Undersokning av cellens mekaniska
reaktionsvig

Cancer ir ett existentiellt problem virlden runt. Den kan uppsta i néstan vilken
vivnad som helst och innebir att vissa celler borjar dela sig obehindrat. Dessu-
tom kan tumorceller sprida sig till andra delar av kroppen och bilda sa kallade
metastaser. Ibland rdcker det att lokalt 6kad styvhet bidrar till cancercellernas
metastasering och pa det sittet forvérrar sjukdomen. Déarfor dr det vildigt viktigt
att undersoka i grunden vad som kan generara en sadan respons och granska pro-
cesser som sker inuti cellen.

I detta projekt vill vi undersoka hur specifika proteiner, nimligen Yes-assocoiated
protein (YAP) och aktinfilament, pdverkar varandra. YAP &r involverad i cellens
transkriptionsprocess, dir cellen bestimmer vilka gener i DNAt som ska Oversittas
till mRNA och ddarmed borja tillverka proteiner som kommer hjilpa cellen att
anpassa sig till sin omgivning. Nar YAP ir 1 sin aktiva form pendlar den in i
cellkdrnan dir den kan initiera DNA-transkription. YAP &r inaktiverat, da den dr
lokaliserad i cytoplasman. YAP &r bland annat reglerad av sa kallad Hippo cellsig-
nalering som kontrollerar organstorleken genom att bestimma ifall en cell ska dela
sig eller bega apoptos (programmerad celldod). Ifall dessa funktioner ej fungerar
korrekt, kan det leda till sjukdomar som exempelvis cancer. Dérfor ér regleringen
av YAP vildigt intressant for forskningen. Det finns beldgg for att Hippo cellsig-
naleringen inte dr det enda som reglerar YAP, utan att det ocksa kan styras av de
mekaniska signalerna utifran. Det finns olika teorier om hur det kan ske och i detta
projekt tittar vi ndrmare pa en av dem.



Celler bildar fysiska lidnkar tvdrs dver cellmembranet som kopplar dem till om-
givningen. Genom dessa lidnkar kan de mekaniska signalerna forst kiinnas av och
darefter fardas vidare. Via en kedjereaktion kan de na cellkdrnan och generera
specifik respons. Dessa ldnkar kallas for fokaladhesioner och ar uppbyggda av
manga olika proteiner. De transmembrana proteinerna som binder till den extra-
celluldra matrisen (ECM) kallar for integriner. Det existerar manga slags integriner
som kan binda till respektive ECM-markorer. De langa filamentstrukturerna som
till storsta del utgor cellens skelett och tjanar som signaloverforare kallas for aktin.
Aktinnétverket dr kopplat till fokaladhesionerna och spinner hela cellens cytosol.

I detta projekt soktes en koppling mellan organiseringen av aktinet i fokaladhesion-
erna och YAP-aktiveringen. Vi utvecklade darfor tva experiment. Vi tar reda pa
graden av aktinorganisering (hur pass slumpmaéssigt filamenten dr ordnade) genom
att farga in aktinet och sedan avbilda med ett polarisationskénsligt mikroskop som
endast skannar de ytliga strukturer pa cellen. Sedan, med hjilp av bildanalys, har
bilddatan kunnat sammanstillas till latthanterliga virden. For att undersoka YAP-
aktivering, firgade vi pa liknande sitt in YAP, cellkdrnan och aktinet och skannade
flera olika nivéer av cellen for att omfatta hela dennes volym. Med hjélp av bil-
analys kunde mingden av YAP som tillhor kdrnan och cytoplasman komponeras
till ett ratio.

For att kunna jamfora kopplingen mellan YAP aktivering och aktinets struktur
i diverse miljoer, placerades celler pa olika koncentrationer av fibronektin, ett
protein som finns i ECM. I ett ytterligare experiment, korslidnkades fibronektinet
pa sa sitt som gor att det blir svarare for cellen att hantera och bygga om det.
Genom att dndra pa cellens omgivning pa detta sitt, varieras andelen integriner
som kan binda sig. Séledes, paverkas hela mekaniska signalleringsprocessen. De
tidigare beskrivna experimenten utfordes saledes pa celler utsatta for vixlande
forhallanden.

Resultaten visar att aktinordningen blir mer organiserad vid dkad koncentration
av fibronektin och blir mer slumpartad da matrisen ar korslankad. Detta kan bero
pa att vid 1ag tillgang till fibronektin, kan inte integriner binda sig lika bra till sin
omgivning, som gor att det blir svarare for fokaladhesionerna att formas. I sin tur



paverkar det aktinstrukturen. Det blir alltjaimt svarare nir ombyggnaden av ma-
trisen 4r begrinsad. A andra sidan visade det sig att YAP aktiveringen forhaller sig
pa ett mer komplicerat sitt till omvéxlingarna och korrelerar inte aktintrenden fullt
ut. En forklaring till det kan vara att vi ser mekanisk reglering blandat med Hippo
cellsignalering. Dock behovs det fler experiment for att dra nagra slutsatser.



