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Literatura 14

1



1 Uvod

Deoksiribonukleinska kislina (DNA oziroma DNK) je molekula, ki je nosilka genetske
informacije v vseh živih organizmih. Sestavljena je iz dveh verig (vijačnic), med katerima so
napete planarne dušikove baze. Vijačnici sta sestavleni iz izmeničnega zaporedja fosfatnih
skupin (PO4) ter deoksi-riboz (sladkorjev). Vsaka fosfatna skupina je na eni strani pripeta
direktno na deoksi-ribozni obroč (tu je fosfatna skupina pripeta na 5 ogljikovih atomov), na
drugi strani pa je nanj pripeta prek ogljikovega atoma (tu je fosfatna skupina vezana na 3
ogljikove atome). Zato pravimo, da sta verigi usmerjeni, in to nasprotno ena glede na drugo.
Med verigama so napete dušikove baze, sestavljene bodisi iz enega dušikovega obroča (purin)
ali dveh (pirimidin). Pod purin spadata dušikovi bazi adenin in gvanin, pod pirimidin pa
dušikovi bazi citozin in timin. Vsaka izmed naštetih baz je na eni strani pripeta na verigo,
na drugi strani pa z vodikovo vezjo povezana z drugo bazo (vedno sta z vodikovo vezjo
povezana purin in pirimidin). Fosfatna skupina, deoksi-ribozni obroč ter ena dušikova baza
skupaj tvorijo monomer DNA, imenovan nukleotid, iz katerih je sestavljena cela molekula
DNA. Razdalja med dvema fosfatnima skupinama v verigi DNA je različna od razdalje med
dušikovima bazama, zaradi česar sta verigi zasukani v obliki vijačnice. Tako dobi molekula
DNA značilno obliko dvojne vijačnice (1. sličica na sliki 1).

V evkariontskih organizmih (večcelični organizmi z zapleteno celično zgradbo) tvori DNA
večje enote imenovane nukleosomi (2. sličica na sliki 1). To so enote, ki obsegajo po približno
146 baznih parov DNA, ko je ta 1,67-krat tesno ovita okrog histonskega oktamera, torej osmih
histonskih molekul (po dve kopiji histonov H2A, H2B, H3, H4). Histoni so bazične, pozitivno
nabite beljakovine, ki se združujejo v nanostrukture ravno prave velikosti, da se molekula
DNA lahko navije okrog njih; na drugi sličici slike 1 so narisani z modrim. Pod elektronskim
mikroskopom je DNA z nukleosomi vidna kot 10 nanometerska nitka, na katero so vsakih
180-200 baznih parov (bp) nanizane kroglice. Nadalnjo stopnjo pakiranja DNA omogočajo
histon H1 ter drugi nehistonski proteini, ki skupaj z DNA tvorijo kromatin. Njegove pri-
marne naloge so, da zapakira DNA v čim manǰsi volumen v celičnem jedru, omogoča celici,
da lahko natančno nadzoruje mitozo in mejozo ter prepisovanje, podvajanje, popravljanje in
rekombinacijo DNA. To pa še ni končna struktura DNA. Iz kromatina namreč na začetku
celične delitve nastanejo še kromosomi z značilno X obliko (zadnja sličica na sliki 1), ki nosijo
genski zapis.

Slika 1: Navijanje DNA: od molekule do kromosoma. Vir [7]
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2 Porazdelitev nukleosomov vzdolž eukariontskega kromatina

Porazdelitev nukleosomov vzdolž eukariontskega kromatina ni enakomerna, temveč je
zelo zapletena in odvisna od mnogo dejavnikov. Ti so na primer zaporedje nukleotidov v
molekuli DNA, histonski in nehistonski proteini, ki obdajajao molekulo DNA, različni pri-
spevki k prosti energiji DNA, ki spodbujajo ali zavirajo tvorbo nukleosomov itd. Energija, ki
vpliva na nastanek nukleosomov, je namreč odvisna vsaj od lege ostalih nukleosomov (zaradi
interakcij med nukleosomi), nadaljnega zvijanja DNA ter vezanja DNA s proteini v kromatin.
V tem seminarju si bomo pogledali nekaj izmed naštetih dejavnikov, ki vplivajo na tvorbo in
porazdelitev nukleosomov in dobili vtis o porazdelitvi le-teh vzdolž eukariontskega kromatina.

