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SazZetak

U seminaru se iznose osnove biokemije citoskeleta i mikrotubula, te nacdini na koje se pristupa
matematicCkom i racunalnom modeliranju raznih procesa koji ticu citoskeleta i sastavnih djelova.
Koristeci se metodom fiksnog vremenskog koraka, modelira se dinamika para antiparalelno postavljenih
mikrotubula u citoplazmi ispunjenoj aktivnim (motornim) i pasivnim linker proteinima. Rezultati
modeliranja su prikazani na nizu uzastopnih kimografa za par odredenih vrijednosti slobodnih
parametara modela. Raspravljen je na¢in na koji formirani model daje te rezultate i kako to doprinosi
ostvarivanju strukturno bitne parcijalne interdigitacije mikrotubula. Nadalje, diskutiraju se metode
predocavanja podataka, variranja koda i proSirenja modela u svrhu ostvarivanja konstruktivnog ciklusa
izmjene eksperimenta in vivo/vitro i rac¢unalne simulacije in silico koji je bitan na podrucju znanstvenog
(racunalnog) modeliranja.

Kljuéne rijeci

stanica, citoskelet, mikrotubuli, mitoza, centrosom, centriol; stokasticke metode, simulacija na razini
molekule/dogadaja, Gillespiejev algoritam (SSA), algoritam fiksnog vremenskog koraka; kimografna
reprezentacija dogadanja, testiranje; C, Python, Sagemath.

Uvod

Stanica je temeljna organizacijska jedinica svakog organizma sa svojom poznatom podstrukturom:
jezgrom okruzenom citoplazmom i staniénom membranom. U citoplazmi djelomice plivaju, a
djelomice su usidrene raznorodne organele. Sve te stukture povezuju i uévrséuju filamentozni proteini
koji se zajednickim imenom nazivaju stani¢ni citoskelet. Na taj nacin citoskelet osigurava mehanicku
potporu i igra strukturnu ulogu u stanici: daje stabilan oblik npr. eritrocitima, neuronima, a po
njegovim filamentima mogu se transportirati stani¢ni produkti (npr. neuropeptidi uzduz mikrotubula
aksona). Osim stati¢ke uloge, citoskelet se moze brzo transformirati ponajprije procesima fosforilacije
i defosforilacije (npr.u procesima jezgrene membranolize u mitozi, migracije leukocita kroz endotel
krvnih kapilara ili miSi¢ne kontrakcije) pa na taj naCin zauzima i dinamicke uloge. Mozda najbitnija
dinamicka uloga citoskeletne strukture je u procesu mitoze kad je potrebno organizirano polarizirati
sav stani¢ni sadrzaj u dvije priblizno identi¢ne nakupine.

Citoskelet se sastoji od od aktinskih, intermedijarnih i mikrotubularnih vlakana, gdje svaki tip ima
svoje posebne uloge i shodno tome pridruzene proteine. Nas prvenstveno zanimaju mikrotubuli,
dugacke cilindri¢ne proteinske strukture izgradene polimerizacijom globularnih tubulinskih dimera.
Mikrotubuli su konstantno u procesu polimerizacije ili depolimerizacije na svojiim krajevima, §to
odgovara nasumicnoj izmjeni faza produljivanja i skrac¢ivanja mikrotubula. Takoder, mikrotubuli na
svoja dva kraja nemaju identi¢na kemijska svojstva, pa razlikujemo (-) i (+) kraj mikrotubula. (+) kraj
mikrotubula je kemijski aktivnije mjesto gdje je brzina pregradnje veca.

Uz mikrotubule su povezane skupine proteina MAP (eng. microtubule associated proteins) i MAP-
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Slika 1 Prikaz stani¢nog citoskeleta u shemi i pomocu konfokalnog fluorescentnog mikroskopa. lzvor : Wikipedija

kinaze od kojih su najbitniji aktivni (motorni) i pasivni linker proteini.

