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Sazetak

Mitoza je proces podjele stanice majke u dvije identicne stanice kéeri te se tradicionalno dijeli
na pet faza: profazu, prometafazu, metafazu, anafazu i telofazu. Tijekom prometafaze, kro-
mosomi se gibaju unutar stanice u procesu zvanom kongresija sve dok ne postignu pravilnu
bipolarnu orijentaciju na metafaznoj ravnini. Nakon toga stanica ulazi u metafazu, gdje se kro-
mosomi centriraju na ekvatoru diobenog vretena. Procesi koji se odvijaju tijekom prometafaze
1 metafaze utjeCu na ispravno poravnanje kromosoma i stoga su od velikog znacaja za ispravno
daljnje provodenje mitoze. Diobeno se vreteno sastoji od dva pola na kojima se nukleiraju
mikrotubuli. Interakcije mikrotubula i kinetohora te sile koje generiraju proteini ono su $to vodi
gibanje kromosoma.

Kinetohorni mikrotubuli pod utjecajem su sila koje vode njihov tok usmjeren prema polu
(eng. poleward flux). U ovom je radu razvijen model centriranja kromosoma u diobenom
vretenu tijekom mitoze pomocu toka mikrotubula usmjerenog prema polu, koji se primjenjuje
na prometafazu i metafazu. Model se sastoji od jednog para sestrinskih kinetohora izmaknutih
iz srediSta diobenog vretena na koje se vezu kinetohorni mikrotubuli koji stvaraju paralelne 1
antiparalelne preklope s premosnim mikrotubulima. Unutar tih preklopa veZu se proteini koji
generiraju sile ovisne o duljini mikrotubula koje vode njihov tok. Ravnoteza sila u modelu
utjeCe na brzine toka kinetohornih mikrotubula i brzine kinetohora.

Rezultati modela za metafazu pokazuju da se kinetohore priblizavaju srediStu diobenog
vretena unutar nekoliko minuta. Model takoder daje kljucno i jedinstveno predvidanje da su
za kinetohore izmaknute iz srediSta duZi kinetohorni mikrotubuli podvrgnuti brzem toku od
kra¢ih. Model za prometafazu uvodi i razliku u broju kinetohornih mikrotubula na sestrinskim
kinetohorama, gdje se krac¢i mikrotubuli nalaze u ve¢em broju. Rezultati ovog modela pokazuju
da Ce sile na manjem broju duljih kinetohornih mikrotubula nadjacati sile na ve¢em broju kracih

1 time uzrokovati gibanje kromosoma prema metafaznoj ravnini, odnosno kongresiju.

Klju¢ni pojmovi: mitoza, prometafaza, metafaza, kongresija, centriranje, kromosomi, mikro-

tubuli, tok mikrotubula prema polu, motorni proteini



Abstract

Mitosis is the process in which one mother cell is divided into two identical daughter cells
and it is traditionally divided into five phases: prophase, prometaphase, metaphase, anaphase
and telophase. During prometaphase, chromosomes move within the cell in a process named
congression until they reach proper bipolar orientation on the metaphase plate. After that the
cell enters metaphase, where the chromosomes center on the mitotic spindle equator. Processes
occurring during prometaphase and metaphase affect the proper alignment of chromosomes and
are therefore of great importance for proper completion of mitosis. The mitotic spindle consists
of two poles on which microtubules are nucleated. The interactions between microtubules and
kinetochores, as well as forces generated by proteins are what drives chromosome movement.

Kinetochore microtubules are subject to forces driving their poleward flux. In this paper a
model for chromosome centering in the mitotic spindle through microtubule poleward flux has
been developed and applied to prometaphase and metaphase. The model consists of one pair
of sister kinetochores placed away from the mitotic spindle center onto which kinetochore mi-
crotubules are attached, forming parallel and antiparallel overlaps with bridging microtubules.
Within those overlaps proteins accumulate and generate length-dependent forces driving micro-
tubule poleward flux. The balance of forces in the model affects kinetochore microtubule flux
and kinetochore velocities.

The results of the metaphase model show that kinetochore approach the mitotic spindle cen-
ter in several minutes. The model also present a key unique prediction that for kinetochore
placed away from the center longer kinetochore microtubules have greater poleward flux than
shorter ones. The prometaphase model introduces a difference in number of kinetochore mi-
crotubules on the sister kinetochores, where the number of shorter microtubules is greater. The
results of this model show that the forces on lesser number of longer kinetochore microtubules
will overpower the forces on greater number of shorter ones and thus cause chromosome move-

ment towards the metaphase plate, or in other words, congression.

Keywords: mitosis, prometaphase, metaphase, congression, centering, chromosomes, mi-

crotubules, microtubule poleward flux, motor proteins



Extended abstract

Introduction

During their growth, eukaryotic cells go through the phases of the cellular cycle. The S
phase of the cellular cycle, or mitosis, is of particular interest as it in this phase that cell division
occurs. Mitosis is traditionally divided into five phases: prophase, prometaphase, metaphase,
anaphase and telophase. During prometaphase, chromosomes move within the cell in a process
named congression until they reach proper bipolar orientation on the metaphase plate. After
that the cell enters metaphase, where the chromosomes center on the mitotic spindle equa-
tor. Processes occurring during prometaphase and metaphase affect the proper alignment of
chromosomes at the mitotic spindle equator and are therefore of great importance for proper
completion of mitosis. Irregular chromosome alignment extends the duration of mitosis and
often leads to errors in cell division, which is a hallmark of several types of cancer. For that
reason, it is important to study the components of the cytoskeleton participating in the processes
occurring during the prometaphase and metaphase of mitosis, as well as the forces driving these
processes.

The mitotic spindle consists of two poles on which microtubules, hollow cylindrical poly-
mers, are nucleated. Microtubules can grow in a process named polymerization or shorten in
the process of depolymerization and they can transition from one process to another at any
moment. The transition from polymerization to depolymerization is termed catastrophe and
the opposite process is called rescue. These dynamic properties of microtubules are necessary
for the mitotic spindle formation. Growing microtubules can attach to chromosomes through
protein complexes called kinetochores and in that way become kinetochore microtubules. Mi-
crotubules that do not attach to kinetochores, or non-kinetochore microtubules, can grow to-
wards the mitotic spindle center and form antiparallel overlaps with microtubules extending
from the opposite pole and we term these microtubules interpolar microtubules. If interpolar
microtubules connect kinetochore microtubules attached to neighboring, or sister, kinetochores,
we term them bridging microtubules. A bundle of kinetochore microtubules forms the kineto-

chore fiber and a bundle of bridging microtubules the bridging fiber. Motor proteins can attach
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to microtubules, slide and crosslink them. In this way, motor proteins generate forces in the

mitotic spindle.

Physical mechanisms in the spindle

Forces oriented towards the mitotic spindle equator are necessary for chromosome align-
ment and thus the proper completion of mitosis. Various models have been proposed in order
to describe the origin of those forces. Previous models include polar ejection forces which de-
crease with chromosome distance from the poles, pulling forces on the kinetochores caused by
plus-end kinetochore microtubule depolymerization, as well as length-dependent microtubule
catastrophe affecting the forces in the mitotic spindle. All these effects simultaneously con-
tribute to chromosome alignment. However, this is not the complete description of forces acting
on chromosomes.

Kinetochore fibers are subject to forces driving their poleward flux, a conveyor belt-like
movement of the kinetochore fibers towards the pole as the microtubule minus-ends depoly-
merize and plus-ends polymerize. This process is driven and regulated by several different
motor proteins. Electric microscopy of kinetochore fibers has lead to the idea that poleward
flux is driven by sliding between kinetochore fibers and bridging fibers. This and other studies
have lead to the conclusion that chromosome alignment, bridging fiber overlaps and poleward
flux are mutually connected. For that reason the model for chromosome centering during the
metaphase through poleward flux, as well as the model for chromosome congression during the

prometaphase through poleward flux have been developed and are presented in this thesis.

Model for chromosome centering during the metaphase

The first model presented in this thesis is the model for chromosome centering during the
metaphase driven by poleward flux, as this model is simpler. The central idea of the model is
that kinetochores are centered by pulling forces proportional to the length of overlaps between
bridging and kinetochore fibers and generated by active motore proteins and passive crosslink-
ers. When kinetochores are placed away from the mitotic spindle center the difference in length
of sister kinetochore fibers causes a difference in length of antiparallel overlaps on each side of
the kinetochore and through that a difference in number of accumulated motor proteins on each
side, leading to the generation of a centering force on the kinetochores. The difference in length
od parallel overlaps and the number of passive crosslinkers on each side also lead to kineto-
chore centering. Thus, kinetochores in this model are centered through the balance of forces on
sister kinetochore fibers, which is different from preexisting models based on kinetochore fiber
plus-end dynamics and polar ejection forces.

The model consists of one pair of sister kinetochores placed away from the mitotic spindle

i1
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center. The elastic bond between the sister kinetochores is modeled as a rigid spring and the
kinetochores always move as a single object. One kinetochore fibers extends from each spindle
edge and attaches to one of the sister kinetochore. Similar to that, one bridging fiber extends
from each spindle edge and extends towards the opposing side. Kinetochore and bridging fibers
form parallel and antiparallel overlaps. Active motor proteins accumulate in antiparallel over-
laps and passive crosslinkers accumulate in parallel overlaps. Total sliding forces generated
by motor proteins are given as a product of their density, the length of the antiparallel overlap
and the force of a single motor protein, which is in a force-velocity relation with the pole-
ward flux velocities of bridging and kinetochore fibers. Analogously, the total forces of passive
crosslinkers are given as a product of their density, the length of the parallel overlap and the
force of a single crosslinker, which is a friction-like force in direct relation to the poleward flux
velocities of bridging and kinetochore fibers. The force exerted by microtubule plus-ends on
the kinetochores is also modeled as friction dependant on the velocities of the kinetochore and
kinetochore fiber poleward flux. This force and the forces generated by passive crosslinkers are
opposed to the forces generated by motor proteins. By introducing an approximation in which
the bridging fiber poleward flux velocity is constant and equal to half the motor protein sliding
velocity, we can use this balance of forces to solve the model and obtain the expressions for
poleward flux velocities of each kinetochore fiber, as well as the kinetochore centering velocity.

By inputting parameters typical for real cells into the model we can study the efficiency
of the model for kinetochore centering. The results show that initially displaced kinetochore
approach the mitotic spindle center in several minutes and therefore the model can successfully
replicate chromosome centering during metaphase. The model also gives two key and unique
predictions - kinetochore fiber poleward flux is always slower than bridging fiber poleward flux
and the longer kinetochore fiber has greater flux than the shorter one. We also change the
parameters in the model to study the parameter space and observe how those changes affect
kinetochore centering. We compare the predictions with experimental results obtained by our
collaborators in order to test their validity. The theory and experiment show great agreement
as the experimental results confirm all the prediction of the model. We also solve the model
without the bridging fiber flux poleward flux velocity approximation and observe negligible

changes in the results, confirming the validity of the approximation.

Model for chromosome congression during the prometaphase

The second model presented in this thesis describes poleward flux driven chromosome con-
gression during the prometaphase. As chromosome congression during the prometaphase and
chromosome centering during the metaphase are similar processes, it follows naturally that the

model for chromosome centering could also be applied here. However, some changes in the

1l
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model are necessary to describe the differences in the mitotic spindle between prometaphase
and metaphase. Some parameters need to be changed to match these differences, such as the
kinetochore initial position, the size of mitotic spindle and the length of the overlaps. The
biggest difference, however is that during the prometaphase the number of kinetochore micro-
tubules attached to each sister kinetochore differ as the shorter kinetochore microtubules come
in greater number than the longer ones. The expression for forces in the spindle and their bal-
ance are similar to the model for chromosome centering during the metaphase and so we once
again solve the model to obtain the expressions for kinetochore and kinetochore microtubule
poleward flux velocities.

The results show that the forces generated on the lesser number of longer kinetochore mi-
crotubules will overpower the forces generated on the greater number of shorter ones and the
kinetochores move towards the spindle center. However, they do not reach the center but stop at
a fixed point away from it. The reason for this is that in this model the number of kinetochore mi-
crotubules does not change in time, while in real cells the number of kinetochore microtubules
attached to each kinetochore becomes equal as they congress. By taking this fact into account
and solving the model for different ratios of kinetochore microtubules on each kinetochore, the
results show that kinetochore reach a biologically relevant final position for congression, suc-
cessfully reproducing chromosome congression. This model also gives an additional prediction
and that is that for a great enough number of shorter kinetochore microtubules the kinetochore
will not move towards the center but rather towards the nearer pole. This can explain cases in

real cells where some chromosomes remain near the poles and do not congress.

Discussion

The models presented in this thesis successfully replicate both chromosome congression
during the prometaphase and chromosome centering during the metaphase. The results give
predictions unique to this model and show that the difference in poleward flux of sister kine-
tochore fibers is a key mechanism for chromosome alignment during mitosis. This previously
unexplored mechanism can, independently of other previously known mechanisms, affect chro-
mosome alignment during mitosis and by studying this mechanism it is possible to gain insight
into processes ensuring proper cell division, as well as processes interfering with proper com-

pletion of mitosis, causing various diseases and disorders.

v
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Poglavlje 1

Uvod

U ovoj se doktorskoj disertaciji prezentira model toka mikrotubula u diobenom vretenu ti-
jekom mitoze. Opisuju se sile aktivnih 1 pasivnih proteina koji djeluju u diobenom vretenu 1
uzrokuju tok mikrotubula usmjeren prema polovima. Tok mikrotubula utjeCe na gibanje kro-
mosoma te potpomaze njihovom centriranju u prometafazi i metafazi mitoze. Centriranje kro-
mosoma je iznimno vazan aspekt procesa diobe stanica jer nepravilna provedba ovog procesa
moZze dovesti do Steta u novonastalim stanicama koje mogu eventualno uzrokovati brojne pore-
mecaje i bolesti. U poglavlju Uvod opisuje se stani¢ni ciklus, s naglaskom na proces mitoze,
prometafazu i metafazu, struktura citoskeleta, tonije mikrotubuli i aktivnih 1 pasivni proteini, te
sile u diobenom vretenu koje utjecu na gibanje kromosoma. U poglavlju Modeli i rezultati pred-
stavljaju se modeli poravnanja kromosoma u metafazi te kongresije kromosoma u prometafazi
preko toka mikrotubula. Naposljetku, u poglavlju Diskusija i zakljuak dan je pregled rezultata
modela, njihov znacaj za polje biofizike, te postupci kojima bi se model mogao unaprijediti u

buducnosti.

1.1 Mitoza

Tijekom svog rasta, eukariotske stanice prolaze kroz faze stanicnog ciklusa. Stani¢ni je ciklus
slijed dogadaja koji pripremaju stanicu za podjelu, te na kraju kulminiraju samim procesom
podjele, odnosno mitozom, a tradicionalno se sastoji od Cetiri faze (Slika 1.1). Prve tri faze
stanicnog ciklusa, G1, S i G2, kolektivno se nazivaju i interfaza. G1 i G2 faze nalaze se izmedu
S faze i mitoze, a tijekom njih se sintetiziraju mRNK 1 proteini. Pod odredenim uvjetima, kao
Sto su manjak nutrijenata ili ako je postignuta konacna veliCina tkiva, stanica moZe izaci iz
ciklusa i udi u stanje pauze koje se naziva GO, ali veina se stanica moZe ponovno vratiti u

ciklus ako se uvjeti promijene. U S fazi dolazi do replikacije kromosoma i DNK koju oni nose.



1.1. Mitoza Poglavlje 1.

Kromosomi replicirani u S fazi naposljetku ulaze u M fazu, odnosno mitozu [54].
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Slika 1.1: Graficki prikaz Cetiri faze stani¢nog ciklusa. Slika je preuzeta iz [54].

