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Lista symboli

α k¡t, pod którym rozci¡gany jest obiekt w AFM

βi k¡t mi¦dzy odcinkami Kuhna

δ opór, który ciecz stawia sondzie siªowej

η wspóªczynnik lepko±ci cieczy, w której znajduje si¦ sonda siªowa

γ staªa odksztaªcenia piezoelektrycznego

κ moduª spr¦»ysto±ci rozci¡gania odcinka Kuhna

ω cz¦stotliwo±¢ drga« termiczych sondy siªowej

Φ moduª spr¦»ysto±ci rozci¡gania polimeru na jednostk¦ jego dªugo±ci

Πosm ci±nienie osmotyczne

σ stopie« superskr¦cenia

θ k¡t pochylenia mikrobelki wzgl¦dem pªaszczyzny próbki

ϑ k¡t mi¦dzy skªadnikami supehelisy
~R wektor odlegªo±ci ko«ców ªa«cucha polimerowego
~ti wektor kierunkowy odcinka Kuhna

a promie« kulki przybli»aj¡cej sond¦ siªow¡

B moduª zginania polimeru traktowanego jako pr¦t

b moduª ugi¦cia odcinka Kuhna

d odlegªo±¢ mi¦dzyosiowa w kondensacie DNA

dV ugi¦cie mikrobelki AFM w jednostkach napi¦cia uzyskanego z foto-

diody kwadrantowej

dy ugi¦cie mikrobelki AFM w jednostkach dªugo±ci

E energia kon�guracji polimeru

F siªa rozci¡gaj¡ca

f siªa oddziaªywania mi¦dzy molekuªami DNA na jednostk¦ ich dªugo±ci

FC siªa oporu stawianego przez superhelis¦ przy jej zaciskaniu w wyniku

rozci¡gania

FR siªa odpychania mi¦dzy skªadnikami superhelisy

Fz siªa mierzona przy rozci¡ganiu obiektu pod k¡tem α

H hamiltonian energii mikrobelki AFM

h grubo±¢ piezoelektryka

k staªa spr¦»ysto±ci sondy siªowej

kB staªa Boltzmanna
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L dªugo±¢ obiektu rozci¡ganego

l dªugo±¢ odcinka Kuhna

LC dªugo±¢ konturu polimeru

lp dªugo±¢ persystentna polimeru

Lz mierzona dªugo±¢ obiektu rozci¡ganego pod k¡tem α

Lk liczba oplece« (linking number)

Lk0 naturalna liczba oplece« zrelaksowanego DNA

N liczba odcinków Kuhna w polimerze

n liczba par zasadowych

p p¦d ruchu mikrobelki AFM

r promie« grubo±ci DNA

S moc drga« termicznych sondy siªowej

s droga po obwiedni konturu polimeru

SE czuªo±¢ mikrobelki i ukªadu detekcji jej ugi¦cia

T temperatura

t czas

Tw liczba skr¦tów (number of twists)

Tw0 naturalna liczba skr¦tów w zrelaksowanym DNA

U napi¦cie

Wr liczba zwojów (number of writhes)

Wr0 naturalna liczba zwojów w zrelaksowanym DNA

x wydªu»enie polimeru pod wpªywem siªy

y odksztaªcenie sondy siªowej

Z suma statystyczna

z dªugo±¢ piezoelektryka

AFM mikroskop siª atomowych (atomic force microscope)

bp para zasadowa (base pair)

eFJC model polimeru starystycznie niezale»nych elementów rozszerzony o

spr¦»ysto±¢ odcinków Kuhna (extended freely jointed chain).

eWLC model spr¦»ysto±ci polimeru Marko - Siggi rozszerzony o spr¦»ysto±¢

entalpiczn¡ (extended worm like chain)

FJC model polimeru statystycznie niezaleznych elementów (freely jointed

chain)

WLC model spr¦»ysto±ci polimeru Marko - Siggi (worm like chain)



Wst¦p

Mimo, »e odkrycie struktury DNA dokonane zostaªo ju» ponad póª wieku

temu, to molekuªa ta wci¡» stanowi fascynuj¡cy obiekt bada«. Od peªnego

zrozumienia mechanizmów jego funkcjonowania w kluczowych procesach bio-

logii komórki uzale»niony jest post¦p w rozwoju nowych terapii genowych i

w in»ynierii genetycznej, jak równie» poznanie pocz¡tków powstania »ycia.

O ile jednak biochemia DNA zostaªa ju» znacznie rozwini¦ta, to jego wªa-

±ciwo±ci mechaniczne, topologiczne i elektrodynamiczne badane s¡ dopiero

od niedawna. Ich poznanie jest jednak konieczne, aby w peªni zrozumie¢ or-

ganizacj¦ materiaªu genetycznego i mechanizm jego zapisu, kopiowania oraz

translacji i transkrypcji do biaªek [1]. Poznanie to b¦dzie tym peªniejsze, im

badane struktury DNA b¦d¡ bardziej podobne do wyst¦puj¡cych w »ywych

komórkach. Najprostszym sposobem organizacji materiaªu genetycznego w

struktury wy»szego rz¦du, spotykanym gªównie u bakterii, jest wprowadzenie

dodatkowego skr¦cenia do podwójnej helisy. W efekcie dochodzi do wzajem-

nego oplecenia molekuªy, podobnie jak ma to miejsce w skr¦conym sznurze

sªuchawki telefonicznej. Powstaje wówczas podwójna helisa wy»szego rz¦du,

zªo»ona z dwóch innych podwójnych helis DNA - superhelisa [2].

Ju» w wykªadzie Richarda Feynmana �There is plenty of room at the

bottom� [3], którego wygªoszenie uznawane jest za pocz¡tek nanotechnologii,

makromolekuªy znajduj¡ce si¦ nawet w najprostszych organizmach uznane

zostaªy za przykªady maszyn o rozmiarach w zakresie nanometrów. Feyn-

man argumentowaª, »e biologia dostarcza dowodu na to, »e in»ynieria w

nanoskali ma szanse powodzenia i tym samym powinna stanowi¢ gªówne ¹ró-

dªo inspiracji dla nanotechnologii. Kontrola organizacji budulca na poziomie

molekularnym umo»liwia organizmom uzyskanie materiaªów o niezwykªych

wªa±ciwo±ciach. Prostym przykªadem mog¡ by¢ muszle mi¦czaków, które

cho¢ skªadaj¡ si¦ gªównie z kruchego w¦glanu wapnia, to jednak dzi¦ki nie-

wielkiej domieszce biaªek i zªo»onej strukturze wewn¦trznej stanowi¡ sku-

teczn¡ ochron¦ mechaniczn¡ [4]. W bionanotechnologii coraz wi¦ksz¡ uwag¦

po±wi¦ca si¦ DNA. O ile dla organizmów stanowi ono no±nik informacji, to w

nanotechnologii rozwa»ane jest jako materiaª konstrukcyjny. Jego ogromn¡

zalet¡ jako budulca jest fenomenalna wprost zdolno±¢ do zªo»onej samo-
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organizacji. Praktyczne wykorzystanie DNA znacznie uªatwia powstaªa w

procesie ewolucji ogromna liczba enzymów, stanowi¡cych gotowy do wyko-

rzystania zestaw narz¦dzi do jego obróbki. Mog¡ one ci¡¢ (endonukleazy),

skleja¢ (ligazy) lub skr¦ca¢ (topoizomerazy) DNA, jak równie» kopiowa¢ jego

odcinki o dowolnej niemal dªugo±ci (polimeraza) [1]. Przy ich wykorzystaniu

DNA mo»e tworzy¢ ró»norodne struktury, w tym równie» takie, które nie

wyst¦puj¡ w naturze. Przykªadem mo»e by¢ tzw. origami DNA [5], klatki

i pudeªka [6] a nawet nanomaszyny [7]. Aby jednak jakikolwiek materiaª

mógª by¢ wykorzystany z powodzeniem w postaci budulca konieczne jest

poznanie jego wªa±ciwo±ci mechanicznych, zarówno w postaci najprostszej,

jak i bardziej zªo»onych struktur.

Zbadanie wªa±ciwo±ci mechanicznych DNA posiada zatem istotne znacze-

nie zarówno pod wzgl¦dem naukowym jak i praktycznym. Konieczna do tego

celu jest jednak metoda umo»liwiaj¡ca pomiar wªa±ciwo±ci mechanicznych

materiaªów na poziomie molekularnym. Jeszcze do niedawna takie do±wiad-

czenie rozwa»ane by¢ mogªo jedynie w charakterze eksperymentu my±lowego.

Jednak pocz¡wszy od lat '90 XX wieku pojawia¢ si¦ zacz¦ªy metody spektro-

skopii mechanicznej pojedynczych molekuª, czyli umo»liwiaj¡ce ich kontro-

lowan¡ deformacj¦ pod wpªywem okre±lonej siªy [8, 9]. Metody te, wykorzy-

stuj¡ce puªapki optyczne i magnetyczne oraz mikroskop siª atomowych (ato-

mic force microscope - AFM ) pozwoliªy poprzez spektroskopi¦ mechaniczn¡

pojedynczych molekuª DNA na odkrycie m. in. wymuszonego mechanicz-

nie przej±cia OS do dªu»szej o 70% formy, zachodz¡cego dla okre±lonej siªy

oraz wery�kacj¦ modeli spr¦»ysto±ci polimerów [10]. Wykonane dotychczas

badania w znacznej cz¦±ci skoncentrowane byªy jednak na DNA liniowym.

Nieliczne eksperymenty przeprowadzone dla struktury superhelikalnej DNA

wykonane byªy z wykorzystaniem puªapek magnetycznych [11, 12], metody

umo»liwiaj¡cej kontrolowane skr¦canie dwóch molekuª i wytwarzanie struk-

tury superhelikalnej. Metoda ta nie pozwala jednak na stosowanie siª wi¦k-

szych ni» 10 pN, uniemo»liwiaj¡c obserwacje w zakresie zmian entalpicznych

DNA [8].

Badania opisane w mojej pracy doktorskiej miaªy na celu przezwyci¦»enie

tego ograniczenia. Zastosowano w tym celu inne podej±cie ni» stosowane w

dotychczasowych eksperymentach - zamiast wytwarza¢ struktur¦ superheli-

kaln¡ poprzez mikromanipulacj¦ wykorzystano superskr¦cone zamkni¦te ko-

liste plazmidy bakteryjne, w których wyst¦puje ona w sposób naturalny. Do

rozci¡gania takich obiektów idealnie nadaje si¦ mikroskop siª atomowych. Po-

zwala on na dokonywanie pomiarów z najwy»sz¡ siª¡ w±ród wszystkich metod
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spektroskopii mechanicznej pojedynczych molekuª [8]. Ponadto, poprzez za-

stosowanie niemody�kowanego ostrza, z którym rozci¡gana molekuªa tworzy

wi¡zania niespecy�czne, mikroskop siª atomowych pozwala na uchwycenie i

rozci¡gniecie nawet zamkni¦tego plazmidu. Wi¡zanie takie z powodzeniem

wytrzymuje siªy nawet 500 pN. Ograniczeniem takiego podej±cia jest zupeªna

dowolno±¢ miejsca podczepienia plazmidu, przez co zamierzone rozci¡ganie

struktury superhelikalnej zachodzi tylko w niektórych przypadkach. W celu

ich wykrycia równolegle przeprowadzono eksperyment kontrolny na plazmi-

dach zlinearyzowanych, w których struktura superhelikalna nie wyst¦puje. W

próbkach plazmidu superskr¦conego zarejestrowano krzywe, w których przej-

±cie OS zachodzi dla znacznie wy»szych siª (250 pN) ni» mo»na oczekiwa¢ w

przypadku zwykªego równolegªego rozci¡gania dwóch molekuª. Krzywe takie

nie byªy obserwowane w próbkach zlinearyzowanych ani te» nie wyst¦puj¡ w

literaturze opisuj¡cej do±wiadczenia na DNA liniowym. Wyznaczona z tych

krzywych warto±¢ dªugo±ci persystentnej wykazuje bardzo dobr¡ zgodno±¢ z

warto±ci¡ uzyskan¡ dla struktury superhelikalnej za pomoc¡ puªapek magne-

tycznych. Zakwali�kowane zostaªy zatem one jako pochodz¡ce z rozci¡gania

struktury superhelikalnej DNA. Wysuni¦to hipotez¦, »e zwi¦kszona sztyw-

no±¢ i wy»sza siªa przej±cia OS obserwowana w tych krzywych wynika z wza-

jemnego odpychania silnie naªadowanych fragmentów DNA, zbli»anych do

siebie podczas zaciskania rozci¡ganej superhelisy. Hipotez¦ t¡ potwierdziªa

bardzo dobra zgodno±¢ warto±ci tej dodatkowej siªy (30 pN odpowiadaj¡ce

0.07 pN/nm na jednostk¦ dªugo±ci DNA) z wcze±niejszymi badaniami nad

wzajemnym oddziaªywaniem molekuª DNA przeprowadzonymi dla próbek

makroskopowych. Zastosowana metoda mo»e zatem z powodzeniem zosta¢

wykorzystana do bada« wªa±ciwo±ci mechanicznych struktury superhelikal-

nej na poziomie pojedynczych molekuª. Uzyskane wyniki sugeruj¡ te», »e

topologiczna organizacja DNA posiada, poprzez zwi¡zek z jego wªa±ciwo-

±ciami elektrodynamicznymi, wpªyw na wªa±ciwo±ci mechaniczne struktur

wy»szych rz¦dów. Rezultaty te prezentowano na konferencji "6th EBSA &

British Biophysical Society Congress� jako referat ustny [13].

Aby przeprowadzi¢ opisane powy»ej badania, konieczne byªo skonstru-

owanie mikroskopu siª atomowych wyspecjalizowanego do pomiarów w trybie

spektroskopii mechanicznej pojedynczych molekuª. Istnieje wprawdzie wiele

�rm oferuj¡cych instrumenty komercyjne, posiadaj¡ one jednak wiele ogra-

nicze«, takich jak brak mo»liwo±ci ogniskowania wi¡zki laserowej w ukªadzie

detekcji ugi¦cia mikrobelki i stosowanie skanerów o znacznej nieliniowo±ci i

dry�e, co mo»e powa»nie utrudni¢ pomiary w trybie spektroskopii mechanicz-
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nej. Niebagatelne znaczenie ma równie» wysoka cena tych instrumentów. Po-

niewa» obecnie dost¦pne s¡ na rynku skalibrowane skanery piezoelektryczne

ze sterownikiem, niskoszumowe lasery i szybkie uniwersalne interfejsy pomia-

rowe, zbudowanie mikroskopu siª atomowych jest wzgl¦dnie proste i mo»e

kosztowa¢ uªamek ceny instrumentu komercyjnego.

Praca doktorska rozpoczyna si¦ wst¦pem teoretycznym. Opisano w nim

budow¦, topologi¦, wªa±ciwo±ci mechaniczne i elektrodynamiczne DNA w

zarysie koniecznym do opisu i interpretacji uzyskanych wyników (Rozdziaª

1). W Rozdziale 2 przedstawiono budow¦ i zasad¦ dziaªania mikroskopu

siª atomowych, natomiast jego zastosowanie w spektroskopii mechanicznej

pojedynczych molekuª przedstawiono w Rozdziale 3. Dokonano w nim tak»e

jego porównania z pozostaªymi stosowanymi metodami i omówiono jego za-

lety i ograniczenia. Przedstawiono tak»e stosowan¡ w naszych pomiarach

termiczn¡ metod¦ kalibracji mikrobelek oraz wskazano na mo»liwe ¹ródªa

niepewno±ci pomiarowych w spektroskopii mechanicznej AFM. W Rozdziale

4, zamykaj¡cym wst¦p teoretyczny, dokonano przegl¡du literaturowego w

dziedzinie spektroskopii mechanicznej DNA. Najwi¦ksz¡ uwag¦ po±wi¦cono w

nim pracom opisuj¡cym pomiary przeprowadzane w zakresie wysokich (>10

pN) siª oraz rozpatruj¡cych wpªyw zmian topologii na mechanik¦ DNA.

Drug¡ cz¦±¢ pracy doktorskiej po±wi¦ciªem opisowi konstrukcji aparatury,

koncepcji do±wiadczenia i prezentacji uzyskanych wyników. Pomiary prze-

prowadzono za pomoc¡ dwóch instrumentów. Pierwszy zostaª zbudowany

przeze mnie pod kierunkiem prof. Piotra Marszaªka podczas rocznego sta»u

w Duke University w Durham (USA). Posiadaª on konstrukcj¦ mechaniczn¡

wykonan¡ w Adaptive Systems and Structures Lab z Center for Biologically

Inspired Materials (Duke University) i wykorzystywaª gªowic¦ komercyjnego

mikroskopu siª atomowych. Drugi instrument wykonaªem od podstaw w

Zespole Bio�zyki Do±wiadczalnej w Zakªadzie Bio�zyki i Fizyki Medycznej

Instytutu Fizyki Uniwersytetu Mikoªaja Kopernika. Ich konstrukcj¦ i wy-

korzystanie w eksperymencie opisano w Rozdziale 5. Uzyskane za pomoc¡

obu instrumentów wyniki jak równie» koncepcj¦ samego eksperymentu i jego

przygotowanie opisano w Rozdziale 6. Zaprezentowane zostaªy w nim typy

krzywych, które nie zostaªy wª¡czone do analizy, a tak»e rozwa»ono ró»ne

mo»liwo±ci podczepienia plazmidu do ostrza mikrobelki i krzywe siªowe, które

w efekcie powstaj¡. Zestawiono tak»e dane uzyskane z próbek plazmidowych

i kontrolnych oraz porównano w celu wyªonienia tych, w których dochodzi do

deformacji struktury superhelikalnej. Opisano tak»e hipotez¦, wyja±niaj¡c¡

obecno±¢ dodatkowej siªy przej±cia OS, obserwowanej w wyªonionej grupie
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krzywych jako efekt oddziaªywa« w zaciskaj¡cej si¦ superhelisie i porównano

z danymi literaturowymi pochodz¡cymi z pomiarów makroskopowych.

11



Podstawy teoretyczne



1. Zarys budowy i wªa±ciwo±ci

�zyko-chemicznych DNA

1.1. Struktura DNA

DNA (kwas dezoksyrybonukleinowy) stanowi no±nik materiaªu genetycz-

nego - w jego niciach zapisane s¡ informacje opisuj¡ce jak powinny by¢ zbu-

dowane biaªka, gªówny budulec organizmu. W DNA mo»emy wyznaczy¢

dwa postawowe elementy: zasady azotowe, których specy�czna sekwencja

umo»liwia zapis informacji i fosforanowo - cukrowy ªa«cuch , peªni¡cy rol¦

rusztowania, do którego s¡ one przymocowane (Rys 1.1). Utworzona w ten

sposób ni¢ DNA posiada okre±lon¡ kierunkowo±¢ - na jednym ko«cu ªa«-

cucha fosforanowo - cukrowego jest grupa 5'-hydroksylowa, na drugim za±

3'-fosforanowa. Wyró»niamy cztery zasady azotowe: adenin¦ (A), tymin¦

(T), guanin¦ (G) i cytozyn¦ (C). Mog¡ one ª¡czy¢ si¦ mi¦dzy sob¡ tylko w

komplementarne pary zasadowe (base pairs - bp): A-T i G-C. Zatem dwie

jednoniciowe (single stranded DNA - ssDNA) cz¡steczki DNA mog¡ utworzy¢

dwuniciowy dupleks DNA (double stranded DNA - dsDNA), je±li posiadaj¡

komplementarn¡ wzgl¦dem siebie sekwencj¦. Nici te s¡ skierowane antyrów-

nolegle, tak »e na jednym ko«cu znajduj¡ si¦ grupy 5'3', za± na drugim 3'5'.

Powstaje zatem ukªad dwóch powi¡zanych ze sob¡ polimerów, nie ograni-

czony w »aden sposób co do swojej maksymalnej dªugo±ci (najdªu»szy znany

genom posiada 1.3Ö1011par zasad, czyli nieco ponad 44 metry). Wi¡za-

nia mi¦dzy parami zasadowymi s¡ wodorowe i tym samym posiadaj¡ ni»sz¡

energi¦ (1.6−7.2Ö10−20 J = 16−72 pN ·nm = 4−18 kBT ) od wi¡za« kowa-

lencyjnych (4−8Ö10−19 J = 400−800 pN ·nm = 100−200 kBT ) w ªa«cuchu

fosforanowo - cukrowym. Mimo, »e pojedyncze wi¡zanie wodorowe mo»e by¢

ªatwo zerwane w wyniku ruchów termicznych, to równolegªe zastosowanie

wielu takich wi¡za« pozwala na utworzenie stabilnego kompleksu dwóch nici.

Jednocze±nie jednak, je±li wi¡zania te zrywane b¦d¡ pojedynczo, jedno po

drugim, to mo»liwa jest ªatwa denaturacja dsDNA (czyli jego rozdzielenie na
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dwie molekuªy ssDNA) bez gro¹by przerwania ªa«cucha molekuªy. Budowa

taka umo»liwia ªatwe wykonanie kopii informacji zapisanej w sekwencji par

zasadowych. Po denaturacji wystarczy do nici dobudowa¢ komplementarne

nukleotydy (zasady azotowe poª¡czone z monomerem fosforanowo - cukro-

wym) i poª¡czy¢ je ze sob¡. Uzyskuje si¦ wówczas dwie molekuªy dsDNA

b¦d¡ce dokªadn¡ kopi¡ tej, która zostaªa podzielona. Proces taki odbywa

si¦ w przypadku replikacji przy podziale komórki. Informacja o sekwen-

cji biaªka mo»e te» zosta¢ skopiowana do translacyjnego kwasu rybonukle-

inowego (tRNA) i zosta¢ przeniesiona do miejsca jego syntezy (translacja)

[14, 15].

Rysunek 1.1. Struktura cz¡steczki DNA. Nukleotydy (A) po poª¡czeniu formuj¡
ni¢ DNA, która po poª¡czeniu ze swoim komplementarnym odpowiednikiem for-

muje podwójn¡ helis¦ (B). Zaadaptowane z [16]
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Zasady azotowe i ªa«cuch fosforanowo - cukrowy charakteryzuj¡ si¦ ró»n¡

rozpuszczalno±ci¡ w wodzie. Pary zasadowe s¡ hydrofobowe. Natomiast

reszty fosforanowe ulegaj¡ dysocjacji i ªa«cuch fosforanowo - cukrowy staje

si¦ ujemnie naªadowany i hydro�lowy. Dlatego te» molekuªa DNA w wodzie

skr¦ca si¦, formuj¡c podwójn¡ helis¦ [17] i osªaniaj¡c w ten sposób pary

zasadowe przed wod¡. Wymuszone jest to ponadto przyci¡ganiem par zasa-

dowych w wyniku oddziaªywa« warstwowych. Form¦ podwójnej helisy w wa-

runkach �zjologicznych stanowi gªównie tzw. forma B-DNA - prawoskr¦tna,

z charakterystyczn¡ mniejsz¡ i wi¦ksz¡ bruzd¡, w której dªugo±¢ jednej pary

zasadowej wynosi 0.34 nm, dªugo±¢ skoku helisy 10.4 bp i a grubo±¢ helisy 2

nm.

DNA w organizmach zazwyczaj nie stanowi liniowej, swobodnej mole-

kuªy. Aby materiaª genetyczny, którego dªugo±¢ nawet w przypadku prostej

bakterii E.coli si¦ga 1.5 mm, mógª zmie±ci¢ si¦ w 1% obj¦to±ci komórki o roz-

miarach 2 µm i by skróci¢ drog¦, jak¡ maj¡ do przebycia pracuj¡ce na nim en-

zymy, konieczne jest jego g¦ste upakowanie. Dokonuje si¦ to poprzez zmian¦

topologii DNA wskutek jego zwijania wokóª wyspecjalizowanych biaªek - hi-

stonów i skr¦canie. Dochodzi wówczas do odksztaªcenia molekuª. Zbli»aj¡

si¦ do siebie tak»e ich fragmenty, ro±nie wi¦c te» ich wzajemne oddziaªywanie

wynikaj¡ce z ªadunku ªa«cucha fosforanowo-cukrowego [18]. Zagadnienia te

omówione s¡ w kolejnych podrozdziaªach.

