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Povzetek

Kromatin je pomemben pri razli¢nih zivljenjskih procesih kot so celi¢na delitev in izrazanje
genov. Za razumevanje njegovega delovanja je klju¢no razumevanje interakcij DNA, histon-
skih proteinov in osnovnih gradnikov kromatina, ki jih ti tvorijo - nukleosomov. Te tvorbe
omogotajo visoko stopnjo zlaganja DNA ter hkrati ohranjajo njeno dostopnost. Seminar naj-
prej obravnava interakcije med DNA in histonskim oktamerom v nukleosomu ter pomikanje
posameznega oktamera vzdolz DNA. Nato opise zlaganje DNA v vlakno s premerom 30 nm,
predstavi model za opis njegovih mehanskih lastnosti in model interakcije med nukleosomi v
njem. Podana je primerjava napovedi in eksperimentalnih meritev.
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1 Uvod

Kromatin je meSanica DNA, RNK in razli¢nih proteinov, predvsem histonskih. Osnovni gradnik
kromatina je nukleosom, cilindri¢ni skupek osmih histonskih proteinov, na katerega je vezana DNA
[1]. Stabilen skupek histonskih proteinov pri fizioloskih pogojih sestavljajo tetramer proteinov H3-
H4 in dva dimera H2A-H2B, takSen oktamer pa je stabilen le e je vezan z DNA oziroma ce
so koncentracije ionov v okolici visoke (naprimer pri fiziologkih pogojih) [2]. Notranja struktura
oktamera in 14 vezavnih mest na njegovi povrsini dolo¢ajo, na kakSen nacin se nanj lahko veze
DNA. DNA se na oktamer veZe v obliko levoro¢ne vija¢nice z dolzino 147 baznih parov (bp) oziroma
1in 3/4 polnih navojev okoli oktamera [2]. Vezavna mesta so na mestih kjer je mali Zleb desnoro¢ne
dvojne vija¢nice DNA obrnjen proti povrsini oktamera. Vsaka vez je sestavljena iz ve¢ih vodikovih
vezi in posrednih vezi preko vodnih molekul [2]. Grafi¢na ponazoritev nukleosoma je prikazana na
sliki 1 (a).

Kromatin igra pomembno vlogo v razliénih procesih evkariontskih celic, kot je izrazanje genov
in celi¢na delitev [1]. Ena njegovih glavnih funkcij je zlaganje DNA v bolj kompaktne strukture,
s ¢imer je mogo¢e DNA, ki je naprimer pri ¢loveku dolga skupno 2 metra oziroma 3 milijarde bp,
zloZiti v zelo majhne volumne kot je jedro celice z velikostjo reda mikrometer [1]. Najnizji red
zlaganja dvojne vija¢nice DNA je Ze omenjeno ovijanje okoli histonskih proteinov v nukleosome,
s Cimer nastane veriga nukleosomov, med seboj povezanih z DNA s pomodcjo vezavnih histonov
H1 v obliko podobno ogrlici (ang. beads on a string). Naslednja stopnja zlaganja je vlaknasta
stuktura premera priblizno 30 nm (30-nanometrsko vlakno oziroma ang. 30 nm fibre), z razli¢nimi
ogrodnimi proteini pa se vezavna DNA in nukleosomi v ve¢ stopnjah nadalje zlagajo do konéne
strukture, kromosoma, kie je 10,000-krat krajsi od proste DNA [1, 3]. Stopnje zlaganja DNA v
kromatinu so prikazane na sliki 1 (b).
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Slika 1: (a) Umetniski prikaz nukleosoma iz dveh zornih kotov. Dvojna vija¢nica DNA (turkizna
in oranZna barva) je v enem in treh Cetrtinah navoja ovita okoli skupka osmih histonskih proteinov
(razli¢ne barve). Iz globularnega dela proteinov $trlijo njihovi repi [4]. (b) Razli¢ne stopnje kom-
paktiranja DNA v strukture z vedno manj$o prostornino. Od leve proti desni je prikazana dvojna
vija¢nica proste DNA, DNA navita v nukleosome z vmesnimi prostimi vezavnimi konci v obliko
podobno ogrlici, kromatinsko vlakno s premerom 30 nm in vigje stopnje zlaganja [4].

V evkariontskih celicah je na proteinske skupke v nukleosome vezane priblizno tri ¢etrtine vse
DNA [2]. Poleg tega je celotna DNA dolzine tudi do vet metrov zloZena v zelo majhno prostornino.
Tako vezana in zloZzena DNA kljub temu ne more biti inertna, saj v nasprotnem primeru pri
razlicnih klju¢nih Zivljenjskih procesih ne bi mogla sodelovati [1, 2]. O¢itno obstajajo razli¢ni
mehanizmi, ki omogoc¢ajo zlaganje DNA v verige nukleosomov, debelejsa vlakna in kompleksnejse
strukture vi§jega reda, ter mehanizmi, ki hkrati omogocajo lahek dostop do celotne navite DNA
in njeno funkcioniranje [3]. Pri razlagi slednjega sta bila v zadnjih letih izpostavljena modela
delnega odvitja DNA in drsenje histonskega oktamera vzdolz DNA, kar naj bi omogocalo dostop do
posameznih delov DNA in hkrati zagotavljalo stabilnost kromatina. Pri zlaganju v bolj kompaktne



strukture pa naj bi bile vsaj na nivoju 30-nm vlakna pomembne lastnosti vezavne DNA med
nukleosomi ter privla¢na interakcija med nukleosomi, kjer pomembno vlogo igrajo nabiti histonski
repi, ki Strlijo iz osrednjega krogelnega dela histonskega oktamera vsakega nukleosoma [2].

Seminar se pri¢ne s kratkim povzetkom eksperimentalnih podatkov v zvezi s posameznim nukle-
osomom oziroma osrednjim histonskim oktamerom ter z opisom modela odvijanja DNA, ki razlaga
njeno dostopnost in hkrati stabilnost nukleosoma. Predstavljen je model za spontano delno odvija-
nje DNA in razli¢nih na¢inov propagacije taksnih defektov vzdolz navite DNA, naprimer z vija¢nim
(ang. corkscrew) gibanjem oktamera, ki dolo¢ene dele verige sprosti. Nato se seminar osredotoci
na urejene verige nukleosomov v 30-nanometrskih vlaknih in razli¢ne interakcije, ki vlakno drzijo v
njegovi kompaktni konfiguraciji in dolo¢ajo njegove mehanske lastnosti, pomembne pri nadaljnjem
zlaganju DNA. V zvezi s kompaktnimi strukturami je opisana moZna vloga histonskih repov pri
interakciji nukleosom-nukleosom. Seminar se zakljuéi s povzetkom interakcij in stanja na podrocju
teoreti¢nega opisa kromatinskega vlakna.

2 Interakcije v nukleosomu

2.1 Lastnosti nukleosoma

Oktamer nukleosoma si lahko predstavljamo kot cilinder z osnovno ploskvijo premera priblizno
6.5 nm in vi§ino 6 nm. V njem so vezani Stirje pari histonskih proteinov; tetramerni skupek po
dveh proteinov H3 in H4 ter dva dimera H2A-H2B. Celoten skupek je vezan v obliko levoro¢ne
vijaénice in ima dvoosno simetrijo v smeri pre¢no na os vija¢nice (slika 2 (a)) [1, 3]. Oktamer
ni homogena struktura temve¢ s svojo geometrijo in kemijo dolo¢a 14 mest, na katera se lahko z
direktnimi vodikovimi vezmi veZe desnoro¢na dvojna vija¢nica DNA| in sicer na mestih, kjer je
mali Zleb obrnjena proti oktameru [2]. Znano je, da vezi niso enako moc¢ne, a to¢ne ocene moci
posameznih vezi ni [2]. Oktamer ima 220 stranskih lizinskih in argininskih verig, od katerih jih je
117 v osrednjem kroglastem delu, 103 pa so v ti. histonskih repih, ki §trlijo stran od osrednjega
dela [1].

