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Povzetek

V seminarju bom predstavil model fraktalne globule, ki opǐse strukturo DNK v
celičnem jedru. Primerjal ga bom z nekaterimi ostalimi modeli. Predstavljene bodo
različne numerične simulacije modela fraktalne globule, ki kažejo obnašanje modela pri
različnih skalah ter obnašanje pri nekaterih procesih, ki se dogajajo tudi v jedru celice.
Predloženi bodo rezultati eksperimentov, ki so opazovali topološke lastnosti DNK. Ti
rezultati bodo primerjani z napovedmi modelov.
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3.1 Model naključne hoje . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 4
3.2 Model ravnovesne globule . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 4
3.3 Model fraktalne globule . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 5
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1 Uvod

Že mnogo desetletji je DNK deležna številnih znanstvenih raziskovanj. Na pomembnost
poznavanja delovanja DNK za razumevanje delovanja živih organizmov kažejo tudi številne
Nobelove nagrade na tem področju. Leta 2003 je projekt človeškega genoma objavil celoten
genetski zapis človeka.

Molekulo DNK znotraj celice pa je potrebno razumeti tudi na drugem nivoju. Molekula
človeške DNK meri v dolžino nekaj metrov, spravljena pa je v celičnem jedru s premerom
5µm ([1]). Kako se lahko molekula skrči na tako majhen volumen in obenem ohrani svojo
funkcionalnost? Leta 1998 je A. Y. Grosberg predlagal, da bi DNK lahko bila v obliki
fraktalne globule – modela polimera, kjer manǰsi deli molekule tvorijo skupke, ki se obnašajo
kot nekoliko debeleǰsa veriga in spet tvorijo večje skupke.

Čeprav numerične simulacije kažejo, da bi model fraktalne globule lahko bil primeren, je
trajalo še kar nekaj časa, preden so eksperimenti dosegli dovolǰsnjo natančnost za potrditev
modela. Leta 2009 so Lieberman-Aiden et al opazili, da da verjetnost kontakta med deli
DNK za razdalje do 107 baznih parov ustreza napovedim modela fraktalne globule.
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2 Biološke osnove problema

Pri evkariontskih organizmih se DNK nahaja v celičnih jedrih v obliki kromatina, ki je kom-
binacija DNK ter proteinov ([2]). Dolga molekula DNK se mora zložiti v majhen volumen,
kar je prikazano na sliki 1. Prvi del tega procesa je, da se DNK ovije okoli nukleosomov.
Novonastala veriga se ob ob dodatku novih proteinov še naprej skrči in tako dalje. Topologija
tega procesa je tema tega seminarja.

DNK
nukleosom

"kroglice na nitki"
30 nm vlakno

aktiven kromosom
kromosom v metafazi

med celično 
delitvijo

v interfazimanj aktivni genimed prepisovanjem

Slika 1: Zvijanje molekule DNK v gosteǰso obliko preko interakcije s številnimi proteini v
celičnem jedru. [2]

Celični cikel lahko v grobem razdelimo na dva dela. V interfazi se celica pripravlja na
delitev. Kromatin je porazdeljen po celem celičnem jedru ([2]). Nato nastopi faza delitve
celice (mitoza ali mejoza), v kateri se kromatin še bolj zgosti. Z zgradbo kromatina v tej
fazi se v tem seminarju ne bom ukvarjal.

Pomemben proces v interfazi je transkripcija delov molekule DNK v molekulo RNK ([2].
Med procesom željeni del molekule DNK ne sme biti pregosto obdan z ostalimi deli molekule,
kar je pomembno upoštevati tudi ob izbiri polimerskega modela DNK.

