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Povzetek

Raztopina molekul deoksiribonukleinske kisline (DNK) se pri razli¢nih zu-
nanjih pogojih obnasa kot liotropni teko¢i kristal, saj koncentracija molekul
doloc¢a njihovo pozicijsko in orientacijsko urejanje. Predstavljene so osnovne last-
nosti liotropih tekocih kristalov. Opisane so tri glavne interakcije, ki dolocajo
tekoCekristalno obnasanje raztopin DNK: fluktuacijska interakcija polimernega
tekocega kristala, sencena elektrostatska interakcija in hidracijska interakcija.
Komentirano je tudi urejanje DNK molekul v mikrokanalih.

1 Uvod

Deoksiribonukleinska kislina (DNK) je molekula, v katero Zivi organizmi kodirajo
svoj dedni zapis. Kemijsko gledano je DNK nerazvejan polimer sestavljen iz osnovnih
gradnikov nukleotidov, od katerih pa je vsak nadalje zgrajen iz dusikovih baz, sladko-
rja in fosfatne skupine. V zivih organizmih ima DNK obliko dvojne vijacnice, kar je
shematsko prikazano na Sliki 1. Velika anizotropnost oblike molekule, ki si jo lahko
v grobem predstavljamo kar kot usmerjen podolgovat valj ali elipsoid, povzroci, da
se DNK pri primernih pogojih (koncentracija, pH vrednost) orientacijsko oziroma
pozicijsko uredi in tvori tekocekristalne mezofaze.

Osnovna lastnost tekoc¢ih kristalov (TK) -tekocekristalnih mezofaz- je prav ori-
entacijski oziroma pozicijski (po plasteh) red sestavnih anizotopnih molekul, ki se
lahko pojavi pri doloc¢eni temperaturi (termotropni TK) ali pa koncentraciji (liotropni
TK) vzorca [1]. Raztopina molekul DNK je liotropni teko¢i kristal, kar pomeni,
da lahko s spreminjanjem koncentracije DNK molekul prehajamo med razli¢nimi
tekoCekristalnimi mezofazami. Orientacijsko urejanje tako liotropnih kot tudi ter-
motropnih TK se tipi¢no opiSe z enotskim vektorskim poljem, direktorjem, ki kaze v
preferencni smeri orientacije molekul, pozicijski red pa s poljem normale na tekocCekristalne
(smekticne) plasti. Na Sliki 2 je shematsko prikazan primer hkratnega orientacijskega
in pozicijskega urejanje molekul v smekti¢no A tekocekristalno mezofazo.

Poznavanje lastnosti molekule DNK in njenega urejanja je zanimivo tako s stalisc¢a
biologije, biofizike in biotehnologije, kot tudi “klasi¢ne” polimerne fizike. V biologkih
sistemih so tekocekristalne lastnosti DNK-ja pomembne pri podvajanju in prepiso-
vanju DNK-ja [3|, pri pakiranju le-tega v celi¢no jedro oziroma kromatin [2] ter pri
uporabi DNK-kationsko lipidnih struktur ob “nevirusni genski presaditvi” (nonviral
gene transfecion) [4]. Kot negativno nabit polielektrolit z dvojno vija¢no strukturo pa
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Slika 1: Shematska slika molekule DNK. Slika 2: Shematska slika smekti¢ne A

Prikazane so §tiri osnovne dusikove baze, tekocekristalne mezofaze. Molekule so
ki tvorijo bazne pare. Bazni pari so med hkrati urejene po plasteh, njihove dolge
seboj povezani z “opornico” (backbone), osi pa kazejo preferen¢no vzdolz normale
ki opiSe dvojno vijacnico. na plasti.

je DNK zanimiva tudi kot polimer, saj mu lahko s spreminjanjem zunanjih pogojev
(npr. gostote naboja topila, surfaktanta) spreminjas mehanske in biokemic¢ne lastnosti
[51(6].

V nadaljevanju so v drugem oddelku opisane osnovne lastnosti liotropnih tekocih
kristalov s poudarkom na amfifilnih molekulah. V tretjem oddelku preidemo na
lastnosti molekul DNK in lo¢eno predstavimo tri osnovne interakcije, ki doloc¢ajo
tekocekristalno obnasanje DNK-ja. Z njimi nato konstruiramo ena¢bo stanja molekul
DNK v raztopini soli ter opisemo zaporedje tekocekristalnih mezofaz, v katerih se
DNK lahko nahaja. Kot zanimivost in kot ena od moznih perspektiv Studija DNK
molekul je na koncu podan opis eksperimenta urejanja molekul DNK v mikrokanalu.

2 Liotropni tekoci kristali

Liotropne tekocekristalne faze se pojavijo tipiéno v raztopinah velikih molekul (npr.
DNA) v vodi ali organskem topilu. Za tvorbo liotropnih faz je klju¢na razli¢na topnost
posameznih delov raztopljenih amfifilnih molekul. Bolj topni deli molekul tako §¢itijo
manj topne, kar se odraza v pozicijskem in orientacijskem urejanju molekul. V vodi
kot polarnem topilu se tako na primer amfifilne molekule urejajo s polarnimi hidro-
filnimi glavami proti vodi, saj s tem S¢itijo hidrofobne repe. Znane so tudi obrnjene
liotropne faze, kjer je topilo nepolarno in tako nepolarni repi amfifilnih molekul §¢itijo
polarne glave. Primer amfifilne molekule mila CH3 — (CHz)14 — COONa je prikazan
na Sliki 3. Osnovni trije razredi liotopnih tekoc¢ekristalnih faz 7] so lamelarna (8],
heksagonalna [9] in kubi¢na[10] .

