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§ Sazetak vii

§ Sazetak

Mikrotubuli, cjevaste strukture koje se sastoje od proteina tubulina, dio su stani¢nog kostura,
odnosno citoskeleta. Mikrotubuli se neprestano sastavljaju i rastavljaju, Sto je fenomen poznat
kao dinamicka nestabilnost. Mikrotubuli su izrazito vazni u brojnim stani¢nim procesima,
posebice u stani¢noj diobi, ali su takoder vazni i1 za organizaciju stanice u interfazi. Dinamika
formiranja mikrotubula doprinosi unutarstani¢nom transportu organela i vezikula i odrzavanju
oblika stanice. Jedan od klju¢nih dogadaja u stani¢noj diobi je formiranje bipolarnog vretena,
slozene strukture sastavljene od mikrotubula koja omogucuje odvajanje kromosoma tijekom
mitoze u stanice kéeri. Razumijevanje dinamike formiranja mikrotubula temeljno je za
razotkrivanje mehanizama koji leze u osnovi sklapanja i funkcije vretena. U ovom je radu dan
kratki pregled procesa stani¢nog ciklusa te funkcije mikrotubula u pojedinim procesima.
Poseban je fokus stavljen na mitozu zbog izrazito vazne uloge mikrotubula u procesu diobe
stanica. Dodatno su istaknuti procesi uklju¢eni u nukleaciju, polimerizaciju i organizaciju
mikrotubula tijekom formiranja diobenog vretena, kao i1 regulatorni ¢imbenici koji upravljaju
dinamikom mikrotubula. Opisani su proteini povezani s mikrotubulima te je naglasen njihov
doprinos funkcioniranju diobenog vretena. Na kraju rada dan je kratak pregled organizacije
diobenog vretena i mehanizama kretanja kromosoma zbog toga Sto dinamika mikrotubula ima
znacajnu ulogu u tom procesu. Uvid u dinamicku prirodu mikrotubula i njihovu regulaciju
kljucni su za razumijevanje normalnih stani¢nih procesa, ali i greSaka, posebice mitotickih, koje
mogu pridonijeti razli¢itim bolesnim stanjima. Regulacija dinamike mikrotubula klju¢na je za
pravilno funkcioniranje stanica, a greske u regulaciji ovog procesa mogu imati znacajne

implikacije na stani¢énu homeostazu i ljudsko zdravlje.
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§ 1. Uvod 1

§1. UVOD

1.1. Citoskelet, stani¢ni ciklus i dinamika mikrotubula

1.1.1. Citoskelet

Citoskelet je sloZena i dinami¢na mreZa proteina unutar stanica koja stanici pruza strukturnu
potporu, olakSava unutarstani¢ni transport organela i vezikula te posreduje u stanicnoj
pokretljivosti. Citoskelet na taj nacin doprinosi ukupnoj organizaciji 1 funkciji stanica, a
sastavljen je od tri glavne komponente - mikrofilamenata, intermedijarnih filamenata i
mikrotubula.'

Mikrofilamenti, drugog naziva aktinski filamenti, najtanje su komponente citoskeleta te
imaju promjer od otprilike 7 nm. Sastoje se od polimeriziranih aktinskih podjedinica. Radi se o
izrazito dinami¢nim strukturama koje se konstantno sastavljaju i rastavljaju. Aktinski filamenti
izrazito su vazni za odredivanje oblika stanice, pokretljivost stanice te intracelularni transport.
Takoder, ukljudeni su i u procese citokineze, endocitoze i adhezije stanica.’

Intermedijarni filamenti osiguravaju strukturnu potporu stanica. Promjera su otprilike 10
nm i sastoje se od raznovrsnih proteina poput keratina, vimentina i lamina. Za razliku od ostalih
komponenti citoskeleta, intermedijarni filamenti nisu dinamicki i1 relativno su stabilni.
Doprinose strukturi jezgre, integritetu stanice i specificnim funkcijama pojedinih stanica koje
tvore tkiva. Uz to su izrazito vazni za odrzavanje samog oblika stanice, odolijevanje stanica
mehani¢kom stresu te za medusobnu adheziju stanica.’

Mikrotubuli, najve¢e komponente citoskeleta, sacinjeni su od Supljih cilindri¢nih struktura
koje ¢ine heterodimeri a- i B-tubulina.’ Mikrotubuli sudjeluju u brojnim procesima koji su nuzni
za stanice poput intracelularnog transporta i diobe stanica te su uz to vazni i za pokretljivost
stanica. Proteini vezani za mikrotubule (MAPs, eng. microtubule associated proteins)
reguliraju dinamiku proteina, njihovo sastavljanje te organizaciju u prostoru.*>

Dinamika citoskeleta strogo je regulirana kako bi se osigurala odgovarajuca funkcija
pojedine stanice. Brojni regulatorni mehanizmi koji ukljuuju raznovrsne signalne putove,
molekularne motore 1 post-translacijske modifikacije na razli¢ite nacine kontroliraju

organizaciju citoskeleta.’

Magda Topié¢ Zavr$ni rad



§ 1. Uvod 2

1.1.2. Stanicni ciklus

Stani¢ni ciklus eukariotskih stanica strogo je reguliran proces koji osigurava rast stanica kao i
to¢nu replikaciju genetickog materijala te diobu stanica. Sastoji se od nekoliko razli¢itih faza,
a svaku karakteriziraju specifi¢ni dogadaji 1 kontrolne tocke koje upravljaju napredovanjem u
sliedeéu fazu.?> Mikrotubuli igraju kljuénu ulogu u viSestrukim aspektima stani¢nog ciklusa,
ukljucujuéi replikaciju DNA, segregaciju kromosoma i citokinezu.®’ Faze stani¢nog ciklusa su
interfaza, koju ¢ine G1, G2 (eng. gap) 1 S faza (eng. synthesis) te mitoza koja se ¢esto naziva i
M fazom (eng. mitosis).> U interfazi dolazi do replikacije DNA te se stanica priprema za
stani¢nu diobu. Raspored faza stani¢nog ciklusa, kao i priblizni omjer trajanja svake od njih,

prikazan je na slici 1.

M FAZA

mitoza

G2 FAZA citokineza -

S FAZA G1 FAZA

Slika 1. Graficki prikaz stani¢nog ciklusa i faza koje €ine stani¢ni ciklus. Preuzeto i prilagodeno
prema referenci 2.