I jedni i drugi linker proteini imaju vezivna mjesta na tubulinskim dimerima mikrotubula te kako su
izduZeni, mogu se vezivati na oba svoja kraja i tako premosc¢avati udaljenost izmedu dva susjedna
mikrotubula. Kako je mikrotubul polimer, vezivha mjesta za te proteine na mikrotubulima se
ponavljaju i proteini se mogu odvezivati sa jednog mjesta i vezivati na slijedece. Takvo ponaSanje se
naziva skakanjem (eng. hopping). Razlika izmedu aktivnih i pasivnih linker proteina je u tome §to
aktivni proteini pokazuju hopping samo u jednom smjeru mikrotubula (npr (+) smjeru), §to je
potaknuto hidrolizom energetske molekule ATP-a, a pasivni proteini sudjeluju u hopping procesima
nasumi¢nog smjera, ¢emu ponajprije doprinosi difuzivno gibanje vezivnog kraja odvezanog proteina.
Sveznjevi mikrotubula izgraduju, medu ostalom, i centriole centrosoma, koji je dio citoskeleta
zaduZen za mitozu. Klju¢na strukturna komponenta centriola su parcijalne antiparalelne interdigiracije
mikrotubula $to omogucava rast mikrotubula iz centriola da bi se u konacnici prihvatili za kinetohoru
kromosoma i omogucili razdvajanje genetskog materijala.

Istrazivanje mikrotubula i njihove dinamike ima prvenstveno fundamentalnu ulogu u shva¢anju na¢ina
na koji funkcionira stanica, a istrazuju se metodama eksperimantalne biologije (npr. konfokalna
fluorescentna mikroskopija) i racunalne biologije. Racunalnoj biologiji je u interesu napraviti
matematicki model nekog procesa te ga pokuSati opisati kontinuiranim distribucijama preko
diferencijalnih jednandzbi ili racunalno simulirati stokastiénim metodama.

Postoji povratna sprega izmedu racunalnog i eksperimentalnog dijela istrazivanja gdje se model
konstantno mijenja kako bi se prilagodio podatcima dobivenim opazanjem.

Metodologija

Dva su pristupa koja se najcesc¢e koriste u rac¢unalnoj simulaciji odredenog modela su algoritam
fiksnog vremenskog koraka i Gillespijev algoritam.

Algoritam fiksnog vremenskog koraka je algoritam u kojem se simuliraju dogadaji nad odredenim
strukturama unutar malenog fiksnog vremenskog intervala. Vjerojatnost svakog dogadanja se
prikazuje frekvencijom dogadanja toga dogadaja u slobodnim uvjetima (definicija slobodnih uvijeta
ovisi o vrsti procesa koji se razmatra). Za svaki vremenski interval prolazi se kroz niz moguc¢ih
dogadaja i za svaki se individualno odlucuje da li ¢e se dogoditi ili ne na temelju usporedbe slucajnog
odabira broja r izmedu 0 i 1 i njegove vjerojatnosti izrazene kao wdt, gdje je w spomenuta
frekvencija. Ukoliko je r < wdt unosi se odgovaraju¢a promjena u strukturu koju opisuje model.

U ovome pristupu mora vrijediti nejednakost wdt < 1, i wdt biti dovoljno malen da od niza dogadaja
uvijek bude izabran samo jedan dogadaj, Sto se postiZe izabiranjem jako malenog intervala dt. Na taj
nacin u velikom broju iteracija se ne dogada nista i raCunalo mora pro¢i kroz mnoge iteracije da bi se
uhvatila vremenska evolucija modela. Istovremeno, §to je manji dt, to je izvrSavanje programa dulje,



pa se prilkom odabira prametara za simulaciju pokusava naci §to optimalniji set koji bi §to to¢niju
omogucio implementaciju modela i Sto krace vrijeme izvr§avanja simulacije.

Gillespijev algoritam je drugaciji od prethodnog pristupa u tome Sto se slucajnim odabirom odabire i
trenutak slijede¢eg dogadaja i koji ¢e to dogadaj biti. Na taj nacin Gillespiejev algoritam zaobilazi
prethodno komentirane probleme algoritma fiksnog vremenskog koraka. Jedini problem koji se moze
pojavljivati kod implementacije Gillespijeva algoritma je §to u nekim slucajevima zahtijeva veliku
memoriju kako bi se pohranili svi mogu¢i dogadaji nad nekom strukturom i problematican je u slucaju
kada izbor moguc¢ih dogadaja ovisi o trenutnom stanju modelirane strukture.

