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1. Uvod

1.1. Mitoza kao dio stani¢nog ciklusa

Kontinuitet zivota leZi u jednostavnoj ¢injenici: jedini na¢in da nastane nova stanica jest taj da
se postojeca stanica udvostru¢i. Svi zivi organizmi, od bakterija do sisavaca, zapravo su
produkti uzastopnih stani¢nih dioba kojima prethodi stani¢ni rast. Stanice se dijele iznimno
uredenim slijedom dogadaja koji ukljucuje ciklus udvostrucavanja stanicnog sadrzaja i diobe
na dvije stanice, a nazivamo ga stani¢nim ciklusom. Stani¢ni ciklus eukariotskih organizama
sastoji se od Cetiri faze: G1, S, G2 i M. Tijekom faza G; i G2 stanice rastu i udvostrucuju masu
proteina i organela dok u S fazi dolazi do duplikacije kromosoma i te tri faze zajedno Cine
interfazu. Preostala M faza predstavlja stani¢nu diobu i uklju¢uje mitozu odnosno diobu jezgre

i citokinezu odnosno diobu citoplazme (Alberts i sur. 2002).

Mitoza se tradicionalno dijeli u pet stadija. Prva je profaza u kojoj dolazi do kondenzacije
sestrinskih kromatida - udvostru¢enih kromosoma koji ostaju asocirani te do razdvajanja
repliciranih centrosoma i1 pocetka formiranja diobenog vretena. Profaza zavrSava puknué¢em
jezgrine ovojnice ¢ime zapocinje prometafaza u kojoj se kromosomi vezu za diobeno vreteno.
Nakon toga slijedi metafaza u kojoj se kromosomi poravnavaju u ekvatorijalnu ravninu tj.
prostor to¢no izmedu polova vretena. Nakon §to su svi kromosomi poravnati moze do¢i do
odvajanja sestrinskih kromatida prema suprotnim polovima §to nazivamo anafazom. Posljednji
stadij mitoze je telofaza u kojoj se setovi kromosoma, koji se sada nalaze na suprotnim
polovima, poc¢inju dekondenzirati (Alberts i sur. 2002). Na slici 1.1. prikazane su

faze mitoze snimljene konfokalnim fluorescentnim mikroskopom.



Profaza Prometafaza

Metafaza Anafaza

Slika 1.1. Faze mitoze u ljudskim stanicama. Mikrotubuli su prikazani zelenom bojom,
a kinetohore ruZi¢astom. Brojke predstavljaju vrijeme u minutama, a bijele linije vanjski

rub stanice. Mjerilo je duljine 5 um. Prilagodeno i preuzeto iz Toli¢ (2017).

1.2. Mitotsko diobeno vreteno

Tijekom mitoze, obje stanice kéeri moraju dobiti identi¢ni geneticki materijal kojeg je imala
majcinska stanica. Budu¢i da viSi organizmi imaju velike genome rasporedene u mnogo
kromosoma, simetri¢na podjela genetickog materijala je vrlo tezak zadatak. Da bi ga uspjesno
izvrsile, eukariotske stanice tijekom svake diobe grade iznimno slozenu i dinami¢nu strukturu
koju nazivamo diobenim vretenom (Fant i sur. 2004). Ono se sastoji od mikrotubula,
kromosoma i pomoénih proteina. Vreteno ima jasno definirani oblik i karakteristi¢ni raspored

mikrotubula koji se pruzaju od polova vretena i medusobno interagiraju (Pavin 1 Toli¢ 2016).



1.2.1. Struktura i dinamika mikrotubula

Mikrotubuli su polimeri proteina tubulina organizirani u strukture nalik na Suplje cjevcice.
Tubulin je heterodimer koji se sastoji od monomera koje nazivamo o-tubulin i B-tubulin. Oni
se slazu u protofilamente uvijek u istoj orijentaciji “glava-rep” tako da se uvijek stvaraju
interakcije izmedu B-tubulina jedne podjedinice i a-tubulina sljedeée. Da bi se stvorila cjevéica,
takvih se 13 protofilamenata povezuje lateralno pri cemu uvijek nastaju interakcije a-tubulina
u jednom filamentu s a-tubulinom u susjednim protofilamentima (Slika 1.2.). Zbog toga §to su
protofilamenti u mikrotubulima paralelni i uvijek jednako usmjereni, sami mikrotubuli su
polarne strukture s izloZzenim a-tubulinom na minus (-) kraju, a -tubulinom na plus (+) kraju.
Takoder, zbog velikog broja interakcija medu podjedinicama mikrotubuli su vrlo ¢vrsti 1 teSko

savitljivi (Alberts i sur. 2002).
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Slika 1.2. Struktura mikrotubula. Na slici lijevo je shematski prikaz heterodimera
tubulina koji je ujedno i podjedinica mikrotubula te jednog protofilamenta. Desno je
shematski prikaz mikrotubula i njegovog presjeka. Preuzeto i prilagodeno prema Alberts
(2002).



Mikrotubuli su iznimno dinamic¢ne strukture koje se stalno produljuju i skracuju, a njihova
dinami¢nost je razli¢ita ovisno o fazi stani¢nog ciklusa. U stanicama u interfazi mikrotubuli su
dio citoskeleta te sudjeluju u stanicnom transportu i gibanju i tada je njihova dinami¢nost manja
u odnosu na fazu mitoze gdje oni postaju gradevni element diobenog vretena. Dinamika
mikrotubula prije svega ovisi 0 vezanju i hidrolizi GTP-a pri ¢emu se hidroliza GTP-a u GDP
odvija samo u B-tubulinskoj podjedinici. Kada je na kraju mikrotubula na B-tubulinu vezan
GTP postoji tendencija rasta mikrotubula, dok u GDP-veznom stanju dolazi do savijanja
protofilamenata mikrotubula ¢ime se znatno olakSava njihovo skraéivanje odnosno
depolimerizacija. Budu¢i da je B-tubulin izloZzen na (+) kraju mikrotubula, on je puno
iznimno dinamicki nestabilni, ali u stanicama se mogu stabilizirati odredenim proteinima ili
vezanjem na druge strukture (primjerice centrosomi u polovima vretena Stite (-) Krajeve

mikrotubula) (Alberts i sur. 2002).

1.2.2. Organizacija mikrotubula u diobenom vretenu

Diobeno vreteno stanica sisavaca sadrzi mnos§tvo mikrotubula koji su povezani motornim
proteinima i proteinima koji ih pasivno povezuju. Da bismo lakSe razumjeli strukturu diobenog
vretena, mikrotubuli su podijeljeni u vise kategorija. Obzirom na to jesu li mikrotubuli vezani
na kinetohore - proteinske komplekse na kromosomima, dijelimo ih na kinetohorne koji su
vezani i nekinetohorne koji nisu vezani (Cheeseman i Desai, 2008, Prosser i Pelletier, 2017).
Kinetohorni mikrotubuli se medusobno povezuju i tvore sveznjeve paralelnih mikrotubula koje
nazivamo kinetohornim sveZnjevima ili vlaknima, a na kinetohore su vezani svojim (+)
krajevima (Cheeseman i Desai, 2008). Nekinetohorne mikrotubule, obzirom na mjesto gdje se
nalaze u vretenu mozemo podijeliti na astralne i1 interpolarne. Astralni mikrotubuli se pruzaju
od polova vretena prema stanicnom korteksu. Interpolarni mikrotubuli se pruzaju od polova
prema srediStu vretena gdje stvaraju antiparalelne sveZnjeve zbog cega ih nazivamo i
preklapaju¢im mikrotubulima (Toli¢ 2017). Shematski prikaz podjele mikrotubula prikazan je
na slici 1.3.



pol vretena kinetohora
[ replicirani kromosom motorni proteini
centrosom | (sestrinske kromatide) /

|I /

astralni mikrotubuli kinetohorni mikrotubuli interpolarni mikrotubuli

Slika 1.3. Shematski prikaz mikrotubula u diobenom vretenu prema klasi¢nom modelu.
Vrste mikrotubula oznacene su na donjem dijelu slike, dok su na gornjem dijelu oznacene

vazne komponente diobenog vretena. Preuzeto i prilagodeno prema Alberts (2002).

U klasiénom modelu diobenog vretena samo kinetohorni sveZnjevi mogu generirati sile na
kinetohorama jer su direktno vezani na njih, a interakcije kinetohornih sveZnjeva s
interpolarnima su slabe i uglavnom prisutne u blizini polova. Medutim, promatranjem oblika
kinetohornih sveznjeva koji su u vretenu ljudskih stanica zakrivljeni, a prema klasi¢nom
modelu bi trebali biti ravni i nizom drugih eksperimentalnih dokaza nedavno je utvrdeno
postojanje snaznih interakcija izmedu kinetohornih i interpolarnih mikrotubula. Interpolarna
vlakna koja su vezana za kinetohorne nazvana su premosc¢ujuc¢im vlaknima (eng. bridging

fiber) jer povezuju (premoscéuju) sestrinska kinetohorna vlakna (Kajtez i sur. 2016). Model koji
ukljucuje premoscujuca vlakna objasnjava zaobljenost kinetohornih vlakana 1 pruza
objasnjenje na koji nain su uravnotezene sile unutar metafaznog diobenog vretena (Toli¢ i
Pavin 2016). Osim toga pokazano je da su u metafazi gotovo sva interpolarna vlakna vezana

za kinetohorna vlakna tj. da predstavljaju premos¢ujuca vlakna. Do sada je pokazano da protein



regulator citokineze 1, PRC1 (eng. protein regulator of cytokinesis 1) ima klju¢nu ulogu u

povezivanju antiparalelnih mikrotubula u premo$éuju¢im vlaknima (Polak i sur. 2017).

kromatida

kinetohorno viakno

kinetohora

proteini koji povezuju
antiparalelne
mikrotubule (PRC1)
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b) pol diobenog

vretena I premoscujuce
- vlakno

kinetohora

kinetohorno vlakno

Slika 1.4. Shematski prikaz premos¢ujuéeg vlakna mikrotubula i njegov prikaz u
shemi diobenog vretena. Na slici a) shematski je prikazana struktura premoséujuceg
vlakna. Preuzeto i prilagodeno prema Simuni¢ i Toli¢ (2016). Na slici b) je shematski
prikazano kako prakticki sva preklapajuca vlakna mikrotubula u metafaznom diobenom
vretenu predstavljaju premoséujuce mikrotubule. Preuzeto i prilagodeno prema Polak i sur.
(2017).

1.2.3. Kiralnost diobenog vretena

U nedavnom radu otkriveno je novo svojstvo mitotskog diobenog vretena: njegova kiralnost.
Najprije je na snimkama dobivenim super-rezolucijskom STED (eng. stimulated emission
depletion) mikroskopijom zamijec¢eno da su vlakna mikrotubula gotovo kontinuirana od pola

do pola i stvaraju kompleksne zakrivljene oblike. Vanjska vlakna uglavnom imaju oblik poput
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slova C, dok ona unutarnja nerijetko imaju oblik poput slova S (Slika 1.5.). Daljnjim
proucavanjem prostorne organizacije vlakana mikrotubula u diobenom vretenu utvrdeno je da
ona stvaraju blagu lijevu uzvojnicu ¢iji je prosjecni helicitet -2 °/um. Takoder je primijeceno
da motorni protein kinezin-5 (Eg5) ima vaznu ulogu u stvaranju heliciteta mikrotubula jer se
helicitet znac¢ajno smanjuje inhibicijom njegove motorne aktivnosti. Kako je u radu Yajima i
suradnika (2008) pokazano je da motorni protein Eg5 stvara okretni moment na mikrotubulima
prilikom kretanja po njima, trenutno se pretpostavlja da helicitet vlakana u diobenom vretenu
moze nastati upravo zbog okretnog momenta. Osim kinezina-5 i drugi motorni proteini poput
kinezina-14, kinezina-8 i dineina mogu biti ukljuceni u stvaranje okretnog momenta (Walker i
sur. 1990, Bormuth i sur. 2012, Can i sur. 2014). Prema ovoj pretpostavci, uzrok heliciteta
vlakana u diobenom vretenu jest okretni moment u samome vretenu te na njega ne bi trebale
utjecati nikakve sile niti momenti koji djeluju na vreteno izvana. U dosadasnjem radu helicitet
vlakana potvrden je u ljudskim tumorskim stanicama linija HeLa i U20S. Potrebna su dodatna

istrazivanja da bi se dokazalo kako dolazi do heliciteta vlakana i koja je njegova uloga u

diobenom vretenu (Novak i sur. 2017).

Slika 1.5. Snimka metafaznog diobenog vretena stani¢ne linije HeLLa dobivena super-
rezolucijskom STED mikroskopijom. Na desnoj slici prikazano je isto diobeno vreteno
kao 1 na lijevoj te je oznaCena kontura koju stvaraju pojedina vlakna mikrotubula. Zeleno
su vizualizirani mikrotubuli, ruzicasto kinetohore, a mjerilo je 1 um. Preuzeto iz Novak i
sur. (2017).



1.3. Proteini u diobenom vretenu

U mitotskom diobenom vretenu nalazimo iznimno velik broj proteina koji reguliraju njegovu
dinamiku, strukturu i funkciju. Do sada je poznato njih oko 150, a mozemo ih podijeliti u Sest
funkcionalnih skupina (Sauer i sur. 2005). To su (1) proteini koji nukleiraju mikrotubule, (2)
motorni proteini, (3) proteini koji utjeCu na polimerizaciju i depolimerizaciju mikrotubula, (4)
proteini koji medusobno povezuju mikrotubule (eng. cross-linkers), (5) proteini koji rezu
mikrotubule i (6) regulatorni proteini (Fant i sur. 2004). U ovome radu najveci fokus je na
protein NuMA koji mozemo svrstati u proteine koji medusobno povezuju mikrotubule.
Takoder, proucavani su motorni protein kinezin-5 (Eg5) te protein LGN koji prema trenutnim
saznanjima nije protein na diobenom vretenu, ali sudjeluje u pozicioniraju diobenog vretena

unutar stanice. Vi$e o tim proteinima opisano je u sljede¢im poglavljima.

1.3.1. Lokalizacija i uloga proteina NuMA

Protein NUMA otkriven je kao protein koji mijenja svoju lokalizaciju od jezgre u interfazi do
polova diobenog vretena u mitozi, prema ¢emu je i dobio ime (eng. nucleus and mitotic
apparatus) (Sun i Schatten 2006). Tijekom interfaze formira jezgrin matriks, a u ranoj profazi
disocira s kondenziranih kromosoma i1 nakon puknuca jezgrine ovojnice premjesta se na
diobeno vreteno. NuMA se u diobenom vretenu koncentrira u podrucju polova, na prostoru
gdje se nalaze (-) krajevi mikrotubula, a signal koji moZemo vidjeti promatraju¢i njezinu
lokalizaciju podsje¢a na dva polumjeseca na polovima. Upravo to Sto signal nije tockasti 1
iskljuciv u polovima upucuje na to da NUMA nije centrosomalni protein (Slika 1.6). U telofazi,
NuMA se vraca u jezgru aktivnim transportom kroz jezgrine pore (Fant i sur. 2004). Tijekom
mitoze, NUMA se osim na samom diobenom vretenu nalazi i na stanicnom korteksu u
kompleksu s proteinom LGN (eng. leucine—glycine—asparagine) (di Pietro i sur. 2016).
Promjena lokalizacije proteina NuMA unutar stani¢nog ciklusa regulirana je prvenstveno na
razini fosforilacije i defosforilacije. Sto se ti¢e dinamike poteina NuMA, zabiljeZeno je da
postoje tri skupine (eng. pool): oko 20% ukupne koli¢ine proteina NuMA vezano je ¢vrsto na
polove, dok ostatak ¢ine skupina gdje se NuMA nalazi na vretenu, ali s njega lako disocira i
skupina koja se odnosi na protein NuMA “otopljen” u citosolu. Prosje¢no vrijeme izmjene ove

dvije skupine jest oko tri minute (Kisurina-Evgenieva i sur. 2004).



