmidn pro gradu -tutkielman yhtend tavoitteena oli varmistaa aiemmin tehdyn alustavan
kartoituksen ennustamia Rab24:n vuorovaikutuskumppaneita Neuro-2a-soluissa. Tutkielmassa
yli-ilmennettyjen Rab24:n ja VPS18:n todettiin olevan fyysisessd vuorovaikutuksessa.
Koimmunopresipitaatiotulosten perusteella ei kuitenkaan voida péételld, onko proteiinien
vilinen vuorovaikutus suora vai epdsuora (Lin ja Lai 2017). PLA-kokeen tulosten mukaan yli-
ilmennetty Rab24-WT sijaitsi alle 40 nanometrin etdisyydelld endogeenisesta VPS18:sta
keskimédrin vain kahdessa pisteesséd per solu. Tamai voi tarkoittaa, ettd Rab24 ja VPS18 eivit
fyysisestd vuorovaikutuksesta huolimatta sijaitse usein hyvin ldhelld toisiaan, mikd voisi
esimerkiksi viitata vuorovaikutuksen epdsuoruuteen. Téstd ei kuitenkaan toistaiseksi ole
varmuutta. PLA-kokeessa VPS18:n ja Rab24:n vuorovaikutuspisteitd havaittiin 14hinna
solulimassa, ja molemmat myos paikantuivat immunofluoresenssimikroskopian perusteella

padasiassa solulimaan.

Rab24:n ja VPS18:n vuorovaikutus viittaa sithen, ettd Rab24 on fyysisessd vuorovaikutuksessa
HOPS- ja/tai CORVET-kompleksin kanssa, silld VPS18 on osa kummankin kompleksin ydinta
(Shvarev ym. 2022; Spang 2016). HOPS- ja CORVET-kompleksit ovat kalvofuusioita
sadtelevida kiinnittymistekijoitd, eli havaittu vuorovaikutus sopii ehdotukseen, jonka mukaan
Rab24 saattaa toimia muun muassa kalvofuusioissa (Y14-Anttila ja Eskelinen 2018). Aiempien
proksimiteettileimaustulosten mukaan HOPS-kompleksi on kuitenkin todenndkdisempi
Rab24:n vuorovaikutuskumppani kuin CORVET-kompleksi (Eskelisen tutkimusryhmi,
julkaisematon tulos). Rab24 siis mahdollisesti osallistuu HOPS-kompleksin sddtelemiin
fuusiotapahtumiin, eli autofagosomien, mydhiisten endosomien tai Golgin laitteesta peréisin
olevien vesikkeleiden fuusioitumiseen lysosomien kanssa (Shvarev ym. 2022). Amaya ym.
(2016) ovatkin havainneet, ettd Rab24 vaaditaan endosomin ja lysosomin fuusioitumiselle.
Autofagosomin ja lysosomin fuusiolle Rab24:44 ei ole havaittu vélttimattoméksi (Y14d-Anttila
ym. 2015), mutta Rab24:n on todettu vuorovaikuttavan titd fuusiota sditelevin SNAP29:n
kanssa (Schardt ym. 2009). Lisdksi Rab24:n Q38P-mutaation aiheuttamaa ataksiaa sairastavien
koirien pikkuaivoihin kertyi myds kaksikalvoisia amfisomeja eli autofagisia osastoja, jotka

eivit oletettavasti ole vield fuusioituneet lysosomin kanssa (Agler ym. 2014).
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Koska pienet GTPaasit, kuten Rab-proteiinit, osallistuvat HOPS-kompleksin sitomiseen kal-
voille (Schleinitz ym. 2023), on mahdollista, ettd my0s Rab24 osallistuu tdhan. Talloin Rab24:n
vuorovaikutus VPS18:n kanssa olisi todennidkdisimmin epdsuora, silldi HOPS-kompleksi sitou-
tuu kalvoihin VPS39- ja VPS4 1-proteiinien vélitykselld (Shvarev ym. 2022). HOPS-komplek-
sin kiinnittdmiseen endosomiin sekd autofagosomiin osallistuu luultavasti useita eri proteiineja
(Borchers ym. 2021; Schleiniz ym. 2023). Kiinnittdjdksi sekd endosomiin ettd autofagosomiin
on ehdotettu esimerkiksi Rab2-proteiinia (Ding ym. 2019; Schleinitz ym. 2023; Zhang ym.
2023), jonka kanssa Rab24 kolokalisoituu merkittidvésti (Olkkonen ym. 1993). My6s Rab7:n ja
RILP:n, jotka molemmat ovat Rab24:n fyysisid vuorovaikutuskumppaneita (Amaya ym. 2016),
on ehdotettu kiinnittavin HOPS-kompleksi endosomiin (Lin ym. 2014). Kaikki HOPS-komp-
leksin kiinnittdjistd eivit ilmeisesti ole tehtdvissd yhtéd keskeisid (Schleinitz ym. 2023). Myos-
kddn Rab24 ei todennékoisesti olisi valttdiméton kiinnittdjéd, koska tdméan tutkielman mikrosko-
piatulosten perusteella VPS18 paikantuu soluissa silmdméériisesti arvioituna samalla tavalla

riippumatta siité, ilmentivatko solut Rab24:44 vai eivit.

