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Popis oznaka, kratica i simbola:

APC/C — kompleks koji promovira anafazu (engl. anaphase promoting complex/cyclosome)
CDK - kinaza ovisna o ciklinu (engl. cyclin dependent kinase)

CENP-A — centromerni protein A (engl. centromere protein A)

CIN — kromosomska nestabilnost (engl. chromosomal instability)

d_KC — interkinetohorna udaljenost

DMEM — medij za uzgoj stanica (engl. Dulbecco's Modified Eagle's Medium)
FBS — serum za poticanje rasta stanica (engl. fetal bovine serum)

FISH — flurescentna hibridizacija in situ (engl. fluorescent in situ hybridization)
GFP — zeleni fluorescentni protein (engl. green fluorescent protein)

MAP — protein vezan za mikrotubule (engl. microtubule associated protein)

PBS — pufer za ispiranje stanica (engl. phosphate buffered saline)

RPE1 — stanice epitela oka (engl. retinal pigment epithelium 1)

SCF — kompleks Skp, Cullin, F-box (engl. Skp, Cullin, F-box containing complex)
U20S - stanice kostanog osteosarkoma

v_KC — brzina kretanja kinetohora
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1) Uvaod

Stani¢na dioba je esencijalni dogadaj za eukariote kojim osiguravaju rast i razmnozavanje.
Kako bi se organizam pravilno razvijao, dioba mora biti precizna i to¢na. Visak ili manjak
geneti¢kog materijala moze imati letalne posljedice za pojedinacne stanice ili organizam u
cijelosti. Ispravnost diobe osigurava diobeno vreteno. Ukoliko svi kromosomi uspostave
amfitelicno vezanje na mikrotubule, ne¢e do¢i do aneuploidije. Aneuploidija je stanje
promijenjenog broja kromosoma od diploidnog, $to je za ljude razli¢ito od 2n = 46. Pojavom
aneuploidije u germinativnim stanicama moze do¢i do razli¢itih poremecaja poput Downovog
ili Turnerovog sindroma. Kada se aneuploidija dogodi u tjelesnim stanicama moze pogodovati
nastanku tumora, koji naj¢esce i jesu aneuploidni. Da stanice izbjegnu ¢estu aneuploidiju razvio
se mehanizam mitotske kontrolne tocke Koji prepoznaje neispravna vezanja kromosoma na

diobeno vreteno, te ukoliko ih ima, odgada pocetak anafaze, odnosno segregaciju kromosoma.

Mitotska kontrolna to¢ka nekad ipak napravi iznimku i ne sprije¢i neispravnu segregaciju
kromosoma $§to rezultira aneuploidijom. Mehanizam nastanka aneuploidije jo§ uvijek nije
potpuno razjasnjen te nije poznato u kojim trenutcima i zasto mitotska kontrolna to¢ka zakaze

i dozvoli da se kromosomi nepravilno segregiraju.

Cilj ovog istrazivanja bio je odrediti ucestalost aneuploidije u tumorskoj stani¢noj liniji U20S
i netumorskoj stani¢noj liniji RPE1. Poseban naglasak stavljen je na pojavu i karakterizaciju
monoorijentiranih kromosoma, dogadaja koji se rijetko spominje u literaturi kao izvor
aneuploidije, pod pretpostavkom da ¢e takve kromosome mitotska kontrolna tocka uvijek
prepoznati i sprijeciti anafazu prije nego kromosomi poprave vezanje na diobeno vreteno.

Proucavani su svi tipovi gresaka u stanicama te njihov odnos s mitotskom kontrolnom tockom.



2) Literaturni pregled

2.1. Stani¢na dioba

2.1.1. Stani¢ni ciklus

Stani¢na dioba nuZzna je za zivot i razmnoZavanje Svakog eukariota. To je esencijalni
mehanizam kojim nastaju nove stanice tako da se ve¢ postojece stanice udvostruce i podijele.
Glavni je cilj stani¢ne diobe ispravno udvostruciti sav geneticki materijal stanice te ga precizno
podijeliti u dvije stanice kceri, tako da svaka stanica dobije jednaku koli¢inu geneti¢kog
materijala. U eukariota stani¢ni ciklus se dijeli u Cetiri faze: G1, S, G2 i M. Faze G1, Si G2 se
zajedno nazivaju interfazom koja u ljudskim stanicama traje 23-24 h, dok je trajanje faze M,
odnosno mitoze oko 1 h (slika 1). U fazi G1 stani¢nog ciklusa, stanice rastu te sintetiziraju
molekule mRNA i proteine kao pripremu za nadolazece korake mitoze. U fazi S koja traje 10
do 12 sati dogada se replikacija genetiCkog materijala. Nakon udvostruc¢enja DNA, stanica ulazi
u fazu vrlo brzog rasta te sinteze proteina, odnosno ulazi u fazu G2 stani¢nog ciklusa.
ZavrSetkom faze G2 pocinje profaza koja oznacava ujedno i prvi stadij mitoze. Ukoliko se
stanica ne dijeli kontinuirano, stanica iz faze G1 ulazi u mirujucu fazu GO stani¢nog ciklusa
(Alberts i sur., 2007).

Slika 1. Kljuéne faze stani¢nog ciklusa. Stani¢ni ciklus eukariotskih stanica dijeli se na 4 faze:
Gap faze, G1 i G2 u kojima stanica raste i ubrzano sintetizira proteine; fazu sinteze DNA (S)
te fazu M u kojoj se odvija dioba i citokineza. Faze G1, S i G2 zajedno ¢ine interfazu. Ukoliko

se ne dijeli kontinuirano, stanica ulazi u fazu GO u kojoj miruje (preuzeto: Wheeler, 2006).



2.1.2. Kontrola stani¢ne diobe

Stani¢ni ciklus reguliran je razli¢itim heterodimerima proteina Kinaza. Koncentracija ciklina,
regulatornih podjedinica heterodimera, povecava se i smanjuje ovisno o fazi stani¢nog ciklus u
kojoj se stanica nalazi. Koncentracije katalitickih podjedinica kinaza, tj. kinaza ovisnih o
ciklinu (engl. cyclin-dependent kinases, CDK) ne mijenjaju se toliko drasti¢no tijekom
stani¢nog ciklusa, no one nisu aktivne ukoliko nisu vezane s ciklinima. Kompleksi ciklina i
kinaza ovisnih o ciklinu aktiviraju ili inhibiraju stotine proteina na nacin da ih fosforiliraju u
njihovim aktivnim mjestima. Stoga je ispravna aktivacija pojedinih kompleksa ciklina i kinaza
ovisnih o ciklinu nuzna za progresiju stanica kroz stanicni ciklus. Poznato je mnogo stani¢nih
mehanizama kojim reguliraju aktivnost pojedinih heterodimera ciklina i kinaza ovisnih o
ciklinu (Lodish i sur., 2009).

Postoje tri vrste kompleksa ciklina i kinaza ovisnih o ciklinu: kompleks ciklina G1 i kinaza
ovisnih o ciklinu, kompleks ciklina faze S i kinaza ovisnih o ciklinu te kompleks mitotskih
ciklina i kinaza ovisnih o ciklinu (slika 2). U tranziciji kroz stani¢ni ciklus vaznu ulogu imaju i
dvije ubikvitin ligaze: SCF i kompleks koji promovira anafazu (engl. anaphase-promoting
complex/cyclosome, APC/C). Ubikvitin ligaze poliubikvitiniliraju svoje supstrate te ih tako

0znacuju za proteosome. Oni ih prepoznaju i degradiraju (Lodish i sur., 2008).

G,/S-cyclin S-cyclin M-cyclin
\ \ \
start . I' G,/M _ metaphase-anaphase
Gy S G, : ‘M G,
‘ o _cyclin \ APC/C
G,/5-Cdk S-Cdk M-Cdk

Slika 2. Fluktuacije heterodimera ciklin-CDKs kroz stani¢ni ciklus. Na pocetku stani¢nog
ciklus aktivan je kompleks ciklina G1 i kinaza ovisnih o ciklinu. Za vrijeme replikacije DNA
postaje aktivan kompleks ciklina faze S i kinaza ovisnih o ciklinu, dok je u mitozi aktivan
kompleks mitotskih ciklina i kinaza ovisnih o ciklinu. Tranziciju metafaze u anafazu pokrece
kompleks APC/C (preuzeto: Alberts i sur., 2007).



2.1.2.1. Kompleks ciklina G1 i kinaza ovisnih o ciklinu

Ovi heterodimeri kontroliraju ulazak stanice u fazu S. Reguliraju transkripcijske faktore gena
potrebnih za replikaciju kromosoma. Gene koji kodiraju enzime za deoksinukleozid trifosfate,
DNA polimeraze i druge proteine bitne za replikaciju DNA, aktiviraju fosforilacijom njihovih
transkripcijskih faktora. Kljuéna je i aktivacija kompleksa ciklina faze S i kinaza ovisnih o
ciklinu (Lodish i sur., 2008).

2.1.2.2. Kompleks ciklina faze S i kinaza ovisnih o ciklinu

Kompleks ciklina faze S i kinaza ovisnih o ciklinu sintetizira se u kasnoj fazi G1 stani¢nog
ciklusa. Medutim, odmah po sintezi na njih se vezu inhibitori koji im spre¢avaju funkciju. Kada
kompleks ciklina G1 i kinaza ovisnih o ciklinu postigne maksimalnu aktivnost, fosforilira
inhibitore kompleksa ciklina S-faze i kinaza ovisnih o ciklinu. Na taj nac¢in omoguceno je da ih
ubikvitin ligaza SCF veze i poliubikvitinilira. Degradacija inhibitora kompleksa ciklina faze S
i kinaza ovisnih o ciklinu omogucuje njihovu aktivnost. Aktivni kompleks ciklina faze S i
kinaza ovisnih o ciklinu fosforilira 1 aktivira proteinske komponente prereplikacijskog
kompleksa. Naposlijetku zapocinje replikacija DNA (Lodish i sur., 2008).

2.1.2.3. Kompleks mitotskih ciklina i kinaza ovisnih o ciklinu

Tijekom faza S i G2 stani¢nog ciklusa sintetizira se kompleks mitotskih ciklina i kinaza ovisnih
o ciklinu. Medutim, njihova je aktivnost suprimirana fosforilacijom na inhibitornim mjestima.
Kada se aktivira, kompleks mitotskih ciklina i kinaza ovisnih o ciklinu fosforilira i aktivira
stotine proteina, ukljucujuci proteine vezane za kromatin koji promoviraju kondenzaciju
kromosoma te proteine kinetohora koji uzrokuju sastavljanje kinetohora te njihovo vezanje na
mikrotubule. Kada sve kinetohore uspostave ispravnu, amfitelicnu vezu s mikrotubulima te se
pozicioniraju u ekvatorijalnu ravninu, kompleks APC/C poliubikvitinilira klju¢ni regulatorni
protein sekurin te tako vodi do njegove degradacije u proteasomima. Aktivan sekurin sprecava
degradaciju kohezina, proteina koji drze sestrinske kromatide zajedno, povezujuci ih u podrucju
centromera. Degradacija sekurina omogucuje sestrinskim kromatidama da se razdvoje Sto
omogucava pocetak anafaze. Kompleks APC/C upravlja i degradacijom mitotskih ciklina u
anafazi. Pad aktivnosti kompleksa mitotskih ciklina i kinaza ovisnih o ciklinu omogucuje
defosforilaciju njegovih ciljanih proteina Sto dovodi do pocetka telofaze, dekondenzacije

kromosoma te na kraju citokineze (Lodish i sur., 2008).

2.1.3. Vremenski tijek mitoze
Vremenski tijek mitoze prikazan je na slici 3A. Tijekom interfaze, odnosno od kraja faze M
jednog stani¢nog ciklusa do pocetka iduceg, vanjska jezgrina membrana se kontinuirano
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nastavlja na endoplazmatski retikulum. Poc¢etkom mitoze, u profazi, sestrinske kromatide se
pocinju kondenzirati, @ mikrotubuli po¢inju formirati diobeno vreteno izvan jezgre. Tijekom
prometafaze dolazi do pucanja jezgrine ovojnice, a mikrotubuli s polova diobenog vretena rastu
prema kromosomima te s njima ostvaruju veze. U metafazi se kromosomi smjestaju u
ekvatorijalnu ravninu stanice te se pripremaju za segregaciju. Za ispravno vezanje kromosoma,
potrebno je da se svaka od sestrinskih kromatida veze mikrotubulima na suprotni pol diobenog
vretena. Tada je uspostavljeno amfitelicno vezanje kromosoma na diobeno vreteno. Tako
vezani kromosomi se nakon nekog vremena slazu u ekvatorijalnoj ravnini stanice. Po¢etkom
anafaze razdvajaju se sestrinske kromatide. U anafazi A, mikrotubuli se skracuju te povlace
kinetohore prema polovima, dok se u anafazi B sestrinske kromatide dodatno odvajaju zbog
produzivanja diobenog vretena, odnosno udaljavanja centrosoma. Kada zavrSi razdvajanje
kromosoma, u procesu telofaze, diobeno vreteno se disocira, kromosomi se dekondenziraju te
se naposlijetku jezgrina ovojnica ponovno stvara oko segregiranih kromosoma (slika 3).
Formira se kontraktilni prsten od aktinskih i miozinskih filamenata koji se postupno suzava i

fizicki odvaja citoplazmu (citokineza) kako bi nastale dvije stanice kceri (Cooper i sur. 2004).