Ulazni parametri Gillespijeva algoritma su frekvencije izvrSavanja dogdaja : {wq,.., wy} .
Pretpostavimo li da od trenutka t = 0 do t = 7, nema dogadanja i da se dogadaj j dogodi tek u
trenutku 7, vjerojatnost takvog scenarija je :

P = P(nije se dogodio niti jedan dogadaj) * P(dogodio se dogadaj j u dt trenu kad t = 1)
Sto se moze dalje rastaviti na :
P = P(nije se dogodio niti jedan dogadaj) * w;dt

Ako podjelimo interval T na niz malih dt mozemo pisati:

M
P(T,j) = 1\}11—11}0 <1 _Z;I)J'T> (a)jdt) = exp (—Za)ir) wjdt (*)

Stoga se Gillespijev algoritam svodi na odredivanje dva slucajna broja r; i 1, u intervalu [0,1 >. Prvi

slucajni broj generira vrijeme 7, pomocu formule:
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Drugi sluajni broj odreduje koji ¢e se dogadaj dogoditi. Skaliramo li 7, na (}; w;)r, i ustalimo
konstantni poredak dogadaja j, izabran ¢e biti onaj dogadaj j za kojeg vrijedi:
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Lako se moze pokazati zasto vrijedi formula (*). Pretpostavimo da postoji proces koji daje slucajno
vremena T sukladno zadanoj raspodjeli. Odaberemo li dva proizvoljna vremena i izratunamo li kolika
je vjerojatnost , tj. broj slucajeva da se unutar ta dva vremena ne dogodi dogadaj (a dogodi na kraju tih
trenutaka) dobivamo:

t, 1
W(ty,ty) = f exp(—tZ a)]-) dt = —g [exp(—tzz w]-) - exp(—tlz a)j)]
J

ty

1
W(ty, tz) = —%(P(tz) — P(ty))
j

Odatle mozemo zakljuéiti da je vjerojatnost, tj. broj dogadaja uniformno distribuiran duz kodomene P
funkcije, pa stoga odabir proizvoljnog broja (vrlo uskog intervala) unutar te kodomene ([0,1>)
odgovara odabiru PDF(7), a 7 se lako dobije invetiranjem te funkcije. Cinjenica da se odabire slu¢ajan



broj unutar [0, 1> domene, moZe se shvatiti kao prethodno spomenuti proces dobrog odabiranja
vremena, samo unatrske. Da je funkcija P drugacija, ova se procedura ne bi mogla upotrebljavati.

Za simulaciju modela intermikrotubularne dinamike odabran je algoritam fiksnog vremenskog koraka,
ponajprije zato jer je njegova implementacija bila jednostavnija. Takoder, Gillespiejev algoritam
zahtjeva vecu radnu memoriju u sluc¢aju ovog modela ako se razmotre svi dogadaji j koji bi se trebali
uzimati u obzir i kako se ovisno o trenutnom stanju mikrotubula svaki put dobiva novi niz dogadaja.

Model, implementacija modela i vizualizacija podataka
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Slika 2 Prikaz modela sa dozovljenim procesima. Zeleni
kruzici su aktivni linkeri, a crveni kvadratici pasivni.

U radu je ramotren slucaj dva antiparalelno
postavljena mikrotubula u citoplazmi. Svaki
mikrotubul  je N =20
tubulinskih dimera. Svaki tubulinski dimer ima 1

modeliran kao niz

vezivno mjesto za 1 aktivni ili 1 pasivni protein.
Proteini bilo pasivni ili aktivni mogu se vezati iz

1

citoplazme na tubulinski dimer (eng. occupation),
odvezati sa jednim krajem sa tubulinskog dimera
(eng. deattachment), bilo da su bili vezani na oba svoja kraja ili samo na jedan kraj, povezati se sa
drugim vezivnim mjestom na

drugom mikrotubulu (eng. crosslinking) ili skakati (eng. hopping) po mikrotubulu unapijed ili unazad
(pasivni linker proteini), bilo da su vezani na oba kraja (eng. doublebinded) ili na jedan kraj (eng.
singlebinded). Skakanje je dozvoljeno samo ako slijede¢e mjesto na mikrotubulu je prazno i ako je na
mikrotubulu. Skakanje sa mikrotubula u citoplazmu je zabranjeno. Kao §to je komentirano ranije
skakati mogu i aktivni i pasivni mikrotubuli. Detalji svih takvih dogadaja i mjere njihove vjerojatnosti
su dane u Tablici 1.

