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Povzetek

Genetska regulacija oz. regulacija proizvodnje proteinov v celici je mehanizem, ki kon-
trolira vse funkcije in strukture posamezne celice ter posledi¢no celotnega organizma. V
prvem delu seminarja si bomo pogledali biolosko ozadje; sintezo proteina ter zato potrebne
osnovne mehanizme in gradnike v celici, kar bomo ponazorili tudi z preprostim primerom
regulacije genov iz biologije. V drugem delu pa bomo fizikalno modelirali transkripcijski
faktor, protein, ki je konkretno zadolzen za priZiganje oz. ugasanje posameznega gena. Zan-
imali nas bosta interakcija med proteinom in DNA ter difuzija proteina po citoplazmi ter
iskanje mesta, kjer se prilepi na DNA.
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1 Uvod

Leta 1953 sta Francis Crick and James D. Watson s pomocjo difraktogramov zgradila model
DNA (deoksiribonukleinska kislina), kar je postalo izhodisce za nadaljne raziskave genetike na
molekularnem nivoju. Nadaljni poizkusi so pokazali, da je prakti¢no vsa informacija o zgradbi,
delovanju nekega organizma zapisane v DNA. Kako pa se ta informacija selektira in uporabi?

Poglejmo si recimo razvoj vecécelicnih organizmov, recimo ¢loveka, imamo ogromno celic
(okrog 10'), ki so med seboj po svoji funkcionalnosti in zgradbi vec¢inoma razlicne, imajo pa
vse identicen DNA. Kako razloziti proces diferenciacije celic, ki iz enega sklopa celic proizvede
jetra, iz drugega pa recimo kozo? Eden kljuénih mehanizmov je prav gotovo ta, da so tekom
razvoja razliéni geni vklopljeni ob razliénih casih. V vsaki celici imamo namre¢ kompleksno
molekulo DNA, sestavljeno iz manjsih enot, imenovanih geni, vsak od njih predstavlja zaklju¢eno
informacijo o zgradbi proteina. Osnoven mehanizem, ki operira s temi operacijami, je regulacija
gena, ki doloci, ali se bo informacija, zapisana v dolo¢enem genu, prek celicnih mehanizmov,
pretvorila v protein ter posledi¢no kontrolira vse funkcije in strukture posamezne celice.

Na celico lahko pogledamo kot na prostor, ki je z membrano razdeljen od svoje okolice; skozi
membrano lahko prepusca (ali aktivno prenasa) razne molekule, kar definira vhodne in izhodne
tokove molekularnih sestavin (hranilne snovi, recimo, so vhodne, in odpadne izhodne); pri tem
lahko tudi preko posebnih signalizacijskih proteinov na membrani zaznava spremembo koncen-
tracij signalnih snovi (recimo hormonov) v zunanjosti ali pa celica izpusca signalne molekule, ki
jih je proizvedla; ti procesi definirajo vhodne in izhodne signale celice. Znotraj membrane pa
poteka mnogo kemijskih reakcij, v katerih sodelujejo metaboliti (snovi, ki nastopajo v presnovi),
ter proteini kot encimi, ki te reakcije katalizirajo.

Proteine mora celica izdelati sama iz osnovnih vhodnih sestavin, in ker so proteini kompli-
cirane molekule, izdelava celico stane Casa in energije; prav tako, ker so encimi katalizatorji, je
hitrost raznih reakcij odvisna od njihove koncentracije. To pomeni, da mora celica natan¢no
kontrolirati, koliko proteinov izdela in kdaj, in sicer v odvisnosti od vhodov, ki se nac¢eloma
spreminjajo s ¢asom (nekatere spremembe se dogajajo na hitri ¢asovni skali minut - recimo nova
hrana za bakterije; nekatere, kot je cirkadijska ura, so spontane z ritmom 24 ur, spet tretje,
povezane recimo z mesecnimi hormonskimi cikli ali z razvojem vecceli¢nih organizmov, so tudi
daljse). Genetska regulacija je torej regulacija proizvodnje proteinov v odvisnosti od zunanjega
in notranjega okolja v celici, in sicer je to regulacija na nivoju prepisa DNA. Obstajajo tudi
druge vrste regulacije na kasnejsih nivojih (koncentracijo proteinov lahko celica regulira tudi
tako, da proteine aktivno unic¢uje ipd), ampak o tem v tej nalogi ne bomo govorili.

2 Ozadje iz biologije

Osnovno nacelo molekularne biologije, véasih ga imenujemo tudi Crickova centralna dogma
(po Francisu Cricku), je
DNA = RNA = protein

vmesna koraka v tem procesu pa se imenujeta transkripcija ter translacija. Seveda tudi tu
obstajajo izjeme, za katere to nacelo ne velja (recimo retrovirusi, ki imajo sposobnost prepisati
RNA v DNA ter potem novi DNA v RNA in proteine ali splicing v evkariotih, ki omogoca
sestavo razliénih proteinov na podlagi identiénega genskega zapisa), vendar gre za zelo redke
primere.

Razlog, zakaj je celotna shema precej komplicirana je ta, da je DNA stabilna molekula in
edino skladi$ce informacije v celici; mnogo procesov v celici skrbi za to, da je ta informacija



varno shranjena in verno prepisana v replikaciji (saj so lahko mutacije - naklju¢ne spremembe v
zapisu, zaradi recimo reaktivnih kemikalij, sevanja itd; ali napake v prepisu - smrtne; poleg tega,
da so dedne v prokariotih). Posebej v evkariotih je DNA tudi koli¢insko tako veliko v celici, da
je DNA zapakirana v kromatin. DNA sama kemijsko ni aktivna v metabolitskih reakcijah, to so
le proteini. Gre torej za to, da se informacija prenese iz mesta, kjer je varno spravljena (DNA)
v aktivno obliko (protein). RNA ima predvsem prakti¢no vrednost, ker je lahko cilj regulacije
in ker omogoca paralelizem v celici (¢e bi imeli samo en zapis-DNA, bi lahko delali proteine le
enega za drugim; ¢e imamo RNA, lahko najprej naredimo nekaj RNA eno za drugim iz DNA,
potem pa iz njih paralelno proteine). Zivljenski ¢asi DNA, RNA in proteinov odsevajo razliéne
funkcije - DNA kot stabilno skladis¢e informacij je potencialno ve¢na molekula; razpadni Cas
sporoc¢ilne mRNA je nekaj (deset) minut; proteini pa so funkcionalni na ¢asovni skali minut do
ur ali tudi ve¢, predno jih celica aktivno unici ali pa postanejo sami neaktivni”.

Na tem mestu se bomo odpovedali splognim definicijam in razlagam, ter se posvetili le pro-
cesom v preprostejsi obliki organizmov, prokariotom oz bakterijam, enoceliénim organizmom
brez jedra. Vsa zgodba je v veccelicnih organizmih oz evkariotih precej bolj komplicirana.

2.1 Protein

Proteini so udelezeni v prakti¢no vsakem procesu povezanem z delovanjem celice, vkljuéno z
regulacijo samih procesov v celici.

e So encimi, ki vplivajo na hitrost reakcij; bolj natan¢no, encimi so organski katalizatorji.
Brez njih bi bile reakcije tako energijsko neugodne, da bi potekale prepocasi ali sploh ne.
Osnovi poenostavljeni model delovanja encimov je ve¢inoma ta, da na primer v reakciji
S1+4S2+ E = P+ E (E encim, S1, S2 substrata, P produkt) E pripelje S1 in S2 dovolj
blizu geometrijsko, da reakcija stece; recimo tako, da se najprej E veze na S1 in nato se
mu poveca afiniteta za vezavo S2. Encimi lahko prav tako katalizirajo sicer nespontane
reakcije (pozitivna skupna Gibbsova prosta energija), tako da jih sklopijo z reakcijami, ki
sproscajo energijo (tipicno z ATP hidrolizo).

e So prenasalci signalov med celicami ter tudi znotraj same celice, na primer hormoni ali
organske spojine, ki jih uporabljajo bakterije za zaznavanje sosednjih bakterij (t.i. quorum
sensing)

e Lahko transportirajo manjse molekule, na primer skozi celicno membrano (aktivni trans-
port)

e So gradniki mnogih celi¢nih struktur, recimo citoskeleta, ki daje celici obliko

e So regulatorji celicnih procesov, v tej vlogi jim pravimo transkripcijski faktorji, ki so
osnovna tema naSega seminarja

Vsak protein je linearna molekula, zgrajena iz manjsih gradnikov, imenovanih amino kisline
(amino acids). Obstaja 20 razliénih amino kislin in vsaka od njih je sestavljena iz dveh delov:

e Del, ki je identicen v vseh amino kislinah in je namenjen povezovanju amino kislin med
seboj, ta povezava v koné¢ni fazi tvori hrbtenico proteina

e Del, ki je v vsaki amino kislini unikaten, dolo¢a njene fizikalne ter kemicne lastnosti in ga
imenujemo tudi radikal



Ceprav je vsaka izmed dvajsetih amino kislin po svojih lastnostih unikatna, pa jih po nekaterih
fizikalnih in kemijskih lastnostih lahko razdelimo v 4 skupine:

e Pozitivno nabite oz bazi¢ne
e Negativno nabite oz kisle

e Brez naboja, vendar polarne
e Brez naboja, nepolarne

Ta razdelitev po fizikalno-kemicénih lastnostih je sicer precej poenostavljena, bolj natancen opis
lastnosti si lahko pogledate v Vennovem diagramu [12].

