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Divisao Celular: Mitose - 1:2, Meiose 1:4

Mitose (todas as células): célula dipldide 2N cromossomas origina duas novas células

de 2N cromossomas cada (2N + 2N).
Meiose (células germinais): célula dipldide 2N cromossomas origina quatro novas

células de N cromossomas cada (N + N + N + N).
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Divisao Celular: Mitose - 1:2, Meiose 1:4

Mitose (todas as células): célula dipldide 2N cromossomas origina duas novas células
de 2N cromossomas cada (2N + 2N).

Meiose (células germinais): célula dipléide 2N cromossomas origina quatro novas
células de N cromossomas cada (N + N + N + N).
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Divisdao Celular: Mitose - 1:2, Meiose 1:4

Mitose (todas as células): célula dipldide 2N cromossomas origina duas novas células
de 2N cromossomas cada (2N + 2N).

Meiose (células germinais): célula dipldide 2N cromossomas origina quatro novas
células de N cromossomas cada (N + N + N + N).
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Introduc3o e fusos de controlo

Objecto de estudo: Células de extratos de
ovos de Xenopus laevis

Identificacao de speckles:

@ Andlise quimografica (Maddox et al.,

20033) Fig. 4: [1]. Fig. 1 - Fuso meiético de célula de
Xenopus laevis. A, D. Bar, 10 um
@ Correlagdo cruzada na identificagdo de

padrdes de speckles ( Miyamoto et al.,
2004 )

@ ldentificacdo individual
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Introduc3o e fusos de controlo

Em fusos controlados:
n = 66711 trajectorias de 11 fusos

@ v =256um
@ 0 =0.61pm/min
@ Av ~0.11um/min

Velocidade diminui ~ 20% nas zonas
dos polos.

Taxas de fluxo nas regides 1 - 2 e 22 - 23
significativamente diferentes da taxa de
fluxo em 11 - 13. Utilizou-se um teste de
hipdteses t-student sobre as médias, nivel de
significAncia p = 0.001, t = g;;{,yz

nl + n2 — 2 graus de liberdade.
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Fig. 5: [1]. Fig. 1 - Regional variation of poleward
microtubule flux in control Xenopus egg extract
spindles. A, D, E, F, G, H. Bar, 10 umm
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Fusos de controlo

Factores possivelmente causadores de diminuicdo do fluxo nos polos:

@ Geometria do fuso mitético
@ Cinetocores e centrossomas

@ Complexo Dynein/dynactin e kinesin-5
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Geometria do fuso mitdtico

O efeito da projec¢do de trés dimensdes causaria também um decréscimo do desvio

padrdo das velocidades da tubulina, o que n3o se observou.

Seja N é o nimero de grupos de speckles, cada grupo
relativo a uma velocidade média; V; - velocidade média de
cada grupo i; ¢; - peso relativo da velocidade do grupo /; 6;
- variagdo do dngulo de curvatura dos microtubulos no
grupo i.

@ Velocidade média total dos speckles é dada por:
V=31 aV,

@ Assumindo que as velocidades de cada grupo, V;, n3o
est3o correlacionadas: o?(V) = Z,N:1 c’o;?

@ 0,2(V)= Z,N:1 ci? x cos20; x 0% < o2

Fig. 6: Vectores de desvio padrdo
representados ao longo dos
microtubulos.
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Inibicao das kinetochores e dos centrossomas

~
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Fig. 8: [1] Fig. 2 - Regional variation of poleward
microtubule flux in spindles assembled around
plasmid DNA-coated beads. B, C, E, F.
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Inibicdo do complexo Dynein/dynactin e kinesin-5

CIZOD

Fusos com p50/dynamitin em excesso: f:; .

n = 23,768 trajectérias de 7 fusos £
@ ¥ =214umin

0 1 3
Speckle valochy [jimimin]

@ & =0.58um/min

Es
@ N3o ha variagdo regional do fluxo E” ”l“l”l“”“””l“] . /J \
significativa. 3 2os
(Concordante com Burbank et. al (2007)) fos %M o
R A N W

Fig. 9: [1]. Fig 3 - Inibition of dynein/dynactin,
kinesin-5 or both suppresses regional variation of
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(2007)) kinesin-5 or both suppresses regional variation of

poleward microtubule flux. G, M.

