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POVZETEK

Razumevanje osnovnih elasti¢nih lastnosti DNA nam pomaga pri razlagi komplesnejsih
procesov, kot sta zvijanje DNA v kromosome in njeno pakiranje v virusno kapsido. V
seminarju je opisan model Kratky—Porod, od njegove zacetne oblike, s katero je mogoce
razloziti elasticne lastnosti DNA pri majhnih raztezkih, do bolj zapletene, ki razlozi
raztezanje vse do zacetka topljenja DNA.
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1 Uvod

Cloveski dedni zapis vsebuje priblizno 6 x 10° baznih parov, ki sestavljajo molekulo DNA.
Dvovija¢na struktura DNA ima periodo dolgo 3,4 nm, ki vsebuje priblizno deset baznih
parov. To naredi molekulo DNA dolgo priblizno 2 m, ki je shranjena v nekaj mikronov
velikem celicnem jedru. Da je to mogoce, mora dvovijatna DNA skupaj s histonskimi
proteini tvoriti nukleosomske filamente, ki se zapakirajo v kromatinska vlakna, pri ¢emer
pride do izjemno mocnega zvijanja, ukrivljanja in tudi raztegovanja. Kromatinska vlakna se
nato uredijo v zanke, deloma pritrjene na kisle nehistonske proteine, nadaljnje povezovanje
s proteini kondenzini pa vodi do kromosomske organizacije, ki se nahaja v jedru celice.
Razumevanje teh osnovnih procesov, ki se dogajajo pri pakiranju DNA v kromatin, zahteva
globoko poznavanje odziva DNA na mehanske obremenitve.
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Slika 1: Shematski prikaz zvijanja molekule DNA v kromosome.



2 Opis raztegovanja DNA z modelom Kratky—Porod

V tem poglavju bom opisal model Kratky-Porod. Predstavitev modela bo potekala od
njegove osnovne verzije, ki vkljucuje zgolj ukrivljanje, pa vse tja do bolj zapletene oblike, ki
vkljucuje tudi torzijske obremenitve.

2.1 Osnoven model Kratky—Porod

Termicne fluktuacije povzrocajo, da se molekule DNA v raztopinah zvijajo, zaradi ¢esar se
spreminja oziroma krajSa razdalja med koncema molekule. Model Kratky-Porod je bil eden
prvih na¢inov opisa termic¢nih fluktuacij elasti¢nih filametov. Imenovan je po O. Kratky-
u in G. Porod-u, ki sta ga izpeljala in leta 1949 objavila v ¢lanku » Rontgenuntersuchung
geldster Fadenmolekiile«. V literaturi lahko isti model najdemo tudi pod imenom ali »model
¢rvaste verige« (ang. wormlike chain model — WLC) ali »model semifleksibilne verige« (ang.
semiflexible chain model).

Ta model obravnava filamente kot homogene raztegljive palice in uposteva zgolj njihovo
ukrivljanje, ne pa tudi torzijske elasti¢nosti. Predpostavka je torej, da imamo filament
katerega elasti¢na energija ni odvisna od torzijske deformacije. Ce ima tak filament e
simetricen presek, lahko njegov elasticen odziv, ki je izklju¢no entropi¢nega izvora, opisemo

z elasti¢no energijo kot
1 Lrat()\?
Flt(l)] = =K. ——= ) dI, 1
)= 55 [ (%) (1)

kjer K. predstavlja produkt med Youngovim proznostnim modulom £ in vztrajnostnim mo-
mentom preseka molekule I, t tangentni vektor na filament, ki opiSe konfiguracijo molekule
in dl lo¢ni parameter, ki pretece celoten filament od njegovega zacetka do kon¢ne dolzine L.

Za filament pri konstantni vendar nenicelni temperaturi, pa nas zanima njegova prosta
energija in ne elasticna energija. To lahko izrac¢unamo iz fazne vsote

zuu»:/DMMe”W& 2)

kjer mora veljati t*(I) = 1. V zgornji enacbi je 3 inverzna termi¢na energija k7" in D popotni
integral, ki se izvede preko vseh moznih enotnih tangentnih vektorjev t. Fazna vsota v taksni
obliki je analogna verjetnostni amplitudi kvantno-mehanskega delca s kineticno energijo
F[t(l)] (enacha [I)), definiranem na enotski sferi. Za takSen delec ¢ predstavlja njegovo
pozicijo in [ njegov Cas.

