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Eturauhassyopa on miesten toiseksi yleisin syopatyyppi, joka muodostuu eturauhaskudokseen.
Eturauhassyovin ennuste riippuu muun muassa siitd, onko syopa metastaattinen. SyOpéatutkimus
yrittdd 10ytad jatkuvasti uusia markkereita, joiden avulla olisi mahdollista tunnistaa aggressiiviset
syovit jo aikaisessa vaiheessa.

Anoktamiini 7 on eturauhaskudoksessa ilmentyva transmembraaniproteiini, jonka on huomattu
vaikuttavan eturauhassyovén kehittymiseen ja ennusteeseen. Anoktamiini 7 on eturauhassyovian
kannalta potentiaalinen markkeriproteiini, mutta sen toiminnasta eturauhassyovissé ei tiedetd
tarpeeksi. Yksi anoktamiini 7:n kanssa vuorovaikuttavasti proteiineista on myoferliini, joka osallistuu
moniin solun sisdisiin toimintoihin. Anoktamiini 7:n ja myoferliinin on havaittu vuorovaikuttavan
keskendin eturauhasydpésoluissa, mutta vuorovaikutuksesta ei tiedeté vield tarkemmin.

Tutkimukseni tarkoituksena on selvittda, tarvitaanko toista anoktamiini 7:n terminaalisista paista
myoferliinin sitoutumiseen. Tdmai toteutetaan valmistamalla plasmideja, jotka tuottavat PC-3-soluissa
erilaisia ANO7-proteiineja. Plasmideista on poistettu joko ANO7:n N-terminaalinen péa, C-
terminaalinen paé tai molemmat. Myds normaalia anoktamiini 7 -proteiinia koodaava plasmidi
valmistettiin. Koimmunopresipitaation avulla selvitettiin, mink&laisten konstruktien kanssa myoferliini
sitoutuu edelleen anoktamiini 7 -proteiiniin.

Tuloksista ei ole mahdollista péételld yksiselitteisesti, onko toinen anoktamiini 7:n terminaalisista
pdistd olennainen myoferliinin sitoutumiselle. Ensimmaisessa transfektiossa myoferliinia saatiin
koimmunopresipitaation jilkeen anti-ANO7-blottauksessa eniten ndkyviin silloin, kun molemmat
ANO7-proteiinin terminaaliset paét oli poistettu. Toisessa transfektiossa myoferliini saatiin vedettyé
alas vain silloin, kun transfektio oli toteutettu tiyspitkin ANO7-proteiinin sisiltidvalld plasmidilla.

Vaikka tutkielmassa ei pystytty selvittimiin myoferliinin mahdollista sitoutumiskohtaa anoktamiini 7
-proteiinista, saatiin viitteitd siitd, ettd myoferliini sitoutuu anoktamiini 7:44n myds silloin, kun sen
kumpikin terminaalinen paé on poistettu. Myoferliiinin ja anoktamiini 7:n vélisté interaktiota
eturauhassyOpasoluissa tulee tutkia lisda.

Avainsanat: eturauhassyopi, anoktamiini 7, myoferliini, PC-3-solut, koimmunopresipitaatio
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1 Johdanto

Eturauhassyopd on maailmanlaajuisesti miehillé toiseksi yleisimmin diagnosoitava
syopatyyppi (Vietri ym. 2021). Eturauhassyopain sairastuu padasiassa idkkéitd miehid, silla
esimerkiksi Suomessa eturauhassydpéén sairastuneiden keski-ikd on noin 70 vuotta. Ylipaino,
runsaasti rasvaa sisdltdva ruokavalio sekd tupakointi lisddvét riskié sairastua
eturauhassyopéén, ja vain pieni osa (2—5 %) eturauhasen sydvistd on perinnéllisid. Téstd
huolimatta miesten perinndllisistd syovistd eturauhassyopa on kaikkein yleisin (Vietri ym.

2021). (Duodecim 2023.)

1.1 Eturauhassyopa

Eturauhasen sydpd on eturauhaskudoksessa muodostuva syopd. Eturauhanen on miesten
sukupuolirauhanen, joka sijaitsee virtsarakon alapuolella. Sen yksi tdrkeimmisté tehtévistd on
1api kulkevan virtsaputken kautta ulos elimistostd. Vanhemmilla miehilla esiintyy melko
yleisesti eturauhasen hyvinlaatuista litkakasvua, jota esiintyy sekéd oireettomana ettd
oireellisena. Hyvénlaatuiseen litkakasvuun liittyvét yleisimmit oireet ovat erilaiset
virtsaamisen ongelmat. Liikakasvun liséksi eturauhaseen voi muodostua kasvain, jolloin

puhutaan eturauhassyovistd. (Terveystalo 2023).

Eturauhassy0vén ennuste riippuu sen levinneisyydesté elimistdssd sekd syopdsolujen laadusta.
Yleisesti eturauhassyovén ennuste on hyvi, silld viiden vuoden jilkeen eturauhassyopédan
sairastuneista jopa noin 94 % on edelleen elossa (Kédypihoito 2024). Metastaattinen
eturauhassyopéd huonontaa ennustetta, ja se lisdé potilaan riskid kuolla eturauhassyopééan

(Wang ym. 2018).

1.2 Eturauhassyovan kehittyminen ja diagnosointi

EturauhassyOvén esiastetta kutsutaan eturauhasen epiteelinsisdiseksi neoplasiaksi (PIN, engl.
prostatic intraeptihelial neoplasia), joka muodostuu epiteeliin (Shen & Abate-Shen 2010).

Epiteelinsisdisestd neoplasiasta muodostuu vihitellen paikallinen adenokarsinooma ja lopulta



edennyt adenokarsinooma, joka pystyy tunkeutumaan paikallisesti sitd ympéroiviin kudoksiin
(Wang ym. 2018). Lopulta paikallisesta eturauhassyovéstid voi muodostua metastaattinen
eturauhassyopd, jos paikallinen adenokarsinooma ldhettdé etédpesikkeitd muualle elimistoon

(Shen & Abate-Shen 2010).

Eturauhassyovén alkuvaiheessa syOpé saattaa olla oireeton, mutta edetessdén eturauhassyovin
atheuttamat yleisimmadt oireet liittyvét virtsaamisen ongelmiin. Néitd voivat olla esimerkiksi
virtsaamisen aloittamisen vaikeudet, lisddntynyt virtsaamistarve tai nokturia eli yovirtsaisuus.
Pitkélle edenneen eturauhassyovén oireina saattaa liséksi olla ongelmat rakon tyhjentdmisessa
sekd selkdkipu, joka puolestaan johtuu ensisijaisesti luustoon levidviastd eturauhassyovéin

metastaasista. (Rawla 2019).

PSA-testaus, eli verindytteestd mitattavan, eturauhaselle tyypillisen antigeenin (engl. prostate-
spesific antigen) pitoisuuden méérittiminen, on tilld hetkelld kdytetyin menetelma
diagnosoida eturauhassyopa aikaisessa vaiheessa. PSA:n pitoisuus veressé lisdéntyy
eturauhassyovissd, mutta myods muut sairaudet, kuten eturauhastulehdus, voivat sitd lisita
(Lin ym. 2008). Oireettomien henkiléiden PSA-testaamista ei suositella, silld seulonta ja siitd
seuraava hoito eivat merkittdvésti lisdd eturauhassydpédn sairastuneiden elinikéa. PSA-
testaaminen voi itsessddn aiheuttaa jopa syopdd suuremmat haitat seka turhaa ylidiagnosointia
(Duodecim 2023). Jos PSA-tulos johtaa kudosnéytteen ottamiseen, aiheutuu potilaalle
mahdollisesti turhaa haittaa (Trabzonlu ym. 2019). Veren PSA-pitoisuuteen voi vaikuttaa
my0s esimerkiksi ruokavalio, minkd vuoksi korkea PSA-pitoisuus voi olla epdluotettava

eturauhassyovin merkki (Ohwaki ym. 2012). Eturauhassyopéé ei seulota Suomessa.

Miehiltd, joilla on virtsaamiseen liittyvid ongelmia, tutkitaan ensimmadisend eturauhasesta
mahdollisia kyhmyjé tunnustelemalla sitd perdsuolen kautta (Kéypdhoito 2024). Liséksi
tutkitaan my0s veren PSA-arvot. Oireellisella miehelld selkeésti koholla oleva PSA-arvo (>
10 ul/T) voi mahdollisesti viitata siithen, ettd potilaalla on eturauhassydpd (Duodecim 2023).
EturauhassyOvén toteamisessa kéytetdéin myds kaikukuvausta sekd magneettikuvausta, ja
lopullinen eturauhassydpéadiagnoosi tehddidn ottamalla eturauhasesta koepaloja ja tutkimalla

niitd (Duodecim 2023).



Koska myds perinnéllisyys vaikuttaa eturauhassyovin riskiin, oireettomalle miehelle voidaan
harkita PSA-médritystd, jos hinen ldhisuvussaan on esiintynyt eturauhassyopéda (Duodecim

2023). Muutokset PSA-pitoisuudessa voivat téllaisissa tilanteissa johtaa jatkotoimenpiteisiin.

1.3 Metastaattinen eturauhassyopa

Eturauhassyovén hoitamisen suurin haaste on sen taipumus ldhettéé etdpesikkeita eli
metastaaseja. Metastaasissa syopasolujen taytyy ensin tunkeutua ympardivadn kudokseen ja
joko imusolmukkeen seindmain ldpi imusuonistoon tai verisuonen seindmén lapi
verenkiertoon péddstikseen muualle elimistoon. Kohteessa syopdsolujen tdytyy tunkeutua
uudelleen imusolmukkeen tai verisuonen seindmaén lapi uuteen kudokseen. Metastaasin
onnistumiseksi sy0pésolujen tulee sopeutua uuteen ymparistoonsa ja muodostaa kasvain.
Muodostaakseen etipesikkeen ja jatkaakseen kasvua kasvain indusoi uusien verisuonten

muodostumista ympdrilleen. (Manna ym. 2019).

Metastaattinen eturauhassyOpé ldhettdd etidpesdkkeitd yleisimmin priméérisen kasvaimen
ldheisyydessi oleviin imusolmukkeisiin, joista se pddsee lymfaattisen jérjestelmén avulla
levidmédn muualle elimistoon (Manna ym. 2019). Eturauhassydvan metastaasit voivat leviti
myos verenkierron mukana. Eturauhassyovéstd lymfaattiseen jirjestelméén tai verenkiertoon
paityneet etdpesikkeet metastasoituvat useimmiten luihin, maksaan ja keuhkoihin (Wang ym.

2018).

1.4 Eturauhassyovan hoito

Vaikka eturauhassyopéé diagnosoidaan paljon, useimmiten syopd 10ydetdan tarpeeksi
aikaisin, jolloin sy0pé on rajautunut eturauhaseen ja on télloin helpompi hoitaa. (Rawla
2019). Jos syopékasvain on paikantunut pelkéstidén eturauhaskudokseen eikd ole muodostanut
metastaaseja, se on todenndkoisesti hoidettavissa paikallisilla hoitokeinoilla. Eldimédnajanodote

on > 10 vuotta tillaisilla potilailla (Rebello ym. 2021). Eturauhassydvén hoitona voi joissain



tapauksissa olla myds pelkkd seuranta, jos mahdolliset hoidot eivét parantaisi syovan

ennustetta ja tavoitteena on potilaan hyvé eldménlaatu (Duodecim 2023).

Talld hetkelld kdytetyin hoitomuoto eturauhassyoville on androgeeninestoterapia eli ADT
(Wang ym. 2018). Androgeeninestoterapian haittapuolena on se, ettd kasvaimeen saattaa
kehittyd ADT-resistanssi, minkd seurauksena muodostuu priméérinen kastraatioresistantti
eturauhassyopa tai metastaattinen versio siitd (Wang ym. 2018). Nykydan
androgeeninestoterapiaa kdytetdan usein yhdessé jonkin toisen terapiamuodon kanssa

(Posdzich ym. 2023).

EturauhassyOpéén sairastuneilla esiintyy monenlaisia oireita itse sydvén liséksi valittujen
hoitojen seurauksena. Prostatektomiassa eli eturauhasen poistoleikkauksessa eturauhanen
poistetaan kokonaisuudessaan. Poistoleikkaus voi vaikuttaa muun muassa erektion toiminaan
sekd virtsan pidatyskykyyn. Eturauhassyovén hoidossa voidaan kiyttdd myos sddehoitoa,
jossa voimakasta ionisoivaa sdteilyd kohdennetaan paikallisesti kasvaimeen, minka
seurauksena sydpésolut tuhoutuvat ja aktiivisesti jakautuvat solut vaurioituvat. Séteily
vaurioittaa myos elimiston muita nopeasti jakautuvia soluja kuten lymfosyytteja. Sidehoidon
atheuttamia sivuoireita ovat esimerkiksi virtsaamiseen liittyvét ongelmat seké suolen
artyminen. Eturauhassydvin hoidot vaikuttavat haitallisesti myos terveyteen liittyvédn
eldmédnlaatuun, silld esimerkiksi seksuaaliset ja virtsaamiseen liittyvit toiminnot heikkenevét
hoitojen edetessd. My0s psykologiset ongelmat, kuten masennus ja ahdistuneisuus, ovat
melko yleisid seurauksia eturauhassyovésti ja sen hoidoista erityisesti pitkélle edenneissa

tapauksissa (Watts ym. 2014). (Rebello ym. 2021).