Mitoza je proces podjele stanice majke u dvije identi¢ne stanice kceri, a provodi se u
svim eukariotskim stanicama [62]. Detalji mitoze mogu se razlikovati medu organizmima, ali
temeljni proces je odrzan kod svih eukariota. Tijekom ovog procesa dolazi do kondenzacije kro-
mosoma, razgradnje jezgrine membrane kod vecine stanica te reorganizacije citoskeleta stanice
kako bi se stvorilo diobeno vreteno s mikrotubulima na koje se vezu kromosomi. Kromatide
kromosoma tada se odvajaju i gibaju prema suprotnim polovima diobenog vretena, nakon cega
slijedi formacija dviju jezgara kceri [15]. Mitoza se tradicionalno dijeli na pet faza - pro-
fazu, prometafazu, metafazu, anafazu i telofazu (Slika 1.2). Karakteristika profaze je proces
kondenzacije DNK u kromosome. Kondenzirane sestrinske kromatide kromosoma drze se za-
jedno u podrucju centromere, gdje se vezu specificni proteini koji formiraju kinetohore, mjesta
vezanja mikrotubula diobenog vretena. Izvan jezgre, centrosomi duplicirani u interfazi se razd-
voje te predstavljaju dva pola diobenog vretena koje se zatim formira izmedu njih u kasnoj
profazi. Nakon zavrSetka profaze, stanica ulazi u prijelazni period koji se naziva prometafaza.
Prometafaza zapocCinje naglim raspadom jezgrine membrane, S§to dozvoljava vezivanje mikro-
tubula diobenog vretena na kinetohore kromosoma. Kromosomi se gibaju unutar stanice u

procesu zvanom kongresija sve dok ne ostvare pravilnu bipolarnu orijentaciju u metafaznoj
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ravnini, Sto znaci da su kinetohore sestrinskih kromatida vezane mikrotubulima na suprotne
polove diobenog vretena. Nakon toga stanica ulazi u metafazu, gdje se kromosomi centriraju
na ekvatoru diobenog vretena. Prelazak iz metafaze u anafazu dogada se razdvajanjem ses-
trinskih kromatida u samostalne kromosome koji se zatim gibaju prema suprotnim polovima
diobenog vretena. U posljednjoj fazi mitoze, telofazi, kromosomi na polovima se dekonden-
ziraju 1 oko svakog seta se ponovno formira jezgra stanice. Kroz kasnu anafazu i telofazu se
takoder odvija i proces citokineze, gdje se citoplazma stanice dijeli u dva dijela 1 nastaju dvije

nove stanice kéeri, svaka sa svojom jezgrom i ponovno u stadiju interfaze [3, 15, 73].
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Slika 1.2: Graficki prikaz faza mitoze. Slika je preuzeta iz [29].

Procesi koji se odvijaju tijekom prometafaze 1 metafaze mitoze utjeCu na ispravno porav-
nanje kromosoma u srediStu diobenog vretena i stoga su od velikog znacaja za ispravno daljnje
provodenje mitoze [22, 57]. Neispravno poravnanje kromosoma produljuje trajanje mitoze i
Cesto dovodi do greski u podjeli stanice, kao Sto je aneuploidija - stanje pogreSnog broja kro-
mosoma u stanici, Sto je karakteristika brojnih vrsta raka, pobacaja i genetskih poremecaja
poput Downovog sindroma [30, 37, 48, 51, 80, 87, 95, 104]. Iz tog je razloga vazno de-
taljnije prouciti komponente citoskeleta koje sudjeluju u procesima koji se odvijaju tijekom

prometafaze i metafaze te sile koje vode te procese.

1.2 Struktura diobenog vretena

Diobeno je vreteno mikrostroj koji se na pocetku mitoze samostalno formira i u kasnijim fazama
mitoze generira sile potrebne za pozicioniranje kromosoma [47, 56, 75, 76]. Sastoji se od dva

pola (centrosoma) na kojima se nukleiraju mikrotubuli. Ti mikrotubuli zatim rastu te se mogu
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uhvatiti za kinetohore, proteinske komplekse na kromosomima (Slika 1.3). Ukoliko se ne uhvate

za kromosome, mikrotubuli mogu nastaviti rasti prema suprotnom polu ili rubu stanice [97].

kinetochore  chromosome motor proteins and
passive crosslinkers

centrosome

kinetochore .Overlap. polar | astral MTs
microtubules non-kinetochore microtubules

Slika 1.3: Pojednostavljeni prikaz diobenog vretena. Slika je preuzeta iz [97].

U diobenom vretenu nalaze se i motorni proteini. Ti se proteini vezu na mikrotubule te se
gibaju po njima. Gibanje motornih proteina uzrokuje da mikrotubuli medusobno proklizavaju
Sto generira sile u diobenom vretenu [3]. Interakcije mikrotubula i kinetohora te sile generirane

putem motornih proteina ono su $to vodi gibanje kromosoma u prometafazi i metafazi.

1.2.1 Mikrotubuli i Kinetohore

Mikrotubuli su Suplji, cilindri¢ni polimeri sastavljeni od protofilamenata gradenih od a i -
tubulin heterodimera [17, 50] (Slika 1.4).

Mikrotubuli su dinamicki nestabilni. Mogu rasti u procesu zvanom polimerizacija te se
skradivati procesom depolimerizacije, a dinamicka nestabilnost proizlazi iz ¢injenice da u bilo
kojem trenutku mogu prijeci iz jednog procesa u drugi. Prijelaz iz rasta mikrotubula u skraci-
vanje se naziva katastrofa, a prijelaz iz skraCivanja u rast se naziva spasavanje (eng. rescue) [50]
(Slika 1.5).

Dinamicka svojstva mikrotubula, to jest polimerizacija, depolimerizacija i stohasticki prije-

lazi izmedu ta dva stanja, nuZni su za formaciju diobenog vretena [65]. Mikrotubuli koji rastu
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Slika 1.4: Generalna struktura mikrotubula. Slika je preuzeta iz [50].
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Slika 1.5: Mikrotubuli se prebacuju izmedu procesa polimerizacije i depolimerizacije. Slika je preuzeta
iz [50].

s pola i vezu se na kromosome preko kinetohora nazivaju se kinetohorni mikrotubuli, a sveZanj
takvih mikrotubula €ini kinetohorno vlakno [70, 81]. Mikrotubuli koji se ne veZu na kromosome
nazivaju se nekinetohorni mikrotubuli. Nekinetohorni mikrotubuli se dijele na mikrotubule koji
rastu prema rubu stanice (astralni mikrotubuli), mikrotubule koji rastu prema sredistu diobenog
vretena i imaju slobodne krajeve (polarni mikrotubuli) te mikrotubule koji rastu prema srediStu
diobenog vretena gdje formiraju antiparalelne preklope s mikrotubulima sa suprotnog pola (in-
terpolarni mikrotubuli) [97] (Slika 1.6). Interpolarni mikrotubuli medusobno interagiraju, $to
omogucéava motornim proteinima da ih klizu i medusobno povezuju (eng. crosslink) [9, 32, 41,
69, 77, 88]. Interpolarni mikrotubuli mogu povezivati kinetohorne mikrotubule vezane sa sus-
jedne (sestrinske) kinetohore, u kojem se slu¢aju nazivaju premosni mikrotubuli (eng. bridging

microtubules), a svezanj takvih mikrotubula ¢ini premosno vlakno (eng. bridging fiber) [43].
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Bridging microtubules

Slika 1.6: Shema diobenog vretena koja pokazuje kinetohorne (ljubicasto) i premosne mikrotubule (ze-
leno). Slika je preuzeta iz [97].

1.2.2 Motorni proteini

Motorni se proteini veZu na filamente citoskeleta 1 koriste energiju dobivenu hidrolizom ATP-a
za gibanje po njima. Razlikuju se po vrsti filamenta na kojeg se veZu (aktin ili mikrotubuli),
smjeru gibanja i teretu kojeg nose. Glavna podjela motornih proteina je na tri grupe: miozini,
dineini i kinezini. Miozini su jedina grupa koja se veZe na aktin. Glavna razlika izmedu proteina
vezanih na mikrotubule jest u smjeru njihovog gibanja, to jest gibaju li se prema minus ili plus
kraju mikrotubula. Minus kraj mikrotubula jest onaj koji sporije raste, a dineini se gibaju u
smjeru tog kraja. Plus kraj mikrotubla jest onaj koji brze raste te se mikrotubul obi¢no produzuje
u tom smjeru. Kinezini su motorni proteini koji se gibaju u tom smjeru te ¢esto imaju mjesto
vezanja za neku organelu ili drugi mikrotubul (Slika 1.7). Mnoge vrste kinezina imaju ulogu u
formaciji diobenog vretena i razdvajanju kromosoma tijekom mitoze i mejoze [3].

Uloge kinezina u procesu mitoze su brojne. Pokazano je da KIF2A pomaZe depolimer-
izaciju mikrotubula na minus kraju i nuZan je za formaciju diobenog vretena. KIF2B promovira

mitozu i vezan je za dinamike mikrotubula i kinetohora. MCAK je motorni protein koji sud-
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Slika 1.7: Prikaz gibanja motornog proteina kinezina. Slika je preuzeta iz [106].

jeluje u depolimerizaciji na plus kraju mikrotubula i nuZan je za kongresiju i poravnanje kromo-
soma. KIF4A i KIF4B sudjeluju u kondenzaciji kromosoma, formaciji srediSnje zone diobenog
vretena u anafazi i citokinezi. CENP-E sudjeluje u procesu vezanja mikrotubula na kinetohore
1 signaliziranju prijelaza izmedu faza mitoze. EGS5 je odgovoran za razdvajanje dupliciranih
centrosoma pri formaciji diobenog vretena. KIF14, KIF18A i KID su potrebni za kongresiju
i poravnanje kromosoma, KIF15 za odrZavanje bipolarnosti diobenog vretena, a KIF18B za
regulaciju dinamika mikrotubula. MKLP1, MKLP2 i MPP1 su nuZni za proces citokineze. Na-
posljetku, HSET je potreban za formaciju diobenog vretena i citokinezu (Slika 1.8). Poremecaji
u ulogama ili koncentracijama bilo kojeg od ovih kinezina povezani su s razvojem raznih vrsta
rakova [79].

Sister
chromatids” g8}

Kinetochore
microtubules

Slika 1.8: Pojednostavljen prikaz uloga razli¢itih kinezina tijekom mitoze. Slika je preuzeta iz [79].



Poglavlje 2
Fizikalni mehanizmi u diobenom vretenu

Sile orijentirane prema ekvatoru diobenog vretena nuZne su za pozicioniranje kromosoma i
time za pravilan tok mitoze te su razni modeli predloZeni za opis izvora tih sila [22, 57]. Pri-
jasnji eksperimenti pokazuju da mikrotubuli na polu djeluju silama koje guraju kromosome
dalje od polova te se takve sile nazivaju silama izbacivanja s pola (eng. polar ejection forces)
[5, 6, 68, 82, 83]. Uloge ovih sila u pozicioniranju kromosoma istrazene su u teoretskim
studijima, gdje te sile imaju ucinak centriranja kromosoma jer se smanjuju kako se oni udal-
javaju od pola [4, 12, 13, 42, 44]. Sile usmjerene prema ekvatoru diobenog vretena mogu biti
1 posljedica kinetohornih motornih proteina koji se gibaju po nekinetohornim mikrotubulima
prema plus krajevima, kao Sto je CENP-E [7]. Takoder, kinetohorni mikrotubuli mogu djelo-
vati vucnim silama na kinetohore putem depolimerizacije na plus krajevima [16, 31, 38, 52].
Vucne sile ovise o duZini mikrotubula zbog motornih proteina poput kinezina-8, koji "mjere"
duljinu mikrotubula gibanjem do njihovog plus kraja gdje promoviraju depolimerizaciju te time
povecavaju vucne sile na kinetohore, $to uzrokuje centrirajuci efekt [25, 61, 93, 101, 105].
Teorijske studije su pokazale takav efekt uzrokovan katastrofom mikrotubula ovisnom o duZini
kod stanica kvasca [26, 28, 49, 59]. Svi ovi mehanizmi istovremeno doprinose pozicioniranju
kromosoma u diobenom vretenu. U ovom poglavlju dan je pregled tih mehanizama kako bi se

stekao uvid u mehanobiologiju diobenog vretena.

2.1 Proucavanje i modeliranje mehanobiologije

diobenog vretena

Proucavanje djelovanja diobenog vretena provodi se pristupima baziranim na mehanickim per-

turbacijama [75]. Jedna od najucinkovitijih metoda jest laserska ablacija koja omogucuje rezanje



2.1. Proucavanje i modeliranje mehanobiologije diobenog vretena Poglavlje 2.

snopa mikrotubula i direktnu identifikaciju smjera sila na osnovu gibanja dijelova mikrotubula
(Slika 2.1A). Ako se dijelovi mikrotubula gibaju jedan prema drugom, mikrotubul je prije
rezanja bio pod kompresijom (Slika 2.1A lijevo), ako se gibaju jedan od drugog mikrotubul
je bio napet (Slika 2.1A sredina), a ako se rotiraju bio je pod utjecajem rotacijske sile (Slika
2.1A desno). Gibanje dijelova mikrotubula takoder moze biti i kompleksno kao kombinacija
translacijskog i rotacijskog gibanja. Ova je metoda koriStena za proucavanje sila na kinetohore,
pocevsi od istraZivanja u kojem je ablacijom jedne kinetohore pokazana napetost izmedu para
sestrinskih kinetohora [63]. Nakon toga, laserska ablacija koriStena je u brojnim istraZivanjima
mehanika mikrotubula, kinetohora i centrosoma [1, 14, 18, 21, 43, 45, 46, 58, 90, 91, 102].
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Slika 2.1: Eksperimentalne metode proucavanja mehanobiologije diobenog vretena. (A) Lasersko
rezanje (oznaka munje) mikrotubula (siva cijev) koristi se kao perturbacija koja moze rezultirati trima
razli¢itim ishodima s odgovaraju¢im interpretacijama sila koje djeluju na mikrotubul. Narancasta boja
oznacava krajeve mikrotubula dobivene laserskim rezanjem. (B) VrSak mikroigle (narancasto) dodiruje
kromosom i pomice ga udesno. (C) Stanica se stisne pod pokrovnim stakalcem kada se primijeni kom-
presijska sila (narancaste strelice). (D) Magnetska kuglica (narancasto) pomice diobeno vreteno kada je

primijenjena magnetska sila. Slika je preuzeta iz [75].

Laserskom ablacijom perturbiraju se postojece sile u diobenog vretenu. Medutim, druge
metode primjenjuju vanjske sile na diobeno vreteno. Jedan primjer je koriStenje mikroigle kako

bi se rastegnuli, pomicali ili zaustavili kromosomi i time se mjerile sile koje djeluju na njih [71,

9
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72] (Slika 2.1B). Vanjske sile primijenjene mikroiglom ili stiskanjem Citave stanice koriStene su
za promjenu sila u diobenom vretenu i time proucavanje mehanickih svojstava diobenog vretena
[20, 39, 94] (Slika 2.1C). Za pomicanje diobenog vretena mogu se koristiti opticke i magnetske
pincete, Sto daje uvid u sile kojima se pozicionira diobeno vreteno [27, 98] (Slika 2.1D).

Navedene metode kombiniraju se sa svjetlosnom mikroskopijom, koja omogucuje proma-
tranje ishoda eksperimenta. Fluorescentno oznacavanje proteina koristi se za proucavanje arhitek-
ture diobenog vretena, to jest poloZaja odredenih proteina prije 1 poslije perturbacija [86].

Kako bi se doslo do novih otkri¢a u dinamici diobenog vretena potrebno je predlagati
hipoteze o funkcijama komponenti diobenog vretena. Teorijski modeli korisni su za tu svrhu jer
se hipoteze predloZene njima mogu rijesiti 1 usporediti s eksperimentalnim rezultatima te time

identificirati glavne koncepte funkcioniranja diobenog vretena.

2.2 Dinamika mikrotubula u diobenom vretenu

Sile u diobenom vretenu povezane su s brzinama te mogu ubrzati ili usporiti kemijske reakcije.
Brzina polimerizacije mikrotubula ovisi o razlici dodavanja i otklanjanja podjedinica mikro-
tubula te kompresijska sila koja se pojavljuje kada vrh mikrotubula naide na prepreku moZze
uzrokovati smanjenje stope dodavanja podjedinica te time usporenje polimerizacije [19]. De-
polimerizacija mikrotubula moZe generirati silu koja pomice teret, na primjer kinetohoru, na
plus kraju mikrotubula, a sila koja djeluje na plus kraj mikrotubula moZe promijeniti dinamiku
mikrotubula 1 stopu odvajanja tereta [2, 31, 55]. Sila napetosti primijenjena na kinetohore
stabilizira vezu izmedu kinetohore i depolimeriziraju¢ih mikrotubula i utjeCe na brzine rasta i
skradivanja mikrotubula [2] (Slika 2.2A).

Jedan od klju¢nih mehanizama u diobenom vretenu zasniva se na akumulaciji motornih
proteina ovisnoj o duljini mikrotubula na kraju mikrotubula gdje onda reguliraju njihovu di-
namiku (Slika 2.2B). Motorni proteini veZu se duZz cijelog mikrotubula i stoga dulji mikrotubuli
akumuliraju veéi broj motornih proteina. Ti se motorni proteini zatim gibaju do plus kraja
mikrotubula, gdje induciraju katastrofu mikrotubula i1 time im ogranicavaju duljinu [96, 100,
101]. Ovaj mehanizam potpomaze i u pozicioniranju kromosoma na srediStu diobenog vretena
[49, 93].