Pericentrin NuMA DNA

Slika 1.6. Lokalizacija pericentrina i proteina NUMA u metafaznom diobenom
vretenu. Signal pericentrina koji predstavlja lokalizaciju centrosoma je tockast, dok signal
proteina NuMA podsje¢a na dva polumjeseca. Signal DNA potvrduje da je stanica u
metafazi. Sve tri slike prikazuju istu stanicu stani¢ne linije HeLa, a mjerilo je 10 um.

Preuzeto iz Fant i sur. (2004).

Smatra se da je primarna uloga proteina NUMA u diobenom vretenu fokusiranje (-) krajeva
mikrotubula u polove 1 njihovo vezanje na centrosom (Silk 1 sur. 2009). Iznimno je vazno da
su polovi u diobenom vretenu dobro definirani i da postoje isklju¢ivo dva pola kako bi svaka
stanica kéer mogla stvoriti jedinstvenu jezgru s potpunom genetickom informacijom. U slucaju
defekta polova bilo da su defokusirani ili da su prisutna multipolarna vretena, vrlo ¢esto dolazi
do formiranja mikrojezgri. One najc¢esce predstavljaju pojedinaéne kromosome koji se nisu
uspjeli pravilno razdvojiti s ostalim kromosomima tijekom anafaze. Mikrojezgre se cesto mogu
naci u stanicama raka i smatra se da mogu doprinijeti genskoj nestabilnosti u sljede¢im diobama
stanice. Osim toga, stabilni polovi su nuZni za mehanicki integritet diobenog vretena zbog sila
koje djeluju na njega tijekom metafaze i anafaze (Fant i sur. 2004). Pokazano je da NUMA nije
neophodna za inicijalno formiranje bipolarnog vretena, medutim ukoliko u stanici nije prisutna
funkcionalna NuMA nakon uspostavljanja tenzije na kinetohorama, dolazi do odvajanja
centrosoma od vretena i mikrotubuli na polovima se defokusiraju. Dakle, smatra se da je
esencijalna funkcija proteina NUMA na vretenu fizi¢ko vezanje kinetohornih vlakana koja su
pod tenzijom na polove te odrzavanje veze centrosoma i vretena (Silk i sur. 2009). Tome
zakljucku doprinose i ¢injenice da ukoliko se utisa ekspresija proteina NuMA u stanicama (eng.
knock down), u metafazi se kromosomi ne mogu poravnati, a ukoliko se potpuno ukloni

ekspresija proteina (eng. knock out) nastaju izduzena neorganizirana vretena koja nisu



povezana s centrosomima. S druge strane, ukoliko se protein NuMA pojacano eksprimira, u

stanicama se promovira stvaranje multipolarnih vretena (Sun i Schatten 2006).

NuMA stvara kompleks s motornim proteinom dineinom i njegovim adaptorom dinaktinom.
Dinein je motorni protein koji se krece prema (-) kraju mikrotubula i moZze klizati paralelne
mikrotubule da bi ih fokusirao (Sun i Schatten 2006). Do nedavno se vjerovalo da se dinein
nakuplja na (-) krajevima mikrotubula tj. na polovima zbog toga §to nailazi na kraj mikrotubula
te pritom transportira protein NuMA na polove. U radu Hueschen i suradnika (2017) pokazano
je da se zapravo NuMA veze za (-) krajeve mikrotubula neovisno o dineinu i da ona regrutira
dinein i dinaktin na polove vretena. Dokazana je i direktna interakcija proteina NUMA s

kinezinom-5 (Eg5).

Eg5 je motorni protein koji se kreé¢e prema (+) kraju mikrotubula i neophodan je za razdvajanje
centrosoma i jedan je od tri motorna proteina (uz kinezin-5 i kinezin-6) koji su nuzni za
odvijanje mitoze (Waitzman i Rice, 2014). Smatra se da Eg5 razdvaja centrosome tako §to klize
antiparalelne mikrotubule (Kozielski 2015). Utvrdeno je da je Eg5 na neki na¢in odgovoran za
lokalizaciju NuUMA na polovima, ali da za to nije potrebna njegova motorna aktivnost. Naime,
ukoliko se utisa ekspresija Eg5, dolazi do stvaranja monopolarnih vretena i NUMA nije prisutna
na tom polu. Medutim, ako se inhibira motorna aktivnost proteina Eg5 pomocu specificnog
inhibitora, takoder dolazi do stvaranja monopolarnih vretena, ali NuMA je u tom slucaju

prisutna na polu (Iwakiri i sur. 2013).

Osim u diobenom vretenu, tijekom mitoze vazna je uloga proteina NuMA na stanicnom
korteksu. Ovdje se NuMA nalazi u kompleksu s proteinom LGN koji je interakcijama s drugim
proteinima vezan na aktinski korteks odnosno stani¢nu membranu (di Pietro i sur. 2016). Vise
o ulozi proteina NuMA na stani¢nom korteksu 1 kompleksu proteina u kojem se ondje nalazi

opisano je u sljede¢em poglavlju.

1.3.2. Proteini koji sudjeluju u orijentaciji diobenog vretena

Diobeno vreteno, osim §to osigurava ispravnu raspodjelu udvostru¢ene geneticke informacije
tijekom diobe stanice, svojom orijentacijom odreduje os duz koje ¢e se dogoditi dioba. To
vrijedi za sve stanice: one koje se uvijek dijele simetri¢no, ali i one koje se mogu podijeliti i

simetri¢no i asimetri¢no (di Pietro i sur. 2016). Kod takvih stanica orijentacija diobenog vretena
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odreduje sudbinu stanica kceri primjerice hoce li se matiCna stanica samoobnavljati
simetricnom diobom ili krenuti u diferencijaciju asimetricnom (Radulescu i Cleveland 2010).
Uz to, asimetricne diobe su pogotovo vazne tijekom embrionalnog razvoja. Osim sudbine
stanica, ispravno postavljena os diobe stanice je neophodna za dobro pozicioniranje stanica u
tkivima S§to je posebno izraZzeno primjerice u epitelu. Sve u svemu, orijentacija i smjestaj
diobenog vretena su ukljuceni u fundamentalne razvojne procese i homeostazu tkiva, a njihovi

defekti koreliraju s raznim bolestima koje ukljucuju mikrocefaliju i rak (di Pietro i sur. 2016).

Prema dosadasnjim istrazivanjima utvrdeno je da u veéini tipova animalnih stanica do
pozicioniranja diobenog vretena dolazi prijenosom lokaliziranih vu¢nih (eng. pulling) sila sa
stani¢nog korteksa na astralne mikrotubule. Glavne komponente masinerije za stvaranje ovih
sila su: (1) Gy podjedinica heterotrimernog G proteina, (2) protein LGN, (3) protein NuMA i
(4) dinein s dinaktinom, a kompleks ovih proteina naziva se jo§ i LGN kompleks. Na osnovu
dosadaSnje karakterizacije dinamike diobenog vretena u nekoliko razli¢itih sustava
pretpostavlja se da prilikom ulaska stanice u mitozu protein LGN dolazi na stani¢cnu membranu
interakcijom s nekoliko molekula Gg koje su pomocéu miristoilne skupine usidrene u
membrani. LGN tada djeluje kao receptor za protein NUMA koji pak asocira s motornim
proteinom dineinom i njegovim adaptorom dinaktinom. Kretanje dineina prema (-) kraju
astralnih mikrotubula stvara vucne sile koje omogucuju pozicioniranje diobenog vretena u
stanici (Carminati i sur. 2016). Prema tome, specifi¢na lokalizacija LGN kompleksa odreduje
mjesto koncentracije stvaranja vucne sile pa prema tome i os diobe stanice (di Pietro i sur.
2016). Shematski prikaz lokalizacije kompleksa LGN i proteina od kojih je sastavljen prikazan

je naslici 1.7.
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kompleks LGN

Slika 1.7. Lokalizacija kompleksa LGN u stanici tijekom metafaze i njegov shematski
prikaz. Slika a) prikazuje prostor na stanicnom korteksu koji zauzima kompleks LGN
tijekom metafaze oznacen zelenom bojom. Preuzeto iz di Pietro i sur. (2016). Na slici b)
shematski su prikazani proteini koji ¢ine kopmleks LGN, a astralni mikrotubul je prikazan
crvenom bojom. Crna isprekidana strelica prikazuje smjer kretanja dineina po astralnim
mikrotubulima, a bijela strelica predstavlja tako generiranu vuc¢nu silu na mikrotubulima.

Preuzeto i prilagodeno prema Gonczy (2008).

Protein LGN dobio je ime po tome $to sadrzi ponavljanja aminokiselinskog motiva Leu-Gly-
Asn. lako je njegova jedina do sada dobro opisana uloga sudjelovanje u orijentaciji diobenog
vretena, primijeceno je da promjena ekspresije ovog proteina u stanici utje€e na fenotip samog
diobenog vretena (Radulescu i Cleveland 2010). Zanimljivo je da i utiSavanje ekspresije i
prekomjerna ekspresija LGN-a stvaraju sli¢an fenotip : poremecéaj u organizaciji diobenog
vretena i segregaciji kromosoma te stvaranje multipolarnih vretena. Bipolarna vretena u
stanicama s promijenjenom ekspresijom proteina LGN cesto budu slabije fokusirana. Kako
vezanje LGN-a za protein NUMA blokira njegove interakcije s mikrotubulima, smatra se da je

LGN vazan ne samo za orijentaciju diobenog vretena vec i za njegovo sastavljanje (Du 1 sur.

2002).
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1.4. Optogeneticke metode

Tijekom zadnjeg desetlje¢a proteini osjetljivi na svjetlost postali su jako koristan alat u
istrazivanju brojnih bioloskih funkcija (Mukherjee i sur. 2017). Iako je pocetak koriStenja
takvih proteina bio u neuroznanosti za kontrolu funkcije neurona, sve je veca primjena u
stani¢noj biologiji za proucavanje prenosenja signala, aktivacije ili represije ekspresije gena te
kontrole lokalizacije proteina (Tucker i sur. 2014). Da bi doslo do kontrole bioloskih funkcija
u stanicama svjetlom, stanice moraju eksprimirati egzogeni protein osjetljiv na svjetlost
dobiven tehnikama genetickog inZenjerstva. Tako je stvoren pojam optogenetika koji obuhvaca
kombinaciju optickih i genetickih metoda u svrhu prostorne i vremenske kontrole dogadaja u
stanicama (Deisseroth 2011). Velika prednost svjetla kao pokretaca stani¢nih dogadaja bazira
se na Cinjenici da se svjetlost moze primijeniti u vrlo kratkom i kontroliranom vremenskom
periodu (na razini milisekunda) i u jako preciznoj poziciji primjerice u odredenim stanicama
ili ¢ak u substanicnim domenama (Tucker 1 sur. 2014). Domene osjetljive na svjetlost koje se
fuzioniraju s proteinima od interesa i omoguéuju funkcioniranje optogeneti¢kih sustava
najcesce su dobivene iz razliCitih fotosintetskih organizama, a dodatnim se mutacijama

mijenjaju njihova svojstva ovisno o potrebama eksperimenta (Pudasaini i sur. 2015).

Generalno postoje dva osnovna nacina kontrole stani¢nih dogadaja pomocu svjetla. Prvi je
alostericko vezanje fotoosjetljive domene s proteinom od interesa tako da promjena
konformacije fotoosjetljive domene prilikom osvjetljavanja rezultira promjenom aktivnosti
proteina od interesa ili promjenom njegovog vezanja za druge molekule. Ovaj pristup najéesce
se koristi za kontrolu malih GTP-aza, ionskih kanala, vezanja na DNA i dr. Drugi pristup
podrazumijeva stvaranje dimera pod utjecajem svjetlosti na na¢in da fotoosjetljivi protein 1
protein od interesa mogu stvarati medusobne interakcije samo pod specifiénim uvjetima
osvjetljenja. Ovakav sustav Cesto se koristi za kontrolu brojnih vaznih bioloskih procesa kao
Sto su transkripcija, rekombinacija DNA, fosfoinozitidna signalizacija te izluCivanje proteina.
Osim toga sustav “optickih dimera” moZe se primijeniti za kontrolu lokalizacije proteina
pomocu svjetla (Tucker 1 sur. 2014). To se postize sustavom u kojem dolazi do dimerizacije
inducirane svjetlom izmedu proteina od interesa i proteina “mamca’ koji se nalazi na odredenoj
stani¢noj strukturi, primjerice na mitohondrijima ili stanicnoj membrani, ¢ime dolazi do
translokacije proteina od interesa na tu strukturu (Milas 1 sur. 2018). Ovaj pristup mozZe biti
vrlo koristan jer je aktivnost proteina naj¢esce iznimno ovisna o njegovoj lokalizaciji (Inoue 1

sur. 2005). Sheme nacina funkcioniranja navedenih sustava prikazane su na slici 1.8.
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Slika 1.8. Shematski prikaz osnovnih strategija kontrole proteinskih interakcija
svjetlom. Slika a) prikazuje promjenu konformacije fotoosjetljive domene fuzionirane s
proteinom od interesa, a slika b) prikazuje dimerizaciju proteina kontroliranu svjetlos¢u. Na
slici ¢) je prikazana kontrola lokalizacije proteina pomocu svjetlosti §to je jo§ jedan nacin

kontrole dimerizacije. Preuzeto iz Tucker i sur. (2014).

14.1. Optogeneticki sustav iLID

U ovome diplomskom radu koristen je prethodno razvijeni sustav iLID (eng. improved Light-
Inducible Dimer) iz rada Guntasa i suradnika (2015). Sustav se temelji na osjetljivosti domene
LOV2 (eng. Light-oxygen-voltage-sensing) iz vrste Avena sativa na plavo svjetlo. Domena
LOV iz razli¢itih vrsta je jedna od najcesce koriStenih fotoosjetljivih domena u optogenetickim
sustavima, a pod utjecajem plavog svjetla dolazi do promjene njezine konformacije (Pudasaini
i sur. 2015). Osim domene LOV?2, za funkcioniranje sustava bitni su i protein SspB i peptid
SsrA iz bakterije Escherichia coli koji medusobnim interakcijama Stvaraju dimere. Dakle,
sustav iLID se sastoji od dvije komponente: jedna je protein od interesa koji je fuzioniran s
proteinom SspB, a druga je fuzijski protein (koji se takoder naziva iLID) dobiven fuzijom
fotoosjetljive domene LOV2, peptida SsrA i peptida CAAX pomocu kojeg se ova komponenta
usidri na stani¢nu membranu. Da bismo mogli vizualizirati obje komponente sustava, one

sadrze 1 fluorescentne proteine, preciznije, s proteinom od interesa i proteinom SspB fuzioniran
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je crveni fluorescentni protein (eng. red fluorescent protein, RFP), a s proteinom iLID je

fuzioniran zuti fluorescentni protein Venus (Milas 1 sur. 2018).

Kada sustav nije izloZen plavom svjetlu, konformacija domene LOV2 je takva da ne moze do¢i
do dimerizacije proteina SspB s peptidom SsrA. Medutim, kada se sustav izloZi plavom svjetlu
(valne duljine 488 nm), dolazi do konformacijske promjene domene LOV2 koja zatim
omogucuje dimerizaciju proteina SspB s peptidom SsrA, a posljedica toga je dolazak proteina
od interesa na membranu. Kada se ugasi plavo svjetlo, opada afinitet vezanja proteina SspB i
peptida SsrA te protein od interesa disocira sa staniéne membrane i moze se vratiti na svoje
originalno mjesto djelovanja. Vazno je napomenuti da uspjeSnost promjene lokalizacije
proteina od interesa ovom metodom iznimno ovisi o prirodnoj dinamici proteina i njegovom
afinitetu za vezanje na druge proteine ili strukture u stanici. U principu, ukoliko protein ima
manji afinitet vezanja za druge strukture, ova metoda ¢e biti efikasnija dok ukoliko je afinitet
vezanja velik, promjena njegove lokalizacije ovom metodom moze biti manje uspjeSna (Milas

i sur. 2018).