V povpre¢ju v kromatinu odpade priblizno 200 bp DNA na en nukleosom, od katerih jih je
147 ali tri Getrtine vezanih na histonski oktamer. DNA je na oktamer navita v vija¢nico z dolZzino
1 in 3/4 polnega navoja in z visino navoja 2.8 nm [2]. Naboj za vsak bazni par oziroma dolZino
3.4 A DNA znasa 2e(, kar pomeni, da je v nukleosomu 294 negativnih nabojev in 220 pozitivnih,
zato je nukleosom kot celota negativno nabit [1]. Slednje poskuSajo razloziti razli¢ni modeli, ki
kon¢nega odgovora ne dajejo, a prispevajo k razumevanju odvijanja DNA z oktamera in struktur,
ki jih lahko delno odvita DNA tvori pri razliénih koncentracijah ionov [1].

Rezultati meritev vezavne energije med DNA in oktamerom zakljucujejo, da je povprecna
vezavna energija na vezavno mesto med 1.5 in 2 kT, od koder sledi groba ocena celotne vezavne
energije DNA in oktamera priblizno 30 kgT. Pri tem sta upoStevana tako pozitivni prispevek
vezave na posamezno vezavno mesto (kar priblizno 6 kpT kot negativni prispevek zaradi elasti¢ne
energije (4 kpT), ki jo moramo vloziti pri zvijanju DNA okoli oktamera [2].

Nukleosom lahko za teoretiéno obravnavo v tem in naslednjih podpoglavjih v priblizku pred-
stavimo kot cilinder s premerom 6.5 nm in vi§ino 6 nm, na katerega je navita DNA kot homogena
elasti¢na palica, katere oviti del je dolg 50 nm. Vigino navoja DNA oznafimo s H in povprecni
polmer ovoja z Ry [2]. Skica sistema je prikazana na sliki 2 (b). V najpreprostejsi sliki lahko DNA
z oktamera odvijemo tako, da potegnemo njena konca z dovolj veliko silo, da je energija natezanja
enaka vezavni. S tem lahko ocenimo kriti¢no silo odvijanja in dobimo [2]

30kgT
50nm

Poskusi so pokazali, da je tak$na obravnava odvijanja DNA preve¢ poenostavljena. Pri preu¢evanju
nukleosomov v kontroliranem okolju so Brower-Toland in sodelavci ugotovili precej$nja odstopanja
od zgornje napovedi [5].

Fiorit. = =25 pN. (1)
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Slika 2: (a) Poenostavljena skica nukleosoma iz prefnega prereza. Oznacena je diadna os simetrije
skupka [1]. (b) Shematski prikaz nukleosoma [2]. Na levi je nukleosom v pre¢nem prerezu prikazan
kot proteinski oktamer z navito DNA, ki se nanj veze na 14 specificnih vezavnih mestih, kjer je
mali zleb DNA obrnjena proti oktameru. Oznacena je tudi diadna os te strukture. Na desni je
prikazana skica modela nukleosoma, kjer je na oktamerski cilinder navita DNA obravnavana kot
homogena elasti¢na palica s polmerom ovoja Ry in vi§ino navojev H. Skicirani so tudi histonski
repi.

2.2 Odvijanje DNA z nukleosoma

Poskusi z vle¢enjem dveh koncev v nukleosom navite DNA so pokazali, da se pri majhnih in
kratkotrajnih nateznih silah (pod 10 pN s trajanjem do 10 sekund) DNA postopno in ravnovesno
odvija za priblizno dolzino 60 do 70 bp, kar ustreza trem Cetrtinam enega navoja [5]. Za odvitje
preostalega polnega ovoja je bila potrebna precej vedja sila (nad 20 pN), pri ¢emer se je preostala
DNA neravnovesno in nenadoma odvila. Ta kriti¢na sila za popolno odvitje je za red velikosti vecja
od grobe ocene v (1) in je napeljala na razmisljanje, da obstaja priblizno 36 do 38 kpT visoka
energijska pregrada za odvijanje med 60. in 70. bp, ki morda izvira iz dolocenih biokemi¢nih
lastnosti nukleosoma na tistem mestu [5]. Kuli¢ in Schiessel po drugi strani trdita, da je energijska
pregrada bolj verjetno posledica geometrije in fizike zvite DNA ter to argumentirata z dejstvom,
da ni eksperimentalnih dokazov za obstoj energijske pregrade v kristalni strukturi [6]. Kuli¢a in
Schiessla podpira tudi ravnovesna dostopnost DNA v nukleosomu [5]. Pregrada oziroma potrebe po
velikih nateznih silah sicer niso v nasprotju z realnimi sistemi, ker so molekularni motorji sposobni
ustvariti kratkotrajne sile nad 20 pN [6].

Ce v nadaljevanju sledimo obravnavi [1, 2], lahko DNA obravnavamo kot ¢rvasto verigo (ang.
Worm-Like Chain - WLC'), opisano s koeficientoma torzijske in upogibne trdnosti. Pri eksperi-
mentalnih meritvah natezanja so konci DNA obicajno prosti, zato torzije pri obravnavi verige ne
upostevamo. Elasti¢na energija verige dolZine L je torej odvisna le od upogibne togosti A [2]:

Ao,
E, = —/ dsk=(s). (2)
2 Jo

Tu je k(s) ukrivljenost verige v tocki s v naravni parametrizaciji r(s) vzdolz verige. A je povezan
s persisten¢no dolZino verige Ip, ki je izraZena kot lp = A/kpT. Privzemimo, da je veriga okoli
proteinskega oktamera, ki je v priblizku cilinder, ovita vija¢no po vnaprej dolo¢eni poti [2]. Naj bo
dolzinska gostota Ciste vezavne energije brez prispevka zvijanja enaka k. Polmer navite vija¢nice
oznacimo z Ry in viino enega navoja s H, kot na gornji sliki 2.

Pri razvijanju skupka z natezanjem koncev verige v nasprotnih smereh se oktamer obraca
v razli¢ne smeri v prostoru, kar opiSemo s kotom nagnjenosti oktamera § glede na smer, ki je
pravokotna na smeri vleCenja. Poleg tega se veriga z oktamera odvija, kar opiSemo s kotom «,
ki naj ima vrednost O definirano takrat, ko je na oktamer navit to¢no en celoten ovoj verige.
Geometrijo modelskega sistema prikazuje slika 3 (a). Pri raztegovanju verige s silo F' v smeri y je
skupna energija sistema v odvisnosti od « in 8 enaka [2]



Etot. = Eel. + 2R0kaa - QFAya (3)

kjer trije ¢leni po vrsti predstavljajo deformacijsko energijo zvite verige, energijo za desorpcijo
verige in potencialno energijo, ki jo veriga prejme zaradi natezanja njenih koncev za skupen raztezek
2Ay. Za skupno energijo obstaja dalj$a analiti¢na resitev [6], ki jo v priblizku Ry > H zapiSemo
kot [2]

A

Eop = 2R |k* —
tot. R[ 2R2

—F]a+2FRcosﬂsina+8\/ﬁ{l—\/(1+cosacos/6’)/2}. (4)
Za vrednosti Rp = 4.3 nm in H = 2.4 nm je gornji priblizek za obravnavo ustrezen [2]. Srednji ¢len
opisuje prispevek k energiji zaradi vrtenja oktamera in odvijanja DNA ter ga lahko zanemarimo
[2]. Ce sistem obravnavamo pri kriticni sili odvijanja, Fi.e = k* — A/2R3, ko je prispevek
adhezije DNA na oktamer ravno nasprotno enak elasti¢ni energiji, lahko zanemarimo tudi prvi
¢len. Obcutno vlogo ima le Se zadnji ¢len, ki ponazarja elasticno energijo obeh zvitih prostih
krakov DNA.

Pri kriti¢ni sili gre resitev enacbe (4) za skupno energijo za prehod iz zacetnega stanja s kotoma
(o, B) = (0,0) v konéno stanje (m,7) preko lokalnega maksimuma pri (7/2,7/2), kar predstavlja
energijsko pregrado. Pri tem kotu znaSa vrednost pregrade priblizno [2]

AEy. = 8VAF(1 —1/V?2). (5)

Energijska krivulja je prikazana na sliki 3 (b) skupaj s skico ustreznih konfiguracij oktamera in
navite DNA. Slika nakazuje, da je za energijsko pregrado odgovorna velika ukrivljenost obeh krakov
DNA na tisti tocki odvijanja [2].
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Slika 3: (a) Geometrija teoreti¢nega modela odvijanja DNA (modro) s histonskega proteina (rdece).
n oznacuje os cilindri¢nega oktamera, § kot nagnjenosti osi glede na izhodisce pri popolnoma naviti
DNA, « kot zasuka oktamera okoli svoje osi glede na izhodis¢no stanje, ko je na DNA navit za
natanko en celoten ovoj DNA, in F natezno silo na obeh koncih DNA [2]. (b) Celotna energija
elasti¢nega fragmenta pri odvijanju z oktamera. Zaradi konfiguracije fragmenta obstaja priblizno
kotu zasuka 7/2 (slika e) energijska pregrada, zato je odvijanje zadnjega navoja DNA ob¢utno
bolj energijsko potratno kot odvijanje prvih treh cetrtin. Rdeca krivulja za razliko od modre
predpostavi, da je odvijanje prvega dela DNA laZzje zaradi odbojne interakcije obeh $e navitih

ovojev [2].