Velikost proteina je ponavadi dana v Stevilu amino kislin, ki doti¢ni protein tvorijo, povpreéna
velikost je okoli 350 amino kislin, skrajne meje pa segajo od 20 pa vse do 5000 amino kislin.

Kataliticna funkcija encimov izhaja iz njihove tri-dimenzionalne zgradbe. Ceprav je encim
polipeptid (i.e. linearna molekula), se v primernem okolju - v citoplazmi (kar pomeni ob
pravilni temperaturi, pH, koncentraciji soli ipd) ta linearna veriga zvije v energijsko najbolj
ugodno geometrijo [4]. To recimo pomeni, da so polarne aminokisline obrnjene s polarnimi deli
"navzven” proti vodi, da so tiste aminolisline, ki lahko med sabo vzpostavijo sulfidne mostice,
pravilno poravnane itd. Sele, ko je protein v pravilni 3D obliki, nastane dobro definirano (eno
ali ve¢) aktivno mesto, t.i. katalitski center, kamor se kemijsko veze substrat (poenostavljeno po
nacelu klju¢a in kljucavnice - substrat gemoetrijsko pase v tisto mesto v encimu). Za substrat
je energijsko ugodno, ¢e se poveze z encimom v aktivhem mestu.

Zgradba vsakega proteina, ki ga organizem lahko proizvede, je zakodirana v linearni segment
DNA (sklenjeno zaporedje), ki ga imenujemo ”gen”.Za boljSo predstavo: enoceli¢na bakterija,
imenovana F.coli ima okoli 4300 razli¢nih genov, DNA ¢loveka pa po do sedaj znanih raziskavah
okoli 50.000, oziroma celo manj po zadnjih Stetjih. To Stevilo je presenetljivo samo 10-krat vecje
od stevila genov v prej omenjeni bakteriji, vendar pa je Stevilo proteinov, ki jih lahko proizvede
cloveski organizem precej veCje od Stevila genov. Regulacija genov pri visjih organizmih je
namrec veliko bolj komplicirana kot v bakterijah in dandanes verjamemo, da je predvsem kom-
pleksnost regulacije in ne Stevilo genov povezana z kompleksnostjo organizmov.

2.2 DNA
2.2.1 Zgradba DNA

Deoksiribonukleinska kislina (Deoxyribonucleic acid - DNA) je dolga molekula ki jo najdemo
v jedru vseh dosedaj priznanih zivih organizmov, v kateri je shranjen celotni program doti¢ne
celice (genetski zapis).Ima obliko dvojne vijacnice, katere ena stran je komplementarna drugi,
obe pa sta sestavljena iz gradnikov, ki jih imenujemo nukleotidi. Ti so sestavljeni iz treh delov:
prva dva dela sta sladkor, imenovan deoksiriboza, ter fosfat in sta v vseh nukleotidih identi¢na
ter sestavljata takoimenovano hrbtenico DNAja, tretji del pa je ena od $tirih razlicnih baz, ki
dajejo posameznemu nukleotidu tudi specifiéno identiteto in se imenujejo adenin (A), timin (T),
citozin (C) in gvanin (G).Kot sem ze omenil,je ena polovica DNA molekule komplementarna
svoji drugi polovici,tako lahko takoj sklepamo, da tudi posamezna baza vedno nastopa s svojo
komplementarno bazo v strukturi, ki jo imenujemo bazni par. Ta dva para sta:

e AinT

e Gin C



Baze nastopajo v taksnih parih zato, ker je geometrija vijaénice taka, da stakne A in T v taksno
geometrijo, da se med njima tvorita dve vodikovi vezi, med C-G pa tri. A-C oz. G-T par recimo
ni ugoden, ker ¢isto fizicne razdalje ne omogocajo pravilne tvorbe vezi.
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Slika 1: DNA gradijo nukleotidi, ki sestojijo iz hrbtenice sladkor-fosfat ter ene od stirih baz

V enoti baznih parov ponavadi tudi merimo velikost oz dolzino DNA molekule.Tako ima
bakterija E.coli 5 miljonov baznih parov oz kratko 5Mb, cloveska celica pa je sestavljen iz 23
parov kromosomou, vsak od njih je dolga dvovijaéna DNA molekula, skupaj okrog 3 x 10° bp.
To je priblizno 1000x ve¢ DNAja, kot v bakteriji E.coli, kljub temu pa ima ¢lovek samo okoli
10x ve¢ genov, kot omenjena bakterija.

Ceprav je DNA precej kompleksna molekula z spiralasto in 3D zgradbo, pa si poglejmo Se
njeno bioinformacijsko vlogo, preprost niz zakodiranih informacij.

2.2.2 Zapis informacije v DNA

Celotno molekulo DNA lahko v bioinformacijskem kontekstu razumemo kot dolg niz A, C, T,
G, ko se enkrat odlo¢imo za smer branja DNA. Ta niz je v najpreprostejsi sliki razdeljen na
kodirna in nekodirna podrocja. Prvo je sestavljeno iz kodonov in vsak od njih vsebuje tri bazne
pare.Vidimo torej, da imamo 4% = 64 razliénih kombinacij, ki se s pomo¢jo genetske kode [13]
prepiSejo v 20 razliénih amino kislin. Vsak kodon je torej zapis za eno amino kislino, vidimo pa
tudi, da posledi¢no vec razlicnih kodonov, ki jih v tem primeru imenujemo sinonimni kodoni,
predstavlja isto amino kislino. 61 od 64 kombinacij je torej namenjenih zapisu razlicnih amino
kislin, preostale tri kombinacije pa predstavljajo posebni kodon, ki ga imenujemo terminacijski
0z STOP kodon in predstavlja konec zapisa za posamezen protein. Posamezni geni imajo razli¢éno
dolzino, obic¢ajna dolzina v bakteriji je od 500-1000 baznih parov (bp). Po drugi strani pa Se
ne poznamo vse funkcionalnosti non-coding podrocij. Znane so le nekatere funkcije posameznih
krajsih delov, eno izmed njih si bomo pogledali v poglavju o proteinu imenovanem transkripcijski
faktor.

Posamezen gen je torej informacija o zgradbi dolo¢enega proteina. Kako torej iz te informa-
cije nastane konkretna molekula?



2.3 Transkripcija

Prvi korak je prepis,transkripcija, dotiénega dela DNA, ki vsebuje informacijo o konkretnem
proteinu v molekulo imenovano RNA.
RNA je po svoji kemijski zgradbi zelo podobna DNA, med njima obstaja le dve vedji razliki:

e Namesto deoksiriboze v hrbtenici RNA nastopa sladkor riboza

e Namesto baze thymin (T) v DNA v RNA nastopa baza uracil (U). U je kemijsko zelo
podobna T in je prav tako komplementarna na A

Slika 2: Shematski prikaz transkripcije gena

Encim imenovan RNA polimeraza (RNAP) in ostali encimi, ki sodelujejo pri transkripciji,
zacasno lo¢i vijaénici DNAja ter konkretni del DNAja prepise v komplementarno RNA imen-
ovano messenger RNA (mRNA) (nasproti A se postavi U, sicer pa je ta del enak komplemen-
tarnemu delu DNA). Prepis se za¢ne na mestu, ki ga imenujemo transcription start site (kako
RNAP najde to mesto, si bomo pogledali v kasnejsih poglavjih); ko pa polimeraza pride do
mesta, imenovanega transcription stop site pa se odlepi od DNA in s tem je prepis koncan.

