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Povzetek

Preko vezave proteinov na specificna mesta na DNK se izrazajo prakti¢no vse bioloske funkcije
te molekule. Taréna mesta proteinov (dolga nekaj baznih parov (b.p.)) so skrita med milijoni b.p.
nespecificne DNK. Poskus Riggs et al. je pokazal, da hitrost reakcije vezave proteina Lacl mocno
presega difuzijsko limito, ki je obicajna za take procese. V pionirskem modelu olajSane difuzije
so Berg, Winter in Von Hippel predstavili tri molekularne mehanizme gibanja: drsenje, skakanje
in medsegmetni prehod. Z vkljucitvijo enodimenzionalnega drsenja in skakanja v enostaven model
lahko izra¢unamo konstanto hitrosti reakcije, ki se za izbrane (izmerjene) parametre dobro ujema z
eksperimentalno dolo¢eno. S pojavom enomolekularnih eksperimentov pa se porajajo nove moznosti
za $tudij dinamike proteinov (iskanje specfi¢nega tarénega mesta) po DNK ter za preiskusanje in
potrjevanje §tevilnih teoreticnih modelov.
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1 Uvod

Proteini in nukleinske kisline sta poleg lipidov in saharidov eni izmed glavnih skupin bioloskih molekul.
Proteini izvajajo veliko vecino procesov v zivih organizmih, v zaporedju nukleotidnih baz na molekulah
nukleinskih kislin (DNK, RNK) oz. t.i. genskem zapisu pa se skriva navodilo za sestavo proteinov.

Bioloske funkcije DNK so nerazdruzljivo povezane s pripenjanjem dolocenih proteinov (transkrip-
cijskih faktorjev, restrikcijskih encimov, RNK polimeraz) na svoje taré¢no mesto - specificno zaporedje
nukleotidnih baz. Tarca na DNK molekuli je tipi¢no dolga nekaj deset baznih parov, medtem ko denimo
kromosome sestavlja preko milijon baznih parov (E. coli, najbolj pogost modelni biologki organizem, ima
DNK dolgo 4,6 milijona baznih parov)[I]. Kljub temu nekateri proteini najdejo svoj cilj dosti hitreje,
kot bi pri¢akovali glede na difuzijsko gibanje in trkanje med DNK in proteini. Sir§e zanimanje strokovne
javnosti je vzbudil eksperiment Riggs-a et al. (1970), ki je pokazal, da se Lacl (Lactose repressor protein)
veze na specificno mesto na DNK 100-krat hitreje od tridimenzionalne difuzijske limite[2]. Temu je kmalu
sledil pionirski model Berg-a et al. v osemdesetih letih prejsnjega stoletja[3], ki pa je do danes dozivel ze
kar nekaj posodobitev[d]-[6] (poenostavljeno razlicicold] ene izmed njih bom predstavil v nadaljevanju).

Proces ”olajsane difuzije” (angl. Facilitated diffusion) vkljuéuje mehanizme, s katerimi se protein
izogne brezplodnemu tavanju med nespecificno DNK med iskanjem svoje ciljne tocke. V osnovi poteka
najprej prek vezave proteina na nespecificno DNK (ta interakcija je sibkejsa od vezave na taréno mesto
na DNK), ki ji sledijo trije glavni na¢ini premikanja proteina po DNK[4]: drsenje (angl. sliding) - protein
je med premikanjem vseskozi v kontaktu z DNK, skakanje (angl. hopping oz. jumping) - protein se za
kratek ¢as odpne iz DNK, se giblje difuzijsko v treh dimenzijah in nato pristane. Mesto ponovne vezave
na DNK verigo je lahko za manj kot persistenéno dolzino DNK stran od mesta disociacije (hopping)
ali pa sploh ni korelirano z mestom disociacije (jumping). Tretji nac¢in - medsegmentni prehod (angl.
intersegmental transfer) - je prehod med bliznjimi deli DNK (denimo v primeru zanke), tako da se protein
hkrati veze na dve mesti na DNK. Slednji nac¢in ni mogo¢ za vse proteine, temvec le za dovolj velike ter
proteine z vsaj dvema vezavnima mestoma.

Sprva so razlicne modele eksperimentalno potrjevali z biokemijskimi poskusi, ki so ogromno pri-
pomogli k razumevanju mehanizmov iskanja tarce na DNK in Se naprej ostajajo uporabno orodje za
proucevanje dinamike proteinov po DNK][7]. A v glavnem smo zmoznosti teh metod Ze izérpali. V veéini
primerov smo lahko zgolj ugotovili, ¢e se protein giblje v okviru olajSane difuzije, o samih detajlih in
mehanizmih tega gibanja, pa smo redko dobili koristne informacije. Zadnjih nekaj let so se s poskusi
na molekularnem nivoju (angl. single-molecule experiment) odprle moznosti za direktno opazovanje ve-
zave posameznega proteina na DNK. Razli¢ne tehnike manipulacije molekul (laserska pinceta, magnetna



pinceta) nam omogocajo raztegovanje in zvijanje molekule DNK, s flurescenénimi tehnikami pa lahko
sledimo posameznim molekulam proteinov v raztopini.

2 Interakcije med DNK in proteini

Tridimenzionalno obliko biologkih makromolekul (proteinov, DNK, RNK) dolo¢ajo $tevilne §ibke inte-
rakcije (hidrofobne, van der Waalsove, vodikove). Te interakcije so tako ibke, da termalne fluktuacije
omogocajo stalne spremembe v konformaciji makromolekul, ki so klju¢ne za bioloske procese in igrajo
centralno vlogo v molekularnem prepoznavanju (angl. molecular recognition). Dve makromolekuli in-
teragirata zaradi komplementarne oblike in porazdelitve naboja ter preko tvorbe Stevilnih Sibkih vezi
oblikujeta nov kompleks visjega reda. Pomembno in Se vedno odprto vprasanje je, kako protein, ki se
veze na specificno zaporedje nukleotidnih baz na DNK molekuli, prepozna, da je ”zadel v tarco”.

2.1 Proteini vezani na DNK

Proteini nastanejo s precej zapletenim procesom, ki se odvija v zivih celicah. Posamezne aminokisline, ki
jih izberejo proteini s to funkcijo, se povezujejo v proteinsko verigo v specificnem zaporedju zakodiranem
v celicni DNK. Razlicne proteine sestavlja razli¢no stevilo aminokislin, obi¢ajno nekaj 100. Posamezne
verige se Se naprej zdruzujejo v bolj zapletene strukture (slika ki jih sestavlja nekaj 1000 enot ami-
nokislin. Poleg aminokislin vsebujejo proteini Se nekatere druge organske in anorganske funkcionalne
skupine in atome glede na njihovo funkcijo. Kovinski atomi in ioni so denimo pomembni za katalizo
biokemijskih procesov in transport npr. zelezo v hemoglobinu omogoca transport kisika po krvi ([12]).