Da bomo vedeli, s kakšnimi porazdelitvami nukleosomov imamo opravka, si najprej po-
glejmo, kakšne so te porazdelitve v evkariontskem organizmu, na primer v glivi kvasovki.
Tu so nukleosomi porazdeljeni večinoma navidezno brez reda, z različno gostoto porazdelitve
(število nukleosomov na število baznih parov), obstajajo pa tudi območja, na katerih nukleo-
somov sploh ni (oziroma jih je zelo malo) in so dolga po cca. 165 bp. Ta so zanimiva predvsem
zato, ker se nahajajo ob območjih DNA, ki regulirajo proteinsko aktivnost v celičnih jedrih
in zato, ker se na območjih brez nukleosomov nahajajo promotorske regije. To so območja,
ki določajo začetek za prepis gena ter kdaj in kje v organizmu se bo gen izrazil.

2.1 Termodinamično modeliranje porazdelitve nukleosomov

2.1.1 Vpliv energijskega profila

Za odkrivanje zakonitosti, ki določajo strukturo eukariontskega kromatina, je potrebno zgradbo
le-tega simulirati ter rezultate primerjati z realno sliko iz celice. Ena od metod simuliranja
porazdelitve nukleosomov vzdolž eukariontskega kromatina je termodinamično modeliranje
molekule DNA v genih [9]. Že z modelom, ki upošteva le energijo zvijanja celotnega zapo-
redja nukleosomov z določenega območja kromatina in močan odboj med nukleosomi, lahko
presenetljivo dobro simuliramo dejansko porazdelitev nukleosomov v opazovani celici. Iz tega
modela lahko sklepamo, da je porazdelitev nukleosomov odvisna med drugin tudi od se-
kvence nukleotidov v DNA ter od energijskih barier med območji posejanimi z nukleosomi ter
območji, kjer jih ni [9],[10]. To dobimo z numerično rešitvijo spodnje enačbe [9]
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kjer je µ kemijski potencial, � Boltzmannova temperatura, E(s, l) prosta energija za-
poredja nukleosomov, ⇢ gostota nukleosomov, s abscisna vrednost sekvence nukleosomov, l
pa razdalja na kateri deluje neka interakcija. Dobljeni rezultati so predstavljeni na sliki 2;
na grafih (a) in (b) vidimo, da območji začetka (transcription start site - TSS) ter konca
(transcription termination site - TTS) transkripcije gena mejita na območja brez nukleoso-
mov. Na območju začetka transkripcije ter konca transkripcije lahko vidimo tudi računsko
dobljeno energijsko bariero. Vendar pa je računski model dobro napovedal le nukleosomsko
gostoto na območju konca transkripcije (b), ne pa tudi na območju začetka transkripcije (a),
kjer se nahaja območje brez nukleosomov in zajema cca 165 bp. Do tolikšne razlike je prǐslo
zaradi numeričnih napak simulacij območij brez nukleosomov na območjih začetka transkrip-
cije in so v veliki meri odpravljene pri simulacijah narejenih za izračun gostote nukleosomov na
območju od prvega nukleosoma po območju začetka transkripcije, ter do prvega nukleosoma
pred območjem konca transkripcije (grafa (c) in (d) na sliki 2). Še boljle pa se z opazovanji
ujemajo izračuni gostote nukleosomov dobljeni na območjih majhne gostote nukleosomov in
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vitro - zopet na območju od prvega nukleosoma po območju začetka transkripcije, ter do pr-
vega nukleosoma pred območjem konca transkripcije (grafa (e) in (f) na sliki 2.) Tu namreč
skoraj ne opazimo razlik niti med fazo niti med amplitudo gostote nukleosomov dobljene ek-
sperimentalno iz kromosoma glive kvasovke in z matematičnim modelom.

