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Porodica GTPaza Rho predstavlja glavnu grupu proteina ukljucenih u regulaciju aktinskog cito-
skeleta u amebama Dictyostelium discoideum. Buduéi da se te amebe mogu repolarizirati najbrze od
svih eukariotskih stanica, one predstavljaju zanimljiv bioloski sustav za promatranje i proucavanje
dinamike proteina tijekom stani¢nog kretanja. U ovom je seminaru predstavljen reakcijsko-difuzijski
model dinamike proteina Racl i DGAP1 zasnovan na njihovoj interakciji koji pripada klasi modela
primjerenih sustavima s ocuvanom masom. Ponudeni model moze objasniti neke eksperimentalno
primijeéene obrasce u koncentracijama fluorescentno obiljezenih proteina, kao i ovisnost njihove

dinamike o parametrima sustava.

UvOoD

Vecini fizicara pojam oscilacija nije nimalo stran i po-
javljuje se u svim granama fizike, pa tako i u biofizici.
Stoga ne ¢udi sto su se oscilacije opazile u mnogo bi-
oloskih sustava. Od makroskopskih oscilacija u ljudima i
zivotinjama koje reguliraju disanje, otkucaje srca itd., do
oscilacija unutar pojedina¢nih stanica koje omogucavaju
njihovo kretanje, diobu te mnostvo drugih procesa. Cilj
ovog seminara je prouciti jednu vrstu oscilacija u amebi
Dictyostelium discoideum koja joj omogucava efikasno
pretrazivanje povrsine u potrazi za hranom.

Biofizikalna osnova stani¢nog kretanja lezi u aktinskom
citoskeletu. Radi se o sustavu umrezenih filamenata, koji
nastaju polimerizacijom proteina aktina[l]. Pojedini fi-
lamenti, a i ¢itav sustav, mogu se vrlo brzo sastavljati
i razgradivati brzinom reda veli¢ine od 1pum/s. Aktin-
ske niti medusobno su povezane specificnim proteinima,
dok je ¢itav sustav reguliran kompleksnom biokemijskom
mrezom proteina koji se medusobno aktiviraju i deakti-
viraju.

Stanice organizma Dictyostelium discoideum predstav-
ljaju odlican bioloski sustav za proucavanje stanicnog
kretanja. Te su amebe vrlo pokretljive, a njihov aktinski
citoskelet s regulatornim proteinima, srodan je citoske-
letu stanica sisavaca. Osim toga, njihov je zivotni cik-
lus kratak i haploidni genom sekvenciran, Sto omogucéava
efikasnu manipulacija genima i time produkciju stanica s
preizrazenim odnosno potisnutim specificnim proteinima.
Takoder, metodama genetickog inzenjerstva moguce je
obiljeziti odredene proteine fuzijom s fluorescentnim pro-
teinima, te je takve kimerne proteine moguée pratiti
u zivim stanicama pomoc¢u mikroskopije [5]. Kretanje
amebe Dictyostelium ugrubo mozemo razdvojiti na ke-
motaksiju (usmjereno kretanje stanica u gradijentu kon-
centracije odredene tvari), te neusmjereno kretanje vege-
tativnih stanica u potrazi za hranom. Postoje i drugi
procesi koji se temelje na istim biofizickim osnovama
i sliécnim signalnim putovima, npr. citokineza, endoci-
toza, transport vezikula unutar stanice i sli¢ni, no oni
premasuju opseg ovog seminara. Biokemijska pozadina
spomenutih procesa relativno je dobro poznata.

Za razumijevanje vremenskih i prostornih periodi¢nih

pojava u biologiji opéenito, pa tako i u sklopu stani¢nog
kretanja, potrebno je osmisliti fizikalne modele koji bi
mogli razjasniti dinamiku promatranog sustava. Prvi je
pojavu samoorganiziraju¢ih obrazaca u bioloskim susta-
vima promatrao Turing. On je pokazao kako je u sis-
temu s vise komponenti, koje medudjeluju i difundiraju
razli¢itim brzinama, interakcija izmedu kemijskih reak-
cija i difuzije dovoljna da uzrokuje nestabilnosti, ¢ak i
u sustavima sa stabilnom kemijskom ravnotezom. ([17]
prema [8]).