Glavna napaka preprostega modela iz 2.1 je torej napac¢na predpostavka konstantne dolzinske
gostote adhezijske energije. Upostevanje elasti¢ne energije zvite DNA model sistema delno izboljsa.

Kot argumentira Schiessel je lahko Se en razlog za razliko med odvijanjem prvega in preostalega
navoja DNA odbojna interakcija enega navoja DNA z drugim [2]. V tem primeru je lazje odviti
prve 3/4 navoja kot preostanek, ki taksne interakcije ne ¢uti ve¢. Poleg tega ima histonski oktamer
Se moc¢no nabite repe, ki §trlijo navzen tudi med samo DNA in verjetno poskrbijo za dodaten privlak
med ovojem in oktamerom [1, 2]. Ko ostane le en navoj se privla¢na interakcija vseh repov z njim Se
okrepi. Tudi to pomeni, da je prvi nepopoln navoj relativno lahko lo¢iti od oktamera, preostalega
pa tezje.

Adsorpcijsko energijo k% je mogoce prirediti tako, da ji pripiSemo dve vrednosti, eno pred in
ena za prevojno tofko. Na ta nafin lahko dobimo dobro ujemanje z eksperimentalnimi podatki [6].
Izkaze se, da sta obe vrednosti precej razli¢ni, in sicer k* = 2 kpT/nm na zafetku odvijanja in
kar k% = 3-3.5 kT /nm za odvitje zadnjega navoja [2]. Obstoj teh razlik lahko razlozi, zakaj je v
nukleosome tesno navita DNA vseeno dostopna, a stabilna, saj do razpada nukleosoma ne pride.
DNA se ocitno relativno enostavno delno odvije in omogoci dostop drugim proteinom, medtem
ko do popolnega odvitja in s tem razpada zaradi moc¢ne adhezije preostalega navoja na histonski
oktamer ne pride [2].

2.3 Premikanje nukleosoma vzdolz DNA

V zivih organizmih premikanje oktamerov poteka preko katalize ATP s pomoéjo preoblikovalnih
proteinskih kompleksov. Eksperimenti na posebej pripravljenih vzorcih DNA s pozicijskimi sekven-
cami pa so pokazali, da nukleosomi glede na DNA samodejno spreminjajo svoj polozaj oziroma
se premikajo tudi v odsotnosti obojega [2]. Taksno gibanje lahko spodbudi prenos toplotne ener-
gije. Proces je mo¢no odvisen od temperature in se odvija na ¢asovni skali minut (37°C) do ur
(5°C) ali pa sploh ne (3e nizje temperature) [2]. Ugotovljeno je bilo, da se oktamer pri premika-
nju najpogosteje zadrzuje na koncih verige DNA ali na dolo¢nih polozajih vzdolz DNA, naprimer
na polozajih s periodo 10 bp. Ugotovitve tudi kaZejo, da histonska proteina H1 in H5 zavirata
gibljivost nukleosomov [2].

Enostaven premik oktamera vzdolz DNA ni mogo¢, saj je zaradi velike adhezijske energije med
DNA in vezavnimi mesti na oktameru to energetsko prevelika ovira [2]. Tudi valece gibanje je
man]j verjetno, ker bi se pri takSnem gibanju DNA z oktamera odvila [2]. Eden od verjetnejsih
mehanizmov za gibanje nukleosoma je tvorjenje kratke zanke nevezane DNA. Taksna zanka lahko
termic¢no nastane tako, da se kratek del DNA na enem od obeh koncev navite verige kratkotrajno
odvije od oktamera, §e pred njegovo readsorbcijo pa se na isto vezavno mesto veze sosednji del
DNA, s ¢imer ostane vmesni del prost (glej sliko 4 (a)) [2]. Ob upoStevanju elasti¢ne energije pri
zvijanju DNA se izkaZe, da je za tak$no zanko energijsko najugodnejga dolzina 10 bp, kar zahteva
priblizno 20 kgT [2]. S ponovitvijo delnega odvitja sosednjega dela DNA tik ob zanki je mogoca
propagacija nastalega defekta bodisi nazaj na zacetek bodisi s€¢asoma vse do drugega konca DNA.
V slednjem primeru se oktamer premakne vzdolz DNA za 10 bp [2].

Casovna skala taksnega procesa (1 ura za DNA dolZine 200 bp), mo¢na temperaturna odvisnost
in preferenca poloZajev 10 bp narazen se ujemajo z eksperimenti na kratkih fragmentih DNA [2].
Kljub temu model premikanja nukleosoma s pomocjo zank iz proste DNA verjetno ni ustrezen. Pri
raz8iritvi modela na daljSe fragmente DNA postanejo energetsko najbolj ugodne zanke z dolzino,
ki je vecja od persisten¢ne dolzine DNA (nad 150 bp) [2]. Tako dolge zanke so energijsko ugodne
zaradi manjSe stopnje zvijanja DNA, a jih pri poskusih na daljsih fragmentih niso opazili [7].

Bolj verjetna je razlaga, da se na enem od koncev navite DNA samodejno pojavi majhen defekt,
pri katerem je dolzina DNA med dvema vezavnima mestoma na oktameru za 1 bp daljsa ali krajsa
kot sicer [8]. TakSen odsek DNA je zaradi ve¢je ali manjse dolzine bolj ali manj raztegnjena ter
torzijsko zvita kot sicer, zato je defekt v angle§¢ini imenovan twist defect (glej sliko 4 (b)) [8].
Ob upostevanju elasti¢nosti DNA pri raztegovanju in torzijskem zvijanju znaSa ocena za energijo
tvorjenja takSnega defekta 9 kpT [8]. Defekt nato difundira vzdolz DNA v naklju¢ni smeri z



najvecjo verjetnostjo, da pripotuje nazaj do zacetne tocke. Cena vsakega premika je 2 kpT [8]. Iz
13 mest za defekt med 14 vezavnimi mesti za DNA v nukleosomu lahko na grobo ocenimo, da je
verjetnost za difuzijo do drugega konca enaka 1/13 [2]. V tem primeru se oktamer premakne za 1
bp in zavrti za 1/10 obrata, 36° [2].

Histone
Octamer

Slika 4: Shemati¢ni prikaz premikanja oktamera vzdolz DNA. (a) Potovanje preko naklju¢no obli-
kovanih zank, navadno daljsih od 10 bp. Zanka nastane zaradi daljSsega konca DNA med dvema
vezavnima mestoma kot obi¢ajno. Premik je vzdolZzen in znasa 10 bp [2]. (b) Potovanje preko
defektov z dolZino £1 bp, pri ¢emer pride do prekomernega zvijanja ali raztegovanja DNA | zaradi
Cesar je ime tega defekta v angles¢ini twist defect. Pri premiku se polozaj nukleosoma spremeni za
1 bp, poleg tega pa se vijatno zasuka za 36°. Prikazani sta dve podobni skici enake situacije. [2, 8]

Opisan premik je majhen, a zaradi nizje potrebne energije veliko bolj verjeten. Izracunana
difuzijska konstanta za ta proces znasa Dy ~ 580 bp?/s oziroma 3 do 4 velikostne rede hitreje
kot premikanje s pomo¢jo zank [8]. Ocena napoveduje prehitro premikanje s ¢asi reda sekund na
kratkih fragmentih (200 bp). Model poleg tega ne vsebuje mehanizma, pri katerem bi bili najbolj
ugodni premiki na polozaje na DNA s periodo 10 bp, kar je bilo eksperimentalno ugotovljeno [2].

