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Biokemiallisten signaalien ohella myts mekaaniset signaalit aiheuttavat vasteita soluissa. Proses-
sia, jossa ymparistdn mekaaninen signaali saa aikaan solussa vasteen, kutsutaan mekanotrans-
duktioksi, ja sen tutkimiseen on erikoistunut mekanobiologian ala.

Tuman tiedetaan olevan mekanosensitiivinen soluelin, joka havaitsee mekaanisia signaaleja
kuten fyysisia voimia. Taman tutkimuksen tarkoituksena oli tutkia tapausta, jossa solun aktiinituki-
rangasta kantautuvat fyysiset voimat valittyvat tumakotelolla sijaitsevan LINC-kompleksin kautta
tumaan. Tavoitteena oli selvittaa, miten nama voimat reagoivat epiteelisolukon tiheyden kasvuun.

Tutkimuksessa kaytettiin apuna nesprin-TS -nimistd molekulaarista voimasensoria, jonka toi-
minta perustuu Foérsterin resonanssienergiansiirtoon. Sensorissa kaksi FRET:iin kykenevaa fluo-
resoivaa molekyylia on linkitetty toisiinsa elastisella peptidilla. Kun sensori venyy siihen kohdistu-
vien voimien vaikutuksesta, FRET:n tehokkuus laskee. Jousi mahdollistaa sensorin palaamisen
lepopituuteensa ja FRET:n palautumisen. Tutkimuksessa sensori oli asetettu osaksi mininespriini-
2G:ta, joka korvaa normaalisti LINC-kompleksissa esiintyvaa nespriini-2G:ta. Taman avulla saatiin
havainnoitua suoraan aktiinitukirangasta LINC-kompleksiin valittyvia voimia.

Tutkimuksessa havaittiin 3- ja 5-paivaisia epiteelisoluja tutkimalla, ettd epiteelisolukon kasva-
essa tiivimmaksi solujen tumiin kohdistuvat voimat kasvavat. Voimien kasvun esitetaan johtuvan
epiteelin maturaatiossa ja mesenkyymi-epiteelitransitiossa tapahtuvista radikaaleista aktiinitukiran-
gan muutoksista. Tutkimuksessa huomattiin myoés, ettd mitattaessa FRET:id on mittausalueen
maskaus kohdistettava nimenomaan tumakoteloon luotettavimman tuloksen saamiseksi.

Tutkimuksessa selvitettiin my6s solujen aktiinipolymerisaatiota inhiboivan sytokalasiini D -myr-
kyn vaikutusta tumaan kohdistuviin voimiin. Tulosten pohjalta 3-paivaisten solujen tumiin kohdistu-
vat voimat kasvavat myrkyn vaikutuksesta, mutta 5-paivaisiin soluihin se ei vaikuta. Taman esite-
taan johtuvan siita, ettd 3-paivaiset solut kykenevat viela liikkumaan, jolloin niiden aktiinitukiranka
on dynaaminen, kun taas 5-paivaiset solut ovat polarisoituneet osaksi epiteelia, eivatka tarvitse
enda dynaamista aktiinitukirankaa, johon sytokalasiini D vaikuttaa.

Kaytetyn voimasensorin kontrollisensori nesprin-HL ei tuottanut odotettuja tuloksia, vaan viittasi
sensoriin kohdistuvan hyvin suuria voimia, mika ei ole mahdollista, silla sensorin toinen paa on
katkaistu. Kontrollisensorin epaillddn mutatoituneen, ja kontrollin puutteen vuoksi tutkimuksen tu-
loksia ei voida pitada taysin luotettavina. Nesprin-TS:n tulokset ovat kuitenkin jarkevia, joten itse
sensorin voidaan olettaa toimivan halutunlaisesti. Kontrollilinja tulisi transfektoida uudelleen, ja
suorittaa uudet kontrollimittaukset tulosten varmentamiseksi.

Tutkimuksen tulosten pohjalta esitetaan, etta epiteelisolukon tiheyden kasvu johtaa aktiinituki-
rangasta LINC-kompleksiin valittyvien voimien kasvuun. Seuraavana vaiheena olisi tutkia samojen
voimien vaikutusta nespriini-1:een, seka valikokoisista saikeistd nespriini-3:een ja mikrotubuluk-
sista nespriini-4:8an kohdistuvien voimien muutoksia. Nain saataisiin parempi kuva siita, miten tu-
maan kohdistuu voimia epiteelisolukon tiivistyessa.

Avainsanat: aktiinitukiranka, epiteeli, Forsterin resonanssienergiansiirto, LINC-kompleksi,
mekanotransduktio, nespriini, tuma.
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1. JOHDANTO

Mekanobiologia on nopeasti kehittyva tieteenala, joka pyrkii ymmartamaan fysikaalisten tekijoiden
vaikutuksia solun toimintaan. Biokemiallisten signaalien lisdksi myds mekaaniset signaalit, kuten
solun rakenteisiin kohdistuvat fyysiset voimat vaikuttavat solun toimintaan ja rakenteeseen. Pro-
sessia, jossa mekaaninen signaali muutetaan biokemialliseen muotoon, kutsutaan mekanotrans-
duktioksi, mutta mekanotransduktio-termia kaytetdan nykyaan myods laajemmassa mittakaavassa
viittaamaan yleisesti solun vasteisiin sen fysikaalisen ympariston muutoksiin. Mekanotransduktion
tarkempaa osuutta solun toimintaan tutkitaan viela, mutta on jo selvaa, etta sen merkitys solun
toiminnalle on elintarkea. Mekanotransduktiivisten prosessien tiedetaankin vaikuttavan ainakin tu-
man liikkeeseen ja asemoitumiseen solun siséalla, solun tukirangan jarjestaytymiseen, solun pola-
risaatioon, solun migraatioon seka solujen erilaistumiseen. Lisaksi nykytutkimuksen valossa tiede-
taan, ettad kaikki solutyypit reagoivat mekaanisiin arsykkeisiin. (Engler ym. 2006, Isermann ym.
2013)

1.1 Tumakotelo ja LINC-kompleksi

Eras mekanotransduktiivinen prosessi tapahtuu, kun solu valittdd ymparistostaan aktiinitukiran-
kaansa kohdistuvan mekaanisen rasitteen tumaansa LINC-kompleksin (LInker of Nucleoskeleton
and Cytoskeleton, tuman tukirangan ja solun tukirangan yhdistdja) kautta. Yleisesti tumaan koh-
distuvien voimien on osoitettu aiheuttavan tuman deformaatiota, ja on teoretisoitu, ettéd tama puo-
lestaan voisi vaikuttaa esimerkiksi kromatiinin rakenteeseen tai transkriptiofaktoreiden saatelyyn
(Isermann ym. 2013). Hyvana esimerkkina tuoreessa tutkimuksessaan Carley ym. (2021) esimer-
kiksi osoittivat, ettd LINC-kompleksi valittda B1 integriineihin sitoutuneen aktiinitukirangan jannit-
teen tumalaminaan, ja sadatelee suoraan epidermaalista erilaistumista ohjaavien geenien iimenty-
mista keratinosyyteissa. LINC-kompleksin tehtdvana on siis lapaistd tumakotelo, ja tarjota reitti,
jota pitkin naitd mekaanisia voimia voidaan valittda tumaan, seka luoda linkki tuman ja solun tuki-

rangan valille.

Tumakotelo on kahdesta kaksoislipidikerroksesta, ulommasta ja sisemmasta tumakalvosta (ONM
ja INM), koostuva rakenne. Kalvojen valissa on noin 50 nanometrid levea perinukleaarinen tila
(PNS). Ulompi tumakalvo ja perinukleaarinen tila ovat solulimakalvoston (ER) jatke, ja sisemman
tumakalvon tuman puoleisella pinnalla sijaitsee viela tumalevy, joka on noin 50 nanometria paksu
proteiiniverkosto. Tumalevyn paaasialliset proteiinit ovat A-tyypin (lamiinit A ja C) ja B-tyypin (la-
miinit B1 ja B2) lamiinit, jotka kuuluvat valikokoisten saikeiden perheeseen ja muodostavat kontak-
teja sekd sisemman tumakalvon rakenteiden etta kromatiiniproteiinien valille tarjoten nain ankku-

roitumiskohtia kromatiinirakenteille. (Crisp ym. 2006)



LINC-kompleksi itsessaan on suuri, useasta osasta koostuva proteiinikompleksi. Kuten Crisp ym.
(2006) tutkimuksessaan osoittivat, LINC-kompleksi muodosta ketjun, jossa ensimmaisena tuman
ulkopuolella aktiiniin on kiinnittyneena nespriini N-terminaalisesta domeenistaan. Nespriinin ra-
kenne ulottuu ulomman tumakalvon lavitse, ja liittyy SUN-kompleksin (Sad1p and UNc-84) C-ter-
minaaliseen osaan omasta C-terminaalisesta KASH-domeenistaan (Klarsicht, Anc-1 and Syne Ho-
mology). SUN-kompleksin rakenne jatkuu sisemman tumakalvon lapi, ja yhdistyy tuman nukleaari-
sella puolella lamiineista muodostuvaan tumalevyyn N-terminaalisesta osastaan. LINC-kompleksin

rakenne on esitelty alla kuvassa 1 sellaisena kuin Crisp ym. (2006) sen alun perin esittivat.