Razlikujemo dvije osnovne primjene ovog principa
u modeliranju unutarstani¢nih dinamickih procesa: to
su tzv. modeli ”aktivator-inhibitor” te aktivator-
deplecija”. U prvom modelu jedna od tvari igra ulogu
aktivatora koji djeluje autokataliticki i sporo difundira
$to dovodi do lokalnog rasta njegove koncentracije. Ak-
tivator pritom potice i stvaranje inhibitora koji brzo
difundira i sprjecava povecanje koncentracije aktiva-
tora. Ovaj model pretpostavlja da je aktivator vezan
za staniénu membranu (spora difuzija) dok se inhibitor
nalazi veéinom u citoplazmi (brza difuzija). Drugi pris-
tup (aktivator-deplecija), umjesto inhibitora, kao drugu
komponentu pretpostavlja supstrat koji se autokataliticki
pretvara u aktivator. Ovaj model postulira produkciju
supstrata u citoplazmi i degradaciju aktivatora na mem-
brani [8].

Ponudeno je nekoliko modela koji opisuju stani¢no kre-
tanja i bazirani su na spomenutim pristupima. Miao
i suradnici [13] ponudili su razradenu verziju modela
aktivator-inhibitor koji moze objasniti razlicite modove
vegetativnog kretanja kao i kemotaksiju. Njihov pristup
bazira se na pobudljivoj signalnoj mrezi (signal tran-
sduction excitable network), pri ¢emu prelazak praga
ekscitabilnosti mreze uzrokuje pojavu uzoraka. Slican
pristup izabrali su i Shi i suradnici [16], koji su uz
interakcije izmedu proteina u model ukljucili i defor-
macije membrane. S druge strane, kombinacijom dva
aktivator-inhibitor modela, takoder je moguce reprodu-
cirati odredene karakteristike stani¢nog kretanja [9]. Pro-
blem s gornjim pristupima je §to ne uzimaju u obzir da
su sinteza i degradacija proteina ukljucenih u signalne
putove mnogo sporije od njihovih interakcija. Stoga bi-
smo modele unutarstani¢nih procesa trebali promatrati
kao sisteme s oCuvanom masom. Drugim rije¢ima pojava



obrazaca ovisi o preraspodjeli tvari unutar stanice, a ne
o njihovom nastajanju i raspadanju [8].

Vaznu ulogu u regulaciji aktinskog citoskeleta imaju
male GTPaze Rho. To su signalni proteini koji na sebe
mogu vezati GTP (gvanozin-trifosfat) i hidrolizirati ga
u GDP (gvanozin-difosfat). Ako je na GTPazu vezan
GTP govorimo o aktivnom obliku, dok u slucaju kada
je vezan GDP govorimo o inaktivnom obliku GTPaze
[12]. U aktivnom obliku ti se proteini mogu vezati za
ciljne molekule (efektore) i time prenositi signal. Efek-
tori imaju tzv. GBD domene (GTPase Binding Doma-
ins) na koje se specifiéno vezu odredene aktivne GTPaze.
Vezanjem GTPaza efektori mijenjaju svoju konformaciju
¢ime se aktivira njihova funkcija kao npr. polimerizacija
aktina u slucaju proteina iz grupe formina. Aktivnost
malih GTPaza reguliraju sljedeéi proteini: GEF proteini
(Guanine-Nucleotide Exchange Factors) koji kataliziraju
izmjenu molekula GDP za GTP, GAP proteini (GTPase-
Activating Proteins) koji stimuliraju hidrolizu GTPa ve-
zanog na GTPazu i time prekidaju prijenos signala, te
GDI proteini (Guanosine nucleotide Dissociation Inhi-
bitors) koji onemoguéuju disocijaciju GTPaze i vezanog
nukleotida GDP [5].