Metastaattisella eturauhassyovélld on huono ennuste (Zhu ym. 2023). Metastaattiset
syopdsolut hankkivat usein uusia mutaatioita, kuten ADT-resistanssin, jota alkuperdisessi
kasvaimessa ei ole (Zhu ym. 2023). Tama vaikeuttaa huomattavasti syovan hoitamista, koska
hoidot saattavat tehota vain alkuperdiseen kasvaimeen, mutta eivit sen ldhettimiin

etdpesdkkeisiin.



1.5 Eturauhassyovan ennaltaehkaisy

Kuten aikaisemmin mainittiin, Suomessa miesten eturauhassyopéé ei sddannollisesti seulota.
Seulonnasta saatava hyoty syovén 16ytamiseksi varhaisessa vaiheessa on pieni. Toisaalta
seulontatulosten vddranlainen tulkinta voi aiheuttaa ylidiagnosointia tai henkista taakkaa.
Jotkin elintavat voivat vaikuttaa eturauhassyopéén sairastumiseen. Esimerkiksi paljon rasvaa
siséltdvén ruokavalion on havaittu lisddvén eturauhassydvin riskid, joten ruokavalion
sisdltimédn rasvan miirdd vihentdmalld voidaan mahdollisesti ennaltachkdisti

eturauhassyopéd (Liss ym. 2019).

Syopéatutkimuksessa yritetddn 16ytdd keinoja, joilla syOpéén sairastumista voitaisiin
ennaltachkdistd tai se tunnistettaisiin jollain haitattomalla keinolla jo aikaisessa vaiheessa.
Lisdksi tavoitteena on 10ytd4 uusia hoitokeinoja, jotka tehoaisivat paremmin kasvaimeen
haittaamatta potilaan eliménlaatua. Syopéa tutkittaessa etsitdén esimerkiksi biomarkkereita,
joiden avulla voidaan selvittdd elimiston tilaa. Esimerkiksi PSA-biomarkkerin rinnalle
yritetddn 10ytdd muita biomarkkereita, jotka yhdessd PSA:n kanssa voisivat luotettavammin

kertoa esimerkiksi eturauhassydvén aggressiivisuudesta (Saxby ym. 2020).

1.6 Anoktamiini 7

Anoktamiini 7 (ANO7) on ihmisen eturauhaskudoksessa tyypillisesti ilmentyvé proteiini, joka
kuuluu anoktamiinien geeniperheeseen. Anoktamiini 7 nimettiin alun perin NGEP:ksi (engl.
new gene expressed in prostate) eli uudeksi geeniksi, joka ekspressoituu eturauhasessa (Bera
ym. 2004). Yhteensd anoktamiineja on kymmenen erilaista, ja ne ovat kaikki
transmembraaniproteiineja eli proteiineja, jotka lapéisevit solun membraanin véhintdan
kerran (Pedemonte & Galietta 2014). Anoktamiineista kdytetddn myds nimitysti TMEM16-
proteiinit. Anoktamiineista osa toimii kalsium2+-aktivoituvina kloridi-ionikanavina (Marx
ym. 2021), kun taas osa toimii lipidiskramblaaseina tai osallistuu muiden

membraaniproteiinien sdételyyn soluissa. (Guo ym. 2021).

ANO7-geeni sijaitsee ihmisen genomissa kohdassa 2q37.3 (Guo ym. 2021). ANO7-geeni

koodaa kahta silmukoinniltaan erilaista proteiinia - sytoplasmista proteiinia seka
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polytooppista eli useammin kuin kerran membraanin ldpédisevdd membraaniproteiinia
(National Library of Medicine 2022a). Néisté jalkimmaéinen, noin 95 kDa kokoinen ANO7-
transmembraaniproteiini on kiinnostava tutkimuskohde eturauhassyovén immunoterapiassa ja
diagnosoinnissa, koska sen on huomattu vaikuttavan muun muassa eturauhassyévan
kehitykseen (Guo ym. 2021). ANO7-proteiinia voitaisiin mahdollisesti kdyttdd myos
biomarkkerina tai syovian immunoterapian kohteena (Guo ym. 2021). ANO7-proteiinin

kolmiulotteisen rakenteen ennuste on kuvattu kuvassa 1.

Anoktamiini 7 -proteiinin kumpikin terminaalinen pai sijaitsee solun sytoplasman puolella
(Guo ym. 2021). Anoktamiini 7:n rooli skramblaasina ei ole vield tiysin selvd, mutta sen
mahdolliset vuorovaikutukset muiden solunsiséisten proteiinien kanssa saattavat liittya
eturauhassyovian muodostumiseen ja kehittymiseen (Guo ym. 2021). Anoktamiini 7:1t4 on
aiemmin 16ydetty vuorovaikutuksia joidenkin vesikkelikuljetusproteiinien kanssa (Kaikkonen

ym. 2020), miki tukee ANO7-proteiinin osallistumista vesikkelikuljetukseen (Guo ym. 2021).

Kuva 1 ANO7-proteiinin ennustettu kolmiulotteinen rakenne. (AlphaFold 2024a)

ANO7:n on havaittu vaikuttavan eturauhassyopdpotilaiden ennusteeseen. ANO7:n kohonneen
RNA-tason ilmenemisen on huomattu korreloivan eturauhassyovén vakavuuden ja ennusteen

kanssa (Kaikkonen ym. 2018). Kyseisessé tutkimuksessa ANO7-geeni sekvensoitiin ja
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analysoitiin eturauhassyOpain liittyen, ja tutkijat 10ysivit kaksi ANO7:n SNP-varianttia.
Ensimmaéinen variantti, eksonissa 1 sijaitseva ennenaikaisen lopetuskodonin aiheuttava
mutaatio, vahensi potilaiden eloonjddmisaikaa sydpadiagnoosin jilkeen. Toinen variantti, joka
atheutti proteiinin virheellisen silmukoinnin, lisési eturauhassyovén riskid ja se voitiin liittda
metastaattiseen eturauhassyopiin. Kaikkonen ym. (2018) havaitsivat, ettd korkeat ANO7:n
mRNA-pitoisuudet korreloivat vahvasti heikon ennusteen ja korkeamman kuolleisuuden

kanssa.

ANO7-proteiinin vihentyneen ilmenemisen on muualla havaittu olevan selked ennuste sille,
ettd eturauhaseen sairastuneen potilaan ennuste on huono (Marx ym. 2021). Tutkimuksessaan
Marx. ym (2021) huomasivat, ettd ANO7 ilmenee vahvasti terveissd eturauhasissa. Tdma
viittaisi sithen, etti ANO7:n ilmeneminen voi vihentya tai jopa kokonaan havita

eturauhassyovin muodostumisen ja kehittymisen aikana.

Erilaisten ANO7-proteiinin varianttien vélilld on havaittu olevan geneettisti eroa, jolla on
vaikutusta riskiin sairastua eturauhassyopéén. Jiang ym. (2023) 16ysivét tutkimuksessaan eroa
afrikkalaisten ja eurooppalaisten ANO7-varianteissa. Afrikkalaisten ANO7-proteiinin
rakennemuutokset saattoivat haitata proteiinin toimintaa ja edistdd tuumorigeneesid, mika
vaikuttaa kohonneeseen eturauhassyovin riskiin (Jiang ym. 2023). ANO7-proteiinia
koodaavasta geenistd on 10ydetty useita yhden nukleotidin polymorfismeja eli SNP:ji (engl.
single nucleotide polymorphism). Jotkin niistd yhden nukleotidin polymorfismeista voivat
aiheuttaa esimerkiksi ANO7:n mRNA:n virheellisen silmukoinnin, miki puolestaan lisdd

eturauhassyovén riskid (Wahlstrom ym. 2022).

Ristiriitaisten tutkimustulosten vuoksi ANO7-proteiinin toimintaa eturauhassyovéassé tulee
siis tutkia lisdd. Jatkuvasti yritetddn 10ytdd uusia markkereita, jotta aggressiiviset syovit olisi
mahdollista tunnistaa jo varhaisessa vaiheessa. ANO7-proteiini on potentiaalinen
markkeriproteiini, mutta sen toiminnasta ei tiedetd vield tarpeeksi. Tutkimuksissa
mahdollisesti tunnistettavat ANO7:n kanssa vuorovaikuttavat proteiinit voivat auttaa

selvittdméédn, mihin geeni- ja metaboliareittethin ANO7-proteiini osallistuu ja miten proteiini
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toimii eturauhassyovassd. Yksi mahdollisesti ANO7-proteiinin kanssa vuorovaikuttava

proteiini on myoferliini.

1.7 Myoferliini

Myoferliini on solumembraaniin toisesta padstdidn ankkuroituva eukaryoottien proteiini, joka
kuuluu ferliinien proteiiniperheeseen (Marty ym. 2013). Muita ferliinien perheeseen kuuluvia
proteiineja ovat muun muassa dysferliini, joka liittyy lihaksen supistumiseen (National
Library of Medicine 2022b) seki otoferliini, jonka mutaatiot aiheuttavat kuuroutta (National
Library of Medicine 2022c). Yhteisté ferliineille on niiden samankaltainen rakenne — ne
koostuvat 5—-7 C2-domeenista, jotka muun muassa sitovat lipideja (Marty ym. 2013).
Mpyoferliinia koodaava geeni sijaitsee kromosomissa 10g23.33 (Zhu ym. 2019), ja sen
kolmiulotteisen rakenteen ennuste on kuvattu kuvassa 2. Myoferliini on kooltaan noin 230

kDa (Zhu ym. 2019).

Kuva 2 Myoferliiniproteiinin ennustettu kolmiulotteinen rakenne. (AlphaFold 2024b)
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Myoferliini osallistuu solujen kasvun, korjausprosessien sekd normaalien toimintojen
ylldpitamiseen, silld se vaikuttaa sddtelemailld esimerkiksi vesikkelikuljetusta, solufuusiota,
reseptoreista riippuvaista endosytoosia seké joidenkin reseptorien ilmentymistd (Zhu ym.
2019). Kuten dysferliini, myoferliini siséltdd DY SF-domeenin ja sitd ekspressoidaan paljon
myoblasteissa eli lihassolujen esiasteissa. Kypsét lihassolut ekspressoivat sekd dysferliinia
ettd myoferliinid plasmamembraanilleen (Zhu ym. 2019). Myoferliini osallistuu lihassoluissa
muun muassa vesikkelikuljetukseen, miké on erittdin tirkeda useille lihassolun toiminnoille,
kuten solujen jakautumiselle, migraatiolle ja signaloinnin sédételylle (Zhu ym. 2019). Useiden
tutkimusten mukaan myoferliinin on havaittu osallistuvan my0s useiden eri syopatyyppien
solujen proliferaatioon, invaasioon sekd metastasiaan, minka vuoksi sitd pidetdén tarkedna
sekd lupaavana tutkimuskohteena ja mahdollisena biomerkkiaineena (Leung ym. 2013,

Volakis ym. 2014, Zhu ym. 2019).

1.8 Anoktamiini 7:n ja myoferliinin vuorovaikutus

ANO7-proteiinin on havaittu vuorovaikuttavan vesikkelikuljetukseen liittyvien proteiinien
kanssa (Kaikkonen ym. 2020). Myds myoferliinin on havaittu osallistuvan
vesikkelikuljetuksen ohjaamisen (Zhu ym. 2019). Anoktamiini 7 ja myoferliini -proteiinit
osallistuvat siis osittain samoihin solun toimintoihin, mika onkin yksi syy sithen, miksi niiden
vuorovaikutus on lupaava tutkimuskohde. Syopésolujen vesikkelikuljetukseen vaikuttavien

tekijoiden on aiemmin havaittu vaikuttavan eturauhassyévin etenemiseen (Hu ym. 2021).

Tutkimusryhmaéssé, jossa teen pro gradu -tutkielmani, on aiemmin loydetty ko-
immunopresipitaation avulla vuorovaikutuksia ANO7-proteiinin ja myoferliinin valilla
eturauhassydpésoluista. Ko-immunopresipitaatio toteutettiin sellaisilla RWPE-1-soluilla,
jotka stabiilisti yli-ilmensivdt ANO7-proteiinia. Kaikki ko-presipitoidut proteiinit tunnistettiin
massaspektrometrian avulla, ja yksi tunnistetuista proteiineista oli myoferliini. Témén jdlkeen
varmistettiin myoferliinin ja ANO7:n ko-immunopresipitaatio kayttimélla sekd anti-ANO7-

ettd anti-M'Y OF-vasta-aineita. Tulokset validoitiin sekd RWPE-1-soluilla ettd PC-3-soluilla.
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Anoktamiini 7:n ja myoferliinin vuorovaikutuksesta soluissa ei tiedetd tarkemmin, minka

vuoksi se valikoitui pro gradu -tutkielmani aiheeksi.

1.9 Tutkielman tavoite ja hypoteesi

Tutkimukseni tavoitteena on selvittdd, onko toinen ANO7-proteiinin terminaalisista péista
olennainen myoferliinin kiinnittymiselle. Tdmé selvitetddn valmistamalla plasmideja, joissa
on erilaiset ANO7-proteiinia koodaavat ANO7-geenin konstruktit. Aluksi valmistettiin
sellainen plasmidi, jossa on kokonaista ANO7-proteiinia koodaava geeni. Plasmidissa vietyé
ANO7-geenid ja sen tuottaman proteiinin sekd myoferliinin vuorovaikutuksia ei ole ailemmin

tutkittu.

