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1. Uvod



1.1. Stanicno gibanje

Stani¢no gibanje ima klju¢nu ulogu u mnogim bioloskim procesima. Tijekom
embriogeneze, kontrolirana migracija stanica omogucéuje pravilnu morfogenezu,
pocevsi od gastrulacije pa sve do razvoja zivfanog sustava jedinke (Kurosaka i
Kashina, 2008). Gibanje stanica potom ostaje sastavnica normalne fiziologije
odraslog organizma: u imunosnom odgovoru, izgradnji tkiva i zacjeljivanju rana te
stvaranju neuronskih veza ekstenzijom aksona Ziv¢anih stanica (Dent i Gertler, 2003;
Hartman i sur., 1994; Stokes i sur., 1991; Suraneni i sur., 2012). Na primjer, leukociti
putuju po organizmu trazeéi strana tijela, fibroblasti migriraju na mjesto ozljede i
pomazu u zacjeljivanje rana, a stanice endotela u potrazi za sebi slicnim stanicama
izgraduju unutarnje stjenke krvozilnog i limfnog sustava. Cak i u patoloskim
procesima gibanje stanica igra bitnu ulogu — tijekom metastaziranja tumorske stanice
migriraju s mjesta primarnog tumora u krvozilni sustav i dalje u druge dijelove
organizma (Friedl i Wolf, 2003). Gibanje stanica bitno je i u tkivnom inzenjerstvu, ¢iji
prvi korak ukljuCuje nastanjenje stanica na osnovu sacinjenu od biomaterijala

(Magnani i sur., 2003).

Sve stanice navedene u prethodnom odlomku gibaju se ameboidno. Pod
ameboidnim gibanjem smatra se gibanje koje ne zahtjeva upotrebu organela poput
biceva (lat. flagellum), ve¢ se odvija protruzijama membrane i kontrakcijama tijela
stanice (Ldmmermann 1 Sixt, 2009; Van Haastert, 2011). Ameboidno stani¢no gibanje
sastoji se od nekoliko elementarnih procesa: polarizacije stanice, ekstenzije
membrane, stvaranja veza izmedu stanice i podloge, kontrakcije stanice, te otpustanja
veza sa podlogom (Lauffenburger i Horwitz, 1996; Rafelski i Theriot, 2004; Carlier,
2010). Tijekom polarizacije stanice dolazi do nastanka prostorne asimetrije i jasnog
razlikovanja prednjeg i straznjeg dijela stanice. U stanici dolazi do preraspodjele
signalnih i regulatornih molekula $to kao posljedicu ima intenzivnu polimerizaciju
aktina na prednjem dijelu stanice i nastanak protruzija na tom dijelu stani¢ne
membrane. Ovako nastale ekstenzije na membrani imaju klju¢nu ulogu u gibanju
stanice i mogu se po strukturi podijeliti na lamelipodije, filopodije i pseudopodije
(Rafelski i Theriot, 2004; Weber, 2006). Lamelipodiji su tanke Siroke strukture

saCinjene od gusto umrezenih aktinskih niti, a formiraju ih uglavnom stanice epitela 1
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fibroblasti, dok su pseudopodiji deblje i kompaktnije strukture s vise usnopljenim a
slabije umreZenim filamentima, tipi¢ni za amebe i neutrofile (Alberts i sur., 2002).
Filopodiji su tanke i uske iglicaste strukture saCinjene od usnopljenih aktinskih
filamenata, ¢ija je funkcija uglavnom istrazivanje okoline, npr. pri ekstenziji aksona
(DeMali i Burridge, 2003). Zbog gustoce aktinskog citoskeleta, unutar navedenih
struktura nema stani¢nih organela. Na mjestu nastale protruzije membrane dolazi do
stvaranja kontaktnih struktura, npr. fokalnih adhezija, izmedu stanice i podloge, koje
omogucuju prijenos mehanicke sile (Beningo i sur., 2001). U kontrakciji citoskeleta
zatim sudjeluje aktinsko-miozinski kompleks koji omogucuje pomicanje tijela stanice
u smjeru formirane ekstenzije membrane (Jay i sur., 1995; Lombardi i sur., 2007). Da
bi doslo do pomaka stanice potrebno je da sila kontrakcije bude veca od sile trakcije
izmedu zadnjeg dijela stanice i podloge po kojoj se kre¢e (Lauffenburger i Horwitz,
1996). Samim time, potrebna je asimetrija izmedu sila trakcije na zadnjem i na
prednjem dijelu stanice, koja omogucuje zadrzavanje prednjih veza stanice s
podlogom, uz istovremeno otpustanje takvih veza sa zadnjeg dijela stanice
(Lauffenburger i Horwitz, 1996). Adhezivni kompleksi, koji ¢ine vezu stanice s
podlogom, otpustaju se tijekom kontrakcije stanice u citoplazmu ili, s dijelovima
membrane koji viSe ne sadrze komponente citoskeleta, ostaju na podlozi i odvajaju se

od stanice (Parsons i sur., 2010).

mreza aktinskih
filamenata

1. Protruzija membrane na
prednjem kraju stanice

rastuci filamenti
nova adhezija

2. Stvaranje veza s podlogom
na prednjem kraju

3. Otpustanje veza s podlogom
na zadnjem kraju

4. Pomak tijela stanice

Slika 1.1. Shema pomaka stanice (prilagodeno prema Ananthakrishnan i Ehrlicher, 2007).



1.1.1. Molekularna osnova stani¢nog gibanja

Citoskelet eukariotske stanice odrzava strukturu stanice, omogucuje transport
organela unutar stanice, a osim §to osigurava njezinu ¢vrstocu i integritet, omogucuje
i dinami¢ne promjene oblika stanice te procese poput fagocitoze i stani¢ne diobe
(Pollard i Borisy, 2003). Stani¢ni citoskelet ¢ine tri grupe filamentoznih polimera:
aktinska vlakna ili mikrofilamenti promjera 6 nm, intermedijarna vlakna promjera oko
10 nm i mikrotubuli promjera 24 nm (Howard, 2001). Aktinski citoskelet je glavna

molekularna sastavnica gibanja eukariotskih stanica.

Aktin je najzastupljeniji protein u eukariotskim stanicama, u kojima se nalazi
u obliku globularnog monomera, G-aktina, ili filamentoznog polimera, F-aktina
(Ballestrem i sur., 1998). F-aktin se sastoji od dviju polimernih zavojnica sacinjenih
od G-aktina i orijentiranih tako da daju polarnost filamentu. Polarnost aktinskih niti
kljuéna je za mehanizam kojim se aktin polimerizira u stanici. Pozitivan (+) kraj
filamenta je brzorastué¢i, dok je negativan (-) kraj filamenta spororastuci (Pollard i
Mooseker, 1981). Spontano povezivanje aktinskih monomera je energetski
nepovoljan proces, no uz pomo¢ proteina koji veZu monomere aktina i sudjeluju u
procesu nastanka aktinskih pocetnica u sklopu procesa nukleacije, u stanici moze do¢i
do ubrzane polimerizacije aktina (Alberts i sur.,, 2002). Stopa elongacije
proporcionalna je koncentraciji monomera aktina u citoplazmi (Carlier i sur., 1993).
Unutar filamenata dolazi do hidrolize ATP-a vezanog za aktin, a nakon nekog
vremena i do disocijacije y-fosfata (Pollard i Borisy, 2003). Hidroliza ATP-a odvija se
kroz nekoliko sekundi, dok za disocijaciju fosfata treba znacajno dulje vrijeme te se
za taj proces smatra da predstavlja sat koji mjeri kako dugo je pojedina aktinska
jedinica vezana unutar filamenta (Pollard i Borisy, 2003). Nukleacija aktinskih
filamenata najc¢es¢e se odvija na membrani stanice pa je stoga i najveca gustoca
aktinskih filamenata prisutna neposredno ispod povrSine stanice. Mreza aktinskih
filamenata vezana za unutrasn;ji sloj stani¢ne membrane naziva se korteks stanice, a
ima funkciju u Kkontroli oblika stanice, pokretljivosti stanice i sposobnosti

pri¢vrsc¢ivanja stanice za podlogu (Sackmann, 1994).

Protruzije na prednjem dijelu stanice nastaju polimerizacijom aktinskih
filamenata koji pritom guraju stanicnu membranu. Navedeni proces reguliran je

Sirokim spektrom regulatornih molekula (dos Remedios i sur., 2003). Aktivirana
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guanozin-trifosfataza koja pripada Rho (engl. Ras homologous) familiji proteina (Rho
GTP-aza) i fosfatidilinozitol-4,5-difosfat (PIP,) aktiviraju WASP/Scar (engl. Wiskott-
Aldrich syndrome protein/suppressor of CAMP receptor) proteine koji dovode
nukleiraju¢i Arp2/3 (engl. actin-related protein-2/3) kompleks na bocnu stranu
postojeceg aktinskog filamenta (Goley i Welch, 2006; Steffen i sur., 2006). Rastuci
filamenti guraju stani¢nu membranu sve dok ne dode do zaustavljanja polimerizacije
vezanjem ,,capping“ proteina na rastu¢i kraj filamenta (Cooper i Schafer, 2000).
Nakon hidrolize ATP-a unutar filamenta i disocijacije fosfata moze do¢i do vezanja
kofilina koji usitnjava filamente ADP-aktina i pomaze disocijaciju aktinskih
monomera s kraja filamenata (Bamburg, 1999). Profilin veze monomere aktina u
citoplazmi i katalizira zamjenu ADP-a za ATP na njima, te ostaje vezan za monomere
sve dok njihovim otpustanjem ne zapo¢ne novi ciklus polimerizacije (Kreis i Vale,
1998). Slozena kontrola ovih procesa je neophodna, izmedu ostaloga, i zato jer bi se
pretjeranom polimerizacijom filamenata potrosila ograni¢ena zaliha monomera aktina
u stanici (Pollard i Borisy, 2003).

1. Izvanstanicni signal

—

6. Rastuci filamenti guraju staniénu membranu

3 i Fans -

, ? \ _Q> (( oo 5.Elongacija (+) kraja
A.ktivnaGTP—aza o & %)
PIP, L 4. Aktivni Arp2/3; 7. ,capping” protein;
3. Aktivni inicijacija novih zaustavljanje polimerizacije
WASp/Scar filamenata @
g 9
e 4 O (o]
Q
GTP 5]
i PIP2 ® QQ§9
e SO Q
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O
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Q
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10. Profilin; zamjena ADP za ATP

Slika 1.2. Regulacija polimerizacije aktinskih filamenata u blizini membrane stanice
(prilagodeno prema Pollard i Borisy, 2003).



PredloZen je model aktinskog filamenta u kojem on funkcionira poput opruge
koja se savija zbog termalnih fluktuacija (Mogilner i Oster, 1996). U trenutku kad je
(+) kraj filamenta udaljen od membrane dolazi do ugradivanja aktinske podjedinice u
meduprostor izmedu filamenta i stanicne membrane, a time i do produljenja
filamenta. Kad se filament vrati u ravnotezni polozaj, novo dodana podjedinica
uzrokuje pritisak na membranu. Da bi polimerizacija aktina generirala silu koja
uzrokuje ekstenziju membrane potrebno je da filamenti budu na neki nac¢in umrezeni
odnosno usidreni, a duljina dijela filamenta od mjesta umrezenja do polimerizirajuéeg
kraja trebala bi biti relativno mala u odnosu na duljinu perzistencije filamenta (Pollard
i Borisy, 2003).

Vaznu ulogu u gibanju stanica imaju i proteini koji usnopljuju /ili umrezuju
aktinske filamente te ih na taj nadin dodatno ucvrSéuju 1 organiziraju u
trodimenzionalne strukture (Rivero i sur., 1999; Winder i Ayscough, 2005). Tipi¢ni
primjeri ovih proteina su fimbrin, a-aktinin, filamin i spektrin. Primjerice, fimbrin
usnopljuje filamente u gusto zbijene snopove, dok a-aktinin usnopljuje filamente u
razmaknutije strukture 1 na taj nacin omogucuje drugim proteinima da se vezu na
filamente, poput miozina Il koji potom sudjeluje u kontrakciji filamenata (Alberts i
sur., 2002). Protein filamin umrezuje aktinske filamente otprilike pod kutom od 90°, a
spektrin sudjeluje 1 u vezanju umrezenih aktinskih filamenata za stanicnu membranu
(Alberts 1 sur., 2002). Na slici 1.3. usporedene su strukture F-aktina povezanog

fimbrinom, a-aktininom i filaminom.

F-aktin usnopljen F-aktin usnopljen F-aktin unakrsno
fimbrinom o-aktininom povezan filaminom

Slika 1.3. Shematski prikaz filamenata aktina povezanih fimbrinom, a-aktininom i filaminom
(prilagodeno prema Alberts i sur., 2002).



1.2. Razliciti pristupi istrazivanju stani¢nog gibanja

Istrazivanju temeljnih procesa koji omogucuju gibanje stanica moze se
pristupiti na mikroskopskoj ili na makroskopskoj skali (Stossel, 1993). Mikroskopski
se pristup u ovom slucaju odnosi na biokemijske i biofizicke analize makromolekula
koje utjeCu na stani¢no gibanje, poput proteina ukljucenih u dinamiku aktinskog
citoskeleta, dok se makroskopski pristup odnosi na promatranje gibanja stanica te
analizu njihovih putanja. Osnovni korak u procesu ameboidnog stani¢nog gibanja je
promjena oblika stanice i na toj razini dolazi do preklapanja mikroskopskog i
makroskopskog pristupa (Hartman i sur., 1994). Promjene oblika stanice mogu se
objasniti lokalnom razlikom unutarstani¢nih sila koje nastaju kao rezultat
biokemijskih procesa. Uloga pojedinog proteina u gibanju stanice moze se ustanoviti
ispitivanjem njegovog utjecaja na biofizikalne procese poput polarizacije stanice,
ekstenzije i retrakcije membrane te vezanja za podlogu, ili, posljedi¢no, njegovog

utjecaja na putanju stanice.

Putanje stanica mogu se opisati pomoc¢u matematickih modela ¢iji parametri
ovise 0 navedenim biofizikalnim procesima (Maheshwari i Lauffenburger, 1998).
Matematicki modeli koji se koriste u opisu gibanja stanica mogu biti mehanicisticki ili
fenomenoloski. Mehanicisticki modeli se oblikuju koriste¢i elemente biofizikalnih
procesa koji uzrokuju gibanje stanice (npr. Xiong i sur., 2010), dok se fenomenoloski
modeli razvijaju na osnovi eksperimentalno izmjerenih velic¢ina dobivenih analizom
putanja stanica (Selmeczi i sur., 2005). Ne postoji, medutim, sasvim oStra granica
izmedu mehanistickih i fenomenoloskih modela gibanja stanica (Maheshwari i

Lauffenburger, 1998).

Fenomenoloski model gibanja stanica koriSten u ovom radu razvijen je iz
teorije Brownovog gibanja koja opisuje kretanje Cestica malih dimenzija u fluidu

(Lemons i Gythiel, 1997).

1.3. Kratak uvod u Brownovo gibanje i Langevinovu jednadzbu

Pojam Brownovog gibanja povezuje se sa zapazanjima Roberta Browna, iako

je nepravilno kretanje Cestica u tekuéini koje je opisao Brown prethodno opazeno



ubrzo nakon pojave mikroskopa (Selmeczi i sur., 2008). Takvo se kretanje tada,
medutim, smatralo iskljué¢ivim svojstvom bioloskog materijala. Robert Brown je
pocetkom 19. stoljeca, osim sa Cesticama peludi, proveo eksperimente i s mjehuri¢ima
zraka unutar tekuéine zarobljene u kristalima minerala te zakljuCio da je opazeno
gibanje svojstveno i za anorgansku materiju. Slijede¢i vazan korak u razumijevanju
Brownovog gibanja bila je publikacija Leona Gouya krajem 19. stoljeca, u kojoj je
pokazao da Brownovo gibanje nije posljedica utjecaja vanjskih ¢imbenika poput
razlike u temperaturi, svjetla, povrSinske napetosti 1 sl., ve¢ da se radi 0 svojstvu

Cestica fluida (Haw, 2002).

Einstein je pocetkom 20. stoljeca izveo jednadzbu za konstantu difuzije Cestica

suspendiranih u fluidu:

_RT
67zurN ,

1)

(Einstein, 1956). Tako definirana konstanta difuzije (D) u sebi sadrzi konstantu
idealnog plina (R), apsolutnu temperaturu (T), radijus Cestice (r), viskoznost tekucine
(1) 1 Avogadrov broj (Na) te na taj nacin povezuje fizikalnu veli¢inu koja opisuju
sustav na makroskopskoj razini sa mikroskopskim svojstvima cestica. U procesu
difuzije kretanje Cestica opisuje se pomocu srednje kvadratne vrijednost pomaka (d)

koji linearno ovisi o vremenu preko koeficijenta difuzije:
(d(t)?) = 2Dt . 2

Zanimljivo je da je u isto to vrijeme Bachelier, istraZivanjem kretanja vrijednosti
dionica na trziStu, utvrdio da srednja kvadratna razlika vrijednosti dionica takoder

ovisi linearno o vremenu (Haw, 2002).

Nekoliko godina kasnije Langevin je izveo jednadZzbu Brownovog gibanja
opisavsi termalnu silu koja uzrokuju gibanje ¢estice kao nasumiéni Sum (Frandom), @
njoj suprotnu silu koja je proporcionalna brzini Cestice pomocu koeficijenta trenja
(6mur) iz Navier-Stokesove jednadzbe (Lemons i Gythiel, 1997):

2

d°x dx
m—-=—6mur—+F
dtz T dt random - (3)

M je masa Cestice, a dx/dt? akceleracija.



1.4. Teorijski modeli gibanja stanica

Przibram je 1913. godine pokazao da trajektorije prazivotinja (protozoa) u
vodi slijede Brownovo gibanje te da srednji kvadrat pomaka stanica ovisi 0 vremenu

promatranja tako da vrijedi
(d(©)?) = 2ngim Dt , (4)

gdje ngim predstavlja dimenziju prostora u kojem se odvija gibanje (Selmeczi i sur.,
2008). Firth je takoder proucavao gibanje protozoa, medutim, koriste¢i preciznija
mjerenja, zamijetio je da stanice pokazuju sklonost kretanju u smjeru prethodnog

pomaka te je u jednadzbu uveo vrijeme ustrajnosti (engl. persistence time). U izrazu
-t
(d(6)?) = 2nggmD (t—P (1 €7) (5)

P predstavlja vrijeme tijekom kojeg stanica ,,pamti prethodni smjer kretanja.

Ornstein je Langevinovu jednadzbu (3) formulirao na slijedec¢i nacin:

A7) _

Q)
a2 p

dt

+F(), (6)

gdje je -Bx(t) poopcena sila trenja, a F(t) = (2kbTy)1/2n(t) termalna sila
statistiCkih svojstva normalno distribuiranog bijelog suma (Ornstein, 1919). Furthov

empirijski izraz (5) je zapravo posljedica jednadZbe 6., koja se moZe zapisati i kao

d2x(t dx(t

P 2():— ()+\/2D77(t), (7
dt dt

s time da je P=m/p. Potrebno je napomenuti da se jednadzba 5. moze izvesti i iz nekih

drugih teorijskih procesa (Selmeczi i sur., 2005).

U slu€aju modeliranja gibanja stanica, ¢lanovi jednadzbe 6. nemaju svoje
uobicajeno fizikalno znacenje: masa stanice ne utjeCe na njeno Kretanje, viskozno
trenje je nebitno jer se stanica krece pri¢vrS¢ena za podlogu, a samo gibanje ne poticu
termalne sile. Medutim, kao fenomenoloski opis zdruzenog djelovanja unutarstani¢nih

mehanizama, ovo je najjednostavniji matematicki model stani¢nog gibanja. Ovako



opisano ustrajno nasumi¢no gibanje (eng. persistent random walk) zove se Ornstein-

Uhlenbeckov (OU) proces prema radu autora Uhlenbecka i Ornsteina iz 1930.

Gail i Boone (1970) prvi su okarakterizirali populaciju stanica pomocu
parametara OU procesa. Analizirali su kretanje miSjih fibroblasta te odredili
vrijednosti dva fenomenoloska parametra: vremena ustrajnosti i difuzijske konstante
populacije stanica. Od tih samih pocetaka stani¢no gibanje se uglavnom istrazivalo u
okviru teorije OU procesa (Dunn, 1983; Dunn i Brown, 1987; DiMilla i sur., 1992).
Medutim, Hartman i suradnici (1994) primijetili su da se trajektorije humanih
neutrofila ne mogu opisati samo lokalno usmjerenim, a globalno nasumic¢nim
gibanjem, ve¢ pokazuju i odredenu periodi¢nost. Shenderov i Sheetz (1997) takoder
su kod stanica protista D. discoideum pokazali da njihovo gibanje posjeduje
deterministicku, periodi¢nu komponentu, te su predlozili matematicki model koji
uvodi tu komponentu u Langevinovu jednadzbu:

? — () - a_imv(r)ey“”dr 4 Foangon(®) ®)

Ovdje je B stopa smanjenja brzine, a je stopa memorije, a 1/y karakteristi¢no vrijeme
memorije. Ideja periodicnosti u gibanju ima dodirnih tocaka s konceptom ameboidnog

gibanja kao cikli¢kog ponavljanja ekstenzije pseudopodija 1 kontrakcije uropodija.

