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BAC - bakterijski umjetni kromosom (eng. bacterial artificial chromosome)

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

EGFP — poboljSani zeleni fluorescentni protein (eng. enhanced green fluorescent protein)
GFP - zeleni fluorescentni protein (eng. green fluorescent protein)

HAUS6 - podjedinica proteinskog kompleksa augmina (eng. HAUS augmin like complex
subunit 6)

MAP — proteini vezani uz mikrotubule (engl. microtubule associated proteins)

PRC1 — protein regulator citokineze 1, ne-motorni protein koji se veze na preklapajuée
dijelova antiparalelnih mikrotubula

DMEM — medij za uzgoj stanica (engl. Dulbecco’s Modified Eagle's Medium)

FBS — serum koji potiCe rast stanica (engl. fetal bovine serum)

PBS — puferska otopina koja sluzi za ispiranje stanica (engl. phosphate buffered saline)
SiR-DNA - boja za DNA na bazi silikon-rodamina

SiR-Tubulin — boja za tubulin na bazi silikon-rodamina
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§ 1. Uvod 1

§1. UVOD

Stani¢na dioba dio je staniCnog ciklusa u kojem iz roditeljske stanice nastaju dvije stanice kéeri,
a pravilnu raspodjelu kromosoma osigurava diobeno vreteno. Diobeno vreteno formira se
nakon raspadanja jezgrine ovojnice u profazi tako $to se mikrotubuli povezuju s kromosomima
pomocu proteinskih pri€vrsnica-kinetohora. Sestrinske kinetohore se povezuju sa sveznjevima
mikrotubula koji nastaju iz suprotnih polova diobenog vretena. Do iduce faze mitoze, metafaze,
svi parovi sestrinskih kinetohora vezani su na opisani nacin, a to je klju¢no kako bi doslo do

pravilne diobe kromosoma.

Sam mehanizam nastanka diobenog vretena nije do kraja poznat. Poznato je da mikrotubuli
mogu nastati iz centrosoma koji se nalaze u polovima vretena, kao i putem mehanizama
neovisnih o centrosomu. Do sada su istraZzeni mehanizam ovisan o kromatinu i mehanizam
nastanka novih mikrotubula na ve¢ postojecima posredovanjem proteinskog kompleksa

augmina.

Za ispitivanje funkcije i doprinosa odredenih proteina moguce je ciljno utidati njihovu
ekspresiju koristenjem interferiraju¢e RNA, male molekule koja sprje€ava translaciju proteina
od interesa. Efekti na stanicu iz kojih se potom objaSnjava funkcija proteina prou€avaju se
najCesce fluorescencijskom mikroskopijom. Pritom je potrebno imati fluorescentno obiljezene

proteine na kojima bi se trebao vidjeti efekt.

Cili ovog rada bio je specificnim utiSavanjem translacije podjedinice HAUSG6
proteinskog kompleksa augmina sprijeciti njegovu ekspresiju u humanim tumorskim stanicama
i ispitati utjecaje na formiranje diobenog vretena u ranoj mitozi. Pritom su koriStene stanice
HelLa, a protein od interesa koji je bio fluorescentno obiljezen kako bi se zapazili efekti
utiSavanja ekspresije bio je protein regulator citokineze 1 (PRC1). PRC1 sudjeluje u stvaranju

i odrZzavanju sveznjeva mikrotubula u diobenom vretenu.
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§ 2. LITERATURNI PREGLED

2.1. Stani¢na dioba
2.1.1. Stanicni ciklus

Stani¢na dioba je proces kojim se jedna eukariotska stanica dijeli na dvije nove stanice. Kljucni
je dio stani¢nog ciklusa koji se dijeli na Cetiri faze: G1, S i G2 fazu koje zajedno €ine interfazu,
te M fazu (slika 1). U vecini stanica postoje dvije G (eng. gap) faze koje razdvajaju dogadaje
koji se odvijaju u S i M fazama. G1 faza je karakterizirana biosintezom proteina i mMRNA, te
rastom stanice. Glavne promjene koje karakteriziraju interfazu dogadaju se u S fazi; tada se
udvostruCuje DNA kako bi obje stanice kéeri dobile istovjetan genetski materijal. U G2 fazi
stanica dodatno raste i prolazi mehanizam provjere replicirane DNA. Na ovaj nacin se
detektiraju i uklanjaju moguca ostecenja DNA prije poCetka diobe stanice. Nakon G2 faze,
zapocinje mitoza ili M faza (eng. mitosis) prilikom koje se udvostru¢eni kromosomi dijele u dvije
jezgre novonastalih stanica. Osim podjele jezgre, u M fazi dogada se i podjela citoplazme i

stani¢nih organela u procesu koji se naziva citokineza."

M faza

mitoza

(dioba jezgre) N
citokineza

(dioba citoplazme)

-

interfaza

Slika 1. Graficki prikaz stani€nog ciklusa. Gap-faze, G1i G2, te faza sinteze S Cine interfazu. U fazi
M dogada se mitoza (dioba jezgre) i citokineza (podjela citoplazme i organela). Preuzeto i obradeno

prema ref. 1
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2.1.2. Glavne podfaze M faze u eukariotskoj stanici

Na samom pocetku diobe, u profazi, sestrinske kromatide koje ¢ine kromosom kondenziraju,
a van jezgre formira se diobeno vreteno, stani¢na struktura gradena od polimera a- i -
tubulina. Diobeno vreteno nastaje izmedu dva centrosoma. Svaki centrosom graden je od
dvaju centriola koja stoje jedna na prema drugoj pod pravim kutom, te pericentriolarne tvari, a
u stanici ima ulogu glavnog organizacijskog sredista mikrotubula (eng. microtubule organizing
center, MTOC) (slika 2).

U prometafazi koja slijedi, dolazi do raspada jezgrine ovojnice. Kromosomi se sada mogu
vezati na mikrotubule pomocu proteinskih priévrsnica-kinetohora. Da bi mitoza bila uspjesna,
sestrinske kromatide moraju se vezati na suprotne polove, tj. mora nastati bipolarno vreteno.
Za pravilnu orijentaciju klju¢ne su sile u vretenu koje kinetohore mogu 'osjetiti' i time se
centrirati u srediSte vretena. Sam proces centriranja izrazito je dinamic¢an, pri Cemu mikrotubuli
asociraju i disociraju s kinetohora. Potrebno je neko vrijeme dok se kromosomi ne posloze u
srediste, tj. dok se ne uspostavi metafaza kada su kromosomi posloZeni u ekvatorijalnu
ravninu vretena. Odvajanje kromosoma slijedi u anafazi. Mikrotubuli se skracuju i time
generiraju sile na kinetohore odvlacec¢i ih prema polovima u anafazi A, a potom se pocinju
odvajati i centrosomi u anafazi B. Kada se kromatide priblize polovima u telofazi, dolazi do
disocijacije vretena i ponovnog stvaranja nuklearne ovojnice oko svake jezgre te
dekondenzacije kromatina. Time zavrS§ava mitoza. Citokineza zapocinje paralelno s anafazom
tako Sto se stvara kontraktilni prsten od aktinskih i miozinskih filamenata koji ¢e suzavanjem

podijeliti citoplazmu kako bi nastale dvije nove stanice kéeri.
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: citokineza
mitoza

metafaza-anafaza tranzicija

profaza prometafaza metafaza anafaza telofaza

7. (7= AR ,@:N, " \lvé:“]l;\hé AT AT AT U//. . .\\\I
QUGS S TS ST DR\ )
M FAZA

A) \\ INTERFAZA

Replikacija DNA

Profaza Prometafaza

Anafaza Telofaza

B)

Slika 2. Kljuéni dogadaji diobe eukariotske stanice. A) Interfaza u kojoj se dogada rast stanice,
sinteza proteina i replikacija DNA traje duze od M faze. M faza dijeli se tradicionalno na mitozu i
citokinezu, a mitoza na pet podfaza koje se mogu uociti pod mikroskopom: profazu, prometafazu,
metafazu, anafazu i telofazu. Biokemijsko stanje stanice najznalajnije se mijenja na prijelazu iz
metafaze u anafazu kada zapocinje odvajanje kromosoma. Pred kraj M faze zapocinje citokineza.
Preuzeto i obradeno prema ref. 1 B) Prikaz faza diobe na primjeru stanice U20S sa stabilnom
ekspresijom proteina CENP-A-GFP koji lokalizira na kinetohorama i mCherry-a-tubulina. Linija

predstavlja 5 uym, a vrijeme je dano u minutama. Preuzeto i obradeno prema ref. 3
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2.1.3. Diobeno vreteno

Diobeno vreteno gradeno je od mikrotubula, proteinskih cjev€ica koje nastaju polimerizacijom
a- i B-tubulina. Svaki mikrotubul graden je od 13 protofilamenata koji su lateralno povezani, te
¢ine Suplju cilindriénu strukturu. Protofilamenti na jednom kraju imaju B-tubulin koji se naziva
(+) kraj, a na drugom kraju a-tubulin nazvan (-) kraj (slika 3).'2? Mikrotubuli su dinami¢ne
strukture koje se stalno sastavljaju i rastavljaju. To je jasno vidljivo iz podatka da je zivotni vijek
mikrotubula u diobenom vretenu maniji je od 1 minute, dok je u interfazi od 5 do 10 minuta. o-
i B-tubulin imaju vezno mjesto za GTP. Kada si dimer GTP-a- i GTP-B-tubulina veze na
mikrotubul, nakon nekog vremena dolazi do hidrolize GTP-a u GDP u B-tubulinu, dok u a-
tubulinu ne dolazi do hidrolize za vrijeme trajanja procesa. Dimer s GDP-B-tubulinom ima maniji
afinitet za vezanje na polimer i dolazi do depolimerizacije. Ovaj GTP-ciklus je klju¢an za
dinamiku (+) krajeva mikrotubula, koji se ovisno o GTP-u skracuju ili produzuju.”

B-tubulin

&ﬂ

o

heterodimer
tubulina

protofilament

==

= plus
ki

50 nm X

A
z
&

(A) a-tubulin {C) mikrotubul

Slika 3. Grada mikrotubula. A) Heterodimer koji gradi protofilament graden je od a- i B-tubulina,
globularnih proteina koji veZu GTP (crveno). B) Protofilament mikrotubula ima usmjerenje: na minus (-)
kraju nalazi se a-tubulin, a na plus (+) kraju B-tubulin. C) Trinaest lateralno vezanih protofilamenata €ini

mikrotubul. Preuzeto i obradeno prema ref. 1
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U bipolarnom vretenu (-) krajevi mikrotubula nalaze se vec¢inom u polu, a (+) krajevi idu od
pola prema sredistu vretena ili prema stani¢noj membrani. Mikrotubuli se medusobno vezu u
sveznjeve i oni koji potjecu s istog pola nazivaju se paralelni. Oni imaju istu orijentaciju, tj. svim
mikrotubulima ¢&e (-) kraj biti na istom polu, a (+) kraj u sredistu vretena. Mikrotubuli koji potje€u

od suprotnih polova u sreditu vretena integriraju u antiparalelni preklop (slika 4)."2°

antiparalelni Interpolarno viakno
preklop

+— — =

r e

paralelni
mikrotubuli .
l Kinetohorno viakno

—

e

Slika 4. Sveznjevi prema usmjerenju. Interpolarna vlakna gradena su od mikrotubula koji rastu s istog
pola i imaju isto usmjerenje, te se regija preklopa naziva antiparalelnom, tj. antiparalelni preklop.
Kinetohorna vlakna gradena su od mikrotubula koji rastu s istog pola i imaju isto usmjerenje, stoga je
rije€ o paralelnim sveznjevima. Polovi su prikazani zelenom, a kinetohore sivom bojom. Priredeno prema
ref. 1,2,5

Ovisno o orijentaciji, sveznjevi mikrotubula mogu imati razliCite uloge u vretenu. Najvazniji i
najstabilniji paralelni sveznjevi mikrotubula u diobenom vretenu su kinetohorna vilakna (k-
vlakna) koja se svojim (+) krajem vezu na kinetohore. Uz k-vlakna, u diobenom vretenu nalaze
se joS dvije klase mikrotubula — interpolarni i astralni mikrotubuli. Stabilni antiparalelni preklopi
u sredistu vretena tvore interpolarna vlakna.? Astralni mikrotubuli prostiru se iz polova diobenog
vretena u citoplazmu te kroz interakciju sa stanicnom korteksom sudjeluju u pozicioniranju
vretena u stanici. Posljednjih godina dokazano je postojanje joS jedne vrste interpolarnih
mikrotubula u animalnim stanicama koji se nalaze u blizini sestrinskih kinetohora i tvore
strukturu koja podsje¢a na most stoga su nazvani premosc¢ujudi ili premosni mikrotubuli (eng.