1.2. Topologia DNA

Dwuniciowa forma DNA implikuje mo»liwo±¢ jego skr¦cania, co Watson i

Crick zasugerowali w krótki czas po odkryciu jego struktury [19]. Je±li tylko

oba ko«ce dupleksu s¡ unieruchomione, to b¦dzie on mógª ulega¢ skr¦ceniu.

Jednak w przypadku, gdy jedna z nici ulegnie przeci¦ciu, to wprowadzone do

dupleksu skr¦cenie ulega¢ mo»e relaksacji poprzez rotacj¦ wi¡za« w ªa«cuchu

fosforanowo-cukrowym. Ponadto, forma podwójnej helisy B-DNA zakªada

obecno±¢ jednego skr¦cenia na ka»de 10.4 par zasadowych. Zatem proces re-

plikacji, wymagaj¡cy rozplecenia fragmentu DNA prowadzi¢ musi do powsta-

wania skr¦ce« w pozostaªym fragmencie DNA. Skr¦cenie takie b¦dzie zgodne

(dodatnie) z prawoskr¦tnym kierunkiem zwojów DNA, powoduj¡c jego zaci-

skanie natomiast wymuszenie skr¦cenia o kierunku przeciwnym (ujemnego)

prowadzi¢ b¦dzie do rozlu¹niania podwójnej helisy.

Z do±wiadczenia codziennego wiemy, »e napr¦»enie powstaªe w wyniku

skr¦cenia sznura od sªuchawki telefonicznej prowadzi do uformowania na nim
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Rysunek 1.2. Organizacja materiaªu genetycznego u Prokariota (A) i Eukariota
(B). Prokariota wykorzystuj¡ wielokrotne plektonemy i proste rusztowanie biaª-
kowe, podczas gdy Eukariota organizuj¡ swoje DNA w formie wielokrotnych sole-

noidów, stabilizowanych przez biaªka histonowe. Zaadaptowane z [20].

owijaj¡cej si¦ wokóª siebie p¦tli nazywanej plektonemem. Takie zjawisko w

przypadku DNA odkryte zostaªo w wyniku prac nad genomem poliomawiru-

sów, których materiaª genetyczny okazaª si¦ by¢ zamkni¦ty w formie kolistej

[21]. Badania z wykorzystaniem mikroskopii elektronowej i elektroforezy wy-

kazaªy, »e jego helisa posiada skr¦cenie wi¦ksze ni» odpowiadaj¡ce formie

B-DNA - jest superskr¦cony. W wyniku tego molekuªa wielokrotnie oplata

si¦ wokóª siebie, formuj¡c podwójny plektonem. Zamkni¦ta forma kolista

uniemo»liwia jego relaksacj¦, o ile nie dojdzie do przeci¦cia jednej z nici DNA.

Mamy zatem do czynienia z utworzeniem helisy przez helisy, czyli struktur¡

superhelikaln¡ [22]. Poza wirusami materiaª genetyczny w formie kolistej i

superhelikalnej wyst¦puje tak»e u Prokariota (Rys. 1.2A). W szczególno±ci,

form¦ tak¡ posiadaj¡ plazmidy, czyli krótkie fragmenty DNA pozachromo-
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somalnego, które mo»e by¢ przekazywane mi¦dzy komórkami bakteryjnymi

(Rys. 1.3). Plazmidy umo»liwiaj¡ tym samym przenoszenie genów istotnych

dla przetrwania bakterii, jak np. koduj¡cych oporno±¢ na antybiotyki [15].

Rysunek 1.3. Koliste plazmidy z ró»nym stopniem skr¦cenia. Zaadaptowane z [23]

Inn¡ form¡ struktury superhelikalnej obok plektonemu jest solenoid, czyli

spirala. Tak¡ form¦ przybiera materiaª genetyczny w organizmach eukario-

tycznych (Rys. 1.2B). Do utrzymania solenoidu, wi¡»¡cego si¦ ze znacznym

zgi¦ciem DNA Eukariota musz¡ wykorzysta¢ liczne biaªka histonowe, tworz¡c

w efekcie struktur¦ zwan¡ chromatyn¡. Struktura superhelikalna peªni zatem

istotn¡ funkcj¦, umo»liwiaj¡c upakowanie materiaªu genetycznego w niewiel-

kiej obj¦to±ci chromosomu bakteryjnego lub j¡dra komórkowego. Ponadto

superskr¦cone i zamkni¦te DNA jest odporne na denaturacj¦, przy czym

jednocze±nie jego ujemne skr¦cenie uªatwia lokalne rozplecenia wykonywane

przez enzymy.

Ilo±ciowo topologi¦ superhelikalnego DNA opisuje twierdzenie Calugare-

anu - White'a - Fullera (Rys. 1.4) [24, 25]:

Wr + Tw = Lk (1.1)

gdzieWr to liczba zwojów (number of writhes), mówi¡ca ile razy caªa cz¡-

steczka przeplata si¦ sama ze sob¡ poprzez plektonem albo solenoid (liczba

skrzy»owa« osi helisy), Tw jest liczb¡ skr¦tów (number of twists) którym

poddana zostaªa cz¡steczka (liczba skrzy»owa« nici), natomiast Lk jest liczb¡

oplece« (linking number) jednej nici wzgl¦dem drugiej, które wytworzyªyby

si¦ gdyby doszªo do denaturacji (caªkowita liczba wszystkich skrzy»owa«). Lk

pozostaje staªa je±li topologia molekuªy jest ograniczona poprzez uniemo»li-

wienie rotacji jej ko«ców. Przy staªej liczbie oplece« zmienia¢ si¦ mog¡ jednak

warto±ci liczb Lk i Tw. Liniowe DNA posiada naturaln¡ liczb¦ skr¦tów Tw0

równ¡ liczbie par zasadowych n podzielonej przez dªugo±¢ jednego skoku he-

lisy, który dla B-DNA wynosi 10.4 bp : Tw0 = n/10.4. Jego Wr0 = 0, czyli

Tw0 = Lk0. Dopiero wprowadzenie jednokrotnego skr¦cenia przeciwnego do

kierunku zwojów (-1 Tw) spowoduje powstanie jednokrotnego oplecenia (-1
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Rysunek 1.4. Gra�czna prezentacja twierdzenia Calugareanu - White'a - Fullera
za pomoc¡ dwubarwnej wst¦gi. Liczba oplece« Lk po wprowadzeniu skr¦cenia Wr
pozostaje staªa, natomiast samo skr¦cenie mo»e by¢ kompensowane przez tworzenie
zwojów. W zale»no±ci od kierunku skr¦cenia wszystkie liczby przybiera¢ b¦d¡ war-
to±ci dodatnie (prawoskr¦tne) lub ujemne (lewoskr¦tne) (A). Liczb¦ oplece« Lk mo-
»emy zde�niowa¢ jako liczb¦ poª¡cze«, jakie powstan¡ na wst¦dze po jej skr¦ceniu
i wzdªu»nym przeci¦ciu (B). Poniewa» liczba zwojów Wr okre±la liczb¦ przeplotów
wst¦gi wzgl¦dem samej siebie, to solenoid, stanowi¡cy szeregowe ustawienie p¦tli
i plektonem, b¦d¡cy w istocie wielokrotn¡ p¦tl¡ s¡ równowa»ne wzgl¦dem siebie

(C). Zaadaptowane z [18, 2]

Wr) lub, je±li jest to niemo»liwe, dojdzie do rozwini¦cia podwójnej helisy

[2, 25]. Superskr¦cenie mo»emy zde�niowa¢ zatem jako przyrost lub ubytek

Lk wzgl¦dem Lk0: ∆Lk = Lk − Lk0 = Tw + Wr − Tw0 = ∆Tw + Wr.

Stopie« superskr¦cenia σ stanowi¢ zatem b¦dzie

σ =
∆Lk

Lk0
=

∆Tw +Wr

Lk0
(1.2)

Typowa warto±¢ σ dla ujemnie superskr¦conego plazmidu bakteryjnego

wynosi σ ≈ −0.06.

Topologia materiaªu genetycznego nie jest jednak staªa, poniewa» podczas

procesów transkrypcji, translacji i replikacji dochodzi do rozdzielenia nici, co

prowadzi¢ tym samym do zmiany liczby skr¦ce« Tw. Zmiana taka musi

powodowa¢ zwi¦kszenie liczby oplece« Wr i powstanie plektonemu. Kumu-
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lacja takich plektonemów prowadziªaby nieuchronnie do spl¡tania materiaªu

genetycznego i ±mierci komórki. W celu regulacji topologii DNA zarówno

u Prokariota jak i Eukariota istnieje osobna grupa enzymów, nazywana to-

poizomerazami, odpowiedzialna wyª¡cznie za mody�kowanie topologii DNA.

Enzymy te, poprzez nacinanie nici i kontrolowan¡ rotacj¦ wi¡za« w ªa«cuchu

fosforanowo - cukrowym (topoizomerazy I, ±1Lk) oraz przewlekanie przez

obuniciowe ci¦cia p¦tli (topoizomerazy II, ±2Lk) zwi¦kszaj¡ lub zmniejszaj¡

skr¦cenie materiaªu genetycznego, korzystaj¡c z energii odksztaªcenia DNA

lub ATP. Ka»de wideªki replikacji, wprowadzaj¡ce do materiaªu genetycznego

dodatnie skr¦cenie poprzez rozplatanie nici, poprzedzone s¡ topoizomeraz¡

II, która skr¦ca ujemnie DNA, zapobiegaj¡c tym samym powstawaniu plek-

tonemów [2].

1.3. Oddziaªywania mi¦dzy molekuªami DNA

Poniewa» podwójna helisa B-DNA posiada ±rednic¦ 2 nm, to poprzez for-

mowanie opisanych powy»ej topologicznych struktur mo»liwa powinna by¢

kondensacja materiaªu genetycznego w stopniu umo»liwiaj¡cym zbli»enie s¡-

siaduj¡cych ze sob¡ fragmentów na tak¡ sam¡ odlegªo±¢ mi¦dzy osiami helis.

Jednak dysocjacja fosforanów z ªa«cucha fosforanowo-cukrowego powoduje,

»e g¦sto±¢ ªadunku na powierzchni DNA w roztworze wodnym si¦ga 1e na

ka»de 0.17 nm dªugo±ci, co czyni z niego jeden z najsilniej naªadowanych

polimerów w naturze. W wyniku tego molekuªy DNA b¦d¡ si¦ silnie odpy-

cha¢, co stanowi znacz¡ce ograniczenie w kondensacji DNA. Oddziaªywanie

to mo»e by¢ jednak mody�kowane przez znajduj¡ce si¦ w roztworze jony. W

przypadku jonów monowalencyjnych, takich jak Na+, dochodzi do ekranowa-

nia ªadunku fosforanów, co osªabia wzajemne odpychanie nici lub dupleksów

DNA. Sytuacja taka zachodzi w przypadku warunków �zjologicznych, gdzie

obecno±¢ jonów umo»liwia stabilno±¢ dupleksu i uformowanie stochastycz-

nego kª¦bka o ±rednicy kilku mikronów, jednak przy zbli»eniu na odlegªo±¢ 1

nm molekuªy DNA nadal silnie si¦ odpychaj¡ [26, 27, 28]. Dla naªadowanych

polimerów znajduj¡cych si¦ w roztworze mo»na zde�niowa¢ tzw. ±rednic¦

efektywn¡ DNA (DNA e�ective diameter). Odpowiada ona mi¦dzyosiowej

odlegªo±ci, na któr¡ mog¡ zbli»y¢ si¦ molekuªy i stanowi faktyczn¡ ±rednic¦

polimeru w roztworze. Badania z wykorzystaniem ró»nych metod do±wiad-

czalnych (Rys. 1.5) i symulacje wykazaªy, »e efektywna ±rednica DNA mo»e,

w zale»no±ci od st¦»enia jonów, by¢ zbli»ona do faktycznej ±rednicy lub te»

przewy»sza¢ j¡ nawet dziesi¦ciokrotnie.
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Rysunek 1.5. Zale»no±¢ efektywnej ±rednicy DNA od st¦»enia molowego jonów
Na+wyznaczona za pomoc¡ ró»nych metod. Krzywa uzyskana z rozwa»a« teo-
retycznych [29], punkty do±wiadczalne z pomiarów z wykorzystaniem sedymentacji
� [30] oraz bada« topologii w¦zªów w kolistym DNA( ◦ [31] i N [32]). Zaadaptowane

z [2].

Mimo wzajemnego odpychania Kulombowskiego, DNA jest silnie skon-

densowane zarówno w chromosomach, jak i w kapsydach wirusów. Obecno±¢

jonów multiwalencyjnych o ªadunku równym lub wi¦kszym ni» 3+ (najcz¦-

±ciej spermidyna3+ , spermina4+ i Co(NH3)53+) prowadzi do zaskakuj¡cego i

sprzecznego z intuicj¡ wytworzenia silnego przyci¡gania mi¦dzy dupleksami

[33, 34]. W efekcie dochodzi do kolapsu i uformowania regularnej, toroidalnej

struktury uporz¡dkowanego DNA, w której odlegªo±ci pomi¦dzy helisami nie

przekraczaj¡ rozmiarów pojedynczej molekuªy wody [35, 36]. Przyci¡ganie

to pojawia si¦ na skutek �uktuacji warstwy multiwalencyjnych jonów znajdu-

j¡cych si¦ w otoczeniu polimeru, co umo»liwia powstanie przyci¡gania nawet

mi¦dzy jednakowo spolaryzowanymi i silnie naªadowanymi makromolekuªami

[34].

Gªównym narz¦dziem stosowanym do ilo±ciowych bada« oddziaªywa« mi¦-

dzy helisami DNA jest metoda ci±nienia osmotycznego (osmotic stress) [38].

W metodzie tej do roztworu zawieraj¡cego DNA wprowadza si¦ dodatkowy

neutralny polimer, np poli(tlenek etylenu) (PEG). Po ustaleniu stanu rów-

nowagi osmotycznej kapsuªka DNA jest otoczona przez faz¦ polimeru, która

wywiera na ni¡ ci±nienie osmotyczne. Ci±nienie to mo»na regulowa¢ przez st¦-

»enie polimeru, a dla danej jego warto±ci mo»na wyznaczy¢ odlegªo±¢ mi¦dzy

dupleksami DNA poprzez rozpraszanie promieniowania rentgenowskiego na
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Rysunek 1.6. Krzywe zmian siªy na jednostk¦ dªugo±ci DNA wzgl¦dem mi¦dzy-
osiowej odlegªo±ci dwóch dupleksów. Krzywe zmierzone dla ró»nych st¦»e« NaCl

w roztworze: 4 0.1M, � 0.5M, ◦ 1M. Zaadaptowane z [37].

ciekªym krysztale, który tworz¡ równolegle uporz¡dkowane molekuªy DNA.

Pozwala uzyska¢ to krzywe zale»no±ci ci±nienia osmotycznego Πosm od odle-

gªo±ci mi¦dzyosiowej mi¦dzy helisami d [39, 40, 41].

Wykorzystuj¡c warto±¢ ci±nienia osmotycznego Π dla danej odlegªo±ci

mi¦dzyosiowej d mo»na wyznaczy¢ siª¦ na jednostk¦ dªugo±ci DNA f(d)

dziaªaj¡c¡ mi¦dzy s¡siaduj¡cymi parami molekuª, oddalonymi o odlegªo±¢

mi¦dzyosiow¡ d [39] i ustawionymi heksagonalnie:

f(d) =
Πosm d√

3
(1.3)

Krzywe log(f(d)) uzyskane dla ró»nych roztworów przedstawiono na Rys.

1.6.

Podczas wymuszania kondensacji zaobserwowano wyst¦powanie odpycha-

nia kulombowskiego, sªabn¡cego wraz z rosn¡cym st¦»eniem jonów monowa-

lencyjnych. Odpychanie to przy odlegªo±ciach mi¦dzy osiami mniejszymi od

ok. 3 nm przestaje jednak wykazywa¢ zale»no±¢ od obecno±ci jonów, co

sugeruje, »e pojawia si¦ wówczas dodatkowe oddziaªywanie nie b¦d¡ce od-
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dziaªywaniem kulombowskim. Jako hipotetyczne ¹ródªo tego oddziaªywania

wskazano nakªadanie si¦ i deformacj¦ powªok solwatacyjnych wokóª duplek-

sów i nazwano je oddziaªywaniem hydracyjnym (hydration repulsion). W

pó¹niejszych pracach technika ci±nienia osmotycznego wykorzystana zostaªa

równie» do wyznaczenia krzywych f(d) kondensacji DNA w obecno±ci jonów

multiwalencyjnych [42, 36].

1.4. Wªa±ciwo±ci mechaniczne DNA

Wªa±ciwo±ci mechaniczne DNA odgrywaj¡ znacz¡c¡ rol¦ w organizacji

materiaªu genetycznego w komórkach i wirusach, jak równie» w kluczowych

procesach takich jak replikacja, transkrypcja, rekombinacja i naprawa jego

uszkodze« [1]. DNA, tak jak ka»dy polimer znajduj¡cy si¦ w roztworze,

tworzy w wyniku ruchów termicznych nieuporz¡dkowany kª¦bek, który do-

datkowo nieustannie zmienia swój ksztaªt. Je±li zatem polimer taki ulega

rozci¡ganiu, to najpierw doj±¢ musi do rozwini¦cia kª¦bka. Poniewa» jednak

oznacza¢ to b¦dzie wzrost uporz¡dkowania polimeru poprzez ograniczenie

liczby jego mo»liwych konformacji, to procesowi temu b¦dzie przeciwdziaªa¢

entropia. Dopiero po jego rozprostowaniu siªa b¦dzie mogªa oddziaªywa¢ na

wi¡zania wewn¡trz polimeru, prowadz¡c do deformacji jego struktury we-

wn¦trznej lub zrywania wi¡za«. Zatem mamy do czynienia z dwoma rodza-

jami spr¦»ysto±ci polimeru - spr¦»ysto±ci¡ entropow¡ dla maªych wydªu»e«

oraz spr¦»ysto±ci¡ entalpiczn¡, gdy zachodzi rozci¡ganie samego polimeru.

Tak¡ spr¦»ysto±¢, inn¡ ni» opisywan¡ prawem Hooke'a spr¦»ysto±¢ metali,

wykazuj¡ wszystkie materiaªy polimerowe.

Aby opisa¢ spr¦»ysto±¢ entropow¡ polimeru konieczne jest stworzenie mo-

delu kª¦bka polimeru na gruncie �zyki statystycznej. W modelu Kratky

- Poroda [43, 44, 45, 46], polimer stanowi ªa«cuch N odcinków jednako-

wej dªugo±ci l, nazywanych odcinkami Kuhna. Odcinki te sczepione s¡ ze

sob¡ zª¡czami, które mog¡ si¦ swobodnie zgina¢ w ka»dym kierunku i pod

ka»dym k¡tem. Konformacja takiego polimeru stanowi¢ b¦dzie bª¡dzenie

przypadkowe, gdzie ka»dy krok dªugo±ci l ustawiony b¦dzie w przypadko-

wym kierunku okre±lonym przez jednostkowy wektor ~ti, skierowanym pod

k¡tem βi wzgl¦dem poprzedniego odcinka, niezale»nym od kierunku kroków

poprzedzaj¡cych go i nast¦puj¡cych po nim. Dªugo±¢ konturu, czyli caªkowita

dªugo±¢ polimeru wynosi¢ b¦dzie wielokrotno±¢ l

LC = N l (1.4)
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Energia danej kon�guracji ªa«cucha w tym modelu stanowi sum¦ energii

ugi¦cia wszystkich segmentów, przy zaªo»eniu, »e sztywno±¢ ka»dego odcinka

Kuhna opisuje moduª spr¦»ysto±ci zginania b:

EKP = −b
l

N∑
i=2

~ti · ~ti−1 = −b
l

N∑
i=2

cos βi (1.5)

Sztywno±¢ polimeru w modelu takim mo»na ilo±ciowo zde�niowa¢ poprzez

parametr dªugo±ci persystentnej (persistence length). Poniewa» na skutek

ruchów termicznych polimer b¦dzie podlegaª ugi¦ciom, których warto±¢ b¦-

dzie zale»na od jego sztywno±ci, miar¦ sztywno±ci stanowi¢ b¦dzie dªugo±¢

persystentna lp, na jakiej polimer jest w stanie utrzyma¢ dany kierunek:

〈
~ti · ~tj

〉
= 〈cos β〉 = exp

(
− l |i− j|

lp

)
(1.6)

Dla l |i− j| mniejszego lub zbli»onego do lp k¡t β b¦dzie miaª maª¡ war-

to±¢, a fragmenty ªa«cucha b¦d¡ miaªy podobny kierunek. Jednak dla dªu»-

szych fragmentów polimeru, przekraczaj¡cych lp, k¡t β b¦dzie mógª przybra¢

dowoln¡ warto±¢. Odcinek taki b¦dzie miaª zatem ko«ce skierowane w nie-

zale»nych od siebie kierunkach. Dªugo±¢ persystentn¡ powi¡za¢ mo»emy z

moduªem zginania B caªego polimeru, przyjmuj¡c, »e energia ugi¦cia jed-

norodnej belki o dªugo±ci lp w ªuk o 1 radian (czyli o promieniu lp) wynosi

B y/2r2. Przyjmuj¡c, »e ugi¦cie zachodzi pod wpªywem ruchów termicznych

otrzymamy 1
2
kBT = B/2lp, czyli lp = B/kBT [47].

Rozmiar entropowego kª¦bka polimeru mo»na opisa¢ za pomoc¡ wektora

odlegªo±ci ko«ców ªa«cucha ~R , który stanowi sum¦ wektorów l~ti. Poniewa»

jednak w wyniku ruchów termicznych jego warto±¢ ±rednia
〈−→
R
〉

= 0, in-

formacj¦ o rozmiarach kª¦bka uzyska¢ mo»na jedynie z
〈
~R2
〉
. Im wi¦ksze

b¦d¡ odcinki Kuhna i im wi¦cej ich b¦dzie lub te» im wi¦ksza b¦dzie dªugo±¢

konturu polimeru, tym wi¦kszy rozmiar b¦dzie miaª utworzony przez niego

kª¦bek statystyczny.