G1 faza pocetna je faza interfaze koja prethodi sintezi DNA. Ima presudnu ulogu u pripremi
stanice za replikaciju DNA i napredovanje u sljedece faze stani¢nog ciklusa. Osim svoje uloge
u napredovanju stani¢nog ciklusa, G1 faza takoder doprinosi formiranju i organizaciji
mikrotubula, ¢ime utjeCe na razliCite stani¢ne procese. G1 fazu karakterizira rast stanica,
aktivna sinteza proteina i pracenje vanjskih signala kako bi se osiguralo da su uvjeti za
napredovanje stani¢nog ciklusa povoljni. Trajanje G1 faze mozZe znacCajno varirati medu

razli¢itim tipovima stanica i ovisi o brojnim ¢imbenicima, ukljucujuéi veli€inu stanice, faktore
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§ 1. Uvod 3

rasta i1 regulatorne proteine stanicnog ciklusa. U kasnoj G1 fazi stanica prolazi kroz prvu
kontrolnu tocku stani¢nog ciklusa koja se kod kvasaca naziva START, dok se kod sisavaca
naziva restrikcijskom to¢kom. Stanica prolazi kroz navedenu kontrolnu tocku te je dopustena
replikacija DNA u sljedecoj fazi stani¢nog ciklusa ako su izvanstani¢ni uvjeti povoljni.> Dok
se formiranje i1 organizacija mikrotubula obi¢no povezuju sa sljede¢im fazama stani¢nog
ciklusa, neki dokazi upucuju na njihovu ukljucenost u procese Gl faze. Tijekom G1 faze,
mikrotubuli prolaze kroz reorganizaciju i tvore radijalnu strukturu oko jezgre. Ova mreza
radijalnih mikrotubula pruza stanici strukturnu potporu i stabilnost te je ukljuCena u procese
unutarstani¢nog transporta.® Centrosomi sluze kao glavni centri za organiziranje mikrotubula
(MTOC, eng. microtubule organising centres) u zivotinjskim stanicama i igraju klju¢nu ulogu
u nukleaciji i formaciji mikrotubula.>!° Osim toga, mikrotubuli doprinose napredovanju G1
faze tako da interagiraju s regulatornim proteinima stanicnog ciklusa. Poremecaj organizacije
mikrotubula u G1 fazi moze dovesti do defekata u napredovanju stani¢nog ciklusa i stani¢ne
diobe.!!

S faza slijedi nakon G1 faze i prethodi G2 fazi. Posvecena je sintezi DNA, tijekom koje se
genetski materijal duplicira kako bi se osiguralo da svaka stanica kéer dobije identi¢nu kopiju.
Replikacija DNA slozen je proces koji ukljucuje vise proteina, enzima i regulatornih ¢imbenika.
Napredovanje kroz S fazu je strogo regulirano kako bi se osigurala to¢na i potpuna replikacija
genoma. Kljuc¢ni regulatorni proteini, kao Sto su ciklini i kinaze ovisne o ciklinu (CDK, eng.
cyclin dependent kinases), upravljaju urednim napredovanjem kroz stanicni ciklus. Razine
ciklina fluktuiraju tijekom stani¢nog ciklusa kao $to je vidljivo na slici 2, a CDK su enzimi koji
postaju aktivni kada se vezu za svoje odgovarajuce cikline.? Prema slici 2, u svakoj od faza
stani¢nog ciklusa klju¢ni su odgovarajuéi ciklini koji su dobili naziv prema fazi u kojoj su
aktivni — G1/S-ciklini, S-ciklini 1 M-ciklini. Tijekom stani¢nog ciklusa mijenjaju se koncentracije
pojedinih ciklina, dok koncentracija CDK ostaje konstantna. Prilikom replikacije DNA postaje
aktivan kompleks S-ciklina i kinaza ovisnih o ciklinu, dok je u mitozi aktivan kompleks M-ciklina

1 CDK. Prijelaz iz metafaze u anafazu koji je opisan kasnije u tekstu pokre¢e kompleks APC/C.
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§ 1. Uvod 4

G,/S-ciklin S-ciklin M-ciklin
— : "
start ~. ‘ L G,/M L metafazno-anafazna tranzicija
“ ‘ . ciklin APC/C
G1/S-Cdk S-Cdk M-Cdk

Slika 2. Variranje koncentracija kompleksa ciklin-CDK tijekom stani¢nog ciklusa. Preuzeto i

prilagodeno prema referenci 2.

Mikrotubuli se uglavnom ne povezuju sa S fazom, koja je prvenstveno usmjerena na replikaciju
DNA. Medutim, nedavna istrazivanja pokazuju da mikrotubuli igraju bitnu ulogu u koordinaciji
replikacije DNA i olakSavanju pravilnog napredovanja kroz S fazu. Tijekom S faze, mikrotubuli
su ukljuceni u koordinaciju i regulaciju duplikacije centrosoma, koja je usko povezana s
replikacijom DNA. Duplikacija centrosoma dogada se uskladeno s replikacijom DNA kako bi
se osiguralo da svaka stanica kéer naslijedi kompletan skup centrosoma. Mikrotubuli koji
potjeCu iz centrosoma kljuni su za uspostavljanje bipolarnih vretena tijekom mitoze,
olaksavajuéi pravilnu segregaciju kromosoma.!® Nadalje, istrazivanja pokazuju da mikrotubuli
izravno stupaju u interakciju s kljuénim proteinima koji sudjeluju u replikaciji DNA i1
napredovanju S faze te da mikrotubuli doprinose detekciji greSaka u replikaciji DNA pri cemu
stanica ne moze pro¢i kroz odgovarajuce kontrolne tocke ako se primijeti pogreska.'>!3

G2 faza slijedi S fazu i prethodi stani¢noj diobi u M fazi. G2 je faza u kojoj se stanice
podvrgavaju daljnjoj pripremi za stani¢nu diobu. Osim svoje uloge u napredovanju stanicnog
ciklusa, G2 faza takoder igra znacajnu ulogu u formiranju i organizaciji mikrotubula. U G2 fazi
stanice osiguravaju da je replikacija DNA dovrSena to¢no i bez greSaka. Na kraju G2 faze,
stanica prolazi kroz G2/M kontrolnu toc¢ku prikazanu na slici 2 koja ne dopusta stanici da ude
u mitozu dok se genom potpuno i samo jednom ne udvostruci. Tako G2 faza sluzi kao vrijeme
za stanice da procijene osSteCenje DNA, poprave sve pogreske replikacije i pripreme se za
mitozu.? Ispravno napredovanje kroz G2 fazu kljuéno je za osiguranje vjerne segregacije

kromosoma 1 stani¢ne diobe. Kao §to je prethodno spomenuto, vaznu ulogu u regulaciji
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§ 1. Uvod 5

stani¢nog ciklusa imaju ciklini i kinaze ovisne o ciklinu. U G2 fazi, ciklin B se kombinira s
CDKI1 kako bi formirao aktivni kompleks MPF (eng. maturation-promoting factor), koji igra
klju¢nu ulogu u pokretanju mitoze. Aktivacija MPF-a pokre¢e razne dogadaje potrebne za
ulazak u mitozu.'*!* Tijekom G2 faze, mikrotubuli prolaze kroz zna¢ajnu reorganizaciju i igraju
kljuénu ulogu u pripremi za formiranje diobenog vretena i segregacije kromosoma u narednoj
M fazi. Takoder, pokazano je da su mikrotubuli u G2 fazi ukljuceni u regulaciju G2/M
kontrolne tocke stani¢nog ciklusa. Mikrotubuli mogu prenositi signale do regulatornog
mehanizma stani¢nog ciklusa, pridonose¢i pravilnom napredovanju kroz G2 fazu 1 kasnijem

ulasku u mitozu.'®!”

1.1.3. Mitoza

Mitoza je naziv za proces stani¢ne diobe koji osigurava tocnu distribuciju genetskog materijala

od roditeljske stanice do dviju stanica kéeri. Iako je jedna od faza stani¢nog ciklusa, i mitoza

ukljucuje niz razlic¢itih faza, gdje svaku &ine specifi¢ni dogadaji i regulatorni mehanizmi.?

