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cytokinesis 1, PRCI1. Biophysical properties of PRC1 fused to green fluorescent protein, GFP,
were investigated by recovery of fluorescence after photobleaching (FRAP) in human cells.
From the beginning to the end of the division, the binding affinity of PRC1-GFP to the
spindle changes markedly. By adjusting the kinetical model on the experimental data, it was
shown that PRC1-GFP at the beginning of division is a mobile protein loosely bound to the
spindle. As the division progresses, binding affinity increases. In this way, reliable
information on the kinetic properties of PRC1-GFP was gained in real time in live cells.
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§ 1. Uvod 1

§1. UVOD

Za rast i razvoj viSestani¢nih organizama kljucan je proces stani¢ne diobe, u kojem niz biokemijskih i
biofizikalnih procesa osigurava pravilnu raspodjelu genetiCkog materijala iz jedne stanice u dvije
nove stanice kceri. Rije¢ je o dogadaju koji je iznimno kompleksan i strogo reguliran, a znacajna
metoda za njegovo proucavanje svakako je mikroskopija. Mikroskopija je omoguc¢ila uvid u dogadaje
na stani¢noj razini na realnoj vremenskoj skali. Osobit napredak donijelo je otkri¢e fluorescentnih
proteina koji se mogu fuzionirati metodama genetickog inZenjerstva na proteine od interesa, te ih se
moze proucavati fluorescencijskim mikroskopima. Razli¢ite metode razvijene su kako bi se dobile $to
detaljnije informacije o ulozi i lokalizaciji razli¢itih proteina u stanicama i izvanstani¢nom prostoru.
Mikroskopija je omogudila vizualizaciju viSe od tisu¢u proteina koji su kljucéni za osiguravanje
pravilne raspodjele kromosoma u diobi. Veéina takvih proteina lokalizira na strukturi gradenoj od

polimera tubulina, mikrotubula, koja se naziva diobeno vreteno.!

Jedan od proteina koji osigurava slaganje mikrotubula diobenog vretena u Cvrste sveznjeve je protein
regulator citokineze 1, PRC1.” Ukoliko se PRC1 fuzionira sa zelenim fluorescencijskim proteinom
(engl. green fluorescent protein, GFP), dobiva se fuzijski protein PRC1-GFP. On se moZe vizualizirati
u stanicama fluorescencijskim mikroskopom; GFP se pobudi s plavim svjetlom i fluorescentno
zracenje se detektira u zelenom dijelu spektra. Ipak, dugotrajnom pobudom ili pobudom visokog
intenziteta moguce je unistiti fluorescentni dio GFP-a. Naizgled se ¢ini kao nezeljeni efekt, ali dobro
osmiSljeni eksperiment u kojem se ciljano utiSava fluorescencija GFP-a moze omoguciti uvid u
ponasanje proteina od interesa koji je fuzioniran na GFP. Naime, utiSavanjem fluorescencije, ne
unistava se protein od interesa, on samo viSe nije vidljiv na mikroskopu, ali je njegova funkcija u
stanici zadrzana. Time nastaju dvije frakcije proteina i ukoliko se proucavaju promjene u regiji,
moguce je dobiti informacije o dinamic¢kim svojstvima proteina od interesa bez da se zapravo narusi
njegova ekspresija, funkcija ili uspostavljena ravnoteza unutar stanice. Jedan od takvih eksperimenata
je 1 mjerenje oporavka fluorescencije u regiji od interesa nakon fotoizblijedenja (engl. fluorescence

recovery after photobleaching, FRAP).!

U ovom radu je primjenom pobudnog zrafenja visokog intenziteta utiSavana fluorescencija GFP-a
fuzioniranog na PRC1 u maloj regiji unutar stanica HeLa sa stabilnom ekspresijom PRC1-GFP. Potom
je proucavan povratak fluorescencije, FRAP, unutar iste male regije. Eksperiment je proveden u svim
fazama mitoze. Cilj je bio usporediti intenzitet i brzinu povratka fluorescencije izmedu razlicitih faza,

te na takav nacin dobiti informacije o biofizikalnim svojstvima proteina PRC1 u razli¢itim fazama

Martina Manenica Diplomski rad



§ 1. Uvod 2

mitoze. U fokusu istrazivanja je rana faza mitoze u kojoj se vreteno tek formira i u kojoj PRC1-GFP

naizgled pokazuje iznimno dinami¢no ponasanje, §to je ispitano u ovom radu.

Martina Manenica Diplomski rad



§ 3. Literaturni pregled 3

§ 2. LITERATURNI PREGLED

2.1. Stani¢na dioba
2.1.1. Stanicni ciklus

Stani¢na dioba bioloski je proces kojim se jedna eukariotska stanica dijeli na dvije ili viSe stanica
kc¢eri. Kod eukariota postoje dvije moguce diobe: mitoza kojom nastaju somatske stanice s jednakim
brojem kromosoma kao stanica majka, te mejoza kojom nastaju spolne stanice s polovi¢nim,
haploidnim brojem kromosoma u odnosu na stanicu majku. U oba slu¢aja dioba zavrsava citokinezom,
dijeljenjem citoplazme. Stani¢na dioba kljucni je i zavrSni dio jednog stani¢nog ciklusa koji se dijeli
na Cetiri faze: G1, S 1 G2 fazu koje zajedno Cine interfazu, te M fazu (slika 2.1). U veéini stanica
postoje dvije G (engl. gap) faze koje razdvajaju dogadaje koji se odvijaju u S i M fazama. G1 faza je
karakterizirana biosintezom proteina i mRNA, te rastom stanice. Glavne promjene karakteristicne za
interfazu dogadaju se u S fazi; tada se udvostrucuje DNA kako bi obje stanice kceri dobile istovjetan
genetski materijal. U G2 fazi stanica dodatno raste i prolazi mehanizam provjere replicirane DNA. Na
ovaj nacin se detektiraju i uklanjaju moguca osteenja DNA prije pocetka diobe stanice. Nakon G2
faze, u somatskim stanicama zapocinje mitoza ili M faza prilikom koje se udvostru¢eni kromosomi
dijele u dvije jezgre novonastalih stanica. Osim podjele jezgre, u M fazi dogada se 1 podjela

citoplazme i stani¢nih organela u procesu koji se naziva citokineza.'

M faza

mitoza
(dioba jezgre)

citokineza
(dioba citoplazme)

G, faza

interfaza

G, faza

Slika 2.1. Graficki prikaz stani¢nog ciklusa. Gap-faze, G1 i 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

Martina Manenica Diplomski rad



3. Literaturni pregled 4
§ preg

Svi prijelazi iz faze u fazu strogo su kontrolirani djelovanjem kompleksa malih proteina ciklina 1
ciklin-ovisnih kinaza (engl. cyclin-dependent kinase, Cdk). Ciklini su dobili ime prema opazanju koje
je vrijedilo za prve otkrivene, da njihova koncentracija cirkularno varira za vrijeme stani¢nog ciklusa,
a time 1 aktivnost Cdk. Formiranjem kompleksa ciklina i Cdk aktivnho mjesto moze djelovati tako §to
fosforilira ciljne supstrate, nakon §to i sam kompleks bude fosforiliran od prethodno aktivnih kinaza.
Ovisno o dijelu mitoze u kojima im je najveca koncentracija ciklini su podijeljeni: G1-ciklini, G1/S-

ciklini, S-ciklini i M-ciklini'.

2.1.2. Glavne podfaze M faze u eukariotskoj stanici

Prema fenotipu, M faza podijeljena je na podfaze. Na samom pocetku diobe, u profazi, DNA je vec
duplicirana i1 pocinje kondenzirati iz kromatin u sestrinske kromatide koje c¢ine kromosom.
Centrosomi, koji su takoder duplicirani u interfazi, odvajaju se jedan od drugog pomocu motornih
proteina. Na dva centrosoma nastaju zvjezdasti motivi, gradeni od mikrotubula, polimera - i B-
tubulina, iz kojih ¢e se s vremenom razviti diobeno vreteno. RijeC je o strukturi ¢ija je glavna uloga
podjela genetickog materijala u kasnijim fazama. Svaki centrosom graden je od dvaju centriola koja
stoje jedan na prema drugom pod pravim kutom i pericentriolarne tvari, a u stanici ima ulogu glavnog
organizacijskog srediSta mikrotubula (engl. microtubule organizing center, MTOC) U profazi

zapoCinje i raspad jezgrine ovojnice (slika 2.2)'.

U prometafazi koja slijedi, dolazi do raspada jezgrine ovojnice u membranske vezikule. Na
centralnom dijelu kromosoma, centromeri, nastaju proteinske strukture-kinetohore koje ¢e omoguciti
vezanje mikrotubula. Prometafaza je vrlo aktivan proces u kojem dolazi do vezanja svih kromatida
putem kinetohora na suprotne polove vretena, ¢ime nastaje bipolarno vreteno. Mehanizmi kako do
toga dolazi nisu detaljno razjasnjeni, no jedan od polaznih modela je 'search-and-capture?. Prema tom
modelu mikrotubuli rastu polimerizacijom iz centrosoma u svim smjerovima. Ukoliko pronadu
kinetohoru, stabiliziraju se, a ukoliko ne, dolazi do depolimerizacije. Buduci da ovaj model ne moze
objasniti brzinu kojom nastaje vreteno, predloZeni su i drugi modeli koji pokazuju da mikrotubuli rastu
ciljano prema kinetohorama, kao i da mogu nastajati i na drugim mjestima osim centrosoma poput
kinetohora i starih mikrotubula.’ Na mikroskopu je uoceno da se i sama prometafaza moze podijeliti
prema fenotipu. Nedavno je pokazano da postoje dva moguca slijeda formiranja vretena, ovisno o
tome jesu li centrosomi bili s iste ili sa suprotnih strana jezgre. Ukoliko su bili s iste strane, vreteno ¢e
se formirati na nacin da se ve¢ina kromosoma veze lateralno na mikrotubule i da nastaje forma koja se
naziva rozeta, takav put autori su nazvali prometafazni. Ukoliko su polovi sa suprotnih strana jezgre, i
kromosomi ¢e se naci izmedu polova, a metafazna ploca ¢e se formirati profaznim putem (slika

2.2.B).3
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Cilj svih slozenih procesa je uravnoteziti sile koje djeluju na kinetohore na nacin da se
sestrinske kromatide posloze na sredini vretena, u metafaznu plocu.
Za pravilnu orijentaciju kljucne su sile u vretenu koje kinetohore, pomocu pridruzenih proteina,
mogu 'osjetiti' i time se centrirati u srediste vretena. Ukoliko sile nisu uravnotezene, sloZzena kaskada
koja sacinjava mitotsku kontrolnu tocku (engl. spindle assembly checkpoint, SAC) onemogucava
nastavak diobe. Sam proces centriranja izrazito je dinamican, pri ¢emu mikrotubuli asociraju i
disociraju s kinetohora. Jednom kad su svi kromosomi vezani jednakim brojem mikrotubula i
smjesteni u srediste, utiSava se mitotska kontrolna tocka, te kre¢e odvajanje sestrinskih kromatida u
procesu anafaze. Mikrotubuli se skrac¢uju i time generiraju sile na kinetohore odvlace¢i ih prema
polovima u anafazi A, a potom se pocinju odvajati i centrosomi u anafazi B, a sve se odvija
posredovanjem motornih proteina. Kada se kromatide priblize polovima u telofazi, dolazi do
disocijacije vretena i ponovnog stvaranja nuklearne ovojnice oko svake jezgre te dekondenzacije
kromatina. Time zavrSava mitoza. Citokineza zapoCinje paralelno s anafazom tako $to 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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A) K-vlakno

Ekvatorijalna ravina

Profaza Mikrotubuli
Prometafaza
Metafaza
Telofaza —_—
% / Anafaza A
Anafaza B

B)

Prometafazni put

Profazni put

Slika 2.2. Kljuéni dogadaji diobe eukariotske stanice. A) Mitoza se dijeli na pet podfaza koje se mogu uociti
pod mikroskopom: profazu, prometafazu, metafazu, anafazu i telofazu. Preuzeto i obradeno prema ref. 4 B)
Prometafazni i profazni put sastavljanja metafazne ploce. Prikazani su kromosomi (crveno) i diobeno vreteno

(zeleno). Preuzeto i obradeno prema ref. 38

2.1.3. Diobeno vreteno

Mikrotubuli, koji grade diobeno vreteno, nastaju polimerizacijom globularnih proteina, a- i B-tubulina,
na kompleksu y-tubulinskog prstena (engl. yp-tubulin ring complex, v-TuRC), kao kalupu za
nukleaciju. Svaki mikrotubul graden je najceS¢e od 13 protofilamenata koji su lateralno povezani, te
¢ine Suplju cilindriénu strukturu. Vanjski promjer mikrotubula je izmedu 23 i 27 nm. Protofilamenti,
na jednom kraju imaju B-tubulin koji se naziva (+) kraj, a na drugom kraju a-tubulin nazvan (-) kraj

(slika 2.3).!% Mikrotubuli su dinami¢ne strukture koje se stalno sastavljaju i rastavljaju. To je jasno
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vidljivo iz podatka da je zivotni vijek mikrotubula u diobenom vretenu manji je od 1 minute, dok je u
interfazi od 5 do 10 minuta. a- i B-tubulin dijele 50% aminokiselinskog slijeda, a obje jedinice imaju
vezno mjesto za GTP. Kada se 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 manji afinitet za vezanje na polimer i dolazi
do depolimerizacije. Ovaj GTP-ciklus je kljuc¢an za dinamiku (+) krajeva mikrotubula, koji se ovisno o

GTP-u skraéuju ili produzuju.!

B-tubulin

&ﬁ

«

heterodimer
tubulina

protofilament

—
-~
-

=

plus
kraj

minus
kraj

e e

(A) a-tubulin {C) mikrotubul

Slika 2.3. Grada mikrotubula. A) Heterodimer koji gradi protofilament graden je od o- 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

U bipolarnom vretenu (-) krajevi mikrotubula nalaze se ve¢inom u polu, vezani na y-tubulinski prsten,
a (+) krajevi idu od pola prema srediStu vretena ili prema stanicnoj membrani. Mikrotubuli se
medusobno vezu u sveznjeve i oni koji potjecu s istog pola i time imaju istu polarnost, nazivaju se
paralelni. Oni imaju istu orijentaciju, tj. svim mikrotubulima ¢e (-) kraj biti na istom polu, a (+) kraj u
srediStu vretena. Mikrotubuli koji potjeCu od suprotnih polova u srediStu vretena mogu integrirati

pomocu proteinskih poveznica u antiparalelni preklop (slika 2.4)."5¢
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antiparalelni Interpolarno viakno
preklop

fE ==

r .

paralelni

ikrotubuli i
mikrotubull Kinetohorno viakno

—
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Slika 2.4. SveZnjevi prema usmjerenju. Interpolarna vlakna gradena su od mikrotubula koji rastu s razlicitih
polova i imaju suprotno 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. 1,5-7

Jedan od nacina da razlikujemo sveZnjeve mikrotubula u vretenu ovisno o njihovoj funkciji je na
osnovu toga jesu li pri¢vrS¢eni na kinetohoru. U slu¢aju da jesu, nazivaju se kinetohorna vlakna (K-
vlakna), u suprotnom su nekinetohorna vlakna. Nekinetohorna vlakna mogu rasti iz polova vretena
prema stani¢nom korteksu i tada se nazivaju polarnim ili astralnim mikrotubulima. Ukoliko rastu od
polova prema srediStu vretena, nazivaju se interpolarnim mikrotubulima. Kako odmicu faze diobe,
dolaze u kontakt s mikrotubulima koji rastu sa suprotnog pola i pritom imaju suprotnu polarnost, te

Cine antiparalelne preklope.’”’