Rab24:n todennikdinen vuorovaikutus HOPS-kompleksin kanssa ei toisaalta vélttdmatta tar-
koita sité, ettd Rab24:114 olisi HOPS-kompleksin toimintaan liittyvid tehtdvid. Vaikka Rab24 ja
HOPS-kompleksi ilmeisesti sijaitsevat samassa proteiinikompleksissa, voi olla, etti ne séétele-
vit eri toimintoja. Rab24 voisi esimerkiksi osallistua autofagosomin tai endosomin kuljetuk-
seen mikrotubuluksia pitkin kohti lysosomia. Amaya ym. (2016) ovatkin ehdottaneet, ettd
Rab24 osallistuu endosomin kuljetukseen Rab7:n ja RILP:n kanssa. Rab7:n ja RILP:n on to-
dettu sddtelevan myds autofagosomien kuljetusta (Wijdeven ym. 2016). Lisdksi Rab24:n on
havaittu vuorovaikuttavan mikrotubulusten kanssa (Militello ym. 2013). Behrendsin ym.
(2010) tutkimustulokset toisaalta viittaavat siithen, ettd Rab24 voisi osallistua jollakin tavalla
kalvofuusion jdlkeisiin tapahtumiin. He selvittivdt autofagiaan liittyvien proteiinien keskinéisia
vuorovaikutuksia ja havaitsivat, ettd Rab24 mahdollisesti vuorovaikuttaa SNAP29:n ja useiden
muiden SNARE-proteiinien kanssa SNARE-kompleksin hajottamiseen osallistuvan NSF-pro-
teiinin vélitykselld. Behrendsin ym. (2010) tulosten mukaan Rab24:114 voisi olla myds VPS18:n

kanssa epdsuora vuorovaikutus usean proteiinin, muun muassa NSF:n kautta.

Yleenséd Rab-proteiinien vuorovaikutuskumppanit sitoutuvat parhaiten joko Rab-proteiinin ak-
tiiviseen tai inaktiiviseen konformaatioon (Pylypenko ym. 2018). Téstd syystd Rab24:n ja
VPS18:n vuorovaikutusta pyrittiin karakterisoimaan vertailemalla GTP-y-S- ja GDP-lisdysten
vaikutusta VPS18:n koimmunopresipitoitumiseen Rab24-WT:n kanssa. Vuorovaikutuksen

odotettiin olevan voimakkaampi GTP-y-S:n lasnd ollessa, silld kiinnittymistekijat kuten HOPS-
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kompleksi ovat monen Rab-proteiinin efektoreja, ja Rab-proteiinit sitovat efektoreitaan olles-
saan aktiivisessa konformaatiossa (Pylypenko ym. 2018). Vastoin hypoteesia selvéi eroa koim-
munopresipitoituneen VPS18:n méérassa eri nukleotideilla késiteltyjen ndytteiden vililla ei ha-
vaittu. Tulos saattaa viitata siihen, ettd VPS18 kykenee vuorovaikuttamaan Rab24:n kanssa yhta
hyvin riippumatta siitd, onko Rab24 aktiivisessa vai inaktiivisessa konformaatiossa. Tdllainen
Rab-proteiinin ja vuorovaikutuskumppanin suhde on epétyypillinen. Hiivalla HOPS-komplek-
sin on kuitenkin havaittu sitoutuvan yhtd hyvin Ypt7-proteiiniin (hiivan vastine Rab7:1le) riip-
pumatta siitd, onko Ypt7:4dn sitoutunut GTP vai GDP, vaikka HOPS-kompleksia pidetidin
Ypt7:n efektorina (Nordmann ym. 2010; Zick ja Wickner 2012). Kun HOPS-kompleksin
VPS41-alayksikko fosforyloidaan, HOPS-kompleksi sen sijaan sitoutuu selvisti paremmin
GTP:td sitovaan Ypt7:44n (Zick ja Wickner 2012). Vastaavaa ei kuitenkaan ole havaittu nisé-
kissoluissa. Tulos joka tapauksessa osoittaa, ettd tutkimuksissa on hyvd huomioida myds pro-

teiinien posttranslationaalisten muokkausten mahdollinen merkitys vuorovaikutuksille.

On kuitenkin huomioitava, ettd tdimén tutkielman nukleotidilisdyksid vertaileva koe tehtiin ai-
noastaan kerran. Yhden kokeen perusteella ei voida tehdd johtopédétdksida vuorovaikutuksen
luonteesta, vaan koetta tulisi toistaa luotettavampien tulosten saamiseksi. On myds mahdollista,
ettd kokeessa hajotuspuskuriin lisdtyt nukleotidit eivét sitoutuneet Rab24:44n tehokkaasti. Yli-
péétadn erilaisissa nukleotidilisdyksid hyodyntdvissd tutkimuksissa on hyva huomioida se, etté
Rab24 on soluissa muita Rab-proteiineja useammin GTP:hen sitoutuneena, koska se hydrolysoi
GTP:td hitaasti (Erdman ym. 2000). Esimerkiksi Schardt ym. (2009) epiilivdt Rab24:n hitaan
GTP:n hydrolyysin selittavin heidén kiinnostavan koimmunopresipitaatiotuloksensa. Sen mu-
kaan Rab24:n ja SNAP29:n vuorovaikutuksen havaitseminen ei vaatinut GTP-y-S-lisdystd, toi-

sin kuin SNAP29:n vuorovaikutus toisen Rab-proteiinin, Rab3a:n kanssa.

Vaikka nukleotidilisdyksid hyddyntdvan kokeen perusteella Rab24:n konformaation merkitys
sen ja VPS18:n vuorovaikutukselle jéi toistaiseksi epéselviksi, Rab24:n mutaatioiden osoitet-
tiin heikentévin sen ja VPS18:n fyysistd vuorovaikutusta sekd kolokalisaatiota hypoteesin mu-
kaisesti. VPS18 koimmunopresipitoitui 2—5 kertaa huonommin Rab24-Q38P- ja Rab24-S67L-
proteiinien kuin Rab24-WT-proteiinin kanssa. Tulos on selvésti suuntaa antava, mutta koe pi-
téisi toistaa useamman kerran, jotta voitaisiin arvioida tarkemmin, kuinka paljon fyysinen vuo-
rovaikutus heikkenee mutaatioiden myo6td. Koetta olisi myos hyvé toistaa, jotta varmistutaan,
etteivdt havaitut VPS18:n ja GFP-Rab24-proteiinien ilmennyserot eri solutyypeissé ole vaikut-
taneet tulokseen. Pddtelmdd vuorovaikutuksen heikentymisestd tukevat kuitenkin myds kolo-

kalisaatiokokeen tulokset. Molemmat mutaatiot heikensivdt etenkin Rab24:n ja VPS18:n
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signaalien intensiteettien korrelaatiota soluissa. Juuri intensiteettien korrelaation tarkastelu on
kolokalisaatiotutkimuksessa keskeisintd, kun tutkittavien proteiinien vilille ehdotetaan toimin-
nallista vuorovaikutusta (Aaron ym. 2018). VPS18 paikantui silmdmaériisesti arvioituna sa-
malla tavalla joka solutyypissd, kun taas Rab24-S67L ja liukoinen GFP olivat selvésti dif-
fuusimpia kuin Rab24-WT ja Rab24-Q38P. Kolokalisaatiotuloksissa oli siis eroja todennikoi-
simmin sen takia, ettd Rab24-WT, Rab24-mutantit ja GFP paikantuivat eri tavalla suhteessa

VPS18:aan.