Za veCje ujemanje z meritvami model potrebuje nadgradnjo, podatki meritev pa boljSo inter-
pretacijo. Eksperimenti v zvezi s premikanjem nukleosoma so pogosto narejeni na DNA morskega
jezka, ki ima pozicijske sekvence in obenem zelo anizotropno upogljivost [2]. Slednje lahko razlozi
periodi¢nost. V procesu premika vzdolz oktamera v desetih korakih po 1 bp se oktamer zavrti
- ali DNA zvije, odvisno od interpretacije - skupno za celoten obrat, 360°. Zaradi anizotropne
upogljivosti DNA na nekih mestih celotnega obrata obstaja najbolj energetsko ugoden polozaj
z najmanjso elasti¢no energijo ter polozaj z najvi§jo energijsko pregrado [2]. Oba se periodi¢no
ponavljata vsak navoj DNA oziroma vsakih 10 bp [2].

Kuli¢ in Schiessel sta anizotropno elasti¢no energijo v priblizku podala z izrazom [§]

2ml
V() = (A/2) cos (f;) , (©)
kjer je [ stevilo baznega para Steto od poljubnega izhodis¢a in A razlika energij med najbolj in
najmanj ugodno konfiguracijo. Z upoStevanjem tega priblizka elasti¢ne energije se ocena difuzijske
konstante spremeni v [8]

_ 580bp” @)
~ I2(A/2kpT)’

kjer je Iy modificirana Besslova funkcija. Vrednost D je 2 do 3 velikostne rede manjsa od vrednosti
za verigo z izotropno upogljivost, kar pomeni ¢asovno skalo premikanja nukleosoma od minut do
ur. To se ujema z eksperimentom. Poleg tega anizotropna upogljivost razlozi, zakaj se pri poskusih
opazi premike za 10 bp. Ti so zaradi energijske ugodnosti in ravnovesne termodinamike najbolj
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verjetni [2]. S tem premikanje z defekti zvijanja po 1 bp daje enak rezultat kot razlaga z zankami
dolgimi 10 bp [2].

Poskusov, ki bi lahko potrdili model majhnih premikov z zvijanjem je ve¢. V enem od njih sta
Flaus in Richmond uporabila dva sinteti¢na razli¢na fragmenta DNA [9]. Za premik vzdolz prvega
je nukleosom porabil uro in pol, za premik vzdolZ drugega pa 15-krat ve¢. Drugi fragment je imel
periodnost verige DNA 10 bp, zaradi ¢esar je podobno kot pri poskusih z DNA morskega jezka
prislo do bolj energijsko ugodnih polozajev vzdolz verige [9]. Ti so bili bolj pogosto zasedeni, kar
se je v meritvah tudi pokazalo. Anizotropnost oziroma periodi¢ne energijske pregrade poleg tega
pojasnjujejo tudi za velikostni red daljsi ¢as potovanja, ki ga enostaven model izotropne DNA ne
predvideva [2].

V sorodnem poskusu so fragmentu DNA dodajali razli¢ne ligande, ki so se vezali na eno samo
mesto na malem Zlebu DNA [10]. Ce ligandov ni bilo so nukleosomi prosto potovali vzdolz DNA.
V prisotnosti ligandov se je premik nukleosoma vzdolz verige popolnoma ustavil, ¢e je bil na DNA
vezan ligand tako, da je bil obrnjen proti okoliskemu mediju (in ne proti oktameru) takrat, ko njegov
del DNA v najbolj ugodnem polozaju [10]. Vezan ligand preprecuje vijacno gibanje oktamera s
kratkimi defekti po 1 bp, ker vezava DNA z mestom, zasedenim z ligandom, ni mogoca. Rezultati
poskusa torej podpirajo ta mehanizem, a hkrati ni jasno, ali zavracajo premikanje s pomocjo daljsih
zank [2]. Skica nukleosoma z mestom za vezavo liganda na DNA je na sliki 5.

(@) (b) (c)

&

/ *
binding site occluded binding site open ligand bound

Slika 5: Shematicen prikaz potovanja razli¢nih stanj nukleosoma, ¢e je na DNA eno vezavno mesto
za doloCen ligand [2]. (a) Vezavno mesto za ligand je obrnjeno proti oktameru in zakrito. (b)
Vezavno mesto za ligand je obrnjeno proti mediju in odkrito. (c¢) Na DNA je vezan ligand. V tem
primeru vijacno gibanje otkamera ni mozno.

Navedeni rezultati bolj podpirajo teorijo samostojnega premikanja nukleosomov vzdolz verige
DNA s pomocjo defektov zvijanja v korakih po 1 bp [2]. Taksni procesi so poCasni s ¢asovno
skalo tudi ve¢ ur. Potrebno je upostevati, da je bila vecina meritev premikanja narejenih na
DNA s pozicijskimi sekvencami, ¢esar je na evkariontski genomski DNA le nekaj odstotkov [2]. V
kromatinu v Zivih organizmih se v resnici vecina nukleosomov neprestano vija¢no premika vzdolz
DNA s pomocjo preoblikovalnih kompleksov, ¢e le niso vezani na dolo¢eno mesto s povezovalnimi
histoni oziroma Ce jim tega ne preprecuje lokalna oblika DNA [2]. Ni izkljufeno, da se nukleosomi
vsaj v€asih premikajo tudi preko drugih mehanizmov, naprimer preko zank. Na to nakazuje poskus,
pri katerem se je nukleosom s pomodcjo preoblikovalnih kompleksov gibal vzdolz DNA, na kateri je
bila zareza [2]. V tem primeru mehanizem gibanja po en bazni par ne more delovati. Tudi RNA
je dovolj moc¢na, da lahko s potiskanjem pred seboj premika nukleosom, najverjetneje do konca
verige, kjer prost konec DNA ujame nukleosom [2].



3 Model 30-nanometrskega vlakna

3.1 Lastnosti vlakna

V celicah je DNA vezana na milijone histonskih oktamerov v nukleosomsko verigo, kjer je dolzina
odseka z enim nukleosomom priblizno 200 bp [2]. Pri nizkih koncentracijah ionov izgleda taksno
kromatinsko vlakno podobno kot ogrlica iz 10 nm velikih nukleosomov, pri vecanju Stevilske gostote
ionov proti fizioloskim pogojem (priblizno 100 mM) pa vlakno postopno zavzame bolj kompaktno
obliko s premerom 30 nm [1]. DolZina tega ti. 30-nanometrskega vlakna je §tiridesetkrat manjsa
od proste DNA. Ena od dveh najbolj sprejemljivih teorij strukture vlakna predvideva vijacno
strukturo z zvito povezovalno DNA med sosednjimi nukleosomi, kjer je os valjastih histonskih
oktamerov pravokotna na smer vlakna (ang. solenoid model) [1]. Po drugem predlogu ravni
odseke povezovalne DNA povezujejo sosednje nukleosome, ki so skoraj na nasprotnih straneh osi
kromatinskega vlakna, z osmi oktamerov vzdolz njegove smeri. Taksna struktura ima s perspektive
vzdolz osi vlakna prekrizane segmente povezovalne DNA, od koder izhaja angle§ko poimenovanje
crossed linker model [1]. Obe razli¢ici sta shemati¢no prikazani na sliki 6.

n n+l

Slika 6: Skici dveh najverjetnejsih konfiguracij 30-nanometrskega kromatinskega vlakna [1]. (a)
Vlakno v obliki vija¢nice (ang. solenoid model) ima nukleosome nanizane v spiralo, kjer sta sosednja
nukleosoma i in 1+1 drug ob drugem in povezana z ukrivljeno povezovalno DNA. Nukleosomi imajo
os pravokotno na os vlakna. (b) V modelu s prekrizanimi povezovalnimi fragmenti DNA (ang.
crossed-linker model) so si sosednji nukleosomi v verigi skoraj nasprotni, povezovalni fragmenti
DNA so skoraj ravni, osi nukleosomov pa so usmerjene priblizno v isto smer kot os vlakna. Najblizje
sta si nukleosoma ¢ in 7 £ 2.

Direktno opazovanje strukture vlakna pri fizioloskih pogojih ni mogoce zaradi njegove preve-
like gostote, ki naredi sliko strukture nejasno [1]. Meritve z uklonom rentgenskih Zarkov prav
tako ne dajo rezultatov z nedvoumno interpretacijo [1]. Pri niZjih koncentracijah soli so metode
elektronske krio-mikroskopije in mikroskopije na atomsko silo pokazale cik-cak strukturo z ravno
povezovalno DNA [1], ki ustreza modelu s prekrizano povezovalno DNA. Razli¢ne lastnosti vlakna
lahko opazujemo s pomocjo opti¢ne pincete [11] in drugimi tehnikami za mikromanipulacijo.