Duljinu antiparalelnog preklopa mikrotubula takoder reguliraju motorni proteini koje na
preklop ovisno u njegovoj duljini akumuliraju proteini koji vezuju jedan mikrotubul za drugi [9].
Za takve proteine Ce se radi jednostavnosti u ostatku teksta koristiti engleski naziv crosslinker.
Crosslinkeri sprjecavaju potpuno klizanje mikrotubula i time stabiliziraju preklop entropijskim

silama generiranim difuzijom crosslinkera [10, 53]. Motorni proteini u preklopu generiraju sile

10
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Slika 2.2: Dinamika mikrotubula. (A) Utjecaj sile na dinamiku mikrotubula moZe se proucavati op-
tickim pincetama. Sila laserske klopke primjenjuje se na vrSak mikrotubula te rezultira stabiliziranjem
veze izmedu mikrotubula i kinetohore. (B) Motorni proteini kinezin-8 (narancasto) vezu se duz mikro-
tubula i akumuliraju na vrhu, gdje pojacavaju proces katastrofe. Dulji mikrotubuli akumuliraju veéi broj
motornih proteina. Slika je preuzeta iz [75].

ovisne o duljini preklopa koje medusobno klizu mikrotubule [89].

2.3 Sile na kromosome u metafazi

Metafaza je najviSe proucavana faza mitoze zbog stabilnosti diobenog vretena u toj fazi, Sto
olaksSava promatranje rezultata perturbacija. Glavni cilj prouavanja metafaze je identifikacija
sila koje djeluju na kromosome kako bi ih centrirale i zadrzale u blizini ekvatora diobenog
vretena. Laserska ablacija kinetohora pokazala je da kinetohorni mikrotubuli vezani plus kraje-
vima na kinetohore djeluju vu¢nim silama na njih usmjerenim prema polu [63] (Slika 2.3, tocka
1). Mikrotubuli se takoder polimeriziraju na kinetohorama [64] (Slika 2.3, tocka 2).

Vucnim silama na kinetohore suprotstavljaju se elasticne sile kromatina, $to se moZe uociti
¢injenicom da su biorijentirane kinetohore udaljenije od onih bez prikvacenih mikrotubula [78,
103] (Slika 2.3, toc¢ka 4). Na kromatin djeluju i mikrotubuli koji rastu s pola silama izbacivanja
s pola te odguruju krakove kromosoma, S$to se prenosi na kinetohore [82] (Slika 2.3, tocka 5).

Mehanobioloski eksperimenti doveli su do slike gibanja kromosoma u diobenom vretenu
koje vode vucne sile kinetohornih mikrotubula i sile izbacivanja s pola nekinetohornih mikro-
tubula [83]. Kako bi se istraZzili ti procesi, uvedeni su brojni teorijski modeli [12, 13, 42, 46].
Medutim, ti modeli ne daju potpunu sliku sila u diobenom vretenu tijekom metafaze.

Kinetohorni mikrotubuli kontinuirano se premjestaju prema polu, Sto se moZe vidjeti kao
gibanje usmjereno prema polu fotoaktiviranih segmenata mikrotubula [67] (Slika 2.3, toc¢ka
3). Ovo gibanje zajedno s konstantnom duljinom diobenog vretena dovodi do zakljucka da

su kinetohorni mikrotubuli istovremeno polimeriziraju na kinetohorama, a depolimeriziraju na

11
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Slika 2.3: Pojednostavljen prikaz sila koje djeluju na kromosome u diobenom vretenu. Mikrotubuli

(sive linije) protezu se od polova diobenog vretena (sivi polukrugovi) do kinetohora (sivi krugovi) i
kromosoma, a motorni proteini (narancasto) veZu se na polove i kromosome i medudjeluju s mikro-
tubulima. (1) Lasersko rezanje (munja) desne kinetohore uzrokuje gibanje lijeve kinetohore ulijevo. (2)
Integracija tubulina (narancasto) na vrhove mikrotubula pokazuje polimerizaciju mikrotubula na kineto-
horama. (3) Segmenti mikrotubula (narancasto) gibaju se prema polu diobenog vretena. (4) Elasti¢na sila
(narancasto) pribliZava kinetohore kada se uklone vucne sile mikrotubula. (5) Lasersko rezanje (munja)
dijela kromosoma uzrokuje udaljavanje od pola zbog sila kojima djeluju motorni proteini (narancasto).
Slika je preuzeta iz [75].

polovima diobenog vretena. Taj proces nazivamo tok mikrotubula usmjeren prema polu (eng.

poleward flux).

2.4 Tok mikrotubula usmjeren prema polu

Kinetohorna vlakna pod utjecajem su sila koje vode njihov tok usmjeren prema polu [23, 33,
35, 67] (Slika 2.4). Zbog jednostavnosti, u ostatku teksta ¢e se za tok mikrotubula usmjeren
prema polu koristiti engleski naziv poleward flux. Poleward flux je gibanje kinetohornog vlakna
kod kojeg se Citavo vlakno premjesSta prema polu poput pokretne trake dok se minus krajevi
depolimeriziraju i plus krajevi polimeriziraju. ViSestruki motorni proteini vode i reguliraju
ovaj proces [24, 36, 85, 92]. Snimanje diobenih vretena elektricnim mikroskopom je dovelo
do ideje da je ono Sto pokrece poleward flux motornim proteinima pogonjeno klizanje kineto-
hornih vlakana u odnosu na interpolarna vlakna, to jest premosna vlakna [43, 66, 74]. Pokazano
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2.4. Tok mikrotubula usmjeren prema polu Poglavlje 2.

je 1 da kinezin-5 doprinosi poleward fluxu kinetohornih 1 interpolarnih mikrotubula kod mitoze
embrija Drosophila voénih musSica [11]. Prijasnji teorijski modeli pokazuju da poleward flux
interpolarnih mikrotubula koji se prenosi na kinetohorne mikrotubule utjeCe na sile na kine-
tohorama te promovira ujednacenost napetosti na njima, Sto je i u slaganju s eksperimentima
koji pokazuju varijacije u napetosti na kinetohorama kod stanica s ukinutim tokom [60]. Ovo
uparivanje izmedu kinetohornih vlakana i pridruZenih interpolarnih vlakana, to jest premosnih
vlakana, vazno je ne samo za odrZavanje napetosti na kinetohorama, ve¢ i za poravnavanje kro-
mosoma. Eksperimentalno je pokazano da optogeneticke perturbacije na premosnim vlaknima
uzrokuju pogre$no poravnanje kromosoma popraceno izduZenjem preklopa u premosnim vlakn-
ima [40]. Ta otkri€a, zajedno s idejom da se poleward flux generira na premosnim vlaknima i
zatim prenosi na kinetohorna vlakna, dovode do zakljucka da su poravnanje kromosoma, prek-
lopi premosnih vlakana i poleward flux mozda medusobno povezani. Iz tog je razloga razvijen
model centriranja kromosoma u metafazi putem poleward fluxa koji se predstavlja u ovoj dis-
ertaciji [84]. ProSirenje tog modela kasnije se primjenjuje 1 na kongresiju kromosoma tijekom

prometafaze.

MICROTUBULE FLUX

Q) t
Pole
) & o

1l
o
w

8 - m (+)
8
t=30s
Pole . o o KT

(-) 8 . AL L) % (+)

Polé® Y KT
e ® ()

1 | 1
20 1.5 1.0 0.5 0.0
Distance (um)

Slika 2.4: Shema toka mikrotubula prema polu. Slika je preuzeta iz [50].
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Poglavlje 3

Model za centriranje kromosoma u

metafazi

Kako bi se istrazila ideja da poleward flux pomaze pri centriranju kromosoma, uvodi se model
centriranja vodenog poleward fluxom, gdje kinetohorna vlakna lateralno medudjeluju s pre-
mosnim vlaknima (Slika 3.1). Centralna ideja ove teorije jest da kinetohore, a time i kro-
mosome, centriraju vucne sile proporcionalne preklopima izmedu kinetohornih 1 premosnih
vlakana, generirane aktivnostima motornih proteina i pasivnih crosslinkera. Kada se kineto-
hore izmaknu iz centra diobenog vretena, razlika u duljini sestrinskih kinetohornih vlakana
uzrokuje 1 razliku u duljini antiparalelnih preklopa s lijeve i desne strane kinetohora. Posljedica
toga je razlika u broju nakupljenih motornih proteina s obje strane, §to dovodi do generiranja
centrirajue sile na kinetohore. Analogno tome, razlike u duljini paralelnih preklopa i broju
pasivnih crosslinkera takoder dovode do centriranja kinetohora. Stoga, kinetohore se u ovom
modelu centriraju preko ravnoteze sila na sestrinskim kinetohornim vlaknima, sto je razli¢ito od
prethodnih modela zasnovanih na dinamici plus krajeva kinetohornih vlakana i silama izbaci-

vanja s pola.

3.1 Sile u modelu

Jedinstvena znacajka ovog fizikalnog modela jest to Sto se motorni proteini nakupljaju u an-
tiparalelnim preklopima izmedu kinetohornih 1 premosnih vlakana, gdje klizanjem razdvajaju
mikrotubule. Te sile klizanja,

FE =D%nnf, (3.1)
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3.1. Sile u modelu Poglavlje 3.

El; F'ﬂ:

Fo < F

88® X W »
e & CCCCCCCORCCCCCCCC g CCC

(] cedokescacs qaccacased
kinetohorno vlakno  kinetohora premosno vliakno
WD d D’ 4

1 L d L 1

Slika 3.1: Shema diobenog vretena (gore) i shema modela (dolje). Kinetohorni mikrotubuli (crveno)
idu od rubova do elasti¢no povezanih kinetohora (krugovi povezani oprugom), a premosni mikrotubuli
(plavo) od rubova jedan prema drugom. Motorni proteini (bijeli X-evi) djeluju silama, F=, izmedu
antiparalelnih mikrotubula, a pasivni crosslinkeri (sivi C-ovi) djeluju silama, F.", izmedu paralelnih
mikrotubula. Eksponenti 4+ i — oznacavaju desnu, odnosno lijevu stranu modela. Slika je adaptirana iz
[84].

proporcionalne su duljini antiparalelnih preklopa, D*, prema in vitro eksperimentima [89]. Sile
su takoder proporcionalne linearnoj gusto¢i motora, np,, i sili koju pojedini motori proizvode,
fif. Eksponenti + i — ozna¢avaju desnu, odnosno lijevu stranu modela u ovim i svim budué¢im
1zrazima.

Paralelni preklopi izmedu kinetohornih i premosnih vlakana povezani su pasivnim crosslink-
erima koji prenose sile klizanja s premosnih na kinetohorna vlakna. Analogno silama motornih

proteina, sile kojima djeluju pasivni crosslinkeri,
FE =L*n.fE, (3.2)

proporcionalne su duljini paralelnih preklopa, L*, linearnoj gustoéi pasivnih crosslinkera, ne, i
sili koju pojedini crosslinkeri proizvode, f:.
Silama koje generiraju motorni proteini na kinetohorno vlakno suprotstavljaju se sile koje

djeluju na kinetohore, FKiC, 1 sile pasivnih crosslinkera,

Fo =Fio+FF . (3.3)
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3.1. Sile u modelu Poglavlje 3.

Ovo su glavne jednadZbe modela te se koristeci njih zajedno sa silama na premosnim vlakn-
ima, vezama izmedu sila i brzina pojedinih motora te silama trenja kojima djeluju kinetohore i
pasivni crosslinkeri mogu izraCunati brzine kinetohornih vlakana, a time i brzine kinetohora.

Model opisuje sustav s dvije sestrinske kinetohore. Kinetohorna vlakna predstavljena su
dvama mikrotubulima, jednim s desne i jednim s lijeve strane kinetohora, koji se protezZu od
rubova diobenog vretena do kinetohora. Sli¢no tome, premosna su vlakna predstavljena dvama
mikrotubulima koji se proteZu od rubova i medusobno interagiraju u sredini diobenog vretena
(Slike 3.1 i1 3.2). PolozZaji sestrinskih kinetohora oznaceni su s xﬁc, a polozaji kinetohornih i
premosnih vlakana uzeti su kao proizvoljne tocke duZ njih i oznaceni s foT, odnosno x,;—LMT.
Eksponenti + i — oznacavaju desnu, odnosno lijevu stranu modela u ovim i svim buduéim
izrazima. Svi poloZaji se mijenjaju u vremenu ¢ i brzine im se racunaju kao vf = dxii /dt, za
i = KC, kMT, bMT. Iako nije direktno opisana, brzina rasta kinetohornih vlakana ra¢una se kao
Vﬁc — vlfMT. Duljina preklopa mikrotubula u premosnim vlaknima oznacena je Dg, a duljina

diobenog vretena oznacena je L.

kinetohorna vlakna

- — + +
XikmT XKkc XkcC XkMT
[ ® ® &
e o
@ ©
e [ \/ @® T
- +
XbMT premosna vlakna XbMT
L IL)” .

| 0 |
f |

96 Motorni proteini € Passivni crosslinkeri O#O Sestrinske kinetohore

Slika 3.2: Shema modela. Kinetohorni mikrotubuli idu od rubova prema elasti¢no povezanim kineto-
horama, a premosni mikrotubuli od rubova jedan prema drugom. Motorni proteini povezuju antipar-
alelne mikrotubule, a pasivni crosslinkeri paralelne. Ukupne duljine antiparalelnog i paralelnog preklopa
mikrotubula oznacene su s Dy, odnosno Ly. PoloZaji sestrinskih kinetohora oznaceni su na x-osi. PoloZaji
kinetohornih (crveno) i premosnih vlakana (plavo) uzeti su kao proizvoljne to¢ke duZ njih i takoder su
oznaceni na x-osi. Eksponenti + i — oznacavaju desnu, odnosno lijevu stranu modela. Legenda na dnu
opisuje simbole za razliite elemente diobenog vretena u shemi. Slika je adaptirana iz [84].

Kako bi se izracunalo gibanje kinetohora potrebno je prvo opisati sile koje djeluju na njih.
Elasticna veza izmedu sestrinskih kinetohora opisana je silom opruge dane po Hookeovom
zakonu,

Fy= k(xEC —Xgc —X0), (3.4)
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3.1. Sile u modelu Poglavlje 3.

gdje k oznaCava elastini koeficijent, a xo duljinu opruge u mirovanju. Kinetohore takoder
medudjeluju s mikrotubulima i sila kojom plus krajevi mikrotubula djeluju na kinetohore opisana
je kao

Fie = =tk (Ve — Vi) (3.5)

gdje ugc oznacava koeficijent efektivnog trenja na kinetohori. Ovaj opis sile na kinetohorama
je pojednostavljenje veze izmedu brzine i sile koja je prijasnje izmjerena za kinetohore [2]. Ove

dvije sile jedine su sile koje djeluju na kinetohore u ovom modelu te su medusobno u ravnotezi,
Fi = +Fy. (3.6)
Ove jednadzba takoder ukljucuje i ravnoteZu sila izmedu sestrinskih kinetohora,
Fle = —Fee (3.7)

Gibanje kinetohornog vlakna vodeno je silama kojima djeluju molekularni motori rasporedeni
du preklopa izmedu kinetohornih i premosnih vlakana, FX. Ovim silama suprotstavljaju se sile

prigusivanja kojima djeluju crosslinker proteini, F.", i sile na kinetohorama,
Fr—Ff—-F=0. (3.8)

Ovaj izraz proizlazi iz jednadZzbe 3.3.

Sile motora rasporedenih duz antiparalelnog preklopa kinetohornih i premosnih vlakana
opisane su jednadzbom 3.1. Sila kojom djeluje jedan motor ovisi o relativnoj brzini kineto-
hornog i premosnog vlakna sa suprotnih strana kinetohora i opisana je linearnom relacijom

izmedu sile 1 brzine,
Vit — Vemr = vo(£1 = fa /o), (3.9)

gdje fy oznacava maksimalnu silu motornih proteina, a vy brzinu motornih proteina bez tereta.
Broj motornih proteina dan je kao
Ni=nn,D*, (3.10)

gdje je nm oznaka za linearnu gustoéu motornih proteina, a D* duljina antiparalelnog preklopa
izmedu kinetohornih i premosnih vlakana, dana kao D* = (Dg /2 :inc)G(Do /2 :Fxlfc), gdje je
0 Heavisideova step funkcija koja osigurava da antiparalelni preklop postoji.

Sile priguSivanja crosslinker proteina dane su jednadZbom 3.2, gdje je sila priguSivanja
jednog crosslinkera dana kao

fo = e (Vinr — Vo) (3.11)
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3.2. Aproksimacije koristene pri rjeSavanju modela Poglavlje 3.

gdje je uc koeficijent trenja crosslinkera, a vfMT — vbiMT relativna brzina kinetohornog i pre-
mosnog vlakna. Broj pasivnih crrosslinkera rasporedenih po paralelnom preklopu kinetohornih
1 premosnih vlakana dan je kao

NE =n.L*, (3.12)

gdje je ne oznaka za linearnu gustoéu pasivnih crosslinkera, a L* duljina kinetohornog vlakna,
definirana kao L* = +(Ly/2 — xgc).-

Gibanje premosnog vlakna vodeno je silom kojom djeluju motori rasporedeni po antipar-
alelnom preklopu izmedu premosnih vlakana, Fyyt. Ovoj se sili suprotstavljaju sile motornih
proteina koje djeluju duzZ antiparalelnog preklopa izmedu kinetohornih i premosnih vlakana te
sile prigusenja crosslinker proteina duz paralelnog preklopa izmedu kinetohornih i premosnih
vlakana,

Fwmr+Ff+Ff=0. (3.13)

Sila koja djeluje u preklopu premosnih vlakana ovisi o broju motornih proteina u tom preklopu,
Nomt = nmDo, (3.14)
te o relativnim brzinama premosnih vlakana,

Fomt = Nomtfo[1 — (Ve — Vo) /Vo)- (3.15)

3.2 Aproksimacije koriStene pri rjeSavanju modela

Iako se model moZe rijesiti bez aproksimacija, i takvo je rjeSenje dano u potpoglavlju 3.7, uvode
se dvije aproksimacije koje vrijede za prijaSnje proucavana diobena vretena, a pojednostavljuju
izraCun modela bez velikih odstupanja u rjeSenju.