Se, ettd mutaatiot heikensivit Rab24:n ja VPS18:n vuorovaikutusta, ei kuitenkaan paljasta tark-
kaa tietoa vuorovaikutuksen luonteesta, koska ei ole varmaa tietoa siitd, mistd heikentynyt vuo-
rovaikutus johtuu. Rab24-S67L:n tiedetdédn sitovan GTP:td heikommin kuin Rab24-WT (Yla-
Anttila ym. 2015), ja myds Q38P-mutaation on ehdotettu vaikuttavan Rab24:n nukleotidinsito-
miskykyyn (Agler ym. 2014). Mikéli mutaatiot heikentéisivit vuorovaikutusta VPS18:n kanssa
juuri Rab24:n heikentyneen GTP:n sitomiskyvyn vuoksi, tulos tukee ehdotusta, jonka mukaan
HOPS-kompleksi voisi olla Rab24:n efektori. Tdma olisi toisaalta ristiriidassa nukleotidilisayk-
sid hyddyntdneen koimmunopresipitaatiokokeen tuloksen kanssa, mutta kuten edelld on mai-

nittu, kyseistd tulosta ei voidakaan pitié luotettavana.

Jos taas myohemmissd kokeissa osoittautuu, ettd Rab24:n aktiivisella tai inaktiivisella konfor-
maatiolla ei todella ole merkitystd sen vuorovaikutukselle VPS18:n kanssa, mutaatioiden vuo-
rovaikutusta heikentdvi vaikutus perustuu johonkin muuhun kuin Rab24:n nukleotidinsitomis-
tilaan. Mutaatiot voisivat esimerkiksi vaikuttaa muulla tavalla Rab24:n rakenteeseen siten, ettd
VPS18 tai HOPS-kompleksi kykenee sitoutumaan siithen normaalia huonommin. Tdmé on hy-
vin mahdollista, koska aminohapot S67 ja Q38 sijaitsevat kytkinalueilla, jotka osallistuvat Rab-
proteiinien vuorovaikutuskumppaneiden sitomiseen (Pylypenko ym. 2018). Syyné heikenty-
neeseen vuorovaikutukseen voi toisaalta olla myos se, ettdi kummankin mutaation myd6té
Rab24:n sijainti soluissa muuttui ja paikantuminen VPS18:n 1dhiympéristdon vdheni. Paikan-
tumisen muutos on tyypillistd Rab-mutanteille, joiden GTP:n sitomiskyky on heikentynyt
(Homma ym. 2021). On erityisesti yleistd, etteivit tillaiset Rab-mutantit paikannu solun kalvo-
rakenteille, kuten ei mydskddn Rab24-S67L (Chen ym. 2002; Lamers ym. 2017; Liu ym. 2013;
Maltese ym. 2002; Y1i-Anttila ym. 2015). Huomionarvoista on, ettd Rab24:n mutaatiot eivét
kuitenkaan kokonaan estdneet Rab24:n fyysistd vuorovaikutusta tai kolokalisaatiota VPS18:n
kanssa. PLA-kokeessa vuorovaikutuspisteiden lukuméérdssd ei myoskadn ollut tilastollisesti

merkittdvad eroa Rab24-WT- ja Rab24-mutanttiproteiineja ilmenténeiden solujen valilla.
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4.2 Rab24:nja GM130:n vuorovaikutus

Rab24:n ja GM130:n vililla ei tdssd tutkimuksessa havaittu fyysistd vuorovaikutusta. Fyysinen
vuorovaikutus voi silti olla mahdollinen, silli toisin kuin proksimiteettileimauksella, koimmu-
nopresipitaatiomenetelmalld ei vélttdmittd havaita transientteja tai heikkoja vuorovaikutus-
kumppaneita, mikali ne eivét pysy sitoutuneena kohdeproteiiniin solujen hajotuksen tai pesujen
ajan (Singer-Kriiger ym. 2020). Toisaalta voi myos olla, etteivit proteiinit vuorovaikuta fyysi-
sesti, vaan cis-Golgin laitteen markkeri GM 130 on proksimiteettileimausmairityksessi leimau-
tunut sen vuoksi, ettd myos Rab24 sijaitsee kyseiselld alueella (Del Olmo ym. 2019; Olkkonen

ym. 1993; Taguchi ym. 2003).

Hypoteesin mukaisesti Rab24-Q38P kuitenkin kolokalisoitui GM130:n kanssa Rab24-WT:ti
enemman kaikkien kolokalisaatiokertoimien vertailun perusteella. Myoskédédn Rab24-Q38P ei
kuitenkaan vilttdmattd vuorovaikuta fyysisesti GM130:n kanssa, silld kolokalisaatioanalyysi ei
paljasta fyysisid vuorovaikutuksia, koska tutkimuksessa kiytetyn mikroskoopin erotuskyky ei
riitd havainnoimaan tyypillisid biomolekyylien vuorovaikutusetdisyyksid (Aaron ym. 2018).
Olisi kuitenkin hyva selvittdd koimmunopresipitaatiokokeilla, onko proteiinien viélilld fyysinen
vuorovaikutus. Tulos joka tapauksessa tarkoittaa, ettd Rab24-Q38P paikantuu cis-Golgin lait-
teeseen enemmin kuin Rab24-WT. Téami ei ole tyypillistd GTP:td heikosti sitoville Rab-mu-
tanteille, jollainen my6s Rab24-Q38P:n on ehdotettu olevan (Agler ym. 2014). Kuten edelld on
mainittu, monet muut tdllaiset Rab-mutantit, mukaan lukien Rab24-S67L, ovat soluissa liukoi-

sia (Chen ym. 2002; Lamers ym. 2017; Liu ym. 2013; Maltese ym. 2002; Y1a-Anttila ym. 2015).