bridging microtubules), a vlakna koja tvore su premos$cujuca vlakna.?* Ista vlakna prethodno
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su uoCena i elektronskom mikroskopijom, a pokazano je da su gradena od antiparalenih
mikrotubula.?2%®. Da postoji direktna poveznica izmedu premo$cujuéih mikrotubula te
sestrinskih kinetohora i kinetohornih vlakana pokazano je laserskom ablacijom, postupkom
zarezivanja kinetohornog vlakna. Nakon zarezivanja doSlo je do zajedniCkog kretanja
premoScujuéeg vlakna, sveznja mikrotubula koji nije ablatiran, sestrinskih kinetohora i dijela
ablatiranog kinetohornog vlakna. Time je dokazano da je rije€ o jedinstvenom elementu

diobenog vretena ¢&ija je pravilna struktura nuzna za funkciju diobenog vretena.*’

kinetohora motorni i nemotorni
kromosom proteini

centrosom

kinetohorna , premoscujuca polarna astralna

vlakna nekinetohorna vlakna

Slika 5. Prikaz diobenog vretena s oznaéenim osnovnim dijelovima. Diobeno vreteno izgradeno je
od astralnih, kinetohornih i interpolarnih mikrotubula. Interpolarna vlakna mogu se lateralno vezati na
kinetohore i tada tvore premoséujuca viakna. Osnovni dijelovi diobenog vretena su i centrosomi, motorni

i nemotorni proteini te kinetohore. Preuzeto i obradeno prema ref. 3 i 11

Osim mikrotubula, diobeno vreteno grade i reguliraju brojni drugi proteini (eng. microtubule
associated proteins, MAPs) koji se mogu podijeliti u 4 skupine. Prvu skupinu €ine motorni
proteini koji pretvaraju kemijsku energiju u mehanicki rad te se posljediéno usmjereno gibaju
po mikrotubulima. Glavni motorni proteini u diobenom vretenu su dinein i kinezini. Drugu
skupinu proteina MAP ¢ine proteini koji se nalaze na (+) kraju mikrotubula (eng. Plus-end
tracking proteins, +TIPs), a treCu enzimi koji reguliraju destabilizaciju mikrotubula. Posljednju
skupinu proteina MAP Cine proteini koji pasivno povezuju i ne kre¢u se po mikrotubulima (eng.

passive crosslinking proteins)."3




§ 2. Literaturni pregled 8

2.1.4. Protein regulator citokineze 1

Protein regulator citokineze 1 (PRC1, eng. Protein Regulator of cytokinesis 1) ljudski je protein
kojeg kodira gen PRC1 i vazan je za diobu ljudskih stanica. U interfazi je lokaliziran u jezgri, u
metafazi se nalazi na diobenom vretenu, a u citokinezi je lokaliziran na srediSnjem tijelu (eng.
spindle midbody) vretena. Otkriven je 1998. godine kada su ispitivani supstrati ciklin-ovisnih
kinaza. Glavna uloga PRC1 je povezivanje antiparalelnih sveznjeva mikrotubula u diobenom
vretenu bez da se pritom kre¢e po mikrotubulima, te time pripada u Cetvrtu skupinu proteina
MAP (slika 6).8°

A) — B)

Slika 6. Protein regulator citokineze 1. A) PRC1 u aktivnhom stanju je homodimer (plavo) koji povezuje
dva mikrotubula suprotnog usmjerenja (zeleno). Preuzeto i obradeno prema ref. 8 B) Kristalna struktura

PRC1. PRC1 je homodimer (pojedini lanci-plavo i zeleno). Preuzeto i obradeno prema ref. 9

Upravo €injenica da PRC1 specificno veze preklapajuce dijelove antiparalelnih mikrotubula in
vitro'® i u diobenom vretenu''?> omogucila je proucavanje premos$c¢ujucih viakana ¢ime je

dodatno objasnjena njihova uloga.
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A)

kromosom
>

kinetohorno
kinetohora vlakno

N

4N

B) PRC1 premoscujuce
vlakno

Slika 7. Diobeno vreteno i premoséujuca vlakna. A) Vreteno u stanici HeLa. Mikrotubuli su prikazani
zelenom (tubulin-GFP), a PRC1 ljubi¢astom bojom. PremoScujuée vlakno vidljivo je izmedu dva
kinetohorna vlakna. Skala je 1 ym. Preuzeto i obradeno prema ref. 11 B) Shematski prikaz vretena s

naznacenim premosc¢ujuéim vlaknom i PRC1. Preuzeto i obradeno prema ref. 48
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2.1.5. Nastajanje diobenog vretena i vaZnost proteinskog kompleksa augmina

Kako se to€no formiraju mikrotubuli u prometafazi kako bi dali prepoznatljivi izgled i funkciju
diobenog vretena joS uvijek je veliko znanstveno pitanje. Poznato je viSse mehanizama
nukleacije mikrotubula, a svi uklju¢uju y-tubulinski prstenasti kompleks (eng. y-tubulin ring
complex, y-TuRC) kao kalup za nukleaciju'*?2. Najbolje istrazen mehanizam je 'Search-and-
capture'® u kojem novi mikrotubuli nukleiraju na polu vretena i rastu prema sredistu, te se
stabiliziraju vezanjem na kinetohoru. Otkriveni su i mehanizmi u kojima mikrotubuli mogu rasti
i od kinetohora prema polu', kao i da mogu rasti iz postojec¢ih mikrotubula.’™?" Klju¢na
komponenta koja omoguéuje rast novih mikrotubula iz ve¢ postojecih na nacin da veze y-TuRC

je proteinski kompleks augmin (slika 8).

Augmin je prvotno otkriven u modelnom organizmu Drosophila melanogaster kao
kompleks od 5 proteina redom nazvanih Dgt 2-6. Buduéi da kompleks omogucuje povecéanje
broja mikrotubula, nazvan je augmin prema latinskoj rije¢i augmentare $to znadi povecavati.'

Otkriven je i ljudski homolog koji je kompleks od 8 proteina redom nazvanih HAUS1-8.7518

/

O

augmin .
Q) o)

Novi mikrotubul

Postojeci mikrotubul

A)

Slika 8. Nukleacija novih mikrotubula putem augmin kompleksa. A) Novi mikrotubul
(zeleno) raste na kompleksu y-TuRC (plavo) koji mu sluzi kao kalup. Preuzeto i obradeno
prema ref. 22 B) Model nastanka diobenog vretena. Kompleks augmina omogucuje vezanje
y-TuRC-a na postojec¢i mikrotubul. Augmin-Zuto, y-TuRC-ruzi¢asto, kromosom i kinetohore-
plavo, mikrotubuli-zeleno. C) Pretpostavljeni izgled kompleksa augmina. HAUS6 vezan je
preko NEDD1 na y-TuRC, a HAUSS8 na postojeci mikrotubul. Preuzeto i obradeno prema ref.
17
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UtiSavanje ekspresije augmina pomocu transfekcije stanica interferirajuéom RNA (odjeljak
2.2.1.) uzrokovalo je maniji intenzitet signala mikrotubula u srediSnjem dijelu vretena, te je
zaklju€eno da je doslo do smanjenja broja mikrotubula u vretenu. Takoder, pritom je produljeno
vrijeme potrebno za pravilo slaganje kromosoma u metafaznu ravninu i doslo je do redukcije
kinetohornih vlakana.’®'” Znacajan je i bio porast broja multipolarnih vretena.’® Navedeni
efekti dogode se s gotovo istom ucestaloséu neovisno o tome koja je podjedinica kompleksa

utidana.®1?

RNAi: Control HAUS1 HAUS?2 HAUS6

Slika 9. UtiSavanje ekspresije augmina pomocu interferirajuée RNA. Posljediéno dolazi do
abnormalnosti u formiranju vretena. DNA je obiljezena plavom bojom, a mikrotubuli zelenom. Preuzeto

i obradeno prema ref. 16

Pokazano je da novi mikrotubuli koji nastaju zahvaljuju¢i augminu rastu pod kutem do 30° u
odnosu na postoje¢i mikrotubul, te se takav proces naziva grananjem novih mikrotubula.®°
Time se omogucuje porast broja mikrotubula u srediStu vretena u blizini kinetohora i povecava

vjerojatnost da mikrotubuli uhvate kinetohore za vrijeme formacije vretena.?
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2.2. Proucavanje funkcije i lokalizacije proteina u Zivom sustavu
2.2.1. Stanicne linije

Za istrazivanje funkcije proteina u njihovom prirodnom okruzju, u zivoj stanici, najCesSce se
koriste stani¢ne linije koje se mogu uzgajati u kulturi. Prve ljudske stanice koje su mogle Zivjeti
i dijeliti se beskona&no u kulturi stanica su tumorske stanice HelLa. Prednost istrazivanja na
tumorskim stanicama i razlog zastupljenosti upravo ove linije u brojnim laboratorijima diljem
svijeta je njihova vijabilnost i ucestala dioba'. Buduci da je rije¢ o tumorskim stanicama koje
se mogu dijeliti i kada nije zadovoljena kontrolna tocka, takve stanice s vremenom postaju
mutipolarne i imaju znacajno vise kromosoma od netumorskih stanica®, $to treba uzeti u obzir

prilikom tumacenja rezultata dobivenih u istraZivanju.

2.2.2. RNAi kao metoda ciljnog utiSavanja ekspresije proteina

Jedna od naj¢esce koriStenih metoda za prou€avanje funkcije proteina u stani¢noj biokemiji
je metoda RNA interferencije (RNAI) za ciljno utiSavanje ekspresije proteina. Rije¢ o maloj
interferiraju¢oj molekuli RNA (eng. small interfering RNA, siRNA) koja hibridizira s mRNA i time
sprjeCava translaciju s takve mRNA. Sam mehanizam otkriven je 1998. godine u obli¢u
Caenorhabditis elegans i od tada se koristi kao rutinska metoda.?*?5 Usporedbom fenotipa
stanica koje su bile izlozene siRNA koja utiS8ava protein od interesa i kontrolnih stanica,
moguce je pretpostaviti funkciju proteina.?® Upotreba metode RNA interferencije dovela je do

brojnih znac&ajnih otkri¢a i za istu je 2006. dodijeliena Nobelova nagrada.?’

U stanice je potrebno unijeti siRNA transfekcijom; rije¢ je o postupku unoSenja
prociSéenih nukleinskih kiselina u eukariotsku stanicu. Svaka eukariotska stanica omedena je
polupropusnom membranom i potrebno je kemijskim ili fizikalnim postupkom napraviti pore u
membrani kroz koje moze uci molekula RNA. Neki od nacina su korisStenje kalcijeva fosfata,
elektroporacija (koriStenje elektricnog polja) i sabijanjem stanica. Takoder, moguce je
transfecirati stanice pomoéu mjeSavine kationskog lipida i Zeljene RNA. Pritom se stvaraju
liposomi koji fuzioniraju s membranom i otpusta se teret u stanicu, stoga se metoda naziva

lipofekcija.?®
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2.2.3. Kvantitativna fluorescencijska mikroskopija

Fluorescencijska mikroskopija omogucila je prou¢avanje zivih sustava u visokoj rezoluciji, a
time i dobivanje informacije o lokalizaciji i funkciji proteina od interesa u Zivoj stanici. Upravo
takvim istrazivanjima osobito je doprinijela laserska pretrazna konfokalna mikroskopija (eng.
laser-scanning confocal microscopy). U toj mikroskopiji izvor zraCenja je laser §to omogucuje
fokusiranje sveznjeva svjetlosti i zna¢ajno manje rasprdenje zraenja u odnosu na prije
razvijenu mikroskopiju Sirokog polja (eng. widefield microscopy). To je postignuto pomocu
malog kruznog otvora (eng. pinhole aparture) koja osigurava da svjetlo do detektora dolazi
samo iz ekvivalentne (konfokalne) tocke uzorka gdje je bio fokusiran ekscitacijski snop (slika
10). Na takav nacin slika se dobiva piksel po piksel i biljezi se intenzitet fluorescencije u svakoj
to€ki. Laser i mali kruzni otvor su nepomiéni, ali snop se usmjerava s pomocu oscilatornih
zrcala. Serija slika dobivenih iz razli¢itih dubina mozZe posluziti za rekonstrukciju

trodimenzionalne strukture uzorka koji se ispituje. %

I

Uzorak

Objektiv

Interferirajuce zrcalo Mali kruzni otvor
N

Detektor

-
.

Laser

Slika 10. Princip rada laserskog pretraznog konfokalnog mikroskopa. Laserska zraka fokusira se
na debljem uzorku refleksijom s interferencijskog zrcala i le¢a objektiva. Mali kruzni otvor omogucuje

prolazak snopa koji je dodao s konfokalne ravnine na detektor. Preuzeto i obradeno prema ref. 36

Slike su u fluorescencijskoj mikroskopiji dobivene detekcijom fotona emitiranih iz
fluoresciraju¢ih molekula u uzorku.?® Veéinom je rije¢ o molekulama koje su kovalentno
povezane s proteinima od interesa, a ne o samim proteinima $to je bitno uzeti u obzir kod
kvantitativne analize. U kvantitativnoj analizi iz intenziteta signala dobiva se informacija o
koli€ini fluoresciraju¢e molekule. Ta informacija nije dovoljna da bi se govorilo o apsolutnoj
koli¢ini proteina od interesa u stanici, ali je moguce usporediti intenzitet signala u stanicama

koje su primjerice tretirane s siRNA i kontrolnim stanicama.®
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Fluoresciraju¢e molekule-fluorofori koje se specificno vezu na molekule od interesa
Cesto se nazivaju 'boje'. Primjer malih molekula koje posjeduju intrinzi€no fluoresciraju¢e
svojstvo i vezu se specificno na nukleinske kiseline su: DAPI (4',6-diamidino-2-fenilindol)

(slika 11) i Hoechst boje (po sastavu bis-benzimidi). 3

HN
\
H

NH,

Slika 11. DAPI (4',6-diamidino-2-fenilindol). Preuzeto i obradeno prema ref. 30

Drugi primjeri fluorofora su fluorescein, rodamin, cianin i sl. Danas su razvijeni brojni derivati
tih spojeva koji se onda specificno vezu na nukleinske kiseline i proteine od interesa. Silikon-
rodamin (SiR) vezan na bis-benzemid koji se specificno veze na manji utor DNA Koristi se za
obiljezavanje kromosoma u zivim stanicama. Posebnost SiR-a je u tome $to moze proéi kroz

membranu bez transfekcije, kao i to $to stanica moze biti Ziva i prolaziti kroz stanic¢ni ciklus.?!