3 Kromatin kot polimer

V tem seminarju bom opisal modele, ki obravnavajo kromatin kot polimer z identičnimi
monomeri. Tak polimer nastane, ko se DNK ovije okoli nukleosomov v jedru. To je vidno tudi
na sliki 1. Za obravnavan polimer privzamemo konstanten premer, konstantno gostoto DNK
ter konstantno elastičnost vzdolž verige. Poleg drugih interakcij upoštevamo tudi sterično
interakcijo med deli polimera. Kromatin je možno obravnavati tudi kot 30 nm debelo vlakno
(tudi na sliki 1) ali pa kot heteropolimer, kar pa ni tema tega seminarja.

Persistenčna dolžina 10 nm debelega vlakna je nekoliko večja kot persistenčna dolžina
same DNK molekule. V eni peristenčni dolžini naj bi bilo med 5 in 6 nukleosomov, kar
znaša približno 1− 1, 25 · 103 baznih parov DNK ([1]).
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3.1 Model naključne hoje

Če je polimer prostorsko neomejen ter njegovi posamezni deli ne interagirajo, bo statistično
gledano njegova oblika posnemala naključno hojo po prostoru. Kot smo pokazali že pri
predmetu molekulska biofizika, bo za dolg polimer veljalo, da je pričakovana vrednost raz-
dalje med dvema točkama sorazmerna korenu števila monomerov. Sorazmernostni faktor je
Kuhnova dolžina. Zapǐsemo lahko torej

R(N) = bN
1/2 . (1)

Definirajmo, da sta 2 člena na verigi v kontaktu, če se približata na dovolj majhno
razdaljo, ki jo označimo z a. V modelu, kjer polimer obravavamo kot kroglice na nitki, je
a najbrž enak premeru kroglice. Verjetnost, da sta konca proste verige na razdalji R je
porazdeljena po prostorski Gaussovi porazdelitvi, in sicer

P (r) =

(
3

2πb2N

)3/2

e−
3R2

2b2N (2)

Verjetnost, da sta konca verigi na razdalji manj kot a pa je

PC(a,N) =

∫ a

0

4πr2P (r)dr
a/bN�1−−−−→∝ N−3/2 , (3)

kjer smo upoštevali prvi člen v razvoju a
bN
� 1.

Tako pakiranje DNK je zelo nekompaktno. Že primer bakterije E. coli nakazuje, da kot
model pakiranja kromatina ni primerno. Pričakovana razdalja med koncema DNK bakterije
E. coli je kar 12µm, kar je več, kot je velika sama bakterija ([1]).

3.2 Model ravnovesne globule

Če privlačne interakcije prevladajo, oziroma, če je polimer omejen na dovolj majhen volumen,
se bo polimer sčasoma preoblikoval v ravnovesno globulo ([1]). Taka globula ima povsod
enako gostoto, torej velja

R ∼ N
1/3 . (4)

Pri opisu oblike ravnovesne globule nam pomaga Floryjev teorem ([4]), ki pravi, da se
polimer v gosti raztopini obnaša skoraj kot prosta veriga, saj so interakcije senčene s strani
drugih krakov polimera. Torej bo polimer v ravnovesni globuli imel značilnosti proste verige,
dokler ne bo prǐsel do roba globule. nato bo nadaljeval nakjlučno hojo znotraj globule ([1]).
Po velikem številu takih dogodkov bo verjetnost, da se konec polimera nahaja na določenem
mestu, enaka po celi globuli. Pričakovano razdaljo med koncema polimera lahko potemtakem
v približku zapǐsemo

R(s) ∼

{
s
1/2 ; s ≤ N

2/3

konst. ; s > N
2/3

. (5)
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V skladu z enačbo 5 lahko verjetnost kontakta ocenimo z

PC(s) ∼

{
s−

3/2 ; s ≤ N
2/3

konst. ; s > N
2/3

. (6)

R(s) in PC(s) se lahko meri z ekperimentalnimi postopki, kot so 3C in FISH. Ta postopka
sta opisana v poglavju eksperimentalne metode.