Shematsko je lamelarna (L, ) tekoc¢ekristalna faza predstavljena na Sliki 4a. Zanjo
je znacilno pozicijsko in orientacijsko urejanje amfifilnih molekul v dvojne plasti, med
posameznima dvojnima plastema pa se formira plast topila. V vodnih raztopinah je
tipi¢na debelina dvojne plasti za 10 — 30% krajsa kot je dvojna dolzina raztopljenih



molekul, debelina plasti vode pa je tipi¢no od 1 nm — 10 nm. Lamelarna faza se prav-
iloma pojavi pri koncentracijah topljenca (amfifilnih molekul) nad 50%. Za lamelarno
fazo je znacilna tudi relativno nizka viskoznost, saj dvojne plasti lahko drsijo druga
ob drugi.

Heksagonalna liotropna TK faza (Slika 4b) se tipi¢no pojavi pri koncentracijah
topljenca od 40% — 70%. V tej fazi amfifilne molekule tvorijo “micelarne valje” (mi-
cellar cylinders), ki so urejeni v heksagonalno mrezo. Razmik med micelarnimi valji
je moc¢no odvisen od koncentracije topljenca in je tipicno med 1 nm — 5 nm. Heksag-
onalna liotropna TK faza je navkljub relativno velikem delezu vode zelo viskozna.

Kubi¢na liotropna faza (Slika 4c) pa se pojavi, ¢e je koncentracija topljenca Se
nizja kot pri heksagonalni liotropni fazi, torej pod ~ 30%. Znanih je ve¢ podfaz
(I1,1I5,V1,V5), ki se razlikujejo po strukuri micelarnih objektov. Osnovna znacilnost
kubicéne liotropne faze je, da je zaradi kubi¢ne simetrije opti¢no izotropna, zaradi
majhnega Stevila “striznih ravnin” (shear plane) pa tudi mo¢no viskozna.
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Slika  3: Shematska  Slika 4: Primeri razredov liotropnih tekocekristalnih faz:

slika in kemijska struk- (a) lamelarna faza z znacilno ureditvijo v dvojne plasti,

turna formula amfifilne med katerimi je voda, (b) heksagonalna in obrnjena hek-

molekule mila. sagonalna faza, ko se micelarni valji uredijo v heksago-
nalno mrezo, (c) kubi¢na faza z miceli, ki imajo kubi¢no
pozicijsko ureditev [7].

Obnaganje amfifilnega materiala se prikaze v temperaturno-koncentracijskem faznem
diagramu. Za vse fazne digrame je znacilen pojav kriti¢ne micelarne koncentracije in
Krafftove tocke (krivulje). Pri koncentracijah nizjih od kriticne micelarne koncen-
tracije se v micelarni raztopini ne tvorijo niti miceli, torej ni ve¢ opaznega liotrop-
nega urejanja. Podobno ni ve¢ liotropnega urejanja tudi pri temperaturah nizjih od
Krafftove tocke, saj kristal amfifilnih molekul ni ve¢ topen v topilu (npr. vodi). Za
molekulo mila C15H3;COONa je fazni diagram prikazan na Sliki 5. Opazimo znacilno
(“rule of thumb”) obnaSanje materiala, saj pri izbrani temperaturi (npr. ~ 100°C)

z veCanjem koncentracije amfifila vzorec prehaja iz micelarne preko heksagonalne v
lamelarno fazo in nato v obrnjeno tekocekristalno oziroma kristalno fazo.

Omenimo, da poleg organskih (amfifilnih) liotropnih teko¢ih kristalov avtorji poro¢ajo
tudi o anorganskih liotropnih TK [11]. Planarne plos¢ate molekule kislin H,M;,Z203,+5,
kjer je npr. M =8Sb, Z =P in n = 1,3, se namre¢ v vodni raztopini uredijo v lame-
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Slika 5: Fazni diagram temperature T v odvisnosti od koncentracije amfifila za
molekulo mila [7]. Z ve¢anjem koncentracije pri izbrani temperaturi je opazno znacilno
prehajanje iz micelarne preko heksagonalne v lamelarno fazo in naprej v obrnjeno
tekoCekristalno oziroma kristalno fazo.

larne tekocekristalne faze. Velika robustnost na spremembo zunanjih pogojev, kot je
temperatura ali pH vrednost, jih kaze kot zelo zanimiv gostiteljski medij pri dolo¢anju
struktur biomelekul z jedrsko magnetno resonanco.

Zanimiva je tudi povezava liotropnih tekocih kristalov s koloidnimi inkluzijami.
Iwashita in Tanaka [8] na primer poro¢ato o opti¢ni manipulaciji defektov v liotropni
lamelarni fazi, ki jih ustvarita s sferi¢cnim koloidnim delcem. Ker je tipi¢ni upogibni re-
laksacijski ¢as liotropnega TK veliko vecji (~ 10 s) kot je relaksacijski ¢as popravljanja
linijskega defekta (hitrost tipi¢no ~ 10 um), lahko deluje defektna struktura, ustvar-
jena z opti¢no pinceto in koloidom, kot “spominska enota” za trajektorijo koloida.