Yhdessé valmistetussa plasmidissa on ANO7-geeni, josta puuttuu N-terminusta koodaava osa,
mutta muuten geeni on normaali ja koodaa sellaista ANO7-proteiinia, jonka N-terminuksesta
eli alkupéésti puuttuu tietty méédra aminohappoja. Toisessa plasmidissa on ANO7-geeni ilman
sen C-terminusta koodaavaa osaa. Plasmideita valmistetaan myds sellainen, jonka ANO7-

proteiinin kumpikin terminaalinen paa on poistettu.

Pro gradu -tutkielmani hypoteesi on se, ettd vain toinen ANO7-proteiinin péistd on tirked
ANO7-proteiinin ja myoferliinin interaktiolle. Kumpikin ANO7-proteiinin péisti on
transmembraanialueen ulkopuolella (Das ym. 2008), joten kumpi tahansa terminus on

potentiaalinen vaihtoehto myoferliinin kiinnittymiselle.
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2 Aineisto ja menetelmat

2.1 PC-3-eturauhassyopasolujen yllapito ja kasvattaminen

Pro gradu -tutkielmassa kaytettiin eturauhasyovén luuetdpesikkeesti eristettyja PC-3-soluja
(CRL-1435, ATCC). PC-3-solulinjaa kéytetddn yleisesti eturauhassyovin tutkimuksissa sekd
ladkekehityksessa. PC-3-solut ovat adherentteja soluja, eivitkéd ne ilmenna
androgeenireseptoreita, minkd vuoksi niitd kiytetdén erityisesti androgeenisti riippumattoman
eturauhassyovin tutkimiseen (van Bokhoven ym. 2003). PC-3-soluja kasvatettiin F-12K-
ravintonesteessd 37 °C:ssa 5 % CO2-pitoisuudessa kasvatuskaapissa. Ravintonesteessa (F-
12K 1x Nutrient Mixture, Kaighn’s Modification + L-glutamiini, Life Technologies Limited)
kéytettiin seuraavia lisdravinteita: 10 % naudan sikion seerumi (FBS), 100 yksikkod/ml
penisilliini ja 100 pg/ml streptomysiini. Ty aloitettiin jakovaiheen p25 (engl. passage)
soluilla. Solut irrotettiin trypsiini-EDTA-kasittelyll4 ja jaettiin 2—3 kertaa viikossa. Kun

kasvatuspullo oli tdynnd, solujen jako suoritettiin suhteessa 1:5.

2.2 Testitransfektio
2.2.1 PC-3- solujen transfektio

Tutkielman ensimmaéisessd vaiheessa transfektoitiin PC-3-soluja plasmidilla, joka sisdlsi
kokonaisen ANO7-geenin. Transfektiossa kaytettiin pNGEP-L-plasmidia (kuva 3).
Kontrolliplasmidina kaytettiin pWay20-ErbB4-1CD2-EGFP-plasmidia, jonka avulla voitiin
tutkia transfektion tehokkuutta. Kontrolliplasmidi sisélsi vihredd fluoresoivaa proteiinia (engl.
green fluorescent protein, GFP) koodaavan geenin, joka onnistuneessa transfektiossa esiintyi

fluoresoivana valona Invitrogenin EVOSM5000TM-kuvauslaitteella tarkasteltuna.



16

(8694) SgrDI  Mfel (161)

(8577) Sspl | | Nrul (208)
; Mlul (228)
(8143) PvuI_ | | " Spel (249)
\ | | —
~_—Ndel (484)

——— SnaBI (590)
=\~ HindIII (889)

S, —— BspEI (1133)
W BspDI* - ClaI* (1203

(7773) AhdT

(6880) Pcil [

pNGEP-L

(6501) BstZ17I —
8696 bp

(6449) BsmI
~~MauBI (2475)

(6045) RsrII " BmgBI (2704)

7 Nhel (3056)
‘. BmtI (3060)

A PasI (3069)
(5388) BsaBI*

(5319) Avrll Agel (3384)

— T KflI (4072)
- PaqCI (4118)
BStEIT (4186)
\ EcoRI (4208)
(4233) XbaIl PaeR7I - PspXI - XhoI (4221)

Kuva 3 pNGEP-L-plasmidin plasmidikartta. Plasmidia kaytettiin PC-3-solujen testitransfektiossa.

Ensimmaisend tutkimuspdivdna neljélle kasvatusmaljalle siirrettiin jokaiseen 2 646 000 solua
F-12K-ravintonesteeseen. Maljalla olevan nesteen kokonaistilavuus oli 10 ml. Maljaamisen
jalkeen maljat siirrettiin kasvatusolosuhteisiin. Seuraavana pdivéni solut transfektoitiin
ailemmin mainituilla kahdella plasmidilla siten, ettd kaksi maljaa transfektoitiin ANO7-geenin
siséltdvalld plasmidilla ja kaksi maljaa kontrolliplasmidilla. Kumpaakin plasmidia
transfektoitiin 7,3 pg, ja transfektio suoritettiin ThermoFisher Scientificin LipofectamineTM
3000 -transfektioliuoksia seké -protokollaa kéyttden (ThermoFisher 2024a). Transfektoidut

solut siirrettiin takaisin kasvuolosuhteisiin.

Transfektiosta seuraavana pdivand kaikki 4 maljaa siirrettiin jdille. Kontrolliplasmidin

transfektion onnistuminen arvioitiin EVOSM5000TM-kuvauslaitteella. Ravintoneste
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poistettiin maljoilta ja maljat pestiin 4 °C pesupuskurilla eli fosfaattipuskuroidulla
suolaliuoksella (engl. phosphate buffered saline, PBS, pH 7.4, Thermo Fischer Scientific).
Lopuksi maljoille lisattiin 1 % CHAPS -lyysispuskuria (30 mM Tris-HCI pH 8, 150 mM
NaCl, 1 % CHAPS), johon oli lisdtty proteaasi-inhibiittoreita (cOmplete™ EDTA-free
Protease Inhibitor Cocktail, Roche). Solut irrotettiin maljoilta soluraapalla ja ne sentrifugoitiin
30 minuutin ajan 15 000 rpm 4 °C:ssa (Centrifuge 5424 R, Eppendorf). Proteiinit sisiltdva
solulysaatti siirrettiin puhtaisiin koeputkiin jéille. Naytteet valmisteltiin
proteiinikonsentraation mittausta varten ThermoFisherin PierceTM BCA Protein Assay Kit -
ohjeiden mukaisesti (ThermoFisher 2024b), mink4 jélkeen absorbanssin mittaus suoritettiin
570 nm aallonpituudella (PerkinElmer, Victor X4 -kuoppalevylukija). Niytteiden
proteiinipitoisuus laskettiin ThermoFisherin PierceTM BCA Protein Assay Kit -ohjeiden
mukaisesti (ThermoFisher 2024b).

2.2.2 Transfektoitujen solujen koimmunopresipitiaato

Solulysaatteihin liséttiin 1 % CHAPS -lyysispuskuria siten, ettd ndyte sisélsi 1000 ug
proteiinia ja sen kokonaistilavuus oli 700 pl. Ko-immunopresipitaatiossa kéytettiin
kustomoitua anti-ANO7-vasta-ainetta (AB1853, Thermo Fisher) seké kontrollivasta-aineena
jéniksen gammaglobuliinia (engl. Rabbit Gamma Globulin Control, REF31887, Thermo
Fisher Scientific). Toiseen ANO7-plasmidilla transfektoituun niytteeseen liséttiin 2 pg vasta-
ainetta ja toiseen 2 pg kontrollivasta-ainetta, ja sama toistettiin kontrolliplasmidilla

transfektoiduille ndytteille. Kaikki ndytteet siirrettiin pydriméan sekoittajaan 4 °C:seen yon

yli.

Seuraavana pdivdnd, inkubaation jdlkeen, ndytteet siirrettiin jdille. Proteiinien puhdistaminen
valmisteltiin neljddn putkeen pesemilldi 40 upl DynabeadsTM-helmid (DynabeadsTM
MyOneTM Streptavidin C1, Thermo Fischer Scientific) 1 % CHAPS -lyysispuskurilla
magneetilla. 1000 pg proteiinia sisdltdvat niytteet siirrettiin DynabeadsTM-putkiin, jotka

siirrettiin neljdn tunnin ajaksi 4 °C:seen pyorimain sekoittajaan.



18

Inkuboinnin jdlkeen nédytteistd keréttiin magneetilla DynabeadsTM-helmet ja supernatantti
poistettiin. Helmet huuhdeltiin 1 % CHAPS -lyysispuskurilla. Sama pesu toistettiin neljésti,
eli helmet resuspensoitiin lyysispuskuriin, jonka jidlkeen helmet kerittiin magneetilla ja
puskuri poistettiin. Neljadnnen pesun jidlkeen ndytteet siirrettiin puhtaisiin putkiin ja
lyysispuskuri poistettiin magneetilla. Helmet resuspensoitiin 2x Laemmli-puskuriin (Bio-Rad)
ja inkuboitiin 50 °C:ssa 15 minuuttia, jolloin helmiin kiinnittyneet proteiinit irtosivat

puskuriin. Néytteet siirrettiin uusiin putkiin, jotka pakastettiin -20 °C:seen.

2.2.3 Western Blot

Tutkimuksen seuraava vaihe sisdlsi Western Blot -analyysin, jonka avulla tutkittiin ANO7-
proteiinin vuorovaikutuksia myoferliinin kanssa soluissa. Western Blot -analyysia varten
koimmunopresipitaationdytteet sekd alkuperdiset lysaatit ajettiin Mini-PROTEAN® TGXTM
-geelille (Bio-Rad) ajopuskurissa (engl. 1x Tris-Glycine buffer, 0,1% SDS).
Molekyylipainomarkkerina kiytettiin BlueStar Plus Prestained -proteiinimarkkeria (Nippon
Genetics). Geelin kaivoihin ladattiin 30 pg proteiinia jokaisesta lysaatista ja 30 pl
immunopresipitaationdytteistd. Proteiinit siirrettiin geeliltd Immobilon®-P-membraanille 4

°C:ssa yon aikana siirtopuskurissa (engl. 1x Tris-Glycine buffer, 20 % EtOH).

Seuraavana pdivédnd inkuboinnin jdlkeen membraani huuhdeltiin vesijohtovedelld, vérjittiin
Ponceau S -viriaineella (Thermo Scientific) ja skannattiin, minké jilkeen membraani
stirrettiin huoneenlampdon reilun kahden tunnin ajaksi 5 % maitoliuokseen ravistumaan.
Maitoliuos oli valmistettu pesupuskuriin eli yksinkertaiseen Tris-puskuroituun suolaliuokseen

(engl. tris-buffered saline, 1x TBS), johon oli lisdtty 0,1 % Tween 20 -liuosta (Bio-Rad).

Membraani siirrettiin koeputkessa sekoittajaan Tris-puskuroituun suolaliuokseen (0,1 %
Tween 20) valmistettuun 2 % naudan seerumialbumiiniin (engl. bovine serum albumin, BSA)
priméérisen vasta-aineen (1:1000 anti-MYOF, Sigma-Aldrich) ja 0,01 % natriumatsidin
kanssa yon yli 4 °C:ssa. Seuraavana paivind membraani pestiin neljisti viiden minuutin ajan
pesupuskurilla, jonka jdlkeen membraani siirrettiin reilun tunnin ajaksi sekoittumaan 5 %

maitoliuokseen (0,1 % Tween 20, Tris-puskuroitu suolaliuos) valmistetun sekundaarisen
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vasta-aineen (1:20000 Goat Anti-Rabbit IgG, ab97080, Abcam) kanssa. Sekundaarinen vasta-
aine sitoutui membraanilla priméériseen vasta-aineeseen. Membraani pestiin neljdsti viiden
minuutin ajan pesupuskurilla, minka jialkeen se valmisteltiin kuvausta varten. Valmistelussa
kaytettiin Advanstan WesternBrightTM Quantum -pakettia, jonka ohjeen mukaisesti
yhdistettiin 1:1 suhteessa kahta liuosta (engl. WesternBright® Quantum® Luminol/Enhancer
Solution ja WesternBright® Peroxide Chemiluminescent Detection Reagent). Seosta
pipetoitiin membraanin paille kahden minuutin ajan edestakaisin. Liuos reagoi membraanin
kanssa siten, ettd luminesenssisignaalin aiheuttava substraatti sitoutui sekundaariseen vasta-

aineeseen. Membraani kuvattiin Bio-Radin ChemiDoc-laitteella.