Actin

Nesprin with lumenal
KASH domain

<-— ONM

PNS <— SUN protein dimer

<— |[NM
Sun1 membrane
proximal domain

t

Sun N-terminal domain Lamin

Kuva 1: LINC-kompleksin rakenne, joka kasittda tuman ulkopuolella aktiiniin sitoutu-
vaan nespriinistd ja KASH-domeenista koostuvan osan, seka sisemman tumakalvon
lApaisevan tuman sisallda lamiiniin sitoutuvan SUN-proteiinikompleksin. (Crisp ym.
2006)

Nespriinit (Nuclear Envelope Spectrin-Repeat ProteINS, NESPRINS) ovat tumaa ja sytoskeletaa-
lisia proteiineja toisiinsa linkittavien proteiinien perhe. Nespriinien perheeseen kuuluvat nespriinit
1-4. Naista erityisesti nespriini-1 ja nespriini-2 ovat olennaisia tumakotelon ja solun aktiinitukiran-

gan linkittdmisessa, silla juuri ne kykenevat kiinnittymaan aktiinin polymerisoituneeseen muotoon,



eli F-aktiiniin, N-terminaalisten kalponiinihomologidomeeniensa avulla. Nespriini-3 puolestaan toi-
mii linkkina tumakotelon ja valikokoisten filamenttien valilla, ja nespriini-4 kytkeytyy kinesiini-1:n
alayksikkdon nimelta kif5b. Nespriineista on olemassa myos useita eri isoformeja, jotka saattavat
lokalisoitua muuallekin kuin tumakotelolle, ja toimia muiden solun osien linkkereina. (Rajgor ym.
2013) Taman tutkimuksen kannalta tarkein nespriini on nespriini-2. Nespriini-2 (myos Nespriini-2
Giant, Nespriini-2G) koostuu N-terminaalisesta kalponiinihomologiadomeenista, jota seuraa 56
kappaletta niin kutsuttuja spektriinitoistojaksoja, jotka koostuvat tyypillisesti vasenkatisesta kolmen
alfaheliksin muodostamasta kierrerakenteesta. Spektriinitoistoja seuraa vielda KASH-domeeni, joka

kiinnittyy LINC-kompleksin SUN-domeeniin perinukleaarisessa tilassa. (Rajgor ym. 2013)

Lamiinit ovat tyypin V valikokoisia saikeita, jotka tunnetaan myds nimella tumalamiini. Tyypin A ja
B lamiinit toimivat sisemman tumakalvon sisapuolella erdanlaisena mekaanisena tukirankana seka
osallistuvat moniin tuman toimintoihin. Tumalevy koostuu myds muista proteiineista, mutta juuri
lamiinit muodostavat valtaosan tasta rakenteesta. Tumalevy ankkuroituu tumahuokosiin seka si-
sempaan tumakalvoon, ja tarjoaa sitoutumispaikkoja kromatiinille. Yksittaiset lamiiniproteiinit koos-
tuvat a-helikaalisesta varsirakenteesta, jota rajaavat N-terminaalinen globulaarinen paarakenne
(head), ja C-terminaalinen hantarakenne (tail). Lamiinit muodostavat coiled-coil-dimeereja, ja
vaikka on osoitettu, etta myos A- ja B-tyypin lamiinit vuorovaikuttavat keskenaan itsensa lisaksi, ei
tumalevyn lamiinipolymeerien rakenteita tunneta kovin hyvin. (Dechat ym. 2008) Vaikka Dechat
ym. (2008) tutkimuksesta on jo aikaa, todettiin ainakin Makarov ym. (2019) tutkimuksessa, etta
lamiinien molekulaarisesta rakenteesta ja jarjestaytymismekanismeista tiedetaan edelleen hyvin
vahan. Sama koskee my6s muita valikokoisia saikeita, ja olemassa oleva tieto pohjautuu Iahinna
elektronimikroskopiaan seka yksittaisten fragmenttien kristallirakenteisiin. Lamiineilla on osoitettu
olevan yhteyksia muun muassa yksilonkehitykseen, solujen erilaistumiseen, kromosomien ase-
moimiseen tumassa ja heterokromatiinin organisaatioon, DNA:n replikaation saatelyyn, geenien

transkriptioon, ja moniin muihin solulle elintarkeisiin toimintoihin. (Dechat ym. 2008)

1.2 Forsterin resonanssienergiansiirto eli FRET

Forsterin resonanssienergiansiirto (Forster Resonance Energy Transfer, FRET) on ei-radiatiivinen
energiansiirtoprosessi, jossa virittyneen fluoresoivan luovuttajamolekyylin energia siirtyy perusti-
lassa olevalle fluoresoivalle vastaanottajamolekyylille iiman sateilya (Govorov ym. 2016). Proses-
sin 16ysi alun perin Theodor Foérster (1946), mutta hanen alkuperaisten julkaisujensa ollessa sak-
saksi joudutaan téssa tukeutumaan toiseen lahteeseen ilmitta kasiteltdessa. Forster julkaisi ilmi-

osta kaikkiaan 11 artikkelia.

FRET-prosessin tapahtuminen vaatii, ettd luovuttaja- ja vastaanottajafluoroforit ovat avaruudelli-

sesti hyvin Iahella toisiaan. Kaytannossa niiden etaisyyden taytyy olla alle 10 nanometria, mutta



joissain tapauksissa etaisyys voi olla jopa 20 nanometria. Lisaksi vaaditaan, etta luovuttajan emis-
siospektri asettuu osittain paallekkain vastaanottajan absorptiospektrin kanssa. (Govorov ym.

2016) Esimerkki fluoroforien spektraalisesta lomittumisesta on havainnollistettu kuvassa 2.

@ MTFP1 ex mTFP1 em Venus ex Venus em  # Overlap
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Kuva 2: mTFP1:n ja Venuksen spektraalinen lomittuminen. Kuvassa nakyy kuinka
mTFP1:n emissio asettuu osittain paallekkain Venuksen absorptioalueen kanssa noin
460-530 nm kohdalla (kuvassa nimella Overlap). Luotu FPbase FRET Calculator -tyo-
kalulla osoitteessa https://www.fpbase.org/fret/.
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Ei-radiatiivinen energiansiirtoprosessi eroaa tavallisista radiatiivisista energiansiirtoprosesseista
prosessin valittdjana toimivan hiukkasen osalta. Tavallisissa radiatiivisissa energiansiirtoproses-
seissa energian valittajana toimii fotoni, joka kuljettaa esimerkiksi fluoresenssissa fluoroforin emit-
toiman viritystilan energian eteenpain. Ei-radiatiivisissa energiansiirtoprosesseissa sen sijaan

energian valittajana toimii niin sanottu virtuaalifotoni. (Govorov ym. 2016)

Virtuaalifotoni on virtuaalihiukkanen, ja virtuaalihiukkaset ovat Heisenbergin epatarkkuusperiaat-
teen rajoissa syntyvia, kahden todellisen hiukkasen valilla vaihdettavia vuorovaikutusten valittajia.
Koska epatarkkuusperiaate maarittaa, ettd aarimmaisen lyhytikaisen systeemin energia on hyvin
epatarkka, virtuaalihiukkasia voi ilmestya valituotteina atomien valisissa vuorovaikutuksissa. Virtu-
aalihiukkaset taytyy absorboida takaisin osaksi todellisia hiukkasia lahes valittomasti, jotta epatark-
kuusperiaate ei rikkoudu, ja hiukkaset eivat realisoidu, silla se rikkoisi energian sailymislakia.
(Weinberg 1977)

Forsterin resonanssienergiansiirrossa, joka on siis ei-radiatiivisen energiansiirron erikoistapaus
fluoresenssille, virittyneen luovuttajafluoroforin energia siirtyy ilman oikean fotonin emittointia vas-
taanottajafluoroforille virtuaalifotonin kautta. 1Imié voidaan nahda toisaalta myds kahden fluoroforin
pitkdn kantaman dipoli-dipolivuorovaikutuksina, jossa virtuaalifotoni toimii siis valittdjana. Energi-
ansiirron tehokkuus riippuu neljasta tekijasta, eli 1) kuinka paljon luovuttajan emissiospektri ja vas-
taanottajan absorptiospektri asettuvat paallekkain, 2) mika on luovuttajan kvanttisaanto (eng. quan-

tum yield), 3) transitiodipolien avaruudellisesta suuntautumisesta ja 4) luovuttajan ja vastaanottajan



avaruudellisesta etaisyydesta. Lisaksi niin kutsuttujen vibronisten siirtymatilojen luovuttajan ja vas-
taanottajan valilla taytyy linkittya ja olla resonanssissa keskenaan, mista sana "resonance” onkin
saatu ilmidén nimeen. Vasta kun kaikki kyseiset ehdot taytetaan, voi energiaa siirtya FRET:n vali-

tyksella. (Govorov ym. 2016)

1.3 Nesprin-TS

Nesprin-TS on molekulaarinen voimasensori, joka kayttda hyvakseen FRET:id (Arsenovic ym.
2016). Taman tyyppiset molekulaariset voimasensorit toimivat hyddyntadmalla kahden fluoresoivan
molekyylin valilld tapahtuvaa FRET-iimi6ta. Kun valitaan spektraalisesti lomittuvat fluoroforit saa-
daan mahdollistettua tilanne, jossa FRET voi tapahtua. Valitut fluoroforit yhdistetaan toisiinsa ve-
nyvalla molekyylilla, joka mahdollistaa fluoroforien etdantymisen toisistaan voimien vaikutuksesta.
Samalla kuitenkin estetdan fluoroforien karkaaminen liian kauas toisistaan. Koska FRET-tehok-
kuus on etaisyysriippuvainen ja vaimenee etaisyyden kuudenteen potenssiin (Govorov ym. 2016),
nahdaan fluoroforien etdantyessa toisistaan nopea FRET:n lasku. FRET:n lasku indikoi fluoroforien
etdantymista toisistaan, mika puolestaan kertoo, ettd sensorin paihin kohdistuu kasvavia vetavia

voimia. FRET:n lasku on siis suora merkki sensoriin kohdistuvien voimien kasvusta.

