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Sazetak

Stani¢na dioba je esencijalni proces kontinuiteta zivota. Tokom stani¢ne diobe formira se
diobeno vreteno koje je odgovorno za ispravnu podjelu genetskog materijala na novonastale
stanice kcéeri. Diobeno vreteno kao aktivan element mitoze sadrzi mikrotubule, motorne
proteine te razliCite dodatne proteine ¢ija je uloga klju¢na u samom formiranju diobenog
vretena kao i pravilnom pozicioniranju kromosoma koje rezultira uspjeSnom podjelom
genetskog materijala. Spomenuti elementi generiraju sile, koje ¢e se koristiti za opisivanje
mehanizma poravnanja kromosoma na ekvatorijalnoj ravnini diobenog vretena. U ovom
diplomskom radu proucavan je model koji razmatra sile interakcije kinetohornih 1 premosnih
mikrotubula, gdje su premosni mikrotubuli definirani kao mikrotubuli koji se protezu izmedu
sestrinskih kinetohora. Dodatne sile koje su proucavane ukljucuju sile generirane od strane
motornih proteina 1 pasivnih vezivnih proteina na podrucjima antiparalelnih, odnosno
paralelnih preklapanja premosnih 1 kinetohornih vlakana, interakciju kinetohora s

mikrotubulima te ravnotezne sile izmedu sestrinskih kinetohora.



Study of the forces responsible for the positioning of

chromosomes during human cell division

Abstract

Cell division is an essential process of life continuity. During cell division, a mitotic spindle is
formed, which is responsible for the correct division of genetic material into newly formed
daughter cells. The spindle, as an active element of mitosis, contains microtubules, motor
proteins and various additional proteins whose role is crucial in the formation of the spindle
itself, as well as in the proper positioning of chromosomes, which results in the successful
division of genetic material. The mentioned elements generate forces, which will be used to
describe the mechanism of chromosome alignment on the equatorial plane of the mitotic
spindle. In this thesis we use a model that considers the interaction forces of kinetochore and
bridging microtubules, where bridging microtubules are defined as microtubules that extend
between sister kinetochores. Additional forces that were studied include forces generated by
motor proteins and passive crosslinkers at the areas of antiparallel and parallel overlaps of
bridging and kinetochore fibers, kinetochore interaction with microtubules, and equilibrium

forces between sister kinetochores.
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1. Uvod

Kontinuitet Zivota ovisi o stani¢noj proliferaciji te klju¢no o pravilnoj podjeli kromosoma koja
je posredovana diobenim vretenom satkanim od mikrotubula te brojnih pripadnih esencijalnih
proteina. Tijekom metafaze kromosomi se gibaju sve do poravnanja na ekvatorijalnoj ravnini.
Pravilnim poravnanjem kromosoma na ekvatorijalnoj ravnini diobenog vretena posljedi¢no
dolazi do nastanka dvije stanice kéeri od kojih svaka zadrzava isti genetski materijal upakiran
u kromosome. Neuspjelo poravnanje dovodi do odgode ili prekida mitoze koje je regulirano
kontrolnom tockom diobenog vretena (eng. spindle assembly checkpoint, SAC). Ako se
polozaj ne ispravi, stanice mogu slijediti nekoliko nepovoljnih scenarija. Moze do¢i do
stani¢ne smrti, ali mogu 1 pretrpjeti razliCite vrste abnormalnosti §to dovodi do stvaranja
aneuploidnog potomstva [1]. Ipak, potpuno shvacanje ovog fundamentalnog procesa jo$

uvijek nedostaje te pruza jaku bioloSku motivaciju za proucavanje.

Kako bi se $to bolje shvatio mehanizam poravnanja kromosoma na ekvatorijalnoj
ravnini diobenog vretena nuzno je sagledati aktivne elemente mitoze te njihove interakcije,
odnosno sile kojima djeluju kroz ovaj proces. Gibanje kromosoma koje vodi do poravnanja,
vodeno je silama kinetohornih mikrotubula koje vuku kinetohore prema pripadnim polovima
diobenog vretena te polarnom silom izbacaja vrSenom od strane ne-kinetohornih mikrotubula
koji guraju ruke kromosoma od pripadnih polova [2]. Uloge spomenutih sila pri gibanju
kromosoma su istrazene u brojnim teorijskim studijima [3]. Glavni mehanizam poravnanja
kromosoma u takvim modelima temeljen je na polarnim silama izbacaja koje imaju
centrirajuci efekt na kromosome s obzirom da opadaju s udaljeno$¢u od pola diobenog vretena
[4]. Takvi modeli nisu dali potpunu sliku sila koje djeluju na kromosome, stoga je fokus ovog

rada na interakciji izmedu premosnih 1 kinetohornih vlakana.

U ovom diplomskom radu proucavan je flux-driven centering model koji se oslanja na
mehanizam centriranja prou¢avan u nedavnom radu [5]. Model koji je predlozen u
diplomskom radu proucava kinetohorno vlakno opisano realistiénim brojem mikrotubula, koji
u ljudskim stanicama moze varirati od 5-20, dok je u navedenom radu samo jedan mikrotubul

saCinjavao kinetohorno vlakno. Mehanizam centriranja temeljen je na silama na kinetohore



generiranim u preklapanjima kinetohornih vlakna i premosnih vlakana, a koje koje ovise o
duljini preklapanja spomenutih vlakana. Model je proSiren na nacin da je razmatran utjecaj
realisticnog broja mikrotubula koji sacinjavaju kinetohorna vlakna kod ljudskih stanica na

preciznost i brzinu centriranja kromosoma.

1.1  Stanicni ciklus

Najosnovnija funkcija stanicnog ciklusa je udvostrucenja i podjele genetskog materijala, a
takva se podjela u kulturama ljudskih stanica dogodi otprilike svaka 24h [6]. Stani¢ni ciklus
dijelimo na Cetiri faze: G1 (G od engl. gap), S (S od engl. DNA synthesis), G2 te M faza (M
od engl. mitosis). Stanica 95% svog ciklusa provodi u interfazi, gdje se tokom S faze DNK
replicira, a tokom G-faza stanica raste te se sprema za sljedecu fazu, posebno u G2 se

sintetiziraju proteini potrebni za mitozu.