Slika 1: Struktura proteinov: od primarne verige aminokislin do kvartarne, kjer je zdruzenih ve¢ v
terciarno strukturo preoblikovanih verig. Vir:[I] Encim EcoRV vezan na molekulo DNK. Vir:[I3]
Regulacija transkipcije: s stevilko 1 ozna¢ena RNK polimeraza se veze na mesto promotorja (3),
represor (2) pa na operator (4). Ce je represor pripet transkripcija ne more potekati (zgornja slika),
¢e ni, pa RNK drsi po DNK in sintetizira protein (5), ¢igar genska sekvenca je zapisana na mestih na
DNK oznacenih s stevilkami 6, 7 in 8. Vir:|[I4]

Proteini so glavna komponenta celic. Predstavljajo 15 — 20% teze celice, skoraj vse preostalo je
voda[l2]. Sodelujejo na razlicne nacine v Stevilnih biokemijskih procesih, a se bom v nadaljevanju
osredotocil le na posamezne vrste proteinov, ki se za opravljanje svoje funkcije vezejo na specifi¢cno mesto
na DNK. V glavnem so to regulatorni proteini, ki na razlicne nacine nadzorujejo in uravnavajo proces
transkripcije t.j. prepisovanje genskega zapisa iz DNK na RNK. Skupno ime zanje je transkripcijski
faktorji oz. prepisovalni dejavniki (angl. transcriptin factors)[I3]. Prvi proteini take vrste, ki so jih
znanstveniki proucevali, so bili bakterijski nadzorni proteini imenovani represorji (primer Lacl represor).
Delujejo namrec tako, da se vezejo na mesto operatorja na DNK in onemogocijo vezavo RNK polimeraze
na mesto promotorja (to mesto oznacuje zacetek genskega zapisa za dolocen protein), ki je obi¢ajno poleg
operatorja (slika . Posledi¢no se ne tvorijo molekule RNK, ki bi v mitohondrij prenesle navodila za



sestavo proteina potrebnega za dolocen biokemijski proces (represor tako nadzoruje hitrost tega procesa).
V evkariontskih organizmih (organizmi sestavljeni iz celic z jedrom) Ze sama kromosomska struktura v
katero je zvita DNK, skrbi za regulacijo in upocasnjevanje transkripcije. Izkazalo se je, da v tem primeru
potrebujemo proteine z obratno funkcijo od represorjev. Tako imenovani osnovni transkripcijski faktorji
pripnejo RNK polimerazo na promotor in jo nato ”spustijo”, da za¢ne drseti po DNK in prepisovati genski
zapis[I4]. Interakcijo med RNK polimerazo in promotorjem ojacajo proteini aktivatorji, ki se vezejo vmes
in tako stabilizirajo ter pohitrijo proces irazanja genov|[14]. Se bolj zahteven nacin uravnavanja hitrosti
transkripcije je tvorba zanke iz DNK pri kateri obic¢ajno sodelujeta dva ali ve¢ represorskih ali aktivatorski
proteinov.

Poleg transkripcijskih faktorjev sodijo med proteine, ki se vezejo na specificno mesto na DNK se
razne Ze omenjene polimeraze - encimi, ki sintetizirajo novo nukleinsko kislino ( DNK in RNK poli-
meraza prepiSeta zaporedje nukleotidnih baz na novi molekuli DNK in RNK) ter nukleaze - encimi, ki
katalizirajo razpad vezi med sladkorjem in fosfatno skupino v nukleinski kislini in tako skrbijo za raz-
gradnjo postaranih in poskodovanih nukleinskih kislin. Nukleaze delimo naprej na endonukleaze (primer
EcoRV), ki pres¢ipnejo verigo nekje v notranjosti in eksonukleaze, ki to storijo na koncih verige nukleniske
kisline. [15].

3 Fizikalni model olajsane difuzije (angl. facilitated diffusion)

V principu lahko proteini, ki se vezejo na specificno taréno mesto na DNK molekuli, najdejo tarco s
preprosto tridimenzionalno difuzijo po raztopini. Tak nacin iskanja ima dve pomembni omejitvi: kon-
centracija tarénih mest je zelo majhna (v nekaterih primerih le eno taréno mesto na celotnem kromosomu)
ter specifi¢no taréno zaporedje je skrito med ogromnim $tevilom (~ 107 na genom) netarénih mest (ne-
specificnih zaporedij za nas protein), ki so po strukturi zelo podobni tar¢nim[3]. Ti dve dejstvi moc¢no
upocasnita proces lokalizacije tarénega mesta preko tridimenzionalne difuzije. Vezava proteina na spe-
cificno mesto zahteva preciznost, saj se ze razlika v enem samem nukleotidnem baznem paru manifestira
kot nespecifi¢na interakcija.

Adam in Delbruck sta leta 1968 s teoreti¢nim izra¢unom pokazala, da ima lahko zmanjSanje stevila
dimenzij pomembne posledice za bioloske difuzijske procese. Naklju¢ni sprehod v eni ali dveh dimenzijah,
ki je prostorsko omejen v primerjavi s tistim v treh, naredi iskanje specificnega vezavnega mesta (za
razlicne bioloske procese) mnogo bolj u¢inkovito[3]. Kmalu (1981) so principe te teorije uporabili Berg,
Winter in Von Hippel (BWH) v teoreti¢cnem modelu vezave proteinov na specifiéna taréna mesta.

Enostopenjski proces vezave represorja (R) na operator (O) preko izotropne tridimenzionalne difuzije

R+0O = RO (kq in kg sta hitrosti asociacije in disociacije),
d

ima teoreti¢no limito najvecje hitrosti reakcije (konstantno hitrosti reakcije), ki jo izra¢unamo po Debye-
Smoluchowski ena¢bi([3])
ka = 47T"$felecb(Dr + Do)7 (1)

kjer je k faktor zaradi stericne interakcije, fe.. faktor zaradi elektrostatske interakcije, b interakcijski
radij ter D, in D, difuzijski konstanti represorja in operatorja.