2.2.4. Fluorescentni proteini i imunocitokemija

Otkrice fluorescentnih proteina omogucilo je specifiéno praéenje genske ekspresije u stanici.
Gen za takve proteine s genom proteina od interesa i tako dobivena rekombinantna DNA
unese se u stanicu. Ekspresijom rekombinantnih gena dolazi do sinteze fuzijskih proteina koji
imaju fluorescencijsku oznaku. Takvim oznaavanjem moguce je pratiti njihovo kretanje i

lokalizaciju u stanici pomocu fluorescencijske mikroskopije.*

Najpoznatiji fluorescentni protein je zeleni fluorescentni protein GFP (eng. Green fluorescent
protein) koji je prvi put izoliran iz meduze Aequorea victoria i sastoji se od 238 aminokiselina
(slika 12). Pobuduje se svjetlos¢u valnih duljina koje odgovaraju plavom i ultraljubi¢astom
dijelu spektra (ekscitacijski maksimumi na 395 nm i 475 nm), a fluorescira pri 509 nm $to

odgovara zelenom dijelu spektra.®
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Slika 12. Zeleni fluorescentni protein GFP. Zutom je prikazana B-ba¢va s jedanaest B-vrpci, a
ljubi¢astom a-zavojnica koja kovalentno veze kromofor 4-(p-hidroksibenzildien)imidazolidin-5-on koji je

spontano nastao iz tripeptida Ser65-Tyr66—-Gly67. Preuzeto i obradeno prema ref. 33 i 34

S vremenom je otkriveno i sintetizirano sve viSe proteina s ovakvim svojstvom. Prednost
njihova koriStenja je u tome Sto je genetiCkim inZenjerstvom izazvana insercija nasljedna i Sto
je moguée uzgajati staniCne linije sa stabilnom ekspresijom fluorescentnih proteina s
proteinima od interesa. Sami fluorescentni proteini ne utje€u na bioloSke procese, ali treba biti
oprezan prilikom konstrukcije gena kako bi protein od interesa nakon ekspresije zadrzao svoju

primarnu funkciju.?

Buduci da je konstrukcija soja sa stabilnom ekspresijom dugotrajan postupak, ako je potrebno
samo lokalizirati proteine, a ne promatrati njihovu funkciju u realnom vremenu, Cesto se
primjenjuje i metoda imunocitokemije. Za provodenje ove metode potrebno je je fiksirati stanice
kako bi se proteini, a time i stani¢ne strukture zadrzali na mjestu. Takve stanice nakon fiksacije
viSe nisu Zive. Kao fiksativi se koriste koncentrirani alkoholi (npr. metanol) koji dehidriraju cijeli

uzorak ili fiksativi na bazi aldehida (npr. glutaraldehid) koji umrezavaju proteine.®®

Metoda imunocitokemije se bazira na tome $to se specifiCno primarno antitijelo veze
na protein od interesa. Potom se uzorak inkubira u otopini sekundarnog antitijela koje na sebi
ima fluorofor i specificno se veze na primarno antitijelo. Kako bi se pratili intracelularni procesi
potrebno je prenijeti antitijela kroz stani€énu membranu. To se postiZe koriStenjem deterdZzenata

(npr. Triton X-100 ili Tween-20) koji permeabiliziraju membranu.
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§ 3. MATERUALI | METODE

3.1.1. Uzgoj stanica

Za provodenje eksperimenta koriStene su ljudske tumorske stani¢ne linije: HeLa divljeg tipa (u
daljnjem tekstu: HeLa dt), HeLa sa stabilnom ekspresijom kinetohornog proteina CENP-A i
centrina koji lokalizira na centrosomu obiljeZzenih poboljSanim zelenim fluorescentnim
proteinom (eng. enhanced GFP) (u daljnjem tekstu: HeLa Centrin1-EGFP CENP-A-EGFP),
te HelLa-Kyoto BAC sa stabilnom ekspresijom proteina PRC1 obiljeZzenog zelenim

fluorescentnim proteinom (u daljnjem tekstu: HeLa PRC1-GFP).

Stanice su rasle u DMEM mediju (eng. Dulbecco’s Modified Eagle's medium) (Lonza, Bazel,
Svicarska) u koji je dodano 10% temperaturno inaktiviranog FBS-a (eng. fetal bovine serum)
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD), 50 ug/mL geneticina (Life Technologies, Waltham, MA,
SAD), 100 pg/mL penicilina (Biochrom AG, Berlin, Njemacka) i 100 pyg/mL streptomicina
(Sigma-Aldrich). Stanice su uzgajane na 37°C i 5 % CO2 u inkubatoru Galaxy 170S
(Eppendorf, Hamburg, Njemacka). Ovako pripremljen medij za odrzavanje stanica prethodno

je filtriran.

Kulture stanica su presadivane svakih 48-72 sata kada je dosegnuta konfluentnost. Prvo je
uklonjen medij i stanice su isprane s 5 mL sterilnog 1% PBS pufera (eng. phosphate-buffered
saline). Zatim se stanice odvojene od podloge dodavanjem 1 mL 1%-tne otopine tripsin/EDTA
(Biochrom AG, Berlin, Njemacka) i inkubiranjem 5 minuta na 37°C. Odlijepljene stanice
pomijeSane su s 2 mL medija i potom je 500 uL homogenizirane smjese dodano u novu posudu
za uzgoj u koju je prethodno dodano 10 mL svjezeg DMEM hranjivog medija. Kulture stanica

odrzavane su u inkubatoru (Galaxy 170s, Eppendorf, Hamburg, Germany) pri 37°C i 5% CO..

Sastav PBS pufera (1%):
8,0 g/L NaCl

0,2 g/L KCI

1,42 g/L Na;HPO4

0,24 g/L KH2PO,

pH 7,4
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3.1.2. Priprema uzorka za mikroskopiranje

Uz prethodno opisani postupak presadivanja stanica potrebno je pripremiti uzorke za
mikroskopiranje. Nakon §to je neutralizirano djelovanje tripsina dodatkom 2 mL DMEM medija
sa suplementima, odredeni volumen medija sa stanicama (100 - 200 puL, ovisno o
konfluentnosti) dodan je u posudice za mikroskopiranje. U posudice je prethodno dodano 2
mL medija za uzgoj stanica. Posudice za mikroskopiranje su plasticne, a na dnu se nalazi
staklo promjera 35 mm i debljine 1,5 mm (MatTek Corporation, Ashland, SAD). Pripremljene

stanice se ¢uvaju u inkubatoru pri 37 °C i 5% CO..

3.1.3. Transfekcija stanica sa siRNA

Pripremljena je siRNA za HAUS6 (L-018372-01-0005, Dharmacon, Lafayette, CO, SAD.) i
kontrolna siRNA Non-targeting Pool (D-001910-10-05, Dharmacon, Lafayette, CO, SAD)
prema uputama proizvodaca. 250 pL pufera komercijalnog naziva 1 x siRNA Buffer (dobiven
razrijedenjem 5x siRNA Buffer, (B-002000-UB-100, Dharmacon) u RNAase free water, (B-
003000-WB-100, Dharmacon)) dodano je na liofilizat siRNA mnozine 5,0 nm. Dobivena

otopina ¢ = 20 pmol /L pohranjena je na — 20 °C.

Nakon 24 sata stanice je moguce transfecirati prema protokolu za lipofekciju predlozenom od
proizvodaca Lipofectamine® RNAIMAX Reagent Protocol 2013. Po jednom uzorku bilo je
potrebno pripraviti dvije otopine: prvu otopinu dodatkom 9 L lipofektamina Lipofectamine®
RNAIMAX Reagent u 150 uL medija Opti-MEM® Medium, te drugu otopinu dodatkom 3 pL
siRNA (¢ =20 pmol /L) u 150 yL medija Opti-MEM® Medium. Potom je pomijeSano 150 L
svake otopine i inkubirano na 37 °C 5 minuta. 250 pL tako dobivene otopine dodano je u 2 mL
medija u posudicu s prethodno nasadenim stanicama. Stanice su pohranjene u inkubatoru pri
37 °C i 5% CO2na 24h, te je ispran medij s lipofektaminom i dodano je 2 mL DMEM medija.

Stanice su ponovno pohranjene u inkubator na 24h.

Za snimanije zivih stanica dodane su SiR boje prije snimanja. Stanicama HeLa PRC1 GFP 15
minuta prije snimanja dodana je boja SiR-DNA (SC007, Spirochrome AG, Stein am Rhein,
Svicarska ILI Cytoskeleton, Inc., Denver, CO, SAD). Direktno u 2 mL medija dodano je 0,2 uL
boje (¢ =50 pmol/L).
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3.1.4. Imunocitokemija

Kako bi se odredila ucinkovitost inhibicije sinteze endogenog proteina HAUS6 RNA
interferencijom, provedeno je imunocitokemijsko bojanje antitijelima (tablica 1) koje omogucuje
vizualizaciju endogenog proteina prisutnog u stanicama. Takoder, isti postupak primijenjen je

za vizualizaciju PRC1 i a-tubulina u stanicama koje nisu imale stabilnu ekspresiju.

Tablica 1. Antitijela koriStena u izradi rada.

Primarno . LA L
antitijelo Mouse sc-8356 Biotechnology, Dallas, 1:100
TX, SAD
Alexa Fluor 488-
conjugated donkey Abcam, Cambridge, 1:1000
anti-mouse UK ’
antibody
PRC1 Alexa Fluor 594-
Sekundarno  conjugated donkey Abcam, Cambridge, 1:1000
antitijelo anti-mouse UK ’
antibody
Alexa Fluor 647-
conjugated donkey Abcam, Cambridge, 1:1000
anti-mouse UK '
antibody
Primarno Rabbit Abcam, Cambridge, 1:250
antitijelo ab-150806 UK )
HAUS6 Alexa Fluor 594- ,
Se;::;?;;no conjugated donkey Abcam, Simbndge, 1:500
I anti-rabbit antibody
Primarno Sigma-Aldrich (Merck-
e Rabbit T3526 KGaA), St. Louis, MO, 1:100
antitijelo
. SAD
G Alexa Fluor 594-
Sekundarno ; Abcam, Cambridge, .
s conjugated donkey 1:500
antitijelo UK

anti-rabbit antibody

48 h nakon transfekcije stanice su fiksirane dodatkom 2 mL 99,9 % metanola direktno u medij
na ledu u trajanju od 1 minute. Potom je medij ispran i dodano je jos 2 mL metanola na stanice
u trajanju od 2 minute. Metanol je zatim ispran s tri ispiranja s 1 mL PBS pufera uz lagano
potresanje u trajanju od po 5 minuta.

Kako bi se sprijeCilo nespecificno vezanje antitijela stanice su inkubirane u 1 mL
blokiraju¢eg/permeabiliziraju¢eg pufera (PBS s 1% NGS i 0,5% Triton X-100). Inkubacija je

provedena u trajanju od 30 min, uz lagano potresanje na 4 °C. Nakon inkubacije stanice su
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isprane s 3 ispiranja PBS puferom te je dodano 250 L otopine primarnog antitijela specificnog

za pojedini protein (tablica 1). Uzorci su inkubirani uz lagano potresanje na 4 °C preko noéi.

Sljedeci dan uzorci su isprani 3 puta s PBS puferom po 5 minuta i nakon toga inkubirani
u sekundarnom antitijelu (tablica 1) 45 minuta. Nakon jo$ tri ispiranja u PBS puferu uzorku je
dodana SiR DNA ili otopina boje DAPI (30 minuta) i potom isprana tri puta u PBS puferu.

Uzorak s fiksiranim stanicama je tada spreman za mikroskopiranje.

Radi lakSe preglednosti u tablici 2 prikazane su sve snimljene stanice i nac€in na koji su

vizualizirani proteini od interesa.

Tablica 2. Stani€ne linije koriStene u izradi rada i na€in vizualiziranja molekule od interesa.