Shema mitoze i faza koje ¢ine mitozu prikazana je na slici 3.

citokineza
mitoza

metafazno-anafazna tranzicija

interfaza profaza prometafaza metafaza anafaza telofaza

/<L S

7.\_ 7 \»,,* :&\\, (& \n,’\‘v,g,m., (sl \\., uk’ W
| ] /l\ \ h\%%,\ [l\ \\ I(\?—V/l\ [| /\\ ‘/\

\\ INTERFAZA

L !
replikacija DNA

Slika 3. Graficki prikaz klju¢nih dogadaja stani¢ne diobe. Preuzeto i prilagodeno prema

referenci 2.

Profaza je prva faza mitoze i oznaCava njezin pocetak. Radi se o dinami¢nom procesu kojeg
karakterizira znacCajna reorganizacija stanicnih komponenti. Tijekom profaze dogada se
nekoliko klju¢nih dogadaja za mitozu: formiranje kromosoma, raspad jezgrine ovojnice
(NEBD, eng. nuclear envelope breakdown) i odvajanje centrosoma.? Na po¢etku profaze dolazi
do kondenzacije kromatina pri ¢emu se formiraju kromosomi. Kondenzacija kromatina je
olakSana vezanjem razliCitih proteina na DNA, §to rezultira nastajanjem zbijenih struktura —

kromosoma. Jezgrina ovojnica, koja odvaja jezgru od citoplazme, raspada se tijekom profaze.
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§ 1. Uvod 6

Taj proces omogucuje interakciju mikrotubula s kondenziranim kromosomima, a olaksSava ga
fosforilacija proteina jezgrine ovojnice. Zatim se centrosomi, koji su se duplicirali tijekom S
faze stani¢nog ciklusa, vodeni motornim proteinima pomicu na suprotne polove stanice. Kako
se centrosomi odvajaju, dolazi do nukleacije mikrotubula iz svakog od njih te tako nastaje
bipolarno diobeno vreteno. Mikrotubuli nukleiraju iz svakog centrosoma, Sire¢i se prema
sredistu stanice i stupajuci u interakciju s kondenziranim kromosomima.'%!?

Prometafaza je prijelazna faza koja premosc¢uje profazu i metafazu. U prometafazi dolazi
do zavrSetka raspada jezgrine ovojnice, Sto dovodi do rasprSivanja komponenti jezgrine
ovojnice u citoplazmu.? Kako se jezgrina ovojnica rastavlja, mikrotubuli koji izlaze iz polova
vretena Sire se prema kondenziranim kromosomima. Mikrotubuli zatim stupaju u interakciju s
proteinskim kompleksima zvanim kinetohore, koji se okupljaju na centromernim regijama
kromosoma. Pri¢vrs¢ivanje mikrotubula na kinetohore klju¢no je za poravnavanje kromosoma
na metafaznoj ploci u sljedecoj fazi mitoze. Kinetohorni mikrotubuli brojnim silama djeluju na
kromosome, usmjeravaju¢i njihovo kretanje i poravnavanje. Ti su mikrotubuli dinamicki
izrazito nestabilni, kontinuirano rastu i smanjuju se, dok traze pravilno pri¢vrs¢ivanje za
kinetohore.?%!

Metafaza je faza mitoze koju karakterizira poravnavanje kromosoma na metafaznoj ploci,
ravnini koja se nalazi u srediStu diobenog vretena, tj. u srediStu stanice u mitozi. Ovo
uskladivanje je klju¢no za jednaku distribuciju genetskog materijala stanicama kéerima tijekom
sljede¢ih faza mitoze.>?* Pravilno formiranje i organizacija mikrotubula kljuéni su za
odrzavanje integriteta diobenog vretena i olakSavanje proravnanja kromosoma u ekvatorijalnu
ravninu vretena. Sile koje djeluju na mikrotubule pri¢vr§éene na kinetohore doprinose
pravilnom polozaju i rasporedu kromosoma. Stanica u metafazi prolazi kontrolnu tocku
diobenog vretena, odnosno SAC (eng. spindle assembly checkpoint), koja je kontrolna tocka
prijelaza iz metafaze u anafazu.?? Kontrolna to¢ka metafazno-anafazne tranzicije osigurava da
su svi kromosomi ispravno pri¢vrséeni na mikrotubule i poravnati u metafaznoj ploc¢i prije
pocetka anafaze. To radi tako da provjerava napetost na kinetohorama i odgada anafazu dok se
svi kromosomi pravilno ne poravnaju.’*?* APC/C (eng. Anaphase-Promoting
Complex/Cyclosome) veliki je proteinski kompleks koji djeluje kao E3-ubikvitin-ligaza, Sto
znaci da cilja specifi¢ne proteine za razgradnju pomocu proteasoma. Glavna funkcija APC/C-a
je osigurati pravilno napredovanje stani¢nog ciklusa. Jedna od najvaznijih uloga APC/C-a je

tijekom prijelaza iz metafaze u anafazu tijekom mitoze. Usmjeren je na proteine koji se trebaju
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§ 1. Uvod 7

razgraditi kako bi se sestrinske kromatide odvojile i pomaknule prema suprotnim polovima
stanice. Poticanjem razgradnje proteina poput sekurina i ciklina B, APC/C omogucuje
aktivaciju separaze kako bi se pokrenula anafaza.??>%6

Anafaza je faza mitoze koju karakterizira odvajanje sestrinskih kromatida 1 njihovo kretanje
prema suprotnim polovima stanice. Tijekom anafaze cijepaju se veze koje drze sestrinske
kromatide zajedno, poznate kao kohezini te tako dopustaju kromatidama da se odvoje. Kako
anafaza napreduje, odvojene kromatide pomicu se prema suprotnim polovima vretena. Ovo
kretanje pokre¢e depolimerizacija mikrotubula u blizini kinetohora i1 aktivnost motornih

proteina.’

Mikrotubuli kontinuirano depolimeriziraju na svojim krajevima kinetohora,
povlaceci kromosome prema polovima. Navedeno odvajanje olakSano je djelovanjem motornih
proteina kao Sto su dinein i kinezin, koji se kre¢u duz mikrotubula i pridonose silama povlacenja
kromosoma. Tijekom anafaze takoder dolazi do izduzivanja vretena kako se dva skupa
odvojenih kromosoma razmicu. Ovo produljenje je potaknuto klizanjem preklapajucih
mikrotubula u interpolarnoj regiji i kontinuiranom polimerizacijom mikrotubula iz polova
vretena. Dinami¢ko ponaSanje mikrotubula, ukljucujué¢i njithovu polimerizaciju 1
depolimerizaciju, omoguéuje produljenje i odrzavanje strukture vretena.”’