Stevilska gostota nukleosomov v vlaknu je mo¢no odvisna od vstopno-izstopnega kota DNA pri
vezavi na histonski oktamer [1]. Kot je odvisen od elektrostatskega odboja obeh koncev in ga lahko
v laboratorijskih eksperimentih kontroliramo s koncentracijo soli. Z manjSanjem koncentracije
ionov lahko torej in wvitro vlakno naredimo manj zgosceno [1]. Eksperimenti kaZejo, da sta pri
medsebojni nukleosomski interakciji poleg histonskih repov pomembna tudi histonska proteina
H1 in H5, ker pri njuni odsotnosti kromatin zavzame obcutno manj kompaktno konfiguracijo
[1]. Proteina sta mo¢no pozitivno nabita in naj bi vplivala na vstopno in izstopno tocko DNA v
nukleosomu ter oba kraka povezovala v obliko stebla, na koncu katerega je zanka DNA navita na
oktamer [1].

Podobno kot nukleosomska DNA ima tudi 30-nm vlakno nepri¢akovane lastnosti, kot so velika
togost pri majhnih nateznih silah, obstoj platoja natezne sile za dolocen obseg raztezkovin nemo-
notona odvisnost pri mo¢nem natezanju [1]. S teoreti¢nim modelom vlakna, ki privzame obliko



vlakna s prekrizano DNA, lahko te lastnosti pojasnimo. Togost pripiSemo zvijanju in upogibanju
povezovalne DNA pri natezanju vlakna [1]. Pri nategovanju s silo 5 pN se vlakno do dolo¢ene mere
razteguje brez vecanja natezne sile, kar povezemo z majhnimi silami med nukleosomi in s tem re-
verzibilnim razpadanjem zgoSc¢enega vlakna v daljSo obliko ogrlice [1]. Nemonotono odvisnost pri
visokih nateznih silah povezujemo z odpadanjem ("izhlapevanjem") histonskih oktamerov oziroma
posameznih histonskih proteinov [1]. Slednji proces je nereverzibilen.

3.2 Model vlakna

V preprosti obravnavi 30-nanometrskega kromatinskega vlakna sledimo obravnavi iz [1] in lahko
izhajamo iz trditve, da je struktura vlakna v celoti posledica lastnosti in strukture posameznega
nukleosoma. Popravke kot so elasti¢na energija povezovalne DNA, vloga proteinov H1 ali H5 in
interakcija med nukleosomi, lahko dodamo kasneje [1]. DNA je na v nukleosomu navita v enem
in treh Cetrtinah ovoja, kar pomeni, da je med smerjo vstopnega in smerjo izstopnega dela DNA
nek neniceln kot, imenovan vstopno-izstopni kot 6. Kljub dejanski odvisnosti # od koncentracije
ionov, acetilacije in prisotnosti povezovalnih histonov lahko najprej privzamemo odvisnost 6 le od
strukture posameznega nukleosoma [1]. Definiramo lahko $e rotacijski kot med dvema nukleoso-
moma P, ki je periodi¢na funkcija (perioda 10 bp) dolzine povezovalne DNA med nukleosomi B.
Slednje izhaja iz dejstva, da se DNA na oktamer adsorbira na specificnih mestih, in sicer najprej z
malim Zzlebom proti prvemu vezavnemu mestu [1]. Posamezen nukleosom ima premer 2Ry, a je na
zaCetku obravnavan kot toc¢kasti delec. Vezavni del DNA z dolzino B naj bo tog in prosto vrtec,
kar pomeni, da vlakno obravnavamo podobno kot prosto polimerno verigo [1]. Shema modelskega
sistema dveh kotov je na sliki 7 (a), diagram razli¢nih moznih konfiguracij pa na sliki 7 (b).

T . v

Slika 7: Model dveh kotov za kromatinsko vlakno [1]. (a) Modelski sistem sestavlja prosta veriga,
ki ima ¢lene dolge B (predstavljajo povezovalno DNA) in v sklepih krogilce (predstavljajo nukle-
osome) s premerom 2Ry. Kot med smerema vstopne in izstopne DNA je vstopno-izstopni kot 6,
® oznacuje rotacijski kot med dvema sosednjima nukleosomoma (orientacija dveh sosedov je ozna-
Cena s pusticama). (b) Fazni prostor razli¢nih konfiguracij verige za razliéne kote 6 in ®. Desno
in pod ¢rtkanimi ¢rtami je prepovedano obmodje zaradi konéne velikosti nukleosomov. Strukture
1 in 8 so verige, strukture 2-5 so planarne, 6-7 so planarne cik-cak verige, preostalo so 3-D verige.

Ce sta 6 in ® hkrati oba neni¢elna in oba zelo majhna, lahko sestavimo tridimenzionalne
strukture, ki imajo obliko spiralnih vija¢nic s premerom R in navojnim kotom ) ter na katerih
lezijo nukleosomi v medsebojni razdalji B in v medsebojni razdalji vzdolz osi spirale sg. Za opis
struktur lahko z upostevanjem geometrije sistema lahko izpeljemo splosne izraze za nekaj koli¢in

[1]:
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B Bsin(6/2)

~ 2—2c0s2(0/2) cos?(®/2)’

_ tan(0/2) arccos(2cos?(0/2) cos?(®/2) — 1)in
25in(®/2)/1 — cos2(0/2) cos?(®/2)

Bsin(6/2)

R

cot Y

So = . (10)
\/sec2(theta/2) — cos2(®/2
Za vija¢ne spirale z majhnimi 6 in ® se gornje poenostavi v [1]
B BN® 0
Rzm, Lz\/ﬁ in cotz/)wa. (11)

Namesto vzdolzne razdalje med dvema nukleosoma je navedena dolzina vija¢nice, ki jo izra¢unamo
iz L = Nsg, kjer je N §tevilo nukleosomov. Po predpostavki modela lahko na podlagi teh koli¢in
oziroma lokalne geometrije izracunamo globalno obliko vlakna. VijaCnice podane z gornjimi izrazi
imajo bodisi veliko dolzinsko gostoto navojev pri majhnem ® v primerjvi s # bodisi so zelo odprte
in imajo majhno gostoto pri velikem ® [1]. Velika gostota navojev pomeni, da je razdalja med
navoji vzdolz vija¢nice majhna v primerjavi s polmerom vijac¢nice.

Pri majhnih rotacijskih kotih a vec¢jih vstopno-izstopnih kotih je geometrija vija¢nice taksna, da
se povezovalni segmenti DNA krizajo [1]. To je na sliki 7 (b) prikazano v primeru 5, kjer struktura
zvezde za niceln rotacijski kot pri veCanju ® prehaja v raztegnjeno vlakno s cik-cak strukturo,
ki vzdolz osi izgleda, kot da so konci DNA prekrizani. Pri velikih rotacijskih kotih (® =~ 7, glej
naprimer 11 na sliki 7 (b)) je odvisnost od ® vigjega reda, saj v priblizku iz izraza izpade [1]:

R~ gsin(9/2) in L~ BN cos(6/2). (12)

V resnici nukleosomi niso tockasti temve¢ imajo konéno velikost 2Ry, kar izklju¢uje dolocen
del prostora, ki jim je na voljo. Izkljucitvena interakcija ima kratek in dolg doseg. Za prvo je
razlog to, da med nukleosomom in njegovim drugim sosedom (med nukleosomoma i in i £ 2) deluje
privla¢na interakcija, zaradi ¢esar je kot med vstopnim in izstopnim krakom DNA pri nukleosomu
1 £ 1, majhen [1]. Podaja ga zgornja meja [1]

0 < 2arccos(Ry/B), (13)

kar je vidno iz slike 6 (b). Velja tudi izkljucitvena interakcija dolgega dosega, ker razdalja med
dvema navojema ne more biti manjsa od 2Ry, sicer bi se nukleosomi prekrivali (naprimer v pla-
narnih konfiguracijah). Razdaljo med navojema d lahko iz geometrije vija¢nice za majhna 6 in ®
zapiSemo z [1]

d~2r®B/(®* + 6?), (14)

iz Cesar za majhne rotacijske kote sledi [1]

1 Ry6?
> — . 15
e (15)
V konfiguraciji s prekrizano povezovalno DNA je 6 ~ 7, zato se pogoj poenostavi v [1]
8 Ry
P> ——. 16
~ B (16)

Obe omejitvi razseznosti faznega prostora struktur zaradi konéne velikosti nukleosomov sta prika-
zani na sliki 7 (b) s ¢rtkanimi ¢rtami.
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Fazni diagram in model ne povesta kje in zakaj lezi 30-nanometrsko vlakno, zato so avtorji
[7] predlagali, da obstaja optimalna konfiguracija vlakna z najbolj ugodnimi lastnostmi. Za opti-
malno konfiguracijo bi lahko bila primerna kriterija velika oziroma najveja kompaktnost (Stevilska
gostota nukleosomov p) ter lokalna dostopnost nukleosomov, ki je potrebna pri razli¢nih zivljenj-
skih procesih kjer sodeluje DNA [1]. Ugotovili so, da obstaja par kotov y in ®g, pri katerem je
kompaktnost najvecja, obenem pa nukleosomi edino pri tej konfiguraciji cutijo hkrati izklju¢itveno
interakcijo kratkega in dolgega dosega.