A)
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0 8-=-
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Slika 3. Dogadaji u stani¢noj diobi. A) Mitozi prethodi faza G2 interfaze. Mitoza je, radi
lakSeg razumijevanja, podijeljena na 5 klju¢nih faza: profaza u kojoj se kromatin pocinje
kondenzirati, prometafaza u kojoj se kromosomi pocinju vezati na mikrotubule diobenog
vretena, metafaza u kojoj su kromosomi smjesteni u ekvatorijalnu ravninu stanice, anafaza u
kojoj dolazi do segregacije kromosoma, te telofaza u kojoj dolazi do odvajanja dviju stanica
kéeri (preuzeto: Reece i sur., 2013). B) Mikroskopske snimke svih faza mitoze snimljene u
stani¢noj liniji U20S CENP-A-GFP mCherry-a-tubulin. Vrijeme je mjereno u minutama, a

skala iznosi 5 pm (preuzeto: Toli¢, 2018).

2.2. Diobeno vreteno

Mikrotubuli su gradevne jedinice diobenog vretena. Oni su Suplji proteinski cilindri gradeni od
proteina tubulina, a organiziraju ih proteini asocirani s mikrotubulima (engl. microtubule-
associated proteins, MAPs). Sastoje se od 13 protofilamenata koji su lateralno povezani i ¢ine
cilindar promjera 25 nm (slika 4). Nastaju polimerizacijom tubulina o i B pa je svaki
protofilament graden od ponavljajucih podjedinica dimera af. Mikrotubuli imaju intrinzi¢nu
polarnost: podjedinica o je izloZzena na kraju (-) mikrotubula, dok je podjedinica  izlozena na
kraju (+) mikrotubula (Alberts i sur., 2007).
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Slika 4. Struktura mikrotubula i tubulina. A) Strukturni prikaz globularnih proteina,
heterodimera o i B tubulina. B) Polimerizacijom tubulina o i B nastaju ¢vrsto vezani
protofilamenti koji imaju kraj (+) na kojem je izloZen tubulin B i kraj (-) na kojem se nalazi
tubulin o. C) Lateralnim povezivanjem 13 protofilamenata nastaje mikrotubul. D) Snimka
mikrotubula upotrebom transmisijskog elektronskog mikroskopa. E) Snimka lumena
mikrotubula okruzenog s 13 protofilamenata upotrebom transmisijskog elektronskog

mikroskopoa (preuzeto: Alberts i sur., 2014).

Tradicionalno se mikrotubuli dijele na tri vrste: kinetohorni, interpolarni i astralni mikrotubuli
(slika 5). Sveznjevi kinetohornih mikrotubula zovu se kinetohorna vlakna (k-vlakna) te ¢ine
grupu najstabilnijih mikrotubula u diobenom vretenu. Od izuzetne su vaznosti jer se svojim
krajem (+) vezu na kinetohore i osiguravaju segregaciju kromosoma u anafazi. Interpolarni
mikrotubuli rastu sa suprotnih polova diobenog vretena, suprotnog su usmjerenja pa se regija u
srediStu diobenog vretena gdje se preklapaju naziva antiparalelnim preklopom. Astralni
mikrotubuli rastu od polova diobenog vretena prema stani¢noj membrani te uspostavljaju vezu
sa stani¢nim korteksom. Nedavno je u animalnim stanicama pokazano postojanje i Cetvrte vrste
mikrotubula nazvanih premos¢ujuci mikrotubuli (engl. bridging microtubules). Mikroskopijom
je pokazano da se oni nalaze blizu sestrinskih kinetohora te izmedu njih tvore strukturu koja

podsjeca na most (Kajtez i sur., 2016).
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Slika 5. Shematski prikaz diobenog vretena i razli¢itih vrsta mikrotubula. Kinetohorni
mikrotubuli ostvaruju vezu centrosoma s kromosomima preko kinetohora. Premosc¢ujuci
mikrotubuli ¢ine preklop mikrotubula u blizini sestrinskih kinetohora, dok astralni mikrotubuli
rastu u suprotnom smjeru, prema stani¢noj membrani. Polarni mikrotubuli rastu od polova
vretena prema ekvatorijalnoj ravnini. Oni zajedno ¢ine nekinetohorne mikrotubule. (preuzeto:

Toli¢, 2018).

Nukleacija mikrotubula kre¢e iz srediSta organizacije mikrotubula (engl. microtubule-
organizing centers, MTOCSs). U animalnim stanicama takve centre nazivamo centrosomima. U
njima ostaju usidreni krajevi (-) mikrotubula, dok krajevi (+) rastu prema periferiji (Pavin i
Toli¢, 2016). U interfazi po rastu¢im mikrotubulima hodaju motorni proteini koji organiziraju
i prenose organele i druge strukture. Tijekom mitoze, stanice potpuno reorganiziraju
mikrotubule kako bi formirali bipolarno diobeno vreteno. Ono nastaje iz dva centrosoma koji
postaju polovi diobenog vretena. Elektronskom mikroskopijom je utvrdeno da se centrosomi
sastoje od para ortogonalno rasporedenih cilindri¢nih centriola koji su okruzeni amorfnim
pericentriolarnim materijalom (slika 6). Centrioli su visoko organizirane strukture koje se
sastoje od devet tripleta mikrotubula. Nukleaciju mikrotubula zapocinju faktori u
pericentriolarnom materijalu, a bitna komponenta za to je y-tubulinski prstenasti kompleks
(engl. y-tubulin ring complex, y-TuRC). y-TuRC se sastoji od mnogo kopija posebnog oblika
tubulina y (Cooper i sur., 2004).
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Slika 6. Grada centrosoma. Centrosomi su gradeni od dva centriola. U pericentriolarnom
materijalu nalazi se y-TuRC iz kojeg kre¢e nukleacija mikrotubula (preuzeto: Lodish i sur.,
2008).

Mikrotubuli su iznimno dinami¢ne strukture. Na svojim se krajevima neprestano sastavljaju i
rastavljaju. Prosjecni je Zivotni vijek mikrotubula manji od minute za stanice koje su u mitozi,
te 5-10 minuta za interfazne stanice. Sastavljaju se polimerizacijom tubulinskog dimera aff u
procesu kojeg kataliziraju proteini MAPs. Tubulin a i B veZzu i molekulu GTP. Molekula GTP
vezana na tubulin B moze hidrolizirati nakon vezanja dimera na mikrotubule, dok onaj vezan
na tubulin o nikad ne hidrolizira. Nakon hidrolize tubulina GTP- u tubulin GDP-f, dimer ima
manji afinitet za vezanje na mikrotubule te se javlja postupna depolimerizacija (slika 7).
Hidroliza oblika GTP tubulina  u oblik GDP bitna je za dinamiku krajeva (+) mikrotubula koji

se ovisno o tome produzuju ili skrac¢uju (Alberts i sur., 2014).

=) +) GTP«l‘b-tubulin

/
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—

GDP GTP
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Slika 7. Dinamika mikrotubula. GTP-B-tubulin se veze kao dimer s tubulinom o na krajeve
(+) mikrotubula i uzrokuje njihov rast. Hidrolizom nastaje GDP-B-tubulin koji zajedno s
vezanim tubulinom o disocira s mikrotubula. Brza depolimerizacija mikrotubula uzrokuje

katastrofu, dok spas nastaje brzom polimerizacijom (preuzeto: Lodish i sur., 2008).

2.3. Aneuploidija

OdrZavanje stalnog broja kromosoma je nuzno za razvoj i prezivljenje svakog organizma.
Animalne stanice odrzavaju ispravan diploidni broj kromosoma tako $to pri svakoj diobi
precizno dijele kromosome na dva jednaka dijela. Greske u segregaciji kromosoma u mitozi
rezultiraju nastankom aneuploidnih stanica kéeri. Ukoliko dode do aneuplodije u stanicama
zametka razvijaju se ozbiljne geneticke bolesti poput Downovog ili Turnerovog sindroma, a
najcesce dolazi do pobacaja. Aneuploidija je takoder zajednicko obiljezje tumorskih stanica, od
kojih ¢ak 70-95% pokazuje aneuploidni kariotip (Cimini, 2008). U tumorskim je stanicama
Cesto prisutna i kromosomska nestabilnost (engl. chromosomal instability, CIN), svojstvo
karakterizirano velikom ucestaloS¢u pogresne segregacije koja uzrokuje visak ili manjak
kromosoma na kraju svake mitoze (Baker i Deursen, 2010). Do sad nije dobro poznato kolika
je uCestalost greSaka u mitozi u veéini tkiva i organa, s iznimkom limfocita iz periferne krvi
koji se Cesto koriste u epidemioloskim istrazivanjima. Tehnikom fluorescencijske hibridizacije
in situ (engl. fluorescence in situ hybridization, FISH) upotrebom sondi specifi¢nih za pojedino
centromerno podrucje kromosoma covjeka pokazano je da ucestalost gresaka za svaki pojedini
kromosom varira od 0,03% do 10% (Cimini, 2008). Medutim, pojavom novih preciznijih
tehnika poput sekvenciranja pojedina¢nih stanica broj greSaka pokazao se manjim (Knouse i
sur., 2014). Takoder, broj gresaka se pokazao manjim u tkivima i organoidima (Knouse i sur.,

2018).

2.3.1. Stani¢ni mehanizmi nastanka aneuploidije i tumora

Dvije su glavne hipoteze kako aneuploidija moze dovesti do nastanka tumora. Prema jednoyj,
prvi korak do aneuploidije je tetraploidizacija koja nastaje zbog greske u citokinezi.
Tetraplodine stanice prolaze viSe multipolarnih dioba koje uzrokuju mnogo pogresno
segregiranih  kromosoma i naposlijetku razvoj aneuploidnih i heterogenih Kkariotipa,
karakteristi¢nih za tumore (Slika 8). Prema drugoj hipotezi aneuploidija nastaje gubitkom
jednog ili viSe kromosoma Sto moZe dovesti do daljnje kromosomske nestabilnosti i

transformacije (Cimini i Degrassi, 2005).
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Slika 8. Nastanak aneuploidije kao posljedica tetraploidizacije. Kao posljedica nastanka
tetraploidnih stanica diobeno vreteno postaje multipolarno. Multipolarna vretena imaju vise od
dva centrosoma te ih karakterizira veca stopa meroteli¢no orijentiranih kromosoma (preuzeto:
Cimini i Degrassi, 2005).

2.1.6. Nepravilna vezanja kinetohora na diobeno vreteno
Kako bi se kromosomi u anafazi ispravno podijelili sestrinske kinetohore moraju stupiti u
interakciju s mikrotubulima s razli¢itih polova stanica. Medutim, mikrotubuli se mogu pogresno

vezati §to dovodi do monoteli¢nih, sintelicnih te merotelicnih vezanja (slika 9) (Cimini i
Degrassi, 2005).

(a) Amfiteli¢na orijentacija kinetohora

(b) Monoteli¢na orijentacija kinetohora

(c) Sinteliéna orijentacija kinetohora

(d) Meroteli¢na orijentacija kinetohora

T

TRENDS in Cell Biology

Slika 9. Razli¢iti nacini vezanja kinetohora na mikrotubule diobenog vretena. A) Tijekom

prometafaze i metafaze kromosomi trebaju uspostaviti amfitelicnu orijentaciju kinetohora,
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odnosno sestrinske kinetohore se moraju vezati na mikrotubule koji dolaze sa suprotnih polova
diobenog vretena. B) Medutim, ¢esto tome prethodi monoteli¢na orijentacija kinetohora u kojoj
je samo jedna od sestrinskih kinetohora vezana na jedan pol. C) Pogresnim vezanjem kinetohora
smatra se sinteli¢na orijentacija kada se obje sestrinske kinetohore vezu na mikrotubule jednog
pola diobenog vretena. D) Meroteli¢na orijentacija kinetohora podrazumijeva da je jedna
kinetohora mikrotubulima vezana na oba pola diobenog vretena (preuzeto: Cimini i Degrassi,
2005).