3 DNK

Mikroskopsko je molekula DNK s svojo dvojno vija¢nico ter malim in velikim jarkom
veliko bolj zapletena od npr. amfifilnih molekul, kot tipi¢nih gradnikov liotrop-
nih tekoc¢ih kristalov. DNK nima preprosto dveh delov, od katerih je en bolj po-
laren in drugi manj, pa¢ pa se porazdelitev naboja spreminja zaradi vijacne struk-
ture (perioda 3.4 nm) periodi¢no vzdolz celotne molekule. Zaradi vijatne strukture
se ob tekocekristalnem urejanju pojavijo tudi kotne frustracije med molekulami, ki
so posledica lokalne polarizacije DNK-ja pravokotno na vijaéno os. Izkaze se, da
prav kotne frustracije pomembno vplivajo na izbiro tekoCekristalne faze, v kateri se

konkretna DNK raztopina nahaja [12].
Ker so mikroskopske lastnosti in interakcije med posameznimi tekocekristalnimi



molekulami kot npr. DNK praviloma zapletene in tezko opisljive, se opis prevede na
makroskopsko kontinuumsko sliko, kjer obnaganje molekul opisujejo krajevno odvisna
skalarna (npr. gostota) in vektorska/tenzorska polja (npr. direktor), mikroskopski
detajli pa se “skrijejo” v velikosti razli¢nih materialnih konstant. V nadaljevanju bodo
lo¢eno predstavljeni opisi pojavov, ki vplivajo na urejanje DNK molekul. Polimerna
nematska teorija je povzeta po [2] in [13], elektrostatska interakcija med poli-ionoma
po [14] in [15], hidracijska interakcija pa po [17].

3.1 Enacba stanja polimernega tekocega kristala [2] [13]

Omejimo se na obravnavo nematskega tekocega kristala, katerega osnovni gradniki so
lahko dolge toge polimerne molekule ali pa le njihovi togi deli. Vse molekule naj bodo
preferenc¢no orientirane vzdolz smeri z, tako da lahko enotsko krajevno odvisno direk-
torsko polje n(r) zapisemo kot n = (ng,ny,1) in je ngy,n, < 1. Predpostavimo tudi,
da k interakciji med polimernimi molekulami prispevajo le fluktuacije v njihovi ori-
entaciji on = (dny,dny,0), tako da je elasti¢na prosta energija polimernih nematskih
molekul enaka:

Fy = % / Pr A2 (K1 (V ) - 6n)2 + Ko(V ) x on)2 + Ks(.6n)2] , (1)

kjer so K1, K5 in K3 tekocekristalne elasti¢ne konstante, indeks | pa pomeni koli¢ino
vV Xy ravnini.

V polimernih nematskih TK so fluktuacije ravninske koncentracije polimernih
verig dp sklopljene z orientacijskimi fluktuacijami dn. Za neskon¢no dolge in toge
polimere je sklopitev dolocena s kontinuumsko enacbo:

0,6p+poVy -on=0 |, (2)

kjer je pp ravnovesna ravninska koncentracija. V realnosti pa so seveda polimeri
kon¢no dolgi, togi pa so tudi le na skali persisten¢ne dolzine polimera [. Sklopitev med
gostotnimi in orientacijskimi fluktuacijami v Enacbi 2 se zato dopolni in se ji dolo¢i
njeno “moc¢”, kar se naredi z uvedbo dodatne sklopitvene konstante G. Pomembna
lastnost polimernih nematskih TK je tudi njihova stisljivost B, saj doloca raztezanje
materiala in posledi¢no ravnovesne razdalje med molekulami.

Ce se uposteva vse tri glavne pojave, ki dolo¢ajo obnasanje polimernega nematika,
torej elasti¢nost orientacijskih fluktuacij, sklopitev orientacijskega reda z gostoto in

stisljivost materiala, se lahko zapise celotni mezoskopski Hamiltonjan H kot:

1 6\
H:F0+FN+§/d2I‘LdZ <B (p_ﬂ) + G(0,0p + poV L -5n)2> , (3)
0
kjer je G oblike:
kpTl
G = , 4
20 (4)

in je Fj konstanta. Komentirajmo, da je v Enacbi 3 orientacijska elasti¢na energija Fy
konstruirana fenomenolosko iz skalarnih invariant direktorskega polja. Vsaka izmed
elasti¢nih konstat predstavlja svoj tip elasti¢ne deformacije: pahljaco (K), zasuk



(K3) in upogib (K3). Clen B(dp/po)? opisuje v najnizjem redu (kvadratnem) upi-
ranje materiala spremembi gostote. Podobno je preko kvadratne forme (konstanta G)
podana sklopitev med orientacijskimi in gostotnimi fluktuacijami.