Podoben rezultat dobimo pri resevanju difuzijske enacbe za koncentracijo difuzijskih delcev C - v
nasem primeru proteinov[23], ki se v sferi¢ni geometriji v treh dimenzijah zapise

aC 10 [, ,dC

Problem smo poenostavili z neupostevanjem steri¢nih in elektrostatskih interakcij ter opazovanjem reak-
cije v kvazistacionarni sliki, kjer se giblje le protein, DNK pa miruje. Stacionarna reSitev gornje enacbe
je 5

~ Dinr (o). 3)
Z J smo oznagcili ravnovesni tok delcev, ki se absorbirajo na taréno mesto in ima enoto delec/s. Z
upostevanjem robnih pogojev C(c0) = N/V in C(a) = 0, kjer je N stevilo proteinov v volumnu V' ter a
velikost tarénega mesta, sledi

c(r)

|J| = 4maDN/V (4)



in od tod konstanta hitrosti reakcije
J
ko = Z\L/l/ = 4maD. (5)
Za zgodovinsko pomemben primer vezave lac represorja na mesto operatorja v E. coli znasa maksimalna
izra¢unana hitrost asociacije kq ~ 107 —103M~!s~!. Toda izkazalo se je, da je tako ocenjena k, za faktor
100-1000 manjsa od eksperimentalno izmerjene vrednosti Riggsa (k, ~ 10'0M~'s™1) iz leta 1970[3].
Berg et al. so slede¢ ideji Adama in Delbrucka kmalu predlagali dvostopenjski proces, ki bo ”hitrejsi od

difuzije” (angl. Faster than diffusion)

k k.
R+B+Oké RB+0ké RO + B,
—1 —2

kjer je B poljubno nespecificno vezavno mesto za represor na DNK. Prvi del reakcijske sheme tako

predstavlja tridimenzionalni difuzijski proces vezave represorja na poljubno mesto na DNK, drugi del pa
enodimenzionalno difuzijo po DNK dokler represor ne najde operatorja.

3.1 Molekularni modeli mehanizmov premikanja proteinov po DNK (po mo-
delu BWH)

V nadaljevanju bom najprej predstavil tri mehanizme molekularnega gibanja med premikanjem po DNK
(slika , ki so jih prvi predvideli Berg et al., nato pa so jih v svoje modele vkljucili Se Stevilni drugi
avtorji ([4]) (enega izmed njih (model Halford-a in Marko-ta bom tudi podrobneje predstavil).
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Slika 2: Trije modeli mehanizmov molekularne dinamike proteina med iskanjem tarénega mesta na
DNK po modelu BWH. Vir:[30]

3.1.1 Disociacija - ponovna asociacija (reasociacija) oz. skakanje

Med iskanjem specificnega zaporedja mora protein pregledati veliko Stevilo nespecificnih mest, kar zah-
teva veliko vezav (asociacij), disociacij in ponovnih asociacij. Najbolj osnovna predstava je, da se ob
vsakem takem dogodku protein popolnoma (makroskopsko) disocira iz DNK, nato pa se veze nazaj na
povsem nekorelirano mesto (povsem nakljuéno difuzijsko iskanje). Tak dogodek nekateri drugi avtorji po-
imenujejo skok (angl. jump). Druga moznost je mikroskopska disociacija, ki dopusca korelirano iskanje,
saj se protein, ki se v trenutku, ko ni vezan, prosto giblje, Zze po kratkem ¢asu asocira nazaj na molekulo
DNK na mesto blizu mesta disociacije. To gibanje si predstavljamo kot nekaksno poskakovanje (angl.



hopping) - medtem ko je protein sicer makroskopsko vezan, s Stevilnimi mikroskopskimi disociacijami
pregleda veliko koli¢ino DNK verige. Stevilo mikroskopskih dogodkov glede na stevilo makroskopskih je
zelo veliko ([3]). Nespecificna vezava proteina na DNK za primer Lacl represorja poteka prek elektro-
statskega privlaka. Dogodki disociacije in reasociacije so povezani s kondenzacijo ionov in nevtralizacijo
povrsine DNK ([3]). Posledica dogodkov disociacije-reasociacije sta preostala dva mehanizma premikanja
proteinov.

3.1.2 Medsegmentni premik (angl. intersegmental transfer)

Medsegmentni premik je direktni premik proteina iz enega mesta na drugo, ki lahko lezi poljubno dalec¢
stran na verigi DNK. Tak premik nam omogocajo konformacijske fluktuacije DNK verige, ki lahko v ne-
kem trenutku priblizajo drugi segment verige dovolj blizu ze vezanemu proteinu, da se ta veze Se na drugo
mesto. V nekem trenutku se nato segmenta locita, protein pa brez preferenéne izbire ostane na enem
izmed njiju. Ta mehanizem zaobide ovire, ki se lahko pojavijo med disociacijo, in potencialno predstavlja
hiter nac¢in vzorcenja DNK. Nacin iskanja z mehanizmom medsegmentnega premika je ponovno povsem
nakljucen proces in je v tem enakovreden nekoreliranim makroskopskim disociacijam. V primeru toge
DNK lahko diskriminira dve bliznji mesti, ki ne moreta tvoriti zanke. Kvantitativno bo ta mehanizem
ucinkovit, ¢e bo iskanje oz. premikanje proteina potekalo hitreje kot v primeru procesov makroskopskih
disociacij in reasociacij. Na to moc¢no vpliva, kako enostavno in hitro se razliéni segmenti priblizujejo
eden drugemu - denimo z difuzijo segmentov DNK verige oz. njeno konformacijsko dinamiko.

3.1.3 Drsenje

Drsenje si predstavljamo kot premikanje proteina po verigi DNK, medtem ko je ta ves ¢as nespecificno
vezan nanjo. Podobno kot v primeru mikroskopskih disociacij in reasociacij tudi tu protein vzor¢i mo¢no
korelirana mesta, le da je tokrat vseskozi vezan. Predpostavka je, da je gibanje proteina v tem primeru
naklju¢éni sprehod po krivulji. Drsenje se lahko prekine z odkritjem tarénega mesta ali z disociacijo
iz molekule DNK. Teoreti¢na limita maksimalne hitrosti drsenja je za dva velikostna reda manjsa od
hitrosti tridimenzionalne difuzije ([3]). Razlog za to je, da se protein ne giblje linearno po verigi DNK,
ampak se pokorava njeni obliki dvojne vijaénice in se premika po spirali (poln obrat naredi na vsakih 10
baznih parov). Upiranje rotacijskemu gibanju predstavlja glavni prispevek upora topila, ki nasprotuje
drsenju.

3.2 Model Halford & Marko

V nadaljevanju bom najprej predstavil tridimenzionalno difuzijo proteina in ze izracunano teoreti¢no
limito hitrosti lokalizacije tarénega mesta na DNK| ki jo bom tokrat izracunal na malce drugacen nacin.
Koncept in predpostavke nam bodo prisle prav pri poenostavljenem opisu procesa olajsane difuzije (angl.
facilitated diffusion), ki sledi ideji modela BWH, a je mnogo manj ”matemati¢no rigorozen” in izpusca
Stevilne numeri¢ne faktorje.