1.5. Cilj istrazivanja

Prvi cilj istraZivanja ovog diplomskog rada je odrediti ulogu proteina NuMA u sastavljanju 1
arhitekturi diobenog vretena promatranjem promjena zbog utiSavanja proteina LGN, s kojim
stvara kompleks na stanicnom korteksu. Takoder provjerit ¢e se utjecu li sile koje djeluju na
diobeno vreteno preko tog kompleksa na kiralnost vretena te utjecaj utiSavanja proteina LGN
na lokalizaciju motornog proteina Eg5 koji sudjeluje u lokalizaciji proteina NUMA. Drugi cilj
je razviti optogeneticki sustav baziran na sustavu iLID za protein NuMA 1 istraZiti mozZe li se
protein NuMA ovom metodom ukloniti s diobenog vretena na stani¢cnu membranu tijekom
mitoze. Ukoliko je to moguce, istrazit ¢e se ucinak njegove delokalizacije na arhitekturu

diobenog vretena.
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2. Materijali i metode

2.1. Konstrukcija plazmida

Za dobivanje optogenetickog sustava za protein NuMA bilo je potrebno konstruirati
odgovaraju¢i plazmid u kojem je protein NuMA fuzioniran s crvenim fluorescentnim
proteinom (eng. Red Fluorescent Protein, RFP) i peptidom SspB za dimerizaciju. Za
konstrukciju koristeni su plazmidi tgRFPt-SspB WT (Addgene plazmid # 60415) i pEGFP-
C1-NuMA (Addgene plazmid # 81029). Kloniranje odgovarajuc¢eg kodirajuceg slijeda u vektor
napravljeno je koriStenjem komercijalnog kompleta In-Fusion HD Cloning Kit (Clontech,
Mountain View, CA, SAD). Za dobivanje Zeljenog plazmida koriStena su dva pristupa:
ugradnja kodirajuceg slijeda proteina NuMA u vektor tgRFPt-SspB WT i ugradnja kodiraju¢eg
slijeda za RFP-SspB u vektor pEGFP-C1-NuMA pri ¢emu je iz vektora izbacen kodirajuci

slijed za GFP. Mape pocetnih i konstruiranih plazmida prikazane su na slici 2.1.

TSgRFET

Slika 2.1. Mape KkoriStenih i konstruiranih plazmida. Gore su prikazani plazmidi
koriSteni za konstrukciju: tgRFP-SspB-wt i pPEGFP-C1-NuMA, a dolje plazmid konstruiran
ugradnjom slijeda za RFP-SspB u pEGFP-C1-NuMA i plazmid konstruiran ugradnjom
slijeda za protein NUMA u tgRFP-SspB-wt.

16



2.1.1. Umnazanje Zeljenog fragmenta lancanom reakcijom polimeraze

PocCetnice za lanCane reakcije polimerazom (eng. Polimerase Chain Reaction, PCR)
dizajnirane su ru¢no i provjerene pomocu programa SnapGene (GSL Biotech LLC, Chicago,
IL, SAD). Dizajn pocetnica napravljen je prema uputama proizvodaca za In-Fusion kloniranje:
na 5’ kraj pocetnice dodano je 15 nukleotida komplementarnih krajevima lineariziranog
vektora. Kako u plazmidima na zeljenom mjestu ugradnje nije bila prisutna Kozak sekvenca,
dizajnirane su i pocetnice koje su ju sadrzavale. Dizajnirane pocetnice nabavljene su od
proizvodaca Macrogen Europe (Amsterdam, Nizozemska), a njihove sekvence prikazane su u

tablici 2.1.

Tablica 2.1. Sekvence dizajniranih pocetnica za umnazanje Zeljenih fragmenata.

Ime pocetnice Sekvenca (5’ — 3°)

RFPS-F CGCTAGCGCTACCGGATGGTGTCTAAGGGCGAAGA
RFPS-K-F CGCTAGCGCTACCGGGCCACCATGGTGTCTAAGGGCGAAGA
RFPS-R TAGATCTGAGTCCGGAACCAATATTCACTCGTCATAGA
NuMA-F GCTAGAATTGACCGGATGACACTCCACGCCACCC

NuMA-K-F GCTAGAATTGACCGGGCCACCATGACACTCCACGCCACCC
NuMA-R CATGGTGGCGACCGGGTGCTTTGCCTTGCCCTTG

Pocetnice RFPS-F, RFPS-K-F i RFPS-R koristene su za umnazanje kodirajuceg slijeda za
proteine RFP i SspB (pri ¢emu RFPS-K-F ima dodanu Kozak sekvencu), a kalup je bio plazmid
tgRFPt-SspB WT. Za umnazanje kodirajuceg slijeda proteina NuMA koriStene su pocetnice
NuMA-F, NuMA-K-F i NUMA-R (pri ¢emu NuMA-K-F ima dodanu sekvencu Kozak), a kalup
za te reakcije bio je plazmid pEGFP-C1-NuMA.

Navedene reakcije PCR napravljene su pomocu smjese za PCR CloneAmp HiFi PCR Premix

(Clontech) koja je dio kompleta za kloniranje In-Fusion. Sastav cjelokupne smjese za reakcije

1 uvijeti reakcije napravljeni su prema uputama proizvodaca i prikazani na tablicama 2.2. i 2.3.
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Tablica 2.2. Smjesa za PCR.

Reagens Kolicina

CloneAmp HiFi PCR Premix 12,5 uL

Pocetinica forward 7,5 pmol

Pocetnica reverse 7,5 pmol

Kalup (plazmidna DNA) 2 ng

ReH,0 do 25 uL

Tablica 2.3. Uvjeti PCR reakcija.
Temperatura / °C Trajanje Broj ciklusa
tgRFP-SspB  NuMA tgRFP-SspB  NuMA

Pocetna denaturacija 98 98 1 min 1 min 1
Denaturacija 98 98 10s 10s 35
Sparivanje pocetnica 57 58 15s 15s 35
Produljivanje 72 72 7s 42's 35
Zavrsno produljivanje 72 72 5 min 5 min 1

2.1.2. Linearizacija plazmida

Koristeni plazmidi linearizirani su odgovaraju¢im restrikcijskim enzimima (New England
BioLabs). Plazmid tgRFPt-SspB WT lineariziran je pomocu restrikcijskog enzima Agel-HF
prema uputama proizvodaca. Za restrikciju koriSten je preporuceni pufer CutSmart. Reakcijska
smjesa sastojala se od 2,3 pL enzima Agel-HF, 3 ug plazmidne DNA, 5 pL pufera CutSmart i

redestilirane vode tako da je ukupni volumen reakcije bio 50 uL. Restrikcija je provedena na

37 °C tijekom 40 minuta nakon ¢ega je uslijedilo blokiranje enzima 20 minuta na 65 °C.

Za linearizaciju plazmida pEGFP-C1-NuMA bila su potrebna dva restrikcijska enzima: Agel i
BspEI da bi se iz vektora izrezao kodiraju¢i slijed za GFP. Kako su za ta dva enzima

preporuceni razliciti puferi, prvo je napravljena restrikcija enzimom Agel-HF na isti nacin kao
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u slucaju linearizacije plazmida tgRFPt-SspB WT osim §to je koristeno 5 ug plazmidne DNA
14,8 uL enzima . Nakon inaktivacije enzima, linearizirani plazmid je procis¢en iz agaroznog
gela (detaljniji opis u sljede¢em odjeljku) pomocu komercijalnog kompleta NucleoSpin Gel
and PCR Clean-up Kit (Clontech). Nakon toga je uslijedila restrikcija enzimom BspEIl. U
reakciji je koriSteno 40 pL procis¢enog plazmida lineariziranog enzimom Agel-HF, 4 uL
enzima BspEI, 5 puL pufera NEBuffer 3.1 i redestilirana voda do ukupnog volumena od 50 pL.
Restrikcija je provedena pri temperaturi od 37 °C tijekom 30 minuta, a inaktivacija enzima je

napravljena pri temperaturi 80 °C tijekom 20 minuta.

2.1.3. Gel elektroforeza na agaroznom gelu i procis¢avanje produkata PCR i
lineariziranih vektora

Za utvrdivanje uspjeSnosti PCR 1 restrikcijskih reakcija te za kasnije prociS€avanje zeljene
DNA potrebne za daljnje korake kloniranja koristena je gel elektroforeza na agaroznom gelu.
Pripremljeni su 1%-tni agarozni gelovi otapanjem 0,4 g agaroze u 40 mL pufera TAE (Tris
koncentracije 40 mM, octena kiselina koncentracije 20 mM i EDTA koncentracije 1ImM; pH
bio pufera je 8,0). Otopina je dovedena do vrenja da bi se sva agaroza otoplila, a nakon §to se
dovoljno ohladila dodano je 4 uL boje GelStar Nucleic Acid Gel Stain (Lonza, Bazel,
Svicarska). Nakon toga otopina je izlivena u odgovarajuéi kalup i gel se polimerizirao 20

minuta.

Agarozni gel je zatim prenesen u kadicu za eletroforezu te je dodan TAE pufer u kolicini
dovoljnoj da potpuno prekrije gel. U jednu jaZicu gela je naneseno 10 pL standarda veli¢ine
1kb Quick-Loading DNA ladder (New England BioLabs). Za provjeru reakcija PCR pomjesan
je ukupan volumen reakcije (25 puL) i 5 pL boje za nanoSenje uzoraka na gel Gel loading dye
(New England BioLabs, Hertfordshire, UK) te je po 15 pL dobivene smjese rasporedeno u
dvije jazice gela. Za izolaciju lineariziranih vektora pomjeSano je 50 pL restrikcijske reakcije
s 10 uL boje za nanoSenje uzoraka te je po 20 uL. dobivene smjese rasporedeno u tri jaZice.
Elektoforeza je izvedena pri naponu od 90 V tijekom 30-45 minuta. Vizualizacija fluorescentno
obiljezenih molekula DNA potrebna za izrezivanje Zeljenih produkata restrikcije i PCR-a
provedena je pomocu uredaja UVIDOC HD6 (Uvitec, Cambridge, UK). Nakon izrezivanja,
zeljeni fragmenti 1 linearizirani vektori su pro¢iseni iz agaroznog gela pomocu komercijalnog

kompleta NucleoSpin Gel and PCR Clean-up Kit (Clontech) prema uputama proizvodaca.
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2.1.4. Reakcija kloniranja

Za ugradnju Zeljenog produkta PCR u linearizirani vektor koristen je komercijalni komplet In-
Fusion HD Cloning Kit. U slu¢aju ugradnje kodirajuceg slijeda za RFP-SspB u linearizirani
vektor pEGFP-C1-NuMA iz kojeg je izbacen GFP, u reakciji je koristeno 100 ng plazmidne
DNA i 200 ng produkta PCR. Za ugradnju kodirajuceg slijeda za protein NuMA u linearizirani
vektor tgRFPt-SspB WT koristeno je 100 ng plazmidne DNA i takoder 100 ng PCR produkta.
U svim reakcijama dodano je jo§ 4 uL reakcijske smjese In-Fusion HD Enzyme Premix te
redestilirane vode do ukupnog volumena od 20 puL. Za negativne kontrole reakcije u smjesu je
dodano sve osim PCR produkata. Reakcija je provedena na 50 °C tijekom 15 minuta i zatim

zaustavljena na ledu.

2.1.5. Transformacija bakterija

Produkti reakcije kloniranja uneseni su u kemijski kompetentne bakterije Escherichia coli
(Stellar Competent Cells, Clontech) koje su dio kompleta za Kkloniranje In-Fusion.
Transformacija je napravljena prema uputama proizvodaca, a 50 pL kompetentnih stanica je
transformirano s 5 pL In-Fusion reakcije metodom toplinskog Soka: bakterije su bile na ledu
tijekom 30 minuta, na temperaturi od 42°C tijekom 45 sekundi i ponovno na ledu tijekom 2
minute. Zatim je dodano 500 uL medija SOC te su bakterije inkubirane 1h na temperaturi 37
°C. Svaka transformacijska smjesa je zatim rasporedena na dvije krute hranjive podloge tako
da je na jednu stavljeno 100 uL ukupne smjese, a na drugu je nanesen ostatak bakterija dobiven
nakon centrifugiranja (5 min na 6000 RPM) i resuspendiranja u 100 pL medija SOC. Krute
hranjive podloge sadrzavale su medij LB (5 g kvas¢evog ekstrakta, 10 g triptona, 10 g NaCl i
16 g agara u 1 L medija) uz dodatak ampicilina za reakcije In-Fusion gdje je koristeni vektor
bio pEGFP-C1-NuMA te uz dodatak kanamicina za koriSteni vektor tgRFPt-SspB WT,

......

tijekom no¢i na 37 °C.
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2.1.6. Reakcija PCR s bakterijskim kolonijama kao kalupom

Za prvu potvrdu ugradnje fragmenata dobivenih PCR-om u Zeljene linearizirane vektore
napravljen je PCR na kolonijama transformiranih bakterija. Za ovu reakciju PCR koristena je
komercijalno dostupna reakcijska smjesa JumpStart™ REDTaq® ReadyMix™ Reaction Mix
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, SAD). Sastav reakcijske smjese za jednu reakciju prikazan je

u tablici 2.4. PoCetnice za ovu reakciju su iste kao i za reakciju dobivanja Zeljenih fragmenata.

Tablica 2.4. Sastav reakcijske smjese za jednu PCR reakciju na kolonijama.

Reagens Volumen
Reakcijska smjesa JumpStart™ 10 ulL

Pocetnica forward (5 pmol/uL) 1,6 uL

Pocetnica reverse (5 pmol/uL) 1,6 uL

ReH-0 6,8 uL (do 20 uL)

U svaku epruvetu za PCR dodana je reakcijska smjesa i zatim je u njoj resuspendirana kolonija
uzeta nastavkom za automatsku mikropipetu s krute podloge. Istim nastavkom razmazan je
ostatak bakterija (koji je ostao na nastavku) na novu krutu hranjivu podlogu s odgovaraju¢im
antibiotikom na kojoj su prethodno oznacena mjesta za svaku pojedinu koloniju. Uvijeti

reakcije PCR prikazani su u tablici 2.5.

Tablica 2.5. Uvjeti PCR reakcije na kolonijama.

Temperatura / °C Trajanje Broj ciklusa
tgRFP-SspB  NuMA tgRFP-SspB  NuMA

Pocetna denaturacija 95 98 10 min 10 min 1
Denaturacija 95 98 30s 30s 35
Sparivanje pocetnica 57 58 30s 30s 35
Produljivanje 72 72 2 min 12 min 35
Zavrs$no produljivanje 72 72 5 min 12 min 1
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Rezultati reakcije PCR na kolonijama analizirani su gel elektroforezom na agaroznom gelu

postupkom opisanim u odjeljku 2.1.7.

