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SAZETAK

OPTOGENETICKA METODA ZA BRZO I REVERZIBILNO UKLANJANJE PROTEINA
IZ DIOBENOG VRETENA

Ana Milas

Na pocetku mitoze mikrotubuli i pripadajuci proteini formiraju diobeno vreteno, strukturu
koja omogucuje to¢nu raspodjelu kromosoma izmedu dvije stanice kéeri. U ovom radu
razvijena je optogeneti¢ka metoda koja omogucuje brzu i reverzibilnu translokaciju proteina
iz diobenog vretena na mitohondrije koristenjem plavog svjetla. Metoda je primijenjena za
proucavanje proteina TACC3 i PRC1 koji sudjeluju u formiranju paralelnih, odnosno
antiparalelnih sveZnjeva mikrotubula. Translokacija oba proteina dogadala se na vremenskim
skalama od nekoliko minuta. Mijenjanjem koncentracije proteina PRC1 na diobenom vretenu
bilo je moguce inducirati raspadanje i ponovno formiranje antiparalelnih sveznjeva
mikrotubula Sto je rezultiralo promjenom oblika diobenog vretena. Dakle, ova metoda
predstavlja novi moéni alat za proucavanje proteina diobenog vretena kontrolom njihove
lokalizacije u pojedinim fazama mitoze.
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OPTOGENETIC METHOD FOR RAPID AND REVERSIBLE REMOVAL OF PROTEINS
FROM THE MITOTIC SPINDLE

Ana Milas

At the onset of mitosis microtubules and microtubule associated proteins form a spindle,
which is responsible for proper segregation of chromosomes between two daughter cells. In
this thesis, | have developed optogenetic method for rapid and reversible translocation of
proteins from the mitotic spindle to mitochondria using blue light. This method was used for
studying TACC3 and PRC1, proteins which are required for formation of parallel and
antiparallel microtubule bundles, respectively. Translocation of both proteins occurred at time
scales of several minutes. By changing concentration of PRC1 in the mitotic spindle, I was
able to induce disassembly and formation of antiparallel microtubule bundles, which resulted
in changes in the spindle shape. Thus, this method represents powerful new tool for studying
spindle proteins by controlling their localization at specific stages of mitosis.
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§ 1. Uvod 1

§1. UVOD

Stani¢na dioba je proces kojim se jedna stanica dijeli na dvije. Ovaj proces nuzan je za rast,
razvoj i odrzavanje visestani¢nih organizama. GreSke u raspodjeli genetickog materijala do
kojih dolazi prilikom diobe mogu uzrokovati pojavu brojnih bolesti i defekata. Zadaéu
pravilnog razdvajanja kromosoma tijekom mitoze ima diobeno vreteno, visokoorganizirana
struktura sastavljena od mikrotubula i pripadajuéih proteina.

Za proucavanje uloge pojedinih proteina u diobenom vretenu najceS¢e se koristi
metoda RNA interferencije kojom se utisava ekspresija ispitivanih proteina.® lako je primjena
ove metode dovela do brojnih znacajnih otkriéa u podrucju stanicne diobe, sve se Cesce
naglasavaju problemi u interpretaciji fenotipa dobivenih ovom metodom. Naime, ova metoda
djeluje na vremenskoj skali od nekoliko dana te njome nije moguce inaktivirati protein u
odredenoj fazi stanicne diobe. Ovo moze biti problem kod istrazivanja proteina koji imaju
uloge u razli¢itim fazama diobe. Zbog toga je potrebno razviti metodu koja bi omogucila
inaktivaciju proteina na vremenskoj skali od nekoliko minuta.

Posljednjih godina optogeneticke metode sve vise dobivaju na popularnosti u
istrazivanjima u stani¢noj biologiji. Ove metode koriste fotosenzitivne proteinske domene u
svrhu kontrole aktivnosti proteina koriStenjem svjetla. Do danas je optogenetika koriStena za
kontroliranje brojnih staniénih procesa kao §to su signalizacija,* ° transport i lokalizacija
organela i proteina u stanici® 7 te transkripcija gena.®

Cilj ovog rada bio je razviti optogeneticku metodu koja ¢e omoguditi brzu i
reverzibilnu translokaciju proteina iz diobenog vretena na mitohondrije za vrijeme mitoze. U
tu svrhu korisSten je sustav koji omogucuje reverzibilno induciranje dimerizacije proteina
koristenjem plavog svijetla.” Na ovaj nadin omoguéeno je uklanjanje proteina iz diobenog
vretena na vremenskoj skali od nekoliko minuta. Razvijena metoda primijenjena je na
proteine TACC3 (engl. transforming acidic colied-coil protein) i PRC1 (engl. protein
regulator of cytokinesis 1) koji sudjeluju u stvaranju i odrzavanju sveznjeva mikrotubula u
diobenom vretenu. Fuzijski proteini eksprimirani su u ljudskim tumorskim stanicama U20S
te je koriStenjem fluorescencijske mikroskopije proucavana njihova uloga u metafaznom

diobenom vretenu.
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§ 2. Literaturni pregled 2

§ 2. LITERATURNI PREGLED

2.1. Stanicni ciklus eukariota

Stani¢ni ciklus eukariotskih organizama sastoji se od Cetiri faze (Slika 1A). Glavne promjene
tijekom stani¢nog ciklusa odvijaju se u S fazi, u kojoj dolazi do replikacije DNA te u M fazi,
kada se udvostruceni kromosomi raspodjeljuju u dvije jezgre. U vecini stanica postoje dvije G
(engl. gap) faze koje dijele dogadaje koji se odvijaju u S i M fazama. Gy, S i G, faza zajedno
¢ine interfazu, dok se M faza sastoji od mitoze (diobe jezgre) i citokineze (diobe
citoplazme).'©

Prijelaz izmedu interfaze i mitoze pracen je znacajnim promjenama u izgledu stanice i

organizaciji stani¢nog citoskeleta, kao i stupnju kondenzacije DNA (slika 1B).

A ; M faza

mitoza
v (dioba jezgre)

citokineza
(dioba citoplazme)

-
-

Slika 1. Eukariotski stani¢ni ciklus. (A) Stani¢ni ciklus vecine eukariotskih stanica
podijeljen je u Cetiri faze: M (mitoza), G1 (vrijeme izmedu mitoze i pocetka replikacije DNA
u jezgri), S (vrijeme replikacije nuklearne DNA), G2 (period izmedu zavrsetka replikacije
DNA i mitoze). Slika je preuzeta i prilagodena prema ref. 10. (B) Fluorescencijska
mikroskopija ljudskih stanica. Mikrotubuli su prikazani u ruzi¢astoj, kinetohore u zelenoj, a

DNA u sivoj boji. Stanica u sredini slike nalazi se u mitozi, dok su okolne stanice u interfazi.
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§ 2. Literaturni pregled 3

Prijelazi izmedu pojedinih faza stani¢nog ciklusa regulirani su sustavom kontrole stani¢nog
ciklusa. Ovaj sustav aktivira i kontrolira procese stani¢nog ciklusa kao S§to su replikacija
DNA, mitoza i citokineza u skladu s uvjetima unutar stanice i u njenoj okolini. Glavni
regulatori stani¢nog ciklusa su ciklini i Kinaze ovisne o ciklinu (Cdk), protein-fosfataze i
ubikvitin-protein-ligaze. U ranoj G fazi, ciklin-Cdk kompleksi nisu aktivni. Na polovici G
faze, ciklin-Cdk kompleksi aktiviraju transkripciju gena potrebnih za replikaciju DNA. S faza
zapocinje djelovanjem SCF ubikvitin-protein-ligaze koja poliubikvitinilira inhibitore ciklin-
Cdk kompleksa S faze te se inhibitori razgraduju pomocu proteasoma. Ciklin-Cdk kompleksi
S faze tada aktiviraju ishodista DNA replikacije ¢ime se omogucuje sinteza DNA, nakon ¢ega
stanica ulazi u G2 fazu. U kasnoj G fazi mitoticki ciklin-Cdk kompleksi aktiviraju rane

korake mitoze.1°

2.2. Stani¢na dioba

Dioba ljudske tumorske stanice snimljena fluorescencijskim mikroskopom prikazana je na
slici 2. Mitoza se sastoji od nekoliko koraka u kojima dolazi do formiranja diobenog vretena,
integracije kromosoma u diobeno vreteno te razdvajanja kromosoma u dvije stanice kéeri.
Pocetak mitoze u vecini eukariotskih stanica oznacava razgradnja jezgrine ovojnice. Zatim u
prometafazi dolazi do restrukturiranja mikrotubula i formiranja diobenog vretena te
kongresije kromosoma u metafaznu ravninu. U metafazi su kromosomi poredani u ravnini te
se provjerava jesu li sestrinske kromatide pravilno spojene na suprotne polove diobenog
vretena. Nakon §to su kromosomi pravilno poredani i ispravno povezani s polovima, dolazi do
ubikvitinacije sekurina Sto omogucuje razdvajanje sestrinskih kromatida u anafazi.
Poliubikvitinaciju sekurina vr$i APC/C (engl. anaphase promoting complex) koji je ubikvitin-
ligaza. Anafaza se dijeli na anafazu A, u kojoj skra¢ivanje kinetohornih mikrotubula uzrokuje
priblizavanje kromosoma polovima te anafaze B, u kojoj se polovi medusobno razdvajaju.
Nakon §to su se kromosomi razdvojili, APC/C poliubikvitinilira mitoticke cikline 1 oni se
razgraduju u proteasomu. U telofazi dolazi do prestanka djelovanja mitotickih ciklin-Cdk
kompleksa, a djelovanjem Cdc14 fosfataze dolazi do dekondenzacije kromosoma, ponovno se
stvara jezgrina ovojnica oko novonastalih jezgara te se restrukturiraju mikrotubuli. Nakon

mitoze slijedi citokineza, odnosno dioba citoplazme, ¢ime nastaju dvije stanice (slika 2).1°
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§ 2. Literaturni pregled 4

Slika 2. Stani¢na dioba snimljena fluorescencijskim mikroskopom. U prometafazi (0-24
min) mikrotubuli (ruzicasto) formiraju diobeno vreteno te dolazi do integracije kromosoma
(sivo) preko kinetohora (zeleno) u diobeno vreteno. U metafazi se kromosomi nalaze
poravnati u metafaznoj ravnini (28-36 min), a tijekom anafaze (40 min) dolazi do razdvajanja
sestrinskin  kromatida. Tijekom telofaze i citokineze (48-56 min) kromosomi se
dekondenziraju te nastaje jezgrina ovojnica. Mikrotubuli su obiljeZzeni crvenim fluorescentnim
proteinom mCherry, kinetohore zelenim fluorescentim proteinom, a za vizualizaciju DNA
koriStena je boja SiR-DNA.
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§ 2. Literaturni pregled 5

2.3. Diobeno vreteno
2.3.1. Struktura mikrotubula i njihova organizacija u diobenom vretenu

Na pocetku mitoze dolazi do stvaranja diobenog vretena, strukture sastavljene od mikrotubula
I pripadnih proteina ¢ija je zadaca to¢no podijeliti kromosome izmedu dvije sestrinske
stanice.? Mikrotubuli su proteinske cjevéice koje nastaju polimerizacijom tubulinskih
podjedinica. Ove podjedinice su heterodimeri a- i B-tubulinskih monomera. Jedan mikrotubul
sastoji se od 13 paralelno povezanih protofilamenata koji ¢ine Suplju strukturu.
Protofilamenti, a time i sami mikrotubuli, su polarne strukture s a-tubulinom na (-) kraju i -

tubulinom na (+) kraju (slika 3).%°

B-tubulin

&B

a

heterodimer
tubulina

protofilament

50 nm -

(C) mikrotubul L e

(A) a-tubulin e

Slika 3. Struktura mikrotubula. (A) Podjedinica svakog protofilamenta je heterodimer o- i
B-tubulinskih monomera. Crveno su oznacene vezane molekule GTP-a. (B) Shematski prikaz
jedne podjedinice i jednog protofilamenta. (C) 13 paralelno povezanih protofilamenata ¢ine
jedan mikrotubul. (D) Mikrografija dijela mikrotubula. (E) Mikrografija popre¢nog presjeka

mikrotubula. Slika je preuzeta i prilagodena prema ref. 10.
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§ 2. Literaturni pregled 6

Mikrotubuli su dinami¢ne strukture koje se stalno sastavljaju i rastavljaju. Zivotni vijek
mikrotubula u diobenom vretenu manji je od 1 minute, dok je onaj u interfazi od 5 do 10
minuta. Njihova struktura stabilnija je u neuronima, a jo§ dugotrajnije su strukture sastavljene
od mikrotubula u cilijama i flagelumu. Dinamika mikrotubula odredena je vezanjem GTP-a
na monomere tubulina. GTP se jako ¢vrsto veze za a-tubulin, dok je u B-tubulinu hidroliza
GTP-a u GDP puno brza. Mikrotubul s GTP-B-tubulinom na kraju svakog protofilamenta ima
sposobnost rasta. Za razliku od toga, mikrofilament s GDP-B-tubulinom na krajevima
protofilamenata stvara savijene strukture koje se brzo razgraduju te dolazi do
depolimerizacije. Izmjene izmedu rasta i razgradnje nazivaju se spas i katastrofa, a regulirane
su dodatnim proteinima koji se vezu na mikrotubule. Budu¢i da je hidroliza GTP-a u -
krajeva.'®

Mikrotubuli u diobenom vretenu organizirani su u sveznjeve. Ovisno o medusobnoj
orijentaciji mikrotubula u sveznju razlikujemo paralelne i antiparalelne sveznjeve (slika 4).
Najvazniji i najstabilniji paralelni sveznjevi mikrotubula u diobenom vretenu su kinetohorna
vlakna (k-vlakna) koja se svojim (+) krajem vezu na kinetohore, proteinske komplekse na
kromosomu.!! Na ovaj na¢in k-vlakna omogucuju povezivanje kromosoma s diobenim
vretenom (slika 4). Elektronskom mikroskopijom odredeno je da k-vlakna u ljudskim
tumorskim stanicama sadrze 12-22 paralelno povezana mikrotubula.'> Uz k-vlakna, u
diobenom vretenu nalaze se jo§ dvije vrste mikrotubula — interpolarni i astralni mikrotubuli.
Interpolarni  mikrotubuli organizirani su u antiparalelne sveznjeve koji se preklapaju u
sredisnjem dijelu diobenog vretena, a njihov rast u anafazi B uzrokuje razdvajanje polova.'
Astralni mikrotubuli prostiru se iz polova diobenog vretena u citoplazmu te kroz interakciju sa

stani¢nom korom sudjeluju u pozicioniranju vretena u stanici.'
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28 Paralelno

Astralni 'l
mikrotubuli Kovlakno

Antiparalelno

Interpolarni
mikrotubuli

Slika 4. Organizacija mikrotubula u diobenom vretenu. Mikrotubuli u diobenom vretenu
organizirani su u paralelne i antiparalelne sveznjeve. K-vlakna su paralelni sveznjevi
mikrotubula koji povezuju kinetohore (ljubicasti krugovi) s polovima diobenog vretena.
Interpolarni mikrotubuli preklapaju se antiparalelno u srediStu diobenog vretena, dok se
astralni mikrotubuli prostiru iz polova u citoplazmu te povezuju diobeno vreteno sa stani¢nom

korom. Slika je preuzeta i prilagodena prema ref. 2.