〈
~R2
〉

=

(
l
N∑
i=1

~ti

)2

= 2Nl lp = 2LC lp (1.7)

Pod wpªywem przyªo»onej do polimeru siªy rozci¡gaj¡cej ~F dojdzie do

jego deformacji i wykonania pracy − ~F ·~R. Zatem EKP b¦dzie mie¢ posta¢

EKP = −b
l

N∑
i=2

~ti · ~ti−1 − ~F l

N∑
i=1

~ti (1.8)
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Rysunek 1.7. Model ªa«cucha statystycznie niezale»nych elementów - freely jointed

chain (FJC)

EKP = −b
l

N∑
i=2

cos βi − F l
N∑
i=1

cos βi (1.9)

Jednym z mo»liwych rozwi¡za« modelu Kratky-Poroda jest model ªa«-

cucha statystycznie niezale»nych elementów (freely jointed chain - FJC ), w

którym b = 0, a zatem skªadaj¡cego si¦ ze sztywnych odcinków, z ugi¦ciami

dopuszczalnymi jedynie na ich poª¡czeniach (Rys. 1.7). Sztywno±¢ takiego

polimeru uzale»niona jest zatem wyª¡cznie od dªugo±ci odcinka Kuhna, a

l = 2lp. Zatem 〈
~R2
〉

= Nl (1.10)

a

EFJC = −~F l
N∑
i=1

~ti = −F l
N∑
i=1

cos βi (1.11)

Suma statystyczna Z takiego ukªadu b¦dzie mie¢ posta¢:

Z =
∑
~ti

e
−EFJC

kBT (1.12)

Przeprowadzaj¡c caªkowanie po liczbie mikrostanów polimeru [48] otrzy-

mamy:

Z =
2πkBT

F l
sinh

F l

kBT
(1.13)

Wyznaczaj¡c energi¦ swobodn¡ takiego ukªadu E = −kBT logZ, mo-

»emy otrzyma¢ ±rednie wydªu»enie 〈x〉 = −∂E
∂F
. St¡d
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Rysunek 1.8. Model polimeru Marko-Siggi, w postaci izotropowego sznura - worm
like chain WLC

x(F ) = LC

[
ctgh

(
F l

kBT

)
− kBT

F l

]
(1.14)

W konfrontacji z do±wiadczeniami wykorzystuj¡cymi spektroskopi¦ me-

chaniczn¡ [49], które po raz pierwszy umo»liwiªy bezpo±redni pomiar wªa±ci-

wo±ci mechanicznych pojedynczej cz¡steczki DNA model FJC okazaª si¦ za-

sadny tylko dla pocz¡tkowej fazy rozpl¡tywania entropowego kª¦bka. Znacz-

nie lepszego opisu dostarcza model Marko-Siggii [50, 51, 44] (worm like chain

- WLC). W modelu tym polimer stanowi izotropowy, jednorodnie uginaj¡cy

si¦ sznur (Rys. 1.8) o dªugo±ci konturowej LC , czyli w sytuacji, gdy w modelu

Kratky-Poroda przyjmiemy l→ 0:

EWLC

kBT
=
l

2

LCˆ

0

(
d~t

ds

)2

ds− F

kBT

LCˆ

0

cos β(s)ds (1.15)

gdzie s stanowi drog¦ po obwiedni konturu polimeru. Obliczenie w tym

modelu wydªu»enia pod wpªywem przyªo»onej siªy jest nietrywialne i w osta-

tecznej postaci podane zostaªo przez Marko i Siggi¦ [51].

�rednia odlegªo±¢ mi¦dzy ko«cami polimeru w modelu WLC wynosi

~R =

LCˆ

0

~t(s)ds (1.16)

〈
~R2
〉

=

〈 LCˆ

0

~t(s)ds ·
LCˆ

0

~t(s′)ds

〉
= 2lpL

[
1− lp

LC

(
1− exp(− lp

LC

)]
(1.17)
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Rozwi¡zanie sumy statystycznej dla modelu WLC stanowi:

F (x) =
kBT

lp

[
1

4

(
1− x

LC

)−2
+

x

LC
− 1

4

]
(1.18)

Kolejne do±wiadczenia wykazaªy bardzo dobr¡ przydatno±¢ tego modelu

w zakresie spr¦»ysto±ci entropowej. Model FJC dobrze opisuje natomiast

mechanik¦ ssDNA i polisacharydów, czyli polimerów w których wyró»ni¢

mo»na sztywne fragmenty na podobie«stwo odcinków Kuhna. Rozszerzenia

zakresu stosowania obu modeli dla zakresu gdzie rol¦ odgrywa¢ zaczyna spr¦-

»ysto±¢ entalpiczna dokonano wprowadzaj¡c moduª spr¦»ysto±ci rozci¡gania

odcinka Kuhna κ lub moduª spr¦»ysto±ci rozci¡gania polimeru na jednostk¦

jego dªugo±ci Φ w modelu WLC:

x(F ) = LC

[
coth

(
F l

kBT

)
− kBT

F l

](
1 +

F

κ

)
(1.19)

F (x) =
kBT

lp

[
1

4

(
1− y

LC
+
F

Φ

)−2
+
x

L
− 1

4
− F

Φ

]
(1.20)

Rozszerzony model WLC (eWLC) mo»na podda¢ znacznemu uproszcze-

niu [52, 53] przy dopasowaniach w zakresie du»ych (>9pN) siª, gdzie dominuje

spr¦»ysto±¢ entalpiczna:

x(F ) = LC

[
1− 1

2

√
kBT

F lp
+
F

Φ

]
(1.21)

Zarówno za pomoc¡ pomiarów w makroskali (rozpraszanie ±wiatªa [54],

dichroizm przepªywów [55], ligacja pojedyncza [56] oraz wymuszone polem

elektrycznym zmiany dwójªomno±ci [57] i dichroizmu [58]), jak i dla poje-

dynczych molekuª z wykorzystaniem spektroskopii mechanicznej (Rozdziaª

4) oraz mikroskopii siª atomowych [59] i krioelektronowej [60] oszacowano

warto±¢ dªugo±ci persystentnej DNA na ok. 50 nm. Stosuj¡c proste analo-

gie, mo»na wyznaczy¢ moduª spr¦»ysto±ci molekuªy DNA. Je±li przyjmiemy,

»e DNA stanowi jednorodny pr¦t o promieniu r = 1 nm i module zginania

B = 50 nm · kBT , to jego moduª Younga wyniesie 4B/πr4 = 300 MPa. Zbli-

»on¡ warto±¢ moduªu Younga posiada pleksiglas, DNA stanowi zatem bardzo

sztywny polimer. Jest to jednak zrozumiaªe, je±li we¹miemy pod uwag¦, jak

du»a g¦sto±¢ ªadunku wyst¦puje na jego powierzchni i jak silne w zwi¡zku z

tym jest odpychanie mi¦dzy fragmentami tego polimeru [47].



2. Budowa i zasada dziaªania

mikroskopu siª atomowych

Mikroskop siª atomowych (Atomic Force Microscope - AFM) zostaª wy-

naleziony w 1986 roku [61], jako trzeci po mikroskopie tunelowym (Scanning

Tunelling Microscope - STM) i mikroskopie bliskiego pola optycznego (Scan-

ning Near-Field Optical Microscope - SNOM) mikroskop z sond¡ skanuj¡c¡.

Rysunek 2.1. Mikrobelka mikroskopu siª atomowych. Zaadaptowane z [62]

Zasadnicz¡ cz¦±ci¡ AFM jest spr¦»ysta mikrobelka (Rys. 2.1) o rozmiarze

z zakresu 10-300 mm, wykonana z krzemu lub azotku krzemu i zako«czona

ostrzem w formie piramidki z wierzchoªkiem o promieniu ok. 20 nm. Mo»e

mie¢ ró»ne rozmiary, ksztaªty, oraz staªe spr¦»ysto±ci, w zale»no±ci od za-

stosowa«, do których jest przeznaczona. Mikrobelka jest przesuwana po po-

wierzchni próbki za pomoc¡ przetwornika piezoelektrycznego. Pod wpªywem

oddziaªywa« z nierówno±ciami powierzchni mikrobelka odgina si¦ od poªo»e-
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nia równowagi, a poprzez skanowanie rastrowe i monitorowanie warto±ci tego

odchylenia uzyskuje si¦ obraz topogra�i próbki.

Mo»na wyró»ni¢ dwa podstawowe tryby obrazowania AFM - tryb sta-

tyczny i tryb dynamiczny. W przypadku bardzo pªaskich próbek (np. obrazo-

wanie sieci krystalicznej) skaner mo»e utrzymywa¢ staª¡ wysoko±¢ i wyª¡cznie

ugi¦cie mikrobelki dostarcza informacji o topogra�i próbki (tryb kontaktowy

staªej wysoko±ci). W wi¦kszo±ci przypadków wykorzystywana jest jednak

p¦tla sprz¦»enia zwrotnego, która pozwala utrzymywa¢ staªy nacisk mikro-

belki na podªo»e podczas skanowania, a informacji o topogra�i dostarcza

ruch pionowy skanera, który wodzi po powierzchni próbki. W trybie dyna-

micznym mikrobelka pobudzana jest do drga« przez dodatkowy przetwornik

piezoelektryczny (lub, w niektórych wersjach, pole magnetyczne), a informa-

cji o badanej powierzchni dostarczaj¡ zmiany amplitudy i fazy tych drga«

zachodz¡ce pod wpªywem oddziaªywa« ostrza z próbk¡. AFM, w przeciwie«-

stwie do mikroskopu elektronowego i tunelowego, mo»e obrazowa¢ próbki nie

przewodz¡ce pr¡du, jak równie» pracowa¢ w ±rodowisku ciekªym. Ponadto, w

trybie dynamicznym, oddziaªywanie ostrza z próbk¡ mo»e by¢ bardzo ogra-

niczone, co umo»liwia obrazowanie nawet bardzo delikatnych próbek. Cechy

te sprawiaj¡, »e instrument ten znakomicie nadaje si¦ do obrazowania próbek

biologicznych in vitro, w ±rodowisku zbli»onym do »ywego organizmu.

Rysunek 2.2. Schemat dziaªania mikroskopu siª atomowych z optyczn¡ detekcj¡
ugi¦cia mikobelki

Gªówn¡ metod¡ stosowan¡ obecnie do detekcji odchylenia mikrobelki jest

metoda optyczna (optical lever detection method) [63, 64, 65], zbli»ona za-
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sad¡ dziaªania do wagi skr¦ce« Cavendisha (Rys. 2.2). Kraniec mikrobelki

pokryty odblaskow¡ warstw¡ zªota jest o±wietlany zogniskowan¡ wi¡zk¡ lase-

row¡. Wi¡zka ta po odbiciu kierowana jest do detektora poªo»enia, maj¡cego

zwykle posta¢ fotodiody czterosekcyjnej. Pr¡dy z poszczególnych kwadran-

tów, po przetworzeniu na sygnaªy napi¦ciowe poddane zostaj¡ prostej aryt-

metyce: (UA+UB)−(UC+UD)
UA+UB+UC+UD

. Uzyskany sygnaª z zakresu -10V...10V wyra»a

pionow¡ zmian¦ poªo»enia plamki lasera na powierzchni fotodiody niezale»nie

od waha« jasno±ci lasera.

Stosowanie tej metody zwi¡zane jest jednak z pewnymi ograniczeniami.

Liniowa zale»no±¢ mi¦dzy sygnaªem napi¦ciowym, a odksztaªceniem mikro-

belki nie jest speªniona dla du»ego jej ugi¦cia. Nieliniowo±¢ pojawia si¦ jednak

dopiero przy wychyleniach odpowiadaj¡cych siªom rz¦du 10 nN. Ponadto w

ukªadach tych spotka¢ si¦ mo»emy z problemem interferencji. Próbki o bªysz-

cz¡cej powierzchni, takie jak napylone metale mog¡ odbija¢ promie« lasera.

W sytuacji, gdy laser ustawiony jest prostopadle do powierzchni próbki doj±¢

mo»e zatem do interferencji promienia odbitego z promieniem padaj¡cym.

�rodkiem zaradczym jest stosowanie laserów niskospójnych lub jasnych diod

luminescencyjnych. Korzystne jest równie» odchylenie promienia pod nie-

wielkim k¡tem wzgl¦dem normalnej do powierzchni próbki, poniewa» wów-

czas skróceniu ulegnie obszar w którym doj±¢ mo»e do interferencji wi¡zek.

Sytuacj¦ poprawia tak»e ogniskowanie lasera, tak by jak najmniej ±wiatªa

wydostawaªo si¦ poza kraw¦d¹ mikrobelki.

Intuicja podpowiada, by podobnie jak w przypadku wagi skr¦ce« od-

bity promie« przebyª jak najdªu»sz¡ drog¦, zwi¦kszaj¡c tym samym czuªo±¢

instrumentu. Pami¦ta¢ jednak nale»y, »e ±wiatªo lasera musi zosta¢ zogni-

skowane na niewielkim kra«cu mikrobelki do plamki o rozmiarach kilkudzie-

si¦ciu, a nawet kilku mikrometrów. W efekcie odbita wi¡zka jest rozbie»na i

przesadne zwi¦kszenie jej dªugo±ci mo»e spowodowa¢, »e plamka zajmie caª¡

powierzchni¦ fotodiody czterosekcyjnej, zmniejszaj¡c tym samym, zamiast

zwi¦ksza¢, czuªo±¢. Ponadto �uktuacje powietrza, które s¡ tym bardziej za-

uwa»alne, im dªu»sza jest droga optyczna, zwi¦kszaj¡ szum instrumentu.

W±ród metod detekcji ugi¦cia mikrobelki AFM, takich jak interferometria

[66], czujniki piezorezystywne [67] i pojemno±ciowe [68], metoda optyczna

charakteryzuje si¦ prostot¡ oraz bardzo dobr¡ czuªo±ci¡ i z powodów tych

jest najcz¦±ciej stosowana.

Drugim kluczowym elementem konstrukcji ka»dego AFM jest przetwornik

piezoelektryczny, który pozwala na przesuwanie mikrobelki wzgl¦dem próbki.

Poprzez wykorzystanie odwrotnego zjawiska piezoelektrycznego umo»liwia on
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wykonywanie kontrolowanych przesuni¦¢ rz¦du uªamków nanometra. Mate-

riaª piezoelektryczny o staªej odksztaªcenia piezoelektrycznego γ, dªugo±ci z

i grubo±ci h pod wpªywem przyªo»onego napi¦cia U wydªu»y si¦ o ∆z:

∆z

z
= γ

U

h
(2.1)

Ta liniowa zale»no±¢ speªniona jest jednak jedynie dla niewielkich wydªu-

»e«. Nieliniowo±¢, wynikaj¡c¡ z histerezy piezoelektryka mo»na ograniczy¢

poprzez poª¡czenie przetwornika ze skalibrowanym sensorem wydªu»enia i

umieszczaj¡c ukªad w p¦tli sprz¦»enia zwrotnego (closed loop), która kory-

guje przyªo»one napi¦cie i umo»liwia utrzymanie przez przetwornik zadanego

wydªu»enia. Cen¡ za tak uzyskan¡ linearyzacj¦ jest jednak zwi¦kszony szum,

wprowadzany przez kontroler sprz¦»enia zwrotnego. Przy obrazowaniu ma-

ªych obszarów, gdzie przesuni¦cia i tym samym nieliniowo±ci przetworników

piezoelektrycznych s¡ niewielkie, a szumy mog¡ znacznie obni»y¢ jako±¢ uzy-

skanych obrazów skanowanie dokonywane jest w otwartej p¦tli sprz¦»enia

zwrotnego (open loop).

Przetworniki piezoelektryczne stosowane w mikroskopii sond skanuj¡cych

maj¡ ró»ne formy. Klasyczny skaner ma posta¢ ceramicznej rury o meta-

lizowanych powierzchniach, przy czym warstwa pokrywaj¡ca powierzchni¦

zewn¦trzn¡ podzielona jest na cztery cz¦±ci (Rys. 2.3 A). Je±li do wszyst-

kich czterech sekcji zewn¦trznej elektrody przyªo»one zostanie identyczne na-

pi¦cie, to wówczas dojdzie do wydªu»enia caªego skanera. Natomiast, je±li

napi¦cie przyªo»one do jednej sekcji b¦dzie mniejsze, to wówczas dojdzie do

zgi¦cia przetwornika w kierunku tej sekcji. Wad¡ tego rodzaju przetwor-

ników jest du»a nieliniowo±¢ ich wydªu»enia i ruch przesuwanej próbki po

powierzchni sfery prowadz¡cy do znieksztaªce« w uzyskanym obrazie AFM.

Coraz cz¦±ciej w mikroskopach skanuj¡cych wykorzystuje si¦ przetworniki

w postaci piezostosu, gdzie elementy piezoelektryczne uªo»one s¡ równolegle

(Rys. 2.3.B). Przetworniki takie wprawdzie wykonuj¡ ruch tylko w jednej osi,

jednak po umieszczeniu w oprawie spr¦»ynuj¡cej (�exure stage) (Rys. 2.3 C)

mo»liwe jest wykonywanie ruchu skanuj¡cego. Dzi¦ki temu mo»liwe jest ska-

nowanie nawet du»ych powierzchni bez znacz¡cych odchyle« od pªaszczyzny

ruchu i jego caªkowite rozdzielenie z ruchem pionowym, wykonywanym przez

trzeci piezostos. Ten rodzaj przetworników posiada ponadto, w porównaniu

z przetwornikami rurowymi, lepsz¡ charakterystyk¦ dynamiczn¡, jak równie»

mniejsz¡ nieliniowo±¢.
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Rysunek 2.3. Elementy piezoelektryczne stosowane w mikroskopii siª atomowych.
Skaner rurkowy (A), piezostos (B) i piezostos zamontowany w oprawie spr¦»ynu-

j¡cej (C).

Dodatkowy przetwornik piezoelektryczny o bardzo niewielkich rozmiarach

sªu»y w dynamicznym trybie obrazowania do wzbudzania drga« mikrobelki.

Kontroler skanera znajduje si¦ w zamkni¦tej p¦tli sprz¦»enia zwrotnego z sys-

temem detekcji wychylenia mikrobelki, przez co mo»liwe jest utrzymywanie

staªego oddziaªywania z próbk¡ w czasie skanowania.

Poniewa» w mikroskopii AFM dochodzi do pomiaru niezwykle maªych siª,

pomiary mog¡ zosta¢ ªatwo zaburzone przez drgania i haªas. Aby zminima-

lizowa¢ ich wpªyw stosuje si¦ izolacj¦ antywibracyjn¡ i akustyczn¡ oraz pro-

jektuje si¦ konstrukcj¦ no±n¡ mikroskopu tak, by jej drgania w jak najmniej-

szym stopniu zaburzaªy ruch mikrobelki. W konstrukcji mikroskopu de�niuje

si¦ tzw. p¦tl¦ mechaniczn¡, zawieraj¡c¡ przetwornik piezoelektryczny oraz

konstrukcj¦ no±n¡ mikroskopu i ª¡cz¡c¡ mikrobelk¦ z podªo»em [69]. Aby

przesun¡¢ cz¦stotliwo±¢ rezonansow¡ drga« wªasnych takiej p¦tli ku wysokim

warto±ciom, co uniemo»liwi jej wzbudzanie przez drgania gruntu, p¦tla taka

powinna by¢ jak najsztywniejsza i najl»ejsza. Podobne zalety ma stosowanie

jak najmniejszych mikrobelek, jednak nie zawsze mog¡ by¢ one wykorzystane

z racji ogranicze« w ogniskowaniu plamki lasera w gªowicach instrumentów

komercyjnych. Ponadto materiaª, z którego wykonany jest AFM powinien

mie¢ maª¡ rozszerzalno±¢ ciepln¡. W celu izolacji od drga« stosuje si¦ ukªady

du»ej masy na elastycznym zawieszeniu lub poduszce powietrznej, tworz¡ce

oscylator o cz¦sto±ci wªasnej rz¦du kilku Hz, na którym umieszczony zostaje
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instrument. Dodatkowo, w celu ochrony przed drganiami wysokich cz¦stotli-

wo±ci stosuje si¦ podkªadki z gumy i silikonu.

W odró»nieniu od innych metod obrazowania, mikroskopia sond skanuj¡-

cych umo»liwia nie tylko obrazowanie próbek, ale równie» manipulacj¦ nimi.

Najwi¦ksze mo»liwo±ci posiada AFM, umo»liwiaj¡c skrawanie powierzchni

(nanolitogra�a) lub przesuwanie znajduj¡cych si¦ na niej obiektów [70]. Mi-

krobelki AFM, jako spr¦»yny pªaskie mog¡ by¢ wykorzystane w charakterze

dynamometrów, umo»liwiaj¡c tym samym nie tylko odksztaªcenie mikro i

nanoobiektów, ale równie» jednoczesny pomiar siªy, z jak¡ to odksztaªcenie

zostaªo wykonane. Ten tryb pomiarowy, znany jako spektroskopia mecha-

niczna AFM (AFM force spectroscopy) szczegóªowo omówiony jest w nast¦p-

nym rozdziale.



3. Spektroskopia mechaniczna

pojedynczych molekuª

3.1. Ogólny opis metody

W latach 90 XX wieku pojawiªy si¦ pierwsze metody, umo»liwiaj¡ce ma-

nipulacj¦ mikro i nanoobiektami, poª¡czon¡ z jednoczesnym pomiarem siªy

[8]. W klasycznych metodach makroskopowych bada« polimerów obserwowa¢

mo»na tylko zmiany zachodz¡ce w populacji bardzo wielu molekuª, które do-

datkowo niejednokrotnie s¡ wzajemnie powi¡zane i formuj¡ sie¢. Tym samym

nie wszystkie zjawiska mog¡ zosta¢ zaobserwowane, poniewa» w próbce do-

chodzi do u±redniania milionów zdarze«. Dopiero zastosowanie maªych sond

siªowych pozwoliªo na test tych teorii dla pojedynczych cz¡steczek. Metody

opisane w tym rozdziale, mimo stosowania sond o rozmiarach mikrometrów,

posiadaj¡ czuªo±¢ wystarczaj¡c¡ do obserwacji subtelnych efektów mecha-

nicznych w pojedynczych makromolekuªach. Do gªównych metod, dost¦p-

nych komercyjnie nale»¡ puªapki optyczne i magnetyczne oraz mikrobelki

AFM. Rzadziej stosowane s¡ manipulacje z wykorzystaniem mikroigieª oraz

biomembran. Ze wzgl¦du na tematyk¦ pracy, najwi¦cej uwagi po±wi¦cimy

mikrobelkom AFM, pozostaªe metody opisane b¦d¡ jedynie skrótowo, w celu

peªniejszego zrozumienia Rozdziaªu.4.

W spektroskopii mechanicznej, niezale»nie od zastosowanej metody, do-

prowadzamy do odksztaªcenia badanego obiektu (pojedynczej molekuªy poli-

meru), mierz¡c zarówno warto±¢ siªy jak i stopie« odksztaªcenia zachodz¡cego

pod jej wpªywem.[71, 72, 8]. Do pomiaru siªy wykorzystuje si¦ niskowymia-

rowe sondy, do których przyczepia si¦ unieruchomiony na podªo»u obiekt.

Je±li taki ukªad zostanie poddany dziaªaniu siªy, to odksztaªceniu podlega

zarówno sonda jak i sam obiekt. Poprzez pomiar odksztaªcenia sondy y,

przy jej znanej staªej spr¦»ysto±ci k mo»emy wyznaczy¢ siª¦ rozci¡gaj¡c¡ F

korzystaj¡c z prawa Hooke'a:

33



F = k y (3.1)

Siªy z jakimi b¦dziemy mieli do czynienia w przypadku makromolekuª w

zakresie entropowym b¦d¡ z zakresu kBT/nm ≈ 4pN. Aby mo»liwe byªo

wykonywanie pomiarów tak niewielkich siª konieczne jest stosowanie sond o

rozmiarach mikrometrowych. Niewielki rozmiar sondy powoduje jednak, »e

podlega ona ruchom termicznym. G¦sto±¢ widmowa mocy tych drga« S dla

cz¦stotliwo±ci ω mo»na wyrazi¢ jako:

S(ω) =
kBT

π2δ(ω + ωc)
(3.2)

gdzie δ = 6πηa to opór cieczy o wspóªczynniku lepko±ci η dla sondy w ksztaª-

cie kulki o promieniu a, a cz¦stotliwo±¢ graniczna ωc = k
2πδ

.

Rysunek 3.1. G¦sto±¢ widmowa mocy szumu termicznego dla ró»nego rodzaju mi-
krosond. Krzywa S2 pochodzi z sondy o dwukrotnie wi¦kszej staªej spr¦»ysto±ci ni»
sonda S, natomiast sonda S1 stawia cieczy dwukrotnie mniejszy opór ni» sonda S.
Pomara«czowa przerywana linia pokazuje przykªadowy limit �ltru dolnoprzepusto-
wego, zmniejszaj¡cego pole pod krzywymi i tym samym zwi¦kszaj¡cego stosunek

sygnaªu do szumu.