3.3 Model fraktalne globule

Fraktalna globula nastane tako, da se dovolj veliko število monomerov skrči v skupek. Skupki
tvorijo novo debeleǰso verigo, ki se prav tako skrči, dokler ne nastane fraktalna globula (slika
2). Konci polimera pri nastanku globule ne sodelujejo, zato globula tudi nima vozlov.

Slika 2: Nastanek fraktalne globule - dovolj veliki sklopi polimera se združijo v skupke, ki
tvorijo novo debeleǰso verigo. Proces se ponavlja do nastanka globule. [5]

Prav tako kot pri ravnovesni globuli, tudi fraktalna globula ne dopušča praznega prostora,
zato je njen volumen sorazmeren številu monomerov ([1]). Ker pa je fraktalna globula
sestavljena iz manǰsih globul (slika 2), mora tudi na manǰsi skali veljati

R(s) ∼ s
1/3 . (7)

Za določitev odvisnosti verjetnosti kontakta od razmika med monomeroma, je najprimerneǰse
uporabiti numerične simulacije, ki pokažejo ([1])

PC(s) ∼ s−1. (8)

Fraktalna dimenzija je merilo za to, kako se fraktalne podrobnosti predmeta izražajo
glede na skalo pod katero predmet opazujemo. V fraktalni globuli opazimo, da je veriga, ki
sestavlja skupek, pod podrobneǰso skalo sestavljena iz manǰsih skupkov (slika 2). Fraktalno
dimenzijo lahko definiramo ([5]):

Rd ∝ N, (9)

kjer je d fraktalna dimenzija, N pa število monomerov. d se ne spreminja, ne glede na to,
kako velike monomere izberemo. Za fraktalno globulo velja d = 3. Pri ravnovesni globuli se
znotraj globule polimer obnaša kot prosta veriga, zato velja d = 2. To je še ena razlika med
tema modeloma.
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Čeprav so posamezni deli polimera v modelu fraktalne globule prostorsko ločeni (slika
4), so med seboj še vedno v kontaktu (slika 3). Število kontaktov med dvema deloma nja
bi bilo sorazmerno produktu prostornin delov ter obratno sorazmerno z njuno medsebojno
razdaljo na polimeru ([1]):

M1,2 ∼
s1s2
l
∼ V1V2

l
. (10)

To se izkaže za pomembno lastnost pri interakciji med različnimi deli molekule DNK.

Slika 3: Kljub temu, da sta dela prostorsko ločena, med seboj močno interagirata ([1]).

A B

C D

Slika 4: Razlika med fraktalno na levi in ravnovesno globulo na desni. S položajem na
polimeru se zvezno spreminja tudi barva. Očitna je teritorijalna urejenost fraktalne globule,
ki je pri ravnovesni globuli ni. [1]

4 Numerične simulacije

Za numerično modeliranje kolapsa polimera se lahko uporablja molekularna dinamika, največkrat
pa kar Monte Carlo simulacije. Za polimer se vzame prosto verigo trdih kroglic ([1]). Nato
se ustvari ansambel globul poljubnega tipa (v [6] po 500 globul vsakega tipa), za katere se
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ravnovesna globula
fraktalna globula

ravnovesna globula
fraktalna globula

Slika 5: Razdalja med dvema točkama na polimeru se ujema z napovedjo. Očitno je, da je
pri manǰsih s potenca ν v enačbi R ∼ sν večja pri ravnovesni globuli. Ravnovesna globula
ima pri večjih s tudi značilen konstanten R. Na desni sliki je verjetnost kontakta, ki pada po
pričakovanjih. Iz zgornjih slik je razvidno, da lahko iz natančnih meritev R in PC razločimo
v katerem stanju se nahaja polimer.

izračuna poljubne lastnosti, kot sta na primer razdalja med dvema točkama na polimeru ter
verjetnost kontakta (slika 5).