2.1.4. Uloga K-vlakana i interpolarnih sveznjeva

K-vlakna najstabilniji su tip vlakana u vretenu (slika 2.5). To svojstvo pokazano je tzv. hladnim
tretmanima (engl. cold treatment); stanice se izloZze niskoj temperaturi i pritom dolazi do
depolimerizacije astralnih i interpolarnih mikrotubula, a K-vlakna ostaju pri¢vri¢ena na kinetohore®.
Za vrijeme metafaze, K-vlakna su izrazito dinami¢na u blizini kinetohore, skracuju se
depolimerizacijom i ponovno rastu polimerizacijom, pritom pomazu¢i smjeStanju kromosoma u
matafaznu plocu. Za vrijeme anafaze, K-vlakna skrac¢uju se depolimerizacijom i pritom odvlace

sestrinske kromatide na suprotne polove vretena’.
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Uloga interpolarnih vlakna donekle je poznata u razlicitim fazama mitoze. U prometafazi je
nastanak antiparalelnih preklopa kljuéan za odvajanje polova u bipolarno vreteno’. U anafazi se
poveca broj interpolarnih mikrotubula u podrucju izmedu kromatida koje se odvajaju. Antiparalelni
preklop se produljuje i time omoguéuje odvajanje polova. Takoder, taj dio, nazvan srediSnja zona
(engl. midzone) c¢ini biokemijsku osnovu (engl. scaffold) za vezanje proteina koji ¢e uvjetovati

uspjesnu citokinezu. U tom periodu srediSnja zona skuplja se u srediSnje tijelo (engl. midbody)'".

kinetohora motorni i nemotorni
kromosom proteini

centrosom

svretena +

kinetohorna, premoscéujuéa polarna astralna

viakna nekinetohorna vlakna

Slika 2.5. Prikaz diobenog vretena s oznacenim osnovnim dijelovima. Diobeno vreteno izgradeno je od
astralnih, kinetohornih i interpolarnih mikrotubula. Interpolarna vlakna mogu se lateralno vezati na kinetohore i
tada tvore premoscéujuca vlakna. Osnovni dijelovi diobenog vretena su i centrosomi, motorni i nemotorni proteini

te kinetohore. Preuzeto i obradeno prema ref. 7

lako vecina slika diobenog vretena u literaturi prikazuje interpolarne sveznjeve i K-vlakna kao
neovisne strukture, pokazano je da su oni ipak u interakciji. Naime, uo¢eni su mikrotubuli ¢iji je (-)
kraj na stijenkama K-vlakana, ali ne zavr§avaju na kinetohori, ve¢ se nalaze u prostoru izmedu dvije
kinetohore.!""'? Taj svezanj mikrotubula izmedu kinetohora &vrsto je vezan na pripadno K-vlakno §to je
pokazano laserskim mikroablacijama; prilikom rezanja K-vlakna svezanj izmedu kinetohora odmicao
se od vretena zajedno s K-vlaknom!®. Budu¢i da izgleda kao most izmedu dvije kinetohore, to vlakno
nazvano je premoscujucée vlakno (engl. bridging fiber). Premoséujuce vlakno pomaze uravnoteziti sile
u vretenu, te omogucuje da samo vreteno u humanim stanicama ima karakteristi¢an zaobljeni oblik. U

slu¢aju da se premoséujuce vlakno stanji, K-vlakna poprimaju ravniji oblik, $to je jo§ jedna potvrda
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njihove direktne interakcije, a cijelo vreteno viSe podsjeca na oblik romba, nego elipse'*. Takoder,
motorni proteini koji se nalaze na premos$¢uju¢im vlaknima u anafazi, jedan su od bitnih generatora

sila u vretenu koji omogucuju propisno odvajanje kromosoma u stanice kéeri.'

Upravo motorni i nemotorni proteini koji su u interakciji s mikrotubulima, klju¢ni su za
propisno funkcioniranje diobenog vretena. Zajedno se nazivaju proteinima vezanim na vreteno i (engl.
microtubule associated proteins, MAPs) mogu se podijeliti, ovisno o funkciji i nacinu djelovanja, u 4
skupine. Prvu skupinu ¢ine motorni proteini koji pretvaraju kemijsku energiju sadrzanu u molekulama
ATP-a u mehanicki rad te se posljedi¢no 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 (engl. Plus-end tracking proteins, +TIPs), a tre¢u enzimi koji reguliraju
destabilizaciju mikrotubula. Posljednju skupinu proteina MAP Cine proteini koji pasivno povezuju i ne
kre¢u se po mikrotubulima (engl. passive crosslinking proteins) . Ranije spomenuto premo§éujuce

vlakno u metafazi je povezano pomoc¢u proteina regulator citokineze 1, PRC1.!41

2.1.5. Protein regulator citokineze 1

PRCI je protein graden od 620 aminokiselina, organiziranih u nekoliko domena: domene za vezanje
na mikrotubule, vrpcaste domene, dimerizacijske domene i nestrukturirane domene bogate s Lys i Arg
na C-terminalnom kraju. N-terminalni kraj sastoji se od a-zavojnica povezanih petljama, od kojih
zadnje dvije ¢ine dimerizacijsku domenu, a sredis$nji dio koji se veZe na mikrotubule podsjeca
strukturom na proteine vezane na aktin i zato se u literaturi naziva spektrinskom domenom (slika 2.6).
Na spektrinsku domenu nastavlja se vrpéasta domena koja omoguéuje strukturnu stabilnost i
odgovaraju¢u duljinu kako bi PRC1 obavljao svoju funkciju. Na nju se nastavlja dimerizacijska
domena koju cine dvije a-zavojnice povezane petljiom u obliku slova U. To im omogucuje
fleksibilnost prilikom spajanja s dimerizacijskom domenom drugog monomera PRCI kako bi se
spojili u funkcionalni homodimer. Prilikom dimerizacije, dvije U-domene spajaju se jedna u drugu
poput raslji i time uvjetuju smjeStanje vrpcastih domena na suprotne strane. Nadalje, to uvjetuje i
smjeStanje spektrinskih domena vezanih na mikrotubule u suprotnom smjeru i antiparalelno
usmjeravanje mikrotubula. Dimerizacija je pod kontrolom C-terminalnog kraja na kojem se nalaze

fosforilacijska mjesta: Thr-470 i Thr-481.'6-2
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A) B)
m
-f'“i{ h‘}’\
Dimerizacijska VrpCasta Spektrinska 31.7 nm ﬁ
domena domena domena THR 379 THR 379

Q)

Vrpcasta
domena

Dimerizacijska
domena

Slika 2.6. Struktura proteina regulatora citokineze 1. A) Domene PRCI koje su dobivene kristalografijom.
Nestrukturirana domena na C-kraju nije prikazana. Preuzeto i obradeno prema ref.10 B) Kristalna struktura
dimera PRCI. Prikazane su dimerizacijska domena (plavo), vrpasta domena (tamno ruzi¢asto) i spektrinska
domena (svijetlo ruzicasto). C) Prikaz povezivanja dva protofilamenta suprotnog usmjerenja. Na dimer a-

(zeleno) i B-tubulina (plavo) vezana je spektrinska domena. Preuzeto i obradeno prema ref. 19
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Monomer PRCI1, kodiran genom PRCI, u interfazi se nalazi u jezgri stanice (slika 2.7). Raspadom
jezgrine ovojnice veze se cijelom duzinom vretena. Kao i ve¢ina proteina za vrijeme mitoze, njegova
funkcija je pod regulacijom ciklin-ovisnih kinaza. Ulaskom u mitozu aktivna je CDKl/ciklin M-
ovisna kinaza koja fosforilira PRC1 na mjestima Thr-470 i Thr-481. Osim dimerizacije, onemogucena
je 1 interakcija s klju¢nim motornim proteinom iz obitelji kinezina KIF4A koji doprinosi preciznoj
lokalizaciji PRC1 u sredi$njoj zoni. Za vrijeme prijelaza iz metafaze u anafazu, utiSavanjem SAC-a,
dolazi do aktivacije brojnih fosfataza i defosforilacije, 1 time aktivacije drugih proteina koji ce
omoguciti odvajanje setrinskih kromatida i polova vretena. Medu njima je i PRCI koji je sada

defosforiliran i moZe dimerizirati.'®

Tubulin

zajedno

P-PRC1 PRC1

.

anaf
&
2
. ’
tGOf. -

Slika 2.7. Lokalizacija proteina regulatora citokineze 1. P-PRC1 je fosforilirani momoner kojeg ne mogu

defosforilirati fosfataze, a PRCI je funkcionalni protein. Skala je 1 pm. Preuzeto i obradeno prema ref. 18

Prema ranijim radovima PRC1 nema moguc¢nost antiparalelno povezivati mikrotubule u fazama prije
anafaze. No pokazano je da se u metafazi nalazi u premosc¢ujué¢im vlaknima'?, i to na na¢in da gotovo
svaki kinetohorni par ima pripadni svezanj povezan s PRC1'¢. Ukoliko se PRC1 reverzibilno ukloni s
vretena, dolazi do izravnavanja K-vlakna, destabilizacije kinetohornih parova i njihovog rasprsenja iz

ekvatorijalne ravnine, §to se donekle mozZe ispraviti vraéanjem PRC1 u metafazno vreteno'®. Time je
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pokazano da ipak postoji odredena frakcija PRC1 koja moZe antiparalelno povezati premoséujuca
vlakna (slika 2.8).

Takoder, pokazano je da su kaskade koje reguliraju PRC1 zapravo sloZenije i ukljucuju
dodatno fosforiliranje PLK1 kinazom na mjestima Thr-578 i Thr-602 i time aktiviraju dimerizaciju
PRCI. Ukoliko su prethodno fosforilirana mjesta Thr-470 i Thr-481, PLK1 se ne moZze vezati. Njezino
vezanje omoguceno je tek ulaskom u anafazu i defosforilacijom tih mjesta. Cilj je sprijeciti prerano
sastavljanje srediSnje zone i time odvajanje kromosoma kad jo$ nije postignuto bipolarno vezanje svih
kinetohora. Ako se to dogodi, moze do¢i do neravnomjerne raspodjele kromosoma u stanice kceri, tj.

aneuploidije'’.

A)

kromosom
B) >

kinetohorno
kinetohora vlakno

N

PRC1 premoscujuce
vlakno

Slika 2.8. Diobeno vreteno i premoscujuéa vlakna. A) Vreteno u stanici HeLa. Mikrotubuli su prikazani
zelenom (tubulin-GFP), a PRC1 ljubi¢astom bojom. Premosc¢ujuce vlakno vidljivo je izmedu dva kinetohorna
vlakna. Skala je 1 pum. Preuzeto i obradeno prema ref. 16 B) Shematski prikaz vretena s naznacenim

premosc¢ujucim vlaknom i PRC1. Preuzeto i obradeno prema ref. 21
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2.1.6. Model nastanka antiparalelnog preklopa u ovisnosti o PRC1
Prema dostupnim literaturnim podacima, trenutni model nalaze da se PRCI1 giba difuzijom po
mikrotubulima ~ 7 s prije nego se spektrinskom domenom veze na mikrotubul®’. Efikasnost vezanja
pojacana je djelovanjem nestrukturirane domene na C-kraju. Drugi, slobodan kraj dimera 'pretrazuje’
regiju u blizini kako bi antiparalelno vezao dva mikrotubula. Antiparalelni preklop omogucuje
motornim proteinima smicanje mikrotubula, na nacin da se motorne glave pomicu po njemu u
suprotnom smjeru i time odmic¢u mikrotubule. Primjer takvog motornog proteina je kinezin-5 (slika
2.9). Iako je intuitivno da bi PRCI1 trebao blokirati smicanje, pokazano je da se mikrotubuli u
antiparalelnom preklopu smicu, a da je duzina preklopa obiljezena s PRC1 stabilna. Time je ukazano
na ulogu PRC1 kao stabilizatora duljine antiparalelnog preklopa.'® Taj preklop je u metafazi dugacak
4-5 um'®, u anafazi A se produljuje, dok u anafazi B zadrzava krac¢i oblik do nastanka sredidnjeg
tijela.?>* Kontrolu duljine antiparalelnog preklopa omogucéuje kompleks PRC1-KIF4A.!%2°

KIF4A regrutira PRC1 tako Sto ga usmjerava prema (+) krajevima mikrotubula. U kasnoj
anafazi ti kompleksi formiraju 'oznake' (engl. end-tags) na (+) krajevima mikrotubula i time

sprjecavaju daljnje smicanjem te vezanje mikrotubula u srediSnje tijelo.'”

A) = B)

/o -—— S

) ) a ,\%’\‘VX\ . ) ] ﬂSmicanje

Q0000000 = 00000000 = 2920 CO00000RRR 00" —

R S W 000 £ WKL
oooooce0. | —BEOICT000000.

Rana

Legenda: anafasa

~~ PRC1 - dimerizacijska domena
¢ PRC1-spektrinska domena

v PRC1 - nestrukturirana domena
8¢ Kinezin-5

eg KIFAA

Kasna
anafaza

Slika 2.9. Model nastanka i djelovanja antiparalelnog preklopa. A) Nastanak antiparalelnog preklopa
difuzijom PRCI1. B) Smicanje unutar preklopa djelovanjem kinezina-5. C) Nastanak 'end-tagova', odnosno

krajnjih oznaka koje reguliraju duljinu antiparalelnog preklopa. Preuzeto i obradeno prema ref. 10
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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, najcesce se koriste
staniCne linije koje se mogu uzgajati u kulturi. Prve ljudske stanice koje su mogle Zivjeti i dijeliti se
beskonacno u kulturi stanica su tumorske stanice HeLa. Prednost istrazivanja na tumorskim stanicama
i razlog zastupljenosti upravo ove linije u brojnim laboratorijima diljem svijeta je njihova vijabilnost i
uCestala dioba'. Budu¢i da je rije¢ o tumorskim stanicama koje se mogu dijeliti i kada nije zadovoljena
kontrolna tocka, takve stanice s vremenom postaju multipolarne i imaju znacajno vise kromosoma od

20 $

netumorskih stanica*, §to treba uzeti u obzir prilikom tumacenja rezultata dobivenih u istrazivanju.