2.1.7. lzolacija rekombinantnog plazmida

1z kolonija kod kojih je doslo do umnazanja u reakciji PCR na kolonijama izolirani su plazmidi
pomocu komercijalnog kompleta QIAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen, Hilden, Njemacka). Za
izolaciju je koriSten protokol proizvodaca: bakterije su centrifugirane 5 minuta na 7 000 g i
resuspendirane u puferu za lizu. Dodan je pufer za neutralizaciju i usljedilo je centrifugiranje
10 minuta na 18 000 g. Supernatant je zatim naneSen na kolonice, nakon centrifugiranja 1
minutu na 18 000 g kolonica je isprana odgovaraju¢im puferom nakon ¢ega je uslijedila elucija
plazmidne DNA. Koncentracija izoliranih plazmida izmjerena je pomocéu uredaja
NanoPhotometer N60 (Implen, Miinchen, Njemacka). Za konacnu potvrdu kloniranja i
provjeru to¢nosti ugradenog fragmenta provedeno je sekvenciranje izoliranih plazmida u
DNA-servisu tvrtke Macrogen pomoc¢u pocetnica koristenih za umnazanje istih fragmenata.
Samo plazmidi koji su imali potpuno ispravnu sekvencu nukleotida koristeni su za transfekciju

ljudskih stanica.

2.1. Stani¢éna kultura

2.1.1. Uzgoj stanica i priprema za mikroskopiranje

Stanice HelL a sa stabilnom ekspresijom proteina PRC1 fuzioniranim sa zelenim fluorescentnim
proteinom (eng. Green Fluorescent Protein, GFP) uzgajane su u mediju DMEM (eng.
Dulbecco’s Modified Eagle’s medium) (Lonza, Bazel, Svicarska) s dodatkom 10-postotnog
fetalnog govedeg seruma (eng. Fetal Bovine Serum, FBS) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
SAD). U medij su dodani antibiotici geneticin koncentracije 50 pg/mL (Life Technologies,
Waltham, MA, SAD), penicilin 100 L.U./mL (Biochrom AG, Berlin, Njemacka) i streptomicin
100 pg/mL (Sigma-Aldrich). Uzgoj stanica bio je na temperaturi 37 °C 1 u atmosferi s 5% CO2
u inkubatoru Galaxy 170S (Eppendorf, Hamburg, Njemacka).
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Stanice koje su bile koristene za mikroskopiranje su nasadene u posudice za mikroskopiranje
koje imaju staklo promjera 35 mm i debljine 1,5 mm (MatTek Corporation, Ashland, SAD).
Za vizualizaciju DNA u zivim stanicama kori$tena je boja SIR-DNA (Spirochrome AG, Stein

na Rajni, Svicarska) u konaénoj koncentraciji od 100 nM.

2.1.8. Transfekcija siRNA i plazmida

Za transfekciju siRNA koristen je komplet Lipofectamine RNAIMAX prema uputama
proizvodaca (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, SAD). Za transfekciju je pomjesano
150 pL medija Opti-MEM i 9 uL reagensa Lipofectamine RNAIMAX s otopinom siRNA u 150
uL medija Opti-MEM. Koristeno je 2 uL siRNA specificne za utiSavanje proteina LGN i
kontrolne siRNA pocetne koncentracije 100 uM (Dharmacon, Lafayette, CO, SAD). Nakon
inkubacije u trajanju od 15 minuta otopina za transfekciju nakapana je na stanice. Dan ranije
nasadeno 180 000 stanica u slucaju inkubacije siRNA tijekom 24 h 1 100 000 stanica u slucaju
inkubacije tijekom 48 h u posudice za mikroskopiranje. Stanicama koje su imale inkubaciju
SIRNA tijekom 48 h je 24 h nakon transfekcije promijenjen medij.

Transfekcija plazmida napravljena je pomoc¢u kompleta Lipofectamine 3000 Reagent prema
uputama proizvodaca (Thermo Fisher Scientific). Stanice su transficirane s 1,6 ug plazmida
NuMA-RFP-SspB 1 0,07 pg plazmida iLID CAAX. Dan prije transfekcije nasadeno je 220 000
stanica u posudice za mikroskopiranje tako da su u trenutku transfekcije stanice bile 80-90 %
konfluentne. Medij je promijenjen vise od 12 sati nakon transfekcije i 6 sati prije

mikroskopiranja.

2.1.9. Tretman specificnim inhibitorima motornog proteina Eg5

Stanice su dan prije tretmana nasadene u posudice za mikroskopiranje. U medij su stanicama
dodani specifi¢ni inhibitori motornog proteina Eg5 STLC (S-trityl-L-cysteine) (Sigma -
Aldrich) u konaé¢noj koncentraciji 50 uM i FCPT (2-(1-(4-fluorofenil)ciklopropil)-4-(piridin-
4-yl)tiazole) (poklon prof. Timothy Mitchison) u kona¢noj koncentraciji 20 uM te su stanice
vracene u inkubator. To¢no 30 minuta nakon dodatka oba inhibitora stanice su fiksirane i

pripremljene za imunofluorescenciju.
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2.2. Imunofluorescencija

Metoda imunofluorescencije koriStena je za odredivanje lokalizacije endogenih proteina
NuMA i Eg5 te za odredivanje efikasnosti utiSavanja endogenog proteina LGN pomocu
siRNA. Stanice su fiksirane 24 h ili 48 h nakon transfekcije siRNA sprecificne za utiSavanje
proteina LGN i kontrolne siRNA. Fiksacija je provedena dodatkom ledenog metanola (-20 °C)
pri ¢emu su stanice drzane na ledu. Najprije je dodano 2 mL metanola u posudicama sa
stanicama koje su sadrzavale 1 mL medija na 1 minutu. Medjij koji je ostavljen u posudici sluzi
kako bi se smanjio osmotski Sok prilikom fiksacije. Zatim je sva tekucina odstranjena, dodan
je 1 mL metanola na 2 minute nakon ¢ega je ispran. Sva ispiranja izvedena su s 1 mL pufera
PBS (eng. Phosphate-Buffered Saline) tri puta u trajanju od 5 minuta uz lagano protresanje.
Sljedeci korak bila je permeabilizacija membrane postignuta pomocu 0,5%-tne otopine tritona
u PBS-u tijekom 15 minuta uz lagano protresanje, nakon ¢ega je uslijedilo ispiranje. Za
blokiranje koristena je 1%-tna otopina BSA (eng. bovine serum albumin) u PBS-u i stanice su
inkubirane u 1 mL otopine tijekom 1h na temperaturi 4 °C uz lagano protresanje. Zatim je
uslijedila inkubacija sa specifiénim primarnim antitijelima otopljenim u 1%-tnoj otopini BSA
u PBS-u tijekom no¢i pri temperaturi 4 °C uz lagano protresanje. Popis koriStenih primarnih
antitijela i pripremljenih razrijedenja prikazan je u tablici 2.6. Nakon toga stanice su isprane te
inkubirane u otopini sekundarnih antitijela 1 h na sobnoj temperaturi u mraku (posudice su bile
prekrivene aluminijskom folijom zbog Stetnog utjecaja svjetla na fluorescentne boje).
Koristena su sekundarna antitijela navedena u tablici 2.7. pri razrijedenju 1:300 u 1%-tnoj
otopini BSA u PBS-u. Nakon inkubacije stanice su isprane te im je dodan 1 mL PBS-a, nakon
Cega je uslijedilo mikroskopiranje u sluc¢aju da je SIR-DNA za vizualizaciju kromosoma
dodana prije fiksacije stanica. U pokusima gdje nije koriStena SiR-DNA, za vizualizaciju je
koriStena fluorescentna boja DAPI na nacin da su stanice inkubirane tijekom 5 minuta u otopini
boje u PBS-u koncentracije 1 pg/mL, nakon cega je slijedilo ispiranje. Ukoliko je

mikroskopiranje uslijedilo sljede¢i dan, stanice su cuvane u mraku pri temperaturi 4 °C.
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Tablica 2.6. Popis primarnih antitijela koriStenih za imunofluorescenciju

Primarno antitijelo Porijeklo Proizvodac kataloski  Radna
specifi¢no za protein: broj koncentracija
Eg5 mis Santa Cruz sc-365681  1:100
Biotechnology
LGN zec Proteintech 11608-2- 1:500
AP
NuMA mis Santa Cruz sc-365532  1:500

Biotechnology

Tablica 2.7. Popis sekundarnih antitijela koriStenih za imunofluorescenciju

Ime Valna Antitijelo Proizvoda¢ Kataloski Radna
fluorofora duljina specifi¢no za broj koncentracija
pobudivanja vrstu/porijeklo

Alexa 561 nm mis/magarac Abcam ab150108 1:300
Flour-594

Alexa 405 nm zec/magarac Abcam ab175649 1:300
Fluor-405 F

2.3. Svjetlosna mikroskopija i aktivacija optogenetickog sustava

Za sva snimanja Zivih stanica 1 stanica nakon imunofluorescencije koristen je laserski pretrazni
konfokalni mikroskop Bruker Opterra (Bruker Nano Surfaces, Middleton, WI, SAD) koji je
montiran na inverzni mikroskop Nikon Ti-E opremljen uljnim imerzijskim objektivom Nikon
CFI Plan Apo VC 100x/1.4 (Nikon, Tokio, Japan). Za kontrolu sustava koriSten je program
PraireView 5.4 (Bruker). Pobudivanje fluorescencije fluorescentno obiljezenih proteina i

fluorescencijskih boja postignuto je diodnim laserima valne duljine 405, 488, 561 i 640 nm, a
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snimke su napravljene kamerom Evolve 512 Delta (Photometrics, Tucson, AZ, SAD). Za

snimanje zivih stanica bila je osigurana temperatura od 37 °C pomoc¢u komore za zagrijavanje

H301-K-frame (Okolab, Pozzuoli, Italija) i atmosfera s 5% COo.

2.3.1. Postavke za snimanje Zivih stanica nakon utiSavanja proteina LGN

Zive stanice HeLa s trajno eksprimiranim fuzijskim proteinom PRC1-GFP snimane su kroz 33
ravnine s razmakom od 0,5 pum, da bi se uspjeSno snimilo cijelo diobeno vreteno. KoriStena
ekspozicija bila je 200 ms, a apertura 60 um. Za pobudivanje fluorescencije zelenog
fluorescentnog proteina (fuzioniranog s proteinom PRC1) koristen je laser valne duljine 488

nm, a za pobudivanje fluorescencije boje SiR-DNA laser valne duljine 640 nm.

2.3.2. Postavke za snimanja stanica nakon imunofluorescencije

Za snimanje fiksiranih stanica linije Hela sa stabilnom ekspresijom fuzijskog proteina PRC1-
GFP takoder su koristene 33 ravnine medusobno udaljene 0,5 um. Ekspozicija je bila 300 ms,
a koriStena je toCkasta apertura promjera 45 um. Laser valne duljine 405 nm koriSten je za
pobudivanje fluorescentne boje za DNA DAPI ili sekundarnog antitijela Alexa Fluor-405 F
(upotrijebljenog za oznafavanje proteina LGN). Za pobudivanje fluorescencije zelenog
fluorescentnog proteina koriSten je laser valne duljine 488 nm, a laser valne duljine 561 nm
upotrijebljen je za pobudivanje fluorescencije sekundarnog antitijela Alexa Flour-594

(iskoristenog za oznacavanje endogenog proteina NUMA odnosno Eg5).

2.3.3. Aktivacija optogenetickog sustava

Aktivacija optogenetickog sustava napravljena je laserom valne duljine 488 nm. U svim
eksperimentima snimano je 11 sredisnjih ravnina s razmakom izmedu susjednih ravnina od 1
um. Vrijeme ekspozicije iznosilo je 200 ms, a tijekom snimanja koristena je toCkasta apertura
veli¢ine 60 pum. Postavke snimanja napravljene su tako da se laser valne duljine 488 nm pali
svakih 10 s, a laser valne duljine 561 nm kojim se pobuduje fluorescencija fuzijskog proteina

NuMA-RFP-SspB svakih 60 s. Na taj na¢in se omogucuje dovoljno Cesta aktivacija sustava
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svjetlom i maksimalno smanjuje smanjivanje fluorescencije zbog izlaganja svjetlu (eng.

photobleaching).

2.4. Analiza snimaka

Sve analize snimaka napravljene su u programu ImageJ (National Institutes of Health,
Bethesda, Maryland, US). Veli¢ina piksela u svim slikama iznosila je 83 nm. Duljine diobenih
vretena mjerene se pomocu alata Straight line tako da je povuéena linija do vanjskih rubova
polova. Istim alatom mjerene su i Sirine diobenog vretena na naéin da je linija povucena
okomito na glavnu os diobenog vretena na mjestu gdje je ono najsire. Za odredivanje intenziteta
signala koji odgovara proteinima LGN, NuMA i Eg5 nakon imunofluorescencije koristen je
alat Polygon selections tako da je oznacen prostor na slici koji zauzima diobeno vreteno. U
svim snimkama nakon imunofluorescencije izmjeren je i intenzitet signala pozadine koji je
dobiven je pomocu alata Rectangle tako da je uvijek ocrtan kvadrat duljine stranice 1,36 um
unutar stanice u blizini ekvatorijalne ravnine vretena i unutar stanice. Na slici 2.2. prikazani su
primjeri opisanih mjerenja. Intenziteti signala za protein NuMA mjereni su na projekciji sume
intenziteta srediSnjih pet ravnina, a za protein Eg5 srediSnjih devet ravnina. Za izraZavanje
ukupne koli¢ine signala unutar oznafenog prostora koriStena je integrirana gustoca (eng.
integrated density) koja predstavlja umnozak srednje vrijednosti intenziteta i proucavane
povrsine. Dakle, ukupna koli¢ina signala u diobenom vretenu izracunata je kao razlika
intenziteta signala na vretenu 1 intenziteta signala pozadine pomnozena s povrSinom diobenog
vretena. Profili intenziteta signala za protein NuMA nakon imunofluorescencije napravljeni su

u projekciji sume tri srediSnje ravnine diobenog vretena.
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Slika 2.2. Primjeri mjerenja parametara na slikama dobivenim konfokalnom

mikroskopijom. Na slici a) prikazan je na¢in mjerenja duljine diobenog vretena, dok je na
slici b) prikazan nacin mjerenja Sirine. Slika c) prikazuje na€in oznacavanja signala na
diobenom vretenu nakon imunofluorescencije, a slika d) nac¢in mjerenja intenziteta signala

pozadine.

Profili intenziteta signala za fuzijski protein NUMA-RFP-SspB i za protein iLID napravljeni su
na projekcijama sume svih 11 snimljenih ravnina. Takoder je oduzet intenzitet signala pozadine
odreden na ve¢ opisani nacin. Napravljeni su profili intenziteta signala u nultoj minuti, tocnije
prije paljenja plavog lasera koji aktivira sustav, i zatim u prvoj, petoj i desetoj minuti aktivacije

sustava.

2.4.1. Odredivanje heliciteta viakana u diobenom vretenu

Za analizu su koriStene snimke zivih stanica linije HeLa sa stabilnom ekspresijom fuzijskog
proteina PRC1-GFP i odabrane su samo one snimke metafaznih diobenih vretena u kojima su
oba pola vretena vidljiva u istoj ravnini. Zatim su snimke vretena zarotirane u programu Fiji
tako da je glavna os vretena priblizno paralelna x-0si. Nakon toga napravljena je transformacija
tih horizontalno polozenih diobenih vretena u vertikalna pomocu koda napisanog u

programskom jeziku R (Slika 2.3.).

28



Slika 2.3. Snimka diobenog vretena dobivena konfokalnim mikroskopom prije i nakon
transformacije u vertikalno vreteno. Zeleni signal odgovara signalu fuzioniranog

proteina PRC1-GFP stabilno eksprimiranog u stani¢noj liniji HeLa.