Prema klasicnom modelu diobenog vretena, samo mikrotubuli u k-vlaknima, koji su u
izravnoj interakciji s kinetohorama, mogu generirati sile na kinetohore. S druge strane,
interpolarni mikrotubuli ne interagiraju s kinetohorama, a njihova interakcija s k-vlaknima je
slaba i postoji samo u blizini polova (slika 5A).1° Medutim, u eksperimentima u kojima je
koriStena elektronska mikroskopija za proucavanje organizacije mikrotubula u diobenom
vretenu razli¢itih modelnih organizama primijeceno je postojanje interpolarnih mikrotubula u
blizini kinetohora.™*" Nedavno je na osnovi eksperimenata u kojima je koristena laserska
ablacija pokazano da postoji jaka interakcija izmedu k-vlakana i interpolarnih mikrotubula
koji su nazvani premoscéuju¢i mikrotubuli (slika 5B).1® Premoséuju¢i mikrotubuli dobili su
ime prema Cinjenici da premoscuju dva sestrinska k-vlakna, a pokazano je da imaju vaznu
ulogu u odrzavanju sile tenzije izmedu kinetohora.'® 1° Uz to, predlozen je model prema
kojem postojanje ovih mikrotubula omoguéuje odrzavanje zaobljenog oblika diobenog
vretena o ¢emu ¢e biti vise rije¢i u poglavlju 2.3.3. Naknadno je pokazano da je veéina
interpolarnih mikrotubula u metafaznom diobenom vretenu povezana s parom sestrinskih k-

vlakana te se moze smatrati premos$éujuéim mikrotubulima.?’ Postojanje premoséujuéih
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mikrotubula u blizini k-vlakana u ljudskim stanicama nedavno je potvrdeno i koriStenjem

elektronske mikroskopije.?!

B Premosc¢ujudi
mikrotubuli

K-vlakno

Interpolarni
mikrotubuli

/

N\ N\ /
7@—5:/@( 7@ a @<

Slika 5. Dva modela metafaznog diobenog vretena. (A) U klasi¢cnom modelu diobenog
vretena interpolarni mikrotubuli ne interagiraju s kinetohorama niti s k-vlaknima. (B) Prema
novom modelu premosc¢ujuci mikrotubuli vezani su za k-vlakna u blizini kinetohora. Plavom
bojom oznaceni su kromosomi, a ljubicastom kinetohore. Slika je preuzeta 1 prilagodena

prema ref. 22.

2.3.2. Proteini u diobenom vretenu

Osim mikrotubula, bitnu ulogu u organizaciji i funkciji diobenog vretena imaju proteini
vezani za mikrotubule (engl. MAPs, microtubule associated proteins) koji se mogu podijeliti
u Cetiri skupine. Prvu skupinu ¢ine motorni proteini koji pretvaraju kemijsku energiju u
mehanicku §to im omogucuje usmjereno kretanje po mikrotubulima. Glavni motorni proteini
u diobenom vretenu su dinein i kinezini. Dinein je motorni protein koji se kre¢e prema (-)
krajevima mikrotubula, dok se kinezini razlikuju po smjeru kretanja ovisno o vrsti. Drugu
skupinu proteina MAP ¢ine proteini koji se nalaze na (+) kraju mikrotubula (engl. +TIPs,
plus-end tracking proteins), a tre¢u enzimi koji reguliraju destabilizaciju mikrotubula.
Posljednju skupinu proteina MAP ¢ine proteini koji pasivno povezuju mikrotubule, ali se za
razliku od motornih proteina ne kre¢u po mikrotubulima (engl. passive crosslinking
proteins).® U ovu skupinu spadaju proteini TACC3 i PRC1 koji su prouc¢avani u ovom radu.
TACC3 (engl. transforming acidic colied-coil protein 3) je ne-motorni protein koji se
tijekom mitoze nalazi u kompleksu s proteinima ch-TOG (engl. colonic and hepatic tumour

overexpressed gene) i klatrinom. TACC3/ch-TOG/klatrin kompleks lokaliziran je na k-
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vlaknima diobenog vretena gdje sudjeluje u stvaranju mostova izmedu paralelnih mikrotubula

).23-26

¢ime pomaze odrzavanju stabilnosti k-vlakana (slika 6

Slika 6. Elektronska mikroskopija mikrotubula u k-vlaknu. Na slici se vidi postojanje
mostova izmedu mikrotubula. Pokazano je da uklanjanjem kompleksa TACC3/ch-
TOG/Klatrin iz diobenog vretena dolazi do smanjenja broja mostova i destabilizacije k-
vlakana. Na desnoj slici mikrotubuli su oznaceni zeleno, a mostovi narancasto. Slika je

preuzeta i prilagodena prema ref. 25.

Pokazano je da je ovaj kompleks mogucée ukloniti iz diobenog vretena translokacijom na
mitohondrije na vremenskoj skali od nekoliko minuta koriStenjem metode naziva
knocksideways.?* Ova metoda koristi ¢injenicu da rapamicin uzrokuje dimerizaciju domena
FKBP i FRB (engl. FKBP and rapamycin-binding) te omogucuje kemijski induciranu
translokaciju proteina na mitohondrije.?” Uklanjanje kompleksa TACC3/ch-TOG/Klatrin iz
metafaznog diobenog vretena uzrokovalo je destabilizaciju k-vlakana i gubitka tenzije izmedu
kinetohora, $to je rezultiralo produljenjem trajanja perioda izmedu metafaze i anafaze.?*
Protein regulator citokineze 1, PRC1 (engl. protein regulator of cytokinesis 1) je ¢lan
obitelji proteina Aselp koji se veze na preklapajuce dijelove antiparalelnih mikrotubula in
vitro (slika 7A)% 2° i u diobenom vretenu (slika 7B).2% *° Afinitet proteina PRC1 za vezanje
mikrotubula reguliran je njegovom fosforilacijom i defosforilacijom. Na prijelazu iz metafaze
u anafazu dolazi do defosforilacije proteina PRC1 Sto uzrokuje stvaranje dimera i povecava
afinitet proteina za vezanje na mikrotubule.®® Uloga proteina PRC1 dobro je karakterizirana u
anafazi, kada je ovaj protein nuzan za odrZavanje antiparalelnih sveznjeva mikrotubula
izmedu kromosoma.®® 3! U metafazi, PRC1 je vezan na antiparalelne mikrotubule koji ¢ine

premoscujuce vlakno®® 2
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A mikrotubuli, PRC1 B mikrotubuli, PRC1

Slika 7. PRC1 veZe antiparalelne mikrotubule in vitro (A) i u diobenom vretenu (B).
Skala u slici A oznaCava 10 um, a vrijeme je dano kao min:s. Slika A preuzeta je i

prilagodena prema ref 28.

2.3.3. Sile u diobenom vretenu

Djelovanje sila nuzno je za odrzavanje oblika diobenog vretena, kao i za odvajanje
kromosoma u anafazi. Iako su proteini koji ¢ine diobeno vreteno i koji mogu generirati sile
dobro poznati, jo§ uvijek ne postoji jasna slika o tome kako djelovanje ovih proteina
omogucuje odrzavanje oblika diobenog vretena i generiranje sila potrebnih za razdvajanje
kromosoma.? 32

Poznato je da izmedu kinetohora u metafaznom diobenom vretenu postoji sila
tenzije.3¥3 Postojanje tenzije izmedu kinetohora potrebno je za prolazak kontrolne tocke na
prijelazu iz metafaze u anafazu i pocetak razdvajanja kromosoma.®® Buduéi da u klasi¢nom
modelu diobenog vretena samo k-vlakna generiraju sile na kinetohore, o¢ekuje se da su i k-
vlakna pod tenzijom zbog Cega bi trebala biti ravna (Slika 5A). Medutim, metafazno diobeno
vreteno u vecini stanica ima zaobljeni oblik (slike 1B i 7B). Ovakav oblik vretena ukazuje na
to da su k-vlakna na vanjskom dijelu diobenog vretena pod utjecajem sile kompresije. Takvu
pretpostavku potvrduju i rezultati laserske ablacije u kojima nakon rezanja vanjskog k-vlakna
slijedi njegovo izravnavanje i udaljavanje od glavne osi diobenog vretena.'® Model diobenog
vretena prema kojem su kinetohore pod tenzijom, a k-vlakna vezana na njih pod kompresijom
predstavlja paradoks jer pretpostavlja istovremeno postojanje kompresije i tenzije u jednom

mehani¢kom elementu.?® Medutim, ovakvi eksperimentalni rezultati mogu se objasniti
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modelom Koji ukljucuje postojanje premosc¢ujuceg vlakna izmedu sestrinskih k-vlakana. Ovaj
model lakse je razumijeti koriStenjem makroskopskog prikaza u slici 8A. U ovom prikazu
drveni Stapovi predstavljaju mikrotubule, ruziaste kuglice kinetohore, a uze izmedu njih
kromatin. U slucaju kad izmedu S$tapova vezanih za kuglice ne postoji tre¢i Stap koji
predstavlja premoscujuce vlakno (slika 8A, gore) Stapovi su ravni, a uze izmedu njih je
opusteno. S druge strane, dodavanjem treceg Stapa moze se posti¢i zakrivljeni oblik Stapova,
uz istovremeno rastezanje uzeta izmedu njih (slika 8A, dolje). U ovom slucaju zakrivljeni
Stapovi predstavljaju mikrotubule pod kompresijom, a rastegnuto uze izmedu njih pokazuje
silu tenzije izmedu kinetohora.®” Dakle, opazeni eksperimentalni podatci mogu se objasniti
modelom diobenog vretena prema kojem je sila tenzije izmedu kinetohora uravnotezena

postojanjem kompresije u premo$éujuéem vlaknu mikrotubula (slika 8B).18 37

A B
Tenzija
=~ Kinetohora
. ) ) (?K-Wakno
#“* Mae Kompresija
. > - ’
PremoSéujuce
vlakno

:\“ 4

Slika 8. Premosc¢ujué¢i mikrotubuli omoguéuju zaobljenost diobenog vretena. (A)
Makroskopski model koji demonstrira raspodjelu sila u diobenom vretenu. Drveni Stapovi
predstavljaju mikrotubule, ruzicaste kuglice kinetohore, a uze izmedu njih kromatin. U
slu¢aju kada postoje samo dva Stapa (dva sestrinska k-vlakna) uze nije rastegnuto, a Stapovi su
ravni (gore). Dodavanjem trec¢eg Stapa moguce je posti¢i zakrivljenost Stapova uz istovremeno
rastezanje uzeta. Slika je preuzeta i prilagodena prema ref. 37 (B) Raspodjela sila u diobenom
vretenu prema modelu koji ukljuCuje postojanje premoscujuceg vlakna. Slika je preuzeta i

prilagodena prema ref. 18
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2.4. Metode za inaktivaciju proteina

2.4.1. RNA interferencija

Do vecine saznanja o ulogama proteina koji ¢ine diobeno vreteno doslo se koriStenjem
metode RNA interferencije (RNAIi) za utiSavanje ekspresije proteina od interesa. RNA
interferencija je pojava koja je prvo otkrivena u obli¢u Caenorhabditis elegans, a odnosi se na
mogucnost malih molekula RNA da hibridizacijom s odgovaraju¢om mRNA sprije¢e njenu
translaciju u protein. Ubrzo nakon otkrica ove pojave pocelo je i njeno Koristenje u
eksperimentalne svrhe. Unosenjem siRNA (engl. small interfering RNA) koja hibridizira s
MRNA koja kodira protein od interesa, moguce je specifi¢éno smanjiti ekspresiju proteina i na
temelju opazenog fenotipa donositi zakljucke o njegovoj ulozi. Takvu RNA moguce je unijeti
u stanice koje rastu u kulturi izravno ili transfekcijom odgovaraju¢eg plazmida.®

Upotreba metode RNA interferencije dovela je do brojnih znac¢ajnih otkri¢a, ne samo u
podrudju stani¢ne diobe veé 1 opéenito u stanicnoj biologiji. Medutim, ova metoda djeluje na
vremenskim skalama od nekoliko dana, $to Cesto dovodi do problema u interpretaciji
opazenog fenotipa. Naime, uslijed smanjenja koli¢ine odredenog proteina u stanici moze doci
do razliCite razine ekspresije nekih drugih proteina ¢ime se nadoknaduje nedostatak utiSanog
proteina pa nije moguce opaziti znacajnu promjenu fenotipa. Dodatni problemi pojavljuju se
kod proucavanja mitoze kod koje odredeni proteini mogu imati ulogu u vise razlic¢itih procesa
u razdoblju od nastanka diobenog vretena, preko njegovog odrZavanja, do konacnog
razdvajanja kromosoma i nastanka dvije nove stanice. Na primjer, ukoliko neki protein
sudjeluje u nastajanju diobenog vretena u prometafazi, nije moguce proucavati njegovu ulogu
u kasnijim fazama mitoze jer RNA interferencija onemogucuje pravilno nastajanje diobenog
vretena. Uz to, neki proteini imaju ulogu i u interfazi i u mitozi. Na primjer, Klatrin za vrijeme
mitoze sudjeluje u stabilizaciji k-vlakana diobenog vretena,?® *® dok u interfazi sudjeluje u

stani¢nom transportu.

2.4.2. Metode za brzu inaktivaciju proteina

Kao posljedica problema koji se pojavljuju u interpretaciji fenotipa uzrokovanog RNA
interferencijom sve se viSe pojavljuju nove metode za inaktivaciju proteina. Idealna metoda
trebala bi omogucavati inaktivaciju proteina na vremenskoj skali od nekoliko minuta. Uz to,

metoda bi trebala biti specificna za odredeni protein, ali istovremeno lako prilagodljiva za
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inaktivaciju razli¢itih proteina. Jako korisno svojstvo bilo bi i reverzibilnost metode, tj.
mogucénost ponovne aktivacije proteina.

Jedna od dosad najc¢esc¢e koriStenih metoda je koristenje malih organskih molekula
koje specifi¢no inhibiraju odredeni protein. Na primjer, monastrol inhibira motornu aktivnost
kinezina-5.*° lako omogucuje inhibiciju proteina na vremenskim skalama od nekoliko
sekundi, a Cesto je ispiranjem inhibitora moguée posti¢i i reverzibilnost, ova metoda ima i
neke nedostatke. Metoda nije lako primjenjiva na razli¢ite proteine buduci da je za svaki
pojedini protein potrebno razviti novi inhibitor §to zahtijeva puno vremena i mnogo rada. Uz
to, inhibitori ¢esto nisu dovoljno selektivni pa mogu uzrokovati inhibiciju veéeg broja
proteina.

U poglavlju 2.3.2 spomenuta je i tzv. knocksideways metoda koja je koristena za
uklanjanje proteina iz diobenog vretena translokacijom na mikrotubule.?* 2?7 Ovakva
indirektna inaktivacija ima prednost nad direkthom inhibicijom proteina jer je lako
primjenjiva na veliki broj proteina. Uz to, metoda je vrlo specifi¢na, a omogucuje potpuno
uklanjanje proteina u nekoliko minuta. Medutim, ova metoda nije reverzibilna buduci da je
interakcija izmedu FKBP i FRB do koje dolazi pod utjecajem rapamicina vrlo jaka.?’

Metoda razvijena u ovom radu inspirirana je knocksideways metodom, ali se umjesto
na kemijski induciranoj dimerizaciji temelji na dimerizaciji induciranoj svjetlom. Zbog toga
¢e u sljedec¢em poglavlju biti dan pregled dostupnih optogenetickih metoda koje omogucuju

kontrolu dimerizacije proteina.

