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Sumolaatio, Notch-signalointi ja mekaaninen stressi liittyvit lihassolujen erilaistumiseen.
Erikoistydssd tutkittiin sumolaation ja Notch2:n tasojen muutoksia hiiren lihassolujen
myoblastien erilaistumisen ja mekaanisen stressin aikana. Myoblastit indusoitiin
erilaistumaan alentamalla kasvatusliuoksen seerumitasoa ja soluista tutkittiin
sumolaation, Notch2:n, desmiinin, myogeniinin ja Troponiini T:n tasot.
Erilaistumattomat solut altistettiin mekaaniselle stressille ja néytteistd tutkittiin
sumolaation ja Notch2:n tasot. Ndiden kokeiden pohjalta solut indusoitiin erilaistumaan
ja erilaistumisen eri aikapisteissd ne altistettiin mekaaniselle stressille. Kokeiden néytteet
analysoitiin Western blot -menetelmalla.

Erilaistumisessa sumolaation taso nousi 24 tunnin kohdalla, jonka jalkeen se alkoi laskea,
jolloin Notch2:n taso taas nousi. Kun sumolaatio alkoi jdlleen nousta erilaistumisen
loppuvaiheessa, Notch2:n taso laski. Desmiinin tasot kasvoivat tasaisesti erilaistumisen
aikana, kun taas myogeniini ja Troponiini T alkoivat ilmetd Notch2:n nousun jdlkeen, kun
Notch?2 oli laskussa. Erilaistumattomissa soluissa mekaaninen stressi ei juuri vaikuttanut
Notch2:n tasoihin, mutta sumolaation taso nousi noin 30 min kohdalla.

Sumolaation ja Notch2:n tasojen muutokset mekaanisessa stressissd erosivat solujen
erilaistumisasteen mukaan. Erilaistumattomissa soluissa sumolaatiotaso nousi vasteena
mekaaniseen stressiin, erilaistumisen kdynnistyttyé stressi alensi sumolaatiota. Notch2:n,
jonka tasoihin mekaaninen stressi ei juuri vaikuttanut erilaistumattomissa soluissa, tasot
laskivat huomattavasti 72 tuntia erilaistuneiden solujen stressissd. Desmiinin tasot taas
saattoivat laskea hieman erilaistumattomien ja erilaistumisen alkuvaiheessa olevien
solujen mekaanisessa stressissd, mutta loppuvaiheessa mekaaninen stressi nosti desmiinin
tasoja selvisti.

Sumolaation ja Notch2:n tasot ndyttdvit muuttuvan painvastaisesti, mutta erilaistumisen
kdynnistineissd soluissa molempien tasot laskivat vasteena mekaaniseen stressiin, kun
taas desmiinin taso nousi jyrkidsti. Notch2:n sumolaatiota tulisi tutkia vield
immunosaostuksella, jonka optimointi aloitettiin, jotta voitaisiin péételld sumolaation
sadtelevian Notch2:ta. Tiedosta ndiden vilisestd yhteydestd voisi olla hyotyd esimerkiksi
regeneratiivisessa ladketieteessa.

Asiasanat: Sumolaatio, Notch2, erilaistuminen, mekaaninen stressi, C2C12-solut
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1. Kirjallisuuskatsaus

Notch-signaloinnin tiedetéén liittyvén erilaistumiseen ja lihasten regeneraatioon (Siebel
ja Lendahl 2017). Notchin on havaittu sumoloituvan (eng/. sumoylation) solustressissa
(Antila ja muut 2018) ja myOs sumolaation on havaittu olevan tirked lihassolujen
erilaistumiselle (Riquelme ja muut 2006). Lihaskudoksessa solut altistuvat lisdksi
mekaaniselle stressille, joka my0s vaikuttaa solujen erilaistumiseen (Esteves de Lima ja
muut 2016). Erikoistydssd tutkittiin Notch2:ta ja sumolaatiota sekd mekaanisessa

stressissd ettd erilaistumisessa ja etsittiin ndiden vilistd yhteytta.

1.1 Notch-signalointi

Notch-signalointireitti (kuva 1.) sddtelee muun muassa homeostasiaa, solujen
erilaistumista, kudosten kehittymisté ja lihaskudoksen regeneraatiota. Viallinen Notch-
signalointi voi johtaa useisiin sairauksiin, kuten tiettyihin syopiin. Nisdkkéilld ilmentyy
neljai eri Notch-reseptorityyppid, Notch1-4. Notch-reseptorit ovat
transmembraanireseptoreita, jotka leikkautuvat Golgin laitteessa kaksiosaiseksi ennen
solukalvolle siirtymistd. Notchin solun ulkoinen osa (engl. Notch extracellular domain,
NECD) vuorovaikuttaa ligandien kanssa, jotka yleensd sijaitsevat viereisen solun
pinnalla. Notchin ligandeja ovat Jagged (1 ja 2) ja Deltan kaltainen (1, 3 ja4) (engl. Delta-
like, DII1, 3 ja 4). Kun NECD sitoutuu ligandiin se aiheuttaa Notchin solun sisdisen osan
(engl. Notch intracellular domain, NICD) irtoamisen, joka voi tumaan kulkeuduttuaan
sitoutua transkriptiotekijan kanssa. Tétéd transkriptiotekijdd kutsutaan monilla eri nimilla
organismin mukaan: CBF-1/RBPJ-k ihmisessé, Suppressor of Hairless Drosophila:ssa ja
Lag-1 Caenorhabditis elegans:ssa (CSL). NICD:n sitoutuminen muuttaa CSL:n
repressorista aktivaattoriksi. NICD:n ja CSL:n muodostamaan kompleksiin sitoutuu vield
Mastermindin kaltainen (engl. Mastermind-like, MAML). Ndmd muodostavat
transkriptiokompleksin, joka voi vaikuttaa geeniekspressioon. Notchin séddtelemiin
geeneihin kuuluvat muun muassa Hairy/Enhancer of  Split ja
Herp/Hest/Hrt/CHF/gridlock -perhe, jotka kuuluvat transkriptionaalisiin repressoreihin.
Notchin vaikutukset vaihtelevat muun muassa Notchin tyypin, kohdesolun ja NICD:n
post-translationaalisten muokkausten mukaan. (Meier-Stiegen ja muut 2010; Siebel ja

Lendahl 2017).
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Kuva 1. Yleiskatsaus Notch-signalointireitistd. Kypsyvd Notch-reseptori kdy Golgin
laitteessa ldpi S1-leikkauksen, jolloin muodostuu kaksiosainen transmembraanireseptori.
Tamdn NECD:td voivat muokata glykaaneilla esimerkiksi Fringe-proteiinit. Valmis
reseptori kulkeutuu solun solukalvolle, jossa solun NECD voi sitoutua ligandiin, joka
vleensd sijaitsee viereisen solun solukalvolla. Ligandiin sitoutuminen johtaa S2- ja S3-
leikkauksiin, jolloin NICD irtoaa solukalvolta. NICD voi sitten kulkeutua esimerkiksi
tumaan tai endosomeihin ja/tai kdydd ldapi post-translationaalisia muokkauksia, kuten
sumolaatiota (Antfolk ja muut 2019). Tumassa NICD muodostaa kompleksin CSL:n ja
MAML:n kanssa ja vaikuttaa geenien ekspressioon. (Siebel ja Lendahl 2017). Luotu

Biorender-sivustolla (Biorender.com).



1.1.1 Notch-reseptorit ja ligandit

Notch-reseptorit (kuva 2.) ovat kaksiosaisia transmembraaniproteiineja, jotka ldpéisevét
solukalvon kerran. NECD muodostuu epidermin kasvutekijoiden (engl. epidermal
growth factor, EGF) toistoista ja negatiivisen sdételyn alueesta (engl. negative regulatory
region, NRR). NICD taas sisdltdd RBP-Jk-sitoutumisproteiinialueen (eng/. recombination
binding protein-Jk-associated molecule, RAM), ankyriinitoistoja (ANK), muita
variaabelialueita, kuten Notchl:ssd ja Notch2:ssa ilmenevé transkription aktivaation
alueen (TAD) ja lopuksi C-terminaalinen negatiivisen sddtelyn PEST-alueen (Chillakuri

ja muut 2012). (Siebel ja Lendahl 2017).

Signaloiva solu

Ligandi l
(Jagged, DII) = o
= . = ,
: g EGF-toistot NECD
&= NRR-alue
Solukalvo
RAM
ANK NICD
Notchin kaksiosainen TAD
transmembraanireseptori
PEST

Kuva 2. Notch-reseptorin yleisrakenne, eri reseptorityypeilld rakenne voi vaihdella.
Kypsd Notch-reseptori on kaksiosainen transmembraanireseptori solukalvolla. NECD
koostuu EGF-toistoista ja NRR-alueesta, NICD sisdltid RAM-, ANK-, TAD- ja PEST-
alueet. NECD sitoutuu ligandiin ja aloittaa signaalin kulun. Kun NECD sitoutuu
ligandiin, NICD irtoaa solukalvolta ja kulkeutuu vaikuttamaan geenien ekspressioon.
NICD voidaan myds hajottaa ja/tai sitd voidaan muokata monin eri post-
translationaalisin tavoin. (Antfolk ja muut 2019; Siebel ja Lendahl 2017). Luotu

Biorender-sivustolla (Biorender.com).

Kypsyvi Notch-reseptori leikkautuu Golgin laitteessa proteolyyttisesti furiinin kaltaisella
konvertaasilla (engl. furin-like convertase). Tédtd ensimmadistd leikkausta kutsutaan
ensimmadisen alueen leikkaukseksi (S1-leikkaus) (engl. site 1 cleavage), jolloin

muodostuu kaksiosainen reseptori. (Siebel ja Lendahl 2017).



NECD:td muokataan monin eri tavoin ja ndmd muokkaukset voivat vaikuttaa reseptorin
vuorovaikutukseen ligandin kanssa, joko lisdten tai vidhentden tiettyyn ligandiin
sitoutumista. Muokkauksiin kuuluvat muun muassa O-glykaani (engl. O-glycans) -
muokkaukset. Ne voidaan jakaa O-fukoosi (engl. O-fucose), O-glukoosi (engl. O-
glucose), O-xyloosi (engl. O-xylose) ja N-asetyyliglukosamiini (engl N-
acetylglucosamine, O-GlcNAc) -jatkeisiin. (Matsuura ja muut 2008; Moloney ja muut
2000; Siebel ja Lendahl 2017). Eri entsyymit liittdvit O-glykaanit reseptoriin.
Esimerkiksi Rumi-entsyymit liittavat O-glukoosin EGF-toistojen seriinitdhteisiin, lisdten
Notch-reseptorien leikkausta (Acar ja muut 2008), kun taas proteiini O-
fukosyylitransferaasi (engl. protein O-fucosyltransferase) -entsyymi lisdd O-fukoosin
EGF-toistojen seriini- ja treoniinitéhteisiin (Shi ja Stanley 2003; Okajima ja Irvine 2002).
Fringe-proteiinit voivat muokata O-fukoosijatkeita edelleen lisddmélld GIcNAc-jatkeen,
joka vaikuttaa Notch-reseptorin vuorovaikutukseen ligandin kanssa (Briickner ja muut

2000; Moloney ja muut 2000). (Siebel ja Lendahl 2017).

Golgin laitteessa muokattu ja kypsd Notch-reseptori kulkeutuu solukalvolle
kaksiosaiseksi transmembraanireseptoriksi, jossa NECD voi sitoutua ligandiin, johon
edelld mainitut O-glykaanimuokkaukset voivat osallistua (Luca ja muut 2015). Notchin
ligandeihin kuuluvat DII:t ja Jaggedit. Ligandit endosytoidaan ja kierrétetddn takaisin
solun pinnalle ennen kypsymistd, jonka jdlkeen ne voivat osallistua signalointiin.
Ligandien kierrdtykseen liittyvdt muun muassa ubikitinaatio, Neuralized ja Mindbomb.
(Deblandre ja muut 2001; Itoh ja muut 2003). Neuralized ja Mindbomb ovat
ubikitiiniligaaseja, jotka toimivat Notch-signaloinnin sdételyssd ligandin endosytoosin
kautta (Lai ja muut 2001; Taal ja muut 2019; Itoh ja muut 2003; Daskalaki ja muut 2011).
Notch-signalointireitti aktivoituu useimmiten ldhelld olevien solujen pinnalla olevien
ligandien kautta, mutta tdmd on myos mahdollista kaukana olevien solujen kanssa.
Esimerkiksi rintasydvassd Notch3:n havaittiin aktivoituvan stroomasolujen eksosomien
kautta (Boelens ja muut 2014) ja Dll4-ligandien on havaittu myds kulkeutuvan
eksosomeissa (Sheldon ja muut 2010). NECD:n on havaittu myos vaikuttavan
endosomeissa ligandien kanssa, joten kaikki signalointi ei vilttdmattd tapahdu vain
solukalvolla (Hansson ja muut 2010). Signalointi voi tapahtua myods saman solun
ligandien ja reseptorien kesken. Tétd kutsutaan cis-signaloinniksi ja se johtaa Notch-

signaloinnin inhibitioon. (Sprinzak ja muut 2010). Siebel ja Lendahl 2017).
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1.1.2 Notch-signaalin kulkeutuminen solussa

Ligandin sitoutumisesta seuraa reseptorin proteolyyttinen leikkautuminen. Toisen alueen
leikkauksen (S2-leikkaus) (emgl. site 2 cleavage) suorittavat disintegriini ja
metalloproteaasit (ADAM:it) (engl. disintegrin and metalloproteases). Kolmannen alueen
leikkauksen (S3-leikkaus) (engl. site 3 cleavage) suorittaa y-sekretaasikompleksi (engl.
y-secretase complex). Nykyisen tiedon mukaan ligandin sitoutuminen aiheuttaa
NECD:hen vetdvdn voiman, joka muuttaa NRR-alueen konformaatiota solukalvon
lahelld, jotta ADAM:it voivat vuorovaikuttaa sen kanssa. NRR muodostaa saranan
kaltaisen rakenteen ligandin sitoutuessa, jolloin S2-leikkauskohta paljastuu ja ADAM:it
voivat suorittaa leikkauksen. (Siebel ja Lendahl 2017).

S2-leikkauksen jilkeen y-sekretaasikompleksi suorittaa S3-leikkauksen, joka johtaa
NICD:n irtoamiseen ja esimerkiksi tumaan kulkeutumisen. S3-leikkauksen paikka on
vield huonosti tunnettu, joidenkin tutkimusten mukaan tidmé tapahtuisi solukalvossa
(Kaether ja muut 2006; Sorensen ja Conner 2010), mutta toisten tutkimusten mukaan
NICD voi olla mono-ubikitinoitu ja kiinni y-sekretaasikompleksissa kulkeutuessaan
solun sisdosiin, jossa S3-leikkaus lopulta tapahtuu (Gupta-Rossi ja muut 2004). S3-
leukkauksen paikka voi olla my6s Notch-signaloinnin sddtelymekanismi, sillé eri alueilla
leikattujen NICD:n on havaittu eroavan toisistaan stabiiliudessa (Tagami ja muut 2008).

(Siebel ja Lendahl 2017).

Jossain tilanteissa NICD voi S3-leikkauksen jilkeen kulkeutua suoraan tumaan, mutta
usein signaalia sdddellddn tissd vaiheessa NICD:n post-translationaalisten muokkausten
kautta ja/tai NICD:n erilaisten reititysten kautta esimerkiksi endosomeihin tai
hajotettavaksi (Childress ja muut 2006; Gallagher ja Knoblich 2006). Notchin reititykseen
liittyy monia eri sddtelijoitd, esimerkiksi Numb vaikuttaa Notchin endosomireititykseen

(Couturier ja muut 2013). (Siebel ja Lendahl 2017).

1.1.3 NICD:n post-translationaaliset muokkaukset

Notch-signalointireitti on suoraviivainen eikd sisélli monille signalointireiteille
ominaista kinaasien suorittamaa vahvistusaskelta. Notch-signaloinnin sditely tapahtuu
eri tavalla kinaaseja kéyttaviin signalointireittieihin verrattuna, esimerkiksi NICD:n post-
translationaalisten muokkausten kautta. Post-translationaaliset muokkaukset ovat
reversiibeleitd proteiinimuokkauksia, jotka voivat vaikuttaa proteiinin aktiivisuuteen,
lokalisaatioon ja stabiiliuteen. NICD:n post-translationaalisia muokkauksia on havaittu

useita. Nditd ovat esimerkiksi fosforylaatio, joka vaikuttaa proteiinien véliseen
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vuorovaikutukseen, ubikitinaatio, joka usein johtaa hajotukseen, asetylaatio, joka
vaikuttaa stabiiliuteen ja toimintaan, metylaatio, joka vaikuttaa stabiiliuteen ja
geeniekspressioon, hydroksylaatio, joka vilittdd hypoksian vastetta ja sumolaatio, joka
usein johtaa geenien repressioon. Muokkaukset myos vaikuttavat toisiinsa lisdten
edelleen Notchin jo itsessddn monipuolisia signaloinnin vaikutusmahdollisuuksia.
(Antfolk ja muut 2019). Muokkausten lisdksi CSL saattaa vaikuttaa NICD:n hajotukseen.
Notchl:n solun sisdisestd osasta (N1ICD) loydettiin hajotusdomeeni (engl. degradation
domain), jonka CSL sitoutuessaan peittdd, jolloin N1ICD:n ja CSL:n vuorovaikutus
saattaa lisdtd N1ICD:n stabiiliutta. (Broadus ja muut 2016). (Borggrefe ja muut 2016;
Siebel ja Lendahl 2017).

1.1.4 NICD tumassa

NICD:n tumaan kulkeutumiseen vaikuttavat tumaan kulkeutumisen sekvenssit (engl.
nuclear localization sequences) ja kulkeutumista kontrolloivat importiini-a-proteiinit
(engl. importin-a proteins). Tumassa NICD vuorovaikuttaa deoksiribonukleiinihappoa
(DNA) sitovan proteiinin CSL:n kanssa. Ilman NICD:td CSL on repressorimuodossa ja
kykenee sitomaan ko-repressoreita, kuten SMRT, KyoT2 ja SPEN. Useilla CSL:n ko-
repressoreilla  on  kyky védrvdtd histoni-deasetylaaseja, joka voi  johtaa
transkriptionaaliseen repressioon. Kun Notch sitoutuu CSL:44n ko-repressorit vaihtuvat
ko-aktivaattoreiksi. Osa ko-aktivaattoreista sitoutuu CSL:d4n, osa vuorovaikuttaa
NICD:n kanssa. Ei ole varmaa vaihtuvatko ko-repressorit aktivaattoreiksi suoraan
samassa CSL:ssd vai voisiko NICD esimerkiksi vaihtaa aktivaattorimuodossa olevan
CSL:n repressorimuodossa olevan tilalle. NICD ja CSL luovat pinnan johon MAML voi
sitoutua. Yhdessd NICD, CSL ja MAML muodostavat aktiivisen transkriptiokompleksin,

joka voi vaikuttaa geenien ekspressioon. (Siebel ja Lendahl 2017).