U M fazi dolazi do segregacije kromosoma 1 stani¢ne diobe a sam proces traje manje
od sat vremena. Mitoza zapoc€inje kondenzacijom DNK (profaza), nuklearna ovojnica kao i
stani¢ni mikrotubuli se potom razgraduju (prometafaza) te krece reorganizacija stanice u
diobeno vreteno. Diobeno vreteno se sastoji od mikrotubula, kromosoma i raznih pomo¢nih
proteina [7]. Centrosomi koji se nalaze na suprotnim polovima vretena generiraju nove
mikrotubule koji interagiraju dajuci specifian oblik vretenu Sto je vidljivo na slici 1.1, te
preko kinetohora hvataju replicirane kromosome, od kojih se svaki sastoji od para sestrinskih

kromatida.



Slika 1.1: Mikroskopska slika diobenog vretena za vrijeme metafaze. Mikrotubuli (zelena boja) se
protezu od dva pola prema periferiji i prema kromosomima (plava boja) s kojima su povezani preko
kinetohora (ruzicasta boja). Preuzeto s Wikipedie.

Zahvaljujuéi dinamickim svojstvima mikrotubula, kromosomi se poravnavaju na
ekvatorijalnoj ravnini diobenog vretena u metafazi $to je ujedno i obiljeZje mitoze te je vazno
za pravilan zavrSetak mitoze [8]. Razdvajanje sestrinskih kromatida dogada se u anafazi,
tijekom koje se one gibaju djelovanjem motornih proteina i depolimerizacijom mikrotubula
prema suprotnim polovima vretena S§to ujedno i produljuje stanicu. U telofazi dolazi do
razgradnje diobenog vretena, formiraju se dvije nove jezgre, po jedna za svaki set kromosoma
kao 1 ostali stani¢ni organeli, a kromosomi se dekondenziraju. Opcenito podjela cijele stanice
se jos naziva citokineza (engl. citoplasmic division). Kao rezultat nastaju dvije stanice kceri s
jednakim genetskim materijalom koje su spremne za svoj vlastiti stani¢ni ciklus. Primjer

stani¢nog ciklusa prikazan je na slici 1.2 [15].
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Slika 1.2: Shema stani¢nog ciklusa s naglaskom na mitozu i citokinezu, koji zajedno ¢ine M fazu.
Vidljivo je svih pet faza mitoze: profaza (kondenzacija DNK), prometafaza (reorganizacije stanice u
diobeno vreteno), metafaza (poravnanje koromosoma na ekvatorijalnoj ravnini diobenog vretena),
anafaza (razdvajanje sestrinskih kromatida) i telofaza (dekondenzacija kromosoma, formiranje jezgrine
ovojnice). Nagla promjena biokemijskog stanja stanice dogada se na prijelazu iz metafaze u anafazu
[15].

1.2  Mikrotubuli

Stanice su organizirane i oblikovane pomocu niza tankih bjelancevinastih cjevc€ica i vlakana
koje zajedniCki nazivamo citoskelet. Istaknute su 3 skupine filamenata: aktinski filamenti,

intermedijalna vlakna i mikrotubuli.

Treca glavna komponenta citoskeleta, mikrotubuli, mogu se opisati kao krute, Suplje
cjevCice vanjskog promjera oko 25 nm, te ih upravo taj oblik ¢ini anizotropnima. Iako su
kruti, mogu se malo savijati i slabo se rastezu pod utjecajem vu¢nih sila u smjeru protezanja.
Velika cvrsto¢a (tr1 reda veli¢ine veca nego kod aktina) im daje veliku postojanost 1
sposobnost da zadrze svoj oblik. Nadalje, i mozda jo§ vaznije, krutost mikrotubula na
savijanje omogucuje im da zadrZe odredeni smjer preko cijele stanice ili barem njenog velikog

dijela [25].

Mikrotubuli su dinamicke strukture koje neprestano rastu ili se skrac¢uju, odnosno
polimeriziraju 1 depolimeriziraju unutar stanice. Oni imaju ulogu u nizu stani¢nih kretanja,
ukljucuju¢i neke vrste stani¢ne pokretljivosti, unutarstanicno kretanje organela i diobu
kromosoma tijekom mitoze, uz odredivanje oblika stanice. Zahvaljuju¢i svojoj gradi

mikrotubuli imaju svojstvo dinamicke polarnosti. Samo jedna vrsta globularnog proteina,



poznata kao tubulin, u polimernoj formi gradi mikrotubule. Dva polipeptida a-tubulin 1 -
tubulin snazno se vezu nekovalentnim vezama u dimer. Treé¢i oblik tubulina, poznat kao y-
tubulin, lokaliziran na centrosomu, neophodan je za sintezu mikrotubula. Dimeri tubulina se
polimeriziraju te formiraju specifi¢nu cilindri¢nu Suplju strukturu pri ¢emu sudjeluje obi¢no
oko 13 linearnih protofilamenata. Nizovi dimera tubulina koji ¢ine protofilamente organizirani
su paralelno te usmjerenog slaganja. Kao rezultat toga, mikrotubule su polarne strukture s dva
specificna kraja: plus krajem koji brzo raste i minus krajem koji raste sporo, pri cemu je -
tubulin uvijek je okrenut prema plus kraju. Smjer kretanja duz mikrotubula u velikoj je mjeri

odreden ovim polaritetom [9].

Polimerizacija odnosno depolimerzacija mikrotubula uvjetovana je vezanjem molekula
GTP-a (engl. Guanosine-5'-triphosphate). o. 1 p tubulin vezu GTP. GTP vezan na B-tubulin
tokom 1ili neposredno nakon polimerizacije hidrolizira do GDP-a (engl. Guanosine
diphosphate) §to ¢ini daljnji proces vezanja tubulina na susjedne molekule manje povoljnim,
te posljedicno dolazi do depolimerizacije. GTP hidroliza uzrokuje ponasanje koje se jo$
naziva dinamickom nestabilno$¢u gdje individualne mikrotubule alterniraju izmedu ciklusa
rasta i skra¢ivanja. Dinamiku rasta odnosno skracivanja mikrotubula odreduje brzina
dodavanja tubulina u odnosu na brzinu hidrolize GTP-a. Sve dok nove molekule tubulina
dolaze brze na plus kraj nego Sto se GTP hidrolizira, rast mikrotubula se nastavlja. Medutim,
ako se brzina polimerizacije uspori, GTP vezan za tubulin na plus kraju mikrotubula bit ¢e
hidroliziran u GDP. Ako se to dogodi, tubulin vezan za GDP ¢e disocirati, §to ¢e rezultirati

brzom depolimerizacijom mikrotubula. Vizual opisanih procesa se nalazi na slici 1.3.
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Slika 1.3: Shematski prikaz grade mikrotubula i njihove dinamike. S lijeva na desno, redom su
prikazani proces rasta, mikrotubul u metastabilnom stanju, te proces skra¢ivanja. RuzicCaste i ljubicaste
kuglice shematski oznacavaju B-tubulin, a plave a-tubulin. Jednostruki lanci kod skracujuceg
mikrotubula predstavljaju protofilamente [14].