Na tem mestu velja omeniti, da je celotna slika v bakterijski celici taka, da v vsakem trenutku
celica vsebuje dolo¢eno koncentracijo transkripcijskih encimov, ki venomer prepisujejo gene, ki
so trenutno aktivni, in tako proizvajajo mRNA molekule. Casovno omejujoé korak je zacetek
transkripcije, t.i. ¢as, da RNAP najde promoter in da zacne s transkripcijo (kar traja od sekund
do minut); enkrat, ko se RNAP vozi po DNA, je prepis hitro konc¢an (nekaj deset bp na sekundo).

2.4 Translacija

V tem koraku pa svojo nalogo opravi molekularna struktura imenovana ribosom (sestavljen iz
posebne RNA imenovane ribosomalna RNA (rRNA) in proteinov). Le-ta prevede zapis iz mRNA
v skladu z Ze prej omenjeno genetsko kodo in iz zahtevanih amino kislin proizvede protein.

Ker prokariotske celice nimajo jedra, se lahko translacija mRNA za¢ne ze med samo tran-
skripcijo. V primeru, ko ve¢ ribosomov istocasno konstruira delcke istega proteina, ki se na
koncu sestavijo pravimo, da je translacija poliribosomalna.



V prvem koraku ribosom oz specificna enota ribosoma poisée START kodon ter se nanj tudi
prilepi. V drugem koraku ribosom na drugi kodon pripoji ustrezno komplementarno prenosno
RNA (transfer RNA, tRNA), ki nase veze aminokislino, ki ustreza kodonu (te tRNA molekule z
ustreznimi aminokislinami so v celi¢ni citoplazmi pripravljene kot gradniki in so rezultat drugih
metabolitskih reakcij). Aminokislina postane prva aminokislina eventuelnega konénega proteina;
pri naslednjih korakih, ko ribosom obdeluje tretji, ¢etrti itd kodon, se aminokisline, ki jih prinese
tRNA, spojijo z rastoco polipeptidno verigo.

Obstaja natanko 61 razlicnih tRNA, za vsak neterminacijski kodon po ena. Vsaka izmed njih
ima v svoji zgradbi specificen antikodon, po bazah komplementaren ustreznemu kodonu; le ta
se nato prilepi na kodon na mRNA in kot desifrant ustrezno amino kislino prilepi v nastajajoci
protein.

Ta proces se potem ponavlja, dokler ribosom ne pride do enega od treh terminacijskih
kodonov. Tu se rast proteina ustavi in ribosom ga izpusti v celi¢no citoplazmo.

2.5 Transkripcijski faktor

Kot sem nakazal ze v poglavju o DNA, poznamo nekaj funkcij sicer slabse poznanega nekodirnega
obmoc¢ja DNAja. Krajsa obmocja (od nekaj pa tja do 20 oz 30 bp v dolzino) so namenjena
pripenjanju transkripcijskih faktorjev in jih imenujemo transcription factor binding sites. Kot
sem razlozil v prejsnjih poglavjih, je normalen postopek za sintezo proteina ta, da se RNAP
pripne na zacetek kodirnega obmocja, drsi po DNA do konca tega obmoc¢ja in soCasno ustvari
prepis teh podatkov imenovan mRNA. Kako pa RNAP najde pravo mesto za zacetek prepiso-
vanja?

Transkripcijski faktor (TF) lahko vpliva na sintezo na dva povsem razli¢na nac¢ina, kot ak-
tivator ali kot represor. V prvem primeru se TF prilepi pred kodirno obmoc¢je in na razli¢ne
nacine stimulira RNAP, da se prilepi na kodirno obmocje in za¢ne prepis. Bodisi je stimulacija
fiziéni kontakt z RNAP ali pa TF povzroci lokalne spremembe lastnosti DNAja, kar pomaga
RNAP, da najde pravo mesto za vezavo.

V primeru, da se TF obnasa kot represor, skrije prepoznavno mesto, ki ga RNAP isce (lahko
tako, da se sam TF veze na to mesto) in s tem prepreci prepis. Pravimo, da TF v tem primeru
”ugasne” doticni gen.

TF mora z svojimi lastnostmi zadostiti 3 pomembnim zahtevam:

e specificnost, se pravi, TF se mora vezati le na pravi polozaj in ne sme obticati na ne-
funkcionalnih mestih. Kot primer povejmo, da se Lambda represor lahko veze le na 6 mest
dolzine 19 bp v genomou dolgem 50 kbp. Ker je v sami celici lahko zelo malo (le nekaj 10)
molekul TFja, je specificnost zelo pomembna zahteva

e dinamika. Vezava na pravi polozaj ne sme biti premoc¢na. S tem se izognemo, da bi TF
ostal vezan na svojem mestu ne glede na potencialne spremembe v okolju ter posledi¢no
neodzivnost celice

e TF mora iskano mesto najti v relativno kratkem casu kar glede na dolzino genoma in
pogostost TFjev v posamezni celici ni trivialno

2.6 Zajemanje eksperimentalnih podatkov

Razlaga delovanja vecine klasi¢nih primerov genetske regulacije, med njimi tudi Lac in Lambda,
ki si jih bomo pogledali v naslednjem poglavju, je bila do pred kratkim rezultat napornih in



Slika 3: Transkripcijski faktor, vezan na ustrezno mesto na DNAju[l]. Na sliki lahko opazimo
deformacijo DNAja zaradi vezave proteina, lepo pa se vidi tudi, kako protein z svojimi izrastki
seze v DNA in preveri, ¢e se je vezal na pravo mesto

casovno zahtevnih genetskih eksperimentov, recimo sistematskega gojenja bakterijskih kultur
in opazovanja njihovih mutantov v primerjavi z nemutiranimi celicami; nemogoce pa je upora-
biti enake metode za raziskave vseh regulatornih interakcij v organizmih, preprosto zaradi nji-
hovega ogromnega Stevila. Dva velika mejnika v molekularni biologiji sta popolnoma spremenila
tovrstne raziskave. Prvi je tehnologija sekvenciranja, pri kateri je mogoce dobiti celotno genet-
sko zaporedje za dan organizem (Lambda je bila prvi ali drugi sekvencirani organizem, nekaj let
nazaj je bil kon¢an Human Genome Project, s katerim je znan cel ¢loveski genom).

S primerjanjem genomov razlicnih organizmov med sabo in statisticnih lastnosti ACTG
zaporedja je mogoce precej zanesljivo ugotoviti, kateri deli predstavljajo gene in kateri geni
ustrezajo po funkciji genom v drugih organizmih. Taksne filogenetske primerjave med genomi
organizmov, ki so v drevesu zivljenja med sabo razlicno oddaljeni, temeljijo na dejstvu, da so
funkcionalna mesta v DNA (ki kodirajo proteine ali TF vezna mesta) ohranjena pod evolucijskim
pritiskom (mutacije tam vplivajo na prezivetje organizma v okolju in so statisti¢no gledano
vec¢inoma Skodljive).

Druga tehnologija je t.i. microarray oziroma gene chip tehnologija. Le-ta omogoca primer-
javo aktivacije za vsak gen med referen¢no kulturo (recimo bakterij, gojenih pri standardnih
eksperimentalnih pogojih) in merjeno kulturo (vzgojeno pri posebnih pogojih, ki nas zanimajo,
recimo v mediju, ki mu manjka kaksne hranilne snovi; pri visoki temperaturi itd). DNA sekven-
ciranje identificira gene znotraj genoma, pri microarray tehniki pa nanesemo za vsak identificiran
gen na t.i. DNA chip taksen kos DNA, ki je unikaten za vsak mRNA za vsak gen v organizmu,
in sicer vsak tak DNA nanesemo na svojo tocko na mrezi, in tocke uredimo v kvadratno mrezo
(od tod ime microarray). Ko vzgojimo kulturo, referenc¢no ali merjeno, ekstrahiramo ves mRNA
iz nje, ter ga zlijemo na microarray. Zaradi komplementarnosti se mRNA, ki ustreza doloéenemu
genu, veze le na tisto mesto na arrayju, kjer smo sprva lokalizirali unikaten DNA. Ker znamo
narediti, da mRNA fluourescira, je intenziteta svetlobe na vsaki tocki kar sorazmerna s trenutno
kolicino mRNA za doti¢ni gen v celici v trenutku, ko smo celice unicili z ekstrakcijo. Da se
znebimo sistematskih napak, vedno ekstrahiramo iz referenénih celic mRNA, ki se sveti v eni
barvi, iz merjenih mRNA, ki se sveti v drugi, ter oboje zlijemo (hibridiziramo) na isti microar-
ray. Rezultirajo¢a barva vsake tocke je meSanica obeh osnovnih barv in podaja razmerje med
trenutnimi nivoji mRNA v referen¢nih in merjenih celicah. Odc¢itavanje takSnega microarraya
je povsem avtomatizirano in ra¢unalnik preko CCD kamere od¢ita recimo za vseh 4000 genov v



E. coli naenkrat, kaksni so nivoji mRNA.

Slika 4: DNA microarray. Vsaka tocka predstavlja enega izmed genov v E coli. Intenziteta svet-
lobe v vsaki tocki je sorazmerna s trenutno koli¢cino mRNA | ki vsebuje prepis gena; barva tocke
pa razmerju med aktivacijo v referen¢ni in merjeni kulturi (rdeca -; aktivacija le v referenlni
kulturi, zelena -; aktivacija le v merjeni kulturi, merimo razmerje).