Slika 2: log2 povprečja (4554 genov gliv kvasovk) gostote nukleosomov in vivo (rdeča črta),
izračunane gostote nukleosomov (modra črta) ter izračunani energijski profili v kromatinu.
(a) in (b) prikazujeta omenjene vrednosti v odvisnosti od oddaljenosti od območja začetka
transkripcije (TSS) in območja konca transkripcije (TTS), (c) in (d) prikazujeta omenjene vre-
dnosti na skali, ki prikazuje oddaljenost v bp na območju od prvega nukleosoma po območju
začetka transkripcije (TSS) (c), do prvega nukleosoma pred območjem konca transkripcije
(TTS) (d), (e) in (f) pa prikazujeta enako kot (c) in (d), le da so vrednosti izračunane in eks-
perimentalno določene za majhne gostote nukleosomov in vitro. Rdeči histogrami prikazujejo
eksperimentalno določene razdalje med območem začetka transkripcije ter prvim naslednjim
nukleosomom (a), ter razdalje med območem konca transkripcije ter prvim preǰsnjim nukle-
osomom (b). Beli histogrami prikazujejo iste razdalje, le za matematično dobljene vrednosti.
Vir [9]

Zaradi odstopanj izračunane gostote nukleosomov v primerjavi z gostotami, opaženimi v
celicah na območjih začetka ter konca transkripcije so se pojavili dvomi, da model, ki opi-
suje energijski profil sekvence nukleosomov ne upošteva vseh prispevkov k energiji. To je
lepo vidno na sliki 3 (a), na zgornjem grafu, ki prikazuje primerjavo numeričgena rezultata
gostote nukleosomov s tistim opaženim in vivo. Poleg rahlega faznega zamika (nekaj baznih
parov) med obema krivuljama, lahko namreč tu vidimo tudi, da je v opazovani celici kar nekaj
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območji brez nukleosomov, ki jih matematični model ne napove. Na celotnem simuliranem
območju je kar 50% območij začetka transkripcije ter 20% območij konca transkripcije, ki
jih matematični model ni napovedal. Veliko bolje pa se izračunani rezultati (s prilagoditvijo
kemijskega potenciala µ) uejmajo z rezultati opazovanj in vitro (slika 3 (a), spodnji graf).
Tu namreč skoraj ni faznih zamikov, niti območij brez nukleosomov, ki jih nebi matematično
napovedali. Zato lahko sklepamo, da so v živih celicah še dodatni mehanizmi, ki regulirajo
nastajanje nukleosomov in jih v in vitro preparatih ni.

Slika 3: (a): log2 gostote nukleosom v II kromosomu glive kvasovke in vivo (zgornja rdeča
črta), in vitro (spodnja rdeča črta), teoretične napovedi matematičnega modela (modra črta).
(b) enako kot pri (a), le da za XII kromosom. Pri (a) in (b) so z rdečimi pikami označa območja
začetka transkripcije, z rdečimi krogci pa območja konca transkripcije. Vir [9]

2.1.2 Porazdelitev na območju transkripcije

Zanimiva je tudi porazdelitev nukleosomov v genih rezličnih velikosti L gliv kvasovk; L  1.5
kbp in sega od prvega nukeosoma po območju začetka transkripcije pa do zadnjega nukle-
osoma pred območjem konca transkrpicije [9]. Majhni geni imajo enakomerno razporejene
nukleosome med območjema začetka in konca transkripcije (ti območji sta zaradi energijskih
barier, ki tu nastopajo, po navadi brez oziroma z zelo malo nukleosomi) s točno določenim
številom n nukleosomov (slika 4 (b)). Nekoliko večji geni se zgoščajo v t.i. L-domene z enakim
številom nukleosomov (od n = 2, do n ⇡ 9). Največji geni velikosti L � 1.5 kbp pa imajo ena-
komerno razporeditev nukleonov le na robovih gena, vmes pa so ti razporejeni brez opaznega
reda. Izgleda, da so vplivi s koncev genov premajhni, da bi nukleosome enakomerno razpo-
redili čez celotno območje dolgih genov (slika 4 (a)). Za doseganje čim bolǰsih rezultatov, je
pri modeliranju potrebno za in vivo opažena območja brez nukleosomov, katerih nastanek se
ne da pojasniti z energijskimi barierami pri območjih začetka ali konca transkripcije, uvajati
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neke nove lokalne energijake bariere, ki bi lahko bile v celici posledica nekih zunanjih vplivov
izven kromatina. Ti vplivi namreč niso zanemarljivi: na grafih (e) in (f) s slike 2, ki prika-
zujejo in vitro gostoto nukleosomov v odvisnosti od oddaljenosti od prvega nukleosoma po
območju začetka transkripcije, ter do prvega nukleosoma pred območjem konca transkripcije,
ne opazimo nikakeršne periodičnosti, medtem ko je periodilčnost očitna na grafih (c) in (d) s
slike 2, ki prikazuje isto stvar, le da so ti rezultati pridobljeni z opazovanji in matematičnimi
modeli za stanje in vitro.