Prvo, zanemarujemo razlike u brzinama kinetohora,
— .+ - _
Avkc = vge — Ve =0, (3.16)

Sto je moguce uciniti zahvaljujuéi sljedec¢im argumentima. Interkinetohorna brzina na vremen-
skim skalama relevantnim za centriranje kinetohora, . = Dy /(v + V), ima pribliznu vrijed-
nost Avgc ~ (xfgc — Xgc)/te.- Primjenom jednadzbe 3.6, normalizirana interkinetohorna brzina

ima oblik .

A 2kD RS Vs
E | 250 ke Re) (3.17)

Vic+vge  LHKCYO Vo

18



3.3. Racunanje brzina kinetohornih vlakana i kinetohora Poglavlje 3.

gdje se koristi vy = vf{MT — Vv Kao gornja granica za razliku u brzini kinetohornih vlakana. U
sluCaju parametara relevantnih za ovaj sustav, to jest konstanta opruge koje predstavlja elasticnost
kromosoma k = 100 pN/um ([42]) te Dy, uxc i vo dani kao Sto je pojasnjeno u potpoglavlju 3.4,

prvi ¢lan na desnoj strani jednadzbe 3.17 poStuje

2kDg
>
HKCV0

> 1. (3.18)

U ovoj granici desna strana jednadZbe 3.17 pribliZzava se nuli 1 interkinetohorna brzina moze
biti zanemarena.

Drugo, brzine premosnih vlakana se postavljaju na vrijednost vffMT = +vp/2. Za kinetohore
koje se nalaze u centralnom poloZaju na diobenom vretenu regije preklopa s lijeve i desne strane
imaju iste duljine, D™ = D~ i LT = L~. Primjenom ove simetrije na jednadzbe 3.13, dobiva se

izraz

5 T VkMT ~ 7y
Vo Nomr fo Dy Vo

2t (1+ Ne e vo D*) _gg Newe o DT (_1_"kﬂ>. (3.19)
Nomtfo 2 2Do

U slucaju u kojem doprinosi motora dominiraju nad doprinosima crosslinkera, N7 u.vy <<
2Npmt fo, drugi €lan u zagradi s lijeve strane jednadZbe mnogo je manji od 1. Analogno tome,
drugi ¢lan na desnoj strani moZe biti zanemaren. Zato $to je duljina antiparalelnog preklopa
izmedu kinetohornih i premosnih vlakana mnogo manja od duljine preklopa izmedu premosnih
vlakana, DT << Dy, treéi ¢lan na obje strane jednadzbe moZe se zanemariti. U tim granicama,
jednadzba 3.19 reducira se na 2vpyr/vo = 1. U potpoglavlju 3.8 izracunat je tok premosnih
vlakana za parametre kao u potpoglavlju 3.4. Podatci iz tog racuna otkrivaju da su relativne
devijacija toka bez aproksimacija od vy /2 dok se mijenja tijekom centriranja kinetohora izmedu
5.5% 1 12%. Nadalje, za dulji preklop premosnih vlakana, Dy = 8um, devijacije suizmedu 7.5%
1 10%.

3.3 Racunanje brzina kinetohornih vlakana i kinetohora

Primjenom aproksimacija danih u potpoglavlju 3.2, relacije izmedu sile i brzine za pojedine
motore te sila trenja za pasivne crosslinkere 1 kinetohore na jednadZbe 3.8 mogu se izvesti izrazi
za brzine kinetohornih vlakana, a time i izraz za brzinu centriranja para sestrinskih kinetohora.

Primjenom jednadzbe 3.8 na jednadzbu 3.7, dobije se sljedeci izraz:

Fr—Ff=-F +F,. (3.20)
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3.3. Racunanje brzina kinetohornih vlakana i kinetohora Poglavlje 3.

Upotrebom jednadzbi 3.1, 3.2, 3.9, 3.10, 3.11 1 3.12, ovaj se izraz moZe raspisati kao

J’_
Vo v vo/2
NS pe (VIMT_ 3) — N fo (1 — ML —/) =

Vo Vo

_ _ Vo _ Vi vo/2
N <VkMT+E) N o (_1_M+_/>,
V0 Vo

(3.21)

Nadalje, primjenom jednadzbi 3.9, 3.10, 3.11, 3.12 te 3.5 na jednadzbu 3.8 za desnu stranu,
F—Ff =-F, (3.22)

dobiva se sljedeci izraz:

+ + Vo + V]TMT vo/2 +
AT <VkMT - 3) —Npfo| 11— T - V_o = ,UKC(VKC - VkMT)' (3.23)

Sortiranjem ¢lanova u ovom izrazu dobije se

+ mf + NETfo +
Vi | Ve e +—0+ch /JKCVKC‘I’ 2 N e — e + Ny, fo- (3.24)

Analogno ovome, za lijevu stranu jednadZzbe 3.8,
F. —F, = —Fe, (3.25)

primjenom jednadzbi 3.9, 3.10, 3.11, 3.12 1 3.5 dobiva se

_ _ Y _ Vi vo/2
NC Hc (kaT—‘rEO) _Nme (_1_ kMT+ 0/

= — V. 3.26
” v()) uxe (VKC = Viwr)» (3.26)

Sto se zatim sortiranjem Clanova zapisuje kao

_ _ N fo Vo _ N fo _
VkMT (Nc M+ 1;1—0 +MKC) = Hkevke + o <_Nc He + 1;10 — Ny, fo- (3.27)

U ovom dijelu izracuna uvode se tri pokrate kako bi se jednadzbe mogle lakSe zapisati:

N:I:

gt = mfo, (3.28)
Vo

ge =N e, (3.29)
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3.3. Racunanje brzina kinetohornih vlakana i kinetohora Poglavlje 3.

1
o T . (3.30)
Ne pe + =0 + ke

Upotrebom ovih pokrata te izraza 3.24 i 3.27, mogu se izvesti izrazi za brzine kinetohornih

vlakana. Za desnu stranu taj izvod glasi:

Vo
Vi = & (ikevie + 2 (8 — gm) + o) =

2
Vo
= o (uxevke + 51 (88 — gh+28m) ) = (331)
Vo
=a’ <,UKCVKC + E(gj +8$)> :

Analogno, izvod za lijevu stranu glasi:

_ _ Vo _ _ _
Vimt = & (HKCVKC + E(_gc +8&m) — gmv()) =
_ Vo o - B
= 0 (evie + 5 (—8c +8m—28m)) = (332)
_ Vo o -
=0a <MKCVKC - E(gc +gm)> :

Dakle, konacni izraz za brzinu kinetohornih vlakana za obje strane diobenog vretena glasi

Vv
Viur = O <.UKCVKC + Eo(gci +g$)> : (3.33)

Kako bi se izracunala brzina kinetohora, potrebno je prvo uvrstiti izraz za brzinu kineto-
hornih vlakana iz jednadzbe 3.33 u jednadzbu 3.21:

Vo Vo
g <—— + ot ukevke + ot — (g +8$)>

2 2
Vo Yo
—gt (—5 +vo—oc+chVKc—06+5(g§r+g$)> -
2 i e i (3.34)
= —&. (7—}—0( MKCVKC — O E(gc +gm)>
_ (Vo - W 4o
+8m <3 —Vvo— O UgcVKCc —Q i(gc +gm)> :

Sljedece se radi jednostavnosti sortiraju ¢lanovi koji mnoze brzinu kinetohora i oni koji ju ne

mnoze:
pxcvke (0 g +atglh +a g +agy) =

Vo
= 3(&* +eh—atgl (gl +am) —atgh(ed +aih) (3.35)

—8c —&m+ O g (8 +8&m)F A gnlge +8&m))-
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3.4. Parametri u diobenom vretenu tijekom metafaze Poglavlje 3.

Sada se u ovom izrazu daljnje sortiraju ¢lanovi kako bi se saZetije zapisao:

prcvre (0 (g8 +gm) + o (8 +8m)) =

V _ _ _ _ _ _
= 50 (8 +gm—o (g8 +&m)(ge +8m) —8 —8m T+ (gc +8m)(8 +8&m)) =  (3.36)
Vo _ L,
) ((gd +em) (I —at (g +gm)) — (8o +&m) (1 — ™ (g5 +8&m))) -

Konacno, dobiva se izraz za brzinu kinetohora:

vo (g8 +gm)(I—at(gd+gm) — (g +8m) (1 —0 (g +8m))
2uxc ot (gd +gm)+ 0o (gc +8m)

VKC = . (3.37)
Ovaj izraz eksplicitno ovisi samo o geometriji sustava pa se poloZaji kinetohora mogu jednos-

tavno izraCunati integriranjem jednadzbe 3.37 u vremenu.

3.4 Parametri u diobenom vretenu tijekom metafaze

Kako bi se iz jednadZbi mogli dobiti rezultati usporedivi sa stvarnim stanicama, potrebno je prvo
pazljivo odabrati vrijednosti za parametre kako bi bili $to bliZi realnim slucajevima. Parametri
koji se odnose na geometriju sustava dani su u tablici 3.1, dok su u tablici 3.2 dani ostali

parametri, vezani za svojstva motornih proteina, pasivnih crosslinkera i kinetohora.

Parametar Naziv Iznos Izvor
Ly=L +d+L" Duljina diobenog vretena 14 um [84]
Do=D-+d+D* Duljina preklopa premosnih 6 um (84]

vlakana
d Udaljenost izmedu { um (84]

sestrinskih kinetohora

Tablica 3.1: Geometrijski parametri u modelu.

Vrijednosti geometrijskih parametara izmjerene su u [84]. Vrijednost za maksimalnu silu
motornih proteina fj uzeta je iz [99], a vrijednosti za brzinu motornih proteina bez tereta v
postavljena je tako da se reproducira brzina premosnih mikrotubula izmjerena u [84] i sli¢na je
iznosu brzine klizanja mikrotubula vodenog Eg5 motornim proteinima iz Xenopus laevis stan-
ica [34]. Vrijednost za koeficijent efektivnog trenja na kinetohorama ugc procijenjena je kao

omjer maksimalne sile na kinetohorama od 3 pN, izmjerene u [2], 1 brzine polimerizacije od
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3.5. Rezultati modela Poglavlje 3.

Parametar Naziv Iznos Izvor
Maksimalna sila motornih
fo : 5pN [99]
proteina
Vo Brzina motornih proteina bez 4 pm/min procijenjeno
tereta
Am Gusto¢a motornih proteina 10 um~! procijenjeno
" Produkt gustoce i koeficijenta 1 rociienieno
che trenja pasivnih crosslinkera | pNmin/um? procyeny
Koeficijent efektivnog trenja 30 rociienieno
HKC na kinetohorama pNmin/um procyjeny

Tablica 3.2: Preostali parametri u modelu; koji se odnose na motorne proteine, pasivne crosslinkere 1
kinetohore.

0.1 pm/min, izmjerene u [84]. Gusto¢a motornih proteina ny, 1 produkt gustoce i1 koeficijenta
trenja pasivnih crosslinkera ncu. uzeti su kao varijabilni parametri te se njihova vrijednost mi-
jenjala preko vise redova veli¢ine kako bi se istrazio parametarski prostor. Vrijednosti za ta
dva parametra dane u tablici 3.2 odlucene su kao one za koje rezultati najbolje reprezentiraju

stvarne bioloske situacije.

3.5 Rezultati modela

Kako bi se istrazili efikasnost 1 specifikacije modela pri centriranju kromosoma, prvo se kine-
tohore u modelu postave na pocetni polozaj 2 um lijevo od srediSta diobenog vretena te se
promatra njihov put natrag do srediSta. Rezultati pokazuju da se kinetohore priblizavaju centru
unutar nekoliko minuta za parametre tipicne za ljudska diobena vretena (tablice 3.1 1 3.2; slika
3.3), sto potvrduje sposobnost modela da reproducira centriranje kromosoma u metafazi.

Kada su kinetohore izmaknute, krace kinetohorno vlakno podvrgnuto je toku prema polu
(poleward flux) pod manjom brzinom nego duZe kinetohorno vlakno. Ta razlika u brzinama
odgovorna je za gibanje kinetohora prema srediStu diobenog vretena (slika 3.4). Brzina cen-
triranja kinetohora moZe se zapisati kao prosjek brzina poleward fluxa kinetohornih vlakana,
VKC = (v;MT +Viyr) /2. Medutim, s obzirom da je poleward flux orijentiran u suprotnom sm-
jeru za oba vlakna pa ée brzine imati suprotne predznake, ovaj izraz se moze prepraviti kao
vke = (Iviyr] = [Virr]) /2. odnosno brzina centriranja kinetohora jednaka je polovici razlike

iznosa brzina poleward fluxa kinetohornih vlakana. Brzine kinetohornih vlakana izjednacavaju
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3.5. Rezultati modela Poglavlje 3.

se kako kinetohore prilaze srediStu diobenog vretena te se brzina kinetohora smanjuje. Poleward
flux oba kinetohorna vlakna sporiji je od poleward fluxa premosnih vlakana, $to omogucava
klizanje kinetohornih vlakana pod razli¢itim brzinama tako da mehanizam centriranja moze

funkcionirati.

Poloza;
XmT XKC X oMT (um)

0 1 2 3 4 5 6
Vrijeme (min)

Slika 3.3: Rezultati modela koji pokazuju promjene u vremenu polozaja kinetohora (crno), kinetohornih
vlakana (crveno) i premosnih vlakana (plavo) za kinetohore pocetno izmaknute 2 um lijevo od sredista
diobenog vretena. Svi parametri su kao u tablicama 3.1 1 3.2. Slika je adaptirana iz [84].

Kako bi se proucilo koje su to¢no znacajke modela klju¢ne za ucinkovito centriranje kineto-
hora, testira se ovisnost brzine kinetohora i prosjecne brzine toka kinetohornih vlakana, vyt =
(|vf{MT| + Vimr!l)/2, 0 geometriji modela i o ostalim parametrima u modelu, vezanim za kon-
centracije motornih proteina i pasivnih crosslinkera, brzinu premosnih vlakana te za kinetohore
(slike 3.5, 3.6, 3.7, 3.8, 3.91 3.10). Rezultati za brzine kinetohora gledaju se u poloZaju kine-
tohora izmaknutom 2 um lijevo od srediSta diobenog vretena, dok se rezultati za prosjecnu
brzinu toka kinetohornih vlakana gledaju za kinetohore koje se nalaze u srediStu diobenog
vretena. Rezultati pokazuju da duljina antiparalelnih preklopa izmedu kinetohornih i premosnih
vlakana ima snaZan utjecaj na u¢inkovitost centriranja. S obzirom da antiparalelni preklop raste
simetri¢no iz srediSta diobenog vretena prema polovima, za dovoljno kratke vrijednosti duljine
antiparalelnog preklopa kinetohore se nece nalaziti unutar njega te motorni proteini neée djelo-

vati nikakvim silama na njih. Nakon Sto su kinetohore unutar antiparalelnog preklopa, njegovim
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premosno vlakno

> desno kinetohorno vlakno

no
\\ lijevo k'\netohomo viak
w

1 2 3 4 5 6
Vrijeme (min)

—

Brzina
kaT’vKC’VbMT(IJm/mIn)

© ;
© g = g N

o

Slika 3.4: Rezultati modela koji pokazuju promjene u vremenu brzina kinetohora (crno), kinetohornih
vlakana (crveno) i premosnih vlakana (plavo) za kinetohore pocetno izmaknute 2 um lijevo od sredista
diobenog vretena. Svi parametri su kao u tablicama 3.1 i 3.2. Slika je adaptirana iz [84].

rastom smanjuje se brzina kinetohora te je u promatranom rasponu smanjenje brzine kinetohora
otprilike sedmerostruko (slika 3.5). Za isto povecanje antiparalelnog preklopa, brzina toka kine-
tohornih vlakana raste te se razlika izmedu brzina toka kinetohornih i premosnih vlakana sman-
juje s 1.0 na 0.5 pm/min (slika 3.6). Centriranje je efikasnije za krade antiparalelne preklope
zato Sto je tada relativna razlika u broju motornih proteina s obje strane kinetohora veca, §to
uzrokuje vecu brzinu centriranja kinetohora. Takoder, brzina centriranja kinetohora smanjuje
se s duljinom diobenog vretena, ali to ima manji u€inak od duljine antiparalelnog preklopa.
Mijenjanjem gusto¢e motornih proteina, dolazi se do zakljuc¢ka da brzina centriranja kine-
tohora postiZe maksimalnu vrijednost za manje od 20 motora/um, to jest za tu vrijednost meh-
anizam centriranja funkcionira optimalno (slika 3.7). Za vrijednosti gusto¢e motornih pro-
teina manje od tog optimuma, doprinos pasivnih crosslinkera postaje dominantan, Sto uzrokuje
gore centriranje jer pasivni crosslinkeri generiraju slabije sile centriranja od motornih proteina.
Povecanjem gusto¢e motornih proteina od optimalne vrijednosti, brzina centriranja kinetohora
takoder opada iz razliCitog razloga. Kod tog procesa, brzina toka kinetohornih vlakana raste
(slika 3.8) te se razlika u brzinama toka kinetohornih i premosnih vlakana smanjuje jer veliki

broj motornih proteina klizi kinetohorna vlakna prema polovima velikom brzinom i to uzrokuje
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Slika 3.5: Brzine centriranja kinetohora za razliite vrijednosti duljine antiparalelnog preklopa pre-
mosnih i kinetohornih vlakana i za tri razliCite vrijednosti duljine diobenog vretena. Svi ostali parametri

su kao u tablicama 3.1 1 3.2. Slika je adaptirana iz [84].
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Slika 3.6: Brzine toka kinetohornih vlakana za razli¢ite vrijednosti duljine antiparalelnog preklopa pre-
mosnih i kinetohornih vlakana i za tri razlicite vrijednosti duljine diobenog vretena. Svi ostali parametri
su kao u tablicama 3.1 1 3.2. Slika je adaptirana iz [84].
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3.5. Rezultati modela Poglavlje 3.

sporije centriranje kinetohora. Takoder, poveéanjem gustole pasivnih crosslinkera dolazi do
veceg trenja u paralelnim preklopima kinetohornih i premosnih vlakana, Sto ubrzava tok kine-

tohornih vlakana, a usporava brzinu centriranja kinetohora.