Definicijo dostopnosti so definirali s spremembo dolzinske §tevilske gostote nukleosomov py,
v odvisnosti od spremembe vstopno-izstopnega kota. Dostopnost je torej najvecja takrat, kot je
odvod dpy,/df najvedji. To pomeni, da se dolzinska gostota nukleosomov takrat najbolj zmanjsa pri
majhni spremembi # oziroma se vlakno najbolj odpre. Izkaze se, da je tako definirana dostopnost
najvecja pri istem paru 6y in ®g, kar pomeni, da z modelom lahko napovemo konfiguracijo, ki je
glede na predpostavke in definicije optimalna [1].

Kombinacija py, in 6y, ki jih podaja gornji model pri obravnavi realnih sistemov, se dobro ujema
z rezultati razli¢nih eksperimentov [1]. Preprosta obravnava kromatinskega vlakna kot proste poli-
merne verige s kon¢no velikimi kroglami v vsakem kolenu navidezno daje dobre rezultate. V resnici
jim ne moremo popolnoma zaupati. Model privzema dolzino veznih ¢lenov B kot dano lastnost
nukleosoma, s spremembo njene vrednosti pa se spreminjajo tudi optimalni p in pz, [1]. Model
zakljucuje, da je mogoce vecjo p doseci pri manjsih pr kot je maksimalna mozna vrednost slednje
koli¢ine. To lahko interpretiramo kot bolj gosta in manj dostopna kromatinska vlakna pri dalj-
§ih povezovalnih ¢lenih B. Eksperimenti takSen zakljucek zavracajo in kazejo na pomanjkljivosti
preprostega modela [1].

3.3 Mehanske lastnosti vlakna

Z modelom dveh kotov lahko kljub pomankljivostim poskusimo opisati elasti¢ne lastnosti vlakna.
Do napetosti v vlaknu lahko pride zaradi notranjih razlogov kot je interakcija nukleosomov, ki
povzro€i deformacijo povezovalnih ¢lenov DNA, ali zunanjih dejavnikov, naprimer pri lo¢evanju
para kromosomov [1].

Pred tem le opisno navedimo lasnosti nevezane DNA, povzete po [1]. Pri raztezanju ima
razli¢ne lastnosti zaradi dveh razli¢nih dejavnikov. Pri majhnih nateznih silah je razdalja med
obema koncema vlakna precej manjSa od lastne dolzine verige, zaradi Cesar sta konformacijska
neurejenost in s tem entropija veliki. Z natezanjem pri majhnih silah (F' < 1 pN) se priblizno
linearno veca raztezek na rac¢un ravnanja vlakna, s ¢imer se entropija zmanjsuje in prosta energija
veCa. Razmerje med natezno silo F' in raztezkom L je priblizno [1]

pa Bl L
Irp Lo

Ly je lastna dolzina verige (velja L < Lg), lp ~ 50 nm pa njena termi¢na persisten¢na dolZina pri
temperaturi T'. Iz gornje enatbe lahko razberemo koeficient elasti¢nosti verige 71 = 3/lp, ki znasa
0.06 nm~1! [1]. Njegova vrednost je majhna, kar pomeni, da je veriga pri majhnih silah zelo mehka.

Pri velikih silah (nad 10 pN) je veriga raztegnjena skoraj popolnoma do lastne dolzine Lg, zato
raztegovanju nasprotuje vec¢ja notranja elasti¢na sila zaradi spremembe notranje strukture verige
[1]. Razmerje natezne sile in raztezka je tedaj [1]

(17)

L— Ly
Ly ’
kjer je vo > 71 in znaSa 300 nm~! [1]. Pri velikih nateznih silah je torej DNA za §tiri velikostne
rede bolj trda kot pri majhnih.
Iz modela vija¢nega kromatinskega vlakna, ki ga opiSemo z R, s( in ¥ iz poglavja 3.2, lahko
analiti¢no izpeljemo njegove elasti¢ne lastnosti [1]. Vlakno obravnavamo kot ¢rvasto verigo, na
katero delujejo zunanji dejavniki: sila F, torzijski navor My in upogibni navor My. Odziv verige

F~ 3kBT’72 (18)
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na te obremenitve opisujejo raztezek u, torzijska zvitost Q in ukrivljenost R~'. Obremenitev in
odziv povezujejo koeficienti razteznosti v, upogibne togosti A, torzijske togosti C' in sklopitve med
torzijsko zvitostjo in raztezkom, g. Odvisnost lahko v linearnem priblizku zapisemo z [1]

F kgTvy kgTg O U
My | = | ksTyg C 0 Q
Mp 0 0 A R7!

Za privzetek, da se posamezen vezni ¢len DNA obnaSa kot Kirchoffov filament, lahko naredimo
mikroskopski izrac¢un elasti¢ne energije vlakna [1]. Pri tem privzamemo, da je notranja sila f v
enem filamentu enaka zunanji napetosti, f = F, ter da je lokalno navor enak [1]:

m(s) =M —vAF. (19)

Tu je s naravni parameter krivulje r(s), ki opisuje filament. S temi nastavki se da izpeljati daljse
izraze za vse koeficiente obremenitve [14]. Limitni primer, ki lahko pride v postev pri 30 nm vlaknu,
je konfiguracija vlakna s prekrizanimi veznimi ¢leni DNA [1]. Tuje ® < 1in § ~ 7. V tem primeru
se izrazi koeficientov iz [14] poenostavijo v [1]

34
VR =), (20)
AC ®(m—0)
“Arc 2 ()
o~ AT =0) (22)
4

3A(A-C) 5

~~Tenrep -0 (23)

Izraza (20) in (22) sta odvisna le od A, kar pomeni, da se vlakno razteza in ovija v obliko spirale
z upogibanjem povezovalne DNA med nukleosomi. Iz izrazov (21) in (23) je razvidno, da se
vlakno upogiba z upogibanjem in torzijskim zvijanjem povezovalne DNA ter da je sklopitev g med
raztezanjem in torzijskim zvijanjem zelo majhna [1].

Iz gornjih izrazov napovedana elasti¢nost je velika in pomeni mehko verigo, s ¢imer se lastnosti
30 nm vlakna ne ujemajo popolnoma zaradi privla¢nosti med nukleosomi in njihovih izkljucitvenih
interakcij [1]. Oboje manjsa elasti¢nost vlakna zato, ker ga ne moremo zviti do te mere, da so
nukleosomi blizje kot 2Ry narazen. Simulacije, ki upostevajo privla¢no interakcijo nukleosomov s
kratkim dosegom (le z obema najblizjima sosedoma oziroma na razdaljo 2Ry), dajo za persisten¢no
dolzino vlakna 20-krat ve¢jo oceno kot model, ki interakcije ne predvideva [1].