Nesprin-TS:n toiminta perustuu mTFP1- ja Venus-fluoroforipariin, joiden valilla FRET tapahtuu.
Fluoroforiparien spektraalinen lomittuminen on nahtavissa kuvasta 2. Fluoroforit on yhdistetty toi-
siinsa venyvalla hamahakin silkista eristetylla proteiinilla (GPGGA)s, joka mahdollistaa fluoroforien
vetaytymisen erilleen niihin kohdistuvien voimien vaikutuksesta. Nesprin-TS on johdettu Grashoff
ym. (2010) kehittamasta TSmod-nimisesta voimasensorista koodaamalla tdmé& sensori osaksi Ost-
lund ym. (2009) keinotekoisesti luomaa mininespriini-2G:ta. Mininespriini-2G:n ja siihen linkitetyn
sensorin on osoitettu toimivan lahes kuten nespriini-2G, ja yhdistavat aktiinitukirangan tumakote-
loon LINC-kompleksin kautta. Lisaksi konstruktin osoitettiin tukevan aktiinista riippuvaa tuman lii-

ketta. (Arsenovic ym. 2016) Nesprin-TS:n rakenne on esitelty alla kuvassa 3.

Actin Binding Domain SUN Binding Domain
Tension, Less FRET

Nesprin

Tension Sensor

Nesprin - QN

Headless Control : > L= _

Zero tension, high FRET

Kuva 3: Nesprin-TS:n ja kontrollisensori nesprin-HL:n rakenne. (Arsenovic ym. 2017)
Kun sensori on voimien aiheuttamassa venyneessa tilassa, FRET:n maara vahenee.
Kontrollisensorin aktiiniin sitoutuneen paan ollessa katkaistuna sensoriin ei tulisi koh-
distua voimia, ja FRET:n tulisi kasvaa.



Koska sensorissa on nyt nespriini-2G:n tilalla mininespriini-2G, puuttuu kyseisesta konstruktista
monia tarkeita sitoutumispaikkoja, kuten FHOD1:n seka kinesiinin ja dyneiinin sitoutumispaikat.
Kuten Arsenovic ym. (2016) tutkimuksessaan osoittivat, tata voidaan kuitenkin kayttda approksi-
moimaan tumaan kohdistuvia aktiinipohjaisia voimia, vaikka konstruktista puuttuvat sitoutumiskoh-
dat voivatkin vaikuttaa siihen kohdistuviin voimiin. Sensori ei mydskaan huomioi mikrotubuluksien
tai valikokoisten saikeiden tumaan kohdistamia voimia. Lisaksi Arsenovic ym. (2018) mukaan huo-
miotta jaavat tuman ymparilla ja paalla oleva aktiinirakenteen, aktiinihatun (eng. actin cap), kautta
tumaan kohdistuvien voimien vaikutukset, joita Khatau ym. (2009) teoretisoivat. Heidan mukaansa
nama voimat saattavat olla LINC-kompleksista riippuvaisia tai riippumattomia. Khatau ym. (2009)
tutkimuksen mukaan aktiinihattu kuitenkin kytkeytyy tumakoteloon LINC-kompleksin kautta, ja li-
saksi Chambliss ym. (2013) esittivat, ettd aktiinihattu on suoraan kytkdksissa LINC-kompleksin
kautta tumalevyyn ja kykenee valittdmaan mekanotransduktiivisia signaaleja tumaan. Koska aktii-
nihattu nayttaisi vaikuttavan suoraan LINC-kompleksiin, Arsenovic ym. (2018) saattavat viitata riip-
pumattomuuden mahdollisuudella johonkin tuoreempaan tutkimukseen aktiinihatusta, jota ei ole
mainittu heidan Iahteissaan. Lisaksi Li ym. (2015) esittivat, ettd LINC-kompleksista riippumattomat
voimat solukalvolta voivat aiheuttaa tumaan kompressiota. Taman vuoksi mininespriini-2G-pohjai-
nen sensori on puutteellinen, mutta mahdollistaa silti nimenomaan aktiinitukirangasta saapuvien

tumaan kohdistuvien LINC-kompleksivalitteisten voimien havainnoimisen. (Arsenovic ym. 2018)

Sensorista on kehitetty myos kontrolliversio, nesprin-HL, jonka rakenne on esitetty myos kuvassa
3. Suurin ero kontrollin ja sensorin valilla on nesprin-HL:std puuttuva aktiiniin sitoutuva domeeni.
Taman vuoksi, vaikka sensori lokalisoituukin nesprin-TS:n tavoin tumakotelolle, lokalisaatio ei ollut
yhtd voimakasta, ja toisin kuin nesprin-TS, joka muodostaa sytoplasmisia kuitumaisia rakenteita
kuten endogeeninen nespriini, nesprin-HL ei osoittanut merkkeja samanlaisista rakenteista. Kont-
rollisensori ei nain ollen ole sitoutunut aktiiniin, eika siis ole sensitiivinen aktiinitukirangasta kohdis-
tuville voimille. Koska kontrollisensori on relaksoituneessa muodossa, siitd saadaan havainnoitua
paljon suurempaa FRET-pohjaista fluoresenssia kuin nesprin-TS:sta, eikd sen FRET-arvoissa tulisi
nakya missaan tilanteessa suuria muutoksia, vaan tulosten tulisi olla kutakuinkin samoja. (Arse-

novic ym. 2016)

1.4 MDCKII -solut

MDCK II -solut ovat koiran munuaisesta eristettyjen epiteelisolujen johdannaisia. Solut on alun pe-
rin eristetty syyskuussa 1958 ndennaisesti normaalilta naarascockerspanielilta. (ATCC, 2016) Tut-
kimuksessa kaytettyihin MDCK Il -soluihin (ATCC® CCL-34™) oli transfektiolla tuotu nesprin-TS
(AddGene plasmidi 68127) ja nesprin-HL (AddGene plasmidi 68128) geenit, joiden avulla solut itse
tuottivat voimasensoreita. TSmod on myds saatavilla erikseen (AddGene plasmidi 26021), samoin
kuin mTFP11 (AddGene plasmidi 54613) ja Venus (AddGene plasmidi 27793).
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1.5 Tutkimuksen tarkoitus

Taman tutkimuksen tarkoituksena oli selvittda miten epiteelisolukon tiheys vaikuttaa solujen tumiin,
ja tarkemmin niiden LINC-komplekseihin, kohdistuviin voimiin. Tutkimus toteutettiin vertailemalla
selkeasti solutiheydeltdan eroavia 3 tai 5 paivaa kasvatettuja nesprin-TS:a ja nesprin-HL:a ilmen-
tavia MDCK II -soluja, ja niiden tumista havaittavan FRET-signaalin voimakkuuseroja. Lisaksi tut-
kimuksessa selvitettiin, vaikuttaako solujen altistaminen sytokalasiini D:lle, jonka tiedetaan inhiboi-
van aktiinin polymerisaatiota (Dubinsky ym. 1999), FRET:n voimakkuuteen. Tutkimuksessa halut-
tin myoOs selvittaa, onko saadun FRET-signaalin kannalta olennaista mitata tumien intensiteetti
tumakotelon alueelta kuten Arsenovic ym. (2016) tutkimuksessaan, vai riittdako jos intensiteetin

mittaa koko tuman alueelta.
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2. MATERIAALIT JA MENETELMAT

2.1 Soluviljelymenetelmat ja naytteiden valmistus

MDCK Il -solujen viljelyssa kaytettiin Gibco Minimum Essential Media (MEM) -mediumia (Thermo
Fisher Scientific, USA), johon lisattiin 10 % Fetal Bovine Serum (FBS) -seerumia (Thermo Fisher
Scientific, USA) ja 0,25 mg/ml G418-antibioottia (Sigma-Aldrich, USA) selektiota varten. Solunayt-
teet kasvatettiin 22x22 mm peitinlaseille, jotka pinnoitettiin ennen solujen lisdamista kollageeni | -
liuoksella (Thermo Fisher Scientific, USA) joka laimennettiin 0,02 N etikkahappoliuokseen siten,
ettd loppukonsentraatioksi saatiin 0,05 mg/ml. Naytteita kasvatettiin laseilla joko 3 tai 5 paivaa ku-

vausta varten.

2.2 Naytteiden kuvaaminen

FRET-signaalin laskemista varten kuvaaminen taytyy suorittaa monikanavakuvauksena, jossa kay-

tetaan kolmea eri kanavaa: luovuttajakanavaa, FRET-kanavaa ja vastaanottajakanavaa.

Solut kuvattiin Zeiss LSM 780 laserskannauskonfokaalimikroskoopilla (Zeiss, Saksa). Objektiivina
kaytettiin Zeiss C-Apochromat 63x/1.20 W Korr M27 -objektiivia (Zeiss, Saksa), jossa immersioai-
neena kaytettiin Zeiss Immersol W 2010:ta (Zeiss, Saksa). Detektorina kaytettiin valomonistinput-
kea, jossa gain-arvona oli 840 V. Kuvauslaserina kaytettiin argonlaseria, jossa fluoroforien virityk-
seen kaytettiin aallonpituudeltaan 458 nm valoa 25 prosentin teholla, ja aallonpituudeltaan 514 nm
valoa 1,6 prosentin teholla. Emissiota havainnoitiin 460-517 nm aallonpituusalueella luovuttajaka-
navalla, ja 517-651 nm aallonpituusalueella FRET- ja vastaanottajakanavalla. Kuvaamisessa kay-
tettiin nelinkertaista keskiarvostusta kuvan laadun parantamiseksi. Kuvat otettiin 512x512 pikselin

alueelta, jossa pikselin koko oli 0,13x0,13 um.

Naytteista otettiin kuvia siten, etta 3 paivaa kasvatetuista nesprin-TS- ja nesprin-HL-soluista otettiin
kolmena eri kertana 5 kuvaa, ja 5 paivaa kasvatetuista nesprin-TS- ja nesprin-HL-soluista kolmena
eri kertana 5 kuvaa. Jokaisesta kuvasta valittiin mahdollisuuksien mukaan korkeintaan viisi eri tu-
maa, joista mitattiin intensiteetit kahdella eri tavalla maskaamalla: kokotumamaskilla ja tumakote-
lomaskilla. Maskaamisella tarkoitetaan tassa yhteydessa mittausalueen rajaamista tiettyyn osaan

kuvasta.