Telofaza je zavrSna faza mitoze koju karakterizira potpuno odvajanje kromosoma koji se
nalaze na suprotnim polovima stanice.> Dva skupa odvojenih kromosoma pocinju se
dekondenzirati, prelaze¢i iz svog visoko kondenziranog stanja u stanje rasprSenijeg kromatina.
Kako se kromosomi dekondenziraju, jezgrina ovojnica pocinje se reformirati oko svakog skupa
kromosoma na suprotnim polovima. Ovaj proces ukljucuje sastavljanje kompleksa nuklearnih
pora i regrutiranje komponenti nuklearne membrane. Mikrotubuli osiguravaju strukturni okvir
koji omoguéuje ponovno formiranje jezgrine ovojnice.”® Telofaza je ¢esto usko povezana s
inicijacijom citokineze, fizickim odvajanjem stanica koje nastaju tijekom mitoze. Tijekom tog
procesa, kontraktilni prsten sastavljen od aktinskih i1 miozinskih filamenata formira se na
ekvatoru stanice i suzava, $to dovodi do diobe citoplazme i kona¢nog nastajanja dviju zasebnih

stanica kéeri.2%3°
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§ 2. PRIKAZ ODABRANE TEME

2.1. Tubulin i dinamika formiranja mikrotubula

2.1.1. Tubulin i grada mikrotubula

Kao §to je prethodno u tekstu spomenuto, mikrotubuli su polimeri proteina tubulina. Tubulin je
zapravo heterodimer a-tubulina 1 B-tubulina. Podjedinice a-tubulina i B-tubulina imaju sli¢ne
ukupne strukture prikazane na slici 4. lako se radi o razli¢itim strukturama, one dijele gotovo
pola slijeda aminokiselina. Svaka podjedinica sastoji se od globularne domene, koja se naziva
tubulinski monomer, i nestrukturiranog C-terminalnog repa. Globularna domena i a-tubulina i
B-tubulina sadrzi vezno mjesto za GTP (gvanozin-trifosfat), koje igra klju¢nu ulogu u dinamici
mikrotubula. U slu¢aju a-tubulina, kad se GTP veze za vezno mjesto, koje se joS naziva 1 N
vezno mjesto, ne dolazi do hidrolize ni izmjene GTP-a pa se zbog toga GTP moZe smatrati
integralnim dijelom strukture a-tubulina. Kod B-tubulina dolazi do vezanja tubulina za E vezno
mjesto 1 hidrolize GTP-a u GDP (gvanozin-difosfat) te takoder moze do¢i do izmjene
nukleotida vezanih na B-tubulinu i onih u otopini.>*!Struktura a-tubulina i B-tubulina gotovo su
identi¢ne jer se oba monomera sastoje od jezgre koju Cine dvije B-ploce koje okruzuju a-
zavojnice. Kod pojedinog se monomera mogu izdvojiti tri glavna dijela: amino-terminalna
domena gdje se nalazi vezno mjesto za nukleotid, C-terminalna domena gdje bi se mogli vezati
motorni proteini 1 intermedijarna domena. Nukleotid koji se veze na N-terminalnoj domeni
takoder moze interagirati i s intermedijarnom domenom. Zanimljivo je da se u intermedijarnoj
domeni nalazi vezno mjesto za Taxol® — antitumorski lijek koji je poznat kao prva tvar koja
stabilizira mikrotubule koja je opisana u literaturi.’!*? Kao §to je vidljivo na slici 4,
protofilamenti mikrotubula nastaju tako da se naizmjeni¢no slazu, tj. uzduzno polimeriziraju o-
1 B-tubulin. Krajevi protofilamenata razlikuju se, onaj kraj na kojem se nalazi se a-tubulin

naziva se (—) kraj, dok je kraj na kojem se nalazi B-tubulin poznat kao (+) kraj.>!
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Slika 4. Graficki prikaz kristalne strukture o- i1 B-tubulina, heterodimera tubulina te
protofilamenta koji nastaje njihovim slaganjem na odgovaraju¢i nacin. Preuzeto 1 prilagodeno

prema referenci 2.

Mikrotubuli su Suplje cilindri¢ne strukture koje ¢ine prethodno spomenuti protofilamenti,
odnosno koje su sastavljene od heterodimera a-tubulina 1 B-tubulina rasporedenih od glave do
repa mikrotubula. Najcesce je pojedini mikrotubul sastavljen od 13 paralelnih protofilamenata,
koji tvore cjevastu strukturu vanjskog promjera od priblizno 25 nanometara.’ Grada

mikrotubula prikazana je na slici 5.

Slika 5. Graficki prikaz strukture mikrotubula. Preuzeto i prilagodeno prema referenci 2.

Zbog toga Sto se kod protofilamenata moze razlikovati (+) i (—) kraj, isto se moze kod
mikrotubula. Minus kraj je tipi¢no je povezan s centrima za organiziranje mikrotubula i sluzi
kao mjesto za nukleaciju mikrotubula.*’

Uzduznu polimerizaciju heterodimera tubulina pokre¢e hidroliza GTP-a vezanog za

podjedinicu B-tubulina. Nakon polimerizacije, GTP se hidrolizira u GDP, §to stabilizira reSetku
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mikrotubula. Medutim, hidroliza GTP-a nije sinkronizirana medu svim heterodimerima
tubulina unutar mikrotubula, §to dovodi do fenomena poznatog kao dinamicka nestabilnost.
Dinamicka nestabilnost omoguc¢uje mikrotubulima izmjenu izmedu faza rasta (polimerizacija)
1 skrac¢ivanja (depolimerizacija) kao odgovor na stani¢ne signale. Lateralna interakcija izmedu
protofilamenata unutar mikrotubula uglavnom je posredovana nekovalentnim vezama koje
ukljucuju specificne ostatke u a-tubulinu i1 B-tubulinu. Te interakcije doprinose stabilnosti i
krutosti strukture mikrotubula.*

2.1.2. Dinamika mikrotubula

Dinamika mikrotubula odnosi se na kontinuiranu polimerizaciju i depolimerizaciju podjedinica
tubulina na krajevima mikrotubula, $to omogucuje njihovo brzo preoblikovanje i reorganizaciju
unutar stanica. Dinamiku mikrotubula regulira nekoliko ¢imbenika, vezani nukleotid, povezane
proteine i stani¢ne signalne putove.’

Mikrotubuli su polarne strukture na kojima moZemo razlikovati plus i minus kraj. Ovi
krajevi pokazuju razli¢ita dinamicka ponaSanja. Plus krajevi prolaze kroz proces koji se naziva
dinamicka nestabilnost, karakteriziran fazama brze polimerizacije, odnosno rasta i nagle
depolimerizacije, koja se u literaturi C¢esto naziva katastrofom. Ovo ponasanje omogucuje
mikrotubulima da istrazuju unutarstani¢ni prostor, olakSavaju migraciju stanica i hvataju i
transportiraju razli¢ite stani¢ne komponente. Minus krajevi, s druge strane, pokazuju sporiju
dinamiku i ¢esto su povezani s centrima za organiziranje mikrotubula (MTOC).*?