Membraanille suoritettiin seuraavaksi anti-ANO7-vasta-ainevirjdys. Membraani huuhdeltiin
viiden minuutin ajan pesupuskurilla, jonka jélkeen se peitettiin RestoreTM PLUS Western
Blot -puhdistuspuskuriin (Thermo Fischer Scientific) ja inkuboitiin 12 minuutin ajan
ravistelussa huoneenldmmossé. Puhdistuspuskurin tehtidvéna oli irroittaa membraaniin
sitoutuneet primédriset ja sekundaariset vasta-aineet. Membraani kéytettiin metanolissa ja
huuhdeltiin vesijohtovedelld, minka jdlkeen membraani siirrettiin ravisteluun reilun tunnin
ajaksi pesupuskuriin valmistettuun 5 % maitoliuokseen kuten aiemmin. Tadmén jélkeen
membraani pestiin kolmesti viiden minuutin ajan pesupuskurissa ja siirrettiin putkeen
pesupuskuriin valmistettuun 5 % naudan seerumialbumiiniin priméarisen vasta-aineen
(1:1000 anti-ANO7, AB1853) ja 0,01 % natriumatsidin kanssa. Putki siirrettiin pyorimaéan
yon yli (4 °C).

Seuraavana pdivind membraani pestiin neljdsti viiden minuutin ajan pesupuskurilla.
Membraani siirrettiin sekoittumaan 5 % maitoliuokseen sekundaarisen vasta-aineen (1:20000
Goat Anti-Rabbit IgG) kanssa reilun tunnin ajaksi. Membraani huuhdeltiin taas neljisti viiden
minuutin ajan pesupuskurilla, ja lopuksi membraani valmisteltiin kuvausta varten
WesternBrightTM Quantum -paketilla kuten aiemmin. Membraani kuvattiin lopuksi

ChemiDoc-laitteella.
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2.3 Plasmidikonstruktien suunnittelu

Anoktamiini 7 -proteiinin sekvenssi otettiin NCBI-tietokannasta (NP_001357623.1, National
Center for Biotechnology Information 2023). Proteiinin transmembraanialueet ennustettiin
Tanskan teknillisessé yliopistossa kehitetyn DeepTMHMM-tyokalun avulla (Hallgren ym.
2022). Myo6s muita transmembraanialueiden ennustamiseen tarkoitettuja tyokaluja kaytettiin
vertailuna (SACS Memsat, Split, Emboss). DeepTMHMM-ty6kalun ennustetta pidettiin
todenndkoisimpind, silld ainoastaan siind oli esitetty kahdeksan transmembraanialuetta ja
muissa niitd oli joko enemman tai vihemmaéan. ANO7-proteiinista poistettiin ne aminohapot,
joiden arveltiin olevan membraanin ulkopuolella. ANO7:n proteiinisekvenssid verrattiin sitd
koodaavan geenin DNA-sekvenssiin ja sen perusteella valittiin alukkeet, jotka ANO7-

konstruktien monistamisessa kéytettiin.

2.4 Plasmidikonstruktien PCR-reaktiot

Plasmidin osien monistamiseen kédytettiin Phusion® Hot Start Flex DNA -polymeraasia (New
England Biolabs). Yhteensd PCR-reaktioita oli kuusi: pelkén vektorin PCR, neljan erilaisen
ANO7-geenikonstruktin PCR seké kontrolliplasmidiin liitettdvéan vihredn fluoresoivan
proteiinin geenin (engl. green fluorescent protein, GFP) PCR. PCR-alukkeet valittiin Takara
Bion nettisivuilta 10ytyvin In-Fusion Cloning Primer Design Tool -suunnitteluohjelman

avulla (Takara Bio 2023). PCR-alukkeiden sekvenssit esitetdin taulukossa 1.

Taulukko 1 Plasmidin osien PCR-reaktioissa kaytetyt alukkeet.

Etualuke Taka-aluke
Vektori 5'-GTT TAA ACC CGC TGA TCA 5'- GGT GGC CGT AAG CTT AACTAG
GCC TCG -3' CC-3'
Tayspitkd ANO7 5'- AAG CTT ACG GCC ACC ATG 5'- TCA GCG GGT TTA AACTCA CTG
CGA ATG GCT GCC ACT G -3 CTG CAG CTG GCT GG -3'
ANO7 N-deleetio 5'- AAG CTT ACG GCC ACC ATG 5'-TCA GCG GGT TTA AAC TCA CTG
CTG GAC CAC GTG CGC -3 CTG CAG CTG GCT GG -3'
ANO7 C-deleetio 5'- AAG CTT ACG GCC ACC ATG 5'-TCA GCG GGT TTA AAC TCA CTC
CGA ATG GCT GCC ACT G -3 TGG GAT GTC AGG CAC C -3'
ANO7 N- ja C-| 5-AAGCTT ACG GCC ACC ATG 5'-TCA GCG GGT TTA AAC TCA CTC
deleetiot CTG GAC CAC GTG CGC -3 TGG GAT GTC AGG CAC C -3'
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GFP 5'- AAG CTT ACG GCC ACC ATG | 5-TCA GCG GGT TTA AACTTACTT
GTG AGC AAG GGC GAG G -3' GTA CAG CTC GTC CAT GCC -3'

PCR-reaktioseokset valmistettiin PCR Protocol for Phusion® Hot Start Flex DNA
Polymerase (M0535) -protokollan mukaisesti 50 pl reaktiolle (New England Biolabs 2023a).
Kaytettdvé templaatti-DNA muissa kuin GFP-geenin PCR:ssé oli pcDNA3-ANO7-mCherry
(kuva 4). Vihreén fluoresoivan proteiinin PCR:ssé templaatti-DNA:na toimi pcDNA3-ANO7-
GFP (kuva 5). Reaktioissa kéytettiin 3,27 ng plasmidi-DNA:ta ja kontrollina nukleaasivapaata
vettd. PCR-reaktioissa kdytetyt ohjelmat nakyvét taulukossa 2. Lampotilat alukkeiden
kiinnittymiselle PCR:ssé laskettiin NEB Tm Calculator -sovellusta kdyttden (New England
Biolabs 2023b) ja muut ldmpdtilat saatiin polymeraasin protokollasta. PCR-reaktioiden
jalkeen néytteisiin lisdttiin Gel Loading Dye Purple 6x -vériainetta (New England Biolabs) ja
ajettiin 0,8 % agaroosigeelille. Molekyylipainomarkkerina kaytettiin Quick-Load® 1 kb
PlusDNA Ladder -markkeria (New England Biolabs).



(8874) SgrDI

Mfel (161)
(#757) SSPI-..___ ‘Mlul (228)

(8323) Pvul ‘ /_Spel (249
b > __Ndel (484)
~ __-SnaBI (590)
__HindIII (902)
" BspEI (1052)
/" __— BspDI¥* - ClaI* (1122)
—_Bsu36I (1137)
" NotI (1203)

\  BamHI (1746)

(6681) BstZ171 —
(6629) BsmI

pcDNA3-ANO7-mCherry
8876 bp

"~ MauBI (2394)

(6223) RsrIT~ ~BmgBI (2623)

— Nhel (2975)
. BmtI (2979)
PasI (2988)

(5566) BsaBI*

Agel (3303
(5497) AvrIl geli(3303)

(5264) Csil - SexAI*

(4973) Dralll .Sbe (4089)

[\ sgrAlI (4415)
(4448) Pmel BsrGI (4434)

Kuva 4 pcDNA3-ANO7-mCherry-plasmidin plasmidikartta. Plasmidia kaytettiin ANO7-geenin PCR-

reaktioiden templaattina.
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Kuva 5 pcDNA3-ANO7-GFP-plasmidin plasmidikartta. Plasmidia kaytettiin vihrean fluoresoivan geenin
PCR-reaktioiden templaattina.

Taulukko 2 PCR-ohjelmat.

PCR 1:ssa& monistettiin kdytettdvaa vektoria. PCR 2:ssa oli kokonainen ANO7-geeni ja PCR 3:ssa
ANO7-geeni, josta puuttuu N-terminus. PCR 4:ss3 oli ANO7-geeni, josta puuttuu C-terminus ja PCR
5:s5s8 ANO7-geenista puuttuu sekd C- ettd N-terminus. PCR 6:ssa monistetaan kontrolligeenia el
vihreédn fluoresoivan proteiinin geenia.

PCR 1 PCR2ja4 PCR3ja5s PCR 6

Alkudenaturaatio 98°C 30s 98°C 30s 98°C 30s 98°C 30s
98°C 10s 98°C 10s 98°C 10s 98°C 10s

35 syklid 68 °C 30s 66 °C 30s 63 °C 30s | 62°C 30s

72 °C 90 s 72 °C 45s 72 °C 30s 72 °C 15s

Viimeinen ekstensio 72°C | 10min | 72°C | 10min | 72°C | 10 min | 72 °C | 10 min

4°C 00 4°C ) 4°C 0 4°C 0
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2.5 DNA-patkien eristaminen

Monistetut DNA-pitkat leikattiin geeliltd UV-valopdyddlld. DNA:n eristiminen suoritettiin
NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up -pakkauksen (Macherey-Nagel) ohjeiden mukaisesti.
Puhdistuksen jélkeen nédytteiden konsentraatiot mitattiin Thermo Scientificin NanoDrop-

mittauslaitteella ja ndytteet pakastettiin -20°C.

2.6 Kloonaus

Vektorien kloonaukseen kéytettin Takara Bion In-Fusion® HD Cloning Kit -protokollaa.
Kloonauksessa kéytettiin 50 ng linearisoitua vektoria eli kohdan 2.4. PCR 1:n reaktiotuotetta.
Puhdistettua ANO7- tai GFP-geenin PCR-fragmenttia kaytettiin eméisparien méérin
perusteella 2:1 suhteessa vektoriin. Kaytetyt DNA-méérit esitetddn taulukossa 3.
Kloonausreaktion kokonaistilavuus oli 10 ul. Reaktioita inkuboitiin 15 minuuttia 50 °C

lampohauteessa, minka jilkeen ne jadhdytettiin jdilld ja pakastettiin -20°C:seen.

Taulukko 3 Kloonausreaktioissa kaytetyt DNA-maarat.

Fragmentin pituuden suhde vektorin pituuteen tuli olla 2:1. Vektori oli kooltaan 5348 bp, ja PCR-
fragmenttien kokoja verrattiin siihen.

Fragmentin koko Tarvittava DNA-méaard
Kokonainen ANO7 2799 bp 52,3 ng
ANO7 N-deleetio 1809 bp 33,8 ng
ANO7 C-deleetio 2631 bp 49,2 ng
ANOT7 N- ja C-deleetiot 1641 bp 30,7 ng
GFP 717 bp 13,4 ng

2.7 Bakteerien transformaatio ja plasmidien puhdistus

Kompetentit bakteerisolut (Stellar Competent Cells, Takara Bio) sulatettiin jailld, minka
jélkeen jokaista In-Fusion reaktiotuotetta sekoitettiin 2,5 pl yhteen 50 pl bakteerisoluja
sisédltdvddn putkeen. Naytteet seké kontrolliputki siirrettiin jdille 30 minuutin ajaksi, jonka
jalkeen niille annettiin 45 sekunnin lamposhokki 42 °C:ssa. Limpdshokista putket siirrettiin

kahdeksi minuutiksi jéille, putkiin liséttiin 37 °C SOC-ravintonestetta ja niitd inkuboitiin
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tunnin ajan 37 °C ravistelijassa. Jokaisesta putkesta siirrettiin sen jélkeen bakteereja
kasvatusmaljoille. Aiemmin valmistetuilla kasvatusmaljoilla oli LB-agaria, johon oli lisétty

100 pg/ml ampisilliinia. Bakteerien annettiin kasvaa yon yli 37 °C:ssa.

Pesikkeen kloonausta varten jokaiselta viideltd ndytemaljalta siirrettiin yksi bakteeripesike
kasvatusputkeen. Kasvatusputkissa oli LB-ravintonestettd, johon oli lisdtty 100 pg/ml
ampisilliinia. Putkien annettiin kasvaa yon yli 37 °C ravistelijassa. Seuraavana paivani
plasmdi-DNA:t puhdistettiin Nucleospin® Plasmid EasyPure -pakkauksen (Macherey-Nagel)
protokollan mukaisesti. Puhdistetut DNA-tuotteet pakastettiin -20°C:seen.

2.8 Plasmidien tarkistus kaksoisdigestiolla

Plasmidien tarkastamiseksi kéytettiin kahta eri restriktioentsyymid, Sacl ja HindIII.
Restriktioreaktiot valmistettiin ThermoFisherin FastDigest-protokollan mukaisesti
(ThermoFisher 2024c). Digestoitavan plasmidi-DNA:n mééra oli 500 ng. Restriktioreaktiot
suoritettiin 37 °C lampdhauteessa viiden minuutin ajan, minka jélkeen reaktioputkiin lisdttiin
Gel Loading Dye Purple 6x -latausvirié ja ndytteet ajettiin 0,8 % agaroosigeelille 100 V

jannitteelld. Geeli kuvattiin ChemiDoc-laitteella.

2.9 Puhdasviljelmien valmistus

Kohdan 2.7. viimeisen péivén bakteerikasvatuksista tehtiin puhdasviljelmit, jotta voitiin olla
varmoja, ettd lopulliset plasmidit eristettdisiin vain yhdestd bakteerista perdisin olevasta
pesikkeestd. Néytteistd levitettiin bakteereja sauvalla LB-agarmaljoille siksakin muotoon, ja
maljat siirrettiin yon yli kasvamaan 37 °C:seen. Seuraavana paivana joka maljalta siirrettiin
yksittdinen pesdke kasvatusputkeen LB-ravintonesteeseen (sis. 100 pg/ml ampisilliini) ja
uudestaan yon yli 37 °C:seen kasvamaan. Bakteerien annettiin kasvaa noin 16 tunnin ajan, ja
lopuksi niisti siirrettiin bakteereja kahteen pakastusputkeen steriilin 60 % glyserolin kanssa ja

ndytteet pakastettiin -80 °C:seen.