Jedan od klju¢nih proteina iz familije GTPaza Rho koji
kontrolira kretanje ameba Dictyostelium je Racl. Poka-
zano je kako aktivni oblik Racl sudjeluje u regulaciji ak-
tinskog citoskeleta na prednjem kraju stanice vezanjem i
aktivacijom proteina Scar/WAVE koji dalje regulira pro-
teinski kompleks Arp2/3, kao i na straznjem kraju stanice
vezanjem u kompleks s proteinima DGAP1 te korteksi-
linom. Arp2/3 inducira polimerizaciju aktina i stvara-
nje protruzija na prednjem kraju stanice, dok kompleks
koji se sastoji od proteina DGAP1, Racl i korteksilina
sprjecava nastanak protruzija na straznjem kraju. Pri-
mijeceno je kako su podrué¢ja djelovanja ova dva kom-
pleksa medusobno priblizno iskljuciva [6]. U ovom je se-
minaru ponuden fizikalni model koji moze objasniti po-
javu jednog ili vise podrucja djelovanja spomenutih kom-
pleksa te je usporeden s eksperimentalnim rezultatima.

REZULTATI

Za teorijsku je analizu najprije napravljen detaljni me-
hanisticki model stani¢ne polarizacije uvjetovane Racl
proteinom. Stanica je promatrana kao jednodimenzi-
onalni sustav s dva odvojena podrucja: citoplazma i
membrana. lako detaljni oblik stanice moze igrati ulogu
u nastajanju obrazaca, buduéi da su koeficijenti difuzije
mnogo veéi u citoplazmi nego na membrani, svaki takav
tranzijentni obrazac, koji ovisi o geometriji, s vremenom
biva potisnut[14]. Dodatna pretpostavka koja pojednos-
tavljuje model, je da ne postoje procesi u citoplazmi koji
bi izmijenili stanja proteina, kao $to je na primjer izmjena
nukleotida na GTPazi.

Kao sto je ve¢ spomenuto u ranijim su radovima pri-
mijecene dvije razli¢ite populacije aktivnog Racl prote-
ina na membrani [7]. Prva, pokretna i dinami¢na frakcija

ukljucena je u regulaciju Arp2/3 kompleksa na membrani
koji posreduje u polimerizaciji aktina i stvaranju protru-
zija. Druga frakcija aktivnog Racl proteina sakuplja se
na komplementarnim podrué¢jima, odnosno na straznjem
kraju stanica koje se krec¢u i veze se u kompleks s efek-
torom DGAP1. Nas reakcijsko-difuzijski model sastoji
se od dva glavna dijela prikazana na slici 1. Kako bi se
smanjio broj slobodnih parametara modela, kao varijable
su eksplicitno uklju¢ene samo koncentracije i prostorne
distribucije Racl, GAP te DGAP1. Prvi dio modela
opisuje kruzenje izmedu aktivnog oblika Racl GTPaze
na membrani i njezinog inaktivnog oblika u citoplazmi
posredovano vezanjem proteina GAP. Vezanje Racl na
membranu i njegova posljedi¢na aktivacija GEF prote-
inom svedena je na jedan korak. Uz intrinzi¢nu stopu
vezanja za membranu, u model je ukljucen i ¢lan koji
se odnosi na pozitivhu povratnu spregu, koja lokalno
pojacava aktivaciju i vezanje Racl proteina. Pokazano je
kako u stanicama kvasca Saccharomyces cerevisiae GT-
Paza Cdc42, njezin GEF i efektor Bem1 zajedno djeluju
kako bi lokalno pojacali aktivaciju i akumulaciju Cdc42
proteina [2]. Proces inaktivacije Racl GTPaze putem
GAPa i njezino vracanje u citoplazmu, posredovano GDI
proteinima, takoder su spojeni u jedan korak. Drugi
dio modela opisuje interakcije Racl molekula s efekto-
rom DGAPI1. U modelu postoje dva nacina razgradnje
Racl-DGAP1 kompleksa. U prvom se sluc¢aju, nakon
raspadanja, aktivni Racl ponovno veze za membranu,
dok se DGAP1 vraéa u citoplazmu. U drugom slucaju
oba proteina vrac¢aju se u citoplazmu. U model smo
takoder ukljucili kooperativno vezanje DGAP1 proteina
na mjesta na membrani gdje je koncentracija aktivnog
Racl ve¢ povecana. Ovaj ¢lan pomaze u kontroliranju
faznog odnosa izmedu valova Racl i DGAP1 proteina
na membrani. Model prikazan na slici 1 sastoji se od
sljedec¢ih 7 jednadzbi:

0
—Rp = dRARD + k3G, — RDMR(kl + kllRT) + k51DC,

ot
(1)
0
EG =dgAG + k3G. — ks RrG, (2)
0
aD =dpAD — MpD(ke+ kioR7) + (ks + k51)De, (3)
0

ERT = ksD.—koRrG—kyRyp Dy +RpMp(ki1+k11 Rr),
(4)

0
aDm = MpD(ke + k12R7) — kaRp Dy, (5)
2G = kyR7G — k3G (6)
8t c — h2AT 3¢y
0
D. = kyRrD,, — (ks + ks1)De, (7)

ot
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Slika 1. Shematski prikaz interakcija molekula Racl, GAP i DGAP1. Oznaka Raclp predstavlja neaktivni, citoplazmatski

Raclgpp, dok Racly oznacava aktivni Raclgrp na membrani.

s nametnutim periodickim rubnim uvjetima. Rp, G i
D oznatavaju koncentracije Racl-GDP, GAP i DGAP1,
dok se Ry, D,,, G. te D, odnose na koncentracije Racl-
GTP, DGAP1, Racl-GAP kompleksa i Racl-DGAP1
kompleksa na membrani. Za sve je proteine pretpos-
tavljeno da difundiraju samo u citoplazmi. Kao §to je
vidljivo iz jednadzbi, ukupni broj ¢estica je ocuvan u vre-
menu:

%/(RD+RT+GC+DCWZO (8)
%/(GC+G)dx:0 9)
%/(Dc-i-Dm—kD)dx:O (10)

U jednadzbama, Mr = (R} — Rp) i Mp = (Dj** —
D,,) oznacavaju koncentracije slobodnih vezivnih mjesta
za Racl i DGAP1 na membrani. Za rjeSavanje jednadzbi
primijenjene su analiticke i numericke metode kako bi se
kvantitativno odredila prostorno-vremenska raspodjela
proteina.

Pocetak pojavljivanja obrazaca moze se prouciti linear-
nom analizom stabilnosti. U tom pristupu, na homogenu
raspodjelu proteina nametnuta je mala nasumic¢na per-
turbacija. Svaku takvu perturbaciju moguce je razviti,
pomocu Fourierove analize, u modove proporcionalne sa
cos(gz) (Slika 2). Sve dok su amplitude male, svaki
mod raste ili trne eksponencijalno kao exp(o,t)cos(qz),
ovisno o predznaku stope rasta o, (odnosno preciznije
njezinog realnog dijela Re[oy]). Linearnom analizom sta-
bilnosti moguce je izracunati stope rasta modova s bilo
kojim valnim brojem ¢ te tako dobiti disperzijsku re-
laciju koja definira pojas nestabilnih modova. Spome-
nuti nestabilni modovi mogu otprilike predvidjeti unu-
tarstani¢ne strukture s karakteristicnim valnim dulji-
nama %’T. Napomenimo kako precizno odredivanje ka-

rakteristicnih prostornih skala obrazaca opcenito zah-
tjeva numericko rjesavanje. Linearna analiza stabilnosti
predvida jedino karakteristicne skale obrazaca koji po-
tjecu iz homogenog stanja i ne bi se trebale mijesati s
karakteristicnim skalama daleko od uniformnog stanja
(konaénog obrasca). Na sreéu, numerickim rjeSavanjem
originalnog sustava nelinearnih jednadzbi modela, poka-
zalo se da nestabilni modovi, odredeni analizom stabil-
nosti, prezivljavaju i daleko od ravnoteze, s amplitudama
usporedivim s pravim stani¢nim obrascima. Tako je ipak
moguce ovakvom analizom naSeg modela predvidjeti koji
se modovi stojnih valova mogu ocekivati. Rezultati nu-
merickih simulacija modela usporedene su s eksperimen-
talnim rezultatima. Od 42 snimljene stanice izabrane
su one koje pokazuju oscilatorno ponasanje. Pronadeno
je 9 oscilirajuc¢ih obrazaca s dominantnim prvim modom
te 7 obrazaca s dominantnim drugim modom. Duljine
membrana izabranih stanica nalaze se unutar intervala
29 — 49um. Koristedi taj interval, u analizi stabilnosti,
dok su drugi parametri bili fiksni odredeno je da su uis-
tinu samo prvi i drugi mod u Fourierovom razvoju nes-
tabilni. Analiza stabilnosti, osim u veé¢ spomenutom
kontekstu, korisna je i za pretrazivanje parametarskog
prostora u svrhu nalazenja nestabilnosti koje dovode do
pojave obrazaca, budué¢i da je nekoliko puta brza od
provodenja opéenitih numerickih simulacija.