V praksi se serijsko izvede mnogo poskusov za isti organizem pri razlicnih pogojih proti isti
referenci, od koder je mozno rekonstruirati, kateri geni so aktivirani skupaj, kateri so medsebojno
izlo¢ujoci itd.

3 Primera iz biologije

Poglejmo si sedaj dva pionirska primera mehanizma regulacije genov.

3.1 Lac operon

Operon je logicna skupina genov, ki vsebuje tudi operator (mesto na DNA, kamor se veze represor
oz aktivator, véasih to mesto imenujemo tudi stikalo, ki dolo¢i ali se bo operon prepisal ali ne -
odvisno od represorja oz aktivatorja) in promoter (mesto, kamor se veze RNAP).

Lac operon je torej konkretno skupina genov, ki definira proteine, zadolzene za prebavo
sladkorja imenovanega laktoza v bakterijah, recimo v E.coli. Kako deluje?

Ce je nasa bakterija v prostoru, kjer je laktoza prisotna, potem le ta preide v samo celico in
nase veze transkripcijski faktor Lac, ki je represor. Laktoza deluje kot t.i. inducer, ko se veze
na Lac represor, se le-temu spremeni 3D zgradba tako, da se ne more ve¢ vezati na svojo TF
vezno mesto na DNA in posledi¢no ne more delovati na operatorju, kar pomeni, da RNAP lahko
prepiSe 3 gene, ki se nahajajo v Lac operonu in iz katerih posledi¢no nastanejo 3je proteini, ki
so odgovorni za prebavo laktoze. Ko ti trije proteini prebavijo vso laktozo, ki je na voljo, se TF
Lac zalepi na operator in kot represor prepreci nadaljni prepis genov in s tem sintezo proteinov,
s Cimer se prebava ustavi. Celotna zgodba se potem ponovi, ko v bakterijo ponovno pride nov
sladkor.

Lac operon nam sluzi kot tipi¢en primer samoregulacije genov v prokariotih, za njegovo
razlago in hkrati tudi prvo razlago regulacije genov v celici so znanstveniki Jacob, Monod,
Brenner in Cuzin leta 1965 prejeli Nobelovo nagrado.
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Slika 5: Shematski prikaz Lac operona. P predstavlja promoter - mesto, kamor se veze polimer-
aza. Vidimo, da lac deluje kot represor, ker se veze med polimerazo in tremi geni (lacZ, Y
in A), ki so potrebni za prebavo laktoze. Majhna zanka na 3’ koncu osi predstavlja mesto, ki
konéa prepisovanje polimeraze, mesto, oznaceno s CAP pa je operator za drugi TF, ki ga nismo
omenjali (imenovan CRP - le ta deluje v tem primeru kot aktivator).

3.2 Lambda stikalo

Podoben primer stikala, vendar z zunanjim inputom nam predstavlja stikalo Lambda.

Lambda je posebne vrste virus, ki okuzi ze znano bakterijo E.coli. Imenujemo ga tudi
bakteriofag oz enostavno fag kar pomeni ”bacteria eater”. Virus je preprosta struktura, DNA
molekula je obdana z posebnim proteinskim plas¢em v obliki glave in repa. Ko virus Lambda

Slika 6: Zgradba virusa Lambda

naleti na svojo bakterijo gostiteljico, s svojim repom predre celi¢no steno in vanjo vbrizga svoj
kromosom. Ta potem v nekaterih celicah preide v liticno stanje, kar pomeni, da se prizgejo
ustrezni geni, ki poskrbijo zato, da se sintetizirajo nove glave in repi, da se replicira Lamdba
DNA in ¢ez priblizno 45 minut okuzena celica poc¢i in v okolje izpusti okoli 100 novonastalih
virusov Lambda. Drug scenarij pa je ta, da okuzena celica preide v lisogeno stanje, veina
Lambda genov se ugasne, Lambda kromosom se integrira z gostiteljevim kromosomom in ko se
bakterija razmnozuje, se z njo pasivno razmozuje tudi ¢akajoci virus. Ce pa na to bakterijo
posvetimo z UV svetlobo, preide iz lisogenega v liticno stanje, gostitelj posledi¢no odmre in
izpusti 100 aktivnih virusov.

Ce si bolj natanéno pogledamo, kaj se zgodi ob obsevanju z UV svetlobo. V lisogenem stanju
je prizgan samo en fag gen in sicer tisti, ki je zadolZen za sintezo Lambda represorja imenovanega
cl. Ta je obenem represor in aktivator, saj se kot represor veze na ostale operatorje Lambda
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liticno stanje lisogeno stanje

Slika 7: Shematski prikaz Lambda stikala.

DNAja in s tem ugasne vse ostale gene, ki so zadolzeni za sintezo glave in repa virusa, kot
aktivator pa se veze na svoj gen in skrbi za svojo reprodukcijo. Ker je v takem stanju v okuzeni
celici precej prostih represorjev, ob morebitni ponovni okuzbi in vbrizgu novega kromosoma
Lambde, prosti represorji ugasnejo tudi novo morebitno liti¢no stanje. Pravimo, da je lisogen
imun na vnovi¢no Lambda infekcijo.

Virus v tem stanju ¢aka na trenutek, ko je bakterija Sibka - nekatere bakterije se namrec
lahko branijo pred okuzbo. Znak, ki pove lambdi, da je celica Sibka, je aktivacija SOS meha-
nizma v bakteriji - bakterija zazna, recimo zaradi povecanega UV sevanja, kot je to narejeno v
eksperimentih, da je pod okoljskim stresom in da je potrebno poskrbeti, da se popravi skoda na
DNA, ter zato aktivira potrebne encime. Lambda represor pa je narejen tako, da ga eden izmed
le-teh SOS encimov uniéi, kar omogoci produkcijo Cro. Cro je nov regulacijski protein z povsem
nasprotnimi lastnostmi, kot represor cl. Zanimivo je, da oba interagirata z istim operatorjem
(istim tremi mesti na DNA), a so njune afinitete (torej energije interakcij) za posamezna mesta
razlicne. CI je narejen tako, da je v majhni koncentraciji represor za vse ostale lambda gene,
vendar aktivator sam zase (v tem trenutku zaseda 1 ali 2 najmocnejsi vezni mesti na opera-
torju od 3), torej njegova koncentracija raste, dokler ni dovolj visoka, da se veze $e na tretje
mesto, kar izklopi samega sebe. Torej se kontrolira sam z negativno povratno zanko, tako da
se ohranja pri visoki koncentraciji (v odsotnosti Croja). Cro pa ima afinitete ravno v obratnem
vrstnem redu. Ko se cl (represor) deaktivira in je uni¢en od SOS procedure, za¢ne polimeraza
prepisovati CRO in ze ob majhni koncentraciji le-ta takoj zasede tisto mesto, ki ga je CI Sele pri
visoki koncentraciji in s tem izklopi CI produkcijo, potem pa prizge gene, ki proizvajajo glavo,
rep ter novi regulacijski protein. Pravimo, da CI in Cro skupaj z RNAP in njihovimi operaterji
in promoterji tvorijo Lambda stikalo, saj interakcija med omenjenima transkripcijskima faktor-
jema (cro in cI) definira bistabilno stanje (cel sistem lahko le diskretno izbere med lisogenim in
litiénim scenarijem).
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4 Fizikalno modeliranje

Fizikalno bomo modelirali dva problema:
e interakcijo med proteinom in DNA. Ko TF najde ustrezno mesto, so mora nanj vezati.
e difuzijo proteina po citoplazmi in iskanje mesta, kjer se prilepi na DNA.