Vaznost dinamike mikrotubula posebno je istaknuta tokom mitoze gdje se oni
kompletno reorganiziraju. Dolazi do disocijacije interfaznih mikrotubula, a slobodne
podjedinice tubulina ponovno se formiraju kao aktivni element diobenog vretena Sireci se iz
centrosoma koje se nalaze na polovima diobenog vretena pri ¢emu je polarni kraj uvijek “-*.
S obzirom na funkciju mikrotubula razlikujemo astralne, interpolarne i1 kinetohorne
mikrotubule [10]. Astralni mikrotubuli pozicioniraju diobeno vreteno. Interpolarni
mikrotubuli formiraju interpolarna vlakna Sire¢i se svaki i1z svog pola te se antiparalelno
preklapaju i definiraju veli€inu samog vretena. Kinetohorni mikrotubuli pozitivnim krajem se
vezu na kinetohore, proteinske komplekse koji se nalaze na centromerama kromosoma te

poravnavaju kromosome na ekvatorijalnu ravninu diobenog vretena [11]. Jedno takvo



kinetohorno vlakno moze brojati i oko 20-30 mikrotubula kao Sto je videno kod PTK stanica
ovisno o fazi u kojoj se nalazi [12]. Kod HeLa stanica kinetohorno vlakno u metafazi
saCinjava u prosjeku 17 mikrotubula [13]. Eksperimenti laserske ablacije ljudskih stanica
pokazali su postojanje jake interakcije izmedu kinetohornih vlakna 1 interpolarnih
antiparalelnih mikrotubula skupnog naziva premosni mikrotubuli. Premosni mikrotubuli, kao
Sto je vidljivo na slici 1.5, djeluju kao most izmedu sestrinskih kinetohornih vlakana,
uravnotezuju medukinetohornu silu napetosti te igraju ulogu u poravnanju kromosoma na

ekvatorijalnoj ravnini diobenog vretena [16][17][18].

kinetochore  chromosome motor proteins and
passive crosslinkers

centrosome

kinetochore .D".-'EFIBF} polar astral MTS.
microtubules non-kinetochore microtubules

Slika 1.4: Shematski prikaz diobenog vretena i funkcionalnih podskupina mikrotubula. Astralni
mikrotubuli se §ire iz centrosoma prema periferiji, interpolarni mikrotubuli se Sire iz centrosoma prema
srediStu vretena, gdje u pojedinim sluc¢ajevima dolazi do antiparalelnih preklapanja, a kinetohorni
mkrotubuli se takoder protezu od polova te se spajaju na kromosome preko kinetohora. U
preklapanjima se nalaze motorni proteini i pasivni vezni proteini [19].



Slika 1.5: Shematski prikaz nekih elemenata diobenog vretena. Premosna vlakana (tanka zelena linija)
povezuju sestrinska kinetohorna vlakna (deblja zelena linija) koja su pri¢vrSe¢ena na kromosom
(plavo) preko kinetohora (ljubicasto). U preklapanjima premosnih vlakana nalaze se motorni proteini

.....

1.3 Motorni proteini

Mikrotubuli svoju biolosku ulogu, ukljucujuéi generiranje sila, obavljaju uz pomo¢ motornih
proteina i drugih proteina koji se vezu na mikrotubule. Pokazano je da mikrotubuli mogu
nukleirati, rasti i skra¢ivati se u otopinama koje sadrze samo tubulin i GTP, no proteini
povezani s mikrotubulima (eng. microtubule associated proteins, MAP) pomazu pri regulaciji
nukleacije, umrezavanja i transporta mikrotubula. Posebno u diobenom vretenu, ti proteini

pomazu definirati geometriju, lokaciju, orijentaciju te dinamiku vretena [20].

Motorni proteini spadaju u skupinu proteina koji kemijsku energiju pretvaraju u
mehanicki rad. Poznate su tri skupine motornih proteina odgovornih za usmjerena gibanja na
mikrotubulima 1 aktinskim filamentima, pri ¢emu se miozinski motori kre¢u po aktinskim
filamentima, dok se kinezinski i dineinski motori krecu po mikrotubulima. Ovim gibanjima,
proteini doprinose unutarstani¢noj organizaciji i prijenosu unutarstanicnih komponenti. Uloga
kinezina 1 deina je regulacija dinamike mikrotubula, prijenos tereta po mikrotubulima i
organizacija mikrotubula u strukturu diobenog vretena, pri ¢emu se dineini kre¢u prema minus
kraju, dok kinezini uglavnom prema plus kraju mikrotubula [21]. Proteinska domena je dio
polipeptidnog lanca koji obavlja neku kemijsku ili fizikalnu funkciju, a u razmatranju kretanja
proteina po mikrotubulima bitna je motorna domena. Polozaj motorne domene na pocetku,

sredini ili kraju lanca definira kinezine klase N, M i1 C, a njihovo kretanje duz mikrotubula



moze se ispitati koriStenjem in vitro testova motiliteta. Ove tri klase sastoje se od mnogih
potklasa. Konvencionalni kinezin je kinezin N klase (potklasa N1) koji ima motornu domenu
na N-kraju teSkog lanca. Mikrotubule imaju strukturni polaritet i svi do sada ispitani kinezini
klase N krec¢u se prema plus kraju mikrotubula, dok se motori klase C kre¢u prema minus

kraju [26].