Mariana Cunha Andlise do fluxo dos microtubulos em direccio aos polos durante a divisio celular 18 Jan 2012 8/19



Biologia Celular Artigo [1] Métodos Desenvolvidos Conclusdes
o 00000®@00000 (e]ee)

Inibicdo do complexo Dynein/dynactin e kinesin-5
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Fig. 11: [1]. Fig 3 - Inibition of dynein/dynactin,
kinesin-5 or both suppresses regional variation of
poleward microtubule flux. R, S.

Assim, um mecanismo de fluxo baseado na trag3do dos polos n3o é suficiente par explicar
a variag3o regional de fluxo. O complexo Dynein/dynactin e kinesin-5 parecem provocar
em simultdneo a diminui¢do do fluxo da tubulina na zona dos polos.
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Andlise estatistica da distribuicao da velocidade

Testes a normalidade das distribuicdes das velocidades:

> Lilliefors, Anderson-Darling, Shapiro-Francia (R-project, Nortest package)

Para testar nos dados grupos com diferentes distribui¢cdes de velocidade:

> Método baseado em Fraley and Raftery (2002) (R-project, MCLUST package)
Contudo: Este método determina, através de optimizagdo, simultaneamente o

nimero de modelos e os respectivos pardmetros éptimos (média e desvio padrio)
utilizando o BIC

x = amostra aleatéria
Lpp(x, ) = estimador de méx. veros. para o modelo,
PN 6 = vector de pardmetros éptimos do modelo,
BIC =2 |°g LM (X7 6) — my IOg(n) mps = nimero de pardmetros independentes do modelo,
n = tamanho da amostra (ntim. de trajectdrias
identificadas)

Aplicagdo do teste considerando até 9 modelos de distribuicSes diferentes para os dados.
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Toble §1. BIC values for mede analysis of speckle velocity distributions in control

P

Spindle ID Normality test BIC
p=value
Rank = first Rank = second Rank = third
Spindle 01 5.27 x 10770 =1.0922 » 10* =1.0942 x 10¢ =1.1117 = 10°
nm2 nm=3 n=]
Spindle 02 6.58 x 107" —1.0470 = 10% —-1.0489 x 104 -1.0526 x 10°
nm2 nm=3 ne=l
Spindle 03 1.27 = 10752 -9.5237 x 10* -9.5352 x 10* -9.6831 x 10°
nm? nm=d nel
Spindle 04 6.11 % 107%2 -9.3871 x 10* —-%.4030 x 10* —-9.5902 x 10*
ne3d nm2 n=]
Spindle 05 1.36 =« 1073 =1.0931 = 10* =1.0944 x 10¢ =1.1047 =« 10°
nm2 nm=3 n=]
Spindle 06 874 x 1078 -9.7100 x 10* -9.72%4 x 10* -9.7846 x 10°
nm2 nm=3 ne=l
Spindle 07 1.18 % 1072 -8.5460 x 10° -8.5640 x 10° -B8.5080 x 10°
ne?2 nm=3d nel
Spindle 08 717 % 107% -8.7255 x 10* -8.7327 x 10* -B.8183 x 107
nw2 n=3 n=l
Spindle 0% 553 %107 -4.0002 x 10¢ -4.0166 x 10 -4.0586 x 10*
nw?2 n=3 n=]
Spindle 10 7.06 x 1072 -4.5195 x 10* -4.5293 x 10* -4.5188 x 107
ne2 nm=3 ne=l
Spindle 11 596 % 107¢ -6.4017 x 10* —6.4070 x 10* —6.4593 x 10*
ne?2 nm=3 nel

 danstes the number of mades Fitted
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Andlise de clusters e Combinacdo de distribuicoes

Analise de Clusters

Para as 23 regides do fuso efectuou-se andlise de clusters afim de prever o niimero de

modelos de velocidade para cada uma.