Rab24-Q38P:n paikantumista cis-Golgin laitteeseen voidaan mahdollisesti selittda tarkastele-
malla erdilld Rabl1b-mutanteilla tehtyja tutkimuksia. Tiettyjen Rabl1b-mutanttien, joiden on
ennustettu tai osoitettu sitovan GTP:t4 heikommin kuin Rab11b-WT, on villityypistd poiketen
havaittu paikantuvan Golgin laitteeseen (Lamers ym. 2017; Schlierf ym. 2000). On kiinnosta-
vaa, ettd ndilld mutanteilla havaittiin myds muutoksia vuorovaikutuksissa Rab11b:n GEF-pro-
teiinien kanssa (Lamers ym. 2017). GEF-proteiinit miardévat pitkdlti Rab-proteiinien paikan-
tumisen soluissa (Wiegandt ym. 2015), ja esimerkiksi Rab5A-mutantit, joiden kanssa Rab5A:n
GEF ei kykene normaalisti vuorovaikuttamaan, paikantuvat solussa poikkeavalla tavalla (Blii-
mer ym. 2013). Voidaan pohtia, johtuisiko Rab24-Q38P:n kasvanut paikantuminen cis-Golgin
laitteeseen muutoksista vuorovaikutuksissa Rab24:n GEF-proteiinien kanssa. Tétd ehdotusta

tukee se, ettd Rab24:n glutamiini Q38 sijaitsee kytkinalueella 1 (Agler ym. 2014). Useiden Rab-
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proteiinien kytkinalueen 1 konformaatio muuttuu huomattavasti GEF:n sitoutumisen myo6té, ja
alueen mutaatioilla on vaikutusta vuorovaikutukseen GEF-proteiinien kanssa (Itzen ym. 2006;

Jenkins ym. 2018; Schoebel ym. 2009).

Hypoteesin vastaisesti S67L-mutaatio ei heikentdnyt Rab24:n kolokalisaatiota GM130:n
kanssa. Mandersin M2-pééllekkiisyyskertoimien vertailun perusteella jopa suurempi osa
Rab24-S67L:std kuin Rab24-WT:std paikantui GM130-positiiviselle alueelle. Toisaalta my0s
kontrollisolujen liukoinen GFP kolokalisoitui GM130:n kanssa yhta paljon kuin Rab24-S67L
kaikkien kertoimien vertailun perusteella. Tdma antaa aihetta epéilld kolokalisaatiotulosten luo-
tettavuutta, koska liukoinen GFP ei tiedettdvisti paikannu soluissa erityisesti Golgin laitteeseen.
Tulokset eivit siis todennidkoisesti viittaa siihen, ettd mydskdédn Rab24-S67L spesifisesti pai-
kantuisi cis-Golgin laitteeseen enemmaén tai vilttimattd edes saman verran kuin Rab24-WT.
My0s silmdmééridisesti arvioituna Rab24-S67L sekd GFP paikantuivat soluissa hyvin diffuu-
sisti, eivétkd ne vaikuttaneet konsentroituvan esimerkiksi Golgin laitteen alueelle. Kolokalisaa-
tiotulokset eivit my0skién ole samansuuntaisia aiempien proksimiteettileimaustulosten kanssa,
joiden mukaan GM130 sijaitsi Rab24-S67L:n ldhelld harvemmin kuin Rab24-WT:n ldhelld (Es-

kelisen tutkimusryhmi, julkaisematon tulos).

Koska nami kolokalisaatiotulokset ovat ristiriidassa muiden havaintojen kanssa, biologisten
syiden sijaan tdssi tapauksessa voi olla oleellisempaa tarkastella mahdollisia menetelméén liit-
tyvid syitd sille, miksi Rab24-S67L ja GFP eivit tulosten mukaan kolokalisoituneet Rab24-
WT:td heikommin GM130:n kanssa. Mandersin pédllekkdisyyskertoimien suhteen olisi kiin-
nostava tutkia, voisivatko erot analyysisséd kdytettyjen signaalien esiintymisalueiden pinta-alo-
jen koossa selittdd tuloksia. Toistaiseksi ei ole selvitetty, vaikuttaako kuvien esikésittelyssa teh-
tavd GFP-signaalin vdhennys jéljellejddvén signaalin pinta-alaan eri tavalla eri solutyypeissi
sen mukaan, kuinka diffuusi signaali 1dht6tilanteessa on. Analyysimenetelmén toimivuutta olisi
hyvd varmistaa ja kolokalisaatiokokeita toistaa, jotta voitaisiin pédtelld varmemmin, miten
Rab24-S67L-mutantti kdyttdytyy suhteessa Golgin laitteeseen. Kokeissa kaytettdvit solut on
jatkossa my0s syytd késitelld sykliselld AMP:114, joka saa solut erilaistumaan neuronaaliseen
suuntaan (Tremblay ym. 2010). Samalla solujen muoto muuttuu litteimméksi, mikd helpottaa

immunofluoresenssikuvien analysointia huomattavasti.
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4.3 Mahdollisia jatkotutkimuksia

Jotta voitaisiin tehdd varmempia johtopdétoksid esimerkiksi tutkielmassa havaitun Rab24:n ja
VPS18:n vuorovaikutusten luonteesta, olisi tulevaisuudessa ensinndkin tirkei toistaa tissé pro-
jektissa tehtyja kokeita useamman kerran. Nyt useaa koetta ei toistettu ajanpuutteen vuoksi.
Suurin osa tutkielman kidytdnnon osuuteen lopulta kéytetysti ajasta kului koimmunopresipitaa-
tiokokeita edeltdneiden transfektioiden optimointiin ja siten myds epdonnistuneisiin koimmu-
nopresipitaatioyrityksiin ja immunoblottaukseen. Mydskdédn GM130:n ja Rab24:n vuorovaiku-
tusta ei ehditty tutkimaan enempdi. Vaikka niiden vélilld ei havaittu fyysistd vuorovaikutusta,
olisi etenkin Rab24:n Q38P-mutaation vaikutusta vuorovaikutukseen kiinnostava tutkia jat-

kossa esimerkiksi koimmunopresipitaatiolla sekd PLA-menetelmalla.