Kod je napisan tako da je osigurana rotacija bez zrcaljenja i uzete su u obzir aberacije
uzrokovane razlikom u indeksu loma izmedu imerzijskog ulja i vode u uzorku (koristen je
korekcijski faktor). Kada se horizontalno polozeno vreteno transformira u vertikalno, pojedina
vlakna se vide kao tocke u svakoj ravnini. Da bi se odredile koordinate tih toc¢aka tj. vlakana
koristen je alat Multi-point tool u programu ImageJ tako da su pojedina¢na vlakna mikrotubula
pracena ru¢no, ozna¢avanjem centra tockastog signala vlakna. Svako vlakno je prac¢eno od prve
do posljednje ravnine u kojoj se signal moze prepoznati kao pojedina¢na tocka, a odredene su
1 koordinate polova. Za analizu su koriStena samo vlakna u sredi$njem dijelu vretena. Pomoc¢u
uputa napisanih u programu MATLAB (MathWorks, Natick, SAD) koriste¢i koordinate polova
1 pojedinacnih vlakana izracunat je helicitet pojedinacnih vlakana kao prosjecna promjena kuta
u odnosu na udaljenost. Na kraju je izracunata prosjecna vrijednost heliciteta svih vlakana

unutar eksperimentalne skupine.

2.4.2. [zrada grafickih prikaza i statisticka obrada podataka

Graficki prikazi rezultata napravljeni su pomocu programa MATLAB tako da je svako
mjerenje prikazano kao jedna tocka, crnom linijom je oznacena srednja vrijednost mjerenja, a
sivim pravokutnikom standardna pogreSka srednje vrijednosti. Rezultati koji se medusobno
statisti¢ki znacajno razlikuju oznaceni su razli¢itim slovima, dok su oni medu kojima nema

statistiCki znacajne razlike oznaceni istim slovima. Za utvrdivanje je li razlika medu rezultatima
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statistiCki znac¢ajna koriSteni su odgovarajuci testovi u programu Statistica (StatSoft, Tulsa,
SAD). U sluc¢aju kada su usporedene samo dvije skupine (za mjerenje kiralnosti diobenog
vretena) koriSten je t-test. Za usporedivanje tri eksperimentalne skupine kod mjerenja koli¢ine
signala proteina NUMA na diobenom vretenu nakon tretmana inhibitorima STLCi FCPT
koriSten je test one-way ANOVA (eng. analysis of variance). StatistiCka analiza ostalih
eksperimenata koji su uklju¢ivali mjerenja za Cetiri eksperimentalne skupine koje su bile
tretman specificnom i kontrolnom siRNA tijekom 24 i 48 sati napravljena je testom two-way
ANOVA. Za post-hoc analizu nakon testa ANOVA koristen je test Newman — Keuls. U svim

statistickim testovima razina znacajnosti iznosila je 0,05.
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3. Rezultati

3.1. UtiSavanje ekspresije proteina LGN pomoc¢u siRNA

Kako protein LGN stvara interakcije s proteinom NuMA i ima iznimno vaznu ulogu u
pozicioniranju diobenog vretena u mitozi, u ovome radu je promatran ucinak utiSavanja
njegove ekspresije u mitotskim stanicama linije HeLa sa stabilnom ekspresijom fuzijskog
proteina PRC1-GFP. Za utiSavanje ekspresije proteina LGN koristena je metoda interferencije
RNA pomoc¢u siRNA, a kontrola utiSavanja ekspresije bila je transfekcija stanica kontrolnom
siRNA koja nema metu za utiSavanje ekspresije u ljudskim stanicama. U svrhu potvrde
utiSavanja ekspresije proteina LGN napravljena je imunofluorescencija za taj protein 24 i 48
sati nakon transfekcije siRNA. Na slici 3.1. prikazane su stanice nakon tretmana siRNA koja
cilja protein LGN snimljene konfokalnim mikroskopom. U svim eksperimentalnim skupinama
mozemo uociti prisutnost velike koli¢ine signala proteina LGN u citoplazmi. U kontrolnim

stanicama uocavamo jasan signal na membrani, osobito na dijelu membrane koji je blizi
polovima. Za razliku od toga, u stanicama tretiranim specificnom siRNA ne mozemo uociti

oStar signal na membrani ve¢ je prisutan samo signal u citoplazmi.
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Slika 3.1. UtiSavanje ekspresije proteina LGN u mitotskim stanicama pomocu siRNA.
Kori$tena stani¢na linija je HeLa sa stabilnom ekspresijom fuzijskog proteina PRC1-GFP
¢ija lokalizacija je na slici prikazna zelenom bojom, dok je lokalizacija proteina LGN
dobivena pomocu specifi¢nog antitijela prikazana crvenom bojom. Stanice su promatrane
pod konfokalnim fluorescencijskim mikroskopom. NT oznacava stanice tretirane
kontrolnom siRNA (eng. non-targeting), T stanice tretirane siRNA specificnom za
utiSavanje proteina LGN (eng. targeting), a brojke na vrhu slike trajanje tretmana. Mjerilo

iznosi 5 pm.

Takoder, izmjerena je koli¢ina signala proteina LGN u stanicama te su na slici 3.2. graficki
prikazani rezultati mjerenja. Moze se primijetiti da je koli¢ina signala u stanicama tretiranim
specificnom siRNA manja nego u kontrolnim stanicama u tretmanu od 24 sata gdje je
integrirana gustoc¢a signala iznosila (1,33 + 0,03) x10° za stanice tretirane specifiécnom siRNA,
a (1,53 +0,06) x10° za tretman kontrolnom. Do smanjenja koli¢ine signala je doglo i u tretmanu
tijekom 48 sati sa specificnom siRNA gdje je integrirana gustoca iznosila je (1,29 + 0,03) x

105, u odnosu na tretman s kontrolnom siRNA s integriranom gusto¢om od (1,63 + 0,04) x10°.
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Slika 3.2. Analiza intenziteta signala proteina LGN u mitotskim stanicama nakon
utiSavanja njegove ekspresije. Svaka tocka oznacava vrijednost ukupne koli¢ine signala
za pojedinu stanicu unutar eksperimentalne skupine. U svakoj skupini analizirani su podaci
dobiveni iz redom 10, 12, 10 i 10 stanica u dva nezavisna eksperimenta. Crna linija
oznacava srednju vrijednost ukupne koli¢ine signala, a sivi pravokutnik standardnu
pogresku srednje vrijednosti. Razli¢itim slovima su ozna¢ene skupine medu kojima postoji
statistiCki znacajna razlika prema testu two-way ANOVA pri razini znacajnosti p < 0,05.
NT oznacava stanice tretirane kontrolnom siRNA (eng. non-targeting), a T stanice tretirane

siRNA specificnom za utiSavanje proteina LGN (eng. targeting).

3.2. U¢inak utiSavanja ekspresije proteina LGN na diobeno vreteno u Zivim
stanicama

3.2.1. Arhitektura diobenog vretena nakon utisavanja ekspresije proteina LGN

Snimanjem Zivih stanica 24 i1 48 sati nakon tretmana sa siRNA specificnom za utiSavanje
ekspresije proteina LGN moZemo primijetiti utjecaj tretmana na arhitekturu diobenog vretena
(Slika 3.3.). U tretmanu od 24 h uocavamo metafazna diobena vretena ¢iji polovi nisu potpuno
fokusirani, tj. pojedina vlakna mikrotubula ne prate uobicajene zaobljene konture ve¢ su
potpuno ravna i “strSe”. Ipak, neka diobena vretena nemaju str§eca vlakna i na prvi pogled

djeluju normalno. Bez obzira na to jesu li polovi vretena potpuno fokusirani ili ne, kromosomi
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su u metafazi potpuno poravnati. U stanicama u kojima je tretman siRNA trajao 48 sati fenotip
defokusiranih vretena postaje jos izrazeniji. Ne pojavljuju se samo pojedinacna ravna vlakna
ve¢ ih ima mnogo u jednom diobenom vretenu. lako arhitektura takvih diobenih vretena izgleda
jako poremeceno, kromosomi u metafazi su potpuno poravnati. Diobena vretena u stanicama
tretiranim kontrolnom siRNA tijekom 24 i 48 sati imala su normalnu arhitekturu. Takoder,
opazeno je da prilikom snimanja jednakog trajanja u tretmanu specificnom siRNA od 24 sata
doslo do povecanja broja multipolarnih vretena oko 2,5 puta, a u tretmanu od 48 sati oko 6 puta

u odnosu na kontrolu.

preklopljeno

H
s
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Slika 3.3. Zive stanice nakon tretmana siRNA za protein LGN. Koristena je stani¢na
linija HeL a sa stabilnom ekspresijom fuzijskog proteina PRC1-GFP koji je naslici prikazan
zelenom bojom, dok je DNA vizualizirana pomocu boje SiR-DNA i prikazana crvenom
bojom. Stanice su promatrane pod konfokalnim fluorescencijskim mikroskopom. NT
oznacava stanice tretirane kontrolnom siRNA (eng. non-targeting), a T stanice tretirane

siRNA specificnom za utiSavanje proteina LGN (eng. targeting). Mjerilo iznosi 5 um.

U stanicama koje su tretirane sSiRNA tijekom 24 i 48 sati izmjerene su duljine diobenih vretena
(Slika 3.4.). Tretmani siRNA specificnom za utiSavanje proteina LGN nakon 24 i nakon 48 sati
dovode do blagog povec¢anja duljine diobenog vretena u odnosu na kontrolu koje nije statisticki

znacajno prema testu two-way ANOVA uz razinu znacajnosti p < 0,05. Prosje¢na duljina
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vretena nakon tretmana specificnom siRNA tijekom 24 sata iznosila je 12,8 = 0,2 um, a
kontrolnom 12,5 + 0,1 um. U tretmanu tijekom 48 sati vrijednosti prosje¢ne duljine iznosile su
13,6 £ 0,3 um za tretman specificnom, odnosno 13,2 + 0,3 um za tretman kontrolnom siRNA.
Sirine vretena izmjerene su za sve stanice osim onih koje su tretirane specifitnom siRNA
tijekom 48 sati zbog toga Sto je njima bilo teSko dosljedno odrediti Sirinu diobenog vretena
(bila su iznimno defokusirana). Nije zabiljezena statisticki znaCajna promjena u Sirini diobenog
vretena izmedu eksperimentalnih skupina. Takoder, izraunat je omjer duljine i Sirine vretena

koji se isto tako ne razlikuje znac¢ajno medu skupinama. Graficki prikaz je na slici 3.5.
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Slika 3.4. Duljine diobenih vretena nakon tretmana stanica sa SiRNA za protein LGN.
Duljine diobenih vretena su analizirane u zivim stanicama HeLa sa stabilnom ekspresijom
fuzijskog proteina PRC1-GFP nakon snimanja konfokalnim fluorescencijskim
mikroskopom. Svaka to¢ka oznac¢ava duljinu vretena u jednoj stanici, a u svakoj skupini
izmerena su vretena u redom 22, 21, 21 i 20 stanica iz tri nezavisna eksperimenta. Crna
linija oznacava srednju vrijednost duljine, a sivi pravokutnik standardnu pogresku srednje
vrijednosti. Razli¢itim slovima su oznacene skupine medu kojima postoji statisticki
znacajna razlika prema testu two-way ANOVA pri razini znac¢ajnosti p < 0,05. NT oznacava
stanice tretirane kontrolnom siRNA (eng. non-targeting), a T stanice tretirane SIRNA

specificnom za utiSavanje proteina LGN (eng. targeting).
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Slika 3.5. Sirine diobenih vretena te omjer duljine i Sirine nakon tretmana stanica s
LGN siRNA. Dimenzije diobenih vretena su analizirane u zivim stanicama HeLa sa
stabilnom ekspresijom fuzijskog proteina PRC1-GFP nakon snimanja konfokalnim
fluorescencijskim mikroskopom. Svaka toc¢ka oznacava $irinu vretena u jednoj stanici na
lijevom grafickom prikazu, odnosno omjer duljine i Sirine vretena za pojedinu stanicu na
desnom. Podaci su dobiveni iz dva nezavisna eksperimenta a po eksperimetalnoj skupini
analizirano je redom 21, 20 i 21 stanica. Crna linija oznacava srednju vrijednost ukupne
koli¢ine signala, a sivi pravokutnik standardnu pogresku srednje vrijednosti. Medu
skupinama nije bilo statisticki znacajne razlike prema testu two-way ANOVA i razini
znacajnosti p < 0,05. NT oznaava stanice tretirane kontrolnom siRNA (eng. non-
targeting), a T stanice tretirane siRNA specificnom za utiSavanje proteina LGN (eng.

targeting).

3.2.2. Helicitet vlakana mikrotubula nakon utiSavanja ekspresije proteina LGN

Kiralnost diobenog vretena kao posljedica heliciteta vlakana mikrotubula je njegovo
novootkriveno svojstvo. Utisavanje ekspresije proteina LGN koristeno je kako bi se istrazilo
utjecu li sile koje djeluju sa stanicnog korteksa na diobeno vreteno preko astralnih mikrotubula
na helicitet sveznjeva u diobenom vretenu. Za mjerenje heliciteta mikrotubula u stanicama
tretiranim siRNA koriStene su samo one koje su tretirane tijekom 24 h jer su stanice tretirane
tijekom 48 sati imale previse strSe¢ih vlakana koje je bilo teSko pratiti nakon transformacije

horizontalnog diobenog vretena u vertikalno. Takoder, u stanicama tretiranim siRNA
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specificnom za utiSavanje ekspresije proteina LGN tijekom 24 h izabrana su ona diobena
vretena koja nisu imala strSeca vlakna. lako su takva diobena vretena izgledala kao i ona
tretirana kontrolnom siRNA u originalnim snimkama gdje su horizontalno polozena, helicitet
njihovih mikrotubula se statisticki znac¢ajno smanjio u odnosu na kontrolne prema t-testu uz
razinu znacajnosti p < 0,05. Negativne vrijednosti oznacavaju lijevi helicitet. Rezultati
mjerenja heliciteta mikrotubula u stanicama nakon tretmana siRNA tijekom 24 sata prikazani
su na slici 3.6. Prosjecni helicitet vretena nakon tretmana specifi¢cnom siRNA iznosio je -0,9 +

0,1 °/um , a kontrolnom -2,1 + 0,1 °/pm.
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Slika 3.6. Helicitet vlakana mikrotubula u stanicama nakon tretmana siRNA za
protein LGN. Ekspresija proteina LGN utiSana je pomocu siRNA u stanicama HeLa sa
stabilnom ekspresijom proteina fuzijskog PRC1-GFP koriStenog za mjerenje heliciteta
pomocu konfokalnog fluorescencijskog mikroskopa. Svaka toc¢ka oznacava srednji helicitet
vlakana mikrotubula vretena u jednoj stanici., a po svakoj skupini analiziran je prosjecni
helicitet 10 stanica iz dva nezavisna eksperimenta. Crna linija ozna¢ava srednju vrijednost
heliciteta, a sivi pravokutnik standardnu pogreSsku srednje vrijednosti. Postoji statisticki
znacajna razlika medu ispitivanim skupinama prema t-testu uz razinu znacajnosti p < 0,05
Sto je oznaceno jednom zvjezdicom. NT oznacava stanice tretirane kontrolnom siRNA (eng.
non-targeting), a T stanice tretirane siRNA specifiénom za utiSavanje proteina LGN (eng.

targeting). U NT stanicama analizirano je ukupno 180, au T 177 vlakana mikrotubula.
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3.3. Ucinak utiSavanja ekspresije proteina LGN na lokalizaciju proteina NuMA