1.4.1. Model koristen u ovom radu

Selmeczi i suradnici (2005) su upotrebu prosirene Langevinove jednadzbe (8)
u modeliranju gibanja stanica opravdali na temelju razlic¢itih eksperimentalnih
vrijednosti dobivenih analizom trajektorija stanica. Autori su predlozili da se pri
procjeni zadovoljava li odredeni fenomen svojstva OU procesa (5) upotrijebi
autokorelacija eksperimentalno dobivene vremenski ovisne brzine stanice.
Autokorelacija brzine OU procesa trebala bi zadovoljavati slijedecu jednadzbu

—t

(V(t)-V(t+7)) = %D .eP (9)

Osim toga, o¢ekivana vrijednost akceleracije koja proizlazi iz OU procesa trebala bi

biti linearno proporcionalna vektoru brzine
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dv v
=) === 10
(&), a
a razlika izmedu trenutne akceleracije i srednje vrijednosti akceleracije pri toj brzini

trebala bi imati svojstvo bijelog Suma, neovisnog o vektoru brzine:

dv _<d\7> _J2D 1

dt \dt p
Medutim, autori izvjeS¢uju da se autokorelacija eksperimentalno izmjerenih brzina
fibroblasta ponasa kao suma dviju eksponencijalnih funkcija te da je srednja
vrijednost akceleracije nelinearno ovisna o brzini. Uz navedeno, standardna devijacija
akceleracije fibroblasta bila je ovisna o brzini, s time da su paralelna i okomita
komponenta akceleracije imale razli¢itu amplitudu. Autori stoga predlazu koristenje
Langevinove jednadzbe proSirene memorijskim ¢lanom (jednadzba 8.; Shenderov i

Sheetz, 1997), dodatno uvodeéi ovisnost pojedinih parametara modela o brzini:

% =—B(V(t)-V(t) + &’ j\?(r) &7z + o (V(1)) - 7(t) . (12)
S(v) je stopa smanjenja brzine, a je stopa memorije, 1/y je karakteristi¢no vrijeme
memorije, 7j je normalno distribuirani bijeli Sum, a G(?) je tenzor intenziteta Suma s
paralelnom 1 okomitom komponentom u odnosu na smjer brzine. Ovaj model koriSten
je kasnije i za karakterizaciju gibanja stanica protista D. discoideum (Selmeczi i sur.,
2008; Takagi i sur., 2008).

1.5. Protist Dictyostelium discoideum kao modelni organizam

Dictyostelium discoideum (Raper, 1935) je protist koji pripada ,,drustvenim®
amebama (razred Dictyostelia). Za ovu skupinu jednostani¢nih organizama
karakteristi¢no je da dio Zivotnog ciklusa provode u obliku uvjetne viSestani¢nosti.
Prirodno staniste protista Dictyostelium discoideum je Sumsko tlo na kojem, u
povoljnim uvjetima vlage i temperature, Zivi kao jednostani¢na ameba i hrani se
bakterijama (Barisi¢ i Weber, 2004). U nepovoljnim uvjetima, poput gladovanja ili

suse, stanice D. discoideum prolaze kroz sloZene razvojne promjene, poc¢inju luéiti
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cikli¢ki adenozin-monofosfat (CAMP) i migrirati prema tzv. agregacijskim centrima
procesom kemotaksije, stvarajuci pritom velike nakupine stanica. Ove nakupine
sadrze i do 10° stanica, koje se s vremenom &vriée medusobno vezu te oko nakupina
nastaje svojevrsna ovojnica (Fuchs i sur., 1993). Opisana visestani¢na tvorba (engl.
slug) se zatim produljuje u visinu i pada bo¢no na podlogu, nakon ¢ega pocinje
migracija, sada viSestani¢nog, organizma prema mjestu povoljnog osvjetljenja i
temperature (Dormann i sur., 1996). U ovom stadiju dolazi do diferencijacije stanica
te oko 20% njih bude predodredeno da postanu stalak rasplodnog tijela (stanice koje
se vec¢inom nalaze na prednjem dijelu; Maeda, 2011). Kad stigne do povoljnog
mjesta, dio viSestani¢ne tvorbe se pricvricuje za podlogu te nastaje stalak na ¢ijem
vrhu 80% stanica formira spore. Kada ponovno nastanu povoljni uvjeti, spore prolaze
germinaciju i poc¢inje novi ciklus protista D. discoideum kao jednostani¢ne amebe.

Opisani zivotni ciklus prikazan je na slici 1.4.

VEGETATIVNA
spore FAZA

I

é plodno tijelo

IZGLADNJIVANIJE

agregacijski-kompetente stanice

FAZA

e RAZVOJA %
»slug” (pokretna "
viSestaniéna tvorba) /

centar agregacije

viSestaniéna tvorba

Slika 1.4. Zivotni ciklus protista Dictyostelium discoideum (prilagodeno prema Maeda,
2005).
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D. discoideum jednostavno se uzgaja u laboratorijskim uvjetima i za
istrazivanje ovog organizma razvijen je veliki broj molekularno-genetickih metoda
(Eichinger, 2003). Stanice ovog protista su haploidne $§to omogucuje izravno
povezivanje fenotipskih promjena s uvedenim mutacijama. Genom D. discoideum
veli¢ine 34 MB organiziran je u Sest kromosoma, a znacajan broj gena homologan je
genima u viSim eukariotima te se Cesto koristi kao modelni organizam u
biomedicinskim istrazivanjima (Eichinger i sur., 2005; Miiller-Taubenberger i sur.,
2013; Williams i sur., 2006). Sposobnost kemotaksije stanica prema agregacijskim
centrima, kao i njihovo gibanje u povoljnim uvjetima dok pretrazuju podlogu za
hranom, ¢ini D. discoideum izvrsnim modelnim organizmom u istrazivanju stani¢nog
gibanja. Mnoge znacajke gibanja stanica ovog protista sli¢ne su onima u stanicama
sisavaca, bilo da se radi o komponentama aktinskog citoskeleta funkcionalno
sacuvanim kroz cCitavu domenu eukariota ili o karakteristikama koje se oc€ituju u
nainu kretanja stanice (Friedl i sur., 2001). Neutrofili su, poput stanica D.
discoideum, vrlo dinamiéni i postizu brzine preko 10 um/min, tako da u minuti mogu
preci duljinu vlastitog tijela. Takoder, u izotropnoj okolini kre¢u se neusmjereno, no
kada se nadu u gradijentu kemoatraktanta brzo se orijentiraju i krecu prema njegovom

izvoru (Parent, 2004).

Kao i neki tipovi stanica sisavaca koje se gibaju ameboidno, stanice protista D.
discoideum  imaju  sposobnost  usmjerenog gibanja prema  pojedinim
kemoatraktantima. U vegetativnoj fazi zivotnog ciklusa, dok stanice zive i
razmnoZavaju se kao jednostani¢ne amebe, prilikom pretrazivanja okoline u svrhu
pronalaska hrane stanice reagiraju na gradijent folne kiseline, koju lu¢e bakterije, te ih
na taj nacin pronalaze (Pan i sur., 1972; Segall i sur., 1987; Srinivasan i sur., 2013).
Kad ponestane hrane u okolini, stanice po€inju luciti cAMP 1 prolaziti kroz slozene
razvojne promjene. U ovoj, agregacijski kompetentnoj, fazi Zivotnog ciklusa stanice
se usmjeravaju prema gradijentu CAMP-a te se na taj nadin nakupljaju tvoreci
agregacijske centre. Kako bi se istrazili temeljni mehanizmi koji omogucuju i oblikuju
stani¢no gibanje, samo gibanje stanice Cesto se istrazuje u homogenoj 1 izotropnoj

okolini bez prisustva vanjskih signala (Li i sur., 2008).
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1.6. Kvaziperiodic¢nost u gibanju stanica protista D. discoideum

Autori Shenderov i Sheetz (1997) proucavali su neusmjereno gibanje
agregacijski kompetentnih stanica D. discoideum te zamijetili da se periodi ustrajnog
kretanja izmjenjuju s periodima nasumi¢nog gibanja i malom translokacijom. Autori
zakljuCuju da su periodi male translokacije stanica povezani s neposredno zavrSenim
izduzenjem pseudopodija i/ili kontrakcije stanice te predlazu da samo tijekom
navedenog vremenski kratkog ,,mirovanja®“ moze do¢i do reorijentacije stanice.
Analizom autokorelacije amplitude brzine i autokorelacije promjene kuta gibanja
autori dolaze do zakljucka da promatrane stanice imaju urodenu periodi¢nost, s

periodima od oko jedne do tri minute.

Li i suradnici (2008) usporedili su trajektorije stanica D. discoideum s
trajektorijama simuliranim razli¢itim modelima nasumi¢nog gibanja, te su utvrdili da
stanice D. discoideum u istom vremenu pretraze vecu povrSinu od navedene
artificijelne konkurencije. S obzirom da je molekularna maSinerija gibanja
eukariotskih stanica ostala sacuvana tijekom evolucije, autori predlazu da i u drugim
stanicama eukariota ovako regulirano gibanje postoji u svrhu uspjeSnijeg pronalaska
izvora hrane ili signala. Stanice promatrane u navedenom radu pokazuju sposobnost
ustrajnosti do oko 10 minuta, nakon ¢ega gube prethodni smjer gibanja, a tijekom
cijelog razdoblja ustrajnog gibanja krecu se naizmjeni¢no skrecuci lijevo pa desno,
prate¢i generalno smjer gibanja. Te naizmjeniCne, kratke promjene smjera dogadaju
se u prosjeku svakih jednu do dvije minute. Autori navode da dugo vrijeme ustrajnosti
moze pomo¢i stanicama u fazi razvoja, kad pocinju luciti cAMP 1 kretati se prema
centrima agregacije. Valovi cAMP krecu se spiralno oko zapocetog centra agregacije
te signal (CAMP) dolazi do stanica u pulsovima, svakih 6 do 10 minuta (Goldbeter,
2006; Maeda i sur., 2004; Tyson i Murray, 1989). Uz dovoljno dugo vrijeme oCuvanja
smjera, stanice se tako mogu nastaviti gibati usmjereno prema centru agregacije i u

razdobljima izmedu pulsova.

Takagi i suradnici (2008) su analizom srednjeg kvadratnog pomaka stanica
utvrdili da u gibanju agregacijski kompetentnih stanica postoje tri razli¢ite vremenske
skale u gibanju: prva od nekoliko sekundi, druga od nekoliko minuta i tre¢a od oko 10
minuta. U gibanju vegetativnih stanica o€ituju se samo prve dvije vremenske skale.

Osim toga, brzina i ustrajnost gibanja postaju sve vece kako stanice ulaze dalje u fazu
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razvoja. Za karakterizaciju gibanja stanica koristili su i Langevinovu jednadzbu
gibanja proSirenu memorijskim ¢lanom, te su ustvrdili da se stopa smanjenja
memorije smanjuje tijekom faze razvoja (iz vegetativnih u agregacijski kompetentne
stanice), tj. da karakteristicno vrijeme pamdéenja smjera kretanja postaje dulje.
Nasuprot tomu, stopa memorije odnosno udio memorijskog ¢lana u ukupnoj

akceleraciji stanica se smanjuje.

Autori Bosgraaf i Van Haastert (2009) istrazivali su dinamiku pseudopodija
tijekom gibanja agregacijski kompetentnih stanica D. discoideum te ustvrdili da je
prosjecno vrijeme izmedu nastanka dva pseudopodija oko 15 sekundi, medutim 60%
njih se ne pricvrsti za podlogu te se povlaci natrag i ne dolazi do pomaka stanice.
Prosjecno vrijeme izmedu pseudopodija koji se pri¢vrste na podlogu i utjeCu na
pomak stanice je oko 30 sekundi. Autori su klasificirali nastale pseudopodije kao
razlomljene (,,split) pseudopodije ukoliko nastaju u neposrednoj blizini prethodnog
pseudopodija, i nove (,,de novo“) pseudopodije ukoliko nastaju na prethodno
neaktivnom dijelu stanicne membrane. Stanica se, u prosjeku, krece slijedom od Sest
,,Split* pseudopodija koji alterniraju lijevo/desno nakon cega slijedi jedan ,,de novo*
pseudopodij. Drugim rijeima, stanica u prosjeku svakih tri minute promijeni smjer
novo* pseudopodiji omogucuju promjenu smjera. Ustrajnost stanice na taj nacin ovisi

o omjeru nastalih ,,split“ i ,,de novo* pseudopodija.

zig-zag random

Slika 1.5. Shematski prikaz periodi¢nog gibanja stanice prema Bosgraaf i Van Haastert, 2009:
tipi¢na stanica svakih 30 sekundi skrece naizmjenicno lijevo/desno pod kutom od ~60°, a nakon
tri minute pod nasumi¢nim kutom mijenja smjer gibanja.
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1.7. Korteksilin I i Il u stanicama protista D. discoideum

Proteini korteksilin I i korteksilin II su pripadnici a-aktinin/spektrin
superfamilije proteina, koji imaju karakteristi¢ni motiv za vezanje F-aktina. Pripadnici
ove superfamilije imaju funkciju u povezivanju i umrezavanju aktinskih filamenata, a
za korteksiline je specificno da djeluju u obliku paralelnih homodimera ili,
preferencijalno, heterodimera (Faix i sur., 1996). Korteksilin | sastoji se od 444
aminokiseline, a korteksilin I od 441 aminokiseline i medusobno su 60% identi¢ni, s
time da je sli¢nost dva korteksilina ve¢a u N-terminalnom kraju gdje im je 73%
sekvence identi¢no (Faix i sur., 1996). N-terminalna domena posjeduje slicnosti s
humanim o-aktininom i B-spektrinom, dok je C-terminalna domena strukturom
najsli¢nija krajevima miozina (Faix i sur., 1996). Na C-terminalnom kraju korteksilina
nalazi se karakteristicna struktura dvije medusobno svijene paralelne a-zavojnice
(engl. coiled coil) koje omoguéuju paralelno povezivanje korteksilina (Faix, 2002;
Steinmetz i sur., 1998). Stock i suradnici (1999) utvrdili su da i N- i C-terminalna
domena korteksilina I sadrzi mjesto vezanja aktina, ali C-terminalna domena ima
daleko jacu aktivnost usnopljavanja aktinskih filamenata. Osim toga, na C-
terminalnom kraju nalazi se i mjesto za vezanje fosfatidilinozitol-4,5-difosfata (PIP,)
koji svojim vezanjem suprimira usnopljavajuc¢u aktivnost korteksilina (Stock i sur.,

1999). Struktura korteksilina I shematski je prikazana na slici 1.6.

mjesto vezanja mjesto vezanja PIP;

: coiled coil ; : :
F-aktina mjesto vezanja F-aktina

Slika 1.6. Shematski prikaz homodimera korteksilina I (prilagodeno prema Faix, 2002).
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1.7.1. Uloga korteksilina u ¢vrstoci stani¢nog korteksa i citokinezi

U stanicama protista D. discoideum korteksilini se tijekom interfaze nalaze
pretezno u korteksu stanice (od tuda potjee njihov naziv; Faix i sur., 1996), gdje
usnopljavanjem i umrezavanjem aktinskih filamenata osiguravaju viskoelasticnost
stani¢ne ovojnice (Simson i sur., 1998; Girard i sur., 2004), dok tijekom mitoze
prelaze u ekvatorijalnu ravninu stanice gdje sudjeluju u tvorbi diobene brazde (Weber
i sur., 1999; Girard i sur., 2004).

Ren i suradnici (2009) predlozili su mehanizam u kojem korteksilin I i miozin
Il kooperativno sudjeluju u prijenosu mehanickih podrazaja unutar stanice u svrhu
ocuvanja oblika stanice tijekom citokineze. Prilikom kontrolirane deformacije stanice
u diobi pomocu usisne mikropipete, miozin II 1 korteksilin I nakupljali su se u
dijelovima korteksa ¢iji je oblik bio promijenjen utjecajem vanjske sile (primjer na
slici 1.7.). Medutim, u stanicama deficijentnim za miozin II nije dolazilo do
nakupljanja korteksilina I, niti je u stanicama deficijentnim za korteksilin | dolazilo do

nakupljanja miozina Il u deformiranim dijelovima korteksa (Ren i sur., 2009).

Slika 1.7. Nakupljanje korteksilina I u dijelovima stanice mehanicki deformiranim usisnom
mikropipetom (preuzeto iz Ren i sur., 2009).

Zanimljivo je da je in vitro ispitivanjem kontraktilnih mreza aktinskih
filamenta ustanovljeno da prvo dolazi do kontrakcije aktinskih filamenta pomocu
filamentoznog miozina Il, a zatim do stabilizacije u guste kontrahirane nakupine
pomocu korteksilina I (Kohler i Bausch, 2012).
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Za razliku od navedenog, medusobno ovisnog, nakupljanja miozina II i
korteksilina I u korteksu deformiranog dijela stanice, njihovo nakupljanje u diobenoj
brazdi odvija se naizgled neovisno (Weber i sur., 1999). U myoll" stanicama
korteksilin se pravilno smjesta u centralnu regiju, i to u vecoj koncentraciji nego u
stanicama divljeg tipa, medutim, u nedostatku miozina II ne dolazi do stabilizacije
diobene brazde depozicijom filamentoznog miozina II §to kao posljedicu moze imati
asimetricnu diobu (Weber i sur., 2000). Ako je asimetrija tolika da jedna od stanica
kéeri ostane bez jezgre, u dijelu stanice bez jezgre dolazi do nakupljanja korteksilina i
snazne kontrakcije, §to podsjeca na djelovanje miozina u straznjem dijelu stanice
tijekom kontrakcije u procesu stani¢nog gibanja (Moores i sur., 1996; Weber i sur.,
2000).

Nedostatak oba korteksilina u stanici D. discoideum uvelike smanjuje
umrezenost aktinskih filamenata te stanice postaju znatno plosnatije od stanica divljeg
tipa (Faix i sur., 1996). Stanice ovog soja su velike, plosnate, naboranih rubova, a
dijelovi stanica Cesto su povezani tankim citoplazmatskim mostovima. Aktinski
filamenti se ipak do neke mjere umrezuju jer stanice 1 dalje imaju mogucénost
kontrakcije, smanjenja povrSine i stvaranja protruzija na membrani, $to je vjerojatno
omoguceno aktivno$¢u drugih proteina koji povezuju i umrezuju F-aktin, poput o-
aktinina ili proteina ABP-120 (Faix i sur., 1996; Reichl i sur., 2008; Witke i sur.,
1992). Stanice kojima nedostaju oba korteksilina ne prolaze kroz normalnu stani¢nu
diobu. Razlog tome je Sto u stanicama dolazi do mitoze, ali bez odgovarajuce
citokineze, odnosno odvajanja stanica kceri (Faix i sur., 1996). Kao posljedica nastaju
velike stanice s razli¢itim brojem jezgri, od kojih neke dosegnu i do 100 jezgri po
stanici prije nego odumru. Promjene morfologije stanica i nepravilna dioba izraZeni
su, iako u manjoj mjeri, 1 u mutantima pojedinac¢nih korteksilina, neSto vise u

stanicama kojima nedostaje korteksilin I (Faix i sur., 1996).

1.7.2. Uloga korteksilina u kemotaksiji stanica

Shu i suradnici (2012) pokazali su da kod stanica deficijentnih za korteksiline
I II ne dolazi do tipi¢nog kolektivnog kretanja prilikom agregacije, tzv. head-to-tail
streaming, te da stanice u razvoju formiraju male agregate koji se dalje ne razvijaju u

plodna tijela. U stanicama divljeg tipa prilikom vezanja cAMP-a na transmembranski
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receptor cCAR1 (engl. cyclic AMP receptor 1), koji se nadalje veZe za heterotrimerni
G-protein, dolazi do oslobadanja Gg, podjedinice koja aktivira RasC i RasG proteine
(Shu i sur., 2012). Ras (engl. rat sarcoma) proteini zatim aktiviraju fosfatildilinozitol-
3 kinazu (PI13K) koja katalizira konverziju PIP, u PIP3, koji dalje poti¢e nakupljanje
aktina i njegovu polimerizaciju u prednjem dijelu stanice (Bolourani i sur., 2006;
Sasaki i sur., 2004). Osim toga, protein CRAC (engl. cytosolic regulator of adenylyl
cyclase) se veze za PIP3 i aktivira adenilil ciklazu A (ACA), §to finalno rezultira
otpustanjem cAMP-a sa zadnjeg kraja stanice, odnosno prijenosom cAMP signala
drugim stanicama u okolini (Insall i sur., 1994). Shema opisanog odgovora stanice na
kemoatraktant prikazana je na slici 1.8. U stanicama deficijentnim za korteksiline
prilikom stimulacije cAMP-om iz tockastog izvora poput mikropipete dolazi do
inhibicije sinteze proteina cAR1 i ACA te do smanjene aktivacije proteina ACA,
RasC 1 RasG, odnosno opcenito do inhibicije molekularnog odgovora stanice na
ekstracelularni cAMP (Shu i sur., 2012). Autori navode da nakon transformacije
stanica s aktivnom ACA, njihov razvojni fenotip postaje slican fenotipu divljeg tipa —
nastaju nakupine normalne veli¢ine i dolazi do razvoja plodnog tijela — te predlazu da
je glavni razlog neuspjelog razvoja populacije stanica u plodno tijelo inhibicija sinteze

ACA S§to rezultira nemoguéno$éu pojacavanja signala u medustanicnoj cAMP

signalizaciji.
medustani¢na signalizacija
prednji dio PI3K PIP ACA zadnji dio
stanice \f ° \CR;C > stanice
/ PIP, CRAC ATP
RasC

TcAFH —> G —> "

Slika 1.8. Shema prijenosa CAMP signala tijekom kemotaksije (prilagodeno prema Shu i sur.,
2012).