Tulevissa vuorovaikutuskokeissa mahdollisimman monen proteiinin olisi hyva olla endogeeni-
nen, koska proteiinien yli-ilmennys voi johtaa esimerkiksi niiden véérianlaiseen paikantumiseen
soluissa tai niiden epéspesifiseen sitoutumiseen toisiin proteiineihin (Burckhardt ym. 2021).
Téssd tutkimuksessa yli-ilmennetyt proteiinit olivat my0s eri eldinlajeilta, mika voisi periaat-
teessa hiiritd vuorovaikutusta, joskin lajienvéliset erot aminohapposekvensseissé olivat hyvin
pienid. Lisdksi on huomioitava, ettd kaikissa yli-ilmennetyissd proteiineissa oli epitooppikon-
jugaatit. VPS18- ja GM130-proteiineihin liitetyt FLAG ja HA ovat pienid peptideji, eivitkd ne
todennékoisesti vaikuta proteiinien ominaisuuksiin (Zhao ym. 2013). Sen sijaan Rab24:44n lii-
tetty 27 kDa:n kokoinen GFP (Uniprot, GFP, Aequorea victoria) yli kaksinkertaistaa Rab24:n
koon, mika voisi mahdollisesti vaikuttaa proteiinin toimintaan tai paikantumiseen (Schneider
ja Hackenberger 2017). On esimerkiksi mahdollista, ettd koimmunopresipitaatiokokeessa GFP-

konjugaatti esti GM130:n sitoutumisen Rab24:44n.

Vaikka vuorovaikutukset olisi tirked osoittaa myos endogeenisilla proteiineilla, timi ei aina
ole mahdollista. Kokeet endogeenisella Rab24:114 olisivat erityisen haastavia, koska sen maira
soluissa on vidhdinen (Eskelisen tutkimusryhmd, julkaisematon havainto). Tdmén tutkielman
tulos, jonka mukaan Rab24:n mutaatiot heikensivdat VPS18:n ja Rab24:n vuorovaikutusta, viit-
taa kuitenkin siihen, ettd VPS18:n ja Rab24:n vililld on toiminnallinen vuorovaikutus, eikd
koimmunopresipitaatiotuloksissa ollut kyse yli-ilmennyksen aiheuttamasta epéspesifisestd si-
toutumisesta. On myds havaittu, ettd kun GFP-konjugaatti on Rab-proteiinin aminoterminaali-
sessa pddssd, kuten tdssd tutkimuksessa, useat GFP-Rab-proteiinit toimivat ja paikantuvat so-

luissa normaalisti (Buvelot Frei ym. 2006). Toisin kuin Rab24:44, VPS18- ja GM130-
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proteiineja on hyvin mahdollista tutkia myds endogeenisina, eikd niitd myoskain tassa tutkiel-
massa yli-ilmennetty kolokalisaatio- ja PLA-kokeissa. Lisdksi pro gradu -projektin jdlkeen
koimmunopresipitaatiomenetelmailld havaittiin Rab24:n vuorovaikuttavan myds endogeenisen
VPS18:n ja VPS41:n kanssa (Eskelisen tutkimusryhma, julkaisematon tulos). Rab24:n vuoro-

vaikutus HOPS-kompleksin kanssa vaikuttaa siis hyvin todenndkdiselta.

Jatkossa koimmunopresipitaatiomenetelmdlld voitaisiin tutkia myds muita potentiaalisia
Rab24:n vuorovaikutuskumppaneita. Téllaisia olisivat esimerkiksi tietyt COPII- ja retromeeri-
kompleksien proteiinit, jotka proksimiteettileimaustulosten mukaan sijaitsevat Rab24:n 1i-
hiymparistossd (Eskelisen tutkimusryhma, julkaisematon tulos). Alun perin tutkielmassa olikin
tarkoitus tutkia my0s niité proteiineja VPS18:n ja GM130:n lisdksi, mutta ajanpuutteen vuoksi
ndin ei tehty. Lisdksi olisi kiinnostava selvittdd, onko Rab24 fyysisessd vuorovaikutuksessa
Rab2:n kanssa. Rab2 kolokalisoituu huomattavan paljon Rab24:n kanssa (Olkkonen ym. 1993)
ja Rab2:n on ehdotettu kiinnittivin HOPS-kompleksia endosomeihin sekd autofagosomeihin
(Ding ym. 2019; Schleinitz ym. 2023), eli se voisi hyvin kuulua samaan proteiinikompleksiin

Rab24:n kanssa.