2.3.2. Monoteli¢na orijentacija

Monoteli¢no vezanje kinetohora podrazumijeva da je jedna sestrinska kinetohora vezana
mikrotubulima na jedan pol diobenog vretena, dok druga ostaje nevezana. Takva vrsta vezanja
je prisutna u svim stanicama barem neko vrijeme u pocetku profaze, dok se ne uspostavi
ispravno amfiteli¢no vezanje. Monoteli¢na orijentacija rezultira pozicioniranjem kromosoma
blizu polova za koji su vezani, a ukoliko se prije pocetka anafaze kinetohore ne pozicioniraju u
ekvatorijalnu ravninu stanice, stanice kéeri ¢e biti aneuploidne (jedna stanica kéer ima
trisomiju, a druga monosomiju). Medutim, mitotska kontrolna tocka prepoznaje monoteli¢nu
orijentaciju za vrijeme diobe te odgada pocetak anafaze dok se sva vezanja kinetohora ne

isprave (Cimini i Degrassi, 2005).

2.3.3. Sinteli¢na orijentacija

Sinteli¢no vezanje kinetohora se dogada kad se obje sestrinske kinetohore vezu na mikrotubule
koji dolaze s istog pola diobenog vretena (slika 10). Kao i monotelicno vezane kinetohore, i
sintelicno vezane se pozicioniraju u blizini pola na kojeg su vezane mikrotubulima. Pocetak
anafaze s prisutnim sintelicno orijentiranim kinetohorama takoder bi rezultirao nastankom
trisomi¢ne 1 monosomicne stanice kceri. Taj dogadaj odgada mitotska kontrolna tocka Sto

omogucava stanici da ispravi pogresno vezanje kromosoma (Cimini i Degrassi, 2005).

2.3.4. Meroteli¢na orijentacija

Meroteli¢no vezanje kinetohora se dogada kad se jedna kinetohora veze na mikrotubule koji
dolaze s oba pola diobenog vretena (slika 10). Kromosomi s jednom ili obje meroteli¢no vezane
kinetohore pozicioniraju se u ekvatorijalnu ravninu stanice, a ne blizu polova diobenog vretena.
Takav tip vezanja kinetohora ne prepoznaje mitotska kontrolna tocka pa anafaza u tim
stanicama nije odgodena. Kad stanica ude u anafazu, sudbinu kinetohore, odnosno kromatide
odreduje veli¢ina snopova mikrotubula koji su vezani s pojedinog pola. Ako je jedan od dva

snopa znacajno deblji od drugoga, kinetohora ¢e tijekom anafaze migrirati prema polu diobenog
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vretena s kojeg dolazi taj snop mikrotubula. Takav nacin vezanja takoder moze dovesti do

pogresne segregacije i aneuploidije (Compton, 2011).
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Slika 10. Pozicioniranje kromosoma u metafazi i anafazi. A) Amfitelicno orijentirani
kromosomi smjestaju se u ekvatorijalnu ravninu tijekom metafaze. U anafazi dolazi do ispravne
diobe genetickog materijala pa stanice kéeri dobivaju jednaku koli¢inu DNA. B) Sinteli¢no
orijentirani kromosomi prepoznaju se po pozicioniranju blizu pola tijekom metafaze. U anafazi
obje sestrinske kromatide odlaze u jednu stanicu kcer te stoga dolazi do pogresne segregacije
DNA u stanice kéeri. C) Monoteli¢no orijentirani kromosomi se nalaze blizu pola tijekom
metafaze. U anafazi rezultiraju odvajanjem obiju sestrinskih kromatida u jednu stanicu kéer. D)
Meroteli¢no orijentirani kromosomi ispravno su pozicionirani tijekom metafaze, ali u anafazi
zaostaju u ekvatorijalnoj ravnini §to moze uzrokovati pogresnu segregaciju (preuzeto: Cimini i

Degrassi, 2005).

2.3.5. Kromosomski mostovi

Kromosomski mostovi se mogu identificirati u stanicama u anafazi ili telofazi kao DNA koja
se proteze izmedu segregiraju¢ih kromosoma. U stanicama se moze uociti kako se proteze
izmedu dviju kinetohora koje leze u istoj ravnini ili kao golu DNA koja nije omedena
kinetohorama. U nekim slucajevima kromosomski mostovi pucaju tijekom anafaze pa se ne
vidi kontinuirani lanac DNA, ve¢ dva dijela DNA koja se protezu od kinetohora prema sredistu

ekvatorijalne ravnine. Kromosomski mostovi se mogu javiti kao posljedica disfunkcije
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topoizomeraze II, poremecaja u degradaciji kohezina, perturbacija u funkciji kohezina ili

oste¢enja DNA (Pampalona i sur., 2016).

2.4. Mitotska kontrolna tocka

Ispravna stani¢na dioba je kljuan proces za odrZzavanje Zzivota svih organizama. U
jednostani¢nih organizama mora postojati ravnoteza izmedu stani¢nog rasta i stani¢ne diobe
kako bi se veli¢ina stanice odrzavala konstantnom. Visestani¢ni organizmi moraju precizno

kontrolirati stani¢nu diobu kako bi se svi organi i tkiva normalno razvijali (Alberts i sur., 2014).

Segregacija kromosoma bez greske ovisi o stabilnom vezanju mikrotubula na kinetohore.
Mitotska kontrolna to¢ka nadzire takva vezanja te ukoliko ne dode do ispravnog vezanja
anafaza se odgada. Ako u stanici postoji monoteli¢no ili sintelicno vezanje, mitotska kontrolna
tocka ¢e dati znak za zaustavljanje anafaze. Mreza proteina na kinetohorama koja je zaduzena
za vezanje mikrotubula je integrirana s najbitnijim komponentama signaliziranja u mitotskoj
kontrolnoj to¢ki. Neispravno vezanje mikrotubula na kinetohore ispravlja sustav za popravak
greSaka kojim upravlja kinaza Aurora B. Ova kinaza fosforilira proteine vanjske kinetohore
koji vezu mikrotubule §to uzrokuje promjene u dinamici mikrotubula i smanjuje afinitet
kinetohora za mikrotubule. Iz tog razloga se tijekom mitoze veze izmedu mikrotubula i
kinetohora Cesto stvaraju i uniStavaju dok u konacnici svi kromosomi nisu biorijentirani i sva
vezanja nisu stabilizirana. Ukoliko nema stabilnog vezanja i biorijentacije, mitotska kontrolna

tocka sprijecit ¢e stanice da udu u anafazu (Amon, 1999).

Znak za pocetak anafaze daje E3 ubikvitin ligaza APC/C koja oznacuje inhibitore izlaska iz
mitoze (ciklin B), te razdvajanja sestrinskih kromatida (sekurin) za proteosomalnu razgradnju.
Zadatak mitotske kontrolne tocke je inhibirati kompleks APC/C dok u stanici postoji nepravilno
vezanih kinetohora. To radi na na¢in da se kompleks proteina uklju¢enih u mitotsku kontrolnu
toc¢ku sastavlja na kinetohorama koje nisu vezane na mikrotubule diobenog vretena (Vluegel i

sur., 2012).

Signal mitotske kontrolne to¢ke stvara se na mrezi KMN Kkoju ¢ine manji kompleksi proteina:
KNL1-C, MIS12-C, NDC80-C. Ona ¢ini vanjski dio kinetohore zaduzen za interakcije s
mikrotubulima te je stoga glavna meta mitotske kontrolne tocke. Sastavljanje kompleksa
mitotske kontrolne to¢ke vodi kinaza MPS1 koja se povezuje s kompleksom NDC-80 (slika
11). Nakon njihove interakcije, zapo€inje regrutacija ostalih proteina mitotske kontrolne tocke:

BUB1, BUB3, MAD1, MAD2 i Mad3/BUBR1 (Sacristian i Kops, 2014).
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Slika 11. Clanovi mitotske kontrolne tofke. Mitotska kontrolna todka provjerava jesu li svi
kromosomi ispravno vezani na mikrotubule. Svim komponentama uspravlja protein Aurora A,
a komponente su: BUB1, BUB3, MAD1, MAD2, BUBR1i MPS1. Te komponente sastavljaju
se na dijelovima vanjske kinetohore, odnosno kompleksima NDC80 i KNL1 (preuzeto:
Sacristian i Kops, 2014).

Dugo se nije znao odgovor na bitna pitanja u podruc¢ju diobenog vretena — §to prepoznaje
mitotska kontrolna tocka te Sto je znak za odgodu anafaze. Jos uvijek nije potpuno jasno odgada
li pocetak anafaze samo nevezana kinetohora ili je za pocetak diobe bitno i uspostaviti ispravnu
tenziju (Pinsky i Biggins, 2005). Prema posljednjim istrazivanjima, vezanje mikrotubula na
kinetohore je dovoljno za utiSavanje mitotske kontrolne to¢ke. Medutim, jo§ je nejasno koliko
mikrotubula se treba vezati na kinetohoru da bi se vezanje smatralo ispravnim, odnosno
amfitelicnim (Kuhn i Dumont, 2018; Etemad 1 sur., 2018).
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3) Materijali i metode

3.1. Stani¢na kultura

3.1.1. Uzgoj stanica

Za provodenje eksperimenata koriStene su ljudske stani¢ne linije, netumorska imortalizirana
stani¢na linija iz epitela oka RPE1 (engl. retinal pigment epithelium 1) sa stabilnom ekspresijom
kinetohornog proteina CENP-A i Centrinal koji lokalizira na centrosomima, obiljezenih
zelenim fluorescentnim proteinom GFP (engl. green fluorescent protein) i tumorska stani¢na
linija koStanog osteosarkoma U20S sa stabilnom ekspresijom kinetohornog proteina CENP-A
obiljeZzenog zelenim fluorescentnim proteinom GFP, tubulina obiljezenog crvenim

fluorescentnim proteinom i fotoaktivabilnog tubulina.

Stanice su uzgajane u mediju DMEM (engl. Dulbecco’'s Modified Eagle's medium) (Lonza,
Bazel, Svicarska) u koji je dodano 10% temperaturno inaktivirane otopine FBS (engl. fetal
bovine serum) (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, SAD), 100 pg/mL penicilina (Biochrom AG,
Berlin, Njemacka), 100 ug/mL streptomicina (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, SAD) te 50
pg/mL geneticina (Life Technologies, Waltham, MA, SAD) samo za stani¢nu liniju U20S.
Ovako pripremljen medij za uzgoj stanica prethodno je filtriran. Stanice su rasle na u inkubatoru
Galaxy 170S (Eppendorf, Hamburg, Njemacka) na 37 °C i 5% COa.

Uzgajane stanicne kulture su presadivane svakih 48 ili 72 sata, odnosno u trenutku postignute
konfluetnosti. Sa stanica je uklonjen medij te su isprane s 10 mL 1% otopine sterilnog pufera
PBS (engl. phosphate-buffered saline). Zatim su stanice odvojene od podloge dodavanjem 1
mL 1%-tne otopine tripsin/EDTA (Biochrom AG, Berlin, Njemacka) 1 inkubiranjem 5 min na
37 °C i 5% CO2. Nakon odvajanja stanica od podloge, odlijepljene stanice se pomijesaju s 2
mL prethodno opisanog medija te se 500 pL homogene stani¢ne suspenzije doda u novu posudu
za uzgoj stanica u koju je prethodno dodano 10 mL svjezeg hranjivog medija DMEM. Stanice
se dalje uzgajaju u inkubatoru (Eppendorf, Hamburg, Njemacka) na temperaturi od 37 °C i u
prisutnosti 5% CO..

Sastav PBS pufera (1%):

e 8,0g/L NaCl

e 0,2g/LKCI

o 1,42 g/L Na2HPO4
e 0,24 g/L KH2PO4
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° pH 7,4

3.1.2. Priprema uzoraka za mikroskopiranje

Uzorci za mikroskop pripremaju se tijekom postupka presadivanja stanica. Nakon neutralizacije
1% otopine tripsina/EDTA mijeSanjem s 2 mL DMEM hranjivog medija, koli¢ina od 750000
stanica je nasadena u posudice za mikroskopiranje. U iste je posudice prethodno dodano 2 mL
DMEM hranjivog medija. Koristene posudice za mikroskopiranje su plasti¢ne, s staklenim
dijelom na dnu posudice promjera 35 mm i debljine 1,5 mm (MatTek Corporation, Ashland,
SAD). Stanice se za mikroskopiranje nasaduju 24 sata prije samog mikroskopiranja te se

odrzavaju u inkubatoru na temperaturi od 37 °C i u prisutnosti 5% COs..

3.2. Mikroskopiranje

Stanice su snimane konfokalnim mikroskopom Bruker Opterra Multipoint Scanning (Bruker
Nano Surfaces, Middleton, WI, SAD). Osnovna znacajka laserskog pretraznog konfokalnog
mikroskopa je tockasta izlazna apertura (engl. pinhole). Sustav je postavljen na Nikonov
preokretni Ti-E mikroskop opremljen uljnim objektivom Nikon CFI Plan Apo VC x 100/ 1,4
(Nikon, Tokyo, Japan). Za vrijeme snimanja odrzavani su potrebni uvjeti od 37 °C i 5% CO>
za stanice koje su uzgajane u inkubatoru Okolab Cage (Okolab, Pozzuoli, NA, Italija). Sve slike
su snimljene Evolve 512 Delta EMCCD kamerom (Photometrics, Tucson, AZ, SAD). Sustav
mikroskopa i sve postavke su kontrolirane softverom Prairie View Imaging Software (Bruker
Nano Surfaces, Middleton, WI, SAD). Odabrane su pobudne laserske linije valnih duljina
488 nm za fluorescentni protein GFP te 561 nm za fluorescentni protein mCherry.