2.2.2. Mikroskopiranje

Da bi se vizualizirali proteini u njihovom bioloskom okruzenje, kao i sve druge molekule kljucne za
zivot stanice, najéesce se koriste mikroskopi. Mikroskopija je naziv za niz metoda koje omogucuju da
se uporabom mikroskopa vide objekti koji nisu vidljivi golim okom. Tri su poznate i ustanovljene
grane mikroskopije koje se koriste u brojnim znanstvenim disciplinama: opticka (svjetlosna),

elektronska i mikroskopija pomocu skenirajuce probe (engl. scanning probe microscopy).***

U optickoj mikroskopiji moguce je koristiti fluorescenciju i fosforescenciju kao svojstvo u
uzorku kako bi se kasnije dobila slika. Takav mikroskop naziva se fluorescencijskom mikroskopom.
Ukoliko ima jednostavniji dizajn kojim se osvjetljava cijeli uzorak pobudnim zraCenjem naziva se
epifluorescencijski mikroskop. Ukoliko je nacinjen da moze pomocu rupica kroz koje prolazi
ekscitacijska zraka dobiti opticke sekcije 1 time smanjiti povr§inu koja je osvjetljena i time posti¢i
bolju rezoluciju naziva se konfokalni mikroskop. Osim toga, konfokalni mikroskop, bilo pomakom
uzorka ili ekscitacijske zrake omogucuje snimanje slojeva uzorka, a nakon toga posebni softveri mogu

sloziti slojeve u 3D sliku.?**

Uzorak se osvjetljava zrakom jedne valne duljine kojoj izvor moZe biti ksenonska ili Zivina
lampa, a u naprednijim mikroskopima LED sustav ili laser. To¢na valna duljina bira se pomocu
ekscitacijskog filtera i dolazi do uzorka kroz rupicu. Time se ekscitira samo dio uzorka, koji ¢e onda
emitirati svjetlost druge valne duljine. Ta emitirana svjetlost manjeg je intenziteta i potrebno ju je
filtrirati od ekscitacijske svjetlosti pomocu interferencijskog zrcala i specifi¢nog filtera. Nakon toga
svjetlost prolazi kroz drugu rupicu koja osigurava da signal dolazi od Zeljenog dijela uzorka. Na taj
nacin dobiva se informacija o to¢nom signalu, piksel po piksel, te se osim lokalizacije, moze dobiti

informacija i o koli¢ini fluorofora od interesa.>*?
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2.2.3. Fluorescencija

Da bi se fluorescencija mogla koristiti u mikroskopiji, potrebno je imati probe koje imaju takva
svojstva. Svojstva se najlakSe mogu objasniti pomoc¢u dijagrama Jablonskog, pojednostavljenog
prikaza elektronskih i vibracijskih stanja molekule i prijelaza iz jednog u drugi. Horizontalne linije
predstavljaju spinske multiplicitete, vertikalne ravne strelice radijativne prijelaze, a krivudave strelice
neradijativne prijelaze. Svaki elektronski nivo podijeljen je u vise vibracijskih nivoa koji su prikazani

tanjim horizontalnim linijama.>*264!

Radijativni prijelazi ukljucuju apsorpciju fotona koja dovodi do prijelaza u vise, pobudeno
stanje, te emisiju fotona koja dovodi do prijelaza u nize stanje. Neradijativni prijelaz se moze dogoditi
unutar vibracijskih nivoa rasipanjem energije na okolne molekule §to se naziva vibracijska relaksacija.
Drugi nacin je interna konverzija koja se dogodi sprezanjem vibracijskog nivoa pobudenog
elektronskog stanja s vibracijskim nivoom niZzeg elektronskog stanja. U molekulama koje imaju
sloZeniju elektronsku strukturu moguci su neradijativni prijelazi izmedu vibracijskih nivoa razlicitih

spinskih multipliciteta $to se naziva krizna relaksacija. 22

Jedan od mogucih scenarija je pobuda molekule fotonom energije /4v: koji ¢e dovesti do
ekscitacije iz osnovnog singletnog stanja (So) u pobudeno stanje, tj. u visi elektronski i vibracijski nivo
(npr. S2). Molekula ima tendenciju vratiti se u osnovno stanje. U visokim stanjima ¢eSc¢e ¢e dolaziti do
neradijativnih prijelaza. Jednom kad se molekula nade u najnizem vibracijskom stanju prvog
pobudenog elektronskog stanja, moze doéi do radijativnog prijelaza koje uo¢avamo kao emisiju svjetla
energije sv,. Buduci da je sustav izgubio dio energije na neradijativne prijalaze, emitirano zracenje je
manje energije hv, < hvi, a svjetlost koju uo¢avamo je druge boje, ukoliko v 1 v, pripadaju vidljivom
dijelu spektra. Upravo na tome se temelji fluorescencijska mikroskopija (slika 2.10.A). Eksitacijska
zraka svjetlosti koja dolazi na uzorak ima frekvenciju vi, a uzorak fluorescira frekvencijom v, koju

hvata detektor. 242641

Ukoliko je doslo ranije do promjene multipliciteta molekule i tzv. zabranjenog prijelaza,

mogu¢ je radijativni prijelaz iz tripletnog u osnovno singletno stanje $to se naziva fosforescencija

(slika 2.10.B). Taj prijelaz puno je rjedi, i time nalazi rjedu primjenu. 2%
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Slika 2.10. Dijagram Jablonskog. A) Fluorescencija. B) Fosforecencija. Apsorpcija je prikazana ljubi¢astom
strelicom, a radijativni prijelazi dani su krivudavom strelicom: interna konverzija zelenom, i vibracijska
relaksacija plavom, a krizna relaksacija smedom. Radijativni prijelazi kojima molekula prelazi u nize stanje dani

su crvenom (fluorescencija) i ruzi¢astom (fluorescencija). Izvor: Preuzeto i obradeno prema ref. 26

2.2.4. Fluorofori

Fluorofori su kemijski spojevi koji mogu fluorescirati nakon apsorpcije zracenja. U svojoj strukturi
najcesce sadrze konjugirane dvostruke veze, aromatske skupine ili ciklicke dijelove koji imaju -
sustav veza. Mogu se koristiti kao oznacivaci u tekué¢inama, boje za odredene strukture, supstrati u
enzimima i sl. Ukoliko se kovalentno vezu na molekulu od interesa unutar stanice, moguce je na takav
nacin tu molekulu vizualizirati mikroskopom. Neki od poznatih fluorofora su: fluorescin i njegov
derivat fluorescin izotiocijanat (FITC), rodamin (TRITC) i cijanin. Njihovom derivatizacijom dobiveni
su brojni fluorofori poboljsanih svojstava; fotostabilniji su, svijetle ve¢im intenzitetom, manje su

osjetljivi na pH i sli¢no.?’

Primjer fluorescentne probe koja se koristi u modernoj mikroskopiji je boja za DNA na bazi
silikonskog rodamina, SiR-DNA ili SiR-Hoechst. Silikon-rodamin apsorbira svjetlost valne duljine
652 nm, a emitira svjetlost valne duljine 674 nm, $to ga ¢ini iznimno pogodnim za stanice jer je
infracrveni dio spektra manje Stetan za druge makromolekule u stanicama. Silikon-rodamin
kovalentno je vezan na bisbenzimid, spoj koji se specificno veze na manji utor DNA. Time se dobiva
netoksicna fluorescentna boja specificna za DNA. Dodatna posebnost ove boje je i §to moze proci kroz

stani¢nu membranu i ne smeta diobu, pa se moze koristiti za snimanje Zivih stanica.?®
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Slika 2.11. SiR-DNA. A) Molekula SiR-DNA s naznac¢enim funkionalnim dijelovima koji su vezani kovalentno.
B) Apsorpcijski (plavo) i emisijski (crveno) spektar SiR-DNA. C) SiR-DNA boja prije (lijevo) i za vrijeme

(desno) ekscitacije. Izvor: Preuzeto i obradeno prema ref. 28

Drugi nadin da se molekule od interesa fluorescentno obiljeze je koriStenjem proteina koji imaju
intrizicna fluorescencijska svostva. Prvi takav otkriveni protein bio je zeleni fluorescentni protein

GFP.”®

2.2.5. Zeleni fluorescentni protein (GFP) i njegovi derivati

Zeleni fluorescentni protein prvi put je izoliran 1962. iz meduze Aequorea victoria i sastoji se od 238
aminokiselina (slika 2.12). Pobuduje se svjetlos¢u valnih duljina koje odgovaraju plavom i
ultraljubicastom dijelu spektra (ekscitacijski maksimumi na 397 nm i 475 nm), a fluorescira pri 509

nm S$to odgovara zelenom dijelu vidljivog spektra.”” Primjenjuje se u brojnim eksperimentima u
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molekularnoj biologiji i biokemiji kao reporter ekspresije gena od interesa. Ukoliko se za unos gena u
stanice koriste transgeni¢ne tehnike, moze se zadrzati u genetskom materijalu i prenositi kroz
generacije, zbog Cega je izrazito pogodan za stani¢ne kulture.’ Za otkrice GFP-a i razvoj metoda,

2008. je dodijeljena Nobelova nagrada.’!

Na samoj sekvenci radene su brojne modifikacije kako bi se dobila poboljsana verzija GFP-a,
koja se brze i preciznije smata, manje je osjetljiva na fototoksi¢ne efekte snimanja koji dovode do
degradacije i ima uze ekscitacijsko podrucje u spektru. Tako je danas najceSce koristen poboljSani

GFP (engl. enhanced GFP, eGFP) otkriven 1995. godine.*

Sam GFP ima strukturu B-bacve koja se sastoji od 11 PB-ploca, a u srediStu se nalazi a-
zavojnica s kovalentno vezanim kromoforom. Bad¢va je gotovo savrieni cilindar, s promjerom 24 A i
visinom 42 A i karakteristian je strukturni motiv za familiju proteina srodnih GFP-u. Na samim
krajevima strukture nalaze se kratke a-zavojnice. Kromofor vezan na sredi$nju a-zavojnicu je 4-(p-
hidroksibenzildien)imidazolidin-5-on koji nastaje ciklizacijom i oksidacijom tripeptida Ser65—Tyr66—
Gly67 (slika 2.12) . B-bac¢va vazna je jer onemogucéava prodor vode i time gaSenje fluorescencije.
Takoder, okolni aromatski i ionski bo¢ni ogranci omogucéuju delokalizaciju elektrona i stabilizaciju

naboja.*°

kromofor

o :" < > 3
M A e 475nm

NV a

- H'Hdv H'
& L]

M N P 3970m

Tyr 66 ; = - ~ H,0,
3 G L C Sl O - oksidacija
i N ciklizacija Y H dehidracija

<—H HH N o oM E
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Slika 2.12. Zeleni fluorescentni protein GFP. Zelenom je prikazana S-bacva s jedanaest f-ploca, a Zutom o-
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. 30
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2.3. Princip FRAP-a i teorija

2.3.1. Oporavak fluorescencije nakon fotoizblijedenja, FRAP

Iako su danasnji fluorofori koji su u Cestoj uporabi u stanicnoj biologiji jako uznapredovali, ipak i
dalje moZe do¢i do kemijske modifikacije fluorofora $to dovodi do gubitka fluorescencije. Neki od
razloga su nastanak reaktivnih kisikovih radikala uslijed snimanja, interakcije s molekulama i sl. Sam
mehanizam ukljucuje multifotonske reakcije i nije do kraja objasSnjen. Efekt gubitka fluorescencije
uslijed takve degradacije fluorofora naziva se fotoliza boje ili fotoizblijedenje (engl. photobleaching).
Iako se ¢ini kao nepozeljna pojava, promisljenim eksperimentom mogu se dobiti brojne informacije iz
efekata fotoizblijedenja. Ukoliko je fluorofor, kovalentno vezan na molekulu interesa u stanici, izloZen
djelovanju laserskog snopa visokog intenziteta na vrlo uskoj regiji, on ¢e fotoizblijediti. Ako je
ekscitacija trajala kratko, molekula od interesa moze zadrzati funkciju, samo ju se ne moze opaziti na
mikroskopu. Ukoliko je ta molekula mobilna u stanici, ona ¢e se zamijeniti drugom koja ima
funkcionalan fluorofor. Metoda koja se bazira na opisanoj ideji razvijena je 1970.-tih i naziva se
oporavak fluorescencije nakon fotoizblijedenja (engl. fluorescence recovery after photobleaching,
FRAP). FRAP je Cesto koriStena metoda u molekularnoj biologiji i biofizici kako bi se proucavala
dinamika molekula od interesa u stanici na kratkoj vremenskoj skali bez utjecaja na brojnost molekula

i kemijsku ravnotezu reakcija.*?

FRAP je Cesto koriStena metoda za proucavanje difuznih i interakcijskih svojstava tvari u
bioloskim uzorcima i uzorcima materijala. Da bi se razumjeli mehanizmi koji kontroliraju mobilnost
tvari u mediju, potrebno je prouciti odnos strukture, interakcija i difuzije. Posebnost FRAP-a je $to se
pomocu gasSenja fluorescencije dobiju dvije razlicite frakcije molekula od interesa, no njihova
struktura, kao i svojstva interakcije i difuzije nisu znacajno narusena. Time se moze proucavati

ravnotezne reakcije direktno u stanici na mikroskali.??

Sam koncept metode prili¢no je jednostavan (slika 2.13). Fluorescentno obiljezene molekule
ireverzibilno se izblijede djelovanjem ekscitacijskog snopa velikog intenziteta na maloj regiji od
interesa, ROI. Rezultat koji se opaza mikroskopom je pad intenziteta fluorescencije na ROI. Ukoliko
postoje mobilne molekule u okolini ROI koje nisu izgubile svojstvo fluorescencije, one ¢e zamijeniti
fotoizblijedene molekule, na nacin da ¢e difuzijom jedne ué¢i u ROI, a druge iza¢i. Do koje mjere Ce se
opraviti fluorescencija ovisi o mobilnosti molekula. Taj porast intenziteta u ROI moze se pratiti u

vremenu i dobiva se krivulja oporavka. 32-*°
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Slika 2.13. Princip FRAP-a. (a)-(d) — eksperiment u glicerolu. (e)-(h) — dogadaji na molekulskom nivou.
Fluorescentno obiljezene molekule prikazane su crvenom, a molekule nakon fotoizblijedenja prikazane su
plavom. (i) — krivulja koja se dobije pracenjem intenziteta fluorescencije u ROI. Preuzeto i obradeno prema ref.
32
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Pomoc¢u prikladnog matematickog modela, moguce je dobiti informacije o udjelu mobilnih i imobilnih
molekula. Za korektan izracun klju¢ne su tri informacije: pocetni intenzitet u ROl u t < 0 s, F;,
vrijednost odmah nakon djelovanja ekscitacijskog snopa u ¢t = 0 s, Fy, te maksimuma oporavka, Fy.
Mobilna frakcija, M racuna se prema izrazu (1), a imobilna frakcija, IM prema (2). Da bi se dobile

to¢ne vrijednosti, potrebno je razumjeti kineticki model difuzije i interakcija. 32>

F, —F,

== 0 (1

F—F, €Y)

iy = i e 2)
Fi—F,

2.3.2. Difuzija u otopinama

Da bi se potpuno razumio FRAP, nuzno je uvesti difuziju. Difuzija se definira kao proces u kojem se
Cestice u plinovima, tekuc¢inama i krutinama S$ire u svim smjerovima, bez ulaganja energije, tj.
pasivnim transportom. Makroskopsko opazanje je da se sustav ne mijenja, no zapravo je u
termodinamickoj ravnotezi. Potrebni izrazi dani su Fickovim zakonima. Prvi zakon je relacija

difuzijskog toka i koncentracije tvari u uvjetima 'steady state' dana za 1D

dc

J=-D— (3

gdje je J difuzijski tok, D difuzijska konstanta, ¢ koncentracija, a x pozicija. Difuzijska konstanta

moze se procijeniti pomocu Stokes-Einsteinove relacije za kuglu u tekudini:

kpT
D=
é6nnr

4)

Gdje je k; Boltzmannova konstanta, T apsolutna temperatura, 1 viskoznost teku¢ine, a r radijus
kuglice. Drugi Fickov zakon govori o tome kako difuzija moZe promijeniti koncentraciju tvari na

poziciji x u vremenu t.

dc d?c

a Pz ©

U 3D potrebno je uvesti Laplaceov operator koji generira drugu derivaciju varijable®.

e _pvze (6
i c (6)
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2.3.3. Kineticki model

Poseban slucaj difuzije u otopinama je prisutnost veznog mjesta za molekule koje difundiraju (slika
2.14). Slobodna molekula difundira u otopini i u jednom trenutku se nade u blizini veznog mjesta.