Buducdi da je dinamicka polarizacija stanica koju posre-
duje Racl GTPaza vrlo kompleksna, odluéili smo pronaéi
karakteristicna svojstva procesa koje je moguce eksperi-
mentalno potvrditi. Simulacije modela predvidaju neko-
liko glavnih oblika ponaSanja stanica: putujuée valove,
stojne valove(prvi i drugi mod Fourierovog razvoja), te
njihove kombinacije. Uz to su za odredene vrijednosti
parametara dobivena stanja stabilne polarizacije (neho-
mogena stacionarna stanja). Stojni valovi su obi¢no tran-
zijentni prilikom formacije stabilnijih putujuéih valova
odnosno polarnih distribucija, iako mogu trajati i dese-
tak minuta, ovisno o pocetnim uvjetima. Ovi se obrasci
poklapaju s tipovima oblika stanica koje su proucavali
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Slika 2. Svaka nasumicna perturbacija (Crna linija) prostorno uniformnog stanja (siva linija) moze se razviti po Fourierovim
modovima. Linearna analiza stabilnosti daje stope rasta amplituda o, svih modova ¢, §to je prikazano disperzijskom relaci-
jom (plava linija). Nestabilnim modovima (oznacenim crveno) amplituda raste i odreduje obrazac koji nastaje iz nasumicne

perturbacije. Preuzeto iz:[8].
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Slika 3. (A) Pojava stacionarnih (gore) i putujuéih valova (dolje) fluorescentne sonde za aktivni Racl u stanicama Dictyostelium
divljeg tipa tijekom nasumiénog kretanja. Mjerilo iznosi 10um. (B) Oscilacije kao prijelazni oblik rjesenja. Lijevo: eksperiment.
Desno: teorija. Male slike: Autokorelacijska funkcija signala (rjeSenja) — pomazu razluéiti stacionarne od putujuéih valova.
(C) Monopolarne stanice. Lijevo: eksperiment. Desno: teorija. (D) Bipolarne stanice. Lijevo Eksperiment. Desno Teorija

Maeda i suradnici. Oni su otkrili kako stanice Dictyoste-
lium u vegetativnom i agregiraju¢em stanju, bez vanjskih
podrazaja, obi¢no poprimaju tri razliita obrasca: rota-
cije, oscilacije i elongacije [11]. Kako je aktivni Racl
odgovoran za promjene stanja aktinskog citoskeleta koji

odreduje oblik, mozemo ocekivati pojavu slicnih obra-
zaca u njegovoj koncentraciji. Napomenimo kako elon-
gacija podrazumijeva stanja s jednim ili dva podrucja
poviSene koncentracije Racl proteina na membrani, §to
nazivamo monopolarnim odnosno bipolarnim stanjima.
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Slika 4. (A) Eksperimentalno izmjereni membranski intenziteti fluorescentnih proba za aktivni Racl (lijevo) i DGAP1 (sredina)
prikazani u obliku kimografa. Desno: vremenska evolucija intenziteta fluorescencije na fiksnom polozaju na membrani. (B)
Prikaz koncentracije aktivnog proteina Racl te ukupne koncentracije proteina DGAP1 (u samostalnom obliku i u kompleksu),

dobivenih numerickim rjesavanjem jednadzbi modela.

Proucavanjem snimke kretanja stanica nadeni su i takvi
obrasci. Na slici 3 prikazana je usporedba eksperimen-
talnih rezultata i simulacija modela.