= =10 ym-"
o £ e
cc 1.2) n,=1.0 ym"||
g = 10! n.=0.1 um-’
5 < o8
e 0.8
- S 06
N
oS 04

=

~ 0.2
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Gusto¢a motornih proteina,
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Slika 3.7: Brzine centriranja kinetohora za razlicite vrijednosti gustoée motornih proteina i za tri razlicite
vrijednosti gustoée pasivnih crosslinkera. Svi ostali parametri su kao u tablicama 3.1 i 3.2. Slika je
adaptirana iz [84].

Kako bi se istrazio utjecaj brzine toka premosnih vlakana na centriranje kinetohora, mijenja
se brzina motornih proteina bez tereta. Ta brzina je jednaka brzini klizanja nasuprotnih pre-
mosnih vlakana u odnosu jedno na drugo, to jest jednaka je dvostrukoj brzini toka premosnih
vlakana. Brzina centriranja kinetohora i prosjecna brzina toka kinetohornih vlakana rastu s brzi-
nom toka premosnih vlakana (slike 3.9 1 3.10). Takoder se promatra utjecaj efektivnog trenja
na kinetohorama na centriranje kinetohora te se otkriva da se kinetohore brZe centriranju, a
tok kinetohornih vlakana je manji za vece vrijednosti koeficijenta tog trenja. Tok kinetohornih
vlakana uvijek je sporiji od toka premosnih vlakana te je razlika u njima veca §to je tok pre-
mosnih vlakana brzi.

Nadalje, kako bi se detaljnije proucio ucinak antiparalelnog preklopa kinetohornih i pre-
mosnih vlakana na centriranje kromosoma, istovremeno se mijenja taj parametar s drugim

parametrima u modelu te se promatraju brzine centriranja kinetohora i toka kinetohornih vlakana
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Slika 3.8: Brzine toka kinetohornih vlakana za razliite vrijednosti gustoe motornih proteina i za tri

Brzina toka kinetohornog
vlakna, v, (UM/min)

razli¢ite vrijednosti gustoce pasivnih crosslinkera. Svi ostali parametri su kao u tablicama 3.1 i 3.2.
Slika je adaptirana iz [84].

(Slike 3.11, 3.12, 3.13, 3.14, 3.15, 3.16). Prvo se promatraju promjene u gusto¢i motornih pro-
teina te rezultati pokazuju dva distinktna reZima centriranja (Slike 3.11 i 3.12). Kod kraéeg
antiparalelnog preklopa brzina centriranja je veéa, a brzina toka kinetohornih vlakana je manja.
Te brzine se mijenjaju produljivanjem antiparalelnog preklopa te brzina centriranja naglo opada,
a brzina toka kinetohornih vlakana naglo raste. Razlog takve nagle promjene jest to Sto za kratki
antiparalelni preklop kraée kinetohorno vlakno gubi kontakt s premosnim vlaknom te nema sile
motornih proteina koja bi se suprotstavljala centriranju kinetohora, uzrokujuc¢i veliku brzinu
kinetohora, a malenu srednju brzinu toka kinetohornih vlakana. Takoder, za vrlo male vri-
jednosti gustoée motornih proteina promjena u reZimima je manje nagla. Obje brzine rastu s
porastom u gusto¢i motornih proteina.

Sli¢no kao za slucaj s motornim proteinima, kada se varira gustoca pasivnih crosslinkera
brzina kinetohora je veca za krace antiparalelne preklope, dok brzina toka kinetohornih vlakana
pokazuje suprotno ponasanje (Slike 3.13 i 3.14). Medutim, u ovom slucaju brzina centriranja
kinetohora opada s porastom u gustoc¢i motornih proteina, dok brzina toka kinetohornih vlakana

raste s gustocom.
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Slika 3.9: Brzine centriranja kinetohora za razlicite vrijednosti brzine toka premosnih vlakana i za tri ra-
zlicite vrijednosti koeficijenta efektivnog trenja na kinetohorama. Svi ostali parametri su kao u tablicama
3.113.2. Slika je adaptirana iz [84].

Pri variranju koeficijenta efektivnog trenja na kinetohorama, brzina centriranja kinetohora
veca je za krace antiparalelne preklope, a brzina toka kinetohornih vlakana za duze antiparalelne
preklope (Slike 3.15 1 3.16). Brzina centriranja kinetohora raste s porastom u koeficijentu efek-
tivnog trenja na kinetohorama, a brzina toka kinetohornih vlakana opada. Za malene vrijednosti
koeficijenta efektivnog trenja na kinetohorama i brzina centriranja kinetohora i brzina toka kine-
tohornih vlakana zadrZavaju sli¢ne vrijednosti neovisno o duljini antiparalelnog preklopa.

Promatrajuéi sve rezultate zajedno, model centriranja vodenog tokom mikrotubula daje
klju¢no predvidanje koje je jedinstveno za ovaj model, a to jest da za kinetohore izmaknute
iz srediSta diobenog vretena dulje kinetohorno vlakno podvrgnuto je brzem poleward fluxu od
kraceg (slika 3.17). Brzi tok duZeg kinetohornog vlakna vuce kinetohore u smjeru tog vlakna, to
jest prema srediStu diobenog vretena. Stoga je razlika u poleward fluxu sestrinskih kinetohornih

vlakana u srzi mehanizma centriranja kinetohora tijekom metafaze.
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Slika 3.10: Brzine toka kinetohornih vlakana za razliite vrijednosti brzine toka premosnih vlakana i
za tri razlicite vrijednosti koeficijenta efektivnog trenja na kinetohorama. Svi ostali parametri su kao u
tablicama 3.1 i 3.2. Slika je adaptirana iz [84].

3.6 Usporedba modela s eksperimentom

Kako bismo ustvrdili valjanost predvidanja modela usporedujemo ih s eksperimentalnim rezul-
tatima dobivenim preko fluorescentne speckle mikroskopije. Sve eksperimente je obavio Patrik
Risteski s Toli¢ Laba na Institutu Ruder Boskovic.

Prvo predvidanje modela jest da je tok premosnih vlakana uvijek brzi od toka kineto-
hornih vlakana. Usporedivanjem teorijskih i eksperimentalnih rezultata, vidimo da eksperiment
potvrduje tu tvrdnju te su izmjerene vrijednosti za brzine toka kinetohornih i premosnih vlakana
skoro jednake teorijskim predvidanjima (Slika 3.18).

Sljedece je provjeravana veza izmedu brzina toka kinetohornih i premosnih vlakana za ra-
zli¢ite tretmane na promatranim stanicama te je pokazano da je brzina toka premosnih vlakana
veca u svim slucajevima, ali je veza izmedu ta dva toka kompleksna (Slika 3.19). Eksperimenti
pokazuju dva rezima, jedan u kojem brzine oba toka rastu te drugi u kojem raste samo brzina

toka kinetohornih vlakana. Kako bi se ti rezultati usporedili s teorijom, u modelu su varirana
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Slika 3.11: 3D graf koji pokazuje vrijednosti brzine centriranja kinetohora za istovremene promjene
duljine antiparalelnog preklopa kinetohornih i premosnih vlakana i gustoe motornih proteina. Linije
pokazuju vrijednost brzine centriranja kinetohora za odgovarajuéu kombinaciju parametara. Ljestvica
na desnoj strani pokazuje odnos izmedu boje i brzine centriranja kinetohora. Slika je adaptirana iz [84].

dva razliCita parametra. Prvi parametar jest brzina motornih proteina bez tereta jer brzina toka
premosnih vlakana direktno ovisi o tom parametru. Drugi parametar jest koeficijent efektivnog
trenja na kinetohorama, koji opisuje interakciju izmedu kinetohornog vlakna i kinetohore. Os-
tali parametri su kao $to je dano u tablicama 3.1 1 3.2. Rezultati modela se vrlo dobro podudaraju
s eksperimentom. Varijacije brzine motornih proteina bez tereta odgovaraju reZimu u kojem se
brzina oba toka mijenjaju dok varijacije koeficijenta efektivnog trenja na kinetohorama odgo-
varaju reZimu u kojem se mijenja samo brzina kinetohornih vlakana. Sve zajedno, ovi rezultati
potvrduju predvidanje da je tok premosnih vlakana uvijek brzi od toka kinetohornih vlakana.

Drugo predvidanje modela jest da duZe kinetohorno vlakno ima brzi tok od kradeg kine-
tohornog vlakna. Eksperimentalni rezultati promatranje speckleova na kinetohornim vlaknima
u ovisnosti o normaliziranoj duljini tih vlakana pokazuju da brzina toka kinetohornih vlakana
raste s njihovom duljinom, potvrdujuéi ovo predvidanje (Slika 3.20).

U ovom potpoglavlju pokazano je da ne samo da model daje vaZzna predvidanja za meha-
nizam centriranja kinetohora preko toka kinetohornih vlakana, ve¢ i eksperimentalna mjerenja

potvrduju ta predvidanja te time pokazuju vjerodostojnost modela.
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Slika 3.12: 3D graf koji pokazuje vrijednosti brzine toka kinetohornih vlakana za istovremene promjene
duljine antiparalelnog preklopa kinetohornih i premosnih vlakana i gustoe motornih proteina. Linije
pokazuju vrijednost brzine centriranja kinetohora za odgovarajuéu kombinaciju parametara. Ljestvica
na desnoj strani pokazuje odnos izmedu boje i brzine toka kinetohornih vlakana. Slika je adaptirana iz
[84].

3.7 Model bez aproksimacija

Pri izracunu rezultata modela upotrijebljene su aproksimacije, uvedene u potpoglavlju 3.2.
Kako bismo ustvrdili valjanost dobivenih rezultata, model je moguce rijeSiti 1 bez aproksi-
macija te usporediti tako dobivene rezultate s prethodno izracunanima. U tu svrhu, zanemaru-
jemo aproksimaciju dobivenu iz jednadZbe 3.19, to jest fiksnu vrijednost vfMT od +vo/2, jer
to nije slucaj u stvarnim bioloSkim sustavima. Medutim, s obzirom da su kinetohore i dalje
¢vrsto povezane te se kreu zajedno, radi jednostavnosti ostavljamo njihove brzine jednakima,
vﬁc = vgc = vkc. Takoder, iako njihove vrijednosti nisu fiksne, iznosi brzina premosnih
vlakana s obje strane su i dalje jednaki, ngMT = —VomT = VbMT-

Koriste¢i navedene pretpostavke, osnovne sile u modelu dane su kao:

Fge = —tke (VKe — Viur) » (3.38)
+
+
FE = D*nnfy (:I:l - M) (3.39)
Vo
F" = L nepe (viyr F vomr) (3.40)
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Slika 3.13: 3D graf koji pokazuje vrijednosti brzine centriranja kinetohora za istovremene promjene
duljine antiparalelnog preklopa kinetohornih i premosnih vlakana i gustoce pasivnih crosslinkera. Linije
pokazuju vrijednost brzine centriranja kinetohora za odgovaraju¢u kombinaciju parametara. Ljestvica na
desnoj strani pokazuje odnos izmedu boje i brzine centriranja kinetohora. Slika je adaptirana iz [84].

2v
Fomr = Nomr fo <1 - jg”) . (3.41)

U ovim i svim daljnjim jednadZbama sve oznake su iste kao i u potpoglavljima 3.1 1 3.3.

Nadalje, osnovne jednadzbe modela iste su kao 1 prije te glase:

Fe = —Fee, (3.42)
Fie=Fa —F, (3.43)
Fomr = —F — FE. (3.44)
Iz jednadZzbi 3.38 1 3.42 dobivamo
—pe (vke = viur) = sre (Vke = Viwr) » (3.45)
Sto nam daje izraz za vgc:
+ —
% +v
vke = —SH (3.46)

Koriste¢i jednadzbe 3.39, 3.40, 3.38 1 3.43, moZemo izvesti izraze za vfMT. Za desnu stranu
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Slika 3.14: 3D graf koji pokazuje vrijednosti brzine toka kinetohornih vlakana za istovremene promjene
duljine antiparalelnog preklopa kinetohornih i premosnih vlakana i gustoce pasivnih crosslinkera. Linije
pokazuju vrijednost brzine centriranja kinetohora za odgovaraju¢u kombinaciju parametara. Ljestvica na
desnoj strani pokazuje odnos izmedu boje 1 brzine toka kinetohornih vlakana. Slika je adaptirana iz [84].

vrijedi:
F—Ff =-F, (3.47)
+
v + VoMT
L ncpe (Wit — vomr) — D nm fo (1 - kMTT) = ukc (vke = Viu) - (3.48)

Jo
Vl—:MT (L+nc,uc + D—F”lmv_0 +ukc | =

f (3.49)
= uxcvke + DT nm fo+ vomr <L+nc/~lc — D+nm£) .
Ovdje se uvode tri pokrate radi lakSeg zapisivanja izraza:
g =L nepe, (3.50)
8 = D1 fo, 3.51)
8ar !
o = (83: o +ch> - (3.52)
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Slika 3.15: 3D graf koji pokazuje vrijednosti brzine centriranja kinetohora za istovremene promjene
duljine antiparalelnog preklopa kinetohornih i premosnih vlakana i vrijednosti koeficijenta efektivnog
trenja na kinetohorama. Linije pokazuju vrijednost brzine centriranja kinetohora za odgovarajuc¢u kom-
binaciju parametara. Ljestvica na desnoj strani pokazuje odnos izmedu boje i brzine centriranja kineto-
hora. Slika je adaptirana iz [84].

Koristeci te pokrate, dolazi se do izraza za vﬁMT:

+
g
Vi = o lchch + gap + VoMT <g; — vi(f’)] . (3.53)

Medutim, ovaj izraz moguce je dalje raspisati koriste¢i jednadzbu 3.46:

P\
KC KC _— 8

D [“TVIMT + “TVkMT + gy + vouT (g;f - v%’) : (3.54)

HKC HKC 8a
VMt (1 - 0°+T) =o' = Vi + g+ vomr & — > | |- (3.55)

Vo

Analogno tome, moZe se dobiti izraz i za lijevu stranu:

Fo —Fy = —Fge, (3.56)
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Slika 3.16: 3D graf koji pokazuje vrijednosti brzine toka kinetohornih vlakana za istovremene promjene
duljine antiparalelnog preklopa kinetohornih i premosnih vlakana i vrijednosti koeficijenta efektivnog
trenja na kinetohorama. Linije pokazuju vrijednost brzine centriranja kinetohora za odgovarajuc¢u kom-
binaciju parametara. Ljestvica na desnoj strani pokazuje odnos izmedu boje i brzine toka kinetohornih
vlakana. Slika je adaptirana iz [84].

VAMT, kratki  VKMT, dugi

VoMt
VoMt

Slika 3.17: Shema diobenog vretena s oznacenim brzinama toka kinetohornih vlakana (crveno) i pre-
mosnih vlakana (plavo). Slika je adaptirana iz [84].