1.1.5 Erot Notch-signaloinnissa
Notch-signaloinnin vaikutukset ovat monipuolisia ja se tuottaa monissa eri soluissa eri

transkriptomeja sen yksikertaisesta ja suoraviivaisesta arkkitehtuurista huolimatta. Tdma

eri soluissa voi olla my0s eri solujen epigeneettisissd tiloissa, joissa soluilla on erilaiset
varastot transkriptionaalisia aktivaattoreita, joiden kanssa NICD voi vaikuttaa geeneihin.

(Siebel ja Lendahl 2017).
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Myos eri Notch-reseptorityypeilld ilmenee eri vaikutuksia soluihin. Esimerkiksi
medulloblastooman kehityksessd NI1ICD ja Notch2:n solun sisdinen osa (N2ICD)
johtavat vastakkaisiin vaikutuksiin, esimerkiksi N2ICD:n lisétessd solujen jakautumista
N1ICD:n inhiboidessa (Fan ja muut 2004). Virtsarakon sydvassd N2ICD:lla havaittiin
olevan kasvainta edistdvd vaikutus, kun taas N1ICD:lla vihentdvd (Hayashi ja muut
2016). Notch3:lla niyttdisi olevan omanlaisensa signalointi muihin reseptoreihin
verrattuna ja sen on havaittu liittyvén ainakin haiman solujen erilaistumiseen (Apelqvist
ja muut 1999). Lisdksi sen vaikutus saattaa toimia ainakin osittain kilpailulla N1ICD:n
kanssa (Beatus ja muut 1999). Notch4:n rooli ei ole yhtd selked muihin verrattuna. Se ei
aktivoidu ligandien toimesta, vaan oman solun signaloimalla cis-signaloinnilla ja
Notch4:n aktivaatio johtaa Notchl:n inhibitioon (James ja muut 2014). Myos ligandien
paralogeissa on havaittu eroja, esimerkiksi DII1:114 ja DI114:114 (PreuBe ja muut 2015).
(Siebel ja Lendahl 2017).

1.1.6 Notch ja muut signalointi- ja sdatelyreitit

Solun monet signalointireitit ovat jatkuvassa vuorovaikutuksessa keskendin ja myos
Notchilla esiintyy yhteisvaikutusta muiden kanssa, joka voi muuttaa Notch-signaloinnin
vastetta. Notch liittyy erityisesti Wingless ja Int-1 -signalointireittiin (Wnt) monilla
tasoilla, esimerkiksi Drosophila:n siiven kehityksessdé NICD vuorovaikuttaa Wnt:n
kanssa (Giraldez ja Cohen 2003), NICD:n voi fosforyloida Wnt:n eri komponentit (Foltz
ja muut 2002) ja Wnt voi sdddelld DIl:n ekspressiota. Notch vuorovaikuttaa myos useilla
eri tavoilla B-kateniinin kanssa, esimerkiksi Notchin inaktivointi hiiren ihossa johti -
kateniinin repression kumoutumiseen ja kasvainten kehitykseen (Nicolas ja muut 2003).
Notchin vaikutus on havaittu lisdksi myds hypoksiassa ja Sonic Hedgehog -

signaloinnissa. (Borggrefe ja muut 2016; Siebel ja Lendahl 2017).

Useiden ei-koodaavien ribonukleiinihappojen (RNA) on havaittu toimivan sditelijoind
monessa eri solun toiminnassa. MikroRNA:t (miRNA) ovat ei-koodaavien RNA:iden
luokka, joka osallistuu solun geeniekspression sdételyyn post-transkriptionaalisella
tasolla ja ne vaikuttavat myds Notch-signalointiin sédételemélld signalointireitin
komponenttien ekspressiota. Notch taas voi sdddelld miRNA:iden ekspressiota. (Siebel ja

Lendahl 2017).

Koska Notchin transkriptiokompleksi sitoutuu DNA:han, my0s epigeneettinen ympéristo
vaikuttaa signalointiin. Notchin transkriptiokompleksilla ndyttdd myds olevan

kromatiinin muokkauskykyd muun muassa histonien metyloinnin kautta. Esimerkiksi
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CSL vuorovaikuttaa histoni demetylaasin kanssa (Liefke ja muut 2010) ja Notchin on
havaittu indusoivan histoni 3:n trimetylaation menetysti (Ntziachristos ja muut 2012).
Sen lisdksi ettd Notch muuttaa kromatiinia NICD/CSL:n sitoutumiskohtien l4helt4,
kromatiinin tilan on my®6s havaittu séételevéin missd NICD ja CSL sitoutuminen tapahtuu.

(Siebel ja Lendahl 2017).

1.1.7 Notch kehityksessa ja lihasten yllapidossa

Notch-signalointireitti osallistuu useiden elinten ja kudosten kehitykseen ja usein
aktivoituu toistuvasti solujen edetesséd kehitysvaiheesta toiseen. Joissain tilanteissa
Notch-signalointi estdd erilaistumisen ja varmistaa ettd osa soluista pysyy esimerkiksi
kantasoluina. Notch voi myos edistdd solujen erilaistumista, joissain tapauksissa
inhibition kautta, jolloin alkuperidisestd homogeenisesta soluryhméstd erottuvat eri
solulinjat. Notch liittyy monien organismin osien kehitykseen, esimerkiksi verisuonten,

hermoston, haiman ja lihasten. (Siebel ja Lendahl 2017).

Notch-signalointi sddtelee luurankolihasten myogeneesid (kuva 3.), jossa solut voivat
erilaistua myoblasteista, eli erilaistumattomista lihassoluista, monitumaisiksi
myoputkiksi (engl. myotube), yleensd inhiboimalla myoblastien, erilaistumista.
Myogeneesissd on liséksi havaittu Notchia inhiboivan Numbin jakautuvan epitasaisesti
lihaksessa, mahdollisesti sdddellen Notchia ja siten lihasten kasvua. (Buas ja Kadesch
2010). Myogeneesin alussa esisolu (engl. progenitor), joka ekspressoi transkriptiotekija
Pax3:a, voi erilaistua joko lihassoluksi, verisuonen endoteelin tai sileén lihaskudoksen
soluksi ja tdtd valintaa ohjaa Notch. Notchl:n aktivaatio johtaa ndissd soluissa
endoteeliseksi ja siledksi lihaskudokseksi erilaistumiseen, jolloin soluista ei siis kehity
luurankolihassoluja (Mayeuf-Louchart ja muut 2014). Hiiren myoblasteja tutkittaessa
havaittiin, ettd aktiivinen Notch-signalointi estdd myoblastien erilaistumisen pitden ne
erilaistumattomassa tilassa (Nofziger ja muut 1999). Kuinka Notch repressoi
myogeneesid ei ole vield tdysin tunnettu ja inhibitio ndyttdd tapahtuvan useiden
mekanismien kautta, esimerkiksi Notchin kohteiksi havaittujen repressorien MyoR:n ja
Heyl'n poisto ei lopettanut myogeneesin repressiota Notch-signaloinnin ollessa
aktiivinen (Buas ja muut 2009). Ono ja muut taas tutkivat liittyvitké Notch2 ja Muuttuva
kasvutekija-p1 (engl. Transforming growth factor-f1, TGF-f1) yhteen myogeenisissa
soluissa. He havaitsivat TGF-B1:n lisdyksen C2C12-soluihin johtavan myofibroplastisten
markkerien ekspressioon ja samalla Notch2:n tason laskuun. Notch2:n yliekspressio taas

vihensi markkerien TGF-B1 indusoimaa nousua. Myds Notch2:n hetkellinen poisto nosti
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markkerien tasoa ja edisti erilaistumista ilman TGF-B1 lisdystd. He paitteliviat Notch2:n

inhiboivan erilaistumista myoblasteissa. (Ono ja muut 2007). (Siebel ja Lendahl 2017).

Jakautuminen, ei erilaistumista

Notch2:n
aktivaatio
Ei Notch1:n Ei Notch2:n
aktivaatiota aktivaatiota
— —— A
| i @7( \
Esisolu ; i
(jolla Pax3) Myoblasti Luurankolihaksen solut
Notch1:n

ktivaati
aktivaatio I :

Endoteelin tai siledn lihaskudoksen solut

Kuva 3. Notch myogeneesin sddtelyssd. Notchl:n aktivaatio johtaa Pax3:a
ekspressoivissa esisoluissa endoteelin tai siledn lihaskudoksen soluiksi erilaistumiseen,
ilman Notchl:n aktivaatiota ndistd voi tulla myoblasteja. Syntymdn jéilkeen myoblasteja
voi kehittyd lihaksen satelliittisoluista. Myoblasteissa Notch2:n aktivaatio inhiboi
erilaistumista luurankolihasten soluiksi. (Mayeuf-Louchart ja muut 2014; Ono ja muut

2007, Siebel ja Lendahl 2017). Luotu Biorender-sivustolla (Biorender.com).

Kehityksen lisdksi Notch vaikuttaa useiden kudosten homeostasiassa ja muuan muassa
lihaksen ylldpidossa. Aikuisen lihaksissa on joukko kantasoluja, joita kutsutaan
satelliittisoluiksi, jotka tarvitsevat Notchia. On havaittu kédénteinen korrelaatio Notch-
signaloinnin ja ikd&ntymisen valilld, mika ainakin osittain selittdd kudosten regeneraation
viahentymisen idn myoti. Esimerkiksi DIl1:n tasot laskevat vanhemmissa eldimissé ja kun
DIlll:n tasoja nostettiin, havaittiin myds Notch-signaloinnin lisdys ja samalla myos
kudosten regeneraation parantuminen (Conboy ja muut 2005). MAML:n toimimattoman
negatiivisen version lisdyksen soluihin, joka hdiritsi Notch-signalointia, havaittiin taas
johtavan vialliseen regeneraatioon (Lin ja muut 2013). Lihaksen vahingoittuminen johtaa
nousuun Notch-signaloinnissa, joka jilleen korreloi lisddntyneelld lihaskudoksen

regeneraatiolla. Vaurion lisdksi Notch-signalointi ndyttdd aktivoituvan lihaksessa myos
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lihaksen supistumisen aikana. Liikkumattomuus taas vdahentdd Notch-signalointia, joka
haittaa lihaksen esisolukantaa ja titen myogeneesid. (Esteves de Lima ja muut 2016).

(Siebel ja Lendahl 2017).

1.1.8 Notch sairauksissa ja syovdssa

Koska Notch-signalointi liittyy moniin solujen toimintoihin, viallinen Notch-signalointi
my®os liittyy moniin sairauksiin ja syOpiin. Joskus sairauden voi aiheuttaa mutaatio Notch-
signalointireitissd ja muutoin Notchin vaikutus voi olla epdsuora, jolloin viallinen
Notchin kontrollointi edistii sairautta ilman poikkeavia signalointireitin komponentteja.

(Siebel ja Lendahl 2017).

Sairauksia joissa Notchin reseptorit tai ligandit ovat mutatoituneet kutsutaan
monogeenisiksi. Esimerkkind téllaisesta on Alagille-syndrooma, joka vaikuttaa useisiin
elimiin, kuten maksaan, munuaisiin ja verisuoniin, joissa Notch-signalointi on tirked
toiminnalle ja kehitykselle. Télle syndroomalle tyypillistd ovat mutaatiot Jaggedl:ssi,
joka johtaa vialliseen vuorovaikutukseen reseptorin kanssa (Li ja muut 1997). Toinen
esimerkki Notchin monogeenisesti sairaudesta on Hajdu-Cheney-syndrooma, joka johtaa
muun muassa neurologisiin, sydidn- ja verisuoniongelmiin sekd luuston menetykseen.
Siind Notch2:n viallinen leikkaus johtaa lisddntyneeseen Notch-signalointiin ja titen
kudosten kehityksen héiridihin (Simpson ja muut 2011; Isidor ja muut 2011). (Siebel ja
Lendahl 2017).

Notch signalointireitti voi toimia viallisesti my0s ilman etti sen osissa esiintyy
mutaatioita, jolloin reitin sditely on viallinen aiheuttaen sairauksia. Téllaisia sairauksia
ovat esimerkiksi Duchenne-lihassairaus (eng/. Duchenne Muscular Disease) (Vieira ja

muut 2015) ja erilaiset fibroosit. (Siebel ja Lendahl 2017).

Notchin signaloinnin hdirigitd on havaittu myds useissa syovissi, esimerkiksi T-solujen
leukemiassa, rintasyovdssd, maksasyovissd ja aivosyovissd. Monet Notch-reseptorit
voivat olla viallisia samassa syovéssd. Syovit, joissa Notch-signalointi on vaikuttava
tekijd, voidaan jakaa kolmeen tyyppiin: kasvainta estdvit mutaatiot, joissa Notch on
hypoaktivoitu, onkogeeniset mutaatiot, joissa Notch on hyperaktivoitu ja ei-

mutatoituneet, joissa Notchin séétely on viallinen. (Siebel ja Lendahl 2017).

1.1.9 Notch sairauksien hoidossa
Koska Notch liittyy moniin solujen toimintoihin ja sen viallinen signalointireitti on
osallinen wuseissa sairauksissa, on Notchia pohdittu ladkintdkohteena sydvissi,

tulehdussairauksissa ja regeneratiivisessa lddketieteessi. Koska Notchilla on jo
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erilaistuneissakin soluissa useita rooleja esimerkiksi homeostasian ylldpidossa, ei ole
kuitenkaan = varmaa kestdisivitkd solut Notch-signalointireitin  ladkitsemista.
Potentiaalisia lddkintédkohteita Notch-signalointireitille ovat esimerkiksi signaloinnin
estiminen joko reseptori/liganditasolla  esimerkiksi ligandien vasta-aineilla,
toimimattomilla ligandi- ja reseptoriklooneilla, jotka johtavat
ligandi/reseptorivuorovaikutuksen estoon, reseptorin vasta-aineilla, jotka estdisivét
reseptorin S2-leikkaukseen tarvittavat konformaatiomuutokset, y-sekretaasikompleksin
inhibiittorit, jotka estdisivdt S3-leikkauksen tai tumassa NICD:n transkriptiokompleksin
estolla, esimerkiksi muokatulla MAML-peptidilld. (Takebe ja muut 2014; Siebel ja
Lendahl 2017).

1.2 Sumolaatio

Sumolaatio (kuva 4.) on tirked ja yleinen reversiibeli proteiinien muokkausmekanismi
pienelld ubikitiinin kaltaisella muokkaajaproteiinilla (engl. small ubiquitin related
modifier, SUMO). Sumolaation mekanismi on samankaltainen kuin ubikitinaation.
Sumolaation entsyymikaskadi liittdéd SUMO-proteiinit kohdeproteiineihin reversiibelisti
isopeptidisidoksella, jonka jdlkeen liitetty SUMO vaikuttaa kohdeproteiinin toimintaan
joko luomalla tai peittdmilld aktiivisen kohdan. SUMO:n kohdeproteiineja ilmenee
useilla solun alueilla, kuten tumassa, sytoplasmassa, solukalvolla ja mitokondriossa.
Eniten sumolaatiota tapahtuu tumassa. Sumolaatiolla voi olla useita seurauksia, jotka
vaihtelevat kohteen, ympiriston ja muiden proteiinin muokkausten mukaan. Sumolaatio
voi johtaa muutoksiin esimerkiksi lokalisaatiossa, aktiivisuudessa ja proteiinin
stabiiliudessa. Sumolaatio on useimmille organismeille elintdrked ja se osallistuu moniin
solujen toimintoihin, kuten kromatiinin rakenteen séditelyyn, DNA:n korjaukseen,
transkriptioon ja solusyklissd etenemiseen. Sumolaatio osallistuu lisdksi ainakin
joidenkin organismin rakenteiden, kuten neuronien kehitykseen (Henley ja muut 2014).
Lisaksi SUMO1:n viallisen geenin on havaittu liittyvan huulihalkioon (Alkuraya ja muut

2006). (Gareau ja Lima 2010; Geiss-Friedlander ja Melchior 2007).
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Kuva 4. Sumolaation yleismekanismi. Kypsyvin SUMO:n leikkaa ensin SENP, jonka
Jjélkeen SUMO on valmis sumolaatioon. Ensin El-aktivaattorientsyymi aktivoi SUMO:n
ATP:ta  kuluttavassa  reaktiossa, jolloin ~ SUMO liittyy  C-terminaalisesta
karboksyyliryhmdstddn E1-aktivaattorientsyymin kysteiinitihteeseen. Tdmdn jdilkeen
SUMO:n ottaa E2-konjugaatioentsyymi, joka vie SUMO:n kohdeproteiinille, jossa E3-
ligaasientsyymi katalysoi peptidisidoksen muodostumisen SUMO:n glysiinitdhteestd
kohdeproteiinin lysiinitidhteeseen. SUMO:n poistaa kohdeproteiinista SENP, jonka
jalkeen SUMO:a voidaan kdyttid uudelleen sumolaatiossa. (Geiss-Friedlander ja

Melchior 2007). Luotu Biorender-sivustolla (Biorender.com).

1.2.1 SUMO-proteiinit

SUMO:t ovat noin 10 kD:n kokoisia polypeptidejd, joiden rakenne muistuttaa ubikitiinia.
Ne kuitenkin omaavat alle 20 % samanlaista aminohappoketjua ja pintojen varausten jako
on erilainen. (Bayer ja muut 1998). SUMO-proteiineilla on N-terminaalisessa padssdan
10-25:n aminohapon hintd, jolla ei ole pysyvédd kolmiulotteista rakennetta. Nédiden
hiantien tehtdvdnd on ilmeisesti muodostaa ketju muiden SUMO-proteiinien kanssa.

(Geiss-Friedlander ja Melchior 2007).