Primijeceno je da stanice kojima nedostaju korteksilini imaju povecani udio
nastanka bo¢nih pseudopodija prilikom kemotaksije, odnosno slabiju usmjerenost, sto

ukazuje na to da korteksilini imaju utjecaj u inhibiciji nastanka pseudopodija, odnosno
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njihovom prostornom ograni¢avanju na prednji dio stanice (Cha i sur. Jeon, 2011;
Jeon i sur., 2007; Lee i sur., 2010; Shu i sur., 2012).

1.7.3. Kompleks korteksilina s malom GTP-azom Rac1A i proteinom

DGAP1

Faix i suradnici (2001) pokazali su da dimeri korteksilina unutar stanice tvore
tetramerni kompleks s aktivnim oblikom Rho GTP-aze RaclA te s proteinom DGAP1
ili s proteinom GAPA. DGAPL i GAPA su proteini srodni proteinima familije
IQGAP, koji pripadaju porodici proteinskih skela (engl. scaffolding proteins), a u
stanicama sisavaca imaju ulogu u procesima vezanim za dinamiku aktinskog
citoskeleta, poput polarizacije stanice, adhezije na podlogu, fagocitoze 1 stanicnog
gibanja (Shannon, 2012). U stanicama D. discoideum protein DGAP1 lokaliziran je u
korteksu interfaznih stanica, a tijekom mitoze prelazi u diobenu brazdu gdje sudjeluje
u njezinoj inicijaciji (Faix i sur., 2001). Stanice kojima nedostaje DGAP1 imaju
povecanu brzinu kretanja, viSe koncentracije F-aktina te viSe filopodija 1 nabora na
membrani od stanica divljeg tipa, dok stanice sa prekomjernom ekspresijom DGAP1
imaju manje ekstenzija na membrani i krecu se sporije (Faix i sur., 1998). Faix i
suradnici (2001) pokazali su da se u spomenutom tetramernom kompleksu u
stanicama divljeg tipa nalazi uglavhom DGAP1, ali tek eliminacijom i DGAPL i
GAPA dolazi do poremecaja u citokinezi sli¢no kao i1 kod dvostrukog korteksilinskog
mutanta. Lee i suradnici (2010) navode da u kompleksu mogu biti DGAP1 ili GAPA
(Mondal i sur., 2010), bilo koji dimer korteksilina (ukljuujuci i korteksilin IIT; Liu i
sur., 2014), te RaclA, B ili C.

Fili¢ 1 suradnici (2012) predlozili su da Racl A ostaje dugotrajno vezan unutar
navedenog kompleksa, te tetramerni kompleks DGAP1/dimer korteksilina/RaclA na
taj nacin sluzi kao svojevrsni inhibitor ostalih funkcija proteina RaclA. Vezanje
RaclA u tetramerni kompleks tako sprjecava interakciju RaclA sa Scar/WAVE
kompleksom koji preko Arp2/3 kompleksa aktivira polimerizaciju F-aktina i nastanak
pseudopodija (Fili¢ i sur., 2014, 2012). Odvojena lokalizacija Arp2/3 kompleksa i
tetramernog kompleksa korteksilina potvrdena je 1 wu istrazivanju valova
polimerizacije aktina koji nastaju u dijelu stanice pri¢vrs¢enom uz podlogu (Schroth-

Diez i sur., 2009).
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1.8. Ciljevi istrazivanja

Glavni cilj ovog istrazivanja bio je ispitati potencijal fenomenoloSkog
Langevinovog modela gibanja proSirenog memorijskim ¢lanom u razumijevanju
molekularnih mehanizama koji reguliraju proces kretanja eukariotskih stanica. U tu
svrhu analizirano je kretanje stanica protista D. discoideum deficijentnih za proteine
korteksilin 1 i korteksilin 1I, koji sudjeluju u usnopljavanju aktinskih filamenata i
organizaciji snopova u trodimenzionalne mreze. Stanice su promatrane u dvije
razli¢ite faze zivotnog ciklusa — vegetativnoj fazi i agregacijski kompetentnoj fazi.
Parametri modela gibanja stanica soja deficijentnog za korteksiline usporedeni su s
parametrima stanica divljeg tipa te je na taj naCin odreden utjecaj izmjene

molekularnog sastava aktinskog citoskeleta na parametre navedenog modela.

Drugi cilj istrazivanja bio je istraziti mogucu heterogenost pojedinih sojeva u
razli¢itim fazama razvojnog ciklusa s obzirom na nacin kretanja. U tu svrhu su
metodama nenadziranog ucenja (engl. unsupervised learning) stanice iste bioloske
populacije razvrstane u podskupine na osnovi individualnih karakteristika gibanja. Za
svaku tako dobivenu podskupinu stanica odredeni su parametri Langevinovog modela

gibanja proSirenog memorijskim ¢lanom.
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2. Materijali i metode
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2.1. Rad s kulturama stanica protista D. discoideum

2.1.1. Koristeni sojevi

Soj AX2 je laboratorijski divlji tip razvijen 1970-ih iz prvog izoliranog soja protista D.
discoideum, NC4 (Raper, 1935). AX2 je akseni¢ni soj (AX, iz engl. axenic), $to znaci da
moze prezivjeti u laboratorijskim uvjetima pinocitozom hranjivih tvari iz medija. Uz AX2,
kao divlji tip, koristen je korteksilin I/II dvostruki mutant (CI'/CII"). Ovaj soj konstruiran je iz

AX2 soja sekvencijalnom disrupcijom ctxA i ctxB gena (Faix i sur., 1996).

2.1.2. Uzgoj stanica

Stanice D. discoideum soja AX2 i CI'/CII" uzgajane su u Petrijevim posudama promjera
9 cm u 10 mL AX medija (tablica 1.) pri 22°C. Pri ovim uvjetima stanice su pri¢vrs¢ene za
plasticno dno posude i hrane se pinocitozom. Generacijsko vrijeme ovako uzgajanih stanica

je oko 8 sati za soj AX2 te oko 12 sati za soj CI'/CII".

SASTOJAK KONCENTRACIJA
pepton 14,3 g/L
ekstrakt kvasca 7,15 g/L

maltoza 18 g/L

Na,HPO, x 12H,0 1,238 g/L
KH,PO, 0,486 g/L
ampicilin 50 pg/mL
streptomicin 40 pg/mL
* G-418 (neomicin) 10 pg/mL
* plasticidin S 10 pg/mL

Tablica 2.1. Sastav AX hranjivog medija, pH 6.7.
* Za selekciju stanica soja CI/CII".
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Stanice su, uz svakodnevnu izmjenu medija, uzgajane u kulturi do postizanja
subkonfluentnosti (~1x10° st/mL) za §to je potrebno otprilike dva dana za AX2 stanice te tri
dana za CI/CII" stanice. Nakon dostizanja subkonfluentnosti, oko 1x10* stanica prebageno je
u novu Petrijevu posudu sa svjezim medijem. Kako bi se izbjeglo stvaranje spontanih
mutacija, stanice iz ovako odrzavane kulture koriStene su samo tijekom tri tjedna. Nakon toga
bi se pokrenula nova kultura iz zaliha prethodno pripremljenih i pohranjenih spora na -80°C
(soj AX2) ili stanica u teku¢em dusiku (soj CI'/CII").

2.1.3. Trajne kulture stanica

Subkonfluentno izrasle stanice soja AX2 isprane su fosfatnim puferom (17 mM Na-
K-fosfatni pufer, pH 6.0) te u njemu centrifugirane tijekom 2 minute (pri 500 g na 4°C).
Talog koji sadrzi stanice resuspendiran je u 1 mL fosfatnog pufera te prebacen u Petrijevu
posudu presvucenu fosfatnim agarom. Nakon formiranja rasplodnih tijela, §to traje 2 do 3
dana, sakupljene su spore te su u 1 mL fosfatnog pufera pohranjene na -80°C. Stanice sojeva
CI/CII' ne tvore plodna tijela, odnosno nemaju moguénost sporulacije. Zbog toga ih je
potrebno sacuvati u fazi rasta dok postoje kao jednostanicne amebe. Subkonfluentno izrasle
stanice centrifugirane se tijekom 4 minute (pri 500 g na 4°C). Niska temperatura potrebna je
za usporavanje stani¢nih procesa, kako bi se sprijecilo oStec¢enje stanica, te se na dalje sve
radi na ledu. Talog stanica resuspendiran je u 1 mL AX medija koji sadrzi 2% dimetil-
sulfoksida (DMSOQO). DMSO je krioprotektant Kkoji sprje¢ava oSteCenje stanica tijekom
daljnjeg procesa smrzavanja. Na resuspendirani talog je zatim, svakih nekoliko minuta,
dodavan DMSO do kona¢ne koncentracije 10% DMSO-a u AX mediju. Na ovaj nacin
pripremljene stanice drzane su 15 minuta na ledu, zatim dva sata na -20°C te dva dana

na -80°C. Stanice su naposljetku pohranjene u teku¢em dusiku.

Spore soja AX2 pohranjenog na -80°C vracene u hranjivi medij na prikladnoj
temperaturi vrlo brzo germiniraju. Stanicama soja CI/CII" pohranjenim u teku¢em dusiku
potrebno je posvetiti vise paznje. Vazno je da se stanice $to prije i na $to nizoj temperaturi
oslobode DMSO-a koji je pri normalnom metabolizmu stanice mnogo opasniji. Stanice soja
CI'/CII" iz tekuéeg dusika prebacene su u 30 mL ohladenog AX medija, na nacin da je dio
stanica jo§ uvijek u kristalu leda. Stanice su centrifugirane tijekom 2 minute (pri 500 g na

4°C), a talog resuspendiran u 10 mL AX medija.
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2.1.4. Inducirani prelazak stanica D. discoideum u fazu razvoja

Kad su stanice dosegle konfluentnost (~3x10° st/mL) isprane su dva puta sa po 10 mL
fosfatnog pufera te ostavljene u 10 mL fosfatnog pufera u Petrijevim posudama tijekom
iduéih 6 sati (AX2) ili 8 sati (CI/CII).

2.2. Mikroskopija stanica

Mikroskopija tamnog polja je tehnika kod koje zrake svjetla koje prolaze kroz uzorak
ne ulaze direktno u objektiv, ve¢ se u objektivu detektira samo svjetlo koje je rasprSeno ili
difraktirano na promatranom uzorku. Slike dobivene mikroskopijom tamnog polja
karakteristiéno imaju tamnu pozadinu na kojoj se vide svijetli objekti u uzorku. Visoki
kontrast navedenih slika omoguc¢uje njihovu automatsku digitalnu analizu pomoc¢u programa
primarno razvijenih za analizu slika dobivenih fluorescencijskom mikroskopijom. Prednost
nad fluorescencijskom mikroskopijom je ta Sto svjetlost koriStena u mikroskopiji tamnog
polja tipi¢no nije Stetna za stanice jer je manjeg intenziteta i raspona valnih duljina od 390 do
750 nm, pa se ovom metodom moze pratiti gibanje stanica kroz duZi vremenski period bez

utjecaja na promatrane stanice.

Za potrebe pracenja kretanja stanica u ovom radu osmi$ljena je konfiguracija za
mikroskopiju tamnog polja realizirana pomoc¢u standardnih komercijalnih komponenti
svjetlosnog mikroskopa Zeiss Axiovert 135: kondenzora za mikroskopiju faznog kontrasta i
objektiva male numericke aperture (Antolovi¢ i sur., 2014). Kondenzor velike radne duljine
opremljen anularnom aperturom prilagodenom za tehniku faznog kontrasta propusta Suplji
stozac svjetla koji pada na uzorak pod kutovima koji odgovaraju numerickoj aperturi
kondenzora 0.34 — 0.5. Uz navedeni kondenzor koristen je objektiv povecanja 5% i male
numericke aperture NA = 0.15. Shematski prikaz opisane konfiguracije za mikroskopiju
tamnog polja nalazi se na slici 2.1. Kao izvor svjetla koristena je halogena lampa (100 Hal -
12 V, 100 W; Carl Zeiss) s pojasno propusnim crvenim filterom (HQ 620/60 nm). Uz
minimalnu jakost svjetla, a koja omogucuje dovoljan kontrast slike, navedene valne duljine
osvjetljenja izabrane su kako bi se smanjio utjecaj svjetla na stanice (H&ader i sur., 1983).
Opticka rezolucija mikroskopa odredena je mjerenjem radijalnog profila intenziteta u slikama

10 kuglica veli¢ine 200 nm (TetraSpeck™, Invitrogen) i iznosi 2.74 £ 0.04 pm.
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Slika 2.1. Shematski prikaz konfiguracije za mikroskopiju tamnog polja (prilagodeno prema Pluta,

1989). Svijetlo koje izlazi iz anularne aperture “A” fokusira se pomocu kondenzora “C”, a svijetlo

rasprseno na uzorku ulazi u objektiv “O”, numeric¢ke aperture NA = sina. Svijetlo koje prolazi kroz
uzorak bez rasprSenja ne ulazi u objektiv.

Slike vidnog polja dimenzija 1.3 mm x 0.9 mm spremane su svake dvije sekunde
tijekom dva sata putem CCD kamere (Sony XC-75CE) povezane na racunalo, pomocu
racunalnog softvera prethodno razvijenog u laboratoriju. Rezolucija snimljenih slika je 1.67

pm/pixel.

Otprilike 5 x 10° subkonfluentnih stanica prebageno je u 1 mL AX medija (vegetativne
stanice), odnosno 1 mL fosfatnog pufera (agregacijski kompetentne stanice) u plasticni prsten
promjera 1.8 cm koji je prethodno pri¢vrséen na staklenu pokrovnicu. Stanice su zatim
ostavljene tijekom sat vremena kako bi se pric¢vrstile za podlogu. Tijekom ovog perioda, kao i
za vrijeme snimanja, stanice se nalaze u vlaznoj atmosferi pri 22°C. Koncentracija stanica na
podlozi tijekom snimanja iznosila je ~15 stanica/mm?. Hranjivi mediji i puferi koristeni u ovu
svrhu prethodno su filtrirani kako bi se minimaliziralo rasprSenje svjetla na Cesticama

necistoca iz otopine.
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2.3. Analiza filmova

Trajektorija stanice je vremenski slijed polozaja geometrijskog centra stanice,
takozvane centroide. U svrhu odredivanja trajektorija, snimljene sekvence slika analizirane su
u programskom paketu za analizu slika Imagel, pomocu racunalnog modula Mosaic
ParticleTracker 2D/3D (Shalzarini i Koumoutsakos, 2005). Navedeni racunalni modul
omogucuje automatsku detekciju trajektorija Cestica u vremenskim serijama slika. Korisnicki
parametri za optimizaciju detekcije Cestice na podlozi su: predvideni radijus Cestice
(,, radius ), gornji percentil distribucije intenziteta piksela slike (,, percentile ) koji odreduje
granicu iznad koje su pikseli prihva¢eni kao moguci dio Cestice, te prag vrijednosti ciljne
funkcije za diskriminaciju netipi¢nih Cestica (,, cutoff**). Navedeni parametri prilagodavani su
svakom pojedinom eksperimentu, ovisno o intenzitetu osvjetljenja i drugim uvjetima, a
tipiéno su bili slijede¢ih raspona: radius 8-14, percentile 0.2-0.7 te cutoff 0. Korisni¢ki
parametri za optimizaciju povezivanja polozaja Cestica iz slijednih slika u trajektorije su:
najve¢a moguéa duljina pomaka Cestice (,,displacement*) te prag tolerancije izostanka

signala centroide kroz odredeni broj slika (,, link range ).

Dobivene trajektorije odabrane su za daljnju analizu ukoliko su zadovoljavale
slijede¢i uvjet: prac¢ene su neprekidno minimalno 40 minuta, a tijekom vremena prac¢enja nisu

bile u dodiru s drugim stanicama niti u interakciji sa zaostalim ¢esticama medija na podlozi.

2.4. Analiza trajektorija

Analiza trajektorija napravljena je u programskom paketu Mathematica. Polozaj stanice

i u vremenu t definiran je kao

pi(t) = {x;(®), y;(t)}

te je trajektorija stanice i definirana s

ﬁl' = {ﬁi(tO)r ﬁi(tl)l ---1ﬁi(tn)}! tn =n- At’ At =2s.

Pomak stanice i u vremenu t definiran je s

di(t) = pi(t + At) — i (2),
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a trenutna brzina stanice (engl. instantaneous speed) s

a _Ji t)
vt =

Srednji kvadratni pomak za pojedinu populaciju stanica definiran je kao

(6(0)2) = (Bt + D) = B:(©) Ve -

S obzirom da se koriSteni model gibanja stanica osniva na pretpostavci da je okolina
stanice izotropna te konstantna u vremenu, potrebno je bilo provjeriti uvjete svakog
eksperimenta. U svrhu provjere prostorne izotropnosti promatrana je superpozicija svih
trajektorija pojedinog eksperimenta, a za provjeru stalnosti u vremenu pracene su promjene

srednje brzine populacije stanica tijekom trajanja eksperimenta.

Za daljnju analizu izabrane su trajektorije pra¢ene tocno 40 minuta, tako da je iz
trajektorija koje su pracene duze od 40 minuta subjektivhom kvalitativnom analizom izabran

segment u kojem je brzina stanice homogena tijekom navedenog perioda.

2.4.1. Analiza vremenskih serija

Vremenska serija je naziv za slijed promatranih dogadaja u vremenu, koji moZe biti
kontinuiran ({x:}) ili diskretan ({x.}). Vremenske serije mogu se analizirati u vremenskoj
domeni i u frekvencijskoj domeni. Metode analize u vremenskoj domeni (npr. odredivanje
autokorelacije) su jednostavnije za interpretaciju, ali osjetljivije na Sum od metoda u

frekvencijskoj domeni (npr. odredivanje spektralne gustoce).

Normalizirana autokorelacijska funkcija vektora brzine definirana je, s obzirom na

njihov skalarni produkt, kao

(B +1) —fip) - (BQ) — fip))e
(OO —fip) O® —fis))e

P3(1) =

gdje je U vektor brzine, a 1, srednja vrijednost vektora brzine. Normalizirana autokorelacijska
funkcija amplitude brzine definirana je s

(1) = ((w(t+1) - uv)z' (W) — ) ’

Oy
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gdje je v amplituda vektora brzine, p, srednja vrijednost brzine, a o,* varijanca brzine.

Spektralna analiza je tehnika analize u frekvencijskoj domeni ¢iji je Cesto koristeni
alat Fourierova transformacija. Funkcija spektralne gustoe opisuje snagu varijance kao
funkciju frekvencije. Kao primjer, u slucaju bijelog Suma svaka frekvencija ¢e imati jednaki
udio u ukupnoj varijanci sistema te ¢e njegova autokorelacijska funkcija imati oblik

d-funkcije (slika 2.2.a), a njegova spektralna gustoca ¢e biti konstantna (slika 2.2.b).

d(z) F(w) 4

T (0]

Slika 2.2. Autokorelacijska funkcija (A) i funkcija spektralne gustoée (B) bijelog Suma.

Spektralna gustoca diskretne vremenske serije, odnosno periodogram, moze se dobiti

Fourierovom transformacijom autokorelograma na slijede¢i nacin
©o
1 —iTw —iw ..
S(CU)ZZ— ¢(r)e , —T<w<m, e “=cosw+isinw
I
T=—00

S obzirom da je ¢ (t) = ¢(—1), prethodni odnos se moze zapisati i kao

1 [ee]
S(@) =5 <¢(0) +2 Z b (1) Cos(ra))> .
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2.5. Grupiranje podataka

2.5.1. Metoda grupiranja podataka

Metoda grupiranja podataka ili klasterska analiza (engl. cluster analysis) je metoda
nenadzirane klasifikacije kojom se medusobno sli¢ni objekti grupiraju u istu skupinu (engl.
cluster) dok se medusobno razli¢iti objekti grupiraju u razlicite skupine. Svaki objekt opisan
je pomocu jedne ili vise varijabli i na taj na¢in smjesten u viSedimenzionalni prostor definiran

varijablama kao osima tog prostora.

Kao alat za grupiranje podataka koristen je algoritam k-srednjih vrijednosti (engl. k-
means algorithm). Algoritam k-srednjih vrijednosti je iterativna procedura u kojoj se
pripadnost objekta nekoj skupini odreduje prema udaljenosti objekta od centroida skupine.
Centroid predstavlja srednju lokaciju odredene skupine u prostoru i izraCunava se kao
prosjecna vrijednost koordinata (varijabli) svih objekata koji toj skupini pripadaju. Nakon §to

korisnik odredi broj skupina k, algoritam k-srednjih vrijednosti radi na slijede¢i nac¢in:

1. Nasumi¢no se odredi polozaj k to¢aka u prostoru omedenom objektima koji se
grupiraju. Ove tocke su pocetni centroidi skupina.
2. Petlja:
a. Pridruzi svaki objekt skupini ¢iji joj je centroid najbliZi.
b. Nakon §to su svi objekti grupirani, izracunaj novi polozaj centroida kao
srediSta skupina odredenih u prethodnom koraku.
c. Ponavljaj ovaj postupak sve dok se polozaj centroida mijenja izmedu

korakaaib.