Jotta havaittujen vuorovaikutusten perusteella voidaan selvittdd Rab24:n tarkempia toiminta-
mekanismeja, vuorovaikutusten luonnetta on tutkittava. Téssd tutkielmassa vuorovaikutuksia
karakterisointiin hyddyntdmilld Rab24-Q38P- ja Rab24-S67L-mutanttiproteiineja sekd
nukleotidilisdyksid. Q38P- ja S67L-mutaatioiden vaikutuksia Rab24:n rakenteeseen ja toimin-
taan ei toistaiseksi ole tutkittu paljon, eiki tiedetd, miksi mutaatiot heikensivét vuorovaikutusta
VPS18:n kanssa. Rab-mutanttiproteiinien ominaisuudet on tdrked tuntea hyvin, silld on ha-
vaittu, ettd yleisesti tutkimuksissa kaytetyilld Rab-mutanteilla voi olla odottamattomia vaiku-
tuksia Rab-proteiinien toimintaan, kuten GTPaasiaktiivisuuteen tai vuorovaikutuksiin muiden
proteiinien kanssa (Langemeyer ym. 2014). Tallaiset vaikutukset voivat johtaa tulosten vaarin-
tulkintaan. Etenkin Rab24-Q38P- ja Rab24-S67L-mutanttien nukleotidinsitomiskykya olisi
hyva tutkia jatkossa tarkemmin. Toistaiseksi ei tiedetd, heikentddkoé myos Q38P-mutaatio
GTP:n sitomiskykya. Lisdksi muilla Rab-proteiineilla GTP:n sitomista heikentdvistd mutaati-
oista osa heikentdd myds GDP:n sitomista, osa ei (Maltese ym. 2002). Mutaatioiden mahdol-
listen odottamattomien vaikutusten vuoksi vuorovaikutusten karakterisointiin voisi toisaalta
olla hyvd hyodyntdad Rab-proteiinin luonnollista aktiivista ja inaktiivista konformaatiota. Wie-
gandt ym. (2015) ovat kehittdneet menetelmin, jossa Rab-proteiiniin kiinnitetddn nukleotidi

kovalenttisesti. Téllainen menetelmé olisi myds luotettavampi kuin vapaiden nukleotidien
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lisddminen hajotuspuskuriin siltd osin, ettd halutut nukleotidit olisivat varmasti sitoutuneet tut-

kittaviin Rab-proteiineihin (Wiegandt ym. 2015).

Olisi lisdksi tarkedd tutkia, ovatko tunnistetut vuorovaikutukset suoria vai epasuoria. Tétd voi-
taisiin tutkia esimerkiksi koimmunopresipitaation kaltaisella pull down -menetelmélld. Mene-
telméssd vasta-aineen sijasta helmien pintaan on kiinnitetty toinen tutkittavista proteiineista ja
helmien kanssa inkuboidaan niytettd, joka sisdltdd vain tutkittavaa potentiaalista vuorovaiku-
tuskumppania (Louche ym. 2017). Néin voisi esimerkiksi selvittdd, onko Rab24:n ja VPS18:n
vélinen vuorovaikutus suora. Jatkossa voitaisiin myos tutkia, miten olosuhteiden muutos, kuten
autofagian indusointi, vaikuttaa havaittuihin vuorovaikutuksiin soluissa. Rab24:n tunnistetut
vuorovaikutuskumppanit voivat viitata siihen, ettd Rab24 saattaa liittyd autofagosomin ja lyso-
somin fuusioon myos indusoidussa autofagiassa, sillda HOPS-kompleksi ja SNAP29 osallistuvat
fuusioon sekd basaaliautofagiassa etté starvaation indusoimassa autofagiassa (Jiang ym. 2014;
Takéats ym. 2013). Lisdksi Rab7 on lysosomin ja autofagosomin fuusiolle vilttimaton nimen-
omaan starvaation indusoimassa autofagiassa (Gutierrez ym. 2004; Jager ym. 2004). Jatkossa
voisi esimerkiksi tutkia, vaikuttaako autofagian indusointi Rab24:n kolokalisaatioon ndiden

fuusioon liittyvien proteiinien kanssa.

Ylipaitdin Rab24:n molekyylitason toiminnan tutkimusta on tdrked jatkaa. Tulokset avaisivat
sen tehtdvid solunsisdisissd prosesseissa ja voisivat selittdd sen yhteyksid eri sairauksiin.
Rab24:n on esimerkiksi havaittu olevan basaaliautofagiassa vilttdmaton autolysosomien hévit-
tdmiselle, mutta mekanismia ei vield tunneta (Yla-Anttila ym. 2015). Mekanismin selvitté-
miseksi on jatkossa myos tutkittava lisdd, miten basaaliautofagian viimeiset vaiheet tapahtuvat.
Olisi myo0s kiinnostava selvittdd, miten Rab24:n Q38P-mutaatio aiheuttaa ataksian ja siithen
liittyvét kliiniset 10ydokset koirilla (Agler ym. 2014). Voitaisiin esimerkiksi tutkia, liittyyko
taudin syntymekanismiin oleellisesti tassd tutkielmassa havaittu Rab24-Q38P:n lisddntynyt pai-
kantuminen cis-Golgin laitteeseen. Lisdksi Rab24:n toimintaa on tirked tutkia erilaisissa solu-
linjoissa, silld jotkin sen tehtdvistd voivat olla solutyyppispesifisid. Jatkossa kokeita voisi tehda
esimerkiksi maksasoluissa, joiden mitokondrioiden plastisuutta sekd lipidi- ja glukoosiho-

meostasiaa Rab24:n havaittu sditelevin (Seitz ym. 2019).
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4.4 Yhteenveto

Tassd pro gradu -tutkielmassa havaittiin fyysinen vuorovaikutus Rab24:n ja VPS18:n vililla,
jota Rab24:n mutaatiot heikensivét. Tulos viittaa todenndkdisimmin siihen, ettd Rab24 vuoro-
vaikuttaa HOPS-kompleksin kanssa, eli Rab24:11d saattaa olla tehtdvid esimerkiksi auto-
fagosomien tai endosomien fuusioitumisessa lysosomien kanssa. Tulos vahvistaa aiempaa ké-
sitystd, jonka mukaan Rab24 mahdollisesti toimii muun muassa kalvofuusioissa (Y1i-Anttila ja
Eskelinen 2018). Rab24:n ja GM130:n vélilld puolestaan ei havaittu fyysistid vuorovaikutusta,
mutta Rab24:n Q38P-mutaatio paransi kolokalisaatiota GM130:n kanssa, eli se lisdsi Rab24:n
paikantumista cis-Golgin laitteeseen. Tamain tutkielman havaintojen pohjalta tehtévit jatkotut-

kimukset voivat avata tarkemmin Rab24:n toiminnan molekulaarisia mekanismeja.
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LIITTEET