VMt — VOMT

-~ ) = uxc (Ve — Viur) - (3.57)

L ncuc (V]?MT + VbMT) —D nmfo (_1
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Slika 3.18: Lijevo: graf ovisnosti polozaja kinetohornog i premosnog vlakna o vremenu, dobiven iz
teorijskog modela. Desno: graf ovisnosti prijedenog puta speckleova kinetohornih i premosnih vlakana
o vremenu, dobiven eksperimentalnim mjerenjima. Slika je adaptirana iz [84].

N
[

o ' euntreated o Kif18A
S ~ 1 9 4Kif4A
£ S0 ® Kif18A :
2 g ————— o Kif18A
[e) O Kif4A
g E1sl Hxe +F.)RC1
_E‘ = o Kid ~ Kif18A
E ——————1 +Haus8
© =1.0f 8 OCENPE | — —
S - [ .K|f18A+K|f4A
o < 05l Yo }_% &0 ® MKLP1 +PRCA1
L ©
N> VW © PRCT v Ndcso
A | | | ‘ [=
% 05 10 15 20 25 | © Haus8 |
Brzina toka premosnog e NuMA | Y27M447439
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Slika 3.19: Lijevo: graf ovisnosti brzine toka kinetohornih vlakana o brzini toka premosnih vlakana.
Linije predstavljaju teorijska predvidanja za promjene u brzini motornih proteina bez tereta (ruZicasto) i
koeficijente efektivnog trenja na kinetohorama (smede). KruZiéi predstavljaju srednju vrijednost eksper-
imentalnih tretmana, a linije na njima standardno odstupanje tih mjerenja. Strelice oznaCavaju eksperi-
mentalne tretmane za koje se nije mogla odrediti brzina toka kinetohornog vlakna. Desno: legenda koja
objasnjava kojoj boji odgovara koji eksperimentalni tretman. Slika je adaptirana iz [84].

_ _ _Jo
VKMT (L nepe +D nm% +uke | =

f (3.58)
- — _ Jo
= pukcvkc — D nm fo +vomt (—L nele + D nm%> ;
_ _ _ 8p  _
VMt = O | HKCVKC — 8ap T VbMT PN AR (3.59)
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Slika 3.20: Lijevo: graf ovisnosti brzina toka duzeg i kradeg kinetohornog vlakna o vremenu, dobiven
iz teorijskog modela. Desno: graf ovisnosti brzine speckleova kinetohornog vlakna o normaliziranoj
duljini kinetohornog vlakna, dobiven eksperimentalnim mjerenjima. Slika je adaptirana iz [84].

_ _ | MkC UKC _ _ 8w )\
Vit = O [TV;MT + TVKMT — 8ap T VoMT (vi; —&p > , (3.60)

_ _ HKC _ | MKC _ 8ay _
VKMT (1 -« 'UT> =a ['UTVI—:MT_gap‘{'VbMT (vi(f —&p ] . (3.61)

Sada se uvrStavanjem jednadzbe 3.61 u jednadZbu 3.55 i1 obratno mogu dobiti izrazi za brzine

toka kinetohornih vlakana koji ovise samo o brzinama toka premosnih vlakana. Prvo za desnu

stranu:
vl'fMT (1 — 0L+'lﬂ) =
2
— ot [‘UKC o

MKC 4 _ 8ap  _
D) l_a,;% 2 VkMT_gap+VbMT (E_8p>

84
+8ap + VoMT gff—v—;) )

+ +HKC FHKCHKC O
V 11—« - =
kMT ( 2 2 21— IJIEC >

- o (3.63)
—&ap T VOMT (Viop _gp> + Zap T VoMT (g; - ﬂ)] :

Vo
Ovdje uvodimo dvije nove pokrate radi jednostavnosti zapisivanja:

_|_

(3.62)

_ o+ |HMRC O
- [2 - o B

+
+ _ MKC o
2:

%= o

(3.64)
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£ LUKC 1 MKCMKRC —~— OF
=1—a — . 3.65
P 2 2 2 1-a7He (3:69)

S ovim pokratama, jednadzba 3.63 mozZe se sada zapisati kao:

8ay 8ar
—8ap T VbMT v_(f) —& || T8ptvomr | & — v_op =
(3.66)

J’_ —
_ 8 _(8 _
ZOC+B+ [g;&)_azgap_*—vbMT <g;—_vi§+a2 (vi;_gp>>]-

Analogno se dobije i izraz za lijevu stranu:

+ ot e
Vimr = OB [0‘2

_ _MKC
VkMT(l—“ 7) =

+
ke of HMKC n + Sap ||
=0 [ > 1—(x+l“% 2 VkMT+gap+vbMT (gp Vo (367)
. G
_gap+VbMT (E_gp>] ’

_ _HKC _ MKC HKC at
% 1—o — o =
kMT ( 2 2 21 —oc“%)

+ _ (3.68)
ke ot + +_ 8Sap - Sap
=0 [ > 1—0(“% 8ap T VoMT <8p—x — &ap T VOMT %_gp )
ar 8ar
Veur = BT {0 | gap +vomr | &p — v—(f — 8ap T VbMT v—; =& || =
(3.69)

- +
Che _ 8 _ 8
= [3 [a‘;g;&)_gap—*_vbMT (vi;_gp +OC; (g;_vi(f))] .

Sljedece, kako bi se iz ovih izraza mogla izracunati brzina centriranja kinetohora, potrebno je

jo§ odrediti izraz za brzinu toka premosnih vlakana.
Koristeci jednadZzbe 3.44, 3.39, 3.40, 3.41, 3.66 1 3.69 izvodi se izraz za vpmr:

—Fy —F." = Fyw, (3.70)
_ ViMT — VOMT 2v
—D nmfo (—1 - “MTV—O) — L nepte (viygr — vomr) = Nomr fo (1 - jg”) . (3.71)
- VimT — VOMT 2v
D™ nm fo (1 + %) — L nepe (viyr — vemr) = Nomr fo (1 — bMT> , (372
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0 _
VbMT <2NbMTf_O — D nn fo +L+nc.uc> =

(3.73)
— - ~ Jo - + +
= Nomtfo — D™ nmfo—D nmv_OVkMT+L NeleVimrs
2 fo, v+ 8w _ — — 8ap
VbMT NbMTv_O +8p T —NbMTfo—gap+VkMTgp VIMT — o (3.74)
8
VbMT <2NbMTf—+g+ vf) =

_ _ 8ar 8p  _
= Nom1.fo — gap +&p & BT [g;p—ocz Zap + VbMT (gp —vi;’+oc2 (ﬂ—gp»] — (3.75)

Vo

g _ 8ap 8
aPa B~ [(X;g:p—gap—l—vbMT (E —&p +0c2 (gp vaP))] :
8ay 8ar _
VOMT [21\/bMTf—+g+ — gyt ( p- 0+ <—p - >>
Vo Vo v

gap o B (gﬁ_ngr% ( . 8ap>> (3.76)

= NomtSfo — 8ap +8p & BT (8ap — 05 82p) — 0‘ B~ (05 8ap — 8up) -

+ -
o (o))
— — +
_ S ll_a—B— (gﬂ_g;+(x2< gap ) ] (3.77)
140} Vo

= NbMTfO gap +gp (X+[3+ (gap - (12 gap) EO(‘ ( ;—g gap)

0
VoMT IZNbMTiiO +8&p

Ovdje sada uvodimo jos jednu pokratu:

8ar 8ay _
l—ot BT [ o =22 o [ 220 _ B
B (gp o T% 5, %
-1
Lar N Y ar
V0 V0 V0

0
Y= 2NbMT{—0 +g

(3.78)
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3.8. Usporedba modela s i bez aproksimacija Poglavlje 3.

Koriste¢i tu pokratu, moZzemo zapisati konac¢ni izraz za brzinu toka premosnih vlakana:

_ _ 8ap _ _
vomT =Y | Nomtf0 — 8ap + 85 O BT (82p — 05 82p) — vi:a B (03 gmp—8ap) |- (B79)

Ovaj izraz ovisi eksplicitno samo o geometriji sustava. Konacno, brzina centriranja kinetohora

moZe se izraCunati iz jednadZbe 3.46 koristeci jednadzbe 3.66, 3.69 1 3.79.

3.8 Usporedba modela s i bez aproksimacija

Kako bi se uvjerili da je uistinu u redu koristiti aproksimacije uvedene u 3.2, sada ¢emo us-
porediti rezultate iz 3.5 s rezultatima koji e biti izraCunati preko jednadzbi izvedenih u 3.7.
Promatranjem brzina kinetohora, toka kinetohornih vlakana i toka premosnih vlakana (Slika
3.21) mozZe se primijetiti da rezultati ne odstupaju mnogo od prijasnjih. Detaljniji uvid u rezul-
tate pokazuje da vrijednosti brzine toka premosnih vlakana variraju od 1.89 um/min do 1.76

um/min, Sto je odstupanje od priblizno 5.5%-12%. Takvo odstupanje je prihvatljivo za ove

rezultate.
2
—~ 1 8 - premosno viakno |
-
= 1.6
\ [ . -
:El :Il g desno kinetohorno vlakno
('B . [ e
= = 1!t lijevo kinetohorno viakno |
N =
[ S o A
2 0.6
L 0.4
>& Og | kinetohorg

012345678910
Vrijeme (min)

Slika 3.21: Graf brzine centriranja kinetohora, brzina toka kinetohornih vlakana i brzine toka premosnih

vlakana u ovisnosti o vremenu za rjeSenje modela bez aproksimacija.

S obzirom da brzine ovise o duljinama preklopa izmedu kinetohornih i premosnih vlakana,
produljujemo duljinu antiparalelnog preklopa sa 6 um na 8 um kako bi vidjeli hoce 1i to promi-
jeniti odstupanje (Slika 3.22). Za takav preklop, vrijednosti brzine toka premosnih vlakana
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3.8. Usporedba modela s i bez aproksimacija Poglavlje 3.

variraju od 1.85 ym/min do 1.8 um/min, odnosno odstupanje jest od 7.5% do 10%, to jest
odstupanje je nesto vece pri pocetku centriranja, ali manje na kraju. Medutim, za sve vrijed-

nosti odstupanje je i dalje prihvatljivo.

premosno vlakno

- desno kinetohorno vlakno |

tohorno vlakno -

— o —

lijevo kin€

Brzina
Viarr s Ve Viner (HM/MInN)

PrOO_NPROON

cooo

kinetohora
012345678910
Vrijeme (min)

oN

Slika 3.22: Graf brzine centriranja kinetohora, brzina toka kinetohornih vlakana i brzine toka premosnih
vlakana u ovisnosti o vremenu za rjeSenje modela bez aproksimacija i za produljen antiparalelni preklop.

Sljedece, prikazujemo na grafovima ovisnost polozaja i brzina kinetohora, kinetohornih
vlakana 1 premosnih vlakana o istom vremenskom periodu kao na slikama 3.3 1 3.4 kako bi
se vizualno usporedili rezultati modela s 1 bez aproksimacija (Slike 3.23 1 3.24). Osim oceki-
vanih razlika kod premosnih vlakana, nisu uocljive ikakve vece razlike kod poloZaja ni brzina
centriranja kinetohora i toka kinetohornih vlakana.

Nadalje, promatraju se isti rezultati za antiparalelni preklop produljen na 8 pm (Slike 3.25 i
3.26). Kod ovih rezultata vidi se da je centriranje kinetohora neznatno loSije. Sukladno tome,
brzina toka lijevog kinetohornog vlakna malo je veca nego kod slucaja s antiparalelnim prek-
lopom od 6 pm.

Sve u svemu, ovi rezultati pokazuju da rezultati modela bez aproksimacija za iste parametre
daju gotovo identi¢ne rezultate kao i rezultati modela s aproksimacijama. Iz toga se moze
zakljuciti da su uzete aproksimacije u potpunosti valjane te su rezultati pokazani u potpoglavlju

3.5 relevantni za stvarne bioloske sustave.
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Polozaj

0O 1 2 3 4 5 6
Vrijeme (min)
Slika 3.23: Graf polozaja kinetohora, kinetohornih vlakana premosnih vlakana u ovisnosti o vremenu

za rjeSenje modela bez aproksimacija. Vrijednosti na osima su uzete kako bi se olakSala usporedba s
prethodnih rezultatima.
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Slika 3.24: Graf brzine centriranja kinetohora, brzina toka kinetohornih vlakana i brzine toka premosnih

vlakana u ovisnosti o vremenu za rjesenje modela bez aproksimacija. Vrijednosti na osima su uzete kako
bi se olaksala usporedba s prethodnih rezultatima.
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Slika 3.25: Graf poloZaja kinetohora, kinetohornih vlakana premosnih vlakana u ovisnosti o vremenu za
rjeSenje modela bez aproksimacija i za produljen antiparalelni preklop. Vrijednosti na osima su uzete
kako bi se olakSala usporedba s prethodnih rezultatima.
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Slika 3.26: Graf brzine centriranja kinetohora, brzina toka kinetohornih vlakana i brzine toka premosnih
vlakana u ovisnosti o vremenu za rjeSenje modela bez aproksimacija i za produljen antiparalelni preklop.
Vrijednosti na osima su uzete kako bi se olak3ala usporedba s prethodnih rezultatima.
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Poglavlje 4

Model za kongresiju kromosoma u

prometafazi

Kongresija kromosoma u prometafazi je proces gibanja kromosoma prema ekvatoru diobenog
vretena sli¢an centriranju u metafazi. Stoga prirodno slijedi ideja da bi se model centriranja kro-
mosoma u metafazi vodenog poleward fluxom mogao primijeniti 1 na kongresiju u prometafazi,
uz neke preinake. Glavna razlika u diobenom vretenu izmedu metafaze i prometafaze jest ta
Sto su u metafazi kromosomi blize metafaznoj ravnini te su brojevi mikrotubula na oba kromo-
soma podjednaki, dok se na udaljenijim kromosomima u prometafazi nalazi viSe mikrotubula sa
strane blize polu. 1z tog Ce razloga model za kongresiju u prometafazi morati imati kromosome
viSe izmaknute iz srediSta diobenog vretena, kao i razliku u broju kinetohornih mikrotubula na
lijevoj i desnoj kinetohori (Slika 4.1). S obzirom da ukupna duljina preklopa sada ovisi i o
broju mikrotubula u preklopu, sile u modelu Ce ovisiti o ravnoteZi veeg broja mikrotubula s
blizeg pola i vecoj duljini mikrotubula s udaljenijeg pola. Ostatak modela funkcionira isto kao
i model za metafazu. Motorni proteini i pasivni crosslinkeri se nakupljaju duz antiparalelnih i
paralelnih preklopa te generiraju sile na kinetohore ovisne o ukupnoj duljini tih preklopa. Kao i
za metafazu, ovakav model gdje kongresija kromosoma u prometafazi ovisi o ravnotezi sila na

sestrinskim kinetohornim vlaknima nije prethodno uveden.

4.1 Sile u modelu

U modelu za kongresiju kromosoma u prometafazi, transport kromosoma vode sile kojima
djeluju kinetohorna vlakna. Kako bi se opisala dinamika tog procesa, koristi se ravnoteZa sila

izmedu viskoznog trenja na kromosomima i sile kojima djeluju mikrotubuli prikvaceni za kine-
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Slika 4.1: Shema diobenog vretena (gore) i shema modela (dolje). Kinetohorni mikrotubuli (crveno) idu
od rubova do elasti¢no povezanih kinetohora (krugovi povezani oprugom) te se nalaze u veéem broju na
lijevoj strani. Premosni mikrotubuli (plavo) idu od rubova jedan prema drugom. Motorni proteini veZu
se izmedu antiparalelnih mikrotubula, a pasivni crosslinkeri izmedu paralelnih mikrotubula. Eksponenti

+ i — oznacavaju desnu, odnosno lijevu stranu modela.

tohore s obje strane:

= Fe+ Fees 4.1)

gdje je & koeficijent trenja sustava koji se sastoji od kinetohore i kromosoma, a d’;‘f derivacija
u vremenu polozaja kinetohora. Sila kojom kinetohorna vlakna povlace kromosome racuna se

kao produkt broja mikrotubula u kinetohornom vlaknu i sile jednog mikrotubula:
+ + ot
Frc = MarFyr (4.2)

Eksponenti + i — oznacavaju desnu, odnosno lijevu stranu modela u ovim i svim buduéim
izrazima. Motorni proteini i pasivni crosslinkeri generiraju sile na kinetohornom mikrotubulu

za kojeg su prikvaceni i te se sile racunaju kao:
Fair = Nay fon +NEFES 4.3)
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4.2. Racunanje brzina kinetohornih mikrotubula i kinetohora Poglavlje 4.

gdje je ukupna sila kojom djeluju motorni proteini dana kao umnoZak njihovog broja, N, i
sile jednog motornog proteina, £, a ukupna sila kojom djeluju pasivni crosslinkeri je analogno
tome dana kao umnoZak njihovog broja, N, i sile jednog pasivnog crosslinkera, f. U ovom
modelu svi mikrotubuli unutar kinetohornog vlakna imaju jednaku duljinu.