Hamiltonjan v Ena¢bi 3 se nadalje uporabi za izracun proste energije polimernih
nematskih molekul kot funkcije zunanjih parametrov, predvsem ravninske koncen-
tracije p oziroma razmika med sosednjimi molekulami d. Najprej se H prepiSe v
recipro¢ni prostor valovnega vektorja q z uporabo Fourierove transformacije nad r in
p- Nadalje pa je potrebno izrac¢unati fazno vsoto s Hamiltonjanom v recipro¢nem pros-
toru preko funkcionalnega integrala direktorskega polja kot funkcije valovnega vek-
torja. Ko to izvedes ob predpostavki zelo togih polimerov (G — o) in ko zanemaris
¢lene, ki niso sklopljeni z gostotnimi fluktuacijami, dobi§ prosto energijo polimernih
nematskih tekocih kristalov F"

1 R dZQqu,z 2 2 4 2
F = —kpT —og In(Kiqlq; + Ksq, +Bqi) (5)
S N BN

kjer je q. komponenta valovnega vektorja vzdolz verig in ¢, pravokotno na verige.
Dobljena prosta energija je integrabilna po ¢q,, medtem ko pa integral po ¢ divergira.
To je tipicen problem, na katerega se naleti ob ra¢unu fluktuacijske proste energije, saj
je Stevilo nihajnih prostostnih stopenj v racunu “naceloma neskon¢no” in posledi¢no
tudi prosta energija divergira. Prava fizikalna slika pa je seveda drugacna, saj v naravi
ne morejo obstajati nihanja z valovnimi dolZinami manj$imi od velikosti gradnikov,
kar pomeni, da se v ra¢unu mora uvesti mejno vrednost valovne dolzine (najmanjsa
mozna) oziroma valovnega vektorja ¢ mq;(najvecji mozni). Integral v Enacbi 5 se
tako lahko izvede, vedar pa je analiti¢no izra¢unljiv le v limitah majhne (¢ e <
2\/BK3/K?) in velike (q1mar > 24/BK3/K?) koncentracije polimernih molekul:

k 5/2
5-233€¥r 4\/ Kﬁqu_/max +. qLmaz K 2 BK;}/K%

F= (6)
k?g;rv \/ Kﬁlqimax +.. d1imaz > 2\/ BK3/K12

Ravninska koncentracija polimernih molekul oziroma razmik med njimi v Enacbi 6
eksplicitno ne nastopa, pac pa se skriva v volumnu in predvsem v q | ;mqz- Ce razumemo
d kot efektivno razdaljo med polimernimi molekulami, velja namre¢ za volumen so-
razmernost V o L - d? (L je dolzina vzorca), medtem ko pa je qlmee =~ m/d. Ko
nadalje upostevas, da je stisljivost B = V9?F/0V? in da je glavno obnagSanje elasti¢ne
konstante K3 oblike K3 ~ kpT(lpers.po + 1/ajed.), kjer je lpers. peristencna dolzina
polimera in ajeq. velikost togega jedra polimera lahko dolocis odvisnost fluktuacijske
proste energije od razmika med molekulami:

d=2/3, majhna koncentracija
F~ (7)
d—2, velika koncentracija

3.2 Elektrostatska interakcija med cilindri¢nima poli-ionoma [14][15]

Na povrsini, makromolekuli ali delcu, ki se nahaja v tekoc¢ini, se lahko pojavi naboj
zaradi ionizacije oziroma disociacije povr8inskih skupin (npr., —-COOH — —COO™ +



H™) ali pa zaradi adsorpcije ionov iz raztopine na predhodno nenabito povr§ino/makromolekulo
(npr., vezava Ca™). Vendar pa je ta povrsinski naboj vedno uravnoteZen z obmocjem

enako velikega vendar nasprotno predznacenega “proti-naboja” v okoligki raztopini ne

glede na nacin nabitja povrsine. Proti-naboji v raztopini so lahko vezani na povrsino

ali pa se hitro termi¢no gibljejo v plasti blizu povrsine, imenovani elektri¢cna dvojna

plast (glej Sliki 6 in 7).

\ezan ion
; @
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@

Slika 6:  Shematska slika Slika 7: TEM slika poroznega ogljika (“colloidal-

nabite povrsine z vezanimi in  crystal-templated porous carbon”) [16]. Ce se ta

nevezanimi proti-ioni [15]. porozni ogljik nahaja v zZvepleni (VI) kislino HoSO4,
se zaradi velike povrsine ogljika tvori tudi velika
elektricna dvojna plast, kar dela ta material kot
izredno zanimiv v proizvodnji kondenzatorjev.

Za opis takega sistema je potrebno uvesti volumsko koncentracijo naboja pg;. in
elektrostatski potencial v, ki ga povzrocajo krajevno loceni nasprotno-zna¢ni naboji.
Potencial v in gostota naboja pe;. sta povezana preko Boltzmanove porazdelitve ter
Poissonove enacbe. Za ione z valenco Z velja:

Pel = pel.OeizeOdJ/kBT (8)

ecoV2) + Zegpe, =0 (9)

kjer je pero volumska gostota naboja v obmodjih, kjer je ¢ = 0, in je € dielektri¢na
konstanta. Enacbi 8 in 9 lahko zdruzis in dobis t.i. Poisson-Boltzmanovo (PB) enacbo,
ki predstavlja osnovo za obravnavo nabitih raztopin delcev, makromolekul:

2y = _Zeo,Oel.O o—Zeot/kpT (10)
€€0

Resitev PB enacbe z ustreznimi robnimi pogoji (npr. elektronevtralnost vzorca) da
ravnovesno prostorsko odvisnost potenciala i in gostote naboja pe;.. Ce ocenimo
elektri¢no polje v blizini nabite ravne plosce, ki jo obliva voda (e = 80), dobimo za
popolnoma ionizirano povrsino s povriinsko gostoto naboja ¢ ~ 0.3 C/m? preko
preproste zveze E = o/2eeq vrednost E ~ 2 x 10® V/m. Komentirajmo, da se
Enac¢bo 10, ki velja za raztopino ionov ene vrste, lahko hitro posplosi tudi za raztopino
vecih vrst ionov ¢, za kar je potrebno volumsko gostoto naboja zapisati kot:

pet. = Y Zi€oper. i (11)

(2



kjer je Z; valenca posamezne vrste ionov in pe;. ; volumska gostota naboja posamezne
vrste ionov.

Resitve PB enacbe dajo kvantitativno dobre rezultate na skalah (npr. razmik med
mejami vzorca), kjer se prispevki posameznih ionov Ze izpovprecijo, kar je tipi¢no pri
skalah ve¢ od nekaj nm. Na manjsih skalah pa je potrebno upostevati dodatne efekte
kot so: korelacije med ioni (ion-correlation) in njihova kon¢na velikost, “sile slik nabo-
jev” (image forces), diskretnost povrsinskih nabojev in “solvacijske sile” (solvation
forces).

Znacilna lastnost nabitih koloidnih sistemov je njihova Debyeva dolzina kp, saj
predstavlja debelino elektricne dvojne plasti oziroma skalo, na kateri so povrsinski
elektrostatski efekti pomembni. Za raztopino posameznih ionov se Debyeva dolzina

zapise kot:
1/2
eeokT )
kp=|-—=—F5— . 12
<(Z€0)2Pel.o (12)

Debyeva dolzina je odvisna le od lastnosti gostiteljske tekocine (volumska koncen-
tracija naboja, valenca, dielektri¢nost), ne pa tudi od lastnosti povrsine. Za raztopino
NaCl v vodi pri sobni temperaturi z pe;g = 6 X 1022/'m3 je kp ~ 10 nm, v destilirani
vodi s pH 7 pa je kp ~ 1 um (disociacija 2HoO — H30™ + OH™).

Za “majhne” moci potenciala ¢ (Zeg) < kgT’; 1 pod ~ 25 mV pri sobni temper-
aturi) pa Debyeva dolzina tudi eksplicitno vstopi v resitve za potencial, saj se lahko
PB enacbo (Enacba 10) linearizira s xp kot tipi¢no krajevno skalo:

V3= Ly (13)
KD

Linearizirana PB enatba je znana tudi kot Debye-Hiickelova enatba/model z resitvijo
za 1 v treh dimengzijah:

W(r) %e—r/@ , (14)

kjer je r dolzina radij vektorja v obravnavanem vzorcu. Yukavin tip potenciala v
Enacbi 14 je znacilen rezultat za sisteme s senfeno Coulombsko interakcijo (npr.
nabiti koloidi, plazma).

Pridobljeno znanje o obnasanju nabitih razopin lahko v nadaljevanju uporabimo
za opis elektrostatskega odboja med negativnimi naboji vzdolz DNK molekule. Ce si
DNK zamislimo kot enakomerno nabito palc¢ko z radijem a in linijsko gostoto naboja
vy, ki se nahaja v dolo¢eni raztopini (npr. raztopini soli), lahko iz PB enac¢be dolo¢imo
elektri¢ni potencial okrog molekule (palcke) kot:

Vh

W)=

5 Ko(r/kp) (15)
Tee
kjer je Ky modificirana Besselova funkcija nic¢tega reda. Efektivna dolzinska gostota
naboja molekule je praviloma v eksperimentu slabse znan parameter, zato se jo lahko
pri pogojih veljavnosti linearizacije PB enacbe poveze s povrsSinsko gostoto naboja na
molekuli-paléki o z zvezo:

2moKkp

"M = Ki(a/rp)

(16)



kjer je Kj modificirana Besselova funkcija prvega reda.

Elektrostatsko silo oziroma energijo med dvema vzporednima molekulama “1” in
“2”_ ki sta na razdalji d, lahko zapiSemo kot produkt naboja prve in elektriénega polja
druge na mestu prve ter obratno. Dobimo silo F:

F(d) = Vh1Vh2

 2meepkp

Ki(d/kp) (17)
oziroma interakcijsko dielektri¢no potencialno energijo Fi; :

Fu(d) = 222 1 (dfmp) (18)

2meeg

Za vecje razmike med molekulami (d/xp > 1) se lahko funkcije Ko(d/kp) in K1(d/kp)
razvije v asimptotsko vrsto kot:

e~d/kp 1
e~d/kp 3

V primeru, ko je razdalja med DNK molekulami d ve¢ja od Debyeve dolzine xp,
kar je v eksperimentih tipi¢no izpolnjeno, lahko torej odbojno elektriéno potencialno
energijo med DNK molekulami v izbranem topilu zapiSemo kot:

1 vy e Ym0
V81 e Jd/kp

Za dobljeno interakcijsko energijo (Enacba 21) opozorimo, da eksponentno pojema
z razdaljo med molekulami (sen¢en Coulombski potencial), da pa je sorazmerna z
nabojem obeh molekul. Kot tipi¢na dolzina v interakciji, kot smo komentirali Ze prej,
nastopa Debyeva dolzina kp.