Kao mjera udaljenosti tocke i od centroida j u r-dimenzionalnom prostoru (r je broj

varijable) koristena je kvadratna Euklidska udaljenost, definirana s:

r
dij = Z(Ti'n - T}"n)z , ] = 1, ,k
n=1
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2.5.2. Identifikacija razli¢itih skupina stanica

Svaka stanica promatrana je kao objekt definiran razli¢itim varijablama koje
kvantitativno opisuju gibanje stanice. Spomenute varijable izracunate su za svaku stanicu iz
eksperimentalno odredene distribucije brzine te autokorelograma i periodograma vektora
brzine i amplitude brzine. Ukupno je definirano 14 varijabli, a njihov detaljan opis nalazi se u
tablici 2.2.

Prije grupiranja podataka vrijednosti svake pojedine varijable normalizirane su na
srednju vrijednost 0 i standardnu devijaciju 1. Osim toga, deset netipicnih stanica isklju¢eno
je iz analize na temelju njihove Euklidske udaljenosti od njima deset najblizih stanica.
Grupiranje podataka provedeno je u programskom paketu RapidMiner koristenjem k-Means

operatora.
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KARAKTERISTIKA
TRAJEKTORIJE
distribucija brzine
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—04

periodogram vektora brzine
S.(f)
6

T'T'-T-!II-! . (] a¥

0 0.01

0.02 5

Orpis
VARIJABLE
srednja vrijednost
standardna
devijacija
koeficijent
asimetrije

koeficijent
zaobljenosti

varijanca
autokorelograma

prvi vremenski
pomak pri kojem
autokorelogram
pada ispod granice
znacajnosti

suma amplituda u
niskofrekventnom
podrucju
suma amplituda u
podrucju srednjih
frekvencija
suma amplituda u
visokofrekventnom
podrucju

varijanca
autokorelograma

prvi vremenski
pomak pri kojem
autokorelogram
pada ispod granice
znacajnosti

suma amplituda u
niskofrekventnom
podrucju
suma amplituda u
podrucju srednjih
frekvencija
suma amplituda u
visokofrekventnom
podrucju

DEFINICIJA VARIJABLE

ty = (V)
(W = 1p)?)
(v — 1)?)
(v — )2
(W = m)*)

(1 — )2

((Pu(D) = (PuD)?)

> s

f=min 3
min = 0.0011 Hz
high
low = 0.0028 Hz
S.
Z () high = 0.0167 Hz
f=low
max = 0.25Hz
max
Sy(f)
f=high

(650 = 60))

low
> s
femin min = 0.0011 Hz
Ton low = 0.0028 Hz
Sv(f) high = 0.0167 Hz
f:ll:: max = 0.25Hz
> s
f=high

VARIJABLE
avrg_speed

NAZIV

stdev_speed

skew_speed

kurt_speed

var_ACspeed
rnd_ACspeed

low_Pspeed
mid_Pspeed

high_Pspeed

var_ACvel

rnd_ACvel

low_Pvel
mid_Pvel

high_Pvel

Tablica 2.2. Detaljan opis varijabli koristenih u grupiranju stanica. * Vremenski pomak koji odgovara
prvom znacajnom padu autokorelacije ispod granice znacajnosti pronaden je jednostavnim
algoritmom 1 grafic¢ki prikazan crvenom to¢kom na autokorelogramu.
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2.6. Procjena parametara poopcenog Langevinovog modela gibanja

Parametri Langevinovog modela proSirenog memorijskim ¢lanom za svaku pojedinu
skupinu stanica odredeni su prilagodbom (engl. fit) karakteristika eksperimentalnih i
simuliranih skupina trajektorija. U tu svrhu koriSten je diferencijalni evolucijski algoritam
(Storn i Price, 1997).

2.6.1. Simulacija trajektorija

Simulacija trajektorija razvijena je u C++ programskom jeziku. Trajektorije su

opisane prosirenom Langevinovom jednadzbom gibanja u slijede¢em obliku:

t

=—B(v(D) - B(t) + a? f B(1) - e 0dr + 5(B(D)) - 7 (t),

— 00

dB(t)
dt

s time da je
Bw) = Bo + B1v,

a a () tenzor koji ima komponentu paralelnu i okomitu na ¥, definirane sa:
o (V) =0 +ov+opv?t i 0,(v) =0+ 0,V + 0,07

Stohasti¢ki ¢lan jednadZbe definiran je na slijede¢i nacin: 7j(t) je vektor s uniformno
distribuiranim smjerom i normalno distribuiranom amplitudom, a (v (t)) je transformacijska
matrica koja zakre¢e 7j(t) za kut koji v(t) ima u odnosu na x-os (6), mijenja amplitudu

njegovih x i y komponenti te ga potom vraca u pocetni Smjer:

J(V):{COSgo —Sin(pj|.|:0'“ (v) o }

cosep sing
sing cosg 0 o,(v)

—singp cosg

Da bi se diskretnom numerickom simulacijom kreiralo konzistentno Brownovo
gibanje (Wienerov proces), potrebno je stohasticki ¢lan koji je opisan diskretnim Sumom
pomnoziti s korijenom vremenske rezolucije, /1/At. Na ovaj nacin simuliran je proces ¢ija

je varijanca neovisna o vremenskoj rezoluciji, $to je karakteristika Wienerovog procesa.

Simulirane su trajektorije u trajanju od 80 minuta (tsj, = 4800 s), s time da je samo

druga polovica trajektorije uzeta u analizu (tuwupno = 2400 s) kako bi se eliminirao utjecaj
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poCetne brzine. Trajektorije su simulirane rezolucijom od 5 s (At = 0.2 s), a u analizi je
koriStena svaka deseta vrijednost kako bi uzorkovanje bilo jednako uzorkovanju

eksperimentalno dobivenih trajektorija.
Svaka trajektorija diskretno je simulirana na slijedec¢i nacin:
Po = {0,0}, ¥, = {0,0}, iy = {0,0},
G = =BUVD) - B + a® - My + (P, 1)
Upe1 = Up + ap - At
My = My - e VA

Za nesto vecu preciznost simulacije na nizim rezolucijama dodan je jo$ jedan ¢lan u zadnju

jednadzbu, &ime dobivamo i, = M, e YAt 4+ ¥, ., - At -Ve~YAt, Rezultati ovako
definirane diskretne simulacije usporedeni su s rezultatima simulacije izvedene U
programskom paketu Mathematica rjeSavanjem sustava diferencijalnih jednadzbi (poglavlje
10.2., ,,Prilozi*). Provjerom ovisnosti akceleracije o vremenu i usporedbom dobivenih
rezultata uvodenjem unaprijed zadanih vrijednosti Suma, karakteristike trajektorija simulirane

na oba navedena nacina pokazale su se jednakima.

2.6.2. Karakterizacija podskupina stanica

U svrhu odredivanja parametara Langevinovog modela, svaka podskupina stanica
(bioloska i simulirana) karakterizirana je raspodjelom brzine, periodogramom vektora brzine
te srednjom vrijednosti i standardnom devijacijom paralelne i okomite komponente

akceleracije ovisne o trenutnoj brzini.
Akceleracija stanice i definirana je s

U;(t + At) — 7;(t)
At ’

d;(t) =
a njezine komponente, paralelna i okomita na smjer brzine, definirane su s

a)(t) = ld(t)| - cos PB(o),at) i a () =ldc)|-sin Pv),ai)
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s time da okomita komponenta ima negativan predznak ako je vektorski produkt brzine i

akceleracije negativan, odnosno ako stanica skrec¢e u desno.

Za izraCun periodograma vektora brzine Fourierovom transformacijom autokorelacije
vektora brzine u programskom jeziku C++ koriStena je FFTW biblioteku (,,The fastest
Fourier transform in the west™; Frigo i Johnson, 2005).

2.6.2.1. Usporedba raspodjele brzine

Za usporedbu raspodjele brzine usporedivane su normalizirane vrijednosti prvih 20
binova u rasponu vrijednosti od 0 do 20 pm/min. Svaka od 20 vrijednosti imala je jednaku
vaznost pri ocjeni razlike dvaju krivulja (Fs), definirane korijenom iz srednje vrijednosti sume

kvadrata razlike (engl. root-mean-square deviation, RMSD).

2.6.2.2. Usporedba akceleracije

Ocjena razlike krivulja srednje paralelne komponente akceleracije (Fap) i njezine
standardne devijacije (Fsap) te standardne devijacije okomite komponente akceleracije (Fsao)

definirane su na isti nacin kao u prethodno opisanoj usporedbi raspodjele brzine.

2.6.2.3. Usporedba periodograma vektora brzine

U svrhu usporedbe periodograma vektora brzine, vrijednosti periodograma grupirane
su po frekvencijskom pojasevima u 14 binova. Prvih osam binova sadrze po jednu vrijednost
(frekvencije redom: 0.0008, 0.0012, 0.0017, 0.0020, 0.0025, 0.0029, 0.0033, 0.0037 Hz).
Sljede¢i binovi sadrzi srednje vrijednosti periodograma po daljnjim frekvencijskim
intervalima: 0.0044-0.0050 Hz, 0.0055-0.0072 Hz, 0.0078-0.0117 Hz, 0.0122-0.0205 Hz,
0.0211-0.0383 Hz, te 0.0388-0.0738 Hz. Ocjena razlike periodograma eksperimentalno
dobivenih i simuliranih populacija trajektorija (Fp) definirana je korijenom iz srednje
vrijednosti sume kvadrata razlike u vrijednostima periodograma na prethodno navedenim

frekvencijama.

2.6.3. Diferencijalni evolucijski algoritam

Optimizacija je matematicki postupak pronalaZzenja najboljih vrijednosti iz skupa
mogucih vrijednosti. U naSem slucaju pronalaZenja parametara modela, optimizacijski

problem se sastoji u izboru rjesenja ¥ = {x;, x5, ..., xp}, ¥ € RP, takvog da minimizira ciljnu
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funkciju F(x). Diferencijalni evolucijski algoritam (DEA) spada u optimizacijske metode
koje ne zahtijevaju izracun parcijalnih derivacija i istovremeno barataju s viSe razliCitih
vektora potencijalnih rjeSenja. Ova metoda uspjesno pronalazi globalni minimum ciljne
funkcije, ali zahtjeva odreden broj iteracija. Opcenito, evolucijski algoritmi su heuristicke
metode pretrazivanja i optimiranja koje simuliraju proces prirodne evolucije. Ovaj proces
zapocinje inicijalizacijom, odnosno stvaranjem populacije jedinki sa nasumic¢no odabranim
vrijednostima, takozvane prve generacije (G=1). Jedinka (u nasem slu¢aju vektor s realnim

komponentama) predstavlja potencijalno rjesenje problema.

U diferencijalnom evolucijskom algoritmu, kreiranje nove jedinke (potomka, X; ;1)

iz jedinke prethodne generacije (¥; ;) odvija se na slijede¢i nacin:

1. Iz populacije se izaberu tri nasumicne jedinke te se kreira novi, mutirani vektor
(i c+1) po slijedeéem principu: M g4y = Xy, ¢ + M - (%, — %y, ). Konstanta

mutacije M je realna konstanta s vrijednosc¢u izmedu 0 i 2.

2. Nakon toga se radi krizanje mutiranog vektora s pocetnim vektorom te nastaje
testni vektor (u;¢4+1) tako da se svaka njegova komponenta rauna po slijedeem
principu:

= _ {mji,G+1 ako je (randb(j)<CR) ili j=rnbr(i)
ii,G+1 = .

5
Xji,c  ako je (randb(j)>CR) ili j£rnbr(i)

randb(j) je uniformno distribuirana nasumiéna varijabla s rasponom vrijednosti od
0 do 1, a CR je konstanta krizanja s vrijednosti izmedu 0 i 1. rnbr(i) je nasumi¢no
izabrani indeks komponente koji osigurava da testni vektor u; ;,, dobije barem
jednu komponentu iz mutiranog vektora ;.. Nastanak u; ;4 Ovim putem

prikazan je shematski na slici 2.3.

3. Novo kreirani testni vektor, ; ;,1, 1 pogetni vektor, X; ;, ulaze u proces selekcije,
a samo vektor koji ima nizu ciljnu funkciju opstaje 1 postaje jedinka nove

generacije, X; g+1-

Navedeni proces mutacije, krizanja i selekcija provodi se za svaku jedinku populacije,
a kao rezultat nastaje nova populacija s jednakim brojem jedinki (NP) kao i pocetna

generacija.
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i,G i,G+1 i,G+1
i=1 i=1 i=1
2 2 2
3 3 rand(3) <= CR 3
4 4 rand(4) <= CR 4
- - - L
5 5 5
6 4] rand(6) <= CR 6
I I —_— -
7 7 7
pocetni vektor mutirani vektor testni vektor

Slika 2.3. Shema procesa krizanja unutar diferencijalnog evolucijskog algoritma;
D = 7 (prilagodeno prema Storn i Price, 1997).

2.6.4. Procjena parametara modela

U naSem optimizacijskom problemu, rjeSenje, odnosno jedinka populacije S kojom

radi DEA, je skup parametara modela gibanja, oblika:

Xic = {Bo, B, v, Ojlo 0-||1'O-||2tO-J_O'O-J_1'0-J_2} .

Sa svakim skupom parametara simulirano je 40 trajektorija, koji su zatim karakterizirane i
usporedene s Karakteristikama eksperimentalno dobivenih trajektorija. Rezultat ove

usporedbe je vrijednost ciljne funkcije F(X; ), koja je definirana kao

Fs(Xi6) | Fap(Xic) | Fsap(Xi6) | Fsao(Xic)  Fp(¥ic)
3 9 9 9 3

F(fi,c) =
Shema ocjene pojedinog skupa parametara, ¥; ¢, prikazana je na slici 2.4.

Optimizacija parametara provedena je sa slijede¢im postavkama DEA: broj jedinki
(NP) iznosi 40, konstanta mutacije (M) iznosi 0.5, a konstanta krizanja (CR) 0.9. Kao
ogranicavajuci faktor za DEA, maksimalan broj generacija Gnax postavljen je na 300. Ovako
opisani postupak izvodenja DEA ponavlja se 15 puta, svaki put s iznova stvorenom
populacijom jedinki nasumi¢no odabranih vrijednosti. Ograni¢enja parametara postavljena su

samo za prvu generaciju (nasumic¢no generiranih) jedinki, i to u slijede¢im rasponima: za
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parametar o, od -0.1 do 0.1, parametar y od 0 do 1, B od 0 do 0.03, B; od 0 do 2x10°, o, od 0

do 1x107, 6, od -1 do 0.02 te za o, od -1x107" do 1x10°.

5

X 6 = {0, 75 Bgs Bys 6,02 0,1 G125 Gy G5 G0}

SIMULACIJA
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Slika 2.4. Shema odredivanja vrijednosti ciljne funkcije F(X;c) pojedinog skupa parametra X c.
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3. Rezultati
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3.1. Gibanje stanica promatranih populacija D. discoideum

Eksperimenti pracenja kretanja stanica (engl. cell tracking) provedeni su na Cetiri
razli¢ite populacije stanica ameboidnog protista Dictyostelium discoideum — stanicama
divljeg tipa (soj AX2), promatranim u vegetativnoj fazi i u agregacijski kompetentnoj fazi, te
stanicama deficijentnim za korteksiline (soj CI/CII"), promatranim takoder u vegetativnoj i
agregacijski kompetentnoj fazi. Tipi¢an izgled navedenih populacija promatranih pod

svjetlosnim mikroskopom primjenom tehnike tamnog polja prikazan je naslici 3.1.

Slika 3.1. Populacije stanica protista D. discoideum promatrane mikroskopijom tamnog polja:
(A) vegetativne AX2 stanice, (B) agregacijski kompetentne AX2 stanice, (C) vegetativne CI'/CII®
stanice i (D) agregacijski kompetentne CI'/CII" stanice. Mjerilo iznosi 50 pum.
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Stanice soja CI'/CII" ¢esto prolaze kroz nepravilnu ili neuspjes$nu diobu, $to se jasno
vidi na filmovima stanica pracenih u vegetativnoj fazi (slika 3.2.). Velike, multinukleirane

stanice ili stanice povezane citoplazmatskim mostovima nisu koristene u daljnjoj analizi.

Slika 3.2. Primjeri vegetativnih stanica CI'/CII" soja D. discoideum koje prolaze kroz neuspjesnu
diobu. Mjerilo iznosi 50 pum.

Automatskom analizom serija digitalnih slika dobivene su trajektorije stanica, odnosno
vremenske serije polozaja geometrijskog centra, tzv. centroide, pojedinacnih stanica. Na slici
3.3. prikazane su trajektorije po 12 tipicnih stanica cetiriju promatranih populacija. U
stanicama divljeg tipa, AX2, agregacijski kompetentne stanice prelaze vece udaljenosti
(imaju vecu usmjerenost i veéu brzinu) od vegetativnih stanica istog soja (slika 3.3. a i b).
Vegetativne stanice deficijentne za korteksiline, CI'/CII, Cesto prelaze veée udaljenosti od
vegetativnih stanica divljeg tipa (slika 3.3. a i c). S druge strane, agregacijski kompetentne
stanice soja deficijentnog za Kkorteksiline prelaze manje udaljenosti od agregacijski
kompetentnih stanica divljeg tipa, iako sudeci po izgledu trajektorija, razlog tome nije manja

brzina, ve¢ manja usmjerenost stanica (slika 3.3. bid).
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Slika 3.3. Karakteristi¢ne trajektorije stanica Cetiri razli¢itih populacija D. discoideum prac¢enih
tijekom 40 min: (A) vegetativnih AX2, (B) agregacijski kompetentnih AX2, (C) vegetativnih CI/CII"
i (D) agregacijski kompetentnih CI/CII" stanica. Za svaku populaciju prikazano je 12 trajektorija.
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Ukupno je analizirana 601 stanica, od toga: 141 stanica soja AX2 u vegetativnoj fazi i
141 stanica soja AX2 u fazi razvoja, te 220 stanica soja CI'/CII" u vegetativnoj fazi i 99
stanica soja CI/CII" u fazi razvoja. Za svaku populaciju stanica izraCunata je srednja
kvadratna udaljenost, odnosno kvadrat udaljenosti koju tipi¢na stanica pojedine populacije
prijede u odredenom vremenskom intervalu. Vrijednosti srednje kvadratne udaljenosti u

ovisnosti 0 vremenu prikazane su na slici 3.4.

5000 AX2 agr.
- 4000+ . CI/CII” agr.
£ 3000
N/\
9 2000+ CI'/CII" veg.
1000}
........ a2 AX2 veg.
0 5 10 15

T (min)

Slika 3.4. Srednje kvadratne udaljenosti za Cetiri promatrane populacije stanica
(,,veg.“: vegetativne; ,,agr.“: agregacijski kompetentne).

Iako, o¢ekivano, agregacijski kompetentne CI/CII" stanice prelaze veée udaljenosti od
vegetativnih CI/CII" stanica, vegetativne CI/CII" stanice prelaze veée udaljenosti od
vegetativnih AX2 stanica, dok agregacijski kompetentne CI/CII" stanice prelaze manje
udaljenosti od agregacijski kompetentnih AX2 stanica, §to ukazuje na razliCit utjecaj

korteksilina na gibanje stanica u razli¢itim fazama Zivotnog ciklusa.
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Za svaku stanicu izracunata je srednja trenutna brzina te na temelju toga 1 medijan
brzine pojedine populacije stanica. U vegetativnoj fazi zivotnog ciklusa medijan brzine AX2
stanica iznosi 3.85 um/min (IQR 2.91-4.39), a CI'/CII" stanica 5.16 um/min (IQR 3.85-7.40). U
agregacijski kompetentnoj fazi medijan brzine AX2 stanica iznosi 9.66 pm/min
(IQR 7.73-11.70), a CI/CII" stanica 12.17 um/min (IQR 9.41-14.73). Raspodjele vrijednosti

brzine za svaku populaciju stanica prikazane su na slici 3.5.

A 30 B 30
25 25
= 20/ 520 —+
~ [
Sis <15
g g ]
_ 10 BUSN ]
5 — ] 5
— |
0 0
AX2 CI/CIT- AX2 CI/CIT-

Slika 3.5. Raspodjele trenutnih brzina stanica u promatranim populacijama D. discoideum
u (A) vegetativnoj i (B) agregacijski kompetentnoj fazi Zivotnog ciklusa.