2.5. Optogeneticke metode

Pojam optogenetika definiran je kao kombinacija genetickih i optickih metoda s ciljem
kontroliranja odredenih dogadaja u specifi¢nim stanicama ili tkivima.** Optogeneti¢ke metode
svoje pocetke imaju u podru¢ju neuroznanosti, gdje su koriStene za kontrolu neuronske
aktivnosti pomocu svjetla.*? Medutim, danas se sve vi$e koriste i u stani¢noj biologiji, osobito
u proudavanju stani¢nog transporta® 7 i signalizacije.*® ** Zbog velike primjene koju je ova
metoda pronasla u razli¢itim podru¢jima znanosti, Casopis Nature Methods proglasio je 2010.
godine optogenetiku metodom godine.**

Koristenje svjetla omogucuje brzo, reverzibilno i precizno kontroliranje procesa u
stanicama 1 tkivima od strane istrazivac¢a. Uz to, ve¢ postojeca Siroka primjena svjetlosne

mikroskopije u stani¢noj biologiji omogucuje jednostavnu primjenu ovih metoda, bez potrebe
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za dizajnom novih eksperimentalnih postava. Zbog ovih razloga primjena metoda temeljenih
na kontroli pomocu svjetla poprima sve vecu popularnost. U prvim eksperimentima
osjetljivost na svjetlo postizana je koriStenjem malih organskih molekula osjetljivih na
svjetlo.”> 46 S druge strane, optogeneti¢ke metode koriste geneticki kodirane fotoreceptore
koji se metodama geneti¢kog inzenjerstva fuzioniraju s proteinima od interesa.*” 8 Danas su
ceste 1 metode koje kombiniraju geneticki pristup s organskom sintezom molekula osjetljivih

na svjetlo.4% 5

2.5.1. Primjena optogenetickih metoda u stanicnoj biologiji

Kako je ve¢ navedeno, iako je razvoj optogenetickih metoda poceo u podru¢ju neuroznanosti,
ove metode postaju sve popularnije i u prouc¢avanju fundamentalnih procesa na razini stanice.
Optogeneticke metode temelje se na koristenju razli¢itih proteinskih domena koje mijenjaju
konformaciju pod utjecajem svjetla odredene valne duljine. NajceS¢e se koriste proteinske
domene iz razlicitih fotosintetskih organizama, kojima se dodatnim mutacijama mijenjaju
svojstva ovisno o potrebama eksperimenta. Do danas je otkriven velik broj fotosenzitivnih
domena razli¢itih svojstava, a medu najceS¢e koriStenima je LOV (engl. Light-oxygen-
voltage-sensing) domena koja je osjetljiva na djelovanje plavog svjetla. Razliite verzije ove
domene pronadene su u brojnim biljkama, bakterijama, gljivama i algama.>!

Domene osjetljive na svjetlo u stani¢noj biologiji obi¢no se koriste na jedan od dva
nacina prikazana na slici 9. U prvom nadinu ove domene vezu se izravno na protein od

interesa na nacin da promjena konformacije domene uzrokuje i promjenu u aktivnosti proteina

(slika 9A). Drugi naéin kontrole pomocu svjetla je preko induciranja asocijacije proteina

(slika 9B).4"
B
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Slika 9. Dva nac¢ina koriStenja optogenetickih metoda za kontrolu aktivnosti proteina.

A

(A) lIzravna kontrola aktivnosti proteina. (B) Kontrola asocijacije proteina. Slika je preuzeta i

prilagodena prema ref. 47
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Prva metoda omogucéuje kontrolu aktivnosti proteina na nacin da fotosenzitivna domena u
jednoj od svojih konformacija uzrokuje alostericku smetnju kojom se inaktivira protein od
interesa. U drugoj konformaciji domena je udaljenija od proteina ¢ime nestaje alostericka
smetnja te je protein aktivan. Ova metoda uspjesno je koriStena za kontrolu aktivnosti malih
GTPaza*, kao i za kontrolu degradacije proteina® i vezanja proteina na DNA®. Medutim,
nedostatak ove metode je da je za svaki pojedini protein potrebno odrediti optimalnu poziciju
na koju treba vezati fotosenzitivnu domenu. Ovo je zadatak koji zahtijeva dugotrajan rad, a
veliki broj proteina nije moguce kontrolirati na ovaj nacin. To je osobito slucaj kod proteina
diobenog vretena koji ¢esto imaju nekoliko domena koje imaju razli¢ite funkcije. Na primjer,
motorni proteini obi¢no sadrze motornu domenu na jednom, a domenu koja omogucuje
vezanje na mikrotubule na drugom kraju proteina.®

S druge strane, kontrolom asocijacije i disocijacije proteina (slika 9B) ne utjece se
izravno na protein od interesa, ve¢ se kontrolom lokalizacije proteina postize i kontrola
njegove aktivnosti. Buduc¢i da je osnova metode razvijene u ovom radu dimerizacija

inducirana svjetlom, ova tema bit ¢e detaljnije obradena u sljede¢em poglavlju.

2.5.2. Dimerizacija inducirana svjetlom

Do danas su razvijeni brojni sustavi koji omogucuju kontrolu dimerizacije pomocu svjetla,
kako oni bazirani na LOV domeni,® ® tako i oni bazirani na biljnim fitokromima® i
kriptokromima® ili fluorescentnim proteinima osjetljivima na svjetlo.® Pojedini sustavi
razlikuju se na temelju valne duljine svjetlosti potrebne za aktivaciju te na temelju kinetike
dimerizacije pod utjecajem svjetla, odnosno disocijacije do koje dolazi u mraku. Medutim,

princip djelovanja svih metoda je slican, a prikazan je naslici 10.
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Slika 10. Shematski prikaz dimerizacije inducirane svjetlom. Prije djelovanja svjetla

fotosenzitivna domena je u konformaciji koja onemogucuje dimerizaciju. Nakon djelovanja
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svjetla odredene valne duljine dolazi do promjene konformacije na nacin da je omoguéeno
stvaranje dimera. U mraku fotosenzitivna domena poprima pocetnu konformaciju te dolazi do

disocijacije.

Dimerizacija inducirana svjetlom koriStena je do sada za kontrolu brojnih stani¢nih procesa.
Neki od primjera uklju¢uju kontrolu transporta i lokalizacije stani¢nih organela,® ’ te kontrolu
transkripcije gena® i signalizacije u stanici.> 3

U ovom radu cilj je bio iskoristiti metodu dimerizacije inducirane svjetlom za brzo i
reverzibilno uklanjanje proteina iz diobenog vretena translokacijom na mitohondrije. Idealan
sustav za dimerizaciju u ovom slucaju trebao bi omogucavati dimerizaciju pod utjecajem
svjetla na vremenskim skalama od nekoliko sekundi. Uz to, disocijacija proteina s
mitohondrija nakon gaSenja svjetla trebala bi se dogadati u nekoliko minuta, kako bi se
protein mogao brzo vratiti na diobeno vreteno. Vrlo bitno je i da svjetlo potrebno za
pobudivanje fluorescentnih proteina koriStenih za vizualizaciju proteina od interesa ne
uzrokuje aktivaciju dimerizacije. Uz to, nuzno je da se proteini koji ¢ine sustav za induciranu
dimerizaciju mogu eksprimirati u ljudskim tumorskim stanicama koriStenima u istraZivanju,
bez da takva ekspresija utjeCe na funkciju stanice. Pregledom dostupnih sustava za
dimerizaciju zaklju¢eno je da ove uvjete zadovoljava sustav iLID (engl. improved Light-
Inducible Dimer). Ovaj sustav temelji se na fotosenzitivnoj LOV2 domeni iz biljke Avena
sativa te na dimerizaciji proteina SspB i peptida SsrA iz bakterije Escherichia coli.® Peptid
SsrA je privjesak od 11 aminokiselina koji se u E. Coli dodaje na kraj polipeptida u slucaju
kad dolazi do problema u translaciji mMRNA.%® Ovako obiljezeni polipeptidi degradiraju se

pomocu proteaza, a u prepoznavanju ovog privieska sudjeluje adaptorski protein SspB.%’
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§ 3. MATERIJALI | METODE

3.1. Dizajni konstrukcija plazmida

Kako bi bilo moguce eksprimirati protein od interesa oznacen s fluorescentnim proteinom i
SspB proteinom u ljudskim stanicama, konstruirani su odgovarajuc¢i plazmidi. Kloniranje
kodirajuceg slijeda u odgovarajuéi vektor provedeno je koriStenjem komercijalno dostupnog
kompleta In-Fusion HD Cloning Kit (Clontech, Mountain View, CA, SAD). Glavna
komponenta ovog sustava je In-Fusion enzim koji ugraduje fragment DNA u vektor na
temelju postojanja slijeda od oko 15 parova baza na krajevima fragmenta, komplementarnog
krajevima lineariziranog vektora.® Za dizajn pocetnica koristen je program SnapGene (GSL

Biotech LLC, Chicago, IL, SAD). U ovom radu konstruirani su sljede¢i plazmidi:

pBrain-tgRFPt-SspB-WT-TACC3KDP-shTACC3: Plazmid je konstruiran ugradnjom
kodirajuceg slijeda za crveni fluorescentni protein tgRFPt (engl. Tag red fluorescent protein
T) i protein SspB u plazmid pBrain-GFP-TACC3KDP-shTACC3 izmedu restrikcijskih mjesta
Nhel i BsrGI. Plazmid omogucuje ekspresiju proteina TACC3 obiljeZenog proteinima tgRFPt
I SspB na N-kraju. Uz to, plazmid nosi gen za ekspresiju ShRNA (engl. short hairpin RNA)
koja degradira endogeni protein prisutan u stanici, dok je TACC3KDP (engl. knockdown-

proof) eksprimiran s plazmida otporan na djelovanje ove shRNA.

PRC1-tgRFPt-SspB-WT: Plazmid je konstruiran ugradnjom kodirajuceg slijeda za protein
PRCL1 u plazmid tgRFPt-SspB WT koji je lineariziran restrikcijskim enzimom Agel. Plazmid
omogucuje ekspresiju proteina PRC1 obiljezenog proteinima tgRFPt i SspB na C-kraju.

ptgRFPt-SspB-WT-KIF18a: Plazmid je konstruiran ugradnjom kodirajuéeg slijeda za crveni
fluorescentni protein tgRFPt i protein SspB u plazmid pMX229 izmedu restrikcijskih mjesta
Nhel i BsrGI. Plazmid omogucuje ekspresiju proteina KIF18a obiljezenog proteinima tgRFPt
I SspB na N-kraju.

Mape navedenih plazmida prikazane su naslici 11.
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Slika 11. Shematski prikaz konstruiranih plazmida.
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Plazmidi koji su bili dostupni iz prethodnih radova, a koristeni u ovom radu prikazani su u
tablici 1. Navedeni plazmidi kupljeni su od dobavljaca Addgene (Cambridge, MA, SAD).

Tablica 1. Plazmidi koristeni u ovom radu

Naziv plazmida Addgene broj Referenca
pBrain-GFP-TACC3KDP-shTACC3 59356 Ref. 23
His6-PRC1 9111 Ref. 25
pMX229 23002 Ref. °
tgRFPt-SspB WT 60415 Ref. 9
Venus-iLID-Mito 60413 Ref. 9

3.1.1. Umnazanje kodirajucih sljedova pomocu lancane reakcije polimerazom (PCR)

Sekvence pocetnica koriStenih u ovom radu prikazane su u tablici 2. Sve pocetnice kupljene

su od proizvodaca Macrogen Europe (Amsterdam, Nizozemska).

Tablica 2. Nukleotidne sekvence pocetnica koristenih za umnazanje ciljnih sljedova

Naziv pocetnice Sekvenca (5'=>3")
tgRFPt-SSPBF CGTCAGATCCGCTAGCATGGTGTCTAAGGGCGAAGAG
tgRFPt-SSPBR AGTCCGGACTTGTACACACCAATATTCA
GCTCGTCATAGATTTCT
PRC1-RFP-SSPB-F GCTAGAATTGACCGGATGAGGAGAAGTGAGGTGCTG
PRC1-RFP-SSPB-R CATGGTGGCGACCGGTAAATTCGAAGCTTGAGCTCGA
GATCTGAGGGACTGGATGTTGGTTGAATTGAGG

Pocetnice tgRFPt-SSPBF i tgRFPt-SSPBR koristene su za umnazanje kodirajuceg slijeda za
crveni fluorescentni protein tgRFPt i protein SspB. Kao kalup u toj reakciji koristen je
plazmid tgRFPt-SspB WT.

Pocetnice PRCI1-RFP-SSPB-F i PRC1-RFP-SSPB-R koriStene su za umnazanje
kodirajuc¢eg slijeda za protein PRC1. Kao kalup u toj reakciji koristen je plazmid His6-PRC1.
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Za sve PCR reakcije u kojima je cilj bio umnoziti kodirajuéi slijed koriStena je
komercijalno dostupna smjesa za PCR - CloneAmp HiFi PCR Premix (Clontech). Sastav
smjese za PCR odreden je prema uputama proizvodaca, a dan je u tablici 3. Postav provedenih

PCR reakcija prikazan je u tablici 4.

Tablica 3. Sastav smjese za PCR

Reagens Kolic¢ina
CloneAmp HiFi PCR Premix 12,5 uL
Pocetnica 1 7,5 pmol
Pocetnica 2 7,5 pmol
Kalup 1ng

ReH20O do 25 uL

Tablica 4. Postav PCR-a za umnazanje kodirajuéeg slijeda

Temperatura/°C Trajanje ciklusa Broj
tgRFPt-SspB | PRC1 | tgRFPt-SspB | PRC1 | ciklusa
Pocetna denaturacija 98 98 1 min 3 min 1
Denaturacija 98 98 10s 10s 35
Sparivanje pocetnica 57 58 15s 15s 35
Produljenje 72 72 7s 10s 35
Zavr$no produljenje 72 72 7 min 7 min 1

3.1.2. Priprema agaroznog gela i procis¢avanje PCR-produkta

Uspjesnost provedenih PCR reakcija provjerena je elektroforezom na 1% agaroznom gelu.
Agarozni gelovi pripremljeni su otapanjem 0,5 g agaroze u 50 mL TAE pufera sastava Tris (c
= 40 mmol/dm?®), octena kiselina (¢ = 20 mmol/dm®), EDTA (¢ = 1 mmol/dm?, pH = 8,0).
Smjesa je ohladena na oko 60 °C, u nju je dodano 5 pL boje GelStar Nucleic Acid Gel Stain
(Lonza, Bazel, Svicarska) te je otopina izlivena u pripremljenu kadicu u kojoj su se nalazili
cesljevi s utorima.

Nakon provedenog PCR-a, iz reakcijske smjese odvojeno je 10 uL uzorka u koji je

dodano 2 pL boje Gel loading dye (New England BioLabs, Hertfordshire, UK). Tako
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pripremljena smjesa nanesena je u jazicu na gelu. Kako bi bilo mogucée procijeniti veli¢inu
dobivenog PCR-fragmenta, na gel je naneseno i 10 puL standarda veli¢ine Quick-Loading 1kb
DNA ladder (New England BioLabs). Elektroforeze su provodene u trajanju od 20-40 min pri
80 V. Za vizualizaciju fluorescentne boje nakon provedene elektroforeze koristen je uredaj
UVIDOC HD6 (Uvitec, Cambridge, UK).

Za procis¢avanje PCR produkata koriSten je komercijalno dostupan komplet

NucleoSpin Gel and PCR Clean-up Kit (Clontech) prema uputama proizvodaca.

3.1.3. Linearizacija i procis¢avanje plazmida

Plazmidi su linearizirani razgradnjom restrikcijskim enzimima. Svi restrikcijski enzimi, kao i
pripadajuci puferi kupljeni su od proizvodaca New England BioLabs.