3.2.1 Tridimenzionalno difuzijsko iskanje tarénega mesta

Difuzija proteina Predpostavimo, da je gibanje proteina s premerom ~ 5nm po raztopini Brownovo
(difuzijsko) in poslediéno trajektorija predstavlja naklju¢en sprehod (slika . Ena glavnih lastnosti
takega gibanja je, da povprecen kvadrat odmika od izhodiséne lege narasca linearno s ¢asom

r? = ((r(t) - (0))*) = Dt, (6)

kjer je D difuzijska konstanta. Razdaljo r si lahko predstavljamo kot tipi¢no razdaljo za katero se oddalji
protein med difuziju v ¢asu t. Difuzijsko konstanto D lahko ocenimo preko Stokes-Einsteinove formule
za difuzijsko konstanto kroglice s premerom d

kT
~ 3mnd’

kjer je n viskoznost tekocine (za vodo in obi¢ajne vodne raztopine je n = 1x10~3 Pas). Ocena za difuzijsko
konstanto nasega proteina (pri sobni temperaturi) je tako D = 108 nm? /s.
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Slika 3: Trajektorija naklju¢nega sprehoda v treh dimenzijah. Protein, ki je za razdaljo r
oddaljen od tarénega mesta, se bo zaradi 3D difuzije z verjetnostjo a/r vezal na taréno mesto dimenzije
a. Vir:[4]

Verjetnost, da najdemo taréno mesto preko difuzije Protein se Brownovo giblje v blizini tarénega
mesta dimenzije a. Prostor, po katerem se giblje, razdelimo na voksle (kocke) dimenzij a X a x a. V
primeru, da se protein pribliza tarénemu mestu na razdaljo manjso od a, bo prislo do vezave (slika .
Predpostavimo, da so tar¢na mesta fiksna in dokaj enakomerno razporejena po prostoru. Predpostavka
je upravicena, saj je zaradi velikosti molekule DNK njena difuzija pocasna glede na difuzijo proteina.
Zacetna razdalja med proteinom in tar¢nim mestom naj bo r > a,d. Mreza okrog tarénega mesta je
sestavljena iz (r/a)® vokslov. V posameznem vokslu je protein po enacbi (6) ¢ = a?/D ¢asa, iz obmotja
dimenzije r pa uide po ¢asu T = r?/D. V tem ¢asu obisce in pregleda (r/a)? vokslov. Verjetnost, da je
v tem Casu obiskal tudi taréno mesto je razmerje med Stevilom obiskanih in $tevilom vseh vokslov
§t. obiskanih vokslov ~ (r/a)®> a

pP= - S
§t. vokslov (r/a)® r

Do vezave ne pride z verjetnostjo 1 — a/r. V tem primeru protein odtava iz bliznjega obmocja tarénega
mesta in se vanj verjetno ne vrne veé¢ (slika .

Difuzijska limita hitrosti reakcije Naj bo koncentracija tarénih mest v raztopini ¢ (stevilo mest/volumen).
Povpreéna prostornina, v kateri se nahaja tar¢no mesto, je torej V = 1/¢, protein pa je v povpre¢ju od
tarce oddaljen 7 ~ (1/¢)'/3. Po izracunih iz prejsnjega razdelka sledi, da se protein v ¢asu T = r2/D z
verjetnostjo a/r veze na taréno mesto, z verjetnostjo 1 — a/r pa zapusti okolico tarénega mesta. A ker je
sedaj v raztopini ve¢ tarénih mest, se potem, ko protein zapusti okolico enega, znajde v okolici drugega
tarénega mesta. Ce pocakamo r/a krat dlje, se bo protein z veliko verjetnostjo vezal na taréno mesto.
Celotnemu ¢asu recemo Cas asociacije T, in znasa

r 2 r3 1

“~ 4D aD  aDc
Hitrost reakcije je obratna vrednost ¢asa asociacije Dac. Obi¢ajno namesto hitrosti reakcije podajamo
konstanto hitrosti reakcije na enoto koncentracije

k = Da. (7)

Ce ta rezultat primerjamo z bolj precizno izpeljano enacbo 7 vidimo, da se razlikuje zgolj za faktor 4.
Za znadilne vrednosti difuzijske konstante in dimenzij proteina in tarénega mesta znasa k ~ 103M~1s™1!,
kar predstavlja tridimenzionalno difuzijsko limito. Vsak dodaten zahtevek, kot je na primer pravilna
medsebojna orientacija proteina in taré¢nega mesta, bi reakcijo zgolj upocasnil. Poudariti je potrebno, da
smo v gornjih izracunih zanemarili kakrsnekoli elektrostatske vplive (v enaébi jih opisuje faktor fejec), ki
lahko pri nizkih koncetracijah soli mo¢no pospesijo hitrost reakcije in krepko presezejo difuzijsko limito,
pri visokih koncentracijah pa reakcijo bistveno upocasnijo[4].



3.2.2 Poenostavljen opis olajsane difuzije

Splosno sprejeto dejstvo ([4]) je, da proteini najdejo taréno mesto preko procesa olajsane difuzije. Glavna
ideja oz. prednost tega mehanizma je, da se z nespecifi¢cno vezavo proteina na DNK zmanjsa dimenzija
difuzije iz treh na eno. Efektivna oz. relativna velikost tar¢nega mesta se tako obéutno poveca, difuzijska
konstanta proteina pa v osnovi ostane nespremenjena (v resnici se tudi ta spremeni).

Karakteristicna drsna dolzina Nespecificna vezava proteina na DNK molekulo omogoca drsenje
le tega po dvojni vija¢nici. Drsenje si lahko predstavljamo kot enodimenzionalno difuzijo z difuzijsko
konstanto D;. Verjetnost, da protein po premiku za dolzinsko enoto enega baznega para h ~ 0.34 nm
disocira iz verige, ona¢imo s P. Po N korakih dolzine h je verjetnost, da se protein Se vedno nahaja na
DNK (torej da vmes ni prislo do disociacije)

PN — (1 o P)N — eNln(l—P).

Karakteristi¢ni IV pri katerem se protein z verjetnostjo 1 — % odpne iz vija¢nice (=se oddalji od vijacnice
za veé kot 1 nm) je Nigrart = —1/In(1 — P). Ce upostevamo Se, da je P < 1 in je In(1 — P) ~ —P,
dobim rezultat Nigrqkt = 1/P. Ker je gibanje difuzijsko, se bom v N korakih oddaljil od izhodisca za
VN =1 / V/P. Ce ta rezultat prevedem v dolzinske enote, dobim karakteristi¢no drsno dolzino (slika

lg=h/VP.