Slika 4: (a) 2D razporeditev lokalnih minimumov (rdeče) in vivo gostote nukleosomov v genih
gliv kvasovk. Geni so razporejeni vertikalno na razdalji L - med prvim nukleosomom po
območju začetka transkripcije ter zadnjim nukleosomom pred območjem konca transkripcije.
Manǰsi grafi v (a): opažena (rdeče) ter izračunana (modro) gostota nukleosomov v genih v
kristalni fazi s 5 nukleosomi (desno zgoraj), 6 nukleosomi (desno spodaj) in v bi-stabilnih
genih s 5/6 nukleosomi. (b) Povečava prvih 2000 genov iz (a); opažene gostote nukleosomov
in vivo (rdeče), izračunane gostote nukleosomov z matematičnimi modeli (modro). Sivi pasovi
označujejo območja bi-stabilnih L domen. Vir [9]

2.1.3 Nukleosomi v “škatli”

Do sedaj smo obravnavali numerične simulacije gostote nukleosomov ter energijskih profilov
na molekuli DNA v kromatinu. Če pa bi energijski profil poenostavili in ga obravnavali kot
konstantnega, molekulo DNA pa bi aproksimirali z zaporedjem trdih paličic s 146 baznimi
pari v škatli z neskončnimi stenami, bi postal problem analitično rešljiv (slika 5 (a), (b) in
(c)) [9]. S pomočjo verjetnostne gostote, da se nek gen dolžine D ' L + 188 bp nahaja v
n-nukleosomni kristalni konfiguraciji lahko izračunamo porazdelitveni profil nukleosomov po
različno dolgih genih. To naredimo s pomočjo utežene vsote za vsako konfiguracijo n = 1, 2, ...
(Kristalna konfiguracija je konfiguracija genov, ki imajo vsi enako število nukleosomov, ki so
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na enakih razdaljah l = D/n). Tak model predvideva, da se med n (slika 5 (a)) in n + 1
(slika 5 (c)) domeno vzpostavi neka skupna domena, v kateri domene prispevajo k navidezno
neurejeni gostoti porazdelitve nukleosomov vzdolž kromatina (slika 5 (b)). Tako lahko gene
delimo glede na profil porazdelitve nukleosomov na kristalne (crystal-like), bistabilne (bi-
stable) in druge (other) [9]. Omenjeni preprost model napoveduje obstoj domen z dolžinami
med nukleosomi 140 < l

min

< D/n < l
max

< 200 bp (slika 5 (e)). Bistabilne domene so tiste,
v katerih najdemo vsaj po dve različni zaporedji nukleosomov in ki imajo navidezno neurejen
profil gostote nukleosomov.

Vidimo, da lahko s termodinamičnimi modeli dobro opǐsemo porazdelitev nukleosomov
vzdolž kromatina kot funkcijo dolžine gena. Nadaljne raziskave so tudi pokazale, da so bista-
bilni geni bolj dovzetni za transkripcijo od kristalnih (slika 5 (f)). V spremenjlivih okolǐsčinah
znotraj celice se bistabilni geni namreč bolje odzovejo na transkripcijo, saj vsebujejo tako go-
steǰsa (n+1 kromosomov) kot tudi redkeǰsa (n kromosomov) kromatinska stanja.