Koeficijent brzine vezanja dan je kao k,, ,a koeficijent brzine povratne reakcije dan je s k, ff.34

Slika 2.14. Vezanje slobodne molekule na vezno mjesto. Slobodna molekula (zeleno) veze se na slobodno
vezno mjesto u otopini (plavo). Nakon nekog vremena se nastali kompleks razdvaja na slobodnu molekulu i

prazno vezno mjesto za drugu molekulu. Preuzeto i obradeno prema ref. 32

Za proucavanje kinetike FRAP-a potrebno je uvesti hipotetsku jednadzbu koja ukljucuje jedno vezno

mjesto molekule od interesa:

F+S§S =C

gdje F predstavlja broj¢anu koncentraciju slobodnih molekula u otopini, § broj slobodnih veznih
mjesta, a kompleks [FS] dan je kao C. Cijela kineticka jednadzba treba sadrzavati i difuzijski ¢lan te se

za svaki ¢lan dobije:

of
E:va f—konfS‘l‘koffC (7)
ds )
Fri DgVes — konfs + koprc (8)
dc )
a:DCV C+k0nfs_k0ffc (9)

Ove jednadzbe mogu se pojednostaviti uzimajuéi u obzir bioloske uvjete za vrijeme FRAP-a. Prvo
pojednostavljenje odnosi se na pretpostavku da je sustav na kojem izveden eksperiment u
termodinamickoj ravnotezi. Za proteine od interesa na koje je vezan GFP to bi znacilo da im je na
vremenskoj skali eksperimenta broj konstantan. Ta pretpostavka je opravdana jer se FRAP ve¢inom

odvija na manje od minute, a ekspresija proteina u stanici se mijenja na vremenskoj skali od nekoliko
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sati. lako samo fotoizblijedenje u # = 0 s mijenja broj slobodnih i vezanih proteina koji se mogu vidjeti,
broj veznih mjesta ostaje konstantan, s = S,,. Time se eliminira jednadzba (8), a u preostale dvije
jednadzbe varijabla s postaje konstanta S,,. Kao rezultat, moze se definirati koeficijent pseudo-prvog

reda kgy = kopSeq.™

Drugo vazno pojednostavljenje koje vrijedi u veéini bioloskih situacija je da su vezna mjesta S
i nastali kompleksi F dio veceg, relativno imobilnog kompleksa ili organela, barem na vremenskoj i
veli¢inskoj skali bitnoj za FRAP. Ovo je Siroko primjenjivo primjerice za proteine citoskeleta ili one
vezane na DNA. Time je i D, = 0 i dobiju se izrazi:
af

a = vazf - k;nf + koffc (10)

dc .
at = konf — koffc (11

Prije fotoizblijedenja, sustav je u termodinamickoj ravnotezi, broj slobodnih proteina je F,4 i nastalih
kompleksa je Ceq, time je omjer slobodnih i vezanih molekula dan s:
df dc .
EZEZ 0 - konFeq =koffCeq (12)
Ravnoteza dana ovim izrazima nije izmijenjena djelovanjem fotoizblijedenja, promijenio se samo broj
molekula koje se mogu i ne mogu vidjeti. Toc¢nije, fotoizblijedene molekule nalaze se u ROI trenutak
nakon fotoizblijedenja, i ukoliko postoji mobilna frakcija u stanici, mogu se zamijeniti s molekulama
koje nisu fotoizblijedene. Podaci koji se mjere odgovaraju uprosjeCenom intenzitetu fluorescencije

vezanih 1 inevezanih molekula:

FRAP(t) = avg(f(t)) + avg(c(t)) (13)

Eksperimentalni podaci trebaju se normalizirati na nacin da vrijednosti FRAP-a idu od 0 do 1, za
svaku stanicu posebno. To je kljucno jer razliCite stanice mogu imati razlicitu ekspresiju proteina. Od
eksperimentalnih pretpostavki, klju¢no je da ovi izrazi vrijede za kruzni ROI koji je relativno malen u
odnosu na stanicu. Ukoliko se krivulja usporedi s krivuljom dobivenom teorijskim modelom, moze se
opisati sustav. Najednostavniji model ukljuCuje pretpostavku da difuzija nije klju¢na, tj. da brzina
kemijske interakcije ovisi o brzini vezanja na slobodno mjesto. Takav model u literaturi je poznat kao

reakcijski model (14)°*%,
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af .
a = _konf + kOffC (14‘)
Uvodenjem supstitucija, A = #’;’;ﬁ i b=koy + kopp, moze se rijesiti diferencijalna jednadzba i

dobije se funkcija (15):
f(©) =A(1—-e7?) (15)

Buduéi da ROI u eksperimentalnim uvjetima nece fotozblijediti na vrijednost 0, jednadzba koja se

koristi za model prema FRAP eksperimentu ukljucuje i parametar F, (16).
f(t) = FRAP(t) =Fo+ A(1—e™%) (16)

. y e . m2 ,. ..
Pomocu parametra b moze se dobiti vrijeme polureakcije FRAP-a, 71/, = %2, tj. vrijeme potrebno da

. . . A L .. . ..
intenzitet fluorescencije bude >- T2 U bioloskom kontekstu nema konkretno znacenje ukoliko nije

ispitano viSe kinetickih modela, ali moZe posluziti kao praktiéna mjera za usporedbu rezultata

dobivenih unutar eksperimenata koji su izvedeni u istim uvjetima.?*3
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§ 3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Materijali i metode

3.1.1. Uzgoj stanica

Za provodenje eksperimenta koriStena je ljudska tumorska stani¢na linija HeLa-Kyoto BAC sa
stabilnom ekspresijom proteina PRC1 obiljeZzenog zelenim fluorescentnim proteinom (u daljnjem
tekstu: HeLa PRC1-GFP). Stanice su rasle u DMEM mediju (engl. Dulbecco's Modified Eagle's
medium) (Lonza, Basel, Svicarska) u koji je dodano 10% temperaturno inaktiviranog FBS-a (engl.
fetal bovine serum) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD), 50 pg/mL geneticina (Life Technologies,
Waltham, MA, SAD), 100 pg/mL penicilina (Biochrom AG, Berlin, Njemacka) i 100 pg/mL
streptomicina (Sigma-Aldrich). Stanice su uzgajane na 37°C i 5 % CO: 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 (engl. phosphate-buffered saline).
Zatim se stanice odvojene od podloge dodavanjem 1 mL 1%-tne otopine tripsi/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 KCl

1,42 g/L. Na,HPO,

0,24 g/L. KH,PO4

pH 7,4
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3.1.2. Priprema uzorka za mikroskopiranje

Uz prethodno opisani postupak presadivanja stanica pripremljeni su i uzorci 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. KoriStene su
plasti¢ne posudice za mikroskopiranje koje na dnu imaju staklo promjera 35 mm i debljine 1,5 mm

(MatTek Corporation, Ashland, SAD). Pripremljene stanice ¢uvane su pri i 5% CO,.

Nakon 24 sata uklonjenje DMEM hranjivi medij i dodan L-15 (Leibovitz) medij za
mikroskopiranje (Life Technologies). Pritom je i u L-15 medij dodano 10% temperaturno
inaktiviranog FBS-a, 50 pg/mL geneticina, 100 pg/mL penicilina i 100 pg/mL streptomicina. Ovaj
medij omogucuje rast stanica u okolini u kojoj koli¢ina CO, nije kontrolirana. Takoder, ne sadrzi
autofluorescentne indikatore kiselosti, te je pogodan za fluorescencijsku mikroskopiju. Nekoliko sati
nakon dodatka L-15 medija i 20 min prije snimanja, stanicama je dodana boja za vizualizaciju
kromosoma SiR-DNA (SC007, Spirochrome AG, Stein am Rhein, Svicarska; Cytoskeleton, Inc.,
Denver, CO, SAD). Direktno u 2 mL medija dodano je 0,2 pL boje (¢ = 50 pmol / L). Stanice su tim

postupcima spremne za mikroskopiranje.

3.1.3. Mikroskopiranje

Stanice su snimane Leica TCS SP8 FILM konfokalnim mikroskopom s Leica HC PL APO 63x/1.40
CS2 uljnim imerzijskim objektivom (Leica, Wetzlar, Njemacka). Objektiv se nalazi unutar komore za
zagrijavanje HI101-1x35-PRIOR-NZ100 (Okolab, Pozzuoli, Italija) koja  osigurava pogodnu
temperaturu za dijeljenje stanica, tj. 37 °C. Budu¢i da su snimane stanice HeLa PRCI1-GFP s

dodatkom SiR-DNA, odabrane su pobudne laserske linije valnih duljina 488 nm i 640 nm.

Da bi se utvrdila faza mitoze, snimljena je jedna, sredi$nja ravnina svake stanice prije FRAP
eksperimenta. Pritom su laseri bili na 20 % (488 nm) i 30 % (640 nm) jakosti, a koriSteni su hibridni
detektori. FRAP eksperiment izveden je na nacin da je snimljen samo kanal za GFP. Interval snimanja
bio je 0,433 s. Prije fotoizblijedenja stanica je snimljena 4 puta, a poslije 50 do 100 puta, ovisno o
pomaku stanice u vidnom polju. Argonski laser pritom je bio na 20 % jakosti. Fotoizblijedenje je
nacinjeno tako $to je argonski laser bio podesen na 100 % jakosti. Odabran je kruzni ROI povrsine
1,6-1,7 um?2. Fotoizblijedenje ponovljeno je 6 puta, takoder u intervalu od 0,433 s. Time je dobivena

snimka za analizu.
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3.2. Analiza snimki

Analiza snimaka napravljena je u programu /mage/ (National Institute of Health, Bethesda, MD,
SAD) specijaliziranom za obradu snimki dobivenih na mikroskopu. Na svim slikama naznacena je
skala u pm. Za kvantifikaciju podataka, statisticku analizu i generiranje grafickih prikaza koristen je

MatLab (MathWorks, Natick, SAD).

3.2.1. Profil intenziteta i signal PRCI-GFP

Profili intenziteta signala PRC1-GFP odredeni su koriStenjem alata Line tool u programu ImageJ.
Linija je nacrtana okomito na glavnu os diobenog vretena. Duljina linije iznosila je 12-20 piksela,
ovisno o eksperimentu. Intenzitet signala PRC1-GFP odreden je pomocu alata Oval selections.
Odabran je ROI promjera ~ 1 um na vretenu kako bi se odredio pripadni signal i odmah pokraj

vretena, na nacin da je novi ROI odabran uz obod prethodnog, kako bi se odredio signal u citoplazmi.

Vrijednosti intenziteta signala dane su kao proizvoljne jedinice (engl. arbitrary unit, a.u.).
Budué¢i da vrijednosti ovise o ekspresiji proteina, uspjeSnosti vezanja i koncentraciji antitijela,
postavkama snimanja i sl., moguce je usporediti samo vrijednosti u eksperimentima gdje su uzorci
pripravljeni, te snimljeni na identi¢an nacin, Sto je bio slucaj u ovom radu. Sve dane vrijednosti u
tekstu dane su kao (srednja vrijednost + srednja standardna pogreska srednje vrijednosti, SEM).
Ukoliko je bilo potrebno, statisticke razlike izmedu dva skupa podataka odredene su neuparenim
Welchovim #-testom. Razlika izmedu uzoraka smatrana je znacajnom ukoliko je p-vrijednost bila

manja od 0,05.
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3.2.2. Analiza FRAP-a

Analiza dobivenih snimki je napravljena prema protokolu iz literature.’® Pomocu alata Oval selections
odabran je ROI povrSine 1,7 um? koji odgovara mjestu FRAP-a i izmjeren je prosjecan signal (engl.
mean intensity) u svim vremenskim tockama. Budué¢i da ROI sadrzava i pozadinsku fluorescenciju
koja potje¢e od medija, pokrova posudice, objektiva i sl., potrebno je signal pozadine izvan stanice
(engl. background, BG) oduzeti od signala ROI u svim vremenskim tockama. Osim toga,
fluorescencijska mjerenja van ROI trebala bi biti linearna funkcija u vremenu koja odgovara
koncentraciji fluorofora, no to nije tako. Glavni su razlozi fluktuacije u intenzitetu lasera i
fotoizblijedenje van ROI. Stoga je potrebno napraviti korekciju; na signal cijele stanice ili na signal
regije kojoj se intenzitet ne mijenja (npr. susjedna stanica u interfazi). Korekcija se radi na nacin da se
signal ROI u svakoj vremenskoj tocki podijeli sa signalom cijele stanice ili regije sa stabilnim
signalom (TOT). Prethodno je i signalu ROI i signalu za korekciju oduzet BG mjeren izvan stanice

pomocu Recntangle tool kvadrati¢a dimenzija 2 x 2 um? u programu ImageJ >>¥

Da bi podaci iz razli¢itih eksperimenata bili usporedivi medusobno, potrebno je korigiranu
vrijednost za ROI normalizirati. Za FRAP eksperimente to se radi na nacin da se vrijednosti u svim
tockama podijeli s vrijedno$¢u u prvoj vremenskoj tocki prije fotoizblijedenja (tpg) prema formuli
(17). Graficki sazetak analize dan je na slici 3.1.

ROI(t) — BG() TOT(tpg) — BG(tpg)
TOT(2) = BG(2) . ROI(tpg) — BG (tpp)

FRAP,,m (t) = (17)

Slika poslije
fotoizblijedenja Orginalni podaci Oduzimanje pozadine Korekcija Normalizacija

" 'l ROI()-BG(H) 1 ¥
< % = T | BO-BGO % |/Roiw - BG(Y, Toto) - BGW0)
w | i Tolt) - BG()  [= Tol(t) - BG(H Lo | Tor(t)- BG(Y) ~ ROI(t0) - BG(10)

BG(t)

20 40 60 B0 ] 2 40 0 B0 4] 20 40 680 80 0 20 40 60 B0
vrijeme (s) vrijeme (s) vrijeme (s) vrijeme (s)

Slika 3.1. Koraci za analizu eksperimentalnih podataka u FRAP eksperimentu. Vrijeme t0 odgovara tpg.

Preuzeto i obradeno prema ref. 35.

3.2.3. Modeliranje FRAP-a

Pretpostavljeni kineticki model je prilagoden (engl. fitting) na podatke nelinearnom regresijom
metodom najmanjeg kvadrata, te su dobivene vrijednosti parametara A i b (16). Pritom je koriStena
Curve Fitting Toolbox*° opcija u MatLabu. za rjeSavanje normalnih jednadbi koristen je Levenberg-
Marquardtov algoritam. Kao F; vrijednost uzeta je srednja vrijednost ekperimentalnih podataka u t = 0
s. Prilikom modeliranja, moguce je evaluirati kvalitetu slaganja modela i eksperimentalnih podataka

(engl. goodness of fitting). Za svaki parametar rac¢una se i interval pouzdanosti od 95 %.
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Unutar Curve Fitting Toolbox opcije moguce je evaluirati kvalitetu slaganja metodama: sume
kvadrata u odnosu na gresku (engl. sum of squares due to error, SSE), R? (engl. R-Square)
prilagodenog R? (enlg. Adjusted R-Square) i korijena srednje pogreske kvadrata (engl. RMSE). SSE je
statistika koja mjeri ukupnu razliku izmedu n eksperimentalnih (y;) i toerijskih (f(x;)) zavisnih

varijabli (18). Sto je dobivena vrijednost bliza 0, slaganje je bolje®".