F, (21)

3.3 Hidracijski odboj v vodi [17]

Poleg elektrostatskega odboja med molekulami DNK delujejo tudi odbojne hidracijske
sile (“hidration forces”), ki so posledica delnega urejanja vodnih molekul ob povrsini
DNK molekul. Hidracijska sila izvira iz neposredne interakcije med DNK molekulo
in okolisko vodo ter postane pomembna pri razmikih med molekulami od 1 do 2 nm.

V “modelu ureditvenega parametra’ (Order parameter model) je reorganizacija
topila okrog polarnih mest, npr. molekule DNK, opisana z ureditvenim parametrom
7 z nicelno vrednostjo v nemotenem delu - “telesnini” - (bulk) topila in z dolo¢eno
vrednostjo v motenem delu vzorca, npr. med dvema polarnima povrSinama. Nadalje
se v tem modelu konstruira prosto energijo hidracije Fp;q,., ki se v vodilnih ¢lenih
zapise kot:

Fhir, = / (i + (V)D)dV (22)



kjer integral poteka po celotnem volumnu vzorca. Tako konstruirana F};q. vsebuje
najosnovnejse ¢lene po 7, ki dajo odboj med polarnima povriinama: n? namre¢ pe-
nalizira “motenost” vorca, medtem ko pa gradientni ¢len favorizira gladko prostorsko
spreminjanje ureditvenega parametra.

Formalizem ureditvenega parametra je matemati¢no ekvivalenten Debye-Hiicklovi
teoriji elektriéne dvojne plasti, torej linearizirani PB enac¢hi, zato ima tudi hidraci-
jski potencial enako funkcijsko odvisnost od razmika med npr. dvema pali¢astima
nabitima molekulama DNK, vendar z druga¢no tipi¢no dolzino. Hidracijsko prosto
energijo DNK molekul Fy;q,. se tako lahko zapise kot:

P, — A2
hidr. — 2 \/d/—/QH )

kjer A meri “mo¢” hidracije in je kg hidracijska dolzina.
Komentirajmo, da poleg modela ureditvenega parametra, obstaja Se ve¢ drugih
modelov, ki opisujejo hidracijske sile, kot npr. model povpretnega polja (“Mean Field

(23)

vodi nedostopna matrika

A tattm— -t — oo+
voda
0090900

vodi nedostopna matrika

Slika 8: Shematska slika hidracijske interakcije med dvema nevtralnima polarnima
povrsinama. Polarne vezi se modelira kot hidracijske naboje, ki med seboj interagirajo
preko solvacijskih sil - kombinacija elektri¢ne polarizacije in motene ureditve vodikovih
vezi v vodi.

Model - MFM”). V. MFM modelu se podobno kot v modelu ureditvenega parame-
tra tudi uvede ureditveni parameter, ki opiSe povprec¢ne solvacijske sile. Kot model
polarnih skupin pa se uvede t.i. “hidracijski naboj” (hydration charge) oziroma nje-
gova povrsinska gostota opiqr, kar je shematsko predstavljeno na Sliki 8. Nadalje se
povrsino in njeno morebitno periodi¢nost opise s strukturnim faktorjem S(Q):

S(Q) = / R < oy (r + R)onigs (r) > ¢ QR (24)

kjer je Q poljuben valovni vektor, R tece po povrsini, <> pa predstavlja ansambelsko
ali pa r-povprecje po interagirajoci povrsini.

Iz enacbe za strukturni faktor (En. 24) lahko izratunamo hidracijski tlak Pp;g;.
oziroma silo med dvema identi¢nima povrSinoma z ni¢ neto hidracijskega naboja kot:

e 5Q)
Phigr. = A2 / SinhQ[LH(m;IQ + Q)17

; (25)
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kjer integracija poteka po vseh valovnih vektorjih Q, Ly je razmik med plos¢ama,
parameter o pa dolofa mo¢ reorganizacije vodnih molekul zaradi polarnih skupin.
Tlak med dvema urejenima povrSinama s periodo ap;qg.-. je tako:

a < U%idr. >
sinh? L[k + (27 /anigr )22

Priar. = (26)

kjer je < 012u'd7‘. > povpre¢na vrednost kvadrata povrSinske gostote hidracijskega
naboja.

3.4 Enacba stanja DNK [2]

Naj zdaj povzamemo vse pomemebne interakcije med molekulami DNK v raztopini
monovalentne soli: fluktuacijska interakcija polimernega tekocega kristala, sencena
elektrostatska interakcija in hidracijska interakcija delno urejenih vodnih molekul.
Druge sile, kot npr. van der Waalsove ali pa korelacijske sile med nasprotnimi ioni,
pa so v eksperimentih tipi¢no zanemarljive.

1 1 1 1 L T T I
LR = l%- —
g & 0.15M NaCl
+ 0.2M
_—s % 3 03M i
- : % 5M
g &
5 -1 A DAM
= CaldTro, £ IM
= A= 48] PR -
) e o M
£ o 00
:E w0 Fo .
£ wX P FY
a™ g d %o
BA Ky )
& w O
e 0 o+
= w0 .\'% o+ %o -
O A x ]
¥ A XM o+
1 1 1 1 L L L 1
=] Ll 3 40 43 1] -] o)
d [A]

Slika 9: Enacba stanja - logaritem osmotskega tlaka kot funkcija razmika med moleku-
lami - za raztopino dolgih DNK molekul v vodi pri razli¢nih molskih koncentracijah
NacCl [2].