Vegetativne CI/CII" stanice imaju znacajno vecu trenutnu brzinu od vegetativnih
AX2 stanica, a agregacijski kompetentne CI'/CII" stanice imaju zna¢ajno veéu trenutnu brzinu

od agregacijski kompetentnih AX2 stanica, $to je za oba slucaja potvrdeno neparametrijskim

Mann-Whitney U testom (P<0.0001).
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3.2. Raspodjela stanica u skupine na temelju individualnih

karakteristika gibanja

U svim eksperimentima uocena je velika heterogenost stanica s obzirom na nacin
njihovog kretanja po podlozi, §to nas je potaknulo da pronademo varijable koji bi metodom
nenadziranog ucenja (engl. unsupervised learning) razdvojili stanice pojedine populacije u
dvije ili vise skupina, od kojih bi svaka obuhvatila stanice slicnog nacina gibanja. Kao
primjer heterogenosti pojedine populacije, na slici 3.6. prikazane su dvije agregacijski
kompetentne AX2 stanice koje imaju sli¢ne distribucije amplitude brzine, ali pokazuju velike
razlike u autokorelogramu vektora brzine i, posljedi¢no, periodogramu vektora brzine.
Stanica prikazana na slici 3.6.a pokazuje znacajan signal na frekvencijama 0.012-0.017
(period izmedu 60 i 90 sekundi), dok stanica na slici 3.6.b pokazuje jaki signal na

frekvencijama 0.001-0.003 (period izmedu 5 i 15 minuta).
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Slika 3.6. Distribucija amplitude brzine te autokorelogram i periodogram vektora brzine za dvije
stanice koje pripadaju istoj populaciji — agregacijski kompetentnim AX2 stanicama:
(A) stanica rednog broja 68 i (B) stanica rednog broja 71.
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3.2.1. Karakteristike gibanja pojedinih stanica

Putanja svake promatrane stanice opisana je raspodjelom amplitude brzine,
autokorelogramom i periodogramom amplitude brzine te autokorelogramom i
periodogramom vektora brzine. Iz navedenih karakteristika izvedeno je ukupno 14 varijabli
koji opisuju gibanje stanice. Varijable izvedene iz raspodjele brzine su: srednja vrijednost,
standardna devijacija, koeficijent asimetrije i koeficijent zaobljenosti distribucije brzine.
Varijable izvedene iz autokorelograma (brzine i vektora brzine) su: varijanca
autokorelograma i vremenski pomak pri kojem vrijednost autokorelograma pada ispod
granice znacajnosti. Periodogrami vektora brzine i amplitude brzine opisani su sumom
amplitude signala unutar slijede¢ih vremenskih intervala: izmedu 4 i 58 sekundi (suma
amplituda u visokofrekventnom podrucju), izmedu 1 i 6 minuta (suma amplituda u podru¢ju
srednjih frekvencija) te izmedu 6 i 15 minuta (suma amplituda u niskofrekventnom
podrucju). Navedene varijable koriStene su kao atributi stanica prilikom njihove klasifikacije,

a detaljno su opisane u poglavlju ,,Materijali i metode* (tablica 2.2.).

Prethodno grupiranju, vrijednosti svake pojedine varijable standardizirane su s obzirom
na njezinu srednju vrijednost i standardnu devijaciju unutar populacije svih promatranih
stanica (ukupno njih 601). Rasponi vrijednosti spomenutih varijabli prije i poslije

standardizacije navedeni su u tablici 3.1.
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RASPON VRIJEDNOSTI

VARIJABLA RASPON VRIJEDNOSTI
NAKON STANDARDIZACIJE
avrg_speed 1.6357 — 28.5288 -1.3246 — 4.8762
stdev_speed 0.9965 — 16.7494 -1.3203 — 3.7591
skew_speed 0.6636 — 10.4360 -1.0664 — 10.2862
kurt_speed 3.1404 — 179.3517 -0.4448 — 14.2310
var_ACspeed 0.0018 — 0.0162 -1.0428 — 7.8695
rnd_ACspeed 0.4833 — 8.3500 -0.5706 — 9.8083
var_ACvel 0.0025 — 0.0757 -1.0278 — 7.0910
rnd_ACvel 0.4833 — 12.4833 -1.1070 — 5.6682
low_Pspeed 0.0000 — 1.0354 -2.1995 — 4.2133
mid_Pspeed 0.0000 — 5.1171 -1.3407 — 7.3243
high_Pspeed 0.0000 — 9.5255 -0.6086 — 10.0548
low_Pvel 0.0019 — 1.9852 -2.3141 — 4.3686
mid_Pvel 0.0020 — 8.3274 -1.4541 — 4.4236
high_Pvel 0.0000 — 35.6043 -0.8939 — 7.7540

Tablica 3.1. Rasponi vrijednosti varijabli u populaciji svih promatranih stanica,
prije i poslije standardizacije.

3.2.2. Identifikacija skupina stanica

S obzirom da se radi o nenadziranoj klasifikaciji, dakle klasifikaciji bez prethodnih
informacija o pripadnosti pojedinoj populaciji, sve pracene stanice promatrane su kao jedna
populacija te ih izabrani algoritam nenadzirano razvrstava u zadani broj skupina na temelju
njihovih medusobne sli¢nosti ili razlicitosti. Koriste¢i algoritam k-srednjih vrijednosti na
populaciji stanica opisanih sa prethodno definiranih 14 varijabli identificirane su tri razli¢ite
skupine stanica. Na slici 3.7. prikazana je raspodjela navedenih skupina (prikazanih zelenom,
plavom i crvenom bojom) u prostoru dviju varijabli koje su se pokazale najznacajnijima za
razdvajanje skupina — srednja brzina stanica (avrg_speed) i suma amplituda periodograma u

niskofrekventnom podrucju (low_Pvel).
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Slika 3.7. Raspodjela tri skupine (oznacene zeleno, plavo i crveno), koje su identificirane grupiranjem
stanica opisanih sa 14 varijabli, u prostoru dviju najznacajnijih varijabli: normalizirane srednje brzine
stanica (avrg_speed) i normalizirane sume amplituda periodograma u niskofrekventnom podruéju
(low_Pvel).

Grupiranje podataka provedeno je ponovno, ali ovog puta koriste¢i samo dvije
prethodno navedene varijable. Ovako inducirane tri skupine stanica prikazane su na slici 3.8.
zelenom, plavom 1 crvenom bojom te opisane na slijede¢i nacin: stanice koje pripadaju
skupini oznacenoj zelenom bojom imaju manje brzine kretanja, stanice koje pripadaju skupini
oznacenoj plavom bojom imaju velike brzine kretanja, a stanice koje pripadaju skupini
oznacenoj crvenom bojom imaju velike vrijednosti periodograma na niskim frekvencijama,

Sto 1h razlikuje od prethodne dvije skupine.
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Slika 3.8. Raspodjela tri skupine (oznacene zeleno, plavo i crveno), identificirane grupiranjem stanica
opisanih s dvije varijable: normaliziranom srednjom brzinom stanica (avrg_speed) i normaliziranom
sumom amplituda periodograma u niskofrekventnom podruéju (low_Pvel).

3.2.3. Raspodjela identificiranih skupina unutar razlic¢itih populacija

Populacija vegetativnih stanica AX2 soja raspodijelila se u samo dvije identificirane
skupine, a niti jedna stanica ne pripada skupini stanica okarakteriziranih velikom brzinom
kretanja. Populacija agregacijski kompetentnih stanica AX2 soja ima ¢lanove unutar sve tri
identificirane skupine. Populacija vegetativnih stanica CI'/CII" raspodijelila se u sve tri
identificirane skupine, a populacija agregacijski kompetentnih CI/CII" stanica samo u dvije,
jer niti jedna stanica ne pripada skupini stanica okarakteriziranih velikim vrijednostima

periodograma na niskim frekvencijama.

Nestandardizirane vrijednosti srednje brzine i sume amplituda periodograma na
niskim frekvencijama za sve pracene stanice prikazane su na slici 3.9. Pripadnost pojedine
stanice odredenoj skupini prikazana je istim sustavom boja kao i na slici 3.8. — zelena
predstavlja skupinu karakteristicno malih brzina, plava skupinu karakteristi¢no velikih brzina,
a crvena skupinu karakteristicno velikih vrijednosti periodograma u niskofrekventnom

podrudju.
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Slika 3.9. Prisutnost skupina (zelena, plava i crvena) u razli¢itim populacijama stanica D.discoideum

podrucju. Skupine su prikazane istim sustavom boja kao i na slici 3.8.

u ovisnosti o (A) srednjoj brzini stanice i (B) sumi amplituda periodograma u niskofrekventnom
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3.3. Karakteristike gibanja identificiranih podskupina stanica

Kao podskupinu stanica definirali smo stanice unutar pojedine populacije (npr.
vegetativne stanice AX2 soja) koje pripadaju istoj skupini (npr. stanice malih brzina

kretanja). U tablici 3.2. prikazana je raspodjela stanica svake populacije po podskupinama.

veliki udio signala

male brzine velike brzine o
) ; na niskim z
kretanja kretanja .
frekvencijama
veg. 86 % - 14 % 100 %
AX2
agr. 32 % 52 % 16 % 100 %
veg. 69 % 10 % 21 % 100 %
Cl’/CII

agr. 18 % 82 % - 100 %

Tablica 3.2. Raspodjela stanica pojedinih populacija u identificirane podskupine.

U svrhu odredivanja parametara Langevinovog modela, za svaku ovako definiranu
podskupinu stanica odredene su: raspodjela brzine, periodogram vektora brzine te ovisnost
paralelne i okomite komponente akceleracije o brzini. Trajektorije stanica, raspodjele brzina i
periodogrami prikazani su na slikama 3.10., 3.11. i 3.12. Ovisnosti akceleracije o brzini

prikazane su naslici 10.1. u poglavlju ,,Prilozi‘.
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Slika 3.10. Trajektorije stanica, raspodjele trenutne brzine i periodogrami vektora brzine za sve
podskupine unutar skupine stanica malih brzina kretanja. Broj stanica u navedenim podskupinama
je slijede¢i: 119 u AX2 veg.; 44 u AX2 agr., 149 u CI'/CII" veg; 17 u CI'/CII".
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Slika 3.11. Trajektorije stanica, raspodjele trenutne brzine i periodogrami vektora brzine za sve
podskupine unutar skupine stanica velikih brzina kretanja. Broj stanica u navedenim podskupinama
je slijedeci: 73 u AX2 agr., 21 u CI'/CII" veg; 80 u CI/CII" .
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Slika 3.12. Trajektorije stanica, raspodjele trenutne brzine i periodogrami vektora brzine za sve
podskupine unutar skupine stanica s jakim signalom na niskim frekvencijama. Broj stanica u

navedenim podskupinama je slijedeé¢i: 20 u AX2 veg.; 22 u AX2 agr., 46 u CI/CII" veg.
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3.4. Parametri poopc¢enog Langevinovog modela gibanja podskupina

stanica

Kako bismo odredili parametre Langevinovog modela gibanja za identificirane

podskupine stanica, bilo je potrebno simultano usporediti

karakteristike populacije

trajektorija simuliranih odredenim setom parametara s karakteristikama odgovarajuce

eksperimentalno dobivene populacije. Metoda procjene parametara za svaku identificirane

podskupinu detaljno je opisana u poglavlju 2.6. (,,Materijali i metode®).

U tablicama 3.3., 3.4. i 3.5. prikazani su parametri koji kreiraju trajektorije

karakteristika najsli¢nijih karakteristikama eksperimentalnih trajektorija. Trajektorije su

opisane jednadzbom

di(t)
dt

t

— 00

=—B(v(D) - B(t) + a? f B(1) - e 0dr + 5(B(D)) - 7 (t),

s time da je B (v) = By + BV, a 6(¥) tenzor koji ima komponentu paralelnu i okomitu na 7,

definirane sa: O'"(v) = 0o + o1V + U||2U2 i O'J_(U) =0,9tov+ O'J_zvz.

identificirana Oi faza zivotnog
skupina J ciklusa * Y
veg. 0.079 0.037
AX2
agr. 0.076 0.030
male brzine
veg. 0.061 0.027
cr/cir
agr. 0.083 0.025
AX2 agr. 0.068 0.025
velike brzine Vveg. 0.097 0.032
cr/cir
agr. 0.080 0.026
AX2 veg. 0.183 0.074
signal na niskim agr. 0.095 0.042
frekvencijama
cr/cir veg. 0.118 0.056

Tablica 3.3. Vrijednosti parametara o [s™] i y [s™], koji opisuju memoriju stanice u poopéenom

Langevinovom modelu gibanja.
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identificirana

faza zivotnog

. 6
skupina >0 ciklusa Po B (x107)
veg. 0.177 0.734
AX2
agr. 0.192 0.412
male brzine
veg. 0.079 0.743
cr/cir
agr. 0.102 1.053
AX2 agr. 0.172 0.159
velike brzine veg. 0.084 0.875
cr/cir
agr. 0.062 0.589
veg. 0.434 0.762
- - - AX2
signal na niskim agr. 0.202 0.136
frekvencijama
Cr/cir veg. 0.202 0.477

Tablica 3.4. Vrijednosti parametara funkcije A(v) [s], koja opisuju ko&enje stanice u poopéenom
Langevinovom modelu gibanja.

identificiran faza
a soi Zivotno = gy (x10° - Oji2 0,0 (X107 - 0,9
e S h o) ) B (<o)
pina .
ciklusa
veg. 0.291 0.380 -2.405 0.594 -1.362 7.191
AX2

agr. 0.356 0.381 0.168 0.372 0.316 -0.686

male brzine
veg. 0.169 0.310 0.505 0.210 0.222 -0.097

cr/cir
agr. 0.285 0.565 0.235 0.421 0.296 -0.658
AX2 agr. 0.694 0.311 0.012 0.716 0.119 -0.361
velike brzine veg. 1.206 0.151 0.237 -1.944 1.061 -0.375
cr/cir
agr. 1.205 0.412 -0.006 1.437 -0.397 -0.202
signal na veg. 0.246  0.680  -3.808 0.643 -0.932 1.248
niskim AX2

. agr. 0.461 0.370 -0.112 0.535 0.058 -0.045

frekvencija
ma crien veg. 0.183 0.419 -0.094 0.268 0.250 -0.354

Tablica 3.5. Vrijednosti parametara funkcije o(v) [m/s

2/3

Langevinovom modelu gibanja.

1, koja opisuju Sum u poopéenom
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Karakteristike populacija trajektorija simuliranih parametrima navedenim u tablicama
3.3 do 3.5. i vrijednosti ciljnih funkcija prikazane su na slikama 10.3. do 10.12. u poglavlju
,,Prilozi”, usporedno s karakteristikama odgovarajucih eksperimentalno izmjerenih populacija

trajektorija.
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4. Rasprava
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4.1. Gibanje stanica protista D. discoideum deficijentnih za

korteksiline I i I1

Cilj ovog rada bio je ispitati potencijal Langevinovog modela gibanja proSirenog
memorijskim ¢lanom u karakterizaciji stanica s izmijenjenim molekularnim sastavom
aktinskog citoskeleta, a time i moguénost primjene ovog jednostavnog matemati¢kog modela
u boljem razumijevanju utjecaja pojedinih proteina na kontrolu dinamike aktinskog
citoskeleta. U tu svrhu odabrali smo soj protista D. discoideum deficijentan za proteine
korteksilin I i korteksilin 11 (CI/CII"). Korteksilini usnopljuju aktinske filamente i unakrsno
ih povezuju u trodimenzionalne strukture (Faix i sur., 1996), te na taj nacin sudjeluju u
formiranju stani¢nog korteksa koji ima vaznu funkciju u kontroli oblika stanice, pokretljivosti

stanice 1 sposobnosti pri¢vrs¢ivanja stanice za podlogu (Sackmann, 1994).

Gibanje stanica soja CI/CII" u homogenoj okolini bez prisustva vanjskih signala
usporedeno je s gibanjem stanica divljeg tipa, AX2, 1 to u dvjema razliitim fazama zivotnog
ciklusa — vegetativnoj i agregacijski kompetentnoj fazi. Pokazali smo da u koriStenim
uvjetima stanice CI/CII" imaju znacajno vecéu trenutnu brzinu gibanja od stanica AX2, i to u
obje faze Zivotnog ciklusa (slika 3.5). Po naSem saznanju, ovo je prvi rad u kojem je
analizirano nestimulirano kretanje stanica soja CI/CII". Dobivene vrijednosti brzine ovih
stanica stoga se ne mogu direktno usporediti s dosada objavljenim radovima o
korteksilinskim mutantima, u kojima se istrazivalo isklju¢ivo usmjereno gibanje stanica
tijekom kemotaksije. Shu 1 suradnici (2012) istraZivali su gibanje agregacijski kompetentnih
stanica CI'/CII" prema toc¢kastom izvoru cAMP-a, te su ustanovili da se CI'/CII stanice krecu
30% sporije od stanica divljeg tipa. Medutim, stanice deficijentne za korteksiline imaju
smanjenu sintezu cARI receptora i ACA ciklaze te smanjenu aktivaciju ACA ciklaze, §to
znaci da su neucinkovitije u detekciji, pojacavanju i prijenosu cAMP signala od stanica
divljeg tipa (Shu i sur., 2012). U nasim uvjetima, gdje su stanice promatrane u homogenoj i

izotropnoj okolini, ovaj mehanizam ne bi trebao igrati ulogu u regulaciji stani¢nog gibanja.

Lee i suradnici (2010) takoder su promatrali gibanje agregacijski kompetentnih stanica
CI'/CII prema tockastom izvoru cAMP, te navode da nema znacajne razlike u brzini divljeg
tipa i dvostrukog korteksilinskog mutanta. Ovaj rezultat treba, medutim, razmatrati

izdvojeno, jer su autori, prema dostupnim informacija, usporedivali CI'/CII" soj izveden iz
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AX2 soja s divljim tipom AX3. Oba navedena aksenicna soja, AX2 i AX3, izvedena su iz
prvog izoliranog laboratorijskog soja D. discoideum, NC4, i koriste se kao ishodi$ni i
kontrolni sojevi, tzv. laboratorijski divlji tipovi, u mnogobrojnim komparativnim
istrazivanjima (Bloomfield i sur., 2008). Medutim, njihovi genotipovi nisu identi¢ni te je
preporucljivo dodatno mutirane sojeve usporedivati s njihovim roditeljskim sojem (Pollitt i
sur., 2006; Schilde i sur., 2004). Dodatan problem usporedivanja eksperimentalno odredenih
brzina u spomenutim radovima predstavlja sama definicija brzine. U nasim eksperimentalnim
postavkama, gibanje stanica praceno je uz vremensku rezoluciju od 0.5 s™, te je stoga srednja
brzina stanice definirana kao prosje¢ni pomak stanice u periodu od 2 sekunde. U nekim
drugim radovima, kao npr. u prethodno navedenom radu Lee i suradnika (2010), srednja
brzina stanice definirana je kao zavrSna udaljenost stanice od pocetne tocke podijeljena s
ukupnim vremenom pracenja, a to je mjera koja bolje opisuje usmjerenost stanice nego samu
dinamiku gibanja. Pra¢enjem stanica s vremenskom rezolucijom 0.5s™ dobivaju se
vrijednosti trenutne brzine stanica koja nije rezultat samo translokacije tijela stanice ve¢ i

dinamike nastanka pseudopodija.

Povecane vrijednosti trenutne brzine gibanja stanica CI/CII" u odnosu na stanice divljeg
tipa odgovaraju povecanom udjelu F-aktina u CI/CII" stanicama te povecanoj ucestalosti
nastanka bo¢nih pseudopodija (Cha i Jeon, 2011; Shu i sur., 2012). Pokazano je, medutim,
da korteksilini osim uloge u c¢vrsto¢i 1 viskoelasti¢nosti stanicnog korteksa 1 tvorbi
kontraktilnih aktinskih struktura (Kohler i Bausch, 2012; Simson i sur., 1998; Weber i sur.,
2000), sudjeluju i u prijenosu signala, bilo putem prijenosa mehanickih signala kroz stanicu
(engl. mechanosensing; Lee i sur., 2010; Ren i sur., 2009; Shu i sur., 2012), bilo putem
indirektnog utjecaja na kinetiku biokemijskih interakcija (Fili¢ i sur., 2014, 2012). U
nastavku ¢emo detaljnije opisati ta dva potencijalna mehanizma utjecaja korteksilina na

kretanje stanica.

Korteksilini 1 miozin II imaju kljuénu ulogu u odredivanju mehanickih svojstava stanice.
Dvostruki korteksilinski mutanti imaju fenotip sli¢an mutantima miozina II — smanjenu
viskoelasti¢nost stani¢nog korteksa za 20 — 30% (Girard i sur., 2004; Reichl i sur., 2008),
povecanu ucestalost nastanka bo¢nih pseudopodija (Lee i sur., 2010; Wessels i sur., 1988), te
Cesto neuspjeSnu stani¢nu diobu (Faix i sur., 1996; Zang i sur., 1997). Pokazano je da
korteksilini i miozin II zajedno sudjeluju u tvorbi diobene brazde i o¢uvanju oblika stani¢nog
korteksa tijekom diobe stanice (Ren i sur., 2009; Weber i sur., 1999). Kada je u stanicama
deletiran protein RacE koji pozitivno regulira nakupljanje drugih proteina koji umrezuju F-
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aktin u stani¢nom korteksu (poput dinakortina, enlazina i fimbrina), dolazi do nakupljanja
miozina II i1 korteksilina I u deformiranom dijelu stani¢nog korteksa i u interfaznim stanicama
(Ren i sur., 2009). Navedeno kooperativno djelovanje korteksilina i miozina Il je u skladu s
potrebom za stabilno umrezenim F-aktinom unutar stanice (korteksilin | ostaje vezan za F-
aktin 550 ms, odnosno 20 puta dulje od miozina Il), kako bi klizanje miozinskih motora po
aktinskim filamentima rezultiralo kontrakcijom cijele mreze aktinskih filamenata (Reichl i
sur., 2008; Ren i sur., 2009). Wang i Suo (2005) pokazali su da ¢vrsto umrezene i napete
aktinsko-miozinske strukture mogu prenositi signal kroz ¢itavi prostor stanice u vrlo kratkom
vremenu. Lee i suradnici (2010) predlozili su da kompleks, koji se sastoji od proteina GAPA,
dimera korteksilina i GTPaze Racl, sudjeluje u prijenosu mehani¢kog signala kroz stanicu,
odnosno da ima ulogu u kooperativnom djelovanju korteksilina i miozina Il. Prema
navedenim autorima, nakupljanje navedenog kompleksa i miozina II na bo¢nim dijelovima
stani¢ne membrane odrzava napetost korteksa i time sprjecava nastanak pseudopodija na tim
podru¢jima. Lee i suradnici (2010) takoder predlazu da za razliku od navedenog,
GAPA/korteksilini/Racl, kompleksa, tetramerni kompleks koji se sastoji od proteina
DGAP1, dimera korteksilina i proteina Racl ima ulogu u prijenosu biokemijskog signala

kroz stanicu.