2.3 Sytokalasiini D -kasittely

Sytokalasiini D -kasittely (Sigma-Aldrich, USA) toteutettiin seka kolmen ettd viiden paivan ikaisille

nesprin-TS-soluille, ettéa 3-paivaisille HL-soluille. 5-paivaisille HL-soluille ei tehty kasittelya, silla
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tdssa vaiheessa tuloksista oli huomattu, ettd HL-solujen tulokset ovat epaluotettavia. Naytteita in-
kuboitiin noin 2 tuntia 10 pg/ml sytokalasiini D:n vaikutuksen alaisina, jonka jalkeen ne niista otettiin

5 kuvan sarja. Kuten edella, myds naista kuvista valittiin maksimissaan 5 tumaa mittauksia varten.

2.4 FRET-arvojen laskeminen

FRET:n intensiteetti voidaan laskea mittaamalla luovuttaja-, FRET- ja vastaanottajakanavien inten-
siteetit, joista voidaan laskea FRET:n intensiteetti. Intensiteetti lasketaan vahentamalla FRET-ka-
navan intensiteetista luovuttajafluoroforin fluoresenssin lapivuoto FRET-kanavalle, ja vastaanotta-
jafluoroforin suora virittyminen FRET-kanavalla. Lisaksi taustafluoresenssi, jota voi tulla mm. me-

diumista, sytosolista tai mikroskoopin kohinasta on otettava huomioon ja vahennettava arvoista.

Luovuttajafluoroforin lapivuoto voidaan laskea jakamalla pelkkdd mTFP1:ta iimentavista soluista
FRET-kanavan suhde luovuttajakanavaan, ja huomioimalla tausta-arvot laskussa kayttamalla kaa-

vaa

A458mTFp1 - BGA458,mTFP1 (1)

BT, =
Donor D458,,1rp1 — BGpassmrre1

jossa BTponor ON luovuttajakanavan lapivuotokerroin FRET-kanavalle, A458,,,7rp1 ON pelkkaa luo-
vuttajafluoroforia ilmentavien solujen FRET-kanavan intensiteetti, BG4458 mrrp1 Kanavaa vastaava
tausta-arvo, D458,,rrp; ON pelkkaa luovuttajafluoroforia ilmentavien solujen luovuttajakanavan in-

tensiteetti, ja BGpssg mrrp1 ON kanavaa vastaava tausta-arvo.

Vastaavasti vastaanottajafluoroforin suora virittyminen voidaan laskea tausta-arvot huomioiden
FRET-kanavan suhteena vastaanottajakanavaan pelkkaa Venusta ilmentavistd soluista kaytta-

malla kaavaa

A458yenus — BGassgvenus (2)

DE, =
Acceptor A5 14y enus — BGA514,VenuS

jossa DE4cceptor ON Vastaanottajamolekyylin suoran virityksen kerroin FRET-kanavalle, A458y¢,,,,5
on pelkkaa vastaanottajafluoroforia ilmentavien solujen FRET-kanavan intensiteetti, BG 4458 venus

kanavaa vastaava tausta-arvo, A514y..,,s on pelkkaa vastaanottajafluoroforia ilmentavien solujen

vastaanottajakanavan intensiteetti, ja BG4s514venus kanavaa vastaava tausta-arvo.
Kun lapivuotokertoimet tiedetaan, voidaan FRET:n intensiteetti laskea kaavalla
FRET = (A458 — BGA458) — BTponor - (D458 — BGD4—58) - DEAcceptor - (A514 — BGA514) 3)

jossa A458 on FRET-kanavan intensiteetti, BG 4455 on FRET-kanavan tausta-arvo, D458 on luovut-

tajakanavan intensiteetti, BGp455 On luovuttajakanavan tausta-arvo, A514 on vastaanottajakanavan
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intensiteetti ja BG,514 ON vastaanottajakanavan tausta-arvo. (Youvan ym. 1997, muuttujien nimia

muutettu vastaamaan itse kayttdmaani notaatiota)

Mitatusta FRET:n arvosta voidaan vield laskea normalisoitu FRET:n arvo, joka huomioi tilanteet,
joissa luovuttajan tai vastaanottajan ekspressiotasot voivat vaihdella solusta toiseen. Normalisoidut

FRET-arvot voidaan laskea kaavalla

FRET (4)
\/(D458 — BGpasg) - (A514 — BGys14)

NFRET =

jolloin luovuttajan ja vastaanottajan mahdollisesti toisistaan poikkeavat ekspressiotasot saadaan
huomioitua. Normalisoidut FRET-arvot ovat huomattavasti parempia FRET:n vertailuun, silla muu-
ten vertailu jouduttaisiin suorittamaan ainoastaan sellaisten solujen valilla, joiden proteiiniekspres-

siotasot ovat vertailtavissa. (Xia ym. 2001)

FRET voidaan myds mitata useammasta kohtaa solua. Tassa tutkimuksessa haluttiin selvittaa,
kuinka suuri ero saadussa FRET:n intensiteetissa on, mikali suoritetaan mitattavan alueen rajaa-
minen joko tumakoteloon, joka nakyy kuvissa selkeammin kuin muut tuman osat, tai koko tumaan.

Nama erilaiset maskaustavat on esitelty alla kuvassa 4.

Kuva 4: Kaksi FRET:n mittaamiseen kaytettya rajaustapaa. Vasemmalla koko tuman
rajaus luovuttajakanavalla, ja oikealla tumakotelon rajaus FRET-kanavalla. Kuvat 3-
paivaisista nesprin-TS soluista.

2.5 Tilastolliset menetelmat

Tutkimuksessa vertaillaan useaan otteeseen kahta toisistaan riippumatonta populaatiota. Tilastol-
liset testit tehtiin kayttamalla Excel-taulukkolaskentaohjelmaa. Kahden riippumattoman populaation
vertailuun kaytettiin riippumattomien muuttujien t-testia olettaen joko varianssit yhta suuriksi tai eri-

suuriksi tilanteesta riippuen. Varianssien eroa tutkittiin kayttamalla kahden otoksen F-testia vari-
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ansseille. Ryhmien vertailuun kaytettiin normaalijakautuneisuudesta riippumatta aina kahden riip-
pumattoman muuttujan t-testia, silla Kwak ym. (2017) esitteleman keskeisen raja-arvolauseen mu-
kaan otoskoon kasvaessa voidaan olettaa jakauman lahestyvan normaalijakaumaa populaation
omasta jakaumasta riippumatta. Yleisesti kun n>30 voidaan tehda normaaliapproksimaatio, silla
jakauman voidaan olettaa olevan likimain normaali (Kwak ym. 2017). Koska tassa tutkimuksessa
otoskoot olivat tilastollisessa vertailussa aina vahintaan n=25, ja usein 50-75, voidaan keskeista
raja-arvolausetta soveltaa kaytantdon, silla jo n=25 kohdalla populaation approksimointi normaa-
listi jakautuneeksi ei tuota merkittavan suurta eroa lopputulokseen. Tilastollisten testien p-arvora-

jana tilastolliselle merkitsevyydelle kaytettiin p-arvoa 0,05.
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3. TULOSTEN TARKASTELU

Mikroskoopilla otetuista kuvista voitiin ensimmaisena maarittda mikroskoopin tausta-arvot joka ka-
navalle ottamalla mittauksia kuvissa olevilta tyhjilta alueilta. Tausta-arvoiksi saatiin luovuttajakana-
valle kaavalla 1 BGp,.sg = 0,553, FRET-kanavalle BG,,.s5 = 3,165 ja vastaanottajakanavalle kaa-

valla 2 BG,514 = 2,987. Laskuissa kaytettiin pyoristamattomia versioita arvoista.

Tausta-arvojen jalkeen voitiin laskea luovuttajakanavan lapivuoto FRET-kanavalle ja vastaanotta-
jan suora viritys 458 nm laserista. Luovuttajan lapivuotokertoimeksi saatiin 20:std mittauksen kes-
kiarvona BTp,nor = 0,458 hajonnalla 0,052. Vastaanottajan suoran virityksen kertoimeksi saatiin
25:sta mittauksen keskiarvona DEjcceptor = 0,324 hajonnalla 0,008. Laskuissa kaytettiin jalleen

pyoristamattémia versioita arvoista.

Lapivuotokertoimien maarittdmisen jalkeen voitiin lopulta laskea kaavan 3 avulla kuvista valituille
tumille FRET:n absoluuttinen arvo, jonka jalkeen kaavalla 4 laskettiin normalisoitu FRET-arvo kai-
kille absoluuttisille FRET-arvoille. Normalisoituja arvoja kaytettiin tulosten vertailuun. Jokaisen mit-
taussetin keskiarvot ja hajonnat on esitelty alla taulukoissa 1—4.

Taulukko 1: Normitetut FRET:n arvot ja keskihajonnat 3-paivaisissd voimasensorisoluissa kah-
della eri maskaustavalla mitattuna.

Maskaustyyli Kokotuma Tumakotelo
Nesprin-TS Normitettu Keskihajonta Normitettu Keskihajonta
keskiarvo keskiarvo
3-paivainen, 1 0,29 0,05 0,33 0,05
3-paivainen, 2 0,23 0,04 0,29 0,05
3-paivainen, 3 0,42 0,06 0,55 0,06
3-paivainen, 4
0,15 0,06 0,19 0,05

(sytokalasiini D)
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Taulukko 2: Normitetut FRET:n kontrolliarvot ja keskihajonnat 3-paivaisissa kontrollisoluissa kah-
della eri maskaustavalla mitattuna.

Maskaustyyli Kokotuma Tumakotelo
Nesprin-HL Normitettu Keskihajonta Normitettu Keskihajonta
keskiarvo keskiarvo
3-paivainen, 1 0,07 0,02 0,09 0,03
3-paivainen, 2 0,05 0,03 0,09 0,03
3-paivainen, 3 0,14 0,06 0,22 0,05
3-paivainen, 4
0,26 0,08 0,25 0,06
(sytokalasiini D)

Taulukko 3: Normitetut FRET:n arvot ja keskihajonnat 5-paivaisissd voimasensorisoluissa kah-

della eri maskaustavalla mitattuna.