Za linearizaciju plazmida pBrain-GFP-TACC3KDP-shTACC3 i pMX229 koristeni su
enzimi Nhel-HF i BsrGI-HF. Smjesa za razgradnju sastojala se od 5 pg plazmida, po 4 pL
svakog restrikcijskog enzima, 5 pL CutSmart pufera i ReH20 do 50 pL. Restrikcija je
provodena 3 h na 37 °C. Na ovaj nacin iz navedenog plazmida izrezan je gen za GFP. Nakon
razgradnje provedena je agarozna gel elektroforeza kako bi se linearizirani plazmid odvojio
od GFP-a. Elektroforeza je provodena 1 sat pri 80 V, nakon ¢ega je dio gela u kojem se
nalazio linearizirani vektor izrezan. Linearizirani vektor pro¢iS¢en je iz gela koristenjem
kompleta NucleoSpin Gel and PCR Clean-up Kit prema uputama proizvodaca.

Plazmid tgRFPt-SspB WT lineariziran je razgradnjom s restrikcijskim enzimom Agel-
HF. Smjesa za razgradnju sastojala se od 2,5 uL plazmida (y=2 pg/uL), 5 uL restrikcijskog
enzima, 5 uL CutSmart pufera i 38,5 uL ReH20. Restrikcija je provodena 45 minuta na 37
°C. Nakon linearizacije plazmid je procis¢en koristenjem kompleta NucleoSpin Gel and PCR

Clean-up Kit prema uputama proizvodaca.

3.1.4. In-Fusion reakcija

Za ugradnju generiranog PCR-produkta u linearizirani vektor koriSten je komercijalno
dostupan komplet In-Fusion HD Cloning Kit. Smjesa za In-Fusion reakciju sastojala se od
100 ng inserta, 100 ng lineariziranog vektora, 2 uL smjese In-Fusion HD Enzyme Premix i
ReH20 do 10 pL. Reakcija je provodena 15 minuta na 50 °C. Kao negativna kontrola reakcije

koriStena je smjesa u koju su dodani svi sastojci osim PCR-produkta.
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3.1.5. Transformacija bakterija

Nakon provedene In-Fusion reakcije smjesa je transformirana u kemijski kompetentne stanice
bakterije Escherichia coli (Stellar Competent Cells, Clontech). Transformirano je 100 uL
bakterija s 5 uL smjese prema uputama proizvodaca. Bakterije su nakon transformacije i
inkubacije nasadene na ploc¢e s krutom hranjivom podlogom koja je sadrzavala LB medij i
odgovarajuci antibiotik (kanamicin u koncentraciji 30 pg/mL za plazmide pBrain-tgRFPt-
SspB-WT-TACC3KDP-shTACC3 i ptgRFPt-SspB-WT-KIF18a, odnosno ampicilin u
koncentraciji 100 upg/mL za plazmid tgRFPt-SspB-WT-PRC1). Stanice transformirane
smjesom u kojoj su se nalazili plazmid i insert nasadene su na dvije ploc¢e. Na prvu plocu
nasadeno je 100 pL transformacijske smjese, a na drugu ostatak smjese. Na trecu je plocu
naneseno 100 pL stanica transformiranih kontrolnom smjesom. Ploc¢e su inkubirane preko

no¢ina 37 °C.

3.1.6. PCR na kolonijama

Kako bi se identificirale kolonije koje sadrze Zeljeni plazmid na kolonijama koje su preko
noc¢i narasle na hranjivim podlogama napravljen je kolonijski PCR. Za provodenje PCR-a
koristeni su Tag-polimeraza, dNTP-ovi i pufer iz komercijalno dostupnog paketa za PCR Taq
DNA Polymerase dNTPack (Roche, Mannheim, Njemacka) te pocetnice koriStene za
umnazanje kodirajucih sljedova. Prema uputama proizvodaca pripremljene su dvije master

mix smjese ¢iji Su sastavi dani u tablicama 5 i 6.

Tablica 5. Master mix 1 za PCR na kolonijama

Komponenta Pocetna koncentracija | Volumen /uL
Pocetnica 1 100 pmol/uL 1,75
Pocetnica 2 100 pmol/uL 1,75
PCR Grade Nucleotide Mix 10X 7
ReH20 - 164,5
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Tablica 6. Master mix 2 za PCR na kolonijama

Komponenta Pocetna koncentracija | Volumen/pL
PCR reaction buffer 10x 35
Tag-DNA-polimeraza 5 U/uL 1,75
ReH20 - 138,25

Po 10 pL master mix 1 smjese raspipetirano je u 15 epruveta za PCR te je odabrano i
oznaceno 15 kolonija na plo¢i. Za svaku od odabranih kolonija proveden je sljede¢i postupak:
kolonija je upiknuta nastavkom za automatsku mikropipetu te je razmazana po krutoj
hranjivoj podlozi s odgovaraju¢im antibiotikom, a dio kolonije koji je ostao na nastavku
resuspendiran je u 10 uL master mix 1 smjese. Nakon toga u epruvete je dodano po 10 pL

smjese master mix 2 te je proveden PCR pri uvjetima opisanima u tablici 7.

Tablica 7. Postav PCR-a na kolonijama

Temperatura / °C Trajanje ciklusa Broj
tgRFPt-SspB | PRC1 | tgRFPt-SspB | PRC1 | ciklusa
Pocetna denaturacija 95 95 10 min 10 min 1
Denaturacija 95 95 30s 30s 30
Sparivanje pocetnica 57 58 30s 30s 30
Produljenje 72 72 70s 70s 30
Zavrsno produljenje 72 72 5 min 5 min 1

Rezultati kolonijskog PCR-a provjereni su agaroznom gel elektroforezom na nacin opisan u

poglavlju 3.1.2.

3.1.7. lzolacija rekombinantnog plazmida

Nakon S$to su kolonijskim PCR-om identificirane kolonije koje sadrze Zeljeni plazmid,
plazmid je izoliran koriStenjem kompleta QIlAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen, Hilden,
Njemacka). Konac¢na provjera ispravnosti kloniranja provedena je sekvenciranjem otvorenog

okvira Citanja izoliranog plazmida u DNA-servisu tvrtke Macrogen. Nakon potvrde
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ispravnosti kloniranja, plazmidi su izolirani u ve¢oj koli¢ini potrebnoj za transfekciju stanica,

a za to je koristen komplet HiSpeed Plasmid MaxiKit (Quiagen).

3.2. Stani¢na kultura
3.2.1. Uzgoj stanica

Stanice U20S uzgajane su u DMEM mediju (engl. Dulbecco’s Modified Eagle’s medium)
(Lonza, Bazel, Svicarska) u koji je dodano 10% temperaturno inaktiviranog FBS-a (engl.
Fetal Bovine Serum) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD), 50 ug/mL geneticina (Life
Technologies, Waltham, MA, SAD), 100 LU./mL penicilina (Biochrom AG, Berlin,
Njemacka) i 100 ug/mL streptomicina (Sigma-Aldrich). Stanice su uzgajane na 37 °C i 5%
CO2 u inkubatoru Galaxy 170S (Eppendorf, Hamburg, Njemacka).

3.2.2. Transfekcija plazmidne DNA i siRNA

Za transfekciju plazmida i SiRNA koristen je komplet Nucleofector Kit R i uredaj
Nucleofector 2b (Lonza) na kojem je odabran program X-001. Za transfekciju su koristene
stanice koje su dosegle konfluentnost od 80-90%. Stanice su transfecirane s 1 puL plazmida
Venus-iLID-Mito  (y=0,43 ug/ulL) te 0,7 pL pBrain-tgRFPt-SspB-WT-TACC3KDP-
ShTACC3 (y=0,70 pg/uL) ili 4 pL ptgRFPt-SspB-KIF18a (y=0,50 pug/uL) ili 20 uL tgRFPt-
SspB-WT-PRC1 (y=0,33 pg/uL). Transfecirano je 10° stanica prema uputama proizvodaca,
nakon Cega su stanice nasadene u dvije posudice za mikroskopiranje. Stanice su
mikroskopirane 24 h ili 48 h nakon transfekcije.

U eksperimentima u kojima je cilj bio ukloniti endogeno prisutan protein PRC1
stanice su transfecirane sa SiRNA koja prepoznaje 3'-netranslatiranu regiju odgovarajuce
MRNA. Na ovaj na¢in degradirana je MRNA samo endogeno prisutnog PRC1, a ne i ona
prepisana s plazmida, budu¢i da se na plazmidu nalazi samo kodiraju¢i slijed. Koristena je
Accell PRC1 siRNA (A-019491-15-0020, Dharmacon, Lafayette, CO, SAD), a kao kontrola
Accell Non-targeting Pool (D-001910-10-05, Dharmacon). Za transfekciju je koristeno 1 pL
SIRNA (c=100 umol/L), a transfekcija SIRNA provedena je istovremeno s transfekcijom
plazmidne DNA.
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3.2.3. Priprema stanica za mikroskopiranje

Nakon provedene transfekcije stanice su nasadene u posudice za mikroskopiranje koje imaju
staklo promjera 35 mm i debljine 1,5 mm (MatTek Corporation, Ashland, SAD) u kojima se
nalazilo 1,5 mL DMEM medija. Oko 3 h prije mikroskopiranja, DMEM medij zamijenjen je
L-15 (Leibovitz) medijem za mikroskopiranje (Life Technologies). U L-15 medij prethodno
je dodano 10% temperaturno inaktiviranog FBS-a, 50 pg/mL geneticina, 100 1.U./mL
penicilina i 100 pg/mL streptomicina.

U eksperimentima u kojima je bilo potrebno vizualizirati mikrotubule, provedeno je
bojanje tubulina bojom SiR-tubulin (Spirochrome AG, Stein am Rhein, Svicarska) u
koncentraciji od 100 nmol/L, uz dodatak inhibitora stani¢nih pumpi verapamila u

koncentraciji 1 umol/L ¢ime je sprijeceno izbacivanje boje iz stanica.

3.2.4. Imunocitokemija

Kako bi se odredila u¢inkovitost degradacije endogenog proteina PRC1 RNA interferencijom,
provedeno je imunokemijsko bojanje koje omogucuje vizualizaciju endogenog proteina
prisutnog u stanicama. Nakon provedene transfekcije sa sSiRNA i inkubacije stanica u trajanju
od 24 h ili 48 h, stanice su fiksirane dodatkom 1 mL 100% metanola na 2 minute. Metanol je
zatim ispran s tri ispiranja s 1 mL PBS pufera (engl. Phosphate-Buffered Saline) uz lagano
potresanje u trajanju od po 5 minuta. Permeabilizacija stanicne membrane provedena je
inkubacijom stanica u 1 mL 0,5% otopine tritona u PBS-u. Stanice su najprije inkubirane 15
minuta uz lagano potresanje na sobnoj temperaturi, zatim je otopina tritona isprana s tri
ispiranja PBS puferom u trajanju od po 5 minuta. Nakon toga opet je provedena inkubacija u
otopini tritona u trajanju od 20 minuta uz lagano potresanje na sobnoj temperaturi, nakon ¢ega
je provedeno ispiranje PBS puferom. Kako bi se sprije¢ilo nespecificno vezanje antitijela
stanice su inkubirane u 1 mL 1% otopine NGS-a (engl. Normal Goat Serum) u PBS puferu.
Inkubacija je provedena u trajanju od 1 h, uz lagano potresanje na 4 °C. Nakon inkubacije
stanice su isprane s 3 ispiranja PBS puferom te je dodano 250 pL otopine primarnog antitijela
specificnog za PRC1 (H-70; sc-8356, Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, SAD) u 1%
otopini NGS-a u PBS-u (y=4 ug/mL). Stanice su inkubirane u otopini primarnog antitijela 42
h, uz lagano potresanje na 4 °C. Nakon inkubacije stanice su isprane s 3 ispiranja PBS

puferom te je dodano 250 uL otopine sekundarnog antitijela (Alexa Fluor-405 F-conjugated
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goat anti-rabbit IgG; Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, SAD) u 2% otopini NGS-a u
PBS-u (y=4 pg/mL). Posudice za mikroskopiranje pokrivene su aluminijskom folijom kako bi
se zaStitile od svjetla te je provedena inkubacija u trajanju od 1 h uz lagano potresanje na
sobnoj temperaturi. Nakon inkubacije stanice su isprane s 3 ispiranja PBS puferom. Kako bi
se vizualizirali kromosomi, 15 minuta prije mikroskopiranja dodano je 1 mL otopine boje
SiR-DNA (Spirochrome AG) u PBS puferu u koncentraciji od 0,5 umol/L.

3.3. Svjetlosna mikroskopija i aktivacija svjetlom

Za snimanje stanica koristen je konfokalni mikroskop Bruker Opterra Multipoint Scanning
Confocal Microscope (Bruker Nano Surfaces, Middleton, W1, SAD). Ovaj sustav montiran je
na Nikon Ti-E inverzni mikroskop opremljen uljnim imerzijskim objektivom Nikon CFI Plan
Apo VC 100x/1.4 (Nikon, Tokio, Japan). Sustav je kontroliran pomoc¢u programa PraireView
5.4 (Bruker). Za pobudivanje fluorescencije fluorescentnog proteina tgRFPt i boje SiR-tubulin
koristeni su diodni laseri valne duljine 561 nm, odnosno 640 nm. Za aktivaciju iLID sustava
koriSten je laser valne duljine 488 nm koji je takoder pobudivao fluorescenciju Zutog
fluorescentnog proteina Venus. U svim eksperimentima snimano je 5 ravnina s razmakom
izmedu susjednih ravnina od 0,5 um. Vrijeme ekspozicije iznosilo je 100 ms, a tijekom
snimanja kori$tena je toCkasta apertura veli¢ine 60 um. Emitirano svjetlo detektirano je
kamerom Evolve 512 Delta (Photometrics, Tucson, AZ, SAD). Veli¢ina piksela u svim
slikama iznosi 83 nm. Za odrzavanje temperature na 37 °C tijekom snimanja koriStena je

komora za zagrijavanje H301-K-frame (Okolab, Pozzuoli, Italija).

3.3.1. Postavke za snimanje stanica koje eksprimiraju Venus-iLID-Mito i tgRFPt-SspB-
TACC3 ili tgRFPt-SspB-KIF18a

U eksperimentima koriStenima za analizu kinetike uklanjanja proteina TACC3 s diobenog
vretena stanice su snimane svakih deset sekundi. Za pobudivanje fluorescencije
fluorescentnog proteina tgRFPt koriSten je laser valne duljine 561 nm. U prvih 30 sekundi
snimanja laser na valnoj duljini 488 nm nije bio upaljen pa optogeneticki sustav nije bio
aktiviran. Nakon toga je navedeni laser upaljen ¢ime je aktiviran iLID sustav te je snimanje
nastavljeno jo$ 200 sekundi. Zatim je plavo svjetlo opet ugaseno te je stanica snimana jo§ 700
sekundi. U ovim eksperimentima je za blokiranje svjetla koristenog za pobudu fluorofora
koristen set filtera Opterra Dichroic and Barrier Filter Set 405/488/561/640.