Da bi se utvrdio ucinak utiSavanja ekspresije proteina LGN na lokalizaciju proteina NuMA u
stanicama u metafazi napravljena je metoda imunofluorescencije za proteine LGN i NUMA.
Na slici 3.7. prikazane su fotografije stanica nakon provedene imunofluorescencije dobivene
konfokalnim fluorescencijskim mikroskopom. U nekim kontrolnim metafaznim stanicama se
moze uociti signal proteina NuMA na stani¢noj membrani u blizini polova koji je iznimno slab,
dok se u drugima takav signal ne primjecuje. S druge strane, u stanicama gdje je utiSana
ekspresija proteina LGN nisu zabiljezene stanice koje imaju signal proteina NuMA na
membrani. To se moze primijetiti na slikama na kojima je pojac¢an kontrast $to je prikazano na
odsjecku desno na slici 3.7. Kontrast je na obje slike u isjeCku podesen jednako. Osim toga, na

slikama nije uocena razlika u lokalizaciji proteina NuMA na polovima.
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Slika 3.7. Imunofluorescencija proteina NUMA i LGN nakon uti$avanja ekspresije
proteina LGN pomoc¢u siRNA. KoriStena je stani¢na linija HeLa sa stabilnom ekspresijom
proteina PRC1-GFP koji je na slici prikazan zelenom bojom. Plavom bojom prikazana je
lokalizacija proteina LGN dobivena pomocu specifi¢nog antitijela, a crvenom bojom
lokalizacija proteina NUMA. DNA je vizualizirana pomocu boje SiR-DNA i na slici
prikazana ruzi¢astom bojom. U gornjem desnom kutu prikazan je isjecak slike stanice s
pojacanim kontrastom. Slika je dobivena pomoc¢u konfokalnog fluorescencijskog
mikroskopa. Strelicom i slovom m oznacen je signal proteina NUMA na membrani, a
slovom p na polovima. NT oznacava stanice tretirane kontrolnom siRNA (eng. non-
targeting), a T stanice tretirane siRNA specificnom za utiSavanje proteina LGN (eng.

targeting). Mjerilo iznosi 5 um.
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Ipak, kada je izmjerena koli¢ina signala proteina NuMA na diobenom vretenu utvrdeno je da
je u tretmanu od 24 sata doslo do statisticki znacajnog povecanja signala u stanicama u kojima
je utiSana ekspresija proteina LGN. U tretmanu siRNA tijekom 48 sati zabiljezen je pad signala
u obje skupine u odnosu na tretman tijekom 24 sata. lako je u tretmanu od 48 sati koli¢ina
signala proteina NuMA u stanicama s utiSanom ekspresijom proteina LGN veca nego u
kontrolnim stanicama, ovdje ta razlika nije statistiCki znacajna. Za utvrdivanje statisticke
znacajnosti koristen je test two-way ANOVA uz razinu znacajnosti p <0,05. Na slici 3.8. nalazi
se graficki prikaz rezultata mjerenja koli¢ine signala proteina NuMA u metafaznom diobenom
vretenu (integrirana gustoéa za tretman 24 sata: specifi¢na siRNA (8,6 + 0,6) x 10*, kontrolna
siRNA (6,6 = 0,5) x 10% za tretman 48 sati: specifi¢na siRNA (4,3 + 0,3) x 10*, kontrolna
siRNA (4,0 +0,2) x 10%).
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Slika 3.8. Koli¢ina proteina NuMA na diobenom vretenu nakon utiSavanja ekspresije
proteina LGN pomoéu SiRNA. Koli¢ina signala je izmjerena u stanicama HelLa sa
stabilnom ekspresijom fuzijskog proteina PRC1-GFP nakon imunofluorescentnog bojanja
za protein NUMA i LGN te snimanja konfokalnim fluorescencijskim mikroskopom. Svaka
tocka oznacava ukupnu koli¢inu signala za protein NUMA u jednoj stanici, a svaka
eksperimentalna skupina ima redom 20, 20, 19 i 20 mjerenja iz dva nezavisna eksperimenta.
Crna linjja oznaCava srednju vrijednost ukupne koli¢ine signala, a sivi pravokutnik
standardnu pogreSku srednje vrijednosti. Razli¢itim slovima su oznacene skupine medu
kojima postoji statisticki znaCajna razlika prema testu two-way ANOVA pri razini
znacajnosti p < 0,05. NT oznaava stanice tretirane kontrolnom siRNA (eng. non-
targeting), a T stanice tretirane siRNA specificnom za utiSavanje proteina LGN (eng.

targeting).

3.4. Udinak utiSavanja ekspresije proteina LGN na lokalizaciju proteina Eg5

Metoda imunofluorescencije takoder je koriStena za odredivanje utjecaja utiSavanja ekspresije
proteina LGN na lokalizaciju motornog proteina Eg5, koriste¢i antitijela specificna za LGN 1
Eg5. Fotografije dobivene pomocu konfokalnog mikroskopa nakon provedene

imunofluorescencije prikazane su na slici 3.9. Promatraju¢i dobivene snimke ne moze se uociti
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promjena u lokalizaciji proteina Eg5, koji se u stanicama svih eksperimentalnih skupina nalazi
duz mikrotubula na diobenom vretenu u metafazi, s time da je izrazenija njegova prisutnost u

blizini polova.

preklopljeno

Slika 3.9. Imunofluofescencija proteina Eg5 i LGN nakon utiSavanja ekspresije
proteina LGN pomoc¢u siRNA. Koristene su stanice linije HeLA sa stabilnom ekspresijom
fuzijskog proteina PRC1-GFP koji je na slici prikazan zelenom bojom. Lokalizacija
proteina LGN 1 Eg5 dobivena je pomocu njihovih specifi¢nih antitijela i prikazana plavom,
odnostno crvenom bojom. DNA je vizualizirana bojom SiR-DNA i prikazana ruzicastom
bojom. Stanice su snimljene konfokalnim fluorescencijskim mikroskopom. NT oznacava
stanice tretirane kontrolnom siRNA (eng. non-targeting), a T stanice tretirane SIRNA

specificnom za utiSavanje proteina LGN (eng. targeting). Mjerilo iznosi 5 um.
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Napravljena je i analiza ukupne koliCine signala proteina Eg5 u diobenom vretenu nakon
tretmana molekulama siRNA, a graficki prikaz je na slici 3.10. (integrirana gustoca za tretman
24 sata: specifi¢na siRNA (2,04 +0,09) x 10° kontrolna siRNA (1,93 £ 0,07) x 10°; za tretman
48 sati: specifina siRNA (3,11 + 0,14) x 10°, kontrolna siRNA (2,12 + 0,08) x 10°). U
tretmanu siRNA specifi¢nom za utiSavanje proteina LGN tijekom 48 sati doslo je do statistic¢ki
znacajnog povecanja koli¢ine signala proteina Eg5 u diobenom vretenu u odnosu na sve ostale
ekspreimentalne skupine. Vrijednosti koli¢ine signala u vretenu u stanicama ostalih
eksperimentalnih skupina se medusobno ne razlikuju statisti¢ki znacajno.
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Slika 3.10. Koli¢ina kinezina Eg5 na diobenom vretenu nakon utiSavanja ekspresije
proteina LGN pomocéu SiRNA. U stanicama HelLa utiSana je ekspresija LGN. Diobeno
vreteno se moze vizualizirati zbog ekspresije fuzijskog proteina PRC1-GFP promatrane pod
fluorescencijskim mikroskopom. Lokalizacija proteina LGN 1 Eg5 dobivena je pomocu
njihovih specifi¢nih antitijela Svaka to¢ka oznacava ukupnu koli¢inu signala za protein Eg5
u jednoj stanici, a za svaku eksperimentalnu skupinu koristeno je redom 31, 26, 25 i 30
stanica iz dva nezavisna eksperimenta. Crna linija oznacava srednju vrijednost ukupne
koli¢ine signala, a sivi pravokutnik standardnu pogresku srednje vrijednosti. Razli¢itim
slovima su oznacene skupine medu kojima postoji statisti¢ki znacajna razlika prema testu
two-way ANOVA uz razinu znacajnosti p <0,05. NT oznacava stanice tretirane kontrolnom
siRNA (eng. non-targeting), a T stanice tretirane siRNA specifiénom za utiSavanje proteina

LGN (eng. targeting).
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3.5. Djelovanje inhibitora motorne aktivnosti proteina Eg5 na lokalizaciju proteina
NuMA

Kako bi se utvrdio ucinak kinezina Eg5 na lokalizaciju proteina NuMA, stanice su tretirane
inhibitorima motorne aktivnosti STLC i FCPT nakon ¢ega je protein NuUMA detektiran
metodom imunofluorescencije. Stanice su fiksirane nakon djelovanja inhibitora u trajanju od
30 minuta. Djelovanje oba inhibitora bilo je potvrdeno povec¢anim udjelom monopolarnih
vretena $to je posljedica nemoguénosti razdvajanja polova inhibicijom motornog proteina Eg5.
Ipak, postojale su i stanice s bipolarnim metafaznim vretenima, a primjeri su prikazani na slici
3.11. Za kontrolu tretmana inhibitorima STLC i FCPT koristen je DMSO u kojem su otopljeni
ovi inhibitori. Vretena i lokalizacija proteina NUMA u kontrolnim stanicama izgledala su
normalno. lako protein NUMA u tretmanu inhibitorima STLC i FCPT nalazimo na polovima
vretena, oba tretmana su uzrokovala promjenu oblika signala. U tretmanu s FCPT mozemo
primijetiti da signal proteina NuMA poprima nepravilan oblik, dok polovi vretena u tretmanu

sa STLC postaju jace fokusirani.
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preklopljeno

Slika 3.11. Analiza metafaznog diobenog vretena stanica nakon tretmana inhibitorima
STLC i FCPT. Tretman s DMSO je kontrolni tretman. Koristena je stani¢na linija HeLa sa
stabilnom ekspresijom fuzijskog proteina PRC1-GFP koji je na slici prikazan zelenom
bojom. Crvenom bojom prikazana je lokalizacija proteina NuMA dobivena pomocu
specificnog antitijela. DNA je vizualizirana bojom DAPI i prikazana plavom bojom.

Stanice su snimljene konfokalnim fluorescencijskim mikroskopom. Mjerilo iznosi 5 um.

S druge strane, iako je uocena promjena u obliku signala proteina NuMA, u koli¢ini signala
nije bilo statisti¢ki znacajne razlike medu eksperimentalnim skupinama. Integrirana gustoc¢a za
tretman inhibitorom STLC iznosila je (0,9 + 0,1) x 10°, za tretman s FCPT (1,0 £ 0,1) x 10°, a
za kontrolu (1,0 + 0,03) x 10°. Na slici 3.12. je graficki prikaz mjerenja koli¢ine signala
proteina NUMA na diobenom vretenu u stanicama tretiranim inhibitorima Eg5 STLC i FCPT

te kontroli tretiranoj s DMSO.
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Slika 3.12. Protein NuMA na diobenom vretenu nakon tretmana inhibitorima
motorne aktivnosti Eg5. Protein NUMA detektiran je u stanicama imunofluorescencijom
pomocu specificnog antitijela, a diobeno vreteno vizualizirano fluorescencijom
rekombinantnog proteina PRC1-GFP stabilno eksprimiranog u stanicama HeLa. Stanice su
snimljene konfokalnim fluorescencijskim mikroskopom. Svaka to¢ka oznacava ukupnu
koli¢inu signala za protein NuMA u jednoj stanici (u svakoj skupini ih je redom 16, 141 14
iz jednog eksperimenta). Crna linija oznacava srednju vrijednost ukupne koli¢ine signala, a
sivi pravokutnik standardnu pogreSku srednje vrijednosti. Medu ispitivanim skupinama
nema statisticki znacajne razlike prema testu one-way ANOVA uz razinu znacajnosti p <
0,05. DMSO oznacava stanice tretirane s DMSO (kontrolu), STLC stanice tretirane
inhibitorom STLC, a FCPT stanice tretirane inhibitorom FCPT.

3.6. Uspostava optogenetickog sustava za protein NuMA

Drugi cilj ovog diplomskog rada bio je razviti optogeneticki sustav za protein NuMA koji bi
trebao omoguciti njegovo brzo i reverzibilno uklanjanje s diobenog vretena u svrhu boljeg
razumijevanja njegove funkcije u metafazi mitoze. Da bi se uspostavio optogeneticki sustav u
stanici potrebno je transficirati stanice optogenitickim plazmidom i plazmidom iLID. U ovome
radu optogeneticki plazmid za protein NuMA konstruiran je na dva nacina: ugradnjom
kodirajuceg slijeda za RFP-SspB u vektor u kojem se nalazi kodirajuci slijed za protein NuMA

te ugradnjom kodirajuceg slijeda za protein NuMA u vektor u kojem je slijed za RFP-SspB.
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Oba tipa plazmida su uspjesno konstruirana $to je potvrdeno sekvenciranjem i zatim Su
trensficirana u stanice linije HeLa sa stabilnom ekspresijom fuzijskog proteina PRC1-GFP.
Transfekcija konstruiranog plazmida dobivenog ugradnjom kodirajuéeg slijeda za protein
NuMA u plazmid u kojem se nalazi slijed za RFP-SspB dovela je do ekspresije fuzijskog
proteina koji je detektiran konfokalnim fluorescencijskim mikroskopom, medutim njegova
lokalizacija u stanicama u interfazi nije bila u jezgri ve¢ u citoplazmi. Fuzijski protein
eksprimiran s plazmida dobivenog drugim pristupom (ugradnja kodiraju¢eg slijeda za RFP-
SspB u vektor u kojem se nalazi kodirajuéi slijed za protein NuMA) imao je normalnu
lokalizaciju u stanicama: u stanicama u interfazi nalazio se u jezgri, a u stanicama u diobi na
polovima vretena. Za uspostavu optogenetickog sustava koriSten je tako konstruirani plazmid.
Prilikom kotransfekcije konstruiranog plazmida i plazmida iLID, povoljna ekspresija fuzijskog
proteina NUMA-RFP-SspB bila je prisutna samo u stanicama u kojima je protein iLID

eksprimiran u ve¢oj mjeri.

3.6.1. Funkcioniranje optogenetickog sustava za protein NuMA

Da bi optogeneticki sustav mogao funkcionirati, potrebna je ekspresija fuzijskog proteina
NUMA-RFP-SspB i proteina iLID u istoj stanici te aktivacija sustava pomocu plavog lasera
valne duljine 488 nm. Postavke za aktivaciju sustava su bile takve da se plavi laser palio svakih
10 sekundi, dok se laser za vizualizaciju fuzijskog proteina NUMA-RFP-SspB palio svaku
minutu, s time da je prvi puta upaljen prije paljenja plavog svjetla da se utvrdi lokalizacija
fuzijskog proteina prije aktivacije sustava. Na slici 3.13. prikazane su ¢etiri stanice u kojima je
uspostavljen optogeneticki sustav dobivene snimljene konfokalnim fluorescencijskim
mikroskopom. Prikazane su u Cetiri vremenske tocke: u nultoj (prije aktivacije sustava), prvoj,
petoj i desetoj minuti. Na slikama se moze primijetiti da nakon aktivacije sustava dolazi do
povecanja signala NuMA-RFP-SspB na stani¢noj membrani, medutim, ne moze se utvrditi
njegovo uklanjanje s polova. Takoder se moze primijetiti da se poveéava intenzitet NUMA-
RFP-SspB i na polovima. Osim toga, dolazi do pojave 1 povecanja intenziteta zelenog signala
(vizualizacija laserom valne duljine 488 nm) na polovima diobenog vretena Sto najvjerojatnije
odgovara proteinu iLID. lako prikazane stanice imaju stabilnu ekspresiju proteina PRC1-GFP,

on se vrlo slabo uocava.