Kaikki SUMO-proteiinit ekspressoituvat ensin epékypsidssd muodossa, jossa niiden C-
terminaalisessa pddssd on vaihtelevan pituinen 2—11:n variaatioalue. Témaén jilkeen on
vakiona kaksi vierekkéistd glysiinid, joka on kypsdn SUMO:n C-terminaalin loppupéd.
Sentriini-spesifinen proteaasi (SENP) leikkaa vaihtelevan pituisen pddn irti ennen
SUMO:n osallistumista sumolaatioon ja proteiinien toiminnan sditelyyn. (Gareau ja Lima
2010; Geiss-Friedlander ja Melchior 2007).
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SUMO-proteiinia ilmenee kaikissa eukaryooteissa. Joissain organismeissa ilmenee vain
yhtda SUMO-proteiinin tyyppid, toisilla voi ilmetd useita ja niilld eri SUMO:illa voi olla
soluissa eri tehtdvid. Thmisessd ilmenee neljid SUMO:n tyyppid, SUMOI1-4, joista
SUMOI1-3 esiintyy kaikkialla kehossa, mutta SUMO4 ilmenee pédasiassa vain
munuaisissa, imusolmukkeissa ja pernassa. SUMO2 ja SUMO3 ovat rakenteeltaan
erittdin samankaltaisia ja niiden on havaittu osallistuvan samoihin solun vasteisiin,
esimerkiksi solustressin aikana sekd SUMO2 ettdi SUMO3 konjugoituivat suuren
molekyylimassan omaaviin proteiineihin, SUMO1:n erotessa niistd kahdesta enemmaén
(Saitoh ja Hinchey 2000; Vertegaal ja muut 2006). SUMO4:n on havaittu eroavan muista,
sen variaatioalueen leikkausta inhiboidaan ja rooli on toistaiseksi vihemmaén tunnettu

(Owerbach ja muut 2005). (Geiss-Friedlander ja Melchior 2007).

1.2.2 Sumolaation mekanismi

Sumolaatiossa SUMO:n ja kohdeproteiinin vélille muodostuu isopeptidisidos SUMO:n
C-terminaalisen glysiinitdhteen ja kohteen lysiinitdhteen e-aminoryhmén vilille.
Kohdeproteiiniin voi liittyd useampi kuin yksi SUMO-proteiini, joko eri lysiinitdhteisiin
tai edelliseen SUMO-proteiiniin, jolloin muodostuu SUMO-ketju. Sumolaatio tapahtuu
entsyymikaskadin avulla, jonka entsyymit voidaan jakaa kolmeen luokkaan: El-
entsyymit, jotka toimivat SUMO:n aktivaatioentsyymeind, E2-entsyymi, joka toimii
konjugaatioentsyymind ja E3-entsyymit, jotka ovat ligaasientsyymejd. (Gareau ja Lima

2010; Hickey ja muut 2012; Geiss-Friedlander ja Melchior 2007).

Sumolaation ensimmaéisessd vaiheessa leikatun ja kypsin SUMO:n aktivoi sen
sumolaatioon osallistuvasta C-terminaalisesta péddsti SUMO:lle spesifinen El-
aktivaatioentsyymi, joka on AOS1:n ja UBA2:n heterodimeeri. Tdmé vaihe kuluttaa
adenosiini-trifosfaattia (ATP), jolloin muodostuu SUMO-adenylaattikonjugaatti, joka
toimii vélivaiheena tulevalle tioesterisidokselle. Taméd tioesterisidos muodostuu
seuraavaksi SUMO:n C-terminaalisen karboksyyliryhmédn ja El-entsyymin UBA2:n
katalyyttisen kysteiinin valille. Taémén jdlkeen SUMO siirtyy E2-konjugaatioentsyymille,
joka on aina Ubc9. Tidssd vaiheessa tioesterisidos muodostuu Ubc9:n katalyyttisen
kysteiinin ja SUMO:n C-terminaalisen karboksyyliryhmén vilille (Desterro ja muut
1997). Tamén jialkeen Ubc9 siirtdd SUMO:n substraatille, jossa SUMO:n E3-
ligaasientsyymi katalysoi isopeptidisidoksen muodostumisen SUMO:n C-terminaalisen

glysiinin ja substraatin lysiinisivuketjun vilille. (Geiss-Friedlander ja Melchior 2007).
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Vain harvat proteiinit sumoloidaan kvantitatiivisesti joko alussa tai tarvitun signaalin
saatua. Sen sijaan useimmat kohteet ndyttidvit sumoloituvan pienind lukumaérind. Taméa
riittdd silti atheuttamaan monia muutoksia soluissa. Sumolaatio on kuitenkin reversiibeli
ja proteiineihin sekd lisdtddn ettd irrotetaan SUMO:a jatkuvasti. Vaikka tasapaino
suosiikin  SUMO:lla muokkaamatonta proteiinia, koko proteiinijoukko voi olla

sumolaation vaikutuksen alaisena. (Geiss-Friedlander ja Melchior 2007).

1.2.3 SUMO:n eri E3-ligaasientsyymit ja SENP-isopeptidaasit

Toisin kuin sumolaation E1- ja E2- entsyymejé, E3-entsyymejd on monia ja ne voidaan
jakaa kolmeen luokkaan. Suurimmalla osalla niistd esiintyy SP-RING-alue (engl. SP-
RING motif), joka on niiden toiminnalle tirked. SP-RING-ligaasit sitoutuvat
kohdeproteiineihin ja Ubc9:d4n suoraan ja sitovat SUMO:n ei-kovalenttisesti SUMO:n
kanssa vuorovaikuttavan alueen tai SUMO:a sitovan alueen (engl. a SUMO interacting
motif/binding, SIM/SBM) kautta. Ne luultavasti toimivat alustana, joka asettaa
kohdeproteiinin ja Ubc9:n ihanteelliseen asemaan SUMO:n siirtoa varten. SP-RING-
ligaasit voidaan edelleen luokitella useisiin alaryhmiin. (Geiss-Friedlander ja Melchior
2007). Toisenlainen E3-ligaasientsyymi on selkdrankaisten tumahuokosproteiinien
RanBP2 (engl. The vertebrate-specific nuclear pore protein) (Pichler ja muut 2002).
Kolmas SUMO:n E3-entsyymiligaasityyppi on ihmisen yhdistelméryhméperheen jasen 2
(engl. human polycomb group member). Ei ole kuitenkaan varmaa toimiiko timé oikeana
katalyyttindi SUMO:n siirrossa E2:lta kohdeproteiinille, vai stimuloiko se proteiinin
muokkausta esimerkiksi stoikiometrisesti. Ndiden lisdksi myos SUMO:n omana kohteena
oleva histoni deasetylaasi 4 stimuloi sumolaatiota (Grégoire ja Yang 2005). (Gareau ja

Lima 2010; Geiss-Friedlander ja Melchior 2007).

Yksi geeniperhe koodaa SUMO-spesifistd kysteiiniproteaasia. Hiivassa sen proteiinit
ovat nimeltdén Ulp1 ja 2, ihmisessd Ulp:n kuusi homologia ovat SENP1-3 ja SENPS5-7.
Ihmisesté on l6ydetty lisdksi desumoloivat isopeptidaasit 1 ja 2, seka ubikitiinispesifinen
proteaasin  kaltainen 1 (engl. ubiquitin-specific protease-like 1). Niiden
isopeptidaasitoiminnon lisdksi ne voivat toimia SUMO:n C-terminaalin hydrolyysissa,
jossa ne voivat leikata edelld mainitun variaabelihdnndn kypsyvastd SUMO-proteiinista
ennen sumolaatiota. SENP-perheen proteiinit eroavat toisistaan niiden aktiivisuudesta
kypsymisessd, isopeptidin leikkauksessa, vuorovaikutuksesta eri SUMO:n paralogeja

kohtaan seké lokalisaatiossa. (Hickey ja muut 2012; Geiss-Friedlander ja Melchior 2007).
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1.2.4 SUMO:n liitantakohdat

Yleisen SUMO:n liitdntdkohdan (engl. acceptor site) konsensuskohta, joita voi olla
samassa proteiinissa useita, havaittiin olevan WKxE/D, jossa W on alifaattinen
haarautunut aminohappo ja x mikd tahansa aminohappo. Liitdntdkohta voi olla myos
kdinteinen. (Zhao 2018). Kohteen vastaanottava lysiinitdhde kurottaa Ubc9:n
katalyyttiseen taskuun, samalla alifaattinen aminohappo vuorovaikuttaa Ubc9:n pinnan
kanssa. Konsensuskohdan kanssa vuorovaikutus on mahdollista vain jos se on
ulkonevassa tai rakenteettomassa osassa proteiinia. SUMO:n liitdntdkohdan
peruskonsensuskohdan liséksi sitd on voitu jatkaa esimerkiksi fosforylaation tarvitsevalla
jatkeella (Hietakangas ja muut 2006). On kuitenkin my0s havaittu joitain harvoja
sumolaation kohteita, joissa konsensuskohtaa ei 16ydy. (Gareau ja Lima 2010; Geiss-

Friedlander ja Melchior 2007).

1.2.5 SUMO:n ei-kovalenttiset vuorovaikutukset

Edelld kuvatun sumolaation liséksi proteiinit voivat vuorovaikuttaa SUMO:n kanssa
my0s ei-kovalenttisesti. T&lldin proteiinit, jotka eivdt muutoin vuorovaikuttaisi
keskenddn, voivat vuorovaikuttaa toiseen liitetyn SUMO:n vilitykselld SUMO:SIM:n
kautta. Joissain tapauksissa saman signalointireitin useat proteiinit voidaan sumoloida,
joka vakauttaa vuorovaikutusta muokattujen proteiinien vililld, esimerkiksi DNA:n
korjauksessa (Psakhye ja Jentsch 2012). Tamé vuorovaikutus ei ole vahva, mutta sitd voi
vahvistaa usean SIM:n sitoutuminen SUMO-ketjuihin. (Zhao 2018; Geiss-Friedlander ja
Melchior 2007).

1.2.6 Sumolaation vaikutukset

Ei ole yksinkertaista tapaa ennustaa miten sumolaatio vaikuttaa kohdeproteiiniin.
Tutkittaessa in vivo sumolaatio saattaa vaikuttaa proteiinien ominaisuuksiin esimerkiksi
stabiiliudessa, lokalisaatiossa ja aktiivisuudessa. Molekulaarisella tasolla sumolaatio
muuttaa proteiinin pintaa ja siten vaikuttaa sen vuorovaikutukseen muiden
makromolekyylien kanssa (kuva 5.). Se voi edistdd proteiini-proteiini vuorovaikutusta
jolloin sumolaatio johtaa jonkin solun prosessin tapahtumiseen, esimerkiksi histoni-
asetyylitranferaasi p300:n transkriptionaalisen vaikutuksen aktivoinnissa (Girdwood ja
muut 2003). Sumolaatio voi myds estéd tai vihentéd proteiinien vélistd vuorovaikutusta
esimerkiksi peittdmalld aktiivisen kohdan, jolloin tietty prosessi estyy, esimerkiksi
transkription ko-repressorin CtBP:n lokalisaatiota muuttamalla (Lin ja muut 2003).
Sumolaatio voi siis yksinkertaistetusti joko luoda tai peittdd aktiivisen kohdan, joko

SUMO:n itsensd peittdmilld tai osallistumalla aktiiviseen kohtaan tai SUMO:n
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sitoutumisen aiheuttamalla konformaatiomuutoksella. (Geiss-Friedlander ja Melchior

2007).

SUMO
—_
SUMO

SUMO estda SUMO luo aktiivisen SUMO aiheuttaa
vuorovaikutuksen kohdan konformaatiomuutoksen, joka
vuorovaikutusta mahdollistaa
varten vuorovaikutuksen

Kuva 5. Sumolaation vaikutus kohdeproteiinin vuorovaikutukseen. SUMO voi peittdd
aktiivisen kohdan ja estdid proteiini-proteiini vuorovaikutuksen, olla osa aktiivista
kohtaa, joka mahdollistaa  vuorovaikutuksen tai aiheuttaa  kohdeproteiinin
konformaatiomuutoksen, joka voi mahdollistaa vuorovaikutuksen. (Geiss-Friedlander ja

Melchior 2007). Luotu Biorender-sivustolla (Biorender.com).

1.2.7 Sumolaatio tumassa

Sumolaatiota tapahtuu useilla solun alueilla, mutta eniten tumassa, josta on 16ydetty
eniten sumolaation entsyymejd ja sumoloituvia proteiineja. Sumolaatiokoneiston
mutatoinnin on havaittu johtavan moniin tuman rakennehdiridihin, esimerkiksi
heterokromatiinin ~ rikkoutumiseen. N&mi viittaavat sumolaation tirkeyteen
tumarakenteissa, joita sddtelemdlld sumolaatio voi mahdollisesti vaikuttaa biologisiin

prosesseihin. (Zhao 2018).

Sumolaatio usein repressoi transkriptiota. Repressio néyttdd perustuvan transkription
sddtelijoiden vuorovaikutukseen SUMO:n kanssa niiden SIM/SBM:n kautta. Ainakin
kaksi repressiivistd sddtelymekanismia on havaittu olevan yhteista SUMO-vilitteisessa
sadtelyssd. Toisessa transkriptiotekijan sumolaatio johtaa vuorovaikutukseen
repressiivisen sédtelijan kanssa, jolla on kromatiinia muokkaavia ominaisuuksia. Néissi
tapauksissa kromatiinin repressiivinen muokkaus pysyy, vaikka sumolaatio poistuisi.
Toisissa tapauksissa transkriptiotekijdn sumolaatio voi johtaa repressiivisen kompleksin
muodostumiseen. Talloin transkriptiotekijan SUMO:n kanssa vuorovaikuttavat proteiinit,
joilla on SIM/SBM toimivat alustana, johon voi muodostua repressiokompleksi. Tamé
kompleksi pysyy, vaikka SUMO poistettaisiin transkriptiotekijéstd. Molemmissa
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malleissa sumolaatiota tarvitaan vain hetkeksi ja geenin repressio pysyy, vaikka SUMO

poistetaan kohdeproteiinista. (Geiss-Friedlander ja Melchior 2007).

Proteiinit, jotka kykenevét multivalentteihin vuorovaikutuksiin, voivat muodostaa suuria
oligomeerejd, jotka erottuvat ympéristostdan. Ndma proteiinit voivat kéyttdd niiden
vuorovaikutusalueitaan tai rakenteettomia osiaan varvatikseen muita makromolekyylejé,
jolloin rakenne laajenee. Ndmaé rakenteet voivat vuorovaikuttaa ympéariston kanssa monin
eri tavoin ja lisdksi korkeat konsentraatiot tiettyja makromolekyylejd samassa rakenteessa
lisdd niiden vilisid biologisia prosesseja. Tutkimukset téllaisista membraanittomista
rakenteista viittaavat siithen, ettd SUMO:n ominaisuus lisdtd proteiini-proteiini
vuorovaikutuksia voisi johtaa nididen rakenteiden muodostumiseen. Téllaisia rakenteita
ovat esimerkiksi promyelosyyttisen leukemian proteiinirakenteet (engl. promyelocytic
leukemia protein bodies, PML), joiden rakenteissa voi esiintyé yli 150 proteiinia ja joiden
toimintoihin kuuluvat esimerkiksi DNA:n korjaus, vaste solustressiin ja kasvainten
repressointi. Mutaatiot sumolaatiossa tai proteiinien SIM:ssd haittasi rakenteiden
muodostumista ja toimintaa. Sumolaatiotasapainon tirkeys on havaittu myo0s
tumajyvésen toiminnassa. Lisdksi sumolaatio vaikuttaa myds kromosomirakenteeseen ja

toimintaan, kuten sentromeereihin ja telomeereihin. (Zhao 2018).

1.2.8 Sumolaation saately

Solu sumoloi useat proteiinit vain joko solun ulkoisen tai sisdisen signaloinnin jilkeen,
kuten vasteena solusykliin, ravinnetilanteeseen tai solustressiin. Soluilla on useita
sadtelymekanismeja, jotka voivat joko lisdtd tai vdhentdd sumolaatiota. Useissa
tapauksissa kohdeproteiinin sumolaation sdétely tapahtuu kohdeproteiinin muiden post-
translationaalisten muokkausten kautta, kuten fosforylaation, joka voi muuttaa
esimerkiksi proteiinin lokalisaatiota. (Gareau ja Lima 2010; Geiss-Friedlander ja

Melchior 2007).

Sumolaation ja muiden post-translationaalisten muokkausten vélilld esiintyy monia
yhteisvaikutuksia. Téllaista on esimerkiksi kilpaileva inhibitio sumolaation ja
ubikitinaation vélilld tietyistd lysiinitdhteistd. Ndmd lysiinitdhteet voivat olla myos
asetylaation ja metylaation kohteina. Useiden peptidien on myds havaittu olevan seka
sumoloituvia ettd fosforyloituvia (Antfolk ja muut 2019), esimerkiksi DNA-vaurioiden
korjauksessa sumolaation ja fosforylaation substraatit ovat usein samoja. Lisdksi
sumolaation useiden E3-entsyymien kohdeproteiineista osan on havaittu olevan

proteiinikinaaseja, jotka ovat usein sumoloituja, viitaten sumolaation tirkeyteen
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fosforylaation sddtelyssd. Eri muokkaukset voivat toimia joko kilpailemalla tai ne
yhdessd muuttavat proteiinin vastetta sumolaatioon. (Zhao 2018; Geiss-Friedlander ja

Melchior 2007).

Kohdeproteiinin  sddtelyn lisdksi sumolaatiota voidaan sdéddelld sumolaatioon
osallistuvien entsyymien aktiivisuuden, lokalisaation ja méérdn kautta. Témi voi
vaikuttaa sekd yksittdisiin sumolaation kohteisiin, ettd solun yleisen sumolaation tasoon.
Sumoloidut kohteet ja SUMO:n entsyymit voivat olla esimerkiksi ubikitinoinnin kohteita,
jolloin kohdistetut ubikitiiniligaasit sitoutuvat SUMO:on ja sitd kautta sumoloituihin
proteiineihin, joka johtaa ubikitinaation kautta proteiinin hajotukseen proteasomeissa.
SUMO:n siitelyd kohdistettujen ubikitiiniligaasien kautta taas sdddellddn niiden
antagonisteilla ja timén tasapainon ylldpito on tirkedd esimerkiksi DNA:n korjauksen ja
kopioitumisen aikana. Toisaalta taas ubikitinaation komponentit voivat olla sumolaation
kohteita. Toinen tapa sdddelld yleistd sumolaatiota on SUMO:n koneiston lokalisointi
tarpeen mukaan, esimerkiksi DNA:n vaurion aikana SUMO:n E2- ja tilanteelle spesifiset
E3-entsyymit lokalisoidaan vaurioalueelle assosioimalla entsyymit vaurion tunnistavien
kompleksien kanssa. Entsyymit voidaan lokalisoida myds esimerkiksi solusyklin
mukaan. Sumolaation entsyymejd sdddelliin my0s muiden post-translationaalisten
sadtelymekansimien toimesta, esimerkiksi SUMO:n E2-entsyymin asetylaatio hypoksian
aikana vidhentdd sen kykyd vuorovaikuttaa useiden proteiinien kanssa, mutta sen
fosforylaatio mitoosin aikana lisdd sen aktiivisuutta muodostaa tioesterisidos SUMO:n

kanssa. (Zhao 2018; Geiss-Friedlander ja Melchior 2007).