Laseri su postavljeni na jakost od 30%, a vrijeme izlaganja jedne ravnine iznosilo je 150 ms.
Razmak izmedu Z-ravnina snimanja bio je 1 pm, a za svaku stanicu snimljeno je 15 Z-ravnina.
Stanice su snimane od trenutka pucanja jezgrine ovojnice do kraja anafaze s vremenskim

razmakom od 1 min izmedu svakog snimanja.

3.3. Analiza snimaka

Sve analize mikroskopskih snimaka napravljene su u programu ImageJ (National Institute of
Health, Bethesda, MD, SAD). ImageJ je javno dostupan program specijaliziran za obradu
snimki dobivenih mikroskopom. Temelji se na programskom jeziku Java (Oracle Corporation,
Redwood, SAD). ImageJ sadrzi alatnu traku te trake izbornika, pozicije i napretka. Alatna traka
sadrzi opcije za obradivanje snimka s mikroskopa poput alata za promjenu boje na snimci te

pomicanja i oznacavanja objekata na snimci.
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3.3.1. Odredivanje vrste greske u stanicnoj diobi

Stanice su promatrane od trenutka pucanja jezgrine ovojnice do kraja anafaze. Kada je nakon
pocetka anafaze jedna kinetohora zaostajala u podrucju ekvatorijalne ravnine, ta je greska
klasificirana kao merotelija (slika 12B). Ako su zaostajale dvije kinetohore koje su bile u istoj
ravnini, greska je oznacena kromosomskim mostom (slika 12C). Ukoliko je stanica u trenutku
pocetka anafaze imala prisutne dvije kinetohore blizu polova, ta je greska klasificirana kao
monoorijentirani par kinetohora (slika 12D). S obzirom da je razlucivost mikroskopa
ogranicena, nije bilo moguce utvrditi radi li se 0 monotelicnom ili sinteli¢nom tipu vezanja. U
skladu s literaturom ti su parovi kinetohora nazvani monoorijentiranima (Cimini i Degrassi,
2005).

A)
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Slika 12. Prepoznavanje razli¢itih vrsta gresaka koje uzrokuju aneuploidiju. A)
Amfiteli¢no orijentirane kinetohore. B) Meroteli¢no orijentirane kinetohore (zuta strelica). C)
Kromosomski mostovi (zuta strelica). D) Monoteli¢no orijentirane kinetohore (Zuta strelica).
Skala: 2 pm.

3.3.2. Mjerenje vremena potrebnog od trenutka pucanja jezgrine ovojnice do pocetka anafaze

Stanice su snimane u vremenskom razmaku od 1 minute. Pocetak snimanja je odreden
pucanjem jezgrine ovojnice, a kraj mjerenja bio je trenutak u kojem su se kinetohore pocele
odvajati prema suprotnim polovima diobenog vretena. Da bi se odredilo vrijeme koje je stanici
bilo potrebno da od pucanja jezgrine ovojnice dode do pocetka anafaze izbrojani su vremenski
okviri izmedu ta dva dogadaja. Broj vremenskih okvira umanjen za jedan jednak je vremenu u
minutama koje je stanici potrebno da ude u anafazu. Ovo umanjenje predstavlja korekciju na

postavke programa koji nultu minutu oznacava kao prvu (slika 13).
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Slika 13. Odredivanje vremena potrebnog stanici za ulazak u anafazu. Prema vremenu t
prikazanom u gornjoj traci u softveru ImagelJ (crvena elipsa) odredeno je vrijeme koje je stanici

bilo potrebno da od pucanja jezgrine ovojnice dode do anafaze. Stanici prikazanoj naslici za to
je bilo potrebno 16 minuta (t=17-1=16).

3.3.3. Mjerenje interkinetohorne udaljenosti

Za mjerenje interkinetohorne udaljenosti sve su stanice analizirane u jednoj Z-ravnini kako bi
se osiguralo da udaljenost nije prividno manja ili ve¢a. Alatom Line u programu ImageJ
povucen je pravac od srediSta jedne kinetohore u paru do sredista druge kinetohore. Alatom

Measure izmjerena je udaljenost od jedne do druge kinetohore (slika 14).
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Slika 14. Mjerenje interkinetohorne udaljenosti. Alatom Line povucena je linija (plava
linija) od sredista jedne sestrinske kinetohore do srediSta druge sestrinske kinetohore. Alatom
Measure izmjerena je vrijednost interkinetohorne udaljenosti. Za svaki vremenski okvir

mjereno je na isti nacin. Skala: 1,5 um.

3.3.3. Mjerenje kuta izmedu pola diobenog vretena i para kinetohora

Kut izmedu pola diobenog vretena i para kinetohora izmjeren je alatom Angle. Prvo je alatom
Line povucena linija izmedu pola diobenog vretena i kinetohore blize polu diobenog vretena, a
zatim druga linija od prve kinetohore do druge kinetohore koja je udaljenija od pola diobenog
vretena (slika 15). Alatom Angle izmjeren je kut koji zatvaraju ta dva pravca. Ocekivani kut za
monoteli¢no vezanje je 180 - 45 ° te 0 +45 °, dok je ocekivani kut za sintelicno vezanje 90 +

45 ° (slika 16).
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Slika 15. Mjerenje kuta koji zatvara pol diobenog vretena i promatrani par kinetohora.
Izmjeren je unutarnji kut kojeg zatvaraju linije spajajujuci pol diobenog vretena s jednom

kinetohorom te tu kinetohoru s drugom kinetohorom (zZute isprekidane linije).

-
S

&

2.

o
180

Slika 16. Odredivanje tipa vezanja prema kutu izmedu pola diobenog vretena i para
kinetohora. Tip vezanja odreden je kao monoteli¢an kada unutarnji kut koji spaja pol diobenog
vretena s jednom kinetohorom te tu kinetohoru s drugom kinetohorom u paru (zute isprekidane
linije) iznosi 180 - 45 ° te 0 + 45 °. Kada taj kut iznosi 90 + 45 ° tip vezanja je sintelija (Shema

je napravljena u programu Biorender).

3.3.4. Mjerenje udaljenosti i brzine kretanja meroteli¢no vezanih kinetohora

Za mjerenje udaljenosti i brzine kretanja meroteli¢no vezanih kinetohora na stanice napravljena
je korekcija na lateralni pomak alatom Manual Drift Corection (slika 17). Kao referentna
pozicija za odredivanje pomaka uzeta je ekvatorijalna ravnina stanice U prvom vremenskom

okviru. Ekvatorijalna ravnina je oznacena alatom Line i u svakom drugom vremenskom okviru.
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Softver je ekvatorijalnu ravninu potom pozicionirao na mjesto ekvatorijalne ravnine u prvom
vremenskom okviru ¢ime je korigirao kretnje stanice u XY koordinatama. Kretanje meroteli¢no
orijentiranih kinetohora praceno je nakon pocetka anafaze. Kinetohora koja je zaostajala u
ekvatorijalnoj ravnini oznacena je u svakom vremenskom okviru alatom Tracing, a alatom ROI
prikazano je kretanje tocaka u svakom vremenskom okviru. Alatom Line je povucena linija

izmedu pojedina¢nih vremenskih okvira, a alatom Measure izmjerena je ta udaljenost (slika
18).

A)
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B)

Slika 17. Kretanje merotelicno vezanih kinetohora. A) Kretanje merotelicno orijentiranih
kinetohora (zuta strelica) bez korekcije na lateralni pomak. B) Kretanje merotelicno
orijentiranih kinetohora (zuta strelica) s korekcijom na lateralni pomak alatom Manual Drift

Corection.
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Slika 18. Mjerenje pomaka meroteli¢no vezanih kinetohora. U svakom vremenskom okviru
oznacena je pozicija meroteli¢ne kinetohore (1, 2, 3, 4, 5, 6 — Zute strelice) te je na kraju izmedu

odredenih pozicija izmjerena udaljenost koja je sluZila za izraCun brzine gibanja. Skala: 2 um.

3.3.5. Mjerenje Sirine merotelicno vezanih kinetohora
Alatom Line povucena je vodoravna linija od ruba do ruba kinetohore (slika 19), a alatom
Measure izmjerena je Sirina meroteliéno vezanih kinetohora. Usporedena je s na isti nacin

izmjerenom Sirinom amfiteli¢no vezanih kinetohora.

Slika 19. Mjerenje Sirine meroteli¢no vezane kinetohore. Alatom Line (Zuta linija) povuc¢ena

je linija koja spaja vodoravne rubove kinetohore te je izmjerena njena duljina alatom Measure.

3.4. Izrada grafickih prikaza
Svi dijagrami napravljeni su u softveru Biovinci (BioTuring, San Diego, CA, USA). Opis
cijelog eksperimenta vidljiv je na slici 20.
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Slika 20. Graficki prikaz eksperimenta. Stanice su prvotno odledene te nasadene u boce T75
za nasadivanje stanica. Da bi se pripremile za snimanje, stanice su premjestene U posebne
petrijeve zdjelice sa staklenim dnom. Jedan dan nakon nasadivanja stanice su snimane kamerom
povezanom s fluorescencijskim mikroskopom. Dobivene snimke su potom analizirane (shema

je napravljena u programu Biorender).
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4) Rezultati

4.1. Ucestalost gresaka u stani¢noj liniji U20S CENP-A-GFP mCherry-a-tubulin PA-tubulin
veca je nego u stani¢noj liniji RPE1 CENP-A-GFP Centrinl-GFP

Kako bi se istrazila ucestalost pojedinih greSaka koje dovode do aneuplodije u razli¢itim
stani¢nim linijama, tumorske stanice linije U20S CENP-A-GFP mCherry-a-tubulin PA-tubulin
i netumorske stanice linije RPE1 CENP-A-GFP Centrin1-GFP snimane su od trenutka pucanja
jezgrine ovojnice do kraja anafaze. Zabiljezen je ve¢i ukupni broj gresaka u tumorskoj stani¢noj
liniji U20S CENP-A-GFP mCherry-a-tubulin PA-tubulin (slika 21) naspram netumorske
stani¢ne linije RPE1 CENP-A-GFP Centrin1-GFP (slika 21). U obje stani¢ne linije najucestaliji
tip greske je kromosomski most (slika 21). U nekim stanicama stani¢ne linije U20S CENP-A-
GFP mCherry-a-tubulin PA-tubulin doslo je do anafaze bez kongresije svih kromosoma u
ekvatorijalnu ravninu $to se klasificira kao monoorijentirani par sestrinskih kromatida (slika
21). U stani¢noj liniji U20S CENP-A-GFP mCherry-a-tubulin PA-tubulin neke su stanice

imale dva tipa greSaka u istoj stani¢noj diobi (slika 22).
A) B)

Merotelitno vezani kromosomi . Merotelitno vezani kromosomi

(5,880%) fonoori] *—‘nﬁ; !;Lh‘ﬂmﬂm (1.26%) Monoorijentirani kromosomi
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] 3,14%) — =D
Kromosomski 11=§/F
most Bez diohe
(7,49%) (ﬂlﬁ‘l‘“}
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i Eromosomi
(96,18%)
82520 n=0s

Slika 21. Ucestalost pojedinih pogresaka u stanicama. A) Ucestalost pogresnog vezanja
kinetohora na mikrotubule u stani¢noj liniji U20S CENP-A-GFP mCherry-o-tubulin PA-
tubulin. Od ukupno 187 snimljenih stanica najvise je bilo ispravnih dioba (plavo). Zabiljezeni
su kromosomski mostovi (narancasto), merotelicno orijentirane kinetohore (zeleno) te
monoorijentirane kinetohore (crveno). B) Ucestalost pogresnog vezanja kinetohora na
mikrotubule u stani¢noj liniji RPE1 CENP-A-GFP Centrin1-GFP (ukupan broj stanica je 103).

Najveéi broj stanica imao je potpuno ispravnu stani¢nu diobu (plavo). Zabiljezeni su
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kromosomski mostovi (narancasto) i merotelicno orijentirane kinetohore (zeleno). Jedna

stanica se nije podijelila (ljubicasto).

Slika 22. Kombinacija dviju greSaka u stanici U20S CENP-A-GFP mCherry-a-tubulin
PA-tubulin. U istoj stanici zabiljeZeno je merotelicno vezanje kinetohora (Zuta strelica) te

monoorijentirani par kinetohora (crvena strelica). Vrijeme (t) 0 oznacava pocetak anafaze.