Na tem mestu bi bralca za podrobnosti o izpeljavi modela Kratky-Porod napotil na
poglavije 6.1 vira |1], saj bodo v nadaljevanju predstavljeni le pomembnejsi rezultati modela.

Iz prej omenjene analogije lahko fazno vsoto zapiSemo z verjetnostno gostoto in problem
reSimo preko analogije s Schroedingerjevo ena¢bo

0 - 2£pLQZ(t2(L),t1(O); L), (3)

kjer z Z(t2(L), t1(0); L) oznac¢imo verjetnostno gostoto za filament, ki se zacne s tangentnim
vektorjem %;(0) in konca s tangentnim vektorjem to(L), £, = BK, persistencno dolzino



filamenta in L? kotni del Lapaceovega operatorja. S pomoéjo te enacbe dobimo izraz za
smerne korelacije vzdolz elasti¢nega filamenta kot

(t(ly) - t(1y)) = (cosO(ly — 1)) = e~ 2=1)/Er,

Vidimo, da smerne korelacije pojemajo eksponentno vzdolz filamenta z razpadno dolzino
L,. To lahko neposredno razberemo tudi iz projekcije dolzine filamenta glede na smer
tangentnega vektorja prvega elementa filamenta

<t(0) : (R(L) - R(O))> = <t(0) : (/OLt(l)dl>> - /OL e~V/lrd] = Lp(1 - e—L/ﬁp). (4)

Pomemben rezultat modela Kratky-Porod je tudi povprecen kvadrat razdalje med kon-
cema verige

<(R(L) - R(0)>2> —or, <L — L+ cpe—L/ﬁp). (5)

Zadnja dva rezultata je dobro pogledati tudi v limitah razmerja L/L,.

2.1.1 Limita fleksibilnega filamenta (L/L, — c0)

V limiti fleksibilnega filamenta so segmenti filamenta med sabo popolnoma orientacijsko
nekorelirani in dobimo

lim <t(0)-(R(L>—R(0))> _— (6)

L/Lp—o0

lim <<R(L)—R(O))2> — L. (7)

L/Lp—00
V zgornjih dveh enacbah b predstavlja Kuhnovo dolZino, ki je enaka 2£, in predstavlja
statisti¢no neodvisno enoto polimerne verige.
2.1.2 Limita togega filamenta (L/L, — 0)

V limiti togega oziroma zelo kratkega filamenta, kjer termicne fluktuacije niso relavantne,
pa dobimo

Jim 0<t(0)-<R(L)—R(O)>> _— 8)
lim <(R(L)—R(O))2> = I~ 9)

L/L,—0

2.2 Elastic¢en odziv modela Kratky—Porod

Do sedaj smo opisovali obnaSanje neobremenjenih filamentov, ki se zaradi termi¢nih fluk-
tuacijah naklju¢no zvijajo. Od tukaj naprej pa nas bo zanimalo, kako se filament odzove
na zunanjo silo. Eden najosnovnejsih postulatov v statisti¢ni mehaniki polimerov je, da
¢e na filament delujemo z zunanjo silo, se bo le-ta raztegnil. Segmenti filamenta se torej
zelijo poravnati v smeri delovanja zunanje sile, le-temu pa nasprotujejo termicne fluktuacije.
Zunanja sila torej zmanjsa kon¢no stevilo stanj, v katere se lahko filament zvije.
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Slika 2: Shematski prikaz filamenta, ki ga obravnavamo z modelom Kratky—Porod, z vrisa-
nim tangentnim vektorjem ¢(/) in zunanjo silo f.

Zunanja sila vpliva tudi na prosto energijo, zato enacba (1| sedaj dobi dodaten ¢len, ki je
odvisen od nje

P05} = 3 | (dt—“’) 4l £ (R(L) - R(0))

[ (Y [

Prosto energijo iz fazne vsote dobimo preko

F(f) = —kTlog Z(f), (11)

iz Cesar sledi, da lahko dolzino filamenta dobimo kot

ag_? _ <(R(L) - R(O))>. (12)

V splosnem je fazno vsoto, ki nastopa v enacbi [L1} nemogoc¢e analiti¢no izraziti. Lahko
pa se pogleda dogajanje v limitnih primerih, kjer se zadeve da resiti analiti¢no.
2.2.1 Majhna sila (f£, < k,T)