S karakteristicno drsno dolZino sedaj izrazim ¢as drsenja 75, = [%,/D; in preko tega hitrost disociacije
kg = 1/74. Gornje izraze lahko uporabim za preoblikovanje definicije karakteristi¢cne drsne dolzine v
obliko, ki je bolj eksperimentalne narave Iy, = /D1 /kq. S spreminjanjem koncentracije soli lahko namreé
uravnavamo privlak med nespecificnim vezavnim mestom na DNK in proteinom in s tem parameter kg.
V modelu bomo predpostavili, da se med vsakim dogodkom drsenja preverja vsa DNK, po kateri se giblje
protein.
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Slika 4: Med enim dogodkom asociacije-disociacije proteina na nespecificno mesto na DNK, protein
z drsenjem razisce del verige DNK dolzine ly. Vir:[4] Taréni radij & - protein, ki lezi na krogli s
srediéem v tarénem mestu in z radijem £ se bo z verjetnostjo 0.5 vezal nanj. Vir:[4]

Tar¢ni radij (angl. Targeting radius) Predstavljamo si, da se protein na nek nacin nakljuéno
sprehaja okrog tarcnega mesta. Verjetnost, da se protein veze na taréno mesto bo monotona padajoca
funkcija zacetne oddaljenosti za vse mehanizme olajsane difuzije. Vzemimo kroglo z radijem £ (imenujmo
ga tarcéni radij) in sredis¢em v tarénem mestu (Slika. Protein, ki se nahaja na povrsini te krogle (torej
je za tarcni radij oddaljen od tarénega mesta) se bo z verjetnostjo 0.5 vezal na taréno mesto in z enako
vejetnostjo ne. Nas cilj bo sedaj povezati karakteristicno drsno dolzino s tar¢nim radijem. V ta namen
definiramo razdaljo p(s), ki oznacuje razdaljo med dvema deloma verige, ki sta na verigi narazen za
dolzino s. Natancnega izraza ne poznamo, ocenimo pa lahko limitne vrednosti

S s—0
p<s) = {Cl—usy 5 — 00 (8)



Limita za kratke razdalje s predstavlja DNK kot cilinder, togo pali¢ico, kjer ni razlike med p in s. Za
velike s pa lahko izberemo razliéne vrednosti v glede na to, kaksno je obnasanje nase verige npr. v = 1/2
za povsem nakljucno zvijanje, v = 3/5 za zvijanje, ki se izogiba kontaktu verige same s seboj, v = 1/3
za gel in ¥ = 1 za linearno raztegnjeno. V naSem primeru DNK v raztopini bo dobra ocena v = 1/2.
Dolzina p(s) obi¢ajno narasca s s, razen v primeru zankaste ali krozne struktre. Konstanta C' ima enote
[m] in za primer nakljuénega zvijanja znasa C' ~ 21, kjer je [, persisten¢na dolzina DNK (~ 150 baznih
parov, ~ 50 nm). To je hkrati dobra ocena za mejo med limitnima primeroma. V tarénem radiju £ se
nahaja DNK veriga dolzine I (p(l) = £). Ce pride protein na razdaljo b od verige, se bo nanjo vezal.
Na enak nacin kot smo to storili v poglavju tudi sedaj razdelimo naso kroglo na (£/b)3 vokslov.
Med trodimenzionalno difuzijo znotraj krogle protein obisée (£/b)? vokslov, poljubnega z verjetnostjo
b/¢. DNK z dolzino I se nahaja v 1/b vokslih. Stevilo nespecificnih vezav tako znasa [/£. Da protein
najde taréno mesto, mora z drsenjem preiskati celotno DNK dolzine I, zato je potrebnih n =1/lg =1/
nespecificnih vezav. Od tu lahko zaklju¢imo, da za primer, ko bo protein na razdalji taré¢nega radia od
tarénega mesta, torej bo verjetnost za vezavo 0.5, velja

lesl.

Vrednost £ ni odvisna od statisticne oblike in s tem povezano p(s). Vpliva pa ta na druge pojave, ki
prav tako igrajo pomembno vlogo pri iskanju specificnega zaporedja, kot so Stevilo nespecificnih vezav
na DNK. Za kratke l5; bo dovolj le ena vezava znotraj tarénega radija, da bo protein nasel tarc¢no
mesto, medtem ko bo za daljSe [y znotraj tarénega radija nekaj karakteristicnih dolzin dolga veriga
DNK. Ce upostevamo potencni zakon iz enacbe (8) znasa ta dolzina I = lel/”l;l/y in od tu izra¢unano
stevilo vezav n = /1y = (I4/C)Y/¥~1. Trajektorija znotraj tarénega radia bo sestavljena iz n dogodkov
disociacij in reasociacij in n drsenj. Za primer naklju¢ne verige DNK(v = 1/2, C' = 100 nm) pride
do skokov znotraj tarénega radia pri Iy = 100 nm. Pomemben konéni rezultat je ¢as, ki ga potrebuje

~

protein, da razis¢e obmocje znotraj tarcnega radia in predrsi celotno DNK v njem

2 2, U
7'5:%—1—75 :%l—i—D—sll.
Prvi ¢len predstavlja tridimenzionalno difuzijo, drugi pa enodimenzionalno - drsenje po dvojni vijacnici
(t¢ =nl?/Dy). Posamezni proteini imajo zaradi razli¢ne oblike in velikosti razlitne konstante enodimen-
zionalne difuzije D; [7], od koncentracije ionov v raztopini pa je odvisna karakteristicna drsna dolzina
ls;- V realnih pogojih velja [ > [, pricakujemo pa tudi, da je D > Dy, zaradi ¢esar lahko gornji izra¢un
naprej poenostavimo, tako da zanemarimo 1. ¢len

gl
Te = E
Celotni iskalni ¢as Celotni iskalni ¢as (v nadaljevanju ¢as iskanja), predstavlja oceno tipi¢nega casa
trajanja, da protein v raztopini z DNK najde specifiéno zaporedje, na katerega se bo vezal. Koncentracija
DNK v raztopini naj bo ¢ = 1/V, kjer V predstavlja volumen, v katerem se nahaja v povprecju ena
molekula DNK dolzine L. Velikost zvitka DNK ozna¢imo z R = p(L) < V/3. Molekule DNK naj bodo
med seboj identi¢ne in naj vsebujejo vsaka le eno tar¢no mesto. Iskanje le tega je sestavljeno iz dveh faz:

1. Protein se giblje difuzijsko po prostoru V', dokler ne najde skupka DNK dimenzije R. Znotraj
volumna se zadrzi ¢as Ty = V2/3/D (Cas trajanja enega sprehoda znotraj prostora V). Verjetnost,
da med precesavanjem naleti na zvitek DNK je R/ V1/3. Da bo zagotovo nasel zvitek, mora
napraviti ny = V1/3 /R takih sprehodov.