4.2.1. Trajanje mitoze je dulje u stanicama koje imaju nepotpunu kongresiju kromosoma u
ekvatorijalnu ravninu

Prosjec¢no trajanje mitoze u stanicama koje se dijele bez greske znacajno je dulje (p < 0,0001)
u stani¢noj liniji U20S CENP-A-GFP mCherry-a-tubulin PA-tubulin (24,25 + 0,85 min, n=99;
slika 23) nego u stani¢noj liniji RPE1 CENP-A-GFP Centrin1-GFP (14,97 = 0,61 min, n=93).
Isto vrijedi i za stanice koje pokazuju bilo koju vrstu zaostaju¢ih kromosoma. Te stanice nemaju
znacajno razli¢ito vrijeme trajanja mitoze od onih koje se dijele bez greske. Stanice u kojima
su prisutni monoorijentirani kromosomi tijekom anafaze imaju znacajno produljeno trajanje
mitoze (130,14 + 16,19 min, n=7, p < 0,0001). Produljeno trajanje mitoze pokazuju i stanice
koje se podijele bez greske (67,12 + 4,82; n=54, p < 0,0001; slika 24) i one u kojima su
zabiljezeni zaostaju¢i kromosomi (73,78 + 9,93; n=14, p < 0,0001; slika 25), ali u nekom
trenutku metafaze imaju prisutne monoorijentirane kromosome ¢ije se neispravno vezanje na

mikrotubule ispravi. Ista pravilnost vrijedi i za trajanje metafaza u stanicama (slika 26). Pocetak
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metafaza je definiran minutom u kojoj je ve¢ina kromosoma kongregirala u ekvatorijalnu

ravninu stanice

Slika 23. Vremenski tijek mitoze. Stanica linije U20S CENP-A-GFP mCherry-a-tubulin PA-

tubulin koja se podijelila bez greske pri segregaciji. Vrijeme (t) 0 oznacava pocetak anafaze.
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Slika 24. Odgoden pocetak anafaze zbog prisutnosti monoorijentiranih kromosoma.
Metafaza stanice linije U20S CENP-A-GFP mCherry-a-tubulin PA-tubulin traje duze od

prosjeéne duljine za stanice s amfitelicnim vezanjem zbog prisutnosti monoorijentiranih
kromosoma (crvena strelica) koji naposlijetku ostvaraju amfitelicno vezanje. Vrijeme (t) 0

oznacava pocetak anafaze.
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Slika 25. Odgoden pocetak anafaze zbog prisutnosti monoorijentiranih kromosoma.
Metafaza stanice linije U20S CENP-A-GFP mCherry-a-tubulin PA-tubulin traje duze od

prosjeéne zbog prisutnosti monoorijentiranih kromosoma (crvena strelica) koji naposlijetku

ostvaraju amfitelicno vezanje. U anafazi je vidljiv nastanak kromosomskog mosta (zZuta

strelica). Vrijeme (t) 0 oznacava pocetak anafaze.
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Slika 26. Vrijeme od pocetka metafaze do ulaska u anafazu stanica linije U20S CENP-A-
GFP tubulin-mCherry koje imaju ispravnu stani¢nu diobu i onih koje rezultiraju
aneuploidijom. Izmjereno je trajanje metafaze za svaku stanicu te su duljine metafaza
podijeljene u skupine prema ispravnosti diobe stanice. Prosje¢no trajanje metafaze stanica linije
U20S CENP-A-GFP mCherry-a-tubulin PA-tubulin koje se dijele bez greske je 12,97 + 0,98
min. Stanice s zaostaju¢im kinetohoroma (meroteli¢no vezanje i kromosomski most) imaju
prosjecno vrijeme trajanja metafaze 11,78 + 1,61 min, §to nije znacajno razli¢ito od stanica s
amfitelicno vezanim kromosomima (p=0,49). Stanice koje se podijele iako mitotska kontrolna
tocka nije ispravila monoteli¢no vezanje kinetohora imaju najduze trajanje metafaze (109,18 +
14,22 min), $to je znacajno razli¢ito od trajanja normalne diobe (p < 0,0001). Produzene
metafaze uocene su i u stanicama koje u trenutku anafaze nemaju monoorijentirane kromosome,
ali su ih imale u nekom dijelu metafaze te su ih naposlijetku ispravile. One stanice koje se na
kraju podijele ispravno jer su tijekom metafaze ispravile monoorijentirano vezanje u prosjeku

se podijele za 47,29 + 4,62 min. Isprekidana linija oznacava srednju vrijednost. Romb iscrtan
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isprekidanom linijom oznacava standardnu devijaciju. Puna linija u kvadratu oznacava medija,

a kvadrat oznacava prvi 1 tre¢i kvartil.

4.2.2. Trajanje mitoze u stani¢noj liniji RPE1 CENP-A-GFP Centrin1-GFP produljeno je
ukoliko su bili prisutni monoorijentirani kromosomi

Trajanje mitoze u stani¢noj liniji RPE1 CENP-A-GFP Centrinl-GFP nema znacajne razlike
(p=0,47) izmedu stanica koje se dijele bez greske (19,01 + 0,89 min, n=93) i stanica koje
pokazuju neku vrstu zaostaju¢ih kromosoma (17,45 + 2,66 min, n=7). Stanica koja se nije
podijelila imala je produljeno vrijeme metafaze, te nije usla u anafazu vec je signal nakon 37
minuta u metafazi poc¢eo blijediti. Ista je stanica imala i produljeno vrijeme prometafaze (slika
27). Znacajno produljeno (p < 0,0001) vrijeme do ulaska u anafazu imale su stanice koje su
tijekom mitoze imale prisutne monoorijentirane kromosome, ali su ispravile pogresno vezanje
(31,36 + 2 min, n=2). Sli¢an je obrazac primije¢en i mjerenjem duljina metafaza (slika 28).
Pocetak metafaza je definiran minutom u kojoj je veéina kromosoma kongregirala u

ekvatorijalnu ravninu stanice.
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Slika 27. Stanica koja se nije podijelila. Snimka stanice koja se tijekom 65 minuta od pocetka

snimanja (t=0) nije podijelila, a signal kinetohora je izblijedio (crvena strelica).
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Slika 28. Vrijeme od pocetka metafaze do ulaska u anafazu stanica linije RPE1 CENP-A-
GFP Centrinl-GFP koje imaju ispravnu stani¢nu diobu i onih koje rezultiraju
aneuploidijom. Izmjereno je trajanje metafaze za svaku stanicu te su duljine metafaza
podijeljene u skupine prema ispravnosti diobe stanice. Stanice linije RPE1 CENP-A-GFP
Centrinl-GFP u kojih su svi kromosomi amfiteli¢éno vezani na mikrotubule diobenog vretena
imaju prosjecno trajanje metafaze 9,07 + 0,45 min. Nema znacajne razlike (p=0,58) ni u
trajanju prijelaza iz metafaze u anafazu u stanicama u kojima je zabiljezena neka vrsta
zaostajuc¢ih kromosoma (10,14 + 1,32 min). Stanice koje su se ispravno podijele, ali su tijekom
metafaze imale prisutne monoorijentirane kromosome ¢ije su vezanje na mikrotubule ispravile,
imaju znacajno vecée (p < 0,0001) prosjecno vrijeme potrebno za ulazak u anafazu (22,35 + 1,50
min). Iz prikaza je izostavljena stanica koja nije ni usla u anafazu ni nakon 37 min, ve¢ je signal
kinetohora poceo blijediti. Isprekidana linija oznacava srednju vrijednost. Romb iscrtan
isprekidanom linijom ozna¢ava standardnu devijaciju. Puna linija u kvadratu ozna¢ava medija,

a kvadrat oznacava prvi 1 tre¢i kvartil.
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4.3.1. Interkinetohorna udaljenost monoorijentiranih kromosoma pokazuje velike varijacije te
se naglo poveca nekoliko minuta prije anafaze

Prosjecna interkinetohorna udaljenost (d_KC) metafaznog para kinetohora u stani¢noj liniji
U20S CENP-A-GFP mCherry-a-tubulin PA-tubulin iznosi 0,826 + 0,005 um (n=147).
Monoorijentirani kromosomi pokazuju velike fluktuacije u interkinetohornoj udaljenosti, dok
prosje¢na d_KC vrijednost iznosi 0,648 + 0,017 um (n=72). Neposredno prije pocetka anafaze
(1,7 £ 0,5 min) primijeceno je da se interkinetohorna udaljenost po¢ne znacajno povecavati
(p=0,006) na udaljenost od 1,735 + 0,111 um (n=7) $to signalizira razdvajanje sestrinskih

kromatida prije same anafaze (slika 29 i slika 30).

Slika 29. Interkinetohorna udaljenost monoorijentiranog para Kinetohora mijenja se
tijekom metafaze i naglo naraste neposredno prije anafaze. U stani¢noj liniji U20S CENP-

A-GFP mCherry-a-tubulin PA-tubulin uoceno je da d_KC vrijednost monoorijentiranog para
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(crvene strelice) kinetohora varira tijekom metafaze i naraste nekoliko minuta prije anafaze

(t=0). Prikazana je stanica A) sa slike 30.
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Slika 30. Promjena interkinetohorne udaljenosti monoorijentiranih kinetohora koje
rezultiraju greSkom u anafazi u stanicama linije U20S CENP-A-GFP mCherry-a-
tubulin  PA-tubulin. Interkinetohorna udaljenost dviju monoorijentiranih sestrinskih
kinetohora prikazana je u ovisnosti o vremenu (1 min). Interkinetohorne udaljenosti
monoorijentiranih parova kinetohora (slike A i B plavo, narancasto i zeleno; slika C plavo i

narancasto) variraju tijekom mitoze (d_KC= 0,624 + 0,017 um) te se neposredno prije anafaze

37



naglo povecaju. Nakon tog povecanja, nema drugih vecih varijacija. Interkinetohorne
udaljenosti parova u ekvatorijalnoj ravnini ujednacene su tijekom metafaze (slike A i B crveno;
slika C zeleno). Primjeri A, B i C predstavljaju pojedinac¢ne stanice. Crni trokut oznacava

pocetak anafaze.

4.3.2. Interkinetohorna udaljenost kromosoma koji kasne s kongresijom u ekvatorijalnu ravninu
varira do njihovog pozicioniranja u ekvatorijalnoj ravnini stanice

Varijacija interkinetohorne udaljenosti primijeena je i kod monoorijentiranih parova
kinetohora u stanica koje se podijele bez greske, ali su prethodno imale prisutne monoteli¢no
vezene kromosome ¢ije su vezanje ispravile. Kod njih je vidljivo da neposredno prije nego sto
kongregiraju u ekvatorijalnu ravninu dolazi do ustaljivanja vrijednosti interkinetohorne
udaljenosti na vrijednost amfitelicno vezanih kinetohornih parova (0,803 + 0,019 pm, n=15).

Nekoliko minuta (4,15 + 0,25 min) nakon $to se svi kromosomi nadu u ekvatorijalnoj ravnini

stanice dolazi do pocetka anafaze (slika 31 i slika 32).




Slika 31. Dioba stanica koje su u jednom dijelu metafaze imale prisutne monoorijentirane
kromosome. Stanice linije U20S CENP-A-GFP mCherry-a-tubulin PA-tubulin koje uspiju
popraviti monotelicno vezanje kinetohora na mikrotubule dijele se nekoliko minuta nakon

uspostave amfitelicnog vezanja. Prikazana je stanica A sa slike 32.
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Slika 32. Promjena interkinetohorne udaljenosti monoorijentiranih kinetohora koje ne
rezultiraju greSkom u anafazi u stanicama linije U20S CENP-A-GFP mCherry-a-tubulin
PA-tubulin. Interkinetohorna udaljenost dviju monoorijentiranih sestrinskih kinetohora u
ovisnosti o vremenu. Vremenski interval iznosi 1 min. Vrijednost interkinetohorne udaljenosti
monoorijentiranih parova kinetohora (slika A plavo; slika B plavo, narancasto i zeleno) varira
kada su blizu polova diobenog vretena (d_KC = 0,627 + 0,026 um, n=67). Kada se priblize
ekvatorijalnoj ravnini gdje se nalaze ostali parovi kinetohora, interkinetohorna udaljenost se
stabilizira (d_KC = 0,803 + 0,019 um, n=15). Nekoliko minuta nakon stabilizacije vrijednosti
d_KC u stanicama blizu onima kinetohora u ekvatorijalnoj ravnini (slika A narancasto; slika B

crveno) kreée anafaza. Primjeri A i B predstavljaju pojedina¢ne stanice. Crni trokut oznacava

pocetak anafaze.