2.10 Miniprep- ja midiprep-naytteiden valmistus

Pakastetuista ndytteistd valmistettiin Macherey-Nagelin Nucleospin® Plasmid Transfection-
grade -pakkauksen ohjeiden mukaisesti miniprep-néytteet, ja nidytteiden DNA-konsentraatio
mitattiin - NanoDrop-laitteella.
restriktioentsyymeilld kuten kohdassa 2.8. ja pétkdt ajettiin 0,8 % agaroosigeelille, joka
kuvattiin ChemiDoc-laitteella kuten aikaisemmin. Miniprep-ndytteet ldhetettiin kaupalliseen

sekvensointipalveluun sekvensoitaviksi.

taulukossa 4.

Miniprep-ndytteet kaksoisdigestoitiin Sacl- ja HindIII-

Sekvensoinnissa kéytetyt alukkeet on esitetty

Taulukko 4 Inserttien sekvensointiin kdytetyt alukkeet.

Insertti

Kaytetyt alukkeet

Tayspitkd ANO7

5’-TAATACGACTCACTATAGGG-3’
5’-GCAGGTCATCAACAACATGCAG-3’
5’-TGGAATCTTCTTGCCATCCGC-3”
5’-AACTGCAGCACCATTTCCAG-3’
5’-TGCTTCCTGGTGTTCTCAGA-3’
5’-GTGCATGTCTGTTCTGTCCC-3’
5’-GAACAGACATGCACAGGACC-3’
5’-TAGAAGGCACAGTCGAGG-3’

ANO7 N-deleetio

5’-TAATACGACTCACTATAGGG-3’
5’-GCAGGTCATCAACAACATGCAG-3’
5’-TGGAATCTTCTTGCCATCCGC-3”
5’-AACTGCAGCACCATTTCCAG-3’
5’-TGCTTCCTGGTGTTCTCAGA-3’
5’-TAGAAGGCACAGTCGAGG-3’

ANO7 C-deleetio

5’-TAATACGACTCACTATAGGG-3’
5’-GCAGGTCATCAACAACATGCAG-3’
5’-TGGAATCTTCTTGCCATCCGC-3’
5’-AACTGCAGCACCATTTCCAG-3’
5’-TGCTTCCTGGTGTTCTCAGA-3’
5’-GTGCATGTCTGTTCTGTCCC-3’
5’-GAACAGACATGCACAGGACC-3’
5’-TAGAAGGCACAGTCGAGG-3’

ANO7 N- ja C-deleetiot

5’-TAATACGACTCACTATAGGG-3’
5’-GCAGGTCATCAACAACATGCAG-3’
5’-TGGAATCTTCTTGCCATCCGC-3’
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5’-AACTGCAGCACCATTTCCAG-3’
5’-TAGAAGGCACAGTCGAGG-3’
GFP 5’-TAATACGACTCACTATAGGG-3’
5’-TAGAAGGCACAGTCGAGG-3’

Bakteeriampulleista, jotka oli pakastettu -80 °C:seen, raaputettiin jokaisesta bakteereja yhteen
LB-ravintonestettd (lisdtty 100 pug/ml ampisilliini) sisédltdvaan kasvatusputkeen. Bakteerien
annettiin kasvaa 37 °C ravistelijassa viiden tunnin ajan, minka jilkeen niitd siirrettiin putkesta
jatkokasvatukseen 1000 ml erlenmeyer-pulloon (LB-media, 100 png/ml ampisilliini). Pullot
siirrettiin 37 °C ravistelijaan yon yli ja seuraavana pdivdnd bakteerikasvatuksista valmistettiin
midiprep-ndytteet Macherey-Nagelin NucleoBond® Xtra Midi Plus Kit -paketin ohjeiden
mukaisesti. Midiprep-ndytteet digestoitiin Sacl- ja HindIlI-entsyymeilld kuten kohdassa 2.8.

2.11 PC-3-solujen toinen testitransfektio ja Western Blot

Ennen varsinaista transfektiota midiprep-plasmideilla niilld tehtiin ensin yksinkertaisempi
transfektio- ja Western Blotting -testi. Testitransfektio suoritettiin 12-kuoppalevylla, jonka
viiteen kuoppaan siirrettiin jokaiseen noin 110 000 solua ja liséttiin F12-K-kasvatusmediaa
siten, ettd kokonaistilavuudeksi tuli 2 ml. Solujen annettiin kiinnittyd yon yli, jonka jélkeen
transfektio tehtiin viidelld eri plasmidilla Scientificin LipofectamineTM 3000 -
transfektioliuoksia sekd -protokollaa kdyttden kuten kohdassa 2.2.1. Kéytetyt plasmidit

ndkyvit taulukossa 5. Transfektoidut solut siirrettiin yon yli kasvatusolosuhteisiin.

Taulukko 5 Transfektiossa kaytetyt plasmidikonstruktit.

N-terminuksen poistamisella tarkoitetaan, etta proteiinin ensimmaisen transmembraanialueen
ulkopuolista N-terminaalista paata koodaava geenialue on poistettu. Vastaavasti C-terminuksen
poistaminen tarkoittaa, etta viimeisen transmembraanialueen ulkopuolista C-terminaalista paata
koodaava geenialue on poistettu.

Plasmidi | Plasmidin nimi Geeni, joka plasmidiin on liitetty
TP pcDNA-ANO7 Kokonainen ANO7

-N pcDNA-ANO7-A1-331 ANO7, josta poistettu N-terminus
-C pcDNA-ANO7-A878-933 ANO7, josta poistettu C-terminus
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-N,-C pcDNA-ANO7-A1-331-A878-993 | ANO7, josta poistettu N- ja C-terminus
GFP pcDNA-EGFP GFP

Seuraavana pdivand GFP-plasmideilla transfektoituja soluja tarkasteltiin EVOSMS5000TM-
kuvauslaitteella. Kaikista kuopista poistettiin media ja ne huuhdeltiin kahdesti kylmalla
pesupuskurilla (fosfaattipuskuroitu suolaliuos). Kuoppiin lisittiin 2x Laemmli + BME -liuosta
(Bio-Rad), solut irrotettiin raapimalla ja solut sisdltdva liuos siirrettiin eppendorf-putkiin.
Néytteille tehtiin sonikaatio Bandelin Sonopuls -laitteella (Am 50 %, ProgNo2, aika 1
minuutti, 3 sekunnin sonikointi ja 3 sekunnin tauko). Proteiinigeeliajossa kdytettiin valmiiksi
valettua Mini-PROTEAN® TGXTM- geelid. Lysaatin proteiinikonsentraatiota ei laskettu,
vaan jokaista viittd ndytettd ajettiin 30 pul geelille. Proteiinit siirrettiin geeliltd Immobilon®-P-

membraanille 4 °C:ssa yon aikana.

Seuraavana pdivdnd membraani varjittiin Ponceau S -vériaineella ja kuvattiin skannerilla.
Membraani pestiin, siirrettiin maitoliuoksessa ravisteluun ja pestiin uudelleen kuten kohdassa
2.2.3. Vastaavasti membraani siirrettiin anti-ANO7-vasta-aineen (1:1000, 5 % naudan

seerumialbumiini, 0,01 % natriumatsidi) kanssa pyoriméén yon yli kuten kohdassa 2.2.3.

Aamulla membraani pestiin neljésti viiden minuutin ajan pesupuskurilla. Sekundaarinen
vasta-aineliuos valmistettiin kuten kohdassa 2.2.3. Membraani siirrettiin reilun tunnin ajaksi
huoneenldmpoon pydriméén vasta-aineliuokseen, minka jilkeen membraani pestiin neljésti
viiden minuutin ajan pesupuskurilla. Membraani valmisteltiin kuvausta varten Western Bright
TM Quantum Kit -pakkauksella kuten kohdassa 2.2.3 ja se kuvattiin lopuksi ChemiDoc-

laitteella.

2.12 PC-3-solujen varsinainen transfektio, koimmunopresipitaatio ja Western
Blot

Transfektiota varten viidelle kasvatusmaljalle siirrettiin jokaiselle noin 2 735 000 solua. F12-
K-kasvatusmediaa liséttiin siten, ettd maljalla olevan nesteen kokonaistilavuus oli 10 ml.

Maljat siirrettiin kasvatusolosuhteisiin yon yli. Seuraavana péivana transfektio suoritettiin
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Scientificin LipofectamineTM 3000 -transfektioliuoksia seki -protokollaa kayttden kuten
kohdassa 2.2.1. Transfektiossa kdytettiin viittd eri plasmidia (taulukko K) ja jokaiselle
maljalle transfektoitiin eri plasmidi. Transfektoidut solumaljat siirrettiin yon yli

kasvatusolosuhteisiin.

Seuraavana pdivand pcDNA-EGFP-plasmidilla transfektoitua maljaa tarkasteltiin
EVOSMS5000TM-kuvauslaitteella. Maljat siirrettiin jdille, kasvatusneste poistettiin ja maljat
pestiin kahdesti jadkylmalld pesupuskurilla. Maljoille liséttiin lyysispuskuria ja solut raavittiin
eppendorf-putkiin kuten kohdassa 2.2.2. Naytteitd fuugattiin tdysilld kierroksilla 30 minuuttia
+4 °C:ssa (Centrifuge 5424 R) ja supernatantit siirrettiin uusiin eppendorf-putkiin.
Solulysaattien proteiinikonsentraatio miéritettiin PierceTM BCA Protein Assay Kit -

pakkauksen ohjeiden mukaisesti kuten kohdassa 2.2.2.

Koimmunopresipitaatiota varten ndytteiden kokonaistilavuudeksi valittiin 750 pl, ja 1000 pg
proteiinia sisdltivd mééra ndytettd siirrettiin uuteen eppendorf-putkeen. 1 % CHAPS -
lyysispuskuria lisddmalla saavutettiin haluttu kokonaistilavuus. Jokaiseen putkeen lisittiin 2
ng anti-ANO7-vasta-ainetta (AB1853). Putket siirrettiin 4 °C:een pyoriméén yon yli.
Seuraavana pdivdnd nédytteiden sisdltimait, vasta-aineeseen tarttuneet proteiinit puhdistettiin

DynabeadsTM-helmien avulla kuten osiossa 2.2.2.

Proteiinigeeliajossa alkuperdisid ndytteitd ja anti-ANO7-vasta-aineella
koimmunopresipitoituja niytteitd ajettiin siten, ettd geelille ladattiin 30 pg proteiinia
jokaisesta alkuperdisestd niytteestd ja 30 ul immunopresipitaationdytteistd. Ajon jilkeen
proteiinit siirrettiin membraanille kuten osiossa 2.2.3. Aamulla membraani vérjittiin Ponceau
S -vériaineella ja kuvattiin skannerilla, minka jilkeen se siirrettiin ravisteluun 5 %
maitoliuoksessa. Sen jilkeen membraani pestiin kolmesti viiden minuutin ajan pesupuskurilla,
ja membraani siirrettiin anti-MY OF-vasta-aineliuoksen siséltdvéiin putkeen kuten osiossa

2.2.3. Putki siirrettiin 4 °C:een pyoriméén yon yli.
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Seuraavana pdivdnd membraani pestiin neljasti viiden minuutin ajan pesupuskurilla.
Sekundaarinen vasta-aineliuos (1:20000 Goat Anti-Rabbit IgG) valmisteltiin kuten kohdassa
2.2.3. ja membraani siirrettiin vasta-aineliuoksessa ravistelijaan reilun tunnin ajaksi
huoneenldmpdon. Membraani pestiin ja valmisteltiin ChemiDoc-kuvaukseen Quantum Kit -

paketilla kuten kohdassa 2.2.3.

Kuvauksen jdlkeen membraani pestiin pesupuskurilla ja peitettin RestoreTM PLUS Western
Blot -puhdistuspuskuriin paketin ohjeiden mukaisesti kuten kohdassa 2.2.3. Kuten kohdassa
2.2.3., membraani siirrettin ravisteluun 5 % maitoliuokseen ja pestiin, mink3 jélkeen se
siirrettiin anti-ANO7-vasta-aineliuoksessa pyoriméén yon yli 4 °C:seen. Seuraavana piivani
membraani pestiin jilleen neljdsti ja siirrettiin ravistelijaan sekundaarisen vasta-aineen (Goat
Anti-Rabbit IgG) kanssa reilun tunnin ajaksi. Membraani pestiin neljisti, valmisteltiin

Quantum Kit -paketilla ja kuvattiin ChemiDoc-laitteella kuten aiemmin.

2.13 Toinen toisto: PC-3-solujen transfektio, koimmunopresipitaatio ja Western
Blot

Kohdan 2.12. koeasetelma toistettiin uudelleen pienilld muutoksilla. Jokaiselle
kasvatusmaljalle maljattiin noin 3 miljonaa solua ja jokaisella viidelld plasmidilla
transfektoitiin kolme maljaa, jotta saatiin riittdvisti solulysaattia. Transfektiot, solujen lyysaus

ja proteiinikonsentraation mittaus suoritettiin samalla tavalla kuin kohdassa 2.12.