Ce imamo dolg filament za katerega velja L/L, > 1, bodo sosednji segmenti filamenta
v primeru majhne sile popolnoma nekorelirani in v enacbi bo prevladoval drugi ¢len.
Definirajmo 8e zunanjo silo kot f = (0,0, f) in dobimo

Olog 2 _ —B<<Z(L) - z<o>)> — 52, (13)

of

kjer smo z z okrajsali zapis ((z(L) — 2(0))). Ob upostevanju definicije Langevinove funkcije
(L(x) = coth(z) — 1/x) se prejsnji izraz e dodatno poenostavi v

L(Bfb) =

(14)

L 3I<:T

kjer lahko prepoznamo Hookov zakon in DNA pri majhnih raztezkih primerjamo z vzmetmi
s hookovo konstanto kpna = 3kpT/2L,L. Pri majhnih silah je torej raztezek linearno
povezan s silo Za primer, 10 um dolga molekula DNA s persistenc¢no dolzino 50 nm ima
Hookovo konstanto priblizno 10~ pN/nm.

Priblizno velikost sil, kjer ta priblizek velja, lahko preverimo z f = k,T'/L, in s prejsnjimi
podatki pri sobni temperaturi dobimo f = 0.08 pN [2].
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2.2.2  Velika sila (f£, > kT

V primeru velike sile pa stvar ve¢ ni tako preprosta, kot v prejSnjem primeru. Sedaj so
skoraj vsi tangentni vektorji filamenta poravnani v smeri zunanje sile, tako da je tangentni
vektor v najnizjem redu kar ¢ = f/|f|. Prosta energija iz enacbe [10] se sedaj zapise kot

K[ (d’;(j)) dl— § - (R(L) ~ R(0))

1
2
— %K/ ( )dl /ft| (15)

kjer je t velikost tangentnega vektorja v smeri zunanje sile. Ker pa vseeno ¢ # ¢, moramo
upostevati popravke

F =

1

() =ti()+t1 =1 in ()= 1—ﬁﬂ)g1—§ﬁay (16)

S tem pa lahko preko enacbe izrazimo raztezek filamenta pri moc¢ni zunanji sili s
popravkom prvega reda kot

z —1 kBT

L AL, f

(17)

2.2.3 Enacba stanja celotnega podrocja

Kot Ze omenjeno, je nemogoce dobiti analiticno enacbo stanja, ki bi pokrivala tudi podrocje
raztegovanja med obema limitnima primeroma. Kljub temu pa so uspeli dobiti priblizne
elasticne enacbe stanja, ki zelo dobro sledijo eksperimentalnim meritvam. Prvo taksno
enacbo sta izpeljala Marko in Sigga (izpeljava v [2|) v obliki

Lf =z 1 1
kT L A1-(22) 4 (18)

in jo lahko apliciramo na vseh semifleksibilnih polimerih, ki jih raztegujemo z zunanjo silo.
Kljub temu da se enac¢ba poenostavi na analiti¢no reSitev pri in 2z — 0 in 2 — L, pa v
vimesnem obmodcju lahko odstopa tudi za do 10% pri z/L ~ 0.5 [3]. Zaradi uporabe te
interpolacije so ugotovljene vrednosti £, prevelike za priblizno 5% [3]. Avtorji ¢lanka [3]
predlagajo tudi izboljsavo za zgoraj navedeno enacbo stanja, ki temelji na njihovi ekzaktni
numericni resitvi modela Kratky—Porod, kot

L,f =z 1 1 ¢ 2\ ¢
wrotagn 1 5e(D) (19

kjer je apy = —0.5164228, a3 = —2.737418, ay = 16.07497, a5 = —38.87607, ag = 39.49944
in a7y = —14.17718.

2.3 Elasticen odziv raztegljivega modela Kratky—Porod

S pogojem za enacbo [2] t2(1) = 1, smo doloéili, da nas polimer ni raztegljiv. Pri majhnih
zunanjih silah to seveda ni tezava, ko pa le-te narastejo, pa zacne prejsnji model odstopati

>



od eksperimentalnih rezultatov. To se zgodi zato, ker se pri velikih silah spremenijo dol-
zine posameznih ¢lenov v verigi. Zaradi tega dolzine verige ve¢ ne moremo izrac¢unati kot
fOL t(l)dl. Se vedno pa lahko dolzino dela neraztegnjene verige zapisemo kot [ = nbg, kjer je
by dolzina neraztegnjenega c¢lena v verigi in n Stevilo ¢lenov v delu neraztegnjene verige, pri
cemer je n lahko maksimalno enak Ny, ki predstavlja Stevilo vseh ¢lenov v verigi. Vec o tej
parametrizaciji si lahko bralec prebere v poglavju 6.4 vira [1] in v viru [4].