4.3.3. Interkinetohorna udaljenost kromosoma koji viSe puta migriraju s polova vretena u
ekvatorijalnu ravninu i natrag na polove varira u skladu s monoorijentiranim kromosomima koji

uzrokuju gresku
U stanicama linije U20S CENP-A-GFP mCherry-a-tubulin PA-tubulin u kojima je primije¢eno

da postoji par kinetohora koji migrira od polova diobenog vretena do ekvatorijalne ravnine i
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ponovno u suprotnom smjeru izmjerene interkinetohorne udaljenosti variraju (0,704 + 0,025
um, n=59) sli¢no kao i u stanicama koje se dijele s greSkom (monoorijentirani kromosomi). U
stanici u kojoj je u trenutku anafaze taj par kinetohora smjesten u ekvatorijalnoj ravnini vidljiva
je stabilizacija njegove interkinetohorne udaljenosti na onu izmjerenu u stanicama koje se dijele
bez greske (0,842 + 0,017 um, n=38, p=0,0089). U stanica u kojoj se taj par kinetohora nije
smjestio u ekvatorijalnu ravninu prije pocetka anafaze, doSlo je do odvajanja kinetohora
nekoliko minuta prije anafaze, isto kao $to je dolazilo i kod ostalih stanica s monoorijentiranim
kromosomima (slika 33 i slika 34). Interkinetohorna udaljenost ne ovisi 0 smjeru kretanja
kinetohora, p=0,65 (slika 35). Interkinetohorna udaljenost monoorijentiranog para kinetohora
koji se krece prema metataznoj ravnini iznosi 0,736 £ 0,022 um (n=23), dok za onaj par koji se
kre¢e prema polu diobenog vretena iznosi 0,715 + 0,054 um (n=23). S druge strane, promjena
interkinetohorne udaljenosti je ovisna o tome kre¢u li se kinetohore prema ekvatorijalnoj
ravnini ili polu diobenog vretena, p < 0,001 (slika 36). Promjena interkinetohorne udaljenosti
parova koji se krecu prema ekvatorijalnoj ravnini iznosi 0,057 + 0,012 um, dok promjena za
one parove koji se kre¢u prema polu diobenog vretena iznosi 0,178 £ 0,019 um. Nema ovisnosti
izmedu interkinetohorne udaljenosti (slika 37) te promjene interkinetohorne udaljenosti (slika

38) i brzine kretanja kinetohora.
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Slika 33. Dioba stanica u kojima kromosomi viSe puta putuju od pola diobenog vretena

do ekvatorijalne ravnine stanice. U nekoliko stanica linije U20S CENP-A-GFP mCherry-a-
tubulin PA-tubulin monoorijentirani kromosomi (crvena strelica) ¢esto putuju od pola diobenog
vretena do ekvatorijalne ravnine stanice. Prema njihovoj interkinetohornoj udaljenosti
neposredno prije anafaze moguce je odrediti je 1i doslo do uspostave amfitelicne konfiguracije
ili nije. U ovom slucaju stanica se podijelila iako su monoorijentirani kromosomi bili prisutni.
U stanici su prisutne i dvije meroteli¢no vezane kinetohore (narancasto) te kromosomski most

(plavo). Vrijeme (t) 0 oznacava pocetak anafaze. Prikazana je stanica A sa slike 34.
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Slika 34. Promjena interkinetohorne udaljenosti monoorijentiranih kinetohora koje se
viSe puta gibaju od polova do ekvatorijalne ravnine u stanicama linije U20S CENP-A-
GFP mCherry-a-tubulin PA-tubulin. Interkinetohorna udaljenost dviju monoorijentiranih
sestrinskih kinetohora u ovisnosti o vremenu. Vremenski interval iznosi 1 min. A) Stanica
pokazuje ponasanje karakteristicno za slucajeve u kojima nije doslo do greske. Interkinetohorna
udaljenost monoorijentiranog para kinetohora (plavo) varira neko vrijeme, no neposredno pred
anafazu se ujednaci s vrijednos¢u d_KC parova u ekvatorijalnoj ravnini (narancasto). U
vremenskim periodima kada je stanica blize ekvatorijalnoj ravnini nego polu diobenog vretena
(ruzicasto) interkinetohorna udaljenost raste. B) Stanica kod koje je vidljivo da je u trenutku
anafaze prisutan  monoorijentirani  par  kinetohora. Interkinetohorna udaljenost
monoorijentiranog para kinetohora (plavo) varira do nekoliko minuta prije pocetka anafaze kad
naglo naraste. Interkinetohorna udaljenost parova kinetohora u ekvatorijalnoj ravnini
(narancasto) ujednacena je za trajanja metafaze. Primjeri A i B predstavljaju pojedinac¢ne

stanice. Crni trokut oznacava pocetak anafaze.
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Slika 35. Interkinetohorna udaljenost u ovisnosti o smjeru kretanja kinetohora. Izmjerena
je interkinetohorna udaljenost dviju monoorijentiranih sestrinskih kinetohora te podijeljena u
grupe ovisno o tome je li pomak u tom vremenskom intervalu bio prema metafaznoj ravnini
stanice ili prema polu diobenog vretena. Nema znacajne razlike (p=0,65) u interkinetohornoj
udaljenosti ovisno o tome krecu li se kinetohore prema metafaznoj ravnini ili prema polu
diobenog vretena. Isprekidana linija oznacava srednju vrijednost. Romb iscrtan isprekidanom
linijjom oznacava standardnu devijaciju. Puna linija u kvadratu oznac¢ava medija, a kvadrat

0znacava prvi i treci kvartil.
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Slika 36. Promjena interkinetohorne udaljenosti u ovisnosti o smjeru kretanja
kinetohora. lzmjerena je promjena interkinetohorne udaljenosti monoorijentiranog para
sestrinskih kinetohora u vremenskom intervalu od jedne minute. Vrijednosti su podijeljene u
dvije skupine, ovisno o tome je li se u tom vremenskom intervalu monoorijentirani par
sestrinskih kinetohora kretao prema metafaznoj ravnini stanice ili prema polu diobenog vretena.
Interkinetohorna udaljenost se znac¢ajno vise mijenja (p < 0,0001) kada se kinetohore krecu
prema polu diobenog vretena nego kada se kre¢u prema metafaznoj ravnini. Pozitivne
vrijednosti promjene interkinetohorne udaljenosti su mjerene kada se par kinetohora kretao
prema ekvatorijalnoj ravnini stanice, a negativne vrijednosti kada se kretao prema polu
diobenog vretena. Isprekidana linija oznacava srednju vrijednost. Romb iscrtan isprekidanom
linijom oznaCava standardnu devijaciju. Puna linija u kvadratu oznacava medija, a kvadrat

oznacava prvi i treci kvartil.
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Slika 37. Ovisnost interkinetohorne udaljenosti o brzini kretanja kinetohora.
Interkinetohorna udaljenost monoorijentiranog para sestrinskih kinetohora prikazana je u
ovisnosti o brzini kretanja kinetohora. Brzina je odredena dijeljenjem pomaka
monoorijentiranog para sestrinskih kinetohora s vremenskim intervalom (1 min).
Interkinetohorna udaljenost ne ovisi o brzini kretanja kinetohora (p=0,65). Pozitivne vrijednosti
brzine kretanja kinetohora su u smjeru ekvatorijalne ravnine, a negativne vrijednosti brzine

kretanja kinetohora su u smjeru pola diobenog vretena.
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Slika 38. Ovisnost promjene interkinetohorne udaljenosti o brzini kretanja kinetohora.
Promjena interkinetohorne udaljenost monoorijentiranog para sestrinskih kinetohora (u
vremenskom intervalu od jedne minute) prikazana je u ovisnosti o brzini kretanja kinetohora.
Brzina je odredena dijeljenjem pomaka monoorijentiranog para sestrinskih kinetohora s
vremenskim intervalom (1 min). Promjena interkinetohorne udaljenosti ne ovisi o brzini
kretanja kinetohora (p=0,74). Pozitivne vrijednosti brzine kretanja kinetohora su u smjeru
ekvatorijalne ravnine, a negativne vrijednosti brzine kretanja kinetohora su u smjeru pola
diobenog vretena. Pozitivne vrijednosti interkinetohorne udaljenosti su mjerene kada se par
kinetohora kretao prema ekvatorijalnoj ravnini stanice, a negativne vrijednosti kada se kretao

prema polu diobenog vretena.

Sazetak glavnih mjerenja napravljenih za stani¢nu liniju U20S CENP-A-GFP mCherry-a-

tubulin PA-tubulin nalazi se u tablici 1.
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Tablica 1. Promjenjive varijable u stani¢noj liniji U20S CENP-A-GFP mCherry-a-
tubulin PA-tubulin. Vrijeme mitoze (t) znacajno se razlikuje (p < 0,0001) kod monoteli¢no
vezanih kinetohora u usporedbi s amfitelicnim i merotelicnim vezanjem. Interkinetohorna
udaljenost (d_KC) znacajno je manja (p < 0,0001) kod para kinetohora koji ostvaruje
monoteli¢no vezanje, no promjena interkinetohorne udaljenosti u vremenskom intervalu od
jedne minute (Ad_KC) u tom je slucaju znacajno veca (p < 0,0001) od onih pri amfitelicnom i
merotelicnom vezanju. Brzina kretanja kinetohora (v_KC) znacajno je veca (p < 0,001) za
monotelicno vezane kinetohore koje se zbog nacina vezanja slobodnije krec¢u po stanici nego

za amfiteli¢no i merotelicno vezane kinetohore koje se nalaze u ekvatorijalnoj ravnini stanice.

t (mitoza)/min | d KC/um | Ad KC/pm | v_KC/(um/min)
Ar\rlléizt;rllijéeno 2256085 | goos | GO | o1a1x022
Moane | 210=073 | ort | BT osazo
M‘\’;;‘;ﬁjlgno 130141609 | C00E | B0 087920,15

4.4.1. Kromosomi pogresno segregiraju zbog monoteli¢nog vezanja

Mjerenje kuta koji zatvara pol diobenog vretena s monoorijentiranim parom kinetohora sugerira
da je minutu prije anafaze tip vezanja kinetohora na mikrotubule monotelija (168,96 + 4,00 °,
n=10). lzmjenjivanje vezanja u diobenom vretenu je vrlo dinami¢no pa se neprestano

izmjenjuju monotelija i sintelija (slika 39 i slika 40).
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Slika 39. Dinami¢na izmjena monoteli¢nog i sinteliénog vezanja kinetohora. Mjerenjem
unutarnjeg kuta izmedu pola diobenog vretena i monoorijentiranog para kinetohora sugerira da
se tijekom metafaze kontinuirano izmjenjuju sintelicna (¥) i monotelicna (#) vezanja
mikrotubula na kinetohore. Na pocetku anafaze (t=33) kinetohore blizu pola su monoteli¢no
vezane na mikrotubule diobenog vretena. Vrijeme (t) O oznacava pocetak pracenja kinetohora

u metafazi. Stanica predstavlja vremenski tijek primjera A iz slike 40.
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Slika 40. Monotelijom izazvana pogre$na segregacija kromosoma. Mjerenja unutarnjeg
kuta izmedu pola diobenog vretena i monoorijentiranog para kinetohora (plava linija) indirektni
su pokazatelj da je tip vezanja u trenutku anafaze monotelija (168,96 + 4,00 °, n=10). Izmjena
mikrotubula na kinetohorama je vrlo dinami¢na te se vide ucestali prijelazi izmedu
monoteli¢nog (bijelo polje) i sinteli¢nog (ruzicasto polje) vezanja. Zadnja minuta na dijagramu
oznacava minutu prije pocetka anafaze, a minuta 0 oznacava pocetak pracenja kinetohora u

metafazi. Primjeri A, B, C i D predstavljaju pojedina¢ne stanice.
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4.5.1. Meroteli¢no vezane kinetohore stani¢ne linije U20S CENP-A-GFP mCherry-o-tubulin
PA-tubulin se po€inju gibati tek nekoliko minuta nakon pocetka anafaze uz veliki inicijalni
pomak

Mjerenjem brzine kretanja meroteli¢no vezanih kinetohora stani¢ne linije U20S CENP-A-GFP
mCherry-a-tubulin PA-tubulin (slika 41) utvrdeno je da se u prve tri minute nakon pocetka
anafaze one gibaju vrlo sporo (0,122 + 0,011 um/min, n=21) u odnosu na ekvatorijalnu ravninu
stanice. S druge strane, za to se vrijeme amfiteli¢no vezane kinetohore kre¢u brzinom od 0,953
+ 0.062 pm/min (n=21) §to je znacajno vece (p < 0,001). Nekoliko minuta nakon pocetka
anafaze meroteli¢no vezane kinetohore pocinju se ubrzano kretati (2,18 £ 0,21 um/min, n=7)
prema polovima diobenog vretena (slika 42) u odnosu na pocetnu poziciju u ekvatorijalnoj
ravnini. Najveca brzina koju postizu meroteli¢éno vezane kinetohore znacajno je veéa nego
najveéa brzina koju tijekom anafaze postizu amfitelicno vezane kinetohore (1,42 + 0,15

um/min, n=7; p=0,014) (slika 43).
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Slika 41. Kretanje merotelicno vezane kinetohore nakon pocetka anafaze. Meroteli¢no
vezana kinetohora (zuta strelica) nekoliko se minuta kre¢e vrlo sporo i zaostaje u ekvatorijalnoj
ravnini, a tek onda kre¢e prema polu diobenog vretena. Vrijeme (t) 0 oznacava pocetak anafaze.