Tabela 1: Andlise de clusters para 2 distribui¢des de velocidade.

Fusos 2 modelos de velocidade
Controlo (n = 11) ~ 90%
Complexo Dynein/dynactin inibido (n =7)
Kinesin-5 inibida (n = 17) < 20%
Complexo Dynein/dynactin e kinsin-5 inibidos (n = 6)
Mariana Cunha Andlise do fluxo dos microtubulos em direccio aos polos durante a divisio celular 18 Jan 2012
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Andlise de clusters e Combinacdo de distribuicoes

Anilise de Clusters
Para as 23 regides do fuso efectuou-se andlise de clusters afim de prever o niimero de
modelos de velocidade para cada uma.

Tabela 1: Andlise de clusters para 2 distribui¢des de velocidade.

Fusos 2 modelos de velocidade
Controlo (n = 11) ~ 90%
Complexo Dynein/dynactin inibido (n =7)
Kinesin-5 inibida (n = 17) < 20%
Complexo Dynein/dynactin e kinsin-5 inibidos (n = 6)

Combinacao de distribuicdes para cada regiao
Para cada banda i, i = 1,...,23, para cada v temos o pardmetro P;(v) = P(X < v) que
é a func3o de distribuicdo comulativa dos speckles na banda i, X amostra aleatéria.
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Andlise de clusters e Combinacdo de distribuicoes

Anilise de Clusters
Para as 23 regides do fuso efectuou-se andlise de clusters afim de prever o niimero de
modelos de velocidade para cada uma.

Tabela 1: Andlise de clusters para 2 distribui¢des de velocidade.

Fusos 2 modelos de velocidade
Controlo (n = 11) ~ 90%
Complexo Dynein/dynactin inibido (n =7)
Kinesin-5 inibida (n = 17) < 20%
Complexo Dynein/dynactin e kinsin-5 inibidos (n = 6)

Combinacao de distribuicdes para cada regiao
Para cada banda i, i = 1,...,23, para cada v temos o pardmetro P;(v) = P(X < v) que
é a func3o de distribuicido comulativa dos speckles na banda i, X amostra aleatéria.

(v—pp)?
_ d )
Dy (v, pk,0k) = fov \/%Gk e 2%k dv,k =1,..., K, em que K representa o ntimero de

modelos de distribuic3o de velocidade (K=2 em fusos de controlo e DNA-beaded fusos).
O peso relativo a dar a uma distribui¢do na banda i, ¢c; (2 =1 — ¢1), é calculado
minimizando o erro:

‘max K
e = Jo™™ (Pi(v) — Xi—1 sk Di(v, pi, o)) dv,
em que Vmax é o limite superior das velocidades dos speckles.
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Distribui¢des de velocidad
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Fig. 12: [1]. Fig. 4 Organizacdo espacial dos microtubulos do fuso (A,C,E,G e 1) Anilise de modelos de
distribuic3o para as velocidade de fluxo de modelos individuais representativos de vérios fusos. (I)
Vermelho, modelo répido; verde, modelo lento; ciano, mistura de ambos. (B, D, F, H, and J)
Contribuigdo regional dos modelos de velocidades. (B; n = 11), (D;n =9),(F;n=7), (H;n=7), (Jin
= 6).(K-0) Distribui¢do espacial das ocorrencias de speckles no fusos analizados em A,CE,G e |.
Laranja, speckles movendo-se para o polo da esquerda; azul, speckles movendo-se para o polo da direita.
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Arquitetura do fuso