Slika 5: Verjetnostne porazdelitve gostote nukleosomov v škatlah z neskončnimi stenami, ki
predstavljajo energijske bariere na koncih gena. (a) škatla ustrezne velikosti za n = 5 nu-
kleosomov; (b) večja škatla z dvema konfiguracijama: n = 5 in n = 6 nukleosomi (sivo) ter
obteženo povprečje obeh, ki nam da navidezno neurejen profil porazdelitve gostote nukleo-
somov; (c) večja škatla z n = 6 nukleosomi; (d) verjetnost kristalnih konfiguracij s fiksnim
številom n nukleosomov v odvisnosti od velikosti škatle. Navpične črtkane črte vstrezajo veli-
kostim škatel v (a), (b) in (c) primeru; (e) razdalja med nukleosomi (NRL=D/n) v odvisnosti
od velikosti škatle. Majhne črne pikčaste črte ustrezajo fiksnemu številu n nukleosomov, velike
črne pikčaste črte pa razdalji med nukleosomi (D/n) s fiksno gostoto nukleosomov, sive pike
pa predstavljajo individualne realne vrednosti v kristalnih genih. Navpični sivi pasovi pred-
stavljajo eksperimentalne bistabilne D-domene; (f) povprečni ”obroki”transkripcije (črno),
dovzetnost transkripcije za spremembe, dobljena iz različnih eksperimentov (kvadratno log2
razmerje); (g) razmerje bistabilnih genov. Vir [9]
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2.2 Vpliv energijskih barier na lokacije nukleosomov

2.2.1 En nukleosom na fragmentu DNA

Poglejmo si še podrobneje, kako vplivajo energijske bariere na lokacijo nukleosomov. Vze-
mimo za zgled eksperiment, narejen na vzorcu DNA glive kvasovke [10]. Na treh fragmentih
molekule DNA (vsak po cca. 400 bp) so bili rekonstruirani nukleosomi pod različnimi pogoji
(slika 6). Fragment A je imel energijsko bariero v sredini (slika 6 A), fragment B je imel dve
energijski barieri pri robovih (slika 6 B), fragment C pa ni imel nikakršne energijske bariere,
ki bi bistveno vplivala na tvorbo nukleosomov (slika 6 C).

Slika 6: Teoretični energijski profili (modro) ter izračunane gostote porazdelitve nukleosomov
(črno) vzdolž fragmentov DNA glive kvasovke. A: fragment A obsega 394 bp; B: fragment B
obsega 386 bp; C: fragment C obsega 387 pb. Vir [10]

Kot lahko vidimo na slikah 7 A, posnetih z atomskim mikroskopom, opazimo nukleosom
večinoma na robovih fragmenta A. Statistika porazdelitve nukleosomov na fragmentu A, na-
rejena na N = 107 molekulah, prikazuje večjo gostoto porazdelitve nukleosomov ravno na
robovih tega fragmenta (slika 7 D). To se tudi ujema z rezultati matematičnega modela, ki
ravno tako napovedujejo največjo gostoto porazdelitve nukleosomov na robovih fragmenta A
(slika 6 A). Slike atomskega mikroskopa 7 B prikazujejo nukleosome, ki se nahajajo večinoma
okrog sredine fragmenta B (slika 6 B). Statistika položaja nukleosomov narejena na N = 102
molekulah z energijskimi barierami na robu frafmenta DNA, kot prikazuje slika 6 B, je pri-
kazana na sliki 7 E; vdimo, da se tudi tokrat opazovanja odlično ujemajo z modelskimi
napovedmi (slika 6 B). Nukleosomi na fragmentu C pa so, kot vidimo na sliki 7 C naključno
razporejeni po fragmentu, saj tu ni nobene energijske bariere, ki bi bistveno vplivala na njihov
nastanek. Statistika porazdelitve na tem fragmentu je za N = 105 molekul prikazana na sliki
7 F, kar se zopet odlično ujema z modelskimi napovedmi (slika 6 C). Vidimo, da verjetnostna
gostota porazdelitve nukleosomov dokaj enakomerno narašča do sredine fragmenta ter nato
dokaj enakomerno pada, saj je za tvorbo nukleosomov ugodneje v sredǐsču fragmenta, ni pa
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strmih naraščanj verjetnosti za nukleosome, kot v preǰsnjih dveh primerih.