Proucavanjem vremenske evolucije koncentracije pro-
teina Racl i DGAP1 utvrdena je karakteristi¢na razlika
u fazi izmedu Racl te sume koncentracija Racl-DGAP1
kompleksa i DGAP1. Ovdje u obzir moramo uzeti sumu
spomenutih proteina buduéi da DGAP1 proba u eks-
perimentima ne moze razluéiti izmedu DGAP1 i kom-
pleksa Racl-DGAP1. Ako prostorno-vremenska distri-
bucija odgovara putujué¢im odnosno stojnim valovima,
variranjem parametara modela odredeno je da Racl val
prestize DGAP1 val za otprilike 1.5 — 3rad. Ovaj se re-
zultat slaze s ve prije spomenutim radovima u kojima
je otkriveno kako se aktivni oblik Racl proteina loka-
lizira na vodeéem kraju, dok je DGAP1 ograni¢en na
straznji kraj stanice. U sljede¢em je koraku snimljeno 10
stanica divljeg tipa s fluorescentno obiljezenim aktivnim
oblicima Racl i DGAP1, a ¢ija je distribucija odgovarala
stojnim odnosno putuju¢im valovima. Rezultati ukazuju
kako se ove dvije distribucije zapravo djelomi¢no prekla-
paju s faznom razlikom ¢ = 2.4 4+ 0.4rad i nisu lokali-
zirane na medusobno iskljucivim dijelovima membrane,
§to je u skladu s predvidanjima naSeg modela. Primjer
odnosa putujuéih valova Racl i DGAP1 proteina prika-
zan je na slici 4. U sljede¢em smo koraku proucili raz-
liku u fazi izmedu povisenih koncentracija spomenutih
proteina koriste¢i parametre modela koji daju monopo-
larna odnosno bipolarna stanja. Ocekivali smo sli¢ne re-

zultate kao u slucaju putujucih i stojnih valova, buduéi
da je opéenito prihvaceno kako se te dvije populacije lo-
kaliziraju na suprotnim krajevima stanice. Ispostavilo
se, medutim, kako su maksimumi njihovih koncentracija
u fazi odnosno da se preklapaju. Proucavanjem snim-
ljenih stanica ispostavilo se da se distribucije Racl i
DGAP1 zaista preklapaju ukoliko je stanica u monopo-
larnom odnosno bipolarnom stanju(slika 5A). Primjeéeno
je kako model reproducira polarizirana stanja ako je broj
DGAP1 molekula iznad odredenog praga. S druge strane
formacija stojnih i putujuéih valova u koncentraciji Racl
GTPaze ne zahtjeva prisutnost DGAP1 efektora (slika
5B).

DISKUSIJA

Nasi rezultati upuéuju na to da deterministicka reak-
cijsko difuzijska dinamika uvjetuje raspodjelu Racl GT-
Paze u stanicama amebe Dictyostelium discoideum. Mo-
del predstavljen u ovom seminaru primjer je reakcijsko-
difuzijskog sustava s oCuvanom masom koji moze stvo-
riti obrasce u koncentracijama. U prijasnjim je rado-
vima veé ponudeno nekoliko sliénih modela. Na primjer
Kliinder i suradnici osmislili su model polarizacije sta-
nice kvasca, koji se temelji na slicnim pretpostavkama
kao i nas [10]. Bitna razlika ova dva modela je ta sto
u njihovom modelu glavnu ulogu u procesu polarizacije
igra Cdc42. Taj protein porodice Rho je prisutan i u
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Slika 5. (A) Kolokalizacija proba za Racl i DGAP1 tijekom usmjerenog gibanja. (B) Kvalitativna ovisnost rjeSenja mate-
matickog modela o bifurkacijskim parametrima Ngqc1 1 Npgapi. Polarna stanja, odnosno neuniformna stacionarna stanja
pojavljuju se kao rjesenja modela tek prelaskom praga ukupnog broja DG AP1 molekula.

drugim eukariotskim stanicama, no nema ga u amebi
Dictyostelium gdje njegovu ulogu igra Racl. Na§ mo-
del kao kljuéni dio sadrzi interakciju GTPaze s njezi-
nim efektorom. Ponudeni su i modeli stani¢nog kreta-
nja za amebe Dictyostelium s naglaskom na kemotaksiji
[3], zasnovani na aktivator-inhibitor pristupu spomenu-
tom u uvodu. Ti modeli uklju¢uju i interakcije s fo-
sfolipidima na membrani, dok je nas fokusiran na inte-
rakciju izmedu proteina. lako spomenuti modeli mogu
reproducirati odredene oblike kretanja vegetativnih sta-
nica, njihova je glavna mana §to varijable nisu vezane za

specificne proteine. Na§ je pristup zasnovan na eksperi-
mentalnim radovima koji su pokazali da je klju¢na kom-
ponenta signalnog puta koji promatramo protein Racl i
njegova interakcija s efektorom DGAP1 [7].