Maskaustyyli Kokotuma Tumakotelo
Nesprin-TS Normitettu Keskihajonta Normitettu Keskihajonta
keskiarvo keskiarvo
5-paivainen, 1 0,71 0,28 0,77 0,27
5-paivainen, 2 0,26 0,06 0,30 0,06
5-paivainen, 3 0,19 0,06 0,25 0,06
5-paivainen, 4
o 0,22 0,06 0,27 0,04
(sytokalasiini D)

Taulukko 4: Normitetut FRET:n kontrolliarvot ja keskihajonnat 5-paivaisissa kontrollisoluissa kah-

della eri maskaustavalla mitattuna.

Maskaustyyli Kokotuma Tumakotelo
Nesprin-TS Normitettu Keskihajonta Normitettu Keskihajonta
keskiarvo keskiarvo
5-péivainen, 1 0,15 0,05 0,17 0,04
5-paivainen, 2 0,30 0,18 0,34 0,19
5-paivainen, 3 0,18 0,10 0,20 0,07
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3.1 Epaluotettavat tulokset

Viisi paivaa kasvatettujen nesprin-TS-solujen 1. FRET-arvot poikkeavat selkeasti 2. ja 3. toistomit-
tauksesta, joiden arvot ovat keskenaan huomattavasti samankaltaisempia. Lisaksi datasetin ha-
jonta on huomattavasti suurempaa. Datasetti poistetaan tulosten analysoinnista, silla se vaaristaisi
tuloksia selkeasti eika ole itsessaan millaan tavalla jarkeva eika luotettavalta vaikuttava tulos. Li-
saksi 5-paivaisten kontrollisolujen 2. datasetissa on havaittavissa sama ilmi6, jossa keskiarvo poik-
keaa selkeasti tuloksesta, ja hajonta on huomattavasti suurempaa. Epaluotettavilta vaikuttavien
tulosten poistamisen vahvistamiseksi tehtiin vield kahden riippumattoman muuttujan testit siten,
ettd TS-solujen 1. 5-paivainen setti asetettiin 2. ja 3. setin muodostamaa populaatiota vastaan, ja
HL-solujen 2. 5-paivainen setti asetettiin 1. ja 3. setin muodostamaa populaatiota vastaan. Testi
suoritettiin molemmilla maskaustavoilla, ja kummallakin saatiin tulos, jonka mukaan poikkeavilta

vaikuttavat datasetit eroavat tilastollisesti merkittavasti vertailukohteistaan.

Voimasensorisolujen kokotumamaskilla mitattu 1. 5-paivainen mittaussetti eroaa keskiarvolla 0,71
ja hajonnalla 0,29 2. ja 3. mittaussetista yhdistetylla keskiarvolla 0,22 ja hajonnalla 0,07 erisuurilla
variansseilla (p=6,87 - 10~17) tilastollisesti merkitsevasti p-arvolla 1,14 - 10~8. Tumakotelomaskilla
vastaavasti 1. setti eroaa keskiarvolla 0,77 ja hajonnalla 0,28 2. ja 3. setista yhdistetylla keskiarvolla
0,28 ja hajonnalla 0,07 erisuurilla variansseilla (p=9,35 - 10~17) tilastollisesti merkitsevasti p-arvolla

5,78 - 107°. Populaatiot on esitelty alla kuvissa 5 ja 6.

Kokotumamaski, 5-pdivdiset nesprin-TS-solut, datasetti 1

vs.2ja3
1,4
1,2
. —
~ 08
w
o
[T
Z 0,6 -
0,4

02 +
M Datasetti1 [l Datasetit 2ja 3

Kuva 5: Voimasensorisolulinjan (TS) datajoukon 1 ero joukkoihin 2 ja 3,
kun maskaustapana kaytetaan koko tuman maskaamista.
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Tumakalvomaskaus, 5-paivaiset nesprin-TS-solut,

datasetti 1vs. 2ja3
1,4

1,2
018 -

0,6

0,4 —_—

0,2

M Datasetti1 [l Datasetit 2 ja 3

NFRET

Kuva 6: Voimasensorisolulinjan (TS) datajoukon 1 ero datajoukkoihin 2 ja
3, kun maskaustapana kaytetdan tumakotelon maskausta.

Vastaavalla tavalla voitiin osoittaa, ettd 5-paivaisten kontrollisolujen 2. mittaussetti eroaa tilastolli-
sesti merkitsevasti 1. ja 3. populaatioista. Kokotumamaskilla 2. setin keskiarvolla 0,30 ja hajonnalla
0,18 seka 1. ja 3. setin yhdistetylla keskiarvolla 0,16 ja hajonnalla 0,08 saatiin erisuurilla varians-
seilla (p=4,11 - 1077) tilastollisesti merkitseva ero populaatioiden valille p-arvolla 0,001. Tumakote-
lomaskilla saatiin 2. setin keskiarvolla 0,34 ja hajonnalla 0,19 seka 1. ja 3. setin keskiarvolla 0,18
ja hajonnalla 0,06 erisuurilla variansseilla (p=2,09 - 10~11) populaatioiden vélille tilastollisesti mer-

kitseva ero p-arvolla 0,0005. Populaatiot on esitelty kuvissa 7 ja 8.

Kokotumamaskaus, 5-paivaiset nesprin-HL-solut, datasetti
2vs.lja3
0,9
0,8
0,7
0,6
0,5
0,4

NFRET

0,3
0,2
0,1

0

M Datasetti 2 [l Datasetit 1ja 3

Kuva 7: Kontrollisolulinjan (HL) datajoukon 5d_2 ero datajoukkoihin 5d_1
ja 5d_3, kun maskaustapana kaytetaan koko tuman maskausta.
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Tumakotelomaskaus, 5-paivaiset nesprin-HL-solut,
datasetti2vs. 1ja 3
0,9
0,8
0,7
0,6
0,5

NFRET

0,4
0,3
0,2
0,1

M Datasetti2 [l Datasetit 1ja 3

Kuva 8: Kontrollisolulinjan (HL) datajoukon 5d_2 ero datajoukkoihin 5d_1
ja 5d_3, kun maskaustapana kaytetaan tumakotelon maskausta.

Tulosten perusteella 5-péivaisten nesprin-TS-solujen 1. mittaussetti ja nesprin-HL-solujen 2. mit-
taussetti hylattiin pois tuloksista niiden suuren tulosten vaaristamismahdollisuuden ja mittauksen

todennadkdisen epaonnistumisen vuoksi.

3.2 Maskaustyylin vaikutus

Maskaamalla koko tuma saatiin selvasti erilaisia tuloksia, kuin maskaamalla tumakotelo. Taulukoi-
den 1 ja 2 arvoista voidaan nahda, etta 3-paivaisilla soluilla kokotumamaskin arvot ovat keskimaa-
rin 73 prosenttia tumakotelomaskin arvoista. Taulukoista 3 ja 4 nahdaan, etta 5-paivaisilla soluilla
vastaava suhde oli 85 prosenttia. Ero varmistettiin viela riippumattomien muuttujien erisuurien va-
rianssien t-testilla, jossa saatiin 3-paivaisille soluille kokotumamaskin keskiarvolla 0,31 ja hajon-
nalla 0,09, ja tumakotelomaskin keskiarvolla 0,39 ja hajonnalla 0,13 populaatioille tilastollisesti mer-
kitseva ero varianssien p-arvolla 0,007 ja populaatioiden vélisella p-arvolla 1,79 - 10~>. 5-paivaisille
soluille saatiin yhta suurien varianssien riippumattomien muuttujien t-testilla varianssien p-arvolla
0,45 ja populaatioiden p-arvolla 0,0001 myds tilastollisesti merkitseva ero, kun kokotumamaskin
keskiarvo oli 0,22 ja hajonta 0,07, ja tumakotelomaskin keskiarvo oli 0,28 ja hajonta 0,07. Popu-

laatiot on esitetty seuraavalla sivulla kuvissa 9 ja 10.
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Maskaustyylin vaikutus, 3-paivaiset nesprin-TS-solut
0,8

0,7
0,6
0,5

0,4

NFRET

0,3

0,2
0,1

0

B Kokotuma [l Tumakotelo

Kuva 9: Maskaustyylin vaikutus saatuun normalisoituun FRET:n intensi-
teettiin (NFRET) 3-paivaisissa voimasensorisoluissa.

Maskaustyylin vaikutus, 5-pdivdiset nesprin-TS-solut
0,8

0,7
0,6
0,5

0,4

NFRET
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0,2

0,1
0

M Kokotuma [l Tumakotelo

Kuva 10: Maskaustyylin vaikutus saatuun normalisoituun FRET:n arvoon
(NFRET) 5-paivaisissa voimasensorisoluissa.

Tulosten perusteella valittiin seuraavissa kohdissa kaytettavaksi ainoastaan tumakotelomaskaus-
tyylia. Tumakotelolla sensorin lokalisaatio on myés vahvempaa, ja ndin saadaan parempia tuloksia

LINC-kompleksin sijaintia ajatellen.
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3.3 Eri sensorien vertailu, TS ja HL
Nesprin-TS:n ja Nesprin-HL:n valilta I6ydettiin myds tilastollisesti merkitseva ero. 3-paivaisissa so-
luissa TS:n keskiarvolla 0,39 ja hajonnalla 0,13 seka HL:n keskiarvolla 0,13 ja hajonnalla 0,07

saatiin eroavilla variansseilla (p=6,70-10~7) p-arvoksi 8,12 -1072°. Populaatioiden jakaumat on

esitetty kuvassa 11.

Nesprin-TS vs. nesprin-HL, 3-paivaiset solut
0,8

0,7
0,6
0,5

0,4
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Kuva 11: Normalisoidun FRET:n (NFRET) ero 3-paivaisissa voimasensori-
ja kontrollisoluissa.