Na dinamiku mikrotubula prvenstveno utjeCe stanje podjedinica tubulina vezanih za
nukleotide. Kada je vezan za GDP, heterodimer tubulina je u savijenoj konformaciji. Ta se
konformacija slabo uklapa u ravnu stijenku mikrotubula kojeg formiraju. Izmjena GTP-a u
njegovo aktivno mjesto izravnava dimer, olakSavajuci njegovu ugradnju na rastué¢em kraju
mikrotubula $to na kraju formira cjevasti zid mikrotubula. Dodatak dimera na kraju
protofilamenta dovrSava hidrolizni dzep, pokrecu¢i hidrolizu GTP-a u GDP. To omogucuje
dimeru da se vrati u savijenu konformaciju. ReSetka, tj. stijenka mikrotubula ograni¢ava dimer
da ostane ravan pa tako ostaje zarobljen u napetom, visokoenergetskom stanju. Oslobadanje te
energije napetosti zapravo je pokretacka sila depolimerizacije mikrotubula koji uglavnom
sadrze tubulinski heterodimer vezan za GDP. Povoljna energija vezanja GTP-tubulina na
reSetku pokreée polimerizaciju te je tubulin vezan za GTP tijekom formiranja mikrotubula.
podjedinice tubulina s vezanim GTP-om polimeriziraju na reSetku mikrotubula i pri tome

stabiliziraju strukturu ¢ak 1 ako se ona sastoji od GDP-tubulina. Medutim, tijekom vremena i
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GTP koji je vezan za B-tubulin hidrolizira u GDP. Tubulin vezan za GDP je manje stabilan i
skloniji depolimerizaciji, Sto dovodi do katastrofalnih dogadaja. Tubulin vezan za GTP takoder
se moZze razmjenjivati s tubulinom vezanim za GDP u procesu poznatom kao spasavanje, koji
omoguéuje ponovno pokretanje rasta mikrotubula.>** Polimerizacija i depolimerizacija

mikrotubula prikazane su na slici 6.

@
@
. @ o ®
‘..... o @ 000
! o%

...... o ‘..... ®
@Qqs 0® «<oo

: L )] Dop
l..... (.....
C.C... €%e0e)
€0000) €0e00,
‘..... ‘.....
bt LT €0e0s,

polimerizacija depolimerizacija

Slika 6. Graficki prikaz polimerizacije 1 depolimerizacije mikrotubula (crvena boja oznacava

da je za te podjedinice vezan GTP). Preuzeto i prilagodeno prema referenci 2.

Osim stanja vezanog za nukleotide, dinamika mikrotubula regulirana je raznolikim nizom
proteina. Mnogi proteini povezani s mikrotubulima (MAP) pomaZu organizirati rast
mikrotubula, posebice kod formiranja diobenog vretena Sto je objasnjeno kasnije u tekstu. U
skladu s tim, moze se razlikovati nekoliko klasa — proteini koji promicu i stabiliziraju
polimerizaciju mikrotubula, proteini koji destabiliziraju mikrotubule, proteini koji
funkcioniraju kao poveznica izmedu razli¢itih struktura i proteini s funkcijama povezanima s

pokretljivoséu.®®
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Nemotorni MAP-ovi su nepomicni proteini koji imaju doprinose nukleaciji i organizaciji
mikrotubula, utjecu na pokretljivost mikrotubula kao i na regulaciju kontrole stani¢nog
ciklusa.?” Suprotno tome, motorni proteini koriste kemijsku energiju oslobodenu hidrolizom
adenozin trifosfata (ATP) kako bi izvrSili aktivno usmjereno kretanje duz mikrotubula kroz
interakciju s tubulinom. Postoje dvije osnovne klase motora mikrotubula — motori koji se krecu
prema plus krajevima i motori koji se kre¢u prema minus krajevima mikrotubula. Motori koji
se kre¢u prema plus kraju mikrotubula nazivaju se kinezini, dok su dineini obitelj motornih
proteina koji se kreéu prema minus kraju mikrotubula i nisu povezani s kinezinima.? Ti su
motorni proteini izrazito vazni za strukturu i funkciju diobenog vretena te ¢e biti detaljnije
opisani dalje u tekstu.

Jedan od klju¢nih proteina za dinamiku mikrotubula, ¢ija je funkcija depolimerizacija
mikrotubula je statmin. Taj protein regulira dinamiku mikrotubula tako da ili potice
depolimerizaciju ili prevenira polimerizaciju tubulinskih podjedinica. Depolimerizirajuca
aktivnost stathmina u mikrotubulima se iskljucuje na pocetku mitoze fosforilacijom kako bi se
omogucila polimerizacija mikrotubula 1 sastavljanje diobenog vretena. Fosforilirani stathmin
mora se reaktivirati defosforilacijom prije nego Sto stanice izadu iz mitoze i udu u interfazu.
Ometanje funkcije stathmina prisilnom ekspresijom ili inhibicijom ekspresije rezultira
smanjenom stani¢nom proliferacijom i1 nakupljanjem stanica u G2/M fazi stani¢nog ciklusa.
Prisilna ekspresija stathmina dovodi do abnormalnosti ili potpunog nedostatka sklapanja
mitotickog vretena i zaustavljanja stanica u ranim fazama mitoze. 1z toga proizlazi da stathmin,
uz to Sto regulira stabilnost mikrotubula, takoder utjece na regulaciju mitoze, odnosno stani¢nog
ciklusa u cjelini.*®

Proteini povezani s mikrotubulima (MAP) iz obitelji MAP2/Tau najpoznatiji su po svojoj
aktivnosti stabilizacije mikrotubula. Najistrazeniji su MAP2, MAP4 i Tau zbog toga Sto se radi
o proteinima kraljeznjaka, ali poznato je postojanje 1 njihovih homologa u drugim Zivotinjama.
MAP2 i Tau nalaze se u neuronima, dok je MAP4 prisutan u mnogim drugim tkivima, ali ga
opc¢enito nema u neuronima. Uz stabilizaciju mikrotubula, pretpostavlja se i da reguliraju mreze
mikrotubula u aksonima 1 dendritima neurona. Noviji dokazi sugeriraju jos §iri raspon funkcija,
kao Sto je vezanje na filamentozni aktin, regrutiranje signalnih proteina i regulacija transporta
posredovanog mikrotubulima. Prou¢avanjem njihovih funkcija identificirane su razli¢ite kinaze

nize u signalnom putu te brojni proteini koji reguliraju aktivnost stabilizacije mikrotubula
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proteina obitelji MAP2/Tau §to ponovno potvrduje da se radi o kompleksnim procesima i
signalnim putovima od kojih su u ovom radu izdvojeni samo neki ¢imbenici.*’

Uz navedeno, razni stani¢ni signalni putovi takoder utjecu na dinamiku mikrotubula. Na
primjer, fosforilacija MAP-ova ili podjedinica tubulina moze utjecati na stabilnost mikrotubula
1 regulirati interakcije s drugim stani¢énim komponentama. Dodatno, posttranslacijske
modifikacije, poput acetilacije i detirozinacije podjedinica tubulina, mogu utjecati na dinamiku
i funkcije mikrotubula.*® Drugi znacajni proteini vezani za mikrotubule detaljnije su objasnjeni

dalje u tekstu nakon §to je objasnjena struktura diobenog vretena.