1.3 Notchin sumolaatio

Notch-signalointireitilld on useita tehtdvid ja sen toiminnan vaikutukset vaihtelevat muun
muassa Notch-reseptorin post-translationaalisten muokkausten mukaan. Kuten edelld
mainittiin, NECD:td muokataan useilla eri glykaaneilla, joka vaikuttaa ligandien
sitoutumiseen ja NICD:td taas voidaan muokata monilla eri muokkauksilla, kuten
sumolaatiolla. Sumolaation liitdntdkohta vaihtelee Notchin tyypin mukaan, esimerkiksi
Notch2:n sumolaatiossa SUMO konjugoidaan 1353 kohdan lysiiniin, kun taas Notch3:ssa
kohta on 2061 lysiini (Hendriks ja muut 2017). Sumolaatiosta Notchin sdételyssé ei ole
vield paljon tietoa, mutta siitd on jo 16ydetty esimerkkeji, joissa sumolaatio usein johtaa

Notchin kohdegeenien repressioon. (Antfolk ja muut 2019).

Antila ja muut havaitsivat tutkimuksessaan N1ICD:n sumoloituvan tumassa solujen

altistuessa ldmpdshokille. Stressi ja sumolaatio lisdsivit N1ICD:n lokalisaatiota tumaan,
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mutta samalla sen transkriptionaalinen aktiivisuus viheni. SUMO tai sumolaation E2-
entsyymi eivét haitanneet N1ICD:n sitoutumista CSL:&én tai transkriptiokompleksiin,
vaan sumolaatio aiheutti histonien deasetylaasi 4:n  virvidyksen Notchin
transkriptiokompleksiin, josta seurasi Notchin kohdegeenien repressio. (Antila ja muut
2018). N1ICD:n sumolaatiota havaittiin myds mesenkymaalisissa kantasoluissa (engl.
mesenchymal stem cells) ja se ndytti liittyvdn hypoksian vasteeseen ja sumolaation
inhibitio johti muutoksiin solujen jakautumisessa ja migraatiossa (Ciria ja muut 2017).
Zhu ja muut tutkivat Notchl:n ja sumolaation suhdetta angiogeneesissé, jossa Notchin
tiedetdén vaikuttavan. Heiddn mukaansa sumolaatio liittyi N1ICD:n vapauttamiseen
solukalvolta, jolloin se stabiloi N1ICD:n, johtaen kauemmin kestévéén signalointiin, joka

taas johti angiogeneesin repressioon. (Zhu ja muut 2017).

Licciardello ja muut havaitsivat vuorovaikutuksen Notchl:n ja sumolaation vililld
rintasydvin epiteelin soluissa. Tutkimuksessaan he inhiboivat sumolaation E1-entsyymid
ja poistivat E2-entsyymin, haitaten sumolaatiota. Tami johti Notchl-aktiivisten
rintasyopésolujen kasvun hiirioon, jolloin ne etenivdt solusyklissd hitaammin ja
ajautuivat lopulta apoptoosiin. Heiddn mukaansa sumolaation inhibiittorit voisivat olla

yksi mahdollisuus Notchin ajaman syovén lddkintdkohteena. (Licciardello ja muut 2015).

Sumolaation on myds havaittu inhiboivan yhtd tai useampaa komponenttia LIN-
12/Notch-signalointireitissi Caenorhabditis elegansissa yhdessd muuan muassa
metylaation ja asetylaation kanssa (Poulin ja muut 2005). Lisdksi sumolaatio vaikuttaa
Notchin signalointiin KyoT2-proteiinin kautta, joka toimii Notchin negatiivisena
sadtelijdnd (Wang ja muut 2007). Myds MAML:n on havaittu olevan sumolaation kohde,
ja sen sumolointi johtaa MAML:n transkriptionaalisen aktiivisuuden vdhenemiseen

(Lindberg ja muut 2010).

1.4 Notch ja sumolaatio erilaistumisessa ja mekaanisessa stressissa

Myogeneesin aikana lihassolujen prekursorisolut, eli myoblastit, poistuvat
peruuttamattomasti solusyklistd ja lisddvédt lihasspesifisten proteiinien ekspressiota,
jolloin ne fuusioituvat toistensa kanssa muodostaakseen erilaistuneita ja usean tuman
omaavia lihassoluja (Riquelme ja muut 2006). Kuten edelld on mainittu, Notch liittyy
lihasten erilaistumiseen, usein repression kautta (Siebel ja Lendahl 2017; Ono ja muut
2007), mutta my0s sumolaation (Riquelme ja muut 2006) ja mekaanisen stressin (Le ja
muut 2016; Esteves de Lima ja muut 2016) on havaittu liittyvin lihassolujen

erilaistumiseen.
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Tutkimuksessaan Riquelme ja muut tutkivat sumolaation roolia lihassolujen
erilaistumisessa hiiren myoblasteissa, eli C2C12-soluissa. He havaitsivat sumolaation
E2-entsyymin osittaisen poiston johtavan C2C12-solujen erilaistumisen hdirioon. Talldin
kuitenkaan lihasspesifisten transkriptiotekijoiden MyoD:n ja myogeniinin, jotka ovat
tirkeitd erilaistumiselle, ekspressio, lokalisaatio tai aktivaatio eivdt muuttuneet. Heidin
mukaansa tulokset viittaavat siihen, etti sumolaatio on tirkedd C2CI12-solujen
erilaistumisessa ja mahdollisesti sddtelee avainasemassa olevia MyoD:td ja myogeniinid.
Tutkimuksessa Riquelmen ryhméd havaitsi myods kokonaissumolaation védhenevin

erilaistumisen aikana. (Riquelme ja muut 2006).

Kuten edelld mainittiin, fosforylaation tiedetidn myos liittyvén sekd sumolaatioon ettéd
Notchiin (Antfolk ja muut 2019; Zhao 2018; Geiss-Friedlander ja Melchior 2007) ja sen
taso ndyttdd nousevan mekaanisessa stressissi (Nakai ja muut 2010; Da ja muut 2020).
Nakai ja muut tutkivat C2C12-solujen myoblasteissa mekaanisen venyttivin stressin
vaikutusta proteiinien translaation aloitukselle ja solujen pidentymiselle ja havaitsivat
translaation ja pidentymisten markkereiden aktivoitumisen sekd staattisessa ettd
syklisessd mekaanisessa stressissd. Syklisessd stressissd havaittiin myos MAP-kinaasien
lisddntynyt fosforylaatio. Ryhma tutki eri inhibiittoreilla fosforylaatiota ja aktivaattoreita
stressissé ja totesivat lopulta stressin indusoivan proteiinien translaation aktivaation ja
pidentymisen tyrosiinikinaasien kautta, pois lukien Src-kinaasin ja JAK:n. (Nakai ja muut
2010). Da ja muut taas tutkivat mekaanisen stressin vaikutusta C2C12-solujen
jakaantumiseen ja sithen liittyvid mekanismeja PI3K/AKT-signalointireitissd, joka
sadtelee solujen jakautumista ja erilaistumista useissa eri soluissa. He havaitsivat syklisen
mekaanisen stressin aktivoivan PI3K signalointireitin, sekd lisddvdn AKT:n
fosforylaatiota ja mTOR:n ekspressiota solujen jakaantuessa enemmaén ja paityen myds

vahemmaén apoptoosiin. (Da ja muut 2020).

Kumar ja muut tutkivat syklisen mekaanisen stressin vaikutusta luurankolihasten
myogeneesiin. Tutkimuksessaan he havaitsivat mekaanisen stressin lisddvin C2C12-
solujen jakautumista ja samalla inhiboivan niiden erilaistumista myotubeiksi. Syklinen
stressi inhiboi myosiinin raskaan ketjun ekspressiota sekd myoputkien muodostumista
C2C12-soluissa. (Kumar ja muut 2004). Notch-signalointi kontrolloi myds luurangon
muodostumista sekd aikuisen luun uudelleenmuokkausta. Tutkimuksessaan Ziouti ja
muut selvittivat aktivoituuko Notch-signalointireitti luusolujen aistimassa mekaanisessa
stressissd. He havaitsivat spesifisten Notchin kohdegeenien ekspression indusoituvan
sykliselle mekaaniselle stressille altistetuissa ihmisen luuytimestd otetuissa
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mesenkymaalisissa stroomasoluissa. Kun ndiden stroomasolujen Notch-signalointireitti
estettiin y-sekretaasin inhibiittorilla, mekanotransduktio estyi ja aktiinitukirangan

organisaatio muuttui. (Ziouti ja muut 2019).

1.5 Erikoistydn tavoitteet

Vaikka lihassolujen myoblastien erilaistumisen tuntemisesta voisi olla suurta hyotyd
regeneratiiviselle lddketieteelle esimerkiksi lihasrappeumataudin hoidossa, tarkkaa
mekanismia ja sédételyd ei vield tunneta. Koska Notch2:n ja sumolaation tiedetdin
liittyvdn C2C12-solujen erilaistumiseen (Ono ja muut 2007; Riquelme ja muut 2006),
erikoistyon tavoitteena oli tutkia ndiden tasojen muutoksia sekid erilaistumisessa ja
mekaanisessa stressisséd, joka toisaalta indusoi soluja jakaantumaan (Kumar ja muut
2004), mutta myds on tirked myogeneesille (Nakai ja muut 2010) ja mahdollisesti 16yt44
yhteys néiden vililld. Solut sekd indusoitiin erilaistumaan alentamalla kasvatusliuoksen
seerumitasoa, ettd altistettiin sykliselle mekaaniselle stressille, joka jdljitteli lihasten
luontaista venymistd. Ndiden kokeiden tulosten pohjalta péitettiin viimeisen kokeen
erilaistumis- ja stressiajat. Tdssd kokeessa alhaisen seerumipitoisuuden erilaistumiseen
indusoimat ja erilaistumisen eri vaiheissa olevat solut altistettiin mekaaniselle stressille,
jotta ndhtiin eroaako vaste mekaaniseen stressiin soluissa, joissa erilaistuminen oli jo
kdynnistynyt. Néytteet tutkittiin kdyttimalla Western blot -menetelméé. Lisdksi Notch2:n
sumolaation  immunosaostus-menetelmdlld  tutkimisen  optimointi  aloitettiin

jatkotutkimuksia varten.

2. Materiaalit ja menetelmat

2.1 C2C12-solujen kasvatus

Erikoisty0ssi kéytettiin hiiren lihassolujen myoblasteja (C2C12-soluja), joita kasvatettiin
kasvatuslioksessa (Dulbeccon muokattu Eaglen mediumi, ((engl. Dulbecco’s Modified
Eagle’s Medium (DMEM)), korkea glukoosi, Sigma, D6171-500 ML), 10 % v/v vasikan
sikion seerumi ((engl. fetal bovine serum, (FBS)), Biowest, S16337S1810), 2 mM L-
glutamiini (Biowest, X0550-100), 100 U/ml penisilliini ja 100 pg/ml streptomysiini
(Sigma, PO781-100ml)) 10 cm:n kasvatusmaljoilla (Greinerbio-one) +37 °C 5 % CO..
Soluja jakaessa kaytettiin fosfaattipuskuroitua suolaliuosta ((engl. phosphate buffered

saline, PBS), Biowest, Dulbeccon fosfaattipuskuroitu suolaliuos (engl. Dulbecco’s
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phosphate buffered saline), L0615-500) ja trypsiiniliuosta (Biowest, trypsiini 0,25 %-
etyleenidiamiinitetraetikkahappo (EDTA), Hankin tasapainotettu suolalivos (engl.
Hanks' Balanced Salt Solution, HBSS), L0931-100). Solut laskettiin Biorad TC20
automated cell counter -solulaskijalla. Jatkokasvatusta ei pédstetty yli noin 60 %:n

konfluenssin.

2.2 C2C12-solujen erilaistuminen

C2C12-solut kasvatettiin 10 cm:n maljoilla (Greinerbio-one) noin 60 %:n konfluenssiin.
Kontrollindytteen kasvatuslious imettiin pois ja malja pestiin kerran PBS:II4, jonka
jalkeen solut lyysattiin 1 ml/malja kolminkertaisella laemmlilla (30 % v/v glyseroli, 3 %
w/v natriumlauryylisulfaatti (SDS) 0,1875 M Tris-HCl (pH 6,8), 0,015 % w/v
bromifenolisininen, 3 % v/v B-merkaptoetanoli) ja kammion pohjan laemmli/soluseos
kaavittiin yhteen kulmaan, josta ndyte siirrettiin pipetoimalla mikrosentrifugiputkeen ja
keitettiin 95 °C 10 min, jonka jdlkeen ndyte varastoitiin -20 °C. Muiden kasvatuslious
vaihdettiin erilaistumisliuokseen ((DMEM, korkea glukoosi, Sigma, D6171-500 ML), 1
% v/v FBS (Biowest, S16337S1810), 2 mM L-glutamiini (Biowest, X0550-100), 100
U/ml penisilliini ja 100 pg/ml streptomysiini (Sigma, PO781-100ml)) ja niitd inkuboitiin
+37 °C 5 % COs kerdysaikapisteeseen asti (24 tuntia, 48 tuntia, 72 tuntia, 96 tuntia ja 120
tuntia), jonka jdlkeen niytteet kerdttiin kuten kontrolli edelld. Erilaistumisliuos
vaihdettiin joka toinen pdivd imemailld vanha liuos pois, pesemélld PBS:114 ja lisddmalla

tuore liuos.

2.3 C2C12-solujen transfektio GenJet-reagenssilla

C2C12-solut kasvatettiin transfektiota varten noin 30—40 %:n konfluenssiin eri kokoisilla
maljoilla kokeesta riippuen: 6 cm:n maljalla (Falcon) erilaistumattomien solujen
mekaanisessa stressissd tai 10 cm:n maljoilla (Greinerbio-one) erilaistumattomien ja
erilaistuneiden solujen mekaanisessa stressissd, sekd Notch2:n sumolaation tutkimisessa
immunosaostuksella. Solut transfektoitiin kdyttden GenJet In Vitro DNA Transfection
reagent (Ver. II) -reagenssia (SignaGen Laboratories, #SL100489) valmistajan ohjeiden
mukaan: 6 cm:n maljalle DNA-plasmidia yhteensd 2,5 pg, 10 cm:n maljalle DNA-
plasmidia yhteensd 5 pg. Transfektio tehtiin joko Mock- (tyhjd kontrolliplasmidi) tai
SUMO1His-plasmidilla molemmissa mekaanisen stressin kokeissa. Transfektoidut solut

otettiin kokeiden kdyttdon seuraavana paivéna.
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2.4 Erilaistumattomien solujen mekaaninen stressi

2.4.1 Transfektio

Solut  transfektoitiin ~ GenJet-reagensilla ~ joko  tyhjélldi ~ Mock-plasmidilla
transfektiokontrolliksi tai SUMO1His-plasmideilla 6 cm:n maljoilla (Falcon) kdyttden
2,5 ng DNA-plasmidia.

2.4.2 Mekaaninen stressi

Mekaaniseen stressiin kdytettiin Strex Inc. STB-140 -laitetta ja sithen sopivia steriloituja
kammioita. 10 cm:n maljoille (Greinerbio-one) pipetoitiin 500 pl puhdasta 70 % etanolia,
jonka péille kammiot laskettiin. Kammioihin liséttiin 3 ml 5 pg/ml fibronektiiniliuosta
(EMD Millipore Corp. FC010, Hu Plasma Fibronectin) ja inkuboitiin +37 °C 5 % CO; 4
tuntia. Liuos imettiin pois ja kammiot pestiin PBS:114 kahdesti. Solut jaettiin kammioihin
100 000 solua’kammio, Mock-transfektoituja soluja vain yhteen kammioon, loppuihin
SUMO His-transfektoituja soluja. Kammiot inkuboitiin +37 °C 5 % CO> yon yli.
Solujen kunto tarkistettiin aamulla ennen mekaanista stressid. Mocksolujen-kammio ja
SUMO1 His-transfektoitujen kontrollisolujen -kammio jétettiin inkubaattoriin, muut
asetettiin mekaanisen stressin laitteeseen ja solut altistettiin 10 %:n sykliseen venytykseen
1 Hz:n taajuudella. Néytekerdyksen aikapisteet olivat 15 min, 30 min, 1 tunti ja 2 tuntia.
Mock- ja kontrollindyte, joita ei altistettu stressille, lyysattiin ennen ensimmaéisti
aikapistettd. Jokaisen aikapisteen kohdalla laite pyséytettiin ja kammio irrotettiin ja laite
laitettiin heti takaisin péille, joten aikaa kului noin 2 min, kun jdljelld olevat kammiot
olivat paikoillaan. Kammion kasvatuslious imettiin pois ja kammio pestiin kerran PBS:114
jonka jélkeen solut lyysattiin 350 pl/kammio kolminkertaisella laemmlilla ja kammion
pohjan laemmli/soluseos kaavittiin kulmaan, josta ndyte siirrettiin pipetoimalla

mikrosentrifugiputkeen ja keitettiin 95 °C 10 min, jonka jilkeen ndyte varastoitiin -20 °C.

2.5 Erilaistumattomien ja erilaistuneiden C2C12-solujen mekaaninen stressi

2.5.1 Transfektio
Solut  transfektoitiin ~ GenJet-reagensilla  joko  tyhjdlldi =~ Mock-plasmidilla
transfektiokontrolliksi tai SUMOI1His-plasmideilla 10 cm:n maljoilla kéyttden 5 pg
DNA-plasmidia.

2.5.2 Mekaaninen stressi ja erilaistuminen
Kuten edelld, mekaaniseen stressiin kaytettiin Strex Inc. STB-140 -laitetta ja sithen
sopivia steriileji kammioita, jotka valmisteltiin fibronektiiniliuoksella ja joihin

transfektoidut solut jaettiin ja annettiin inkuboida yon yli. Téssd kokeessa kaikkia
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stressindytteitd altistettiin sykliselle mekaaniselle stressille 30 min ajan, kdyttiden edelleen
10 %:n venytystd 1 Hz. Ensimméisend pdivénd 0 tunnin stressindyte altistettiin stressille.
Mock ja 0 tunnin kontrolli odottivat inkubaattorissa stressindytteen stressauksen ajan.
Stressin jilkeen 0 tunnin stressindytteen, O tunnin kontrollin ja Mockin kammioiden
kasvatuslious imettiin pois ja pestiin kerran PBS:114d jonka jélkeen solut lyysattiin 350
pul/kammio (viimeisessd toistossa kdytettiin 300 pl) kolminkertaisella laemmlilla ja
kammion pohjan laemmli/soluseos kaavittiin yhteen kulmaan, josta ndyte siirrettiin
pipetoimalla mikrosentrifugiputkeen ja keitettiin 95 °C 10 min, jonka jdlkeen niyte
varastoitiin -20 °C. Muiden kammioiden kasvatusliuos vaihdettiin erilaistumisliuokseen
ja inkuboitiin +37 °C 5 % CO; erilaistumisaikapisteeseensa saakka (24 tuntia, 48 tuntia
ja 72 tuntia), jonka jidlkeen aikapisteen kontrolli odotti inkubaattorissa stressindytteen
stressauksen ajan, jonka jidlkeen molemmat kerdttiin kuten edelld. Erilaistumisliuos

vaihdettiin joka toinen péiva kuten edella.