5-paivaisissa soluissa saatiin tulokseksi TS:n keskiarvolla 0,28 ja hajonnalla 0,07 ja HL:n keskiar-
volla 0,18 ja hajonnalla 0,06 olettaen yhta suuret varianssit (p=0,29) p-arvoksi 8,17 - 10711, Ja-

kaumat on esitelty kuvassa 12.
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Nesprin-TS vs. nesprin-HL, 5-paivaiset solut
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Kuva 12: Normalisoidun FRET:n (NFRET) ero 5-paivaisissa voimasensori-
ja kontrollisoluissa.

Tuloksista nahdaan, ettd voimasensorin ja sen kontrollin valilla on seka 3- etta 5-paivaisten solujen
kohdalla selkea ero. Kontrollisensorin tulos on kuitenkin vaara suhteessa voimasensoriin, silla saa-
dun FRET:n tulisi olla huomattavasti korkeampaa, eikd matalampaa. Tulosten pohjalta HL:a ei
voida luotettavasti kayttdd muiden tulosten arvioinnissa. Vertailemalla nesprin-TS:n ja nesprin-
HL:n kuvia huomattiin, ettd nesprin-HL:n lokalisaatio ei ole keskittynyt tumakoteloon, vaan tasai-

sesti koko tuman alueelle. Ero lokalisaatiossa on havainnollistettu alla kuvassa 13.

Kuva 13: Nesprin-TS:n (vas.) ja nesprin-HL:n (oik.) luovuttajakanavat. Kuvista nah-
daan, ettd nesprin-HL, tai ainakin mTFP1 lokalisoituu todella huonosti tumakotelolle
verrattuna nesprin-TS:iin, ja vaikuttaisi leviavan tasaisesti myos tuman ulkopuolelle sy-
tosoliin.
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3.4 3-ja 5-paivaiset voimasensorisolut

Kolme ja viisi paivaa kasvatettujen solujen valilta 16ydettiin myds ero. 3-paivaisten solujen keskiar-
volla 0,39 ja hajonnalla 0,13 seka 5-paivaisten solujen keskiarvolla 0,28 ja hajonnalla 0,07 saatiin
olettaen erisuuret varianssit (p=1,71-107%) populaatioiden valille tilastollisesti merkitseva ero p-

arvolla 4,64 - 107°. Populaatiot on esitelty kuvassa 14.

Nesprin-TS, 3-padivaiset solut vs. 5-paivaiset solut
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Kuva 14: 3- ja 5-paivaisten solujen tuottaman normalisoidun FRET:n
(NFRET) ero.

3.5 Sytokalasiini D:n vaikutus

Sytokalasiini D:n lisd@misen vaikutuksesta saatiin 3-paivaisten voimasensorisolujen keskiarvolla
0,39 ja hajonnalla 0,13 seka sytokalasiini D:n vaikutuksen alaisten 3-paivaisten solujen keskiarvolla
0,19 ja hajonnalla 0,05 olettaen erisuuret varianssit (p=6,84 - 10~°) p-arvoksi 2,11 - 10718, Populaa-

tioiden jakaumat on esitelty kuvassa 15.
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Sytokalasiini D:n vaikutus, 3-paivdiset nesprin-TS-solut
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Kuva 15: Sytokalasiini D:n lisdyksen vaikutus 3-paivaisten voimasensori-
solujen tuottamaan normalisoituun FRET:iin (NFRET).

Vastaavasti 5-paivaisille soluille saatiin voimasensorisolujen keskiarvolla 0,28 ja hajonnalla 0,07
seka sytokalasiini D:n vaikutuksen alaisena olleiden 5-paivaisten solujen keskiarvolla 0,27 ja ha-
jonnalla 0,04 olettaen erisuuret varianssit (p=0,008) p-arvoksi 0,64. Populaatiot on esitelty alla ku-

vassa 16.
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Kuva 16: Sytokalasiini D:n lisdyksen vaikutus 5-paivaisten voimasensori-
solujen tuottamaan normalisoituun FRET:iin (NFRET).
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3.6 Johtopaatokset

Tuloksista nahdaan, ettd maskaustavalla on selkea vaikutus siihen, minkalainen arvo mitatulle
FRET:lle saadaan. Taman vuoksi on ehdottomasti parempi valita maskaustavaksi aina tumakotelo
LINC-kompleksia tutkiessa kuten juuri Arsenovic ym. (2016) ovat tehneet, silla LINC-kompleksin
lokalisaatio on lahtdkohtaisesti tumakotelolla, ja talldin saadaan kalvorakenne myods tarkennettua
hyvin mikroskoopilla mahdollisimman tarkkaa maskausta varten. Vertailemalla maskaustyylien ar-
voja nahtiin myods, ettd koko tuman kattavalla maskilla saadut intensiteettiarvot ovat noin 75-85
prosenttia vain tumakotelon maskaamalla saatuihin tuloksiin verrattuna. Vaikka tumakotelon mas-

kaaminen viekin huomattavasti enemman aikaa, on se analyysin tarkkuuden vuoksi valttdmatonta.

Voimasensorisolujen ja kontrollisolujen valilla tuloksissa nakyva ero on kyseenalainen. Nyt kontrol-
lisolut tuottavat darimmaisen pientd FRET:i4, joka viittaisi valtavan suureen voimaan, silla voiman
kasvaessa FRET-signaalin voimakkuus laskee. Tama tulos on erittain ristiriitainen, silla kontrolli-
solujen nesprin-HL:ssa aktiiniin sitoutuva paa on katkaistu, minka tulisi rentouttaa sensori, ja antaa
varsinaista sensoria huomattavasti suurempia FRET-arvoja. Tulos on huolestuttava, silla se viittaa
siihen, ettd kontrollisensori ei toimi. Sen perusteella ei voida olla taysin varmoja, ettd mydskaan
itse nesprin-TS:ia sisaltavat solut toimivat oikealla tavalla. Koska kaikista TS-soluista on kuitenkin
saatu yhtenevaisia tuloksia yhta 5-paivaista mittaussarjaa lukuun ottamatta, voidaan olettaa, etta
sensori itsessaan toimii, ja vain HL-soluissa on jotain vialla. Voi olla mahdollista, etta kontrolliso-
luissa on tapahtunut jokin mutaatio, joka on vaikuttanut esimerkiksi sensorin jousirakenteeseen, tai
sitten katkaistuun aktiiniin sitoutuvaan paahan. Mikali mutaatio on tapahtunut aktiiniin sitoutuvaan
paahan, se voisi johtaa esimerkiksi sensorin sitoutumiseen johonkin taysin toisenlaiseen rakentee-
seen, mika voisi taas johtaa siihen, ettd sensori venyy ja nayttaisi indikoivan kasvavaa voimaa.
Tama on toki hyvin epatodennakaoista, mutta ei taysin poissuljettua. Lisdksi kuvassa 13 esitelty ero
lokalisaatiossa kielii myds jonkinlaisesta ongelmasta sensorissa. Arsenovic ym. (2016) toteavat
artikkelissan, etta nesprin-HL ei lokalisoidu tumakalvolle aivan niin hyvin kuin nesprin-TS. Artikke-
lissa (Arsenovic ym. 2016, Fig. 1B) on kuitenkin ndhtavissa paljon parempi lokalisaatio nesprin-
HL:lle juuri tuman osalta, kuin tdssa tutkimuksessa kaytetyissa soluissa. Joka tapauksessa koska
kontrollisolujen tulokset ovat hyvin epaluotettavia, keskityttiin muissa tuloksissa vain voimasenso-
rilinjan tuloksiin. Mikali mahdollista, tulisi nyt tulosten varmentamiseksi transfektoida taysin uusi
kontrollisolulinja, ja suorittaa vastaavat mittaukset naille soluille uudestaan. Mikali lokalisaatiossa
nahtaisiin edelleen eroja, ja FRET-tulokset olisivat paalaellaan, olisi todennakoisesti itse mittaus-

asetelmassa jotain ongelmallista.

Tarkein tulos itse paatutkimuskysymyksen kannalta saadaan tutkittaessa 3 ja 5 paivaa kasvatettu-
jen voimasensorisolujen FRET-eroja. Tuloksissa nakyy selkea ero, mika tarkoittaa, etta tumaan
kohdistuvat LINC-kompleksin kautta valittyvat voimat ovat suurempia viisi paivaa kasvatetuissa

soluissa, silld naiden solujen FRET-arvot ovat pienempia, eli sensori on venyneessa tilassa. Viisi
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paivaa kasvatetut solut olivat Iahtdkohtaisesti konfluentteja, kun taas 3-paivaset eivat viela olleet,
joten yksi selitys kasvaneille voimille voisi 16ytya nyt nimenomaan epiteelisolukon tiheydesta. Toki
aivan suoraan tallaista johtopaatosta ei viela tasta tuloksesta yksin voida tehda, silla muutoksessa
3-paivaisista 5-paivaisiksi soluiksi tapahtuu myds muita muutoksia esimerkiksi solujen kasvuym-
paristdssa kuin ainoastaan solujen konfluenssiuden kasvu. Esimerkiksi solujen mediumin vahe-
neva ravintotaso voisi vaikuttaa omalta osalta solujen toimintaan, samoin kuin solujen itse ympa-
ristoonsa erittamat aineet, kuten signalointimolekyylit tai ekstrasellulaarisen matriksin komponentit.
Nama muutokset eivat kuitenkaan valttdmatta ole ymparistén suurin muutos matkalla 3-paivaisista
5-paivaisiksi soluiksi, joten solukon tiiviyden kasvu on hyvin potentiaalinen ehdokas kasvaneita

voimia selittamaan.