Na slici 3.14. nalazi se graficki prikaz profila intenziteta signala fuzijskog proteina NuMA -

RFP-SspB za Cetiri stanice koje su prikazane na slici 3.13. Kao i fotografije, profili pokazuju
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da aktivacijom sustava dolazi do pojave fuzijskog proteina na membrani, no vecina ipak ostaje
na polovima. Takoder dolazi do povecanja intenziteta signala i na polovima nakon paljenja
plavog lasera. Na slici 3.15. nalazi se graficki prikaz profila intenziteta signala dobivenog
pobudivanjem fluorescencije laserom valne duljine 488 nm, za iste Cetiri stanice. [ako se tom
valnom duljinom pobuduje i fluorescencija fuzijskog proteina PRC1-GFP, Cini se da je ona
zanemariva u odnosu na fluorescenciju proteina iLID. Tako se na profilima intenziteta jasno
moze vidjeti povecanje intenziteta na podrucju polova diobenog vretena, kao $to je vidljivo i

na fotografijama.

preklopljeno

preklopljeno

Slika 3.13. Optogeneticki sustav za protein NuMA. Na slici su prikazane snimke Cetiri
razli¢ite stanice linije HelLa sa stabilnom ekspresijom fuzijskog proteina PRC1-GFP u
kojima je uspostavljen sustav transfekcijom plazmida sa sekvencama za proteine NUMA-
RFP-SspB i iLID. Snimke razli¢itih stanica medusobno su odvojene bijelim linijjama. Svaka
stanica je snimljena u nultoj, prvoj, petoj i desetoj minuti aktivacije optogeneti¢kog sustava
pod fluorescencijskim mikroskopom. Crvenom bojom prikazana je lokalizacija fuzijskog
proteina NUMA-RFP-SspB, a zelenom iLID i PRC1-GFP. Mjerilo iznosi 5 um.
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Slika 3.14. Profili intenziteta signala za NuMA-RFP-SspB. Profili odgovaraju stanicama
na slici 3.13. linije HeLa sa stabilnom ekspresijom fuzijskog proteina PRC1-GFP u kojima
je uspostavljen optogeneticki sustav ubacivanjem plazmida koji kodiraju proteine NuMA-
RFP-SspB i iLID. Legenda u gornjem desnom kutu vrijedi za sve graficke prikaze. U
gornjem lijevom kutu je fotografija na kojoj je prikazano na koji nacin je oznacena linija
profila intenziteta. Strelicom i slovom m oznacen je intenzitet signala koji odgovara signalu

na stani¢noj membrani, a slovom p na polovima diobenog vretena.
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Slika 3.15. Profili intenziteta signala za iLID. Profili odgovaraju stanicama na slici 3.13.
linijje HelLa sa stabilnom ekspresijom fuzijskog proteina PRC1-GFP u kojima je
uspostavljen optogeneticki sustav ubacivanjem plazmida koji kodiraju proteine NuMA-
RFP-SspB 1iLID. U kanalu za iLID (pobudevanje fluorescencije laserom valne duljine 488
nm) snimljen je i signal za fuzijski protein PRC1-GFP, ali njegov intenzitet je zanemariv.
Legenda u donjem desnom kutu vrijedi za sve graficke prikaze, a na¢in oznacavanja linije
intenziteta signala isti je kao i za sliku 3.14. Strelicom i slovom m oznacen je intenzitet
signala koji odgovara signalu na stani¢noj membrani, a slovom p na polovima diobenog

vretena.

Kako bi se utvrdilo je li promjena lokalizacije proteina NuUMA-RFP-SspB u optogenetickom
sustavu reverzibilna, snimanje stanica je nastavljeno nakon aktivacije sustava, ali bez
ukljucivanja plavog lasera. Na slici 3.16. prikazane su slike dvije stanice u nultoj, prvoj, petoj
1 desetoj minuti nakon gaSenja lasera valne duljine 488 nm te odgovaraju¢i graficki prikaz
profila intenziteta signala proteina NUMA-RFP-SspB. Moze se primijetiti da signal fuzijskog
proteina ostaje na membrani, te da se signal na membrani kao i na polovima vremenom

smanjuje.

50



Intenzitet signala
Intenzitet signala

Pozicija / um Pozicija / um

Slika 3.16. Fluorescencija i odgovarajuéi profili intenziteta za NUMA-RFP-SspB u
dvije stanice prilikom gasenja plavog lasera nakon aktivacije optogeneti¢kog sustava.
KoriStena je stani¢na linija HeLa sa stabilnom ekspresijom fuzijskog proteina PRC1-GFP
u koju su uneseni plazmidi za stvaranje optogeneti¢kog sustava: NuMA-RFP-SspB i iLID.
Stanice su snimljene konfokalnim fluorescencijskim mikroskopom. Razli¢ite stanice su
odvojene bijelom linijom, a snimljene su u nultoj, prvoj, petoj i desetoj minuti nakon
gasenja aktivacijskog lasera. Crvenom bojom prikazana je lokalizacija fuzijskog proteina
NUMA-RFP-SspB. Mjerilo iznosi 5 um. Za svaku stanicu grafi¢ki prikaz profila intenziteta
signala je ispod slike, a legenda vrijedi za oba prikaza. Nac¢in oznacavanja linije intenziteta
signala isti je kao i za sliku 3.14. Strelicom i slovom m oznacen je intenzitet signala koji

odgovara signalu na stani¢noj membrani, a slovom p na polovima diobenog vretena.

3.6.2. Kontrola optogenetickog sustava za protein NuMA

Za kontrolu optogenetickog sustava koriStene su stanice koje su imale ekspresiju s oba potrebna
plazmida i postavke snimanja poput onih za ispitivanje sustava, osim $to nije bilo paljenja
plavog lasera, zbog Cega ne bi trebalo do¢i do njegove aktivacije. Na slici 3.17. prikazane su
slike stanica u nultoj, prvoj, petoj i desetoj minuti snimanja za Cetiri stanice, a na slici 3.18. su
pripadajuéi graficki prikazi profila intenziteta signala za protein NuMA-RFP-SspB. Na slikama
1 grafickim prikazima se moze primijetiti da bez paljenja plavog lasera nema dolaska fuzijskog

proteina na membranu, a intenzitet signala u cijeloj stanici vremenom opada.
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Slika 3.16. Kontrola optogeneti¢kog sustava za protein NuMA. Stanice linije HelLa sa
stabilnom ekspresijom fuzijskog proteina PRC1-GFP transficirane plazmidima
optogenetickog sustava NuMA-RFP-SspB i iLID snimane su deset minuta bez paljenja
aktivacijskog lasera i prikazane su snimke Cetiriju stanica u nultoj, prvoj, petoj i desetoj

minuti. Signal za NUMA-RFP-SspB je crvene boje. Mjerilo je 5 um.
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Slika 3.17. Profili intenziteta signala za NUMA-RFP-SspB u kontroli optogeneti¢kog
sustava za protein NUMA. Svaki profil odgovara nazna¢enoj stanici na slici 3.16. linije
HelLa sa stabilnom ekspresijom fuzijskog proteina PRC1-GFP u kojima je uspostavljen
optogeneticki sustav unosom plazmida NuMA-RFP-SspB i iLID. Legenda u donjem
desnom kutu vrijedi za sve graficke prikaze, a na¢in oznacavanja linije intenziteta signala

isti je kao i za sliku 3.14. Maksimumi (eng. peaks) predstavljaju intenzitet signala na
polovima.
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4. Rasprava

4.1. U¢inak utiSavanja ekspresije proteina LGN na mitotsko diobeno vreteno

Kako bi se istrazila uloga proteina NuMA u mitotskim stanicama, analizirana je njegova
lokalizacija u stanicama Hela u kojima je utiSana ekspresija proteina LGN, budu¢i da se
pretpostavlja postojanje njihove interakcije. Analiza rezultata imunofluorescencije proteina
LGN u stanicama linije HeLa PRC1-GFP ukazuje na to da je utiSavanje ekspresije bilo samo
djelomicno. Medutim, zbog velike koli¢ine signala u citoplazmi ¢ini se da je koristeno
primarno antitijelo prili¢no nespecifi¢éno. Promatrajuéi intenzitet signala za protein LGN nakon
provedene imunofluorescencije ne mozemo rec¢i da je njegovo utiSavanje bilo jako uspjesno,
ali moZzemo primijetiti prilicno veliku promjenu u fenotipu nakon tretmana specificnom
siRNA, pogotovo nakon 48 sati. Povecan broj multipolarnih vretena i pojava diobenih vretena
koja su puno slabije fokusirana, odgovaraju rezultatima iz literature u kojima je zabiljezen isti
fenotip nakon utiSavanja ekspresije proteina LGN (Du i sur. 2001). Jedina dosad dobro opisana
funkcija proteina LGN jest pozicioniranje diobenog vretena preko kompleksa LGN na
stanicnoj membrani koji stvara lokalizirane vucne sile sa stani¢nog korteksa na astralne
mikrotubule (di Pietro i sur. 2016) pa je prema tome ovakav fenotip prilicno neoc¢ekivan.
Takoder, iz literature je poznato da se isti fenotip javlja i prilikom povecanja ekspresije proteina
LGN (Du i sur. 2002). Napravljeni su brojni eksperimenti ¢iji su rezultati potvrdili postojanje
direktne interakcije izmedu proteina LGN i proteina NuMA te je utvrdeno da je mjesto njihove
interakcije u blizini domene kojom se NuMA veZe za mikrotubule 1 stabilizira ih. Smatra se da
LGN tom interakcijom negativno regulira vezanje proteina NuMA na mikrotubule, Sto bi
moglo biti vazno prilikom sastavljanja diobenog vretena jer su (-) krajevi mikrotubula iznimno
dinami¢ni i gube podjedinice zbog toka prema polu (eng. poleward flux). Pokusi koji su
napravljeni da bi dokazali ovu teoriju bili su testovi in vitro na stani¢nim ekstraktima jaja zabe
(Du 1 sur. 2002), no nedostaju snazniji dokazi dobiveni eksperimentima u stanicama sisavaca.
Osim toga, ovom teorijom je teSko objasniti kako dolazi do pojave i multipolarnih i
defokusiranih vretena prilikom pojacane ekspresije i prilikom utiSavanja ekspresije proteina

LGN.

54



Kao jedan od pokazatelja utjecaja utiSavanja ekspresije proteina LGN na diobeno vreteno osim
stvaranja manje fokusiranih vretena, Du i suradnici (2001) su naveli promjenu lokalizacije
proteina NUMA. U ovome radu nije zabiljezena promjena u lokalizaciji proteina NuMA ve¢
samo povecanje ukupne koliine signala na vretenu prilikom utiSavanja ekspesije proteina
LGN. Povecanje ukupne koli¢ine signala nakon 24 sata je bilo statisticki znac¢ajno u odnosu na
kontrolu, dok nakon 48 sati nije. Takoder uocljiv je pad koli¢ine signala u stanicama tretiranim
tijekom 48 sati, Sto je najvjerojatnije posljedica toga Sto su one snimane jedan dan kasnije nego
stanice tretirane 24 sata. Zbog duljeg stajanja, vrlo je vjerojatno da se intenzitet signala
sekundarnih antitijela smanjio prilikom njihovog pobudivanja. Kako je ukupna koli¢ina signala
(integrirana gustoca) zapravo umnozak povrsine (u ovom slucaju diobenog vretena) i srednje
vrijednosti intenziteta signala, zanimljivo je bilo uociti da su se u stanicama tretiranim
specificnom siRNA tijekom 24 sata blago povecale i povrSina vretena i srednja vrijednost
intenziteta u odnosu na kontrolu, ali ta razlika nije statisticki znacajna, dok razlika u ukupnoj
koli¢ini signala jest. Povecanje koli¢ine signala proteina NuMA na vretenu moglo bi se
objasniti time §to utiSavanjem ekspresije proteina LGN NuMA ne moze stvoriti kompleks na
stani¢noj membrani pa ostaje na vretenu. Ipak, ovakva pretpostavka bi se morala dodatno
potvrditi jer, iako se NuMA u ovom slu¢aju ne moze vezati na membranu preko kompleksa
LGN, moguce je da se otpuSta s vretena u citoplazmu. Pokazano je da fosforilacija i
defosforilacija tijekom razli¢itih faza mitoze odreduju promjenu lokalizacije proteina NuMA
tj, njezino vezanje na polove i otpustanje s polova (Radulescu i Cleveland, 2010). Du i suradnici
(2001) su takoder pokazali da se prilikom utiSavanja ekspresije proteina LGN kromosomi ne
mogu poravnati u metafaznoj plo¢i $to nije zabiljeZeno u ovome radu. Razlike u rezultatima
mogu biti uzrokovane time §to su eksperimenti radeni na razli¢itim stani¢nim linijama (pokusi
Dua 1 suradnika radeni su na stani¢noj liniji MCDK) te zbog razlike u tipu siRNA 1 duljini

tretmana (kod Du i suradnika tretman je trajao 70 sati).

Osim promjene u arhitekturi diobenog vretena prilikom utiSavanja ekspresije proteina LGN u
obliku manje fokusiranih vlakana mikrotubula koji strSe izvan vretena, zabiljeZena je i1
promjena u duljini diobenog vretena nakon utiSavanja, koja nije statisticki znacajna
usporedujuci s kontrolom u istom trajanju tretmana. Ipak, promatramo li duljine vretena u
stanicama tretiranim specificnom siRNA tijekom 48 sati vidimo da se statisticki znacajno
poveéavaju u odnosu na vretena u stanicama tretiranim 24 sata, bilo kontrolnom bilo
specificnom siRNA. U literaturi nije pronaden utjecaj utiSavanja ekspresije proteina LGN na

duljinu diobenog vretena. Ono Sto je poznato je da na duljinu vretena, izmedu ostalog, djeluju
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1 sile povlacenja astralnih mikrotubula koje bi ga trebale rastezati i tako malo povecati njegovu
duljinu (Goshima i Scholey, 2010). Prema tome bi smanjenjem koliCine proteina LGN u
stanicama ocekivali skrac¢ivanje diobenog vretena zbog smanjene moguénosti stvaranja vucnih
sila s LGN kompleksa na membrani na astralne mikrotubule. Osim toga, pokazano je da
inhibicija vezanja proteina NUMA na mikrotubule dovodi do produljenja diobenog vretena.
Pretpostavlja se da do produljenja dolazi zbog toga §sto NuMA zajedno s kompleksom dineina
I dinaktina pozicionira kinezin Kif2a na polove gdje on depolimerizira mikrotubule. Osim toga,
moguce je da NuMA medusobnim interakcijama te interakcijama s mikrotubulima i drugim
proteinima stvara mehanicko ogranic¢enje koje sprjecava razdvajanje polova (Gaetz 1 Kapoor,
2004). Kako je pokazano da LGN moze djelovati kao inhibitor vezanja proteina NuMA za
mikrotubule, ocekivali bismo da ¢e utiSavanjem njegove ekspresije doéi do skracivanja
diobenog vretena. Dakle, prema dosadasnjim saznanjima tesko je objasniti zasto bi doslo do
produljenja diobenog vretena utiSavanjem ekspresije proteina LGN. Takoder, mora se naglasiti
da je to produljenje vrlo malo, no u svakom slucaju ne dolazi do skra¢enja diobenog vretena

Sto bi se prema literaturi ocekivalo.

Kiralnost diobenog vretena je njegovo novootkriveno svojstvo koje se o€ituje u ¢injenici da
vlakna mikrotubula u diobenom vretenu stvaraju blagu lijevu uzvojnicu ¢iji je prosjecni
helicitet -2 °/um (Novak i sur. 2017). Prema dosadasnjim pretpostavkama moguéi uzrok
heliciteta je okretni moment koji se stvara u samome vretenu najvjerojatnije zbog kretanja
motornih proteina koji se po mikrotubulima ne krecu ravno ve¢ zakre¢u na svojem putu
(Yajima i sur. 2008, Walker i sur. 1990, Bormuth i sur. 2012, Can i sur. 2014). Pokazano je da
inhibicijom motorne aktivnosti proteina Eg5 (koji takoder zakreée pri kretanju) dolazi do
znacajnog smanjenja heliciteta vlakana mikrotubula u stanicama (Novak 1 sur. 2017). Dakle,
na helicitet u diobenom vretenu ne bi trebale utjecati sile koje preko astralnih mikrotubula
djeluju na vreteno. To je pokazano tretmanom stanica latrunkulinom - tvari koja depolimerizira
aktinski korteks ¢ime se poremetilo stvaranje vucnih sila na astralne mikrotubule. Nakon
tretmana nije doSlo do statisti¢ki znac¢ajne promjene u helicitetu vlakana mikrotubula (Novak i
sur. 2017). Prema ovome, utiSavanje ekspresije proteina LGN takoder ne bi trebalo promijeniti
helicitet vlakana mikrotubula. Medutim, helicitet se znacajno smanjio u Zivim stanicama
tretiranim specificnom siRNA u odnosu na kontrolne Stanice tijekom 24 sata. Obzirom da
utiSavanje ekspresije proteina LGN uzrokuje promjene u velicini 1 arhitekturi diobenog vretena,

vjerojatno uklanjanje sila koje djeluju na astralne mikrotubule nije jedini u¢inak utiSavanja.