Stanic¢na linija Stanje u HAUS6 PRC1 tubulin | DNA | Kinetohore
kojem su (CENP-A)
vizualizirane
stanice

Hela dt fiksacija Alexa Fluor Alexa Fluor / DAPI /

594 nm 488 nm
HeLa PRC1 - | Zive stanice / stabilna / SiR - /
GFP ekspresija - DNA
GFP
fiksacija Alexa Fluor @ stabilna / SiR -/
594 nm ekspresija - DNA
GFP

HeLa centrin1- | fiksacija / Alexa Fluor / / stabilna

EGFP CENP-A - 594 nm ekspresija -

EGFP EGFP
fiksacija / Alexa Fluor @ Alexa DAPI | stabilna

647 nm Fluor ekspresija -
594 nm EGFP
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3.2. Mikroskopiranje

Stanice su snimane s Bruker Opterra Multipoint Scanning konfokalnim mikroskopom
(Bruker Nano Surfaces, Middleton, WI, SAD). Sustav je postavljen na Nikonov preokretni Ti-E
mikroskop opremljen Nikonovim CFI Plan Apo VC x 100/ 1,4 uljnim objektivom (Nikon, Tokyo,
Japan). Tijekom snimanja stanice su bile na 37 °C u Okolab Cage inkubatoru (Okolab,
Pozzuoli, NA, ltalija). Karakteristika laserskog pretraznog konfokalnog mikroskopa je toCkasta
izlazna apertura (eng. pinhole). Slike su uhvacene s Evolve 512 Delta EMCCD kamerom
(Photometrics, Tucson, AZ, SAD). Sustav je kontroliran sa softverom Prairie View Imaging
Software (Bruker Nano Surfaces, Middleton, WI, SAD). Odabrane su pobudne laserske linije
valnih duljina 488 nm, 561 nm i 640 nm za vizualiziranje redom boje DAPI, GFP molekula i
SiR boje.

Laseri su podeSeni na 30% jakosti uz vrijeme izlaganja jedne ravnine od 250 ms.
Razmak izmedu ravnina snimanja bio je 0,5 pm, a snimljena je 41 ravnina za svaku stanicu.
Za stanice koje su snimane od prometafaze do metafaze u vremenskom razmaku od 5 min

laseri su bili podeSeni na 20% jakosti uz vrijeme izlaganja jedne ravnine od 150 ms.
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3.3. Analiza snimaka

Analiza snimaka napravljena je u programu ImageJ (National Institute of Health, Bethesda,
MD, SAD) specijaliziranom za obradu snimki dobivenih na mikroskopu. Za kvantifikaciju

podataka i generiranje grafi¢kih prikaza koristen je MatLab (MathWorks, Natick, SAD).

3.3.1. Anadliza intenziteta signala HAUS6

Kako bi se analizirao intenzitet signala HAUS6 i na temelju dobivenih vrijednosti odredila
uspjeSnost metode utiSavanja ekspresije augmina sa siRNA HAUSG, za svaku snimljenu
stanicu u programu ImagedJ napravljena je suma intenziteta srediSnje tri ravnine vretena.
Alatom Polygon selections obuhvacena je povrSina koju zauzima vreteno i uzeta srednja
vrijednost intenziteta signala (eng. mean, vrijednost dobivena kao kvocijent ukupnog
intenziteta i povrSine). Buduéi da se ovom analizom Zeli utvrditi koliko je proteina specifi¢no
lokalizirano na vretenu, oduzet je pozadinski signal (eng. background signal), tako §to je u
citoplazmi alatom Rectangle napravljen kvadrat Cija je srednja vrijednost intenziteta signala

oduzeta od srednje vrijednosti intenziteta signala vretena (slika 13).

Slika 13. Analiza intenziteta signala HAUS6. A) Polygon selections alat koriSten je kako bi se
obuhvatila povrsina koju zauzima vreteno i dobivena je srednja vrijednost intenziteta signala HAUSG6. B)
Rectangle alatom napravljen je kvadrat veliCine 30 x 30 piksela i dobivena je srednja vrijednost

intenziteta signala pozadinskog Suma.
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3.3.2. Transformacija horizontalnog prikaza vretena u vertikalni prikaz

Slike s mikroskopa nastaju na nacin da se snime ravnine udaljene za 0,5 uym i time se dobije
Z-stack koji predstavlja 3D sliku vretena. Zahvaljujuéi algoritmu napisanom u racunalnom
jeziku R, moguce je transformirati horizontalno vreteno za 90 stupnjeva (slika 14). Na slici
14B prikazan je poprecni presjek vretena i grupirani zeleni pikseli predstavljaju jedan svezanj
mikrotubula. Da bi se sveznjevi $to preciznije mogli odrediti snimljene su samo stanice kojima
se oba pola nalaze u istoj ravnini, a prije transformacije slike vretena su rotirane tako da duza

os vretena bude paralelna s x-0si.®

Ortogonalna

ravnina

, PRC1-GFP,

mRFP-CENP-B

W Hela

~—"

Slika 14. Transformacija horizontalnog prikaza vretena u vertikalni prikaz. A) Plavi pravokutnik
oznaCava ravninu snimanja na mikroskopu u odnosu na poloZaj vretena. Bijeli pravokutnik prikazuje
ravninu dobivenu tranformacijom pomocéu algoritma napisanom u racunalnom jeziku R. B) Primjer
vretena koje je snimljeno u horizontalnom prikazu i nakon toga transformirano u vertikalni prikaz. Skala

je 1 um. Preuzeto i obradeno prema ref. 38
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3.3.3. Analiza vertikalnog prikaza vretena

Za svaki vertikalni prikaz napravljena je suma signala sredidnjih 10 ravnina kako bi sveznjevi
bili bolje vidljivi. Na tako dobivenim slikama moguce je prebrojati sveznjeve mikrotubula u

srediSnjem presjeku. Sveznjem mikrotubula smatrala se svaka skupina grupiranih zelenih

piksela odvojenih od druge (Slika 15).

Slika 15. Analiza vertikalnog vretena. A) Nacin numeriranja sveZnjeva mikrotubula. B) Oval selections
koji omogucuje dobivanje informacija o povrSini i ukupnom signalu u popreénom presjeku. C) Straight

line alatom debljine 50 piksela dobiven je profil intenziteta signala u oznaenom dijelu.

Na istoj sumi za svaku stanicu odredena je povrSina popreénog presjeka vretena i ukupan
intenzitet signala obiljezenog proteina pomocu alata Oval selections. (slika 15 B). Za neke od
dobivenih slika bilo je potrebno dobiti profile intenziteta u popre¢nom presjeku Sto je
napravljeno pomocu alata Straight line debljine 50 piksela. (slika 15 C). Buduci da sva vretena
nisu iste Sirine, vrijednosti na x-osi u grafickom prikazu podijeljene su sa Sirinom vretena i time

je dobivena normirana Sirina vretena.
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3.3.4. Kvantifikacija raspodjele mikrotubula u poprecnom presjeku vertikalnog vretena

U stanicama HeLa PRC1 GFP odreden je omijer intenziteta signala vanjskog obru¢a vretena
koji je nazvan relativni intenzitet prstena (Igféten) i srediSta vretena koji je nazvan relativni
intenzitet sredine (I7¢4i...)- Apop.presjek J€ povrsina popre¢nog presjeka, a Agredina j€ POVISIna
sredine. Promjer srediSta odreden je kao jedna polovina zbroja Sirine i duljine popreénog

presjeka (slika 16). Igﬁéten dobiven je prema formuli (3.3.4.1).

(3.3.4.1)
]rel _ Ipop.presjek_lsredina
prsten Apop.presjek ~Asredina
rel 1ina dobiven je prema formuli (3.3.4.2).
Irel ) — Isredina
sredina — . (3.3.4.2)

IzraCunat je omjer relativnog intenziteta prstena i sredine popre¢nog presjeka prema izrazu

(3.3.4.3): (3.3.4.3)
ro. l
Igssten : Igreedina
Oval selections alat Sirina i duli Oval selections alat
irina i duljina
popre¢nog
resjeka dulji Siri
Naredba pres) d= utjina + sirina
Duplicate 10.508.56um 2 .
v l
llgﬁsten
l
Isrreedina

Slika 16. Shematski prikaz izraGuna omjera signala PRC1 u prstenu i sredini popreénog presjeka
vretena. Elipsa koja okruZuje sve sveZnjeve mikrotubula duplicirana je i dobivena je Sirina i duZina
popre€nog presjeka. Radijus male kruznice dobiven je kao aritmeti¢ka sredina duljine i Sirine popre&nog

presjeka, a kruznica je napravljena sa srediStem koji odgovara sredistu velike elipse.
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3.3.5. Analiza horizontalnog prikaza vretena

Horizontalni prikaz vretena koriSten je za mjerenje duljine antiparalelnog presjeka mikrotubula
u srediStu vretena na kojem lokalizira protein PRC1. Odabrane su tri ravnine u kojima se
presjek dobro vidi i napravljena je maksimalna projekcija signala. U citoplazmi je izmjeren
signal pozadinskog Suma i prikaz je skaliran tako da prikazuje samo intenzitete iznad signala
pozadine. Alatom Segmented line oznaceno je preklapanje mikrotubula i tako je izmjerena
duljina. (slika 17 A).

Stanicama koje su snimljene zive bez fiksacije odredena je duljina i Sirina na nacin da je
napravljena maksimalna projekcija svih ravnina u kojima se vidi vreteno i alatom Oval
selections napravljena elipsa koja obuhvacéa vreteno (slika 17 B). Kada se elipsa izdvoji

naredbom Duplicate oCitaju se vrijednosti duljine i Sirine vretena (slika 17 C).

11.

1.29%8.01 microns

A)

Slika 17. Analiza horizontalnog vretena. A) Alatom Segmented line oznaceno je preklapanje
mikrotubula nakon $to je prikaz skaliran za vrijednost intenziteta pozadinskog Suma. B) Alatom Oval
selections napravljena elipsa koja obuhvaca vreteno. C) Naredbom Duplicate dobiva se informacija o

duljini i Sirini vretena.

Profil intenziteta signala jednog sveznja mikrotubula dobiven je koriStenjem alata Segmented
line na sumi signala tri ravnine u kojima je moguce vidjeti svezanj. Profili su napravljeni kako

je prikazano na slici 17 A) uz Sirinu linije od 5 piksela za kanal u kojem je vidljiv PRC1 i tubulin.
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3.3.6. Statisticka analiza podataka

Svi eksperimenti izvedeni su tako da je napravljen kontrolni uzorak (u daljnjem tekstu:
kontrolne stanice, kontrola) te tretirani uzorak za utiSavanje ekspresije augmina u stanicama
(u daljnjem tekstu: stanice tretirane s siRNA HAUSG6). Za svaki eksperiment napravljen je
neupareni t-test. Razlika izmedu kontrolnog i tretiranog uzorka smatrana je zna¢ajnom ukoliko
je p-vrijednost bila manja od 0,05. Za prikaz vrijednosti kori$tena je skripta UnivarScatter*? u
programu MATLAB. Vrijednost svakog mijerenja dana je kruziéem, srednja vrijednost
prikazana je crnom linijom, standardna devijacija tamnosivim pravokutnikom, a standardna
greSka srednje vrijednosti (eng. Standard Error of the Mean, SEM) svijetlosivim

pravokutnikom.

Svi rezultati u radu dani su kao (srednja vrijednost + standardna greska srednje vrijednosti) iz
razloga Sto je za analizu izmedu kontrolnih i tretiranih stanica bitnija razlika izmedu dva skupa

podataka, nego rasprdenje unutar jednog skupa.

Vrijednosti intenziteta signala dane su kao proizvoljne jedinice (eng. arbitrary unit, a.u.).
Buduci da vrijednosti ovise o ekspresiji proteina, uspjesnosti vezanja i koncentraciji antitijela,
postavkama snimanja i sl., moguce je usporediti samo vrijednosti u eksperimentima gdje su
kontrolni i tretirani uzorak napravljeni paralelno, te snimljeni na identi¢an nacin, Sto je bio slucaj

u ovom radu.
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§ 4. REZULTATI I RASPRAVA

4.1. UtiSavanje ekspresije augmina u stanicama Hela divljeg tipa

4.1.1. Utisavanje ekspresije augmina znacajno utjece na fenotip vretena

Kako bi se ispitala lokalizacija i uloga proteinskog kompleksa augmina u formiranju diobenog
vretena, tocnije antiparalelnih sveZnjeva mikrotubula koji grade premos&c¢uju¢a vlakna, u
stanicama HelLa dt sprijeCena je biosinteza proteina HAUS6 metodom interferirajuée RNA.
Rije€ je o proteinu koji je kljuéna komponenta u kompleksu augmina jer se preko HAUS6 veze
y-TuRC i time omogucuje nukleaciju novog mikrotubula kad je prisutan u stanici'>'". Stanice
su transfecirane metodom lipofekcije s siRNA 48h prije fiksacije i imunocitokemije. Paralelno
je pripremljen uzorak istih stanica transfeciran s kontrolnom siRNA. Sve snimljene i analizirane
stanice bile su u metafazi $to je moguce uociti po polozaju DNA u sredistu diobenog vretena.

Znacajna razlika u izgledu vretena bila je uocljiva odmah, vretena stanica tretiranih s siRNA

HAUSG6 su imala deformiran oblik i veée i nepravilnije sveznjeve mikrotubula (slika 18).