SSE =) v~ fx))*  (18)
i=1

R? pokazuje koliko uspje$no model obja$njava varijacije u podacima. Dobiva se izrazom (19) :

a0 = fea))? 1 SSE

RZ =1 e
Yim1 (i —¥)? Yim1 (i —¥)?

(19)

gdje je ¥ srednja vrijednost svih eksperimentalnih zavisnih varijabli, y = %Z?zl y;. Time se dobiva
broj izmedu 0 i 1. Smatra se da model kvalitetnije opisuje eksperimentalne podatke §to je broj blize 1.
Ukoliko se usporeduje vise sekvencijalnih modela, tj. modela u kojima se doda jedan parametar vise u
odnosu na prethodni, poZeljno je koristiti prilagodeni R? jer se tada uzima u obzir broj stupnjeva
slobode, koji odgovara razlici n i broja parametara.
Jos§ jedan od nacina procjene je i RMSE (20):

I Jzz;l(f(xi) - )2

n

Sli¢no kao i SSE, rezultat blizi 0 sugerira bolje slaganje eksperimentalnih i teorijskih podataka.’’
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§ 4. REZULTATII RASPRAVA

4.1. Lokalizacija PRC1-GFP u fazama mitoze i karakterizacija sveZnja
mikrotubula

4.1.1. Lokalizacija u prometafazi

Stanice HeLa PRC1-GFP proucavane su fluorescencijskim mikroskopom nakon dodatka SiR-DNA u
svim fazama mitoze. Uoceno je da na pocetku mitoze, u ranoj prometafazi PRC1-GFP lokalizira u
prstenu izmedu kromosoma i pritom nije moguce jasno razluciti pojedine sveznjeve mikrotubula. Slika
4.1. prikazuje originalnu sliku s mikroskopa (4.1.A) i 3D prikaz vretena u ranoj prometafazi (4.1.B). U
ranijoj fazi prsten kromosoma nije do kraja zatvoren i moguce je uociti jednu ili dvije regije
intenzivnijeg signala koje bi odgovarale djelomi¢no formiranom antiparalelnom sveznju mikrotubula

obiljezenom s PRC1-GFP.

Slika 4.1. Morfologija diobenog vretena u ranoj prometafazi. A) Maksimalna projekcija svim ravnina u
kojima je moguce uociti vreteno. U stanicama HeLa obiljezeni su PRC1-GFP (crveno) i SiR-DNA (zeleno). B)
3D prikaz vretena. Zuta strelica prikazuje dva potencijalna antiparalelna sveZnja i rozetu kromosoma koja se nije

u potpunosti zatvorila. Duljina kvadrati¢a na slici je 1 um. Sliku je snimio student Jurica Matkovi¢.
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Prilikom snimanja na mikroskopu bilo je moguce uociti stanice koje su u vidnom polju bile poloZene
na nacin da odgovara presjeku u xy-ravnini 3D prikaza (slika 4.1.A). Takvo vreteno, u slucaju da se
stanica nije rotirala u vidnom polju, imalo je polove poloZene okomito u odnosu na stakalce. Iz tog
razloga u ovom radu naziva se vretenom u vertikalnom polozaju. Takoder, bilo je mogucée uociti
vretena kojima su polovi poloZeni paralelno u odnosu na stakalce i takva vretena nazivaju se
vretenima u horizontalnom polozaju (slika 4.2). Budu¢i da su se promjene u signalu PRC1-GFP
izrazito brzo dogadale i bilo ih je moguce uociti na mikroskopu unutar nekoliko sekundi, slike faza u

nastavku rada su losije kvalitete jer je snimljena samo jedna, srediSnja ravnina.

Slika 4.2. Mitotsko vreteno u ranoj prometafazi u horizontalnom poloZaju. SiR-DNA (crveno) i PRC1 GFP

(bijelo). Prikazane tri razlicite stanice u istoj fazi. Skala je na svim slikama 5 pm.

Ukoliko se vreteno vizualiziralo 2-3 min nakon faze prikazane na slici 4.2. (u daljnjem tekstu rana
prometafaza), opazeni su donekle formirani sveznjevi mikrotubula (slika 4.3, u daljnjem tekstu kasna
prometafaza). Profil intenziteta PRCI1-GFP signala pokazao je uske maksimume koji odgovaraju

polozaju formiranog sveznja (slika 4.4). U ranoj prometafazi nije bilo moguée uociti takve
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maksimume i stoga se pretpostavlja da se u procesu prometafaze relativno ravnomjerno rasprostranjeni
PRCI-GFP, veze na mikrotubule dovoljno stabilnim interakcijama da ih je moguée opaziti na

mikroskopu, no joS§ uvijek nisu formirani ¢vrsti sveznjevi mikrotubula.

Slika 4.3. Mitotsko vreteno u kasnoj prometafazi u horizontalnom polozaju. SiR-DNA (crveno) i PRC1

GFP (bijelo). Prikazane tri razlicite stanice u istoj fazi. Skala je na svim slikama 5 pm.
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Slika 4.4. Profil intenziteta signala PRC1-GFP u ranoj prometafazi u maglicastoj formi (zeleno) i kasnoj

prometafazi u sveznju (plavo). Skala je na svim slikama 5 pm. Profil je Sirok 20 piksela.

Vretena u vertikalnom poloZaju pokazala su da raspodjela signala ipak nije uniformna, ve¢ da u
pravilu postoje jedna ili dvije regije intenzivnijeg signala koje bi odgovarale sveznju (slika 4.5). Da je
bilo rije¢ o sveznju koji je po intenzitetu maksimuma slican onom u kasnoj prometafazi, pokazao je i
profil intenziteta (slika 4.6). Naizgled u vretenu postoje dvije razli¢ite forme: jedna koja intenzitetom
odgovara donekle formiranom sveznju i druga u kojoj je maksimum signala nizi i §iri. Druga forma
ima maglicast izgled i pretpostavlja se da je rijec o frakciji PRCI koja nije vezana jakim interakcijama
na vreteno. Da bi se ispitala biofizikalna svojstva takvih formi, potrebna je metoda koja ¢e dati

odgovor na sekundnoj skali jer se na toj skali uo¢avaju promjene u arhitekturi vretena u prometafazi.
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Slika 4.5. Mitotsko vreteno u ranoj prometafazi u vertikalnom poloZaju. SiR-DNA (crveno) i PRC1 GFP

(bijelo). Prikazane tri razliCite stanice u istoj fazi. Skala je na svim slikama 5 pm.
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Slika 4.6. Profil intenziteta signala PRC1-GFP u sveznju i maglicastoj formi u ranoj prometafazi u vertikalnom

polozaju. Skala je 5 um. Profil je Sirok 12 piksela.
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4.1.2. Lokalizacija u metafazi

Stanicu u metafazi bilo je moguée prepoznati u horizontalno poloZzenom vretenu tako $to se signal
kromosoma nalazio u ravnoj liniji (slika 4.7). Signal PRC1 lokalizirao je u srediStu vretena i gotovo
odgovarao polozaju kromosoma. Sveznjevi su bili dugacki 4-5 pum, kako je ranije pokazano u
literaturi.'® Vertikalni poloZaj vretena otkrio je da su kromosomi ravnomjerno rasporedeni u krug koji
¢ini metafaznu plocu. Profil intenziteta pokazao je uske maksimume otprilike jednakih vrijednosti,
neovisno je li vreteno poloZeno horizontalno ili vertikalno (slika 4.8). Vrijednost signala otprilike je
jednaka kao i za svezanj u ranoj i kasnoj prometafazi, te se moze pretpostaviti da se broj sveznjeva

povecava od prometafaze do metafaze, no kojom brzinom i na koji nacin, dosada nije poznato.

Slika 4.7. Mitotsko vreteno u metafazi u horizontalnom poloZaju (gore) i vertikalnom poloZaju (dolje).

SiR-DNA (crveno) i PRC1 GFP (bijelo). Skala je na svim slikama 5 pm.
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Slika 4.8. Usporedba profila intenziteta signala PRC1-GFP u metafazi u horizontalnom polozaju (zeleno) i

vertikalnom polozaju (plavo). Skala je na svim slikama 5 um. Profil je Sirok 12 piksela.

4.1.3. Lokalizacija u anafazi i telofazi

Nakon $§to je dode do utiSavanja mitotske kontrolne tocke, SAC-a, kromosomi se u anafazi poc¢inju
odvajati u dvije nove stanice. Izmedu njih su uocljivi antiparalelni mikrotubuli medusobno povezani
proteinima poput PRCI. Anafazu je moguce uociti na mikroskopu prema morfologiji vretena
prikazanoj na slici 4.9. Suzavanjem srediSnje zone nastaje sredi$nje tijelo, jasno prepoznatljivo prema
jakom intenzitetu PRC1-GFP u srediStu. Profil intenziteta pokazao je maksimume intentizeta signala
PRC1-GFP koji odgovaraju polozaju antiparalelnih sveznjeva (slika 4.10). U telofazi je uocljiv jedan,
visoki, Siroki maksimum i pretpostavlja se da ta regija sadrzava ve¢inu PRC1 molekula u vretenu, te
da su vezane ¢vrstim interakcijama. Buduéi da se ve¢ u anafazi po&inje dogadati citokineza' i odvija se
za vrijeme trajanja telofaze, a PRC1 je klju¢an za provedbu citokineze!”?°, posljednja proucavana faza

mitoze u ovom radu naziva se telofaza/citokineza.

Martina Manenica Diplomski rad



§ 4. Rezultati i rasprava 38

Slika 4.9. Zavrs$ne faze mitoze. Mitotsko vreteno u anafazi (gore)

(crveno) i PRC1-GFP (bijelo). Skala je na svim slikama 5 um.
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Slika 4.10. Usporedba profila intenziteta signala PRC1-GFP u u anafazi (zeleno) i telofazi/citokinezi (plavo).

Skala je na svim slikama 5 pm. Profil je Sirok 12 piksela.
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4.1.4. Intenzitet signala PRCI u citoplazmi i na vretenu kroz faze

Da bi se provjerilo koliko je PRC1 vezano dugotrajnijim interakcijama na vreteno, a koliko je
dostupno u citoplazmi kroz pojedine faze, usporedeni su relativni signali PRC1-GFP. Usporeden je
intenzitet signala vretenu i citoplazmi odmah pokraj vretena. Budu¢i da intenzitet GFP-a, u nekoj
oznacenoj regiji odgovara efektivnoj koncentraciji proteina fuzioniranog na GFP, u nastavku rada
intenzitet se koristi kao mjera za efektivnu koncentraciju. StatistiCka analiza podataka za intenzitet u
razli¢itim fazama (z-test za dva uzorka) pokazala je da je razlika u svim podacima koji odgovaraju
prometafazi i metafazi nesignifikantna (p > 0,1), dok su razlike s anafazom (p < 0,01) i citokinezom
(p < 1x10?) bile signifikantne, jednako kao i razlike u podacima za anafazu i telofazu/citokinezu

medusobno (p = 0,001).

Rezultati analize su dani kao omjeri intenziteta signala PRC1-GFP na vretenu i u citoplazmi u
tablici 4.1. 1 graficki prikazani na slici 4.11. Intenzitet je mjeren u maloj regiji na vretenu i pokraj u
citoplazmi. Neovisno o polozaju vretena u odnosu na stakalce u ranoj prometafazi, koncentracija
dostupnog PRC1-GFP otprilike je 3 puta veca na vretenu nego u citoplazmi. Taj omjer povecava se
kako odmicu faze mitoze; u metafazi je priblizno 4 puta vise PRC1-GFP na vretenu, u anafazi je
(9 + 2), a taj broj raste na (77 = 10) kako se dioba priblizava kraju i nastaje centralno tijelo na koje se

PRC1-GFP preferentno veze.

Tablica 4.1. Omjer intenziteta signala PRC1-GFP u vretenu i citoplazmi u razli¢itim fazama diobe. Rezultati su

dani kao (srednja vrijednost £ SEM). Za svaku fazu analizirano je 10 stanica.

Rana prometafaza hor. 29+0,1
Rana prometafaza ver. 3,3+0,3
Rana prometafaza (sveZanj) ver. 3,5+£0,2
Kasna prometafaza (svezanj) hor. 4,0+0,9
Metafaza hor. 4,1+0,3
Metafaza ver. 4.8+0,5
Anafaza 9+2

Telofaza/citokineza 77+ 10

Prema navedenim podacima jasno je da dolazi do postupnog vezanja PRC1-GFP na mikrotubule kako
odmicu faze mitoze. Ipak, u ranoj prometafazi vecina PRC1-GFP je vezana na samo vreteno. Je li rijec
o slabijim interakcijama u odnosu na kasnije faze, tesko je reci iz ovih podataka. Ovi podaci sugeriraju
da postoji reakcijski gradijent kako odmicu faze mitoze, te se sve vise PRCI-GFP veZe na
mikrotubule. Kako bi se saznalo koliko je zaista PRC1-GFP vezano na vreteno i kakav je relativni

odnos tih interakcija kroz faze, u nastavku je proveden i analiziran FRAP eksperiment.
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Slika 4.11. Intenzitet signala PRC1-GFP u razli¢itim fazama mitoze. A) Nacin odredivanja ROI na primjeru
kasne prometafaze. B) Relativni odnos signala PRC1-GFP na vretenu i u citoplazmi. Oznake: RP-rana
prometafaza, KP-kasna prometafaza, M-metafaza, A-anafaza, T/C-telofaza/citokineza, Hor-horizontalni poloZaj

vretena, Ver-vertikalni polozaj vretena, Mag-maglic¢asta forma, Sv-svezanj mikrotubula.
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4.2. Uspostava metode za mjerenje i analizu povratka intenziteta
fluorescencije PRC1-GFP

4.2.1. Analiza FRAP krivulje za protein regulator citokineze 1, PRCI, optimirana je na
podacima dobivenim u citokinezi

Nakon §to je snimljena srediSnja ravnina u kanalima za vizualizaciju PRC1-GFP (488 nm) i SiR-DNA
(640 nm), koje su prikazane u poglavlju ranije, na istim stanicama, proveden je FRAP eksperiment, uz
vizualizaciju samo GFP-signala (488 nm). FRAP podrazumijeva primjenu laserskog snopa visokog
intenziteta, koja ¢e dovesti do fotoizblijedenja u kratkim intervalima (engl. bleach series). Broj
intervala je potrebno optimirati da ne dode do trajnog fotooste¢enja uslijed djelovanja lasera visokog
intenziteta $to je provjereno na nacin da je stanica vizualizirana nakon 10-15 minuta od primjene
snopa visokog intenziteta. Neovisno o mjestu i trenutku fotoizblijedenja stanice su nastavile stani¢ni
ciklus i doslo je do diobe. Broj ponavljanja snopa visokog intenziteta je 4, a interval je za sve serije
0,433 s. Snimljeno je 6 vremenskih okvira prije (engl. prebleach series) i 50-100 vremenskih okvira
nakon izlaganja ROI laserskom snopu visokog intenziteta (engl. postbleach series). Slijed

eksperimenta prikazan je na slici 4.12 za diobeno vreteno u telofazi/citokinezi.