2. Druga faza je gibanje proteina po zvitku DNK. Nekje v zvitku je tar¢na krogla s tarénim radijem
& = lg. Vrednost € je taka, da v polovici primerov najde taréno mesto. Verjetnost, da med enim
sprehodom po zvitku naleti na taréno mesto je £/R. Torej mora n. = R/ - krat preiskati zvitek,
da bo zagotovo naSel taréno mesto. Vsak obisk zvitka vsebuje premikanje ¢ez ng obmocij velikosti
& v katerih se nahaja DNK in vsak tak obisk tako traja nete. Zvitek razdelimo na voksle dimenzije
¢. DNK se nahaja v L/l vokslov (I je dolzina DNK v tar¢ni krogli). Delez obmo¢ij v zvitku, ki jih
obistemo z enim sprehodom je £/R. Od tu zakljuc¢im, da je ne = £L/(IR).
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Slika 5:  Graf prikazuje rezultat modela
BWH iz leta 1980: konstanta hitrosti aso-
ciacije proteina na taréno mesto pri dveh
razli¢ni koncentracijah tar¢nih mest v raz-
topini (spodnja ¢rta je za visoko koncen-
tracijo, zgornja za nizko.) Krivulji imata
ekstrem pri optimalni drsni razdalji l5; pri
kateri je razmerje med eno in tridimenzi-
E onalno difuzijo ravno pravsnje (protein se
] dovolj hitro veze na nespecificno mesto na
1o-® Y DNK, hkrati pa ne ostane pripet na DNK
10 100 1opp  bredolgo, da bi preveckrat predrsal enako
sliding length (1, / a) obmogje). Vir:[4]

10t

(k / Da)

10°

107!

association rate

—

Celoten cas iskanja je tako sestavljen iz n.ny sprehodov ¢ez celoten volumen V' in n. eksploracij zvitka
(oziroma L/l pregledov tarénih krogel v katerih se nahaja DNK)

|4 n Lig
lyD ~ Di’

T =nNNyTy + NeNgTe = (9)
Prvi ¢len predstavlja ¢as, da pridemo do tarénega mesta (v tem ¢asu najdemo obmocje velikosti Iy,
v katerem je tar¢no mesto), drugi ¢len pa ¢as v katerem predrsamo celotno DNK (da najdemo tar¢no
mesto moramo v osnovi pregledati celotno verigo DNK).

Hitrost reakcije Iz casa iskanja 7 dolo¢imo hitrost reakcije oziroma konstanto hitrosti reakcije k.
Vzemimo sedaj N proteinov na enoto volumna V ( koncentracija ¢ = N/V'). Cas reakcije se tako N-krat
skrajsa. Konstanta hitrosti reakcije se zapise

1 L D
k= ( ! —aLlgye)~". (10)
1

-1 a
Dl D1V) - “(z D

Ce tudi tokrat dopisemo faktor 4w, postane izraz podoben difuzijski limiti hitrosti reakcije , le da
imamo tu Se dodaten faktor, ki doloca, kolikokrat je reakcija bodisi hitrejsa bodisi pocasnejsa od te
limite.

Optimalni ¢as iskanja Ce karakteristicno dolzino drsenja poveéamo, se zmanjsa realtivni prispevek
tridimenzionalne difuzije k celotnemu ¢asu iskanja, poveca pa se ¢as enodimenzionalne difuzije. Posledica
take odvisnosti posameznih ¢asov trajanja tri in eno dimenzionalne difuzije od karakteristicne drsne
dolzine je obstoj lokalnih ekstremov funkcij 7(l5;) (minimum) in k(ly;) (maksimum - slika. Cas iskanja

bo najkrajsi za karakteristi¢cno dolzino ly = DDlg in znasa
LV
T=2 . 11

V primerjavi s ¢asom, ki ga dobimo brez drsenja (79 = V/Da), je ta hitrejsi za faktor /D,V/DLa? (iz
slike lahko razberemo, da je v optimalnih pogojih olajsana difuzija lacl represorja 10-100-krat hitrejsa).

3.3 Pregled in komentar preostalih modelov

Pri aplikaciji modela BWH in sorodnih pristopov v bioloske sisteme naletimo na Stevilna protislovja
in probleme. Zato so s ¢asom Stevilne raziskovalne skupine izgrajevale nove fizikalne modele olajSane
difuzije. Nekatere izmed njih bom predstavil v nadaljevanju (povzeto po [5]).



3.3.1 Elektrostatski mehanizem

Glavna predpostavka tega modela je, da elektrostatske interakcije med nasprotno nabitima molekulama
DNK in proteina poskrbijo za visoke hitrosti asociacije proteniov na DNK. Izraz po Debye-Smoluchovski
teoriji za maksimalno konstanto hitrost reakcije vsebuje faktor fee., ki vkljuci v kinetiko procesa
interakcijo dolgega dosega (elektrostatska sila) in znasa

1
Jelee = m» (12)
R r2

kjer je U(r) medmolekulski potencial interakcije. Interakcija med molekulo DNK in proteinom lahko
bistveno pohitri difuzijski tok molekul in tako poveca stevilo trkov.

Vecina meritev olajsane difuzije je bila izvedena pri nizkih koncentracijah soli v raztopini. Z izratunom
Debyeve dolzine, ki je mera za razdaljo pri kateri so elektrostatske interakcije nezanemarljive, lahko
preverimo veljavnost te teorije. Za podatke iz eksperimenta Riggs et al. znaSa Debyeva dolzina A\p ~
1 — 2nm in je primerljiva z velikostjo tarcnega mesta. Tako protein in DNK zacutita elektrostatsko
interakcijo Sele ob trku, od koder lahko zaklju¢imo, da zgolj elektrostatske sile (Geprav so kljuéne za
interakcije med proteini in DNK) ne pojasnijo zadovoljivo procesa olajsane difuzije.

3.3.2 Kolokalizacijski mehanizem

Proces olajsane difuzije je skoraj v vseh teoreti¢nih modelih sestavljen iz tridimenzionalnega ”blode-
nja” in enodimenzionalnega pregledovanja DNK. Tekom iskanja specificnega zaporedja se izmenja veliko
stevilo ciklov. Z zmanjSanjem Stevila le teh, bi bilo iskanje dosti bolj u¢inkovito. Motivacijo oziroma
razlog za razmisljanje v tej smeri so razikovalci nasli v bakterijskih organizmih, kjer so opazili, da regu-
latorni proteini nastajajo blizu svojega tarénega mesta. Prostorsko so tako blizu specificnega zaporedja
in ne potrebujejo Stevilnih vezav na nespecificna mesta ter enodimenzionalne difuzije po DNK, da naj-
dejo konc¢ni cilj. S kolokacijskim mehanizmom so uspeli pojasniti delovanje transkripcijskih faktorjev v
bakterijah, vse skupaj pa se zaplete pri evkariontskih organizmih, kjer sta procesa transkripcije in tran-
slacije locena v prostoru in ¢asu. Prav tako tezko pojasnimo primere proteinov z ve¢ tarénimi mesti na
DNK, kar nas vodi do zakljucka, da tudi ta model ne razlozi zadovoljivo fundamentalnih izvorov olajsane
difuzije.