Koimmunopresipitaatio ja DynabeadsTM-kasittely toistettiin hieman eri tavalla kuin
aikaisemmin. Proteiinikonsentraation mittauksen jdlkeen, ennen vasta-aineen lisddmistd, 1000
ug proteiinia jokaisesta solulysaatista siirrettiin kolmeen 1,5 ml eppendorf-putkeen yhdessa
DynabeadsTM-helmien kanssa ja putket siirrettiin 30 minuutin ajaksi 4 °C:seen pyoriméén.
Tamin jdlkeen solulysaatit siirrettiin magneetilla puhtaisiin 1,5 ml putkiin ja DynabeadsTM-
helmiin téssd vaiheessa tarttuneet proteiinit hivitettiin, jotta ne eivét hiiritse varsinaista
koimmunopresipitaatiota. Jokaiselle solulysaatille tehtiin kolme eri vasta-ainekisittelya:
yhteen putkeen liséttiin anti-ANO7-vasta-ainetta, toiseen kontrollivasta-aineeksi Goat Anti-

Rabbit IgG ja kolmas sisilsi pelkkdd solulysaattia. Putket siirrettiin yon yli pyoriméén 4°C.
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Koimmunopresipitaatio, proteiinigeeliajo ja Western Blot suoritettiin kuten kohdassa 2.12.
silld erolla, ettd kisiteltdvid ndytteitd oli nyt enemman ja membraaneja kaksi. Molemmat
membraanit kuvattiin Ponceau S -virjdyksen jdlkeen skannerilla ja anti-MY OF- ja anti-

ANO7-blottausten jilkeen ChemiDoc-laitteella.

2.14 Viimeinen Western Blot

Osalle kohdassa 2.13. valmistetuille nédytteille tehtiin vield uusi proteiinigeeliajo ja Western Blot kuten
kohdassa 2.12. Western Blot -analyysissa kaytettiin niitd niytteita, joille oli tehty
koimmunopresipitaatio ANO7-vasta-aineella sekd solylysaatteja. Myof- ja anti-ANO7-blottausten

jalkeen membraanit kuvattiin ChemiDoc-laitteella.
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3 Tulokset

3.1 Alun testitransfektio

Alun testitransfektion tarkoituksena oli selvittdd, esiintyvétko myoferliini ja anoktamiini 7
koimmunopresipitaatiossa yhdessd, kun ANO7 transfektoidaan plasmidissa PC-3-soluihin.
Myoferliini on kooltaan 230 kDa, eli proteiinien koimmunopresipitaation onnistuessa 230
kDa proteiini pitdisi ndkya anti-myoferliiniblottauksessa niissd ndytteissa, joiden transfektio
tehtiin ANO7-geenin sisdltdvilld plasmideilla. Jos plasmidi tuottaa ANO7-proteiinia soluissa,
nikyy anti-ANO7-blottauksessa noin 100 kDa proteiini niissa néytteissé, joiden transfektio

tehtiin ANO7-geenin siséltavilla plasmideilla.

Membraanille suoritettiin blottaus myoferliinin seka anoktamiinin vasta-aineilla (kuva 6).
Anti-MY OF-blottauksessa sekd ANO7- ettd GFP-plasmideilla transfektoitujen solujen
lysaateissa ndkyy noin 230 kDa kokoinen molekyyli, eli kummassakin lysaatissa on
myoferliinia. ANO7-immunopresipitaatiossa ANO7-plasmidilla transfektoidussa niytteessa
on selked myoferliinisignaali, kun taas GFP-plasmidilla transfektoidussa niytteessa
myoferliinin 230 kDa signaali on selkedsti heikompi. IgG-IP-néytteissd ei ndy kummassakaan
230 kDa myoferliinin signaalia, mutta muita signaaleja nakyy. ANO7-IP- ja IgG-IP-néytteisséd
ndkyvit pienemmait signaalit ovat todennékdisesti proteiineja, joihin vasta-aine on
epaspesifisesti sitoutunut tai vasta-aineiden signaaleja. Jos [gG-molekyylit olisivat
denaturoituneet tiysin, niiden koko olisi 50 kDa ja 25 kDa. ANO7-proteiini ei kesti
95°C:seen lammittdmistd, minkd vuoksi kaikki geelille ajetut ndytteet on lammitetty vain
50°C:seen. Tdméan vuoksi IgG-molekyylit eivit vilttamétta ole tdysin denaturoituneet ja

nédkyvit siksi isompana signaalina geelilla.

Anti-ANO7-blottauksessa ANO7-plasmidin lysaatissa ndkyy 100 kDa kohdalla vahva
signaali, jota et ndy GFP-plasmidilla transfektoiduissa niytteissd. Tdma signaali on ANO7-
proteiini. Kummassakin lysaatissa ndkyy myds noin 80 kDa signaali, joka on luultavasti jotain
epdspesifistd taustaa. ANO7-immunopresipitaatiossa GFP-plasmidilla ainoa nékyva signaali
oli noin 100 kDa, joka todennékdisesti johtuu ANO7-vasta-aineesta. Sama signaali on myos

ANO7-IP:n ANO7-néytteessd. ANO7-plasmidin ANO7-immunopresipitaatiossa nikyvat



muut vahvat signaalit ovat kooltaan noin 110 kDa ja 70 kDa. 110 kDa signaali on ANO7-
proteiini, kun taas 70 kDa signaali on mahdollisesti jokin ANO7-proteiinin variantti. [gG-
koimmunopresipitaatiossa kummallakin plasmidilla nédkyy vahva signaali noin 100 kDa

kohdalla, miké aiheutuu todennékdisesti kédytetyistd vasta-aineista.

lysaatti ANO7-IP IgG-IP

A lysaatti ANO7-IP [eG-IP B
ANO7 GFP GFP ANO7 GFP ANO7 ANG7 GFF QIR ANOZ (GFE ANGY
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180 180
135 135 110
UL [ R B L B
- -~
| e ]

75
63

48 48

Kuva 6 A. A. ANO7-koimmunopresipitaation Western Blot anti-MYOF-vasta-aineella. Vasemmalla
nakyvat numerot ovat molekyylin koko kilodaltoneina (kDa). Molekyylipainomarkkerina kaytettiin
BlueStar Plus Prestained -proteiinimarkkeria (Nippon Genetics). B. ANO7-koimmunopresipitaation
Western Blot anti-ANO7-vasta-aineella. Vasemmalla ndkyvat numerot ovat molekyylin koko
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kilodaltoneina (kDa). Molekyylipainomarkkerina kaytettiin BlueStar Plus Prestained -proteiinimarkkeria.

3.2 ANO7-proteiinin N- ja C-terminaalisten paiden ennustaminen

DeepTMHMM-tydkalun avulla ennustettiin proteiinisekvenssistd ANO7-proteiinin
ensimmadinen ja viimeinen transmembraanialue seka niiden ulkopuolelle jddvat aminohapot
proteiinin N- ja C-terminaaliset pédét (kuva 7). Tatd ennustetta verrattiin myds kohdassa 2.3.

mainittuihin muiden ty6kalujen ennusteisiin transmembraanidomeeneista. Lopulliset

eli

poistettavat pait jattavat kaikkien neljdn ennusteen transmembraanialueiden ensimmaisen ja

viimeisen aminohapon lopulliseen proteiiniin.



>NP_001357623.1

MLERRAOEEDSTVLIDVSPPEAERRGEYGSTAHASEPGGOOARACRAGSPARPRIADFVLVWEEDLELDR
CODSAARDRTDMHRTWRET FLONLEALGLCVDOCODVODGNT TVHY ATLLSASWAVLCY YARDLRLELEFLOE
LPNOASNWSAGLLAWLGIPNVLLEVVEPDVPPEY Y SCRFRVNELPRFLGSDNQDTFFTSTREEHOQILFEILA
ETPYGHERENLLGTHOLLARGVLSAAFPLHDGPFETPPEGPOAPRLNOROVLFOHWARWGEWNEYQPTDE
VRRYFGERVALYFAWLGEYTGWLLEALVVGTLVELVGCEFLVESDIFTQELCGSEDSFEMCPLCLDCEPEWL
L3SACALACAGRLFDHGGTVEF SLEFMATWAVLLLEYWERESATLAYEWDCSDYEDTEERFEFQFALSAPM
TAPNPITGEDEPYFPERSEARFMLAGSVV IVVMVAVVVMCLVSIILYRATMATVVSRIGNTLLALWASET
ASL T GESVVNLVE I LI LSF I Y VS LARVLTEWEMERTOTEFEDAF T LEVE IFOFVNEF Y SSEVYI TAFFFEGREV
GYPGNYHTLFGVENEECAAGGCLIELAQELLV IMVGECVINNMOEVLIPELEGWWOEFELESEERFAGES
AGASOGPWEDDYELVPCEGLFDEYLEMVLOFGEVT IEVAARCPLAPLFATLNNWVEIRLDARRFVCEYRRE
VAERARCODIGIWFHILAGLTHLAVISNAFLLAFSSDFLEPRAY YRWTRAHDLRGFLNFTLARAPSSFARRHN
RTCRYRAFRDDDGHY SOTYWNLLAIRLAFVIVEFERVVESVGRELLDLLVEFDIFESVEIEVEREEY YLAROAT
AENEVLFGTHGTEDEQPEGSELSSHWITPFFTVEEASOLOO

Kuva 7 ANO7-proteiinin (NP_001357623.1, National Center for Biotechnology Information 2022d)
proteiinisekvenssi kokonaisuudessaan seka transmembraanialueet ja proteiinin terminaaliset paat

varjattyina. Harmaalla varjattyna DeepTMHMM-tyokalulla ennustetut kahdeksan

transmembraanialuetta (Hallgren ym. 2022). Sinisella varjattyna poistettava N-terminaalinen paa ja

keltaisella varjattyna poistettava C-terminaalinen paa.

3.3 Plasmidikonstruktien PCR-reaktiot

PCR-reaktioiden onnistuminen arvioitiin 0,8 % agaroosigeeliltd (kuva 8). Ensimmaéisessa
reaktiossa monistettiin pcDNA3-vektoria, ja muissa reaktioissa monistettiin vektoriin
liitettdvdd ANO7- tai GFP-inserttikonstruktia. Kuvaan 8 on merkittynd monistettujen
konstruktien koot emiksind. Kuvaan merkitty TP tarkoittaa tdyspitkdd ANO7-geenid. -N

tarkoittaa, ettd geenistd on poistettu ANO7-proteiinin N-terminaalista paétd koodaava osa.

34

Vastaavasti geenistd -C on poistettu C-terminaalista paéti koodaava osa, ja -N,-C on poistettu

kumpaakin paitd koodaava osa. GFP on GFP:ti koodaava kontrolligeeni.

5 pcDNA3 TP -N -C -C GFP
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Kuva 8 PCR-reaktiotuotteet ajettuna 0,8% agaroosigeelille. Vasemmalla 1 kb molekyylipainomarkkeri

(Quick-Load® 1 kb Plus DNA Ladder). Reaktiotuotteiden koot emaksina nakyvat kuvassa.



3.4 Plasmidien tarkistaminen kaksoisdigestiolla

Plasmidien restriktioreaktioissa kéytettiin Sacl- ja HindIII-restriktioentsyymejd, koska

molemmilla on vihintdén yksi restriktiokohta valmistetuissa plasmideissa joko vektorin tai

insertin alueella. Yhdessd entsyymit restriktoivat plasmidin vdhintdén kahdesta kohdasta.

Restriktioreaktiotuotteista ajettu geeli ja havaittujen pétkien koot esitetddn kuvassa 9.
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Restriktioreaktiotuotteiden odotetut koot esitetddn taulukossa 6. Kaikista niytteistd havaitaan

geelilld oikean kokoisia patkid. 84 bp ja 88 bp kokoisia pétkié ei havaita niiden pienen koon

vuoksi. Yliméérdiset patkét, jotka kuvassa nidkyvit, johtuvat todennékoisesti epétiydellisestd

digestiosta.
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Kuva 9 Reastriktioreaktiotuotteet ajettuna 0,8% agaroosigeelille. Vasemmalla 1 kb
molekyylipainomarkkeri (Quick-Load® 1 kb Plus DNA Ladder). Reaktiotuotteiden koot emaksina

nakyvat kuvassa.

Taulukko 6 Sacl- ja Hindlll-resktrioentsyymien pilkkomien plasmidifragmenttien odotetut koot.

Plasmidi Odotettujen restriktiofragmenttien koot (bp)
Tayspitkd ANO7 5305, 1941, 816, 88

-N 5305, 955, 816, 84

-C 5953, 1945, 84

-N,-C 5953, 955, 84

GFP 5984, 84
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3.5 Miniprep- ja midiprep-naytteiden kaksoisdigestiot

Kun transfektoiduista bakteereista oli ensin valmistettu puhdasviljelmaét, niistd valmistettiin
miniprep-ndytteet. Miniprep-ndytteiden restriktioreaktioista ajettu geeli esitetddn kuvassa 10.
Jokaisesta reaktiosta havaitaan odotettuja vastaavat patkat. Tassékin tapauksessa havaitut

ylimdardiset patkit johtuvat siité, ettd digestio ei ole ollut tdydellista.
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Kuva 10 Miniprep-restriktioreaktiotuotteet ajettuna 0,8% agaroosigeelille. Vasemmalla nakyy 1 kb
molekyylipainomarkkeri (Quick-Load® 1 kb Plus DNA Ladder). Restriktioreaktioista muodostuneet
patkat geelilld ja niiden koot emaksind nakyvat kuvassa.