Sukladno tomu, Fili¢ i suradnici (2012) predlozili su da korteksilini sudjeluju u prijenosu
signala time §to mala Rho GTP-azu Racl biva sekvestrirana u tetramernom kompleksu s
proteinom DGAP1 i dimerom korteksilina. Dugotrajnim vezanjem proteina Racl unutar
navedenog kompleksa sprije¢ena je njegova interakcija sa Scar/WAVE kompleksom koji
preko Arp2/3 kompleksa aktivira polimerizaciju F-aktina i time potice nastanak pseudopodija
(Fili¢ 1 sur., 2014, 2012). Tome u prilog ide Cinjenica da DGAP1-minus stanice, poput
CI'/CII" stanica, takoder imaju ve¢i udio F-aktina, viSe protruzija na membrani te veée brzine
gibanja od stanica divljeg tipa (Faix i sur., 1998). Ukupno uzevsi, izgleda da bez
odgovaraju¢e kontrole koli¢ine slobodnog signalnog proteina Racl putem spomenutog
mehanizma sekvestracije, u stanicama deficijentnim za DGAP1 ili korteksiline dolazi do
nekontrolirane polimerizacije aktina, te posljedicno i do protruzije pseudopodija na
postrani¢nim dijelovima stanicne membrane. Time stanica doduSe postaje dinamicnija 1
pokretljivija, medutim, uz nefunkcionalni sustav kontrole polarizacije, stanica ne moZe
odrzati usmjerenost gibanja $to dolazi do izrazaja u agregacijski kompetentnoj fazi, a

posebno tijekom kemotaksije.
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Populacija agregacijski kompetentnih CI'/CII" stanica u istom vremenu prelazi manje
udaljenosti od stanica divljeg tipa, Sto se vidi iz vrijednosti srednjeg kvadratnog pomaka u
vremenu (slika 3.4). S obzirom da razvojem stanica u agregacijski kompetentne stanice u
divljem tipu dolazi do jace polarizacije stanica i veée ustrajnosti tijekom gibanja, povecana
ucestalost nastanka boc¢nih pseudopodija u korteksilinskom mutantu rezultira manjom

pokrivenom povrSinom pri gibanju ove populacije stanica.

4.2. Identifikacija podskupina u populacijama AX2 i CI-/CII- stanica

Heterogenost populacije geneticki identicnih jedinki uzrokovana je kombinacijom
vanjskih ¢imbenika i unutarstani¢nih varijacija. Unutarstani¢ne varijacije mogu biti rezultat,
na primjer, razlike u trenutnoj fazi stani¢nog ciklusa ili mogu biti uzrokovane stohastickim
varijacijama u aktivnosti pojedinih gena (Goury-Sistla i sur., 2012; Losick i Desplan, 2008).
U mnogim bioloskim i biomedicinskim istrazivanjima nastoji Se rijesiti problem gubitka
informacije do kojeg dolazi usrednjavanjem vrijednosti pojedinih svojstava kroz ¢itavu
populaciju. U radu Lowa i suradnika (2008) HeLa stanice razvrstane su u skupine prema fazi
stani¢nog ciklusa, te su navedene skupine potom karakterizirane na temelju obrasca
prisutnosti podskupina definiranih povrSinom jezgre, kondenzacijom kromosoma te razinom
aktivne sinteze DNA. Navedeni obrasci potom su usporedivani s obrascima dobivenim
djelovanjem niza potencijalnih kemoterapeutika na stanice u svrhu selekcije djelotvornih
kemoterapeutika. Slack i suradnici (2008) razvrstali su HelLa stanice na temelju promjena
koje se u njima dogadaju nakon tretiranja agensima poznatih mehanizama djelovanja, u svrhu
kasnijeg boljeg razlu¢ivanja mehanizama djelovanja drugih potencijalnih terapeutika. U radu
Veronike i suradnika (2009) stanice mi$jih makrofaga razvrstane su u nekoliko podskupina
povezivanjem njihovih morfoloskih karakteristika, poput povrSine i promjera stanice, s
nacinima gibanja stanice, poput srednje brzine i prijedenog puta, te je predlozena upotreba

ovakve karakterizacije protruzivnih stanica u biomedicinskim istrazivanjima.

Velika heterogenost populacije agregacijski kompetentnih stanica D. discoideum mogla
bi biti uzrokovana varijabilnom indukcijom signalnih putova potaknutih nestankom izvora
hrane u individualnim stanicama. Maeda i suradnici (1989) pokazali su da odgovor stanice na
izgladnjivanje ovisi o fazi stani¢nog ciklusa u kojem se nalazila u trenutku pocetka
gladovanja. Generacijsko vrijeme AX2 soja D. discoideum uzgajanog u tresucoj kulturi

iznosi oko 8 sati. Autori su temperaturnom sinkronizacijom stanica uspjeli identificirati
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poziciju kontrolne tocke stani¢nog ciklusa (engl. checkpoint) u srednje kasnoj G2 fazi. Bez
obzira na informacije koje stanica prima iz okoline o nastupanju gladovanja, stanica
zapocinje proces razvoja tek kada ude u navedenu fazu stani¢nog ciklusa (Maeda, 2011;
Maeda i sur., 1989). Goury-Sistla i suradnici (2012) pokazali su da stanice protista D.
discoideum ubrzo nakon prelaska u okolinu bez nutrijenata spontano i reverzibilno mijenjaju
distribuciju srednjih brzina stanica unutar populacije. Autori su manualno podijelili
populaciju stanica na dvije skupine — stanice s veCom i stanice s manjom brzinom — te
potvrdili povezanost izmedu brzine pojedine stanice, koncentracije unutarstaniénog Ca*
iona, te konacne diferencijacije iste stanice, odnosno uloge koju poprima u Kkasnije
formiranom plodnom tijelu. Stanice koje se kredu brze imaju viSe koncentracije
unutarstaniénog Ca?* i tendenciju da formiraju stalak plodnog tijela, dok stanice koje se kreéu
sporije imaju manje unutarstaniénog Ca”" i tendenciju diferencijacije u spore (Goury-Sistla i
sur., 2012). Azhar i suradnici (2001) navode da u stanicama D. discoideum koncentracija
stani¢nog Ca®" ovisi o fazi stani¢nog ciklusa, odnosno da stanice koje se nalaze u S ili ranoj
G2 fazi posjeduju visoke koncentracije Ca?*, dok stanice u srednjoj ili kasnoj G2 fazi
stani¢nog ciklusa imaju niske koncentracije Ca® iona. Autori takoder pokazuju da stanice s
visokom koncentracijom Ca?* vjerojatnije postaju dio stalka plodnog tijela, dok stanice s
nizom koncentracijom Ca?* preferencijalno diferenciraju u spore. Povecane koncentracije
Ca?* u stanici povezane su i s poveéanom aktivnosti PI3-kinaze i nakupljanjem F-aktina
(Evans i Falke, 2007).

Kako bismo imali §to manje subjektivnog utjecaja na grupiranje stanica odlucili smo se
na metodu grupiranja podataka koja po principu nenadziranog ucenja svrstava pojedine
objekte u skupine tako da svaki objekt zavrs$i u skupini sa sebi slicnim objektima Kkoji su
razli¢iti od objekata u drugim skupinama. lako smo svaku stanicu opisali sa 14 varijabli
izvedenih iz raspodjele amplitude brzine te autokorelacije i periodograma vektora i amplitude
brzine (tablice 2.2. i 3.1.), nakon pocetnog grupiranja stanica uocili smo da na raspodjelu
stanica po skupinama dominantno utjecu dvije varijable: srednja brzina stanica i suma
amplituda periodograma u niskofrekventnom podrucju (slika 3.7.). Stoga smo ponovili
postupak grupiranja uzevs$i u obzir samo ove dvije varijable $to je rezultiralo u formiranju
homogenijih grupa, te smo ovu podjelu Koristili u daljnjoj analizi podataka (slika 3.8.). Ovaj
primjer pokazuje kako se kompleksni podaci ispravnim odabirom kvantitativnih deskriptora
mogu klasificirati u mali broj dobro definiranih skupina.
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Prethodna istrazivanja pokazala su da se u gibanju stanica D. discoideum odituju tri
razli¢ite vremenske skale — prva vremenska skala od 10 do 30 sekundi (visoke frekvencije),
druga od 1 do 3 minute (srednje frekvencije) te treca izmedu 6 i 12 minuta (niske frekvencije)
(Bosgraaf i Van Haastert, 2009; Li i sur., 2011; Shenderov i Sheetz, 1997; Takagi i sur.,
2008). Na osnovu ovih smo se pretpostavki odluéili za karakterizaciju svojstava
periodograma brzine stanice pomoc¢u suma amplituda na niskim, srednjim i visokim
frekvencijama. Veliki udio signala na niskim frekvencijama (0.0011 — 0.0028 Hz) moze se
protumaciti kao oscilatorna memorija stanice na dugim vremenskim intervalima izmedu 6 i

15 minuta.

Kao rezultat nenadzirane klasifikacije, sve su se analizirane stanice podijelile u tri
skupine: skupinu stanica s malom prosjenom brzinom, skupinu stanica s velikom
prosjecnom brzinom te skupinu stanica koja se od prve dvije razlikuje velikim udjelom
signala na niskim frekvencijama (slika 3.8.). Zanimljivim se pokazalo kako su se pojedine
bioloske populacije stanica raspodijelile po identificiranim skupinama (slika 3.9.). Za razliku
od vegetativnih AX2 stanica, dio vegetativnin CI/CII" stanica svrstan je u skupinu
karakteristicno velikih prosjeénih brzina stanice $to ukazuje na udio stanica, U 0VOj
populaciji, koje se kre¢u netipi¢no brzo za stanice u vegetativnoj fazi Zivotnog ciklusa. Ove

stanice utjeCu na povecanu prosjecnu brzinu populacije, §to je i vidljivo iz tablice 4.1.

male brzine velike brzine veliki udio signala na

S0) kretanja kretanja niskim frekvencijama
veg. 3.81 +1.09 - 3.68 +0.78
AX2
agr. 6.45 + 1.65 11.60 + 2.53 10.43 + 3.08
veg. 4.83 + 1.66 11.49 + 2.04 6.11 + 2.37
cr/cir

agr. 6.40 + 1.59 13.44 + 3.47 -

Tablica 4.1. Srednje vrijednosti brzina stanica u pojedinim podskupinama.

U populaciji agregacijski kompetentnih CI/CII" stanica, niti jedna stanica nije svrstana u
skupinu stanica s velikim udjelom niskih frekvencija, Sto sugerira nemoguc¢nost izmijenjenog
molekularnog aparata tih stanica da ,,pamti* smjer gibanja u periodima duljim od nekoliko
minuta. U svim ostalim promatranim populacijama, 15-21% stanica smjesSteno je u navedenu

skupinu (tablica 3.2.).
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4.3. Karakterizacija stanica parametrima poop¢enog Langevinovog

modela gibanja

U dosadasnjim istrazivanjima u kojima se karakteriziralo gibanje stanica koriste¢i
razlicite varijante Langevinovog modela nasumi¢nog gibanja parametri su se odredivali na
cijelim populacijama stanica (Li i sur., 2008; Selmeczi i sur., 2008, 2005; Takagi i sur.,
2008). lzuzetak su Li i suradnici (2011) koji su, nasuprot prethodno navedenim radovima,
parametre Langevinovog modela gibanja racunali za svaku pojedinu stanicu. Zbog potrebe
karakterizacije mutiranog soja, ali 1 primije¢ene heterogenosti u nacinu gibanja stanica unutar
pojedinih bioloskih populacija, odlucili smo se za kompromis izmedu prethodno spomenuta
dva pristupa. Stanice svake bioloske populacije razvrstali smo u skupine unutar kojih se
nalaze stanice slicne po nacinu gibanja te zatim tako definirane podskupine karakterizirali

parametrima Langevinovog modela.

Prije nego Sto smo se odlucili za oblik poopéene Langevinove jednadzbe opisan u
poglavlju 2.6.1. (,,Materijali i metode*), probali smo opisati gibanje promatranih populacija
stanica s nekoliko razli¢itih oblika prosirenog Langevinovog modela. Ovi modeli medusobno
se razlikuju u definiciji parametara f(v) i o(v), koji su opisani konstantom, polinomom
prvog ili polinomom drugog stupnja. Spomenuti razli¢iti oblici Langevinovog modela
prikazani su hijerarhijski na slici 10.2. (poglavlje ,,Prilozi®), a njima pripadajuce ciljne
funkcije i vrijednosti parametara u tablicama 10.1. do 10.4. Najboljim se pokazao model
definiran s B(v) = By + B1v te 0y (V) = 0y + 041V + V% i 0, (V) = 0,9 + 0,1V + 0,V
(naveden pod rednim brojem 4. u tablicama 10.1. do 10.4.). Uvodenje dodatnog ¢lana S, nije

doprinjelo poboljsanju fita.

4.3.1. Parametri identificiranih podskupina stanica

Kao $to je vidljivo iz rezultata prikazanih u tablicama 3.3., 3.4. 1 3.5. (poglavlje
,»Rezultati), vrijednosti parametra o neSto su vece u skupini stanica s jakim signalom na
niskim frekvencijama (0.183 s, 0.118 s i 0.095 s, naspram 0.097 s, 0.080 s, 0.068 s za
stanice velikih brzina i 0.083 s™, 0.079 s i 0.076 s™ i 0.061 s™ za stanice malih brzina).
Vrijednosti parametra y su takoder nesto vece u skupini stanica s jakim signalom na niskim
frekvencijama (0.074 s, 0.056 s i 0.042 s™, naspram 0.032 s*, 0.026 s i 0.025 s za
stanice velikih brzina, te 0.037 s, 0.030 s, 0.027 s i 0.025 s za stanice malih brzina).
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Utjecaj navedenih parametara na rezultantu akceleraciju opisanu prosirenom Langevinovom

jednadzbom prikazan je na slici 4.1.

0.15}

0.10¢

0.05}

—_— = i t
120 A

Slika 4.1. Funkcija a? - e7't, definirana parametrima navedenim u tablicama 3.3. do 3.5. u ovisnosti
0 vremenu. Boje odgovaraju identificiranim skupinama stanicama, po istoj legendi kao na slici 3.8.

Visa vrijednost parametra a U skupini stanica s jakim signalom na niskim frekvencijama
ima kao posljedicu ve¢i udio memorijskog ¢lana u vrijednosti ukupne akceleracije s obzirom
na smjer 1 brzinu kretanja stanice u prethodnih 15 sekundi. Na intervalima veéim od 15
sekundi, medutim, udio memorijskog ¢lanu u vrijednosti akceleracije naglo pada zbog visoke
vrijednosti parametra y. Brzi pad krivulje koja opisuje kratkotrajnu memoriju stanica u
navedenoj skupini ukazuje na korelaciju parametara o i y s oscilacijama koje se pojavljuju pri
veéim vremenskim intervalima, uo¢enim u dijelu vegetativnih AX2 stanica (14% populacije),
agregacijski kompetentnih AX2 stanica (16% populacije) i vegetativnih CI/CII" stanica (21%
populacije; tablica 3.2.). Uocena periodi¢nost rezultat je zdruzenog utjecaja parametara a i y,
te parametara funkcije B(v) (Shenderov i Sheetz, 1997). Parametar S,, koji sudjeluje u
ograni¢avanju porasta brzine, takoder ima viSe vrijednosti u skupini stanica s jakim signalom
na niskim frekvencijama (0.434 s, 0.202 s i 0.202 s™ naspram 0.172 s, 0.084 s i 0.062 s
za stanice velikih brzina te 0.177 s, 0.192 s, 0.079 s i 0.102 s™ za stanice malih brzina).
Langevinov model opisan navedenim parametrima dobro reproducirana uo¢enu periodi¢nost,
kao S$to se vidi iz usporedbe periodograma simuliranih i referentnih bioloskih populacija na

slikama 10.10., 10.11. i 10.12.
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Vrijednosti parametra paralelne komponente Suma, neovisnog o brzini, gy, veée su u
populacijama stanica velikih brzina gibanja (0.694 m-s?®, 1.206 m-s®® i 1.205 m.s*?
naspram 0.291 m-s*?, 0.356 m-s2?, 0.169 m-s#® i 0.285 m-s?* za stanice malih brzina te
0.246 m-s?3, 0461 m-s?3 0.183 m-s?® za stanice s jakim signalom na niskim
frekvencijama), $to odgovara pretpostavei modela da ¢lan koji sadrzi nasumiéni Sum opisuje

glavnu pokretacku silu gibanja.

Navedeni parametri dobiveni su koristenjem sli¢nog oblika Langevinovog modela kao i
u radu Takagi i suradnika (2008), osim $to je u nasem sluc¢aju B(v) polinom prvog, a ne
drugog stupnja, a g, nije ista za paralelnu i okomitu komponentu. U njihovom radu stopa
memorije « imala je vrijednosti 0.340 s za vegetativne, te 0.098 s za agregacijski
kompetentne AX2 stanice. Vrijednosti parametra @ odredenih u ovom radu kreéu se u
rasponu 0.079 — 0.183 s™ za vegetativne, te 0.068 — 0.095 s™ za agregacijski kompetentne
AX2 stanice, §to ukazuje na isti trend smanjenja vrijednosti a kod agregacijski kompetentnih
stanica. U radu navedenih autora, stopa gubitka memorije y imala je vrijednosti 0.095 s™ za
vegetativne, te 0.029 s za agregacijski kompetentne stanice. Vrijednosti parametra y
odredenih u ovom radu kreéu se u rasponu 0.037 — 0.074 s™ za vegetativne, te 0.025 — 0.042
s za agregacijski kompetentne AX2 stanice, $to opet ukazuje na isti trend, u ovom sludaju

smanjenja vrijednosti y, kod agregacijski kompetentnih stanica.

Radi usporedbe ovih dvaju pristupa u karakterizaciji populacija stanica, od kojih jedan
promatra pojedinu biolosku populaciju kao homogenu cjelinu, a drugi kao heterogenu cjelinu
sastavljenu od vise homogenih skupina, karakterizirali smo i trajektorije simulirane
parametrima iz rada Takagi i suradnika (2008) varijablama koristenim u ovom istrazivanju za
klasifikaciju stanica (varijable avrg_speed i low_Pvel, definirane kao normalizirane
vrijednosti srednje trenutne brzine stanica, odnosno sume amplituda periodograma u podrucju
niskih frekvencija). Razmjestaj ,,stanica* simuliranih prema parametrima iz navedenog rada u
prostoru varijabli avrg_speed i low_Pvel prikazan je na slici 4.2. Radi provjere utjecaja
memorijskog ¢lana, dodana je 1 trea populacija, koju cine trajektorije simulirane
parametrima za agregacijski kompetentne stanica, ali s parametrom a postavljenim na

vrijednost 0.
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Slika 4.2. Vrijednosti varijabli avrg_speed i low_Pvel za trajektorije simulirane prema modelu i
parametrima iz rada Takagi i suradnika (2008). Plavo: trajektorije simulirane prema
parametrima vegetativnih AX2 stanica; sivo: trajektorije simulirane prema parametrima
agregacijski kompetentnih AX2 stanica; svjetlo sivo: trajektorije simulirane prema parametrima
agregacijski kompetentnih AX2 stanica, ali s postavljanjem stope memorije o na 0.

Za razliku od jasno odvojenih populacija stanica prikazanih na slici 4.2., bioloske
populacije stanica analizirane u ovom istrazivanju izgledaju puno heterogenije promatrano u
prostoru varijabli avrg_speed i low_Pvel (slika 4.3.a). Kada simuliramo trajektorije modelom
kori$tenim u ovom radu, a koji je definiran parametrima prikazanim u poglavlju “Rezultati”
(tablice 3.3. do 3.5.), dobivamo populacije “stanica” ¢iji smjestaj u prostoru dviju varijabli

bolje odgovara referentnim bioloskim populacijama, uz nesto manji rasap vrijednosti (slika
4.3.b).
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Slika 4.3. Trajektorije u prostoru varijabli avrg_speed i low_Pvel:
(A) trajektorije dobivene prac¢enjem gibanja stanice sojeva AX2 i CI'/CII u razli¢itim fazama
zivotnog ciklusa; (B) trajektorije simulirane prema parametrima navedenim u tablicama 3.3. do 3.5.
Plavo su oznaéene vegetativne stanice, a Sivo agregacijski kompetentne stanice.