S pomocjo teh dveh modelov bomo preverili in razlozili 3 zahteve, ki smo jih v enem izmed
prej$njih poglavij postavili za na§ transkripcijski faktor:

e specifi¢nost
e dinamicnost

o kratki iskalni ¢asi

4.1 Specificnost

Kot smo videli ze na sliki 3, protein iteragira z DNA na dva nacina:
e indirektna interakcija
e direktna interakcija

Prvi energetski prispevek pri indirektni interakciji je elektrostatski. Protein preko residu-
alov aminokislin (izgledajo kot izrastki) interagira z DNA, ki je negativno nabita molekulam
Drugi prispevek je posledica lokalna deformabilnost DNAja (energija, potrebna za torzijsko ali
upogibno deformacijo DNA, i.e. premik baznih parov iz njihove ravnovesne lege, glej sliko 3).
Tretji energetski prispevek pa je entropi¢ne narave in je posledica spremenjenega Stevila nacinov,
na katere lahko z majhnimi molekulami vode zapolnimo prostor med proteinom in DNA. Vendar
pa je naSe znanje o teh interakcijah zaenkrat precej omejeno in na njihovi podlagi ne znamo
locit, ali gre za interakcijo z specificnim ali nespecificnim mestom

Po drugi strani pa lahko ve¢ povemo o direktni interakciji oz interakciji prek sibkih vodikovih
vezi. Protein z svojimi izrastki seze v vijac¢nico in odvisno od zaporedja baznih parov imamo
neugodno ali pa ugodno interakcijo. Za lazjo predstavo si na [11] lahko pogledamo simulacijo
vezave nam ze poznanega proteina Lac na specificno mesto na DNA, shematsko pa si primer
nespecifi¢nega in specificnega kontakta lahko ogledamo na sliki 8.

Kako torej vemo, da je dolo¢eno zaporedje na DNA specificno? Recimo, da se protein veze
na 22 baznih parov dolg segment DNA. Poenostavimo model in privzemimo, da protein dobi od
vsakega baznega para posebej nek neodvisni energijski prispevek. V ni¢tem redu tega priblicka
torej recemo, da protein iS¢e toéno doloceno zaporedje v DNA (t.i. idealno zaporedje oz con-
sensus sequence), e se Crka zaporedja (baza) ujema, je ugoden energijski prispevek (postavimo
le-tega na 0), ¢e pa ne, je energijski prispevek nek epsilon ali delta (vecji od 0) (idealno za-
poredje skonstruiramo iz eksperimentalno znanih specificnih mest). Izkaze se, da to za vec¢ino
transkripcijskih faktorjev ni dober opis. Ce namre¢ eksperimentalno pois¢éemo mesta na DNA,
ki so funkcionalna, vidimo, da se sekvence med sabo lahko v nekaj parih razlikujejo in ne gre za
neka popolnoma identi¢na zaporedja. Zato si poglejmo naslednji red priblizka.
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Specificha vezava

Nespecificna vezava

Y7

Slika 8: Specifi¢ni in nespecifi¢ni kontakt baznih parov DNA z lac represorjem. V prvem primeru
so baze, na katere se je lac pripel, obarvane. Pri nespecificnem kontaktu represorja z DNA pa
vidimo le povezave na sladkor-fosfatno hrbtenico DNA (prirejeno po [9])

4.1.1 Metoda PWM

V 1l.redu priblizka interakcijsko energijo med DNA in proteinom opisemo z matriko, ki jo imenu-
jemo position weight matriz oz PWM matrika [5].

Matrika ima Sirino L, kar predstavlja dolzino specifi¢nega zaporedja, ter visino 4, energijski
prispevek za vsako od 4 razli¢nih baz. Tako lahko sedaj vsakemu zaporedju s (dolzine L) na
nasem DNA dolzine M pripisemo energijo E(s) tako, da velja:

L
E(s) = €B(st+i-1)
1=1

B(k) predstavljajo eno od stirih baz (A, C, T, G) na koordinati k v genomu k& = 1,....M, ¢;p
pa so PWM energijski prispevki, ki jih merimo v enotah kpT. Po konvenciji so energije v
matriki pozitivne, najbolj ugodnemu baznemu paru (element idealnega zaporedja) na mestu
1 pa pripiSemo energijo 0. Tako lahko vidimo, da nam e pove, kakSen je energijski prispevek
posameznega baznega para k celotni vezavni energiji celega konkretnega zaporedja. Seveda se
moramo ves ¢as zavedati, da je tudi ta model zgolj priblizek, ki ne upoSteva medsebojne odvis-
nosti sosednjih baznih parov, seSteva le prispevke posameznega baznega para, ki so neodvisni
od prispevkov na sosednjih pozicijah. Vendar pa lahko na podoben nacin in seveda oborozeni
z dovolj eksperimentalnimi podatki skonstruiramo matrike visjih redov, ki upostevajo tudi te
koleracije, vendar se s tem v nasi nalogi ne bomo ukvarjali.

Pogledali pa si bomo princip, po katerem Berg in von Hippel izra¢unata elemente PWM
matrike [5].

4.1.2 Konstrukcija PWM metode po receptu Berg-a in von Hippel-a

Recimo, da v eksperimentu najdemo N mest dolzine L (recimo 22 bp), ki so funkcionalni.
Indeks B pa nam naj predstavlja eno izmed §tirih baz: B=A, C, T, G. Skonstruirajmo torej
PWM matriko ¢;g, kjer indeks [ te¢e od 1 do L. Predpostavimo:
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Transkripcijski
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Citoplazma, koncentracija
c transkripcijskega faktorja

Slika 9: Transkripcijski faktor smo parametrizirali z energijsko matriko. Svetlejse tocke v matriki
predstavljajo elemente idealnega zaporedja (consensus sequence) in imajo prispevek 0 k celotni
vezavni energiji

e vsako izmed mest oznacenih z [ je neodvisno od ostalih mest
o celoten ostali genom so naklju¢no izbrani nukleotidi
e Priorji (verjetnosti) v ostalem genomu so enake za vse nukleotide

Zelimo, da je nasa matrika taka, da nam ob delovanju na katerokoli funkcionalno mesto vrne
energijo v AFE okolici zahtevane energije E. Ta FE je vsota po vseh baznih parih [ krat povprecna
energija na tistem mestu. Povprec¢no energijo pa dobimo tako, da pomnozimo energijo za
posamezno bazo z frekvenco, da posamezna baza nastopa na tem mestu. Torej:

L

E=Y Y eas-fiB

=1 B

Nase potencialno funkcionalno mesto pa lahko obravnavamo tudi statisti¢cno mehansko. Imamo
namre¢ dolo¢eno Stevilo neodvisnih energijskih prispevkov in dano energijo E. Izbira baznega
para B na mestu | je namre¢ analogna temu, da v namisljenem statisticno-mehanskem sistemu
dolo¢imo ravnovesne zasedenosti enodelénih stanj z energijami ¢;5. Zapisemo lahko torej, da je
nasa frekvenca oz verjetnost f;p enaka:

e*)\qB

Z

fiB(E) = (1)
kjer je
7 — ef)\qA + e*/\fzc + e*/\qT + e*AﬁlG

vsota vseh moznih stanj.\ pa je brezdimenzijska Stevilka,s katero reskaliramo energijo tako, da
je povprecna energija celotnega zaporedja enaka zahtevani F.

Ce sedaj celoten argument obrnemo: namesto, da bi iz enacbe 1 izracunali pri znani ¢p
PWM verjetnosti f;p, da opazi§ bazni par B na mestu [, iz experimenta poznamo verjetnosti
fip, in racunamo PWM. Dobimo:

kjer je n;p Stevilo pojavitev baze B na mestu [ in nyy Stevilo pojavitev najbolj frekventne baze
(element idealnega zaporedja, po def. ima interakcija z njo energijo 0). +1 v §tevcu in imenovalcu
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pa sta statisti¢na popravka, s katerima se izognemo slabo definiranim vrednostim, ¢e imamo na
voljo le majhno stevilo opazovanj (N).