2.2. Diobeno vreteno i dinamika mikrotubula

2.2.1. Struktura i organizacija diobenog vretena

Diobeno vreteno slozena je i dinamic¢na struktura odgovorna za to¢nu segregaciju kromosoma
tijekom mitoze. Vreteno se formira se iz mikrotubula i neophodno je za osiguravanje vjerne
distribucije genetskog materijala do stanica kcéeri. Struktura i organizacija diobenog vretena
kljucni su za ispravno poravnavanje kromosoma, segregaciju kromosoma i diobu stanica.?
Diobeno vreteno bipolarna je struktura koja se sastoji od dvije glavne vrste mikrotubula:
kinetohornih mikrotubula i ne-kinetohornih mikrotubula. Kinetohorni mikrotubuli izlaze iz
polova vretena i pri¢vrSéuju se za kinetohore, specijalizirane proteinske komplekse na
centromerama kromosoma. Ne-kinetohorni mikrotubuli se ne pri¢vrs¢éuju za kinetohore, au ovu
skupinu spadaju astralni, polarni i interpolarni mikrotubuli. Astralni mikrotubuli protezu se od
polova vretena prema korteksu stanice i pomazu u postavljanju vretena unutar stanice. I polarni
1 interpolarni mikrotubuli prostiru se od jednog pola prema drugom i ne stupaju u interakciju s
kinetohorama. Polarni mikrotubuli imaju slobodan (+) kraj, dok se interpolarni mikrotubuli
preklapaju u srediSnjoj zoni vretena i medusobno interagiraju pa se zbog toga mogu nazivati i
preklapaju¢im (eng. overlap) mikrotubulima. Prilikom medusobne interakcije interpolarnih
mikrotubula dolazi do formiranja antiparalelnog preklopa.*! Shema diobenog vretena i njegovih

dijelova prikazana je na slici 7.

Tijekom mitoze, glavna uloga diobenog vretena je stvaranje sila koje poravnavaju
kromosome u ekvatorijalnoj ravnini i kasnije ih razdvajaju prema suprotnim polovima vretena.
Smatra se da sile koje djeluju na kinetohore uglavnom stvaraju kinetohorni mikrotubuli koji s

njima stupaju u interakciju. S druge strane, interpolarni mikrotubuli ne stupaju u interakciju s
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kinetohorama i njihove interakcije s k-vlaknima su slabe i postoje samo u blizini polova

vretena.*?

kinetohora kromosom  motorni proteini i
nemotorni proteini

centrosom

preklapajuci polarni  astralni

kinetohorni
mikrotubuli ne-kinetohorni mikrotubuli

Slika 7. Graficki prikaz diobenog vretena i osnovnih dijelova koji ¢ine diobeno vreteno.

Preuzeto i prilagodeno prema referenci 41.

Prema klasi¢nom pogledu na diobeno vreteno, izvoriSte gotovo svih sila u diobenom vretenu
trebali bi biti kinetohorni mikrotubuli. Prema tom tumacenju, ocekivalo bi se da se kinetohorni
mikrotubuli prostiru pravocrtno od centrosoma prema kinetohorama.*? Medutim, kod raznih
vrsta kinetohorni mikrotubuli su zaobljeni, a ne ravni.** Nedavne studije pokazale su da snop
preklapaju¢ih mikrotubula, nazvan premosnim vlaknima, uravnoteZuje napetost izmedu
sestrinskih kinetohora i podrzava zaobljeni oblik vretena.** Znagajno je da su premosna vlakna
formirana od antiparalelnih mikrotubula Sto sugerira da su premosna vlakna podskupina
interpolarnih mikrotubula. KoriStenjem eksperimenata laserskog rezanja, pokazalo se da ti

mikrotubuli premosc¢uju podru¢je izmedu sestrinskih kinetohora. Medusobno povezuju
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kinetohorne mikrotubule s oba pola koji su povezani s nekim parom sestrinskih kinetohora u

jedan mehanicki objekt (slika 8) koji moze izdrzati fizicke poremeéaje.**

kinetohora
kinetohorni mikrotubul

premosno vilakno

pol diobenog vretena

Slika 8. Graficki prikaz premosnog vlakna. Preuzeto i prilagodeno prema referenci 41.

Polovi vretena sluze kao organizacijski centri za nukleaciju mikrotubula (MTOCS) 1 bitni su za
formiranje vretena. Centrosom, zapravo glavno srediSte za organiziranje mikrotubula u
zivotinjskoj stanici, sastoji se od dva ortogonalna centriola okruZena amorfnom masom, koja
sadrzi proteine odgovorne za nukleaciju mikrotubula. Nakon duplikacije u interfazi, centrosomi
s izlaznim mikrotubulima pocinju okupljati bipolarno vreteno na pocetku mitoze. Iako se put
sastavljanja vretena razlikuje medu vrstama stanica, sva vretena dijele zajednicke strukturne
znacajke.* Polovi vretena sadrze proteinski kompleks nazvan kompleks y-tubulinskog prstena
(y-TuRC, eng. y-tubulin ring complex), koji sluzi kao obrazac za nukleaciju mikrotubula. y-
TuRC regrutira i aktivira y-tubulin, koji zauzvrat inicira polimerizaciju mikrotubula.*® Polovi
vretena takoder sadrze druge proteine, kao S$to su centrosomin i pericentrin, koji doprinose
organizaciji 1 stabilnosti vretena. Organizaciju diobenog vretena reguliraju razli¢iti ¢imbenici,

ukljucujuéi ve¢ spomenute proteine povezane s mikrotubulima (MAP-ove).*
2.2.2. Proteini diobenog vretena

Prethodno opisani proteini povezani s mikrotubulima, motorni i nemotorni, pomazu u
organizaciji diobenog vretena i omogucuju mu pravilno funkcioniranje. Neki od najvaznijih
proteina za dinamiku mikrotubula u diobenom vretenu su: dinein, kinezin-1, kinezin-5, kinezin-
4, kinezin-13, kinezin-8 1 protein regulator citokineze 1 (PCRI1, eng. protein regulator of

cytokinesis 1).2

Kao §to je ve¢ spomenuto, motori koji se kreu prema minus kraju mikrotubula, tj. na

polovima vretena nazivaju se dineinima. Dinein je veliki motorni proteinski kompleks
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sastavljen od viSe podjedinica. Dvije glavne klase dineina su citoplazmatski dinein i
aksonemski dinein. Citoplazmatski dinein je ukljuen u unutarstani¢ni transport, dok
aksonemalni dinein djeluje na pokretljivost trepetljika i flagela. Obje se klase sastoje od teskih
lanaca, medulanaca, lakih medulanaca i lakih lanaca, tvore¢i kompleks s vise podjedinica koji
pokrece kretanje dineina duz mikrotubula. Najobilniji oblik citoplazmatskog dineina je
citoplazmatski dinein-1 (u daljnjem tekstu dinein) koji pokrece kretanje prema minus krajevima
mikrotubula.*”*® Dineini su prvenstveno odgovorni za retrogradni transport, pomicanje tereta
prema tijelu stanice u eukariotskim stanicama. Oni prenose razliCite terete, ukljucujuci
membranske organele, endosome, lizosome i1 Cestice koje sadrze mRNA. U neuronima,
citoplazmatski dinein je klju¢an za retrogradni transport signalnih endosoma i drugih bitnih
komponenti od aksonskih zavrsetaka do tijela stanice.*” U mitozi, dinein je uklju¢en u kretanje
kromosoma prema polovima, organizaciju vretena, pozicioniranje vretena i utiSavanje SAC-a
(kontrolne tocke). Antiparalelne regije interpolarnih mikrotubula sadrze motorne proteine koji
mogu doprinijeti klizanju antiparalelnih mikrotubula. Nedavna in vitro istrazivanja otkrila su
da dinein, osim umrezavanja i vezivanja mikrotubula, doprinosi klizanju antiparalelnih
mikrotubula.’® Aktivnost dyneina je strogo regulirana kako bi se kontrolirao transport tereta i
osigurale pravilne stani¢ne funkcije. Regulacijski mehanizmi ukljuCuju posttranslacijske
modifikacije, interakcije s pomo¢nim proteinima i koordinaciju s drugim motornim proteinima.
Proteini povezani s dineinom, poput dinaktina, bitni su za modulaciju funkcije dineina i
reguliranju njegovo kretanje duz mikrotubula.’! Pokazano je da dinein i kinezin-5 generiraju
suprotne sile na antiparalelne mikrotubule tijekom bipolarizacije vretena te se smatra ta je