3.3.3 Korelacijski mehanizem

V originalnem modelu BWH so posamezni dogodki tri in enodimeznionalne difuzije med sabo nesklo-
pljeni. Mehanizma makroskopske disociacije in reasociacije ter medsegmentni premik predpostavljata, da
se protein lahko veze na novo vezavno mesto na povsem nekorelirano lokacijo glede na prejsnjo. Ta opis
za kompleksne bioloske sisteme ni povsem primeren. Zato je bil pred kratkim vpeljan nov teoreti¢ni pri-
stop, ki uposteva korelacijo med tridimenzionalnim gibanjem in enodimenzionalnim drsenjem po DNK.
Podobno kot v modelu BWH tudi tu protein najde taréno mesto po nekaj dogodkih vezav, disociacij ter
difuzije (1D, 3D). Razlika je v tem, da tridimenzionalno gibanje po segmentu dolzine x predstavimo kot
efektivno enodimenzionalno gibanje s primerno reskalirano difuzijsko konstanto. Ta priblizek je kljucen,
saj omogoca, da se protein takoj po disociaciji zaradi nespecificnih interakcij z molkeulo DNK veze nazaj
na isto mesto. S tem poleg prispevka k ¢asu zaradi gibanja zgolj po raztopini in zgolj po DNK vklju¢imo
Se stohasti¢ni del, ki predstavlja prehajanje oz. sklopitev med obema dinami¢nima nac¢inoma difuzije.

4 Enomolekularni poskusi (angl. Single molecule experiments)
olajsane difuzije

Glavna razlika med poskusi s posameznimi molekulami in tistimi z ”ansamblom molekul” (v veéini
biokemijski poskusi) je v na¢inu povprecevanja pri merjenju karakteristik opazovanega sistema ([16]). Pri
enomolekularnem poskusu sledimo posameznim molekulam in lahko dolo¢imo porazdelitve posameznih
koli¢in, medtem ko v obicajnih biokemijskih poskusih izlus¢imo zgolj povprecno vrednost ([I7]). Poleg
tega lahko opiSsemo kinetiko biomolekularnih procesov in opazimo mozna vmesna stanja. Biokemijske
poskuse zelo tezko izvajamo in situ v celici, z enomolekularnimi poskusi pa to ni ve¢ tak problem ([17]).
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Tako upostevamo prostorsko heterogenost naravnega okolja v katerem opazujemo kinetiko procesov. Vse
skupaj lepo zaokrozijo vizualizacijske metode, ki z zajemom podatkov v obliki slik in videov pomagajo
raziskovalcem pri razumevanju eksperimentov in interpretaciji rezultatov.

Enomolekularni poskusi so zavzeli vodilno mesto z naskokom tudi pri opazovanju procesov olajsane
difuzije proteinov med iskanjem tarénega mesta na DNK ([7]). Ker omogocajo direktno opazovanje Bro-
wnovega gibanja med difuzijo (eno in tridimenzionalno), lahko s statisti¢no analizo trajektorij dolo¢imo
difuzijski konstanti. Najbolj pogosta sta dva pristopa:

e sledenje posamezni molekuli - merimo lego s fluoroforom oznacéenega proteina, ki se giblje po DNK

(slika [6) [18]-[22] etc.

e enomolekularni FRET (Férster Resonance Energy Transfer) - merimo relativno razdaljo med z
donorjem oznacenim proteinom in mestom na DNK, ki je oznateno z molekulo akceptorja [7].
Dolo¢imo jo posredno prek spremembe v uéikovisti FRET (izmenjava energije med donorjem in
akceptorjem preko nesevalne dipol-dipol interakcije), ki je moéno odvisna od oddaljenosti donorja
od akceptorja. Spremembo v uc¢inkovitosti FRET zaznamo iz spremembe jakosti emisije akceptor-
ske molekule zaradi interakcije z donorsko molekulo.
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Slika 6: Tipi¢na postavitev poskusa v katreme opazujemo enodimenzionalno difuzijo proteina po DNK:
DNK pirpnemo na povsino, protein oznac¢imo s kvantno piko, fluorescence vzbujamo z evanescentim
poljem in jo detektiramo s hitro CCD kamero. Vir:[18]

Omejimo se sedaj na enomolekularne poskuse, v katerih sledimo posameznim molekulam. Vsem
eksperimentom je skupno, da preko flurescence fluorofora pripetega na protein, opazujemo gibanje le tega
po raztegnjeni molekuli DNK. Za opazovanje difuzije proteinov po DNK se uporabljajo fluorofori vseh vrst
in jih lahko v grobem razdelimo v tri skupine: majhna organska barvila, fluorescenéni proteini, ki jih lahko
vgradimo v sam protein ter fotostabilne in svetle (glede na preostale fluorofore), a tudi precej velike (v
primerjavi z bioloskimi molekulami, ki jih ozna¢ujemo) kvantne pike. Njihove lastnosti na kratko povzema
tabela Velikost fluorescenénih oznacevalcev (predvsem kvantnih pik in fluorescenénih proteinov) se
pogosto pribliza velikosti proteinov, katerih gibanje opazujemo. Pri interpretaciji rezultatov moramo
tako upostevati dejstvo, da se kinematiéne lastnosti po oznagitvi spremenijo (difuzija se upocasni).
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Fluorescenéni Velikost [nm)] ”Extinction Fotostabilnost [s] Struktura
oznacevalec coeffcient”
[x10*M ~tem ™)

HO o} o}
L0

Organska barvila -1 1-20 1-10
O COOH

Fluorescen¢éni pro- 2-4 1-5 <1
teini
Kvantne pike 2-10  (anorganska 10-1000 > 1000

sredica) 10-30

(hidrodinamski

premer)

Tabela 1: Primerjava fluorescen¢nih oznacevalcev. Vir:[17]

Za dolocanje lege proteina na DNK je potrebno molekulo DNK raztegniti (vsaj do te mere, da se
izravna). Enodimenzionalna difuzija proteina tako poteka po ravni érti, lega proteina, ki jo dolo¢imo iz
posnetka, pa je direktno povezana z lokacijo na DNK. Da bo poskus kar se da dobro odrazal dejansko
stanje v naravi moramo zagotoviti naslednje pogoje: A) raztegnjena molekula DNK mora ohraniti ba-
zno strukturo neraztegnjene molekule ter tako dopuscati obicajne interakcije med DNK in proteini; B)
proteini se morajo biti sposobni prosto gibati okrog DNK; C) tudi ob spremembi pH (dodajanju soli v
raztopino za posnemanje fizioloskih pogojev) mora DNK ostati raztegnjena[24]. Raztegovanje obic¢ajno
poteka z opti¢nimi in magnetnimi pastmi ali hidrodinamskim tokom. Pri slednjem DNK imobiliziramo
bodisi s pripetjem na povrsino, bodisi da jo drzimo ujeto na enem koncu v opticni ali magnetni pasti.