Kun epiteelisolukko kasvaa ja muuttuu konfluentimmaksi, solut alkavat muodostaa keskenaan lii-
toksia vierekkaisten solujen kanssa. Muodostuvien litosten joukossa on tiivisliitoksia ja vydliitoksia,
joista molemmat kykenevat sitomaan vierekkaisten solujen aktiinitukirangat yhteen. Tama puoles-
taan johtaa siihen, ettd soluille muodostuu selked apikaalinen ja basolateraalinen puoli, eli solu
polarisoituu. (Alberts ym. 2015) Lisaksi epiteelin maturaatiossa tapahtuu mesenkyymi-epiteelitran-
sitiota (MET). MET:ssa mesenkymaaliset solut muuntuvat epiteelimaisiksi, ja saavat apikaalis-
basolateraalisen polariteettinsa. Polariteettia muodostaessa solun polariteettiin liittyvat pintaresep-
torit luovat eri kalvodomeeneja, jotka lopulta johtavat tiivisliitosten muodostumiseen seka solun tu-
kirangan ettd organellien uudelleenorganisaatioon. (Pei ym. 2019) MET:lla on olemassa myds
kaanteisprosessi, epiteeli-mesenkyymitransitio (EMT), jossa taas epiteelisolut menettavat polari-
teettinsa, solu-soluliitoksensa ja osittain myds adheesionsa kehittdessaan kyvyn migroida pois epi-
teelista (Francou ym. 2020). Koska solun poistuessa epiteelistd se saa mesenkymaalisia ominai-
suuksia, on siis viela kasvuvaiheessa olevalla epiteelisolukolla oltava mesenkymaalisia ominai-
suuksia, silld solut eivat ole muodostaneet taytta epiteelisolukkoa ja kayneet taydellisesti lapi
MET:ta. Lisaksi esimerkiksi vydliitoksissa mekaaninen stressi saa aikaan a-kateniinin avautumi-
sen, joka johtaa vinkuliinin sitoutumiseen, joka puolestaan johtaa lisdantyneeseen aktiinin sitoutu-
miseen litoskohtaan, joka puolestaan vahvistaa liitosta (Alberts ym. 2015). Pei ym. (2019) esittavat
myos, ettd MET:ssa kortikaalinen eli solukalvonalainen aktiiniverkko muuttuu kontraktiiliksi, mika
vaikuttaa esimerkiksi luumenin muodostumiseen solu-solukontakteissa. MET:ssa tapahtuu myos
kortikaalisen aktiiniverkon stabiloitumista, joka johtaa vydliitosten vahvistumiseen. Kortikaalisen
aktiiniverkoston osallistuminen vyédliitosten vahvistamiseen vaikuttaa prosessilta, joka liittyisi suo-
raan aiemmin mainittuun vinkuliinin sitoutumiseen vydliitoksen a-kateniineihin ja taten aktiinin si-

toutumisen tehostamiseen.

Koska epiteelisolukon vanhentuessa 3-paivaisesta 5-paivaiseksi tapahtuu solukon selkeaa kypsy-
mista ja taydellisen konfluenssiuden saavuttaminen, olisi loogista, ettd edellda mainittuja epiteeliso-

lukon muutoksia tapahtuu tassa prosessissa. Arsenovic ym. (2016) osoittivat, ettd nespriini-2G
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reagoi nimenomaan aktomyosiinijannitteeseen seka solun muodon muutoksiin. Heidan kaytta-
mansa solut olivat kuitenkin hiiren NIH3T3 fibroblasteja. Koska kyseessa oli nimenomaan nespriini-
2G:n reagointi jannitteeseen, voidaan olettaa, ettei reaktio olennaisesti muutu fibroblastien ja epi-
teelisolujen valilla, silla LINC-kompleksi ja siihen liittyvat komponentit seka toiminnot ovat hyvin
konservoituneita ainakin nisakkaissa, vaikka lajikohtaisia eroja on olemassa (Kim ym. 2015). Epi-
teelin maturaatiossa ja MET:ssa kaydaan lavitse aktiinitukirangan jannitetta kasvattavia tapahtu-
mia, kuten kortikaalisen aktiiniverkon stabiloitumista ja kontraktiota. TAman perusteella vaikuttaa
silta, ettd mitattu vahentynyt FRET eli kasvanut voima 5-paivaisissa soluissa voisi liittya naihin pro-
sesseihin. Kuvista 4 ja 13 nahdaan myds, etta 5-paivaisten solujen taytyy olla kontraktoituneempia
kuin 3-paivaisten, silld kuvissa selkeasti ndkyvien tumien maara on paljon suurempi kuvassa 13
kuin kuvassa 4, mika viittaa samankokoisella alueella olevan enemman soluja. Lisdksi monet 5-
paivaisten solujen tumista ovat pitkulaisemman nakaisia kuin 3-paivaiset, ja Arsenovic ym. (2016)
esittivatkin havainnon siita, ettd ainakin fibroblasteissa solujen elongaatio voisi kasvattaa LINC-
kompleksiin kohdistuvia voimia. Heidan mukaansa nespriini-2G my06s kaantyisi taman fyysisen voi-
man suuntaisesti, mika taas mahdollisesti voisi johtaa kuvassa 13 havaittavaan tumien elongaati-
oon. Koska nyt 3 ja 5 paivan valille sijoittuu monia solun aktiinitukirankaa seka solun muotoa jay-
kistavia tapahtumia, jotka hyvin todennakdisesti valittyvat nimenomaan aktiinitukirangan jannitetta
aistivaan nespriini-2:een ja sitd kautta LINC-kompleksiin, voidaan esittda, etta havaittu tumaan
kohdistuvien voimien kasvu johtuu nimenomaan solujen aktiinitukirangan jaykistymisesta, eika jos-
tain ulkoisesta tekijasta, joiden osuus tallaisten tapahtumien rinnalla on todennakoisesti darimmai-
sen marginaalinen. Tasta puolestaan voidaan edelleen esittaa, etta epiteelisolukon kasvanut tiheys
kasvattaa siis tuman LINC-komplekseihin kohdistuvia voimia. Paatelmaa tukevat aiemmin esitetyt
tutkimukset, joissa todetaan epiteelisolukon maturaatioon kuuluvan tapahtumia, jotka vaikuttavat

aktiinitukirangan jannitykseen.

Sytokalasiini D:n vaikutuksen alaisissa nesprin-TS-soluissa havaittiin mielenkiintoinen ilmid: 3-pai-
vaisissa soluissa sytokalasiini D:n lisdaminen kasvatti huomattavasti LINC-kompleksivalitteisia voi-
mia, kun taas 5-paivaisissa TS-soluissa ei |0ydetty minkaanlaista eroa voimissa. Koska sytokala-
siini inhiboi aktiinitukirangan polymerisaatiota, voisi olla mahdollista, ettd 3-paivaisissa soluissa,
joissa aktiinitukiranka on viela dynaamisempi, silld ne eivat todennakdisesti ole kayneet |api esi-
merkiksi kortikaalisen aktiinitukirangan stabiloitumista muodostaessaan vahvempia liitoksia naa-
purisolujensa kanssa, polymerisaation inhibointi vaikuttaa rankemmin soluun. Jos oletetaan, etta
3-paivaiset solut omaavat viela mesenkymaalisempia ominaisuuksia ja kykenevat helpommin mig-
roimaan, on aktiinin polymerisaatio naille soluille darimmaisen tarkeaa esimerkiksi niiden liikkumi-
sen kannalta. Alberts ym. (2015) kertoo epiteelisolujen liikkuvan nimenomaan aktiinitukirankaan

liittyvalla polymerisaatiomekanismilla, joka tyontaa soluja. Nyt kaytannossa siis sytokalasiini D:n
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taytyy rampauttaa solujen liikkkumiskyky, mutta se, miten tdma kasvattaa tumaan kohdistuvia voi-
mia, ei selity suoraan. Yksi selitys voisi liittya tuman sijoitteluun solussa: kuten Gundersen ym.
(2013) esittavat, migroivissa soluissa tuma on usein sijoitettuna solun peraosaan kauas etenevasta
reunasta. Kenties sytokalasiini D:n rampauttaessa solujen migraatioprosesseja tuma siirtyy toiseen
kohtaan solua. Aktiinisaikeet, mikrotubulukset ja moottoriproteiinit ovat isoimmassa osassa tuman
siirtelya, joten solun liikkeen pysahtymisesta johtuva tuman siirtdminen, ja tata kautta aktiinituki-
rangasta nespriini-2:een ja siitd LINC-kompleksiin kohdistuvien voimien kasvaminen voisi selittda
nyt muutokset FRET-signaalissa. Toki kaikki 3-paivaiset solut eivat valttamatta enaa lilkku, mutta
aktiinitukirangassa tapahtuu joka tapauksessa muutoksia sen polymerisaation inhiboituessa. Se,
miksi 5-paivaisissa soluissa tallaisia muutoksia ei havaita, voisi johtua siita, etta solut ovat jo tiukasti
ankkuroituneet paikalleen, aktiinitukiranka on jo stabiloitunut eikd n&in enaa niin suuren polymeri-
saation alla, ja solulla ei mydskaan ole tarvetta alkaa siitdmaan tumaa, silla se on jo valmiiksi

oikealla paikallaan.

Tuloksia tulkitessa on myds huomioitava, ettd FRET-sensorin yliekspressointi voi aiheuttaa huo-
mattavia muutoksia tuloksiin. Arsenovic ym. (2016) esittavat, ettd heidan tutkimuksissaan sensori
oli ekspressoitunut matalalla tasolla, ja tarkasteltaessa tassa tutkimuksessa otettuja kuvia senso-
reista, seka saatuja FRET-arvoja, voidaan tulla samaan johtopaatdkseen. Kenties nesprin-HL-so-
luissa voi olla tapahtunut yliekspressiota, silla solut ja tumat ovat kuvissa huomattavasti kirkkaam-
pia kuin nesprin-TS-solut, ja HL-soluista saadut kanavien fluoresenssiarvot saattoivat olla jopa yli
viisinkertaisia. Tama yhdessa mahdollisen mutaation kanssa on todennakdisesti syyna nesprin-
HL:n epaluotettaviin tuloksiin. Lisaksi on mahdollista, ettd kuten Arsenovic ym. (2016) esittavat,
myds intermolekulaarinen FRET on mahdollista, mikali nespriinit dimerisoituvat. He kuitenkin esit-
tavat, ettd mininespriini-2G:lla on rajoittunut kyky dimerisoitua, mika vahentaa tata mahdollisuutta

tutkimuksessa huomattavasti.