Slika 3: Shematski prikaz verige s ¢leni, katerim se lahko spreminja dolZzina (v literaturi
lahko ta model najdemo pod imenom semifleksibilne harmoni¢ne verige). t(n) je tangentni
vektor n-tega ¢lena, za katerega $e vedno velja t*(n) = 1, b(n) je dolZina n-tega ¢lena in f
je zunanja sila, s katero delujemo na verigo.

Celotna dolzina raztegnjene verige se lahko zapise kot

r(N) —7(0) = Y bo(1+ €(n))t(n), (20)

kjer €(n) predstavlja relativni raztezek n-tega ¢lena
e(n) = (b(n) — by) /bo. (21)

Da lahko zgornji posplositvi vklju¢imo v model Kratky-Porod, moramo enacbi [20]in
zapisati v zvezni obliki. To lahko naredimo v limiti zelo kratkih ¢lenov by in dobimo

r(L)—r(0) = /0(1+6(l))t(l)dl, (22)
e(l) = (b(l) = bo)/bo- (23)

Sedaj lahko prosto energijo iz enacbe prepisemo z novo definicijo dolzine verige

(enacba in dobimo

Fole(D), £(1), f] = %K/O (dz—(ll)) dl—/o (1+ (D) f - (1)l (24)

To pa Se vedno ni vse, saj se del proste energije skriva tudi v raztegljivosti ¢lenov. Le ta se
zapise kot

File(l)] = %)\/0 e(1)?dl, (25)
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kjer A predstavlja Laméjev elasti¢ni modul ¢lena, ki ga obravnavamo kot harmoni¢no ela-
sticno vzmet. Koncna prosta energija je torej vsota Fj in F}

Fle(l), +(1), f] :%KC/O (dz—(ll)) dl+%/\/0 6(1)2dz—/0 (1+ ) - t0)dl.  (26)

Fazne vsote za zgoraj zapisano prosto energijo ponovno ne moremo izracunati analiti¢no.
Lahko pa, podobno kot v prejSnjem poglavju, z nekaj priblizki izracunamo relativni raztezek
v smeri delovanja zunanje sile in dobimo

< k’BT f
Z_1—1QZE+X. (27)

Enacba stanja se zaradi raztegljivost ¢lenov verige spremeni samo za dodaten linearen
(Hookov) ¢len, ki je posledica entalpijske raztegljivosti ¢lenov in je odvisen samo od Laméje-
vega elasti¢nega modula ¢lena.

2.3.1 Enacba stanja raztegnjene verige

Popravljeno enacbo stanja za raztegnjene verige se izpelje tako, da v enacbi vpeljemo

novo spremenljivko kot = — { in dobimo rahlo spremenjeno obliko elasti¢ne enac¢be stanja
Marko-Siggia
L z 1 1
J%:E+ - (28)
kp 41-(£-4)?) 4

2.4 Elasticen odziv raztegljivega modela Kratky—Porod z dodano
torzijo

Model Kratky-Porod, kot smo ga opisali do sedaj, dobro opise elasticnost DNA za obre-
menitve pod ~35 pN. Pri vigjih silah pa pride do odstopanja, saj DNA ni ne torzijsko
neobremenjena ne homogena palica, temvec¢ je sestavljena iz dvovijacne strukture, ki se
v celoto povezuje preko interakcij med baznimi pari. Tukaj se pa skriva razlog, da opis
elasticnosti z raztegljivim modelom Kratky-Porod odpove pri silah visjih od ~35 pN.

Eksperimentalni rezultati elasti¢nosti DNA v zadnjih dveh desetletjih so pokazali, da
raztezka DNA ne moramo obravnavati brez torzije oziroma zasuka, saj sta ta dva elasti¢na
parametra med seboj kompleksno povezana [5,(6]. To so pokazali s sué¢no-razteznimi ekspe-
rimenti, s katerimi so raziskovali povezavo med tema parametroma, in ugotovili da se DNA
pri nizkih silah zvija, pri silah visjih od 35 pN pa odvija. Posledi¢no sledi, da bo torzij-
sko neobremenjena molekula DNA odgovorila na zunanjo silo z raztegovanjem in zvijanjem
oziroma odvijanjem.