Ana Milas Diplomski rad



3. Materijali i metode 27
§ j

3.3.2. Postavke za snimanje stanica koje eksprimiraju Venus-iLID-Mito i PRC1-tgRFPt-SspB

U eksperimentima s uklanjanjem proteina PRC1 najprije je snimljena jedna kontrolna snimka
koriStenjem lasera na valnim duljinama 561 nm i 640 nm, bez paljenja lasera valne duljina
488 nm. Zatim je svakih 60 sekundi snimljeno 5 ravnina u svakom od tri kanala. Budu¢i da je
u ovim eksperimentima vremenski interval iznosio 60 sekundi, postojala je mogucnost da
dode do disocijacije proteina s mitohondrija izmedu dva snimanja. Kako bi se to sprijecilo u
stanci izmedu dva snimanja tri puta je upaljeno plavo svjetlo u vremenskim intervalima od 20
sekundi. Stanice su na ovaj na¢in snimane 8-15 minuta, nakon ¢ega je plavo svjetlo ugaseno
te je snimanje nastavljeno jo$ 10-15 minuta u vremenskim intervalima od 60 sekundi.
Tijekom snimanja koriSteni su emisijski filteri BL HC 525/30 za Venus, BL HC 600/37 za
tgRFPt i BL HC 673/11 za SiR-tubulin (svi filteri kupljeni su od proizvodaca Semrock,
Rochester, NY, SAD).

3.3.3. Postavke za snimanje stanica nakon provedene imunocitokemije

Za pobudivanje fluorescencije sekundarnog antitijela Alexa Fluor-405 koristen je laser valne
duljine 405 nm, a za pobudivanje fluorescencije boje SiR-DNA laser valne duljina 640 nm.
Za blokiranje svjetla koriStenog za pobudu fluorofora koristen je set filtera Opterra Dichroic
and Barrier Filter Set 405/488/561/640.

3.4. Analiza snimaka i kvantifikacija podataka

Analiza snimaka napravljena je u programu ImageJ (National Institute of Health, Bethesda,
MD, SAD). Za kvantifikaciju podataka i generiranje grafi¢kih prikaza koriSten je MatLab
(MathWorks, Natick, SAD). Zavr$no uredivanje slika napravljeno je u programu Adobe
Ilustrator CS6 (Adobe Systems, Mountain View, CA, SAD).

3.4.1. Analiza kinetike uklanjanja proteina TACC3

Srednja vrijednost intenziteta fluorescencije tgRFPt u diobenom vretenu izmjerena je u
programu ImageJ koristenjem alata Polygon selection na nacin prikazan na slici 16. Intenziteti
su normalizirani dijeljenjem s intenzitetom u t=0 s. Za odredivanje kinetickih parametara

provedena je nelinearna regresija na normaliziranim podatcima. Nelinearna regresija
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provedena je koriStenjem Curve Fitting opcije u MatLabu. U regresiji je koriStena metoda
najmanjih kvadrata, a za rjeSavanje normalnih jednadzbi koristen je Levenberg-Marquardt
algoritam. Kao pocetne vrijednosti parametara I, 1 I, koriStene su eksperimentalno odredene
vrijednosti intenziteta na pocetku, odnosno na kraju eksperimenta. Za odredivanje kinetike
povratka proteina na diobeno vreteno koriSteni su podatci u prvih 200 s nakon gaSenja plavog
svjetla, budu¢i da nakon tog vremena pocinje znacajniji gubitak signala uzrokovan

dugotrajnim snimanjem.

3.4.2. Analiza intenziteta PRCL1 i tubulin signala u diobenom vretenu

Profili intenziteta signala tgRFPt i SiR tubulina odredeni su koriStenjem alata Line tool u
programu ImageJ. Linija je nacrtana okomito na glavnu os diobenog vretena, na nacin da ne
zahvaca dijelove diobenog vretena na koje su tijekom eksperimenta translocirani mitohondriji.

Duljina linije iznosila je 94 piksela, a Sirina 6 piksela.

3.4.3. Analiza oblika i velicine diobenog vretena

Analiza oblika i velicine diobenog vretena napravljena je na nacin da su najprije u programu
ImageJ odredene koordinate vanjske konture diobenog vretena koriStenjem alata Multi-point
tool. Iz ovih podataka odredene su duljina i Sirina diobenog vretena. Kako bi se odredio kut &
izmedu sestrinskih k-vlakana, provedena je linearna regresija na tri tocke na zavrsetku svakog
k-vlakna, a kut ® odreden je kao kut izmedu dobivenih pravaca.

U svim box plot prikazima crna horizontalna linija oznac¢ava medijan, sivi pravokutnik
oznacava dio izmedu prvog i tre¢eg kvartila, a isprekidana linija oznacava minimalnu,
odnosno maksimalnu vrijednost. Znakom plus oznaceni su outlieri koji su odredeni kao
podatci veéi od g3 + 1,5 (g3 — q4) ili manji od q; — 1,5 (g3 — q1), 9dje su q; i g3 prvi,
odnosno treéi kvartil. Za odredivanje statisticke signifikantnosti promjena parametara koristen

je dvosmjerni Wilcoxonov test za uparene uzorke.
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§4. REZULTATI | RASPRAVA

4.1. Prikaz razvijene optogeneticke metode

Cilj ovog rada bio je razviti metodu koja bi omogucéavala brzu i reverzibilnu inaktivaciju
proteina diobenog vretena koriStenjem svjetla. Buduci da bi razvijena metoda trebala biti lako
primjenjiva na veliki broj razli¢itih proteina, odabran je pristup koji ne ukljucuje izravnu
inaktivaciju proteina, ve¢ omogucuje translokaciju proteina s diobenog vretena na
mitohondrije. U tu svrhu Koristen je prethodno razvijen sustav za dimerizaciju induciranu
svjetlom naziva iLID (engl. improved Light-Inducible Dimer).® Ovaj sustav omogucuje
kontrolu dimerizacije proteina SspB i peptida SsrA iz E. coli koristenjem plavog svjetla.
Osjetljivost sustava na svjetlo temelji se na LOV2 domeni iz biljke A. sativa, koja mijenja
konformaciju pod utjecajem plavog svjetla.

Shematski prikaz nacina rada ovdje razvijene metode dan je na slici 12A. Na protein
od interesa vezan je protein SspB. Protein iLID, koji je dizajniran fuzijom SsrA peptida i
LOV2 domene, vezan je za mitohondrij preko kratke peptidne sekvence. Kad sustav nije
izlozen plavom svjetlu konformacija LOV2 domene je takva da onemogucuje dimerizaciju
peptida SsrA i proteina SspB. Pod utjecajem plavog svjetla dolazi do promjene konformacije
LOV2 domene ¢ime je omogucena dimerizacija. Buduci da je protein SspB vezan za protein
od interesa, inducirana dimerizacija trebala bi uzrokovati translokaciju proteina s diobenog
vretena na mitohondrije. Nakon gasenja plavog svjetla smanjuje se afinitet proteina iLID za
SspB $to uzrokuje disocijaciju proteina SspB i za njega vezanog proteina od interesa s
mitohondrija. Nakon disocijacije s mitohondrija protein od interesa moze se ponovno vezati
na diobeno vreteno (slika 12A). Shematski prikazi fuzijskih proteina koje je potrebno
eksprimirati u stanici kako bi se ova metoda mogla provesti te kako bi se mogli pratiti
rezultati dani su na slici 12B. Valja napomenuti da ¢e primjenjivost ove metode ovisiti o
afinitetu vezanja proteina na diobeno vreteno. Naime, ukoliko je ispitivani protein dinamican
te brzo disocira i ponovno asocira s mikrotubulima diobenog vretena, bit ¢e ga moguce
ukloniti u kratkom vremenu. S druge strane, proteini koji se ¢vrsto vezu na diobeno vreteno

nece se moc¢i ukloniti na ovaj nacin.
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Slika 12. Shematski prikaz naina rada razvijene metode. (A) Pod utjecajem plavog
svjetla dolazi do konformacijske promjene u LOV2 domeni proteina iLID ¢ime je omogucena
dimerizacija proteina iLID i proteina SspB. Ukoliko je protein SspB vezan na protein od
interesa iz diobenog vretena, trebalo bi do¢i do translokacije proteina iz diobenog vretena na
mitohondrije. Nakon gasenja plavog svjetla protein od interesa disocira s mitohondrija te se
moze ponovno vezati na diobeno vreteno. (B) Shematski prikaz fuzijskih proteina koje je
potrebno eksprimirati u stanici. Za protein od interesa je, uz SspB protein, vezan i crveni
fluorescentni protein (tgRFPt) ¢ime je omogucena njegova vizualizacija. Protein iLID sastoji
se od LOV2 domene i peptida SsrA, a za njega su vezani zuti fluorescentni protein (Venus) i

kratka peptidna sekvenca koja omogucuje vezanje na vanjsku membranu mitohondrija (Mito).
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4.2. Uklanjanje proteina TACC3 iz diobenog vretena

4.2.1. Razvijena metoda omogucuje brzo i reverzibilno uklanjanje proteina TACC3 iz

diobenog vretena

Kao prvi protein diobenog vretena na kojem je ispitana uc¢inkovitost uklanjanja dimerizacijom
induciranom svjetlom odabran je protein TACC3. Razlog ovog odabira je u tome Sto je
prethodno pokazano da je ovaj protein moguce ukloniti translokacijom na mitohondrije, u
eksperimentima u kojima je koritena kemijski inducirana dimerizacija.?* TACC3 se u
diobenom vretenu nalazi u kompleksu s ch-TOG i klatrinom. TACC3-ch-TOG-klatrin
kompleks ima ulogu u odrzavanju stabilnosti k-vlakana na nacin da povezuje paralelne
mikrotubule unutar k-vlakna,23 238

Kako bi se odredilo omogucava li ovdje razvijena metoda reverzibilno uklanjanje
proteina TACC3 iz diobenog vretena, stanice U20S transfecirane su plazmidima pBrain-
tgRFPt-SspB-WT-TACC3KDP-shTACC3 1 Venus-iLID-Mito. Prvi plazmid omogucuje
ekspresiju proteina TACC3 obiljezenog crvenim fluorescentnim proteinom tgRFPt i
proteinom SspB. Osim toga, ovaj plazmid istovremeno uklanja endogeno prisutan TACC3
ekspresijom odgovarajuce ShRNA. Eksprimirana ShRNA nece uzrokovati degradaciju
TACC3 s plazmida jer je u kodirajuéi slijed ugradeno nekoliko tihih mutacija koje ga Cine
otpornim na djelovanje ShRNA.% Drugi plazmid omoguéuje ekspresiju iLID proteina na koji
je vezana peptidna sekvenca koja uzrokuje njegovo vezanje na membranu mitohondrija. Uz
to, iLID protein je obiljezen Zutim fluorescentnim proteinom Venus.

U svim provedenim eksperimentima najprije je vizualizirana lokalizacija proteina prije
aktivacije iLID sustava, tj. prije uklju¢ivanja plavog svjetla. Prije aktivacije plavim svjetlom,
protein TACC3 lokaliziran je na diobenom vretenu, primarno na dijelovima gdje se ocekuje
postojanje paralelnih sveznjeva mikrotubula (slika 13). Valja primijetiti da svjetlo valne
duljine 561 nm, koriSteno za pobudivanje fluorescencije tgRFPt proteina, nije uzrokovalo
aktivaciju iLID sustava i translokaciju na mitohondrije (slika 13). Ovaj rezultat pokazuje da
je odgovor sustava specifican na svjetlo nizih valnih duljina te da je moguce koristiti crveni

fluorescentni protein za vizualizaciju lokalizacije proteina bez da se aktivira iLID sustav.
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Stanica U20S, tgRFPt-SspB-TACC3, ugaseno plavo svjetlo

Slika 13. Lokalizacija proteina TACC3 u diobenom vretenu. Protein je lokaliziran na
dijelu gdje postoje paralelni sveznjevi mikrotubula, dok ga nema u srediSnjem dijelu gdje se
nalaze antiparalelni mikrotubuli. Na slikama je oznafeno vrijeme prije ukljucivanja plavog
svjetla. Snimanje koristenjem lasera valne duljina 561 nm ne uzrokuje translokaciju proteina

na mitohondrije.

Paljenjem plavog svjetla valne duljine 488 nm aktivira se iLID sustav te se pobuduje
fluorescencija zutog fluorescentnog proteina Venus kojim su oznaceni mitohondriji (slika 14,
gore). Kako je vidljivo iz slike 14, aktivacija iLID sustava uzrokuje brzu translokaciju
proteina TACC3 s diobenog vretena na mitohondrije. Translokacija zapocinje odmah nakon

aktivacije, a ve¢ nakon 2 minute protein je gotovo u potpunosti uklonjen iz diobenog vretena.
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Stanica U20S, tgRFPt-SspB-TACC3, Venus-iLID-Mito, upaljeno plavo svjetlo

Slika 14. Uklanjanje proteina TACC3 iz diobenog vretena koristenjem plavog svjetla.

Venus i tgRFPt kanal (gore). Samo tgRFPt kanal (dolje). Plavo svjetlo upaljeno je u vremenu
t=0s.
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Gasenjem plavog svjetla afinitet iLID sustava za dimerizaciju se smanjuje te dolazi do
disocijacije proteina TACC3 s mitohondrija te njegovog povratka na diobeno vreteno (slika
15). Vidljivi povratak proteina na diobeno vreteno zapocinje oko 40 sekundi nakon gaSenja

plavog svjetla, a za potpuni povratak potrebno je oko 5 minuta.

Stanica U20S, tgRFPt-SspB-TACC3, ugaSeno plavo svjetlo

Slika 15. Povratak proteina TACC3 na diobeno vreteno nakon gasenja plavog svjetla.

Plavo svjetlo ugaseno je u vremenu t=0 s.

4.2.2. Kinetika reverzibilnog uklanjanja proteina TACC3

Kako bi se odredila kinetika reverzibilnog uklanjanja proteina TACC3 provedeno je mjerenje
intenziteta tgRFPt signala na diobenom vretenu u 10 stanica (slika 16A). Ocekivano, za
vrijeme kad je plavo svjetlo upaljeno dolazi do smanjivanja intenziteta signala na diobenom
vretenu, dok se nakon gaSenja plavog svjetla intenzitet ponovno pojacava uslijed povratka
proteina na vreteno. Nakon povratka proteina na diobeno vreteno signal se ne vra¢a na
pocetnu vrijednost jer je tijekom snimanja doslo do gubitka intenziteta crvenog
fluorescentnog proteina (tzv. fotoizbljedivanje, engl. photobleaching).®® Kako je vidljivo iz
slike 16A, pocetni intenzitet signala jako varira izmedu pojedinacnih stanica. Zbog toga je

potrebno normalizirati podatke kako bilo moguce odrediti kineticke parametre (slika 16B).
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Slika 16. Intenzitet tgRFPt signala na diobenom vretenu. (A) Originalni podatci. (B)
Podatci normalizirani s obzirom na intenzitet u t=0 s. Na slici u lijevom grafu prikazan je
na¢in mjerenja signala. Boja linije iznad grafa oznacava vrijeme kad je plavo svjetlo upaljeno
(plavo), odnosno ugaseno (crno). Tanke linije u boji odgovaraju pojedina¢nim stanicama, a

debela crna linija prosje¢noj vrijednosti.