Svaki rad zahtjeva utroSak energije, a motorni proteini to ostvaruju pomocu kemijske
energije hidrolize molekula ATP-a u mehanicku energiju koja naposljetku stvara snagu i
usmjereno gibanje, no oni se mogu i pasivno gibati duz mikrotubula procesom difuzije.
Kinezini i deini odrade stotinu ciklusa ATP hidrolize duz mikrotubula [22]. Gibanje ovih
motornih proteina po mikrotubulu moze se zamisliti kao “koracanje*. Koracanje se sastoji od
sitnih ponavljajucih koraka pri ¢emu se domene motornih glava povezuju i razvezuju s vlakna.
Kemijski gledano pri svakom takvom koraku se dogodi hidroliza molekule ATP-a do ADP-a i
fosfatne skupine. Kako bi se motor mogao vezati na mikrotubul, mora sniziti energiju, a to
¢ini ispustanjem fosfatne skupine, pri ¢emu mu ostaje ADP. Potom motor ispusta i ADP, a
kemijski proces prati i konformacijska promjena. Ispustanjem molekule ADP-a, koljeno
motora se savija, a kemijska energija pretvorena je u mehanicki rad. Motor potom veze ATP

1z citoplazme pa se odvaja od vlakna, te ponovnom hidrolizom koljeno se ispravlja.

S obzirom na to da motorni proteini povezuju kemijske reakcije i izvodenje mehani¢kog
rada, napravljen je niz in vitro eksperimenata 1 teorijskih studija da bi se objasnila ova veza
[27] [28]. U in vitro eksperimentima, u kojima su koriStene otopine koje sadrze prociSc¢eni
tubulin 1 motorni protein kinezin-1, proucavano je koliku silu moZe proizvesti ovaj motorni
protein dok se krece duz mikrotubula. Opazeno je da slobodni motorni protein putuje
odredenom brzinom, v, koja se smanjuje Sto je veca sila, f, koja se suprotstavlja gibanju
proteina. Takoder je opazeno da kod odredene sile, koja se naziva zaustavna sila, motorni
protein se prestaje gibati. Opisani je odnos poznat kao relacija sila-brzina, koja ima nelinarnu
ovisnost. Iz prakti¢nih razloga cesto se u teorijskim modelima ta ovisnost aproksimira

linearnom funkcijom,

v =1, (1 — —) (2.1)



Ako na motorni protein ne djeluje sila ili je ona okomita na smjer mikrotubula, motorni
protein ¢e se kretati konstantnom brzinom. U ovom izrazu v, predstavlja brzinu gibanja

motornog proteina bez djelovanja sile, dok f,, predstavlja zaustavnu silu.
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2 Sile odgovorne za poravnanje kromosoma na ekvatorijalnoj ravnini diobenog
vretena tokom diobe ljudskih stanica

U ovom diplomskom radu koristi se model koji opisuje mehanizam centriranja temeljen na
silama vrSenih od strane kinetohornih vlakna na kinetohore koje ovise od duljini preklapanja
premosnih i kinetohornih vlakana [5]. Premosna vlakna bo¢nim preklapanjima djeluju na
kinetohorna vlakna preko motornih i pasivnih vezivnih proteina. Preklapanja mogu biti
paralelna gdje su kinetohorni i premosni mikrotubuli istog usmjerenja, a tada su glavni nosioci
sile motorni proteini. U slucaju antiparalelnog preklapanja, kinetohorni i1 premosni

mikrotubuli polimeriziraju u suprotnim smjerovima te silu generiraju pasivni vezivni proteini.

Pri razmatranju spomenutih interakcija, kinetohore u modelu izmaknemo nekoliko
mikrometara u lijevo od ekvatorijalne ravnine diobenog vretena te promatramo kako se
njihova pozicija mijenja u vremenu. U pocetnom trenutku lijevo kinetohorno vlakno je krace
nego desno sestrinsko, te samim tim i duljine preklapanja kinetohornih i premosnih vlakana su
na lijevoj strani krac¢e nego na desnoj. Posljedicno koncentracija motornih i pasivnih vezivnih
proteina akumuliranih u preklapanjima generira centrirajucu silu na kinetohore, $to je upravo i
posebnost ovog modela. Dulje kinetohorno vlakno podlijeze toku pri vecoj brzini nego krace
jer ima vec¢i broj akumuliranih motornih proteina koji su nosioci sile. Brzi tok duljeg
kinetohornog vlakna vuce kinetohore u smjeru tog vlakna, tj. prema ekvatorijalnoj ravnini
diobenog vretena. Stoga, temeljna ideja ovog modela je da su kinetohore centrirane vu¢nim
silama proporcionalnim duljinama preklapanja kinetohornih 1 premosnih vlakana. Motorni
proteini akumulirani u antiparalelnim preklapanjim generiraju silu koja klizajuéi odvaja

premosne i kinetohorne mikrotubule prema,

Fp = Dy fiM (2.1)
gdje je D duljina antiparalelnog preklapanja, n,, koncentracija motornih proteina, f,, sila
jednog motornog proteina i M broj mikrotubula koji sacinjavaju kinetohorno vlakno. Sli¢no,
pasivni vezni proteini u paralelnim preklapanjima kinetohornih 1 premosnih mikrotubula

generiraju ukupnu silu,

F, =Ln.f.M (2.2)
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proporcionalnu duljini paralelnog preklapanja L, koncentraciji pasivnih veznih proteina n, i
sili koju vrSi pojedini pasivni vezni protein. Sile generirane od strane motornih proteina na
kinetohorna vlakna su opreCne silama na kinetohorama, Fk., 1 silama pasivnih veznih

proteina,
Fm = FKC + FC (23)

Dodatne interakcije koje su razmatrane su interakcije izmedu premosnih mikrotubula i sile

izmedu kinetohora, koje ¢e biti detaljnije raspisane u sljedecem poglavlju.
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3  Teorijski model

U ovom diplomskom radu proucavan je flux-driven centering model koji je predloZen u radu
[5]. Takoder, model je prosiren na nacin da je kinetohorno vlakno opisano realisti¢nim brojem
mikrotubula, koji moze varirati od 5-20, dok je u navedenom radu samo jedan mikrotubul

saCinjavao kinetohorno vlakno.