Prikazana je stanica A sa slike 42.
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Slika 42. Meroteli¢no vezane Kkinetohore krecu se ubrzano gibati tek nekoliko minuta

nakon pocetka anafaze. Izmjeren je pomak kinetohora u odnosu na njihovu prethodnu poziciju

u diobenom vretenu u vremenskom intervalu od jedne minute. Ukoliko u stanici postoje

meroteli¢no orijentirane kinetohore (plavo), njihovo gibanje u pocetku anafaze nije veliko. Tek

nekoliko minuta nakon pocetka anafaze one se krecu gibati S ekvatorijalne ravnine stanice i to

u vetem pomaku nego amfitelicno vezane kinetohore (narancasto). Primjeri A do F

predstavljaju gibanja kinetohora u pojedina¢nim stanicama. Vrijeme 0 oznacava pocetak

anafaze. A, B, C, D, E i F predstavljaju zasebne stanice.
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Slika 43. Maksimalna brzina meroteli¢no vezanih kinetohora tijekom anafaze veéa je od
maksimalne brzine amfiteli¢no vezanih kinetohora. Jednom kad se meroteli¢no orijentirane
kinetohore po¢nu gibati prema jednom od polova diobenog vretena, njihova je brzina u stanici
znacajno veca (p=0,01) od brzine amfiteli¢no vezanih kinetohora. Isprekidana linija oznac¢ava
srednju vrijednost. Romb iscrtan isprekidanom linijom oznacava standardnu devijaciju. Puna
linija u kvadratu oznac¢ava medija, a kvadrat oznacava prvi i tre¢i kvartil. Svaka boja tockice

predstavlja zasebnu stanicu.

4.5.2. Meroteli¢no vezane kinetohore stani¢ne linije RPE1 CENP-A-GFP Centrinl-GFP se
pocinju gibati tek nekoliko minuta nakon pocetka anafaze.

Kretanje meroteli¢no orijentiranih kinetohora u stani¢noj liniji RPE1 CENP-A-GFP Centrinl-
GFP pocinje tek nekoliko minuta nakon pocetka anafaze. S obzirom da su od ukupno 103
stanice RPE1 CENP-A-GFP Centrin1-GFP snimljene samo dvije stanice s meroteli¢no vezanim
kinetohorama, ne mogu se donijeti precizni zakljucci. Brzine kretanja meroteli¢no orijentiranih
kinetohora neznatno su razli¢ite od brzina amfiteli¢no vezanih kinetohora za stanicu A, ali
pokazuju slicno kretanje kao stani¢na linija U20S CENP-A-GFP mCherry-a-tubulin PA-
tubulin za stanicu B (slika 44).
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Slika 44. Meroteli¢no vezane kinetohore krecu se ubrzano gibati tek nekoliko minuta
nakon pocetka anafaze. Izmjeren je pomak kinetohora u odnosu na njihovu prethodnu poziciju
u diobenom vretenu u vremenskom intervalu od jedne minute. Meroteli¢no vezane kinetohore
(plavo) u stanicama RPE1 CENP-A-GFP Centrinl-GFP pocinju se gibati nekoliko minuta
nakon amfiteli¢no vezanih kinetohora (narancasto). Vrijeme (t) 0 oznacava pocetak anafaze.

Primjeri A i B predstavljaju zasebne stanice.

4.6. Meroteli¢no vezane kinetohore stani¢ne linije U20S CENP-A-GFP mCherry-a-tubulin
PA-tubulin $ire su od amfiteli¢no vezanih uslijed potezanja mikrotubula s oba pola diobenog
vretena

Mjerenjem Sirine meroteli¢éno vezanih kinetohora (0,463 + 0,025 um, slika 45) utvrdeno je da
su one znacajno Sire (p < 0,001) od amfitelicno vezanih kinetohora (0,323 + 0,005; slika 46) u
stani¢noj liniji U20S CENP-A-GFP mCherry-a-tubulin PA-tubulin. Lateralno su izduzene i
vise nalikuju elipsi od amfiteli¢no vezanih kinetohora. Kada su meroteli¢no vezane kinetohore

pribliZe polu poprime okrugli izgled amfiteli¢no vezanih kinetohora.
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Slika 45. Pracenje Sirine meroteli¢éno vezane kinetohore. Meroteli¢no vezane kinetohore
(Zuta strelica) pracene su nakon pocetka anafaze (t=0) te je karakteriziran njihov oblik i Sirina.

Prikazana je prva stanica sa slike 46.
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Slika 46. Sirina merotelitno i amfiteli¢no vezanih kinetohora. Meroteli¢no vezane
kinetohore (merotelija) pokazuju u tri od Cetiri stanice linije U20S CENP-A-GFP mCherry-a-
tubulin PA-tubulin znacajno vecu Sirinu od amfitelicno vezanih kinetohora (amfitelija). Svaki
par merotelija i amfitelija predstavlja podatke iz zasebne stanice. Romb iscrtan isprekidanom
linijjom oznacava standardnu devijaciju. Puna linija u kvadratu oznacava medija, a kvadrat

oznacava prvi i tre¢i kvartil.
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5) Rasprava

Stani¢na linijja U20S CENP-A-GFP mCherry-a-tubulin PA-tubulin predstavlja tumorsku
stani¢nu liniju, dok je stani¢na linija RPE1 CENP-A-GFP Centrin1-GFP netumorska. Rezultati
ovog istrazivanja o ucestalosti pogreska u stani¢noj diobi u skladu su s poznatim ¢injenicama 0
nestabilnost tumorskih stani¢nih linija i njihovoj sklonosti ka kromosomskoj nestabilnosti te
akumuliranju kromosomskih strukturnih i brojéanih aberacija, izmedu ostalog i aneuploidiji
(Rutledge i Cimini, 2016). Netumorska stani¢na linija ipak ima manju stopu pogresnih
segregacija kromosoma jer je njezin genom u pocetku manje nestabilan i sklon pogreskama. Za
organizam je izuzetno bitno da zdrave stanice ne podlijezu Cesto greSkama koje bi vodile do
aneuploidije jer bi to narusilo homeostazu cijelog organizma (Santaguida i sur., 2017). U
stani¢noj liniji RPE1 CENP-A-GFP Centrin1-GFP jedna se stanica nije podijelila, no vjerojatan
uzrok tome je preveliko foto-oste¢enje koje je uzrokovalo smrt stanice. Ukoliko su stanice
snimane pod prejakim postavkama kao $to je npr. prejaki laser, nerijetko je oStecenje preveliko

da stanica prezivi i nastavi se dijeliti (Frigault i sur., 2009).

U stani¢noj liniji U20S CENP-A-GFP mCherry-a-tubulin PA-tubulin uocena je aneuploidija
izazvana monoorijentiranim kromosomima. U vecini slucajeva mitotska kontrolna tocka
prepoznaje takve kromosome i odgada pocetak anafaze (Cimini i Degrassi, 2005). U ovom
istrazivanju takve stanice Su takoder imale produzeno trajanje metafaze, no nakon nekog
vremena stanice su se ipak podijelile. Dosad u literaturi nije pokazano da se tumorska ili
netumorska stanica podijelila uz prisutnost monoorijentiranih kromosoma, osim ukoliko je bila
tretirana nekim reagensom poput inhibitora centromernog proteina CENP-E. Taj protein je
zaduZen za kongresiju kromosoma na ekvatorijalnu ravninu pa je njegovim utiSavanjem
ocekivano povecana stopa monoorijentiranih kromosoma. No, i u tom slucaju veliki dio stanica
linije U20S s inhibiranim CENP-E proteinom nije ulazilo u anafazu (Barisic¢ i sur., 2015), dok
je ovo istrazivanje pokazalo da sve stanice linije U20S CENP-A-GFP mCherry-a-tubulin PA-
tubulin ulaze u anafazu, u odsutnosti bilo kakvog tretmana te neovisno o pogreSnom vezanju
jednog ili vise kromosoma. Pogresna segregacija monoorijentiranih kromosoma bila je
izazvana i citohalazinom B, stani¢nim mikotoksinom u ljudskim fibroblastima (Cimini,
Tanzarella i Degrassi, 1999). Isti fenotip bio je pokazan i nakon tretmana ljudskih limfocita
albendazolom — benzimidazol karbamatom koji se koristi kao lijek za lije¢enje nekoliko bolesti
Covjeka. Ovaj spoj ima visoki afinitet za mikrotubule pa spre¢ava njihovu polimerizaciju
(Ramirez, Eastmond i Herrera, 2006). U istrazivanju koje su proveli Ramirez i suradnici stanice

nisu bile snimane tijekom vremena diobe, ve¢ su prilikom analize bile fiksirane te su bile
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analizirane metodom fluorescencijske hibridizacije in situ. Osim u istrazivanjima gdje su
stanice snimane u stvarnom vremenu, moguénost greSaka izazvanih monoorijentiranim
kromosomima bila je pokazana i u istrazivanjima na netretiranim humanim limfocitima u
kojima su se greske dokazivale metodom fluorescencijske hibridizacije in situ (Catalan i sur.,
2000). Problem analize ovom metodom su Cesti artefakti u stanicama koji se mogu pogresno
protumaciti kao signali koji odgovaraju signalima kromosoma (Knouse, 2014). Stoga

monoorijentirani kromosomi dosad nisu u literaturi opisani kao izvor aneuploidije.

Jedan od mogucih razloga za diobu uz prisutne monoorijentirane kromosome jest utiSavanje
mitotske kontrolne tocke, tj. prestanak njezinog rada. Postoji mogucnost da je nakon nekog
vremena odgode stani¢ne diobe, stanica pronasla na¢in da zaobide mitotsku kontrolnu tocku 1
ude u anafazu. S obzirom da je ovaj tip pogresne segregacije uocen samo u tumorskoj stani¢noj
liniji, moguce je da postoji mutacija u nekoj od komponenti mitotske kontrolne tocke koja onda
dozvoljava da se stanice podijele iako svi kromosomi nisu amfiteli¢no vezani na mikrotubule
diobenog vretena. Ovakva bi istrazivanja trebalo provesti i u drugim tumorskim i netumorskim
stani¢nim linijama kako bi se iskljucila mogucnost da se radi 0 specificnoj mutaciji mitotske

kontrolne tocke stani¢ne linije U20S.

Jo$ uvijek nije potpuno razja$njeno je li za utiSavanje i izbjegavanje mitotske kontrolne tocke
bitnija tenzija koju ,,0sjec¢aju” ispravno vezane kinetohore (Nezi i Musacchio, 2009), samo
vezanje kinetohora na mikrotubule diobenog vretena, pa ¢ak i ono pogresno (Etemad i sur.,
2015) ili je potrebno oboje (Zhou, Yao i Joshi, 2002) kako bi se mitotska kontrolna tocka utisala

i stanica podijelila.

Rezolucija koristenog mikroskopa nije dovoljna da bi se vidjela pojedinacna vezanja
mikrotubula na kinetohore, no upotrebom superrezolucijskog mikroskopa moglo bi se to¢no
utvrditi jesu li obje kinetohore spojene na isti pol ili je samo jedna kinetohora u paru spojena
mikrotubulima na pol diobenog vretena. To bi dalo bolji uvid u problem je li za utiSavanje
mitotske kontrolne tocke potrebno ispravno vezanje mikrotubula na kinetohore i/ili ispravna
tenzija. U nedostatku superrezolucijskog mikroskopa, u ovom istrazivanju razliku izmedu
monotelicnog 1 sinteli¢nog vezanja mikrotubula na kromosome oznacava kut izmedu pola
diobenog vretena i monoorijentiranog para kinetohora. Rezultati ovog istrazivanja ukazuju na
to da su sve stanice u minuti prije anafaze imale monoteli¢éno vezane kinetohore, no tijekom
metafaze su se dinami¢no izmjenjivala stanja monotelije i sintelije. S obzirom na ovaj rezultat,
vjerojatnije je da je stanica pronasla nacin da izbjegne mehanizam mitotske kontrolne tocke,
nego da je on utiSan zbog vezanja mikrotubula na obje kinetohore.
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U prilog tome da je izbjegnut mehanizam mitotske kontrolne to¢ke ide i rezultat koji pokazuje
da se u stanicama koje imaju aneuploidiju izazvanu monoorijentiranim kromosomima, nekoliko
minuta prije anafaze, sestrinske kromatide monoorijentiranog kromosoma pocinju razdvajati.
Dosadasnja istrazivanja nisu to pokazala, a rezultat dobiven ovim istrazivanjem sugerira da je
enzim separaza poceo djelovati i odvajati sestrinske kromatide. U prilog tome ide podatak da
je ve¢ ranije opisano kako anafaza zapocCinje nekoliko minuta nakon utiSavanja mitotske
kontrolne toc¢ke (Sacristian i Kops, 2014). S obzirom da monoorijentirani kromosomi nisu
ispravno vezani na mikrotubule oba pola diobenog vretena, ne postoji nikakva sila koja bi
odrzala interkinetohornu udaljenost konstantnom nakon djelovanja separaze. U ovom je
istrazivanju prvi puta izmjereno kako se zbog toga njihova interkinetohorna udaljenost mijenja
tijekom metafaze. UtiSavanjem mitotske kontrolne to¢ke sekurin se mice sa separaze koja onda

moze nesmetano odvajati sestrinske kromatide (Foley i Kapoor, 2013).