Taman tutkimuksen tulosten pohjalta on nyt esitetty, ettd tuman LINC-kompleksiin kohdistuvat voi-
mat kasvavat epiteelin tiheyden kasvaessa. Tietddkseni yhtdan vastaavaa tulosta ei ole esitetty
aiemmin, tai jos on, ei sellaisia tuloksia esittelevia artikkeleja ole ainakaan helposti I6ydettavissa.
Seuraava vaihe tutkimuksessa voisi olla selvittda, miten nespriini-1-valitteiset voimat vaikuttavat
LINC-kompleksiin, silla nespriini-1:n on osoitettu myds sitoutuvat aktiiniin, ja Arsenovic ym. (2016)
esittavat jo, ettd myds silla voisi olla osuutta LINC-kompleksiin kohdistuvien aktiiniperaisten voi-
mien kannalta. Myds valikokoisten saikeiden, jotka sitoutuvat nespriini-3:een, ja mikrotubulusten,
jotka sitoutuvat nepsriini-4:aan (Arsenovic ym. 2016, Rajgor ym. 2013) vaikutukset tumaan kohdis-
tuviin voimiin tulisi selvittaa. Nain voidaan saada lisda todistusaineistoa sille, ettd voimat todella
kasvavat epiteelin tiheyden kasvaessa, tai I0ytaa kenties jotain uusia tuloksia, mikali jokin naista
voimista selkeasti heikkenisi. Valikokoisista saikeista tiedetaan, ettd ne muodostavat desmo-

someja vierekkaisten solujen kanssa ja kontribuoivat osaltaan solujen jaykkyyteen (Alberts ym.
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2015), ja mikrotubuluksilla puolestaan on erityisen suuri osuus mitoosissa, mutta niiden tiedetdan
my0s osallistuvan apikaalisten varekarvojen muodostamiseen seka vesikkelilikenteeseen jolla kul-
jetetaan proteiineja solu-soluliitoksiin (Vasileva ym. 2018). Mikrotubulusten orientaatio epiteeliso-
luissa muuttuu myds radikaalisti solun polarisoituessa (Vasileva ym. 2018, Fig. 1). Taman tiedon
seka valikokoisista saikeista ettd mikrotubuluksista pohjalta voisi olettaa, etta ainakin nespriini-3-
valitteisissa voimissa nakyisi samankaltaista kasvua kuin nespriini-2G-valitteisissa solujen muo-
dostaessa useampia litoksia keskenaan, ja myods nespriini-4-valitteisissa voimissa voitaisiin nahda
jonkinlaisia muutoksia, mutta on hanakala sanoa mihin suuntaan. Lisdksi nespriini-1-valitteisissa
voimissa oletettavasti nahtaisiin samoja vaikutuksia kuin nespriini-2G-valitteisissa voimissa, silla
molemmat ovat aktiinitukirangasta kohdistuviin voimiin reagoivia proteiineja. Seuraavana olisi olen-
naista kehittda voimasensorit naille nespriineille, silla sellaisia ei viela ole olemassa, tai ainakaan
esiteltyna julkaistuissa tutkimuksissa. Taman jalkeen nailla voitaisiin tutkia lisda epiteelin tiivistymi-

sesta tumaan kohdistuvia voimia.
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4. YHTEENVETO

Mekanobiologian noustessa yha tarkedammaksi osaksi biologista tutkimusta sen jalkeen, kun me-
kaanisten signaalien huomattiin vaikuttavan solujen toimintaan, mekanotransduktiivisten proses-
sien tutkimisen tarkeys on korostunut. Tassa tutkimuksessa haluttiin selvittaa, vaikuttaako epitee-

lisolukon tiheys yksittaisten epiteelisolujen tumien LINC-komplekseihin kohdistuviin voimiin.

Tutkimus toteutettiin tutkimalla koiran munuaisesta eristettyja MDCK |l -soluja (ATCC® CCL-34™),
joihin oli transfektiolla tuotu TSmodista (Grashoff ym. 2010) ja mininespriini-2G:sta (Ostlund ym.
2009) rakennettu nesprin-TS-niminen molekulaarinen voimasensori (Arsenovic ym. 2016), jonka
toiminta perustui Theodor Forsterin 1946 esittamaan Forsterin resonanssienergiansiirtoilmioon,
FRET:iin (Forster 1946). FRET:ssa kahden toisiinsa kytketyn fluoresoivan molekyylin systeemissa
luovuttajafluoroforin energia siirtyy ilman sateilyd vastaanottajafluoroforille (Govorov ym. 2016).
Koska prosessin tehokkuus heikkenee hyvin nopeasti etdisyyden kasvaessa (Govorov ym. 2016),
nahdaan suoraan nesprin-TS:n tuottaman FRET:n maarastd onko sensori venynyt jonkin siihen

kohdistuvan voiman vaikutuksesta.

Tutkimuksessa havaittiin, ettd maskaamalla kuvista koko tuma saadaan noin 80 % siitd FRET-
arvosta, joka saadaan maskaamalla tumakotelo. Taman vuoksi LINC-kompleksiin kohdistuvia voi-
mia tutkittaessa tulisi aina maskata nimenomaan tumakotelo LINC-kompleksin lokalisaation vuoksi.
Tutkimuksessa havaittiin myos, etta nesprin-TS:n kontrollisensori nesprin-HL, jonka aktiiniin sitou-
tuva paa on katkaistu, ei lokalisoidu kunnolla, ja tuottaa kyseenalaisia FRET-arvoja. Arvot viittaavat
sensoriin kohdistuvan hyvin suuria voimia, minka ei pitaisi olla mahdollista. Kontrollisensorin usko-
taan mutatoituneen, mutta luotettavan kontrollin puute vaikuttaa myds muihin tutkimustuloksiin ne-
gatiivisesti. Kontrollisolulinja tulisi pystyttda kokonaan uusiksi, ja suorittaa uudet mittaukset tulosten

varmentamiseksi.

Voimasensorilla saaduista tuloksista kavi ilmi, etta 5 paivaa kasvatettujen solujen tumiin kohdistuu
selkeasti suurempia voimia kuin 3 paivaa kasvatettujen solujen tumiin. Tdman havainnon esitetdan
johtuvan nimenomaan epiteelin tiiviyden lisdantymisesta. Prosesseissa, joita 3-paivaiset solut kay-
vat l1api matkalla 5-paivaisiksi, eli epiteelin maturaatio ja MET, tapahtuu radikaaleja aktiinitukiran-
gan muutoksia (Alberts ym. 2015, Pei ym. 2019, Francou ym. 2020). Muutokset ovat niin merkitta-
vid, etta kaikki muut tumaan kohdistuviin voimiin mahdollisesti vaikuttavat tekijat, kuten esimerkiksi

muutokset solujen kasvumediumissa, jaavat hyvin vahaisiksi.

Tutkittaessa aktiinin polymerisaatiota inhiboivan sytokalasiini D:n vaikutusta 3- ja 5-paivaisiin so-

luihin huomattiin, ettd 3-paivaisten solujen LINC-kompleksivalitteiset voimat kasvavat, mutta 5-pai-
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vaisissa soluissa ei tapahdu merkittavaa muutosta. Tama johtuu mahdollisesti siita, ettd 3-paivais-
ten solujen liikkuessa niiden tuma on sijoiteltuna liikkeen kannalta solun peraosaan (Gundersen
ym. 2013), ja kun sytokalasiini D rampauttaa solujen liikkkumiskyvyn (Dubinsky ym. 1999), aletaan
tumaa siirtdmaan kohti solun keskiosaa kuten polarisoituneilla epiteelisoluilla. Tuman siirto aiheut-
taisi voimia LINC-kompleksiin, silla tumaa siirretdan osittain aktiinitukirankaa hyédyntaen (Alberts
ym. 2015). Koska 5-paivaiset solut ovat jo asettuneet epiteeliin ja polarisoituneet, jonka vuoksi
niiden aktiinitukiranka ei ole enaa yhta dynaaminen kuin 3-paivisilla soluilla, eikd tumaa ole tarvetta

siirtda, ei sytokalasiini D:sta havaita mitdan vaikutuksia voimiin.

Molekulaaristen voimasensorien kayttoon liittyy tiettyja epavarmuustekijoita, kuten sensorin eks-
pressiotaso. Nesprin-TS:n ekspressio on kuitenkin optimaalinen mittauksia varten, mutta nesprin-
HL oli mahdollisesti yliekspressoitunut. Téma ja huonompi lokalisaatio kuin nesprin-TS:lla johtivat
todennakdisesti huonoihin kontrollituloksiin. Lisaksi itse nesprin-TS:n on mahdollista dimerisoitua,
mika johtaa intermolekulaariseen FRET:iin, mutta tdman on naytetty Arsenovic ym. (2016) aiem-

missa tutkimuksissa olevan epatodennakdista.

Tutkimuksessa saatujen tulosten pohjalta esitetédan, etta epiteelin tiivistyminen johtaa tuman LINC-
kompleksiin kohdistuvien voimien kasvamiseen. Seuraavana vaiheena tulisi selvittdd miten nes-
priini-1-valitteiset voimat reagoivat epiteelin tiivistymiseen, silla myds nama nespriinit oletettavasti
valittavat aktiinitukirangasta kohdistuvia voimia tumaan (Arsenovic ym. 2016). Tata seuraisi nes-
priini-3:n ja sen kautta valikokoisten saikeiden aiheuttamien voimien tutkiminen epiteelin tiivisty-
essa, ja nespriini-4:n ja sita kautta mikrotubulusten aiheuttamien voimien tutkiminen vastaavassa
tilanteessa. Kaikkien naiden rakenteiden on osoitettu muokkautuvan epiteelisolujen polarisoituessa
tai kaydessa lapi MET:ta (Alberts ym. 2015, Vasileva ym. 2018), minka pohjalta voidaan alustavasti
olettaa, etta epiteelin tiivistyessa tultaisiin nakemaan muutoksia myos naista rakenteista tumaan

kohdistuvissa voimissa.
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