Lep prikaz zbirke funkcionalnih mest je tako imenovani sekvenéni logo (slika 10). Velikost
¢rke nam pove njen relativni prispevek, velikost posameznega mesta pa nam pove pomembnost

oz prispevek tega mesta k celotni informaciji.
22N

Slika, 10: Sekvené¢ni logo dolzine 22 bp za CRP funkcionalno mesto. Iz njega lahko preberemo
tudi idealno zaporedje, ki je v tem primeru AAATGTGATCTGGATCACATTT
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4.1.3 Energijski histogrami

S pomocjo te matrike lahko sedaj za nek TF izracunamo interakcijsko energijo za katerokoli
mesto na DNA. Ko to naredimo, lahko skonstruiramo energijski histogram oz gostoto stanj
(Stevilo mest pri dani energiji v odvisnosti od dane energije). Kar ugotovimo je, da vecinski del
dobljene porazdelitve lahko opisemo z Gaussovo funkcijo. To niti ni presenetljivo, saj so v prvem
priblizku nase 4 baze precej naklju¢no razporejene po DNA, tako da posledi¢no v vsakem koraku
seStejemo 22 naklju¢no izbranih Stevilk iz nase matrike, kar po centralnem limitnem izreku vodi
k Gaussovi krivulji.

Distributicn of states

0.015}

dist

0.0058

Slika 11: Energijski histogram za celotni genom Lambda. Gaussova funkcija se energijam
izvrstno prilega. Konsenzus je od vrha Gaussa oddaljen priblizno 20 enot, stddev je priblizno 4

Iz konstrukcije energijskega histograma lahko razberemo tudi specificnost TFja. Ker smo
kot najbolj ugodna stanja definirali stanja z energijo 0, so mesta z najmanjSo energijo na nasem
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Slika 12: Povecava slike 11 za zelo nizke energije. Cisto na zacetku lahko vidimo 6 mest z
najnizjo energijo, to je ravno 6 specificnih mest za Lambda represor

histogramu mesta, ki jih ima TF najraje. Vecja, kot je na naSem histogramu energijska vrzel
med stanji z najmanjso energijo (specificnimi mesti) in Gaussovo krivuljo (ostala mesta, kamor
nocemo, da se TF veze), vecja je specificnost. Statisticna metoda za konstrukcijo PWM povzeta
po Berg and von Hippel, kot smo omenili, predpostavlja, da so z izjemo specificnih mest v
genomu ostala mesta naklju¢na, jasno pa je, da temu ni tako. Verjetnost za to, da najdemo
konkretno mesto, dolgo 20bp, v genomu, dolgem 4M parov, je precej majhna, reda (1/4)20x4M.
Zato je mozno skonstruirati take matrike z bolj kompliciranimi algoritmi, ki maksimizirajo
energijsko vrzel - taksni algoritmi so v bistvu ekstremalni problemi z dolo¢enimi vezmi, ki, poleg
tega, da proizvedejo ugodne energije za funkcionalna mesta, proizvajajo "neugodne”energije za
nefukncionalna mesta, ki pa so funkcionalnim podobna v prostoru ACTG zaporedjj.

4.2 Dinamika

Radi bi opisali, kako se nas TF veze na bodisi specificno, bodisi nespecificno mesto na DNA, se
potem po dolo¢enem ¢asu odlepi iz tega mesta, difundira naprej itd. Zato si najprej poglejmo
nekaj fizikalnega ozadja.

4.2.1 Fizikalno ozadje dinamike proteina

Na DNA imamo veliko $tevilo potencialnih mest, vsako ima neko svojo energijo. Ker dolo¢eno
Stevilo transkripcijskih faktorjev prosto difundira v citoplazmi, imamo v termodinamskem ravnovesju
za vsako izmed teh mest neko verjetnost, da se tam nahaja TF. S pomoc¢jo fazne vsote v
velekanoni¢ni porazdelitvi lahko izra¢unamo verjetnost p, da TF ¢aka na enem izmed teh mest

pri pogojih, da je njegova koncentraciji v celici ¢ in da ima tisto mesto energijo F. ZapiSimo
fazno vsoto:

7 = Ze_ﬁE'wN“

V tem primeru seStevamo po vseh moznih stanjih, v naSem primeru sta ta stanja dva, vezano
pri energiji E/ in prosto pri energiji 0, torej:

Z =1+ e PEO1
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Verjetnost, da smo vezani je torej prispevek vezanega stanja ulomljeno z celotno vazno vsoto:

T
Z 14 ePE-Bu

p =
Ker vemo, da je je kemijski potencial v raztopini enak
w=FkpTInc/cy

kjer je ¢ trenutna koncentracija, ¢y pa neka referenc¢na koncentracija v raztopini, lahko zapisemo
kon¢ni rezultat za naSo verjetnost:

- 1
1+ DefE

(2)

To verjetnost, da TF tic¢i na dolo¢enem mestu z energijo £ na DNA pa lahko izracunam tudi
na drug nacin. In sicer naredimo dinamicno izpeljavo. Napisemo diferencialno enacbo

p

% —hve(l—n)—k n (3)
n uvedemo kot zasedbeno Stevilo ali zasedenost opazovanega mesta na DNA. V resnici je ta
spremenljivka seveda diskretna, saj je lahko v danem trenutku le 0 ali 1, vendar jo v tej izpeljavi
obravnavamo kot zvezno. LZT? ima torej dva prispevka. Prvi ¢len nam predstavlja verjetnost,
da TF pri dani prosti koncentraciji ¢ v citoplazmi ravno poizkusa skociti na doti¢no mesto,
frekvenco oznac¢imo z k4 (pravimo mu tudi on-rate), faktor (1-n) pride zato, ker ¢e TF ze sedi
na tistem mestu, ne more skociti gor. Drugi ¢len pa nam predstavlja verjetnost, da je Ze na tem
mestu in bo skocil dol v prosto koncentracijo, faktorju k_ pravimo tudi off-rate. V ravnovesju

dn

sta ta dva clena enaka, 7 = 0 in iz tega lahko izracunamo povprecno zasedenost nekega mesta,

ki ga oznac¢imo z n in je enako

k?+C o 1
- k_
k+C + k_ 1 + m

n= (4)
Mikroskopska (72) in termodinamska (p) slika se morata ujemati (gre za isto koli¢ino, verjetnost,

da je na nekem mestu v DNA vezan TF), izenacimo enacbi 2 in 4, ter dobimo zvezo med k4 in
k_ ter energijo E doti¢nega stanja

k_

— =coe’" = kq (5)
k4

kjer definiramo kg kot afiniteto specificnega zaporedja in je ravnovesna lastnost. Konéno lahko

zapiSemo enacbo za zasedenost (zdruzimo enachbi 2 in 5)

&
c+ kq

p:

ki jo lahko preverimo tudi s pomocjo kemijske titracije.

Ko je torej koncentracija v celici taksna, da je ¢ = kg, je verjetnost, da je doti¢no mesto
zasedeno, ravno 1/2. Tipi¢ne koncentracije so reda nekaj nM (nano-molar), t.j. nekaj molekul
na kubi¢ni mikrometer.

Dinamic¢na izpeljava, ki sledi iz enac¢be 3, je popolnoma deterministi¢na. V resnici pa je
lahko koncentracija prostih TFjev nizka - celo samo nekaj molekul v celotni citoplazmi. Enagcbi
3 lahko dodamo tretji ¢len, dn/dt = kyc(1—n) —k_n+&(t), kjer je £(t) Langevinov stohasti¢ni
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clen, ki zadosca < £(t)&(t') >= gd(t —t') (trikotni oklepaji pomenijo povpreéenje po realizacijah
Suma, ¢ pa je Diracova delta funkcija) in torej predstavlja nekorelirani beli Sum. ¢ nastavimo
ob danem modelu za Sum tako, da reproduciramo celotno varianco v procesu. Vecinoma se
biofizika regulacije danes ukvarja s tem, kako je lahko genetska regulacija zanesljiva navkljub
velikim stohasti¢nim prispevkom zaradi majhnega stevila molekul, ko postaja deterministi¢ni
opis s koncentracijami nezanesljiv.