Za ocCekivati je da ¢e brzina uklanjanja proteina iz diobenog vretena ovisiti o brzini kojom
protein disocira s diobenog vretena, tj. o brzini kojom se odvija proces:

korf
Tov — Tc

Gdje Tpv oznacava protein TACC3 vezan na diobeno vreteno, a Tc protein koji je slobodan u
citoplazmi. Budu¢i da je intenzitet fluorescencije proporcionalan koncentraciji proteina,
smanjenje intenziteta signala na diobenom vretenu u vremenu trebalo bi pratiti kinetiku prvog

reda prema jednadzbi:®

I(Tpy) = (IO(TDV) — Iy (TDV)) e Korrt 4+ 1, (Tpy) (1)

Gdje je I,(Tpy) intenzitet ut = 0's, a I, (Tpy) konacni intenzitet, koji u slu¢aju kad je protein
u potpunosti uklonjen s diobenog vretena odgovara pozadinskom intenzitetu prisuthom zbog
autofluorescencije stanice. Kako je vidljivo iz slike 17, ovaj model dobro opisuje
eksperimentalno dobivene rezultate. Vrijednosti parametara odredenih nelinearnom

regresijom dani su u slici 17A.
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Slika 17. Kinetika uklanjanja proteina TACC3 s diobenog vretena. Uklanjanje proteina
prati kinetiku prvog reda i moze se opisati jednadzbom 1. Tocke na grafu odgovaraju
normaliziranim eksperimentalno izmjerenim vrijednostima, a puna linija dobivena je
nelinearnom regresijom prema jednadzbama 1, odnosno 3. Vrijednosti parametara dane su

kao (srednja vrijednost + interval pouzdanosti od 95%).

Iz odredene konstante brzine za proces uklanjanja proteina s diobenog vretena moze se
odrediti vrijeme polureakcije koje iznosi t;,, = (29,9+£0,9) s. To znati da je brzina kojom je
moguce ukloniti protein ovom metodom znafajno veéa u odnosu na prethodno opisanu
kemijski induciranu translokaciju proteina TACC3 na mitohondrije u kojoj je vrijeme
polureakcije iznosilo oko 4 minute.?* Osim toga, velika prednost ove metode je njezina
reverzibilnost, $to omogucuje bolju kontrolu nad eksperimentima te lakSu interpretaciju
opazenog fenotipa.

Valja napomenuti da se protein TACC3 u diobenom vretenu nalazi u kompleksu s
proteinima ch-TOG i klatrinom.?® Tijekom kemijski inducirane translokacije na mitohondrije,
ova tri proteina ostaju u kompleksu, pa se uklanjanjem TACC3 uklanjaju i ch-TOG i klatrin.?*
Za pretpostaviti je da se 1 prilikom primjene ovdje opisane metode dogada isto. Medutim, za
potvrdu ove pretpostavke bilo bi potrebno odrediti lokalizaciju proteina ch-TOG i klatrina
nakon izlaganja stanica plavom svjetlu. To je moguce napraviti koriStenjem imunokemijskih
metoda na nacin da se stanice nakon izlaganja plavom svjetlu fiksiraju te se pomocu antitijela

specifi¢nih za navedene proteine odredi njihova lokalizacija.
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Budu¢i da je fenotip nakon uklanjanja TACC3 iz diobenog vretena translokacijom na
mitohondrije veé¢ prethodno detaljno opisan,?* u ovom radu nije ispitivan fenotip, ve¢ je cilj
bio usporediti kineticke parametre dviju metoda. Medutim, bilo bi zanimljivo okarakterizirati
fenotip stanica nakon povratka proteina na diobeno vreteno, $to nije bilo moguce prilikom

koristenja kemijski inducirane dimerizacije buduci da ta metoda nije reverzibilna.
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4.3. Uklanjanje proteina PRC1 iz diobenog vretena

4.3.1. Razina ekspresije proteina PRC1 u stanici utjece na proces translokacije proteina

Nakon §to je ispitana ucinkovitost razvijene metode za uklanjanje proteina TACC3 iz
diobenog vretena, iduéi cilj bio je primijeniti ovu metodu za proucavanje uloge proteina
PRC1 u metafaznom diobenom vretenu. PRC1 je ne-motorni protein koji se veze na
preklapajuée dijelove antiparalelnih mikrotubula.?® ?° lako je dobro poznata i karakterizirana
uloga ovog proteina u anafazi i citokinezi,>® 3! njegova uloga u metafazi tek je nedavno
djelomiéno karakterizirana.!8 20

Stanice U20S transfecirane su plazmidom tgRFPt-SspB-WT-PRC1 koji omoguéuje
ekspresiju proteina PRC1 obiljezenog crvenim fluorescentnim proteinom tgRFPt i proteinom
SspB, te Venus-iLID-Mito plazmidom. Uz to, u stanicama je provedeno bojanje tubulina
bojom SiR-tubulin kako bi se vizualizirali mikrotubuli.® Ovdje ée najprije biti opisani
eksperimenti u kojima su stanice tretirane kontrolnom (engl. nontargeting) siRNA. To znaci
da je u stanicama uz protein eksprimiran s plazmida prisutan i endogeni protein. U kasnijim
poglavljima bit ¢e opisani eksperimenti u kojima je koristenjem RNA interferencije uklonjen
endogeni PRC1.

Nakon tranzijentne ekspresije, protein PRC1-tgRFPt-SspB lokaliziran je u sredisnjem
dijelu diobenog vretena, u podrucju gdje se nalaze antiparalelni sveznjevi mikrotubula (slika
18). Medutim, kao posljedica tranzijentne transfekcije stanica javlja se velika razlika u razini

ekspresije proteina izmedu pojedinac¢nih stanica (slika 18).

A niska razina ekspresije PRC1 B visoka razina ekspresije PRC1

Stanica U20S, PRC1-igRFPt-SspB, SiR-tubulin

Slika 18. Heterogena ekspresija PRC1 nakon tranzijentne ekspresije. (A) Niska razina
ekspresije, (B) visoka razina ekspresije. Kontrast je na obje slike jednako podesen kako bi
bilo mogucée uociti razliku u koli¢ini proteina. Uklanjanje PRC1 iz diobenog vretena u

stanicama A i B prikazano je na slikama 19, odnosno 20.
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Iako se sli¢na heterogenost u ekspresiji mogla uociti i kod proteina TACC3, to nije utjecalo na
proces translokacije proteina na mitohondrije. Zanimljivo, u slucaju proteina PRCI1, razina
ekspresije znaCajno je utjecala na ovaj proces. Kako je vidljivo iz slike 19A, prilikom
uklanjanja proteina iz diobenog vretena u stanici koja ima relativno malu koli¢inu proteina
(slika 18A), dolazi do djelomi¢nog agregiranja mitohondrija te blagog nakupljanja
mitohondrija i1 proteina PRC1 na polovima diobenog vretena. S druge strane, u slucaju kad je
ekspresija proteina PRC1 relativno visoka (slika 18B), dolazi do znacajnog agregiranja
mitohondrija te nakupljanja proteina i mitohondrija na polovima i na vanjskim k-vlaknima
diobenog vretena (slika 20A). Unato¢ tome, u oba slucaja protein je u nekoliko minuta
uspjesno uklonjen iz sredi$njeg dijela diobenog vretena (slike 19A, 20A, 21A i 21B), a
vrijeme polureakcije za taj proces iznosi t,,, = (76,3£10,6) s. Nakon gaSenja plavog svjetla

PRCI1 disocira s mitohondrija te se vrac¢a na diobeno vreteno (slike 19B, 20B, 21D i 21D).

Stanica U20S, PRC1-tgRFPt-SspB, Venus-iLID-Mito, SiR-tubulin
Niska razina ekspresije PRC1
A Upaljeno plavo svijetlo
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Slika 19. Reverzibilno uklanjanje proteina PRCL1 iz diobenog vretena u stanici s niskom
razinom ekspresije proteina. (A) Pod utjecajem plavog svjetla PRC1 odlazi s diobenog
vretena na mitohondrije uslijed ¢ega se moze primijetiti stvaranje agregata mitohondrija te
nakupljanje dimeriziranih mitohondrija i proteina PRC1 na desnom polu diobenog vretena.
Plavo svjetlo upaljeno je u t=0 min. Stanica prije aktivacije snimljena je oko 10 s prije
paljenja plavog svjetla. (B) Nakon gaSenja plavog svjetla PRC1 se vrac¢a u sredis$nji dio

diobenog vretena.

Stanica U20S, PRC1-tgRFPt-SspB, Venus-iLID-Mito, SiR-tubulin
Visoka razina ekspresije PRC1
A Upaljeno plavo svjetlo

Slika 20. Reverzibilno uklanjanje proteina PRC1 iz diobenog vretena u stanici s visokom
razinom ekspresije proteina. (A) Tijekom translokacije proteina PRC1 na mitohondrije pod
utjecajem plavog svjetla vrlo brzo se stvaraju agregati mitohondrija te se PRC1 i mitohondriji

nakupljaju na polovima diobenog vretena i na vanjskim k-vlaknima. Plavo svjetlo upaljeno je
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u t=0 min. Stanica prije aktivacije snimljena je oko 10 s prije paljenja plavog svjetla. (B)

Nakon gasenja plavog svjetla PRC1 se vraca u sredi$nji dio diobenog vretena.

Upaljeno plavo svjetlo
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Slika 21. Intenzitet tgRFPt signala u srediSnjem dijelu diobenog vretena nakon paljenja
(A) i (B) i gaSenja (C) i (D) plavog svjetla. Prikazani su originalni (A) i (C) te
normalizirani (B) i (D) intenziteti. Podatci normalizirani s obzirom na intenzitet u t=0 s. Na
slici u prvom grafu prikazan je na¢in mjerenja signala. Tanke linije u boji odgovaraju

pojedinacnim stanicama, a debela crna linija prosjecnoj vrijednosti.

Ana Milas Diplomski rad



§ 4. Rezultati i rasprava 42

Cinjenica da se protein PRC1 nakon aktivacije nakuplja na polovima neobi¢na je buduéi da se
na ovom dijelu diobenog vretena nalaze paralelni astralni mikrotubuli. Moguée objasnjenje
ovakvog rezultata je da vezanje proteina PRC1 na pojedina¢ne mikrotubule koji rastu iz
polova inducira nastajanje antiparalelnih sveznjeva. Sposobnost proteina PRC1 da inducira
nastajanje antiparalelnih sveznjeva veé je predlozena na temelju strukturne analize proteina.?®
S druge strane, moguce je da je uslijed translokacije na mitohondrije doslo do promjene
konformacije proteina PRC1 koja je uzrokovala povecéani afinitet za vezanje paralelnih
mikrotubula. Naime, veci afinitet ovog proteina za antiparalelne mikrotubule objasnjava se
rigidnom strukturom dimerizacijske domene koja spaja dva monomera proteina PRC1 u
homodimer.?° Moguée promjene u konformaciji ove domene mozda su uzrokovale i promjenu
u afinitetu proteina za mikrotubule.

Osim S§to je nakon aktivacije doSlo do nakupljanja proteina na polovima diobenog
vretena, moglo se primijetiti i da je doSlo do povecanja intenziteta fluorescencije PRCI-
tgRFPt u cijeloj stanici. Ova pojava bila je osobita izrazena u slucaju visoke pocetne
ekspresije proteina. Tako je u stanici prikazanoj na slici 20, prosjeéni intenzitet signala u slici
dobivenoj zbrajanjem 5 snimljenih ravnina iznosio 3832 prije aktivacije, dok je osam minuta
nakon aktivacije iznosio 6093. Nakon gasenja plavog svjetla doslo je do ponovnog smanjenja
intenziteta u cijeloj stanici. Intenzitet je s 5501 u nula minuta pao na 4685 ve¢ nakon jedne
minute te na 3476 nakon osam minuta Ovakav rezultat ne moze se objasniti akumuliranjem
citoplazmatskog proteina iz ravnina koje nisu zahvaéene snimanjem, buduc¢i da je intenzitet
signala u citoplazmi odreden na istom mjestu u stanici iznosio 3004 prije aktivacije, a 3045
osam minuta nakon aktivacije. Sli¢no, premda znatno manje izraZzeno povecanje signala
dogodilo se u stanici prikazanoj na slici 19, gdje je intenzitet signala s pocetnih 2184 narastao
na 2366 osam minuta nakon aktivacije. Nakon gasenja plavog svijetla signal je pao s pocetnih
2345 na 2153 nakon osam minuta.

Valja napomenuti i da se protein PRC1 u diobenom vretenu nalazi u interakciji s
kinezinom-4.%% % Za sada nije poznato ostaju li ova dva proteina u interakciji uslijed
translokacije na mitohondrije. Kako bi se odredilo uzrokuje li uklanjanje proteina PRC1
istovremeno uklanjanje kinezina-4 iz diobenog vretena, trebalo bi napraviti imunokemijsko
bojanje stanica kojim bi se odredila lokalizacija kinezina-4 nakon izlaganja stanica plavom

svjetlu.
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4.3.2. Uklanjanje proteina PRC1 iz diobenog vretena uzrokuje raspadanje sveznjeva

mikrotubula

Nakon $to je pokazano da ova metoda omogucuje uklanjanje proteina PRC1 iz diobenog
vretena, sljedeci cilj bio je odrediti dolazi li do promjene fenotipa diobenog vretena kako se
mijenja koli¢ina proteina. Prilikom uklanjanja proteina s diobenog vretena moze se primijetiti
smanjenje intenziteta signala tubulina u srediStu diobenog vretena, §to je osobito izrazeno u
slucaju visoke ekspresije proteina PRC1 (slika 22). Kako bi se kvantificirala ova pojava
provedena je analiza profila intenziteta fluorescencije SiR-tubulina i PRC1-tgRFPt u sredistu
diobenog vretena. Na grafickim prikazima na slici 22 jasno je vidljivo da prije aktivacije
postoje maksimumi intenziteta na priblizno istim polozajima u oba kanala, koji odgovaraju
antiparalelnim sveznjevima mikrotubula u sredistu vretena. Uslijed uklanjanja proteina PRC1
iz diobenog vretena ocekivano je vidljiv pad intenziteta fluorescencije PRC1-tgRFPt.
Zanimljivo, istovremeno s gubitkom signala PRC1-tgRFPt, smanjuje se i intenzitet signala
SiR-tubulina, a nakon potpunog uklanjanja proteina PRC1 iz vretena viSe nisu vidljivi niti
maksimumi u SiR-tubulin kanalu.

Gasenjem plavog svjetla PRC1 se vraca na diobeno vreteno, prilikom ¢ega dolazi i do
porasta intenziteta fluorescencije SiR-tubulina u sredistu vretena (slika 23). Iz analize profila
intenziteta jasno je vidljivo da polozaji novonastalih sveznjeva mikrotubula odgovaraju
polozaju PRCI1-tgRFPt signala. Dakle, povratak proteina PRC1 na diobeno vreteno
omogucuje ponovno nastajanje antiparalelnih sveznjeva mikrotubula u srediSnjem dijelu
vretena.

Cinjenica da je promjenom koli¢ine proteina PRC1 moguée inducirati raspadanje i
ponovno nastajanje sveznjeva mikrotubula pokazuje da je PRC1 potreban za odrzavanje

antiparalelnih sveznjeva mikrotubula u metafaznom diobenom vretenu.