Ponudeni model uspje$no reproducira primijeéenu lo-
kalizaciju aktivnog Racl na prednjem i DGAP1 proteina
na straznjem kraju stanice, uz neke nove spoznaje. Naj-
prije je pokazano kako simulacije i eksperimentalni rezul-
tati upucuju da te dvije populacije nisu lokalizirane na
medusobno isklju¢ivim podruéjima, ve¢ se mogu donekle
preklapati, ovisno o parametrima i pocetnim uvjetima.



Taj je zakljucak potkrijepljen snimljenim monopolarnim
i bipolarnim stanjima stanica. Ponudeni model predvida
kako su monopolarna i bipolarna stanja uvjetovana pra-
gom koli¢cine DGAP1 proteina u stanici. To povla¢i da
stanice s potisnutim DGAP1 efektorom ne mogu formi-
rati takva stanja, Sto planiramo istraziti u buduénosti
proucavanjem mutanata. Model opisan u ovom radu
predstavlja prvi takve vrste za amebu Dictyostelium dis-
cotdeum i moze ponuditi nekoliko razli¢itih obrazaca pri-
mije¢enih u eksperimentima. Jedno od moguéih po-
boljsanja modela je ukljucivanje stohastickih procesa koji
bi mogli obogatiti dinamiku simulacija takvih sustava.

METODE
Kulture stanica, mikroskopija i obrada slika

Za odredivanje dinamike i lokalizacije aktivnog Racl
proteina, u eksperimentima su koristene stanice divljeg
tipa AX2 soja koje su proizvodile fluorescentno obiljezenu
sondu koja se veze specificno za aktivnu formu GTPaze
Racl. Nadalje, za promatranje odnosa distribucija ak-
tivnog Racl i DGAP1 na membrani koristene su sta-
nice AX2 s izrazenom fluorescentnom probom za ak-
tivni oblik Racl kao i fluorescentno obiljezenim prote-
inom DGAP1. Fluorescencijska konfokalna mikroskopija
zivih stanica Dictyostelium discoideum provedena je na
mikroskopu Leica TCS SP8 X (Leica Microsystems) na
temperaturi 22°, u malim posudicama na staklenoj pod-
lozi. Stanice su dva puta isprane u fosfatnom puferu 30
minuta prije snimanja. Valne duljine za pobudivanje i de-
tekciju bile su: 514nm i 525 —565nm za DYFP te 574nm
i 605 — 670nm za mRFPmars. Kvantitativna analiza flu-
orescentnih signala napravljena je u programu ImageJ

[15] s modulom QuimP [4].

Numericke simulacije

Sve  numericke
MATLABu[18].

simulacije napravljene su u
Prostorna domena podijeljena je

na 50 tocaka. Za procjenu prostornih derivacija je
koristena je metoda konacnih razlika, koja je efektivno
svela problem na set 50 obi¢nih diferencijalnih jednadzbi.
Te su jednadzbe rijeSene pomoéu MATLABa koristeéi
funkciju odel5s. Autor kodova je Marko Sostar.

Analiza korelacije

Kako bismo mogli bolje razluc¢iti pojavu obrazaca
fluorescentnih proba koristena je autokorelacijska funk-
cija, dok je za odredivanje fazne razlike izmedu signala
izracunata 2D krizna korelacija fluorescentnih intenzi-
teta Racl i DGAP1. Autokorelacijska funkcija intenzi-
teta Racl signala Irqq(z,t) 1 krizna korelacijska funk-
cija izmedu Irse1(x,t) te Ipgapi(x,t) definirane su na
sljedeéi nacin:

CIRacl T Rac1 (AJ?, At) =

<IRacl (‘T + A:ZZ, t+ At'IRacl (:E, t))>x,t

—
({Rac1 (2, t)>z,t

(11)

CIRacl JIpcapr1 (A'rv At) =

<IRQC1(ZL' + AIL‘, t+ At~IDGAp1(:]C, t))>z,t

—_—2 _—2
V et @), - (ToGar:

(12)
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