V predstavljeni preprosti verziji izpeljave smo si predstavljali, da obstajata le dve stanji, v
katerih se lahko TF nahaja, namre¢ prosto in vezano. V resnici pa specificno vezano stanje
tekmuje z nespecificno vezavo; le to ima za vsako posamicno nespecificno mesto veliko Sibkejso
afiniteto za nekaj (7 ali vec je tipiéna vrednost; iz enacbe 5 vidimo, kako skalira afiniteta z
energijo, iz slik 11 in 12 pa, da je energijska razlika med specificnim mestom in nespecificnimi
lahko 15 — 20k,T) velikostnih redov, vendar je potencialnih mest veliko (reda 107). Izkaze se,
da je v resnici le okrog 10ostali pa so v vsakem trenutku nespecificno prisotni na nekem mestu
na DNA.

Sedaj si bolj podrobno oglejmo Se koli¢ino k4. V enem od kasnejsih poglavij o difuziji se
bomo naudili, da je ¢asovna odvisnost razdalje, ki jo delec naredi pri difuziji, kvadratna:

r? o Dt

kjer je D difuzijska konstanta, r pa velikost podrocja, ki ga delec v ¢asu t razicse.
Predstavljajmo si, da je TF r oddaljen od svoje tarce velikosti a. Razdelimo podroc¢je med
a in r na kocke z stranico a. Vsega skupaj bo v v podroéju med proteinom in tarco (r/a)® kock.
Protein se od kocke do kocke pomika z naklju¢no hojo (glej poglavje o difuziji), pri vsaki kocki
se zadrzi a?/D ¢asa, podrocje velikosti r pa zapusti po ¢asu r2/D. Stevilo vseh kock, ki jih bo
protein obiskal, predno oddide iz podroéja r bo torej (r/a)?. Iz tega sledi, da je verjetnost, da
protein najde svoj deléek enaka a/r. S pomocjo tega rezultata lahko pokazemo [7], da je

ky < Da

Vidimo, da je ki povezan le z difuzijo in ni odvisen od energije interakcije med proteinom in
DNA. Ker so te interakcije zelo kratkega dosega (reda nm), protein difundira po celici in z k4
(verjetnost na enoto ¢asa in koncentracije) tréi v neko mesto na DNA, ne glede na to, kaksno
energijo ima to mesto.

Uporabimo 8e Einsteinovo formulo za difuzijsko konstanto krogle z premerom d

p- kBT
3mnd

kjer je n viskoznost medija (za vodo n = 1-10% Pa s). Ker bo velikost nase tarce precej manjéa
od celotnega proteina, vzemimo a/d = 0, 1. Naga konstanta pri relevantni temperaturi (0 — 50°
C) znasa priblizno

ky ~ 10%/M/s

in ji pravimo tudi meja difuzije (M je enota za koncentracijo in ji pravimo molar). To pomeni,da
se binarna reakcija ne more zgoditi z ve¢jo pogostostjo, kot je ta, ¢e se reaktanti med sabo
poiscejo z navadno 3-D difuzijo. Ce smo torej ugotovili, da k. ni odvisen od energije konkretnega
mesta, na katerega se veze nas TF, potem iz enacbe 5 lahko sklepamo, da je k_ sigurno odvisen
od energije, vidimo, da je odvisnost celo eksponentna.

k_ o PE (6)
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Ta odvisnost je tudi fizikalno smiselna, saj ko je TF enkrat ze vezan na DNA, bolj ugodna je
energija tega mesta, dalj ¢casa bo TF ostal vezan na to mesto.

Recimo torej, da se je nas TF vezal na specificno mesto z najmanjSo mozno energijo. Po
enacbi 6 sode¢ se zdi, da bi ob moc¢ni energijski interakciji lahko ostal TF imobiliziran na
specificnem mestu za dolgo ¢asa, preden odpade nazaj v raztopino zaradi termicne fluktuacije.
Ker pa se v tem ¢asu lahko situacija v sami celici Ze spremeni (recimo pri primeru Lac represorja
v naso celico pride laktoza) zelimo, da TF tudi to zelo ugodno energijsko mesto zapusti. To lahko
dosezemo na dva nacina. Prva moznost je, da se kaksna 3 molekula veze na nas TF (v primeru
Lambda so to encimi, ki jih sprozi SOS mehanizem), spremeni njegove lasnosti oz interakcijsko
energijo, posledi¢no se k_ poveca in TF se sam odlepi z DNAja. Druga moznost, ko nimamo
posredovanja neke dodatne molekule, pa je ta, da tudi na specificnem mestu no¢emo imeti tako
zelo ugodne interakcijske energije, da se nebi TF po doloéenem ¢asu sam odlepil s tega mesta.

Iz enacbe 3 je razvidno, da je karakteristicni ¢as, v katerem protein preskakuje med vezanim
in prostim stanjem, ti. korelacijski ¢as, 7, 1 = kyc+ k_; povprecen cas, da se protein odlepi, ko
je enkrat vezan, pa 1/k_. Strategija brez posredovanja tretjih molekul pomeni, da je 7. dovolj
kratek, da TF izpovpreci svoje fluktuacije v prehodu med vezanim in nevezanim stanjem, in je
tako v termodinamskem ravnovesju s svojim kemijskim okoljem. Da pa lahko fizikalno smiselno
govorimo o povprecenju, je potrebno izbrati ¢asovno skalo, na kateri to povprecenje poteka -
biologko relevantna je ¢asovna skala razpada mRNA, ki je produkt regulacije TFja, in je obi¢ajno
reda nekaj do nekaj deset minut.

4.3 Kratki iskalni casi

Sedaj pa si poglejmo Se zadnji pogoj za TF in sicer ta, da dovolj hitro najde specificna mesta,
ki jih je zelo malo (recimo 5 mest med 4 miljoni). Standardni model, s katerim za¢nemo to
obravnavo, je 3D difuzija.

4.3.1 Difuzija

Zapisimo difuzijsko enac¢bo

dc

DVic= — 7
c= o (7)
Izpeljemo jo iz ohranitvenega zakona
- Oc
divie 2 — o
v+ ot
in Fickovega difuzijskega zakona
j=—-Dgradc

Poznamo osnovno resitev 3-D difuzijske enacbe, ki jo imenujemo Greenova funkcija

To je Gaussova funkcija in iz njenega eksponenta vidimo, da je pri difuziji kvadrat razdalje,
do katere deléek zdifundira, linearno odvisen od ¢asa:

r? < Dt

Za majhne razdalje je to precej uéinkovito sredstvo, kako nas TF raziice svojo okolico (temu
fizikalnemu pojavu recemo tudi random walk oz Brownovo gibanje). Ce pa so razdalje velike,
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Slika 13: Trajektorija difundirajocega proteina, ki jo imenujemo tudi nakljuéna hoja. Na sliki
imamo projekcijo 3-D hoje 10° korakov, zacetna in konéna koordinata hoje pa sta (0,0) in
(=300, —300). Kot vidimo, je na podro¢ju cca 1000 kvadratnih korakov veliko lukenj, ki jih nas
delec ni preiskal

pa difuzija ni ve¢ ucinkovito sredstvo za raziskovanje okolice. Imamo torej DNA (recimo 4
miljoni bp reda velikosti kubi¢ni mikron) in specifitno mesto (recimo 22 bp reda velikosti nekaj

m), ki ga is¢emo na tem DNA. Ce imamo na voljo le 3-D difuzijo, bi TF porabil preveé ¢asa,
da najde pravo mesto (reda velikosti minut). Eksperimentalno pa lahko pokazemo, da celica
reagira hitreje, kot so ti teoreti¢no napovedani minimalni ¢asi (glej poglavje o Dinamiki, kjer
smo izracunali k4 ). Klasi¢en predlog, kako pojasniti to dejstvo in sta ga uporabila ze Berg in
von Hippel [5] je ta, da imamo v celici kombinacijo 3-D in 1-D difuzije. Ko TF z 3-D difuzijo
zadane naklju¢éno nespeficiéno mesto na DNA, nekaj ¢asa difundira v 1-D levo in desno po DNA,
nato se odlepi od DNA in z 3-D difuzijo najde naslednje mesto na DNA itd.