0,00s 519s 10,39 15,595 20,78s

Slika 4.12. FRAP za PRC1-GFP u telofazi/citokinezi. A) Diobeno vreteno na pocetku snimanja u vremenu -
2,59 s. ROI je oznacen crvenim kruzicem. B) ROI za vrijeme fotoizblijedenja. Slika je uvecana 5 puta. C)

Diobeno vreteno nakon fotoizblijedenja.

Na sekvenci nakon fotoizblijedenja (4.12.C) moguce je opaziti da dolazi do fotoizblijedenja i izvan

ROL. 1z tog razloga potrebno je uvesti korekcije na fotoizblijedenje cijele stanice. Protein od interesa,
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PRCI, specifican je crosslinker antiparalelnih mikrotubula u sredi$njem tijelu kojeg tvore mikrotubuli
diobenog vretena u telofazi/citokinezi. 1z tog razloga optimizacija FRAP-a i analize podataka za FRAP
krivulje provedena je na podacima dobivenim u telofazi/citokinezi. U svakoj stanici mjeren je
intenzitet signala regije od interesa, ROI, pozadine, BG, te regije na koju ¢e se korigirati
fotoizblijedenje normalizacijom vrijednosti signala za ROI. Fotoizblijedenje se moze korigirati na
malu regiju unutar stanice, ¢iji signal ostaje konstantan za vrijeme snimanja, ili na cijelu stanicu koja i
obuhvaca ROI. Nacini korekcije i normalizacije su brojni, a u ovom radu se koristi nacin opisan u
poglavlju 3.2.2., koji je takoder koriSten i za FRAP drugih proteinskih struktura,*® pa i samih

mikrotubula.*>*

Slika 4.13 prikazuje postupak mjerenja, a slika 4.14 dobivene krivulje u oba slucaja
normalizacije. Intenzitet cijele stanice obuhvaca veliki dio citoplazme (zelena krivulja, slika 4.14.A) i
iz tog razloga je priblizno nula, kao i intenzitet pozadine (plava krivulja). U telofazi/citokinezi nije
tako ocit signal citoplazme, kao i rub stanice kao u drugim fazama, gdje je bilo lakSe oznaciti regiju za
mjerenje. Budu¢i da je PRC1-GFP opcenito prisutan u maloj koli¢ini u citoplazmi, i mjerenje male
regije u citoplazmi pokazuje sli¢an trend (4.14.B). Ipak, kad se uveca dio koji prikazuje krivulje
pozadine (plavo) i regije za korekciju (zeleno), jasno je da se krivulja dobivena za cijelu stanicu (slika
4.14.C) ponasa znatno drugacije, primjetan je gotovo eksponencijalni pad signala u vremenu prije ¢t =0
s, Sto je ocit pokazatelj fotoizblijedenja. Nakon toga krivulja pokazuje manje oscilacije u odnosu na
krivulju na slici 4.14.D. lako se ta razlika ne ¢ini znacajna, prilikom normalizacije, FRAP krivulja za
ROI ponaSa se znatno drugacije (slike 4.14. E i F), s velikim oscilacijama koje nisu vidljive u
originalnoj krivulji. Time je jasno pokazano da normalizacija koja ukljucuje malu, referentu regiju
uvodi znacajan Sum u podatke nakon ¢ = 0 s, te nije pogodna za koriStenje. U daljnjem radu koristi se

normalizacija na signal cijele stanice u prvom vremenskom okviru snimanja (¢ = -2,59 s).

Slika 4.13. Analiza FRAP-a za PRC1-GFP. A) Diobeno vreteno u telofazi/citokinezi. SiR-DNA (crveno) i
PRCI1-GFP (bijelo). B) Normalizacija na signal cijele stanice. C) Normalizacija na malu regiju. ROI (crveno),

regija za normalizaciju (zeleno), BG (plavo).
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Slika 4.14. Analiza FRAP-a za PRC1-GFP. A, C i E) Normalizacija na signal cijele stanice. B, D i F)

Normalizacija na malu regiju. ROI (crveno), regija za normalizaciju (zeleno), BG (plavo).
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4.2.2. FRAP PRCI-GFP u citoplazmi

Da bi se FRAP koristio kao metoda za proucavanje biofizickih svojstava proteina fuzioniranog na
GFP, nuzno je provjeriti kakav trend ¢e imati krivulja za FRAP frakcije slobodnog proteina u mediju.
U tu svrhu, napravljen je FRAP u citoplazmi stanice u diobi. Buduci da je frakcija PRCI1-GFP u
citoplazmi malena u odnosu na vreteno, a izrazito mobilna, teSko je na oko uociti promjenu (slika
4.15). Medutim, kad se ROI analizira, moguce je dobiti FRAP krivulju. Na slici 4.16.A prikazane su
krivulje koje odgovaraju intenzitetu signala pozadine, cijele stanice i ROI gdje je izveden FRAP za
stanicu na slici 4.15. lako na prvi pogled ne dolazi do potpunog oporavka fluorescencije kakav bi se
ocekivao za slobodni protein, nakon korekcije i normalizacije opisane u poglavlju 3.2.2. (slika 4.16.B)
krivulja se priblizava u desnom dijelu vrijednosti 1. Za valjanu analizu potrebno je eksperiment
ponoviti viSe puta i uprosjeciti viSe normaliziranih krivulja. Tako dobivena krivulja prikazana je na
slici 4.16.C. Parametri FRAP-a dobiveni su metodom nelinearne regresije prilagodavanjem modela za
kojeg vrijedi FRAP(t) = F, +A(1 - e‘bt), Parametri i statisticke mjere za evaluaciju kvalitete
slaganja modela i eksperimentalnih podataka dane su u tablici 4.1, a krivulja dobivena koristenjem
kinetickog modela prikazana je na slici 4.16.D. Mjere kvalitete slaganja eksperimentalnih podataka i
teorijskih izracuna pokazuju da dobivena krivulja moze opisati eksperimentalne podatke, ali je

zasigurno potrebno vise mjerenja da bi se smanjio Sum podataka.

0,00 s 1,29s 259s

Slika 4.15. FRAP za PRC1-GFP u citoplazmi. A) Diobeno vreteno na pocetku snimanja u vremenu -2,59 s.
ROI je oznaCen bijelim kruzicem. B) ROI za vrijeme fotoizblijedenja. Slika je uveéana 7 puta. C) Diobeno

vreteno nakon fotoizblijedenja.
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Slika 4.16. Analiza FRAP-a za PRC1-GFP u citoplazmi. A) Intenziteti signala u stanici bez korekcije i

normalizacije. B) Intenzitet signala ROI u citoplazmi nakon korekcije i normalizacije. C) FRAP krivulja za

PRC1-GFP u citoplazmi dobivena kao prosjek 4 mjerenja. D) Model za FRAP-PRC1-GFP u citoplazmi.

Tablica 4.1. Parametri modela i statisticka evaluacija za FRAP u citoplazmi. Fy, 4 i b su dani kao (koeficijent £

interval pouzdanosti od 95%).

Fo
A
b/s!
Foo (Fo+ A)
SSE
R2
modificirani R*
RMSE

0,57 £ 0,04
0,4+0,1
1,8+ 0,7
1,0+ 0,1

0,09
0,67
0,98
0,05
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Buduéi da je povratak fluorescencije nakon fotoizblijedenja u citoplazmi za PRCI1-GFP izracunat
prema formuli (1) (100 + 13) %, te da je vrijeme polureakcije FRAP-a iznimno kratko i iznosi (0,4 +
0,5) s, moze se zakljuciti da je PRC1-GFP izrazito mobilan u citoplazmi. Vrlo je vjerojatno da je rijec
o slobodnom proteinu koji nije vezan za drugi protein ve¢ podlijeze difuziji. U prilog tome ide i §to se
vrijeme polureakcije za sami GFP u citoplazmi na kojeg nije fuzioniran protein takoder u literaturi
iznosi manje od sekunde.*** Treba svakako uzeti u obzir razlike u molarnoj masi, sam GFP je mali
protein od 26.9 kDa,!” a PRCI je protein srednje veli¢ine od 70 kDa?’. Budu¢i da vrijeme polureakcije
nije usporedivo izmedu razlicitih radova i iznimno ovisi o veli¢ini ROI i veli¢ini molekule, za pravu
usporedbu potrebno je izracunati koeficijent difuzije. No, ¢injenica da je dobiven slican red veliCine,
sugerira da je rezultat zadovoljavaju¢i. PRC1-GFP analizom FRAP krivulje je iznimno mobilan u
stanici kada nije vezan na vreteno, a kada je ¢vrsto vezan na diobeno vreteno i sudjeluje u izgradnji
sredi$njeg tijela u telofazi/citokinezi, jako je mali povratak fluorescencije. Time je pokazano da je
FRAP zadovoljavaju¢a metoda za proucavanje mobilnosti PRC1-GFP i da se tom metodom moze

proucavati biofizi¢ka svojstva PRC1-GFP u razli¢itim fazama mitoze.
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4.3. Mjerenje i analiza povratka intenziteta fluorescencije PRC1-GFP u
svim fazama mitoze nakon fotoizblijedenja (FRAP PRC1-GFP)

4.3.1. FRAP PRCI-GFP u sveznju u ranoj i kasnoj prometafazi

Ranije je prikazano da se za vrijeme trajanja prometafaze, od puknuca jezgrine ovojnice do nastanka
metafazne ploce, postupno se formiraju sveznjevi mikrotubula. PRC1-GFP je u toj fazi fosforiliran na
Thr-470 i Thr-481, te je time sprijecena njegova dimerizacija. Takoder, dio PRC1 moze lokalizirati i
na K-vlaknima'®, no svakako postoji veliki afinitet vezanja na vreteno jer rezultati u prethodnom
poglavlju pokazuju da PRC1-GFP dominantno lokalizira na vretenu. Jedan ili dva sveznja mikrotubula
obiljezenih s PRC1-GFP formiraju se ve¢ u ranoj fazi, dok su kromosomi slozeni u obliku rozete.
Kako bi se ispitala biofizikalna svojstva takvih sveznjeva, te usporedila sa svojstvima u kasnijim
fazama, napravljen je FRAP eksperiment u trenutku kada vreteno ima formiran jedan ili dva sveznja,
Sto je vidljivo u vretenu u vertikalnom polozaju (slika 4.17), te kad ima vise sveznjeva u kasnijoj
prometafazi (slika 4.18). Eksperiment je ponovljen u 10 razliitih stanica te je izraCunata srednja
vrijednost i standardna pogreska u svakoj vremenskoj tocki na normaliziranim podacima. Povratak

fluorescencije u ROI nakon fotoizblijedenja (slika 4.19) usporediv je za obje situacije.

Martina Manenica Diplomski rad



§ 4. Rezultati i rasprava 48

-2,59 s 0,00s 1,295 2,595

Slika 4.17. FRAP za PRC1-GFP u sveZnju u ranoj prometafazi u vertikalnom poloZaju. A) Diobeno
vreteno s ROI (bijeli krug). B) Uvecana ROI sa slike A. Skala je 1 pm.
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-259 s 0,00 s 1,29s 2,59s

519s 10,395 15,595 20,78s

.-:'!

2,59

15,159.s 20,78 s

Slika 4.18. FRAP za PRC1-GFP u sveZznju u kasnoj prometafazi u horizontalnom poloZaju. A) Diobeno
vreteno s ROI (bijeli krug). B) Uvecana ROI sa slike A. Skala je 1 um. Diobeno vreteno na pocetku snimanja u
vremenu -2,60 s, te nakon fotoizblijedenja (0,00 — 20,78 s).
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Slika 4.19. FRAP krivulja za PRC1-GFP u sveZnju u prometafazi. A) Rana prometafaza u vertikalnom
polozaju. B) Kasna prometafaza u horizontalnom polozaju. Prikazana je srednja vrijednost i standardna pogreska

u svakoj vremenskoj to¢ki (crno).

Da bi se FRAP krivulja mogla ispravno tumaciti, potrebno je izracunati metodom nelinearne regresije
parametre koji ¢e dati najbolje slaganje eksperimentalne krivulje i modela, a parametri za evaluaciju
kvalitete slaganja modela i eksperimentalnih podataka dani su u tablici 4.2. Krivulja dobivena
koriStenjem kinetickog modela prikazana je na slici 4.20. Mjere kvalitete slaganja eksperimentalnih
podataka i teorijskih izracuna pokazuju da dobivena krivulja vjerodostojno opisuje eksperimentalne

podatke.

Primjenom modela na eksperimentalne podatke za svezanj mikrotubula u ranoj prometafazi,
dobiveno je prema jednadzbama (1) i (2) da je (78 + 2) % proteina PRC1-GFP mobilno, a tek mala
frakcija je vezana Cvrsto na mikrotubule (slika 4.35). U kasnoj prometafazi u jednom sveznju
(81 = 2) % proteina je mobilno, dok je tek mala frakcija ¢vrsto vezana na vreteno. Oba modela
odgovaraju eksperimentalnim podacima, $to je jasno iz tablice 4.2., a dobivene vrijednosti su sli¢ne.
Time je pokazano da je svezanj u prometafazi moguce karakterizirati prema vezanoj frakciji PRC1-
GFP od ~ 20 %. Vrijeme polureakcije FRAP-a, u ovom slucaju predstavlja vrijeme povratka pola
moguce mobilne frakcije na mikrotubule, te izracunato iz parametra b. Dobivene vrijednosti su i

(1,8 £0,3) s za svezanj u ranoj prometafazi i (1,89 + 0,3) s za svezanj u kasnoj prometafazi.
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Tablica 4.2. Parametri modela i statisticka evaluacija za FRAP u sveznju u prometafazi. Fo, 4 i b su dani kao

(koeficijent + interval pouzdanosti od 95%).

Fo ©0,50£0,02  0,40+0,02
A 0,392 + 0,006 0,490 + 0,007
b/s?! 0,39+ 0,03 0,37 £ 0,03
Fo (Fot+ A) 0,89 + 0,02 0,77 £ 0,02
SSE 0,009 0,01

R? 0,98 0,98

modificirani R* 0,98 0,98

RMSE 0,01 0,02

A) 15 Rana prometafaza (svezanj) ver. B) Kasna prometafaza (svezanj) hor.
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Slika 4.20. Model za FRAP PRC1-GFP u sveZnju u prometafazi. A) Rana prometafaza u vertikalnom

polozaju. B) Kasna prometafaza u horizontalnom polozaju.
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4.3.2. FRAP-PRCI-GFP u maglicastoj formi u ranoj prometafazi

Osim formiranih sveznjeva, znacajnu povrSinu u presjeku vretena u ranoj prometafazi zauzima
magliCasta struktura unutar koje nema jasno separiranih sveznjeva. Takva struktura dominirala je u
ranijim fazama prometafaze, koje je moguce uociti u vretenu prema polozaju kinetohora u obliku
rozete na obodu vretena. Upravo takve strukture u horizontalnom (slika 4.21) i vertikalnom poloZaju
(slika 4.22) bile su u fokusu ovog istrazivanja. FRAP krivulje za 10 razli¢itih stanica, kao i prosjecna

krivulja prikazane su na slici 4.23.