Slika 7: A-C: 3 ⇥ 4 slike atomskega mikroskopa fragmentov DNA glive kvasovke, na katerih
se nahaja nukleosom. D-F: dejanska (eksperimentalno določena) simetrizirana verjetnostna
porazdelitev položajev nukleosomov na fregmentu DNA (rdeče). Za vsako lego nukleosoma
je narisana rdeča “paličica“ ter zaradi simetrije še njena preslikava prek sredǐsča fragmenta.
Simetrizirani rezultati matematičnega modela prikazanega na sliki 6 (črno). A in D: fragment
A dolžine L = 394 bp, statistika je narejena naN = 107 molekulah; B in E: fragment B dolžine
L = 386 bp, statistika je narejena na N = 102 molekulah; C in F: fragment C dolžine L = 387
bp, statistika je narejena na N = 105 molekulah. Vir [10]

2.2.2 Dva nukleosoma na fragmentu DNA

Če pa je fragment še malo dalǰsi, bi na njem lahko rekonstruirali tudi dva nukleosoma - fra-
gment mora biti dovzeten za nastanek dveh nukleosomov (slika 8a). To potrjuje eksperiment
narejen na fragmentu DNA dolžine L = 595 bp iz VII kromosoma glive kvasovke [10]. Kot
prikazuje 8c imamo na njegovih robovih energijski barieri, zaradi česar se bodo (kot lahko
sklepamo iz rezultatov eksperimenta s kraǰsimi fragmenti DNA [10]) nukleosomi tvorili bližje
centru fragmenta. Če si pogledamo sliko 8c vidimo, da to potrjujejo tako eksperimenti nare-
jeni in vivo, kot tudi modelske napovedi. Eksperimentalni rezultati dobljeni in vitro pa se ne
tako dobro ujemajo z rezultati dobljenimi in vivo ter tistimi, dobljnimi računsko, kar naka-
zuje na to, da na položaj nukleosomov ne vpliva toliko sekvenca DNA (ki ima močan vpliv
v preparatu in vitro), kot nanjo vplivajo energijske bariere ter drugi dejavniki iz kromatina
in vivo. Slika 8b prikazuje še verjetnostno porazdelitev razdalij med nukleosomi. Vidimo,
da je prvi vrh pri razdalji med nukleosomi cca. 10 nm, kar ustreza nekaj celotnim zasukom
vijačnice DNA (taka položaja nukleosomov sta prikazana na prvi in zadnji sličici slike 8a).
Drugi vrh pa se nahaja na razdalji med nukleosonoma cca. 25 nm in vstreza manj verjetnim
konfguracijam. Tako verjetnostno porazdelitev opisuje tudi modelska napoved (slika 8b).

Ta eksperiment nam lepo pokaže, kako energijske bariere ovirajo nastanek nukleosomov
in jih izpodrivajo na območja z nižjimi energijami. Tako omogočajo nastanek velikega deleža
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območij brez nukleosomov, ki vplivajo na nadaljno tvorbo nukleosomov in kjer se dogaja
transkripcija genov.

(a) Slike narejene z atomskim

mikroskopom fragmenta DNA z

dvema nukleosomona.

(b) Verjetnostne porazdelitve raz-

dalj med nukleosomi na fra-

gmentu DNA (histogram), model-

ska napoved te verjetnostne po-

razdelitve (črna črta).

(c) Porazdelitev gostote nukle-

osomov vzdolž fragmenta DNA:

in vivo (črne pike), in vitro

(beli krožci), modelska napoved

(črna črta). Z rdečo črto je

narisan poližaj gena YRG105W:

začetek transkripcije gena (rdeča

puščica), konec transkripcije gena

(rdeč križec). Teoretičen energij-

ski profil (modro).

Slika 8: Fragment DNA glive kvasovke dolžine L = 595 bp z dvema nukleosomona - fragment
vsebuje gen YRG105W. Vir [10]