Model koji se koristi za proucavanje sila se sastoji od dvije sestrinske kinetohore, dva
sestrinska kinetohorna vlakna od kojih svaki sadrzi po jedan mikrotubul, koji se Sire iz
suprotnih polova vretena do kinetohora i dva premosna mikrotubula koji se preklapaju
medusobno i s kinetohornim mikrotubulima oko sredista, Sto je vidljivo na slici 3.1. Kako bi
se istrazila kljuna svojstva mehanizma centriranja, kinetohore u modelu su pomaknute za
2um u lijevo od ekvatorijalne ravnine diobenog vretena, te je procavan njihov povratak u

ekvatorijalnu ravninu diobenog vretena, $to ujedno definiramo kao ishodiste.

Sustav dijelimo na lijevu 1 desnu stranu s obzirom na tocku koja oznacava polovinu

1313

udaljenosti izmedu kinetohora te pripadno elemente lijeve strane nadalje ozna¢avamo s “-“, a
elemente desne strane s “+*“. Pozicije sestrinskih kinetohora stoga su jedinstveno oznac¢ene kao
Xgc» 4. Xpc. Opéenito, mozemo zapisati pozicije elemenata kao x;—r, za i = KC,kMT,bMT
gdje KC oznaCava kinetohoru, kMT kinetohorni mikrotubul i bMT premosni mikrotubul.
Duljina diobenog vretena oznacena je Ly, a ukupna duljina preklapanja izmedu premosnih
mikrotubula s Dy. Konacan cilj je do¢i do izraza za brzine pojedinih elemenata, §to ¢e nam
daljnjim racunom dati 1 kona¢ne pozicije. Pozicije elemenata se mijenjaju u vremenu t, pa

~ . v . . . + +
mozemo izracunati njihove brzine kao v;- = dx; /dt.
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Slika 3.1: Shematski prikaz diobenog vretena (gore) i shema modela (dolje). Kinetohorni mikrotubuli
(crveno) se protezu od centromera do elastiéno spojenih kinetohora (bijele kruznice povezane
oprugom). Premosni mikrotubuli (plavo) se Sire od rubova i preklapaju u srediSnjem dijelu. Motorni
proteini (bijeli X-oblik) protezu se duz antiparalelnih preklapanja mikrotubula, a pasivni vezni proteini
(sivi elementi C-oblika) duz paralelnih. Model je podijeljen na lijevu (-) i desnu (+) stranu s obzirom
na polovicu udaljenosti izmedu kinetohora [5].

Interakcija izmedu sestrinskih kinetohora aproksimirana je Hookeovom oprugom pa je
sila medudjelovanja F,; = k(xg. — xgc— xo), gdje je k elasti¢ni koeficijent opruge, a x,
duljina opruge pri mirovanju. Interakcija kinetohora i1 plus kraja mikrotubula opisana je sa
FI?C = —,uKC(vI%C — vkiMT), gdje ugc oznacava koeficijent trenja na kinetohori [23]. Takoder
F{. = Fgc . Opisane sile su ujedno i jedine sile koje djeluju na kinetohore te se one

uravnoteze,
FKiC = iFel (31)

Motorni proteini u antiparalelnim preklapanjima kinetohornih i premosnih mikrotubula
djeluju na kinetohorna vlakna silom EZ koja usmjerava njihovo gibanje kojem se opiru sile

generirane od strane pasivnih veznih proteina FZ i sila na kinetohorama,
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Fof = FEf = Fge =0 (3.2)

Broj motornih proteina rasporedenih duz preklapanja kinetohornih i premosnih vlakana dan je

kao,

N} =n,D*M* (3.3)

N; =n,D M~ (3.4)
Pri ¢emu n,, oznafava gusto¢u motornih proteina, D¥, D~ duljine antiparalelnih preklapanja i
M*,M~ broj mikrotubula lijeve i desne strane modela. Kako bi matematicki osigurali da
preklapanja postoje iskoristit ¢emo Heaviside step funkciju 6 (% F xt), pri ¢emu DE =
(2 F x¢c) 0 (22 F x7c). Kombiniranjem jednadzbi (2.1), (3.3) i (3.4), imamo izraz sile za
lijevu i desnu stranu modela Ef = NIff. Sila jednog motora ovisi o relativnoj brzini

kinetohornog i premosnog vlakna koji se gibaju u suprotnim smjerovima kao f,F = fo[+1 —

+ T . « . .
(Viemr — Vimr)/Vol, pri emu f, oznacava zaustavnu silu, a v, brzinu bez tereta.

Pasivni vezni proteini u paralelnim preklapanjima kinetohornih i premosnih
mikrotubula generiraju ukupnu silu prema jednadzbi (2.2), koja raspisana s obzirom na lijevu i
desnu stranu sustava postaje FX = n.L*MEfE. f* oznakava silu jednog pasivnog veznog
proteina te je proporcionalna koeficijentu trenja pasivnog veznog proteina i relativnoj brzini
izmedu kinetohornih i premosnih mikrotubula f* = pu, (vkiMT — vl‘,_" 1) Broj pasivnih veznih

proteina je,
N} =n.L*M* (3.5)
N; =n.L M~ (3.6)

gdje n,. oznacava linearnu gustocu pasivnih veznih proteina rasporedenih po paralelnim

preklapanjima premosnih 1 kinetohornih vlakana te je duljina preklapanja definirana preko

duljine kinetohornog vlakna L* = + (L2—° — x,}ic), gdje je Ly duljina diobenog vretena.

Posljednja interakcija koja se razmatra je izmedu premosnih mikrotubula, a ona je

generirana unutar antiparalelnih preklapanja premosnih mikrotubula od strane motornih
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proteina te ovisi o razlici u brzinama izmedu pojedinog mikrotubula, ukupnoj duljini

antiparalelnog preklapanja 1 gusto¢i motora duz preklapanja,

U;MT - Vb_MTl (3.7)

Fomr = nyDofo [1 -
Vo

Ovoj sili se suprotstavlja ukupna sila motornih proteina Fi i ukupna sila pasivnih veznih

proteina F,

Four £ Ff £ FX =0 (3.8)
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4 Rezultat modela

4.1 Aproksimacije modela

Uzmemo li u obzir relevantno vrijeme potrebno kromosomima, a samim time i kinetohorama
da od pocetnog polozaja dodu do ekvatorijalne ravnine diobenog vretena, mozemo zanemariti
razliku u brzinama kinetohora, Avg; = vi; — vgc = 0. Dakle razmatrat ¢emo gibanje
kinetohora kao homogeno, odnosno kao da su povezane krutom oprugom. Interkinetohorna
brzina ima pribliznu vrijednost Avgc = (xgc — xgc)/te» gdje  te = Do/ (Vic + Vic).