V nadaljevanju se bom drzal nomenklature uporabljene v ¢lanku [5|. Pri iskanju proste
energije so se osredotocili na obmodje sil, kjer lahko entropi¢ne fluktuacije zanemarimo, to
je na tako imenovano entalpijsko obmocje (f > 15 pN). Elasti¢no energijo molekule DNA,
ki je raztegnjena za z/L > 1 lahko zapiSemo kot

1C 1
Fpona=~—0%+g(f)0 3

2L *

z S 9
T Z(Z_L) —z-f, (29)



kjer parametre DNA predstavlja dolzina L, su¢na rigidnost (ang. twist rigidity) C, od sile
odvisna su¢no-raztezna sklopitev g(f) in modul raztezka S. z Se vedno oznacuje razdaljo
med koncema molekule, 6 opisuje relativen kot zvijanja glede na strukturo Watson-Crick
in f zunanjo silo. Z minimizacijo entalpijskega Hamiltoniana (enacba glede na z in 6
dobimo

C-L

Zentalpijski — —g(f)Q T S.C ' f, (30)
o 9L
eentalpzjskz g(f)2 —S.C f (31)

Z implementacijo enacbe [30] v model Kratky—Porod dobimo novo zvezo med raztezkom
in silo oziroma elasti¢no enac¢bo stanja preko vrtljivega modela Kratky—Porod

z 1 l{?BT C )
L= Vg T Spssc (32)

To enac¢bo pa se da resiti za g(f)? in dobimo

gy =50-Cf(i-14—— ) (33)

VABLyf

kar lahko s pravilno postavljenim eksperimentom izmerimo.
Radovednega bralca bi po obsirnejso razlago napotil na ¢lanek [7], v katerem je natanc-
neje obrazloZzen in izpeljan matemati¢ni model povezave med raztezkom in zasukom.



3 Eksperimentalni rezultati

Elasti¢en odziv dvovija¢ne DNA (dsDNA, ang. double-stranded DNA) so z razli¢nimi me-
todami raziskovali v mnogih laboratorijih po svetu. Z magnetnimi kroglicami, na katere s
pomocjo biotina—avidina pritrdimo konce DNA, lahko natan¢no preverjamo obmocdje sil med
0,01 pN in 10 pN. Preko opti¢nih pasti ozirma z opti¢no pinceto lahko preverjamo elasticne
lastnosti v obmocju od 0,1 pN do 100 pN. V primeru da so za raziskave potrebne Se vecje

sile, pa se uporablja mikroskopija na atomsko silo, s katero lahko dosezemo vse do 10000
pN.

3.1 Rezultati modela Kratky—Porod

Kot Ze omenjeno, se molekule DNA v raztopinah zvijajo in ovijajo zaradi termi¢nih fluktua-
cij. Zaradi tega se skrajsa medkonc¢na razdalja molekule, tudi ¢e na njo delujemo z zunanjo
silo. Na sliki [4] so prikazane ustreznosti razlicnih modelov za opis meritev sile v odvisnosti
od razdalje (povzeto po [§]).

100 —

x  dsDNA
FIC

—— WLC interpolated
10 —— WLC exact
Hooke's law

Force (pN)
|

0.1

0.01

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2

Extension (x/L)

Slika 4: Rezultati meritev sile v odvisnosti od raztezka (rdeci krizci) za A dsDNA v 10
mM raztopini Nat. Za raztegovanje so bile uporabljene magnetne kroglice. Rezultat fita je
persisten¢na dolzina 53 nm. DaljSa razlaga se nahaja v besedilu.

— FJC: model prosto zdruZene verige (ang. freely jointed chain) v tem seminarju ni
bil predstavljen. Filamente opisuje kot verigo iz trdnih, orientacijsko povsem nekoreliranih
¢lenov Kuhnove dolzine b. Poravnavo taksnih segmentov opisuje Boltzmannova porazdelitev.
Vidimo, da lahko takSen model uporabljamo za opis DNA le v limiti nizkih sil.

— WLC interpolated: ta model je opisan v poglavju (enacba in zelo dobro opise
elasticnost DNA od nizkih do srednje velikih sil, to je do ~10 pN [§].