Tabela 1 Prikaz moguéih dogadaja i njihova parametrizacija. (ap - active linker protein,
pp - passive linker protein, sb -single binded, db - double binded)

dogada!' !rekvencil'a dogadnia komentar Proteini koji se vezuju na

- oba mikrotubula mogu se
occupation

- ap w0l modelirati kao opruge i
- pp a)Z) ovisno o njihovoj elongaciji
deattachment proizvoditi silu na
- sb,ap wg kq i ky su Hookeove konstante za mikrotubule. Mikrotubuli
- sb, pp wl ?kfivne i pasivne proteine. na silu odgovaraju svojim
_ a Jje elongacija linkera . . . . -
db, ap wq exp(kq$/fa) fa i fp su karakteristicne velicine glb'anJ e'rn’ u OYOIn slu‘ca]'u
- db, pp wh exp(kyé/fy) za silu. smicanjem, brzinom koja je
crosslinking proporcionalna sili i dobiva
- ap wd exp <_ E_Z ) o je kara.kt.e.risticvnfz 'vrijed}ttost se iz YF=uv , gdje u
50 252 rasapa pozicije vezujuceg kraja u predstavlja koeficijent
WP g2 odnosu na vezni kraj linkera.
- pp \/C_Z exp <— F) trenja  mikrotubula  sa
0. . . .
207 citoplazmom. Mikrotubuli
hopping se uslijed toga pomaknu za
- sbap y + oznacava dvije vrijednosti dx = vdt, Sto dovodi do
- sb, pp D frekventnosti c{ogada;?ja ‘ovis‘no ©  promjnene razli&itih
db tome da li pasivni linker e . .
- , ap yexp(ky &/ f) dogadajem smanjuje ili povecava elongacija i nove dinamicke
- db, pp D exp(ikpf/fp) napetost proteina. Favorizirana  situacije.

Jje relaksacija.

Svi gore spomenuti



Tabela 2 Prikaz numerickih vrijednosti parametara koriSten u simulaciji

wg 0.316 Hz kg* 0.11 pN/nm u 0.1 pNs/nm
wg 0.0004 Hz ke * 0.11 pN/nm ydt 0.001
wg 1.56 Hz fa* 9 pN Nveznih mjesta 20

wl 0.0017 Hz f* 9pN Niteracija 300 000
y 12 Hz o & nm

D 12 Hz l 8 nm

paramteri i njihove u najveéem broju slucajeva eksperimentalno dobivene vrijednosti su prikazane u
Tablici 2. Dio tih parametara je slobodan i podlozan stani¢noj kontroli. Tu se prvenstveno misli na wg
i w?, koji korespondiraju najvise koli¢ni slobodnih proteina u citoplazmi. Neki od njih, &, wf i ky"?,
nisu eksperimentalno izmjereni i zapravo su odabrani unutar oc¢ekivanih vrijednosti tako da model daje
smislene rezultate. Za racunalnu implementaciju, sve vrijednosti su skalirane: frekvencije sa y, duljine
sa [ = 8nm (duljina tubulinskog dimera) i sile sa f;,.

U racunalu su mikrotubuli implementirani preko niza zapisa, Cije indeksirane komponente
reprezentiraju vezivna mjesta na mikrotubulima. Svaki zapis sadrzava informaciju da li je vezno
mjesto prazno ili okupirano sa jednostrano ili dvostrano vezanim aktivnim ili pasivhim proteinom (u
tom slucaju i kamo je privezan na drugom mikrotubulu). Osnova struktura programskog koda se
sastoji od nekoliko glavnih koraka:

1. Inicijalizacija para mikrotubula (dva prazna antiparalelna mikrotubula posmaknuti za Onm)
2. Prolaz po svim mjestima mikrotubula
a. Razmatranje koji se dogadaji mogu dogoditi sa zadanim mjestom
b. Slucajni odabir dogadaja sukladno njegovoj vjerojatnosti
¢. Unosenje promjene u strukturu (implementaciju mikrotubula)
d. Prelazak na slijedece vezivno mjesto
3. Izracun sile na pojednini mikrotubl i njegova pomaka pomoc¢u Hookova zakona
4. Ispis stanja mikrotubula u tekstualnu datoteku
5. Ukoliko nije prosao predviden broj iteracija, povratak na 2. tocku, ukoliko je izlaz iz petlje
ispis glavnih podataka na konzolu programa.