-2,59 s 0,00s 1,295 2,595

519s 10,39 15,595 20,78s

Slika 4.21. FRAP za PRC1-GFP u maglicastoj formi u ranoj prometafazi u horizontalnom poloZaju. A)
Diobeno vreteno s ROI (bijeli krug). B) Uvecana ROI sa slike A. Skala je 1 pm.
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-2,59 s 0,00s 1,29s 2,59s

519s 10,395 15,595 20,78s

O o,
Slika 4.22. FRAP za PRC1-GFP u magli¢astoj formi u ranoj prometafazi u vertikalnom poloZaju. A)
Diobeno vreteno na pocetku snimanja u vremenu -2,60 s, te nakon fotoizblijedenja (0,00 — 20,78 s). ROI je

oznacena bijelim krugom. B) Uvecana ROI sa slike A. Skala je 1 pm.
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Slika 4.23. FRAP krivulja za PRC1-GFP u magli¢astoj formi u ranoj prometafazi. A) Rana prometafaza u
horizontalnom polozaju. B) Rana prometafaza u vertikalnom polozaju. Prikazana je srednja vrijednost i

standardna pogreska u svakoj vremenskoj to¢ki (crno).

lako se iz slike 4.18 mozda ne ¢ini da dolazi do potpunog oporavka koji sugerira maksimalnu
mobilnost molekula u stanici, eksperimentalna krivulja pokazuje da je F. postigao vrijednost Fj tj. da
je udio mobilne faze gotovo 100 %. Za potvrdu opservacije, kineticki model je prilagoden na
eksperimentalne podatke (poglavlja 2.3.3. i 3.2.3.) metodom nelinearne regresije najmanjeg kvadrata
(tablica 4.3 i slika 4.24). Time je dobiveno da su sve molekule PRC1-GFP koje se nalaze na vretenu,
neovisno o polozaju u odnosu na stakalce, u ranoj prometafazi mobilne i da mobilna frakcija iznosi
to¢nije (110 = 10) % u horizontalno polozenom vretenu i (100 + 10) % u vertikalno poloZenom
vretenu. Postotak veéi od 100 nije iznenadujuéi jer je rije¢ je o fazi u kojoj se dogadaju brojne
promjene na razini vretena te krivulja u desnom dijelu grafa vise oscilira nego u drugim fazama, §to
utjeCe 1 na kvalitetu slaganja modela i eksperimenta. Time se moze objasniti 1 povratak mobilne
frakcije na viSe od 1, Sto se primjecuje u desnom dijelu grafa. Vrijeme polureakcije FRAP-a
usporedivo je s onim za sveZanj u prometafazi i iznosi (1,8 = 0,3) s za horizontalni polozaj, odnosno
(2,0 £ 0,4) s za vertikalni polozaj. PRC1-GFP vezan na vreteno jednako je mobilan kao i u citoplazmi,
no vrijeme polureakcije je vece, Sto pokazuje da nije rije¢ o potpuno difuznom proteinu u ranoj

prometafazi, ve¢ i tada postoji interakcija s mikrotubulima.
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Tablica 4.3. Parametri modela i statisticka evaluacija za FRAP u ranoj prometafazi. Fo, 4 i b su dani kao

(koeficijent + interval pouzdanosti od 95%).

Parametri Rana prometafaza Rana prometafaza
(magli¢asta forma) hor.  (magli¢asta forma) ver.
Fo 0,47+ 0,09 0,5+0,1
A 0,60 = 0,02 0,48 £ 0,01
b/s! 0,38 0,05 0,35+ 0,04
Foo(F()+A) 15O6i0309 1,0i0,1
SSE 0,06 0,03
R? 0,93 0,95
modificirani 0,93 0,95
R2
RMSE 0,04 0,02

A) Rana prometafaza (magli¢asta forma) hor. B)

Rana prometafaza (magli¢asta forma) ver.
1.2 - - ' -

08¢

o
So06f
L

0.4F

0.2} : 0.2}
—OE— Eksperiment
Model

—E— Eksperiment
Model

0 5 10 15 20 0 5 10 15 20
Vrijeme (s) Vrijeme (s)

Slika 4.24. Model za FRAP PRC1-GFP u maglicastoj formi u prometafazi. A) Rana prometafaza u

horizontalnom polozaju. B) Rana prometafaza u vertikalnom polozaju.
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4.3.3. FRAP PRCI1-GFP u sveznju u metafazi

Za protein PRC1-GFP dugo se smatralo da nema ulogu prije nego se kromatide po¢nu odvajati na
pocetku anafaze. Medutim, otkriveno je da PRCI-GFP specificno povezuje antiparalelne preklope
mikrotubula koji tvore premos¢ujuce vlakno.'*!® Takoder, PRC1-GFP je klju¢an za odrZavanje
ravnoteze sila u metafaznom vretenu. U slucaju njegovog reverzibilnog uklanjanja'® dolazi do
dislociranja kinetohora koje su prethodno bile slozene u metafaznu plocu i izravnavanja kinetohornog
vlakna, §to su eksperimentalni pokazatelji neravnoteze sila na kinetohore. Da bi doslo do reverzibilnog
odvajanja i vezanja proteina na vreteno, nuzno je da odredena frakcija tog proteina nije ¢vrsto vezana
na vreteno. U ovom radu metafaza je prepoznata po lokalizaciji kromosoma u sredi$tu vretena u
horizontalnom i vertikalnom polozaju (slika 4.7), te je na dobro vidljivom sveznju proveden FRAP
eksperiment (slike 4.25 1 4.26), a dobivene krivulje prikazane su na slici 4.27. Pritom je za svaku fazu

uprosjeceno 10 eksperimenata.
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-2,59 s 0,00s 1,295 2,59s

519s 10,39 s 15,595 20,78s

Slika 4.25. FRAP za PRC1-GFP u metafazi u sveznju horizontalnom poloZaju. A) Diobeno vreteno na
pocetku snimanja u vremenu -2,60 s, te nakon fotoizblijedenja (0,00 — 20,78 s). ROI je oznacena bijelim krugom.

B) Uvecana ROI sa slike A. Skala je 1 pm.
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519s 10,395 1559s 20,78s

Slika 4.26. FRAP za PRC1-GFP u sveZnju u metafazi u vertikalnom poloZaju. A) Diobeno vreteno na
pocetku snimanja u vremenu -2,60 s, te nakon fotoizblijedenja (0,00 — 20,78 s). ROI je oznacena bijelim krugom.

B) Uvecana ROI sa slike A. Skala je 1 pm.
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Slika 4.27. FRAP krivulja za PRC1-GFP u sveZnju u metafazi. A) Vreteno u horizontalnom polozaju. B)
Vreteno u vertikalnom polozaju. Prikazana je srednja vrijednost i standardna pogreska u svakoj vremenskoj tocki

(crno).

Krivulja dobivena modelom (tablica 4.4 i slika 4.28) i eksperimentalna krivulja u iznimno su dobrom
slaganju za oba polozaja vretena. Ocekivano, mobilna frakcija je manja nego u prometafazu te iznosi
(74 = 2) % od ukupnog broja molekula PRC1-GFP u metafaznom vretenu u hoizontalnom poloZaju,
odnosno (75 £ 2) % za vertikalni poloZaj. Vrijeme polureakcije veée je odnosu na ranije faze stani¢ne
diobe i iznosi (2,4 + 0,3) s za horizontalni polozaj, odnosno (3,2 £ 0,6) s za vertikalni polozaj.
Svakako treba istaknuti i slicnost u iznosu parametra a, b i F, izmedu vertikalno i horizontalno
polozenog vretena, Sto dovodi i do toga da su udjeli mobilne i imobilne faze sli¢ni. Time je isklju¢eno

da polozaj vretena na neki nacin utjece na vrijednost FRAP-a.
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Tablica 4.4. Parametri modela i statistiCka evaluacija za FRAP u sveznju u metafazi. Fo, 4 i b su dani kao

(koeficijent + interval pouzdanosti od 95%).

Fo

A

b/st
Fco (F0+ A)
SSE
R2

modificirani R*
RMSE

A) Metafaza (svezanj) hor.

0,39 + 0,06
0,453 + 0,007
0,29 £+ 0,02
0,84 £ 0,06

—E— Eksperiment
Model

0,009
0,98
0,98
0,01

B)

0,33

+0,02

0,509 + 0,008

0,21

+0,02

0,83+0,2

0

,007
0,99
0,99
0,01

Metafaza (svezanj) ver.

1.2

—O— Eksperiment
Model

027 0.2
0 : : : : 0 : : :
0 5 10 15 20 5 10 15 20
Vrijeme (s) Vrijeme (s)
Slika 4.28. Model za FRAP PRC1-GFP u sveZnju u metafazi. A) horizontalni i B) vertikalni polozaj.
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4.3.4. FRAP PRCI-GFP u sveznju u anafazi

FRAP PRCI-GFP u anafazi ponovljen je u 4 neovisna eksperimenta. Iz same sekvence slika jasno je
da postoji odredena mobilna frakcija koja se izmijeni u ROI nakon fotoizblijedenja (slika 4.29).
Eksperimentalna krivulja dobivena kao prosjek normalizirana intenziteta u vremenu iz 4 neovisna
eksperimenta prikazana je na slici 4.30. Razlike u odnosu na krivulju u ranijim fazama u nagibu kao i
maksimalnoj vrijednosti koja se postiZze jasne su iz samog izgleda, $to sugerira i razlike u mobilnoj

frakciji i brzini vezanja PRC1-GFP na vreteno.

-2,59 s 0,00 1,295 2,595

Slika 4.29. FRAP za PRC1-GFP u sveZnju u anafazi. A) Diobeno vreteno na pocetku snimanja u vremenu -
2,60 s, te nakon fotoizblijedenja (0,00 — 20,78 s). ROI je oznacena bijelim krugom. B) Uvecana ROI sa slike A.
Skala je 1 pm.
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Slika 4.30. FRAP krivulja za PRC1-GFP u sveZnju u anafazi. Prikazana je srednja vrijednost i standardna

pogreska u svakoj vremenskoj to¢ki (crno).

Model dobiven za FRAP PRC1-GFP u anafazi dobiven je metodom nelinearne regresije i parametri su

dani u tablici 4.5, a krivulja je prikazana na slici 4.31. Slaganje modela i eksperimenta je

zadovoljavajuce, no eksperimentalna krivulja pred sam kraj pokazuje da nije doslo do postizanja

potpunog platoa. Nazalost, nije bilo moguce stanice snimati duze jer su se zbog dinamike diobe

pomicale u vidnom polju po Z-osi i time se ROI gubio iz ravnine snimanja.

Tablica 4.5. Parametri modela i statisticka evaluacija za FRAP PRC1-GFP u sveznju u anafazi Fo 4 i b su dani

kao (koeficijent + interval pouzdanosti od 95%).

Parametri

Fo
A
b/s!
Fo (Fo+ A)
SSE
R2
modificirani R*

RMSE

Anafaza (sveZanj)

hor.
0,37 £ 0,09

0,33 £0,01

0,17 £0,02

0,70 +0,09
0,009
0,97
0,97
0,015
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Anafaza (svezanj) hor.

1.2

—E— Eksperiment
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Slika 4.31. Model za FRAP PRC1-GFP u sveZnju u anafazi.

U odnosu na ranije faze gdje je ve¢ina dostupnog PRC1-GFP u mobilnoj frakciji, a anafazi je gotovo
pola dostupnog PRC1-GFP u ravnoteznoj asocijaciji i disocijaciji s vretena, tocnije (52 = 1) %. Na
antiparalelne preklope u sredisSnjem dijelu vretena Cvrsto je vezano (48 £ 1) % molekula PRCI.
Vrijeme potrebno da se polovina dostupnih molekula asocira na vreteno je vece u anafazi u odnosu na
ranije faze i iznosi (4,1 = 0,9) s. Budu¢i da je eksperimentalna krivulja pokazuje blagi nagib u

vremenu 15-20 s, jasno je da je da bi za bolje slaganje s teorijom bilo potrebno produziti snimanje.

U literaturi je viSe puta naglaSeno da #2, nije mjera koja se moze usporedivati izmedu
razli¢itih radova jer ovisi o nizu eksperimentalnih parametara poput veli¢ine izblijedene regije, vrste
lasera i sl.*»% Neslaganje izmedu krivulje dobivene u ovom radu i radu Pamule i suradnika®
prikazano je na slici 4.32.A. U tom radu (slika 2A u ¢lanku?®) autori koriste pravokutnik kako bi
oznadili regiju od interesa, koji pak zahtjeva puno sloZeniju obradu podataka®* u odnosu na krug koji
je koristen u ovom radu. Upravo iz tog razloga vrijeme polureakcije za odredeni protein smatra se
relevantnom mjerom koja je usporediva u razli¢itim fazama samo unutar jednog rada gdje je koristen
identi¢an sustav i veli¢ina ROI. Takoder, autori daju potpunu jednadzbu za samo jednu stanicu, tj. nije
rije¢ o uprosjecenoj krivulji od vise eksperimenata, nego samo jednom eksperimentu. Ta krivulja
pokazuje da je mobilna faza PRC1 u anafazi ~ 80%, S§to je znacajno viSe u odnosu na ovaj rad. Autori
tubulina na koji se veze jer tubulin u razli¢itim radovima ima ¢, mjereno u minutama. Ono $to je bitno

naglasiti je 3 puta dulje vrijeme snimanja FRAP-a u odnosu na ovaj rad. Autori naglaSavaju da
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koncentracija PRC1-GFP ostaje ista na mikrotubulima unutar 60 sekundi i da opaZenim skra¢ivanjem
antiparalelnog preklopa ne dolazi do nakupljanja PRC1-GFP u toj regiji. lako slike anafaze prikazane
na slici 1A u ¢lanku u vremenu sugeriraju da skradivanjem antiparalelnog preklopa dolazi do
povecavanja intenziteta signala PRC1-GFP (slika 4.32), autori taj podatak ne mjere, ve¢ se pozivaju na
literaturu®® gdje je takvo mijerenje radeno in vitro. U citiranom radu pak konkretno mjerenje nije

pokazano, ve¢ je samo komentirano.

Kako bi se ova pretpostavka potvrdila, na slici 4.32.B preuzetoj iz slike 1A iz ¢lanka*? u
sredi$njoj regiji na koju se veze PRC1-GFP povucen je profil intenziteta u programu ImageJ i
prikazan na grafu 4.32.C. Iz grafa je jasno da u datom vremenskom periodu dolazi do znacajnog
porasta intenziteta signala PRC1 -GFP. Stoga, FRAP krivulja dobivena u 60 sekundi nije samo rezultat
oporavka fluorescencije na datom mjestu, ve¢ i procesa nakupljanja PRC1 u antiparalelnom preklopu
u anafazi. Uzimajuéi u obzir znacajne razlike in vivo i in vitro istrazivanja, prikaz svega jedne stanice
na grafu, te nedostatak mjerenja intenziteta fluorescencije, moze se zakljuciti da krivulja koja ukazuje
na zna¢ajno visu mobilnu fazu PRCI1-GFP u radu Pamule i suradnika nije dostatna za objasniti

mobilnost PRC1-GFP.