kombinacija ovih sila izrazito bitna za formiranje bipolarnog vretena.>

Kinezin-1, takoder poznat kao konvencionalni kinezin ili teski lanac kinezina (KIF5), dobro
je proucen ¢lan nadobitelji kinezina motornih proteina. Kinezin-1 prvi je put identificiran ranih
1980-ih kao motorni protein baziran na mikrotubulima odgovoran za anterogradni transport u
aksonima i drugim stani¢nim procesima. Kinezin-1 motorni je protein koji se sastoji od vise
podjedinica: od dva teSka lanca i dva laka lanca. Svaki teski lanac sastoji se od razli¢itih domena
sa specificnim funkcijama. N-terminalna globularna motorna domena zasluzna je za aktivnost
ATPaze, klju¢nu za hidrolizu ATP-a i stvaranje sile potrebne za kretanje duz mikrotubula.
Domena na C-kraju veZe se za lake lance i adaptere tereta, omogucujuéi kinezinu-1 transport
Sirokog spektra stani¢nih tereta. Kinezin-1 primarno funkcionira u anterogradnom transportu,

pomicuci teret iz tijela stanice prema aksonskim ili dendritskim vrhovima u neuronima. Ima

Magda Topié¢ Zavr$ni rad



§ 2. Prikaz odabrane teme 17

kljuénu ulogu u isporuci membranskih organela, vezikula i drugih stani¢nih komponenti
potrebnih za rast stanica, formiranje sinapsi i neurotransmisiju u neuronima.>® Osim toga,
kinezin-1 je ukljuCen u razne druge stani¢ne procese izvan neuronskog transporta. Ukljucen je
u transport vezikula, mitohondrija, endosoma i lizosoma izvedenih iz Golgijevog sustava,
pridonosec¢i stani¢noj homeostazi i distribuciji bitnih stani¢nih komponenti. Takoder je uoceno
da kinezin-1 sudjeluje u sklapanju mitotskog vretena, poravnanju kromosoma i citokinezi
tijekom stani¢ne diobe. Aktivnost kinezina-1 je strogo regulirana kako bi se osigurala precizna
kontrola nad prijevozom tereta. Regulacijski mehanizmi ukljuCuju posttranslacijske

modifikacije, interakcije s proteinima povezanim s kinezinom i modulaciju hidrolize ATP-a.>*

U vecini eukariotskih stanica, smatra se da kinezin-5 ima veliku vaznost u relativnom
klizanju i sortiranju mikrotubula mitotskog vretena.”> Kinezin-5, kao i skoro svi kinezini,
motorni je protein usmjeren prema (+) kraju mikrotubula. Pokazano je kako moze razdvojiti
antiparalelne mikrotubule i umreziti paralelne bez njihovog medusobnog klizanja. Takoder,
pokazano je da sile koje stvara kinezin-5 skaliraju ovisno o duljini preklapanja mikrotubula,
kako sile guranja tako i sile kodenja.>> Eg5, jedan od prvih poznatih mitotickih motornih
proteina, ¢lan je obitelji kinezin-5. Kinesin-5 motori klju¢ni su za generiranje sila za odvajanje

polova vretena i formiranje bipolarnog mitoti¢kog vretena.>®

Jedan od kinezina koji je najznacajniji u srediSnjoj zoni vretena sigurno je ¢lan obitelji
kinezin-4 — Kif4A. Ovaj kinezin bio je prvi kinezin za koji je uoceno da se povezuje s mitotskim
kromosomima, pa je stoga nazvan kromokinezin.>’ Kao i ostali kinezini, Kif4A se kreée prema
plus krajevima mikrotubula, ali nakon agregacije na plus kraju, Kif4A smanjuje polimerizaciju
i depolimerizaciju mikrotubula.®® Na pocetku anafaze, Kif4A je takoder lokaliziran u
srediSnjem dijelu vretena te se smatra da je osobito vazan za regulaciju formiranja tog dijela

diobenog vretena.’’

Za razliku od drugih kinezina, obitelj kinezina-13 jedinstvena je skupina motorickih
proteina koji nisu pokretni, tj. obitelj kinezina-13 ne koristi energiju hidrolize ATP-a za kretanje
u smjeru duz mikrotubula. Kada se vezu i za (+) i (—) kraj mikrotubula, ¢lanovi obitelji kinezin-
13 poticu destabilizaciju mikrotubula depolimerizacijom podjedinica. Porodica kinezina-13
ima jednu od integralnih uloga u regulaciji dinamike mikrotubula. Opsezno proucavan ¢lan
obitelji je kinezin povezan s mitotickim centromerom (MCAK). Mehanizam kako kinezini-13

depolimeriziraju mikrotubule jo§ nije u potpunosti razjasnjen, ali poznato je da uz reakciju
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hidrolize ATP-a dolazi do kataliticke depolimerizacije mikrotubula pri ¢emu se ubrzava
disocijacija tubulina s oba kraja mikrotubula.>**

Motorni proteini igraju vaznu ulogu u formiranju mitotskog vretena, kontroliranjem
stabilnosti pojedina¢nih mikrotubula ili umrezavanjem i razdvajanjem susjednih mikrotubula.
Motori iz obitelji kinezin-8 glavni su regulatori koji kontroliraju dinamiku mikrotubula, koji
mogu koristiti aktivnosti koje dovode do skupljanja kromosoma Jedan od motora kinezina-8,
Kifl8A, translocira se u smjeru duz mikrotubula i depolimerizira stabilne plus-krajeve

mikrotubula.®! Za razliku od drugih kinezina, istrazivanja pokazuju da kinezin-8 ima dvostruku

funkciju, i pokretnu i depolimerizirajuéu ulogu.®?