Ana Milas Diplomski rad



§ 4. Rezultati i rasprava 44

Stanica U20S, PRC1-tgRFPt-SspB, SiR-tubulin, upaljeno plavo svjetlo
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Slika 22. Uklanjanje proteina PRC1 iz diobenog vretena uzrokuje raspadanje sveZnjeva
mikrotubula u srediSnjem dijelu vretena. Nakon paljenja plavog svjetla u t=0 min protein
PRCI1 (ruzicasto) uklonjen je iz srediSta diobenog vretena prilikom Cega se gubi i signal SiR-
tubulina (zeleno). Slika prije aktivacije snimljena je oko 10 s prije paljenja plavog svjetla.
Profili intenziteta fluorescencije odredeni su na nacin prikazan na maloj slici u posljednjem

grafu.
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Stanica U20S, PRC1-tgRFPt-SspB, SiR-tubulin, ugaseno plavo svjetlo
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Slika 23. Povratkom proteina PRC1 na diobeno vreteno ponovno se formiraju sveZnjevi
mikrotubula. Nakon gaSenja plavog svjetla u vremenu t=0 min dolazi do povratka proteina
PRC1 (ruzicasto) na diobeno vreteno, uslijed ¢ega se povecava i signal fluorescencije SiR-
tubulina (zeleno). Profili intenziteta jasno pokazuju maksimume u oba kanala koji odgovaraju

pojedinac¢nim sveznjevima mikrotubula.
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4.3.3. Reverzibilno uklanjanje PRC1 uzrokuje promjenu oblika diobenog vretena

Osim gubitka signala tubulina u sredi$tu diobenog vretena, na slici 22 jasno je vidljivo da
uslijed uklanjanja proteina PRC1 iz diobenog vretena dolazi do promijene oblika vretena.
Tocnije, vidljivo je da dolazi do Sirenja vretena i izravnavanja vanjskih k-vlakana. S druge
strane, tijekom povratka proteina na diobeno vreteno dolazi do ponovnog zaobljivanja vretena
pri ¢emu se njegova Sirina smanjuje (Slika 23). Kako bi se ova pojava kvantificirala
napravljena je analiza oblika diobenog vretena na nacin prikazan na slici 24A te su iz
dobivenih podataka odredene Sirina i duljina diobenog vretena te kut @ izmedu sestrinskih k-
vlakana (slika 24B). Ova analiza napravljena je na 9 stanica, na snimkama snimljenima
neposredno nakon aktivacije, 4 minute nakon aktivacije i 8 minuta nakon aktivacije te
neposredno nakon gasenja plavog svjetla te 4 i 8 minuta nakon gasenja plavog svjetla. Za
odredivanje signifikantnosti promjene odredenog parametra koriSten je dvosmjerni

Wilcoxonov test za uparene uzorke.

Slika 24. Analiza oblika diobenog vretena. (A) U programu ImageJ odredene su koordinate
konture diobenog vretena na temelju kojih su izracunati analizirani parametri. (B) Prikaz

parametara koriStenih za karakterizaciju oblika diobenog vretena.

Neposredno nakon aktivacije prosje¢na Sirina diobenog vretena iznosila je (9,00+0,69) um
(srednja vrijednost + standardna pogreska), a nakon 8 minuta povecala se na (10,09+0,50) um
(slika 25A, p=0,012). Nakon gaSenja plavog svjetla Sirina vretena promijenila se s pocetnih
(10,02+0,47) um na (8,98+0,57) um nakon 8 minuta (slika 25B, p=0,020). Bitno je primijetiti
da se prosjecna vrijednost Sirine 8 minuta nakon gasenja plavog svjetla smanjila na razinu one
prije aktivacije (p=0,910). Dakle, kao posljedica povratka proteina PRC1 na diobeno vreteno,

Sirina vretena se vratila na pocetnu razinu. Duljina vretena iznosila je u prosjeku (11,49+0,50)
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um neposredno nakon paljenja plavog svjetla, a (11,15+0,54) um 8 minuta nakon toga, $to
nije predstavljalo statisticki znacajnu promjenu (p=0,203, slika 25C). Neposredno nakon
gaSenja plavog svjetla diobeno vreteno u prosjeku je bilo dugacko (11,04+0,58) um, a nakon
8 minuta (10,70+0,59) um (slika 25D, p=0,039). Iako u ovom slucaju statisticki test pokazuje
znacajnu promjenu duljine, promjena duljine 8 minuta nakon gasenja plavog svjetla u odnosu
na duljinu prije paljenja plavog svjetla nije bila statisticki signifikantna (p=0,074). 1z ovih
rezultata moze se zakljuciti da koncentracija proteina PRC1 u diobenom vretenu utjece na
njegovu Sirinu na nacin da povecana koncentracija proteina smanjuje Sirinu vretena. S druge
strane, promjena koncentracije proteina PRC1 ne mijenja znacajno duljinu vretena. Opazeno
blago smanjivanje diobenog vretena moglo bi biti posljedica ostecenja stanice zbog snimanja

(engl. photodamage).®°

A Upaljeno plavo svjetlo B UgasSeno plavo svjetlo
14 + — ’ 14 ' p=0.020
13} l - 13p " —
: I I -
12} | | 12 ! i
| ] I :
L I 4 - |
g 1 ‘ e "r — | l
5 } 3 | L
> 10t | > 101
9r [ 9r
1 -+ -+
8 8t
_I_ [— —
-1 p=0,012 ] 71
0 min 4 min 8 min 0 min 4 min 8 min
C Upaljeno plavo svjetlo D Uga$eno plavo svjetlo
15 , - 15 - -
— o p=0,039
ar - 14 1
| N I ! N BN
131 [ I I 13+ I i |
I | | | | |
| 1 ! L A :
e 12¢ e 12t
= =2
= 11} = 11t
1f L _,_ 10
|
9t p=0,203 ] of -+ i
|
‘ . . 8 . . -
0 min 4 min 8 min 0 min 4 min 8 min

Ana Milas Diplomski rad



§ 4. Rezultati i rasprava 48

Slika 25. Sirina (A i B) i duljina (C i D) diobenog vretena nakon paljenja (A i C) i
gaSenja (B i D) plavog svjetla. Vrijeme na X-osi oznac¢ava vrijeme nakon paljenja, odnosno
gaSenja plavog svjetla, n=9 stanica. U ovim, kao i u svim budu¢im box plot prikazima, crna
horizontalna linija ozna¢ava medijan, sivi pravokutnik oznacava dio izmedu prvog i treceg
kvartila, a isprekidana linija ozna¢ava minimalnu, odnosno maksimalnu vrijednost. Znakom
plus oznaceni su outlieri, koji su odredeni kao podatci veé¢i od gz + 1,5 (g3 — q4) ili manji
od qg; — 1,5 (g5 — q1), gdje su g, i g3 prvi, odnosno tre¢i kvartil. P-vrijednost odredena je

koristenjem dvosmjernog Wilcoxonovog testa za uparene uzorke.

Analizom kuta @ izmedu sestrinskih k-vlakana dobiva se informacija o obliku vanjske
konture diobenog vretena (slika 24B). Ovaj kut bit ¢e to vedi $to je zakrivljenost veca, dok ¢e
izravnavanjem vanjskih k-vlakana kut postati manji (slika 24A). Analizom provedenom na 9
stanica odredeno je da je prosje¢na veliina ovog kuta neposredno nakon paljenja plavog
svjetla iznosila (153,0+2,8)°, dok se nakon 8 minuta smanjila na (142,5+2,2)° (slika 26A,
p=0,010). Dakle, uslijed uklanjanja proteina PRC1 iz diobenog vretena dolazi do znacajnog
izravnavanja vanjskih k-vlakana. Nakon gasSenja plavog svjetla doSlo je do ponovnog
povecéanja kuta s pocetnih (135,342,8)°, na (144,3+2,6)° nakon 8 minuta (slika 26B, p=0,035).
Ovakav rezultat odgovara ponovnom zaobljivanju vanjske konture diobenog vretena prilikom

povratka proteina PRCI1 na vreteno §to je i vidljivo na primjeru stanice prikazane na slici 23.
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Slika 26. Kut izmedu sestrinskih k-vlakana. (A) Uslijed uklanjanja proteina PRC1 s
diobenog vretena kut se povecava zbog izravnavanja vanjskih k-vlakana. (B) Nakon gaSenja
plavog svjetla i povratka proteina PRC1 na diobeno vreteno dolazi do ponovnog smanjenja
kuta, tj. ponovnog zaobljivanja diobenog vretena. N=18 kutova u 9 stanica.

Kao informativan i sazet prikaz promjene oblika diobenog vretena moze posluzit
normalizirana kontura vanjskog k-vlakna (slika 27).18 1z ovakvog prikaza jasno je vidljivo da
tijekom uklanjanja proteina PRC1 iz diobenog vretena dolazi do izravnavanja k-vlakna, uz
istovremeno povecanje visine k-vlakna, $to odgovara Sirenju vretena (slika 27A). Nakon
gasenja plavog svjetla dogadaju se suprotni proces, tj. kut pod kojim se nalazi vrh k-vlakna se

povecava, a visina se smanjuje (slika 27B).
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Slika 27. Normalizirani oblik vanjskog k-vlakna diobenog vretena. Normalizacija je
provedena na nacin da se pol diobenog vretena nalazi na poziciji x=0, a vrh k-vlakna na x = 1.

N=36 k-vlakana u 9 stanica.

Opazeno izravnavanje vanjske konture diobenog vretena uslijed uklanjanja proteina PRC1
moze se objasniti prethodno predlozenim modelom diobenog vretena prema kojem
premoséujuéi mikrotubuli omoguéuju zakrivljenost vretena (slika 8).® 3 Prema ovoj
interpretaciji, uslijed gubitka proteina PRC1 dolazi i do raspadanja premos$¢ujuceg vlakna

mikrotubula, §to je vidljivo kao smanjenje intenziteta signala tubulina u srediStu vretena.
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Zbog nestanka premosc¢ujuceg vlakna dolazi do izravnavanja sestrinskih k-vlakana. S druge
strane, povratkom proteina PRC1 dolazi do ponovnog formiranja premosc¢ujuceg vlakna i

zaobljivanja vretena (slika 8A).

4.3.4. RNA interferencijom smanjena je kolicina endogenog proteina PRC1 u metafazi

U do sada opisanim eksperimentima u stanicama je uz protein PRC1 eksprimiran s plazmida
bio prisutan i endogeni, neobiljezeni PRC1. To znaci da je u tim eksperimentima nakon
uklanjanja proteina eksprimiranog s plazmida na diobenom vretenu ostala odredena koli¢ina
endogenog PRC1. Kako bi se ispitao fenotip nakon potpunog uklanjanja proteina PRC1 iz
diobenog vretena, stanice su tretirane sa sSiRNA kojom je smanjena koli¢ina endogenog PRC1
u stanici. U tu svrhu KoriStena je siRNA koja prepoznaje netranslatiranu regiju na
odgovaraju¢oj mRNA. Budu¢i da se na plazmidu nalazi samo kodiraju¢i slijed proteina, ova
siRNA neée prepoznavati mRNA koja nastaje prepisivanjem s plazmida, ve¢ samo endogeno
prisutnu mRNA.

Kako bi se ispitala ucinkovitost ove metode za smanjenje koliine proteina, na
stanicama tretiranima sa siRNA napravljeno je imunokemijsko bojanje kojim je vizualiziran
endogeno prisutan PRC1 (slika 28). Metafazna diobena vretena identificirana su na osnovi
polozaja kromosoma koji su obojani bojom SiR-DNA.®® U stanicama tretiranima s
kontrolnom (engl. nontargeting) siRNA protein je lokaliziran u srediStu diobenog vretena
(slike 28A i C), sto je u skladu s literaturnim podatcima.?® *° S druge strane, nakon tretmana
sa SIRNA za PRCL1 u vecini stanica protein se ne moze detektirati ili je koli¢ina znacajno
smanjena (slike 28B i D). Medutim, valja primijetiti da je u odredenom broju stanica protein
jo$ uvijek prisutan u znacajnoj koliCini. Ova pojava otezava interpretaciju predstojecih
eksperimenata budu¢i da tijekom snimanja zivih stanica nije moguée odrediti koli¢inu

endogenog proteina.
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A Kontrola 24 h, PRC1-Alexa Fluor-405, SIR-DNA

B PRC1 siRNA 24 h, PRC1-Alexa Fluor-405, SIR-DNA

C Kontrola 48 h, PRC1-Alexa Fluor-405, SIR-DNA

D PRC1 siRNA 48 h, PRC1-Alexa Fluor-405, SIR-DNA

Slika 28. RNA interferencijom smanjena je koli¢ina endogeno prisutnog proteina PRC1

u metafaznom diobenom vretenu. U stanicama tretiranima kontrolnom siRNA PRCL1 je
lokaliziran u sredistu diobenog vretena. Nakon tretmana sa SIRNA za PRCL1 koli¢ina proteina
je smanjena. Sve stanice snimane su s istim postavkama, a kontrasti u PRC1-Alexa Fluor-405
kanalu podeSeni su na jednak nacin. Stanice su nakon transfekcije sa SIRNA inkubirane 24 h

ili 48 h, skala oznacava 5 um.
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4.3.5. Reverzibilno uklanjanje proteina PRC1 nakon RNA interferencije

Kako bi se ispitao utjecaj uklanjanja proteina PRCI1 iz diobenog vretena u slucaju kad je
koli¢ina endogenog proteina zna¢ajno smanjena, stanice U20S transfecirane su sa SiRNA
kojom je smanjena koli¢ina endogenog proteina te plazmidima tgRFPt-SspB-WT-PRC1 i
Venus-iLID-Mito. Uz to, provedeno je bojanje tubulina bojom SiR-tubulin.

Sliéno kao i u eksperimentima u kojima je endogeni PRC1 bio prisutan, i u ovom
slucaju ekspresija PRC1 u stanicama bila je izrazito heterogena, Sto je utjecalo na proces
translokacije proteina PRC1 na mitohondrije. U slucaju niske ekspresije agregiranje je bilo
malo ili ga uopce nije bilo (slika 29A), dok je kod visoke ekspresije dolazilo do stvaranja
agregata mitohondrija i nakupljanja na polovima diobenog vretena (slika 30A). U oba
slucaja, nakon gasenja plavog svjetla uslijedilo je vracanje proteina u sredi$nji dio diobenog
vretena (slike 29B i 30B).

Stanica U20S, PRC1 siRNA, PRC1-tgRFPt-SspB, Venus-iLID-Mito, SiR-tubulin
Niska razina ekspresije PRC1
A Upaljeno plavo svjetlo

Slika 29. Reverzibilno uklanjanje proteina PRCL1 iz diobenog vretena u stanici s niskom
ekspresijom proteina nakon RNA interferencije. (A) Pod utjecajem plavog svjetla PRC1
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odlazi s diobenog vretena na mitohondrije. Plavo svjetlo upaljeno je u t=0 min. Stanica prije
aktivacije snimljena je oko 10 s prije paljenja plavog svjetla. (B) Nakon gasenja plavog svjetla

PRCI1 se vraca u srediSnji dio diobenog vretena.

Stanica U20S, PRC1 siRNA, PRC1-tgRFPt-SspB, Venus-iLID-Mito, SiR-tubulin
Visoka razina ekspresije PRC1
A Upaljeno plavo svjetlo

Slika 30. Reverzibilno uklanjanje proteina PRC1 iz diobenog vretena u stanici s visokom
ekspresijom proteina nakon RNA interferencije. (A) Tijekom translokacije proteina PRC1
na mitohondrije pod utjecajem plavog svjetla vrlo brzo se stvaraju agregati mitohondrija te se
PRC1 i mitohondriji nakupljaju na polovima diobenog vretena. Plavo svjetlo upaljeno je u t=0
min. Stanica prije aktivacije snimljena je oko 10 s prije paljenja plavog svjetla. (B) Nakon

gaSenja plavog svjetla PRC1 se vrac¢a u sredis$nji dio diobenog vretena.
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Kako je vidljivo na primjerima stanica u slikama 29 i 30, uslijed uklanjanja proteina PRC1 iz
diobenog vretena dolazi do izravnavanja vanjskih k-vlakana sli¢no kao i u eksperimentima
opisanima u poglavlju 4.3.3 (slike 29A i 30A). Zanimljivo, prilikom povratka proteina na
diobeno vreteno u ovim stanicama nije doslo do ponovnog zaobljivanja diobenog vretena i
povratka prvotnog oblika, ve¢ se duljina diobenog vretena smanjila (slike 29B i 30B), §to je
fenotip koji nije bio viden u eksperimentima s kontrolnom siRNA.