Nieoznaczono±¢ odksztaªcenia δy2 w zakresie cz¦stotliwo±ci ∆ω odpo-

wiada polu powierzchni pod wykresem S(ω). Mo»emy zauwa»y¢ (Rys. 3.1),

»e dla cz¦stotliwo±ci mniejszych ni» ωc warto±¢ szumu ma staª¡ warto±¢
4kBTβ
k2

i w tym zakresie

δy2 =
4kBTδ

k2
∆ω (3.3)

δy =

√
4kBT δ∆ω

k2
(3.4)
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Natomiast korzystaj¡c z (3.1) nieoznaczono±¢ siªy wyznaczymy jako:

δF =
√

4kBT δ∆ω (3.5)

Aby zwi¦kszy¢ rozdzielczo±¢ pomiarów siªowych nale»y zatem korzysta¢

z jak najmniejszych sond, które stawiaj¡ cieczy maªy opór. Natomiast zasto-

sowanie �ltra dolnoprzepustowego pozwala zmniejszy¢ zakres cz¦stotliwo±ci

∆ω i poprawi¢ stosunek sygnaªu do szumu [71, 73, 8].

Aby mo»liwe byªo przyªo»enie siªy do rozci¡ganego obiektu konieczne jest

jego umocowanie do podªo»a i do samej sondy. Przytwierdzenie to mo»e

mie¢ charakter specy�czny czyli poprzez wi¡zania elementów komplementar-

nych (np. ligand-receptor, pary zasadowe DNA). Jeden z tych elementów

przytwierdzany jest do sondy i podªo»a, drugi natomiast do rozci¡ganego

obiektu. Wówczas zwi¦ksza si¦ prawdopodobie«stwo, »e sonda zwi¡»e si¦ z

konkretnym obiektem i podczepienie to wyst¡pi w okre±lonym miejscu. Wad¡

tego rozwi¡zania jest ograniczenie siªy rozci¡gaj¡cej obiekt do wytrzymaªo-

±ci wi¡zania specy�cznego. Ponadto rozci¡gni¦ciu ulega wówczas wi¦cej ni»

jeden obiekt i mimo, »e wykorzystuje si¦ zazwyczaj dobrze poznane ª¡czniki,

to ich wkªad mo»e utrudni¢ interpretacj¦ krzywych siªowych. Przy wyko-

rzystaniu AFM mo»liwe jest stosowanie powierzchni niemody�kowanych i

rozci¡ganie obiektów przyczepionych poprzez wi¡zania niespecy�czne. Do-

bieraj¡c do ªadunku obiektu w roztworze powierzchnie ujemne (mika, szkªo)

lub dodatnie (zªoto) mo»na przyczepi¢ obiekt poprzez adhezj¦. Dokªadna

natura wi¡za« powstaj¡cych mi¦dzy molekuª¡ a igª¡ mikrobelki nie zostaªa

ustalona. Jednak wi¡zania tego typu wytrzymuj¡ napr¦»enia nawet kilkuset

pN, nie wymagaj¡ mody�kacji próbki i tym samym uzyskane krzywe siªowe

odzwierciedlaj¡ wyª¡cznie odksztaªcenie obiektów jednego rodzaju.

W badaniach mechaniki pojedynczych molekuª wi¦kszo±¢ eksperymentów

polega na monitorowaniu zmian siªy podczas rozci¡gania obiektu do zadanej

dªugo±ci. W puªapkach magnetycznych [8] oraz przy zastosowaniu cyfrowych

kontrolerów PID, równie» w przypadku sond AFM [74] i puªapek optycznych

[75] mo»liwe jest odwrócenie sytuacji, czyli utrzymywanie staªej siªy oddzia-

ªuj¡cej na obiekt i monitorowanie jego wydªu»e« . Tryb ten w literaturze jest

znany jako force clamp.

W metodach spektroskopii mechanicznej pojedynczych molekuª pomiary

wykonuje si¦ in vitro. Przygotowan¡ sond¦ umieszcza si¦ w mo»liwie jak

najbardziej jednorodnym roztworze, zawieraj¡cym badane molekuªy w nie-

wielkim st¦»eniu w celu ograniczenia wielokrotnych podczepie«. Do roztworu

tego wprowadza si¦ niekiedy w trakcie trwania eksperymentu dodatkowe mo-
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lekuªy, w celu wykrycia ich wpªywu na mechanik¦ badanych obiektów. Me-

tody spektroskopii mechanicznej pojedynczych molekuª umo»liwiªy znacznie

lepsze poznanie budowy i funkcjonowania biaªek modularnych , polisachary-

dów, motorów biaªkowych, enzymów oraz DNA [9, 76]. Szczegóªowy przegl¡d

literaturowy bada« wykonanych dla DNA znajduje si¦ w rozdziale 4.

Nale»y zaznaczy¢, »e dla bio�zyki pojedynczych molekuª pomiary in vitro

to jedynie wst¦p dla stanowi¡cego wci¡» jeszcze jedynie perspektyw¦ powta-

rzalnego wykonywania pomiarów siªowych we wn¦trzu »yj¡cej komórki [77].

3.2. Spektroskopia mechaniczna AFM

W spektroskopii mechanicznej AFM (Rys.3.2) jako sond¦ do pomiaru siªy

wykorzystuje si¦ mikrobelk¦, do której przyczepiony jest rozci¡gany obiekt

[78]. Miar¦ siªy rozci¡gaj¡cej stanowi stopie« jej ugi¦cia.

Rysunek 3.2. Spektroskopia mechaniczna AFM pojedynczych molekuª. Polimer
zaczepiony jest jednym ko«cem do podªo»a przesuwanego za pomoc¡ przetwornika
piezoelektrycznego, natomiast drugi koniec przyczepia si¦ do ostrza mikrobelki (A).
Mikrobelka AFM funkcjonuje jako dynamometr, a jej ugi¦cie ∆dy umo»liwia po-
miar siªy podczas rozci¡gania podczepionego do ostrza obiektu poprzez przesuni¦cie

∆z podªo»a (B).

Zamiast skanowania, przetwornik piezoelektryczny wykonuje jedynie ruch

w jednym wymiarze. W jego wyniku mikrobelka zbli»a si¦ do powierzchni,

dotyka jej, a nast¦pnie cofa si¦ do pozycji wyj±ciowej. Celem jest uchwycenie

przytwierdzonego do podªo»a obiektu, a nast¦pnie jego rozci¡gni¦cie. Za-

rejestrowany wówczas sygnaª napi¦ciowy ugi¦cia mikrobelki oraz wydªu»enie

przetwornika piezoelektrycznego stanowi podstaw¦ do otrzymania tzw. krzy-
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wej siªowej, czyli wykresu zale»no±ci odksztaªcenia obiektu od przyªo»onej

siªy.

Rysunek 3.3. Krzywa zale»no±ci ugi¦cia mikrobelki od wydªu»enia przetwornika
piezoelektrycznego, powstaj¡ca podczas jej zbli»ania i oddalania od podªo»a. W
czasie oddalania dochodzi równie» do rozci¡gni¦cia i zerwania pojedynczej molekuªy

polimeru.

Ksztaªt typowej krzywej siªowej uzyskiwanej podczas kontaktu z twar-

dym, nie ulegaj¡cym odksztaªceniu w kontakcie z igª¡ podªo»em przedsta-

wiony jest na Rys. 3.3. Przetwornik piezoelektryczny wydªu»a si¦ o zadany

zakres a nast¦pnie cofa, wracaj¡c do pierwotnej pozycji. W wyniku tego

dochodzi do zbli»ania i oddalania igªy od podªo»a z próbk¡ . W pocz¡t-

kowej fazie zbli»ania igªy, kiedy nie wyst¦puj¡ oddziaªywania z podªo»em,

mikrobelka nie ugina si¦, wykonuj¡c jedynie niewielkie drgania wynikaj¡ce

z ruchów termicznych. W bardzo maªym oddaleniu od próbki w wyniku

dziaªania siª kapilarnych (nieobecnych dla pomiarów przeprowadzanych w

±rodowisku pozbawionym wilgoci) nast¦puje przygi¦cie mikrobelki i wej±cie

w kontakt z podªo»em. Mikrobelka zostaje nastepnie odgi¦ta przez dalszy

ruch przetwornika piezoelektrycznego. W wyniku tego na krzywej siªowej

powstaje jej cz¦±¢ kontaktowa, kluczowa w pomiarach nanoindentacji. W

kolejnej fazie przetwornik zaczyna ruch powrotny. Je±li próbka przyci¡ga

ostrze, to mo»na zaobserwowa¢ przygi¦cie mikrobelki podczas ruchu powrot-

nego poza punkt kontaktu, przejawiaj¡ce si¦ jako pik adhezji. Po oderwaniu
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od powierzchni mikrobelka wraca do stanu równowagi. Wyj¡tkiem jest sytu-

acja, gdy do ostrza podczepiony zostaª obiekt. Wówczas pozostaªy zakres ru-

chu przetwornika piezoelektrycznego umo»liwia jego rozci¡gni¦cie, a zmiany

napr¦»enia rozci¡ganego obiektu w wyniku odksztaªce« powoduj¡ uginanie

mikrobelki. Je±li zªapany obiekt nie odczepiª si¦, to mo»liwa jest obserwacja

nie tylko jego rozci¡gania, ale równie» relaksacji.

W trybie spektroskopii mechanicznej mikrobelka wykorzystywana jest w

charakterze dynamometru. Zatem, zgodnie z prawem Hooke'a

F = k∆dy (3.6)

aby wyznaczy¢ siª¦ F dziaªaj¡c¡ na mikrobelk¦ musimy zmierzy¢ jej od-

ksztaªcenie ∆dy i zna¢ jej staª¡ spr¦»ysto±ci k. Sygnaª pochodz¡cy z foto-

diody i moduªu arytmetycznego wyra»a ugi¦cie mikrobelki w jednostkach

napi¦cia ∆dV , mo»emy jednak dokona¢ jego konwersji do jednostek dªugo±ci

poprzez kontrolowane odksztaªcenie mikrobelki ∆dy, rejestruj¡c jednocze±nie

sygnaª napi¦ciowy ∆dV (Rys. 3.4A). Pozwoli to na wyznaczenie czuªo±ci

mikrobelki i ukªadu detekcji jej ugi¦cia:

SE =
∆dy
∆dV

(3.7)

Najpro±ciej mo»na to wykona¢ rejestruj¡c krzyw¡ siªow¡ na twardej i

gªadkiej powierzchni. Nachylenie cz¦±ci kontaktowej krzywej dostarczy wtedy

informacji o czuªo±ci ukªadu mikrobelka - fotodioda, czyli o tym, jakiemu

ugi¦ciu mikrobelki, zmierzonemu dzi¦ki czujnikowi wydªu»enia przetwornika

piezoelektrycznego, odpowiada zmiana napi¦cia na detektorze.

Aby wyznaczy¢ siª¦ powoduj¡c¡ mierzone odksztaªcenie mikrobelki ko-

nieczne jest te» znalezienie jej staªej spr¦»ysto±ci k. Wprawdzie producenci

mikrobelek podaj¡ warto±ci ich staªej spr¦»ysto±ci, jednak wskutek waha«

grubo±ci mo»na zaobserwowa¢ znaczne (60%) rozbie»no±ci k nawet pomi¦-

dzy mikrobelkami pochodz¡cymi z tej samej serii produkcyjnej. Konieczne

jest zatem ustalenie staªej spr¦»ysto±ci mikrobelki przed ka»dym pomiarem.

Sªu»y¢ do tego mo»e wiele metod, m. in. Sadera [79], zwi¦kszonej masy i

wykorzystania mikrobelki referencyjnej [70] i metoda termiczna [80, 81]. Sze-

rzej opiszemy metod¦ termiczn¡, która dzi¦ki swoim zaletom jest najszerzej

stosowana i wykorzystana zostaªa równie» w mojej pracy doktorskiej. Poza

swoj¡ prostot¡ wyró»nia si¦ ona mo»liwo±ci¡ kalibracji mikrobelek w o±rodku

w którym zostanie wykonany pomiar. Jest to o tyle wa»ne, »e ze wzgl¦du

np. na adsorpcj¦ cieczy na powierzchni mikrobelki, jej staªa spr¦»ysto±ci
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B

Rysunek 3.4. Wyznaczanie parametrów niezb¦dnych do skalibrowania mikrobelki:
czuªo±ci s mikrobelki i ukªadu detekcji jej ugi¦cia (A) poprzez pomiar nachylenia
cz¦±ci kontaktowej krzywej siªowej oraz caªki mocy widmowej dV (f) dla pierwszego

modu drga« (B).

mo»e ulec zmianie i tym samym stosowanie warto±ci uzyskanych w pró»ni

lub powietrzu mo»e prowadzi¢ do bª¦dnych warto±ci siªy. Metoda termiczna

wykorzystuje fakt, »e sonda pomiarowa, która jest w stanie równowagi z oto-

czeniem mo»e by¢ w przybli»eniu traktowana jako oscylator harmoniczny,

wzbudzany do drga« przez ruchy termiczne. Jego hamiltonian b¦dzie miaª

posta¢:

H =
〈p2〉
2m

+
k
〈
∆d2y

〉
2

(3.8)

gdzie 〈p2〉 - u±redniony po czasie p¦d ruchu mikrobelki, m - masa mi-

krobelki, k - jej staªa spr¦»ysto±ci,
〈
∆d2y

〉
- u±redniony po czasie kwadrat

odksztaªcenia sondy w wyniku ruchów termicznych. Zgodnie z zasad¡ ekwi-
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partycji energii, zarówno czªonowi ±redniej energii kinetycznej jak i czªonowi

±redniej energii spr¦»ysto±ci mo»emy przypisa¢ energi¦ drga« termicznych
kBT
2
. W szczególno±ci:

k
〈
∆d2y

〉
2

=
kBT

2
(3.9)

k =
kBT〈
∆d2y

〉 (3.10)

k =
kBT

〈∆d2V 〉SE2
(3.11)

Zgodnie z twierdzeniem Parsevala caªka mocy sygnaªu po czasie jest

równa caªce mocy widmowej po cz¦stotliwo±ci:

∞̂

−∞

|dV (t)|2 dt =

∞̂

−∞

|dV (ω)|2 dω (3.12)

Zatem wystarczy dokona¢ rejestracji drga« termicznych mikrobelki przy

ustalonej temperaturze, dokona¢ transformacji Fouriera i scaªkowa¢ nume-

rycznie uzyskane widmo drga«. Zakres caªkowania ograniczy¢ nale»y do piku

pierwszej harmonicznej w celu usuni¦cia wpªywu czynników nie zwi¡zanych

z drganiami termicznymi np. wibracje, zakªócenia akustyczne lub szumy

elektroniczne (Rys. 3.4B). Poniewa» jednak:

� zastosowany model oscylatora harmonicznego jest jedynie przybli»eniem

rzeczywistej mikrobelki

� pomiaru 〈∆d2V 〉 dokonuje si¦ dla mikrobelki swobodnej, podczas gdy SE
mierzone jest dla mikrobelki podpartej

� w pomiarze ugi¦cia metod¡ optyczn¡ plamka lasera nie jest niesko«czenie

maªa i nie znajduje si¦ dokªadnie na ko«cu mikrobelki

konieczne jest skorygowanie wzoru, przy czym czynnik 0.764 prawdziwy jest

dla mikrobelki trójk¡tnej

k = 0.764
kBT

〈∆d2V 〉SE2
(3.13)

Nale»y te» zauwa»y¢, »e w wyniku obecnego w prawie wszystkich mikro-

skopach siª atomowych pochylenia mikrobelki wzgl¦dem pªaszczyzny próbki

o k¡t θ, mierzona siªa F powinna by¢ skorygowana o 1
cos2 θ

. Jednak poniewa»

równie» staªa spr¦»ysto±ci wyznaczana w tym samym mikroskopie metod¡

termiczn¡ lub przy wykorzystaniu mikrobelki referencyjnej podlega korekcie

o cos2 θ, to oba te czynniki znosz¡ si¦ i mierzona siªa jest poprawna w sytu-
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acji, gdy staªa spr¦»ysto±ci wyznaczona zostaªa w tym samym mikroskopie.

K¡t nachylenia mikrobelki uwzgl¦dnia¢ trzeba jedynie gdy korzystamy z k

wyznaczonego za pomoc¡ innej metody, b¡d¹ te» chcemy porówna¢ wyniki

wyznaczania k uzyskane z ró»nych metod.

Sygnaª z czujnika wydªu»enia przetwornika piezoelektrycznego ∆z odpo-

wiada odksztaªceniu zarówno mikrobelki dy jak i badanego obiektu x. Ko-

nieczne jest zatem odj¦cie odksztaªcenia mikrobelki, przy wykorzystaniu w

tym celu uzyskanej poprzednio czuªo±ci SE :

x = ∆z − dy = ∆z − SE dV (3.14)

Tym samym otrzymamy krzyw¡ siªow¡ F (x) (Rys. 3.5).

Rysunek 3.5. Krzywa siªowa uzyskana bezpo±rednio (A) i po kompensacji ugi¦cia
mikrobelki (B)

W czasie pomiarów doj±¢ mo»e do zafaªszowa« wyników, które trzeba

uwzgl¦dni¢ podczas analizy. Poza szybkimi drganiami termicznymi mikro-

belka zgina si¦ równie» na skutek �uktuacji temperatury (thermal drift) w

swoim najbli»szym otoczeniu, powoduj¡c tym samym przesuni¦cie plamki ze

±rodka detektora i wprowadzaj¡c zaburzenie do pomiaru siªy. Ma to jednak

wpªyw na pomiar w przypadku, gdy ruch mikrobelki jest powolny (≤200
nm/s). Zaburzenia tego nie mo»na unikn¡¢, jednak mo»na je znacznie ograni-

czy¢ przez rozpocz¦cie pomiarów po wzgl¦dnym ustabilizowaniu temperatury

ukªadu pomiarowego i korygowaniu ustawie« fotodetektora co pewien czas w

czasie trwania eksperymentu.

Ruch mikrobelki zaburzony jest równie» przez efekty hydrodynamiczne,

takie jak opór o±rodka w którym porusza si¦ mikrobelka. Poniewa» jest on
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proporcjonalny do pr¦dko±ci, ujawnia si¦ w przypadkach, gdy rozci¡ganie

odbywa si¦ z pr¦dko±ci¡ wi¦ksz¡ ni» 3mm/s.

Krzywa siªowa mo»e zosta¢ znieksztaªcona przez interferencj¦, opisan¡ ju»

podczas omawiania mikroskopu siª atomowych. Obecno±¢ interferencji prze-

jawia si¦ pojawieniem charakterystycznych garbów w cz¦±ci bezkontaktowej

krzywej. Unikni¦cie jej mo»liwe jest dzi¦ki wªa±ciwie zaprojektowanemu in-

strumentowi. Je±li mimo tego problem ten pojawia si¦, mo»na próbowa¢

zmieni¢ miejsce kontaktu na powierzchni próbki.

Rysunek 3.6. Pomiary siªy i wydªu»enia w przypadku rozci¡gania polimeru w sy-
tuacji idealnej (a) i pod k¡tem α (b) . Zaadaptowane z [82]

Kolejne dwie przyczyny znieksztaªce« krzywych siªowych rejestrowanych

za pomoc¡ AFM s¡ typowe dla przypadków pomiarów rozci¡gania pojedyn-

czych molekuª polimerów. Pierwszym z nich jest efekt k¡ta[82, 83], wystepu-

j¡cy w sytuacji, gdy oba punkty podczepienia dªugiego polimeru nie le»¡ na

jednej prostej prostopadªej do podªo»a (Rys 3.6A), lecz rozci¡ganie zachodzi

pod k¡tem α (Rys. 3.6B). Mierzona siªa w kierunku Fzb¦dzie zatem projek-

cj¡ faktycznej rozci¡gaj¡cej siªy F na o± Z, podobnie jak dªugo±¢ polimeru L

b¦dzie mierzona jako Lz. Mierzone warto±ci wynosi¢ b¦d¡ zatemFz = F cosα

i Lz = L cosα.

Ponadto zafaªszowania mierzonej dªugo±ci polimeru mo»e wprowadza¢

igªa mikrobelki (Rys. 3.7). W sytuacji, gdy podczepiany polimer jest o 1-2

rz¦dów wielko±ci mniejszy od samego ostrza, miejsce kontaktu czubka igªy z

podªo»em nie zawsze musi pokrywa¢ si¦ z miejscem, do którego podczepia si¦

polimer. Tym samym, gdy polimer podczepi si¦ powy»ej czubka ostrza, to

na krzywej siªowej nie zostanie zarejestrowana dªugo±¢ fragmentu wykracza-

j¡cego poza czubek igªy. Problem ten mo»na zredukowa¢ ograniczaj¡c siª¦

nacisku lub te» stosuj¡c mikrobelki pozbawione igieª.
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Rysunek 3.7. Skrócenie rozci¡ganego polimeru wynikaj¡ce z jego podczepienia po-
wy»ej czubka igªy.

3.3. Pozostaªe metody spektroskopii mechanicznej

Rysunek 3.8. Metody spektroskopii mechanicznej wykorzystuj¡ce puªapki magne-
tyczne (A) i optyczne (B)

W puªapkach optycznych [84] i magnetycznych [85] (optical/magnetic

tweezers) wykorzystuje si¦ mikrometrowych rozmiarów kulki zawieszone w

cieczy (Rys. 3.8). Kulki te, w przypadku szczypiec optycznych, wykonane

s¡ z przezroczystego dielektryka i funkcjonuj¡ jak maªe soczewki sferyczne.

Po zogniskowaniu na ich powierzchni ±wiatªa lasera ulega ono silnemu za-
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ªamaniu. Zmiana kierunku p¦du fotonów w kulce powoduje powstanie siªy

±ci¡gaj¡cej kulk¦ w kierunku ogniska. Natomiast kulki stosowane w puªap-

kach magnetycznych wykonane s¡ z silnie paramagnetycznego materiaªu i ich

puªapkowanie zachodzi w gradiencie pola magnetycznego. Poprzez przesuwa-

nie lasera lub ukªadu magnesów mo»na manipulowa¢ kulk¡ i przyczepionym

do niej obiektem, w szczególno±ci za± odksztaªca¢ go, je±li drugim ko«cem

przyczepiony jest do podªo»a. Puªapki magnetyczne poprzez obrót magnesów

maj¡ ponadto mo»liwo±¢ wymuszania rotacji kulki i tym samym skr¦cania

przyczepionego do niej obiektu. W puªapkach tych pomiar siªy opiera si¦

na wykorzystaniu zale»no±ci mi¦dzy amplitud¡ ruchów Browna kulki, a na-

pr¦»eniem rozci¡ganego polimeru. Przesuni¦cie kulki obserwuje si¦ poprzez

zmiany pr¡»ków interferencyjnych obserwowanej przez mikroskop kulki. Obie

te metody posiadaj¡ znacznie lepsz¡ rozdzielczo±¢ ni» AFM, jednak zarazem

siªa rozci¡gaj¡ca nie przekracza 100 pN. Ograniczenie stanowi tu zarówno

mo»liwo±¢ wykorzystania w tych metodach wyª¡cznie specy�cznego wi¡za-

nia sondy z rozci¡ganym polimerem, jak równie» niebezpieczne rozgrzewanie

próbki przez skupion¡ wi¡zk¦ lasera.

Rysunek 3.9. Spektroskopia mechaniczna wykorzystuj¡ca spr¦»ysto±¢ komórki za-
sysanej w mikropipecie (A) i pomiar ugi¦cia ko«cówki mikroigªy ±wiatªowodowej

(B).