4.3.2. Razliciti oblici poop¢enog Langevinovog modela

Zanimljivo je da koriStenjem razli¢ito definiranih poopéenih Langevinovih modela, u
karakterizaciji gibanja stanica pojedine podskupine, dolazimo do sli¢nih vrijednosti
parametara « i y (tablice 10.1. do 10.4.). Na slici 4.4. prikazane su vrijednosti parametara « i
y ostalih isprobanih oblika Langevinovog modela (poglavlje 2.6.1) u usporedbi s
parametrima dobivenim modelom koriStenim u ovom istrazivanju. Iz ove analize izostavljen

je model ¢ije su B i o neovisne o brzini.
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Slika 4.4. Vrijednosti parametara « i y dobivenih karakterizacijom podskupina stanica
razli¢itim oblicima poopéenog Langevinovog modela, opisanim u poglavlju 2.6.1. U sredistu grafa
prikazana je toc¢ka definirana vrijednostima parametara « i y iz tablice 3.3., a 4 sredisnja kvadranta

odredena prikazanim linijama obuhvacaju raspon od +10% od tih vrijednosti.

Uski rasap parametara dobivenih kori§tenjem razli¢itih modela najviSe dolazi do izrazaja
u podskupinama agregacijski kompetentnih AX2 stanica, gdje se sve vrijednosti parametara
a 1y razlikuju za manje od 11% od vrijednosti dobivenih izabranim modelom, medutim i
podskupine vegetativnih i agregacijski kompetentnih CI/CII" stanica pokazuju dobro slaganje

parametara a 1 y izmedu razli¢itih koriStenih oblika Langevinovih modela. Medutim, do
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velikog rasapa navedenih parametara medu razli¢itim modelima dolazi kod podskupina
vegetativnih AX2 stanica. Razlog tome vjerojatno leZi u raspodjeli brzina ovih stanica, koje
se zbog malih pomaka nalaze u podrucju podloznom utjecaju pogresaka odredivanja polozaja
centroide, uzrokovanih algoritmom pracenja, varijacijama oblika stanice ili fluktuacijama

intenziteta osvjetljenja koje utjecu na mikroskopiju tamnog polja.

4.3.3. Daljnje smjernice

U bududim istrazivanjima svakako bi bilo zanimljivo iskljuciti heterogenost agregacijski
kompetentnih stanica koja proizlazi iz razli¢itosti faza stani¢nog ciklusa u kojima se stanice
nalaze u trenutku nestanka izvora hrane. Jedan od moguc¢ih nacina je sinhronizacija
populacije stanica privremenim zadrzavanjem na sniZzenoj temperaturi, nakon cega se,
vratanjem na optimalnu temperaturu, stanice nalaze u priblizno istoj fazi stani¢nog ciklusa
(Maeda i sur., 1989). Osim toga, zanimljivo bi bilo kontrolirano fiksirati odredene parametre
modela prema ocekivanim bioloskim znacCajkama koje se namjeravaju kvantitativno
usporediti. Memorijski ¢lan Langevinovog modela mogao bi se raspisati kao suma tri
memorijska ¢lana s konstantama yi, y2 i ys, koje bi odgovarale prethodno uocenim
vremenskim skalama kod protista D. discoideum, te bi se na taj nac¢in mogli dobiti parametri
ay, o I oz koji bi sugerirali snagu memorije stanice na kra¢im (nastanak pseudopodija),
srednjim (veca vjerojatnost nastanka ,,split“ pseudopodija) i duljim vremenskim periodima
(ustrajno pravocrtno gibanje stanice koje omogucuje kontinuiranu orijentaciju stanice prema

pulsovima kemoatraktanta).
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5. Zakljucci
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Kretanje stanica D. discoideum praéeno je koriste¢i novo osmisljenu konfiguraciju za
mikroskopiju tamnog polja realiziranu pomocu kondenzora za mikroskopiju faznog kontrasta
i objektiva male numeric¢ke aperture. Automatiziranom racunalnom analizom tako dobivenih

vremenskih serija slika rekonstruirane su trajektorije pracenih stanica.

Gibanje stanica soja CI/CII" u homogenoj okolini bez prisustva vanjskih signala
usporedeno je s gibanjem stanica divljeg tipa, AX2, 1 to u dvjema razli¢itim fazama zivotnog
ciklusa — vegetativnoj i agregacijski kompetentnoj. U navedenim uvjetima stanice CI'/CII
imaju znacajno vecu trenutnu brzinu gibanja od stanica AX2, i to u obje faze Zivotnog
ciklusa. Unato¢ povecanoj trenutnoj brzini, populacija agregacijski kompetentnih CI/CII
stanica u istom vremenu prelazi manje udaljenosti od agregacijski kompetentnih stanica divljeg
tipa. Obje navedene fenotipske karakteristike stanica soja CI/CII" mogu se povezati sa
smanjenom inhibicijom lateralnih pseudopodija stanica deficijentnih za korteksiline.
Pove¢anom ucestalos¢u nastanka lateralnih pseudopodija stanica postaje dinamicnija i
pokretljivija, medutim, uz nefunkcionalni sustav kontrole polarizacije, ona ne moze odrzati

usmjerenost gibanja §to dolazi do izrazaja u agregacijski kompetentnoj fazi.

Nenadziranom klasifikacijom svih promatranih stanica na temelju njihovih individualnih
karakteristika gibanja, identificirane su tri skupine stanica koje se razlikuju prvenstveno po
srednjoj brzini kretanja i niskofrekventnom podrué¢ju u periodogramu vektora brzine.
Pokazalo se da je, za razliku od vegetativnih AX2 stanica, dio vegetativninh CI'/CII" stanica
svrstan u skupinu velikih prosjeénih brzina. Osim toga, u populaciji agregacijski
kompetentnih CI-/ClI- stanica, niti jedna stanica nije svrstana u skupinu s velikim udjelom
niskih frekvencija, Sto bi se moglo objasniti odsustvom dugotrajnog ,,pamcenja®“ smjera

gibanja tih stanica s izmijenjenim molekularnim sastavom aktinskog citoskeleta.

Sve identificirane podskupine karakterizirane su parametrima poopcenog Langevinovog
modela gibanja. Osim toga, napravljena je i usporedba uspjeSnosti optimizacije za Sest
razli¢itih varijanti prosirenog Langevinovog modela za svaku od podskupina stanica, te je
ustanovljeno kako jedna od ispitanih varijanti daje konzistentno najbolje rezultate za sve
podskupine. Usporedba parametara modela svih deset identificiranih podskupina stanica
pokazala je vectu medusobnu sli¢nost stanica unutar skupina dobivenih prvotnom
klasifikacijom, od sli¢nosti stanica koje pripadaju istoj bioloskih populacija. Time je
potvrdena opravdanost pocetne podjele heterogenih bioloskih populacija u skupine stanica

sli¢cnog nacina gibanja.
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7. Sazetak
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Gibanje pojedinacnih stanica bitna je sastavnica fiziologije i patologije viSestanic¢nih
organizama. Protist Dictyostelium discoideum ve¢ se dugo Koristi u istrazivanju stani¢nog
gibanja kao prikladni modelni organizam za proucavanje komponenti aktinskog citoskeleta
funkcionalno sacuvanih kroz ¢itavu domenu eukariota. Pocetna istrazivanja stani¢nog gibanja
bazirala su se na modelu Brownovog gibanja koji opisuje nasumi¢no kretanje malih Cestica u
fluidu uzrokovano termi¢kim fluktuacijama. Sve preciznija mjerenja dovela su do otkrivanja
svojstvenih pravilnosti u gibanju eukariotskih stanica i time potakla modifikacije i
nadogradnju tog pocetnog modela. Glavni cilj ovog istrazivanja bio je opisati gibanje stanica
sojeva D. discoideum s izmijenjenim molekularnim sastavom aktinskog citoskeleta u okviru
Langevinovog modela nasumi¢nog gibanja proSirenog memorijskim ¢lanom. Drugi cilj
istrazivanja bio je istraziti mogucu heterogenost pojedinih sojeva u razliitim fazama

razvojnog ciklusa s obzirom na nacin kretanja.

U ovom istrazivanju promatrano je gibanje stanica dvaju sojeva D. discoideum,
laboratorijskog divljeg tipa (AX2) i soja deficijentnog za korteksiline (CI/CIIY), u dvije
razliCite faze zivotnog ciklusa — vegetativnoj fazi i agregacijski kompetentnoj fazi.
Korteksilini su proteini koji usnopljuju aktinske filamente i unakrsno ih povezuju u
trodimenzionalne strukture te imaju vaznu ulogu u kontroli oblika stanice, pokretljivosti
stanice i u stani¢noj diobi. Osim navedenog, nedavna istraZivanja sugeriraju njihovu ulogu u

prijenosu signala u stanici, te inhibiciji polimerizacije aktina i nastanka pseudopodija.

Nestimulirano kretanje stanica D. discoideum prac¢eno je mikroskopijom tamnog polja
pri malom povecanju. Iz dobivenih trajektorija odredene su trenutne brzine stanica i srednja
kvadratna udaljenost za svaku promatranu populaciju. Ustanovljeno je da stanice CI/CII®
imaju znacajno vecu brzinu gibanja od stanica AX2, i to u obje faze Zivotnog ciklusa. S
obzirom da je gibanje stanica pra¢eno uz vremensku rezoluciju od 0.5 s™, izmjerena brzina ne
opisuje samo translokaciju tijela stanice ve¢ i dinamiku nastanka pseudopodija. Povecane
trenutne brzine Kkorteksilinskog mutanta vjerojatno su posljedica nedovoljne inhibicije
nastanka pseudopodija na bo¢nim dijelovima staniéne membrane. U prilog tome ide i manja
prekrivena povrSina populacije agregacijski kompetentnih CI/CII" stanica, unato¢ vece

trenutne brzine pojedinih stanica.

U svrhu ispitivanja heterogenosti pojedine bioloske populacije, okarakterizirali smo
svaku individualnu stanicu sa 14 parametara izvedenih iz raspodjele amplitude brzine te

autokorelacije i periodograma vektora i amplitude brzine. S ovako izvedenim parametrima
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koji kvantitativno opisuju gibanje proveli smo nenadziranu Klasifikaciju na ukupnoj
populaciji promatranih stanica. Ustanovljeno je da na raspodjelu stanica po skupinama
dominantno utjecu dva parametra: srednja brzina stanica i suma amplituda periodograma u
niskofrekventnom podruc¢ju. Sve analizirane stanice podijelile su se u tri skupine: skupinu
stanica s malom prosje¢nom brzinom, skupinu stanica s velikom prosjeCcnom brzinom te
skupinu stanica koja se od prve dvije razlikuje velikim udjelom signala na niskim
frekvencijama. Promatranjem raspodjele bioloskih populacija po induciranim skupinama
uoceno je slijedece: dio vegetativnih CI/CII" stanica svrstan je u skupinu karakteristi¢no
velikih brzina, za razliku od vegetativnih stanica divljeg tipa, a niti jedna agregacijski
kompetentna stanica CI'/CII" nije svrstana u skupinu stanica s jakim signalom na niskim
frekvencijama, §to ju razlikuje od ostalih promatranih populacija. Netipi¢no brze vegetativne
CI'/CII" stanice i gubitak signala na niskim frekvencijama agregacijski kompetentnih CICII

stanica odgovaraju smanjenoj inhibiciji lateralnih pseudopodija korteksilinskog mutanta.

S obzirom na primijecenu heterogenost u nainu gibanja stanica pojedinih populacija,
odlucili smo za svaku podskupinu stanica identificiranu unutar pojedine bioloske populacije
odrediti parametre Langevinovog modela proSirenog memorijskim ¢lanom. Isprobali smo
nekoliko razlicitih oblika proSirenog Langevinovog modela te ustanovili da, u postavljenim
uvjetima optimizacije, promatrane stanice najbolje opisuje model ¢iji je ¢lan koji opisuje
kocenje, B(V), opisan polinomom prvog stupnja, a paralelna i okomita komponenta Suma,
a(v), opisane polinomima drugog stupnja. Trajektorije simulirane navedenim modelom dobro
oponasaju karakteristike trajektorija promatranih stanica, kao §to su distribucija brzine,
periodogram vektora brzine i ovisnosti srednje vrijednosti i standardne devijacije paralelne i
okomite komponente akceleracije o brzini. Ovaj poopéeni Langevinov model sadrzi 11
slobodnih parametara, koji u slozenoj interakciji fenomenoloski opisuju gibanje stanica.
Usporedbom vrijednosti parametara identificiranih podskupina stanica, uocena je veca
sliénost stanica koje pripadaju istoj skupini dobivenoj nenadziranom klasifikacijom, od
slicnosti stanica iste bioloske populacije. Ovime je potvrdena potreba za razvrstavanjem

stanica heterogene bioloSke populacije u subpopulacije stanica slicnog nacina gibanja.
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8. Summary
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Cell motility is of crucial importance for many physiological and pathological
processes in multicellular organisms. The amoeboid protozoan Dictyostelium discoideum is a
standard model organism used in cell motility research as well-suited for studying
components of the actin cytoskeleton that are functionally conserved throughout the
eukaryotic domain. Initial research of cell motility was based on the Brownian motion model
describing random movement of small particles caused by thermic fluctuations. Over time,
more precise measurements revealed intrinsic patterns in locomotion paths of eukaryotic
cells, leading to modifications and extensions of the aforementioned model. The aim of this
research was to characterize cell motility of cortexillins mutants of D. discoideum within the
framework of a generalized Langevin model extended with a memory term and compare it to
the characteristics of the wild type strain. We also aimed to investigate the heterogeneity of
motile behavior within the population of cells with the same genetic background at the

specific stage of the life cycle.

We monitored the motile behavior of cells from two different strains of D.
discoideum, an axenic wild-type strain (AX2) and a strain lacking cortexillins (CI'/CII’), in
two different stages of their life cycle — vegetative and aggregation-competent. Cortexillins
are actin-bundling proteins that have an important role in stabilizing the cell shape, in cell
motility and cell division. Recent finding suggest that cortexillins also play an important role
in signal transduction leading to the inhibition of actin polymerization and pseudopod

formation.

Non-stimulated migration of D. discoideum cell was monitored by dark-field
microscopy at low magnification. From the acquired cell trajectories we calculated
instantaneous cell velocity and mean-square displacement for each monitored population. We
found that CI/CII" cells move significantly faster in both stages of their life cycle.
Considering that the migration was measured with the time resolution of 0.5 s, the measured
instantaneous velocity is influenced not only by cell’s translocation, but also by the dynamic
of pseudopod extension. The increase in speed of cortexillin mutants is probably caused by
an increased number of lateral pseudopods. This conclusion is supported by the observation
that the population of migrating aggregation-competent CI/CII" cells covers less total area

than wild-type population, despite of the increased instantaneous speed of individual cells.

In order to investigate heterogeneity within observed cell populations, we extracted 14

parameters that quantitatively describe individual cell’s locomotion based on its speed
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distribution, speed and velocity autocorrelation, and the periodogram of speed and velocity.
Cluster analysis has determined three different clusters among all observed cells — a cluster of
fast-moving cells, a cluster of slow-moving cells, and a cluster of cells with high power in the
low-frequency region of the velocity periodogram. It has been determined that the two most
discriminative features that characterize the identified clusters are the average cell speed and
the total power of the velocity periodogram at low frequencies. We further investigated the
distribution of cells belonging to different biological populations of D. discoideum among
these cluster. While no vegetative AX2 cells belong to the cluster characterized by high
speed, a set of vegetative CI/CII" cells belong to this cluster. Furthermore, unlike cells
belonging to other biological populations, none of the aggregation-competent CI/CII™ cells
had a strong signal in the low- frequency region of the velocity periodogran. Our findings
indicate differences between AX2 and CI-/ClI- strains both in their vegetative and in their
aggregation-competent state which can be explained by the loss of inhibition of lateral

pseudopods in cells lacking both cortexillins. 8

Because of the observed heterogeneity within cell populations, each identified
subpopulation within each strain at a given developmental stage was fitted to the generalized
Langevin equation extended with a memory term. By fitting experimental data to several
different forms of the generalized Langevin model, we found that, in our optimization
framework, the observed trajectories are best described with the model whose velocity decay
rate, S(v), is described by the polynomial of the first degree, and the noise strength, o(v), by
the polynomial of the second-degree. Trajectories simulated by the described model show
similar speed distribution, velocity periodogram and dependence of the mean and standard
deviation of parallel and orthogonal acceleration’s component on instantaneous speed to the
trajectories of the observed Dictyostelium cells. The 11 parameters of the generalized
Langevin model describe the observed cell migration in a complex, cooperative manner. The
comparison between the model parameters among the ten identified subpopulations showed a
larger mutual similarity of cells belonging to the same cluster than of the cells belonging to
the same biological population. This finding justified the initial classification of biological

populations into subpopulations of cells with similar motile characteristics.
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9. Popis kratica
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ABP-120
ACA
ADP

agr.
Arp2/3
ATP
avrg_speed
AX
cAMP
cAR1
CR

CCD

ctx

Cl

Cll

DEA
DMSO

Fap
Fs

Fsao

Fsap

F

F-actin
G-actin
GAPA

GTP
high_Pspeed

high_Pvel

engl. actin-binding protein 120

engl. adenylate cyclase of aggregation stage
engl. adenosine diphosphate
agregacijski kompetentne stanice
engl. actin related proteins 2/3

engl. adenosine triphosphate

engl. average speed

engl. axenic

engl. cyclic adenosine monophosphate
engl. CAMP receptor 1

engl. crossover constant

engl. charge-coupled device

engl. cortexillin gene

engl. cortexillin 1

engl. cortexillin 11

engl. differential evolution algorithm
engl. dimethyl sulfoxide

RMSD izmedu vrijednosti paralelne komponente akceleracije
eksperimentalno dobivenog i simuliranog skupa trajektorija

RMSD izmedu vrijednosti rapodjele brzine eksperimentalno dobivenog
i simuliranog skupa trajektorija

RMSD izmedu vrijednosti standardne devijacije okomite komponente
akceleracije eksperimentalno dobivenog i simuliranog skupa
trajektorija

RMSD izmedu vrijednosti standardne devijacije paralelne komponente
akceleracije eksperimentalno dobivenog i simuliranog skupa
trajektorija

vrijednost ciljne funkcije; mjera razlicitosti dviju populacija
engl. filamentous actin

engl. globular actin

engl. RasGTPase activating protein

engl. guanosine triphosphate

engl. total amount of speed periodogram intensities on high
frequencies

engl. total amount of velocity periodogram intensities on high
frequencies
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IQGAP
IQR
kurt_speed
low_Pspeed

low_Pvel

M
MB
mid_Pspeed

mid_Pvel

myoll

NA

NP

PIP,

PIP3

PI3K

Rac

Rho

Ras

RMSD
rnd_ACspeed
rnd_ACvel
Scar
skew_speed
stdev_speed
OU proces
var_ACspeed
var_ACvel
veg.

WASP

engl.
engl.

engl.

IQ motif containing GTPase activating protein
interquartile range

kurtosis of speed distribution

engl. total amount of speed periodogram intensities on low frequencies

engl. total amount of velocity periodogram intensities on low
frequencies

konstanta mutacije u DEA-u

engl.

millions of base pairs

engl. total amount of speed periodogram intensities on medium
frequencies

engl. total amount of velocity periodogram intensities on medium
frequencies

engl.
engl.
engl.
engl.
engl.
engl.
engl.
engl.
engl.
engl.
engl.
engl.
engl.
engl.

engl.

myosin 11

numerical aperture

number of population vectors

phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate
phosphatidylinositol 3,4,5-trisphosphate
phosphatidylinositide 3-kinase

Ras-related C3 botulinum toxin substrate 1

Ras homologous

rat sarcoma viral oncogene homolog

root-mean-square deviation

lag value of first randomization of speed autocorrelogram
lag value of first randomization of velocity autocorrelogram
suppressor of CAMP receptor

skewness of speed distribution

standard deviation of speed distribution

Ornstein-Uhlenbeckov proces

engl.

engl.

variance of speed autocorrelogram

variance of velocity autocorrelogram

vegetativne stanice

engl.

Wiskott-Aldrich syndrome family protein
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10.