Prisotnost interakcije se pozna tudi pri odvisnosti notranje natezne sile v vlaknu od raztezka
vlakna, kar je za gornji modelski sistem prikazano na sliki 8. Pri raztegovanju najbolj kompaktne
oblike vlakna je do njegove lastne dolzine Ly notranja sila v vlaknu entropi¢na [1]. Pri raztezanju
do dolzine med Lg in L; je krivulja zelo strma oziroma je vlakno "trdo elasti¢nozaradi mocne
privlagne interakcije med nukleosomi [1]. Nad kriti¢no dolZino L; se premaga interakcija med
nukleosomi s kratkim dosegom, zato se za¢ne najbolj kompaktna oblika z nukleosomi drug poleg
drugega postopoma raztezati tako [1]. To je na grafu vidno kot plato. Pri teh dolzinah so deli
vlakna v kompaktni obliki, deli pa v bolj raztegnjeni, kjer interakcije med nukleosomi ni ve¢ [1]. Pri
dolzinah nad Lo dalje raztegujemo manj kompaktno vlakno, ki je "mehko elasticno". Elasti¢nost
je tu odvisna le od deformacije povezovalne DNA.
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Slika 8: Graf notranje elasti¢ne sile f v vlaknu, v odvisnosti od raztezka do dolzine L. Do persi-
sten¢ne dolzine kompaktnega vlakna L je sila entropi¢na. Med Lg in L; je vlakno trdo elasti¢no
zaradi privlacne interakcije nukleosomov. Za vecje dolzine je interakcija nukleosomov presezena,
deli vlakna postajajo manj zgoséeni. Nad Lo je vlakno v manj kompaktni konfiguraciji in je mehko
elasti¢no [1].

3.4 Primerjava modela z rezultati meritev

Teoreti¢ne izratune natezanja kromatinskega vlakna lahko preverimo s poskusi [12]. Pri meritvah
pri vigjih ionskih koncentracijah (40 mM NaCl) je bilo vlakno zgos¢eno in nukleosomi zelo blizu
skupaj. Isto je pokazal poskus, kjer so pri sili 5 pN izmerili plato v krivulji natezne sile in raztezka.
Iz podatkov meritve dolzine platoja (600 nm) in Stevila nukleosomov v vlaknu (280) so ocenili pri-
vlaéno interakcijo para nukleosomov kot 3 kT, kar se ujema z neodvisnim teoreti¢nim izraéunom
[1]. Izrac¢unan razteznostni koeficient je bil majhen in je potrdil napoved o bolj trdem vlaknu pri
vedjih koncentracijah ionov oziroma v bolj kompaktni konfiguraciji.

V istem eksperimentu so meritve pri nizkih koncentracijah ionov (vlakno je takrat bolj razvle-
¢eno) pokazale, da je v tem primeru vlakno bolj fleksibilno oziroma mehko-elasti¢no [12]. Izra-
Cunane vrednosti se dobro ujemajo z napovedmi modela, ki elasti¢ne lastnosti v tej konfiguraciji
pripisuje izklju¢no lastnostim povezovalne DNA, brez interakcije med nukleosomi [1].

Drug poskus raztezanja s pomo¢jo mikromanipulacije pri visokih koncentracijah ionov (150
mM) je pokazal, da so kromatinska vlakna v kompaktni obliki trda, a za faktor 8 mehkejsa v
primerjavi s prosto DNA [13]. Pri velikih nateznih silah (nad 20 pN) je graf natezne sile in
raztezka postal neenakomerno nazobc¢an z zobmi dolgimi za veckratnik 65 nm, kar lahko pripisemo
razvijanju posameznih nukleosomov [13]. Poskuse so sicer izvedli z izvleckom A-DNA z jedrnimi
histonskimi proteini in drugimi proteini, ki se na DNA veZejo podobno kot histonski povezovalni
proteini, slednjih v izvlecku ni bilo [13].

Podoben poskus z izvlectkom pozicijske sekvence 5s rDNA brez povezovalnih histonov je ponovno
pokazal obstoj nazobcane odvisnosti notranje elasti¢ne sile od raztezka pri velikih silah, prav tako
okoli 20 pN in vi§je [5]. V tem primeru so bili zobje grafa dolgi za veckratnik 27 nm, kar lahko
razlozimo z odvitjem treh Getrtin navoja DNA z nukleosomov [5]. Teoreti¢na utemeljitev lazjega
odvijanja tega navoja kot preostalega celega navoja je opisana v 2.2. Opisani poskusi torej kazejo
dobro ujemanje s teorijo.

3.5 Interakcija med nukleosomui

V modelu kromatinskega vlakna lahko doloCene lastnosti pojasnimo le z vkljucitvijo privlacne
interakcije med nukleosomi. Zvito vlakno kromatina bi imelo brez nje precej vecji premer od jedra
celice kljub temu, da je 40-krat krajse od DNA, ki jo sestavlja [2]. Za zvijanje togega valjastega
polimera s persisten¢no dolzino [ p, premerom D in dolzino L v dobrem topilu velja priblizna zveza
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za oceno polmera zvitka [2]

R~ I{°DVPL3/5, (24)

Za ¢lovesko kromosomno DNA z L ~ 4 cm, D ~ 4 nm in [p =~ 50 nm, bi bil polmer enak
R = 100pm, za kromatinsko vlakno z L ~ 1 mm, D ~ 30 nm in Ip &~ 200 nm pa R = 20um [2].
Jedro celice je veliko kve¢jemu reda 1 pm in mora zagotoviti prostor za 46 vlaken. Obstajati mora
mehanizem privla¢ne interakcije med nukleosomi, ki vlakno zlozi v Se bolj kompaktne zvitke [2].

Privlacno inerakcijo nukleosomov bi lahko pojasnili z interakcijo med repi histonskih protei-
nov v oktameru in sosednjimi oktameri. Histonski repi Strlijo izven globularnega dela histonskih
proteinov. So fleksibilni in pozitivno nabiti z dolzino od 15 do 44 ostankov in 103 naboji od 220
nabojev celotnega oktamera [1]. Poskusi pri razli¢nih koncentracijah monovalentne soli so pokazali,
da se pri doloceni koncentraciji repi zaradi zmanj$anja dolzine sencenja elektrostati¢ne interakcije
desorbirajo od osrednjega krogelnega dela, kar se odraza v povetanju dosega delca za ve¢ kot 10%,
medtem ko se giracijski polmer ne spremeni bistveno [2]. Meritve z osmozo pri kriti¢ni koncentra-
ciji kazejo opazno zmanjSanje drugega virialnega koeficienta, kar pomeni privlacno interakcijo med
oktameri, med tem ko pri poskusih z oktameri brez histonskih repov tega prispevka ni [2]. Oboje
podpira razlago interakcije preko histonskih repov.

Razli¢ni teoreti¢ni modeli so imeli po drugi strani tezave z razlago delovanja mehanizma. Eden
od modelov, kjer nukleosom z repi predstavlja nabita krogla z ovito kationsko verigo, je pri sre-
dnjih koncentracijah soli napovedal nemonotono obnasanje drugega virialnega koeficienta in s tem
privlagno interakcijo [2]. Drug model nabitega tockastega oktamera z nasprotno nabito verigo pa
kljub napovedi privla¢ne interakcije ni pokazal nemonotonega obnaSanja drugega virialnega koefi-
cienta glede na doseg sencenja [15]. Nedvoumne potrditve privla¢ne interakcije interakcije preko
repov pri srednjih koncentracijah soli torej modeli niso dali. Tudi racunalniSke simulacije, kjer
je nukleosomsko jedro bolj realisti¢no modelirano kot valj z lokaliziranimi zaplatami povr§inskega
naboja in ne kot homogeno nabita povrSina, mehanizma privlacne interakcije niso razlozile [2].
Potrdile so le, da pri tak§nem modelu pri interakciji pomembno vlogo igrajo histonski repi ter da
so pri fizioloskih pogojih vlakna kromatina zaradi te interakcje stabilna [2].

Schiessel je v [2] histonski oktamer modeliral kot koloidno kroglico z negativnim nabojem Z
z osmimi pozitivno nabitimi polimernimi repi. V raztopini monovalentne soli s koncentracijo cg
interakcijo koloidne kroglice in repov opiSemo z Debye-Hiicklovim modelom z dosegom interak-
cije 1/k = 1/\/4nlpcg, kjer je lp Bjerrumova dolzina. Simulacije molekularne dinamike taksnih
koloidnih kroglic so pokazale, da imajo podobne lastnosti kot histonski oktameri [2]. Pri majh-
nem sencenju so repi ob nasprotno nabiti povrSini kroglice, pri vefanju sencenja oziroma vecji
koncentraciji okoligkih ionov pa se repi postopoma desorbirajo in v kon¢ni fazi postanejo podobni
nakljuénim polimernim verigam [2].