Primjenom navedenih izraza na jednadzbu (3.1) dobije se,

-1

- (4.1)
Vic Ve [HMkcevo 12

Gledaju¢i parametre koji su specificni za diobeno vreteno ljudske stanice k = 100pN /um
[24], Dy = 6um, vy = 4um/min, imamo 2kDy/Ukcvo > 1 pa desna strana jednadzbe (4.1)

teziu 0.

Druga aproksimacija poti¢e od simetrije modela gdje obje strane imaju po jednak broj
kinetohornih mikrotubula. Kod centriranih kinetohora, podru¢ja preklapanja lijeve i desne
strane modela imaju jednake iznose duljine D* = D™, L* = L™. Uvrstimo li navedene duljine

u jednadzbu (3.8), dobijemo,

217;MT<1+ N& e Vo D+>:1+ N& pe + D+<_1_UI:MT> (4.2)

+ Viyr — —
Vo Npurfo 2 2Dy Npurfo Mt Dy Vo

Doprinos motornih proteina je dosta ve¢i od doprinosa pasivnih veznih proteina tj.
2Npurfo > NFucv,, pa drugi ¢lan lijeve i drugi €lan desne strane mozemo zanemariti. Sli¢no
Dy > D*, iz Cega slijedi da se i tre¢i ¢lanovi s obje strane jednakosti mogu zanemariti.

+
ZVpmr _ 4

Konaéno dobijemo )
0
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4.2  Brzine kinetohornih mikrotubula i kinetohora

Uzimajuéi u obzir navedene aproksimacije i primjenom istih na jednadzbu (3.2) pri ¢emu se
uvrste i pripadni izrazi za sile , dobije se brzina kinetohornih mikrotubula. Takoder uvodimo

+
Ninfo

Yo +uge) ™ 95 = Népc i gif = Nify/v,. Konatno,

tri pokrate a* = (

v
Viyr = at <ll1<cvkc t 70 (g;_r'*‘g%)) (4.3)

Kombinacijom jednadzbi (3.1) 1 (3.2) dobije se odnos sila izmedu lijevog 1 desnog sestrinskog
kinetohornog vlakna kao F.* — E;}t = —F +F,;;. Primjenom pripadnih izraza za odnos sile i
brzine motornih proteina, sila koje generiraju pasivni vezni proteini i izraza za brzinu
kinetohornog vlakna (3.9), te pazeci na vrijednosti istih s obzirom na lijevu i desnu stranu

modela, dobije se konc¢an izraz za brzinu kinetohora,

ve (g +gm)(1—at(gd +9)— gz + gm)(1—a(gz + gm))
Ukc at(gd+g4) +a(9z + gm)

Vkc = 2 (4.4)

Do pozicija kinetohora dolazi se integracijom jednadZzbe (4.4) po vremenu, budu¢i da ona

eksplicitno ovisi samo o geometriji sustava.
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Slika 4.1: Graf ovisnosti brzine kinetohora (plavo), desnog kinetohornog mikrotubula (narancasto),
lijevog kinetohornog mikrotubula (Zuto) i premosnog mikrotubula (ljubi¢asto) za rjeSenje modela u
vremenu za parametre u tablici 4.1.
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Slika 4.2: Graf ovisnosti poloZaja elemenata u ovisnosti o vremenu za rjeSenje modela za parametre u
tablici 4.1 .
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Parametri koji su koriSteni za graficki prikaz rjeSenja za jednadzbe 4.3 i1 4.4 prikazani
su u tablici 4.1. Vidimo da kada su kinetohore izmaknute od ekvatorijalne ravnine diobenog
vretena, krac¢e kinetohorno vlakno se giba prema polu sporijom brzinom nego dulje, koje je
odgovorno za kretanje kinetohora prema srediStu vretena (slika 4.1). Brzina centriranja
kinetohora se smanjuje kako se kinetohore priblizavaju sredistu. Brzi tok duzeg kinetohornog

vlakana vuce kinetohore u smjeru ovog vlakna (tj. prema srediStu vretena).

Parametri Vrijednost Izvor
Duljina diobenog vretena Ly=L"+d+L" 14 um [5]
Duljina preklapanja mikrotubula Dy=D"+d+D* 6 um [5]
Udaljenost izmedu kinetohora d 1 um [5]
Zaustavna sila klizaju¢ih motora fo 5pN [17]
Brzina motornih proteina Vo 4 um/min [5]
Gustoc¢a motornih proteina Ny 10 um™1 [5]
Broj kinetohornih mikrotubula M- =Mt 1 [5]
Umnozak koeficijenta trenja 1 Nele 1 pNmin/um? [5]
gustoce pasivnih veznih proteina
Efektivan koeficijent trenja na Hkc 30 pNmin/um [5]
kinetohori

Tablica 4.1: Parametri koriSteni u ovom radu.

20



4.3  RijeSenje modela za realistican broj kinetohornih mikrotubula kod ljudskih stanica

U izvornom modelu je definirano da se sestrinska kinetohorna vlakna sastoje od po jednog
kinetohornog mikrotubula. Model proSirujemo gledajuéi realisti¢nu situaciju kod ljudskih

stanica gdje kinetohorno vlakno moze sadrzavati 5-20 kinetohornih mikrotubula.

Budu¢i da su u izvornom modelu vrijednosti gusto¢e motornih proteina i umnoska
koeficijenta trenja i gustoce pasivnih veznih proteina odabrane za optimalan rezim centriranja,
ovdje je bilo potrebno varirati spomenute veli¢ine. Nove vrijednosti gusto¢e motornih proteina
i umnoska koeficijenta trenja i gustoce pasivnih veznih proteina koje su koristene u daljnjem

1 pNmin

izraCunu su: n,, = 1 um™" in.u, = 0.1

pm?