Metod¡ zbli»on¡ do mikroskopu siª atomowych s¡ mikroigªy [86, 87],

wykonane w postaci ±wiatªowodu (Rys. 3.9B). Igªa taka ugina si¦ pod-

czas rozci¡gania zaczepionego za jej koniec polimeru, a ugi¦cie to ±ledzi si¦

poprzez mikroskopow¡ obserwacj¦ ruchu ±wiec¡cej ko«cówki ±wiatªowodu.
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Drugi koniec polimeru przymocowany jest do kulki, przesuwanej za pomoc¡

mikropipety. Dodatkowo mo»liwe jest równie» obracanie mikropipety w celu

skr¦cania podczepionych do niej obiektów. W charakterze sond wykorzystuje

si¦ tak»e komórki biologiczne, gªównie erytrocyty (biomembrane force probe)

[88], uchwycone przez zassanie ko«cówk¡ mikropipety (3.9 A). Miar¡ siªy jest

wi¦c w tej metodzie ugi¦cie membrany lipidowej. Poniewa» zmieniaj¡c pod-

ci±nienie mikropipety mo»na zmienia¢ napr¦»enie bªony uchwyconej komórki,

metoda ta umo»liwia zmian¦ staªej spr¦»ysto±ci sondy siªowej. Przesuni¦cie

mikropipety i odksztaªcenie bªony obserwuje si¦ za pomoc¡ mikroskopu.



4. Spektroskopia mechaniczna DNA

4.1. Rozci¡ganie DNA

Pierwszy pomiar odksztaªcenia pojedynczej cz¡steczki DNA przeprowa-

dzony zostaª w 1992 roku przez zespóª Carlosa Bustamante [49]. Byª to

jednocze±nie pierwszy pomiar wªa±ciwo±ci mechanicznych pojedynczej mole-

kuªy. W eksperymencie tym DNA poprzez wi¡zania specy�czne przyczepiono

jednym ko«cem do podªo»a, a drugim do kulki paramagnetycznej i poprzez

zmiany pr¦dko±ci przepªywu buforu i zmiany pola magnetycznego dokony-

wano jego rozci¡gni¦cia. Dost¦pny w tej metodzie zakres siª umo»liwiª zbada-

nie zakresu spr¦»ysto±ci entropowej dupleksu DNA, czyli rozwijania kª¦bka,

który tworzy on w roztworze. Uzyskane krzywe siªowe DNA wykorzystano

do wery�kacji modeli spr¦»ysto±ci polimeru (Rys. 4.1). Zachowanie DNA

dwuniciowego w zakresie entropowym najlepiej opisuje model WLC [89].

Rysunek 4.1. Krzywa siªowa dsDNA w zakresie entropowym i porównanie z mo-
delami spr¦»ysto±ci polimeru [44].

Kolejne eksperymenty, wykorzystuj¡ce puªapki optyczne [90] oraz sondy
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±wiatªowodowe [87] umo»liwiªy zbadanie zachowania DNA równie» w zakre-

sie spr¦»ysto±ci entalpicznej. Po osi¡gni¦ciu siªy granicznej rozci¡gana mo-

lekuªa zwi¦ksza swoj¡ dªugo±¢ o 70% przy praktycznie staªej sile, formuj¡c

na krzywej siªowej charakterystyczne plateau (overstretching transition - da-

lej nazywane przej±ciem OS). Siªa ta wynosi 65 pN w przypadku, gdy DNA

uchwycone zostaje tylko za jedn¡ ni¢ lub jedna z nici jest przeci¦ta i molekuªa

mo»e obraca¢ si¦ podczas rozci¡gania (Rys. 4.2A). Natomiast w przypadku,

gdy ma miejsce zaczepienie za obie nici (3'5'-5'3') i topologia DNA jest ogra-

niczona (Rys. 4.2B) to przej±cie OS zachodzi dla siªy 110 pN [91]. Obecno±¢

tego plateau sugeruje, »e po wpªywem przyªo»onej siªy dochodzi do znacz¡-

cych zmian w strukturze molekuªy. Podobne, cho¢ znacznie mniejsze plateau

obserwowane byªo w krzywych siªowych pojedynczych molekuª polisachary-

dów [92] oraz podwójnej helisy miozyny [93] i zidenty�kowane zostaªo jako

wynik wymuszonego przej±cia mi¦dzy dwiema konformacjami.

Podczas zmniejszania napr¦»enia polimeru, przy jednoczesnym monito-

rowaniu jego napr¦»enia, mo»na zarejestrowa¢ krzyw¡ powrotn¡, obrazuj¡c¡

relaksacj¦ polimeru. W przypadku DNA ograniczonego topologicznie histe-

reza krzywej rozci¡gania i krzywej relaksacji jest zawsze niewielka i s¡ one

do siebie bardzo podobne. Odmienna sytuacja wyst¦puje, gdy mamy do czy-

nienia z DNA posiadaj¡cym jedno lub wi¦cej uszkodzenia nici - krzywa po-

wrotna odbiega wówczas, cz¦sto w znacznym stopniu, od krzywej rozci¡gania.

Badania za pomoc¡ puªapek optycznych i wykorzystuj¡ce konstrukty DNA

umo»liwiªy rozci¡ganie nieuszkodzonej molekuªy bez ograniczania jej rotacji

podczas rozci¡gania [95], a uzyskane krzywe posiadaªy plateau przej±cia OS

na poziomie 65 pN i nie wykazywaªy histerezy (Rys. 4.3). Wielko±¢ histerezy

uzale»niona jest zatem od stopnia uszkodzenia DNA i jest odzwierciedleniem

trudno±ci z odtworzeniem jego struktury podczas relaksacji w skali czasowej

eksperymentu. Ograniczenie topologii jest natomiast czynnikiem decyduj¡-

cym o sile, dla jakiej zaj±¢ mo»e przej±cie OS.

Istniej¡ dwie konkurencyjne teorie tªumacz¡ce pochodzenie przej±cia OS

w dsDNA (Rys. 4.2C). Wedªug pierwszej, zjawiskiem odpowiedzialnym za

powstawanie plateau jest przej±cie konformacyjne B-DNA do hipotetycznej,

wydªu»onej formy S-DNA (Rys. 4.10A) [87], natomiast druga tªumaczy je

jako wynik jego denaturacji mechanicznej [96]. W do±wiadczeniu, w którym

doprowadzano do przej±cia OS w obecno±ci wi¡»¡cego si¦ z wolnymi parami

zasadowymi glioksalu, obserwowano w efekcie zaburzenie krzywej powrotnej.

Sugeruje to, »e wi¡zania par zasadowych zostaªy zerwane podczas przej±cia

OS, a przyª¡czenie glioksalu uniemo»liwia ich odtworzenie w czasie relaksacji
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Rysunek 4.2. Spr¦»ysto±¢ DNA w zakresie entalpicznym. Przej±cie OS ma posta¢
plateau, odpowiadaj¡cego wydªu»eniu DNA o 70% pocz¡tkowej dªugo±ci. Dla DNA
uchwyconego za jedn¡ ni¢ (A) przej±cie to zachodzi dla siªy 65 pN, natomiast w
przypadku uchwycenia za obie nici 110 pN (B). Przej±cie OS tªumaczy si¦ jako
konformacyjne przej±cie z formy B-DNA do S-DNA lub te» cz¦±ciow¡ denaturacj¦

mechaniczn¡ (C). Zaadaptowane z [94].
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Rysunek 4.3. Wpªyw ograniczenia topologii na histerez¦ krzywej siªowej rozci¡ga-
nia i relaksacji dsDNA. Krzywa (A) powstaªa w wyniku rozci¡gania nieuszkodzo-
nego dsDNA zaczepionego za obie nici. Kolejne krzywe powstaªy w wyniku prze-
ci¦cia jednej z nici w dwóch (B) i jednym miejscu (C). Konstrukt DNA rozci¡gany
w przypadku (D) nie byª uszkodzony i umo»liwiaª rotacj¦ w miejscu zaczepienia.

Zaadaptowane z [95].

[97]. Jeszcze lepszego potwierdzenia hipotezy o cz¦±ciowej denaturacji dostar-

czyªo wykonanie pomiarów spektroskopii mechanicznej puªapek optycznych

i �uorescencji pojedynczych molekuª w kanaªach mikro�uidycznych, umo»-

liwiaj¡cej wprowadzanie napr¦»onej molekuªy do ±rodowisk zawieraj¡cych

oznakowane specy�cznie �uorofory [94, 98].

Zastosowanie AFM [100, 99, 101] umo»liwiªo rozci¡ganie DNA z wi¦k-

sz¡ siª¡, a ponadto, poniewa» mikrobelka za ka»dym razem wykonuje ruch

przybli»aj¡cy i oddalaj¡cy od próbki, mo»liwe byªo obserwowanie histerezy

krzywych rozci¡gania i relaksacji podczas ka»dego pomiaru (Rys. 4.4). Za-

obserwowano, »e przy siªach na poziomie ok. 150-300 pN ujawnia si¦ obec-

no±¢ drugiego, chocia» znacznie mniej wyeksponowanego plateau. Zaobser-

wowano te», »e histereza znacz¡co wzrasta po przekroczeniu tego plateau, a w

wielu przypadkach krzywa powrotna upodabnia si¦ do krzywej pochodz¡cej

49



A

B

Rysunek 4.4. Krzywe siªowe dsDNA uzyskane za pomoc¡ AFM, wykazuj¡ce obec-
no±¢ drugiego plateau i histerez¦ rozci¡gania i relaksacji. Krzywa (A) pochodzi z
molekuªy zªapanej za jedn¡ ni¢, natomiast (B) z molekuªy o ograniczonej topologii.

Zaadaptowane z [99].
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z ssDNA. Bezpo±rednie zestawienie z krzywymi pochodz¡cymi z ssDNA i

dopasowanie do tej krzywej modelu FJC pozwoliªy na stwierdzenie, »e po

przekroczeniu drugiego plateau dochodzi do peªnej denaturacji i dalszemu

rozci¡ganiu oaz relaksacji podlega pojedyncza ni¢ DNA. Ok. 5% krzywych

posiadaªo przej±cie OS na poziomie 110 pN i w oparciu o poprzednie eks-

perymenty zidenty�kowane zostaªo jako pochodz¡ce z rozci¡gania molekuª

uchwyconych za obydwie nici (podczepienie za ko«ce 3'5'-5'3'). W krzywych

tych histereza pozostawaªa niewielka równie» po osi¡gni¦ciu drugiego plateau.

Przeprowadzono równie» do±wiadczenia z konstruktami poli dG-dC i poli

dA-dT (Rys. 4.5). Dla konstruktów skªadaj¡cych si¦ z par A-T otrzymano

krzywe o przej±ciu OS na poziomie 35pN i caªkowicie pozbawione drugiego

plateau. Krzywe pochodz¡ce z posiadaj¡cych silniejsze wi¡zania konstruktów

par G-C posiadaªy natomiast przej±cie OS na poziomie 65 pN, podobnie jak

ma to miejsce w DNA zawieraj¡cym oba rodzaje zasad. Ró»nice wyst¦po-

waªy natomiast w drugim plateau. które pojawiaªo si¦ dla 300 pN, czyli siªy

dwukrotnie wi¦kszej ni» miaªo to miejsce w DNA faga lambda [100, 99].

Rysunek 4.5. Krzywe siªowe uzyskane dla konstruktów poli dG · poli dC i poli dA
· poli dT. Zaadaptowane z [99].

Dokonano tak»e rejestracji krzywych siªowych dla ró»nych szybko±ci zmian

siªy rozci¡gaj¡cej (Rys. 4.6). O ile przej±cie OS nie wykazuje zale»no±ci od

dynamiki rozci¡gania, to mo»na j¡ zaobserwowa¢ dla drugiego plateau - jego

poziom jest tym wi¦kszy, im szybciej przyrasta siªa. Sugeruje to, »e proces

zachodz¡cy w przej±ciu OS jest równowagowy w skali czasowej eksperymentu,

natomiast proces którego odzwierciedleniem jest drugie plateau jest nierów-

nowagowy.

Wspomniany w rozdziale 3.2 efekt k¡ta wprowadza do krzywej siªowej

DNA, z racji znacznego wydªu»enia w wyniku przej±cia OS, znaczne zabu-

rzenia. Dªugo±¢ plateau przej±cia OS znacznie si¦ wydªu»a poza standardowe

70% dªugo±ci konturowej. Plateau staje si¦ nachylone, a jego ±rednia siªa
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Rysunek 4.6. Dynamiczna spektroskopia mechaniczna dsDNA. Siªa przej±cia OS
nie zmienia si¦, niezale»nie od szybko±ci rozci¡gania. Wyra¹ne zmiany wykazuje
natomiast drugie plateau. Logarytmiczny wykres we wstawce obrazuje zale»no±¢
mi¦dzy ko«cow¡ siª¡ drugiego plateau a szybko±ci¡ narastania siªy. Zaadaptowane

z [99].

spada (Rys. 4.7). Prowadzi¢ to mo»e do zafaªszowania wyników pomiaro-

wych [82, 83].

Zupeªnie odmienne wªa±ciwo±ci mechaniczne ni» pojedyncze molekuªy

dsDNA wykazuje ssDNA (Rys. 4.8). Z racji mniejszej o poªow¦ g¦sto±ci

ªadunku i obecno±ci wolnych nukleotydów, umo»liwiaj¡cych formowanie par

zasadowych w obr¦bie tej samej molekuªy, ssDNA stawia znacznie wi¦kszy

opór ni» dsDNA w pocz¡tkowej fazie rozci¡gania (Rys. 4.8). Ze wzgl¦du na

jego budow¦ (sztywne elementy poª¡czone rotuj¡cymi wi¡zaniami) do jego

krzywej siªowej lepiej mo»na wykona¢ dopasowanie modelu FJC. Krzywa ta

nie posiada plateau takich jak przej±cie OS [90]. Jedynie w przypadku, gdy

rozci¡gane byªy fragmenty ssDNA skªadaj¡ce si¦ z samych nukleotydów ade-

ninowych (poli dA) zaobserwowano obecno±¢ dwóch plateau dla siª 20 pN i

80 pN, które postulowano jako wynik rozrywania oddziaªywa« warstwowych

mi¦dzy parami zasadowymi i deformacji konformacyjnych wewn¡trz ªa«cucha

fosforanowo-cukrowego [102, 103].

4.2. Superskr¦canie DNA

Poza odksztaªceniem DNA poprzez rozci¡ganie wykonano te» liczne eks-

perymenty, w których dupleksy DNA poddawane byªy dziaªaniu siª torsyj-

nych, umo»liwiaj¡c tym samym kontrolowanie ich topologii. Puªapki magne-
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Rysunek 4.7. Wpªyw efektu k¡ta na krzyw¡ siªow¡ DNA. Mo»na zaobserwowa¢,
»e dla molekuªy rozci¡ganej pod k¡tem mierzona siªa przej±cia OS jest mniejsza, a

jego plateau jest wydªu»one. Zaadaptowane z [83]

tyczne umo»liwiaj¡ kontrolowane wymuszanie superskr¦cenia pojedynczych

dsDNA, utrzymuj¡c jednocze±nie staª¡ siª¦ rozci¡gaj¡c¡. Dla siª nie przekra-

czaj¡cych 0.5 pN, niezale»nie od kierunku skr¦cania po kilkunastu obrotach

kulka paramagnetyczna, do której molekuªa byªa przyczepiona, zaczynaªa by¢

intensywnie ±ci¡gana (Rys 4.9A). Zinterpretowano to jako efekt formowania

plektonemu po wpªywem skr¦cenia [105, 11]. Przy zwi¦kszonym napr¦»eniu

(ok. 1pN) molekuªy zaobserwowano, »e plektonem formuje si¦ tylko przy

skr¦ceniach zgodnych z kierunkiem helisy DNA, natomiast dla wy»szych siª

nie powstaje on wcale. Dodatkowe pomiary, poª¡czone z symulacjami stero-

wanej dynamiki molekularnej [106] doprowadziªy do zaproponowania nowej

formy dsDNA, która powstaje, gdy B-DNA zostaje silnie skr¦cone, a napr¦-

»enie uniemo»liwia powstanie plektonemu. W wyniku tego molekuªa podlega

mechanicznej denaturacji, nici ±ci±le owijaj¡ si¦ wokóª siebie, natomiast roz-

dzielone pod wpªywem skr¦cenia dupleksu pary zasadowe ustawione zostaj¡

na zewn¡trz helisy, odwrotnie ni» ma to miejsce w B-DNA. Form¦ tak¡ na-

zwano P-DNA (Rys. 4.10A), na cze±¢ Linusa Paulinga, który jako pierwszy

j¡ zaproponowaª, na krótko przed odkryciem Watsona i Cricka [107].

Zastosowanie sond siªowych w postaci cienkich ±wiatªowodów pozwoliªo

nie tylko skr¦ca¢ DNA, ale umo»liwiªo tak»e rozci¡ganie skr¦conego w okre-

±lonym stopniu dsDNA (Rys. 4.9B) [91]. Przy braku skr¦cenia uzyskano

znan¡ z innych do±wiadcze« krzyw¡ z charakterystycznym plateau na po-
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Rysunek 4.8. Porównanie krzywych siªowych dsDNA i ssDNA w ró»nych st¦»eniach
jonowych. Zaadaptowane z [104]

ziomie 110 pN. W zale»no±ci od kierunku wprowadzanych skr¦ce« krzywa

ta ulegaªa zmianom.W przypadku, gdy dsDNA skr¦cane byªo w kierunku

przeciwnym do kierunku helisy pojawiaªo si¦ dodatkowe plateau dla siª ok.

50 pN. To dodatkowe przej±cie wynika z obecno±ci fragmentu rozwini¦tego

w wyniku skr¦cenia, które w trakcie rozci¡gania wymaga mniejszej siªy dla

przej±cia OS. Taka rozwini¦ta forma DNA, pozbawiona struktury helikalnej

nazwana zostaªa L-DNA, od kierunku (L-left) w którym jest skr¦cona wzgl¦-

dem B-DNA. Skr¦cenie w kierunku zgodnym z kierunkiem helisy przejawia si¦

natomiast pojawieniem si¦ maªego plateau na poziomie 20 pN powstaj¡cym

w wyniku rozwijania plektonemu powstaªego w trakcie skr¦cenia. Kolejne do-

±wiadczenia umo»liwiªy zapostulowanie diagramu przemian fazowych DNA

(Rys. 4.10B), opisuj¡cego form¦ w której znajduje si¦ DNA w zale»no±ci od

skr¦cenia i rozci¡gaj¡cej siªy [108].

4.3. Tworzenie struktury superhelikalnej DNA

Opisane powy»ej badania pozwoliªy bardzo dobrze opisa¢ wªa±ciwo±ci me-

chaniczne DNA liniowego, istotne dla zrozumienia wielu procesów komórko-

wych. Jednak DNA w takiej formie jedynie bardzo rzadko znajduje si¦ w
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A

B

Rysunek 4.9. Zmiany dªugo±ci DNA pod wpªywem wprowadzonego skr¦cenia przy
staªych siªach (A) oraz wpªyw skr¦cenia na przej±cie OS (B). Zaadaptowane z

[44, 91]

»ywych organizmach. Jak opisano to w podrozdziale 1.2, materiaª genetyczny

formuje superhelikalne plektonemy b¡d¹ te» spirale chromatynowe i w takiej

wªa±nie formie podlega odksztaªceniom w komórkach. Taka sytuacja ma

miejsce np. podczas podziaªu komórki, gdzie napr¦»eniu podczas rozdziele-

nia podlega materiaª genetyczny i jego kopia. Równie» podczas caªego cyklu

»yciowego komórka podlega licznym zewn¦trznym czynnikom mechanicznym,

które zgodnie z najnowszymi badaniami mog¡ mie¢ wpªyw na genom [109].

Ostatnie badania sugeruj¡ równie», »e sam ksztaªt materiaªu genetycznego

mo»e mie¢, poza sekwencj¡, znaczenie w przechowywaniu informacji gene-

tycznej [110]. Konieczne jest zatem zbadanie wªa±ciwo±ci mechanicznych

struktury superhelikalnej (w której dwie helisy DNA s¡ skr¦cone wzgl¦dem

siebie) oraz chromatyny. O ile chromatyna zostaªa pod tym wzgl¦dem do-

brze zbadana zarówno za pomoc¡ puªapek optycznych jak i AFM [111], to
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A B

Rysunek 4.10. Forma B-DNA i hipotetyczne formy S-DNA i P-DNA. Wymuszane
mechanicznie przej±cia mi¦dzy tymi formami opisane mog¡ by¢ diagramem fazo-

wym. Zaadaptowane z [10, 1]

wªa±ciwo±ci mechaniczne struktury superhelikalnej zostaªy zbadane jedynie

w ograniczonym zakresie. Eksperymenty przeprowadzono z wykorzystaniem

puªapek magnetycznych, które wykorzystane zostaªy do skr¦cenia dwóch du-

pleksów DNA (Rys. 4.11). Rejestruj¡c dªugo±¢ takiego ukªadu wzgl¦dem

stopnia jego skr¦cenia obserwowano stopniowe jego skracanie zako«czone

przej±ciem (zinterpretowanym jako powstawanie plektonemu), podobnie jak

miaªo to miejsce w przypadku superskr¦cania pojedynczej molekuªy [11, 12].

Rysunek 4.11. Zmiana dªugo±ci dwóch skr¦canych molekuª DNA [112]

Zarejestrowano równie» krzywe siªowe dla takiego ukªadu (Rys. 4.12).

Jednak ograniczona siªa rozci¡gaj¡ca puªapek magnetycznych pozwoliªa na

zbadanie wªa±ciwo±ci mechanicznych dwóch skr¦conych molekuª DNA jedy-

nie dla siª mniejszych ni» 10 pN. W zestawieniu znormalizowanych krzy-

wych siªowych pojedynczej molekuªy, dwóch molekuª oraz struktury super-
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helikalnej mo»na byªo zaobserwowa¢, »e molekuªy skr¦cone stawiaj¡ znacznie

wi¦kszy opór podczas rozci¡gania ni» molekuªy rozci¡gane równolegle [11].

Wyniki te pokrywaªy si¦ z wnioskami bada« teoretycznych [105], które wska-

zywaªy, »e na wªa±ciwo±ci mechaniczne takiej struktury istotny wpªyw b¦dzie

miaªo wzajemne odpychanie ujemnie naªadowanych dupleksów oraz zginanie

i skr¦canie helis, które musi pojawi¢ si¦ podczas rozci¡gania.

Wykorzystanie jednocze±nie czterech puªapek optycznych równie» pozwo-

liªo na kontrolowane przeplecenie dwóch molekuª DNA [113]. Ukªad taki

wykorzystany zostaª do przesuwania jednej molekuªy wzgl¦dem drugiej i po-

miaru ich wzajemnego tarcia. Nie zostaªy wykonane jednak pomiary rozci¡-

gania powstaªej struktury superhelikalnej.

Rysunek 4.12. Zestawienie krzywych siªowych uzyskanych dla pojedynczej mole-
kuªy dsDNA, dwóch dsDNA rozci¡ganych równolegle oraz po ich dodatnim lub

ujemnym skr¦ceniu. [11]

Zbadanie wªa±ciwo±ci mechanicznych struktury superhelikalnej z wyko-

rzystaniem mikroskopu siª atomowych, który umo»liwia przeprowadzenie po-

miarów w zakresie entalpicznym stanowi przedmiot tej rozprawy doktorskiej.
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5. Konstrukcja mikroskopu siª

atomowych do pomiarów w trybie

spektroskopii siª

5.1. Instrument zbudowany w Duke University

Konstrukcja tego instrumentu oparta byªa na koncepcji pierwszego mikro-

skopu wyspecjalizowanego do pomiarów w trybie spektroskopii mechanicznej,

który powstaª w 1992 roku w laboratorium Hermanna Gauba z uniwersy-

tetu Ludwika Maksymiliana w Monachium i zaadaptowany zostaª nast¦pnie

przez inne zespoªy. Instrument ten wykorzystywaª gªowic¦ komercyjnego

AFM Multimode �rmy Digital Instruments (byªe Veeco, obecnie Bruker),

osadzon¡ na korpusie wykonanym z aluminium w formie dwóch równolegle

uªo»onych pªytek. Rurkowy skaner piezoelektryczny zast¡piony zostaª jedno-

wymiarowym przetwornikiem w postaci piezostosu (Rys. 5.1). Przetwornik

ten wyposa»ony jest w oporowy czujnik wydªu»enia i mo»e pracowa¢ w za-

mkni¦tej p¦tli sprz¦»enia zwrotnego. Zastosowanie piezostosu umo»liwiªo

zarówno zredukowanie szumów poprzez wyeliminowanie ruchów bocznych

piezoelementu, jak równie» znacznie lepsz¡ linearyzacj¦ ruchu przetwornika.