Postopek stvaritve ravnovesne globule, kot ga opisujejo v [6], je sledeč:

1. Polimer s potencialom, ki eksponentno narašča z r − R0, omejimo na radij R0. Tu se
sterična interakcija ne upošteva, dase doseže dovolj veliko število vozlov.

2. Postopoma se vključi sterična interakcija, kar privede sistem v stanje ravnovesne glo-
bule.

Fraktalno globulo pa se modelira s postopnim povečevanjem eksponentno naraščajočega
potenciala. Za dosego željenega stanja se ohranja Metropolisov Monte Carlo algoritem, kjer
so dovoljene poteze premik končnega monomera, zasuk monomera okoli osi, ki jo narekujeta
sosednja monomera in naključni premik treh sosednjih monomerov. Pri tem poteza ne sme
povzročiti trka med monomeri.

Pomembna razlika med ravnovesno in fraktalno globulo je tudi kompleksnost zavozlano-
sti polimera. V topologiji je merilo za to Aleksandrov polinom. Vozli so definirani le na
sklenjenih obročih, zato so vrednosti polinoma izračunali le za globule, ki imaje konca po-
limera dovolj blizu površine. Vrednosti Aleksandrovega polinoma za ravnovesne globule so
med 1020 in 1030. Večina fraktalnih globul ni imela vozlov, pri ostalih pa so vrednosti segale
do 100 ([6]).

Kot je pokazal že de Gennes v [3], je čas nastanka fraktalne globule reda N2, medtem
ko je prehod v ravnovesno fazo reda N3([5]). Na sliki 6 je vidna simulacija takega prehoda,
kjer sta konca polimera pritrjena na površino globule. Posledica tega je nezavozlan polimer
v ravnovesni globuli. V celici mora biti čas prehoda dovolj dolg, da DNK v interfazi ostane
v obliki fraktalne globule.
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Slika 6: Prehod iz fraktalne v ravnovesno globulo. Število korakov se med vsakim parom
slik poveča za desetkrat.[1]

Ob transkripciji DNK je pomembno, da se lahko določen del molekule razplete od globule.
V [1] so to simulirali s tem, da so ukinili privlačno interakcijo za en del polimera. Zaradi
manǰse zavozlanosti se je ta del polimera v fraktalni globuli povsem razpletel, medtem ko v
ravnovesni globuli to ni bilo povsem mogoče, kar je vidno na sliki 7.

Slika 7: Razplet dela polimera ob odstranitvi privlačne interakcije za fraktalno (levo) in
ravnovesno (desno) globulo. [1]

5 Eksperimentalne metode

5.1 Metode 3C

3C je metoda, ki omogoča vplogled v organizacijo DNK v celičnem jedru. Pri metodi se
identificirajo deli DNK, ki med seboj interagirajo. Obstaja več podobnih metod, kot so 4C,
5C ter na primer Hi-C metoda, s katero so Lieberman-Aiden et al 2009 uspešno analizirali
prostorsko urejenost človeškega genoma ter ugotovili, da vsaj na določeni skali ta ustreza
modelu fraktalne globule. To metodo bom v nadaljevanju tudi opisal.

Na sliki 8 je predstavljen eksperimentalni del metode Hi-C. Dele genoma, ki so blizu
skupaj povežejo s proteini. Končni cilj je, da lahko te delčke sekvencirajo, kar pomeni, da
ker poznamo kodni zapis v človeškem genomu, lahko s tem ugotovijo, kje na genomu se vsak
del DNK v povezanem paru nahaja. Posledično se lahko narǐse graf odvisnosti verjetnosti
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povezava DNK
razrez z
restrikcijskim
encimom

zapolnitev z
nukleotidi

ligacija

razrez
izolacija
prostih
koncev

         +
sekvenciranje

Slika 8: Eksperimentalni del metode Hi-C. [6]

kontakta od razdalje med deloma DNK (slika 9A). Med 500 kb in 7 Mb je PC ∝ s−1,08, kar je
v skladu z napovedmi. Pri večjih razdaljah na genomu so odstopanja večja. Iz teh rezultatov
sledi, da je fraktalna globula primeren model za opis strukture kromatina na skali Mbp, na
večji skali pa je struktura nekoliko drugačna (slika 9B).