Dosadasnjim istrazivanjima jo§ nije pokazano da stanice koje ispravno segregiraju svoj
geneticki materijal ili imaju meroteli¢nu orijentaciju nekih kinetohora, ali su tijekom metafaze
imale prisutne monoorijentirane kromosome blizu polova, takoder imaju odgodenu anafazu. U
tom slucaju mitotska kontrolna tocka je takoder odgadala pocetak anafaze (Cimini i Degrassi,
2005), ali u trenutku kada su se vezanja kinetohora na mikrotubule ispravila, mitotska kontrolna
tocke je utiSana i time je omogucen pocetak anafaze (Musacchio i Salmon, 2007). Ovisno o
tome koliko je brzo ispravljeno pogresno vezanje kinetohora na mikrotubule, poCetak anafaze
krece prije ili kasnije ako ispravljanje pogresnih orijentacija traje dugo. U prilog tome govore
rezultati dobiveni ovim istrazivanjem koji pokazuju da interkinetohorna udaljenost
monoorijentiranih kromosoma varira jer nisu ispravno vezani na mikrotubule s oba pola
diobenog vretena. Medutim, u trenutku kad se uspostavi ispravno, amfitelicno vezanje
kinetohora na mikrotubule, interkinetohorna udaljenost tog para kinetohora se ujednacava s
prosjecnom d_KC vrijednosti amfiteliéno vezanih kromosoma. U tom trenutku, mitotska
kontrolna tocka se utiSava te nekoliko minuta nakon toga stanica krece u anafazu (Cimini i

Degrassi, 2005).

U skladu s literaturnim podatcima, stanic¢na linija U20S CENP-A-GFP mCherry-a-tubulin PA-
tubulin ima dulje prosjecno trajanje mitoze od stani¢ne linije RPE1 CENP-A-GFP Centrinl-
GFP (Brito i Rieder, 2009). S obzirom da mitotska kontrolna to¢ka ne prepoznaje meroteli¢éno
vezane kinetohore, u stanicama s tako vezanim kinetohorama ne dolazi do odgode anafaze, ve¢
su vremena vrlo sli¢na stanicama s amfitelicnom orijentacijom kromosoma. Ovakvim na¢inom

snimanja nije moguce zakljuciti je i meroteli¢na orijentacija kromosoma izazvala aneuploidiju.
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To bi se moglo pokazati fotoaktivacijom sestrinskog para kinetohora, od kojeg je barem jedna

kinetohora meroteli¢no vezana te pracenjem njihove segregacije tijekom anafaze.

Tijekom istrazivanja snimane su dvije stanice linije U20S CENP-A-GFP mCherry-a-tubulin
PA-tubulin ¢iji su se kromosomi u nekoliko navrata priblizavali polu diobenog vretena i
ekvatorijalnoj ravnini (slika 34). Te dvije stanice predstavljaju dva razli¢ita slu¢aja jer u stanici
A dolazi do popravka pogresnih vezanja mikrotubula na kinetohore, dok stanica B naposlijetku
ulazi u anafazu, iako svi kromosomi nisu amfiteliéno vezani na mikrotubule diobenog vretena.
Slucajevi poput ovih dovode u pitanje ispravnost segregacije kromosoma u stanicama koje su
u metafazi imale prisutne monoorijentirane kromosome. Prema ovim podatcima je vidljivo da
cak 1 kromosomi koji se nalaze u ekvatorijalnoj ravnini stanice ne moraju nuzno imati
uspostavljenu ispravnu, amfitelicnu orijentaciju. Bolji nacin pracenja takvih parova kinetohora
i nakon anafaze bilo bi fotoaktivirati ih kad se nalaze blizu pola. U tom slu¢aju to¢no bi se

pratilo kako se kre¢u kinetohore od interesa.

Primije¢eno kretanje meroteli¢no vezanih kinetohora uzrokovano je vezanjem kinetohora na
oba pola diobenog vretena. S obzirom da je kinetohora vezana snopovima mikrotubula na
suprotne strane stanice, pocetkom anafaze ona ,,0sje¢a privlacne sile s oba pola diobenog
vretena (Cimini, 2008). Stoga se nekoliko minuta nakon pocetka anafaze ta kinetohora krece
oko ekvatorijalne ravnine u malim pomacima. Kada prevlada privla¢na sila snopa mikrotubula
s jedne strane, oni brzo povuku tu kinetohoru prema svom polu diobenog vretena. Zbog tog
povlacenja kinetohora s oba pola diobenog vretena kinetohore postaju izduzene, tj. njihova je
Sirina veca $to je vidljivo na slici 45. Taj je rezultat o¢ekivan jer je isto ranije pokazano u
stanicama bubrega klokana Ptk1 (Cojoc i sur., 2016). Isti fenotip nije zabiljeZen u stani¢noj
liniji RPE1 CENP-A-GFP Centrinl-GFP (4.4.2.), no snimljene su samo dvije stanice koje su
pokazivale merotelicno vezanje kinetohora. Te stanice su pokazivale kontradiktorno ponasanje

stoga se ne moze izvesti nikakav konac¢ni zakljucak.
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6) Zakljucak
U ovom istrazivanju pracena je stani¢na dioba tumorskih stanica linije U20S CENP-A-GFP
mCherry-a-tubulin PA-tubulin i netumorskih stanica linije RPE1 CENP-A-GFP Centrin1-GFP
u vremenu. U stani¢noj liniji U20S CENP-A-GFP mCherry-a-tubulin PA-tubulin uocena je
veca stopa pogresnih segregacija kromosoma nego u stanic¢noj liniji RPE1 CENP-A-GFP
Centrin1-GFP s§to je posljedica nestabilnosti genoma tumorskih stanica, koji vodi
kromosomskim aberacijama, posebice aneuploidiji. Najveci broj gresaka u stani¢noj liniji
U20S CENP-A-GFP mCherry-o-tubulin PA-tubulin uzrokovan je merotelicno vezanim
kinetohorama, dok je u stani¢noj liniji RPEl CENP-A-GFP Centrinl-GFP zabiljezen
kromosomski most kao dominantna vrsta greske. Te vrste greSaka ne prepoznaje mitotska
kontrolna tocka te je stoga povecana vjerojatnost da ¢e one ostati neispravljene do pocetka

anafaze.

Nadalje, u ovom istrazivanju pokazano je da se u stani¢noj liniji U20S CENP-A-GFP
mCherry-a-tubulin PA-tubulin stanice dijele i uz prisutnost monoorijentiranih kromosoma §to
je znak da je mitotska kontrolna tocka prerano utiSana ili je neispravno radila svoj posao. Te
monoorijentirane kinetohore pokazuju vecu varijabilnost u interkinetohornoj udaljenosti od
amfitelicno vezanih kinetohora Sto je posljedica neispravne i neravnomjerne tenzije uslijed

pogresnog vezanja kromosoma.

Gibanje meroteli¢no vezanih kinetohora usporeno je nekoliko minuta nakon pocetka anafaze
nakon Cega se te kinetohore pocinju ubrzano kretati. Nakon poc¢etnog potezanja kinetohore od
strane snopova mikrotubula na oba pola diobenog vretena, jedan snop mikrotubula kona¢no
jacom silom poteze kinetohoru prema svom polu diobenog vretena. U stani¢noj liniji U20S
CENP-A-GFP mCherry-a-tubulin  PA-tubulin brzina kretanja meroteli¢éno orijentiranih

kinetohora znacajno je veca od brzine kretanja amfitelicno vezanih kinetohora.
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Sazetak
Ucestalost aneuploidije u tumorskim 1 netumorskih stanicama te

odredivanje osnovnih pogresaka pri segregaciji kromosoma
Snjezana Kodba

Pravilan razvoj svih zivih organizama ovisi o ispravnosti stani¢ne diobe. Pogresna segregacija
genetickog materijala tijekom stani¢ne diobe moze imati teSke do letalne posljedice za stanicu,
ali 1 cijeli organizam. Kromosomsko stanje koje nastaje zbog pogresne segregacije kromosoma
naziva se aneuploidija. Mehanizam kojim nastaje aneuploidija te nac¢in na koji ju stanica
propagira jo§ uvijek niSu posve razjasnjeni. Razli¢ite stani¢ne linije imaju razli¢ite stope
pogresaka pri segregaciji kromosoma. Tu se isticu tumorske stanice koje se Cesto mogu
nesmetano dijeliti usprkos kromosomskoj nestabilnosti. U ovom istrazivanju analizirana je
razlika ucestalosti aneuploidije izmedu ljudskih tumorskih stanica linije U20S CENP-A-GFP
mCherry-a-tubulin PA-tubulin i netumorskih stanica linije RPE1 CENP-A-GFP Centrin1-GFP.
Koristenjem fluorescentno obiljeZenih proteina praceno je kretanje kinetohora u vremenu te je
analizirano trajanje stani¢ne diobe. Detaljnije su opisane pojedina¢ne specifi¢ne pogreske.
Stopa pogresaka u tumorskim stanicama U20S CENP-A-GFP mCherry-a-tubulin PA-tubulin
veca je nego u netumorskim stanicama RPE1 CENP-A-GFP Centrin1-GFP. Najucestalije su
pogreske koje uspjesno izbjegavaju mitotsku kontrolnu to¢ku u obje stani¢ne linije, a to su
meroteli¢no vezane kinetohore i kromosomski mostovi. Novi rezultat proizaSao iz ovog
istrazivanja, a koji nije prethodno opisan u literaturi, je da u stanicama linije U20S CENP-A-
GFP  mCherry-a-tubulin  PA-tubulin  monoorijentirani kromosomi takoder uzrokuju
aneuploidiju. Njihova interkinetohorna udaljenost je varijabilna te se naglo povecava
neposredno prije pocetka anafaze zbog utiSavanja mitotske kontrolne toCke. Merotelicno

vezane kinetohore pocinju se brzo gibati tek nekoliko minuta nakon pocetka anafaze.

Klju¢ne rijeci: aneuploidija, kromosomska nestabilnost, monotelicno vezanje, meroteli¢no

vezanje, amfitelicno vezanje, kromosomski most, mitotska kontrolna tocka

66



University of Zagreb

Faculty of Science

Department of Biology

Abstract
Aneuploidy incidence in tumor and non-tumor cells and

characterization of primary segregation errors
Snjezana Kodba

Normal development of all living organisms depends on proper cell division. Erroneous
chromosome segregation during cell division can have severe consequences or even be lethal
for cells and whole organisms. Condition caused by segregation errors is called aneuploidy.
Mechanism by which aneuploidy arises and survives in the cell is still not known. Different cell
lines experience diverse frequency of segregation errors. Tumor cells are well known as cells
which can propagate aneuploidy and chromosomal instability. The goal of this experiment was
to analyze different frequencies of aneuploidy between tumor cell line U20S CENP-A-GFP
mCherry-a-tubulin PA-tubulin and non-tumor cell line RPE1 CENP-A-GFP Centrinl-GFP.
Movement of kinetochores in time was traced by using fluorescently labeled proteins. Also,
from that data it was estimated the time which it takes for cell to divide. Frequency of
segregation errors is higher in tumor cell line U20S CENP-A-GFP mCherry-a-tubulin PA-
tubulin than in non-tumor cell line RPEL1 CENP-A-GFP Centrin1-GFP. Most frequent type of
errors in both cell lines are those who can escape spindle assembly checkpoint, merotelic
attachments and chromosome bridges. In U20S CENP-A-GFP mCherry-a-tubulin PA-tubulin
the presence of monooriented chromosomes was also detected after the anaphase onset, which
was previously not shown. Their interkinetochore distance varied through metaphase and then
suddenly increased just before anaphase onset, possibly because spindle assembly checkpoint
was silenced. Merotelic attachments start to move fast few minutes after anaphase onset.

Key words: aneuploidy, chromosomal instability, monotelic attachment, merotelic attachment,

amphitelic attachment, chromosome bridge, spindle assembly checkpoint
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