Na ko«cu przetwornika przymocowany byª magnes, którego zadaniem byªo

unieruchomienie próbki, umieszczonej na podªo»u przyklejonym do »elaznego

kr¡»ka. W instrumencie tym przetwornik podnosiª i opuszczaª próbk¦ wzgl¦-

dem mikrobelki umieszczonej w komórce cieczowej znajduj¡cej si¦ w gªowicy.

Podczas eksperymentu najpierw zgrubnie zbli»ano próbk¦ do mikrobelki za

po±rednictwem ±ruby mikrometrycznej, stanowi¡cej jeden z trzech punktów

podparcia pªytki z umieszczon¡ na niej gªowic¡. Po wej±ciu w kontakt z

podªo»em, co sygnalizowaªo odgi¦cie mikrobelki mo»na byªo wykonywa¢ pre-

cyzyjne ruchy próbk¡ przetwornikiem piezoelektrycznym, sterowanym kon-

trolerem lub sygnaªem staªonapi¦ciowym generowanym w uniwersalnym in-

terfejsie pomiarowym za pomoc¡ programu steruj¡cego. Natomiast liniowo

rosn¡cy do okre±lonej warto±ci, a nast¦pnie malej¡cy impuls napi¦ciowy wy-
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dªu»aª, a nast¦pnie skracaª piezostos w zakresie ustalonym przez program w

celu zªapania, rozci¡gni¦cia i relaksacji pojedynczej molekuªy.

A

B C

Rysunek 5.1. AFM wyspecjalizowany do spektroskopii mechanicznej i wykorzy-
stuj¡cy komercyjn¡ gªowic¦ AFM �rmy Veeco/Bruker. Schemat konstrukcji (A) i
wygl¡d ogólny (zaadaptowane z [114]). Schemat budowy gªowicy AFM Multimode
�rmy Veeco/Bruker, zastosowanej w tej konstrukcji. Kolorem pomara«czowym
oznaczono bieg wi¡zki laserowej. 1 - moduª laserowy z kolimatorem i ogniskowa-
niem, 2 - pryzmat, 3 - mikrobelka umieszczona w uchwycie, 4 - zwierciadªo, 5 -

fotodioda czterosekcyjna. Zaadaptowane z [115]

W niektórych przypadkach dokonywano równie» przeróbki gªowicy AFM,

wymieniaj¡c standardowy moduª laserowy na póªprzewodnikowy laser poª¡-

czony ±wiatªowodem z kolimatorem i soczewk¡ ogniskuj¡c¡. Umo»liwiaª on

znacznie lepsze zogniskowanie ±wiatªa na ko«cu mikrobelki, ni» ma to miejsce

w ukªadach komercyjnych. Pozwala to na ograniczenie zakªóce« wynikaj¡-

cych z interferencji, jak równie» wykorzystanie nowej generacji niskowymia-

rowych mikrobelek.

Instrument zbudowany w Duke University, podobnie jak wcze±niejsze wer-

sje wykorzystywaª komercyjn¡ gªowic¦ AFM (Rys. 5.2). Cz¦±¢ mechaniczna

zostaªa zaprojektowana i wykonana przez grup¦ Adaptive Systems and Struc-
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Rysunek 5.2. AFM wyspecjalizowany w spektroskopii mechanicznej, skonstru-
owany w Adaptive Systems and Structures Lab z Center for Biologically Inspired

Materials w Duke University. Fot. Monica Riviera

tures Lab z Center for Biologically Inspired Materials w Duke University

(http://asaslab.mems.duke.edu). Autor wykonaª jednostk¦ arytmetyczn¡

(Dodatek B) oraz zaadaptowaª program akwizycji danych do nowej generacji

interfejsów pomiarowych. Projekt ten zmody�kowano wzgl¦dem poprzednich

rozwi¡za« poprzez wykorzystanie piezostosu wyposa»onego w pojemno±ciowy

(zamiast oporowego) czujnik wydªu»enia (Physik Instrumente, P-753, zakres

ruchu 15mm), oraz wprowadzeniu dodatkowego piezoelementu, umo»liwiaj¡-

cego precyzyjny ruch ostrza w pªaszczy¹nie poziomej i zmian¦ jego pozycji

na powierzchni (Physik Instrumente, P-733.2, zakres ruchu 30mm).

Przed rozpocz¦ciem pomiaru gªowic¦ Veeco ze znajduj¡c¡ si¦ w komórce

mikrobelk¡ umieszczano pod optycznym mikroskopem odwróconym w celu

ustawienia plamki lasera, a nast¦pnie mocowano na postawie instrumentu.

Z gªowicy pobierano sygnaªy napi¦ciowe z czterech kwadrantów fotodiody.

Tra�aªy one do moduªu arytmetycznego, a powstaªy w wyniku sygnaª na-

pi¦ciowy przechodziª przez strojony �ltr dolnoprzepustowy Bessela (�rmy

Frequency Devices) ustawiony na 500Hz w celu poprawienia stosunku sy-

gnaªu do szumu. Nast¦pnie, razem z sygnaªami z czujników wydªu»enia z

przetworników piezoelektrycznych zbierany byª przez uniwersaln¡ kart¦ po-

miarow¡ DAQ PCI-6259 �rmy National Instruments. Jest to karta 16 bitowa,

z cz¦sto±ci¡ próbkowania 1.25 MS/s dla sygnaªów wej±ciowych i 2.86 MS/s

dla sygnaªów wyj±ciowych. Z karty tej sygnaªy steruj¡ce kierowane byªy do

sterowników przetworników piezoelektrycznych (Dodatek B).

Instrument sterowany byª przez program napisany w ±rodowisku LabView

�rmy National Instruments. Dzi¦ki wykorzystaniu interfejsu pomiarowego

tej samej �rmy mo»liwe byªo napisanie programu steruj¡cego bez konieczno-
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±ci tworzenia dedykowanych sterowników sprz¦towych. �rodowisko LabView

umo»liwia tak»e ªatwe mody�kacje programu i interfejsu gra�cznego oraz

dostosowywanie go do potrzeb eksperymentu. Program stosowany w opi-

sywanych pomiarach zostaª zaadaptowany przez autora do LabView wersji

7.1 i interfejsów serii M i sterowników Ni-DAQmx. W programie mo»emy

wyró»ni¢ trzy niezale»ne moduªy:

� Moduª sterowania i akwizycji danych

� Moduª kalibracji mikrobelki

� Moduª analizy danych

Moduª kalibracji umo»liwia zebranie widma drga« termicznych mikrobelki i

wykonanie jego analizy fourierowskiej. W module sterowania generowane s¡

napi¦cia kieruj¡ce ruchem przetworników piezoelektrycznych oraz w czasie

rzeczywistym monitorowane jest wychylenie mikrobelki i wydªu»enie prze-

twornika piezoelektrycznego. W wybranym przez u»ytkownika momencie do-

kona¢ mo»na rejestracji krzywej siªowej. Program generuje wówczas zadan¡

liczb¦ sygnaªów napi¦ciowych (typowa warto±¢ to 10 000), rosn¡cych liniowo

do zadanej warto±ci, a nast¦pnie malej¡cych, steruj¡cych ruchem piezostosu.

W ka»dym z tych punktów jednocze±nie zbierana byªa warto±¢ sygnaªu z sen-

sora wydªu»enia i fotodiody. Uzyskana krzywa, je±li wykazywaªa interesuj¡ce

cechy, byªa nast¦pnie zachowywana. Moduª analizy umo»liwiaª przegl¡da-

nie zebranych danych, porównywanie krzywych oraz dopasowywanie modeli

spr¦»ysto±ci polimerów.

W celu izolacji instrumentu od drga« umieszczono go na powietrznym

stole optycznym.

5.2. Instrument zbudowany w Uniwersytecie Mikoªaja

Kopernika

W celu kontynuowania bada« rozpocz¦tych w Duke University, jak rów-

nie» do wykorzystania w przyszªych badaniach, zbudowano mikroskop AFM

w Zakªadzie Bio�zyki i Fizyki Medycznej (Rys. 5.3). Budowa zostaªa s�nan-

sowana w przewa»aj¡cej cz¦±ci ze stypendium Krok w Przyszªo±¢ edycja I i III

jak równie» grantu promotorskiego i ±rodków statutowych Zakªadu Bio�zyki

i Fizyki Medycznej. �rodki te nie byªy jednak wystarczaj¡ce, by bezpo-

±rednio zaadaptowa¢ projekt zastosowany poprzednio. W celu redukcji kosz-

tów zastosowano gªowic¦ wªasnej konstrukcji zamiast komercyjnej. Pozwoliªo

to jednak na ªatwe dostosowanie konstrukcji do lasera póªprzewodnikowego

(Schäfter+Kircho�, 51nanoFCM). Jednostka arytmetyczna uzupeªniona zo-
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staªa o fotodiod¦ kwadrantow¡ QP50-6-18 �rmy Paci�c Silicon Sensor oraz

konwerter I/U. Zastosowano tylko jeden przetwornik piezoelektryczny, do ru-

chu w osi pionowej z oporowym sensorem wydªu»enia (Physik Instrumente,

P-741, zakres ruchu 16mm). Pozwoliªo to uzyska¢ w peªni operacyjny in-

strument za kwot¦ ok. 35000 PLN, czyli 1/10 ceny instrumentu komercyj-

nego. Projekt konstrukcji autor wykonaª wspólnie ze starszym technikiem

Bogdanem Szyma«skim, pracownikiem technicznym Zespoªu Bio�zyki Do-

±wiadczalnej.

Rysunek 5.3. Instrument skonstruowany w Zakªadzie Bio�zyki i Fizyki Medycznej.
A - laser, B - ±wiatªowód, C - kolimator lasera ze stolikami do pozycjonowania na
mikrobelce i ogniskowania, D - fotodioda kwadrantowa z przedwzmacniaczem i
jednostka arytmetyczn¡, E - pozycjonowanie fotodiody, F - ±ruba mikrometryczna
zbli»aj¡ca mikrobelk¦ do powierzchni, G - przetwornik piezoelektryczny ze stoli-

kiem pozycjonuj¡cym, H - komórka cieczowa, I - spr¦»yny usztywniaj¡ce.

Instrument skªada si¦ z:

� gªowicy zawieraj¡cej komórk¦ cieczow¡ z mikrobelk¡, ukªad detekcji ugi¦-

cia mikrobelki, jednostk¦ arytmetyczn¡ i ±rub¦ mikrometryczn¡ do zgrub-

nego zbli»ania (Rys. 5.4A)

� podstawy z piezostosem wraz z magnetycznymmocowaniem próbki, umiesz-

czonym na stoliku XY (Rys. 5.4B)
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� stacji dokuj¡cej, pozwalaj¡cej na stabilne ustawienie gªowicy i podgl¡d

mikrobelki przez mikroskop z kamer¡ przemysªow¡ w celu ustawienia

plamki lasera na mikrobelce i jej zogniskowania (Rys. 5.4C).

Rysunek 5.4. Cz¦±ci skªadowe instrumentu zbudowanego w UMK: gªowica (A),
podstawa (B) i stacja dokuj¡ca (C)

Poniewa» dysponowano jedynie masywnymi stolikami translacyjnymi i

znaczna redukcja masy byªa niemo»liwa, zoptymalizowano konstrukcj¦ pod

wzgl¦dem sztywno±ci i stabilno±ci. Caªa konstrukcja ma kolist¡ geometri¦

i posiada trzy punkty podparcia rozstawione na planie trójk¡ta równobocz-

nego, z których dwa s¡ ruchome. Poª¡czenie gªowicy i podstawy jest usztyw-

nione przez ±ci¡gni¦cie spr¦»ynami. W konstrukcji tej p¦tla mechaniczna

wynosi 55 milimetrów. Wykorzystano komórk¦ cieczow¡ do pomiarów w

trybie kontaktowym, stosowan¡ w mikroskopie typu Multimode �rmy Ve-

eco/Bruker. Utrzymywana byªa w dopasowanej prowadnicy za pomoc¡ dwóch

pªaskich spr¦»yn z br¡zu. Zastosowany laser niskoszumowy i niskospójny

(51nanoFCM Schäfter+Kircho�) o ukªadzie kolimacyjno-ogniskuj¡cym który

umo»liwia zredukowanie interferencji w stosunku do typowych laserów ko-

mercyjnych oraz precyzyjne zogniskowanie plamki lasera do rozmiaru ok. 10

mm na ko«cu mikrobelki. Dodatkowo laser odchylony byª od pionu o 2° w celu

dalszej redukcji interferencji. Schemat konstrukcyjny mikroskopu znajduje

si¦ w Dodatku B.
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Przed pomiarem gªowica umieszczana byªa na stacji dokuj¡cej, gdzie laser

naprowadzano i ogniskowano za pomoc¡ stolików translacyjnych oraz cen-

trowano fotodiod¦ przy mikrobelce zanurzonej w buforze identycznym do

zastosowanego w eksperymencie. Nast¦pnie gªowica przenoszona byªa na

podstaw¦ z zaªo»on¡ próbk¡, gdzie po ustabilizowaniu termicznym wykony-

wano kalibracj¦ i rozpoczynano eksperyment.

W celu ograniczenia szumów elektronicznych zarówno fotodiod¦ jak i jed-

nostk¦ arytmetyczn¡ umieszczono na jednej pªytce drukowanej i zamkni¦to

w ekranuj¡cej aluminiowej obudowie, która poruszana byªa stolikiem XY dla

wycentrowania plamki lasera. Sygnaªy z jednostki arytmetycznej i sensora

wydªu»enia piezostosu kierowane byªy do karty pomiarowej PCI-6251 �rmy

National Instruments, która ma identyczn¡ charakterystyk¦, jak zastosowana

w opisywanym poprzednio instrumencie karta 6259, posiada jedynie o poªow¦

mniej wyprowadze«. Umo»liwiªo to u»ycie wykorzystanego poprzednio pro-

gramu, dostosowano jedynie interfejs gra�czny.

W celu izolacji instrumentu od drga« umieszczono go na ukªadzie dwóch

stalowych pªyt traserskich, z których wi¦ksza (ok. 1000kg) ustawiona byªa na

podªodze na warstwie styropianu, a mniejsza (ok. 50kg) spoczywaªa na d¦tce

samochodowej. Wy»sze cz¦stotliwo±ci drga« tªumione byªy przez gumowe

nó»ki instrumentu.

Poza pomiarami opisanymi w tej pracy doktorskiej instrument ten wyko-

rzystany zostaª równie» w badaniach nad rozwijaniem neuronalnego biaªka

kontaktyny 4 [116] oraz a neureksyny (dane zªozone do publikacji).



6. Spektroskopia mechaniczna

superhelikalnego DNA

6.1. Zaªo»enia i metody eksperymentu

Celem naszym byªo zbadanie wªa±ciwo±ci mechanicznych struktury su-

perhelikalnej i pomiar oddziaªywa« mi¦dzy molekuªami DNA na poziomie

pojedynczych molekuª. Opisane w Rozdziale 4 pomiary z wykorzystaniem

puªapek magnetycznych umo»liwiaªy wprawdzie znakomit¡ kontrol¦ skr¦ce-

nia DNA, jednak siªa rozci¡gania za pomoc¡ tego instrumentu (Dodatek A)

nie wystarcza do obserwacji denaturacji takiego ukªadu. W naszych po-

miarach wykorzystali±my naturalnie wyst¦puj¡c¡ struktur¦ superhelikaln¡ w

superskr¦conym plazmidzie bakteryjnym. Plazmid byª chwytany i rozci¡-

gany za pomoc¡ mikroskopu siª atomowych, analogicznie jak w przypadku

do±wiadcze« z DNA liniowym (Rys. 6.1). W celu zidenty�kowania krzywych

siªowych powstaªych w wyniku deformacji struktury superhelikalnej wyko-

nano pomiary kontrolne na plazmidzie zlinearyzowanym, w którym struktura

ta zostaªa usuni¦ta.

AFM stanowi idealne narz¦dzie do spektroskopii mechanicznej superskr¦-

conego plazmidu ze wzgl¦du na mo»liwo±¢ przyªo»enia bardzo du»ej siªy roz-

ci¡gaj¡cej jak i mo»liwo±¢ wykorzystania wi¡za« niespecy�cznych ostrza z

molekuª¡ i zªotym podªo»em. Zgodnie z ostatnimi badaniami, wi¡zania w

takim przypadku tworz¡ si¦ mi¦dzy atomami zªota i wolnymi nukleotydami

[117], a podczepione w ten sposób molekuªy wytrzymuj¡ rozci¡ganie z siª¡

nawet 500pN [99]. Wolne pary zasadowe nie s¡ jedynie obecne na ko«cach

liniowego DNA, ale wskutek tzw. DNA breathing pojawiaj¡ si¦ równie» lokal-

nie w wyniku �uktuacji termicznych w nieuszkodzonym DNA w warunkach

�zjologicznych i skali czasowej rz¦du 50 µs [118]. Ujemne skr¦cenie obecne w

plazmidzie zwi¦ksza nawet prawdopodobie«stwo takich zdarze« i stabilizuje

powstaªe w ten sposób lokalne denaturacje [119]. Spektroskopia mechaniczna

AFM z wykorzystaniem wi¡za« niespecy�cznych jest zatem odpowiednim na-

rz¦dziem do badania zarówno DNA w postaci liniowej jaki i superskr¦conego

plazmidu. Poniewa» jednak wi¡zanie niespecy�czne nie daje mo»liwo±ci wy-

boru miejsca podczepienia, sytuacje gdy plazmid zostanie uchwycony za obie
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Rysunek 6.1. Koncepcja pomiaru wªa±ciwo±ci mechanicznych struktury superheli-
kalnej. Stosowana w poprzednich badaniach metoda puªapki optycznej (A) umo»li-
wia dobr¡ kontrol¦ skr¦cenia molekuª, posiada jednak zbyt maª¡ siª¦ rozci¡gaj¡c¡.
Zastosowanie AFM i wykonanie porównawczych bada« DNA liniowego (B) i koli-
stego (C) pozwala na wykorzystanie naturalnie wystepuj¡cej struktury superheli-

kalnej w superskr¦conym plazmidzie.

p¦tle plektonemu i dojdzie do rozci¡gania struktury superhelikalnej dotyczy¢

b¦d¡ jedynie cz¦±ci wszystkich wyników pomiarowych.

Pomiary rozpocz¦te zostaªy podczas rocznego sta»u autora w Single Mo-

lecule Force Spectroscopy Lab, Center for Biologically Inspired Materials,

Duke University kierowanym przez prof. Piotra Marszaªka a nastepnie, po

skonstruowaniu koniecznej aparatury, kontynuowane byªy w Zakªadzie Bio-

�zyki i Fizyki Medycznej Instytutu Fizyki UMK. Wykorzystano kolisty pla-

zmid pUC18 w postaci superhelikalnej. Posiada on 2686 par zasadowych,

co odpowiada dªugo±ci ok. 913 nm. Preparatyka pUC18 podczas bada« w

Duke University wykonana zostaªa w laboratorium dr Piotra Mieczkowskiego

z Duke University Hospital. Zostaª on namno»ony w bakteriach E.coli z mu-

tacj¡ endA i oczyszczony za pomoc¡ zestawu �Maxi plasmid puri�cation kit�

�rmy QIAGEN. Plazmid zostaª nast¦pnie umieszczony w roztworze buforuj¡-

cym (Tris-EDTA 10 mM (pH 8) zawieraj¡cym 150 mM NaCl) w st¦»eniu 50

mg/ml. W próbkach kontrolnych plazmid zostaª zlinearyzowany za pomoc¡

enzymu EcoRI. W badaniach wykonanych w UMK wykorzystano pUC18

zakupiony z �rmy Fermentas, a preparatyk¦ wykonaª dr Robert Lenartowski

z Zakªadu Genetyki Instytutu Biologii Ogólnej i Molekularnej UMK.

Jako podªo»e do inkubacji wykorzystywano szkªo, na powierzchni któ-
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rego naparowane zostaªo zªoto (200 Å) na podªo»u z chromu (20 Å). Przed

do±wiadczeniem ok 50 ml buforu z DNA nanoszono na powierzchni¦ zªota

i inkubowano przez caª¡ noc, zabezpieczaj¡c przed wyschni¦ciem. Szkieªko

nast¦pnie naklejano na »elazny kr¡»ek, umieszczano na przetworniku piezo-

elektrycznym i nakrywano komórk¡ cieczow¡, uzupeªniaj¡c niedobór buforu.

Wykonano równie» próby inkubacji na powierzchni ±wie»o zdartej miki funk-

cjonalizowanej za pomoc¡ MgCl2. O ile uzyskano dzi¦ki temu zwi¦kszenie

cz¦stotliwo±ci podczepiania, to znacznie rzadziej obserwowano siªy wi¦ksze

ni» 100 pN i wi¦kszo±¢ uchwyconych molekuª DNA zrywaªa si¦ przed osi¡-

gni¦ciem przej±cia denaturacyjnego.

Do zbadania linearyzacji za pomoc¡ enzymu, stopnia zanieczyszczenia

oraz superskr¦cenia plazmidu wykorzystano obrazowanie w trybie kontakto-

wym za pomoc¡ mikroskopu siª atomowych Multimode IIIa �rmy Veeco (Rys.

6.2). Plazmidy superskr¦cone i zlinearyzowane, umieszczone w buforze PBS o

st¦»eniu 137 mM NaCl nanoszone byªy na ±wie»o odsªoni¦tej warstwie miki i

inkubowane przez 5 minut. Nast¦pnie powierzchni¦ miki delikatnie spªukano

i osuszono. Obrazowanie wykonaª dr Yong Jiang z Single-Molecule Force

Spectroscopy Lab.

Wykorzystuj¡c uzyskane obrazy AFM dokonano pomiaru dªugo±ci zline-

aryzowanych molekuª i zliczenia ilo±ci przeplece« w plazmidach. Analiza

statystyczna wykazuje, »e przy tym st¦»eniu jonów w plazmidach wyst¦puje

zwykle 9 przeplece«, natomiast po rozci¦ciu plazmidu uzyskujemy DNA li-

niowe o dªugo±ci 860 nm. Wery�kacji próbek dokonano tak»e przy wykorzy-

staniu elektroforezy »elowej.