Analiziramo polozaj kinetohora u vremenu relevantnom za poravnanje kromosoma na
ekvatorijalnoj ravnini diobenog vretena kod ljudskih stanica, 10 minuta. Uvidom u ved
napisane jednadzbe variramo M*u jednadzbama (3.3) i (3.5), odnosno M~ u jednadzbama

(3.4) 1 (3.6). Prvo smo ponovili izratun za M* = M~ = 10

6 I
4 F
2 F
S o -
= - o |
4t
-6 I
o 1 2 3 4 5 L = . : ]
il
. . NI y . | N
Slika 4.3: Ovisnost poloZaja lijeve (naranasto) i desne (plavo) kinetohore u vremenu za —— = — i

pNmin

parametre u tablici 4.1. uz izmjenu za n,, = 1 pm=1 i n.u, = 0.1 e
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Usporedbom grafova ovisnosti pozicija kinetohora o vremenu za Mt = M~ = 1 (slika
4.2) sa Mt = M~ = 10 (slika 4.3), vidljivo je da smo dobili isti rezultat, odnosno konacna
srednja pozicija kinetohora odgovara ishodistu sustava. Broj motornih proteina i broj pasivnih
veznih proteina su proporcionalni broju kinetohornih mikrotubula a, posljedi¢no prema Ef =
NEifriE*= NCi £, ukupna sila koju generiraju motorni proteini i pasivni vezni proteini ¢e
biti n puta veca za n viSe mikrotubula. Odnos sila izmedu lijevog i desnog sestrinskog
kinetohornog vlakna, F;* — Ef = —F”+F;, ostaju u proporciji te su posljedi¢no i kromosomi

poravnati na ekvatorijalnoj ravnini diobenog vretena.

U nastavku smo promatrali kako se mijenjaju pocetne brzine kinetohora i kinetohornih
mikrotubula u slu¢ajevima za M* = M~ na nacin da smo varirali brojeve kinetohornih

mikrotubula od 1 do 20.

=0) [um/min]

+
Vit Vice Viener (L
(=]

M+ = M_

Slika 4.4: Ovisnost pocetnih brzina kinetohora (sivo), lijevog kinetohornog mikrotubula (narancasto) i
desnog kinetohornog mikrotubula (sivo) o broju kinetohornih mikrotubula.

Iz slike 4.4. primjecujemo da za sve veci broj mikrotubula, pocetna brzina desnog
kinetohornog mikrotubula raste a to je posljedica povecanja broja motora. Pocetna brzina
kinetohora se smanjuje jer obje kinetohore akumuliraju sve ve¢i broj motora. Po¢etna brzina
lijevog kinetohornog mikrotubula za manji broj mikrotubula, usmjerena je prema desno

(pozitivna) Sto uzrokuje njegovo pocetno gibanje prema srediStu (suprotno od lijevog pola)
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kao $to mozemo primjetiti u izvornom modelu (slika 4.1). Kako raste broj kinetohornih
mikrotubula taj efekt nestaje jer je sila dovoljno jaka da usmjeri gibanje kinetohornog

mikrotubula odmah u lijevo pa su i pocetne brzine negativne.
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4.4  Disproporcija broja kinetohornih mikrotubula s lijeve i desne strane modela

Sada ¢emo varirati broj kinetohornih mikrotubula tako da imamo razli¢it broj s lijeve i desne

strane modela te ponoviti raun kako bi vidjeli njihov utjecaj na mehanizam poravnanja

kromosoma. Broj mikrotubula koji sa¢injavaju kinetohorno vlakno ¢emo varirati za realne

kinetohora —2umit, = 0.

A

i}

+
Slika 4.5: Ovisnost poloZaja lijeve (narancasto) i desne (plavo) kinetohore u vremenu za A) % =
M+
B)i- =

1umtingu, =0.1

.. ) . . . M* 15 20 10 10
vrijednosti kod ljudskih stanica =

10’10’15’ 20°

um?

Za pocetne uvjete uzimamo da je pozicija

10
15’

Mt 15 . m*t 20 . . . . .
O e D) =10 Ostali parametri su kao u tablici 4.1. uz izmjenu za n,,, =

pNmin



Na slici 4.5 prikazane su ovisnosti polozaja kinetohora o vremenu za 4 razliite
iteracije broja kinetohornih mikrotubula. U sva cetiri slu¢aja nije doslo do pozicioniranja
kinetohora na ishodistu u relevantnom vremenu, tj. izostalo je poravnanje kromosoma na
ekvatorijalnoj ravnini diobenog vretena. Konacan polozaj kinetohora s obzirom na ishodiste,
bio je otklonjen na stranu na koju smo uvrstili ve¢i broj kinetohornih mikrotubula. U
slucajevima A) i1 B) lijeva strana modela sadrzi veci broj kinetohornih mikrotubula, konkretno
uA) M~ =15, B) M~ = 20, u odnosu na desnu stranu gdje je u oba slu¢aja M+ = 10, te je
konacan polozaj kinetohora posljedi¢no na lijevoj strani od ishodista. Analogno, u slu¢ajevima
C)M* =15M~ =10iD) M* = 20,M~ = 10 pa je i konacan polozaj kinetohora na desnoj
strani modela s obzirom na ishodiste. Usporedbom A) i B) vidimo da za vecu disproporciju u
broju kinetohronih mikrotubula s lijeve i desne strane modela otklon od ishodista je to veci te

analogno isti efekt primje¢ujemo 1 usporedbom slucajeva C) i D).

Ovaj rezultat nije iznenaduju¢ s obzirom na ¢injenicu da motorni i1 pasivni vezivni
proteini akumulirani u preklapanjima generiraju centrirajucu silu na kinetohore. Ove sile rastu
s duljinom preklapanja izmedu premosnih i kinetohornih vlakna, no duljine preklapanja u
svakom razmatranju su bile iste s obzirom da smo u pocetnom trenutku izmaknuli kinetohore
za istu vrijednost, pa je ovaj efekt imao jednak doprinos za svaki slu¢aj. Povecanje broja

kinetohornih mikrotubula u kinetohornom vlaknu omogucuje akumulaciju veéeg broja

proteina §to rezultira i ve¢éom ukupnom silom, Ff~NE~M= i FE~N§~M t,
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Slika 4.5: Ovisnost kona&nog srednjeg poloZaja kinetohora o omjeru M* /M~ za, M* /M~ =
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Slika 4.5 prikazuje ovisnost konacnog srednjeg polozaja kinetohora Xy, = x’“;r& 0

omjeru broja kinetohornih mikrotubule desne i lijeve strane modela, M*/M~. Odabrana je
srednja vrijednost polozaja kinetohora radi ljepSeg prikaza, a to smo mogli uciniti s obzirom
na prvu aproksimaciju koju smo uveli gdje smo zanemarili razliku u brzinama izmedu
kinetohora. Ovaj prikaz je generalizacija slika 4.3 i1 4.5, gdje puno bolje vidimo utjecaj

disproporcije broja mikrotubula na mehanizam poravnanja.