2.6 Western blot

2.6.1 SDS-PAGE

Denaturoivaa natriumdodekyylisulfaattipolyakryyliamidigeelielektroforeesiajoa (SDS-
PAGE) varten valmistettiin akryyliamidigeelit (yldgeeli 4,4 % v/v akryyliamidi (30 %
Akryyliamidi/Bis liuos 37,5:1, Biorad 1610158), 0,12 M Tris-Base (pH 6,8), 0,1 % SDS,
0,04 % w/v ammoniumpersulfaatti (APS), 0,2 % v/v tetrametyyli-etyleenidiamiini
(TEMED), alageeli 8 tai 15 % v/v akryyliamidi (30 % Akryyliamidi/Bis livos 37,5:1,
Biorad 1610158), 0,4 M Tris-Base (pH 8.8), 0,1 % SDS, 0,1 % w/v APS, 0,1 % v/v
TEMED) tutkittavan proteiinin mukaan: 8 % sumolaation, Notch2:n ja joidenkin
desmiinien ajoihin, 15 % myogeniinin, Troponiini T:n ja joidenkin desmiinien ajoihin.
Erilaistumisen niytteet keitettiin ennen ajoa uudestaan 95 °C 10 min ja kaikki néytteet
sentrifugoitiin kevyesti. Proteiinistandardia (Precidion Plus Protein Dual Color strandard,
Biorad, 161-0374) ladattiin geelille 8 pl, ndytettd ladattiin 35 pl, erilaistumisen
mekaanisessa stressissd madrdd nostettiin noin 47 pl:aan. Geelit ajettiin 80-120 V
PowerPac HC-ajolaitteella (BioRad) geeliajopuskurissa (0,025 M Tris-Base, 0,19 M
glysiini, 0,1 % SDS), kunnes joko latausrintama oli ajautunut geelin alareunaan tai
tutkittava proteiini oli molekyylipainon mukaan erottunut mahdollisimman l4helle geelin

keskikohtaa.

30



2.6.2 Siirrostus ja membraanin kasittely

Geeli siirrettiin nitroselluloosamembraanille (Nitrocellulose blotting membrane, GE
Healthcare, 10600016) markasiirrostuksella 100 V 1 tunti 30 min siirrostuspuskurissa
(0,06 M Tris-Base, 0,05 M glysiini, 20 % v/v metanoli). Membraani siirrettiin Pounceau-
liuokseen (Pounceau S solution, Sigma, P7170-1L), membraanin tyhjét osat leikattiin irti
ja membraani merkittiin, jonka jalkeen Pounceau huuhdeltiin MQ:lla pois ja membraanin
sitoutumattomat kohdat peitettiin blokkiliuoksella (3 % m/v Valio rasvaton maitojauhe,

0,3 % tai 0,1 % Tween, PBS) inkuboiden noin 30 min.

2.6.3 Primdarivasta-aineet

Blokkiliuos pestiin pois pesuliuoksella (0,3 % tai 0,1 % Tween, PBS) ja membraani
siirrettiin priméérivasta-aine putkeen inkuboimaan yon yli, +4 °C pydrittelyssd 50 ml
putkessa (Falcon). Kédytetyt primddrivasta-aineet olivat: SUMOI (Invitrogen, 33-2400,
hiiri, 1:1000 laimennos), Notch2 (Cell Signaling Technology, 57325, jénis, 1:1000
laimennos), Desmiini (Cell Signaling Technonoly, 5332S, jénis, 1:1000 laimennos),
myogeniini (Santa Cruz Biotechnology, SC-12732, hiiri, 1:500 laimennos,
erilaistuneiden mekaaniseen stressiin yritettiin myds 1:200), Troponiini T (Santa Cruz
Biotechnology, SC-20643, jinis, 1:500 laimennos) ja ldmpdshokkiproteiini 70 (engl.
Heat shock protein 70, HSC70) (Enzo, ADI-SPA-815-D, rotta, 1:10 000 laimennos).
Priméérivasta-aineet laimennettiin yleensd 5 tai 10 milliin priméérivasta-ainepuskuria

(0,5 % BSA, 0,02 % NaN3, PBS).

2.6.4 Sekundadrivasta-aineet

Membraani pestiin kolme kertaa 7-10 min pesuliuoksella ja siirrettiin primédria
vastaavaan sekundiirivasta-aineeseen ja inkuboitiin hitaassa liikkeessd ainakin 1 tunti
RT. Kéytetyt sekundédérivasta-aineet olivat: hiiri (Vector laboratories, P1-2000, 1:10 000
laimennos), jinis (Vector laboratories, PI-1000, 1:10 000 laimennos) ja rotta (Vector
laboratories, PI-9400, 1:10 000 laimennos). Sekunddirivasta-aineet laimennettiin 20

milliin blokkiliuosta.

2.6.5 Tulosten visualisointi ja filmikehitys

Membraanit pestiin 3 kertaa 7-10 min pesuliuoksella ja inkuboitiin 5 min
kemiluminesenssiliuoksella (engl. enhanced luminol-based chemiluminescent substrate,
ECL) valmistajan ohjeen mukaan (Amersham ECL western blotting detection reagents,
GE Healthcare, RPN2106) liikutellen. Membraanit kédrittiin kelmuun ja teipattiin
filmauskansioon ja kehitettiin filmille (Ultra Cruz autoradiography film, Santa Cruz, SC-
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201697) kayttden Agfa Gurix 60 -konetta vaihtelevin valotusajoin. Saadut filmit

skannattiin tiff-muotoon filmikuviksi.

2.6.6 Membraanin uudelleenanalysointi

Membraaneista selvitettiin yleensi kaksi eri proteiinia ja lopuksi HSC70-latauskontrolli.
Ensin pestiin ECL pois pesuliuoksella ja membraani siirrettiin blokkausliuokseen 30 min
ajaksi, jonka jdlkeen taas pestiin pesuliuoksella ja membraani siirrettiin inkuboimaan

uudessa primddrivasta-aineputkessa yon yli ja jatkettiin kuten edella.

2.6.7 Tulosten kvantitointi ja kuvien kasittely
Western blot -filmikuvat analysoitiin ImageJ- (Fiji) ja Microsoft Excel -ohjelmia

kayttden. Kuvat kisiteltiin Gimp-ohjelmalla.

3. Tulokset

Erikoisty0ssi selvitettiin hiiren lihassolujen myoblastien, eli C2C12-solujen, sumolaation
ja Notch2:n tasojen muuttumista erilaistumisen ja mekaanisen stressin aikana ja etsittiin
nididen vélistd yhteyttd. Soluja kasvatettiin kokeiden ulkopuolella pitdiméalla ne alle 60 %:n
konfluenssissa, jotta ne eivit kasvaneet ldhekkéin, jolloin erilaistuminen voisi indusoitua
ennen kokeita ja védristdd tuloksia. Ensin soluja tutkittiin altistamalla ne pelkéstiddn
erilaistumista indusoivaan alhaisen seerumin erilaistumisliuokseen, jotta ndhtiin kuinka
solut erilaistuvat ja miten tutkittujen proteiinien tasot muuttuvat. Erilaistumattomista
soluista tutkittiin myds sumolaation tasot lyhyessd mekaanisessa stressissid, jotta voitiin
madrittdd milloin sumolaatio on korkeimmillaan, johon olisi my6hemmin hyvé verrata.
Niiden kokeiden pohjalta solut altistettiin erilaistumisen eri vaiheissa mekaaniselle
stressille ja selvitettiin miten tarkasteltavien proteiinien vaste mekaaniseen stressiin eroaa
erilaistumattomien ja erilaistuneiden solujen vililld. Lisdksi Notch2:n sumolaation
tutkiminen immunosaostuksella aloitettiin, mutta menetelmii tulee vield optimoida

varmojen tulosten saamiseksi.

Erikoistyossd tutkittiin sumolaation tasoja eri tilanteissa, silld sumolaation tiedetddn
olevan tirked C2C12-solujen erilaistumiselle (Riquelme ja muut 2006). Sumolaatiota
tutkittiin SUMO1:n tasojen avulla, jonka on havaittu liittyvén useisiin tarkeisiin solun
toimintoihin, kuten tumakuljetukseen, tulehdusvasteeseen ja solusyklin sddtelyyn (Saitoh

ja Hinchey 2000). Sumolaatiota tarkastellaan Western blot -filmien 75 kD:n yldpuolella
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olevasta hunnusta. Notch-reseptoreista tutkittavaksi valittiin Notch2, jonka tiedetdén
liittyvdn C2C12-solujen myogeneesin negatiiviseen séditelyyn (Ono ja muut 2007).
Notch2:ta tutkittiin vasta-aineella, joka tunnisti membraanilla olevan N2ICD:n, joka on
kooltaan noin 110 kD, kun taas tdyspitkd Notch2 on kooltaan noin 300 kD. Niiden liséksi
solujen erilaistumista tarkasteltiin eri erilaistumismarkkerien kautta. Naméa olivat
desmiini, joka on aikaisin kehityksessd ilmeneva verkostoa muodostava noin 53 kD:n
filamentti, myogeniini, joka on lihaksen muodostumiselle tirked noin 34 kD:n sditelija
ja Troponiini T, joka on noin 31 kD:n kokoinen osa Troponiinia, joka osallistuu aktiinin
ja myosiinin véliseen vuorovaikutukseen. Soluista tutkittiin myds Western blotin
latauskontrollina noin 73 kD:n kokoinen HSC70. Sen taso pysyy soluissa vakiona
erilaistumisen ja  mekaanisen stressin aikana ja  siis  heijastaa  solun
kokonaisproteiiniméérdd, jolloin muutokset muiden proteiinien tasojen kesken voidaan

suhteuttaa toisiinsa.

Kaikkien kokeiden niytteet analysoitiin Western blot -menetelmidlld. Kokeiden
solundytteet lyysattiin kolminkertaisella laemmlilla, joka toimi my0s ajopuskurina.
Western blot -menetelméssd proteiinit ensin erotellaan SDS-PAGE:ssa, joka oli tdssd
erikoistydssd aina denaturoiva, jossa proteiinit siis eritelldin vain koon eikd
laskostumisen ja muodon mukaan. Sitten ne siirrettiin membraanille, jossa ne inkuboitiin
tarkasteltavaan proteiiniin sitoutuvalla vasta-aineella. Tdméd primédirivasta-aine sitten
tunnistettiin toisella sekunddérivasta-aineella, johon oli liitetty piparjuuriperoksidaasi
(engl.  horseradish  peroxidase), joka  katalysoi lisityn = ECL-reagenssin
kemiluminesenssin, joka voitiin havaita filmilld. Saadusta filmistd néhtiin proteiinien
tasot suhteessa toisiinsa ja ImageJ-ohjelman geelianalyysitoiminnolla (engl. gel analysis
tool) ndméd voi kvantitoitiin havainnoinnin helpottamiseksi, vaikka Western blot ei
periaatteessa ole kvantitatiivinen menetelméd. Imagel:114 saadut proteiinien raa’at
intensiteettiarvot normalisoitiin ja Microsoft Excel -laskentataulukko-ohjelman avulla,
jolla kuvaajat myds tehtiin. Skannattujen filmien tiff-kuvat muokattiin PNG-kuviksi

GIMP-ohjelmistolla.

Excelilla etsittiin toiston sisélld alin latauskontrolli (joka ei ollut 0), jolla sitten kaikki
latauskontrollien arvot jaettiin, jolloin saatiin korjauskerroin. Saadulla korjauskertoimella
jaettiin itse tutkittavien proteiinien intensiteettien arvot, jolloin saatiin korjatut,
ndytemddrddn suhteutetut intensiteetit, joita pystyttiin vertaamaan keskendidn saman

toiston sisalla.
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Toiston sisdisten normalisointien jdlkeen tehtiin SUM-normalisointi, jotta toistoja voitiin
vertailla keskendin. Edelleen Excelid kdyttden, laskettiin ensin saman toiston kaikki
korjatun intensiteetin arvopisteet yhteen summaksi. Tamén jélkeen suoritettiin summaan
suhteutus, eli jokainen toiston arvopiste jaettiin saman toiston arvopisteiden summalla,

jolloin saatiin arvopisteiden suhteellinen arvo.

Sitten paatettiin mihin kaikkien toistojen arvopisteitd tullaan vertaamaan, yleensa valittiin
kokeen kontrollindytettd edustava arvopiste. Tdmén ndytteen summaan suhteutetuista,
3:n eri toiston arvopisteistd otettiin keskiarvo. Sitten kaikki summaan suhteutetut arvot,
jokaisesta toistosta, verrattiin valittuun kontrollikeskiarvoon. Télloin kaikki pisteet ovat

siis suhteellinen muutos kontrollin keskiarvoon.

Jokaiselle kontrolliin suhteutetulle aikapisteelle otettiin keskiarvo (kontrollin keskiarvo
talldin pysyen 1:nd) ja keskihajonta. Toistojen méérdn paremmin huomioon ottamiseksi

keskihajonnasta otettiin vield keskiarvon keskivirhe (engl. standard error of mean, SEM).

Excelissd tehtiin kaikille tutkituille proteiineille pylviaskaaviot, joissa arvopisteind ovat
normalisoitujen toistojen keskiarvot ja virhepalkkeina arvopisteiden SEM. Lopuksi
tulosten tarkastelussa eri proteiinien arvot laitettiin samaan kuvaajaan, jotta ndiden
tasojen muutoksia voidaan paremmin verrata keskenddn. Nédiden arvot alkavat 1:std,
mutta tdmé johtuu vain siitd, ettd esimerkiksi 0 t on asetettu kontrolliksi, jolloin
ensimmaistd aikapistettd ei siis voida vertailla, vaan tasojen muuttumista kontrollista.
Osassa joidenkin proteiinien tasojen muutos oli moninkertainen toisiin verrattuina ja

nidmd jaettiin pienemmiksi, jotta kdyrien muodot sdilyisivit.

3.1 C2C12-solujen erilaistuminen

C2C12-solut kasvatettiin 10 cm:n maljoilla kasvatusliuoksessa ensin noin 5060 %:n
konfluenssiin, jotta ne olisivat tarpeeksi tihedssé erilaistumista varten, mutta eivét olleet
kasvaneet vield niin tiheésti ettd erilaistuminen olisi jo alkanut. Kasvatusliuos vaihdettiin
sitten  erilaistumisliuokseen, jonka alhainen seerumipitoisuus indusoi solujen
erilaistumista. Néytteet keréttiin O t (ennen kasvatusliuoksen vaihtoa) ja sitten 24 tunnin
vélein solujen erilaistuessa, jotta saatiin ndytteitd erilaistumisen eri vaiheissa. Niytteet
lyysattiin kolminkertaisella laemmlilla ja proteiinien ilmentymisté tarkasteltiin Western
blot -menetelmilld, kuten edelld kerrottiin. Erilaistumisen ndytteistd tutkittiin solun

yleisen sumolaation, Notch2:n, desmiinin, myogeniinin ja Troponiini T:n tasot.
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3.1.1 Sumolaatiotaso nousee solujen erilaistumisen alussa, laskee 48 tunnin kohdalla ja
nousee uudelleen

Erilaistuvista C2C12-soluista tutkittiin solun yleisen sumolaation tasoja, jotta nihtdisiin
kuinka solun yleinen sumolaatio, jonka tiedetdin olevan tdrked lihassolujen
erilaistumiselle (Riquelme ja muut 2006), muuttuu soluissa erilaistumisen aikana.
Sumolaatio madritettiin naytteisti Western blot -menetelméallda SUMOI1:n tunnistavalla
vasta-aineella. Sumolaation tarkasteluun kdytetddn noin 75 kD:n kohdalla olevan
tumman juovan yldpuolella olevaa huntua, jonka intensiteetin kasvaessa sumolaatio
kasvaa (kuva 6.). Tétd aluetta kédytettiin kvantitointiin ImageJ-ohjelmalla (kuvaaja 1.).
Filmikuvat kvantitoitiin ja normalisoitiin toistojen kesken SUM-menetelmilld ja
ndytteiden kontrolliksi, johon muiden tasojen muutosta siis verrataan, valittiin 0 tunnin
ndyte, eli siis kontrollisolut, joita ei indusoitu erilaistumaan. Kuvaajan vihrepalkit ovat

SEM.