— WLC exact: to je natancna numeri¢na reSitev modela Kratky-Porod na kateri te-
melji tudi izboljSana enacba stanja Marko—Siggia (enac¢ba . Kako se pride do natanc¢ne
numericne resitve si lahko bralec prebere v [3].
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Vet o tem si lahko pogledamo v poglavju [2.2.1]
Z modelom Kratky-Porod (enac¢ba (18) dobimo za dsDNA v 10 mM raztopini Na®™ £, =
53 nm [§].

3.2 Rezultati raztegljivega modela Kratky—Porod

Pri silah vec¢jih od ~10 pN pa pride do odstopanj med eksperimentalnimi podatki in teore-
ticnimi modeli. To se zgodi, ker postane razdalja med koncema molekule vecja od teoreti¢ne
dolzine molekule, kar indicira na obstoj kon¢nega elasti¢nega modula (A). To obmo¢je ime-
nujeno obmodje linearne elasti¢nosti. Zgornja meja tega obmodja je po ¢lanku [8] omejena
na 50 pN, po ¢lanku [5] pa na 35pN. S tem obmodcjem je omejena tudi ena¢ba stanja tega
modela (enacba [28]).

V 150 mM raztopini Nat znaSa A priblizno 1000 pN [8|. Za enostavno elasti¢no palico
lahko A izraunamo iz persisten¢ne dolzine kot £, = Ar?/4kgT, kjer je r &~ 1 nm |8] polmer
palice.

Rezultat tega modela,je persistencna dolzina 60 nm [§].

3.3 Rezultati vrtljivega modela Kratky—Porod

Pri silah okrog 65 pN (ali ve¢) se dolzina molekule dsDNA skoraj momentarno poveca za
priblizno 70%. V tej fazi preraztegovanja se dogaja proces topljenja, med katerim iz ene
dsDNA dobimo dve lo¢eni enovijaéni DNA (ssDNA, ang. single-stranded DNA).

Slika 5: Shematski prikaz DNA-konstrukta, Slika 6: Tri fluorescencne slike delno preraz-

ki so ga uporabili v [5] pri §tudiji topljenja tegnjenih DNA molekul. Po delnem preraz-

DNA v odvisnosti od raztezka. Trije konci tezanju se DNA molekulo izpostavi 20 nM

dsDNA so pritrjeni na dve opti¢no ujeti koncentraciji eGFP-RPA v raztopini z do

mikrosferi. 150 mM koncentracijo NaCl (tukaj je prika-
zana 50 mM koncentracija). Flurescen¢éno
sveti samo lev del DNA-konstrukta, kar po-
trjuje, da se je topljenje zgodilo samo na levi
strani DNA.
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Avtorji ¢lanka [5] so se meritev elasti¢nih lastnosti lotili tako, da so naredili DNA-
konstrukt s samo enim prostim koncem. Topljenje se je lahko zaradi tega zacelo samo
na eni lokaciji in nadaljevalo samo v eni smeri. Tri konce dsDNA so pritrdili na dve op-
ti¢no ujeti mikrosferi premazani s steptavidinom (slika , jih raztegnili na ~65 pN in nato
opazovali generacijo ssDNA s flurescenéno mikroskopijo. Za to so uporabljali za ssDNA
oznacevalni Replikativen Protein A (RPA, ang. Replication Protein A) oznacen z ojaca-
nim zelenim fluorescenénim proteinom (eGFP, ang. enhanced green fluorescent protein).
Preraztegovanje vseh 20 testiranih molekul DNA se je konc¢alo v formaciji ssDNA iz enega
samega zacetnega centra topljenja (slika @

Na sliki [7] je prikazana odvisnost raztezka od sile za prej opisane DNA-konstrukte, z
dvema oznacenima podrocjema.

T

50

Force (pN)

T

30

25 30 35 40 45
Distance (um)
L 1 i |

T

20

1 L 1 1

2.8 2.9 3.0 3.1 3.2 33 3.4
Distance (um)

Slika 7: Meritev sile v odvisnosti od raztezka za DNA-konstrukt kot prikazan na sliki . Z
modro ¢rto v podrocju I je vrisan raztegljiv model Kratky—Porod. V podroc¢ju II je prikazano
topljenje DNA zaradi preraztegnjenosti. V vstavljeni sliki je prikazana ista eksperimentalna
meritev (érne pike) z dodatkom relaksacije (sive pike), pri kateri se bazni pari ponovno
povezujejo — histerezna krivulja.