Liite 1: Liuokset

Solujen kasvatusmedium

a-MEM (Biowest, L0476)

10 % FBS (Gibco, 10270-206)

100 uM glysiini, L-alaniini, L-asparagiini, L-asparagiinihappo, L-glutamiinihappo, L-proliini
ja L-seriini (MEM Non-Essential Amino Acids Solution 100X, Gibco, 11140050)

2 mM glutamiini (GlutaMAX, Gibco, 35050061)

penisilliini/streptomysiini (Biowest, L0022)

Hajotuspuskuri

50 mM Tris-HCI (pH 7,4)

150 mM NacCl

1 mM EDTA

1 % Triton X-100

proteaasi- ja fosfataasi-inhibiittoritabletti (ThermoScientific, A32959) 10 ml:ssd puskuria

4x Laemmlin puskuri
0,2 M Tris-HCI (pH 6,8)
48 % glyseroli

8 % SDS

2 % merkaptoetanoli

0,02 % bromofenoli

Laimennospuskuri (koimmunopresipitaatio)
10 mM Tris-HCI (pH 7,5)

150 mM NacCl

0,5 mM EDTA

proteaasi- ja fosfataasi-inhibiittoritabletti (ThermoScientific, A32959) 10 ml:ssd puskuria
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Ajopuskuri

25 mM Tris

192 mM glysiini
0,1 % SDS

Siirtopuskuri
25 mM Tris
192 mM glysiini

20 % metanoli

TBST (pH 7,6)
150 mM NacCl
20 mM Tris-HCl
0,1 % Tween-20

Irrotuspuskuri

63 mM Tris-HCI (pH 6,8)
2% SDS

0,8 % B-merkaptoetanoli

PBS (pH 7,4)

137 mM NacCl

2,7 mM KCI

10,1 mM Na;HPOg4
1,8 mM KH>PO4

Mowiol-péallystysaine

2,4 ¢ MOWIOL 4-88 (Sigma-Aldrich, 81381)

6 g glyseroli

6 ml MQ-vesi

12 ml 0,2 M Tris (pH 8,5)

2,5 % DAPCO (1,4-diazabicyclo-[2,2,2]-octane; Sigma-Aldrich, D2522)

1 pg/ml DAPI (4',6-diamidino-2-fenyyli-indoli; ThermoFisher Scientific, 62247)
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Pesupuskuri A (PLA)
10 mM Tris (pH 7,4)
150 mM NacCl

0.05 % Tween-20

Pesupuskuri B (PLA)
200 mM Tris (pH 7,5)
100 mM NacCl
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Liite 2: Plasmidit

FLAG-VPS18-plasmidi

\\
/

|13 | —
| lac promote,.

CAP pinding site

FLAG-VPS18
7753 bp

S,,qo -

sig“a\

Sv40 poly(A)
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FLAG-HA-GM130-plasmidi

= ;\rn_p'R ﬁ’;moter

ter

[CAP binding site)

lac Promo;

A3 ETW

(lac operator)

e

d OF
(MO
) 1\
e

FLAG-HA-GM130
8432 bp

FLAG-konjugaatin aminohapposekvenssi: DYKDDDDK

HA-konjugaatin aminohapposekvenssi YPYDVPDYA

D = asparagiinihappo, Y = tyrosiini, K = lysiini, P = proliini, V = valiini, A = alaniini
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Liite 3: Koimmunopresipitaatiokokeiden proteiinimdcdrqit

Esitetyt 1ahtomateriaalindytteiden proteiiniméérét lisattiin SDS-PAGE-geelille.

VPS18 — Kontrolli- ja GFP-Rab24-WT-solut (kuva 7A)

Proteiinia helmille (ng)

Proteiinia lahtomateriaalinaytteessa (ug)

kaikki naytteet

kontrolli

GFP-Rab24-WT

1147

38

53

GM130 — Kontrolli- ja GFP-Rab24-WT-solut (kuva 7B)

Proteiinia helmille (ng)

Proteiinia lahtdmateriaalindytteessa (ug)

kaikki naytteet

kontrolli

GFP-Rab24-WT

1757

60

60

VPS18 — Kontrolli- ja GFP-Rab24-WT-solut, GTP-y-S- ja GDP-Kisittelyt (kuva 8A)

Proteiinia helmille (ng) Proteiinia lahtomateriaalindytteessa (ng)

kaikki néytteet kontrolli kontrolli GFP-Rab24-WT | GFP-Rab24-WT
GTP GDP GTP GDP

996 53 48 34 33

VPS18 — Kontrolli-, GFP-Rab24-WT-, GFP-Rab24-Q38P- ja GFP-Rab24-S67L-solut

(kuva 8B)
Proteiinia helmille (ng) Proteiinia lahtomateriaalindytteessa (Lg)
kaikki néytteet kontrolli GFP-Rab24- GFP-Rab24- GFP-Rab24-
WT Q38P S67L
792 28 34 26 33
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Liite 4: Immunoblottaussignaalien kdsittelyt

Validaatio: VPS18 (kuva 6A)

VPS18:n ilmentyminen = (VPS18-signaali / GAPDH-signaali) / (VPS18-signaalixontrolti /
GAPDH-signaalikontrolii)

Tehty erikseen endogeeniselle sekd yli-ilmennetylle proteiinille.