Solujen kokonaissumolaation ndhdéén nousevan heti ensimmadisten 24 tunnin kohdalla,
jonka jélkeen se laskee 48 tunnin kohdalla, mutta ndyttéisi pysyvin edelleen O tuntia
korkeammalla. Sitten sumolaatiotaso nousee hieman 72 ja 96 tuntien kohdalla, mutta ei
kuitenkaan 24 tunnin tasoille, jonka jilkeen 120 tunnin kohdalla sumolaatiotaso nousee
enemmain. Toistojen vélilld eniten vaihtelua esiintyi ensimmaéisessd ja viimeisessd
aikapisteessd, vihiten vaihtelua oli 96 tunnin aikapisteessd. Muutokset sumolaatiossa
eivit ole suuria, mutta ne noudattavat kaikissa toistoissa samaa kaavaa. Lisdksi
myohemmissd kokeissa, joissa solut transfektoitiin SUMO1His-plasmidilla, havaittiin
sama kaava, mutta suuremmilla eroilla. Sumolaation tutkiminen ilman transfektiota ei siis

valttamatti anna selkeitd huomattavan muutoksen tuloksia.
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Kuva 6. Solun kokonaissumolaation tasojen muutokset C2C12-solujen erilaistumisen
aikana. Ylhddlld nékyvit aikapisteet kertovat kuinka kauan soluja pidettiin erilaistumista
indusoivassa erilaistumislivoksessa tunteina, 0 t on kontrolli, eli sen soluja ei indusoitu
erilaistumaan. Vasemmassa laidassa ndkyy proteiinikokostandardissa molekyylimassa
ilmoitettuna kD:nd. Sumolaation tarkasteluun kéytetddn noin 75 kD:n paksun juovan
vidpuolella olevaa huntua. Alempana ndkyy kdytetty latauskontrolli HSC70 hieman 75
kD:n alapuolella. Sumolaation néihdddn nousevan heti 24 tunnin aikana, jonka jdilkeen
tasot hieman laskevat, viimeisessd aikapisteessd 120 tunnin kohdalla sumolaatio lihtee

taas selvdsti nousuun.
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Kuvaaja 1. Solun kokonaissumolaation tasojen muutokset C2C12-solujen erilaistumisen
aikana. Kvantitointi tehtiin kaikkien kolmen toistojen pohjalta ImageJ:td ja Microsoft
Excelid kiyttden. Y-akselilla on normalisoitu suhteellinen intensiteetti, joka kuvastaa
proteiinitasoja ja X-akselilla ndytteiden erilaistumisliuoksessa viettimd aika tunteina.
Toistot normalisoitiin toistensa suhteen SUM-menetelmdlld. Arvopisteet ovat toistojen
arvopisteiden keskiarvot ja virhepalkit SEM. 0 tunnin keskiarvo asetettiin 1:ksi ja muut
suhteutettiin sithen. Suurin vaihtelu ndytteiden vililld on ensimmdisessd ja viimeisessd
aikapisteessd. Sumolaation ndhdddn nousevan 24 tunnin aikana, sitten vihdn laskevan

ja jdlleen selkedisti nousevan 120 tunnin kohdalla.
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3.1.2 Notch2: tasot muuttuvat pdinvastaisesti sumolaation tasoon verrattuna solujen
erilaistumisessa

Erilaistuvista C2C12-soluista tutkittiin myds Notch2:n tasot, silld sen tiedetdén liittyvin
lihassolujen erilaistumiseen (Ono ja muut 2007) ja haluttiin ndhdd muuttuvatko tasot
suhteessa solujen SUMO1-sumolaatioon. Kuten sumolaatiossa, Notch2:n tasoja tutkittiin
Western blot -menetelmalld, tdssd kdyttden Notch2:n membraanilla olevan NICD:n

tunnistavaa vasta-ainetta.

Kuvassa 7. nikyy Notch2:n filmikuva, jossa Notch2 on nimensa kohdalla, hieman 100
kD:n yldpuolella, joka vastaa Notch2:n molekyylipainoa 110 kD. Pylvédskuvaaja (kuvaaja
2.) on tehty kuten edelld, myds téssd kontrollina kéytettiin O tunnin keskiarvoa, joka on
siis asetettu 1 arvoksi ja muut on suhteutettu siihen, jolloin néhdédén tasojen muutos
alkutilanteesta ennen erilaistumista. Notch2:n tasot voivat laskea 24 tunnin kohdalla,
jolloin sumolaatio oli nousussa ja Notch2:n tasot nousevat 48 tunnin kohdalla, jolloin
sumolaatio taas oli laskussa. Tdmén jdlkeen Notch2:n tasot laskevat lisdd, kun taas
sumolaatio lahti nousuun. Toistojen vililld oli eniten eroa 0 tunnin kohdalla ja védhiten 72

tunnin kohdalla.
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Kuva 7. Notch2:n tasojen muutokset C2CI2-solujen erilaistumisen aikana. Ylhddlld
ndkyvdt aikapisteet kertovat kuinka kauan soluja pidettiin erilaistumista indusoivassa
erilaistumisliuoksessa tunteina, 0 t on kontrolli, eli sen soluja ei indusoitu erilaistumaan.
Vasemmassa laidassa ndkyy proteiinikokostandardilla molekyylimassa ilmoitettuna
kD:nd. Notch2:n juovat ovat nimensd kohdalla hieman 100 kD:td ylempdnd ja
latauskontrolli HSC70 alemmassa filmikuvassa hieman 75 kD:n alapuolella. Tasot

nousevat 48 tunnin kohdalla ja sitten laskevat.
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Kuvaaja 2. Notch2:n tasot erilaistumisen aikana. Kvantitointi tehtiin kaikkien kolmen
toistojen pohjalta ImageJ:ti ja Microsoft Excelid kdyttien. Y-akselilla on normalisoitu
suhteellinen intensiteetti, joka kuvastaa proteiinitasoja ja X-akselilla ndytteiden
erilaistumisliuoksessa viettimd aika tunteina. Toistot normalisoitiin toistensa suhteen
SUM-menetelmdlld. Arvopisteet ovat toistojen arvopisteiden keskiarvot ja virhepalkit
SEM. 0 tunnin keskiarvo asetettiin 1:ksi ja muut suhteutettiin siihen. Toistojen vidlilld oli
eniten eroja ensimmdisessd aikapisteessd ja vihiten 72 tunnin kohdalla. Notch2:n taso

nousee 48 tunnin kohdalla, jonka jdilkeen se laskee.

3.1.3 Desmiinin tasot nousevat erilaistumisen yhteydessa melko tasaisesti

Jotta C2C12-solujen erilaistumisen etenemistd voitaisiin seurata proteiinitasolla, tutkittiin
néytteistd myos desmiinin tasoja. Desmiini on lihassoluissa esiintyvd proteiini, joka
liittyy muun muassa sarkomeerien jirjestelyyn ja jota siten kéytetddn yleisesti
lihassolujen erilaistumismarkkerina. Kuten edelld desmiinin tasoja tutkittiin Western blot
-menetelmélld, filmikuvat késiteltiin  GIMP-ohjelmistolla ja kvantitointi tehtiin

ImagelJ:1l4.

Kuvassa 8. desmiini nidkyy nimensd kohdalla hieman 50 kD:ta ylempéand, mika tdsmaa
desmiinin molekyylipainoon 53 kD ja latauskontrolli HSC70 hieman 75 kD:n alla
alemmassa kuvassa. Kvantitointi ja normalisointi tehtiin kuten edelld siten, ettd 0 tunnin
keskiarvoon verrattiin muita (kuvaaja 3.). Soluissa havaittiin desmiinid jo ennen
erilaistumista ja taso nousi melko tasaisesti erilaistumisen aikana. Eniten vaihtelua oli 24

tunnin kohdalla ja véhiten 48 tunnin kohdalla.
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Kuva 8. Desmiinin tasojen muutos C2C12-solujen erilaistumisessa. Ylhddlld ndkyvdt
aikapisteet kertovat kuinka kauan soluja pidettiin erilaistumista indusoivassa
erilaistumisliuoksessa tunteina, 0 t on kontrolli, eli sen soluja ei indusoitu erilaistumaan.
Vasemmassa laidassa ndkyy proteiinikokostandardilla molekyylimassa ilmoitettuna
kD:nd. Desmiini ndkyy hieman 50 kD:td ylempdnd ja latauskontrolli HSC70 alemmassa
kuvassa hieman 75 kD:n alapuolella. Desmiinin tasot nousevat erilaistumisen aikana

melko tasaisesti.
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Kuvaaja 3. Desmiinin tasot erilaistumisen aikana. Kvantitointi tehtiin kaikkien kolmen
toistojen pohjalta ImageJ:td ja Microsoft Excelid kdyttden. Y-akselilla on normalisoitu
suhteellinen intensiteetti, joka kuvastaa proteiinitasoja ja X-akselilla ndytteiden
erilaistumisliuoksessa viettimd aika tunteina. Toistot normalisoitiin toistensa suhteen
SUM-menetelmdlld. Arvopisteet ovat toistojen arvopisteiden keskiarvot ja virhepalkit
SEM. 0 tunnin keskiarvo asetettiin 1:ksi ja muut suhteutettiin siihen. Eniten vaihtelua
toistojen vidlilld oli 24 tunnin kohdalla ja vihiten 48 tunnin kohdalla. Desmiinin tasot

nousevat melko tasaisesti erilaistumisen aikana.
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3.1.4 Myogeniini ilmentyy soluissa sumolaatiopiikin ja Notch2:n tasojen nousun jalkeen
solujen erilaistumisen aikana

C2C12-solujen erilaistumista seurattiin proteiinitasolla myds tutkimalla myogeniinin
tasoja. Myogeniini on lihasspesifinen transkriptiofaktori, jota myds kéytetdén usein
lihassolujen erilaistumismarkkerina. Kuten edelldi myogeniini analysoitiin ndytteista
Western blot -menetelmaélli, jonka filmikuvat analysoitiin ImagelJ:114 ja kdsiteltiin GIMP-

ohjelmistolla.

Kuvassa 9. myogeniini nikyy nimensa kohdalla hieman 37 kD:n alapuolella, mika tismaa
myogeniinin molekyylipainoon 34 kD. Kvantitointi (kuvaaja 4.) tehtiin kuten edella,
mutta koska myogeniinid ei esiintynyt missdéin toistossa 0 tunnin aikapisteessd,
kontrolliksi valittiin 24 tunnin normalisoitujen aikapisteiden keskiarvo. Myogeniini alkoi
ilmetd kahdessa toistossa 48 tunnin kohdalla, mutta kolmannessa toistossa, joka vaikutti
olevan hieman edelld muita, se ilmeni heikosti jo 24 tunnin kohdalla. Ilmenemisensi
jilkeen myogeniinin tasot kasvoivat nopeasti monikymmenkertaiseksi. Myogeniinin
ilmentyminen seuraa erilaistumisen alun sumolaatiopiikkié ja sitd seuraavaa Notch2:n
nousua. Suurin vaihtelu toistojen vililld esiintyi 72 tunnin kohdalla ja pienin 24 tunnin

kohdalla.
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Kuva 9. Myogeniinin tasot C2CI2-solujen erilaistumisen aikana. Ylhddlld ndkyvdt
aikapisteet kertovat kuinka kauan soluja pidettiin erilaistumista indusoivassa
erilaistumisliuoksessa tunteina, 0 t on kontrolli, eli sen soluja ei indusoitu erilaistumaan.
Vasemmassa laidassa ndkyy proteiinikokostandardilla molekyylimassa ilmoitettuna
kD:nd. Myogeniini ndkyy hieman 37 kD:n alapuolella ja latauskontrolli HSC70
alemmassa kuvassa hieman 75 kD:n alapuolella. Myogeniini alkaa ilmetd
sumolaatiopiikin jdilkeen noin 48 tunnin kohdalla, jonka jilkeen sen taso nousee

huomattavasti.
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Kuvaaja 4. Myogeniinin tasojen nousu C2CI12-solujen erilaistumisen aikana.
Kvantitointi tehtiin kaikkien kolmen toistojen pohjalta ImageJ:td ja Microsoft Excelid
kéyttden. Y-akselilla on normalisoitu suhteellinen intensiteetti, joka kuvastaa
proteiinitasoja ja X-akselilla ndytteiden erilaistumisliuoksessa viettimd aika tunteina.
Toistot normalisoitiin toistensa suhteen SUM-menetelmdlld. Arvopisteet ovat toistojen
arvopisteiden keskiarvot ja virhepalkit SEM. 24 tunnin keskiarvo asetettiin 1:ksi ja muut
suhteutettiin siihen. Suurin vaihtelu toistojen vdlilld oli 72 tunnin kohdalla ja pienin 24
tunnin kohdalla. Myogeniini alkaa ilmetd noin 48 tunnin kohdalla, jonka jilkeen sen taso

nousee huomattavasti.

3.1.5 Troponiini T:n tasot nousevat myogeniinin ilmenemisen jalkeen solujen
erilaistumisen aikana

Desmiinin ja myogeniinin lisdksi C2C12-solujen erilaistumista seurattiin tutkimalla
Troponiini T:n tasoja Western blot -menetelméllé ja ImagelJ:11d kvantitoiden kuten edella.
Troponiini T on lihassoluissa esiintyvd rakenneproteiini, jota kéytetddn yleisesti

lihassolujen erilaistumismarkkerina.

Kuvassa 10. Troponiini T ndkyy nimensé kohdalla hieman 37 kD:n alla kahtena juovalla,
joista alempi vastaa 31 kD:n Troponiini T:n kirjallisuuden molekyylipainoa. Kvantitointi
(kuvaaja 5.) tehtiin my0s kuten edelld, mutta tdssd kontrolliksi otettiin 24 tunnin
normalisoitujen arvojen keskiarvo, johon muita verrattiin. Filmikuvia katsoessa 24 tunnin
kohdalla ei ndy mitddn, mutta kvantitoidessa havaittiin erittdin vahdisid maérid Troponiini
T:td viimeisessd toistossa. Troponiini T ilmentyy noin pdivd myogeniinin ilmentymisen
jélkeen kaikissa toistoissa paitsi kolmannessa, jossa nihddén erittdin heikko juova jo 24

tunnin kohdalla. Tdma on kuitenkin erittdin vdhdinen méérd ja huomattava muutos alkaa
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tapahtua vasta myogeniinin ilmentymisen jélkeen, jolloin tasot nousevat erittdin nopeasti
ja huomattavasti. Troponiini T:n tasot nousevat monisatakertaisesti alkuun verrattuna.
Troponiini T:n tasojen huomattava nousu myds korreloi aikapistettd, jolloin
mikroskoopilla tarkastellessa ndhtiin solujen alkavan muodostaa lihasoluille ominaista
putkimaista rakennetta. Suurin vaihtelu toistojen vélilld oli 120 tunnin kohdalla, pienin

24 tunnin kohdalla.
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Kuva 10. Troponiini T:n tasot erilaistumisen aikana. Ylhddlld ndkyvit aikapisteet
kertovat kuinka kauan soluja pidettiin erilaistumista indusoivassa erilaistumisliuoksessa
tunteina, 0 t on kontrolli, eli sen soluja ei indusoitu erilaistumaan. Vasemmassa laidassa
ndkyy proteiinikokostandardilla molekyylimassa ilmoitettuna kD:nd. Tropoiini T ndkyy
kahtena juovana hieman 37 kD:n alapuolella ja alemmassa kuvassa on latauskontrolli
HSC70 hieman 75 kD:n alla. Troponiini T alkaa ilmetd suunnilleen 72 tunnin jdilkeen, eli
noin pdivdd myogeniinin ilmentymisen alettua ja sen tasot nousevat nopeasti ja

huomattavasti.
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Kuvaaja 5. Troponiini T:n tasot erilaistumisen aikana. Kvantitointi tehtiin kaikkien

kolmen toistojen pohjalta ImageJ:td ja Microsoft Excelid kdyttden. Y-akselilla on
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normalisoitu suhteellinen intensiteetti, joka kuvastaa proteiinitasoja ja X-akselilla
ndytteiden erilaistumisliuoksessa viettdmd aika tunteina. Toistot normalisoitiin toistensa
suhteen SUM-menetelmdlld. Arvopisteet ovat toistojen arvopisteiden keskiarvot ja
virhepalkit SEM. 24 tunnin keskiarvo asetettiin 1:ksi ja muut suhteutettiin siihen. Suurin
vaihtelu toistojen vdlilld oli 120 tunnin kohdalla, pienin 24 tunnin kohdalla. Troponiini

T:n mddrd alkaa kasvaa huomattavasti ja nopeasti 48 tunnin jdilkeen.

3.2 Erilaistumattomien solujen mekaaninen stressi

C2Cl12-solut transfektoitiin  ensin SUMOIHis-plasmidilla tai tyhjdlla Mock-
transfektiokontrolliplasmidilla, silld koetta testatessa havaittiin, ettd sumolaatio ndkyi
lilan heikosti tarkastelua varten ilman solujen transfektiota. Transfektio suoritettiin
GenlJet-reagenssilla, jossa haluttu plasmidi inkuboidaan ensin lipidireagenssin kanssa,
joka voi siirtdd plasmidin soluihin ekspressoitavaksi. Solut jaettiin mekaanisen stressin
laitteen kammioihin ja annettiin inkuboida yon yli, jotta ne kiinnittyisivdt. Kammiot oli
kasitelty fibronektiinilioksella, joka johti kammioiden seindmien paillystykseen
fibronektiinilld, johon solut voisivat kiinnittyd. Sitten solut altistettiin lihassolujen
luonnollista liikettd jéljitteleville sykliselle mekaaniselle stressille 10 %:n venytyksella 1
Hz:114. Mock-soluja ja 0 min ndytettd ei altistettu stressille. Néytteet lyysattiin laemmlilla,
joka toimi myos denaturoivan SDS-PAGE:n ndytepuskurina ja sumolaatiota tutkittiin
Western blot- menetelmailld, kuten edelld. Néytteistd tutkittiin solun yleisen sumolaation
ja Notch2:n tasot, jotta ndhtdisiin muuttuvatko niiden tasot mekaanisen stressin aikana,
mikd voisi viitata ndiden tirkeyteen stressivasteessa. Soluista tutkittiin myos

erilaistumiseen liittyvien myogeniinin ja Troponiini T:n tasot, mutta nditd ei havaittu.

3.2.1 Sumolaatio nousee erilaistumattomissa soluissa mekaanisen stressin alussa ja
sitten laskee

C2Cl12-solut altistettiin mekaaniselle stressille, joka simuloi lihassolujen luontaista
venymistd, jotta ndhtdisiin reagoivatko erilaistumattomat solut mekaaniseen stressiin
sumoloimalla, kuten ne tekevét ldmpoOshokissa (Antila ja muut 2018) ja milloin
sumolaatio on korkeimmillaan. Mekaanisessa stressissé lisdksi fosforylaation tason on
havaittu nousevan (Nakai ja muut 2010; Da ja muut 2020) ja fosforylaation taas tiedetdan
liittyvan sekd sumolaatioon ettd Notchiin (Antfolk ja muut 2019; Zhao 2018; Geiss-
Friedlander ja Melchior 2007). Solut transfektoitiin, altistettiin mekaaniselle stressille ja
analysoitiin kuten edelld. Kvantitoinnin kontrolliksi asetettiin SUMO1-transfektoitujen 0
min, johon muita verrataan. Sumolaatiota tarkastellaan noin 75 kD:n kohdalla olevan

tumman juovan yldpuolella olevasta hunnusta. Sumolaatio laski kahdessa toistossa 15
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min aikapisteessd, mutta nousten hieman yhdessé toistossa. Sitten sumolaatio nousee 30
min kohdalla ja laskee uudelleen tunnin jélkeen (kuva 11., kuvaaja 6.). Suurin vaihtelu
toistojen vililld oli SUMO1-transfektoitujen solujen 0 min ja pienin Mock-transfektoitu

0 min.
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Kuva 11. Sumolaation tasot erilaistumattomien solujen mekaanisessa stressissd.
Ylimpdnd kuvassa ndkyy milld solut on transfektoitu, laatikossa olevat on transfektoitu
SUMOI1His-plasmidilla ja ensimmdinen ndyte tyhjdlld Mock-plasmidilla. Alempana
vihddllad ndkyvdit aikapisteet kertovat kuinka kauan soluja altistettiin mekaaniselle
stressille  minuutteina. Vasemmassa laidassa ndkyy proteiinikokostandardilla
molekyylimassa ilmoitettuna kD:nd. Sumolaatiota tarkastellaan noin 75 kD: kohdalla
olevan tumman juovan yldpuolella olevasta hunnusta ja alemmassa kuvassa on
latauskontrolli HSC70 hieman 75 kD:n alla. Sumolaatio laskee 15 min aikapisteessd
kahdessa toistossa, tdssd toistossa se nousee. Kaikissa toistoissa sumolaatio nousee 30

min kohdalla ja laskee taas tunnin kohdalla.
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Kuvaaja 6. Sumolaatio mekaanisen stressin aikana. Y-akselilla on normalisoitu
suhteellinen intensiteetti, joka kuvastaa proteiinitasoja ja X-akselilla ndytteiden stressin
aika minuutteina. SUMOI:lld transfektoidut ovat vihredlld, Mock-transfektoitu ndyte
siniselld. Kvantitointi tehtiin kaikkien kolmen toistojen pohjalta ImageJ:td ja Microsoft
Excelid  kdyttien. Toistot normalisoitiin  toistensa suhteen SUM-menetelmdlld.
Arvopisteet ovat toistojen arvopisteiden keskiarvot ja virhepalkit SEM. SUMO]IHis-
transfektoitujen solujen (0 min ndytteiden keskiarvo asetettiin 1:ksi ja muut suhteutettiin
sithen. Suurin vaihtelu toistojen vililld oli SUMO1His-transfektoitujen solujen 0 min ja
pienin Mock-transfektoitu 0 min. Sumolaatio nousee 30 min kohdalla ja laskee taas

tunnin kohdalla.

