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Beskrivning
Syftet med denna studie var att definiera de faktorer som påverkar fördelningen av cellkärneproteiner
i flerkärniga skelettmuskelceller (myotuber). Kärnuppsökande röda fluorescerande proteiner av olika
molekylvikt användes som modell. Förändringar i deras fördelning beräknades som en följd av
störningar som orsakade hypertrofi, atrofi och reducerad intransport av kärnor hos myotuberna. I
kombination med mätvärden från litteraturen utvecklades en beräkningsmodell som kan simulera
fördelningen av kärnprotein. Slutligen bekräftades resultaten från modellsystemet med hjälp av de
muskelförekommande transkriptionsfaktorerna ARNT och Six1.

Denna studie genomfördes för att studera fördelningen av kärnproteiner i flerkärniga
skelettmuskelceller. Myotuber framställdes genom att differentiera primära myoblaster från mus som
sparsamt transfekterades för att uttrycka kärnprotein från en enda kärna. Från mikroskopibilderna
mätte vi proteinintensiteten hos alla kärnor, samt distansen mellan varje kärna och den starkast
lysande kärnan, vilken antogs vara den som tranfekterats. Vi använde dessa fördelningsprofiler för att
studera förhållandet mellan ett proteins storlek och dess transportsätt. Vidare undersökte effekten av
behandlingar som framkallar cellhypertrofi (kapsaicin), -atrofi (dexametason), och reducerad
intransport till kärnor (importazole) på kärnproteintransport. Dessutom utvecklade vi en matematisk
modell som simulerar hur förändringar i cell- och proteinegenskaper påverkar proteintransport. Dessa
data utgör basen för figurerna i det bifogade manuskriptet, som även innehåller de experimentella
metoderna i detalj. Datan har organiserats enligt motsvarande figur.

Figur 1 - Transportdynamik för proteinimport till cellkärnan
Vi tog mikroskopbilder 6, 12, 18 och 24 timmar efter att uttrycket av DsRed inducerats, för att
kartlägga transporten av de röda fluorescerande proteinerna (RFP, Fig. 1-4). Vi inkluderade även en
Hoechst motfärgning vid den sista intervallen (24 h, Fig. 1-5).

Figur 2 - Molekylärvikten påverkar kärnproteintransport
Här visas fördelningsprofilerna av RFP-varianterna mCherry, tdTomato och DsRed i myotuber efter tre
dagars celldifferentiering och en dag av genuttryck. Bilderna kommer från fluorescensmikroskop och
innehåller två kanaler; en med RFP-signalen, och den andra med en motfärgning. Filnamnen indikerar
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vilket RFP som använts.

Figur 3 - Störning av intransport till cellkärnor påverkar kärnproteintransport
Cellerna i dessa bilder behandlades under de sista 24 timmarna med 5uM importazole för att minska
intransporten av proteiner till cellkärnorna. Filnamnen indikerar vilket RFP som använts.

Figur 4 - Cellens morfologi påverkar kärnproteintransport
Cellerna i dessa bilder behandlades under de sista 24 timmarna med antigen 10 uM kapsaicin eller 10
uM dexametason för att framkalla hypertrofi respektive atrofi. Dessa behandlingar förändrar cellens
bredd, vilket påverkar fördelningen av kärnproteiner. Filnamnen indikerar vilken behandling och vilket
RFP som använts.

Figur 5 - Beräkningsmodell som simulerar kärnproteintransport.
En modell utvecklades i MATLAB för att simulera hur olika egenskaper hos celler och proteiner
påverkar fördelningen av kärnproteiner.

Figur 6 - Transport av muskelrelaterade transriptionsfaktorer
För att styrka resultaten som gavs av RFP-modellen repeterades experimenten med de
muskelförekommande transkriptionsfaktorerna ARNT-CFP och Six1-myc. Storleksmässigt liknar ARNT-
CFP DsRed, och Six1-myc liknar mCherry. Bilderna innehåller två kanaler; ARNT-CFP med
motfärgningen DRAQ5, och Six1-myc med motfärgningen Hoechst. Filnamnen indikerar vilken
transkriptionsfaktor som använts.
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