2.2.3 Vpliv položajev nukelosomov na izražanje gena

Poglejmo si še tvorbo in položaje nuklosomov na dalǰsem fragmentu DNA (L = 898 bp), ki
je dovolj dolg, da na tvorbo nukleosomov na obsežnem sredinskem delu fragmenta ni poznati
vpliva s koncev fragmenta. To nam bo služilo tudi kot zgled na konkretnem primeru, kako
položaji nukleosomov vplivajo na izražanje nekega gena. Pri obravnavanem eksperimentu
[10] so uporabili fragment DNA iz človeškega genoma, ki vsebuje promotor za gen IL2RA,
ki igra pomembno vlogo pri imunskem sistemu. Ta fragment zajema območja z različnimi
funkcijami: območje začetka transkripcije gena, promotor, ki vsebuje t.i. TATA box (območje
promotorja, ki regulira delovanje gena) in območji PRRI ter PRRII, ki regulirata sprožitev
transkripcije gena IL2RA. Analize N = 100 fragmentov z nukleosomom in vivo (slike 9 (a))
so pokazale, da se nukleosom le redko nahaja pri TATA boxu in območju začetka transkrip-
cije gena. Večkrat pa je bil opažen cca. 350 bp navzdol od območja začetka transkripcije,
kjer je regulatorno območje PRRI (slika 9 (b)). Raziskave so tudi pokazale odlično ujemanje
rezultatov dobljenih in vitro ter matematično. Obe raziskavi namreč napovedujeta energij-
sko bariero cca. 150 bp navzdol od območja začetka transkripcije, kjer je tudi regulatorno
območje PRII. Energijska bariera razloži, zakaj na tem območju (od -200 pa do -100 bp) ni
(oziroma je zelo malo) nukleosomov. Ker območje energijske bariere meji tako na na TATA
box in območje začetka transkripcije na desni, kot tudi na regulatorno območje PRRI na levi,
se tu nahaja zelo malo nukleosomov (slika 9 (b)). Ta primer je odličen zgled za to, kako vpliva
sekvenca DNA na tvorbo oz. zatira tvorbo nukleosomov (opisani primer je namreč narejen
in vitro). Poglejmo si še biološki odziv območja brez (oziroma z malo) nukleosomi. Če le-teh
ni na regulatornem območju PRII, lahko z DNA reagirajo HMGA proteini, ki zvijajo mole-
kulo DNA v večjo spiralo, zaradi česar se lahko nukleosomi prerasporedijo ali celo izginejo. To
pa lahko bistveno spremeni mehanizme delovanja DNA, kar lahko zatre izražanje nekega gena.
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Slika 9: Nukleosom na človeškem fragmentu DNA dolžine L = 898 bp z genom IL2RA, ki
ima pomembno vlogo pri nadzorovanju imunskega sistema. A: slike elektronskega mikroskopa
fragmenta DNA z nukleosomom; B: Statistični rezultati dobljeni iz N = 100 molekul. Pozicije
eksperimentalno opaženih nukleosomov (rdeči stolpci) prikazane glede na položaj regulator-
nih območij PRRI in PRRII, TATA box ter območja začetka transkripcije. Eksperimentalno
dobljena verjetnostna porazdelitev gostote nukleosomov (rdeča črta), teoretično dobljena po-
razdelitev gostote nukleosomov (črna črta) in energijski profil vzdolž fragmenta DNA (modra
črta). Vir [10]

2.3 Korelacija nukleosomov vzdolž kromatina

Za konec si poglejmo še, kakšna je korelacija sekvence nukleosomov v eukariontskem kro-
matinu. Rziskave so namreč pokazale, da na dolgih območjih eukariontskega genoma glive
kvasovke obstajajo korelacije, ki so posledica skalno-invariantnih lastnosti sekvence DNA [11].
Izstopata dve korelaciji: na manǰsih skalah (10-200 bp), kot posledica tvorbe nukleosomov ter
na večjih skalah (200-cca. 5000 bp), najverjetneje kot posledica kondenzacije DNA v 30 nm
vlakna.