Po Enac¢bah 6, 21 in 23 lahko zdaj zapiSemo celotno prosto energijo raztopine
DNK molekul Fj,; kot:

Eot. =F+ Fel. + Fhidr. ) (27)

kar nam da “efektivni” potencial, ki deluje na molekule DNK. Za primerjavo z eksper-
imenti pa se prosto energijo v Enacbi 27 tipi¢no preracuna v odvisnost osmotskega
tlaka II kot funkcije zunanjih parametrov. Velja:

8F;fot.
od

kjer opozorimo, da je Il = II(d, T, kp, kK, - - -)-

=3Ild (28)
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Na Sliki 9 je predstavljena izmerjena enacba stanja raztopine molekul DNK v vodi
za razlicne koncentracije NaCl. Pri velikih osmotskih tlakih se za vse ionske moci
odvisnosti zdruzijo v eno krivuljo, medtem ko pa se pri nizjih II odvisnosti razcepijo.
Odboj pri velikih osmotskih tlakih je posledica hidracijskih sil, s tipi¢no dolzino kg ~
0.3 nm, pri nizjih osmotskih tlakih pa postaneta pomembna tudi elektrostatski odboj
in fluktuacijski TK prispevek k interakciji.

Skupaj z odvisnostjo osmotskega tlaka II od efektivnega razmika med moleku-
lami d so na Sliki 10 za raztopino DNK-ja pri 0.5 M koncentraciji NaCl predstavljene
tudi fazne meje med razlicnimi tekocekristalnimi mezofazami, v katerih se nahaja
DNK. Pri zelo velikih osmotskih tlakih so molekule DNK v kristalni fazi, ki pa se z
nizanjem osmotskega tlaka stali v linijsko heksatitno fazo (enako kot heksagonalna
kolumnarna). Zanjo je znacilno orientacijsko urejanje v neki preferen¢ni smeri smeri,
pozicijsko pa se molekule uredijo v ravnini pravokotno na smer urejanja. Opozorimo,
da se v tej fazi pri urejanju kot pomemba pokaze kotna frustracija med posamezn-
imi DNK molekulami. Na prehodu med kristalno in linijsko heksati¢no se namreé
lahko pojavi Se “motena heksati¢na faza” (distorted hexatic phase), ki ima zaradi kot-
nih frustracij zlomljeno SestStevno rotacijsko simetrijo v ravnini pravokotno na smer
urejanja [12].

0.5MNaCl, K=436A
a) linijska heksatiéna

c) kiralna

m]
o} > eksperiment

A
— pol. TK+elektr.+hidr. -
—-— elekir.+hidr.

10510( E)th Jad [IN/ml)

| , d) izotropna 4
50 100 150 200

d Al

Slika 10: Enacba stanja - logaritem osmotskega tlaka kot funkcija razmika med
molekulami - za raztopino dolgih DNK molekul v vodi pri razliénih molskih kon-
centracijah NaCl [2]. Polna ¢rta kaze fit eksperimentalnih rezultatov s celotno prosto
energijo Fiot (En. 27), prekinjena ¢rta pa kaze fit eksperimenta le s senceno elek-
trostatsko in hidracijsko interakcijo.

Ob nadaljnem nizanju osmotskega tlaka linijska heksati¢na faza preide v kiralni
fazi, holesteri¢no in nadalje modro, dokler se pri dovolj majhnem osmotskem tlaku
tekocekristalni red ne podre in raztopina DNK postane izotropna. Za holesteri¢ni
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fazi je zanimiv vpliv ionske mod¢i (koncentracija soli v raztopini DNK) na “peri-
odo vijacnice” (pitch), saj se zanimivo ob zmanjSanju ionske mo¢i perioda vijatnice
poveca [18]. Pri¢akovali bi namre¢, da bo kiralnost samih molekul DNK dodatno
prispevala k makroskopski kiralnosti vzorca, torej krajsi periodi vijacnice, saj zman-
jSanje ionske mo¢i vendar povzroci, da so elektrostatski detajli DNK-ja bolj izrazeni.
Stanley et al. razlagajo ta efekt z dejstvom, da poveCanje interakcije med posamezn-
imi DNK molekulami zabrige njihovo vija¢no kiralno naravo.

Pomemben parameter, ki doloca tekocekristalno obnasanje raztopine DNK je tudi
dolzina molekul. Vsi do sedaj predstavljeni rezultati so veljali za dolge DNK molekule,
dolzine tipi¢no od ~ 100 nm do ~ 1 mm, za kratke molekule DNK, npr. 146 baznih
parov, kar ustreza ~ 50 nm, pa je zaporedje faz drugacno [19][20]. Velja, da izotropna
raztopina preide v holesteri¢no, ta naprej v linijsko heksati¢no in na koncu v hek-
sagonalno. Na Sliki 11 sta predstavljeni fotografiji iz [20] kratkih molekul DNK v
holesteri¢ni, “pred-holesteri¢ni” in “kot-smekti¢ni”(heksagonalni) fazi.