Prilozi
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CI-/CII-

CI-/CII-

10.1. Ovisnost akceleracije o brzini u pojedinim podskupinama

stanica

Ovisnost paralelne i okomite komponente akceleracije, odnosno njihovih srednjih

vrijednosti i standardnih devijacija, o brzini (slika 10.1.) koriStena je za usporedbu

eksperimentalnih i simuliranih trajektorija u procesu trazenja parametara Langevinovog

modela za podskupine stanica.

veg.

agr.

male brzine velike brzine jaki signal na niskim
a kretanja kretanja frekvencijama
300 300
200 . 200
100 gt ——— 100/ et
Ofe-gggsoeerees Opesagyye e
-100 el -100
-200 » -200
0 3 10 15 20 0 5 10 15 20
v v
a a a
300 300 e 300
200 e = 200 P e 200
e o B = I A e
100}y sbsss ot s tse e 100 1 e R e
S S A L R S = b
—100+ e, —100} TTrtee . -100 ST
—200 T —200 ~200 .
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a a a
300 300 ] . 300
200 e > 200F o sty Tea e 200 -
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~200 - -200 e
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Slika 10.1. Ovisnost akceleracije (a, um/min®) o brzini (v, um/min) u deset identificiranih podskupina:
ovisnost srednje vrijednosti (crvena linija) i standardne devijacije (ljubicasta linija) paralelne komponente

okomite komponente akceleracije o brzini.

akceleracije o brzini, te ovisnost srednje vrijednosti (zelena linja) i standardne devijacije (plava linija)
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10.2. Simulacija trajektorija u programskom paketu Mathematica

Simulacija trajektorija razvijena u programskom paketu Mathematica izvedena je

rjeSavanjem sustava dviju diferencijalnih jednadzbi

% — AT -V (1) + (V) (0)
v o g
5 - H-N(@),

s time da je V(t) je memorija brzine definirana s

t
V() =« j V(r)e7dr |

a 1j(t) je dobiven polinomijalnom interpolacijom liste nasumi¢no generiranih vektora s
uniformno distribuiranim smjerom i normalno distribuiranom amplitudom. Parametri

a,y, B(v) i G(V) definirani su na isti na¢in kao i u poglavlju 2.6.1. (,,Materijali i metode®).

10.3. Parametri razlicitih oblika proSirenog Langevinovog modela

Rezultati prikazani u tablicama 10.1. do 10.4. dobiveni su procjenama parametara
prosirenih Langevinovih modela gibanja razli¢itih razina slozenosti, ovisno o tome kako su
definirani funkcionalni oblici g(v) i a(v). Osnovni oblik prosirenog Langevinovog modela je

— t

B - s v+ [9()-¢ 7 e+ 0(0) 1),

a definicija parametara g(v) i o(v) prikazana je prema slozenosti, hijerarhijskom shemom u
slici 10.2.
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2)

3)

4)

5)

6)

Blv) = By

ay (v) = G'J_fv-) = Oy | Shenderov i Sheetz, 1997.

L

B(v) = By + v
c?"||('EF') =gy T+ o ¥
g (v) =00+ a7

o = T1g Selmeczi isur., 2005.

l

B(v) = By + B1v

0y (v) = ay0 + o3 v + 00

o (v) =0+ a,v+ 0,07

S A T

L

B(v) =By + B1v

G’n(v) = G'Im + G|'||11JJ+ G'Ilzvz

Ogp ¥ T1p

L

B(w) =By + Byv + Bov?

ﬂ'll(_'l?) = G'Im + Grlll'l;"l' ﬂ'llzvz

0 = 910

L

B(v) = By + Byv + fov?

0y(v) = oy0 + o1 v + o0

g (v)=o,5+ov+ arj_zvz

Tjo ¥ T1p

Takagi i sur., 2008.

Slika 10.2. Razlicite definicija parametara B(v) i o(v) prikazana shematski prema slozenosti. Redni
broj definicije u shemi odgovara rednom broju rezultata u tablicama 10.1. do 10.4. Pored pojedinih

definicija naveden je odgovaraju¢i literaturni navod.

Radi usporedbe, u tablici su ponovljeni rezultati modela koji najbolje opisuje

eksperimentalno promatrane populacije (prethodno navedeni u tablicama 3.3. do 3.5.

poglavlja ,,Rezultati*). Spomenuti rezultati navedeni su pod rednim brojem 4.
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Flxie) « v Bo PBrr10° By10° 60,0107 o  Gpr10° 0porl0°  Gop  Gppr10°
1) 033 0.283 0.893 0.171 18.8 18.8
2) 0.22 0159 0277 0.053 1.178 203 0.037 20.3 -0.536
Calebraine | 3) 026 0225 2278 0202 -1.289 144 0.197 -1.691 144 0.303 -1.615
4) 0.1 0.079 0.037 0.177 0.734 29.1 0.380 -2.405 59.4 -1.362 7.191
5)  0.22 0163 3.230 -0.189 1.614 11360 -2.0 0.508 -0.622  -2.0 0.437 -1.299
6) 0.22 0070 1.039 -0.003 0476 1554 16.7 0.184 -1.080 -22.2 0.352 -1.491
1) 0.40 0.142 0.593 0.068 11.1 111
ignal na 2)  0.24 0197 2.075 -0.105 1.459 8.7 0.086 8.7 -0.287
niskim 3) 0.25 0.378 0509 0.136 2.197 13.3 0.185 -0.470 133 -0.441 0.252
frekvencijama 4) 0.09 0.183 0.074 0.434 0.762 246 0.680 -3.808 64.3 -0.932 1.248
5) 0.16 0149 0.065 0.321 0.798 1237 15.0 0.408 -1.871 15.0 0.450 -1.613
6) 0.6 0116 0.057 0.194 0.795 2310 82 0.550 -2.606 23.0 0.024 0.844
Tablica 10.1. Vrijednosti parametara Langevinovog modela definiranog razli¢itim funkcionalnim
oblicima g(v) i a(v), za podskupine vegetativnih AX2 stanica protista D. discoideum.
Flxie) « v Bo PBr10° B,10° 06,0107 o,  Gpr10° 0porl0° G 0pp10°
1) 043 0412 0797 0.342 41.7 41.7
2) 013 0.074 0.027 0220 0.369 46.7 0.355 46.7 0.108
ralebrgine | 3) 010 0077 0030 0192 0458 354 0.407 0101 354 0.362 -0.806
4) 0.10 0.076 0.030 0.192 0.412 35.6 0.381 0.168 37.2 0.316 -0.686
5  0.11 0076 0.029 0.256 0.146 182 423 0342 0.172 423 0.284 -0.683
6) 0.07 0073 0030 0169 0.334 158 64.1 0.126 0512 66.1 -0.496 0.081
1) 019 0.056 0.021 0.207 99.3 99.3
2) 006 0.068 0.025 0.148 0.239 -74.5 -0.308 -74.5 -0.020
velike brzine  3) 005  0.066 0.024 0214 0.052 74.6 0277 0.026 746 0.088 -0.238
4) 005 0.068 0.025 0.172 0.159 69.4 0.311 0.012 71.6 0.119 -0.361
5 0.05 0064 0024 0260 -0.304 335 763 0.199 0.187 763 0.074 -0.310
6) 005 0075 0028 0176 0107 200 60.6 0.409 -0.099 717 0.180 -0.564
1) 0.26 0.066 0.033 0.170 72.7 72.7
signal na 2) 0.06 0.085 0.037 0207 0.067 53.3  0.285 53.3  0.040
ki 3) 0.06 0.093 0.039 0.233 0.064 53.9 0.325 -0.083 53.9 0.078 -0.108
N 4) 006 0.095 0.042 0.202 0.136 46.1 0.370 -0.112 53.5 0.058 -0.045
frekvencijama
5) 0.07 0.100 0.044 0.280 -0.380 710 55.2 0.263 0.142 552 0.033 0.023
6) 0.07 0093 0043 0.141 0.214 128 389 0.405 -0.072 48.8 0.047 -0.012

Tablica 10.2. Vrijednosti parametara Langevinovog modela definiranog razli¢itim funkcionalnim
oblicima B(v) i a(v), za podskupine agregacijski kompetentnih AX2 stanica protista
D. discoideum.
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Flxie) « v Bo PBr10° B,10° 06,0107 o,  Gpr10° 0porl0° G 0pp10°
1) 0.42 0.366 1.071 0.209 22.4 22.4
2)  0.27 0359 3.297 -0.134 1.807 -0.8  0.402 -0.8 0.313
ralebrgine 3 014 0080 0031 0068 1.777 245 0439 -1.306 245 0.114 0.572
4) 008 0.061 0.027 0.079 0.743 16.9 0.310 0.505 21.0 0.222 -0.097
5) 0.5 0.058 0.024 0.069 0.838 1876 34.6 0.259 -1.102 346 -0.418 2.406
6) 008 0073 0032 0.054 0924 101 165 0.445 0327 293 0.070 0.215
1) 0.6 0.099 0.038 0.381 134.6 134.6
2) 010 0.103 0.036 0.082 0.927 95.4 0.357 95.4 0.105
velike brzine  3) 010 0086 0.034 0170 0.400 69.1 0.249 0.280 69.1 0.336 -0.341
4) 0.07 0.097 0.032 0.084 0.875 120.6 0.151 0.237 -194.4 1.061 -0.375
5) 0.08 0112 0.040 -0.048 1.473 -368 77.1 0377 0317 771 0.332 -0.316
6) 0.08 0.099 0036 0140 0.588 83 891 0242 0376 941 0.191 -0.312
1) 0.44 0136 0453 0.076 18.2 18.2
signal na 2)  0.07 0127 0.057 0.307 0.166 36.3 0.296 363 0.118
ki 3)  0.07 0111 0052 0225 0.297 27.1 0296 0.087 27.1 0.221 -0.268
N 4) 007 0.118 0.056 0.202 0.477 18.3 0.419 -0.094 26.8 0.250 -0.354
frekvencijama
5)  0.06 0.134 0060 0329 0.101 39 294 0299 0.078 294 0.298 -0.602
6) 0.08 0.09 0.050 0.105 0.606 33 157 0.393 -0.015 236 0.173 -0.079
Tablica 10.3. Vrijednosti parametara Langevinovog modela definiranog razli¢itim funkcionalnim
oblicima B(v) i a(v), za podskupine vegetativnih CI'/CII stanica protista D. discoideum.
Flxie) « " Bo PBrr10° By10° 60,0107 o  Gpr10° 0porl0°  Gop  Gppr10°
1) 0.45 0.096 0.076 0.273 45.2 45,2
2) 0.0 0.084 0023 0.298 0.452 55.0 0.451 55.0 0.088
Calebrgine | 3) 008 0087 0024 0322 0.400 495 0461 0.061 495 0.283 -0.721
4) 0.08 0083 0.025 0.102 1.053 28.5 0.565 0.235 42.1 0.296 -0.658
5)  0.09 0.108 0.038 0.062 0.797 0 141.4 0414 -0.039 141.4 -0.360 -0.418
6) 0.8 008 0025 0.292 -0.267 1905 37.7 0515 0.217 -57.5 -0.065 -0.041
1) 021 0.043 0.017 0.208 119.8 119.8
2)  0.09 0.082 0027 0349 0.020 153.6 0.305 153.6 -0.301
velike brzine | 3) 007  0.088 0.032 0152 0389 116.9 0.383 0.049 116.9 0.016 -0.394
4) 0.05 0.080 0.026 0.062 0.589 120.5 0.412 -0.006 143.7 -0.397 -0.202
5)  0.06 0.108 0.038 0.062 0.797 0 141.4 0414 -0.039 1414 -0.360 -0.418
6) 0.06 0084 0028 0170 0.162 349 134.6 0.272 0.190 1555 -0.586 -0.064

Tablica 10.4. Vrijednosti parametara Langevinovog modela definiranog razli¢itim funkcionalnim
oblicima B(v) i a(v), za podskupine agregacijski kompetentnih CI/CII" stanica protista
D. discoideum.
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10.4. Uspjesnost procjene parametara pojedinih podskupina stanica

U slikama 10.3. do 10.12. prikazane su vrijednosti raspodjele trenutne brzine,
ovisnosti akceleracije o brzini te periodogrami vektora brzine za populacije trajektorija
simuliranih poopéenim Langevinovim modelom, koriste¢i parametre navedene u poglavlju
3.4. (,,Rezultati). Na svakoj se slici, uz navedene karakteristike simulirane populacije
(gornja tablica), za usporedbu nalazi referentna bioloSka populacija (donja tablica) te su
navedene vrijednosti pojedinih i ukupne ciljne funkcije. Veli¢ina obojenog stupca odgovara
brojcanoj vrijednosti prikazanoj u tablici. Plavom bojom oznaene su vrijednosti distribucije
brzine, s time da svaka vrijednost odgovara broju pojavljivanja brzine unutar raspona
vrijednosti opisanih u poglavlju 2.6.2.1. (,,Materijali i metode“). Srednje vrijednosti i
standardne devijacije paralelne i okomite komponente akceleracije ovisne o brzini oznacene
su crvenom bojom, a svaka navedena vrijednost redom odgovara vrijednosti brzine opisanoj
u poglavlju 2.6.2.2. Zelenom bojom oznafene su vrijednosti periodograma, redom na
frekvencijama navedenim u poglavlju 2.6.2.3. Vrijednosti pojedinih ciljnih funkcija i ukupne

ciljne funkcije oznacene su ljubi¢astom bojom.
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Prilozi

Srednja Standardna Srednja Standardna
vrijednost  devijacija vrijednost  devijacija Vrijednost
paralelene  paralelene  okomite okomite Periodogram pojedinih Vrijednost
Raspodjela  komp. komp. komp. komp. vektora ciljnih ukupne ciljne
brzine akceleracije akceleracije akceleracije akceleracije brzine funkcija funkcije F
I 4013 -1.1%7E-09 0.000080016  5.513E-10  1.538E-08|  0.01117 Fg P o0.1137
PS788  -2.0026-09  1.66BE-08 -7.363-11  1.418e-08]  0.02137F  0.07232
IS597 -3.896E-09  1.763E-08 -1.878E-10  1.23ME-08|  0.03498 Fap
8o 5.6956-09 1.848E-08 1.657E-10 9.868E-09  0.08455 [  0.1108
5831 -7.4§2E-09  1.877E-08  6.811E-11  7.465E-09 [l  0.1334 Fopp
B 4399 9782609 1.868E-08 -7.466E-11 E-09 0  o0.182 [N0.3436
P 3182 -1.189E-08  1.812E-08  1.322E-10 E-09 ]  0.2381 Fspo
B 2049 -1.498E-08 1.758F-08 -1.026E-10 %E 09 [0 0.3185 [NG:3714
] 1009 -1.643E-08 1.58%E-08 -2.773E-10 E-09 [ 0.3707 Fp
| 367 -1.§84E-08 l.Z;E-OS -3.939E-10 :E -08 0 0.4155F  0.05999
41 -2.088E-08 1.358E-08 -1.463E-10 E-08 [110.5491
0 -6002
0
0 _
0
0
0
0
0
0
-1.9%1E-09 E-08  1.634E-10 0.007539
-3.9135-09 1.598E-08  -6.146E-11 0.02607
-6.149E-09 -08  -1.196E-11 0.06003
-8.1§3E-09 -08  -2.896E-11 0.1024
-1.087E-08 -08  1.172E-10 0.1657
-1.2‘9E-08 -08  6.511E-11 0.2217
N -1.503E-08 -08  -9.98E-11 0.2775
B -1.747€-08 -08  -5.01E-11 -08 [ 0.3025
| -2.041E-08 08 -1.62:8E-1O -08 [0 0.3999
| -2.889€-08 3.713E-11 -08 [0 0.4003
| -21E-08 3.973E-10 -08 [0.4836
| -3.283E-08 3.7 1.269E-09
| -3\i7E-08 3.7 1.689E-10
| -JIB48E-08 4.1 8 1.138E-10
| H63sc-08  4.818E08  -4.511E-10
| A787c-08  4.643E%8  1.661E-09
| H8Ese-08 4. 9 8  1.09E-09
MN8EsE-08 1.103E-09
78 [E6M5E-08 -8.91E-10
55 78 sE-08 -2.242E-09

Slika 10.3. Uspjesnost procjene parametara za podskupinu sporih vegetativnih AX2 stanica. Gornja
tablica sadrzi vrijednosti karakteristika simulirane populacije stanica te vrijednosti ciljnih funkcija. U
donjoj tablici prikazane su vrijednosti karakteristika referentne bioloske populacije.
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Prilozi

Srednja Standardna Srednja Standardna

vrijednost  devijacija vrijednost  devijacija Vrijednost

paralelene  paralelene  okomite okomite Periodogram pojedinih Vrijednost
Raspodjela  komp. komp. komp. komp. vektora ciljnih ukupne ciljne
brzine akceleracije akceleracije akceleracije akceleracije brzine funkcija funkcije F

B 2050 2. 2.885E-08|  0.01064 F B o.1022
gk 2. 2.484c-08] 0.01763F 0.02013
. 5782 2. 2.622E-08]  0.03022 Fap
5763 2.%77c-08l1  0.0565 F 0.07505
5223 3. E-08[1  0.07921 Fspp

[ TS 3. 2.924c-08 7 o0.1102F 0.1005
718 3. 3.045E-08 ]  0.1534 Fspg
P 3106 3. 3.082c-08 0 o0.1825F  0.0531
B 2515 4. 3.0I5E-08 ] 0.1422 Fp

B 1970 4. 3.188k-08 [ 0.2877 NG.2212
M 1577 4. 3.481F-08 [11110.4141

B 1279 4. 3.488F-08 1704057

[ | 1038 3.48%-08 1110485

[ | 821 5. 3.166E-08 107323

[ | 655 5. 3.086E-08

| 523 5. 3.082E-08

| 446 5. 3.48%k-08

| 346 6. 2.998E-08

| 330 6. 3.348E-08

| 224 6. 3.473E-08

-2.478E-09 2. E-08/  0.009246

2. 2.3926-08]  0.02881

2. 2.636e-08f1  0.06119

3. 2. 0.07367

3. 2. 0.09338

3. 2. 0.1306

3. 2. 0.1484

3. 3. 0.1664

e oo 4. 3. 0.1516

e 2270 4. 3.308k-08 " 0.2016

[ V] 4. 3.979E-08 [ 0.3246

[ | 1382 : 4. 3.188k-08 1104723

[ | 1131 61E-08 5. 3.04%E-08 1106681

[ | 936 24E-08 5. 3.367E-08 1106362
[ | 796 06E-08 3.168E-08
| 647 53E-08 5. 3.038E-08
| 539 78E-08 5. 3.328E-08
| 376 33E-08 6. 3.308E-08
| 337 01E-08 6. 3.628E-08
| 298 58E-08 6. 3.948E-08

Slika 10.4. Uspjesnost procjene parametara za podskupinu sporih agregacijski kompetentnih AX2
stanica. Gornja tablica sadrzi vrijednosti karakteristika simulirane populacije stanica te vrijednosti
ciljnih funkcija. U donjoj tablici prikazane su vrijednosti karakteristika referentne bioloske populacije.
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Prilozi

Srednja Standardna Srednja Standardna
vrijednost  devijacija vrijednost  devijacija Vrijednost
paralelene  paralelene  okomite okomite Periodogram pojedinih Vrijednost
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Slika 10.5. Uspjesnost procjene parametara za podskupinu sporih vegetativnih CI/CI1" stanica.
Gornja tablica sadrzi vrijednosti karakteristika simulirane populacije stanica te vrijednosti ciljnih
funkcija. U donjoj tablici prikazane su vrijednosti karakteristika referentne bioloske populacije.
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Slika 10.6. Uspjesnost procjene parametara za podskupinu sporih agregacijski kompetentnih
CI'/CII stanica. Gornja tablica sadrzi vrijednosti karakteristika simulirane populacije stanica te
vrijednosti ciljnih funkcija. U donjoj tablici prikazane su vrijednosti karakteristika referentne bioloske
populacije.
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Slika 10.7. Uspjesnost procjene parametara za podskupinu brzih agregacijski kompetentnih AX2
stanica. Gornja tablica sadrzi vrijednosti karakteristika simulirane populacije stanica te vrijednosti
ciljnih funkcija. U donjoj tablici prikazane su vrijednosti karakteristika referentne bioloske populacije.
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Slika 10.8. Uspjesnost procjene parametara za podskupinu brzih vegetativnih CI'/CII stanica.
Gornja tablica sadrzi vrijednosti karakteristika simulirane populacije stanica te vrijednosti ciljnih
funkcija. U donjoj tablici prikazane su vrijednosti karakteristika referentne bioloske populacije.
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Slika 10.9. Uspjesnost procjene parametara za podskupinu brzih agregacijski kompetentnih
CI'/CII stanica. Gornja tablica sadrzi vrijednosti karakteristika simulirane populacije stanica te
vrijednosti ciljnih funkcija. U donjoj tablici prikazane su vrijednosti karakteristika referentne bioloske
populacije.
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Slika 10.10. Uspjesnost procjene parametara za podskupinu vegetativnih AX2 stanica s jakim
signalom na niskim frekvencijama. Gornja tablica sadrzi vrijednosti karakteristika simulirane
populacije stanica te vrijednosti ciljnih funkcija. U donjoj tablici prikazane su vrijednosti
karakteristika referentne bioloske populacije.
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Prilozi

Vrijednost
ukupne ciljne
funkcije F

I 0.06271

Slika 10.11. Uspjesnost procjene parametara za podskupinu agregacijski kompetentnih AX2 s
jakim signalom na niskim frekvencijama. Gornja tablica sadrzi vrijednosti karakteristika simulirane
populacije stanica te vrijednosti ciljnih funkcija. U donjoj tablici prikazane su vrijednosti
karakteristika referentne bioloske populacije.
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Slika 10.12. Uspjesnost procjene parametara za podskupinu vegetativnih CI7/CII" stanica s jakim
signalom na niskim frekvencijama. Gornja tablica sadrzi vrijednosti karakteristika simulirane
populacije stanica te vrijednosti ciljnih funkcija. U donjoj tablici prikazane su vrijednosti
karakteristika referentne bioloske populacije.
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