3.2.2 Notch2:n tasot pysyvat melko tasaisina erilaistumattomien solujen mekaanisessa
stressissa

Notchin tiedetddn aktivoituvan ihmisen luuytimestd otetuissa mesenkymaalisissa
stroomasoluissa mekaanisessa stressissa (Ziouti ja muut 2019) ja haluttiin selvittdd onko
sen tasoissa muutoksia myds lihassolujen mekaanisessa stressissé, joiden erilaistumiseen
Notch2:n tiedetddn liittyvdn (Ono ja muut 2007). Haluttiin myos tietdd korreloiko
sumolaation tason muutokset Notch2:n tason muutoksia. Solut transfektoitiin, altistettiin
mekaaniselle stressille ja analysoitiin Western blot -menetelmélld, kuten edella.
Kvantitoinnin kontrolliksi asetettiin  SUMO1-transfektoituyjen 0 min, johon muita
verrataan. Kuvassa 12. ndkyy Notch2:n membraaniin kiinnittynyt NICD nimensi
kohdalla hieman 100 kD:n yldpuolella, joka vastaa sen molekyylipainoa 110 kD.
Notch2:n tasot eivdt muutu paljon erilaistumattomien solujen mekaanisessa stressissa.

Kuvaajassa 7. kvantitointi ndyttda hieman tasojen laskua 30—60 min aikana, jolloin solun
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kokonaissumolaatio oli nousussa. Suurin vaihtelu toistojen vililldi oli SUMOI-

transfektoitujen 0 min ja pienin SUMO1-transfekoitujen 30 min.
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Kuva 12. Notch2:n tasot erilaistumattomien solujen mekaanisessa stressissd. Ylimpdnd
kuvassa nékyy milld solut on transfektoitu, laatikossa olevat on transfektoitu SUMO1His-
plasmidilla ja ensimmdinen ndyte tyhjdlld Mock-plasmidilla. Alempana ylhddlld nékyviit
aikapisteet kertovat kuinka kauan soluja altistettiin mekaaniselle stressille minuutteina.
Vasemmassa laidassa ndkyy proteiinikokostandardilla molekyylimassa ilmoitettuna
kD:nd. Notch2:n juovat nékyvit hieman 100 kD:td ylempdnd ja latauskontrolli HSC70

alemmassa kuvassa hieman 75 kD:n alla. Notch2:n tasot ovat melko tasaiset stressin

aikana.
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Kuvaaja 7. Notch2:n tasot mekaanisen stressin aikana. Y-akselilla on normalisoitu
suhteellinen intensiteetti, joka kuvastaa proteiinitasoja ja X-akselilla ndytteiden stressin
aika minuutteina. SUMOI:1lld transfektoidut ovat vihredlld, Mock-transfektoitu ndyte

siniselld. Kvantitointi tehtiin kaikkien kolmen toistojen pohjalta ImageJ:td ja Microsoft
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Excelid kdyttien. Toistot normalisoitiin  toistensa suhteen SUM-menetelmdlld.
Arvopisteet ovat toistojen arvopisteiden keskiarvot ja virhepalkit SEM. SUMO1His-
transfektoitujen solujen 0 min ndytteiden keskiarvo asetettiin 1:ksi ja muut suhteutettiin
sithen. Suurin vaihtelu toistojen vdlilld oli SUMO I-transfektoitujen 0 min ja pienin

SUMO I -transfekoitujen 30 min. Notch2:n tasot ovat melko tasaiset stressin aikana.

3.3 Erilaistuneiden ja erilaistumattomien solujen mekaaninen stressi

Erilaistumattomien ja erilaistuneiden C2C12-solujen vasteita vertailtiin mekaanisessa
stressissd, jotta saatiin selville onko vasteissa eroja solujen erilaistumisasteen mukaan,
joka voisi viitata tdrkeyteen erilaistumisessa, eikd vain stressivasteena. Solut
transfektoitiin - SUMO1His-plasmidilla GenlJet-reagenssia kéyttden kuten edelld
erilaistumattomien solujen mekaanisessa stressissi, jotta sumolaatiota voitiin tarkastella
paremmin. Solut altistettiin lihasten luonnollista liikettd simuloivalle sykliselle
mekaaniselle stressille kuten edelli ja stressin ajaksi valittiin erilaistumattomien solujen
tulosten pohjalta 30 min, jolloin sumolaatio oli nousussa. Kuten edelld, solujen
erilaistuminen indusoitiin erilaistumisliuoksella ja aikapisteet olivat 24 tunnin vélein.
Jokaiselle aikapisteelle oli sekd mekaaniselle stressille altistettu ndyte ettd kontrollindyte,
jotta stressin vaikutus néhtiin jokaisen erilaistumisen aikapisteen kohdalla.
Transfektiokontrollia ei altistettu stressille. Kuten edelld, niytteet analysoitiin Western

blot -menetelméllé ja Excelissd tehtiin kuvaajat havainnoinnin helpottamiseksi.

3.3.1 Sumolaatiovaste mekaaniseen stressiin eroaa erilaistuneiden ja

erilaistumattomien solujen valilla

Sumolaation tasoja tutkittiin, jotta néhtdisiin onko erilaistumattomien ja erilaistuneiden
C2C12-solujen vaste erilainen mekaaniseen stressiin. Kuten erilaistumattomien
mekaanisessa stressissd my0Os tdssd ndhdddn sumolaation nousu erilaistumattomissa
soluissa (kuva 13. ja kuvaaja 8., 0 t:n aikapisteet). Solujen erilaistuminen indusoitiin
erilaistumisliuoksella, jonka jdlkeen sumolaatiotasot nousevat selvésti, kuten
erilaistumisen aikana aiemmassakin kokeessa ndhtiin. Sumolaatiovaste mekaaniseen
stressiin taas eroaa erilaistumisen eri vaiheissa. 24 tunnin néytteissd sekd varsinkin 72
tunnin ndytteissd sumolaatio muuttuu pdinvastaisesti stressin aikana erilaistumattomiin
soluihin verrattuna, jolloin erilaistumisen aloittaneissa soluissa sumolaation taso laskee
mekaanisessa stressissd. 48 tunnin ndytteissd sumolaatiossa ei joko ndy juuri eroja tai
sumolaatio mahdollisesti nousee stressin aikana kuten erilaistumattomissa soluissa.
Suurin vaihtelu toistojen vililld oli 48 tunnin kontrollindytteessd ja pienin Mock-

transfektoidussa.
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Transfektio SUMOI1 Mock

Stressi - + - + - 4+ - 4+ -
Aika (t) 0 24 24 48 48 72 72 0
MM, kD 250-- F ﬂ ! T‘ 1 e ' L Vasta-aine
150- l (141 _

SUMOI

75_——_———-— HSC70

Kuva 13. Sumolaation tasot erilaistumattomien ja erilaistuneiden solujen 30 min
mekaanisessa stressissd. Ylimpdnd kuvassa nékyy milld solut on transfektoitu, laatikossa
olevat on transfektoitu SUMOIHis-plasmidilla ja viimeinen ndyte tyhjdilld Mock-
plasmidilla. Keskimmdisend ndkyy onko soluja altistettu mekaaniselle stressille 30 min
(+) vai ei (-). Alimpana ylhddlld ndkyvit aikapisteet kertovat kuinka kauan soluja
pidettiin erilaistumista indusoivassa erilaistumisliuoksessa tunteina. Vasemmassa
laidassa  ndkyy proteiinikokostandardilla  molekyylimassa  ilmoitettuna  kD:nd.
Sumolaation tasojen muutoksia tarkastellaan noin 75 kD:n kohdalla olevan tumman
Jjuovan yldpuolella olevasta hunnusta ja latauskontrolli HSC70 on alemmassa kuvassa
hieman 75 kD:n alla. Erilaistumattomissa soluissa mekaanisen stressin ndhddcdn
nostavan sumolaatiotasoa, erilaistuneissa soluissa taso taas laskee stressin aikana. 48

tunnin kohdalla tasot pysyvit melko tasaisina.
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Kuvaaja 8. Sumolaatio erilaistumisen ja mekaanisen stressin aikana. Y-akselilla on
normalisoitu suhteellinen intensiteetti, joka kuvastaa proteiinitasoja ja X-akselilla
solujen erilaistumista indusoivassa erilaistumisliuoksessa viettimd aika tunteina.
SUMO I His-transfektoidut kontrollit ovat vihredlld, stressindytteet siniselld ja Mock-
transfektoitu ndyte keltaisella. Kvantitointi tehtiin kaikkien kolmen toistojen pohjalta
ImageJ:td ja Microsoft Excelid kdyttden. Toistot normalisoitiin toistensa suhteen SUM-
menetelmdlld. Arvopisteet ovat toistojen arvopisteiden keskiarvot ja virhepalkit ovat
SEM. SUMOI-transfektoitujen solujen 0 tunnin kontrollindytteiden keskiarvo asetettiin
1:ksi ja muut suhteutettiin siihen. Suurin vaihtelu toistojen vdlilld oli 48 tunnin
kontrollissa ja pienin Mock-transfektoidussa. Erilaistumattomissa soluissa mekaanisen
stressin ndhdddn nostavan sumolaatiotasoa, erilaistuneissa soluissa taso taas laskee

stressin aikana. 48 tunnin kohdalla tasot pysyvit melko tasaisina.

3.3.2 Notch2:n tasot laskevat mekaanisessa stressissa huomattavasti vasta
erilaistumisen loppuvaiheilla

Myds Notch2:n tasoja tutkittiin jotta nihtdisiin eroaako niiden sédtely erilaistuneiden ja
erilaistumattomien solujen vélilli (kuva 14., kuvaaja 9.). Tasot korreloivat
erilaistumisessa ndhtyd kaavaa erilaistumisen alkuvaiheilla, eli ne nousevat 48 tunnin
kohdalla ja sitten laskevat. Alkuvaiheissa myos vaste mekaaniseen stressiin korreloi miti
ndhtiin erilaistumattomien solujen mekaanisessa stressissé, eli tasot laskevat vain hieman,
eikd suurta muutosta tapahdu. Mutta 48 tunnin kohdalla saavutetun huipun jilkeen taso
laskee erilaistumisen vuoksi, mutta mekaanisessa stressissd tapahtuu huomattava tason
lasku. Mekaaninen stressi ndyttda siis vaikuttavan erilaistumisen kdynnistaneissa soluissa
Notch2:n tasoa laskevasti. Viimeisessd kaivossa oleva Mock-transfektoitu néyte ei
nidkynyt missddn toistossa hyvin. Suurin vaihtelu toistojen vélilld oli Mock-

transfektoidussa ja pienin 24 tunnin kontrollissa.

Transfektio SUMOI1 Mock
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Kuva 14. Notch2:n tasot erilaistumattomien ja erilaistuneiden solujen 30 min
mekaanisessa stressissd. Ylimpdnd kuvassa ndkyy milld solut on transfektoitu, laatikossa
olevat on transfektoitu SUMOI1His-plasmidilla ja ensimmdinen ndyte tyhjdilld Mock-
plasmidilla. Keskimmdisend ndkyy onko soluja altistettu mekaaniselle stressille 30 min
(+) vai ei (-). Alimpana ylhddlld ndkyvit aikapisteet kertovat kuinka kauan soluja
pidettiin  erilaistumista  indusoivassa  erilaistumiskasvatusliuvoksessa  tunteina.
Vasemmassa laidassa ndkyy proteiinikokostandardilla molekyylimassa ilmoitettuna
kD:nd. Notch2:n juovat ndkyvit hieman 100 kD:td ylempdnd erittdin ldhelld toisiaan ja
latauskontrolli HSC70 on alemmassa kuvassa hieman 75 kD:n alla. Mock-ndyte nékyi
kaikissa toistoissa huonosti. Tasot ndyttdvit muuttuvan vain erilaistumisen mukaan 48

tuntiin asti, 72 tunnin kohdalla mekaaninen stressi alentaa Notch2:n tasoja

huomattavasti.
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Kuvaaja 9. Notch2:n tasot erilaistumisen ja mekaanisen stressin aikana. Y-akselilla on
normalisoitu suhteellinen intensiteetti, joka kuvastaa proteiinitasoja ja X-akselilla
solujen erilaistumista indusoivassa erilaistumisliuoksessa viettimd aika tunteina.
SUMOIHis:lld transfektoidut kontrollit ovat vihredlld, stressindytteet siniselld ja Mock-
transfektoitu ndyte keltaisella. Kvantitointi tehtiin kaikkien kolmen toistojen pohjalta
ImageJ:td ja Microsoft Excelid kdyttien. Toistot normalisoitiin toistensa suhteen SUM-
menetelmdlld. Arvopisteet ovat toistojen arvopisteiden keskiarvot ja virhepalkit ovat
SEM. SUMO-transfektoitujen solujen 0 tunnin kontrollindytteiden keskiarvo asetettiin
1:ksi ja muut suhteutettiin siithen. Suurin vaihtelu toistojen vililld oli Mock-

transfektoidussa ja pienin 24 tunnin kontrollissa. Notch2:n tasot ndyttdvdt muuttuvan
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vain erilaistumisen mukaan 48 tuntiin asti, 72 tunnin kohdalla mekaaninen stressi alentaa

Notch2:n tasoja huomattavasti.

3.3.3 Erilaistumisen alkuvaiheessa olevissa soluissa mekaaninen stressi voi alentaa
desmiinin tasoja, loppuvaiheessa stressi taas nostaa tasoja

Erilaistumisen seurantaa varten néytteistd tutkittiin myos erilaistumismarkkeri desmiinin
tasoja (kuva 15., kuvaaja 10.). Desmiinin tasot nousevat erilaistumisen aikana, kuten
erilaistumista tutkittaessa. 48 tunnin kohdalla nousu ei vilttimétti jatkunut vaan saattoi
jopa laskea, mutta 72 tunnin kohdalla tasot ovat selvédssd nousussa. Desmiinin tasojen
muutos ndyttdd eroavan solujen erilaistumisasteen mukaan, 48 t aikapisteeseen asti
mekaaninen stressi voi hieman laskea desmiinin tasoja, mutta 72 tunnin kohdalla stressi
nosti desmiinin tasoja. Suurin vaihtelu toistojen vaililld oli Mock-transfektoidussa ja

pienin 48 tunnin stressindytteessa.

Transfektio SUMOI1 Mock
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Kuva 15. Desmiinin tasot erilaistumattomien ja erilaistuneiden solujen 30 min
mekaanisessa stressissd. Ylimpdnd kuvassa nékyy milld solut on transfektoitu, laatikossa
olevat on transfektoitu SUMOI1His-plasmidilla ja ensimmdinen ndyte tyhjdilld Mock-
plasmidilla. Keskimmdisend ndkyy onko soluja altistettu mekaaniselle stressille 30 min
(+) vai ei (-). Alimpana ylhddlld ndkyvdit aikapisteet kertovat kuinka kauan soluja
pidettiin  erilaistumista  indusoivassa erilaistumiskasvatusliuoksessa  tunteina.
Vasemmassa laidassa ndkyy proteiinikokostandardilla molekyylimassa ilmoitettuna
kD:nd. Desmiini nékyy hieman 50 kD:td ylempdnd ja latauskontrolli HSC70 alemmassa
kuvassa hieman 75 kD:n alapuolella. Desmiinin tasot nousevat erilaistumisen aikana,
voivat hieman laskea stressin aikana 48 tunnin aikapisteeseen asti, mutta 72 tunnin

kohdalla stressi nosti desmiinin tasoa.
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Desmiini erilaistumisen ja mekaanisen stressin
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Kuvaaja 10. Desmiini erilaistumisen ja mekaanisen stressin aikana. Y-akselilla on
normalisoitu suhteellinen intensiteetti, joka kuvastaa proteiinitasoja ja X-akselilla
solujen erilaistumista indusoivassa erilaistumisliuoksessa viettimd aika tunteina.
SUMOIHis:lld transfektoidut kontrollit ovat vihredlld, stressindytteet siniselld ja Mock-
transfektoitu ndyte keltaisella. Kvantitointi tehtiin kaikkien kolmen toistojen pohjalta
ImageJ:td ja Microsoft Excelid kdyttden. Toistot normalisoitiin toistensa suhteen SUM-
menetelmdlld, arvopisteet ovat toistojen arvopisteiden keskiarvot ja virhepalkit ovat
SEM. SUMO1-transfektoitujen solujen 0 tunnin kontrollindytteiden keskiarvo asetettiin
1:ksi ja muut suhteutettiin siihen. Suurin vaihtelu toistojen vidlilld oli Mock-
transfektoidussa ja pienin 48 tunnin stressindytteessd. Desmiinin tasot nousevat
erilaistumisen aikana, voivat hieman laskea stressin aikana 48 tunnin aikapisteeseen asti,

mutta 72 tunnin kohdalla stressi nosti desmiinin tasoa.