Podrocje I prikazuje moc¢no odstopanje raztegljivega modela Kratky—Porod od meritev
raztezka v odvisnosti od sile nad ~35 pN, kar potrjuje da raztegljiv model Kratky—
Porod zanemari pomembno lastnost elasti¢nosti DNA — suéno-raztezno sklopitev g(f)
—, ki postane relavantna pri srednje velikih silah.

Podrocje I prikazuje da topljenje DNA ni zvezno, ampak se dogaja v zelo kratkih interva-
lih, kjer se skoraj momentarno loci veliko Stevilo baznih parov — opazi se zagast vzorec
topljenja. Koli¢ina lo¢enih parov je odvisna energije baznih parov in posledi¢no od
njihove sekvence v DNA. Podrobnejsi prikaz zagastega vzorca topljenja in sekvencne
odvisnosti je prikazan na sliki [8]

Vrednost sucno-raztezne sklopitve ¢(f) iz modela Kratky—Porod z dodano torzijo so
ugotavljali z aplikacijo modela na: (1) meritev sile v odvisnosti od raztezka in (2) meritev
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Slika 8: Ponovljivost zZagastega vzorca treh razlicnih dsDNA molekul z identi¢no sekvenco.
Krivulje so razmaknjene izkljuéno zaradi preglednosti.

sile v odvisnosti od zasuka. Na sliki[J] je s sivimi krogci prikazana odvisnost suéno-raztezne
sklopitve od sile iz (1) preko enacbe 7z vrisanim sivim obmodjem napake, ki izhaja iz
nenatancénosti v meritvi sile (AF ~ 0,2 pN) in raztezka (Az ~ 5 nm). S ¢rno ¢rto je vrisana
odvisnost su¢no-raztezne sklopitve od sile iz (2) dobljena preko enacbe [31| pri Gemer so
uporabili parametre: L = 2,87 um, S = 1500 pN in C' = 440 pN nm?. Zaradi enostavnosti
g(f) opisemo kot konstanto do kriti¢ne sile f., naprej pa z polinomom prve stopnje go+ g1 f-
Z rdeco ¢rto je (na prej opisan nacin) vrisan fit g(f) in dobimo

() ~ — 100 pN nm za f < 30,6 pN,
g =
637 pN nm + 17 nm - f za f > 30,6 pN.
T 400 60 =——Extensible WLC-fit
; = Twistable WLC-fit
£ 200 0f
je¥e] ~
= Z 40
S o =4
3 830+
g -200 {4 2 i
% -400F I
= _ 10
'—
800,20 30 20 50 60 008 090 094 098 102
Force (pN) Relative extension (L/L)
Slika 9: Odvisnost su¢no-raztezne sklopitve Slika 10: Primerjava raztegljivega modela
od sile. Razlaga je v besedilu. Kratky-Porod (modra érta) z modelom

Kratky—Porod z dodano torzijo (rdeca ¢rta)
na podatkih meritev sile v odvisnosti od raz-
tezka (¢rne pike).
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Izboljsava modela Kratky—Porod z g(f) je prikazana na sliki , kjer sta na podatke me-
ritev odvisnosti sile od raztezka (¢rne pike) vrisana fita raztegljivega Kratky—Porod modela
in modela Kratky—Porod z dodano torzijo.

— Z modro ¢rto je med 1.5 pN in 35 pN fitan raztegljiv model Kratky—Porod. Uporabljeni
podatki: L = 2,86 yum, S = 1540 pN in £, = 38,7 nm.

— 7 rdeco ¢rto je med 1.5 pN in 60 pN fitan model Kratky—Porod z dodano torzijo. Za
g(f) so uporabi podatke dobljene iz fita odvisnosti su¢no-raztezne sklopitve od sile iz slike
Oin L = 2,85 ym, S = 1430 pN in £, = 40 nm.
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4 Zakljucek

Eksperimentalno preverjanje elasti¢nih lastnosti na posameznih molekulah DNA je Se vedno
zelo mlado podrocje, vendar nam ze pomaga odgovarjati na vprasanja, katerih odgovore bi
bilo zelo tezko dobiti iz grupnih eksperimentov (ang. bulk experiments). Prav kmalu se
lahko nadejamo, da bomo ugotovili, kako z mehani¢nimi obremenitvami vplivati na dina-
miko, ¢asovno evolucijo in usodo kemijskih in biokemijskih reakcij. Po drugi strani pa bodo
raziskave razlozile tudi, kako kemijske reakcije generirajo silo in gibanje v molekularnih
motorjih.
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