Kako bi se kvantificirala razlika opazenih fenotipa, provedena je analiza oblika
diobenog vretena na nacin opisan u poglavlju 4.3.3 na 12 stanica tretiranih sa siRNA za
PRCI1. U ovim stanicama pocetna $irina diobenog vretena iznosila je u prosjeku (8,83+0,29)
um, a 8 minuta nakon paljenja plavog svjetla povecala se na (10,01+0,33) um (slika 31A,
p=0,002). Neposredno nakon gaSenja plavog svjetla diobeno vreteno bilo je u prosijeku Siroko
(10,13+0,32) um, a 8 minuta nakon toga Sirina je iznosila (9,71+£0,36) um (slika 31B,
p=0,301). Konacna S§irina bila je znacajno razli¢ita od one prije aktivacije (p=0,002). Dakle,
uklanjanje proteina PRC1 iz diobenog vretena uzrokovalo je Sirenje vretena Sto je rezultat
analogan onome u kontrolnim stanicama (slika 25A). Medutim, vra¢anje proteina nije
uzrokovalo ponovno smanjenje Sirine, za razliku od kontrolnih stanica u kojima se Sirina
vratila na pocetnu vrijednost (slika 25B).

Duljina diobenog vretena prije aktivacije iznosila je u prosjeku (11,68+0,26) um te se
nije znacajno promijenila 8 minuta nakon aktivacije kad je iznosila (11,62+0,23) um (slika
31C, p=0,791). Medutim, nakon gaSenja plavog svjetla i vracanja proteina PRC1 na diobeno
vreteno doSlo je do znacajnog smanjenja duljine s pocetnih (11,36+0,26) um na (10,70%0,24)
um nakon 8 minuta (slika 31D, p=0,005). Ovaj rezultat potvrda je fenotipa opaZenog u
stanicama na slikama 29B i 30B, a predstavlja joS$ jednu razliku u odnosu na kontrolne stanice

u kojima nije doslo do znacajne promjene duljine diobenog vretena (slika 25C i D).
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Slika 31. Sirina (A i B) i duljina (C i D) diobenog vretena nakon paljenja (A i C) i
gasenja (B i D) plavog svjetla u stanicama tretiranima sa siRNA za endogeni PRC1.
Vrijeme na X-osi oznacava vrijeme nakon paljenja, odnosno gasenja plavog svjetla, n=12

stanica.

Analizom kuta @ kvantificirana je promjena u obliku vanjskih k-vlakana nakon uklanjanja i
povratka proteina PRC1 u ovim stanicama. Kut izmedu sestrinskih k-vlakana neposredno
nakon aktivacije iznosio je u prosjeku (157,3+2,0)°, a uslijed izravnavanja vanjske konture
diobenog vretena smanjio se na (142,943,1)° 8 minuta nakon aktivacije (slika 32A,
p=0,0007). Neposredno nakon gaSenja plavog svjetla prosje¢na vrijednost ovog kuta iznosila
je (138,4£3,2)° te se nije znacajno promijenila nakon 8 minuta kad je iznosila (143,7+3,3)°

(slika 32B, p=0,162). Ovakvi rezultati pokazuju da je uklanjanje proteina PRC1 u ovim
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stanicama uzrokovalo izravnavanje vanjskih k-vlakana, jednako kao i u kontrolnim stanicama
(slika 26A). Medutim, za razliku od kontrolnih stanica (slika 26B), povratkom proteina PRC1

nije bilo mogucée ponovno posti¢i pocetni oblik diobenog vretena.

A Upaljeno plavo svjetlo B UgaSeno plavo svjetlo
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Slika 32. Kut izmedu sestrinskih k-vlakana u stanicama tretiranima sa siRNA za
endogeni PRC1. (A) Uslijed uklanjanja proteina PRC1 s diobenog vretena kut se povecava
zbog izravnavanja vanjskih k-vlakana. (B) Povratak proteina PRC1 na diobeno vreteno nakon

gasenja plavog svjetla ne uzrokuje promjenu kuta. N=24 kutova u 12 stanica.

Prikaz normalizirane konture vanjskog k-vlakna dan na slici 33 jos§ jednom jasno pokazuje da
se kontura izravnava uslijed uklanjanja proteina PRC1 (slika 33A), ali da ne poprima pocetni
oblik nakon vracanja proteina (slika 33B), za razliku od kontrolnih stanica (slika 27).
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Slika 33. Normalizirani oblik vanjskog k-vlakna diobenog vretena u stanicama
tretiranima sa siRNA za endogeni PRC1. Normalizacija je provedena na na¢in da se pol

diobenog vretena nalazi na poziciji x=0, a vrh k-vlakna na x = 1. N=48 k-vlakana u 12 stanica.

Dakle, tijekom uklanjanja proteina iz diobenog vretena fenotip stanica u kojima je smanjena
koli¢ina endogeno prisutnog proteina PRC1 sli€an je onome opaZenom u stanicama s
normalnom koli¢inom endogenog proteina. To jest, dolazi do izravnavanja vanjske konture
diobenog vretena uslijed ¢ega se povecava Sirina vretena. Medutim, za razliku od kontrolnih
stanica, u ovim stanicama povratkom proteina PRC1 diobeno vreteno ne poprima pocetni
oblik. Moguce objaSnjenje ovog rezultata je da su u slucaju postojanja endogenog proteina
djelomi¢no sacuvani antiparalelni sveznjevi, a povratkom proteina PRC1 povecava se broj
mikrotubula u ve¢ postoje¢im sveznjevima. S druge strane, u sluc¢aju kad je endogeni protein
uklonjen, dolazi do potpunog raspadanja antiparalelnih sveznjeva, a s povratkom proteina
PRC1 stvaraju se novi antiparalelni sveznjevi na nasumi¢nim mjestima u sredi$njem dijelu
diobenog vretena. Ovi novi sveznjevi vise nisu povezani s k-vlaknima i ne djeluju kao
premoscéujuéa vlakna te ne mogu uzrokovati zakrivljenost diobenog vretena.®” Umjesto toga,
ovakvo nasumicno stvaranje mikrotubula uzrokuje smanjenje duljine diobenog vretena.

U ovdje opisanim eksperimentima protein PRC1 vracen je na diobeno vreteno 10 do
15 minuta nakon pocetne aktivacije optogenetickog sustava. U buduc¢im eksperimentima bit
¢e zanimljivo ispitati kako dugotrajno uklanjanje ovog proteina iz vretena utjece na daljnji

tijek mitoze. Odnosno, utjeCe li nedostatak proteina PRC1 na ulazak stanica u anafazu.
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Kako je ve¢ navedeno, kod interpretacije ovih eksperimenata javljaju se problemi
uzrokovani tranzijentnom transfekcijom i koriStenjem RNA interferencije za uklanjanje
endogenog proteina. Tranzijentna transfekcija uzrokuje heterogenu ekspresiju proteina, a
koriStenjem RNA interferencije nije moguce u potpunosti otkloniti endogeni protein. Danas
su dostupne metode bazirane na CRISPR-Cas9 sustavu koje omoguéuju obiljezavanje
endogenog proteina izravno u genomu stanice.®® Na ovaj nac¢in bilo bi mogudée oznaditi
endogeni protein od interesa sa SspB proteinom i fluorescentnim proteinom. Koristenjem ove
metode postigla bi se endogena ekspresija proteina kojeg bi bilo moguce u potpunosti ukloniti

translokacijom na mitohondrije, $to bi znatno olaksalo interpretaciju opazenih fenotipa.
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4.4. Vezanje mitohondrija i kinezina-8 uzrokuje transport mitohondrija
na diobeno vreteno

Ovdje razvijena metoda isprobana je i za uklanjanje motornog proteina kinezina-8. Kinezin-8
je motorni protein koji se kre¢e prema (+) krajevima mikrotubula, a u mitozi ima ulogu u
kongresiji kromosoma u metafaznu ravninu i reguliranju oscilacija kinetohora u metafazi.>® 6’

Stanice U20S transfecirane su plazmidom ptgRFPt-SspB-WT-KIF18a Kkoji
omogucuje ekspresiju kinezina-8 obiljezenog crvenim fluorescentnim proteinom tgRFPt i
proteinom SspB, te Venus-iLID-Mito plazmidom. Uvijeti snimanja bili su jednaki kao i za
protein TACCS.

Kako je vidljivo na slici 34A, prije aktivacije optogenetickog sustava kinezin-8 je
lokaliziran na cijelom diobenom vretenu, a najviSe na (+) krajevima k-vlakana, pored
kinetohora. Nakon paljenja plavog svjetla doSlo je do vezanje mitohondrija i kinezina-8.
Medutim, vezanje nije uzrokovalo prestanak motorne aktivnosti kinezina-8, ve¢ se protein
nastavio kretati, transportiraju¢i mitohondrije na (+) krajeve mikrotubula. Nakupljanje
mitohondrija bilo je najizrazenije na vanjskim k-vlaknima (slika 34A). Nakon gaSenja plavog
svjetla uslijedila je disocijacija kinezina-8 s mitohondrija (slika 34B).

Ovakav rezultat nije posve neocekivan buduc¢i da je ve¢ ranije pokazano da je moguce
kontrolirati transport mitohondrija 1 drugih organela pomoc¢u motornih proteina u interfaznim
stanicama.® 7 1z ovdje prikazanih rezultata vidljivo je da translokacijom na mitohondrije nije
moguce ukloniti kinezin-8 iz diobenog vretena. Ovakvi problemi mogli bi se javljati i kod
drugih motornih proteina diobenog vretena koji se usmjereno gibaju po mikrotubulima.
Medutim, ponasanje pojedinih proteina nakon vezanja s mitohondrijima tesko je predvidjeti

veé je potrebno eksperimentalno ispitati.
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Stanica U20S, tgRFPt-SspB-kinezin-8, Venus-iLID-Mito,
A upaljeno plavo svjetlo

Slika 34. Vezanje mitohondrija i kinezina-8 uzrokuje nakupljanje mitohondrija na (+)

krajevima k-vlakna. (A) Upaljeno plavo svjetlo. (B) Ugaseno plavo svijetlo.
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§ 5. ZAKLJUCAK

U ovom radu razvijena je metoda koja omogucuje brzo i reverzibilno uklanjanje proteina iz
diobenog vretena koriStenjem plavog svjetla. Proteini su uklonjeni iz diobenog vretena
translokacijom na mitohondrije pri ¢emu je koriStena metoda dimerizacije inducirane
svjetlom. Uklanjanje i vracanje proteina bilo je moguée inducirati na vremenskim skalama od
nekoliko minuta, Sto omogucéuje kontrolu proteina u vremenu trajanja metafaze mitoze.
Razvijena metoda primijenjena je za proucavanje proteina TACC3 i PRCI koji su potrebni za
formiranje i odrzavanje sveznjeva mikrotubula u diobenom vretenu. Protein TACC3 veze
paralelne mikrotubule, a PRC1 antiparalelne.

Pokazano je da je koriStenjem ove metode moguce reverzibilno ukloniti protein
TACC3 te je odredena kinetika kojom se odvijaju procesi uklanjanja i povratka proteina.
Uklanjanje proteina TACC3 iz diobenog vretena pod utjecajem plavog svjetla prati kinetiku
prvog reda, a vracanje proteina na diobeno vreteno moze se opisati modelom koji ukljucuje
dvije uzastopne reakcije. Brzina kojom dolazi do translokacije proteina na mitohondrije veca
je u odnosu na prethodno opisanu metodu u kojoj je koriStena kemijski inducirana
dimerizacija.

Primjenom razvijene metode za reverzibilno uklanjanje proteina PRC1 iz diobenog
vretena bilo je moguce inducirati raspadanje i ponovno formiranje antiparalelnih sveznjeva
mikrotubula u srediSnjem dijelu vretena. Uz to, pokazano je da koli¢ina ovog proteina
znacajno utjece na oblik diobenog vretena. Naime, uklanjanje proteina iz diobenog vretena
uzrokovalo je Sirenje vretena i izravnavanje vanjskih k-vlakana. Ovaj fenotip bilo je moguce
revertirati u slucaju kad je u vretenu jo$ uvijek postojao endogeni PRC1, dok isto nije bilo
moguce u eksperimentima u kojima je koli¢ina endogenog proteina smanjena koriStenjem
RNA interferencije.

Koristenjem metode za vezanje mitohondrija i motornog proteina kinezina-8 nije bilo
moguce ukloniti protein iz diobenog vretena, ve¢ je ovakvo vezanje uzrokovalo transport

mitohondrija na diobeno vreteno. Dakle, vezanje proteina na mitohondrij nije onemogucilo
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motornu aktivnost proteina, Sto ukazuje na postojanje ograni¢enja ove metode kod
prouc¢avanja motornih proteina.

Prikazani rezultati pokazuju da je ovdje razvijena metoda primjenjiva za proucavanje
proteina diobenog vretena, iako ¢e primjenjivost metode ovisiti o svojstvima ispitivanog
proteina. Buduéi eksperimenti ukljucivat ¢e detaljniju karakterizaciju ovdje opazenih fenotipa,

kao i primjenu metode na druge proteine diobenog vretena.
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§ 6. POPIS OZNAKA, KRATICA I SIMBOLA

APC/C — ubikvitin ligaza stani¢nog ciklusa (engl. anaphase promoting complex/cyclosome)
Cdk - kinaze ovisne o ciklinu (engl. cyclin dependent kinases)

ch-TOG - engl. colonic and hepatic tumour overexpressed gene

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

DNA - deoksiribonukleinska kiselina

dNTP — deoksinukleotid trifosfat

FBS — fetalni serum goveda (engl. Fetal bovine serum)

FRB domena — proteinska domena koja veze FKBP na koji je vezan rapamicin (engl. FKBP
and rapamycin-binding domain)

GFP — zeleni fluorescentni protein (engl. green fluorescent protein)

GTP - gvanozin-5'-trifosfat

GDP - gvanozin-5'-difosfat

ILID — protein dobiven fuzijom SspB proteina i LOV domene (engl. improved Light-
Inducible Dimer)

k-vlakna — kinetohorna vlakna

L-15 — bezbojni medij za mikroskopiranje (engl. Leibovitz's medium)

LOV domena — proteinska domena osjetljiva na plavo svjetlo (engl. Light-oxygen-voltage-
sensing domain)

MAP - proteini vezani za mikrotubule (engl. MAPs, microtubule associated proteins)

MRNA - glasnicka ribonukleinska kiselina (engl. messenger RNA)

NGS — normalni serum koze (engl. Normal Goat Serum)

PBS — fosfatni pufer(engl. phosphate buffered saline)

PCR - lan¢ana reakcija polimerazom (engl. polymerase chain reaction)

PRC1 - protein regulator citokineze 1 (engl. protein regulator of cytokinesis 1)

RNA — ribonukleinska kiselina

RNAI — RNA interferencija

SFC — ubikvitin ligaza stani¢nog ciklusa koja se sastoji od podjedinica Skp1, Cullin i F-box
shRNA — mala RNA u obliku ukosnice (engl. short hairpin RNA)
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SIRNA — mala interferiraju¢a RNA (engl. small interfering RNA)

SspB — protein koji veze SsrA sekvencu (engl. Stringent starvation protein B)
SsrA —aminokiselinska sekvenca AANDENYALAA

TACCS3 - engl. transforming acidic coiled-coil protein

tgRFPt — crveni fluorescentni protein (engl. Tag red fluorescent protein T)
U20S stanice — ljudske stanice osteosarkoma
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