4. Tulosten tarkastelu

4.1 C2C12-solujen erilaistuminen

Kuvaajaan 11. on koottu edelld olevien erilaistumattomien C2CI12-solujen
erilaistumisessa tutkittujen proteiinien ilmentymistd kuvaavien pylvéskaavioiden arvot
kdyrind, jotta eri proteiinien tasojen muutosta on helpompi verrata keskenién.
Sumolaation, Notch2:n ja desmiinin arvoja ei ole muutettu, joten siksi niiden 0 tunnin
arvopiste on sama. Koska myogeniinin tasojen muutos oli monikymmenkertainen ja

Troponiini T:n monisatakertainen, niiden arvot jaettiin pienemmiksi, myogeniini jaettiin
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10:114 ja Troponiini T 200:lla, jotta kuvaajassa voitaisiin tarkastella kaikkien kdyrien

totuudenmukaista muotoa ja siten tasojen nousua ja laskua suhteessa toisiin proteiineihin.

Sumolaation muutos eroaa Riquelmen ja muiden tutkimuksesta (Riquelme ja muut 2006),
jossa sumolaatio oli korkealla ennen erilaistumisen indusointia ja ainoastaan vidheni
erilaistumisen aikana, kun taas erikoistyon kahdessa ensimmadisessé toistossa sumolaatio
nousi heti 24 tunnin kohdalla erilaistumisen indusoitua, jonka jdlkeen se laski, nousten
uudelleen lopussa. Kolmas toisto oli nditd edelld korreloi Riquelmen ja muiden tuloksia
paremmin. Kolmanteen toistoon soluja oli jaettu jo monta kertaa, ehkd tdmid voisi
vaikuttaa erilaistumisen aikajanaan? Myo0s solujen tiheys voi vaikuttaa tuloksiin,
erikoistydssd solut pidettiin noin 60 %:n konfluenssissa ennen erilaistumisliuoksen
lisdystd, jotta solut eivét aloittaisi erilaistumista tihedsti kasvaessaan, jolloin ne
jakaantuivat vield ainakin kerran tayttden maljan, jonka jdlkeen erilaistuminen luultavasti

1ahti kunnolla kayntiin.

Sumolaation taso on soluissa yleisesti melko alhainen ja muutokset eivét ole suuria,
jolloin voidaan kyseenalaistaa niiden merkitsevyys, silli ensimmaéisen ja viimeisen
aikapisteen virhepalkit ovat samalla alueella. Sumolaation alhaisten muutosten tiedetddn
olevan osa sen toimintaa (Geiss-Friedlander ja Melchior 2007) ja toistoissa kuitenkin
nidhddin aina sama kaava. Lisdksi myohemmaissd kokeessa, jossa solut sekd indusoitiin
erilaistumaan ettd altistettiin mekaaniselle stressille, timd sama muutos ndhdédin

korostetusti transfektoiduilla soluilla.

Notch2:n tasot taas laskevat erilaistumisen edetesséd ja tdmé tukee tutkimuksia, joiden
mukaan Notch2 repressoi C2C12-solujen erilaistumista (Ono ja muut 2007). Notch2:n
nousu 48 tunnin kohdalla ei ole niin selked, ehkd solut eivit olleet vield valmiita
aloittamaan erilaistumista ja Notch2 repressoi erilaistumista, jotta solut ehtivit kasvaa tai
jarjestyd sopivaan tiheyteen? Sumolaation ja Notch2:n tasot ndyttivdt muuttuvan
pdinvastaisesti, kun toinen nousee, toinen laskee, mahdollisesti viitaten Notch2:n

sadtelyyn sumolaatiolla.

Sumolaatiopiikin ja Notch2:n nousun jilkeen erilaistumismarkkeri myogeniini alkaa
ilmetd ja sen jdlkeen Troponiini T, jotka osoittavat erilaistumisen kdynnistyneen.
Myogeniinin taso ndyttdd alkavan vakiintua loppua kohden, Troponiini T niyttéisi
jatkavan vield nousua. Troponiini T:n ilmeneminen myds korreloi aikapistettd, jolloin

solut alkoivat fuusioitua putkimaisiksi lihassoluiksi. Desmiinin taso nousee jyrkemmin
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alun jdlkeen melko tasaisesti. 48 tunnin aikapiste ndyttdd olevan kynnys, jonka jilkeen

tasot muuttuvat tasaisesti tiettyyn suuntaan.

Proteiinien suhde toisiinsa erilaistumisen aikana
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Kuvaaja 11. Sumolaation, Notch2:n, desmiinin, myogeniinin ja Troponiini T:n tasojen
muutokset C2C12-solujen erilaistumisen aikana. Y-akselilla on normalisoitu suhteellinen
intensiteetti,  joka  kuvastaa  proteiinitasoja  ja  X-akselilla  ndytteiden
erilaistumisliuoksessa viettimd aika tunteina. Eri proteiineja ei ole normalisoitu
keskendicin, vaan pylviskaavioiden arvot laitettiin vain samaan kuvaajaan ja siksi
sumolaatio, Notch?2 ja desmiini alkavat kaikki 1:std. Myogeniinin ja Troponiini T:n arvot
on jaettu kdyrien muotojen sdilyttdmiseksi. Sumolaation ja Notch2:n tasot muuttuvat
pdinvastaisesti toistensa suhteen, erilaistumismarkkerit myogeniini ja Troponiini T

ilmenevdt sumolaatiopiikin jéilkeen, desmiinin taso taas nousee melko tasaisesti.

4.2 Erilaistumattomien solujen mekaaninen stressi

Kuvaajaan 12. on koottu eri aikapisteiden sykliselle mekaaniselle stressille altistettujen
erilaistumattomien C2C12-solujen sumolaation ja Notch2:n tasojen muutokset, jotta niitd
on helpompi verrata keskenddn. Tasojen muutokset olivat samaa luokkaa, eikd arvoja
tarvinnut siis jakaa pienemmaéksi. Sumolaation tiedetddn jo ennestddn nousevan
stressivasteena ldmpdshokissa (Antila ja muut 2018) ja myds mekaanisessa stressissd sen
ndhdddn nousevan. Muutos on mekaanisessa stressissid kuitenkin samantapainen kuin
erilaistumisen alussa ndhtiin, jolloin nihdddn ensin nousu, jonka jilkeen tasot laskevat.
Mekaanisessa stressissa lisdksi fosforylaation tason on havaittu nousevan (Nakai ja muut
2010; Da ja muut 2020) ja fosforylaatio taas liittyy monin tavoin sekd sumolaatioon etti
Notchiin (Antfolk ja muut 2019; Zhao 2018; Geiss-Friedlander ja Melchior 2007). Ehka

namai kaksi post-translationaalista muokkausta liittyvdt my6s yhteen?
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Sumolaatio nousi 30-60 min kohdalla, jolloin kvantitoinnissa ndhdddn hieman laskua
Notch2:n tasoissa, mutta muutos on niin véihdinen ettd varmasti ei voida vetdi
johtopéétoksid, kuitenkin timé on jélleen samankaltainen kaava kuin erilaistumisessa
ndhtiin. Lisdksi Mock-néytteeseen verrattuna SUMO1His-plasmidilla transfektoitujen
ndytteiden Notch2:n taso oli alhaisempi, ehkd my0ds keinotekoinen sumolaation tason
nousu alensi Notch2:n tasoja. Stressi ei ainakaan aiheuttanut huomattavaa Notch2:n

hajotusta, mutta lyhyt stressi ei luultavasti riitd aikaa vieviin proteiinitason muutoksiin.

Mekaanisen stressin néytteistd analysoitiin my6s myogeniini ja Troponiini T, mutta néité
ei havaittu, luultavasti jdlleen koska proteiinitason muutokset vievit aikaa. Naytteistd
olisi voinut tutkia desmiinin tasoja, kuten myohemmassa eri erilaistumisasteisten solujen

mekaanisessa stressissa.

Proteiinien suhde toisiinsa mekaanisen stressin
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Kuvaaja 12. Proteiinien suhde toisiinsa erilaistumattomien solujen mekaanisen stressin
aikana. Y-akselilla on normalisoitu suhteellinen intensiteetti, joka kuvastaa
proteiinitasoja ja X-akselilla ndytteiden stressin aika minuutteina. Eri proteiineja ei ole
normalisoitu keskendidn, vaan pylviskaavioiden arvot laitettiin vain samaan kuvaajaan
ja siksi sumolaatio ja Notch2 alkavat molemmat 1:std. Notch? on laskussa

sumolaatiopiikin aikana ja nousee sumolaation laskettua.

4.3 Erilaistumattomien ja erilaistuneiden solujen mekaaninen stressi

Kuvaajaan 13. on koottu erilaistumisen eri aikapisteissd olevien solujen mekaanisen
stressin sumolaation, Notch2:n ja desmiinin tasojen muutokset, jotta niitd on helpompi
verrata keskenddn. Notch2:n arvot kerrottiin 2.5, jotta kdyrd sdilyttdisi muotonsa.

SUMO1His-transfektion ansiosta erilaistumisen sumolaatiotasojen muutos nékyy
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korostettuna ja se seuraa samaa kaavaa nousten selkeédsti 24 tunnin kohdalla, jonka
jalkeen se taas laskee. Tédssd kokeessa havaittiin solujen nidyttdvén erilaistuvan ja
kasvavan huonommin mekaanisen stressin laitteen kammioissa maljoihin verrattuna. Tata
voisi olla hyvd optimoida lisdd testaamalla eri solumédrida kammioissa tai erilaisia
fibronektiinipitoisuuksia kammioiden valmistelussa. Lisdksi lyysaukseen kiytettivéin
kolminkertaisen laemmlin miardd voisi mahdollisesti vihentd4, jotta niytteet olisivat
konsentroituneempia ja Western blot -filmikuvissa voitaisiin néhdd tasojen muutokset

paremmin.

Kokonaan erilaistumattomissa 0 tunnin aikapisteissd sumolaatio nousee mekaanisessa
stressissd, kuten aiemmin néhtiin. Erilaistuvissa taas vaste eroaa ja sumolaatio laskee
stressissd. Notch2:n tasot korreloivat erilaistumisen kaavaa nousten 48 tunnin kohdalla ja
sitten laskien. Mekaanisessa stressissd sen tasot laskevat hieman erilaistumisen
alkuvaiheessa, mutta 72 tunnin stressissd taso laski huomattavasti. Desmiinin tasot taas
saattoivat hieman laskea erilaistumattomissa soluissa, jotka altistettiin stressille, mutta 48
tunnin jilkeen, kun Notch2:n tasojen nousu oli ohi ja Notch2:n tasot myos laskivat
stressissd sumolaation kanssa, desmiinin tasot nousivat huomattavasti stressissi. Jalleen
48 tuntia ndyttdd olevan aikapiste, jonka jalkeen tasojen muutokset vakiintuvat tiettyyn
suuntaan, mahdollisesti sitoutuen lopullisesti erilaistuneeseen solulinjaan, jonka vaste

mekaaniseen stressiin eroaa.

Muissa kokeissa ja erilaistumisen alussa sumolaation ja Notch2:n tasot ovat muuttuneet
vastakkain, mutta 72 tuntia erilaistuneissa soluissa molempien tasot alenivat
mekaanisessa stressissd, kun taas desmiinin tasot nousivat jyrkdsti. Koska viimeisen
kaivon Mock-néytteen Notch2 nikyi kaikissa filmeissd huonosti, pohdittiin onko toisiksi
viimeisen kaivon Notch2, joka on siis 72 tunnin stressindyte, myos huonosti ndkyva
teknisestd syystd, mutta samoilta membraaneilta ei ollut ongelmaa latauskontrollin ja

sumolaation tutkimisessa, joten tulos on luultavasti oikea.

Kumar ja muut havaitsivat tutkimuksessaan mekaanisen stressin inhiboivan myogeneesia
ja edistdvén solujen jakautumista, mutta he myos kéyttivéit hieman erilaista mekaanista
stressid (Kumar ja muut 2004). Erikoistydssd nidhty sumolaation lasku, Notch2:n lasku ja
jyrkkd desmiinin nousu viimeisen aikapisteen stressindytteissd voisivat viitata
erilaistumisen tehostettuun etenemiseen, kun jo erilaistumisen aloittaneet solut altistettiin

mekaaniselle stressille. Tutkimusta voisi jatkaa lisdamaélld stressin jdlkeen soluille
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toipumisajan, jolloin proteiinitason muutoksia voitaisiin tarkkailla pidemmalla

aikavalilla.
Proteiinien suhde erilaistumisen ja mekaanisen
stressin aikana
10
s g ;
g 8 1
@ 7 T
6 1
C
c 2 ==@==Sumolaatio
O 4 T
£ =@=Notch2
o 3
E 2 Desmiini
a 1
0

Otk. Ots. 24t k. 24ts. 48tk. 48ts. 72tk. 72ts.
Aika (t) ja kontrolli/stressindyte

Kuvaaja 13. Proteiinien suhde erilaistumisen ja mekaanisen stressin aikana. Y-akselilla
on normalisoitu suhteellinen intensiteetti, joka kuvastaa proteiinitasoja ja X-akselilla
solujen erilaistumista indusoivassa erilaistumisliuoksessa viettdmd aika tunteina ja sen
Jjdlkeen joko k. (konmtrolli, ei mekaanista stressid) tai s. (solut altistettu 30 min
mekaaniselle stressille). Eri proteiineja ei ole normalisoitu keskenddn, vaan
pylviskaavioiden arvot laitettiin vain samaan kuvaajaan ja siksi sumolaatio ja desmiini
alkavat kaikki 1:std Notch2:n arvot kerrottiin 2.5, jotta kdyrd sdilyttdisi muotonsa ja siksi
se alkaa 2,5:std. Pidempddn erilaistuneiden solujen vaste mekaaniseen stressiin ndyttdd

eroavan erilaistumattomista ja vihemmdn erilaistuneista soluista.

5. Paatelmat

Sumolaation, Notch-signaloinnin ja mekaanisen stressin tiedetdédn liittyvan lihassolujen
erilaistumiseen (Esteves de Lima ja muut 2016; Ono ja muut 2007; Riquelme ja muut
2006; Kumar ja muut 2004; Nakai ja muut 2010). Notchin on my6s havaittu sumoloituvan
solustressissd ennenkin (Antila ja muut 2018) ja erikoistyOssd haluttiin tietdd voisiko
sumolaatiolla olla rooli Notch2:n séételyssé erilaistumisessa ja/tai solujen mekaanisessa
stressissd. Ty0Ossd tutkittiin sumolaation ja Notch2:n tasojen muutoksia hiiren lihassolujen

myoblastien erilaistumisen ja mekaanisen stressin aikana ja etsittiin ndiden vélistd
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yhteyttd, josta voisi olla hyotyd esimerkiksi regeneratiivisessa ldédketieteessa

lihasrappeumataudin hoidossa.

Lihassolujen erilaistumista tutkittaessa hiiren lihassolujen myoblastit indusoitiin
erilaistumaan alentamalla kasvatusliuoksen seerumitasoa, jonka jélkeen soluista tutkittiin
sumolaation ja Notch2:n tasot, sekd desmiini, myogeniini ja Troponiini T, jotka ovat
yleisesti kdytettyjd lihassolujen erilaistumisen proteiineja. Erilaistumattomat solut myos
altistettiin mekaaniselle stressille eri ajoiksi, jotta ndhtiin solujen sumolaation ja Notch2:n
vasteet ja médritettiin aikapiste, jolloin sumolaatio oli korkeimmillaan. Néiden kokeiden
pohjalta tehtiin kolmas koe, jossa solut indusoitiin erilaistumaan alhaisen seerumitason
kasvatusliuoksella ja erilaistumisen eri aikapisteissa ne altistettiin mekaaniselle stressille.

Kokeiden néytteet analysoitiin Western blot -menetelmalla.

Erilaistumisessa sumolaation taso nousi 24 tunnin kohdalla, jonka jélkeen se alkoi laskea,
jolloin Notch2:n taso taas nousi. Kun sumolaatio alkoi jdlleen nousta erilaistumisen
loppuvaiheessa, Notch2:n taso laski. Erilaistumismarkkerit myogeniini ja Troponiini T
alkoivat ilmetd Notch2:n nousun jélkeen, kun Notch2 oli laskussa. Desmiinin tasot taas
kasvoivat erilaistumisen aikana melko tasaisesti. Erilaistumattomissa soluissa
mekaaninen stressi ei juuri vaikuttanut Notch2:n tasoihin, mutta sumolaation taso nousi

noin 30 min kohdalla, jonka jdlkeen tasot laskivat.

Sumolaation ja Notch2:n tasojen muutokset mekaanisessa stressissd erosivat solujen
erilaistumisasteen mukaan. Erilaistumattomissa soluissa sumolaatiotaso nousi vasteena
mekaaniseen stressiin, erilaistumisen kdynnistyttyé stressi alensi sumolaatiota. Notch2:n,
jonka tasoithin mekaaninen stressi ei juuri vaikuttanut erilaistumattomissa soluissa, tasot
laskivat huomattavasti erilaistumisen kéynnistdneissd soluissa vasteena stressiin.
Desmiinin tasot taas saattoivat laskea hieman erilaistumattomien ja erilaistumisen
alkuvaiheessa olevien solujen mekaanisessa stressissd, mutta kun Notch2:n tasot laskivat
erilaistumisen kaynnistdneissd soluissa, my0s desmiinin tasot kasvoivat stressissd

huomattavasti.

Sumolaatio ja Notch2:n tasot ndyttavit muuttuvan pdinvastaisesti ja lihassolun vaste
mekaaniseen stressiin eroaa sen erilaistumisasteen mukaan. Vasteiden muutos néytti
tapahtuvan noin 48 tunnin kohdalla, jonka jilkeen tasot ndyttivdt nousevan tai laskevan
tasaisesti, mutta tétd olisi hyvé tarkastella vield pidemmilld aikapisteilld. Jotta voitaisiin
vetdd perustettuja johtopddtoksid Notch2:n sddtelystd sumolaatiolla, Notch2:n

sumolaatiota olisi hyvd tutkia seuraavaksi immunosaostuksella ja tdmin optimointi

58



aloitettiin. Voisi olla my0s mielenkiintoista selvittdd esimerkiksi Notch2:n kohdegeenien
ekspression muutosta solustressiin, erilaistumiseen ja sumolaatioon ja liséksi voisi olla
jarkevd tutkia eri SUMO:jen sumolaatiota, esimerkiksi SUMO2/3, jotka liittyvét
solustressiin (Geiss-Friedlander ja Melchior 2007).
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7. Liitteet

Kaikkien tuloksissa kéytettyjen toistojen Western blot -filmikuvat.

7.1 Solujen erilaistuminen
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7.1.5 Troponiini T erilaistumisessa
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7.2 Erilaistumattomien solujen mekaaninen stressi
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7.3.2 Notch?2 erilaistumattomien ja erilaistuneiden solujen mekaanisessa stressissa
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