Proteinski regulator citokineze 1 (PRC1) visoko je ocuvani MAP, nemotorni koji djeluje
tako da pasivno popre¢no povezuje antiparalelne mikrotubule.®® Pokazano je kako je lokaliziran
na antiparalelnim mikrotubulima srediSnje zone vretena. Njegov afinitet za vezanje na
mikrotubule reguliran je dogadajima fosforilacije i defosforilacije. Kada se fosforilira, PRCI
se moze vezati za mikrotubule, ali ih ne moZe unakrsno povezati. Nakon defosforilacije, PRC1

spaja susjedne mikrotubule i stabilizira prethodno formirana antiparalelna preklapanja.®*
2.2.3. Mehanizmi kretanja kromosoma

Za kretanje i pozicioniranje kromosoma unutar vretena potrebno je stvaranje sila i koordinirano
djelovanje razli¢itih molekularnih mehanizama. Mehanizmi stvaranja sile 1 kretanja
kromosoma ukljucuju koordinirano djelovanje motornih proteina, mikrotubula i proteina
povezanih s kromosomima. Ovi mehanizmi osiguravaju ispravno pri¢vrs¢ivanje, poravnanje i
kretanje kromosoma unutar diobenog vretena, pridonoseéi to¢noj segregaciji kromosoma.*>%
Brojni mehanizmi kretanja i pozicioniranja kromosoma povezani su s prethodno opisanim
proteinima vezanim za mikrotubule, i motornim i ne-motornim. Proteini povezani s
kromosomima, kao S§to su proteini kinetohore, takoder su vazni u stvaranju sile i kretanju
kromosoma tijekom formiranja vretena. Kompleks Ndc80, klju¢na komponenta kinetohora,
stupa u interakciju s mikrotubulima i potic¢e njihovo vezivanje za kinetohoru. Kompleks se
sastoji od cCetiri podjedinice: Ndc80, Nuf2, Spc24 i Spc25. Ndc80 sluzi kao srediSnja
komponenta i1 izravno komunicira s mikrotubulima, dok ostale podjedinice stabiliziraju
kompleks i reguliraju njegovu funkciju. Kompleks Ndc80 tvori duge, fleksibilne Stapice koji se
protezu od kinetohora i vezu se za mikrotubule, olakSavajuéi pri¢vrs¢ivanje i kretanje

kromosoma. Takoder doprinosi stvaranju sila za kretanje kromosoma. Kompleks Ndc80 djeluje
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kao molekularna spojka koja pretvara sile depolimerizacije mikrotubula u usmjereno gibanje,
omoguéujuéi kromosomima da se kre¢u prema polovima.?!

Mehanizmi za hvatanje 1 kongresiju kromosoma osiguravaju pravilno poravnanje
kromosoma unutar vretena. Proces hvatanja ukljucuje pocetno pri¢vrs¢ivanje mikrotubula na
kinetohore, dok se kongresija odnosi na kretanje kromosoma prema metafaznoj plo¢i. To¢an
nacin formiranja mikrotubula u prometafazi i njihovog povezivanja s kinetohorama jos uvijek
se pitanje brojnih znanstvenih rasprava, ali najbolje je istrazen mehanizam ,,search-and-
capture®. Prema tom mehanizmu, mikrotubuli nukleiraju iz pola vretena prema sredistu i kada
dode do interakcije izmedu kinetohore i mikrotubula, dolazi do stabilizacije 1 daljnjeg
pri¢vriéivanja. Ovaj proces osigurava da je svaki kromosom uhvacen i ispravno poravnat.®

Polarne sile izbacaja doprinose kretanju i poravnavanju kromosoma tijekom formiranja
vretena. Te sile djeluju na kromosome, gurajuci ih od polova vretena prema metafaznoj ploci.
Smatra se da dinamika mikrotubula, poput polimerizacije i depolimerizacije, u sredi$njoj zoni
vretena stvara te sile. Polarne sile izbacaja posredovane su motornim proteinima i dinamikom
mikrotubula. Dineinski i kinezinski motori, zajedno s dinamikom mikrotubula, doprinose
uspostavi 1 odrzavanju tih sila. Koordinirano djelovanje tih sila pomaze pravilnom

pozicioniranju kromosoma unutar vretena.*

2.3. Zakljuéak

Proucavanje dinamike mikrotubula pruza dragocjene uvide u kompleksnu i dinami¢nu prirodu
ovih citoskeletnih struktura. Kroz razumijevanje sklapanja, nestabilnosti i1 regulacije
mikrotubula, ocita postaje njihova klju¢nu uloga u stani¢nim procesima. Cilj ovog rada bio je
sazeti kljucne spoznaje vezane uz dinamiku formiranja mikrotubula.

Za razumijevanja funkcije mikrotubula, nuzno je poznavanje stani¢nog ciklusa i strukture
stanica. Mikrotubuli su sastavni dio citoskeleta i vazni su za brojne dogadaje u stanicnom
ciklusu, prvenstveno u procesima stani¢ne diobe i mitoze. Oni su odgovorni za formiranje
diobenog vretena, tocnu segregaciju kromosoma, aktivaciju kontrolne tocke vretena, citokinezu
1 odrzavanje oblika stanica. Dinamicka priroda i regulacija mikrotubula klju¢ni su za
osiguravanje vjernosti stani¢ne diobe i pravilne distribucije genetskog materijala stanicama
kéerima. U procesu sastavljanja mikrotubula najvaznija je uloga heterodimera o- i B-tubulina
koji polimerizira i tako tvori Suplju cilindri¢nu strukturu mikrotubula. Energetski povoljno

sklapanje mikrotubula je olakSano hidrolizom GTP-a u GDP, $to utjece na stabilnost i rast
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mikrotubula. Dinamicka nestabilnost mikrotubula ukljucuje faze brzog rasta ili polimerizacije,
pracene naglim skra¢ivanjem ili depolimerizacijom. Prijelaz iz faze rasta u fazu smanjivanja,
poznat kao katastrofa, pod utjecajem je brojnih ¢imbenika, nukleotida vezanih za podjedinicu
tubulina, proteina povezanih s mikrotubulima (MAP) i stanicnog signalnog puta. Dinamicka
nestabilnost mikrotubula omogucuje im organizaciju u unutarstanicnom prostoru prema
potrebama stanice i sudjelovanje u unutarstani¢nom transportu. Proteini povezani s
mikrotubulima glavni su regulatori dinamike mikrotubula. MAP-ovi mogu modulirati
stabilnost mikrotubula, poticati ili inhibirati rast, regulirati katastrofe i dogadaje spasavanja te
posredovati u interakcijama s drugim stani¢nim komponentama. Razli¢ite funkcije MAP-ova
naglaSavaju njihovu vaznost u orkestriranju dinamike mikrotubula i stani¢nih procesa.

Razumijevanje dinamike mikrotubula ima Siroke implikacije u raznim podrucjima
biokemije, biologije i drugih srodnih znanosti. U neurobiologiji, dinamika mikrotubula klju¢na
je za razvoj neurona, unutarstanicni transport i sinapticku plasti¢nost. Greske u regulaciji
dinamike mikrotubula povezane su s neurodegenerativnim poremecajima, Sto naglasava
vaznost daljnjih istrazivanja u ovom podrucju. U biologiji raka, potencijalne greske u dinamici
mikrotubula mogu poremetiti diobu stanica i pospjeSiti progresiju tumora. Zbog toga
kontinuirano istrazivanje dinamike mikrotubula ima veliki potencijal u otkrivanju temeljnih
mehanizama pojedinih bolesti, kao 1 u identificiranju novih terapijskih ciljeva i razvoj
intervencija za iste.

Proucavanje dinamike mikrotubula polako omogucava nam daljnje otkrivanje mehanizama
koji leze u osnovi njihovog sastavljanja, nestabilnosti i regulacije. Dinamika formiranja
mikrotubula predstavlja zamrSen sustav koji je u osnovi temeljnih stani¢nih procesa.
Razja$njavanjem mehanizama koji upravljaju sastavljanjem, nestabilno$¢u i1 regulacijom
mikrotubula, stjecemo dublje razumijevanje stanica i procesa koji se u njima konstantno

odvijaju kako bi mogle funkcionirati.
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