Izracuni s pokazali, da je interakcija med dvema takSnima koloidnima delcema privlacna, z
globino potencialne jame nekaj k7. Globina potencialne jame in s tem drugi virialni koeficient
As so bili nemonotono odvisni od sencenja  [2]. Ay je imel najniZjo vrednost priblizno pri stopnji
sencenja, pri kateri se repi odlepijo od povrsine krogle, kar ustreza poskusom [2]. Ce je privlacna
interakcija res posledica interakcije repov enega oktamera s krogelnim delom drugega, mora imeti
precej vecji doseg od povprecne razdalje sencenja. Rezultati simulacije oktamerne krogle z adsor-
biranimi repi (zaplate naboja na povrsini krogle namesto $trlecih verig) napovedujejo veliko manjsi
doseg kot je opazeno [2]. Tudi govori v prid interakeiji preko desorbiranih repov.

Interakcijo preko histonskih repov lahko predstavimo s slede¢im preprostim modelom. Oktamer
histonskih proteinov lahko predstavimo kot kroglo s polmerom R in nabojem Z, na katero je
pritrjena ena nabita veriga z dolzino [ in dolzinsko gostoto naboja A = f/b, kjer sta f in b delez
nabitih monomerov in dolzina posameznega monomera. Naj bo d razdalja med povr§inama dveh
taksnih kroglic in ! doseg Debye-Hiicklove interakcije. V osnovnem stanju je veriga adsorbirana
na povrsino krogle, kjer posamezen monomer verige ¢uti privla¢ni potencial oblike [2]

e®/kpT = IpZ/kR>. (25)
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Pri razdaljah d < [ je mogoca adsorpcija dela verige ene krogle na povr§ino druge oziroma vzpo-
stavitev mostu. Pri tem moramo upostevati energijo za loc¢itev dolocenega Stevila monomerov od
povrsine prve krogle in njihovo prestavitev v obmocje med obe krogli, kjer je potencial povrsine
sencen [2]. Za privzetek, da je razdalja med delcema veja od sencitvene, je Stevilo sodelujocih
monomerov priblizno A(d — s~ 1) [2]. Za vzpostavitev mostu med obema kroglama iz polimerne
verige torej potrebujemo [2]

BEmost = ——o-(d — k1), (26)

Iz zgornjega izraza sledi sila med obema kroglama [2],

OFmost  kTIpZ A\
od — kR2

Upostevati moramo, da je verjetnost za tvorbo mostu eksponentna, Pp,ost = exp(—08E0st). S tem

je prispevek repa k potencialu povpre¢ne sile enak [2]

Fmost = -

(27)

g2

- _1\152ZA
BUnost(d) = _e(d=r hiBZ% —|—6_(l_"C 1)5?. (28)

Upostevati moramo $e senceno odbojno interakcijo med kroglama, s ¢imer dobimo [2]

le2 e—:—cd
(14 KkR)?d+2R

Slika 9 kvalitativno prikazuje potencial (29) za razlicne A pri Ig = 0.7 nm (vrednost v vodi
pri sobni temperaturi), Z = 50, k! = 0.5nm, R = 5 nm in [ = 10 nm. Za postopen prehod od
A =0.1do A = 0.001 se ravnovesna razdalja d veCa in potencialna jama manjSa, kar se kvalitativno
zelo dobro ujema s simulacijo molekularne dinamike bolj kompleksnega sistema koloidne kroglice
z osmimi repi [2].

ﬁU(d) = + ﬁUmost (d) (29)

Ulk,T] 14
1.21

)

0.87

o6l |

044} l"";_ no tail
{0 0}001

Slika 9: Graf interakcijske energije nabite koloidne kroglice in nasprotno nabite verige z drugo
koloidno kroglico na razdalji d. DolZina sendenja interakcije v raztopini ionov je x~!. Prikazani
so primer ko nabite verige (repa) ni ter primeri za razli¢ne koncentracije ionov. Opazen je pomen
interakcije preko verige pri vecjih koncentracijah ionov [2].

V realnih sistemih celice nadzorujejo naboj histonskih verig preko acetilacije (manjSanje naboja)
in deacetilacije (nabijanje) lizinskih skupin [1, 2]. Acetilirana podro¢ja v kromatinu so aktivna in
bolj odprta, deacetilirana pa bolj kompaktna. Z uravnavanjem naboja histonskih repov lahko celica
torej uravnava njihovo interakcijo z drugimi nukleosomi in s tem uravnava kompaktnost kromatina,
kar v omogo¢i njegovo hrambo v jedrih celic [1, 2].
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Rezultati modela in eksperimentov kazejo, da vsaj v prvem priblizku za modeliranje interakcije
med nukleosomi dovolj model negativno nabitih krogel z nasprotno nabitimi repi [2]. Desorpcija
repov pri vecanju koncentracije ionov v okolici in privla¢na interakcija so kvalitativno dobro re-
producirani, moc¢na odvisnost interakcije od naboja repov pa kaze na to, da se lahko z acetilacijo
privla¢nost med nukleosomi zmanjSa in s tem acetilirano podrocje kromosomov odpre oziroma
aktivira [2].

Zaenkrat Se ne obstaja model interakcije, ki bi imel vse opisane lastnosti hkrati [2]. Prav tako bi
bilo potrebno razviti tudi model, ki uposteva, da oktamer ni le enodelen priblizno homogen cilinder
temve¢ skupek osmih histonskih proteinov. Ze pri fizioloskih pogojih je mozno, da se pri majhnih
gostotah nukleosomov dimeri odcepijo od oktamera [2]. Na podoben na¢in morda pri odvijanju
DNA z oktamera pride do razpada oziroma lo¢itve tetramera in dimerov. TakSen razpad bi lahko
podobno kot interakcija opisana v 2.2 razlozil razliko med odvijanjem prvega in drugega navoja
DNA v nukleosomu [2]. Kljub napredku pri modeliranju in eksperimentalnih podatkih v zvezi z
interakcijo med nukleosomi so torej potrebne nove meritve in bolj podrobni teoreti¢ni modeli.

4 Zakljucek

Kromatin je pomemben pri razli¢nih celiénih procesih kjer nastopa DNA. Omogoca visoko sto-
pnjo zlaganja DNA, ki v nasprotnem primeru zaradi svoje dolzine ne bi mogla obstajati v jedrih
celic. Obenem obstajajo mehanizmi, ki naredijo tesno zloZzeno verigo kljub temu dostopno pri
procesih prepisa, branja in popravil. Raziskovalci upajo, da bodo z bolj§im razumevanjem mehan-
skih in dinami¢nih lastnosti nukleosomov lazje pojasnili delovanje kromatina. Relativno preprosti
modeli dokaj dobro opisujejo strukturo nukleosoma in vezavnih lastnosti ter razlagajo nekatere
mehanizme, kot je spontano premikanje nukleosomov in njihovo delno odvijanje, ki lahko naredi
DNA dostopno. Model interakcije nukleosomov preko histonskih repov in njegove posledice se
prav tako dobro ujemajo z eksperimentalnimi meritvami. Interakcija nukleosomov je pomembna
pri zlaganju verige teh gradnikov kromatina v bolj zgos¢eno konfiguracijo, 30-nanometrsko vlakno.
Napovedi enostavnih modelov, ki obravnavajo vlakno kot elasti¢no palico ter upostevajo interakcijo
nukleosomov v najbolj zgoscéeni obliki, so kljub razliénim poenostavitvam solidni in lahko razlozijo
eksperimentalno pridobljene podatke. Na podroc¢ju preucevanja kromatina je bil v zadnjih letih
narejen velik napredek zaradi novih vrst poskusov, ki so omogocili pridobivanje ve¢ informacij o
njegovi strukturi in lastnostih. Teoretiki si veliko obetajo od analiz velike koli¢ine eksperimentalnih
podatkov natané¢nih studij. Poleg izboljsanih modelov bo to omogocilo naértovanje boljsih eksperi-
mentalnih postavitev za prihodnje poskuse in s tem nepretrgan napredek na podrocju raziskovanja
kromatina in njegovega delovanja. Med drugim bi radi na podlagi poznavanja osnov delovanja
kromatina razumeli tudi bolj kompleksne procese kot so delovanje kromatinskih kompleksov za
preoblikovanje in interakcije med polimerazo RNK in nukleosomi.
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