Na sliki 10 (a) in (c) lahko vidimo porazdelitveno gostoto nukleosomov vzdolž kromo-
soma III S. cerevisiae (gliva kvasovka), ki je izražena kot Y (s) = ln[⇢(s)], kjer je ⇢(s) gostota
nukleosomov vzdolž kromosoma in �Y (s) = Y (s) � Y ter računsko dobljen energijski profil
vzdolž kromosoma. Vidimo, da je na območjih z nižjo energijo tudi manj nukleosomov od
povprečja. Na grafih 10 (b) in (d) pa lahko primerjamo �Y (s) (kot pri (a) in (c)) z računsko
dobljno gostoto porazdelitve. Poleg lokalne periodičnosti na območjih dolžine l ⇠ 160 ± 10
bp zaradi tvorbe nukleosomov je porazdelitvena gostota nukleosomov na kromosomski skali
brez vidnega reda. Z natančneǰso analizo večjega števila promotorjev pa ugotovimo, da je
poleg manǰse gostote nukleosomov na teh območjih, nukleosomska razporeditev ”pravilna” na
njihovih mejah. Kakšne so zastopanosti odstopanja porazdelitve nukleosomov od povprečne
gostote porazdelitve nam prikazuje graf na sliki 10 (e). Vidimo, da so ta nesimetrična glede
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na povprečno vrednost. Poglejmo si še korelacijske funkcije vzdolž kromatina. Na grafu 10 (f)
je prikazana normirana avtokorelacijska funkcija C(�s) = �Y (s)�Y (s+�s) v odvisnosti od
zamika �s. Prvi vrh nam pove o urejenih območjih DNA na skalah velikosti l ⇠ 160±10 bp -
nukleosomi. Vendar ima normirana avtokorelacijska funkcija obliko nihajoče počasi padajoče
potenčne funkcije C(�s) / s�↵ s potenčno vrednostjo ↵ = 0.52±0.02, kar nakazuje na obstoj
korelacij tudi na velikih skalah. Za konec si poglejmo še Fourierjevo transformacijo odstopa-
nja gostote porazdelitve od povprečne vrednosti, da vidimo, kako so ti odmiki zastopani v
vzorcu DNA. Kot prikazuje graf na sliki 10 (g), pada zastopanost potenčno kot S(k) / k�⌫ ,
kjer je ⌫ = 0.48±0.02. Tudi to nakazuje na korelacije dolgega dosega v obravnavanem vzorcu
DNA. Vidimo torej, da položaj nukleosomov vzdolž kromatina na dolgih periodah sledi ne-
kemu vzorcu, ki pripomore pri ureditvi tako v kristalno fazo, kot tudi v tekočinsko fazo DNA.

Slika 10: Analiza porazdelitve nukleosomov vzdolž kromosoma III S. cerevisiae (gliva kva-
sovka). (a)-(d): Y (s) = ln[⇢(s)], kjer je ⇢(s) gostota nukleosomov vzdolž kromosoma in
�Y (s) = Y (s) � Y (črna črta), računsko dobljen energijski profil vzdolž kromosoma (zelena
črta), računsko dobljna gostota porazdelitve (rdeča črta); (e) zastopanost odstopanj porazde-
litve nukleosomov od povprečne gostote porazdelitve nukleosomov eksperimentalno dobljeno
(črne pike), numerično dobljeno (rdeče pike) ter zastopanost odstopanj energije od povprečne
energije (zelene pike); normirane korelacijske funkcije za rezultate dobljene eksperimentalno
(črna črta), računsko (rdeča črta) ter energije (zelena črta); (g) Fourierjeva transformacija
odstopanja gostote porazdelitve od povprečne vrednosti za rezultate dobljene eksperimen-
talno (črna črta), numerično (rdeča črta) ter energije (zelena črta). Črtkane črte so grafi
S(k) / k�⌫ , kjer je od zgoraj navzdol ⌫ = 0.60, 45 in 0.48. Vir [11]

3 Zaključek

V seminarju smo si pogledali nekaj dejavnikov, ki vplivajo na porazdelitev in tvorbo
nukleosomov vzdolž evkariontskega kromatina in videli smo, da je odkrivanje le-teh precej
zahtevno. Pomagati si moramo namreč s termodinamskimi simulacijami, odkrivanjem ener-
gijskega profila vzdolž eukariontskega kromatina, ki je lahko zaradi rezličnih celičnih dejav-
nikov izven kromatina zelo zapleteno, z iskanjem korelacij v zaporedju nukleosomov vzdolž
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DNA, velikokrat pa se moramo poslužiti tudi različnih približkov. Upravičenost le-teh in
natančnost metod simulacij pa nam razkrije šele primerjava dobljenih rezultatov z eksperi-
mentalno odkritimi porazdelitvami. Zanimivo bi bilo namreč vedeti, kateri so vsi mehanizmi,
ki stojijo v ozadju teh zapletenih porazdelitev ter kako te porazdelitve vplivajo na mehanizme
v celici, kontrolirajo njeno delovanje in določajo njene lastnosti.
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