56



Zbog toga je moguce da do ovako neocekivanog rezultata dolazi zbog dodatne funkcije

proteina LGN koja joS nije opisana.

Sljedec¢i korak bio je utvrditi lokalizaciju motornog proteina Eg5 nakon utiSavanja ekspresije
proteina LGN. Osim $to je pokazano da Eg5 utjeCe na stvaranje heliciteta vlakana mikrotubula
u diobenom vretenu (Novak 1 sur. 2017), utvrdeno je i da sudjeluje u lokalizaciji proteina
NuMA na polovima diobenog vretena (Iwakiri i sur. 2013). Lokalizacija proteina Eg5 je u svim
ispitivanim stanicama bila normalna, tj. signal je prisutan duz mikrotubula, a poja¢ava se prema
polovima. Zanimljivo je da je tretman specificnom siRNA tijekom 48 sati uzrokovao statisticki
znacajno povecanje koliCine signala za protein Eg5 u odnosu na kontrolu te na tretman tijekom
24 sata. Osim ukupne koli¢ine signala, statisticki je znacajno povecana i srednja vrijednost
intenziteta signala, za razliku od signala za protein NuMA. Taj rezultat je takoder neobian
obzirom na to da inhibicija proteina Eg5 uzrokuje smanjenje heliciteta vlakana mikrotubula, a
utiSavanjem ekspresije proteina LGN se koli¢ina proteina Eg5 na vretenu povecava. Ipak,
koli¢ina signala za protein Eg5 nije znacajno porasla u tretmanu specificnom siRNA tijekom
24 sata u odnosu na kontrolu, a helicitet je mjeren samo na stanicama tretiranim tijekom 24
sata. Osim toga, veca koli¢ina proteina Eg5 ne mora nuzno znaciti 1 da je njegova ukupna

motorna aktivnost na vretenu pojacana.

Uzmemo li u obzir sve dobivene rezultate nakon utiSavanja ekspresije proteina LGN, moZemo
zakljuciti da vrlo vjerojatno protein LGN direktno ili indirektno utjece na sastavljanje i na
arhitekturu diobenog vretena, i to ne samo silama koje na vreteno djeluju preko astralnih
mikrotubula. Takoder, ¢ini se da u stanicama linije HeLa utjecaj na diobeno vreteno nije Samo
zbog vezanja proteina LGN na protein NuMA ¢ime se inhibira njegovo vezanje na mikrotubule.
Svakako su potrebna dodatna istrazivanja da bi se utvrdilo na koji na¢in LGN djeluje na
sastavljanje i arhitekturu diobenog vretena. Bilo bi korisno detaljnije ispitati s kojim proteinima
LGN stvara interakcije u stanicama 1 pomocu antitijela vece specificnosti pokusati bolje
odrediti njegovu lokalizaciju u stanicama u mitozi. Takoder, bilo bi korisno napravljene
eksperimente ponoviti na netumorskim stani¢nim linijama zbog toga §to tumorske stanice
imaju promijenjene brojne stani¢ne procese i vrlo su heterogene unutar iste linije (Pecorino,
2012). Takoder, mitoza je jako robustan proces 1 promjene u odredenim regulatornim faktorima
u tumorskim stanicama mogu nadvladati problem promjene ekspresije ili aktivnosti nekog

proteina (Waitzman i Rice, 2014).
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4.2. Djelovanje inhibitora motorne aktivnosti proteina Eg5 na lokalizaciju proteina
NuMA

Kako bi se utvrdio utjecaj motorne aktivnosti proteina Eg5 na protein NUMA u diobenom
vretenu ananalizirana je lokalizacija proteina NuMA imunofluorescencijom nakon djelovanja
inhibitora STLC 1 FCPT. Oba inhibitora su visoko specificna za inhibiciju motorne aktivnosti
proteina Eg5 (Kozielski 2015, Groen i sur. 2008). STLC inhibira motornu aktivnost proteina
Eg5 tako da alosterickim mehanizmom smanjuje njegov afinitet za mikrotubule i inhibira
njegovu ATP-aznu aktivnost (Waitzman i Rice, 2014). S druge strane, FCPT djeluje kao
kompetitivni inhibitor za ATP i ¢vrsto veze Eg5 za mikrotubule u diobenom vretenu (Groen i
sur. 2008). Pokazano je da Eg5 i NUMA imaju direktne interakcije te da je prisutnost Eg5, ali
ne i njegova motorna aktivnost potrebna za lokalizaciju proteina NUMA (lwakiri i sur. 2013).
Prema tome, ocekivano je da inhibitori motorne aktivnosti Eg5 nece utjecati na lokalizaciju
proteina NuMA 1 prema ocekivanjima uocena je lokalizacija proteina NuMA na polovima
diobenog vretena. Mjerenjem ukupne koli¢ine signala za protein NuMA u stanicama nije
uocena statisticki znacajna razlika medu tretmanima sa STLC, FCPT i kontrole. Postoji blago
smanjenje u koli¢ini signala proteina NUMA prilikom tretmana sa STLC, $to odgovara ¢injenici
da STLC smanjuje afinitet proteina Eg5 za mikrotubule. Ipak, uocena je razlika u izgledu
signala za protein NuMA. Cini se da iako u tretmanu sa STLC i FCPT NuMA dolazi na polove,
ovi inhibitori ipak utjecu na morfologiju polova u bipolarnom diobenom vretenu. U oba
tretmana polovi izgledaju jace fokusirani i viSe se istiCu unutar vretena. Osim toga ceSce se
uocava signal proteina NuMA na vanjskim mikrotubulima uz polove. Moguce je da postoji
utjecaj ovih inhibitora na druge proteine koji su vazni u formiranju polova te zbog toga ona
izgledaju jace fokusirana. Primjerice, za proteine TPX2 i y-tubulin je pokazano da se prilikom
tretmana s FCPT u vretenima iz ekstrakta jaja zabe uklanjaju s polova i dolaze u ekvatorijalnu
ravninu (Groen 1 sur. 2008). [ako tretman s oba inhibitora uzrokuje pojavu polova koji su jace
fokusirani, izgled signala proteina NuMA se medusobno razlikuje. Oba inhibitora su visoko
specificna za protein Eg5, ali imaju razli¢iti mehanizam djelovanja. Bilo bi zanimljivo utvrditi
zbog Cega dolazi do promjene oblika signala za protein NuMA djelovanjem FCPT i STLC te

ispitati koja je lokalizacija drugih proteina vaznih za formiranje polova u tim tretmanima.
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4.3. Optogeneti¢ki sustav za protein NUMA

Drugi cilj ovog diplomskog rada bio je razviti optogeneticki sustav za protein NuMA. Rezultati
aktivacije sustava ukazuju na to da sustav koji je razvijen funkcionira zato Sto paljenjem
aktivacijskog lasera dolazi do translokacije proteina NuMA-RFP-SspB na stani¢nu membranu,
dok u kontrolnom pokusu bez paljenja aktivacijskog lasera ne dolazi do translokacije. Ipak,
primijeceno je da jako mali udio ukupnog proteina NuMA-RFP-SspB odlazi na membranu
prilikom aktivacije sustava zbog Cega se ovaj sustav ne moze koristiti za ispitivanje utjecaja
uklanjanja vecine proteina NuMA s diobenog vretena U metafazi na njegovu arhitekturu.
Unato¢ tome, sustav bi mogao biti uspjesniji na nekoj drugoj stani¢noj liniji 1 bilo bi zanimljivo
ispitati njegovu uc¢inkovitost u netumorskim stanicama. Jedan od razloga zasto se NuMA tesko
uklanja s diobenog vretena u optogenetiCkom sustavu je njegova sporija dinamika izmjene s
proteinom NuMA otopljenim u citosolu jer sporija dinamika izmjene moze znaciti slabiju
efikasnost optogeneticki uvjetovane translokacije (Milas i sur. 2018). Prosje¢no vrijeme
izmjene citosolnog proteina NUMA i onoga na vretenu iznosi tri minute (Kisurina-Evgenieva i
sur. 2004). Uz to postoji frakcija proteina NUMA koja je tijekom mitoze jako ¢vrsto vezana za
diobeno vreteno i prakticki ne disocira s njega, a ona iznosi oko 20% ukupnog proteina NuMA
u stanici (Kisurina-Evgenieva i sur. 2004). Osim same dinamike proteina NuUMA koja sigurno
znacajno doprinosi slabijoj translokaciji na membranu u optogenetickom sustavu, moguce je
da se u ovom sustavu protein iLID veze za NuMA-RFP-SspB na vretenu. U ovome radu se
signal za protein iLID uocava na polovima diobenog vretena §to nije njegova normalna
lokalizacija (Okumura i sur. 2018). Moguce je da je u stanicama bila iznimno prekomjerna
ekspresija proteina iLID te je puno tog proteina ostalo otopljeno u citosolu jer se nije mogao
sav vezati na membranu. Tako je moguce da je kada je upaljeno aktivacijsko svjetlo doslo do
vezanja otopljenog proteina iLID na NuMA-RFP-SspB na polovima zbog prirodno slabe
disocijacije proteina NuMA-RFP-SspB s diobenog vretena i velikog afiniteta njegovog vezanja
s proteinom iLID. Na taj nain zadovoljen je veliki afinitet vezanja tih dvaju proteina bez
potrebe da protein NUMA-RFP-SspB prijede s vretena na membranu. Kako nije bilo moguce
uspostaviti optogeneticki sustav u stanicama koje nisu imale iznimno prekomjernu ekspresiju
proteina iLID (u takvim stanicama nije bila vidljiva ekspresija NUMA-RFP-SspB) nije bilo
moguce potvrditi ovu teoriju. Jo$ jedna zanimljiva pojava koja je uocCena jest porast intenziteta
signala proteina NUMA-RFP-SspB na polovima nakon aktivacije sustava ¢ak i nakon $to je dio

tog proteina preSao na membranu. To je rezultat fotokromatskog ponasanja (eng. photochromic
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behavior), sto je svojstvo crvenog fluorescentnog proteina. Nakon osvjetljavanja plavom ili
zutom svjetlo$¢u, intenzitet fluorescencije RFP-a poraste prilikom njegovog naknadnog

pobudivanja (Bindels i sur. 2016).

Idealan optogeneticki sustav je reverzibilan, Sto znaci da se prestankom paljenja aktivacijskog
svjetla, protein od interesa vrati na pocetno mjesto gdje se nalazio prije translokacije. Ipak, u
ovome radu nije uocen povratak proteina NuMA-RFP-SspB s membrane na polove vretena.
Smanjenje intenziteta signala na membrani je vjerojatno vise posljedica slabljenja
fluorescentnog signala nakon osvjetljavanja nego povratka proteina na polove, jer i 10 minuta
nakon gaSenja aktivacijskog svjetla jo§ uvijek mozemo uociti signal na membrani, a intenzitet
signala na polovima takoder vremenom opada. Moguci razlog zasto NuMA-RFP-SspB ostaje
na membrani unato¢ inaktivaciji sustava jest njegovo vezanje na protein LGN na stani¢nom
korteksu i stvaranje prirodno prisutnog LGN-kompleksa (di Pietro i sur. 2016). Na taj nacin,
iako je jako smanjen afinitet vezanja NuUMA-RFP-SspB na protein iLID koji je na membrani,
fuzijski protein ostaje na membrani zbog velikog afiniteta vezanja proteina NuMA i LGN. Ovu
teoriju bi trebalo dodatno potvrditi primjerice utiSavanjem ekspresije proteina LGN u

stanicama u kojima je aktiviran optogeneticki sustav.

Dakle, optogeneticki sustav za protein NuMA razvijen u ovom diplomskom radu funkcionira,
medutim zbog nedovoljne efikasnosti uklanjanja proteina NuMA s diobenog vretena i
izostanka reverzibilnosti tog procesa ogranicena je njegova primjena za daljnje eksperimente.
Potrebno je dodatno isprobati osjetljivost sustava na drugim stanicama, pogotovo na
netumorskim stani¢nim linijama i u drugim fazama mitoze. Ukoliko bi se u tim stanicama
aktivacijom sustava vecina fuzijskog proteina NuMA-RFP-SspB mogla translocirati s polova
vretena na membranu u stanicama u kojima je prethodno utiSana ekspresija endogenog proteina
NuMA, takav sustav bi bio mocan alat u istrazivanju funkcije proteina NUMA u diobenom
vretenu. To bi omogucilo direktno promatranje funkcije proteina u odredenoj fazi mitoze pri
¢emu je vreteno prvotno sastavljeno uz prisutnost proteina NuMA, za razliku od pokusa u

kojima se ekspresija proteina dugoro¢no utisava.

60



5. Zakljuéak

Na temelju dobivenih rezultata moze se zakljuciti da protein LGN najvjerojatnije ima dodatnu
funkciju tijekom mitoze koja jo$ nije opisana, a djeluje direktno na samom diobenom vretenu
ili indirektno utjecajem na druge proteine diobenog vretena. UtiSavanjem njegove ekspresije
dolazi do stvaranja slabije fokusiranih i multipolarnih vretena, blagog produljenja vretena,
smanjenja njegove kiralnosti te blagog povecanja ukupne koli¢ine proteina NuMA 1 Eg5 na
vretenu. Za ove promjene u stanici nakon utiSavanja ekspresije proteina LGN se ne moze
izricito tvrditi da su posljedica gubitka LGN kompleksa, a stvaranje tog kompleksa i njegovo
generiranje vucnih sila koje djeluju na astralne mikrotubule jedina je do sada dobro opisana
funkcija proteina LGN. Takoder, ovakav fenotip se ne moze objasniti ni teorijom iz literature

da LGN djeluje iskljuc¢ivo kao inhibitor vezanja proteina NuMA na mikrotubule u vretenu.

Protein NUMA nalazi se na polovima diobenog vretena i nakon inhibicije motorne aktivnosti
proteina Eg5 koji sudjeluje u njegovoj lokalizaciji. Ipak dolazi do promjene morfologije polova
djelovanjem inhibitora STLC-a i FCPT-a pri ¢emu polovi djeluju jage fokusirani. Prilikom svih
napravljenih perturbacija u stanici, lokalizacija proteina NUMA je ostala o¢uvana kao i polovi

diobenog vretena.

U ovome radu razvijen je i optogeneticki sustav za protein NuMA koji se pokazao
funkcionalnim zbog toga §to se protein NuMA fuzioniran s RFP-om i SspB-om uspio
translocirati na stani¢nu membranu aktivacijom sustava plavom svjetloS¢u. Ipak, ovaj
optogeneticki sustav u stani¢noj liniji HeLa sa stabilnom ekspresijom fuzijskog proteina PRC1-
GFP nije dovoljno efikasan da bi se mogla detaljnije utvrditi uloga proteina NUMA u
sastavljanju i arhitekturi diobenog vretena, jer nije ocito uklanjanje proteina s polova vretena.
Ukoliko bi se postigla bolja efikasnost sustava u drugoj stani¢noj liniji on bi mogao biti iznimno
mocan alat za precizno odredivanje funkcije proteina NuMA u diobenom vretenu tijekom
mitoze, promatranjem promjena u diobenom vretenu prilikom njegovog trenutnog uklanjanja

s polova.
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