Kun miniprep-ndytteiden sekvensointitulokset saapuivat, inserttien sekvenssit linjattiin
toistensa kanssa, jolloin jokaisesta plasmidista saatiin muodostettua koko insertin kattava

sekvenssi. Sekvenssin avulla tarkistettiin, ettd plasmidien sekvenssit olivat halutunlaiset.

Midiprep-niytteiden kaksoisdigestion tuloksia tarkastellaan 0,8 % agaroosigeelilld (kuva 11).
Jokaisesta reaktiosta saadaan nikyviin odotetun kokoiset patkét. Ylimaardisid patkia ei ndy
muissa kuin tdyspitkdin ANO7:n nédytteessd, jossa nakyva ylimédérdinen pétkd johtuu

epétdydellisestd digestiosta.
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Kuva 11 Midiprep-restriktioreaktiotuotteet ajettuna 0,8% agaroosigeelille. Vasemmalla nakyy 1 kb
molekyylipainomarkkeri (Quick-Load® 1 kb Plus DNA Ladder). Restriktioreaktioista muodostuneet
patkat geelilld ja niiden koot emaksina nakyvat kuvassa.

3.6 Toinen testitransfektio

Toisen testitransfektion tarkoituksena on selvittdi, tuottavatko valmistetut plasmidit ANO7-
proteiinia, kun ne transfektoidaan PC-3-soluihin. Jokainen ANO7-proteiinikonstrukti on eri
kokoinen, minka vuoksi ne ndkyvit Western Blotissa eri kokoisina signaaleina.
Bioinformatiikkatyokalun (Bioinformatics.org 2024) avulla arvioidut proteiinien odotetut
koot esitetddn taulukossa 7. Jos proteiinia tuotetaan solussa, pitdisi Western Blotissa nikyé

vastaavan kokoinen signaali, kun blottaus on suoritettu ANO7-vasta-aineella.

Taulukko 7 ANO7-proteiinien odotetut koot.
Proteiinien koot on ennustettu bioinformatiikkatydkalulla ja ne on pydristetty kilodaltonin tarkkuudella.

Proteiinin rakenne Proteiinin odotettu koko (kDa)
Tayspitkd ANO7 100

-N 68

-C 93

-N,-C 62
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Membraanille suoritettiin blottaus anoktamiini 7:n vasta-aineella (kuva 12). Tayspitkén
ANO7-geenin sisédltdvin ndytteen vahvin signaali on 100 kDa eli tiyspitkdi proteiinia
tuotetaan. -N-ndytteen ANO7-signaali on kooltaan noin 60 kDa eli hieman odotettua pienenpi.
-C-ndytteen ANO7-signaali vastaa odotettua 93 kDa. -N,-C-nédytteen ANO7-signaali on
kooltaan noin 58 kDa, eli myds hieman odotettua pienempi. Noin 80 kDa kokoinen proteiini
nékyy kaikilla plasmideilla, minkd vuoksi sen voidaan olettaa olevan taustasignaali.
Proteiinien todellinen litkkuminen geelilld voi riippua esimerkiksi sen kolmiulotteisesta
rakenteesta, minkd vuoksi odotetut koot ovat vain arvioita. Voidaan kuitenkin olettaa, ettd
tuotetut proteiinit ovat oikean kokoisia. Kaikissa ANO7-proteiinin sisdltdvissd niytteissa

nidkyy ANO7-proteiinin alapuolella kooltaan pienempid ANO7:n eri proteiinimuotoja.

ANO7-IP

-N
P -N -C -C GEFP

135 | -
93

100 | S ﬂ —_— 80

75

63

- W N

Kuva 12 Lysaattien Western Blot anti-ANO7-vasta-aineella. Vasemmalla ndkyvat numerot ovat
molekyylin koko kilodaltoneina (kDa). Molekyylipainomarkkerina kaytettiin BlueStar Plus Prestained -
proteiinimarkkeria.

3.7 Ensimmainen transfektio

Koimmunopresipitaation tuloksia tarkasteltiin Western Blotting -menetelmélld. Membraanille
suoritettiin blottaus myoferliinin sekd anoktamiini 7:n vasta-aineella (kuva 13). Myoferliinin
vasta-aineella blotatessa kaikissa lysaateissa ndkyy vahva signaali noin 230 kDa kokoisen
molekyylin kohdalla eli kaikki lysaatit sisdltavdt myoferliinia. Myoferliinia tuotetaan soluissa
itsestéddn, jolloin sitd on vapaana soluissa, eli tulos on odotettu. ANO7-
immunopresipitaationdytteissd kaikissa neljassa ANO7-plasmidin transfektiondytteessd nikyy

myoferliinin 230 kDa signaali, eli myoferliini koimmunopresipitoituu kaikkien ANO7-
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proteiinikonstruktien kanssa. Kontrollindytteessi nikyy myds heikko myoferliinin signaali
ANO7-koimmunopresipitaation jilkeen. Kaikissa ANO7-IP-néytteissd nikyy voimakas
signaali my0s noin 100 kDa sekd 58 kDa kohdalla kuten ensimmadisessékin testitransfektiossa
ja siten ndmd signaalit ovat todenndkdisesti anti-ANO7-vasta-aineen signaaleja. -N,-C-
ndytteessd myoferliinin signaali on hieman voimakkaampi kuin muissa ANO7-ndytteissd,
mika tarkoittaa, ettd siind myoferliinid on eniten. Myoferliini ei tdmén perusteella sitoudu
kumpaankaan ANO7-proteiinin terminaaliseen padhan, koska kun sen kumpikin pdé on
poistettu, koimmunopresipitoituu myoferliini edelleen ANO7-proteiinin kanssa. Myoferliinin

sitoutumispaikka ANO7-proteiinissa on siis mahdollisesti jossain keskelld proteiinia.

Anoktamiini 7:n vasta-aineella blotatessa TP- sekd -C-lysaatissa nidkyy haalea signaali noin
90 kDa kohdalla. -N- seki -N,-C-lysaateissa ndkyy vahvimmat signaalit 58 kDa kohdalla.
ANO7-immunopresipitaationdytteissa kaikilla niytteilla ndkyy noin 100 kDa kokoisen
molekyylin signaali. Signaali ei ole ANO7, koska se ndkyy myos GFP-néytteessd, joka ei
sisdlla ANO7-proteiinia. Signaali johtuu jostain muusta proteiinista, johon anti-ANO7-vasta-
aine on epéspesifisesti sitoutunut ja sitten vetinyt sen alas, tai signaali on vasta-
ainemolekyyli. Tayspitkdn ANO7:n IP-ndytteessd ndkyy ANO7-proteiinin signaali noin 110
kDa kohdalla. -N-nédytteessé ANO7-proteiinin signaali on noin 68 kDa eli odotetun kokoinen.
-C-néytteen vahvin signaali on 100 kDa taustasignaali, mutta sen alapuolella nékyy hyvin
haalea 93 kDa ANO7-proteiinin signaali. Saman ndytteen lysaatissa on néhtévissa selked 93
kDa kokoinen ANO7-proteiini, eli soluissa on sité tuotettu. -N,-C-ndytteen ANO7-signaali on
kooltaan noin 62 kDa eli odotetun kokoinen. -N- ja -N,-C-nédytteiden ANO7-signaalien
alapuolella olevat signaalit ovat samanlaiset kuin 3.6. kohdan testitransfektiossa eli ne ovat

ANO7:proteiinin jotain pienempid muotoja.
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Kuva 13 A. ANO7-koimmunopresipitaation Western Blot myoferliinin vasta-aineella. Vasemmalla
nakyvat numerot ovat molekyylin koko kilodaltoneina (kDa). Molekyylipainomarkkerina kaytettiin
BlueStar Plus Prestained -proteiinimarkkeria. B. ANO7-koimmunopresipitaation Western Blot
anoktamiini 7:n vasta-aineella. Vasemmalla nakyvat numerot ovat molekyylin koko kilodaltoneina
(kDa). Molekyylipainomarkkerina kaytettiin BlueStar Plus Prestained -proteiinimarkkeria.

3.8 Toinen transfektio

Koimmunopresipitaation tuloksia tarkasteltiin Western Blotting -menetelmalld. Molemmille
membraaneille suoritettiin blottaus myoferliinin sekd anoktamiini 7:n vasta-aineilla (kuva 14).
Kuviin on merkittynd oikeaan reunaan membraanilla ndkyvien signaalien arvioidut koot.
Kontrolli- ja lysaattindytteissd on jokaisessa myoferliinin 230 kDa signaali, ja lisdksi kaikissa

nidkyy myds ANO7-proteiinin oikean kokoinen signaali anti-ANO7-blottauksessa.

Tutkielmani kannalta tdrkein immunopresipitaatio on ANO7-IP. Myoferliinilla blotatessa
ainoastaan tiyspitkdn ANO7-proteiinin kohdalla ndhdéén hyvin haalea 230 kDA myoferliinin
signaali. Muissa ANO7-IP-néytteissd myoferliinid ei ndhda, eli se ei ole transfektiondytteissa

anoktamiini 7:44n sitoutuneena. [gG-IP-ndytteissd niakyy noin 50-60 kDa:n vililld
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vahvemmat signaalit kuin ANO7-IP-néytteissd. ANO7-IP-néytteistd -C-ndytteen noin 80 kDa
signaali on heikompi kuin muissa ANO7-IP- tai IgG-IP-néytteissa.

ANO7-vasta-aineella blotatessa kuvassa nékyy tiyspitkille 100 kDa ANO7-proteiinille vahva
signaali, mink& vuoksi siind voidaan olettaa olevan ANO7-proteiinia. IgG-IP:ssa tiayspitkdn
ANO7-proteiinin ndytteessa ei ole kyseistéd signaalia, eli kokopitkdn ANO7-ndytteen ANO7-
IP:ssd ndkyvé 100 kDa on todennidkdisesti oikea. -N-proteiinin kokoinen 68 kDa signaali
nidkyy ANO7-IP-nédytteessi. -C-proteiinin odotettu koko on 93 kDa, ja sen kohdalla nikyy
hyvin haalea signaali ANO7-1P:ssi. IgG-IP:n -C-ndytteessa nékyy noin 93 kDa vahva
signaali. My0s -N,-C-nidytteessd nikyy odotetun kokoinen 62 kDa signaali. B-kohdan
kontrollindytteissd nidkyy samat signaalit -C-ndytettd lukuunottamatta. -C-proteiinin hyvin
erilainen signaali ANO7- ja IgG-IP:ssé voisi kertoa siité, ettd proteiini kdyttaytyy
poikkeavasti yhdessd immunoglobuliinien kanssa. IgG-IP:n -C-ndytteen signaali on selkeésti

voimakkaampi kuin muissa niytteissd, miki voi johtua pipetointivirheesta.

A B
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Kuva 14 Western Blot myoferliinin (A,C) ja anoktamiini 7:n (B,D) vasta-aineilla. Vasemmalla nakyvat
numerot ovat molekyylin koko kilodaltoneina (kDa). Molekyylipainomarkkerina kaytettiin BlueStar Plus
Prestained -proteiinimarkkeria.

A. Kontrollindytteet, -N,-C-, -N- ja TP-lysaatit seka IgG-IP GFP-nayte myoferliinin vasta-aineella
blotattuna. Vahvin signaali on selkea myoferliinia vastaava 230 kDa. IgG-IP GFP-naytteessa nakyva
vahva 75 kDa signaali on luultavasti IgG-molekyyleja.
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B. Kontrollinaytteet, -N,-C-, -N- ja TP-lysaatit seka IgG-IP GFP-nayte anoktamiini 7:n vasta-aineella
blotattuna. Anoktamiini 7:n signaali nékyy lysaateissa ja kontrollindytteissa oikeissa kohdissa: TP-
naytteessa 100 kDa, -N-naytteessa 68 kDa, -C- naytteessa 93 kDa ja -N,-C-naytteessa 62 kDa.
Ylimaaraiset signaalit IgG-IP-naytteessa ovat vasta-ainemolekyyleja.

C. ANO7- ja IgG-immunopresipitaationaytteet myoferliinin vasta-aineella blotattuna. Western Blotting
on epadonnistunut, koska 230 kDa myoferliini ndkyy hyvin haaleana ainoastaan tayspitkdn ANO7-
naytteen kohdalla ja muissa ANO7-IP-naytteissa ei ollenkaan. Muut kuvassa nakyvat signaalit ovat
taustaa seka vasta-ainemolekyyleja.

D. ANO7- ja IgG-immunopresipitaationaytteet anoktamiini 7:n vasta-aineella blotattuna. Tayspitkaa
(100 kDa) ANO7-proteiinia saadaan nakyviin ANO7-immunopresipitaationaytteissa. -N- ja -N,-C-
naytteissa nakyy myods oikean kokoiset (68 kDa ja 62 kDa) signaalit. ANO7-IP:n -C-naytteessa nakyy
hyvin haalea signaali, joka nakyy kirkkaampana IgG-IP:ssa. Signaalit voivat olla esimerkiksi
immunoblobuliineja, minka vuoksi ne ovat erilaiset.