DNA / PRC1

Kontrola

Z

siRNA HAUS6

B

~

Slika 18. Maksimalna projekcija 5 srediSnjih ravnina u stanicama HelLa dt. Fluorescentno su
obiljeZzeni PRC1-Alexa-Fluor-488 nm (zeleno) i DNA-DAPI (ljubi¢asto). A) Kontrolne stanice tretirane s
siRNA Non-targeting Pool. B) Stanice tretirane s siRNA HAUSG6. Skala je 5 ym.
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Kako bi se ispitala lokalizacija augmina u kontrolnim stanicama, kao i stanicama u kojima je
ekspresija augmin utiSana, podjedinica HAUSG je vizualizirana imunocitokemijskom metodom.
Augmin se u kontrolnim stanicama u metafazi nalazi u blizini pola, $to je oCekivano prema
literaturnim podacima. Nakon utiS§avanja ekspresije HAUSG6 vidno je manje proteina na vretenu
(plavo), a izmijenio se oblik i smanjio broj sveznjeva mikrotubula obiljezenih s PRC1-Alexa
Fluor-488 (slika 19 A i B). Signal HAUS6-Alexa Fluor-594 se smanijio za viSe od 80% (slika
19 B i C) §to je zadovoljavajuci rezultat koji upucuje da je metoda utiSavanja ekspresije proteina
HAUS6 pomoéu ciljane siRNA uspjeSna. Prema tome, metoda se moze koristiti za
proucavanje uloge HAUSG, to¢nije kompleksa augmina u diobenom vretenu jer kompleks nije

funkcionalan kad u stanici nije prisutna bilo koja od 8 podjedinica®"".

DNA / PRC1/ HAUS6

200 i

@® -
§ 3 150 | i k&
o m
5 © o
X —a .

% 100 | ¢ s »
A) < "
D S .
< E o 5% o
I —_— O L L] e®
< ° e
Z
x
n -50 ¢ . .
B) C) Kontrola HAUSG6 siRNA

Slika 19. Imunocitokemija na stanicama HelLa dt fiksiranim 48 h nakon transfekcije. PRC- Alexa
Fluor-488 (zeleno); HAUS6-Alexa-Fluor-594 (plavo); DNA-DAPI (ljubi€asto). A) Kontrolna stanica. B)
Stanica tretirana s siRNA HAUSG6. C) Kvantifikacija intenziteta HAUS6 proteina u stanicama Hela dt. (p

=3 x 1019, N = 15). Sve stanice snimljene su na isti nacin, skala je 5 ym.
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4.1.2. Transformacija horizontalnog prikaza u vertikalni prikaz omogucuje detaljnije
proucavanje arhitekture vretena

Kako bi se poblize proucio utjecaj utiS8avanja augmina na antiparalelne sveznjeve mikrotubula
i dobio detaljniji uvid u arhitekturu vretena, slike dobivene u horizontalnom prikazu su

transformirane pomodu algoritma u programu R programskom jeziku®® (Slika 20).

Horizontalni prikaz Vertikalni prikaz

Horizontalni prikaz ‘—g
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Slika 20. Stanice HeLa dt s obiljezenim PRC1-Alexa Fluor-488. A) Shema koja prikazuje nadin
gledanja vretena u horizontalnom i vertikalnom prikazu. B) Prikazana je maksimalna projekcija stanica
u horizontalnom prikazu kako su snimljene na mikroskopu (lijevi stupac) i poprecni presjek vretena kao
suma intenziteta 10 srediSnjih ravnina nakon transformacije u vertikalni prikaz (desni stupac). Skala je

5 um.

Vertikalni prikaz dobiven transformacijom jasno ukazuje na promjenu u fenotipu. Broj
sveznjeva mikrotubula je u stanicama tretiranim s HAUS6 siRNA znacajno nizi. Zasebni
sveznjevi koji su se mogli uoCiti su pobrojani i u kontrolnim stanicama u metafazi broj sveznjeva
bio je 39 + 1, a nakon HAUSG6 siRNA 27 + 2 (slika 21 A). Kako bi se provjerilo je li mozda do
promjene broja doslo zbog sljepljivanja sveznjeva, na istoj sumi intenziteta signala srediSnjih
10 ravnina izmjeren je signal fluorescencije PRC1 (slika 21 B). U kontrolnim stanicama signal
je iznosio (0,13 + 0,01) a.u., a stanicama tretiranim s siRNA HAUS6 na (0,056 + 0,007) a.u.

Da su sveznjevi bili slijepljeni, tj. da je doSlo tek do preraspodjele sveZnjeva u vretenu, signal
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bi imao isti iznos. U ovom slu€aju signal je za ~60 % maniji nakon utiSane ekspresije. Time je
dobiveni rezultat u slaganju s pretpostavkom da ¢e uslijed utiS8ane ekspresije kompleksa

augmina do¢i do redukcije broja mikrotubula.
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Slika 21. Kvantifikacija broja i signala sveznjeva mikrotubula u popreénom presjeku vretena
stanica HeLa dt. A) Broj zasebnih sveznjeva mikrotubula obiljezenih s PRC1-Alexa Fluor-488. (p = 3
x 10% , N = 10) B) Intenzitet signala sveZnjeva obiliezenih s PRC1-Alexa Fluor-488 u popre¢nom

presjeku vretena. (p =3 x 105, N =10)
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4.1.3. Utisavanje ekspresije augmina potencijalno utjece na duljinu antiparalelnog preklopa

Osim redukcije broja, na slikama je primije¢eno da se antparalelni preklop u vretenu obiljezen
s PRC1 ¢ini duZi u stanicama tretiranim s HAUS6 siRNA u odnosu na kontrolne stanice.
Pomocu alata Segmented line u Imaged programu izmjerena je duljina preklopa. Preklop je u
kontrolnim stanicama iznosio (4,5 + 0,1) ym, a stanicama tretiranim s HAUS6 siRNA (6,9 *

0,2 uym). Duzi preklopi lakSe su uogljivi u ravninama udaljenijim od osi vretena (slika 22).

Stanice se takoder Cine duze, no u imunocitokemiji nije moguce dobiti reprezentativan
broj za duljinu vretena jer fiksacija metanolom koriStena u ovom radu znacajno utje€e na
arhitekturu vretena. Metanol i drugi alkoholni fiksativi pokazali su se uspjeSnima pri o€uvanju
nukleinskih kiselina, ali dolazi do gubitka stanicne membrane, citoplazmatskih organela, te
oStecenja mikrotubula. Metanol se i dalje koristi kao fiksativ jer s druge strane omogucuje
visoku uspjesSnost imuno-oznacavanja i nizak pozadinski signal**®'. |z tog razloga bilo je
potrebno ispitati odnos broja i duljine sveznjeva obiljezenih s PRC1 u stanicama koje nisu

fiksirane.
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Slika 22. Antiparalelna preklapanja mikrotubula obiljezenih s s PRC1-Alexa Fluor-488 u
stanicama HelLa dt. A) SrediSnja ravnina vretena (lijevi stupac) i ravnina udaljena od osi vretena (desni
stupac). Skala je 5 ym. B) Duljina je izmjerena na 5 stanica za kontrolu i sSiRNA HAUSG6, u svakoj stanici

izmjereno je 5 sveznjeva. (p = 3 x 10-12),
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4.2. UtiSavanje ekspresije augmina u stanicama HelLa PRC1 GFP

4.2.1. Zive stanice u odnosu na fiksirane pokazuju drasticniji fenotip u formiranju diobenog
vretena kada im je onemogucena ekspresija augmina

Kako bi se izbjegle negativne posljedice na arhitekturu vretena koje uzrokuje fiksacija na
stanice, pozeljno je metodama genetiCkog inzenjerstva u zivim stanicama eksprimirati
fluorescentno obiljezeni protein. U sliedecem eksperimentu koriStene su stanice HeLa PRC1
GFP u kojima je protein PRC1 stabilno eksprimiran pomocu transfekcije stanica HelLa s
bakterijskim umjetnim kromosomom, BAC (eng. bacterial artificial chromosome) koji je imao
odgovarajuéi fluorescentni bilieg®. Time je PRC1 s fluorescentnim biliegom u obliku GFP
proteina unesen u genom stani¢ne linije i nastala je nova linija u kojoj ¢e svaka generacija
stanica imati fluorescentno obiljezeni protein. Stanice su transfecirane s kontrolnom siRNA i
siRNA za HAUSG, te inkubirane 48 h. 15 minuta prije snimanja dodana je SiR-DNA za
vizualizaciju kromosoma. UtiSavanjem augmina i potom snimanjem zivih stanica uocljiv je
drasti¢niji fenotip nego uslijed fiksacije. Nastali sveznjevi mikrotubula su naizgled duzi, a
vreteno je duze i Sire u stanicama koje ne mogu eksprimirati augmin u odnosu na kontrolne
stanice (slika 23). Primije¢eno je da je DNA u metafaznoj plodi, ali nije tako pravilno stisnuta u

poprec¢nu liniju kao u kontrolnim stanicama.
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Kontrola

siRNA HAUSG6
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Slika 23. Maksimalna projekcija 5 srediSnjih ravnina u stanicama HeLa PRC1 GFP. Fluorescentno
su obiljezeni PRC1-GFP (zeleno) i SiR-DNA (ljubi¢asto). A) Kontrolne stanice tretirane s siRNA Non-
targeting Pool. B) Stanice tretirane s siRNA HAUSG.
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Efikasnost metode je kao i u prethodnom eksperimentu dokazana imunocitokemijom (slika 24)
tako $to je antitijelima obiljezen HAUSG6 u kontrolnim stanicama i stanicama tretiranim s siRNA
za HAUSG.
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Slika 24. Imunocitokemija na stanicama HeLa PRC1 GFP fiksiranim 48 h nakon transfekcije.
PRC1-GFP (zeleno); HAUS6-Alexa-Fluor-594 (plavo); SiR-DNA (ljubi¢asto). A) Kontrolne stanica. B)
Stanica tretirana s sSiRNA HAUSG6. Sve stanice snimljene su na isti nacin, skala je 5 ym. C) Kvantifikacija
intenziteta HAUS6 proteina u stanicama HeLa PRC1-GFP. (p =1 x 102, N = 10).
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4.2.2. Diobena vretena koja se formiraju u nedostatku augmina su Sira i duZa, a u
poprecnom presjeku nema sveZnjeva mikrotubula

Stanice HeLa PRC1 GFP koje ne mogu eksprimirati funkcionalni augmin uspjele su formirati
diobena vretena, ali su ta vretena znacajno dulja i Sira za faktor povec¢anja 1,2 u odnosu na

kontrolne stanice, §to je kvantificirano kako je prikazano na slici 25.
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Slika 25. Duljina i Sirina diobenog vretena u stanicama HeLa PRC1 GFP. A) Duljina vretena je
udaljenost od pola do pola u horizontalnom prikazu vretena, tj. velika os elipse kojom je okruzeno
vreteno, a Sirina vretena je mala os elipse. B) Dolazi do povecéanja dimenzija vretena u horizontalnom
presjeku nakon utiSavanja ekspresije augmina. Duljina i Sirina izmjerene su na 17 stanica, (p(duljina) =

3x 105, p(Sirina) =6 x 10%), skala je 5 um.

U stanicama tretiranim s HAUS6 siRNA uodljiv je veci rasap vrijednosti za duljinu i Sirinu u
odnosu na kontrolne stanice. Razlog tolike razlike u veli€ini vretena bit ¢e objasnjen u poglaviju
4.4.
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Kako bi se detaljnije ispitao fenotip nakon utiS8avanja augmina, snimke stanica snimljenih u

horizontalnom prikazu transformirane su u vertikalni prikaz (slika 26).

Horizontalni prikaz Vertikalni prikaz

Kontrola

HAUSG siRNA

Slika 26. Stanice HeLa PRC1-GFP. Prikazana je maksimalna projekcija stanica u horizontalnom
prikazu kako su snimljene na mikroskopu (lijevo) i poprec¢ni presjek vretena kao suma intenziteta 10

srediSnjih ravnina nakon transformacije u vertikalni prikaz (desno). Skala je 5 ym.

Kao i u stanicama HelLa dt i kod stanica HeLa PRC1-GFP dolazi do smanjenja broja
mikrotubula i ukupnog intenziteta signala PRC1 u poprec¢nom presjeku $to je izmjereno (slika
27) za vretena u metafazi kao Sto je prije pojasnjeno. U kontrolnim stanicama u metafazi broj
sveznjeva bio je (27 + 1), a u stanicama tretiranim s HAUSG6 siRNA (20 + 2). Smanjenje
intenziteta signala PRC1 s (0,067 £ 0,009) u kontrolnim stanicama na (0,019 £ 0,004) a.u. u
tretiranim stanicama pokazuje da nije doslo do preraspodijele mikrotubula, ve¢ je manje PRC1

u stanici jer je manje mikrotubula na koje se moze vezati.