Motorni proteini i pasivni crosslinkeri homogeno su rasporedeni duZ antiparalelnih, odnosno
paralelnih preklopa. Broj motornih proteina racuna se iz duljine antiparalelnog preklopa kine-

tohornih 1 premosnih vlakana i linearne gustoce motornih proteina:
N3 = D% pp. (4.4)

Analogno tome, broj pasivnih crosslinkera ratuna se kao umnozak duljine paralelnog preklopa

kinetohornih i premosnih vlakana i linearne gustoée pasivnih crosslinkera:
NF = L*p.. (4.5)

Sile pojedinih motornih proteina, f;, dobivene su iz linearne relacije izmedu brzine i sile, a sile
pojedinih pasivnih crosslinkera, f, i sile kinetohora opisuju se kao sile trenja. Te ée sile biti

detaljno opisane u sljedeceg potpoglavlju.

4.2 Racunanje brzina kinetohornih mikrotubula i kinetohora

Model opisuje gibanje u vremenu ¢ para sestrinskih kinetohora sa srediStem u tocki xgc 1 raz-
makom d (Slika 4.1). IshodisSte koordinatnog sustava nalazi se u srediStu diobenog vretena
duljine L, tako da su rubovi diobenog vretena na polozajima L/2 i —L/2. Kinetohorni mikro-
tubuli proteZu se od rubova diobenog vretena do kinetohora i imaju duljine L* = L/2 —d /2 F
XKC, a broj im je oznacen kao NkiMT. Eksponenti + 1 — oznacavaju desnu, odnosno lijevu stranu
modela u ovim i svim budu¢im izrazima. Premosni mikrotubuli proteZu se sa suprotnih rubova
diobenog vretena jedan prema drugome i stvaraju preklop duljine D, tako da su plus krajevi pre-
mosnih mikrotubula na polozajima D /2 i —D/2. Kako bi se opisao poleward flux mikrotubula,
prate se proizvoljni polozaji duZz mikrotubula, oznaceni s foT za kinetohorne mikrotubule i
xf,tMT za premosne mikrotubule. Za sve poloZaje brzine se racunaju kao derivacije u vremenu

tih poloZaja:

dxkc
= 4.6
VKC o (4.6)
dxit
Viur =~ (4.7)
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4.2. Racunanje brzina kinetohornih mikrotubula i kinetohora Poglavlje 4.

dx;
Vour =~ (4.8)

Brzina rasta kinetohornih mikrotubula racuna se kao brzina kojom se kinetohora udaljava od

proizvoljne tocke na kinetohornom mikrotubulu:

vg =T (vke — Vi) - (4.9)

Kako bi se opisala dinamika kongresije kromosoma, racunaju se sile koje djeluju na kine-
tohore i mikrotubule te se koristeci te sile rjeSavaju jednadzbe 4.1 i 4.3. Vucna sila kojom

kinetohorni mikrotubuli djeluju na kinetohore ovisi o brzini njihova rasta:
Fye = Fuxevy (4.10)

gdje je uxc koeficijent efektivnog trenja na kinetohorama. Ovaj je izraz pojednostavljena verzija
odnosa izmedu sile 1 brzine izmjerenog za kinetohore [2].
Motorni proteini generiraju aktivne vucne sile, a njihova fizikalna svojstva dana su lin-

earnom relacijom izmedu sile i brzine:

vm(f)zvo(l—i>, 4.11)
fo

gdje je vg brzina motornih proteina bez tereta, a f maksimalna sila motornih proteina. Motorni
proteini koji povezuju kinetohorne i premosne mikrotubule generiraju svoje klizanje s brzinom:

+ + fi fi
Vg — Vi = Svm(E£E) = g (1 T T‘g) = v (:I:l - f—f;‘) . 4.12)

Pasivni crosslinkeri generiraju sile guSenja te se njihova fizikalna svojstva opisuju kao trenje:

fci = "Hc (VfMT - VlfMT) ) (4.13)

gdje je u. koeficijent trenja pasivnih crosslinkera.

U prometafaznom diobenom vretenu, premosni mikrotubuli pojavljuju se u mnogo veéem
broju od kinetohornih mikrotubula jednog para sestrinskih kinetohora te se mogu smatrati ob-
jektom na koji primarno ne utjeCu sile generirane u interakcijama s kinetohornim mikrotubu-
lima. Iz tog razloga premosni se mikrotubuli mogu aproksimirati kao objekt s konstantnim
poleward fluxom:

+ Vo
VOMT = i5~ (4.14)
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Kako bi se odredili izrazi za brzine toka kinetohornih mikrotubula, koristi se jednadZzba 4.3.

Za desnu stranu ona se moze zapisati kao:
Fapr = N fon +NGfS
Koristenjem izraza 4.2, 4.4, 4.5, 4.9 1 4.10 ova jednadzba poprima sljedeéi oblik:

HKC +

Nt
Nur

koji se uz izraz 4.14 i sredivanje predznaka mozZe zapisati kao:

HKC T P + Yo 1o Jovo o
Nypr (vke = vimr) =L pette (VkMT - E) -D Pm% (3 - kaT) ~
Raspisivanjem ovaj izraz postaje:
Hre VKC — Hie vimr = L petieviy _L—ch,ucm _D+pmév_0 +D+pmf_bv+ .
Ovdje sada uvodimo dvije pokrate:
fo
8 r:tn =D pn—
Vo
i
gcjE = Lipc.uc-
MnoZenjem izraza 4.18 s Nyjp dobivamo:
_ N oyt NT ot Y0t YO A
HKCVKC — HKCVimT = YmT8e Vimr — YMTc 5 MTEm > + NMTEmVkMmT-

Sada grupiranjem izraza uz vgc, vf{MT i % dobivamo sljedeci izraz:

Vo
Viur (ke +Nyprgm + Ny ) = pevee + o (Myrrgm +Myrge )

Sto nam daje konacan izraz za brzinu toka desnih kinetohornih mikrotubula:

S Mkevke PNyt (8m +83)
KMT ™ ke + Nypr (gm + 80

fi _
Y=o (VKC - VkMT) =D +va—2 (VO +Vpmr — VleT) — L pepic (V1<+MT - VleT) )

(4.15)

(4.16)

(4.17)

(4.18)

(4.19)

(4.20)

(4.21)

(4.22)

(4.23)

Analogno se moZze odrediti i izraz za brzine toka lijevih kinetohornih mikrotubula. Po¢nemo
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od jednadzbe 4.3 za lijevu stranu:
Pyt = N TN e
koja upotrebom izraza 4.2, 4.4, 4.5, 4.9 1 4.10 poprima oblik:

__Jo
=

KoriStenjem izraza 4.14 i sredivanjem predznaka dobivamo:

HKC

— — Vo — f() Vo —
VKC —V L peu (V —|——>—D p —(———V ),
N T( kMT) CHC \ YkMT 2 mv() ) kMT

Sto se raspiSe u:

UKC MKC _ Jfovo fo _

—VKC — VkMT_L Pc,LlchMT+L pc,uc +D pm__+D pm VkMT'

NI\7IT NMT 2

Sada se cijeli izraz mnozi s Ny, te se primjenjuju pokrate 4.19 1 4.20:
— - _ _V _Vo _
HKCVKC ~ MKCVivT = Mvr8e Vi T Mvr8e > +NMTng + Npr8mVimr-
Grupiranjem izraza uz vkc, Vi i 5 dobivamo:

_ _ _ VO e _
VKkMT (/JKC +Nyr8&m T Nyrée ) = HKCVKC — 5 (NMTgm +Nyrée )

te iz tog izraza dobivamo konacni izraz za brzine toka lijevih kinetohornih mikrotubula:

pKcVKe — 3Nyt (8m +82)

ViMT = —
kMT MKC +NMT (gm+gc )
Dakle, opceniti izraz za brzine toka kinetohornih vlakana glasi:

S tkevke £ 2Ny (g5 + 85)
Vvt = MKC +NMT (gm+gc )

= (—vo +vomr —Viwrr) — L Pette (Viwr — Vomr) -

(4.24)

(4.25)

(4.26)

(4.27)

(4.28)

(4.29)

(4.30)

4.31)

Za ovaj izraz mozemo uvesti joS jednu pokratu kako bi se lakSe koristio u daljnjim izraCunima:

1 1

(04 5
pie + Nogr (g + 85)

(4.32)

50
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¢ime izraz 4.31 postaje:

+

+ Yo
Vimr = @ |UKCVKC £ 5

Ve (8 +82) |- (4.33)

Za izraCunati brzinu kongresije kromosoma, koristi se jednadzba 4.1 na koju prvo primjen-
jujemo izraze 4.2 1 4.6:

Sljedece raspisujemo ovu jednadZzbu koriStenjem izraza 4.3, 4.4 14.5:
Evke = Ny (D Pl + L pefih) + Ny (D™ Pmfin +L7Pefy ) - (4.35)
KoriStenjem pokrata 4.19 1 4.20 te izraza 4.12, 4.13 1 4.14 ovu jednadZbu moZemo zapisati kao:

gch =
Vo Vo
= Nyirém (E - Vl_:MT) — Nyirge (V]_(‘_MT - E) + (4.36)

v _ _/vo
+Nyr8m (_E - VkMT) — Nyirs8e (7 +VkMT) ;

Sto se dalje raspiSe u :

E,,VKC =

Nt ot Y0 + ot + ,+Y0
= Nmr8m> MTEmVkmT — VMr8e Vimt T NVmrée 5 (4.37)

S ] - _ Vo - _
_NMTé’mj — Nyr8mVimt — Mmrse 5 Nyvr8e Vimr-
Sljedece se sortiraju ¢lanovi uz =, vl_:MT 1V
E.>VKC =
Vo - _
=5 (Nyrrgih + Nyrgd — Nyyr&m — Nyr€e ) + (4.38)

vimr (—Nurgm — Mrrge ) Vit (—Narrgm — Nyrrée ) -
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. . . . . + . - .
Sada koristimo izraz 4.33 za raspisati vy 1 Viyr:

gVKC =
= 22 [iir (e +8) — Ve (8m+80)] +

+ (=Nyrr) (gm+8d) " [,UKCVKC + VZ—ONJ[T (gm+ g:)} +
+ (~Natr) (8m+85) O |txevie — 3N (8m +82) |

(4.39)

Sto sortiranjem izraza uz % i vgc poprima oblik:
Evke =
[Mar (8m+88) [1— 0" Nypr (8m+88) ] =Nyt (8m+8c) [1 =07 Nyr (gm+8c)]] -

—vKe (ke Nypr (gm+ &) +1re® Nyr (gm+ 80 )]

2

(4.40)

odnosno:

VKC [§+ch0€+N1\+/IT (&Z +gér) +ukco Nyp (g;l +gc_)} =

[Nyrr (8m +88) [1— 0" Ny (8m+88) ] —Nyrr (8m+8c ) [1— & Nyr (8m +8¢)]] -
(4.41)

2

Ovo nas dovodi do kona¢nog izraza za brzinu kongresije kinetohora:

_ voNyr (g +88) [1 — " Nyr (8 +88)] — Nyrr (8m +8¢ ) [1 =& Nyrr (8 + 8¢ )]
2 &+ pke [0 Nyyr (g +8d) + 0 Ny (gm + 8¢ )]

VKC

(4.42)

Medutim, ovaj izraz je moguce daljnje pojednostaviti raspisivanjem 1 — ochNl\j,E[T (g5 +g3):

1 — o Ny (gm+80) =

. MNur(emtsd)
ke + Nyrr (g + 82) (4.43)
_ HKC
pxe + Nygr (gin +87)
Ovdje uvodimo sljedecu pokratu:
NE (of 4 oF

pke + Nygr (gm +85)
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4.3. Parametri u diobenom vretenu tijekom prometafaze Poglavlje 4.

Sto pojednostavi izraz 4.42 u:

v BB
VKC = HKC 2 e (B 1B ) (4.45)

Ovaj izraz eksplicitno ovisi samo o geometriji sustava te se poloZaji kinetohora mogu odrediti
integriranjem ovog izraza u vremenu. Nadalje, kao Sto ¢e biti pojasnjeno u potpoglavlju 4.3,
koeficijent trenja & ima veoma malenu vrijednost te je razlika u brzini kinetohora sa i bez njega

samo oko 0.7%. Stoga ga je moguce ignorirati pri raCunanju rezultata i pojednostaviti izraz 4.45

e — 0 BT =B
KT Y ke (BT B

u:
(4.46)

4.3 Parametri u diobenom vretenu tijekom prometafaze

Za izraCun rezultata potrebno je paZzljivo odrediti vrijednosti parametara u sustavu. lako je
vedina parametara sli¢na izmedu metafaze i prometafaze, ipak postoje neke razlike zbog kojih
se ne mogu samo uzeti vrijednosti parametara dane u potpoglavlju 3.4. Parametri koji se odnose
na geometriju sustava dani su u tablici 4.1, dok su u tablici 4.2 dani ostali parametri, vezani za

svojstva motornih proteina, pasivnih crosslinkera 1 kinetohora

Parametar Naziv Iznos Izvor
L=L"+d+L" Duljina diobenog vretena 16 pm izmjereno
D=D*1diD- Duljina preklopa premosnih 10 um izmjereno

vlakana
d Udaljenost izmedu 1 o
um izmjereno

sestrinskih kinetohora

Tablica 4.1: Geometrijski parametri u modelu.

Veli¢ina diobenog vretena, a time i duljina preklopa, jedna je od stvari koje se razlikuju
izmedu prometafaze 1 metafaze. Nove vrijednosti geometrijskih parametara stoga su izmjerene
mikroskopijom. Kinetohore se takoder razlikuju izmedu prometafaze i metafaze te je vrijednost
koeficijenta efektivnog trenja na njima uzeta kao dvostruka od one u metafazi. Koeficijent
trenja kinetohore i kromosoma uveden je kao novi parametar zbog moguceg veceg utjecaja
takvog trenja u prometafazi te je njegova vrijednost preuzeta iz [8]. Medutim, pri izraCunima se

pokazalo da je taj parametar ipak zanemariv te na kraju nije primijenjen na rezultate pokazane
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Parametar Naziv Iznos Izvor
o Maksimalna 51‘1a motornih 5 pN [99]
proteina
Vo Brzina motornih proteina bez 4 pm/min procijenjeno
tereta
Pm Gusto¢a motornih proteina 10 um~! procijenjeno
0 Produkt gustoce i koeficijenta 1 rociienieno
chHe trenja pasivnih crosslinkera | pNmin/um? procyeny
Koeficijent efektivnog trenja 60 rociienieno
HKC na kinetohorama pNmin/um procyjeny
£ Koeficijent trenja kinetohore 1 (8]
1 kromosoma pNmin/um

Tablica 4.2: Preostali parametri u modelu; koji se odnose na motorne proteine, pasivne crosslinkere 1
kinetohore.

u potpoglavlju 4.4. Preostali parametri ne razlikuju se previSe izmedu metafaze i prometafaze

pa su njihove vrijednosti jednake kao Sto je dano u potpoglavlju 3.4, iz istih razloga.

4.4 Rezultati modela

Kako bi se istrazila sposobnost modela da reproducira kongresiju kromosoma, kinetohore u
modelu izmaknu se 4 um lijevo od srediSta diobenog vretena te se omjer kinetohornih mikro-
tubula postavi tako da lijeva, kraca, strana ima tri puta viSe kinetohornih mikrotubula od desne,
duze, strane. Ovi su parametri uzeti jer najbolje reproduciraju situaciju u stvarnim stanicama.
Preostali parametri u modelu uzeti su kao u tablicama 4.1 i 4.2, osim ako je naznaceno dru-
gacije. Rezultati pokazuju da se kinetohore gibaju prema srediStu diobenog vretena jer jedan
dugi kinetohorni mikrotubul proizvodi silu vecu od tri kratka kinetohorna mikrotubula (Slika
4.2). Medutim, kinetohore ne dodu do sredista diobenog vretena ako omjer kinetohornih mikro-
tubula ostane 3:1. Razlog tomu je $to se omjer kinetohornih mikrotubula u stvarnim stanicama
mijenja i izjednaci kako se kromosomi priblizavaju metafaznoj ravnini, dok je broj kinetohornih
mikrotubula u modelu fiksiran. Iz tog razloga, model se ponovno rjeSava za omjere 2:11 1:1 te
se rezultati promatraju tako da se omjer kinetohornih mikrotubula mijenja svake dvije minute,
Sto je vremenski period odreden iz eksperimentalnih mjerenja. Promatranjem rezultata na taj

nacin, vidi se da kinetohore dolaze do bioloski relevantnog konacnog poloZaja za kongresiju, to
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jest model uspjesno reproducira kongresiju kromosoma.