3.9 Western Blot -toisto

Western Blot toistettiin uudestaan, koska toisen transfektion tulokset ovat vaikeasti
tulkittavissa ja Western Blot mahdollisesti epdonnistunut. Tuloksia tarkasteltiin Western
Blotting -menetelméilld. Membraanille suoritettiin blottaus myoferliinin sekéd anoktamiini 7:n
vasta-aineella (kuva 15). Kuviin on merkittynd oikeaan reunaan membraanilla nikyvien

signaalien arvioidut koot.

Myoferliinin vasta-aineella blotatessa lysaattien signaalit ndyttidvat vastaavan aiempien
toistojen signaaleja, silld ainoa nikyva signaali on myoferliinin 230 kDa signaali. ANO7-1P
ndytteet ovat valitettavasti tissikin tapauksessa epéselvit, eikd kuvan perusteella pysty
paéttelemédn, missd ndytteistd on myoferliinin signaali ndkyvissd. ANO7-vasta-aineella
blotatessa lysaattien signaalit ovat samanlaiset kuin aiemmissa Western Bloteissa. ChemiDoc-
kuvauslaite ei pystynyt tarkentamaan kuvaa, minka vuoksi myds ANO7-vasta-aineblottauksen
kuva on epidselvd. Molekyylipainomarkkeri on kummassakin kuvassa selked, silld se on
kuvattu erikseen. Tayspitkdn ANO7-ndytteen kohdalla ndkyy 100 kDa signaali, ja
samankokoinen signaali ndkyy myos -C- sekd GFP-ndytteissd. Signaali ei siis todenndkdisesti
ole ANO7, koska se ndkyy myos GFP-kontrollissa, vaan jokin anti-ANQO7-vasta-aineeseen
epaspesifisesti sitoutunut proteiini tai vasta-ainemolekyyli. ANO7-1P:n -N-néytteessd on
todenndkoisesti oikean kokoinen 68 kDa signaali. My0s -N,-C-nédytteen signaali on oikeassa

62 kDa kohdassa.
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Kuva 15 Western Blot myoferliinin (A) ja anoktamiini 7:n (B) vasta-aineella. Vasemmalla ndkyvat

numerot ovat molekyylin koko kilodaltoneina (kDa). Molekyylipainomarkkerina kaytettiin BlueStar Plus
Prestained -proteiinimarkkeria.

A. Lysaatit ja ANO7-immunopresipitaationdytteet myoferliinin vasta-aineella blotattuna. Vahvimmat

signaalit ovat kontrollindytteissa myoferliinin signaali 230 kDa. ANO7-IP:n naytteissa vahvimmat
signaalit kohdissa 75 kDa ja 50 kDa ovat luultavasti vasta-aineita.

B. Lysaatit ja ANO7-immunopresipitaationaytteet anoktamiini 7:n vasta-aineella blotattuna.

Lysaattindytteissa nakyy samoissa kohdissa signaalit kuin ANO7-IP-naytteissd, minka vuoksi Western
Blot anoktamiini 7:n vasta-aineella ei ole onnistunut.
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4 Pohdinta

Tutkielmani tarkoituksena on selvittidd, vuorovaikuttaako myoferliini PC-3-
eturauhassyopésoluissa toisen ANO7-proteiinin terminaalisen pddn kanssa. Proteiinien
vilisilld vuorovaikutuksilla on merkittdvii rooleja muun muassa syovén saitelyssd, minkéd
vuoksi niiden avulla on mahdollista 10ytdéd esimerkiksi syopdgeeneja seka ladkkeiden
vaikutuskohteita (Ramos ym. 2024). Tutkimusryhmésséni oli aiemmin I6ydetty anoktamiini
7:n ja myoferliinin vélisid vuorovaikutuksia anoktamiini 7:44 stabiilisti yliekspressoivista
eturauhassyopésoluista, joissa ANO7 cDNA oli integroituna kromosomiin. Tdmén vuoksi
proteiinien odotetaan interaktoivan myos silloin, kun ANO7-geeni viedddn plasmidissa

ohimenevisti ilmentyen soluihin.

B-COP-proteiinin (COPI-proteiinikompleksin alayksikkd) on huomattu sitoutuvan
anoktamiini 1 -proteiinin N-terminaaliseen pddhan (Lee ym. 2016). B-COP-proteiini sddtelee
ANOI-proteiininikanavan toimintaa membraanilla (Lee ym. 2016). Muualla on siis havaittu
anoktamiinien N-terminaalisen pddn olevan olennainen proteiini-interaktiolle, ja siksi my0s
myoferliini voisi kiinnittyd ANO7-proteiinin N-terminaaliseen pd&hin. Toisaalta
ferliiniperheeseen myds kuuluvan otoferliinin sitoutuminen AHNAK-lihassoluproteiiniin on
riippuvainen AHNAK-proteiinin C-terminaalisesta padstd (Leclére & Dulon, 2023), minka
vuoksi myos myoferliinin tapauksessa sitoutuminen voisi tapahtua proteiinin C-

terminaaliseen pddhéan.

Tutkielmani alussa tehtiin testitransfektio, jolla varmistettiin anoktamiini 7:n ja myoferliinin
vuorovaikutus PC-3-soluissa, kun ANO7-geeni transfektoitiin plasmidissa. Vuorovaikutus
varmistettiin Western Blotilla, jossa anti-myoferliini-vasta-aineella blotatessa saatiin ANO7-
IP:n ANO7-néytteessd nikyviin myoferliinia vastaava signaali. Samalla tavalla kasitellyssi
GFP-plasmidindytteessa ei ndkynyt signaalia. Myoferliini siis ko-immunopresipitoituu
plasmidista tuotetun ANO7-proteiinin kanssa. Tutkielmaa varten valmistetuilla plasmideilla
toteutettiin testitransfektio, jotta voitiin varmistua siitd, ettd transfektio niilldkin onnistuu ja

Western Blotting anti-ANO7-vasta-aineella toimii.
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Ensimmadisen transfektion perusteella ei saada luotettavaa tietoa ANO7-proteiinin ja
myoferliinin vuorovaikutuksesta, silld tulokset eivét ole yksiselitteiset. Kaikkien ANO7-
proteiinien mukana on koimmunopresipitaatiossa vedetty alas myoferliinia. Lisdksi
myoferliinid saadaan myds GFP-néytteistda ANO7-IP:ssd. Ylimédardiset signaalit
membraaneilla sotkevat ANO7-blottausten tulosten tarkastelua. Pienet erot myoferliinin
signaaleissa saattavat selittya pienilld pipetointivirheilld. Jokaisesta IP-reaktiondytteestd
pipetoitiin geelille sama volyymi proteiinia, mutta pipetoidessa on silti saattanut tulla pienia
eroja naytteiden vililld. Jos pipetointi oli tarpeeksi tarkkaa eiké se selitd signaalien eroja,
sitoutuu myoferliini parhaiten ANO7-proteiiniin, kun sen kumpikin terminaalinen pda on

poistettu.

Anoktamiini 7 l&pdisee membraanin useaan kertaan (Das ym. 2008), joten myoferliinin olisi
teoriassa mahdollista sitoutua myds johonkin anoktamiini 7:n solun sisdpuolelle jadvista
transmembraanialueiden vilisistd silmukoista. Kun molemmat anoktamiini 7:n terminaaliset
pdit on poistettu, eivit ne ole estimissd myoferliinin pddsyd sen mahdolliseen
sitoutumiskohtaan transmembraanialueiden vilisissi lenkeissd. TAma voisi selittdd sen, miksi
myoferliinistd saatiin vahvempi signaali siind transfektiossa, jossa ANO7-proteiinista puuttui
kumpikin terminaalinen pdi. Toisaalta ANO7-proteiinin molemmat terminaaliset pdét ovat
vapaina sytosolissa (Das ym. 2008). Vapaana olevat péit sisédltavit useampia mahdollisia
sitoutumiskohtia ja ne ovat helpommin saatavilla muille proteiineille kuin
transmembraanialueiden viliset lyhyemmit lenkit. Siksi arveltiin, ettd myoferliini sitoutuisi

ainakin jollain tavalla ANO7-proteiinin toiseen pd&héan.

Ensimmadisessd transfektiossa oli mielenkiintoista myos se, ettd -C-proteiinin lysaatissa oli
ANO7-proteiinia, mutta ANO7-IP-néytteessi proteiinia ei havaita. Lysaatissa ollut ANO7-
proteiini ei siis jostain syystd nikynyt ANO7-immunopresipitaation jilkeen geelilld. On
mahdollista, ettd kyseinen proteiini ei ole irronnut DynabeadsTM-helmisté
immunopresipitaation jilkeen. Kaikki ndytteet kuumennettiin 50°C:seen, ja saattaa olla, ettd
tiukasti sitoutuneet proteiinit eivit ole irronneet tissi ldmpotilassa. Tavallisesti ndytteet
kuumennetaan 95°C:seen, mutta ANO7-proteiinin kanssa se ei ole mahdollista. Liian
kuumassa lampdotilassa ANO7:std saadaan Western Blotting -menetelmaa kayttaessd epédselva

signaali, ja sen takia kaikki geelille ajetut proteiinit oli limmitetty vain 50°C:seen.
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Toisessa transfektiossa myoferliini saadaan ndkyviin ainoastaan tayspitkilla ANO7-
proteiinilla, vaikka Western Blot toistettiin ANO7-IP-niytteilld kahdesti. Tayspitkéin, -N- ja -
N.-C-proteiinien transfektio ndyttdd onnistuneen, koska kaikista saadaan oikean kokoista
proteiinia. Vain -C-ndyte vaikuttaa epdonnistuneen, koska oikean kokoista proteiinia ei ole
immunopresipitaation jilkeen nikyvissé, vaikka lysaatissa proteiinia esiintyy. Melkein
kaikkia ANO7-proteiineja siis saatiin immunopresipitoitua ANO7-vasta-aineella, mutta

myoferliinid ei siitd huolimatta ndy misséén ndytteessa.

Toisessa transfektiossa solulysaatit kisiteltiin DynabeadsTM-helmilld ennen ANO7-
immunopresipitaatiota. Késittelyn tarkoituksena oli poistaa mahdolliset taustaproteiinit ennen
immunopresipitaatiota. Western Blot ei kuitenkaan onnistunut juurikaan paremmin késittelyn
jélkeen, koska signaalit ovat leveitd ja epéselvid. Voi olla, ettd immunopresipitaatiossa on
tapahtunut jotain, mika on pilannut néytteet. Lahes kaikissa Western Blot -kuvissa on
membraanilla ndkyvissd ylimédardisid signaaleja. Anti-ANO7-vasta-aineeseen sitoutuu
immunopresipitaatiossa jonkin verran muita epéspesifisid proteiineja, jotka myos liikkuvat
geelilld ja ndkyvit membraanilla anti-ANO7-vasta-aineella blotatessa. ANO7-proteiineja
saatetaan myds muokata soluissa translaation jidlkeen, minkd seurauksena ANO7-proteiinin

erilaiset versiot voivat litkkua geelilla eri tavalla.

Kéytetyt anti-ANO7- ja IgG-vasta-aineet litkkuvat myds geelilld, minkd vuoksi ne sekoittavat
kuvien tulkitsemista. Jos immunopresipitaatiossa kaytetyt anti-ANO7-vasta-ainemolekyylit
olisivat denaturoituneet tiydellisesti, olisi niistd ndkynyt geelilld 25 kDa ja 50 kDa signaalit
(Lal ym. 2005). Kyseisii signaaleja ei kuitenkaan saatu selkeésti ndkyviin, mika tarkoittaa,
ettd molekyylien denaturaatio oli epdtdydellistd ja membraanilla nihtiin vain noin 100 kDa
signaali. Vasta-ainemolekyylien kevyt- ja raskasketjut eivét vélttdmaitti ole irronneet
toisistaan, koska kaikki néytteet kuumennettiin vain 50 °C:seen, kun usein kuumennus
tapahtuu 95 °C:ssa. Korkeammassa ldmpdtilassa olisi mahdollisesti saatu vasta-aineen 25 kDa
ja 50 kDa signaalit ndkyviin. Pienempi kuumennusldmpdétila valittiin siksi, ettei ANO7-
proteiineja voi kuumentaa liikaa, tai ANO7-proteiinista ei saada nékyviin siistid signaalia

geelille.
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Vaikka tdssi pro gradu -tutkielmassa ei saatu vastausta sille, onko ANO7-proteiinin toinen
terminaalinen pdd ehdoton ANO7-proteiinin ja myoferliinin viliselle interaktiolle, saatiin
viitteitd siitd, ettd myoferliini sitoutuu ANO7-proteiiniin myos ilman sen kumpaakaan vapaata
terminaalista pddtd. Ensimmadisessd transfektiossa myoferliini saatiin ndkyviin jokaisella
ANO7-proteiinin versiolla, mika kertoo siitd, ettei ainakaan kaikista olennaisinta osaa
myoferliinin ja ANO7:n interaktiolle onnistuttu ANO7-proteiinista paikantamaan.
Myoferliinin ja anoktamiini 7:n vilisté interaktiota tulee siis tutkia lisdi, jotta tarkka

sitoutumispaikka on mahdollista selvittaa.
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