Vzbujanje fluoroforov poteka skoraj vedno z evanescentnim poljem, ki nastane pri totalnem odboju
vzbujevalne svetlobe na meji med vzorcem in krovnim steklcem, ki pokriva element, po katerem dovajamo
vzbujevalno svetlobo (prizmo, objektiv ali svetlobni vodnik) (slika@. Ta mikroskopska tehnika se imenuje
TIRFM (total internal reflection fluorescence microscopy) in zagotavlja selektivno vzbujanje fluoroforov
v vodni raztopini ali celicnem okolju znotraj ozkega pasu (Sirina priblizno 100 nm) tik ob povrSini.
Evanescentno polje namre¢ eksponentno pojema stran od meje. Tako se izognemu fluorescenci iz obmocij,
ki jih ne zelimo opazovati in ob¢utno zmanjSamo Sum - ni fluorescence okolice. Prav tako so celice
minimalno izpostavljene svetlobi, zaradi ¢esar zivijo dlje.

Fluorescenc¢ni signal detektiramo z visoko ob¢utljivimi CCD kamerami, snemamo slike vzorca in nato
iz njih izlus¢imo lego delca kot funkcijo ¢asa. Fluorescenéne oznacevalce lahko v dobrem priblizku obrav-
navamo kot tockaste izvore svetlobe, ki v uklonski limiti tvorijo sliko Airyevega diska Sirine A/2N A, kjer
je A valovna dolzina sevane svetlobe in NA numeri¢na apertura objektiva nasega mikroskopa[25]. Da
lo¢imo dva oznacevalca, ki sevata vidno svetlobo, morata biti le-ta narazen priblizno 200 nm. Ce sta,
lahko lego posameznega delca (v ravnini) dolo¢imo mnogo natanéneje preko tezis¢a porazdelitve fluo-
rescencne svetlobe. S precej$njo natanénostjo ga dolo¢imo s prilagajanjem dvodimenzionalne Gaussove
funkcije tej porazdelitvi. Naso natancénost omejujejo naslednji dejavniki: Stevilo detektiranih fotonov,
velikost piksla na detektorju, Sirna porazdelitve PSF (point spread function) in Sum ozadja.

4.1 Rezultati, omejitve in izzivi za prihodost

Enomolekularni poskusi so do sedaj z vizualizacijo enodimenzionalne difuzije prek TIRFM veliko prispe-
vali k razumevanju interakeij med proteini in DNK[27]. Tako je denimo Wang[I] na podlagi eksperimenta,
v katerem je opazoval gibanje Lacl represorja, potrdil (slika, da se protein Brownovo giblje po DNK.
Izmeril je difuzijsko konstanto enodimenzionalne difuzije Dy, katere vrednost je moéno spremenljiva (od
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2.3 x 107 *2cm? /s do 1.3 x 10~%cm?/s) ter dolo¢il drsno dolzino, ki jo protein opravi med enodimenzio-
nalno difuzijo (od 120nm do 2920nm). Iz povprecne vrednosti difuzijske konstante D; in drsne dolzine,
je ob predpostavki, da kadar protein ne drsi po DNK, ”skace” po prostoru (tridimenzionalna difuzija),
po enacbi (10| izracunal, da je reakcija ~ 90-krat hitrejsa od tridimenzionalne difuzijske limite[I].

il PETYT TR IWTY |

102 103 104 105

D1 (nm2/s)
T
=
3 -
(8]
— =
0 1000 2000 3000

Diffusion length /;(nm)

Slika 7: Rezultati eksperimenta opazovanja gibanja Lacl represorja: trajektorije proteinov, MSD
(mean square displacement - povprecni kvadrat odmika), porazdelitev zaporednih zabelezenih premi-
kov ter enodimenzionalna difuzijska konstanta in karakteristi¢na drsna dolzina za nekaj eksperimentov.

Vir:[1]

Nadaljni razcvet takih raziskav omejujejo Stevilne tehni¢ne omejitve. Prostorska in ¢asovna lo¢ljivost
dosedanjih poskusov nista dovolj veliki, da bi razlocili posamezne tipe mehanizmov olajsane difuzije
(drsenje, skakanje, medsegmentne prehode). Natancnost dolocitve lege proteina prek tezis¢a signala
fluorescence pogojujejo stevilo zajetih fotonov, velikost piksla in Sum na detektorju. V teoreti¢ni limiti
bi s sedanjo opremo lahko dosegli 1 nm natan¢nost, a nam jo Brownovo gibanje DNK molekule poslabsa
za velikostni red ali celo dva[27]. Casovno resolucijo doloca frekvenca vzoréenja CCD detektorja, ki jo
pogojuje predvsem intenziteta fluorescence. V vecini primerov posnamemo tako okoli 10 slik na sekundo,
medtem ko se posamezni dogodki olajsane difuzije dogajajo s frekvenco 10° — 107 na sekundo. Se en
problem predstavlja slaba fotostabilnost fluoroforov, kar omeji dolzino opazovanja posamezne molekule
na nekaj sekund. Mozno resitev predstavljajo svetle in fotostabilne kvantne pike. A tudi tu se pojavi
problem zaradi njihove nezanemarljive velikosti - dinamika proteina oznac¢enega s kvantno piko se bistveno
spremeni, prav tako pa je tezko zagotoviti, da se bo zgolj en protein pripel na povrsino kvatne pike.

Vecina dosedanjih in vitro poskusov je potekala na raztegnjeni DNK. Ti pogoji nikakor ne posne-
majo kompleksne narave DNK substratov v zivih organizmih. Vsaka DNK molekula, ki je dolga nekaj
persisten¢nih dolzin se zvije v nakljuéni zvitek. Efektivne razddalje med posameznimi mesti DNK se
tako zmanjsajo. Zvijanje se obi¢ajno nadaljuje Se naprej v dodatno zvijanje dvojne vija¢nice okrog svoje
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osi (angl. supercoiling) in se kon¢no poveze v kompaktne kromatinske strukture, kar oboje moéno otezi
gibanje proteinov okrog DNK verige. Kljub nastetim omejitvam raziskovalce ¢aka e obilica novih izzivov
in eksperimentalnih moznosti za potrditev teoreticnih modelov. Zaenkrat je bilo posneto drsenje in ska-
kanje (jumping) proteinov, medtem ko preostala mehanizma olajsane difuzije (poskakovanje (hopping)
in medsegmentni prehod) ostajata neopazena. Nobena dosedanja studija, ki je opazila enodimenzionalno
difuzijo, ni potekala na DNK, ki bi dejansko vsebovala taréno mesto za opazovani protein[27]. Prav
tako je vecina poskusov potekala na relativno enostavnih sistemih enega proteina in gole DNK molekule,
medtem ko v najbolj zanimivih bioloskih problemih povezanih s transkripcijo in translacijo DNK pa
nastopajo Stevilni proteini, kromatinske strukture, reakcije pa potekajo v ve¢ stopnjah.
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