O T T T T T
’E\ -0.5+ BioloSki relevantan kona¢ni polozaj -
3
~ _1 L ‘ ‘ )
o \
o -1.5}  MT omjer -7 MTomjer 1
o 3:1 ‘ ~ ‘ 11
- _2 + - ]
GCJ |7 \
< -2.5¢ e | ]
— P -
>(|\U| '3 r y - | - — 1
o Y |
D? '35 r // | ‘ 4
-4 ‘ | ‘ | ‘
0 1 2 3 4 5 6

Vrijeme (min)

Slika 4.2: Graf ovisnosti poloZaja kinetohora o vremenu. Linije razlicitih boja predstavljaju slucajeve
s razli¢itim omjerima broja kinetohornih mikrotubula na strani s kraéim mikrotubulima i na strani s
duZim mikrotubulima. Plava linija predstavlja omjer 3:1, Zuta linija omjer 2:1, a crvena linija omjer 1:1.
Podebljani dio linije oznacava da je taj omjer relevantan za vremenski period u kojem se nalazi. Sivom
je bojom oznaceno podrucje konaénih poloZaja kinetohora za koje je kongresija uspjesna.

Sljedece promatramo brzine toka kinetohornih vlakana s lijeve i desne strane kinetohora
(Slika 4.3). Pocetno dulji kinetohorni mikrotubuli s desne strane kinetohore se skracuju i nji-
hov tok usporava kako se kinetohore pribliZavaju srediStu diobenog vretena. Suprotno tome,
pocetno kraci kinetohorni mikrotubuli s lijeve strane produljuju se i njihov tok ubrzava kako se
kinetohore pribliZavaju srediStu diobenog vretena.

Kako bi se detaljnije ustvrdilo ponasanje modela pri promjeni omjera broja kinetohornih
mikrotubula, promatraju se brzina centriranja kinetohora i razlika brzine toka kinetohornih
vlakana u ovisnosti o omjeru broja kinetohornih mikrotubula (Slika 4.4). Rezultati pokazuju
da se brzine smanjuju s pove¢anjem omjera, odnosno broja kinetohornih mikrotubula na kracoj
strani. Takoder, za dovoljno velik broj kinetohornih mikrotubula na kracoj strani sila s te strane
postaje dovoljno velika da nadjaca silu duzeg kinetohornog mikrotubula i to uzrokuje gibanje
kinetohora prema polu umjesto srediStu diobenog vretena, Sto nazivamo antikongresija.

Promatra se 1 ovisnost konac¢nog poloZaja kinetohora o omjeru broja kinetohornih mikro-
tubula (Slika 4.5). Kao $to je i o¢ekivano, kinetohore zavrse na srediStu diobenog vretena samo

za omjer 1:1 te se konacni poloZaj sve viSe udaljava od srediSta kako omjer broja kinetohornih
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Slika 4.3: Graf ovisnosti brzina kraéih kinetohornih mikrotubula (dolje) i duZih kinetohornih mikrotubula
(gore) o vremenu. Linije razli¢itih boja predstavljaju slucajeve s razliitim omjerima broja kinetohornih
mikrotubula na strani s kra¢im mikrotubulima i na strani s duZim mikrotubulima. Plave linije predstavl-
jaju omjer 3:1, Zute linije omjer 2:1, a crvene linije omjer 1:1. Podebljani dio linije oznaCava da je taj

omyjer relevantan za vremenski period u kojem se nalazi.

mikrotubula raste.

Sljedeée prouc¢avamo sile koje djeluju u modelu. Prvo promatramo silu kojom mikrotubuli
djeluju na kinetohore s krace strane, koja se suprotstavlja kongresiji kromosoma (Slika 4.6).
Ova sila raste s brzinom toka kracih kinetohornih vlakana kako se kinetohore pribliZavaju
srediStu diobenog vretena te se brzina centriranja kinetohora smanjuje.

S obzirom da smo u izratunima zanemarili koeficijent trenja &, sila kojom mikrotubuli
djeluju na kinetohore s duZe strane mora biti jednaka onoj s krace strane, prema jednadZzbi
4.1. Rezultati potvrduju ovu tvrdnju 1 pokazuju da su te dvije sile zaista jednake (Slika 4.7).
Sila kojom mikrotubuli djeluju na kinetohore s duze strane takoder raste kako se kinetohore
pribliZzavaju srediStu diobenog vretena, zbog promjene u razlici izmedu brzine centriranja kine-
tohora i brzine toka duzeg kinetohornog mikrotubula.

Sljedece promatramo ukupne sile pasivnih crosslinkera i motornih proteina s krace strane.

Ove se dvije sile zbrajaju u silu kojom mikrotubuli djeluju na kinetohore, prema jednadzbi 4.2.
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Slika 4.4: Brzina kinetohora i razlika u brzini toka duZzih i kraéih kinetohornih vlakana u pocetnom
poloZaju u ovisnosti o omjeru broja kinetohornih mikrotubula na strani s kraéim mikrotubulima i na
strani s duZim mikrotubulima. Iscrtkana linija oznacava slucaj za koji su brzine nula i predstavlja granicu
izmedu kongresije (gibanja prema srediStu diobenog vretena) i antikongresije (gibanja prema blizem
polu).

Ukupna sila pasivnih crosslinkera najveca je za slucaj s najvise mikrotubula na kraéoj strani
jer taj slucaj daje najveci ukupni paralelni preklop kinetohornih i premosnih mikrotubula (Slika
4.8). Ukupna sila motornih proteina mnogo je veéa od one pasivnih crosslinkera te ona daje
najveci doprinos sili kojom mikrotubuli djeluju na kinetohore (Slika 4.9). Ova je sila takoder
najveca za slucaj s najviSe mikrotubula na kracoj strani jer taj slucaj daje i najveci ukupni
antiparalelni preklop kinetohornih i premosnih mikrotubula. Sila pasivnih crosslinkera opada
kako se kinetohore priblizavaju srediStu diobenog vretena, a sila motornih proteina raste.

Ukupne sile pasivnih crosslinkera 1 motornih proteina s duZe strane pokazuju slicno pon-
aSanje kao 1 one s krace strane (Slike 4.10 1 4.11). Sile se zbrajaju u silu kojom mikrotubuli
djeluju na kinetohore te su najvece za slucaj s najviSe mikrotubula na kracoj strani. U ovom
slu¢aju to nije zbog razlika u duljini paralelnih i antiparalelnih preklopa, ve¢ zbog promjena u
razlici brzine toka kinetohornih i premosnih vlakana. Za dulju stranu obje sile opadaju kako
se kinetohore priblizavaju srediStu diobenog vretena. Ukupna sila motornih proteina na duljoj
strani veca je od one na kracoj strani, dok je ukupna sila pasivnih crosslinkera na duljoj strani
manja od one na kracoj strani.

Ovi rezultati pokazuju da model centriranja vodenog tokom mikrotubula uspje$no repro-
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Slika 4.5: Konacni poloZaj kinetohora u ovisnosti o omjeru broja kinetohornih mikrotubula na strani s
kra¢im mikrotubulima i na strani s duZim mikrotubulima. Iscrtkana linija oznacava srediSte diobenog

vretena.

ducira kongresiju kromosoma u prometafazi, sve dok se uzme u obzir Cinjenica da se broj
kinetohornih mikrotubula s lijeve i desne strane izjednacava kako kinetohore prilaze srediStu
diobenog vretena. Model daje kljucno predvidanje da manji broj duljih kinetohornih mikro-
tubula generira vecu silu od veceg broja kracih kinetohornih mikrotubula te tako omoguéuje
gibanje kromosoma prema srediStu diobenog vretena, odnosno kongresiju. Model takoder pred-
vida da za dovoljno velik broj kracih kinetohornih mikrotubula to viSe nece biti slucaj te e se
kromosomi umjesto srediSta diobenog vretena gibati prema blizem polu. To predvidanje moZze
objasniti slu€ajeve u stvarnim stanicama gdje neki kromosomi ostanu u blizini pola i ne kon-
gresiraju.

Sve u svemu, predstavljeni modeli i njihovi rezultati pokazuju da je razlika u poleward
fluxu sestrinskih kinetohornih vlakana klju¢an mehanizam pri kongresiji kromosoma tijekom
prometafaze 1 njihovom centriranju u metafazi te se daljnjim proucavanjem tog mehanizma
moze steci bolji uvid u procese koji osiguravaju ispravnu diobu stanica, kao i u one koji ometaju

ispravno provodenje mitoze i time uzrokuju brojne poremecaje.
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Slika 4.6: Sila kojom mikrotubuli djeluju na kinetohore u ovisnosti o vremenu za stranu s kra¢im mikro-

tubulima. Linije razliCitih boja predstavljaju slucajeve s razliitim omjerima broja kinetohornih mikro-

tubula na strani s kra¢im mikrotubulima i na strani s duZim mikrotubulima. Plava linija predstavlja omjer

3:1, zuta linija omjer 2:1, a crvena linija omjer 1:1. Podebljani dio linije oznacava da je taj omjer rele-

vantan za vremenski period u kojem se nalazi.
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Slika 4.7: Sila kojom mikrotubuli djeluju na kinetohore u ovisnosti o vremenu za stranu s duZim mikro-

tubulima. Linije razli¢itih boja predstavljaju slucajeve s razli¢itim omjerima broja kinetohornih mikro-

tubula na strani s kra¢im mikrotubulima i na strani s duZim mikrotubulima. Plava linija predstavlja omjer

3:1, Zuta linija omjer 2:1, a crvena linija omjer 1:1. Podebljani dio linije oznacava da je taj omjer rele-

vantan za vremenski period u kojem se nalazi.
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Slika 4.8: Ukupna sila pasivnih crosslinkera na krace mikrotubule u ovisnosti o vremenu. Linije razlicitih
boja predstavljaju slucajeve s razli¢itim omjerima broja kinetohornih mikrotubula na strani s kra¢im
mikrotubulima i na strani s duzim mikrotubulima. Plava linija predstavlja omjer 3:1, Zuta linija omjer
2:1, a crvena linija omjer 1:1. Podebljani dio linije oznacava da je taj omjer relevantan za vremenski
period u kojem se nalazi.
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Slika 4.9: Ukupna sila motornih proteina na krace mikrotubule u ovisnosti o vremenu. Linije razlicitih

boja predstavljaju slucajeve s razli¢itim omjerima broja kinetohornih mikrotubula na strani s kradim

mikrotubulima i na strani s duzim mikrotubulima. Plava linija predstavlja omjer 3:1, Zuta linija omjer

2:1, a crvena linija omjer 1:1. Podebljani dio linije oznacava da je taj omjer relevantan za vremenski

period u kojem se nalazi.
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Slika 4.10: Ukupna sila pasivnih crosslinkera na duZe mikrotubule u ovisnosti o vremenu. Linije razlici-
tih boja predstavljaju slucajeve s razliCitim omjerima broja kinetohornih mikrotubula na strani s kraéim
mikrotubulima i na strani s duZim mikrotubulima. Plava linija predstavlja omjer 3:1, Zuta linija omjer
2:1, a crvena linija omjer 1:1. Podebljani dio linije oznacava da je taj omjer relevantan za vremenski

period u kojem se nalazi.
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Slika 4.11: Ukupna sila motornih proteina na duze mikrotubule u ovisnosti o vremenu. Linije razlicitih

boja predstavljaju slucajeve s razli¢itim omjerima broja kinetohornih mikrotubula na strani s kraéim

mikrotubulima i na strani s duZim mikrotubulima. Plava linija predstavlja omjer 3:1, Zuta linija omjer

2:1, a crvena linija omjer 1:1. Podebljani dio linije oznacava da je taj omjer relevantan za vremenski

period u kojem se nalazi.
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Poglavlje 5
Diskusija i zakljucak

U ovom radu predstavljen je model centriranja kromosoma u diobenom vretenu tijekom mitoze
pomocu toka mikrotubula usmjerenog prema polu. Model se zasniva na silama generiranim od
strane proteina koji se nakupljaju u paralelnim i antiparalelnim preklopima kinetohornih i pre-
mosnih mikrotubula [84]. Ovaj model u potpunosti je konceptualno nezavisan od veé postojeéih
modela za centriranje kromosoma, kao Sto su suzbijanje dinamike kinetohornih vlakana putem
katastrofe mikrotubula ovisne o njihovoj duljini [26, 28, 49, 59] ili sile izbacivanja s pola [4,
12, 13, 42]. To ne iskljuuje moguénost da ovi mehanizmi djeluju zajedno u stanici s razli¢itom
ucinkovitosti ovisno o vrsti stanice i stadiju diobenog vretena. Diobeno je vreteno kompleksno
te je teSko eksperimentalno odrediti doprinos razli¢itih mehanizama [75]. Medutim, buduéa
teorijska istrazivanja koja bi ukljucivala regulaciju plus krajeva mikrotubula, nukleaciju mikro-
tubula na postoje¢im mikrotubulima te sile izbacivanja s pola mogla bi pomo¢i u identificiranju
uloge svakog pojedinog mehanizma.

Model centriranja kromosoma u diobenom vretenu tijekom mitoze pomocu toka mikro-
tubula usmjerenog prema polu primijenjen je na dva slucaja: centriranje kromosoma u metafazi
1 kongresiju kromosoma u prometafazi. Model za centriranje kromosoma u metafazi sastoji
se od jednog para sestrinskih kinetohora izmaknutih iz srediSta diobenog vretena. Na svaku
od sestrinskih kinetohora zakvaceno je po jedno kinetohorno vlakno, a po jedno premosno
vlakno proteZe se od ruba diobenog vretena prema suprotnoj strani. Kinetohorna i premosna
vlakna stvaraju antiparalelne 1 paralelne preklope u kojima se akumuliraju motorni proteini i pa-
sivni crosslinkeri te generiraju sile koje vode tok kinetohornih i premosnih vlakana prema polu.
Rezultati modela za metafazu pokazuju da kinetohore dolaze do srediSta diobenog vretena un-
utar nekoliko minuta te model uspjeSno reproducira centriranje kromosoma u metafazi. Model
takoder daje klju¢na i jedinstvena predvidanja - da je tok kinetohornih vlakana uvijek sporiji od

toka premosnih vlakana i da duZe kinetohorno vlakno ima brzi tok od kraceg.
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Poglavlje 5.

Model za kongresiju kromosoma u prometafazi uvodi kljuénu modifikaciju u odnosu na
prethodni model, a to je da se broj kinetohornih mikrotubula na lijevoj i desnoj kinetohori
razlikuje. Na strani blizoj polu nalazi se veci broj kra¢ih kinetohornih mikrotubula, dok je
na suprotnoj strani jedan dulji kinetohorni mikrotubul. Rezultati ovog modela pokazuju da e
manji broj duljih kinetohornih mikrotubula nadjacati veéi broj kraéih kinetohornih mikrotubula
te se kinetohore gibaju prema srediStu diobenog vretena. Ako se uzme u obzir ¢injenica da e
se broj kinetohornih mikrotubula s obje strane izjednacavati kako kinetohore prilaze srediStu
diobenog vretena, kinetohore u modelu dolaze do bioloski relevantnog kona¢nog poloZaja za
kongresiju te model uspjesno reproducira kongresiju kromosoma u prometafazi. Ovaj model
pokazuje i da Ce se za dovoljno velik broj kinetohornih mikrotubula s krace strane kinetohore
gibati prema bliZzem polu umjesto prema srediStu diobenog vretena, $Sto moZe objasniti stvarne
slucajeve u kojima kinetohore ostaju u blizini polova i ne kongresiraju.

Predstavljeni model uspjeSno reproducira i centriranje kromosoma u metafazi i kongresiju
kromosoma u prometafazi. U buduénosti moguce ga je daljnje unaprijediti uzimanjem vise
faktora u obzir, koji su u trenutnom modelu izostavljeni radi jednostavnosti. Mikrotubuli su
modelirani tako da je stopa njihove polimerizacije i depolimerzacije na plus krajevima jednaka
te se stoga mogu smatrati statickima. To znaci da model ne ukljucuje dinamic¢ku nestabilnost
mikrotubula, koja je prisutna u stvarnim stanicama. Dinamicki model mogao bi prikazati tu
nestabilnost mikrotubula, kao i modelirati nukleaciju mikrotubula ne samo na polovima, vec i
duz ve¢ postojecih mikrotubula. Na taj nacin bi se broj mikrotubula u modelu takoder mogao
mijenjati u vremenu. JoS jedno moguce unaprijedenje jest uzimanje u obzir i interakcija mi-
nus krajeva mikrotubula s polovima diobenog vretena jer je poznato da na polovima postoje
mehanizmi koji mogu utjecati na gibanje kromosoma tijekom mitoze.

Sve u svemu, model centriranja kromosoma u diobenom vretenu tijekom mitoze pomocu
toka mikrotubula usmjerenog prema polu pokazuje da je razlika u toku sestrinskih kinetohornih
vlakana klju¢an mehanizam i za kongresiju kromosoma u prometafazi i za njihovo centriranje
u metafazi. Ovaj rad pokazuje da taj mehanizam koji nije prethodno proucavan moZze, neovisno
o drugim i prethodno poznatim mehanizmima, utjecati na centriranje kromosoma u diobenom
vretenu tijekom mitoze te se proucavanjem njega moZe steéi uvid u procese koji osiguravaju
ispravnu diobu stanica, kao i u procese koji ometaju ispravno provodenje mitoze i time uzrokuju

razne bolesti i poremecaje.
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