Osim ocekivanog fenotipa, u 9/10 analiziranih stanica primije¢eno je da u sredistu
popre¢nog presjeka gotovo nema sveznjeva mikrotubula (kao na slici 20). Profili intenziteta
dobiveni pomoc¢u Straight line alata prikazani su graficki (slika 28). Na grafu koji odgovara

stanicama tretiranim s siRNA HAUS6 uodljiv je pad signala u srediStu vretena. Takoder,
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maksimalni signal je manji sto je

popre¢nom presjeku.

u slaganju sa smanjenjem ukupnog signala PRC1 u
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Slika 27. Kvantifikacija broja i signala sveznjeva mikrotubula u popreénom presjeku vretena
stanica HeLa PRC1-GFP. A) Broj zasebnih sveznjeva mikrotubula obiljezenih s PRC1-GFP. (p = 9 x

104, N = 10) B) Intenzitet signala sveznjeva obiljezenih s PRC1 u popre¢nom presjeku vretena. (p = 1

x 104, N = 10)
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Slika 28. Profil intenziteta signala u popre€énom presjeku vretena. A) Kontrolne stanice. B) Stanice

tretirane s siRNA HAUS6. U gornjem desnom kutu je prikaz popre€nog presjeka vretena. RuziCasti

kvadrat oznaCava podrucCje mjerenja intenziteta signala. Debela crna linija je srednja vrijednost, a

vertikalne crne linije su SEM. N=10
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Omijer relativnog intenziteta signala u prstenu i relativnog intenziteta signala u sredistu vretena
pokazao je da je omjer intenziteta gotovo tri puta veéi u stanicama tretiranim s siRNA HAUS6
u odnosu na kontrolne stanice (slika 29). U kontrolnim stanicama u metafazi omjer iznosi (2,9
* 0,5), a u stanicama tretiranim s HAUSG6 siRNA (0,9 + 0,7).

6,

rel
]prsten

N

lrel
sredina

w
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B) Kontrola SiRNA
HAUSG6

Slika 29. Kvantifikacija raspodjele mikrotubula u popreénom presjeku vretena. A) Shema
popre€nog presjeka vretena s ozna¢enim izraCunatim veli¢inama. B) Omjer intenziteta signala u prstenu
i u sredistu vretena (p = 0,0016, N = 10)

Rezultat da antiparalelnih preklapanja mikrotubula gotovo nema u sredistu bio je iznenadujudi,
posebno zato Sto je DNA prisutna u cijelom popreénom presjeku, Sto je jasno vec i iz
horizontalnog prikaza. U prethodnim istraZivanjima mjerena gustoca signala tubulina u cijelom
vretenu i dobiveno je da je u srediStu vretena izmedu dva pola gusto¢a mikrotubula puno manja
nakon $to je utiSan augimin. Pri tome nije bilo jasno je li doSlo do redukcije mikrotubula u
sveznjevima ili do redukcije sveznjeva. In vitro istrazivanjima dobiveno je da augmin
omogucuje grananje mikrotubula i pretpostavljeno je da uslijed utiS8avanja augmina ne nastaje
dovoljno interpolarnih mikrotubula u sredi$njem dijelu u metafazi®®. Ovaj rezultat u kojem je
vizualiziran PRC1 upucuje na to da je augmin klju¢an za povecanje broja sveznjeva
mikrotubula u obliku grana u srediStu vretena. Dosada nije opazen fenotip da ¢e se uslijed
smanjene nukleacije mikrotubula preostali mikrotubuli posloZiti u prstenastu strukturu udaljenu
od osi vretena, primarno zato §to su u ovom radu prvi put vizualizirani zasebni snopovi pomoc¢u

proteina PRC1 u popre€nom presjeku, a ne samo tubulin u horizontalnom prikazu.
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4.2.3. Kompleks augmin potencijalno doprinosi nukleaciji premosc¢ujucih vlakana

Osim &to se vreteno povecalo, primijeceno je u i zivim stanicama da dolazi do znacajnog
povecanja antiparalelnog preklopa (slika 30 A). U kontrolnim stanicama antiparalelni preklop
dug je (4,3 £ 0,1) um, a stanicama u utiSanom ekspresijom augmina taj iznos je dvostruko veci
i iznosi (8,7 = 0,3) um. Da se ispita mogucnost je li do povecanja preklopa dolazi uslijed
povecCanja Citavog vretena (poglavlje 4.2.2.), prikazana je ovisnost korijena povrsine
popre¢nog presjeka i antiparalelnog preklapanja (slika 30 B). Pritom nije uoCena znacajna
korelacija. Time je zaklju¢eno da je je produljenje antiparalelnog preklopa jo$ jedna od
posljedica formiranja vretena u nedostatku augmina, te da bi mikrotubuli nastali nukleacijom

putem augmina mogli bitno utjecati na odrzavanje pravilne duljine preklopa.
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Slika 30. Antiparalelna preklapanja mikrotubula obiljezenih s PRC1-Alexa Fluor-488 u stanicama
HeLa PRC1-GFP. A) Antiparalelni preklopi mikrotubula izmjereni su na 10 stanica za kontrolu i siRNA
HAUSB, u svakoj stanici izmjereno je 5 sveznjeva. (p = 4 x 10-28). B) Prosje¢na duljina antiparalelnog

preklopa za svaku stanicu u ovisnosti o korijenu povrsine popre&nog presjeka iste stanice.

Kako bi se dodatno pojasnio utjecaj utiSavanja ekspresije augmina na antiparalelne preklope,
a time i premoS$¢ujuca vlakna u vretenu, u stanice HeLa PRC1-GFP dodan je SiR-tubulin. Time
su vizualizirani i paralelni i antiparalelni sveZnjevi mikrotubula. U kontrolnim stanicama
intenzitet signala tubulina bio je maniji u srediSnjem podrucju koji odgovara udaljenosti izmedu
dvije kinetohore koje podrzava premoSc¢ujuce vliakno (slika 31 A). Upravo tu lokalizira PRCA1
sa stabilnom ekspresijom. Treba naglasiti da je za vizualizaciju i kvantifikaciju signala bilo
potrebno odabrati sveznjeve koji nemaju preklapanja s drugim sveznjevima mikrotubula, $to

je ve¢inom moguée na sveznjevima udaljenijim od sredista vretena.
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U kontrolnim stanicama sva kinetohorna vlakna imala su antiparalelni preklop obiljezen
s PRC1 izmedu kinetohora. U stanicama tretiranim s siRNA HAUSG6 u sredistu vretena bilo je
moguce uoCiti sveznjeve koji su imali smanjenje inzenziteta izmedu dva kinetohornih vlakana
kao u kontrolnim stanicama, ali signal PRC1 je nakon oduzimanja pozadinskog Suma bio
priblizno O (Slika 31 B). Prosje¢no (4+1) (srednja vrijednost + s.d.) sveznjeva mikrotubula koliko
je bilo moguce analizirati po stanici prema prethodno opisanim kriterijima nije imalo lokaliziran
PRC1 izmedu kinetohornih viakana. Takav rezultat u slaganju je s tim da je u sredistu
popre¢nog presjeka vretena znacajno manje mikrotubula obiljezenih s PRC1 nakon tretmana
s siRNA HAUSG6. Takoder, izmjeren je i intenzitet signala u dugim antparalelnim preklapanjima
koji odgovaraju onima u prstenu popre¢nog presjeka i signal PRC1 (slika 31 C) bio je priblizno
istovjetan kao u kontrolnim stanicama. S druge strane, nije doSlo do pada signala tubulina u
sredisStu Sto upucuje na to da je rije¢ o interpolarnim vlaknima koji nisu vezani lateralno na

kinetohore.
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Slika 31. Kolokalizacija proteina PRC1 i tubulina u stanicama HeLa PRC1 GFP. Prikazana je suma
5 ravnina u kojima je uocen svezanj mikrotubula koji se ne preklapa s drugima. Plavim pravokutnikom
oznalena regija je uve¢ana (A: 1,5 puta, B: 1,5 puta, C: 1 put) i prikazani su svi kanali (sredina).
Intenziteti PRC1 (zeleno) i tubulina (ljubi¢asto) izmjereni su za svaki svezanj (slike desno), zuta linija
prikazuje na€in mjerenja. A) Kontrolna stanica. B) i C) Stanica tretirana s siRNA HAUSG6. B) SvezZan;j

mikrotubula bez interpolarnog vlakna. C) Vanjski sveZanj mikrotubula.
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Ovaj rezultat upucuje na to da je amplifikacija mikrotubula putem augmina u sredistu diobenog
vretena klju¢na za nastajanje premos$c¢ujucih vlakana. Dosada je pokazano da distribucija
slobodnih (+) krajeva mikrotubula koji se vezu na kinetohore ne odgovara modelu u kojem svi
sveZnjevi rastu iskljucivo s centrosoma®+°, kao $to pretpostavlja 'Search-and-capture”?
model. Premo$céujuce vlakno dijelom je vezano na kinetohorno viakno i sama arhitektura*
odgovara tome da je nastalo grananjem posredovanim augminom na veé postojeéem
kinetohornom vlaknu na mjestu udaljenom od pola. Ukoliko je smanjen broj mikotubula u
vretenu stanicama je potrebno puno viSe vremena da bi se uspostavila metafazna ploc¢a i
zadovoljila kontrolna to¢ka ulaska u anafazu. Obzirom da je za aktivaciju kontrolne toc¢ke nuzna
podjednaka tenzija na kinetohore s oba pola i da je premoscujuce vlakno jedan od kljucnih
segmenata za generiranje sila u vretenu®, moguée je da zbog nedostatka upravo

premos$cujuceg vlakna dolazi do toliko dugackog odgadanja pocetka anafaze'"".

Treba naglasiti da SiR-tubulin nije idealan izbor za obiljeZzavanje tubulina. Naime SiR-
tubulin je netoksi¢ni derivat fluorescentnog taksolnog spoja 7-O-[N-(4'-fluorescinkarbonil)-I-
alanilltaksola, komercijalno nazvanog Flutax-1, koji se veze samo na stabilne mikrotubule s
odgodom ~ 12 s nakon polimerizacije tubulina*®#’. Stoga nije moguce uociti sve mikrotubule,

osobito nestabilnije (+) krajeve kojih je najvise u srediSnjem dijelu vretena.

Za detaljno ispitivanje hipoteze da uslijed utiSanja augmina dolazi do nastanka
sveznjeva koji nisu lateralno vezani na kinetohorna vlakna, a istovremeno da sva kinetohorna
vlakna nemaju odgovarajuéi antiparalelni preklop, potrebno je stanice vizualizirati u boljoj
rezoluciji zajedno s obiljezavanjem kinetohornih proteina i tubulina pomodu
imunocitokemijskog bojanja ili stabilne ekspresije rekombinantnih proteina na koje su vezani

fluorescentni biljezi.
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4.3. UtiSavanje ekspresije augmina u stanicama Hela centrin1-EGFP CENP-A-
EGFP

4.3.1. UtisSavanje ekspresije augmina u stanicama Hela centrin1-EGFP CENP-A-EGFP daje
konzistentne rezultate

Kako bi se ispitao odnos premoSéujuceg vilakna i kinetohora, stanice HelLa sa stabilnom
ekspresijom centrosomskog proteina centrin1-EGP i kinetohornog proteina CENP-A-EGFP
tretirane su s kontrolnom siRNA i siRNA za HAUS6. Potom je imunocitokemijom vizualiziran
PRC1-Alexa Fluor 594 (slika 32). Nakon siRNA HAUS6 tretmana vreteno je imalo slican
nepravilni oblik kao kad su tretirane stanice HelLa dt i HeLa PRC-GFP. Nakon transformacije
horizontalnog prikaza vretena u vertikalni prikaz (slika 33) uo€eno je da dolazi do deformacije
vretena, tj. poprecni presjek nije pravilna elipsa kao u HeLama PRC1-GFP, §to je vrlo moguce
posliedica fiksacije koja moze ozbiljno izmijeniti oblik vretena. Da bi se ta pretpostavka
potvrdila, racunalno su transformirana vretena fiksiranih HeLa PRC1-GFP stanica tretiranih s
HAUSG6 siRNA i fiksacije metanolom nakon 48 sati. Dobiveni popreéni presjeci nisu pokazivali

pravilan prstenasti raspored mikrotubula, te nisu dobivene pravilne elipse.

Na slici 32 moguce je uociti da u stanicama tretiranim s siRNA HAUS6 u horizontalnom
prikazu postoje kinetohore koje nemaju odgovarajuce interpolarno vlakno obiljezeno s PRCH1,
kao i da postoje vlakna koja nemaiju kinetohore. Kako bi se poblize odredila korelacija polozaja
kinetohora i antiparalelnih preklopa, ovog puta je racunalno transformiran iz horizontalnog u
vertikalni prikaz i kanal u kojem su snimljene kinetohore, toCnije kinetohorni protein CENP-A-
EFGP. U kontrolnim stanicama (slika 33) poloZaj kinetohora korelirao je s poloZajem sveznjeva
mikrotubula obiljeZzenih s PRC1 $§to je u skladu s literaturom.'" U stanicama tretiranim s siRNA
HAUSS to nije bio slu€aj, pa tako postoje kinetohore koje nemaju pripadni antiparalelni preklop,
kao i antiparalelni preklopi koji o€ito nisu vezani na kinetohorna vlakna. Zanimljivo je i da su u
prikazanoj stanici tretiranoj s siRNA HAUSG6 kinetohore veéinom grupirane na jednu stranu i

nije ih moguce razluc€iti jednu od druge.

lako je u stanicama fluorescentno obiljezen i centrosom, to¢nije protein centrin1-EGFP,
nije ga moguce uoCiti na vecini snimki jer ga stanice eksprimiraju znacajno manje u odnosu na
CENP-A-EGFP. Postavke snimanja bile su podesene prema CENP-A-EGFP jer su za ovaj rad

kinetohore od primarnog interesa.