Kroz samu implementaciju dopisivane su i mnoge dodatne funkcije koje bi upozorile ako bi se
program dvoumio oko dva dogadaja na jednom mikrotubularnom mjestu, ili ako bi trebalo uciniti
vidljivim koliko je bilo dogadaja pojednog tipa. Na taj nacin su se mogli prilagoditi parametri tako da
losih dogadaja bude $to manje (manje od 1 na 100 000), i da dinamika bude Sto zivotnija.
Dobivena tekstualna datoteka se mogla koristiti kao izvor nove inicijalizacije mikrotubula, tako da se
jednom prekinuta evolucija sustava mogla nastaviti u slijede¢em pokretanju programa.

Podatci iz tekstualne datoteke graficki su prikazani pomocéu kimografa. Na kimografu horizontalna os
prikazuje poziciju vezinog mjesta x /I, a vertikalna os vrijeme u skaliranom obliku yt. Sadrzaj veznog
mjesta u svakom trenutku je oznacen sa bojom. Na kimograf docrtana je pozicija pozicija (+) kraja
drugog mikrotubula.

Rezultati i rasprava

Dobiveni su rezultati prikazani na kimografima sa slike 3. KoriSteni parametri su navedeni u tablici 2.
Na slikama se redom vidi kako se razvija iterdigitacija mikrotubula. U pocetnim trenutcima se vidi da
je promatrani mikrotubul praznih vezivnih mjesta. Ubrzo nakon toga vezuju se aktivni proteini sa
jednim krajem, prvenstveno zato jer im je frekvencija vezivanja tisu¢u puta veéa od frekvencije
vezivanja pasivnih linkera. Nakon toga linkeri se homogeno distribuirano povezuju na drugi
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Slika 3 Kimografni prikaz jednog
mikrotubula u razlicitim fazama simulacije.
U kimografu na x-osi se nalazi poloZaj u
jedinicama od 8nm, na vertikalnoj osi
vrijeme yt. Prazna vezna mjesta
mikrotubula su prikazana sivom bojom.
Aktivni proteini su prikazani toplim, a
pasivni hladnim bojama. Boje su
intenzivnije ako je protein vezan na oba
kraja. Slike se citaju red po red, od 1-11.
Slike 1-8 su u kontinuitetu. Slike 9, 10i 11
su snimljene sa vremenskim razmakom
izmedu.