Ukoliko svako sestrinsko kinetohorno vlakno sadrzi jednak broj mikrotubula, u naSem
slu¢aju po deset, dolazi do poravnanja kinetohora na ekvatorijalnoj ravnini diobenog vretena.

Sto je veéa disproporcija u broju kinetohornih mikrotubula to ée konaéni poloZaj s obzirom na

ishodiste biti sve udaljeniji od ishodista.

Takoder primjecujemo da otkloni u desno su veceg iznosa nego otkloni u lijjevo za iste

. . . . . ... MY _ MT 20 .y .
omjere kinetohornih mikrotubula, naprimjer Py Razlog tome je Sto su kinetohore

u pocetnom trenutku izmaknute na poziciju —2um pa je antiparalelno preklapanje s desne
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strane dulje, a samim time i broj akumuliranih motornih proteina te posljedicno imamo jacu

silu 1 veéi otklon.
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5 Zakljudak

Cilj ovog rada je bio prouciti sile odgovorne za pozicioniranje kromosoma na ekvatorijalnoj
ravnini diobenog vretena tokom diobe ljudskih stanica. Kako bismo ih proucili, prvo smo
razmatrali pojednostavljeni sustav koji se sastojao od dvije sestrinske kinetohore, dva
sestrinska kinetohorna vlakna od kojih svaki sadrzi po jedan mikrotubul, koji se Sire iz
suprotnih polova vretena do kinetohora i dva premosna mikrotubula koji se preklapaju
medusobno 1 s kinethoronim mikrotubulima oko srediSta. Kinetohore, odnosno poloviste
njihove udaljenosti smo izmaknuli na poziciju —2 um te promatrali dinamiku povratka u
ishodiste sustava. Kinetohore dodu do centra diobenog vretena u nekoliko minuta uzevsi u
obzir parametre specificne za vretena u ljudskim stanicama. Koristili smo flux-driven
centering model koji je predloZzen u radu [5]. Postavili smo jednadzbe za sile interakcija
izmedu pojedinih elemenata diobenog vretena iz kojih smo daljnjim rac¢unom izveli izraze za
brzine i polozaje kinetohora, kinetohornih mikrotubula i premosnih mikrotubula. Jednadzbe za
parametre navedene u tablici 4.1 smo rijesili u programu MatLab te graficki prikazali rijesenja
modela gdje smo pokazali da brzi tok duzeg kinetohornog vlakana vuce kinetohore u smjeru
ovog vlakna odnosno prema srediStu vretena. Rezultat je ujedno i potvrda flux-driven
centering modela iz [5], odnosno da su sile generirane u antiparalelnim preklapanjima zaista

odgovorne za poravnanje kromosoma na ekvatorijalnoj ravnini diobenog vretena.

U daljnjem racunu razmatrane su iste interakcije, no za razliku od izvornog modela,
uvrStene su realne vrijednosti broja mikrotubula koje sacinjavaju kinetohorno vlakno kod
ljudskih stanica. Prvo smo rijesili jednadZbe za realan broj mikrotubula tako da su oba
sestrinska kinetohorna vlakna sadrzavala po jednak broj. S obzirom da su sile generirane od
strane motornih proteina 1 veznih pasivnih proteina proporcionalne broju proteina, te
posljedicno 1 broju kinetohornih mikrotubula, ukupna generirana sila na lijevoj strani modela i
ukupna generirana sila na desnoj strani, poveca se za jednak iznos tako da je konac¢ni rezultat
isti, u §to smo se 1 uvjerili usporedbom grafickih rjeSenja za oba slucaja. Promatrali smo 1
kako se pocCetne brzine kinetohornih mikrotubula i kinetohorna mijenjaju za razli¢ite brojeve
mikrotubula gdje smo pokazali da za sve veéi broj mikrotubula pocetne brzina kinetohora se
smanjuju, dok pocetna brzina lijevog kinetohornog vlakna raste. Kod lijevog kinetohornog

mikrotubula pokazali smo da za manji broj mikrotubula, poCetna brzina je usmjerena prema

28



desno (pozitivna) $to uzrokuje njegovo pocetno gibanje prema sredistu (suprotno od lijevog
pola), a kako raste broj kinetohornih mikrotubula taj efekt nestaje jer je sila dovoljno jaka da

usmjeri gibanje kinetohornog mikrotubula odmah prema lijevo.

Nadalje smo varirali broj mikrotubula na nacin da smo uvrstavali razli¢ite vrijednosti
za lijevo 1 desno sestrinsko kinetohorno vlakno. Pokazali smo da u ovim slucajevima nece
do¢i do centriranja ve¢ ¢e konacna pozicija biti izmaknuta na stranu koja sadrzi veci broj
kinetohornih mikrotubula s obzirom na ishodiSte. Takoder, primijetili smo da Sto je
disproporcija broja mikrotubula s lijeve i desne strane veca to je otklon od ishodista veéi,
odnosno konac¢na pozicija kinetohora je sve dalja od ekvatorijalne ravnine diobenog vretena.
Zanimljivo bi bilo model prosiriti tako da se uzme u obzir moguénost nukleacije mikrotubula

na bilo kojoj tocki u diobenom vretenu, a ne samo na polovima.

Istrazivanje mehanizma poravnanja kromosoma na ekvatorijalnoj ravnini diobenog
vretena u metafazi je od iznimne vaznosti zbog njegove uloge u nastajanju aneuploidije.
Potpuno shvacanje ovog mehanizma bi omoguéilo uvid u nacine na koje moze do¢i do
nejednakog broja kromosoma u stanicama kéerima nakon mitoze i time jasniji uvid i u brojne

zdravstvene poremecaje koji mogu proizaci iz toga.
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