§ 4. Rezultati i rasprava 44

Horizontalni prikaz
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Slika 32. Imunocitokemija na stanicama HelLa centrin1-EFGP CENP-A-EGFP fiksiranim 48 h
nakon transfekcije. Fluorescentno je obiljiezen PRC1-Alexa-Fluor-594 nm (zeleno). Prikazana je
maksimalna projekcija 5 sredi$njih ravnina horizontalnog prikaza vretena. Zuta strelica prikazuje

antiparalelne preklope bez kinetohora. Plava strelica prikazuje kinetohore bez antiparalelnog preklopa.
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Vertikalni prikaz

Kontrola siRNA HAUS6

Slika 33. Imunocitokemija na stanicama HelLa centrin1-EFGP CENP-A-EGFP fiksiranim 48 h

Kinetohore/PRC1

PRC1

Kinetohore

nakon transfekcije. Fluorescentno je obiliezen PRC1-Alexa-Fluor-594 nm (zeleno). Prikazan je
poprec€ni presjek vertikalnog prikaza vretena, to€nije maksimalna projekcija ravnina u kojima je moguce
uogiti kinetohore. Zuta strelica prikazuje antiparalelne preklope bez kinetohora. Plava strelica prikazuje

kinetohore bez antiparalelnog preklopa.
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| u stanicama HelLa centrin1-EFGP CENP-A-EGFP dolazi do smanjenja broja mikrotubula kao
u stanicama Hela dt i HeLa PRC1-GFP nakon utiSavanja ekspresije augmina. U kontrolnim
stanicama izbrojeno je (33 £ 1), a u stanicama tretiranim s siRNA HAUSG6 izbrojano je (1811)

sveznjeva mikrotubula na kojima lokalizira PRC1 (slika 34).

Takoder, konzistentno je i smanjenje ukupnog signala PRC1 u popreénom presjeku
vretena u stanicama koje ne mogu eksprimirati augmin. U kontrolnim stanicama prosjecni
signal bio je (0,050 + 0,003) a.u., a u stanicama tretiranim s siRNA HAUSG prosjecni signal bio
je (0,016 £ 0,002) a.u. Profil intenziteta signala po vertikalnoj osi u popreénom presjeku vretena
(slika 35) takoder pokazuje maniji intenzitet u stanicama tretiranim s siRNA HAUSG, ali nije
moguce zamijetiti pad u sredistu kao kod stanica HeLa PRC1 GFP $to se pripisuje utjecaju
fiksacije. Da bi se dodatno ispitalo je li pojava sveznjeva mikrotubula pretezito u prstenu fenotip
koji je moguce vidjeti samo u stanicama HeLa PRC1 GFP, a ne i u drugim stani¢nim linijama,
trebalo bi snimiti Zive stanice drugih linija s fluorescentno obojenim PRC1 putem stabilne
ekspresije ili transfekcijom s plazmidom koji nosi takav gen. Snimanjem Zzivih stanica izbjegle

bi se negativne posljedice fiksacije.

Broi sveznijeva mikrotubula
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Slika 34. Kvantifikacija broja i signala sveznjeva mikrotubula u popreénom presjeku vretena
stanica HeLa centrin1-EFGP CENP-A-EGFP. A) Broj zasebnih sveZnjeva mikrotubula (p =6 x 108 ,
N = 10) B) Intenzitet signala sveZnjeva obiljeZzenih s PRC1-Alexa Fluor-594 u popreénom presjeku
vretena. (p =6 x 106, N = 10)
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Slika 35. Profil intenziteta signala u popre€énom presjeku vretena. A) Kontrolne stanice. B) Stanice

tretirane s siRNA HAUSG6. Debela crna linija je srednja vrijednost, a vertikalne crne linije su SEM (N =

10).
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4.3.2. Nukleacija mikrotubula posredovana augminom jedan je od mehanizama nastanka
premoscujucih vlakana u diobenom vretenu

Dosada prikazani rezultati pokazuju da prilikom utiSavanja ekspresije augmina u stanici i time
sprjeCavanja nukleacije novih mikrotubula na ve¢ postoje¢ima dolazi do znacajne promjene u
broju i duljini antiparalelniih preklopa. Antiparalelni preklopi mogu se lateralno vezati za

kinetohore i tako Ciniti premoséujucéa viakna.

U cilju preciznijeg odredivanja medusobnog odnosa kinetohora, kinetohornih viakana
i antiparalelnih preklopa, stanice HelLa centrin1-EFGP CENP-A-EGFP su 48h nakon
transfekcije fiksirane i napravljena je imunocitokemija za proteine a-tubulin i PRC1. DNA je
takoder obiljezena bojom DAPI. Slika 36 prikazuje primjer kontrolne stanice i stanice tretirane
s siRNA HAUS6. U odnosu na prethodni eksperiment gdje je koriStena ista stani¢na linija i

isto primarno antitijelo za PRCA1, razlucivost zasebnih antiparalelnih preklopa puno je manja.

Moguce da je do loSijeg signala doSlo zbog sterickih smetnji u vezanju dvaju
sekundarnih antitijela na primarna antitijela na proteinima od interesa. Antitijela su velike
strukture (~150 kDa®%?), a PRC1 i tubulin su u bliskoj interakciji®. Moguce je da bi drugom
kombinacijom antitijela dobivene slike bile bolje rezolucije. Efektivno su u stanici 4 molekule
od interesa obiljezene fluorescentnim bojama, od €ega dvije imunocitokemijskim postupkom,

te je jasno da je rije€ o zahtjevnom eksperimentu za kojeg je potrebna duga optimizacija.
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Slika 36. Imunocitokemija na stanicama HelLa centrin1-EFGP CENP-A-EGFP fiksiranim 48 h
nakon transfekcije. Fluorescentno su obiliezeni DNA-DAPI (plavo), a-tubulin-Alexa Fluor-594 nm

(ljubi¢asto), PRC1-Alexa Fluor-647 nm (zeleno). Prikazana je maksimalna projekcija 5 srediSnjih ravnina

horizontalnog prikaza vretena.
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Kako bi se utvrdio odnos kinetohora i vlakana u vretenu, izmjeren je signal intenziteta PRC1 i
tubulina unutar jednog sveznja mikrotubula, kao i u eksperimentu analiziranom u odjeljku 4.2.3.
Razlika je u tome §to se zbog stabilne ekspresije kinetohornog proteina CENP-A moglo jasno

znati je li rije¢ o kinetohornom ili interpolarnom viaknu.

U kontrolnoj stanici moguce je uoCiti svezanj koji se sastoji od kinetohornog vlakna koji
je direktno vezan na kinetohore i interpolarnog vlakna povezanog s PRC1 koji Cini
premoscujuée vliakno (slika 37 A). U stanicama tretiranim s siRNA za HAUSG6 je osim takvih
sveznjeva moguce uociti jos dva fenotipa: sveZanj s kinetohornim vlaknom bez premoscujuéeg
vlakna (slika 37 B) i svezanj graden samo od interpolarnog vlakna udaljen od sredista koji nije

vezan na kinetohore (slika 37 C).

Ovim eksperimentom potvrdeni su svi dosadasnji, ali on sam nije dovoljan za
interpretaciju podataka zbog loSe rezolucije snimki koja se dobije nakon imunocitokemijskog

bojanja dva proteina od interesa.
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Slika 37. Kolokalizacija proteina PRC1 i tubulina u centrin1-EFGP CENP-A-EGFP. Prikazana je
suma signala 3 ravnine u kojima je uoCen sveZanj mikrotubula koji se ne preklapa s drugima. Plavim
pravokutnikom oznacena regija je uve¢ana 2 puta i prikazani su svi kanali (sredina). Intenziteti
PRC1(zeleno) i a-tubulina (ljubi€asto) izmjereni su za svaki svezanj (slike desno), polozaj kinetohora
oznacen je crnim krizem. A) Kontrolna stanica. B) i C) Stanica tretirana s siRNA HAUS6. B) SvezZan;j

mikrotubula bez premo3&cujuceg vlakna. C) Svezanj mikrotubula bez kinetohora.
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4.4. Dinamika nastanka diobenog vretena u prometafazi u ovisnosti o
augminu

Samo diobeno vreteno predmet je brojnih istrazivanja i mnoge pojave vezane uz ovu stani¢nu
strukturu jo§ su nepoznate. Jedno od velikih pitanja u podrudju je svakako mehanizam
nastanka mikrotubula diobenog vretena. Samo istraZivanje je otezano upravo zbog brojnosti
mikrotubula u stanici i Cesto se kvantifikacija mikrotubula u stanici svodi na gusto¢u dobivenu
iz profila intenziteta signala'®2. Pristup koristen u ovom radu u kojem se iz horizontalnog
prikaza vretena pomocu algoritma dobiva vertikalni prikaz i potom analizira slika, pokazao se
zadovoljavaju¢im za preciznu kvantifikaciju sveznjeva mikrotubula u vretenu. U sljede¢em
dijelu rada snimane su zive stanice u vremenu, od prometafaze do metafaze s ciljem ispitivanja
doprinosa mikrotubula nastalih u ovisnosti o augminu uspostavi pravilne metafazne ploce.
Stanice HeLa PRC1-GFP s dodanom SiR-DNA za vizualizaciju kromosoma snimane su u
vremenskom intervalu od 5 minuta. Snimljen je cijeli volumen vretena. Svaka snimka
transformirana je koristenjem algoritma3® kako bi se dobio vertikalni prikaz vretena. Snimljeno
je 5 kontrolnih stanica i 5 stanica tretiranih s siRNA HAUS6. Kontrolne stanice su u periodu
snimanja zadovoljile kontrolnu toCku za prijelaz iz metafaze u anafazu i segregirale
kromosome. Time je pokazano da samo snimanje ne ostecuje stanicu do te mjere da bi
utjecalo kontrolnu to¢ku. To nije bio slu€aj za tretirane stanice u kojima nije opazena anafaza
§to je i oCekivano prema literaturi jer stanice HeLa mogu biti zaustavljene u metafazi i do 3

sata kada im je utiS8ana ekspresija augmina'®-'’.

Takoder, jedan od problema bio je efekt fotoizbljedivanja (eng. photobleaching) jer
dolazi do degradacije fluorofora i smanjenja intenziteta signala uslijed dugotrajne pobude.
Koliko ¢e fotoizbljedivanje utjecati, ovisi o duljini snimanja, jacini lasera i broju ravnina vretena
koje se snimaju. Buduci da je za dobivanje kvalitetnih slika nakon transformacije u vertikalni
prikaz nuzan Sto bolji signal prilikom snimanja vretena u horizontalnom prikazu, postavke su
bile podesene tako da je do fotoizbljedivanja doslo ve¢ nakon 20-30 min i tada se prestalo sa
snimanjem stanica. Jedna od 5 stanica za kontrolni i tretirani uzorak u vremenskim razmacima
prikazana je u horizontalnom i vertikalnom prikazu na slikama 38 i 39. Vrijeme do uspostave

metafazne ploCe prikazano je s negativnim predznakom.
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Horizontalni prikaz Vertikalni prikaz

DNA/ PRC1

Slika 38. Kontrolna stanica HeLa PRC1-GFP (zeleno) SiR-DNA (ljubi¢asto). Stanica je snimana
svakih 5 minuta. Prikazana je maksimalna projekcija sredidnjih 5 ravnina. Desno je suma 10 sredi$njih
ravnina vertikalnog prikaza dobivenog transformacijom horizontalnog prikaza. Skala je 5 um.
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Vertikalni prikaz

DNA/ PRC1

Slika 39. Stanica HeLa PRC1-GFP (zeleno) SiR-DNA (ljubi¢asto) tretirane s siRNA HAUS6. Stanica
je snimana svakih 5 minuta. Prikazana je maksimalna projekcija sredi$njih 5 ravnina. Desno je suma 10

sredi$njih ravnina vertikalnog prikaza dobivenog transformacijom horizontalnog prikaza. Skala je 5 ym.
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Prilikom transformacije horizontalnog prikaza vretena u vertikalni prikaz uoCeno je da u
kontrolnim stanicama dolazi do zna¢ajnog povecanja broja sveznjeva mikrotubula kako se
formira sve pravilnija metafazna plo¢a. U prometafazi (t = -10 min) je moguée (11 = 1)
odvojenih sveznjeva. Kako se vreteno priblizava metafazi (t = 0 min) nastaje sve viSe manjih i
pravilnijih sveznjeva i taj broj dosegne (27 * 2). Ukoliko stanice ne mogu eksprimirati augmin
kao Sto je slu€aj u stanicama tretiranim s siRNA HAUSG, ne dolazi do zna¢ajne amplifikacije
sveznjeva mikrotubula (slika 40). U prometafazi (t = -10 min) je moguée uociti (12 + 1)
sveznjeva mikrotubula kao i u kontrolnim stanicama, ali do metafaze (t = 0 min) u vretenu
nastane svega (16 * 1) sveznjeva. DapacCe, naizgled se vreteno formira samo sa sveznjevima

koji su nastali prometafazi.