Slika 11: Polarizacijska mikrografa 100 mg/ml raztopine kratkih molekul DNK (146
baznih parov) v 0.25 M amonijevem acetatu [20]. a) Obmoc¢ja prehoda med “pred-
holesteri¢nimi” (spodaj) in holesteri¢nimi domenami (zgoraj), b) obmocja prehoda
med holesteri¢nimi (spodaj) in “kot-smekti¢nimi” (heksagonalnimi) domenami (zgo-
raj).

3.5 Urejanje DNK molekul v mikrokanalih [3]

Kombinacija mikrofluidike, Ramanske spektroskopije in slikanja z X zarki se kaze kot
ena od novih zanimivih metod za studij urejanja DNK molekul, saj so eksperimenti pri
stalnem laminarnem “mikro-toku” praviloma zelo neinvazivni do preucevanih molekul,
poleg tega pa se lahko pri teh eksperimentih opazuje tudi vpliv zunanjih mehanskih
napetosti na DNK molekule. Shematsko je primer postavitve takega eksperimenta
predstavljen na Sliki 12, rezultati eksperimenta pa na Sliki 13.

Ramanska mikorskopija (RM) je specializirana opti¢na mikroskopija s prostorsko
resolucijo blizu mikrona. Pri RM se vzorec osvetli z monokromatsko (lasersko) svet-
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Slika 12: Shematska slika eksperimentalne postavitve studije urejanja DNK molekul
v mikrokanalih z Ramansko mikroskopijo in X zarki [3].

lobo, nato pa se $tudira njen neelasti¢no sipan del (premik v frekvenci). Le ma-
jhen del vpadne svetlobe se dejansko neelastiéno sipa, vendar pa prav ta nosi in-
formacijo o lastnostih Studirane snovi, kot so njena kemijska zgradba, mozne no-
tranje mehanske napetosti, orientacija in temperatura. S spreminjanjem mesta vpada
monokromatske svetlobe (X,Y,Z) v vzorec se tako lahko $tudira prostorsko odvisnost
razli¢nih parametrov v snovi.

H@, w= 2w

DHNA, ¥

HO, w=2w

Slika 13: Konfokalna Ramanska slika hidrodinami¢no fokusiranega curka DNK pri
fiksnem valovnem vektorju (frekvenci) in simulirano hitrostno polje v mikrokanalih [3].

Hidrodinamsko fokusiranje DNK-ja se doseze z laminarnim tokovnim profilom,
ki ga dolocata prekrizana mikrokanala (glej Sliko 13). V sredini curka doseze DNK
gostoto 10 mg/ml, giba pa se s tipi¢no hitrostjo 250 pum/s. Ramanski spekter je
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izmerjen pri valovnem vektorju kram. = 1576 em ™!, kar ustreza vrhu v spektru, ki je
posledica vibracij baz gvanina in adenina.

Rezultati na Sliki 13 pa so le predpriprava za eksperiment, ko skozi navpi¢ni
kanal ne dodajas le vode, pa¢ pa raztopino izbranega dendrimera v vodi (konkretno
polypropyleneimine dotriacontaamine dendrimer, generacija 4 - G4 dendrimer). Izkaze
se, da v tem primeru pride namre¢ do kondenzacije DNK-ja kot posledice elek-
trostatske interakcije med DNK-jem in G4 dendrimerom. Ramanski spekter tako
dozivi izrazit padec v intenziteti fosfatnih skupin DNK-ja, kar pomeni, da so se na
njih zaradi elektrostatske interakcije “vezale” amino - skupine G4 dendrimerov.

4 Zakljucek

Opisali smo osnovne lastnosti molekul DNK kot liotropnega tekocega kristala. Po
teoriji fluktuacij polimernega tekocega kristala smo doloocili fluktuacijsko interakci-
jsko energijo med dvema DNK molekulama. Uvedli smo Poisson-Boltzmanovo enacbo,
ki smo jo linearizirali in nato uporabili za izrac¢un dielektri¢ne interakcije med dvema
vzporednima nabitima pali¢icama v raztopini monovalentnih ionov. Za opis hidracije
smo predstavili model ureditvenega parametra in model povprecnega polja, ki ori-
entacijo vodnih molekul v blizini molekule DNK opiSeta s fenomenolosko konstrukcijo
proste energije po ureditvenem parametru in uvedbo hidracijskega naboja. Iz vseh
treh osnovnih interakcij smo konstruirali celotno prosto energijo raztopine DNK in
komentirali zaporedje tekocekristalnih faz, ki jih DNK tvori. Kot zanimivost smo na
koncu opisali urejanje DNK molekul v laminarnem toku znotraj ~ 100 um debelega
mikrokanala.

Kondenzacija oziroma pakiranje DNK-ja je eden izmed najpomembnejsih procesih
v naravi, saj v zivo omogoca procesa kot sta mitoza in mejoza. Nadalje, kondnezacija
DNK-ja obljublja terapevtske metode za pripravo in prenos ustreznih genov v ciljne
celice in, malo futuristi¢no, “gojenje novih organov”. Iz bolj fizikalnega pogleda pa
kondenzacija DNK-ja predstavlja zapleten problem faznih prehodov, tekocekristal-
nega obnaganja in interakcije med polielektroliti.
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