We wszystkich pomiarach siªowych wykorzystano mikrobelki typu Micro-

lever C (MLCT-AUHW) �rmy Veeco (obecnie Bruker), o dªugo±ci ok. 320

mm i ksztaªcie trójk¡ta. Przed eksperymentem wykonywano kalibracj¦ mi-

krobelek metod¡ termiczn¡ (Podrozdziaª 3.2), uzyskuj¡c warto±ci z zakresu

0.015-0.019 N/m. Poniewa» dla DNA przej±cie OS wyst¦puje dla okre±lonej

siªy 65 pN, mo»e ono sªu»y¢ do kontroli metody kalibracyjnej [121]. W celu

oszacowania stosowanej metody kalibracji wybrano z pomiarów na zlineary-

zowanym pUC18 10 krzywych, które mo»na byªo jednoznacznie zidenty�ko-

wa¢ jako pochodz¡ce z rozci¡gania molekuª bez ograniczenia rotacji i gdzie

dªugo±¢ plateau odpowiadaªa 70-80% dªugo±ci konturowej, co ±wiadczyªo o

tym, »e rozci¡ganie odbywaªo si¦ jedynie przy niewielkich odchyªkach od

pionu i wpªyw efektu k¡ta na pomiar siªy byª znikomy. �rednia warto±¢

siªy przej±cia OS dla tych krzywych wynosi 65.3±1.1 pN, co stanowi bar-

dzo dobr¡ zgodno±¢ z danymi literaturowymi (Rozdziaª 4) i ±wiadczy, »e
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Rysunek 6.2. Obrazowanie plazmidu pUC18 za pomoc¡ AFM - forma superskr¦-
cona (A) i zlinearyzowana (C). Wykorzystuj¡c 21 zarejestrowanych obrazów AFM
dla ka»dego rodzaju próbek wykonano zliczanie ilo±ci przeplece« w próbkach su-
perskr¦conych oraz pomiary dªugo±ci zlinearyzowanych molekuª. Obrazy A, B i C

zaadaptowane z [120]

metoda kalibracji jest poprawna. Jednocze±nie jednak uwzgl¦dni¢ trzeba,

»e zmiany temperatury, zakªócenia akustyczne lub niedokªadne wyznaczenie

czuªo±ci wynikªe z zanieczyszczenia podªo»a mog¡ prowadzi¢ do nieznacznego

zawy»enia lub obni»enia warto±ci staªej spr¦»ysto±ci podczas niektórych eks-

perymentów. Poziom drga« termicznych dla stosowanych mikrobelek, przy

wykorzystaniu �ltru dolnoprzepustowego o cz¦stotliwo±ci granicznej 500Hz

wynosiª 6.5pN RMS dla instrumentu zbudowanego w Duke University i 8.6

pN RMS dla instrumentu zbudowanego w Uniwersytecie Mikoªaja Kopernika

(Rys. 6.3). Stanowi on niepewno±¢ pomiaru siªy w naszych eksperymentach.

Ró»nice w rozdzielczo±ci pomiaru siª mi¦dzy zastosowanymi instrumentami

mo»na uzna¢ za pomijalne.

Poprzez opuszczanie gªowicy za pomoc¡ ±ruby mikrometrycznej dopro-

wadzano do kontaktu mikrobelki z podªo»em z siª¡ ok. 1 nN i utrzymywano

go, pozwalaj¡c na wytworzenie niespecy�cznych wi¡za« mi¦dzy ostrzem a

DNA. Nast¦pnie uruchamiano podprogram, który wykonywaª ruch przetwor-

nikiem piezoelektrycznym i oddalaª próbk¦ od mikrobelki na odlegªo±¢ ok.

300 nm, a potem ponownie doprowadzaª do kontaktu. Ruch ten wykonywany
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B

Rysunek 6.3. Histogram szumu termicznego mikrobelki typu Microlever C zare-
jestrowany w buforze, w du»ej odlegªo±ci od powierzchni, przy zastosowaniu �l-
trowania dolnoprzepustowego dla cz¦stotliwo±ci granicznej 500Hz przy wykorzy-
staniu instrumentu zbudowanego w Duke University (A) i Uniwersytecie Miko-
ªaja Kopernika (B). Odchylenie standardowe wynosi odpowiednio svA = 13.4 pN i

svB = 15.6 pN .

byª ze staª¡ szybko±ci¡ 400 nm/s. W wyniku otrzymywano krzyw¡ siªow¡,

któr¡ zapisywano, je±li mo»na byªo zidenty�kowa¢ cechy charakterystyczne

dla mechaniki pojedynczej molekuªy DNA. W sytuacji, gdy po rozci¡gni¦ciu

i relaksacji molekuªa nadal podczepiona byªa do ostrza, oddalano o kilkana-

±cie nm próbk¦ w celu unikni¦cia kontaktu z powierzchni¡ przy nast¦pnym

pomiarze. Post¦powanie takie umo»liwia wykonywanie nawet setek kolejnych

cykli pomiaru rozci¡gania i relaksacji na tej samej molekule DNA.

6.2. Wyniki

Zebrano 206 krzywych siªowych z próbek superskr¦conego i 206 krzywych

ze zlinearyzowanym plazmidu. Pod uwag¦ brano tylko te krzywe, które wy-
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kazywaªy obecno±¢ przej±cia OS i przynajmniej pocz¡tek drugiego plateau.

Odrzucono krzywe, które sugerowaªy rozci¡ganie wi¦cej ni» jednej molekuªy

jednocze±nie, czyli te które po odczepieniu wykazywaªy rozci¡ganie kolejnego

obiektu, jak równie» te, które posiadaªy wielokrotne przej±cie OS (Rys. 6.4).

Z krzywych tych ponadto wyselekcjonowano podzbiory 20 przypadków z pró-

bek superskr¦conych i 50 z próbek zlinearyzowanych, w których obecny byª

peªny cykl rozci¡gania i relaksacji, umo»liwiaj¡cy obserwacj¦ histerezy. Po-

przez analiz¦ porównawcz¡ danych z obu rodzajów próbek dokonamy próby

identy�kacji krzywych przedstawiaj¡cych deformacj¦ struktury superhelikal-

nej w superskr¦conym plazmidzie.

Rysunek 6.4. Przykªady krzywych zarejestrowanych na próbkach plazmidowych,
które nie zostaªy wª¡czone do analizy. Byªy to krzywe, które nie wykazywaªy cech
charakterystycznych dla DNA (A), krzywe w których nie byªo zako«czenia przej±cia
OS (B), krzywe wykazuj¡ce obecno±¢ wi¦cej ni» jednego przej±cia OS (C) oraz takie,
w których po odczepieniu rozci¡ganej molekuªy wci¡» pozostawaª zaczepiony obiekt

(D).

O ile oparcie eksperymentu o wi¡zanie niespecy�czne umo»liwia podcze-

pianie molekuª kolistych, to stanowiªo jednocze±nie najwi¦ksz¡ jego trudno±¢

ze wzgl¦du na brak staªych i okre±lonych punktów podczepienia. Nawet

71



w przypadku DNA liniowego uzyska¢ mo»na krzywe siªowe o ró»nym cha-

rakterze w zale»no±ci od tego, czy podczepione ono jest za jedn¡ czy dwie

nici lub te» powstaªe w wyniku rozci¡gania wielu molekuª. W przypadku

plazmidów znaczenie ma równie» miejsce podczepienia na jego obwodzie.

Aby uzyska¢ krzyw¡ odzwierciedlaj¡c¡ rozci¡ganie dwóch skr¦conych ze sob¡

molekuª DNA konieczne jest uchwycenie plazmidu dokªadnie w poªowie, za

ko«ce p¦tli. �atwo jednak zauwa»y¢, »e mo»liwe s¡ równie» inne sytuacje.

Je±li punkty podczepienia dzieli¢ b¦d¡ plazmid na nierówne cz¦±ci, to sy-

tuacja przypomina¢ b¦dzie rozci¡ganie dwóch molekuª ró»nej dªugo±ci, a w

efekcie krzywa siªowa powinna ukazywa¢ dwa przej±cia OS. Jednak je±li roz-

ci¡gany fragment stanowi mniej ni» 40% caªego obwodu plazmidu pUC18,

czyli 360 nm, to wówczas nawet gdy rozci¡gany fragment ulegnie przej±ciu

OS, to wci¡» b¦dzie krótszy ni» pozostaªy, nie podlegajacy napr¦»eniu frag-

ment (Rys. 6.5). Fragment ten nie b¦dzie miaª wpªywu na krzyw¡ siªow¡,

a tym samym zaobserwowa¢ powinni±my tylko jedno plateau. Ponadto, je±li

nawet punkty podczepienia dzieli¢ b¦d¡ plazmid na dwie równe cz¦±ci, ale nie

b¦d¡ znajdowa¢ si¦ w p¦tlach plektonemicznych lecz w obszarze skr¦cenia, to

wówczas podczas jego rozci¡gania superhelisa ulegnie rozwini¦ciu i sytuacja

przypomina¢ b¦dzie równolegªe rozci¡ganie dwóch molekuª.

Najwi¦ksz¡ cz¦±¢ danych, zarówno pochodz¡cych z próbek plazmidowych

jak i zlinearyzowanych stanowi¡ krzywe, które zgodnie z wcze±niejszymi ba-

daniami wykonanymi dla molekuª liniowych mo»na zidenty�kowa¢ jako po-

chodz¡ce z sytuacji, gdy rozci¡gana molekuªa nie ma ograniczonej topologii,

czyli z plateau na poziomie ok. 65 pN i ostrym pocz¡tkiem przej±cia OS (Rys.

6.6). Z pozoru sytuacja taka nie powinna si¦ zdarzy¢ w przypadku nieusz-

kodzonego plazmidu, który z zaªo»enia ma ograniczon¡ topologi¦ i uzyska¢

powinni±my wyª¡cznie krzywe z przej±ciem OC na poziomie 110 pN. Jednak

w trakcie rozci¡gania fragmentu plazmidu uchwyconego za jeden nukleotyd

rozci¡gany fragment mo»e podlega¢ rozwijaniu poprzez rotacj¦ wi¡zania pary

zasadowej, a zmiana jego Tw kompensowana b¦dzie przez zwijanie pozostaªej

cz¦±ci molekuªy (Rys. 6.5). Aby mogªo doj±¢ do podwy»szenia siªy przej-

±cia OS topologia musi bowiem by¢ ograniczona w rozci¡ganym fragmencie,

który jednak w opisywanej sytuacji nie stanowi caªej molekuªy. Poniewa»

jednak w takiej kon�guracji peªne rozdzielenie nici jest utrudnione, to mo»na

spodziewa¢ si¦, »e krzywa posiada¢ b¦dzie plateau na poziomie ok. 65 pN,

jednak wykazywa¢ b¦dzie ograniczon¡ histerez¦, podobnie jak miaªo to miej-

sce podczas rozci¡gania konstruktu DNA zastosowanego w eksperymencie

[95]. W±ród pi¦ciu krzywych, w których mo»na zaobserwowa¢ relaksacj¦,
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Rysunek 6.5. Rozci¡ganie fragmentu kolistego DNA. Je±li rozci¡gany fragment sta-
nowi mniej ni» 40% obwodu caªego plazmidu to nawet po zwi¦kszeniu dªugo±ci o
70% w wyniku przej±cia OS dªu»szy fragment nie b¦dzie miaª wpªywu na krzyw¡
siªow¡. Je±li istnie¢ b¦dzie mo»liwo±¢ rotacji wi¡zania w punkcie podczepienia,
to mo»liwe b¦dzie rozwijanie rozci¡ganego fragmentu a skr¦ceniu ulegnie dªu»-
szy fragment (A). Równie» w DNA liniowym miejsce podczepienia molekuªy mo»e
zdecydowa¢, czy ulegnie ono jedynie rozwini¦ciu (B), czy te» dojdzie tak»e do

rodzielenia nici (C).

pochodz¡cych z próbek plazmidowych i posiadaj¡cych plateau na poziomie

ok 65 pN jedynie jedna posiada znacz¡c¡ histerez¦, z przej±ciem do formy

jednoniciowej po denaturacji. Poniewa» dªugo±¢ rozci¡ganego DNA w tym

przypadku przekraczaªa 450 nm, czyli dªugo±¢ plazmidu pUC18 w formie su-

perskr¦conej, musimy przyj¡¢, »e krzywa ta jest wynikiem rozci¡gania formy

zlinearyzowanej. Mo»liw¡ przyczyn¡ linearyzacji byªo uszkodzenie powstaªe

podczas procesu oczyszczania plazmidu lub te» rozci¦cie dokonane przez igª¦

AFM. Przecinanie molekuª DNA za pomoc¡ AFM obserwowane byªo w ba-

daniach Paula Hansmy [122]. Krzywe z przej±ciem OS na poziomie ok. 65 pN

i nie wykazuj¡ce znacz¡cej histerezy obecne byªy równie» w próbkach DNA

zlinearyzowanego. Krzywe te mogªy pochodzi¢ z rozci¡gania DNA, zaczepio-

nego w ten sposób, »e pozostaªy fragment nie podlegaj¡cy rozci¡ganiu nie

rozplata si¦ i jest w stanie utrzyma¢ obie nici mimo rozwini¦cia.

Krzywe, które odpowiadaªy sytuacji w której topologia rozci¡ganego frag-

mentu jest ograniczona poprzez obuniciowe podczepienie, z przej±ciem OS

na poziomie 110 pN i jedynie niewielk¡ histerez¡ równie» wyst¦powaªy w

obu rodzajach próbek (Rys. 6.7). Podobnie jak w poprzednim przypadku,
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Rysunek 6.6. Najliczniej reprezentowane krzywe siªowe zarejestrowane dla pUC18
superskr¦conego i zlinearyzowanej próbki kontrolnej. Przej±cie OS na poziomie 65
pN ±wiadczy, »e w przypadkach tych topologia nie byªa ograniczona w rozci¡ga-
nym fragmencie. Przypadki, gdy histereza rozci¡gania i relaksacji jest znaczna i
dochodziªo do peªnej denaturacji zaobserwowano w próbkach zlinearyzowanych (A),
natomiast w próbkach superhelikalnych zaobserwowano jedynie jeden taki przypa-
dek (B). W przypadkach tych molekuªa posiadaªa zapewne uszkodzenia. Krzywe
wykazuj¡ce jedynie minimaln¡ histerez¦ i sugeruj¡ce rozci¡ganie bez ograniczenia
topologii i mo»liwo±ci peªnej denaturacji pojawiaªy si¦ w obu próbkach (C i D).
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Rysunek 6.7. Krzywe siªowe posiadaj¡ce przej±cie OS na poziomie 110 pN i nie
wykazuj¡ce histerezy, zidenty�kowane jako pochodz¡ce z molekuª o ograniczonej

topologii.

krzywe takie mo»na uzyska¢ podczas rozci¡gania plazmidu, gdy rozci¡gany

fragment jest na tyle krótki, by pozostaªa jego cz¦±¢ nie miaªa wpªywu na

krzyw¡ siªow¡.

Pomimo »e opisane przypadki stanowiªy dominuj¡c¡ cz¦±¢ zgromadzonych

danych, to jednak zaobserwowano te» wiele krzywych, gdzie siªa przej±cia

OS przekraczaªa, niekiedy nawet wielokrotnie, siªy uzyskiwane podczas roz-

ci¡gania molekuª o ograniczonej topologii. Jakkolwiek trudno znale¹¢ ich

jednoznaczn¡ interpretacj¦ (Rys. 6.9), to przyj¡¢ mo»na, »e jest to wynik

sytuacji, w których dojdzie do uchwycenia dwóch lub wi¦cej molekuª DNA.

Dochodzi wówczas do zwielokrotnienia siªy koniecznej do przej±cia OS, co

zaobserwowano w pierwszych badaniach z wykorzystaniem sond ±wiatªowo-

dowych w postaci krzywej posiadaj¡cej dwa przej±cia OS [87]. Pierwsze z tych

przej±¢ jest na poziomie 65 pN, natomiast drugie zachodzi dla siª dwukrotnie

wi¦kszych - 65pN+65pN = 130pN. W opisanej sytuacji rozci¡gane molekuªy

miaªy ró»n¡ dªugo±¢ co prowadziªo do wyra¹nego rozdzielenia przej±¢ OS

dla ka»dej molekuªy. Mo»na si¦ jednak spodziewa¢, »e sytuacja taka byªaby

trudniejsza do zidenty�kowania, gdyby molekuªy miaªy zbli»ona dªugo±¢. W

moim eksperymencie udaªo si¦ zaobserwowa¢ tak¡ sytuacj¦ (Rys. 6.8). W se-

kwencji krzywych pocz¡tkowo obserwowano krzyw¡ o przej±ciu OS na pozio-

mie 160 pN, o cz¦±ciowej histerezie. Po kilkukrotnym rozci¡gni¦ciu nast¡piªo

odczepienie, jednak krzywa powrotna wskazywaªa, »e nie byªo ono caªkowite.

Kolejne krzywe cechowaªo plateau na poziomie 80 pN i nieznaczna histereza.

W czasie kolejnych cykli doszªo do ostatecznego odczepienia i utraty mole-

kuªy. Na podstawie tej sekwencji ustali¢ mo»na, »e plateau OS w pierwszej

krzywej jest, podobnie jak w przypadku dwóch podczepionych w ten sam
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sposób molekuª, efektem sumowania siª 80pN + 80pN = 160 pN. Na pod-

stawie ksztaªtu krzywych mo»na przyj¡¢, »e rozci¡gane byªy molekuªy bez

ograniczenia topologii, a obserwowana wy»sza warto±¢ siªy (80 pN zamiast 65

pN) wynika z niepewno±ci kalibracji mikrobelki. Dªugo±¢ plateau przej±cia

OS w trakcie caªej sekwencji odpowiadaªa ok. 70% dªugo±ci pocz¡tkowej,

zatem wpªyw efektu k¡ta mo»e zosta¢ wykluczony.

Rysunek 6.8. Sekwencja krzywych uzyskanych dla próbki pUC18 zlinearyzowa-
nego, ukazuj¡ca równolegªe rozci¡gni¦cie dwóch molekuª zbli»onej dªugo±ci, odcze-
pienie jednej z nich i nast¦pnie rozci¡gni¦cie jednej pozostaªej molekuªy. Na wy-
kresie wewn¦trznym zestawiono przej±cia OS. Poziom siªy przej±cia OS dla dwóch

rozci¡ganych molekuª jest dwukrotnie wi¦kszy ni» w przypadku jednej.

Z sekwencji tej wywnioskowa¢ mo»na, »e w przypadku gdy rozci¡gane
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równolegle molekuªy maj¡ zbli»on¡ dªugo±¢, to uzyskana krzywa siªowa b¦-

dzie trudna do jednoznacznej identy�kacji. Przypomina¢ bowiem b¦dzie ty-

pow¡ krzyw¡ uzyskiwan¡ przy rozci¡ganiu DNA, jednak mierzone b¦d¡ nie-

typowe warto±ci siªy przej±cia OS. Przyj¡¢ mo»na, »e analogiczna sytuacja

b¦dzie mie¢ miejsce równie» w przypadku równolegªego rozci¡gania molekuª

o ograniczonej topologii. Tym samym mo»na spodziewa¢ si¦ krzywych, które

w wyniku sumowania siª przej±¢ OS b¦d¡ miaªy plateau na poziomie:

� 65+65=130 pN

� 65+110=175 pN

� 110+110=220 pN

Mo»na zatem uzna¢, »e krzywe, których plateau przekracza znacznie poziom

110 pN to efekt równolegªego rozci¡gania przynajmniej dwóch molekuª, które

miaªy zbli»on¡ dªugo±¢ i odczepiªy si¦ w tej samej chwili z punktu widzenia

skali czasowej eksperymentu. Dokªadn¡ interpretacj¦ poszczególnych przy-

padków utrudni¢ mog¡ niepewno±ci kalibracji staªej spr¦»ysto±ci i efekt k¡ta,

jak równie» mo»liwo±¢ uszkodzenia badanych molekuª przez proces przygoto-

wania próbki lub ostrze mikrobelki AFM. Tym te» mo»na wyja±ni¢ znaczne

rozbie»no±ci w siªach przej±cia OS i histerezie w zarejestrowanych krzywych.

Rysunek 6.9. Przykªady krzywych pochodz¡cych z próbek superskr¦conego pla-
zmidu, w przypadku których nie mo»na znale¹¢ jednoznacznej interpretacji i o sile
przej±cia plateau z zakresu 110 - 220 pN. W±ród krzywych tych nie mo»na znale¹¢
typowych cech charakterystycznych i pochodz¡ prawdopodobnie z rozci¡gania kilku

molekuª.

Mo»na równie» wysun¡¢ hipotez¦, »e aby uzyska¢ opisan¡ powy»ej sy-

tuacj¦ nie jest konieczne uchwycenie dwóch oddzielnych molekuª. Pojedyn-

cza liniowa molekuªa mo»e zosta¢ uchwycona i rozci¡gni¦ta w postaci p¦tli,

gdy jest to kolisty plazmid, lub te» gdy wolne ko«ce przyczepione s¡ do

podªo»a. Poniewa» rozci¡gane fragmenty b¦d¡ zbli»onej dªugo±ci i podlega¢

b¦d¡ jednakowym napr¦»eniom, to rozci¡gane helisy nie b¦d¡ mogªy si¦ ob-

raca¢. Zatem sytuacja ta odpowiada¢ b¦dzie rozci¡ganiu dwóch topologiczne

ograniczonych molekuª, prowadz¡c do plateau na poziomie 220 pN. Ponie-
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wa» p¦tla zaczepiona jest tylko za jedno wi¡zanie wolnej pary zasadowej,

jego zerwanie oznaczaªoby caªkowit¡ utrat¦ molekuªy, zamiast stopniowego

odczepiania poszczególnych molekuª jak miaªo to miejsce w przypadku se-

kwencji z rysunku 6.8. W szczególnym przypadku za ko«ce p¦tli plektonemu

mo»e zosta¢ rozci¡gni¦ty kolisty plazmid, co równie» wi¡za¢ si¦ b¦dzie z to-

pologicznym ograniczeniem obu rozci¡ganych fragmentów i przej±ciem OS

zachodz¡cym dla siªy nie mniejszej ni» 220 pN (Rys. 6.10).

Rysunek 6.10. Sytuacje, w których podczas rozci¡gania DNA liniowego (A,B) i
kolistego (C,D) dochodzi¢ mo»e do powstania krzywych o plateau przej±cia OS

wyst¦puj¡cym dla siª przekraczaj¡cych 110 pN.

Celem ilo±ciowego porównania ró»nic w mechanice molekuª kolistych su-

perskr¦conych i zlinearyzowanych oraz zidenty�kowania krzywych pochodz¡-

cych z rozci¡gania struktury superhelikalnej w plazmidzie zmierzono ±rednie

siªy plateau przej±cia OS dla wszystkich 206 krzywych (Rys. 6.11). Na-

st¦pnie zestawiono ich warto±ci w histogramach. Mo»na zauwa»y¢, »e w

przypadku próbek zlinearyzowanych zarejestrowano jedynie niewielk¡ liczb¦

krzywych z przej±ciem OS zachodz¡cym dla siª przekraczaj¡cych 130 pN.

W próbkach superhelikalnych mamy do czynienia z przeciwn¡ sytuacj¡ - dla

znacznej cz¦±ci krzywych przej±cie to znajduje si¦ w zakresie 130-330 pN.

W szczególno±ci histogram uzyskany dla próbek superskr¦conych wykazuje

obecno±¢ piku dla siª z zakresu 240-250 pN, który jest zupeªnie nieobecny
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w próbkach zlinearyzowanych. Krzywe (26 przypadków) odpowiedzialne za

powstanie tego piku obserwowane byªy poza jednym przypadkiem wyª¡cznie

w próbkach plazmidów superskr¦conych i na potrzeby nast¦puj¡cej analizy

nazwiemy j¡ grup¡ S.

Rysunek 6.11. Histogramy siª przej±cia OS w krzywych zarejestrowanych dla pró-
bek plazmidu superskr¦conego i zlinearyzowanego. Mo»na zauwa»y¢, »e dla pró-
bek superskr¦conych wyst¦puje przesuni¦cie ku wy»szym siªom. Strzaªka wskazuje
obecno±¢ piku, którego brak w przypadku próbek zlinearyzowanych. Jego obecno±¢
sugeruje, »e w do±wiadczeniach dla próbek superskr¦conych rozci¡gane byªy struk-
tury DNA wykazuj¡ce znacznie wi¦kszy opór ni» spotykane w próbkach z DNA

liniowym.

