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Beskrivning

Syftet med denna studie var att definiera de faktorer som paverkar fordelningen av cellkarneproteiner
i flerkarniga skelettmuskelceller (myotuber). Karnuppsékande réda fluorescerande proteiner av olika
molekylvikt anvandes som modell. Forandringar i deras fordelning berdaknades som en fdljd av
storningar som orsakade hypertrofi, atrofi och reducerad intransport av karnor hos myotuberna. |
kombination med matvarden fran litteraturen utvecklades en berékningsmodell som kan simulera
fordelningen av karnprotein. Slutligen bekréftades resultaten fran modellsystemet med hjalp av de
muskelférekommande transkriptionsfaktorerna ARNT och Six1.

Denna studie genomfdrdes for att studera fordelningen av karnproteiner i flerkarniga
skelettmuskelceller. Myotuber framstalldes genom att differentiera primara myoblaster fran mus som
sparsamt transfekterades for att uttrycka kérnprotein fran en enda karna. Fran mikroskopibilderna
matte vi proteinintensiteten hos alla karnor, samt distansen mellan varje karna och den starkast
lysande karnan, vilken antogs vara den som tranfekterats. Vi anvande dessa fordelningsprofiler for att
studera férhallandet mellan ett proteins storlek och dess transportsatt. Vidare undersokte effekten av
behandlingar som framkallar cellhypertrofi (kapsaicin), -atrofi (dexametason), och reducerad
intransport till karnor (importazole) pa karnproteintransport. Dessutom utvecklade vi en matematisk
modell som simulerar hur férandringar i cell- och proteinegenskaper paverkar proteintransport. Dessa
data utgor basen for figurerna i det bifogade manuskriptet, som &ven innehaller de experimentella
metoderna i detalj. Datan har organiserats enligt motsvarande figur.

Figur 1 - Transportdynamik for proteinimport till cellkarnan

Vi tog mikroskopbilder 6, 12, 18 och 24 timmar efter att uttrycket av DsRed inducerats, for att
kartlagga transporten av de roda fluorescerande proteinerna (RFP, Fig. 1-4). Vi inkluderade aven en
Hoechst motfargning vid den sista intervallen (24 h, Fig. 1-5).

Figur 2 - Molekylarvikten paverkar karnproteintransport

Har visas fordelningsprofilerna av RFP-varianterna mCherry, tdTomato och DsRed i myotuber efter tre
dagars celldifferentiering och en dag av genuttryck. Bilderna kommer fran fluorescensmikroskop och
innehaller tva kanaler; en med RFP-signalen, och den andra med en motfargning. Filnamnen indikerar
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vilket RFP som anvants.

Figur 3 - Storning av intransport till cellkarnor paverkar karnproteintransport
Cellerna i dessa bilder behandlades under de sista 24 timmarna med 5uM importazole for att minska
intransporten av proteiner till cellkarnorna. Filnamnen indikerar vilket RFP som anvants.

Figur 4 - Cellens morfologi paverkar karnproteintransport

Cellerna i dessa bilder behandlades under de sista 24 timmarna med antigen 10 uM kapsaicin eller 10
uM dexametason for att framkalla hypertrofi respektive atrofi. Dessa behandlingar férandrar cellens
bredd, vilket paverkar fordelningen av karnproteiner. Filnamnen indikerar vilken behandling och vilket
RFP som anvants.

Figur 5 - Berakningsmodell som simulerar karnproteintransport.
En modell utvecklades i MATLAB for att simulera hur olika egenskaper hos celler och proteiner
paverkar férdelningen av kérnproteiner.

Figur 6 - Transport av muskelrelaterade transriptionsfaktorer

For att styrka resultaten som gavs av RFP-modellen repeterades experimenten med de
muskelforekommande transkriptionsfaktorerna ARNT-CFP och Six1-myc. Storleksmassigt liknar ARNT-
CFP DsRed, och Six1-myc liknar mCherry. Bilderna innehaller tva kanaler; ARNT-CFP med
motfargningen DRAQS5, och Six1-myc med motfargningen Hoechst. Filnamnen indikerar vilken
transkriptionsfaktor som anvants.
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