4.3.2 Optimalni ¢asi 3-D in 1-D iskanja

Naj bo na$ model iskanja sestavljen iz N korakov 1-D iskanja (vsak korak traja 74,7 = 1..N)
lo¢enih z 3-D difuzijo (734;. Celotni iskalni ¢as ts je torej vsota vseh korakov:

N
Z Tld2+7_3dz

Celotno stevilo korakov IV, predno protein najde svojo tarco, je lahko zelo veliko, zato uvedemo
verjetnostno distribucijo za pomembnejse naklju¢ne etintete v naSem problemu. Prva poenos-
tavitev, ki jo lahko naredimo brez vsakega problema je, da cas 3-D difuzije 734; nadomestimo
z njegovim povprecjem T3q. V vsakem koraku 1-D difuzije preiséemo povprecno m potencialnih
mest. Povprecno Stevilo korakov, da preis¢emo celoten DNA dolzine M je torej N = M/m. Z
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povprecji nas celotni iskalni ¢as torej lahko zapisemo kot
_ M _ _
ts(m, M) = E[ﬁd(m) + T34] (8)

Iz te enacbe lahko sklepamo, da je ¢as iskanja ts(m, M) velik tako za zelo majhne, kot tudi za
zelo velike vrednosti m.Namre¢, ¢e je m majhen, protein v vsakem koraku preisc¢e le majhno
Stevilo potencialnih mest in potrebujemo veliko Stevilo korakov, ¢e pa je m velik, pa v vsakem
koraku porabimo veliko Casa za pregled omejenega dela DNA, poslediéno je iskanje ¢asovno
neefektivno. Sklepamo lahko torej, da obstaja optimalni 1m,y:. Pa ga poizkusimo izracunati.
Ze v poglavju o difuziji smo se naucili, da je kvadrat Stevila korakov linearno odvisen od

casa:
_ 16
m =/ —DidaTd
™

Natanéno izpeljavo gornje formule si lahko pogledamo v [10]. Izrazimo torej iz te formula ¢as

T4 in ga vstavimo v enacbo 8:

‘o % m2m
® m16Dyq

Dobljeno odvajajmo po m ter pois¢imo optimalen m,:. Dobimo:

/16
mopt = ?DldTZ’:d (9)

M |7T3q
2\ D

Pomemben sklep, ki ga sedaj lahko naredimo, je, da je naSe iskanje optimalno, ¢e

+ fgd]

1z enacbe 8 sledi optimalni ¢as

ts(Mmopt) = (10)

7—1d(7ﬂho;m€) = T3d

Protein porabi enako ¢asa za 3-D difuzijo kot za 1-D drsenje po samem DNA. Prav tako lahko
opazimo, da je optimalno Stevilo potencialnih mest, ki jih protein ”obis¢e” med 1-D difuzijo mop
neodvisno od velikost DNA M.

Naslednji sklep, ki se ga s pomoéjo gornjega racuna da pokazati je, da gornja optimalna
kombinacija 1-D/3-D iskanja drasti¢no pospedi iskalni proces. Da se pokazati, da je ob optimal-
nem rezimu iskanje mqpe-krat hitrejse, kot samo z obic¢ajno 3-D difuzijo in M /mp-krat hitrejse
kot samo z 1-D drsenjem. Torej, ¢e protein v optimalnem 1-D/3-D rezimu in v vsakem koraku
preisce mep: = 100bp, so eksperimentalno izmerjeni ¢asi 100-krat krajsi, kot pri normalni 3-D
difuziji.

Lahko ocenimo tudi my¢; maksimalno Stevilo mest, ki jih protein obis¢e med 1-D drsenjem
bo torej (ob predpostavki D1q ~ D3g - maksimalna vrednost in e T34 ~ [2,/D3q in I, ~ 0, 1um)
mepy” ~ 500bp

Za manjse 1-D difuzijske koeficiente (D14 ~ D34/100), dobimo

Moyt ~ 50bp

Ocenimo $e najkrajsi mozni celotni iskalni éas. Ce vzamemo M ~ 10%p in Dyg ~ Dsq =
10" cm?/s ter vstavimo v enacbo 10, dobimo:

M
tgpt ~ 7\/271’7_'3657'0 ~ 5 sec

kjer smo ocenili 79 ~ a3/D3zq ~ 107 sec.
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4.3.3 Energijsko protislovje

Model 1-D in 3-D difuzije nam torej zadovoljivo pojasnjuje eksperimentalno dobljene meritve.
Vendar pa smo si celotno zgodbo precej poenostavili, saj smo rekli, da je verjetnost, da delec
skoci levo, desno ipd, vedno enaka (nakljuéna hoja). Vemo pa, da so energije posameznih mest na
DNA zelo razli¢ne, ¢e narisemo funkcijo energije v odvisnosti od mesta na DNA(PWM metoda)
vidimo, da je funkcija precej ”zagovita”in celo nezvezna (mesta so diskretna). Verjetnost, da

i itlL
[EEEEES SIS SN S SN NN EEEEEEENEEEEEEEEE)

8800 9000 9200
#bp

Slika 14: Zagast potencial nasega modela

torej delec potem, ko je ze na nekem nespecificnem mestu skoéi levo je sorazmerna z e£~FL | kjer
je E energija na mestu, kjer sem trenutno in Ej energija na mestu levo. Podobno je za skok
desno, prav tako pa za skok dol z DNA. To ni ve¢ navadna difuzija. Da se pokazati [8], da je
ucinkovitost difuzije odvisna od o energijske Gaussove funkcije, ki smo jo spoznali v prejsnjih
poglavjih.

1/2
5202> 116202 /4
2

1

Energijska funkcija mora biti namre¢ dovolj gladka, da TF lahko difundira po DNA. Ce je
energijski histogram, ki ima obliko Gaussa presirok (o) je 1-D difuzija neuncikovita. V tem
primeru imamo na DNA energijske pasti (mesta z zelo ugodno energijo), kjer TF obtic¢ijo. Gauss,
ki ga dobimo z PWM metodo ima visino okvirno 20kgT, ¢ pa okrog 4 — 6kgT. Slutsky in
Mirny pa v svojem ¢lanku pokazeta, da o za u¢inkovito 1-D difuzijo ne sme bit vecja od 1kpT.
Prisli smo torej do paradoksa; po eni strani za stabilno vezavo protein-DNA na specificnih
mestih potrebujemo moc¢no hrapavo energijsko funkcijo, po drugi strani pa nam taka funkcija
ne dovoljuje 1-D difuzije.

5 Zakljucek

Izgleda, da je PWM dober opis za specificnost in dinamiko, izgleda, da je kombinacija 3-D in
1-D difuzije dober opis za hitro lociranje speficicnega mesta. Ko pa to zdruzimo, pa pridemo
do protislovja. Slutsky in Mirny v svojem ¢lanku predlagata reSitev in sicer, da ima nas TF
ve¢ stanj; stanje, ko je vezan na specificno mesto in stanje, ko difundira in to mesto Se iSce.
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Nasa energijska funkcija (PWM) je dober opis stanja, ko je TF vezan na specifitna mesta, ko
pa protein drsi v 1-D difuziji, pa potrebujemo drug opis interakcije, ki ima bolj ozko o, je manj
nagubana. Drugi pogoj za novo funkcijo je ta, da ko TF pride na specificno mesto, mora biti
energija dovolj majhna, da se tam zadrzi toliko ¢asa, da preklopi v drugo obliko, ki je dober opis
za specificno interakcijo. Z drugimi besedami, energijska funkcija v iskalnem nacinu, ko protein
difundira v 1D, mora imeti svoje minimume Kkorelirane z energijsko fukcijo v vezanem nacinu,
saj le tako dosezemo, da protein pri 1D difuziji enostavno ne zgresi specificnega mesta

Potrebujemo torej 2 stanji proteina, kar niti ne sme biti prevelika zahteva, saj vemo, da je
protein sestavljen iz verige amino kislin, ki se potem razporedijo v energijsko najbolj ugodno
3-D strukturo, teh struktur pa je lahko vec.

Specificno vezani lac

Nespecificho vezani lac i

Prosti lac

Slika 15: Razlicne oblike Lac transkripcijskega faktorja

3 search

recognition

f(E)
fgnﬂ

cognate site

(a) (b) (©)

Slika 16: 2 razli¢ni stanji proteina, stanje iskanje ter stanje vezave. Gornji del nam demonstrira
iskalno stanje. Zraven lahko vidimo ustrezni energijski potencial ter energijski spekter

Imamo torej scenarij, ki objasni vse tri zahteve za nas TF. Eksperimentalni podatki, ki nam
morajo ta scenarij sedaj potrditi, so predvsem rentgenska kristalografija, ki nam mora potrditi
dve razli¢ni obliki proteina, na drugi strani pa lahko testiramo tudi PWM metodo na nacin, da
katerega izmed novo napovedanih specificnih mest recimo zmutiramo in opazujemo, kako celica
reagira na to mutacijo.
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