Krzywe z grupy S (Rys. 6.12) posiadaj¡ przej±cie OS zachodz¡ce dla

bardzo wysokich siª (±rednia warto±¢ przej±cia OS - 250pN przy odchyle-

niu standardowym ±redniej 6 pN). W przypadkach, gdy udaªo si¦ pomy±lnie

zaobserwowa¢ ich relaksacj¦, obecna jest jedynie minimalna histereza. Krzy-

wych takich nie obserwowano w »adnym z poprzednich bada« DNA liniowego

przy u»yciu spektroskopii mechanicznej. Brak takich krzywych w próbkach

plazmidów, które zostaªy zlinearyzowane sugeruje, »e to superskr¦cenie jest

cech¡ kluczow¡ do ich zaobserwowania. Gdyby krzywe te byªy wyª¡cznie

rezultatem rozci¡gania kilku molekuª, to wówczas obserwowane byªyby w

obydwu rodzajach próbek. Nale»y te» zwróci¢ uwag¦ na fakt, »e zakres siª

przej±cia OS w tych krzywych znacznie przekracza warto±¢ 220 pN, stano-

wi¡c¡ proste podwojenie siªy mierzonej przy rozci¡ganiu dwóch molekuª z
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ograniczon¡ topologi¡. Sugeruje to, »e krzywe te powstaªy w wyniku roz-

ci¡gania kon�guracji molekuª DNA, w której odksztaªceniu ulegaj¡ nie tylko

podwójne helisy DNA, ale pojawia si¦ równie» dodatkowy opór, którego prze-

zwyci¦»enie wymaga siªy ok. 30 pN.

Rysunek 6.12. Krzywe wyst¦puj¡ce wyª¡cznie w próbkach superskr¦conych, cha-
rakteryzuj¡ce si¦ przej±ciem OS zachodz¡cym dla siª w zakresie 240-260pN.

6.3. Analiza danych

Ilo±ciowo sztywno±¢ rozci¡ganych polimerów mo»na oszacowa¢ poprzez

dopasowanie do krzywej siªowej (Rys. 6.13A,B) modelu spr¦»ysto±ci ma-

kromolekuª (Podrozdz.1.4). Dla pi¦tnastu wyselekcjonowanych krzywych z

grupy S jak równie» typowych krzywych pochodz¡cych z rozci¡gania DNA

liniowego wykonano zatem dopasowanie modelu eWLC (wzór 1.21). Uzy-

skane warto±ci dªugo±ci persystentnej lp i moduªy spr¦»ysto±ci polimeru na

jednostk¦ jego dªugo±ci Φ zebrano w tabeli 6.1. Dopasowanie to, z racji

znacznego w naszej metodzie szumu termicznego obarczone byªo znacznym

rozrzutem wyników, zwªaszcza w przypadku próbek superhelikalnych. Jed-

nak mo»na zauwa»y¢, »e krzywe z grupy S posiadaªy znacznie mniejsz¡

dªugo±¢ persystentn¡ (8.88 nm) od krzywych DNA liniowego (50.13 nm).
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We wcze±niejszej pracy [11] dane pochodz¡ce z rozci¡gania superhelikalnego

DNA równie» wskazywaªy na mniejsz¡ dªugo±¢ persystentn¡ ni» w przypadku

zarówno jednej jak i dwóch molekuª (Rys. 4.12) jednak nie wyznaczono jej

warto±ci dla tego przypadku. Celem porównania dokonano ekstrakcji danych

programem PlotDigitizer (http://plotdigitizer.sourceforge.net/) i wy-

konano dopasowanie modelu WLC (wzór 1.18). Uzyskany wynik dªugo±ci

persystentnej 9.61 nm jest w bardzo dobrej zgodno±ci z wynikami uzyska-

nymi dla krzywych z grupy S. Potwierdza to nasz¡ hipotez¦, »e krzywe z

grupy S powstaªy w wyniku rozci¡gania pojedynczych molekuª DNA w po-

staci zamkni¦tych plazmidów, uchwyconych za p¦tle plektonemu, w wyniku

czego deformacji ulega struktura superhelikalna. Analiza tych krzywych po-

zwoli zatem na zbadanie wªa±ciwo±ci mechanicznych struktury superhelikal-

nej DNA, co stanowi temat tej pracy doktorskiej.

Lp. Superskr¦cone Zlinearyzowane
lp [nm] Φ [pN ] lp [nm] Φ [pN ]

1 4,43 687,4 49,89 441,5
2 3,55 731,7 49,67 860,9
3 3,55 731,7 49,67 485,7
4 9,76 1707,3 49,67 397,4
5 16,41 798,2 50,55 750,6
6 12,42 886,9 50,55 772,6
7 13,3 1263,9 53,42 794,7
8 13,3 776,1 49,89 501,1
9 14,3 777,1 50,11 490,1
10 8,87 1330,4 49,67 468
11 9,53 1042,1 50,11 309,1
12 2,65 1986,8 49,67 264,9
13 8,61 3973,5 49,67 375,3
14 8,61 3973,5 49,67 618,1
15 3,97 3311,3 49,67 353,2

Wart. ±rednia 8,88 1598,53 50,13 525,55
Odchylenie st. 3,58 927,97 0,55 155,89

Tablica 6.1. Warto±ci dªugo±ci persystentnej lp i moduªy spr¦»ysto±ci polimeru na
jednostk¦ jego dªugo±ci Φ uzyskane z dopasowania modelu eWLC do krzywych

siªowych rozci¡gania superskr¦conych i zlinearyzowanych plazmidów.

Dopasowanie modelu eWLC dostarcza tak»e informacji o wªa±ciwo±ciach

mechanicznych struktury superhelikalnej w zakresie entalpicznym. W porów-

naniu z krzywymi powstaªymi w wyniku rozci¡gania DNA liniowego rozci¡-

gana struktura superhelikalna wykazuje ok. trzykrotnie wi¦ksz¡ sztywno±¢

(Tabela 6.1). Poniewa» przy jej rozci¡ganiu konieczna jest równie» wy»sza
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Rysunek 6.13. Przykªady dopasowania modelu eWLC do krzywej pochodz¡cej z
rozci¡gania DNA liniowego (A) i superskr¦conego (B) oraz porównawcze dopa-
sowanie za pomoc¡ modelu WLC (C), wykonane dla krzywej siªowej struktury

superhelikalnej uzyskanej za pomoc¡ puªapki magnetycznej [11].
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siªa aby wymusi¢ przej±cie OS, mo»na tym samym wnioskowa¢, »e struktura

superhelikalna zwi¦ksza odporno±¢ DNA na odksztaªcenia.

Mo»na postawi¢ hipotez¦, »e u podªo»a zwi¦kszonej odporno±ci na od-

ksztaªcanie stoi zaciskanie si¦ helisy podczas jej rozci¡gania. Obserwacja ta

stanowi podstaw¦ konstrukcji nici i lin. Skr¦cenie pozwala bowiem nie tylko

na wysnuwanie nici o nieograniczonej dªugo±ci przy wykorzystaniu krótkich

fragmentów prz¦dzy, ale równie» zwi¦ksza jej wytrzymaªo±¢ w porównaniu

z równolegle rozci¡ganymi wªóknami. W wyniku zaciskania rozci¡ganej he-

lisy, znacz¡ca cz¦±¢ siªy rozci¡gaj¡cej rozpraszana jest poprzez zgniatanie

wªókien i tarcie mi¦dzy nimi. Mimo, »e sytuacja ta znana jest z obiektów

makroskopowych, to pewn¡ analogi¦ do tej sytuacji mo»na zauwa»y¢ równie»

w przypadku rozci¡gania pojedynczej molekuªy superhelikalnego plazmidu.

Rozci¡gana w mikroskopie siª atomowych superhelisa, po wyj±ciu z zakresu siª

entropowych i wyprostowaniu, b¦dzie si¦ zaciska¢, a fragmenty DNA b¦d¡ do

siebie zbli»ane. Zatem odksztaªcane b¦d¡ nie tylko obydwa fragmenty mo-

lekuªy, ale deformacjom podlega¢ b¦dzie równie» struktura superhelikalna.

Poniewa» jednak ªa«cuch fosforanowo - cukrowy posiada niezwykle silny ªa-

dunek (Podrozdziaª 1.3), to zbli»ane do siebie fragmenty b¦d¡ si¦ odpycha¢.

Dokonuj¡c uproszczenia i traktuj¡c superhelis¦ jako konstrukcj¦ zªo»on¡ z

czterech przegubowo poª¡czonych pr¦tów, której deformacja powoduje ±ci-

skanie spr¦»yny mo»na przeprowadzi¢ analiz¦ wektorow¡ tej sytuacji (Rys.

6.14). K¡t ϑ o wierzchoªku pomi¦dzy pr¦tami stanowi tutaj odpowiednik

k¡ta oplecenia (braiding angle), którego warto±¢ uzale»niona jest od liczby

oplece« w superhelisie [11, 12]. Siªa odpychania FC poprzez projekcj¦ na

kierunek pr¦ta/polimeru w kierunku siªy rozci¡gaj¡cej F ma warto±¢

FC = FR ctg(ϑ) (6.1)

i ma wzgl¦dem niej przeciwny kierunek. Zatem wytworzeniu napr¦»enia

DNA koniecznego do wymuszenia przej±cia OS przeciwstawia¢ si¦ b¦dzie wza-

jemne odpychanie helis. W efekcie mierzona siªa przej±cia OS w rozci¡ganym

superhelikalnym DNA powinna by¢ wi¦ksza ni» w przypadku równolegªego

rozci¡gania dwóch molekuª, czyli 220 pN. Jest to zgodne z wynikami do±wiad-

czalnymi, poniewa» ±rednia siªa tego przej±cia dla krzywych specy�cznych dla

próbek superhelikalnych wynosi 250 pN zamiast spodziewanych 220 pN.

83



Rysunek 6.14. Uproszczona analiza rozkªadu siª w skr¦conych i rozci¡ganych mole-
kuªach DNA. Zaciskanie superhelisy (dla uproszczenia przedstawionej jako helisa),
której elementy odpychaj¡ si¦ mo»e by¢ przybli»one jako konstrukcja przegubowo

poª¡czonych pr¦tów, zaciskaj¡ca si¦ pod wpªywem siªy rozci¡gaj¡cej F.

Wykorzystuj¡c fakt, »e przej±cie OS zachodzi dla ±ci±le okre±lonej siªy

mo»emy oszacowa¢ siª¦ oddziaªywania mi¦dzy molekuªami DNA. B¦dzie to

ró»nica warto±ci siªy przej±cia OS dla dwóch ograniczonych topologiczne i

rozci¡ganych równolegle molekuª i ±redni¡ warto±ci¡ siªy przej±cia OS w za-

rejestrowanych krzywych. Ró»nica ta wynosi 30 pN i stanowi miar¦ oddziaªy-

wania mi¦dzy fragmentami DNA, zmierzonego po raz pierwszy w naszym eks-

perymencie na poziomie pojedynczych molekuª. Poniewa» nie jest mo»liwe

ustalenie, jakie warto±ci przyjmuje k¡t oplecenia α, przyjmiemy »e FC = FR.

Zakªadaj¡c, »e oddziaªuj¡ ze sob¡ poªówki plazmidu, stanowi¡ce fragmenty

o dªugo±ci 450 nm uzyskamy siª¦ na jednostk¦ dªugo±ci DNA 0.07 pN/nm.

Mo»na porówna¢ ten rezultat z wynikami uzyskanymi w pomiarach makro-

skopowych siª oddziaªywa« DNA-DNA za pomoc¡ metody ci±nienia osmo-

tycznego [41, 37], przedstawionych na Rys. 1.6 (gdzie 10−3N/m = 1pN/nm).

Uzyskany w naszych pomiarach wynik 0.07 pN/nm mie±ci si¦ w mierzonych

zakresach siª. W pomiarach makroskopowych oddziaªywanie takie mierzono

w molekuªach zbli»onych na odlegªo±¢ mi¦dzyosiowa ok 6.7 nm. Stanowi to

bardzo dobr¡ zgodno±¢ z pomiarami szacuj¡cymi efektywn¡ ±rednic¦ DNA

na 6 nm w buforze 100 mM NaCl (Rys. 1.5), czyli w warunkach bardzo

zbli»onych do naszego eksperymentu. Sugeruje to, »e rozci¡gana struktura

superhelikalna silnie zaciska si¦ podczas rozci¡gania w wyniku czego dupleksy
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znajduj¡ si¦ w minimalnej dopuszczalnej w danych warunkach odlegªo±ci.

Rezultaty te potwierdzaj¡ równie» wyniki uzyskane podczas skr¦cania du-

pleksów DNA za pomoc¡ puªapek magnetycznych i w symulacjach [12]. W

wyniku wielokrotnego skr¦cania dupleksów DNA 6 nm stanowiªo minimaln¡

odlegªo±¢ mi¦dzyosiow¡, jak¡ udaªo si¦ uzyska¢ przed uformowaniem plekto-

nemu. Zastosowana po raz pierwszy metoda pomiaru pozwala zatem uzyska¢

rzeczywiste warto±ci siª oddziaªywa« DNA-DNA w zakresie siª niedost¦pnym

dla innych metod stosowanych w bio�zyce pojedynczych molekuª.

6.4. Wnioski

Zastosowana w naszych badaniach spektroskopia mechaniczna AFM su-

perskr¦conych plazmidów mo»e zosta¢ zatem z powodzeniem wykorzystana

jako metoda bada« mechaniki superskr¦conego DNA i oddziaªywa« mi¦dzy-

molekularnych na poziomie pojedynczych molekuª. W dalszych badaniach

uzasadnione b¦dzie wykorzystanie topoizomeraz w celu kontroli stopnia skr¦-

cenia plazmidu jak równie» wykonanie eksperymentu w ró»nych roztworach

lub tez ich mody�kacja w trakcie trwania eksperymentu. Konieczna jest tak»e

próba oszacowania k¡ta oplecenia za pomoc¡ obrazowania AFM. W naszych

badaniach wykorzystali±my obecno±¢ siªy przej±cia OS jako charakterystycz-

nej wielko±ci umo»liwiaj¡cej analiz¦ porównawcz¡. Analiza w zakresie siª

powy»ej przej±cia OS jest jednak równie» mo»liwa dzi¦ki zastosowaniu modeli

spr¦»ysto±ci polimerów.

Uzyskane dzi¦ki naszej metodzie wyniki wnosz¡ równie» cenne informacje

do zrozumienia organizacji materiaªu genetycznego w komórkach. Struktura

superhelikalna stawia wi¦kszy opór odksztaªceniom mechanicznym ni» DNA

liniowe czy nawet dwie równolegªe molekuªy. W szczególno±ci za±, wi¦k-

sza siªa konieczna jest dla wyst¡pienia przej±cia OS. Ostatnie eksperymenty

dostarczyªy znacz¡cych dowodów, »e podczas tego przej±cia dochodzi do de-

naturacji DNA [94]. Je±li scaªkujemy krzywe siªowe rozci¡gania to mo»emy

uzyska¢ prac¦ E wykonan¡ na molekule podczas jej odksztaªcenia (Rys 6.15).

Jak mo»na zauwa»y¢, ograniczenie topologii i skr¦cenie molekuª znacznie

podwy»sza energi¦ potrzebn¡ do denaturacji. Dzi¦ki temu materiaª gene-

tyczny jest dodatkowo chroniony przed uszkodzeniem w wyniku napr¦»e«

jakie mog¡ oddziaªywa¢ na komórki bakteryjne.
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Rysunek 6.15. Zestawienie krzywych siªowych powstaªych z rozci¡gania DNA linio-
wego ograniczonego topologicznie i DNA superhelikalnego (A) i pracy koniecznej
do deformacji obu tych obiektów (B) uzyskanej poprzez scaªkowanie krzywych z

wykresu (A). Porównywane molekuªy posiadaªy zbli»on¡ dªugo±¢.

Ponadto, obecno±¢ niewielkiej histerezy we wszystkich zarejestrowanych

krzywych siªowych wskazuje, »e w stosunkowo niewielkiej skali czasowej na-

szego eksperymentu (ok. 1 ms) DNA o ograniczonej topologii i skr¦cone

potra� stosunkowo ªatwo i szybko odtworzy¢ swoj¡ pierwotn¡ struktur¦, bez

konieczno±ci anga»owania enzymów. Obie powy»sze obserwacje sugeruj¡, »e

obecno±¢ skr¦cenia w plazmidach i chromosomach bakteryjnych nie sªu»y wy-

ª¡cznie organizacji materiaªu genetycznego w maªej obj¦to±ci, ale jest istotna

tak»e dla jego ochrony.

Zwi¦kszona odporno±¢ struktury superhelikalnej na odksztaªcenie mo»e

by¢ równie» wykorzystana w bionanotechnologii. DNA, z racji obecno±ci

narz¦dzi do mody�kacji swojej struktury w postaci enzymów jak równie»

unikalnej cechy jak¡ jest mo»liwo±¢ zapisu informacji o jego ksztaªcie w nim

samym stanowi znakomity materiaª konstrukcji nanostruktur takich jak tzw.

origami DNA. Wykorzystanie odpychania mi¦dzy helisami DNA poprzez two-
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rzenie topologicznych struktur mo»e poprawi¢ ich wytrzymaªo±¢. Warto te»

zauwa»y¢, »e sztywno±¢ takich elementów mo»na kontrolowa¢ poprzez zmiany

topologiczne za pomoc¡ topoizomeraz b¡d¹ te» st¦»enie jonów w roztworze.



Podsumowanie

Rezultaty mojej pracy doktorskiej mo»na podsumowa¢ nast¦puj¡co:

1. Zbudowano mikroskop siª atomowych wyspecjalizowany do przeprowa-

dzania pomiarów w trybie spektroskopii mechanicznej. Instrument ten

z powodzeniem zostaª wykorzystany zarówno w pomiarach opisanych w

pracy doktorskiej jak i w badaniach innych biomolekuª.

2. Pozytywnie zwery�kowano mo»liwo±¢ pomiarów mechanicznych struktury

superhelikalnej DNA za pomoc¡ AFM dzi¦ki wykorzystaniu superskr¦co-

nych plazmidów. Ta nowa metoda umo»liwia pomiary wªa±ciwo±ci me-

chanicznych takich struktur w zakresie siª niedost¦pnym dla stosowanych

dotychczas metod.

3. Uzyskane wyniki wskazuj¡, »e struktura superhelikalna, poprzez wymu-

szanie oddziaªywa« mi¦dzy naªadowanymi i odpychaj¡cymi si¦ fragmen-

tami DNA w czasie jej rozci¡gania, zwi¦ksza odporno±¢ materiaªu gene-

tycznego na odksztaªcenie i denaturacj¦.

4. Wykorzystano fakt wyst¦powania przej±cia OS dla charakterystycznej siªy

do oszacowania odziaªywania mi¦dzy fragmentami DNA w wyniku za-

ciskania superhelisy. Uzyskane warto±ci s¡ zgodne z wynikami uzyska-

nymi wcze±niej za pomoc¡ technik makroskopowych. Metod¦ t¦ mo»na

wykorzysta¢ zatem do pomiarów oddziaªywa« DNA- DNA na poziomie

pojedynczych molekuª.

Zaªo»enia pracy doktorskiej mo»na zatem uzna¢ za zrealizowane.
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Summary

The aim of this PhD thesis is to use the AFM force spectroscopy technique

for an experimental evaluation of mechanical properties of braided DNA in a

high force regime and measure DNA-DNA interactions at the single molecule

level.

DNA mechanics is vital in cellular and viral packing of the genetic mate-

rial and in all important DNA transitions such as replication, transcription,

recombination and repair [1]. Experiments performed with magnetic [49]

and optical [90] tweezers, glass microneedles [87] and AFM [100] already

answered many questions regarding behavior of DNA in packing of genetic

material and its behavior in key cellular processes. When stretched beyond

its contour length dsDNA shows a plateau of rapid 70% elongation with only

a minute increase in force. While for topologically unconstrained DNA this

transition appears at 65 pN, a larger, 110 pN force is required when the

rotation is inhibited by double strand attachment [95]. The origin of this

plateau is explained either as a transition from B to hypothetical elongated

S DNA form [90] or partial melting of strands [96]. If dsDNA is stretched

even further, a second, non-equilibrium transition can be observed, which

leaves the molecule fully melted [100]. Single strand attached or nicked DNA

molecules cannot reanneal after melting and exhibits full hysteresis upon

relaxation [95]. Measured forces and lengths can signi�cantly vary, as AFM

force spectroscopy of long polymers can exhibit a so called angle e�ect [82].

With magnetic tweezers [123] and rotating micropipettes [91] it was po-

ssible to twist single DNA molecules. Depending on applied force it was

possible to cause buckling and develop plectonemes or force a transition to

a hypothetical P form of DNA [106]. This research however was performed

for linear DNA, which only very rarely appears in living organisms. To

be successfully stored in cells, genetic material has to be tightly packed in

structures like chromosomes. With the help of histone proteins Eucariota

form solenoids, while genetic material in Procariota is twisted and forms

plectonemes. Thus, whenever DNA is deformed in living cell, it is always

deformed as either a protein-DNA complex or a braided plectoneme, not as

a single linear molecule. Only a limited research on force spectroscopy of
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braided DNA was done. A theoretical investigation by Marko [105] showed

that braiding should signi�cantly increase the free energy of a stretched po-

lymer and that the mutual intermolecular Coulomb repulsion would govern

mechanical properties of those structures for large number of braid nodes

or very high forces. Force spectroscopy experiments with braided DNA was

limited to magnetic tweezers [11, 12]. Two DNA molecules were anchored

to magnetic bead and twisted hundreds of times by rotation of magnetic

�eld. Di�erent regimes of braiding and plectoneme forming were observed,

as more turns were applied. Force extension experiments [11] show a higher

persistence length for braid than for two molecules stretched in parallel.

While magnetic tweezers allow a superb control of a twisted molecule its

pulling force is limited to 10 pN . Therefore, the e�ect of braiding on the

overstretching transition cannot be examined using this approach. In this

PhD thesis we used an atomic force microscope (AFM), to investigate for

the �rst time, how braiding of two DNA duplexes a�ects their mechanical

properties in a high force regime. For this study we used a naturally existing

braided structure found in a supercoiled bacterial plasmid pUC18. Control

experiments, necessary to �nd force curves resulting from stretching of bra-

ided DNA involved pulling experiments on linearized plasmid samples. AFM

is ideal for these stretching measurements because its tip can easily pick up

even closed circular DNA due to simple nonspeci�c binding of DNA to the

tip. In addition, AFM is capable of far higher pulling forces [8] as compared

to other single-molecule techniques and nonspeci�c attachment is known to

withstand forces even beyond 500 pN [99]. A detailed description covering

a construction of an AFM instrument particularly suited for single molecule

pulling experiments is included.

When stretched between a gold substrate and an AFM tip, supercoiled

plasmids revealed a variety of elasticity pro�les. Most of these pro�les sho-

wing prominent overstretching transitions were similar to the pro�les that

can be obtained on linearized plasmids. Two linearized plasmids stretched

in parallel are expected to produce the overstretching transition no larger

than 220 pN. However, a signi�cant number of force-extension curves of the

supercoiled plasmids revealed the overstretching transition with a force of

approximately 250 pN that was absent in the pool of recordings obtained on

the linearized plasmids. Additionally the persistence length obtained from

those curves was in excellent agreement with values resulting from braided

DNA stretching data obtained with magnetic tweezers. Thus, we conclude

that in those cases a braided DNA structure was stretched.
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We hypothesize that the increased sti�ness and overstretching transition

force result from the mutual repulsion of highly charged DNA in a braided

structure which is forced into contact during stretching. Thus, the surplus

overstretching transition force of 30 pN must be the value of this repul-

sion. Being the equivalent of 0.07 pN/nm per DNA length, it is in excellent

agreement with results of DNA-DNA interactions obtained with the osmotic

stress technique [37] and DNA e�ective diameter measurements [2].

Those results suggest, that topology can signi�cantly in�uence mechanical

properties of material even at the molecular level. The supercoiling induced

braiding present in plasmids and bacterial chromosomes, besides enabling

e�cient packing, seems to protect the genetic material from deformation

and denaturation. Additionally, the method of an AFM force spectroscopy

proved to be well suited for probing mechanics of molecular structures much

more complex than the typically studied linear polymers.
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Dodatek B Schemat konstrukcyjny mikroskopu siª

atomowych wyspecjalizowanego do pomiarów siªowych
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Dodatek C Schemat elektroniczny moduªu

arytmetycznego
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