Prethodno je uoCeno da su vretena stanica tretiranih s siRNA HAUS6 u prosjeku veca.
Stanicama snimljenim u vremenskim razmacima od 5 minuta izmjeren je poprecni presjek u
svakoj vremenskoj tocki. UoCeno je da vretena kojima nedostaje augmin znacajno rastu (slika
41). Kontrolne stanice u prometafazi (t = -10 min) imaju poprecni presjek povrsine (50 * 6)
pum?, a kada se formira metafazna ploc¢a (t= 0 min), povr$ina naraste do (65 + 4) ym?. U
stanicama tretiranim s siRNA HAUSG6 taj porast je mnogo veci; vrijednosti za iste vr.emenske
intervale odgovaraju u prometafazi (71 + 8) um?, a u metafazi (105 + 9) um?. Zanimljivo je da
u vremenu nakon metafaze nastavlja rast popre¢nog presjeka vretena do (130 + 9) ym?, $to
nije slu¢aj u kontrolnim stanicama koje u tom trenutku imaju povrsinu popre¢nog presjeka

gotovo istovjetnu kao i u metafazi (67 + 4) um?.

Sveznjevi nastali u prometafazi formiraju prsten koji je uoCen prethodno kako nastaje
metafazna ploc€a (slika 39). Do trenutka kad je prekinuto snimanje nijedna stanica nije krenula
u anafazu. Prikazana kontrolna stanica (slika 38) u vremenu 10 min je na samom ulasku u
anafazu $to je u skladu s literaturnim podacima o diobi HeLa stanica i pokazuje da metoda i
snimanje ne utje€u znacajno na samu duljinu diobe, te da je efekt uo€en u stanicama tretiranim

s siRNA HAUSG zaista posljedica utiSavanja ekspresije augmina.
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Slika 40. Broj zasebnih sveznjeva mikrotubula vretena s obiljezenim PRC1-GFP u popreénom
presjeku u stanicama HeLa PRC1-GFP SiR-DNA. Vremenski razmak u snimanju odgovara 5 minuta.
Jedna plava linija prikazuje svaku od kontrolnih stanica, a ruzi¢asta linija svaku od stanica tretiranih s

siRNA HAUSG. Debela linija je srednja vrijednost, a vertikalna crna linija standardna greska.
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Slika 41. Povrsina poporeénog presjeka vretena u stanicama HeLa PRC1-GFP SiR-DNA.
Vremenski razmak u snimanju odgovara 5 minuta. Jedna plava linija prikazuje svaku od kontrolnih
stanica, a ruzi€asta linija svaku od stanica tretiranih s sSiRNA HAUSG6. Debela linija je srednja vrijednost,

a vertikalna crna linija standardna greska.
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Sam mehanizam nastanka sveznjeva mikrotubula u diobenom vretenu zasad je nepoznat.
Moguce je da dolazi do odvajanja zasebnih sveznjeva iz velikih sveznjeva mikrotubula kako
se pojedini vezu na kinetohore i time stabiliziraju. Takoder, mogucée je da su pojedini
mikrotubuli nastali iz potpuno novih centara nukleacije. Novi mikrotubuli mogu nastati na
centrosomu, ali i neovisno o istom. Dokazano je da nastaju na kalupu y-tubulinskom
prstenastom kompleksom u blizini kinetohora u ovisonosti o kromatinu ili iz ve¢ postojecih
mikrotubula u ovisnosti o augminu'#2?242, Buduéi da je ovim radom pokazano da uti$avanje
augmina smanjuje broj nastalih sveZnjeva mikrotubula od prometafaze do metafaze, ali da se
metafazna ploca ipak mozZe formirati, moguce je da su mikrotubuli nastali u ovisnosti o augminu

kljuni za faze koje slijede nakon metafaze.

Ukoliko je augmin uti$an, stanica nakon velikog odgadanja (vise od 3h)'*'7 ipak moze
zadovoljiti kontrolnu to¢ku na prijelazu iz metafaze u anafazu, ali 9/10 stanica ne¢e modi
zavrsiti citokinezu i dogodit ¢e se apoptoza. Razlog tome smanjenje broja mikrotubula nastalih
neovisno o centrosomu u srediSnjem djelu vretena. Smatra se da su upravo ti mikrotubuli oni
koje PRC1 poveZze kako bi nastalo centralno tijelo**. Takoder, antiparalelni preklopi u
premoscujuéem vlaknu smicanjem putem motornih proteina odvajaju sestrinske kinetohore,
$to je vazan doprinos dosada poznatim mehanizmima u anafazi’. UtiSavanje augmina utjece
na debljinu premos$cujuceg vliakna koje odrZzava tenziju izmedu sestrinskih kinetohora*. Ukoliko
tenzija nije uravnotezena na obje sestrinske kinetohore, ne¢e do¢i do anafaze'*S. Za
pravovremenu i pravilnu diobu klju¢no je da vreteno ima 30 i viSse sveznjeva antiparalelnih
mikrotubula kojima se broj poveéava od prometafaze do metafaze. Jedan od bitnih faktora za

amplifikaciju mikrotubula do zadovoljavaju¢eg broja svakako je proteinski kompleks augmin.

Ovaj rad omogucio je detaljnije objasnjenje doprinosa nukleacije mikrotubula putem
augmina formiranju funkcionalnog diobenog vretena. Samo pitanje nastanka diobenog vretena
i detaljnog objasnjenja svih mehanizama koji doprinose tom procesu i dalje ostaje otvoreno u
polju. Kako bi se ispitao to€an proces nastanka vretena koriStenjem fluorescencijske
mikroskopije proteina od interesa potrebno je podesiti postavke snimanja tako da vrijeme
izmedu snimki bude Sto krace i snimanje Sto brze. Takoder, potrebno je smanijiti utjecaj
fotoizbljedenja kako bi se sprijecila denaturacija proteina od interesa i time dobile kvalitetnije

slike.

Dosada su otkriveni brojni proteini koji imaju klju¢nu ulogu u nukleaciji novih
mikrotubula neovisno o centrosomu'®. Kako bi se saznao doprinos svakog mehanizma

nastanku diobenog vretena, potrebno je ispitati svaki od njih. Ono Sto otezava ovakva
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istrazivanja, a bioloSki je iznimno bitno, je Sto stanica gotovo uvijek ima komplementarni
mehanizam putem kojeg svejedno dode do diobe, posebno kada je rije€ o RNAI tretmanima

koji traju u prosjeku 48h?.
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§5. ZAKLIUCAK

U ovom radu cilino je utiS8ana ekspresija proteina HAUSG6, bitne podjedinice kompleksa
augmina koji time nije funkcionalan u diobenom vretenu. Utjecaj na diobeno vreteno pracen
je vizualizacijom proteina PRC1, klju¢nog za formiranje sveznjeva mikrotubula. U svim
stani¢nim linijjama, snimljenim bilo dok su stanice Zive ili fiksirane, uslijed utiSavanja ekspresije
augmina dolazi do nastanka deformiranih diobenih vretena; ona su duzai Sira za 1,2 puta, te

imaju 2 puta veci antiparalelni preklop.

U zivim stanicama mogucée je uociti da u poprecnom presjeku vertikalnog prikaza
vretena nema sveznjeva mikrotubula. Time je dokazano da je augmin klju€an za amplifikaciju
mikrotubula u sredidnjem dijelu vretena putem grananja novih mikrotubula na ve¢ postoje¢ima.
Dobiveni rezultati upuéuju da se u sredini popre¢nog presjeka nalaze kromosomi pri¢vrséeni
putem kinetohora na mikrotubule, ali da nemaju premos&¢ujuca vlakna. Mehanizam nukleacije
novih mikrotubula putem augmina je potencijalno kljuan za amplifikaciju antiparalelnih
sveznjeva koji se lateralno vezu na kinetohore i €ine premos$céujuca vlakna. Svakako je
potrebno dodatno istraziti ulogu velikih antiparalelnih preklopa u stanicama koje ne mogu

eksprimirati augmin.

Specifi¢ni fenotip u kojem u srediStu diobenog vretena nema antiparalelnih sveznjeva
obiljezenih s PRC1 ako nema ekspresije augmina nastaje u postupno dok se formira vreteno.
SvezZnjevi mikrotubula nastali u prometafazi s vremenom se udaljavaju iz sredista i tvore prsten
u popreénom presjeku, te ukupan broj sveznjeva u danom vremenu ne dosegne broj
sveznjeva u kontrolnim stanicama. Amplifikacija mikrotubula posredovana augminom klju¢an

je mehanizam za formiranje pravilnog i funkcionalnog vretena tijekom ¢itave mitoze.
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SAZETAK

Nukleacija novih sveznjeva mikrotubula u diobenom vretenu putem proteinskog

kompleksa augmina

Martina Manenica

Na pocetku stani¢ne diobe, eukariotska stanica formira diobeno vreteno, molekularnu strukturu
Cija je uloga jednaka raspodjela kromosoma medu stanicama kcéerima. Diobeno vreteno
gradeno je od mikrotubula i pripadnih proteina. Na koji naCin nastaje vreteno u ranoj mitozi nije
do kraja istrazeno, no jedan od poznatih mehanizama u kasnijoj mitozi je mehanizam nastanka

novih mikrotubula na veé postojecima u ovisnosti o proteinskom kompleksu augminu.

U ovom radu ciliano je utiS8ana ekspresija proteina HAUSG6, bitne podjedinice
proteinskog kompleksa augmina u svrhu ispitivanja njegove uloge u nastanku sveznjeva
mikrotubula u ranim fazama mitoze u humanim stanicama. KoriStene su humane tumorske
stanice Hela divleg tipa, HeLa PRC1-GFP i HelLa centrin1-EGFP CENP-A-EGFP.
Vizualizirani protein od interesa bio je protein regulator citokineze 1, PRC1 koji povezuje
mikrotubule u sveZnjeve. Takoder, koriStenjem fluorescentnih kemikalija i antitijela vizualizirani
su DNA i tubulin. Zive i fiksirane stanice su snimljene konfokalnim fluorescentnim pretraznim
mikroskopom, a radi dobivanja viSe informacija o arhitekturi vretena, vretena snimljena u

horizontalnom prikazu racunalno su transformirana u vertikalni prikaz i analizirana.

Uslijed utiSavanja ekspresije augmina doslo je do znac€ajnih promjena u fenotipu
vretena. Diobeno vreteno je bilo vece, a broj sveZnjeva mikrotubula maniji. Takoder, zna¢ajno
se promijenio raspored mikrotubula na nacin da su tvorili prsten u popre€énom presjeku vretena.
Broj mikrotubula u stanicama koje su imale augmin narastao je dvostruko od prometafaze do
metafaze, u odnosu na stanice u kojima je ekspresija augmina utiSana. Time je pokazano da
je proteinski kompleks augmin klju¢an faktor za amplifikaciju mikrotubula u ranoj mitozi koji

potom doprinose pravilnom obliku i funkciji diobenog vretena.

Klju€ne rijeci: augmin, diobeno vreteno, metafaza, mikrotubuli, prometafaza
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ABSTRACT

Augmin-dependent nucelation of new microtubule bundles in mitotic spindle

Martina Manenica

Mitotic spindle is a molecular structure formed by the eukaryotic cell in the beginning of cell
division. Its main role is the proper segregation of chromosomes between two daughter cells.
Mitotic spindle is made of microtubules and associated proteins. It remains largely unknown
how it is generated in early mitosis. However, one of the known mechanisms in late mitosis is
an augmin-dependent mechanism where new microtubules grow on the walls of pre-existing

microtubules.

To get insight into the role of augmin complex in the formation of microtubule bundles
in early mitosis, knockdown of its subunit HAUS6 was carried out in human tumor cell lines.
HelLa wild type, HeLa PRC1-GFP and HelLa centrin1-EGFP CENP-A-EGFP were used.
Protein regulator of cytokinesis, PRC1, which is responsible for microtubule bundling, was
visualized. Also, DNA and tubulin were visualized by using fluorescent chemicals and specific
antibodies. Live and fixed cells were imaged by confocal fluorescent laser-scanning
microscope. To acquire more information about spindle architecture, horizontally imaged

spindles were computationally transformed to vertical view and analysed afterwards.

When augmin had been knocked down, the spindle phenotype was significantly
altered. The mitotic spindle was enlarged and the number of microtubule bundles was reduced.
The spatial distribution of these bundles was perturbed with more bundles being present
around the perimeter of the spindle and fewer in the central part. The number of microtubule
bundles in cells expressing augmin was doubled from prometaphase to metaphase, while the
number of microtubule bundles in knockdown treatment remained almost the same. All these
results show that augmin plays a critical role in amplification of microtubuls in early mitosis and

that those microtubules assist in the maintenance of spindle arhitecture and function.

Key words: augmin, metaphase, microtubules, mitotic spindle, prometaphase
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