mikrotubul, $to je indicirano pojavom crvenih traka u preklopu izmedu dva mikrotubula. Kroz ¢itavo
vrijeme proteini se spontano odvazuju i ponovo vezuju za mikrotubule $to ostavlja na nekoliko
trenutaka prazna mjesta kamo mogu preskociti dvostruko vezani proteini. Na taj naéin preklapanje
izmedu dva mikrotubula se pocinje smanjivati djelovanjem aktivnih proteina. Djelovanje aktivnih
proteina je to vece §to je veci preklop posto tada ima najviSe mjesta 1 Sanse da se ostvari obostrano
vezivanje linkera izmedu mikrotubula. To je vidljivo na slikama 2-3 gdje posmak mikrotubula poc¢ne
oscilirati oko vrijednosti 15. U tome stanju je mikrotubul duze vremena i na taj nacin raste vjerojatnost
da se na mikrotubul veze pasivni protein. Pasivni proteini su paramterizirani jako niskim
vjerojatnostima vezivanja i odvezivanja sa mikrotubula, $to dovodi do toga da kad se jednom vezu
vrlo je malo vjerojatno da dode do odvezivanja. Takoder vezani pasivni linkeri imaju sposobnost
difuzivnog drifta duzinom mikrotubula (hopping) i tako mogu nai¢i na rub drugog mikrotubula i
vezivati se na njega. Kad se vezu takoder ispoljavaju silu, u ovom slu¢aju onu koja smanjuje posmak
dva mikrotubula. Razlog tome je upravo spomenut: zbog difuzivnog hoppinga glava jednog pasivnog
linkera se u konacnici odvezala i zavezala za slobodniji dio mikrotubula i tako generirala
suprotstavljenu silu.Takoder, stericka smetnja ostalih pasivnih mikrotubula na (+) kraju mikrotubula
ne dozvoljava da pasivni linkeri skac¢u prema plus kraju nego uvjetuje Sirenje u podrucja ispunjena
aktivnim proteinima s puno brZzom pregradnjom. Na daljinjim slikama se vidi da se scenarij ponavlja i
kako pasivni linkeri hoppaju prema (-) kraju mikrotubula, tako se oslobadaju nova mjesta za vezivanje
aktivnih linkera. Sa vremenom i ta mjesta okupiraju pasivni linkeri koji u¢vrséuju stanje i predvidenim
mehanizmom smanjivaju posmak mikrotubula. U konacnici, svi mikrotubuli dolaze na apsolutni
preklop, kao na pocetku, a sva vezna mjesta su ve¢inom okupirana sa pasivnim proteinima.

U radu [8], ipak se to pokazuje kao to¢nim samo u odredenim
slucajevima, kako je prikazano na slici 4. U velikom dijelu

)10°

o
toga faznog dijagrama stabilni preklopi su oko 50% duljine Wm

mikrotubula. Zaklju¢ak toga rada je da, kao Sto je i gore

pokazano na indirektan nacin, aktivni linkeri povecéavaju 10"
posmak mikrotubula proporcionalno duljini preklopa, a pasivni
linkeri povecavaju preklop mikrotubula neovisno o posmaku.
Prema njihovom proracunu i simulaciji do toga dolazi zbog

10™
asimetricnog vezivanja na rubovim mikrotubula. Kako su u 10°8 103 10~

Le]
srednini preklopa mikrotubula pasivni linkeri nasumicno P

W

usmjereni, dolazi do poni§tavanja njihovog djelovanja. Na Slika 4 Prikaz stabilnog posmaka u
ovisnosti o iznosu slobodnoh parametara

modela. U podrucju plave boje preklop je
vezu se na ne preklopljeni bulk drugog mikrotubula nemaju oko 50%, u futom podruéju oko 100%. Crni
lokalnog antagonista, a efekti oba ruba djeluju sinergisticki i krizi¢ predstavijia paramete odabrane u
ovoj simulaciji i simulaciji u [8]. Slika je
preuyeta iz [8] i sluZi samo za usporedbu
jer duljine mikrotubula nius bile jednake.

rubovima oni pasivni linkeri koji krenu sa ruba mikrotubula i

tako se razvija sila koja tezi ve¢em preklapanju mikrotubula.

Takav efekt se u mojoj simulaciji mogao samo malo zamjetiti

prvenstveno zato $to su modelirani mikrotubuli bili dugacki samo 20 veznih mjesta, pa nije moglo
do¢i do jake suprotstavljenje sile od onih aktivnih dvostruko vezanih proteina koji bi se mogli vezati u
trenutcima kada zbog difuzije pasivnih linkera se oslobode slobodna mjesta unutar preklopa
mikrotubula.

Zakljuéak

Iz izvedene simulacije vremenske evolucije preklopa dva mikrotubula moze se zakljuciti da postoje
dvije vremenske sklale ne osnovu kojih se ponaSaju kratki mikrotubularni filamenti. Dugacka
vremenska skala odnosi se na dinamiku distibucije pasivnih linker proteina, a kratka na aktivne linker
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proteine. Aktivni proteini sluze sli¢no punilu dogadaja i nemaju prevelikog utjecaja na dinamiku
mikrotubula u dugoro¢nom planu. Glavni razlog tome je ¢injenica da kod kratkih mikrotubula nema
istaknutog zdruzenog djelovanja.

Dodatak
Kod je dostupan na web adresi: hitps://www.dropbox.com/s/vilyieazschpb6g/main.c ?dl=0
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