velikost celičnega jedra velikost kromosoma velikost megabase

kromosomska območja odprto zaprto

A B

P
C

s [bp]
105 106 107 108

fraktalna globula

Slika 9: Odvisnost verjetnosti kontakta od razdalje na genomu (slika A). Posledično lahko
predvidevamo da je kromatin organiziran tako, kot kaže slika B.

5.2 Metoda FISH

FISH (fluorescence in situ hybridization) je metoda, ki omogoča merjenje prostorske razdalje
med deloma molekule DNK v celičnem jedru ([1]). Osnova metode je, da se sestavi sonde
iz delov molekule DNK, ki se vežejo na genom ([7]). Na te sonde se veže fluorscentne snovi.
Vzorec se potem lahko opazuje s fluorescentno mikroskopijo, kjer so deli, kjer se sonda veže na
genom jasno označeni. Metoda ima dve glavni slabosti: postopek priprave lahko spremeni
obliko DNK, optična mikroskopija pa ima omejeno ločljivost. Posledično so izmerki bolj
raztreseni (slika 10), iz rezultatov pa je težje napovedati, kateri model zlaganja DNK je
primerneǰsi.

Sicer pa je metoda FISH splošno uporabna za diagnosticiranje nekaterih bolezni, identi-
fikacijo bakterij in ostalih mikroorganizmov ter celo za določitev evolucijskih razmerij med
organizmi ([7]).
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Slika 10: Prostorska razdalja med deli DNK na človeškem kromosomu št. 4. Podatki so iz
leta 1995 in ne dosegajo točnosti metode Hi-C. [8]

6 Zaključek

V seminarju sem opsial model fraktalne globule. Kljub temu, da je razmeroma preprost,
dokaj dobro opǐse zlaganje človeške DNK na določeni razdalji. Omenjeni modeli seveda niso
edini, ki jih lahko uporabimo za opis zlaganja. Možen bolǰsi model bi bil, če molekule DNK
ne bi več obravnavali kot monopolimer, kar pa postopek obravnave najbrž bistveno bolj
zaplete.

Pomembno vprašanje pa je, kakšne koristi prinaša bolǰse razumevanje organizacije kroma-
tina znotraj jedra. Takšen primer je povezava med organizacijo kromatina in rakom. Izkaže
se, da je frekvenca spremembe področja genoma dolžine s sorazmerna z s−1 na področju med
0,1 in 5 Mb ([1]). Enako odvisnost kaže verjetnost kontakta med deloma DNK. L. A. Mirny
postavlja hipotezo, da sta porazdelitvi povezani, namreč, da če dva odseka ineragirata, sta
bolj dovzetna za spremembe. Druga povezava med fraktalno globulo in rakom je, da lahko
pri raku pretrgana DNK krši topološke omejitve in povzroči, da se fraktalna globula razpre.
Dobro poznavanje učinkov raka na delovanje DNK pa je pomembno za bolǰse razumevanje
in zdravljenje te bolezni.

V seminarju sem pokazal, da je fraktalna globula razmeroma preprost model, ki pa ima
3 pomembne lastnosti:

1. Fraktalno globulo lahko kromatin tvori spontano. Klub temu, da sčasoma fraktalna
globula razpade v ravnovesno, je ta čas dovolj dolg.

2. Ker fraktalna globula nima veliko vozlov, se ob pomankanju privlačne interakcije del
molekule zlahka razpre, kar omogoči transkripcijo.

3. fraktalna globula je fraktalno urejena, kar se sklada tudi s prostorsko organiziransotjo
kromosomov. Kljub temu je število interakcij med skupkoma sorazmerno z njunima
volumnoma.
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