Lii20 14) ey jw)y e 3| ua| ee|  |em| 30| §32p33)
Region index
Ichmmusume kinetochore :-'i Dynein crosslinking barrel and polar arrays.

x Dynein madiating pole formation at
microtubule minus ends
= microtubule in polar array 3 Kinesin-5

— microtubule in barrel array

Fig. 13: [1]. Fig. 4 Organizacdo espacial dos microtubulos do fuso (R) Modelo: dois conjuntos de microtubulos
ligados aos polos de fluxo lento (verde) estdo dinamicamente acoplados via proteinas motoras a um conjunto de
microtubulos de polaridade antiparalelos e de velocidade superior (vermelho). As bandas cinzentas representam as
regides 1-2 e 22-23 definem, respectivamente, o polo esquerdo e o polo direito na andlise efectuada.
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Drosophila S2

Objecto: Células de Drosophila S2 em
que a tubulina estd ligada a uma
molécula fluorescente (GFP).

Fig. 14: Fuso mitético de célula de Drosophila
52, IBMC

Problema: Os microtibulos (MTs) tém um nivel de fluorescéncia uniforme;
Inconvenientes:
i) impede a observa¢cdo da dindmica longitudinal dos MTs
ii) obscurece os processos de substituicdo dos MTs que acontecem a todo o
momento.

Objectivo: Interessa-nos quantificar o fluxo e tempo caracteristico de turnover;
verificar se hd diminui¢do do fluxo ao nivel dos polos.
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Conformal Mapping

Estabelecer invariancias

@ Rotacgdo

° AJUSte de escala Fig. 15: Fuso mitético de célula de Drosophila S2

(IBMC). Fuso visualizado através do comando contour()
(Matlab). Fuso rodado e centrado na elipse (Matlab).

Conformal mapping
Hipétese: O fuso mitético apresenta,
projectado a 2D, forma elipsoidal

) ) I . .

@ Projectar cada microtubulo a 1D ig. 16 ”“S;'i‘:)‘f:_’r:ft;“’gj’gma' mapping
X

Cn) — 5+ 5 =1—(an)
a b

Frame 10

@ Interpolagdo nas linhas

S0 100 150 200 260

0 150 200

Fig. 17: Fuso mitético de célula de Drosophila S2 (IBMC)
apds conformal mapping. Fuso anterior apds interpolagdo.
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Cdlculo da velocidade

Conclusées

Fungdo de correlagdo cruzada (1 dim):

% |=

0
R Frame(t:)

100 plot() = xcorr()
20 —— Ax

150 1% L E

= L EaN Frame(tis1)

» 00
20 _
250
= d0 150 20 250 T

Fig. 18: Esquema do célculo do deslocamento entre dois frames utilizando
correlagdo cruzada no Matlab.

Fig. 19: Mapa de velocidades
obtido no Matlab.

(continuo) ACorr(f,g) = h(Ax) = [T f(x — Ax) - g(x)dx

—inf

(discreto) ACorr(f,g) = h(Ax) = 2A/X:, f(x — Ax) - g(x)dx — Max(h) — Ax

Fungdo de correlagdo cruzada (n dim):

(discreto) ACorr(fi, ..., f2) = h(v) = Yo, ,_ TI\ filx — ti - v)

— Max(h) — ¥
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Conclusoes

@ Apesar de as imagens obtidas terem bastante ruido, os métodos que tém
vindo a ser desenvolvidos tém tido em conta esse factor afim de virem a ser
robustos a ruido.

H4 fortes indicios de que o fluxo da tubulina diminui na zona dos polos.
Possivelmente as velocidades dos speckles no fuso seguem dois tipos de
distribuicdo.

@ Numa anélise de correlagdo cruzada n3o é necessdrio haver identificacdo

individual de speckles, e portanto os algoritmos deste método podem ser
aplicados a um nimero muito superior de fusos e de tipos de células.

@ Os resultados do estudo no artigo estdo limitados a Xenopus-laevis.
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