Budu¢i da je uloga PRC1 znaCajna u anafazi, slicna istrazivanja radena su ranije i u drugim
organizmima. Tako je za homolog PRC1 u kvascu, Asel u anafazi dobiveno vrijeme polureakcije ¢, ~
7,5 min.** Ta vrijednost ukazuje na znacajno manju dinamiku Asel u odnosu na PRCI, &ija se
vrijednost #1> u ljudskim stanicama, neovisno o razli¢itim eksperimentalnim pristupima, uvijek mjeri u
sekundama u anafazi. Zanimljivo je da Asel u interfazi i na astralnim mikrotubulima koji ne ¢ine
antiparalelnu sredi$nju zonu u kvascu ima vrijeme polureakcije u sekundama*, §to sugerira da je

dinamika Asel i PRC1 kada nisu vezani jakim interakcijama u antiparaleni preklop slicna.
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Slika 4.32. A) Usporedba modela za FRAP PRC1-GFP u anafazi dobivenih u ovom radu i radu prema ref. 22. B)
Stanica hTRET-RPE1 u anafazi. Preuzeto iz ref. 22. C) Profil intenziteta signala PRC1-GFP koji odgovara
stanici pod B). Sirina Zute linije je 25 piksela, a duljina 166 piksela.
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4.3.5. FRAP PRCI-GFP u sveznju u telofazi/citokinezi

FRAP eksperiment napravljen je i za 7 stanica u telofazi/citokinezi (slika 4.12), te je izracunata
prosjecna vrijednost u svakom vremenskom okviru prikazana na slici 4.33. Ve¢ iz same
eksperimentalne krivulje koja ne doseze visoke vrijednosti nakon fotoizblijedenja jasno je da je
frakcija mobilnog proteina PRC1-GFP u stanicama mala, tj. da je ve¢ina PRC1-GFP ¢vrsto vezana na

sredisnje tijelo.
Telofazal/citokineza (svezanj) hor.

1.2
N=7

—_—

e
o™

o
~

Normalizirani intenzitet (a.u.)
o
(o]

o
(N}

Vrijeme (s)

Slika 4.33. FRAP krivulja za PRC1-GFP u sveZnju u telofazi/citokinezi. Prikazana je srednja vrijednost i

standardna pogreska u svakoj vremenskoj tocki (crno).

Kao i u ranijim fazama, izracunati su parametri metodom nelinearne regresije koji ¢e dati najbolje
slaganje eksperimentalne krivulje i kineticCkog modela. Parametri i statisticke mjere za evaluaciju
kvalitete slaganja modela i eksperimentalnih podataka dane su u tablici 4.6, a krivulja dobivena
koristenjem kinetickog modela prikazana je na slici 4.16. Mjere kvalitete slaganja eksperimentalnih
podataka i teorijskih izraCuna pokazuju da dobivena krivulja vjerodostojno opisuje eksperimentalne

podatke.
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Tablica 4.6. Parametri modela i statisticka evaluacija za FRAP PRCI1-GFP u sveznju u u telofazi/citokinezi. Fj,

A ib sudani kao (koeficijent + interval pouzdanosti od 95%).

Parametri Telofaza/citokineza
Fo 0,2+0,1
A 0,07 0,01
b/s! 0,09 £+ 0,02
Fu (Fo+ A) 0,3+0,1
SSE 0,0009
R? 0,94
modificirani R* 0,94
RMSE 0,005

Telofazal/citokineza (svezanj) hor.
1.2 . ; ; ‘

1%

0.8 1

—O— Eksperiment
Model

FRAP
o
o

0.4¢ 1

0.2}

0 5 10 15 20
Vrijeme (s)

Slika 4.34. Model za FRAP PRC1-GFP u sveZnju u telofazi/citokinezi.

Iz dobivenih parametara moze se iSCitati mobilna i imobilna frakcija PRCI-GFP u citokinezi
premajednadzbama (1) i (2). Mobilno je (91 = 3) % PRCI-GFP i vezano je jakim interakcijama na
mikrotubule u sredi$njem tijelu vretena. Vrijeme polureakcije je daleko veée u odnosu na prethodne

faze 1 iznosi (8 £2)s.
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4.3.6. Usporedba biofizikalnih svojstava PRCI1-GFP dobivenih na osnovu FRAP eksperimenta
unutar razlicitih faza mitoze

Da bi se u potpunosti shvatili parametri FRAP eksperimenta za PRC1-GFP u razli¢itim fazama mitoze
dobiveni prethodnom analizom, potrebno ih je sumirati. Razumijevanje parametara FRAP-a
omogucuje razmatranje biofizickih modela koji ¢e dati informacije o ponaSanju proteina u stanici.
Vazan rezultat FRAP-a svakako su informacije o mobilnoj i imobilnoj frakciji proteina u stanici. Za
slu¢aj PRC1-GFP imobilna frakcija raste kako se odmicu faze mitoze, te je u citokinezi maksimalna
(slika 4.35). Takoder, smanjuje se i koncentracija PRC1-GFP u citoplazmi (poglavlje 4.2.4), te ga se
sve vise nalazi na podrucju vretena, Sto ukazuje da postoji koncentracijski gradijent u smjeru vretena,
uzrokovan vezanjem PRCI-GFP. Kako odmicu faze mitoze, postoji ve¢i afinitet PRC1-GFP za
vezanje na vreteno, §to je vjerojatno posredovano djelovanjem mitotskih ciklinskih kaskada i
dimerizacijom PRCI. Vrijeme polureakcije pokazuje suprotan trend i povecava se kako odmicu faze

mitoze (tablica 4.7).

Mobilna frakcija

m Imobilna frakcija
120

Frakcija / %

A O ® Z
© & & §

]
o

o

RP RP RP KP M M A 7

Hor Ver Ver Hor Hor Ver Hor Hor
Mag Mag Sv Sv Sv Sv Sv Sv

Slika 4.35. Mobilne i imobilne frakcije PRC1-GFP kroz faze mitoze. Oznake: RP-rana prometafaza, KP-
kasna prometafaza, M-metafaza, A-anafaza, T/C-telofaza/citokineza, Hor-horizontalni polozaj vretena, Ver-

vertikalni polozaj vretena, Mag-maglicasta forma, Sv-svezanj mikrotubula.
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Tablica 4.7. Vremena polureakcija za PRC1-GFP kroz faze mitoze. Vrijednosti su dane kao (koeficijent

+ SEM).
Faza PoloZaj vretena Forma u Vrijeme polureakcije
veretenu (s)
Horizontalno Maglicasta forma 1,8+0,3
Rana Vertikalno Maglicasta forma 20+04
prometafaza Vertikalno Svezanj 1,8+0,3
Kasna Horizontalno Svezanj 1,9+0,3
prometafaza
Horizontalno Svezanj 24+0,3
Metafaza . -
Vertikalno Svezanj 32+0,6
Anafaza Horizontalno Svezanj 4,1+0,9
Telofaza/citokineza Horizontalno Svezanj 8+2

Svakako je potrebno istaknuti da je sav PRC1-GFP koji se nalazi u magli¢astoj strukturi u ranoj
prometafazi mobilan. Osim mobilnih i imobilnih frakcija, bitno je i vrijeme potrebno da se polovina
mobilnog PRCI-GFP vrati u ROI nakon fotoizblijedenja, 7;/,, u ovim eksperimentalnim uvjetima.
Radi prikazivanja relativnih odnosa za 745, sve krivulje dobivene modelom za FRAP prikazane su na

slici 4.36.A na nacin da su translatirane za -Fy. Dio grafa je uvecan i oznacene su tockom vrijednosti

koje odgovaraju (742, FRAP (11)) za svaki set eksperimenata. Vrijeme polureakcije, 7/, najmanje je
2

za ranu prometafazu (slika 4.36.B 1 tablica 4.7) Sto sugerira da je opravak fluorescencije jako brz,
moguce zbog velike mobilnosti PRCI1-GFP. Potpuna mobilnost, odnosno potpuni povratak
fluorescencije na vrijednost F; sugerira da kineticki model predlozen u poglavlju 2.3.3. mozda nije
najbolji kao bioloski model za ranu prometafazu jer se njime smatra da je difuzija zanemariva, te da je
rije€ o reakcijom dominiranoj kinetici. Kako bi se detaljno razumjelo ponasanje PRCI-GFP u
magliGastoj strukturi potrebno je razmotriti i druge modele koji ukljucuju difuziju,* te statisticki
evaluirati slaganje modela i eksperimentalnih podataka. U tom slu¢aju mogli bi se dobiti i fizikalni
parametri koji imaju znacenje za biokemiju PRCI1, a ne samo svojstva FRAP-a. Takoder, bitno je
opaziti da je mobilnost manja, a 71/, ve¢e za PRCI-GFP koji se nalazi u sveznju u prometafazi.
Vrijednosti su usporedive za svezanj u ranoj prometafazi i kasnoj prometafazi, $to ukazuje da za
vrijeme prometafaze nastaju sveznjevi koji na sebe vezu sve vise PRCI1-GFP iz mobilne faze.
Takoder, moguce je da PRC1-GFP ima ulogu povezivanju sveznjeva prije metafaze, te da nije samo
pasivni povezujuéi protein, Sto bi svakako trebalo dodatno ispitati. Biofizicka svojstva PRC1-GFP u
sveznjevima u metafazi, mobilnost i 7, /,, usporedivi su sa svojstvima za sveznjeve u prometafazi, Sto
pokazuje da FRAP moze biti dobar eksperiment za utvrdivanje svojstava sveznja mikrotubula. Tome u

prilog idu i nesignifikantne razlike u parametrima koji su dobiveni za sveznjeve u vertikalnom i
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horizontalnom polozaju. Time je pokazano da se dobivaju usporedivi rezultati neovisno o polozaju

vretena u odnosu na stakalce.

Parametar b, a time i vrijeme polureakcije 7,/, u kontekstu ovog rada, samo je relativna mjera
koja se moze usporediti izmedu faza unutar istog eksperimenta, a ne moze se iz nje izracunati
vrijednost k5, 1k, ¢y dok se ne ispita i slaganje s drugim kinetickim modelima, $to pak zahtjeva puno
sloZenije fizikalne racune koji nadilaze ovaj rad. Ipak, mogu se razmotriti relativni odnosi parametara,
te zakljuciti da stopa vezanja i odvezivanja PRC1-GFP s vretena opada kako odmicu faze mitoze.
PRCI-GFP pokazuje sve ve¢i afinitet vezanja i time omogucuje nastanak stabilnih antiparalelnih

sveznjeva mikrotubula.
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Slika 4.36. Modeli za FRAP krivulju kroz faze mitoze. A) Krivulje modela za FRAP translatirane za

odgovarajuci -Fo. B) Uvecani dio grafa. Totkama su naznadene vrijednosti za (712, FRAP (71)).
2
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4.3.7. Prijedlog za buduca istraZivanja

Jedno od kljucnih pitanja svakako ostaje je li PRC1-GFP u ranijim fazama od anafaze monomer ili
dimer, odnosno postoje li 2 mikrotubula koja su vezana dimerom PRCI prije anafaze. Kako bi se
detaljnije shvatila uloga dimerizacije u ponasanju PRC1-GFP u stanici, trebalo bi ponoviti FRAP
eksperiment na nacin da se napravi mutant PRC1-GFP koji ne moze dimerizirati. Takvi mutanti
poznati su u literaturi.'” Mogude je utisati ekspresiju funkcionalnog PRC1-GFP, primjerice metodom
interferirajuée siRNA specificne za PRC1-GFP i u istim stanicama eksprimirati plazmid koji nosi
uputu za biosintezu PRC1-GFP kojem je deletiran N-kraj, tj. prvih 66 aminokiselina koje ¢ine
dimerizacijsku domenu.'”® Takav mutant PRC1-AN-GFP, trebao bi ostati monomer kroz sve faze
mitoze i bilo bi zanimljivo vidjeti kojim afinitetom se veze na vreteno. Usporedbom s ponasanjem
funkcionalnog PRC1-GFP u ranijim fazama moglo bi se zakljuciti i u kojoj mjeri PRCI-GFP

dimerizira kroz faze, te koliko je dimerizacija klju¢na za njegovo vezanje na vreteno.

FRAP eksperiment pokazao se kao jednostavna, brza i pouzdana metoda za utvrdivanje
razlicitih biofizickih svojstava istog proteina u razli¢itim fazama diobe. Primjerice, FRAP bi mogao
biti mjera za prouCavanje utjecaja drugih proteina na antiparalelne sveznjeve. Ako se metodom
interferiraju¢e RNA utiSa neki od proteina za koji se pretpostavlja da je u interakciji s PRC1-GFP (npr.
KIF4A) mogao bi se u tim stanicama mjeriti FRAP-PRC1-GFP da se vidi utjecaj na afinitet vezanja
PRC1-GFP za mikrotubule u takvim uvjetima.

Kao znacajno pitanje ostaje i funkcija i znac¢aj magliaste forme na pocetku diobe. U daljnjem
radu za razumijevanje maglicaste forme, potrebno je usporediti razli¢ite modele kinetike i mutanate
PRC1-GFP. Time bi se stekao uvid i u mehanizam fokusiranja te magli¢aste strukture u stabilne
sveznjeve koje je moguce opaziti u kasnijim fazama mitoze. Ujedno, razjasnila bi se i uloga PRC1-

GFP u nastanku antiparalelnih sveznjeva, Sto svakako ostavlja prostora za buduca istrazivanja.
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§ 5. ZAKLJUCAK

U ovom radu proucavana je lokalizacija i dinamika ponaSanja proteina PRC1-GFP u svim fazama
mitoze u stanicama HelL a sa stabilnom ekspresijom PRC1-GFP. PRC1-GFP u prometafazi lokalizira u
cijelom podrucju vretena. U odredenim dijelovima intenzitet signala je znacajno jaci. Za takve
dijelove vretena pretpostavljeno je da odgovaraju prvim formiranim sveznjevima mikrotubula
povezanih s PRC1-GFP sli¢nima onim u metafazi $to je potvrdeno kao ispravna hipoteza analizom
podataka za FRAP PRC1-GFP. U ranoj prometafazi uocljivi su dijelovi unutar kojih nisu formiranu
sveznjevi, ve¢ se PRC1-GFP nalazi u nestrukturiranoj magli¢astoj strukturi. Pokazano je da je rije¢ o
mobilnom PRCI1, koji nije ¢vrsto vezan na mikrotubule. Jos uvijek ostaje pitanje koje vrste interakcija
i kolikog intenziteta drze takav PRC1-GFP na okupu.

Kako se odmicu faze mitoze, sve je manje PRCI-GFP u citoplazmi, a sve je vise PRC1-GFP
lokalizirano na vretenu. Takoder, afinitet prema ¢vrstom vezanju na vreteno pojacava se kako odmicu
faze mitoze; sve je vise PRC1-GFP imobilno, a vrijeme zadrzavanja u vezanoj formi je dulje. Time je
pokazano da PRC1-GFP mijenja svojstva i afinitet vezanja za vrijeme diobe. FRAP kao metoda moze
posluziti za proucavanje razlika u biofizikalnim svojstvima proteina na kratkoj vremenskoj skali, bez

da se utjece biokemijske procese u stanici.
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§ 6. POPIS OZNAKA, KRATICA I SIMBOLA

BAC — bakterijski umjetni kromosom (engl. bacterial artificial chromosome)

EGFP — poboljsani zeleni fluorescentni protein (engl. enhanced green fluorescent protein)
GFP — zeleni fluorescentni protein (engl. green fluorescent protein)

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

PRC1 — protein regulator citokineze 1, ne-motorni protein koji se veze na preklapajuce
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 sluZzi za ispiranje stanica (engl. phosphate buffered saline)

SiR-DNA — boja za DNA na bazi silikon-rodamina
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