Validaatio: GM130 (kuva 6B)

GM130:n ilmentyminen = (GM130-signaali / GAPDH-signaali) / (GM130-signaalikontrolli, endo-
geeninen / GAPDH‘Signaahkontrolli, endogeeninen)

Koimmunopresipitaatio: VPS18 — Kontrolli- ja GFP-Rab24-WT-solut (kuva 7A)

VPS18:n ilmentyminen = (VPS18-signaali / GAPDH-signaali) / (VPS18-signaalixontrolti /
GAPDH-signaaliontrolii)

Koimmunopresipitaatio: GM130 — Kontrolli- ja GFP-Rab24-WT-solut (kuva 7B)

GM130:n ilmentyminen = (GM130-signaali / GAPDH-signaali) / (GM130-signaalikontrolii /
GAPDH-signaalixontrolii)

Koimmunopresipitaatio: VPS18 — Kontrolli- ja GFP-Rab24-WT-solut, GTP-y-S- ja
GDP-kisittelyt (kuva 8A)

VPS18:n tai GFP-Rab24:n ilmentyminen = (VPS18- tai GFP-Rab24-signaali / GAPDH-sig-
naali) / (VPS 18- tai GFP-Rab24-signaaliGFp.Rabz4 Grp / GAPDH-signaaligpp-Rab24 GTP)

Ko-IP VPS18 = (VPS18-signaali / GFP-Rab24-signaali) / (VPS18-signaaliGrp-rav24 GTp / GFP-
Rab24-signaaliGrp-rab24 GTP)

Koimmunopresipitaatio: VPS18 — Kontrolli-, GFP-Rab24-WT-, GFP-Rab24-Q38P- ja
GFP-Rab24-S67L-solut (kuva 8B)

VPS18:n tai GFP-Rab24:n ilmentyminen = (VPS18- tai GFP-Rab24-signaali / GAPDH-sig-
naali) / (VPSI8- tai GFP-Rab24-SignaaliGFP_Rab24-WT / GAPDH-signaaliGFp_Rab24_WT)

Ko-IP VPS18 = (VPS18-signaali / GFP-Rab24-signaali) / (VPS18-signaaliGrp-rab24-wt / GFP-
Rab24-signaaliGrp-rab24-wT)
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Liite 5: Duolink® PLA Fluorescence -mddrityksen ohjeet

Valmistajan alkuperiiset englanninkieliset ohjeet (Sigma-Aldrich, Duolink® PLA Fluores-
cence Protocol):

1. Blocking

a. Vortex the Duolink® Blocking Solution.

b. Add 1 drop (~40 uL) of Duolink® Blocking Solution to each 1cm? sample. Be sure
to cover the entire sample with Blocking Solution.

c. Incubate the slides in a heated humidity chamber for 60 minutes at 37 °C.

2. Primary Antibody Incubation
NOTE: Do not allow the slide to dry before adding antibody as this can cause background.

a. Vortex the Duolink® Antibody Diluent.

b. Dilute your primary antibody or antibodies to suitable concentration in the Duolink®
Antibody Diluent.

c. Tap off the Duolink® Blocking Solution from the slides

d.  Add the primary antibody solution to each sample.

e. Incubate the slides in a humidity chamber. Use the optimal incubation temperature
and time for your primary antibodies.

3. Duolink® PLA Probe Incubation

a. Vortex PLUS and MINUS PLA probes
b. Dilute the PLUS and MINUS PLA probes 1:5 in the Duolink® Antibody Diluent.

o Fora40 uL reaction, take 8 uL of PLA probe MINUS stock, 8 uL of PLA
probe PLUS stock and 24 uL of Antibody Diluent. Make sufficient solution for
all samples.

c. Tap off the primary antibody solution from the slides

d. Wash the slides 2x 5 minutes in 1x Wash Buffer A at room temperature.
e. Tap off excess wash buffer and apply the PLA probe solution.

f. Incubate the slides in a pre-heated humidity chamber for 1 hour at 37 °C.

4. Ligation

NOTE: Wait to add the ligase until immediately prior to addition to the sample. Make sure
ligation buffer is completely thawed and mixed well prior to usage.

a. Dilute the 5x Duolink® Ligation buffer 1:5 in high purity water and mix.
o Fora 40 uL reaction, add 8 uL of the 5x Ligation buffer to 32 uL of high pu-
rity water. Make sufficient solution for all samples.
b. Tap off the PLA probe solution from the slides.
c. Wash the slides 2x 5 minutes in 1x Wash Buffer A at room temperature.
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d. During the wash, retrieve the Ligase from the freezer using a freezer block (-20 °C).
e. Add Ligase to the 1x Ligation buffer from step (a) at a 1:40 dilution and mix.
o  For 40 uL ligation solution, add 1 uL of Ligase to 39 uL of the Ix ligation
buffer.
f. Tap off excess wash buffer and apply the ligation solution.
g. Incubate the slides in a pre-heated humidity chamber for 30 minutes at 37 °C.

5. Amplification

NOTE: Wait to add the polymerase until immediately prior to addition to the sample. The
Amplification buffer is light-sensitive. Protect all solutions containing buffer from light.

a. Dilute the 5x Amplification buffer 1:5 in high purity water and mix.
o For 40 uL reaction, add 8 uL of the 5x Amplification buffer to 32 uL of high
purity water. Make sufficient solution for all samples.
b. Tap off the ligation solution from the slides.
Wash the slides 2x 5 minutes in 1x Wash Buffer A at room temperature
d. During the wash, retrieve the Polymerase from the freezer using a freezer block (-20
°C).
e. Add Polymerase to the 1x Amplification buffer from step (a) at a 1:80 dilution and

o

mix.
f. Tap off excess wash buffer and apply the amplification solution.
g. Incubate the slides in a pre-heated humidity chamber for 100 minutes at 37 °C.

6. Final Washes
NOTE: Light-sensitive reagents. Keep the slides protected from light at all times.

a. Tap off the amplification solution from the slides.
b. Wash the slides 2x 10 minutes in 1x Wash Buffer B at room temperature.
c. Wash the slides in 0.01x Wash Buffer B for 1 minute.

7. Preparation for Imaging

NOTE: Duolink® In Situ Mounting Media with DAPI is aqueous and does not solidify.
Clear nail polish can be used to seal the edges of the coverslip to the slide. Avoid getting air
bubbles caught under the coverslip.

a. Tap off excess wash buffer from the slides.

b. Mount the slides with a coverslip using a minimal volume of Duolink® In Situ
Mounting Medium with DAPI.

c. Wait for 15 minutes before analyzing in a fluorescence or confocal microscope, us-
ing at least a 20x objective.

d. After imaging, store the slides in the dark at 4 °C for up to 4 days or at -20 °C for up
to 6 months
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